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“Andif | fly, or if | fall. Least | can say | gaveit all. I'mon my way...”

RuPaul Charles



“El mundo esta lleno de héroes andnimos que consiguieron reinventarse a si mismosy que no
figuran en ninguna enciclopedia. Cambiar es un gesto heroico, un acto de rebeldia, un grito de
auxilio de quienes no seresignan a las cartas que lestocaron en el reparto dela vida, y quieren

barajar y dar de nuevo"

Beto Casdlla



RESUMEN

-

Ademas de los anticuerpos convencionales, los camélidos poseen anticuerpos carentes de cadena

liviana en los que un Unico dominio forma el sitio de unién a antigeno. Este dominio, denominado
Nanobody o VHH, es uno de los fragmentos de reconocimiento de antigeno mas pequefios conocidos
en la naturaleza (~15 kDa) y se caracterizan por su alta estabilidad, solubilidad y especificidad.
Estas caracteristicas Unicas de los VHHSs junto a su facilidad de manipulacion mediante biologia
molecular convierten alos VHH en una prometedora alternativa a los anticuerpos convencionales o

fragmentos de anticuerpo para numerosas aplicaciones biotecnol 6gicas.

Este trabagjo de tesis tuvo como horizonte establecer tecnologia local para la generacion de
bibliotecas de nanobodies en fagos filamentosos a partir de linfocitos B de llamas (Lama glama).
Asimismo se desarrollaron metodologias que facilitan la seleccion y caracterizacion de los
nanobodies de interés contra una variedad de antigenos que van desde peguefias moléculas hasta
complejas estructuras celulares. La funcionalidad de los nanobodies seleccionados se demostro en

diferentes aplicaciones biotecnol dgicas.

En la primera parte del trabajo se presenta el desarrollo de un vector de alto nivel de expresiony
un sistema de biotinilacion in vivo de los nanobodies que facilita el proceso de screening y
caracterizacion paralela de cientos de clones en forma sistematizada y répida. El sistema tiene gran
versatilidad y facilita el estudio de la reactividad de los nanobodies mediante citometria de flujo,
ELISA, microscopia, inmunoprecipitacion, etc. Como primer aplicacion de este sistema se
desarroll6 un método de ranqueo de afinidad relativa por el antigeno de la poblacion de nanobodies
aislados en la etapa de seleccion inicial (panning) y un sistema que permite la blsqueda de pares de
nanobodies para la deteccion del antigeno en inmunoensayos tipo sdndwich, lo que permitio €

desarrollo de un ELISA ultrasensible parala cuantificacion de la epoxi-hidrolasa humana



En la segunda parte del trabajo se describe la preparacion de una biblioteca de nanobodies
contra células dendriticas murinas, y la adaptacion de la plataforma de descubrimiento de
nanobodies para aidar anticuerpos contra receptores celulares nativos utilizando células enteras para
las etapas de aidamiento y caracterizacion. De esta forma se aislaron anticuerpos contra el
componente CD11b del receptor Mac-1, la region no polimérfica del MHC-11 y contra el receptor
CD4b5, constituyendo un desarrollo de gran relevancia debido a que, a diferencia de los anticuerpos
convencionales, los nanobodies pierden drasticamente la reactividad contra su antigeno ante
peguefios cambios conformacionales. Debido a eso los nanobodies seleccionados contra receptores
recombinantes inmovilizados sobre poliestireno (placa de ELISA) muy raramente reaccionan en
forma cruzada con el receptor nativo en las células. A pesar de esto Ultimo, y dada la importancia de
dirigir la seleccion utilizando receptores recombinantes, se mostré que la cuidadosa eleccion de la
forma de inmovilizacion del receptor recombinante, si permite aislar nanobodies contra receptores
nativos. Esto fue demostrado seleccionando nanobodies contra la cadena CD11c del receptor CDR4
que es un marcador de células dendriticas.

Por ultimo se realiz6 una prueba de concepto sobre la utilidad de los nanobodies como dominios
de funcionalizacién, en este caso para conferir funciones efectoras a nanobodies con capacidad de
neutralizar la toxinatetanica. Una vez aislados |os nanobodies anti-toxina, se prepararon anticuerpos
bi especificos fusionandol os a los nanobodies anti- CD11b, MHCII y CD45, y se estudi6 su poder de
neutralizacién y biodistribucién in vivo, encontrando un dramdtico incremento del poder
neutralizante cuando |os anticuerpos neutralizantes se funcionalizaron con el nanobody anti-CD11b

(que reacciona con un receptor endocitico), pero no con € anti-MHC-11 o anti-CD45.
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| éxito de la respuesta inmune humoral, mediada por células B, se basa en la capacidad de
producir proteinas con diferentes especificidades para proteger al huésped de posibles
agentes invasores. Esta especificidad de reconocimiento antigénico esta mediada por los

anticuerpos, los cuales muestran una importante flexibilidad y diversidad.

Fue justamente el rol protector de los anticuerpos lo que condujo a su descubrimiento. El hecho
de que las personas que contraian una enfermedad resultaran inmunes a la misma tuvo su aplicacién
profilactica en la “variolizacion”, que ya se practicaba en China e India varios siglos antes de nuestra
era. En el proceso de variolizacion, € virus smallpox vivo tomado del liquido de heridas de pacientes
infectados se inoculaba por inhalacion o aplicacion sobre heridas a quien se buscaba proteger (1). En
1798, Edward Jenner mostré que era posible sustituir la variolizacion y llevar a cabo una vacunacion
mas segura y semejante a la que conocemos hoy en dia, utilizando €l virus cowpox, causante de la
peste bovina, confiriendo proteccion eficiente contra un virus similar, pero mucho més severo (2, 3).
Sin embargo, durante mucho tiempo no se entendia en qué consistia la proteccion hasta que Emil von
Behring y Shibasabura Kitasato en 1890 mostraron que la transferencia del suero de animales
afectados por difteria a animales sanos los protegia ante un desafio con la toxina. Postularon que los
animales inmunizados presentaban esta cualidad porque debian disponer de alguna sustancia capaz
de controlar lainfeccion, a las cuales llamaron “antitoxinas” (3). El potencial para € tratamiento en
humanos fue inmediato, y |os anti-sueros constituyeron |os agentes anti-infecciosos més potentes con
los que conté la medicina hasta el advenimiento de los antibiéticos. En 1900 Paul Ehrlich, propuso la
teoria de la “inmunidad de cadena lateral” que establecia la base quimica para la especificidad de la
respuesta inmune. Su teoria era que las células tienen en su superficie moléculas receptoras
especificas (denominadas “cadenas laterales™) que sélo se unen a determinados grupos quimicos de
las moléculas de toxina; si las células sobreviven a esta unién, se produce un excedente de “cadenas
laterales”, algunas de las cuales son liberadas a la sangre en forma de antitoxinas circulantes (o que

hoy [lamamaos anticuerpos) (4).

1. Anticuerpos convencionales.

Frente a la infeccién, se dispara en los mamiferos una répida respuesta activada por receptores
para motivos conservados en patdgenos gue inician una bateria de mecanismos efectores contra €l
agente agresor (5, 6). Como resultado de esta actividad inicial de mecanismos de proteccion
innatos se desencadena ademas una respuesta adaptada a patdgeno, la cua se caracteriza por la

expansion y diferenciacion de poblaciones de linfocitos que reconocen especificamente



componente particulares (antigenos) del agente infeccioso, que contribuyen a su eliminaciéon y que
persisten en el tiempo generando la memoria inmunoldgica contra dicho agente. En este proceso
participan dos tipos de linfocitos, las células B y T. Mientras que estas Ultimas son |as responsables
de la respuesta inmune celular, los linfocitos B son las células involucradas en la respuesta de
anticuerpos. En ambos casos, la respuesta es estimulada por un antigeno particular, que en el caso
de las céllulas T se limita a péptidos asociados a las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), pero que en el caso de las células B va desde pequefias estructuras

guimicas hasta todo tipo de macromoléculas (7, 8).

La activacion de las células B se produce una vez que el antigeno se une a su superficie por
medio del receptor de células B (BCR), siendo de esta forma internalizado y procesado en péptidos
que seran presentados sobre la superficie celular en el contexto del MHC de clase Il para e
reconocimiento por células T colaboradoras especificas (9, 10). La interaccion con células
colaboradoras es critica para que se produzcan los fendmenos de maduracion de la afinidad, cambio
de clase y generacion de células plasméticas de larga vida que daran lugar una eficiente respuesta de
anticuerpos (11). Dependiendo del agente infeccioso, los anticuerpos colaboraran a contrarrestar |os
efectos de la infeccion ya sea, neutralizando sus productos toxicos 0 su mecanismo de infeccién,
opsonizandolos y promoviendo su fagocitosis, activando e complemento, y reclutando células
citotoxicos (natural killers (NK), eosindfilos, etc.) promoviendo asi la citotoxicidad mediada por
anticuerpos (ADCC).

1.1 Estructuray funcion.

Los anticuerpos convencionales, también denominados inmunoglobulinas (Ig), tienen una
estructura basica compuesta de dos cadenas pesadas idénticas (H, por heavy) y dos cadenas livianas
también idénticas (L, por light), unidas de forma covalente por puentes disulfuro (12). Cada cadena
liviana consiste de un dominio variable (V1) y uno constante (C.), mientras que la cadena pesada
consiste de un dominio variable (Vu) y hasta cuatro dominios constantes (Chi3) (figura 1).
Asimismo, en la cadena pesada hay una regiéon bisagra (hinge) que confiere flexibilidad a la
molécula y a través de donde tiene lugar la interaccion de cada heterodimero (Vo /CL:VH/CH) para
formar el anticuerpo con su estructuratipicaen formade Y (13-15). La asociacion de los dominios
variables de cada cadena forma el sitio de union al antigeno (Fab, por antigen binding fragment),
que representa el paratopo del anticuerpo. El apareamiento de la region constante de las Ig forma

laregion Fc (por fragmento cristalizable) el cual mediala mayoria de las funciones efectoras.
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Figura 1. Estructura general de los anticuer pos convencionales del tipo 1gG. La proteina consiste de dos cadenas
pesadas idénticas de ~55 kDa cada una y dos livianas idénticas de ~25 kDa, las cuales estan unidas covalentemente por
enlaces disulfuro. Muchos anticuerpos estan glicosilados con estructuras de polisacaridos unidos covalentemente a la
proteina en diferentes sitios de la molécula. La proteina tiene regiones con diferentes funciones, por ejemplo laregion Fc
(fragmento cristalizable) media las funciones efectoras de los anticuerpos, y la region variable (Vu/VL) ubicada en €l
extremo amino-terminal de ambas cadenas (Fab) representa el sitio de unidn a antigeno. C., domino constante de la
cadenalivianay Chy, dominios constantes de |a cadena pesada. Adaptado y modificado de Steinmeyer et al., 2008 (16).

Si bien hay grandes variaciones en el tipo de anticuerpos producidos por distintas especies, en los
humanos existen dos tipos de cadenas livianas (K, A) y cinco tipos de cadenas pesadas (U, 9, Y, €y a),
y de acuerdo a estas ultimas las Ig se clasifican en cinco isotipos: IgM, IgD, 1gG, IgE e IgA. Las
IgMs, con una estructura pentamérica, constituye el primer isotipo de anticuerpo producido, con una
potente capacidad de activacion del complemento y promocién de la fagocitosis para la contencion
del patdgeno. Las IgA se encuentran principalmente en superficies de mucosas. Las IgE estan
involucrados en la defensa contra parasitos y tienen un rol importante en enfermedades al érgicas. La
IgD se co-expresa con la lgM sobre la superficie de la mayoria de las células B maduras antes de la
estimulacion antigénica (17, 18) pero su funcién como |g secretada aln es desconocida (11). Por
ultimo esta la IgG que constituye la clase de |g mas abundante constituyendo el 70-75% de las Ig
totales (13). Hay cuatro subclases de I1gG (1gGa, 1gG2, 1gGs e 1gG4) de las cuales las 1gG: e 1gGz son
fuertes activadores del complemento, y por su interaccion con distintos receptores para Fc presentes
en células fagociticas y citotdxicas, actlan como potentes opsoninas y congtituyen los principales
isotipos vinculados a la ADCC mediada por células NK. Por otro lado, la 1gG. es comUnmente
asociada a la respuesta contra antigenos glucidicos, mientras que € Fc de lalgGa carece de funciones

efectoras y su actividad se asocia principal mente con la neutralizacion de a érgenos (19).



La variacion en la capacidad de reconocimiento de antigenos de los anticuerpos se debe a la
presencia de regiones hipervariables determinantes de complementariedad (CDRS). La regién
variable de cada cadena de Ig contiene tres de estas regiones, CDR1, CDR2 y CDR3, las cuales
estan flanqueadas por regiones menos variables denominadas frameworks (FR) (20). Estas ultimas
estan atamente conservadas y tienen un rol importante en la preservacion de la estructura,
plegamiento y estabilidad del anticuerpo (21, 22). Cuando los dominios V+ y Vi se aparean en la
molécula de anticuerpo, se ponen en contacto los tres CDRs de las dos cadenas conformando el
parétope, en el cual los CDR3 de ambas cadenas ocupan la porcion central. Los CDRs de la cadena
liviana son aproximadamente de 6 a 10 aminoacidos de longitud cada uno, mientras que los de la
cadena pesada son més largos, de 5 a 15 aminoécidos (15, 23). Entre las diferentes especies la
longitud del CDR1 y CDR2 de la cadena pesada es muy similar pero muestran mucha variacion a
nivel del CDR3 (23). Por gemplo el CDR3 de la cadena pesada de humanos y ratones es en
promedio de 5-15, en camélidos y tiburones de 6-30, y en bovinos puede llegar hasta 60
aminoé&cidos (24). Esta particularidad en la longitud del CDR3 entre las especies se discutira mas
adelante.

1.2 Estructura génicay generacion de diversidad.

La diversidad pre-inmune de las inmunoglobulina se establece a través de un proceso de
recombinacion somatica que involucra distintos segmentos génicos y que ocurre durante el
desarrollo de los linfocitos B (7, 25, 26). Como se muestra en la figura 2, e locus humano de la
cadena pesada (IgH) estda compuesto de aproximadamente 45 segmentos V (variables), 27
segmentos D (diversidad) y 7 segmentos J (de unién). En el caso de la cadena liviana existen dos
locus, IgL-x y IgL-A, formados por 40 segmentos V« ¥y 5 segmentos J, y 30 segmentos V. y 4

segmentos Ji, respectivamente.

Durante el desarrollo de las células B en la médula 6sea hay un proceso de rearreglo génico que
combina segmentos individuales V1-Dy-Jn 0 V-J. de cada cadena para generar |os exones maduros
codificantes de los dominios funcionades Vu y VoL (27). Este proceso de diversificacion
combinatoria se da en etapas diferentes (primero para la IgH y més tarde en el desarrollo para la
IgL), y permite la generacion de 7290 combinaciones de exon VuDuy (45 % 27 x 7) y 320 exones
parael Vi J. (200 exones V«/Jc y 120 exones Vi/J.) (26).
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Figura 2. Organizacion génica de la region variable de los anticuerpos. En humanos y ratones el dominio
variable maduro de |a cadena pesada (V1) surge de la recombinacion de un segmento génico V con un segmento DJ
previamente empalmado. Cada gen V codificalos frameworks 1-3 y los CDR1-2. El CDRS3 estéa codificado por €l gen
Dy el dltimo FR surge del gen J. Este proceso de recombinacion genera diversidad (diversidad combinatoria), la cual
se ve amplificada por la introduccion de nuclettidos durante €l proceso de empalme de los distintos segmentos
génicos. Adaptado y modificado de Vaughn et al., 2013 (28).

Debido a que € reconocimiento del antigeno tiene lugar a través del paratope generado por la
interaccion Vu/V, cada una de las 7290 VH podria combinarse con cada una de las 320 V. para asi
generar ~2.3 x 10° especificidades diferentes. Este valor a su vez se ve amplificado por un
mecanismo adicional conocido como diversidad de union que surge por la adicién o
eliminacion de nucledtidos al azar en torno a los segmentos génicos durante el proceso de
empalme de los exones VH-DH.Jw y Vi-J. Este proceso es mediado por la enzima TdT
(terminal deoxynucleotide transferase) que esta particularmente activa durante el empalme de
los segmentos génicos Dn-J+ de la region variable de la cadena pesada, por lo que afecta
directamente la longitud del CDR3. Se estima que |la combinacién de estos mecanismos genera
un repertorio primario de por lo menos 10 anticuerpos diferentes capaces de reconocer
virtualmente cualquier molécula (29). Finalmente, el RNA mensajero codificante de la cadena
inmunoglobulina completa, se genera cuando el exén (VDJn o (VJL se empalma con la
secuencia codificante de la regién constante correspondiente (Cy, paralalgH, o Ck, CA parala
IgL) a través de un evento de splicing del RNA, para asi generar la IgM de membrana que

caracteristica del linfocito inmaduro que sale de médula 6sea (30).



En el transcurso de la respuesta inmune, en la zona oscura de los centros germinales los
linfocitos B que se activaron proliferan Ilevando adelante eventos de hipermutacion somatica
que afectan los exones (VDJ)n y (VJ)L. El proceso estda mediado por la enzima AID
(desaminasa de citidina) y afecta las regiones variables con una frecuencia de mutaciones 108
veces més ata que la norma (31, 32). En la zona clara del centro germinal esta poblacion
diversificada compite por el antigeno inmovilizado sobre las células dendriticas foliculares y sblo
los clones que expresan las |g de mayor afinidad logran endocitar suficiente antigeno para lograr su
supervivencia. El proceso es reiterativo y como resultado se obtienen aumentos de varios érdenes en
la afinidad de los anticuerpos (33). En paralelo, ocurren ademas eventos de recombinacion del
ADN, denominado cambio de clase, en el cua los segmentos VxDrJi hipermutados son
empal mados con diferentes genes codificantes del dominio constante (C9, Cy, Cey Ca) paradar

lugar alosisotipos IgD, 1gG, IgE o IgA (34).

1.3 Aplicaciones biotecnol dgicas de los anticuer pos.

La extraordinaria especificidad de union de los anticuerpos los convierte en una de las
herramientas més valiosas en investigacion, diagnéstico y terapia. Inicialmente, la Unica fuente de
anticuerpos eran los sueros policlonales hiperinmunes, pero los mismos constituyen una poblacion
de anticuerpos con especificidad por distintos epitopes del antigeno blanco, y ademas son
susceptibles a la variacion entre diferentes preparaciones contra el mismo antigeno. El
descubrimiento més importante para € uso masivo de los anticuerpos fue posible gracias al
desarrollo de la tecnologia de hibridomas por Georges Kohler y César Milstein en 1975 (35). El
método se basa en lograr lineas celulares estables (hibridomas) capaces de producir una cantidad
ilimitada de anticuerpos monoclonales (mAbs) con una Unica especificidad, a través de la fusion de
células B productoras de anticuerpos con una linea celular de mieloma compatible. Las lineas de
mieloma més exitosas son las de ratdn, rata y coneo, pero no se han desarrollado las
correspondientes lineas humanas, por lo que no es posible preparar anticuerpos monoclonales
humanos con esta tecnologia (35). El otro hito en la tecnologia de anticuerpos se produjo con €l
desarrollo de los métodos de humanizacion de mAbs murinos y de seleccion de anticuerpos
recombinantes mediante phage display (descripto en la seccion 3, pagina 26) que abrid las puertas a
uso terapéutico de los anticuerpos monoclonales, con g emplos embleméticos en la aprobacién en
1997 del anticuerpo quimérico rituximab (anti-CD20) para linfomas non-Hodgkin y € primer
anticuerpo total mente humanizado adalimumab (anti-TNFa) en 2002.



En la investigacion bésica los anticuerpos son elementos claves de muchas técnicas como
inmunodeteccién, inmunoblot (western blot), inmunoprecipitacion, citometria de flujo,
inmunohistoquimica, etc. (36). Su ata especificidad también los hace (tiles en numerosas
aplicaciones de diagnostico clinico, monitoreo ambiental y seguridad alimentaria. Estimaciones
recientes sitlan el mercado mundial de anticuerpos usados en investigacion en USD 2000 millones
anuales y en aplicaciones diagnosticas en los USD 8000 millones, pero en los dltimos afios las
mayores cifras estan asociadas a la comercializacién de anticuerpos terapéuticos, que fueron de
USD 40000 millones en 2012 (37) y en 2013 alcanzaron los USD 75000 millones representando €l
50% de las ventas de todos los biofarmacéuticos (38), siendo el adalimumab (Humira) el
medicamento de mayor venta en 2014, figura 3. Hasta la fecha hay mas de 47 mAbs aprobados en
EEUU y Europa para su uso en varias patologias humanas, desde enfermedades inflamatorias hasta
canceres, y hay més de 300 candidatos en desarrollo clinico (39-42).

2014 sales in billions

Humira N §12.5/
Sovaldi
Remicade
Rituxan
Enbrel
Lantus
Avastin
Herceptin
Adwvair
Crestar

Figura 3. Los medicamentos de prescripcion de mayor venta global. En rojo se sefialan los anticuerpos terapéuticos.
Fuente Genetic Engineering News and Drug Prescribing Information.

La efectividad del tratamiento con los mAbs se debe por un lado a efecto directo de la
interaccion con €l antigeno, ya sea por neutralizacion (g. ifliximab anti-TNFa), o por su accion
biolégica, como por gemplo, a activar el receptor celular blanco sobre-expresado en células
tumorales que da lugar a la inducciéon de apoptosis (. rituximab). En otros casos su actividad
resulta de las funciones efectoras asociadas al dominio Fc, y se han puestos numerosos esfuerzos en
la ingenieria del Fc de los anticuerpos terapéuticos para mejorar la interaccion con los receptores
para Fc, con el complemento o con las células involucradas en la ADCC (43). Recientemente en la
terapia anti-tumora se ha producido un avance impresionante redirigiendo la actividad de los
anticuerpos, no contra blancos tumorales directos, sino contra “puntos de control” de la respuesta
inmune que el tumor utiliza para reprimir lainmunidad. Sobre esta base la FDA aprobo en 2011 el
ipilimumab (anti-CTLA-4) y en 2014 el pembrolizumab (anti-PD1) en modalidad de via rapida (fast

track) debido a sus evidentes beneficios en melanoma avanzado (44). Adicionalmente al uso de



mADbs completos se vienen explorando formatos alternativos que incluyen fragmentos de

anticuerpos, alguno de los cuales se describen en la figura 4 tomada de Nufiez et al., 2015 (40).

14 Formatosdeanticuerposrecombinantes
IgGACH2 scFv-Fc  Minibody Diabody | scFv V domain

%fvaeaﬁ,ﬁ & 7

kDa 150 130 100 80 55 28 15
t,.(h) 110 8 12 5 6 2 0.05

Renal cutoff 50 kDa

Figura 4. Diferentes formatos de fragmentos recombinantes de anticuerpos. En la figura se menciona el peso
molecular de los diferentes tipos de anticuerpos y €l tiempo de vida media esperado en suero. Fab, fragmento de union
al antigeno; Fv, fragmentos variables; scFv, fragmentos variables de Unica cadena; y VH, fragmento variable derivado
de la cadena pesada. Extraido de Holliger et al., 2005 (45).

14.1 Fragmentos sckv.

El fragmento més pequefio derivado de un anticuerpo convencional lo constituye el dominio VH
o VL individual. Sin embargo estos dominios individuales tienen unainterfase muy hidrofébica que
estabiliza la interaccion de ambos dominios (46), y en consecuencia, los dominios Vy 0 Vi tienden
aagregarse y por tanto carecen de utilidad (47). El fragmento recombinante funcional mas pequefio
derivado de los anticuerpos convencionales es la unidad scFv (por single chain Fv) donde los
dominios VHx y VL se encuentran unidos covalentemente a través de una secuencia espaciadora
flexible (48, 49). Debido a su pequefio tamafio (~25 kDa) pueden ser producidos de forma
recombinante en bacterias en altos rendimientos (50). Para el diagnostico por imagenologia in vivo
los scFv representarian una herramienta ideal debido a que combinan la capacidad de alta
penetracion tisular y répido clearence del organismo (45). Esto Ultimo es muy atractivo debido a
que se limitaria la exposicion a los radioisotopos. Ademas, debido a la ausencia de dominio Fc
muestran muy bajo background en comparacion a la IgG parentales, segin se ha mostrado en
modelos murinos (51, 52). A pesar de estas ventajas sobre |os anticuerpos convencionales su uso se
ha visto obstaculizado para aplicaciones terapéuticas debido a su corta vida media en circulacion por
su rapida absorcion y excrecion por los rifiones (45, 53). Dependiendo del largo de la secuencia
espaciadora se puede dar la asociacion cruzada entre dos 0 més cadenas VH-VL dando lugar a la

formacion de di- o tribodies, fendmeno que no siempre es facil de controlar (54).



1.4.2 Fragmentos Fab.

Los Fabs pueden ser generados por digestion proteolitica de los anticuerpos enteros o de forma
recombinante, y comprenden los dominios Vx y Chl de la cadena pesada y los dominios Vi y CL
de la cadena liviana conectados por enlaces disulfuro entre los dominios constantes. Constituyen
una alternativa ventgjosa para los sistemas de expresion de fragmentos de anticuerpos en fagos
(phage display) debido a la estabilidad de formato Fab (55). Estos también pueden expresarse en
sistemas procariotas, pero con menor rendimiento que los scFvs debido a que son moléculas méas

complejas y presentan un mayor tamario (48).

1.4.3 Anticuer pos Biespecificos.

La estructura modular de las inmunoglobulinas ha sido explotada para crear més de 60 variantes
diferentes de formatos de anticuerpos biespecificos (BsAb), los cuaes varian de muchas formas
incluido su peso molecular, nimero de paratopos, separacion espacial entre los distintos paratopos,
valencia para cada antigeno, habilidad de suministrar funciones efectoras y propiedades de
farmacocinética (56). Muchos de ellos estédn disefiados para redireccionar células T a sitio de
tumores para su eliminacién como por gemplo Catumaxomab (Removab®, anti-EpCAM x anti-
CD3, para € tratamiento de tumores solidos) y blinatumomab (Blincyto®, anti-CD19 x anti-CD3,
precursores de células B). Estos dos son los primeros en ser aprobados por la FDA para su uso en
terapia humana. La mayoria de los otros formatos de BsAb interaccionan con mediadores de
patologias como por € emplo con dos receptores celulares (Duligotuzumab, anti-EGFR x anti-HERS,
cancer colorectal), ligandos solubles (ABT-122, anti-IL6 x anti-IL17A, artritis reumatoided) y otras
proteinas (Revisado por Spiess et al., 2015). De estos ultimos hay méas 30 que estan en desarrollo
clinico, y 13 de ellos en etapas avanzadas de fase |1 (56).

Estas variables de anticuerpos recombinantes han suministrado una alternativa a los mAbs en
distinto tipos de aplicaciones (57-59), pero el uso de anticuerpos para aplicaciones terapéuticas y de
diagnostico se ha expandido enormemente a partir del descubrimiento de un tipo de anticuerpos no
convencionales, cuya manipulacion genética y simple mecanismo de reconocimiento del antigeno
permite la generacién de mini-anticuerpos funcionales recombinantes (nanobodies o VHH), los
cudes en determinadas aplicaciones presentan ventgas potenciales ante los anticuerpos

convencionalesy otros formatos de fragmentos de anticuerpos.



2. Anticuerposde cadena pesada.

En los 90’s, Hamers-Casterman y colegas encontraron que los camellos ademéas de los
anticuerpos tetraméricos convencionales también tenian un tipo de anticuerpos estructuralmente
diferentes a los conocidos hasta el momento que carecian de cadena liviana (60). Estos anticuerpos
homodiméricos compuestos Unicamente por dos cadenas pesadas (hcAbs, por heavy chain
antibodies, figura 5), son completamente funcionales y también contribuyen a la defensa humora de
los camellos (60, 61). Cada cadena pesada esta formada por regiones variables y constantes referidas
como VuH y ChH, respectivamente, que difieren de su contraparte convencional Vx y CH, cOMo se

mostrara mas adelante.

Figura 5. Diferencias estructurales entre los anticuer pos convencionales y los de cadena pesada. Los anticuerpos
convencionales son estructuras tetraméricas formados por dos cadenas livianas y dos pesadas, y portan dos sitios de
union a antigeno determinado por la combinacion de los dominios variables de cada cadena (VH y VL). En cambio, los
anticuerpos de cadena pesada de camélidos estan formado Unicamente por dos cadenas pesadas compuestas de un
dominio de unién a antigeno (VHH) y dos dominios constantes (Cu2 y Cn3). En los tiburones las IgNAR presentan un
dominio variable (VNAR), y cinco dominios constantes (Cy1-5), y a diferencia de los camélidos, contienen € dominio
Cul. El dominio Vu/V reconoce preferencialmente superficies planas sobre el antigeno, mientras que los VHH y
VNAR, como se mostrara més adel ante, tienen preferencia para interactuar con cavidades o grietas sobre la superficie del
antigeno. Extraidade Zielonka et al., 2015 (62).

10



Estos anticuerpos también se encontraron en otros camélidos como llamas y apacas, pero no en
otras familias del orden Artiodactyla, como los rumiantes y suiniformes (60). En 1995 Greenberg y
colaboradores encontraron una forma similar de hcAbs en tiburones nodriza (61), y luego en otros
peces cartilaginosos que recibieron un nombre mas complejo, NAR (por new antigen receptor). Los
IgNAR estan compuestas por dos cadenas idénticas formadas por cinco dominios constantes (Ch) y
un dominio variable (V-NAR) (61, 63). A pesar de similitudes con los VHH €l andlisis evolutivo
mostro que los VNAR surgieron en la evolucion por un camino diferentes independiente y mucho

mas temprano que en los camélidos (64).

Tanto en camélidos como en tiburones, el dominio de union a antigeno de los hcAb esta
reducido a ~130 aminoacidos (~14 kDa) y representan los fragmentos de union a antigeno mas

pequefios hasta hoy conocidos en la naturaleza derivados de Ig funcionales (65).

2.1 Respuesta humoral en camélidos.

Ya a comienzo de 1970 habian sido reportadas en el suero de camellos y Ilamas la presencia de
IgM, 1gG, IgA e incluso IgD sobre la base de reactividad cruzada con inmunoglobulinas humanas
(66). Sin embargo, hasta la fecha todavia no hay reactivos confiables que permitan laidentificacion y
la cuantificacion de los isotipos de inmunoglobulinas presentes en camélidos. En base a estudios de
cromatografia de afinidad se diferencian tres tipos de 1gG en camélidos que se nombran de acuerdo a
su cantidad relativa en €l suero (figura 6). Lafraccion 1gG1 es el mas abundante, aproximadamente
3 mg por mL de suero en camellos, y corresponde a los anticuerpos tetraméricos convencionales.
Esta inmunoglobulina interacciona tanto con la proteina A como la G (60). La fraccién 1gG2 e IgG3
corresponde a los hcAb que estan presentes en 2 y 1 mg por mL en e suero de camellos,
respectivamente. La interaccion diferencial de los hcAb con la proteina A y proteina G permite su
purificacion individual. Por gemplo la 1gG2 no interacciona con la proteina G, pero si con la
proteina A, mientras que la 1gG3 interacciona con ambas, pero mas débil a la que presenta la 1gGL1.
Esto permite que a partir del mismo paso de purificacién por cromatografia de afinidad sobre
proteina G se eluyalalgG3 aun pH mayor al necesario paraeluir lalgG1l (60).

La cantidad de los hcAb varia dentro de las especies de camélidos, por gemplo en camellos la
proporcién 1gG1:1gG2/3 es 50:50, mientras que en Ilamas es menor, 75:25 (65). La fraccion 1gG1l es
muy heterogénea, y existirian dos isotipos, uno con una regioén bisagra de 19 aminoécidos y otro con
una de 12 aminoécidos (60, 67). En los hcAb la region bisagra permite diferenciar la 1gG2 de la
IgG3. La primera presenta una region bisagra muy extensa, de 35 aminoécidos, mientras que lade la

1gG3 es de 15 aminoé&cidos (65). Hasta ahora no hay evidencia de la existencia, como proteina, de
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otros isotipos y también se desconoce s |a ausencia de cadena liviana es especifico de las |gGs o hay
isotipos de IgM, IgA, IgE o IgD de cadena pesada (67).

w
i
[ -4
3

J Z
Protein A

ProteinG |{e—

Void

Pass-through

Figura 6. Inmunoglobulinas del suero de camélidos. En A se muestra el método para la separacion de cada clase de
acuerdo alainteraccion con proteina A y proteina G. En B la separacion pro SDS-PAGE permite evidenciar que lalgG1l
estd formada por cadena pesada (~50 kDa) y cadena liviana (~30 kDa), mientras que la fraccién 1gG2 e 1gG3 son
anticuerpos Unicamente de cadena pesada. La diferencia en el tamafio de la IgG2 e 1gG3 se debe a la presencia de una
region bisagra més extensa. En C se muestra la representacion de 10s tres tipos de |g presentes en el suero de camélidos.
Modificada de Tabares et al., 2011(68) y Muyldermans et al., 2013 (65).

igG1 1gG3 1gG2

2.2 Aparicion delos hcAb.

Andlisis filogenéticos han mostrado que los genes dedicados a los hcAb derivan de los genes que
codifican alos anticuerpos convencionales, que emergieron y se diversificaron ~ 25 millones de afios
atrés (64, 69), después que Tylopoda se separara de otros mamiferos (60-80 millones de afios atrés) y
antes de la especializacion de los camellos y llamas (11 millones de afios atrés) (69) (figura 7). En e
caso de los peces cartilaginosos se desconoce € origen de los genes codificantes de los V-NAR, pero
se deduce que emergieron por o menos hace 220 millones de afios atrés. Estos animales también
tienen la particularidad de generar receptores de células T (TCR) de naturaleza monodominio a partir
del mismo set de genes V, conocidos como NAR- TCR (29, 70, 71).

La evolucion molecular convergente de los hcAbs homodiméricos en especies tan diversas como
camellos y tiburones sugiere que €l sistema inmune de |0s ancestros de esas especies estuvo sujeto a
un estress semejante, y en ese momento la aparicion de esas moléculas confirid alguna ventgja de
sobrevida debido a que fue propagado y fijado en la poblacion. Aungue se han propuesto muchas
hipétesis, la fuerza directora de su aparicion aln es un misterio. La mas realista de todas es que
emergieron por la necesidad de estas especies de una respuesta humoral adaptativa capaz de
desarrollar anticuerpos con dominios variables (1) méas pequefios, (I1) de forma alargada, y (I11) de
dominio Unico, que pudieran complementar a los anticuerpos convencionales a través del

reconocimiento de regiones de antigenos que no son inmunogénicos para los anticuerpos
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convencionales (29, 71). Como se mostrara mas adelante los hcAb tanto de camélidos como
tiburones tienen la particularidad de reconocer epitopes muy diferentes a los reconocidos por los

anticuerpos convencionales.
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Figura 7. Arbol filogenético enfatizando aquellos taxas que poseen Ig o TCRs de cadena Unica. Los camélidos y
peces cartilaginosos son 1os Unicos que tienen anticuerpos de cadena pesada funcionales. Se ha descubierto que otras
especies tendrian la capacidad de generar moléculas similares de dominio Unico, como por ejemplo receptores de células
T (TCR) o IgM de dominio tnico (sombreado celeste). Los nimeros alaizquierdaindican el tiempo en la divergencia en
millones de afios atrés, para varias taxas de vertebrados. Adaptado de Flagjnik et a., 2011 (29).

Mas all4 del origen filogenético, una pregunta interesante en relacion a la convergencia

molecular es; Cuales son las modificaciones necesarias para la generacion de hcAbs funcionales?

2.3 Estructuray organizacion de genes.

La estructura general de los hcAbs se asemeja ala lg clésica en el cual los dominios variables
estdn formados por cuatro frameworks y tres regiones determinantes de complementariedad
(CDRs). No obstante, tienen caracteristicas distintivas. Primero, los hcAbs carecen del dominio
constante Cx1, 1o cual genera que e dominio variable VHH se conecta directamente a la region
bisagra y de ahi a dominio Fc (60). Segundo, en los hcAbs, el Fab est4 reducido a un Unico
dominio. Esto surge como consecuencia a la ausencia del dominio Cx1 el cual en los anticuerpos
convencionales interacciona con el dominio constante de la cadena liviana (C.) estabilizando €

fragmento de unién al antigeno (Vu/VL).
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2.3.1 Ausencia del dominio constante Cy1l.

Andlisis bioquimicos y de secuencia de ADN mostraron que la region constante de las 1gG
tetramérica es diferente a la homodimérica, y son referidas como regiones Cq y CuH,
respectivamente. La primera gran modificacion fue la alteracion del dominio Cxl en los genes Cy
dedicados paralos hcAbs (Cy2b y Cy2c, 1gG2 e 1gG3 respectivamente). Este dominio no esta presente
en el mensgero maduro de ARN de los hcAb debido a mutaciones puntuales en el sitio de splicing
donador inmediato a exon de Cnl (72, 73) (figura 8). En consecuencia, este limite exon/intron
truncado no es reconocido por €l spliceosoma y el splicing del ARN mensgjero ocurre entre el exon
del VHH y € exo6n de laregion bisagra (74). En los anticuerpos convencionales |as cadenas pesadas,
después de ser sintetizadas son retenidas en el reticulo endoplasmatico por la asociacion con la
chaperona BiP (proteina de unién a la cadena pesada) hasta que se asocia con la cadena liviana (75,
76). La asociacion IgH/BiP ocurre a través del dominio CHl, y solo después de su desplazamiento
por la cadena liviana, €l anticuerpo completo es liberado para su secrecion (77, 78). De esta forma,
en ausencia del dominio Cx1, la cadena pesada se ensambla como un homodimero que existe en el
reticulo endoplasmatico y es secretado como hcAb, independientemente de la proteina BiP.
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Figura 8. Estructura y organizacion génica del locus codificante de la cadena pesada (IgH) en camélidos. Los
segmentos V codificantes de los VHH y de los VH son diferentes pero se localizan en € mismo locus génico y
comparten el conjunto de segmentos genicos D y J con los que se recombinan. Lo mismo sucede con los genes
codificantes de la region constante de las subclases convencionales y de las hclgG que se encuentra intercalados. La
estrella roja representa la mutacién puntual en el sitio donador de splicing entre el limite exon/intron del segmento C1 de
los genes de la cadena pesada de Cy2 y Cy3, que codifican para el dominio constante de los hcAb 1gG2 e 1gG3,
respectivamente. Upstream a cada gen C hay secuencias en tdndem repetidas denominadas “S o de switch* que actdian de
blanco para los eventos de recombinacion que dan lugar al cambio de clase. A pesar de que no se han detectado como
proteinas, existen todos los elementos génicos para la formacion de los otros isotipos de Ig convencionales IgM (1),
IgE(8) e IgA (o), aexcepcion de lalgD debido ala presencia de varios codones stop dentro del gen C33 (estrella blanca).
Modificado de Archur et al., 2008 (30).
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2.3.2 Sustituciones aminoacidica sobre el FR2 delos VHHS.

La ausencia de cadena liviana requirié otra modificacion en la estructura de los hcAb para su
adaptacion y fijacion en la especie. EI dominio VHH en los camélidos, a nivel del FR2 presenta
cuatro sustituciones de aminoéacidos altamente conservados: Va*Phe/Tyr, Gly*Glu, Leu*®Arg/Cys
y Trp>?Gly (figura 9). Estos aminoécidos V42G*LW>2 en el V4 interaccionan directamente con el
V_ através de interacciones hidrofdbicas (46) y frente a la ausencia de este dominio se produciriala
agregacion de los mismos. La sustitucion por otros aminoacidos més hidrofilicos (F*2E*R%0G5?)
aumenta la solubilidad de los VHH y evita la tendencia a la agregacion (79). Estos cambios no
introdujeron ningun rearreglo conformacional mayor en el esqueleto proteico (80) y constituyen una
marca distintiva que permite determinar el origen de los dominios variables (81). Ya un afio después
del descubrimiento de los hcAb, en 1994 se demostré que laintroduccion de mutaciones puntuales a
nivel de esos aminoécidos (para cambiar los aminoacidos hidrofobicos a aminoécidos cargados o
polares) permitia obtener VH solubles de otras especies, proceso que se denominé “camelizacion” de

los dominios variables derivados de anticuerpos convencionales (80, 82).

FR1 CDR1 FrR2 CDRZ FR3 CDR3 FR4

VH | I ooco I | |
canonico
FR1 CDR1 FR2 CDRZ FR: CDR3 FR4
VHH | Eocccc N TN |
canonico camellos
Mlamas
FR1 CDR1 HV2  HV4 CDR3 FR4
VNAR | N NN B

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
mMAbVH OVOQLOESGAEVMKPGASVEISCKAT GYTFSTYWIEWVKQRPGHGLEWIGE | L PGSGS TYYNEKFKG
cVHH DVQLQASGGGSVQAGGSLRLSCAAS GYT| GPYC MGWERQAPGKEREGVAA | NVCCG TYYADSVKG
| VHH OVOLOESGGGLVQPGGALRLSCAAS GLTLADTA TGWERQAPGKEREWVAC | SRRKAGTFYADSLKD

VNAR RVD-QTPRSVTKETGESLTINCVLR DASYALGS TCHYRKKSGE—-——=—==~~ GNEESI SKG ——-G
HV2
FR3 CDR3 FR4

MAbVH KATFTADTSSNTAYMOLSSLTSEDSAVYYCAR GDG - --------------- NYGY WGQGTITLTIVSS

CVHH RFTISQDNAKNTVYLLMNSLEPEDTAIYYCAA DST| YASYYECGHGLSTGGYGYDS WGQGTQVTVSS

| VHH RFTISRDDSVNTVYLOIISLKPDDTANYVCVQ | PFCNEF-------- VRGDLDRAI LGQGTOVTVAS

VNAR RYVETV NSGSKSFSLRINDLTVEDGGTYRCGL GVAGGYCD------ YALCSSRYAE CGDGTAVTVN-

HV4

Figura 9. Organizacion de la region variable de las inmunoglobulinas convencionales y de cadena pesada. La
presencia del motivo V#2G*LW52 sobre el FR2 es caracteristico de los dominios variables derivados de los
anticuerpos convencionales (VH). En los VHH, la evolucion dirigio la sustitucion de esos aminoacidos hidrof ébicos
por otros més hidrofilicos, F*?E*°R%G®2. En la parte inferior se muestra el alineamiento de la secuencia del dominio
variable de cuatro tipos de anticuerpis especificos por lalisosima de huevo (mAb, anticuerpo convencional; cVHH, VHH
de camello; IVHH, VHH de llama; y VNAR, dominio variabiable de hcAb de tiburén). Los residuos de cisteina se
resaltan en amarillo, y todos tienen €l enlace disulfuro candnico que conecta € FR1 con el FR3. Los circulos en blanco
sobre el FR2 marcan la posicion de los aminoacidos VGLW/FERG. En el caso del VNAR, estos aminoécidos no estén
presentes debido a que carecen del CDR2 completo y una fraccién del FR2. Para compensar la pérdida de diversidad por
laausencia del CDR2, en los VNARS se generaron regiones HV (HV2 y HV4, por hipervariables) que son regiones que
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muestran una elevada frecuencia de mutacion. Otra diferencia de los VNAR con respecto a los VHH es la presencia de
mayor numero de puentes disulfuro adicionales a enlace canénico que permite clasificarlos en cuatro familias y
suministraria diversidad de reconocimiento de antigenos a partir de la adopcion de diferentes estructuras secundarias del
CDR3. En la parte superior se muestra la estructura conformacional del dominio variable donde se resdtan las
sustituciones de los aminoécidos cléasicos y se sefida el residuo de triptéfano que representa el primer aminoacido del
FR4, € cua es esencia para el apareamiento con la cadena liviana en los anticuerpos clésicos (83). En la estructura
puede verse que |os aminoécidos E*°R> estan completamente expuestos al solvente, mientras que W* y G estan ocultos
por el largo CDR3. Adaptado y modificado de Wesolowski et a., 2009 (84), Muyldermans et al., 2013 (65)y Zielonka et
al., 2015 (62).

2.3.3 Eventos de recombinacién que dan lugar aloshcAbs

Como se menciond anteriormente |os camélidos pueden generar simultaneamente ambos tipos de
respuesta humoral. En 2009 Achour y colaboradores mostraron que en camélidos existe un Unico
locus codificante de las inmunoglobulinas de cadena pesada, ubicado en el cromosoma 4. Este locus
de IgH contienen todos los elementos genéticos requeridos para la generacion de los dos tipos de
inmunoglobulinas que caracterizan a sistema inmune de los camélidos (30). El mismo est4
compuesto por una region V que contiene los segmentos génicos VHH y Vw involucrados en la
generacion tanto de los exones VHH como los VH, seguidos por un unico clister de segmentos
génicos DH ¥y J4, Y una region que contiene tanto los genes para las cadenas constante de los
anticuerpos convencionales (Cn), como anticuerpos de cadena pesada (CrH), figura 8. Inicialmente,
se observo que los VHH caracteristicos de los hcAb y los segmentos génicos V1 presentaban gran
homologia con el clan Il de las familia V1(3) humana. En 2010, Deschacht et al. encontraron que
ademas de segmentos VHH(3) y VH(3), el locus IgH contiene segmentos génicos V H pertenecientes al
clan Il de la familia Vn(4) humana (85). El mecanismo genético para formar el exén VDJ del
dominio variable de los hcAbs es muy similar a de los otros organismos (72, 86) pero resulta
[lamativo que los segmentos VHH como V{ compartan el set de segmentos génicos Dy y J4 con los

gue se recombinan.

En los linfocitos que han sufrido un rearreglo VyH-Dy-Jn para generar un exdn VHH, € mismo
se empalma especificamente con los exones Cy2 o Cy3 para dar lugar a los hcAb de clase 1gG2 o
1gG3. Se desconocen cuéles son las sefiales que dirigen la preferencia por estos dominios CxH en
lugar del dominio Ch, y que se empalmen con € dominio Cy en lugar del Cu (30). El panorama es
ain méas complgjo porque se ha encontrado, aunque con moderada frecuencia, que segmentos
génicos convencionales (V) pueden dar lugar exones VH-Dr-J4 que terminan expresandose como
hcAbs, (figura 10) (85). Curiosamente en estos casos, aun cuando estan presentes los residuos
hidrofdbicos del FR2, los correspondientes hcAbs son funcionales. Se ha sugerido que la naturaleza

del CDR3 tanto a nivel de longitud como de secuencia aminoacidica podria contribuir a la
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estabilizacion y solubilidad de estos hcAb (87, 88) y ocasionalmente es posible aidar nanobodies

derivados de segmentos génicos VH, como se vera més adel ante en este trabajo de tesis.

VH3 DJ Cyla,b

Vii3.DJ Wl B - Light chain —’?
volgay  milm
vy VHH [|(Fi]103) Cy2,3 . ¥
— ¥
— %

Figura 10. L os exones derivados de los segmentos génicos Vx3 yVr4 también pueden dar lugar a hcAb. En ciertas
condiciones los segmentos V13 pueden combinan con un arreglo “especial” Du-Jq 'y € dominio Cy2 o Cy3 que codifican
el dominio constante caracteristico de los hcAb. En los rearreglos Dy-J4 de este €l hcAb hay una sustitucion del residuo
de triptéfano (W) en la posicion 103 por una arginina (R). Este tript6fano es el primer aminoacido del FR4 y es esencial
para el apareamiento con la cadena liviana en los anticuerpos clésicos (83). Existe otra excepcion, por la cual en algunos
casos los segmentos V4 dan lugar a un rearreglo que puede indistintamente combinarse con cualquiera de los dos sets
de dominios constantes para producir 1gG convencionales o hcAb. A pesar de la alta homologia de estos genes con los
genes VH4 de humanos, este comportamiento dual es especifico de los camélidos. La numeracion del residuo de arginina
o tript6fano es variable porque depende de lalongitud del CDR3. Extraido de Deschacht et al., 2010 (85).

2.4 Diversidad y forma de reconocimiento.

Debido a que la diversidad combinatoria generada por el apareamiento de las regiones VH/VL
no esta presente, se esperaria que los camélidos y tiburones tuvieran un repertorio de hcAb muy
limitado, pero no es asi (80, 89). Existen mecanismos compensatorios que ayudan a diversificar los
VHHSs, por gjemplo, existe un mayor nimero de hotspots vinculados a la hipermutacion somética
en los genes VHH/VNAR en comparacion ala de |los de los anticuerpos clésicos (69). Asimismo, en
el 5’ del CDR1 hay dos codones que codifican residuos claves para la conformacion de este CDR
cuya variacion tiene gran impacto en la forma de reconocimiento del antigeno (80). Otra
caracteristica importante de los dominios variables de los hcAb es la longitud del CDR3, que en
promedio es un 50% mas largo que el de los anticuerpos convencionales (79, 90) pudiendo superar
los 25 aminoé&cidos (91, 92).

El CDRS tiene ademéas una gran flexibilidad conformacional que le permite “ajustarse” a la
interaccion con €l antigeno, particularmente cuando se trata de epitopes concavos que generalmente

no son accesibles a los anticuerpos convencionales. Estos epitopes tienen muchas veces una alta
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relevancia biolégica a congtituir el sitio activo de enzimas o del sitio de contacto en pares
ligando-receptor (65, 93, 94). Esta es quizas una de las caracteristicas mas distintiva de los VHH y
ha sido sefialada como un elemento que podria justificar su existencia evolutiva. En la figura 11,
correspondiente a la interaccion de la lisozima de huevo con distintos anticuerpos, puede verse
como un VHH, de la misma forma que un VNAR, acomodan su CDR3 en €l sitio activo de la
enzima mientras que un anticuerpo convencional reacciona con un epitope mas bien plano lejos
del sitio activo (92, 95-97).

lysozyme-+substrate' \A4<
VNAR+lysozyme (11sz) S /
(116v) Ny | At #

Ssysome  MAB¥Sonmed

(1mel) -

Figura 11. Estructura tridimensional del complejo anticuer po/lisozima o ligando/lisozima. Los tres CDRs estan

coloreados segun la figura 7. CDRL, rojo; CDR2, verde; y CDR3 en azul, y los puentes disulfuro en amarillo. En a, e

complejo lisozima con un VNAR de tiburén con propiedades inhibidoras debido a que penetra en € sitio activo de la

lisosoma a través de las regiones CDR1 y CDR3 (96). En b la estructura del complejo entre la lisozima con un VHH de

camello (cVHH) que introduce la region del CDR3 y ocupa €l sitio activo de la enzima (92). Tanto el VHH como €l

VNAR mimetizan lo que hace €l sustrato natural de la enzima (c) (98), mientras que € mAb (d) interacciona a través de

los CDRs de ambas cadenas con la superficie plana del antigeno, por fueradel sitio activo de la enzima (99). Adaptado y
modificado de Wesolowski et al., 2010 (84).

Es frecuente que el largo CDR3 esté estabilizado por la aparicion de puentes disulfuro
adicionales que conectan e CDR3 con el CDR1 en camélidos, o el CDR3 con el CDR2 en llamas
(84). No solo anivel del CDR3, sino que también através de la aparicion de cisteinas en | as regiones
constantes (29). EI CDR3 tipicamente contribuye con el 50 a 100% de la superficie de interaccion

con el antigeno (65). Esto ha sido usado para el disefio de péptidos miméticos de la estructura del
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CDR3, denominados pepti-bodies los cuales retienen la especificidad y actividad del nanobody
original, lo cual se demostrd sintetizando un péptido de 26 aminoacidos derivado del VHH de
camello (cVHH-1mel, figura 11) anti-lisozima (100). Esta posibilidad representa una atractiva
biotecnolégica muy grande debido a que este concepto podria expandirse para €l disefio de

agoni stas/antagonistas peptidicos de receptores a partir de nanobodies.

2.5 Aplicaciones biotecnol 6gicas de los nanobodies.

El potencial biotecnolégico de los VHH ha sido reconocido desde € descubrimiento de los
hcAb en 1993 y ha estado fuertemente protegido por la patente origina de la Vrije Universiteit
Brussel, transferida en 2001 a la compafiia belga Ablynx, quien es también propietaria de la marca
registrada “Nanobody™”. Ablynx ha monopolizado el desarrollo comercial de los nanobodies y
tiene 6 nanobodies terapéuticos en fase clinica, pero la patente original caducé en Europaen 2013y
en EE.UU las patentes originales caducan entre 2013-2017, lo que ha incrementado el interés en
este formato de anticuerpos (101, 102).

Algunas de las caracteristicas de los nanobodies que |os hacen atractivos para su aplicacion en

investigacion, diagnadstico y medicinaincluyen:

1) Conservacion de la especificidad original durante la construccién de bibliotecas debido a que
no se pierde el apareamiento con la cadenaliviana (65).

2) Menor tamafio (15 kDaen lugar de 30 kDa paralos scFv).

3) Comportamiento monomérico estricto (los scFv frecuentemente se dimerizan) (79).

4) Alto nivel de expresion en bacterias (10 mg/L) y levaduras (250 mg/L) en condiciones de
laboratorio (103).

5) Fécil inclusion como dominio de unidn en quimeras recombinantes (104).

6) Mayor estabilidad quimica y térmica que cualquier otro tipo de fragmento derivado de
anticuerpos. Usualmente los nanobodies se desnaturalizan a 2.3-3.3 M de cloruro de
guanidifio y a 60-80°C (105). Algunos son inusuamente estables y pueden soportar
temperaturas superiores a 90°C sin afectar su capacidad de reconocer el antigeno (68, 106), y
mantienen su funcionalidad a pH extremos y aln en condiciones desnaturalizantes como urea
8M o cloruro de guanidifio 5M (107-109).

7) Su peguefio tamafio permite que penetrar en los tejidos y atravesar barreras tales como la
hematoencefalica y logrando reconocer epitopes que no son acanzados por |os anticuerpos

convencionales (110, 111).
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8) Altaafinidad de reconocimiento el antigeno (nano a sub-nanomolar) (65).
9) “Baga’ inmunogenicidad en humanos debido a su alta homologia con los genes V (85).

10) Unidn a epitopes cripticos de dificil acceso para anticuerpos conformacionales (93).

Algunas de las aplicaciones describen a continuacion, las cuales estédn extensamente revisadas por
(13, 65, 102, 112-114).

2.5.1 Nanobodies como herramientas de investigacion.

La facilidad para la identificacion de nanobodies contra virtualmente casi cualquier antigeno ha
convertido a estos anticuerpos en reactivos importantes y versétiles que pueden ser utilizados por
gjemplo para cromatografia de afinidad, citometria de flujo, identificacion de proteinas, marcado de

proteinas intracel ulares, e incluso como asistentes de cristalizacion (65, 114).

Por su estabilidad y robustez Ios nanobodies resultan ideales para cromatografia de afinidad, ya
que la estabilidad asegura la capacidad de regeneracion de la columna, y la naturaleza monomérica
permite incrementar la densidad de paratopos en el soporte cromatogréfico. En la actualidad ya hay
nanobodies en el mercado disponibles para su uso en investigacion, por gemplo Life Technology
(115) tiene disponibles matices con nanobodies anti-lgG y anti-albumina para eliminar estas
proteinas de suero humano, que son usados como alternativa a la proteina A para la purificacion de
las 1gG (116). Para cromatografia también hay disponible un VHH seleccionado contra la o-
synuclein (proteina asociada a sindrome de Parkinson) que reconoce €l tetra péptido EPEA (Glu-
Pro-Glu-Ala) con una Kp = 200 nM (117). Esta secuencia, denominado C-tag (The CaptureSelect™
C-tag) es utilizada para la purificacién de proteinas recombinantes que presenten dicho tag, y tiene la
particularidad que tolera la purificacion hasta 8M de ureay 2M de cloruro de guanidifio resaltando la
estabilidad de los VHH. Otra ventaja de esta interaccién es que la elusion se realiza con MgCl2 por 1o

que es muy Util paralaelusion de proteinas que no toleran la elusion acida (108).

La fusion génica de nanobodies a proteinas fluorescentes como la GFP (green fluorescent
protein) se conoce como Chromobodies® (118) o fluorobodies cuya expresién intracelular ha sido
utilizado para evidenciar la presencia de antigenos particulares dentro de la célula viva (119, 120).
La especificidad de los nanobodies por variantes conformacionales en su blanco y su capacidad de
inducir y reportar cambios conformacionales ha sido explotado para el monitoreo de la expresion de
proteinas en etapas puntuales del ciclo celular, o su translocacion, y localizacion fina dentro de la
célula (114, 120).
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Debido ala propiedad de algunos nanobodies de unirse al antigeno y estabilizarlo, estos han sido
utilizados como chaperonas de cristalizacion (denominadas como Xaperonas) en donde asiste la
cristalizacion de otra proteina (121). Por g emplo, la estructura del receptor androgénico 2 en estado
activo no se habia logrado debido a su inestabilidad en este estado conformacional. Mediante el uso
de un nanobody especifico para el estado activo del receptor fue posible la formacién de cristales
para ambas proteinas (122). Esta asistencia o actividad de chaperona se supone que se logra a través
de la estabilizacion de estados inestables y/o a través de proveer superficie de contacto adicional
(123, 124). A partir de ese entonces se han utilizado para obtener la estructura de muchas otras
proteinas (125, 126). En esta misma direccion la capacidad de estabilizacién de proteinas in vivo, los
Nbs se utilizan para microscopia de super resolucion (nanoscopia) para estabilizar la GFPy asi ganar

resolucion en las imégenes (127).

2.5.2 Nanobodies como herramientas diagnosticas.

El crecimiento del area de desarrollo de Nbs para |la deteccion de antigenos de valor diagndstico
ha sido relativamente lento, debido probablemente alo consolidadas que estan las tecnologias parala
generacion de anticuerpos convencionales en esta érea (65). La gran mayoria de las aplicaciones que
empiezan a aparecer son del 2014 en adelante, y aun no hay ningin formato disponible en €
mercado. El mayor tamafio de los anticuerpos convencionales es una ventgja para la adsorciéon a
superficies sdlidas. Sin embargo, la facilidad de manipulacion y modificacion de los Nbs permite la
introduccion de tags peptidicos que permiten la inmovilizacion orientada, por € emplo, sobre la
superficie de sensores, asegurando una maxima capacidad de captura del antigeno. Esto ha permitido
el uso de Nbs para generar biosensores para la deteccion del antigeno especifico de préostata humana
mediante SRP (surface plasmon resonance) (128), para la procalcitonina humana en el diagnostico
de infecciones bacterianas (129, 130), y para € marcador de cancer de mamas HER-2 (131).
También se han desarrollado inmunoensayos para € diagnostico de cisticercosis por Taenia solium
(132), la deteccion y cuantificacion de la toxina CrylAc y CrylFa de Bacillus thuringiensis (133,
230), para la cuantificacion de la prealbumina humana en suero como marcador de malnutricién e

infecciones agudas (134), y la deteccion del virus de influenza HSNS (135).

Por otro lado, su reducido tamafio, ausencia de la region Fc, y estabilidad estructural que les
permite resistir distintas condiciones de conjugacion a radionucleidos, los VHH han mostrado ser
sumamente ventaj 0sos en imagenologia optica, positron emission tomography (PET) y single photon
emission computed tomography (SPECT), debido a la buena y répida penetracion en tegjidos

conjuntamente con una veloz eliminacion renal que reduce enormemente el ruido de la técnica
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(background) y permite realizar el estudio pocas horas luego de la administracion (112, 136). Estas
propiedades |os hacen reactivos muy adecuados para su uso en combinacién con radio-trazadores de
corta vida media como %®Ga o 8F (t12 = 68 y 110 min, respectivamente), lo cual tiene el beneficioso
resultado de bajo tiempo de exposicion del paciente a la radiacion. Este principio ha sido demostrado
y evaluado en varios model os murinos, por eemplo usando nanobodies anti-HER-2 (137), y anti-V-

CAM1, un antigeno utilizado para el diagnostico de lesiones aterosclerdticas (138).

2.5.3 Nanobodies terapéuticos.

Siguiendo el éxito de los anticuerpos terapéuticos convencionales ha habido un gran interés en el
desarrollo de Nbs con potencial terapéutico. Como se ha mencionado, |los desarrollos méas avanzados
estan siendo |levados adelante por la compafiia Ablynx, y algunos de estos se encuentran en etapas
avanzadas de fase clinica, como por gemplo los Nbs anti-IL6R, anti-TNFa y anti-IL17 utilizados
parael tratamiento de enfermedades inflamatorias, un Nb contra el factor von Willebrand (anti-vWF)
usado para €l tratamiento de pacientes con purpura trombocitopénica trombética, un Nb anti-
RANKL usado para combatir desordenes 6seos, y un Nb que inhibe la replicacion del virus sincitial

respiratorio (RSV) humano y se administra en forma de aerosol, figura 12 (65, 139, 140).

Name Format MW Target(s) Indication Stage
(kDa)

ALX-0061 Bivalent bispecific nanobody % 26 IL-6R = HSA Rheumatoid arthritis ~ Phase Il
ALX-0081/ALX-0681 Bivalent monospecific nanobody m 28 vWF TP Phase Il
(caplacizumab)

ATN-103 (ozoralizumab) Trivalent bispecific nanobody M 38 TNFa x HSA Rheumatoid arthritis  Phase Il
ALX-0761 Trivalent trispecific nanobody W 40 IL-17F = IL-17A/F x HSA  Rheumatoid arthritis  Phase |
ALX-0141 Trivalent bispecific nanobody m 41 RANKL = HSA Osteoporosis; bone  Phase |

metastasis
ALX-0171 Trivalent monospedific nanobody m 42 F protein of RSV RSV infection Phase |

Figura 12. Nanobodies ter apéuticos en fase de desarrollo clinico. Extraido de Nufiez-Prado et al., 2015 (40).

Por su caracter modular, los Nbs representan una poderosa herramienta en terapia anti-tumoral
como vehiculos de entrega (sistemas de delivery) de drogas o compuestos toxicos (directos o
generados por la accidn de enzimas fusionadas a nanobody) (141-144), o de nano-particulas de oro
para producir una terapia foto-térmica para e control de células tumorales. Esto Ultimo ha sido
demostrado usando Nbs especificos para HER-2, el cual dirige las particulas de oro alas células que
sobre-expresan dicho marcador, y luego mediante luz laser se produce localmente calor suficiente

para destruir el tumor (145). Otra variante a esta estrategia es € uso de Nbs para la entrega de

22



moléculas a tegjidos que son de dificil acceso para los anticuerpos convencionales. Con este fin, se
han generado Nbs que pueden atravesar la barrera hematoencefalica (110, 146). Uno de esto Nbs
reconoce un marcador especifico de astrocitos, GFAP (human glial fibrillary acidic protein), incluso
cuando esta fusionado a la proteina fluorescente GFP posibilitando su uso en aplicaciones de
imagenologia (146). En forma similar, se han desarrollado Nbs gque transmigran a través del epitelio
mediante el reconocimiento del receptor plgR (polymeric immunoglobulin receptor) y podrian

transportar compuestos a las mucosas (147).

Los anticuerpos monodominio presentan también interesantes propiedades para la rapida
neutralizacién de microorganismos y toxinas. Distintos Nbs han mostrado ser eficaces como agentes
anti-infecciosos. Asi ademas del ALX-0171 contra el RSV, se han desarrollado distintos VHHs
contra el virus del HIV. En estos casos, la existencia de un CDR3 largo y flexible es un componente
crucial que facilita la unién “ajustada” a la cavidad que alberga el sitio de unién a CD4 en la proteina
gp120 (148-150). Este nanobody posee un amplio poder neutralizante, llegando a neutralizar 96 de
las 100 cepas de HIV-1 ensayadas (151). También se han aislado VHHs neutralizantes, que
interfieren con la unién al receptor de quimioquinas (CXCR4) que €l virus utiliza como co-receptor
en e proceso de infeccion (152). Ablynx ha combinado ambas vias de neutralizacion en un
nanoabody biespecifico que es capaz de ligar en simultaneo los receptores CD4 y CXCR4
produciendo un sinergismo en el poder de neutralizacion que es 320 veces mayor que las versiones

monoméricos combinadas (140).

En cuanto a la neutralizacion de toxinas, €l pequefio tamario de |os nanobodies vuelve a aparecer
como un factor ventgjoso en términos de una répida biodistribucién, pero por otro lado su répida
eliminacién renal disminuye répidamente su concentracion efectiva y hay pocos casos de VHH
monomeéricos efectivos. Un gemplo particular es el de un nanobody que neutraliza una toxina de
escorpion, con una potencia de neutralizacion muy alta (153). La particularidad de este caso se debe
a que esta toxina tiene un pequefio tamario (~7 kDa) y al ser reconocida por el nanobody forma un
complgjo de 22 kDa que es répidamente eliminado de circulacion por via renal. No obstante, este
escenario es poco comun, y la mayoria de los inmunocompleos formados toxina/anticuerpo deben
ser eliminados por la accion de células fagociticas en un proceso que en caso de los anticuerpos
neutralizantes convencionales es mediado por la regiéon Fc. En el caso de los nanobodies esto no es
posible y se han ideado distintas estrategias para superarlo. Este punto se discute en mayor detalle en

laintroduccion del articulo |1 de estatesis (154).
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2.6 Nanobodies multivalentes:

En algunas aplicaciones es necesario combinar varios nanobodies en una Unica molécula
utilizando secuencias peptidicas flexibles. Por ejemplo, su corta vida media en circulacién (t%2 = 20-
68 min) es, como se ha visto, un obstaculo para su aplicacion como anti-toxinas pero también en
terapéuticas (34), y la multimerizacion permite en algunos casos corregir este problema. En otros
casos se combinan dos especificidades para megjorar su funcionalidad, como por emplo es el caso
del nanobody biespecifico anti-CD4 x anti-CX CR4 comentado en la seccidn anterior, que esta siendo
desarrollado por Ablynx (140).

Los formatos més utilizados se describen a continuacion y se representan en la figura 13:

() diméricos, en el cua un nanobody mono-especifico esta en dos copias (155),

(I biparatépicos o bivalentes, cuando se fusionan dos nanobodies especificos para epitopes
diferentes del mismo antigeno, 1o cual resulta en € incremento de la afinidad (avidez) por
el antigeno (147),

(I biespecificos, cuando se fusionan dos nanobodies con especificidad por antigenos
diferentes (nanobodies biespecificos) (156, 157).

(V)  Multiméricos, cuando un nanobody se clona “en marco” a proteinas que naturalmente
tienden dimerizarse o multimerizarse, como el motivo de cremallera de leucina,
estreptavidina o verotoxina (158, 159); como fusién a la regién bisagra, o alos dominios
CH2y CH3 de lalgG humana. Estos dos ultimos son transfectados en lineas de células de

mieloma para la produccion de un hcAb de la especie deseada (155, 159).

99 99¢

hcAb S
95 kDa
Nanobody Nb bivalente/
15kDa Biespecifico
30 kDa

Figura 13. Diferentes formatos de fragmentos recombinantes de anticuerpos derivados de los anticuerpos de
cadena pesada de camélidos. Nb, nanobody; ABD, representa otro nanobody con especificidad por la albumina sérica
humana. Extraida de D'Huyvetter et al., 2014 (113).

La utilizacion de formatos biespecificos para aumentar la vida media de los nanobodies ha sido

implementada exitosamente a través de distintas estrategias, como por egemplo mediante la
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generacion de Nb biespecificos que se unen al antigeno de interésy por el otro extremo alaalbumina
sérica humana (HSA) (139, 142), a receptor Fc neonatal (160), o ainmunoglobulinas del hospedero
(161). La fusion ALX-0061 (anti-TNF-a x anti-HSA) mejoré la vida media del primero y se
increment6 500 veces la potencia blogueante de esta citoquina inflamatoria, en comparacién a la
versién monomérica del mismo nanobody (142, 144). En la actualidad hay varios formatos similares

gue estan en etapas finales de pruebas clinicas (figura 12).

2.7 M éodos parala generacion y seleccion de nanobodies.

L os nanobodies recombinantes derivados de hcAbs se obtienen tipicamente a partir de bibliotecas
de expresién en fagos (phage display) construidas a partir de camélidos inmunizados (45). Siguiendo
un corto proceso de inmunizacion de 6-8 semanas es posible generar una respuesta de hcAbs de alta
afinidad contra el antigeno de interés. Luego, a partir de la sangre periférica del animal inmunizado
se purifica la fraccion de células mononucleares, donde se encuentran los linfocitos B, para
amplificar los genes de laregion variable de la cadena pesada del repertorio total de anticuerpos del
animal (tanto VH como VHH, y tanto previos como los generados por la inmunizacion con e
antigeno). Los genes amplificados se clonan en un vector que permita su expresion fusionada a una
proteina de la cipside del bacteriofago M 13 (display) generando asi la correspondiente biblioteca de
nanobodies en fagos filamentosos (figura 14) (162-164).
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Figura 14. Estrategia general para la generacion de
bibliotecas de nanobodies en fagos filamentosos. Un 3] TEVEE) fagemido
camélido es inmunizado con el antigeno de interés, y luego pComb3X

después de varias dosis (2 meses) se purifican las células

mononucleares a partir de sangre periférica en donde se = Construccionde
encuentran los linfocitos B. A partir de éstos se genera el | biblioteca de VHH
ADN copia total y se amplifican los genes de la region o en fagos
variable de las cadenas pesadas del repertorio completo de ~1x10?

anticuerpos del animal. La poblacion de fragmentos de ADN
se clonan en €l vector fagemidico pComb3X para generar la
biblioteca, con la cual se van a realizar pasos de seleccion
para aislar nanobodies con la especificidad deseada a través
de la técnica de phage display. “a”, codén amber; “t”,
secuencia peptidica tag; plll1-M13 proteina de cépside viral
plil.
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La posterior seleccion de los VHH de interés a partir de esta biblioteca se realiza mediante su
interaccién con € antigeno inmovilizado (panning) como se vera mas adelante. Dado que es f&cil
alcanzar una alta representatividad de la diversidad original en las bibliotecas de VHHs como se
discute a continuacion, es comun aidar nanobodies de alta afinidad con constantes de disociacion
(Kp) nM o sub nM (nano molar). Alternativamente, se han utilizado otros soportes bioldgicos para
construir bibliotecas de nanobodies y proceder a sus seleccion, incluyendo el display en bacterias,
levaduras, y ribosomas (165-167).

Comparativamente, la generacion de bibliotecas de VHH es mucho més eficiente que las
bibliotecas equivalentes derivadas de anticuerpos tetraméricos 1gG. Esto es asi dado que en las
primeras, la especificidad reposa en un Unico dominio y una vez clonado reproduce la especificidad
original. Por el contrario en las segundas la especificidad depende del apareamiento de los dominios
VHy VL, y e mismo se pierde durante el clonado individual y posterior ensamblado ambos genes,
que resultan “barajados” y que por tanto se combinan en forma aleatoria, por lo que la especificidad
original se recupera con muy baja frecuencia. En términos précticos esto significa una biblioteca con
una diversidad de 10° es suficientemente representativa del repertorio de VHH del animal, mientras
que es necesario generar bibliotecas del orden de 10° clones de scFv o Fab para lograr una
representatividad equivalente. La alta diversidad inherente a las bibliotecas de nanobodies, hace que
en ocasiones sea posible aislar anticuerpos contra antigenos que no fueron utilizados en la
inmunizacion (168). No obstante, la afinidad de los nanobodies que se seleccionan de esta forma es
modesta, lo cua se explica por la ausencia de maduracion de afinidad in vivo. Esta baja afinidad

puede mejorarse in vitro a través de distintos métodos de diversificacion y seleccién (169).

3. Principiosy caracteristicas de la técnica de phage display.

Existen numerosos alternativas para generar bibliotecas de display o “muestreo” de anticuerpos
sobre la superficie de distintos virus (170), bacterias (171) y levaduras (172) o en sistemas
completamente in vitro utilizando ribosome display (173). Por ser la mas ampliamente utilizada y la
aplicada en esta tesis, solo se revisaran los principios de funcionamiento del método de expresion en

fagos filamentos referida como phage display.

Esta tecnol ogia, desarrollada en 1985 por Smith (170) se basa en el uso de virus bacteri6fagos
qgue han sido modificados de forma tal que expresen proteinas o péptidos recombinantes

fusionados a alguna de las proteinas de su capside. Durante el proceso de ensamblaje en la
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membrana bacteriana, estas proteinas de fusion son incorporadas en la particula vira en
formacion. Dado a que al mismo tiempo €l ADN que codifica para esas proteinas de fusion
también es empaquetado dentro de la particula viral, se establece un nexo directo entre el genotipo
(ADN encapsulado en la particula viral) y el fenotipo (proteina de fusion). Este vinculo, junto con
la capacidad de infeccién retenida por el bacteriéfago, constituyen la base de seleccion de clones

individuales entre varios de millones de variantes presentes en una biblioteca.

El bacteriéfago més utilizado para estos fines es el fago M 13, miembro de la familia de fagos
filamentosos que reciben su nombre por la larga estructura de filamento de ~880 nm de largo por
~6.5 nm de diametro. Este virus infecta las cepas de E. coli que contengan el plasmido conjugativo
F, através de su union a extremo del pilus de la bacteria, o que da lugar alatranslocacion del ADN
viral hacia el citoplasma de la célula. En la replicacién de su genoma participan proteinas propias 'y
de la célula huésped, y su empaquetamiento da lugar a una particula en forma de bastén que se libera
al medio exterior sin lisis de la célula infectada. La particula viral tiene una masa mlecular de 16.3
MDa, de la cual aproximadamente el 87% esta atribuido a las proteinas de cipside que encierran €l
genoma de ADN de simple cadena de ~6.4 kb. El genoma del M13 codifica para 11 proteinas,
cinco de las cuales componen la cépside del fago, y las otras seis estédn involucradas en la
maduracion del fago dentro de E.coli. La capside esta formada principalmente por el ensamblaje de
aproximadamente 2700 copias de la proteina pVIII formada por 50 aminoacidos, y 5 copias de
cada una de las otras cuatro proteinas (plll, pVI, pVII, plX) que se ubican en los extremos de la
particula viral como se muestra en la figura 15. plll es la proteina que se une a pilus de E. coli e
inicia el proceso de infeccion. Los dos dominios del extremo N-terminal de plll participan en este

proceso, mientras que el dominio C-terminal anclala proteinaala particulaviral (164, 174).

o = e
plil pVI pVvill pVvil piXx

Figura 15. Estructura del bacteriofago M 13. Esquema de la particula viral mostrando la localizacion de las diferentes
proteinas de la capside dentro de la cual se mantiene el genoma de simple hebra. Los fagos filamentoso tienen una
morfologia cilindrica y la capside esta formada mayoritariamente por la proteina pV111 con alrededor de 2700 copias. En
una de las extremidades se encuentran 5 copias de las proteinas pVII y plX, y en € extremo opuesto se ubican 5 copias
delas proteinas pV1 y plll. Lasproteinas plll y pVIII son las méas utilizadas en la tecnol ogia de phage display. Adaptado
y modificado de Barbas |11 et a., 2001, Phage display: A Laboratory Manual (164).
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Cualquiera de las cinco proteinas de cgpside viral puede ser utilizada para el display, pero las
més utilizadas son plll y pVIII (175). plll esla proteina de eleccion para el muestreo de fragmentos
de anticuerpos o proteinas recombinantes grandes debido a que es la Ultima proteina incorporada
durante el ensamblgje viral y por tanto toleralafusién de proteinas de mayor tamarfio sin distorsionar
la estructura de la capside viral. Esto no es posible cuando se utiliza €l display sobre pVIlI, en este
caso solo es posible expresar péptidos cortos de 6-10 residuos sin comprometer la integridad de la
particula viral (176). De todas formas el sistema de expresiéon en pVIIl es ampliamente utilizado en
el caso de péptidos debido a que la multivalencia permite seleccionar ligandos peptidicos que si bien

reacciona con baja afinidad, pueden seleccionarse en funcion de su avidez.

En las aplicaciones iniciales de la técnica la expresion se realizaba modificando el genoma del
bacteriéfago, con lo cual el display del péptido o proteina en cuestion se daba en cada una de las
copias de la proteina capsular. Actualmente las técnicas de phage display se basan en el uso de
vectores fagémidos. El vector fagémido, es basicamente un vector de expresion que contiene el gen
de la proteina de la capside utilizada para el display con un sitio de clonado en su extremo 5’ para
introducir € gen de interés a expresar en la superficie del fago. Este ademas contiene un origen de
replicacion “f1” que permite la replicacién del ADN de simple hebra y su empacamiento en
particulas de fagos (162). Sin embargo, dado que carece de |os genes responsables del empague, de
la replicacion y de las otras proteinas de la cdpside del M 13, una vez introducido en E.coli por
transformacién o electroporacion, el fagémido puede ser empacado en particulas virales infectando la
bacteria con un fago colaborador (fago helper) (177). Los fagos helper mas utilizados son M 13K07
(New England Biolab) y VCSM13 (Stratagene), y en ambos casos € genoma contiene mutaciones
gue hacen que su propia replicacion y empaguetamiento sea poco eficiente, haciendo de esa forma
que e fagemido sea preferencialmente empaguetado y garantiza que la mayoria de las particulas
contengan e fagemido (178, 179). Por su menor tamario los fagémidos tienen una eficiencia de
transformacion mayor, lo cua es muy importante para la obtencion de bibliotecas de ata
complegjidad. Ademés, dado que la particula vira es hibrida (la proteina recombinante y nativa se
incorporan en la particula viral) se asegura que no se afecta la capacidad infectiva del fago cuando se
usaplll (177).

En el caso de bibliotecas de fragmentos de anticuerpos la proteina elegida para la expresion es
plll, y se han desarrollado nimeros vectores fagémidos para estos fines. En este trabajo se opto por
utilizar el vector pComb3X desarrollado por el laboratorio del Dr. Barbas (174). El vector tiene una
version truncada de pll1 que carece de los dominios N-terminales vinculados al proceso de infeccion.

Esto es importante porque la expresion de plll en el interior de la bacteria la hace inmune a la sobre
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infeccion, y s esta se acumula debido a la presencia del vector fagémido se dificulta la sobre-
infeccion con el fago helper y por tanto la generacion de particulas virales (164). El vector tiene
ademés una secuencia lider que dirige el VHH clonado en el extremo 5’ de la plll truncada hacia el
periplasma de la bacteria, donde hay un ambiente favorable para el correcto plegamiento y formacion

de los puentes disulfuro que son esenciales para la actividad del fragmento de anticuerpo.

Una vez generada las bibliotecas de fragmentos de anticuerpos es necesario realizar pasos de
selecciéon que permitan aislar los clones de fagos que expresan anticuerpos con la especificidad
buscada. Tipicamente esto se logra incubando la biblioteca con el antigeno inmovilizado en placas,
sobre particulas magnéticas, o sobre células, para que tenga lugar lainteraccion antigeno/anticuerpo,
seguido de exigentes etapas de lavado para remover todo aquello que no haya interaccionado. Este
proceso se conoce como panning (figura 16). El proceso se puede adaptar en otras modalidades y
asi existen numerosos ejemplos de etapas de panning realizadas in vivo, en las cuales la biblioteca
se inyecta en e animal y luego de un tiempo de circulacion se extraen los tejidos enriquecidos con
los clones con especificidad por los mismos (176). Por lo general, siguiendo este procedimiento,
después de tres rondas de seleccion casi € 100% de los clones evaluados son especificos para €l
antigeno. Esto se verifica infectando E. coli con los fagos eluidos en la Ultima etapa y ensayando la
reactividad de clones individuales de la bacteria. En el caso del uso de pComb3X esto esté facilitado
por la existencia de un codon amber entre el VHH y la proteina viral plll, que la cepa de E. coli
(ER2738) utilizada suprime parcialmente, por lo que gran parte del VHH producido termina en €
sobrenadante fusionado a colas peptidicas que permiten seleccionarlos. Este proceso se explica en

mas detalle en los primeros capitul os de resultados.
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Figura 16. Etapas del proceso de panning para la seleccién de nanobodies con la especificidad deseada. Una
alicuota de la biblioteca que contenga aproximadamente un nimero de fagos en € rango de 100 a 1000 veces la
diversidad calculada de la misma se incuba con € antigeno selector. Luego de 1 hora de interaccién, se descartan los
fagos que no interaccionaron, mediante extensivos lavados, y los fagos unidos se eluyen por: (1) pH é&cido (glicina pH
2.2), (I1) por digestién moderada con tripsina que corta la unié del VHH ala proteina vira plll, o (I11) por competicion
(por ejemplo, con € ligando para €l receptor). Los fagos asi eluidos se amplifican mediante la infeccion de bacterias
E.coli, seguido ala adicion del fago helper parala produccion de una progenie de particul as virales recombinantes que al
dia siguiente se utilizaran para realizar ciclos adicionales de panning. Este proceso se repite por dos o tres rondas con €l
fin de enriquecer €l pool de fagos en secuencias de unién especifica al antigeno en cuestion. Una vez finalizado
proceso se evalUa la especificidad de clones individuales mediante ELISA utilizando un anticuerpo anti-M 13 conjugado
aperoxidasa (anti-M13:HRP), y los clones positivos son posteriormente caracterizados.
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2,

OBJETIVOSDE LA TESIS

-«

Objetivo general:

Establecimiento de tecnologia local para la generacion de bibliotecas de nanobodies en fagos

filamentosos a partir de linfocitos B de llamas, para la seleccion y produccion de anticuerpos

monodominio monoclonales y demostraciéon de su uso en el desarrollo de diferentes aplicaciones

biotecnol 6gicas de interés biomédico.

Obj etivos especificos:

1-

2-

Generacion de bibliotecas de nanobodies en fagos filamentosos a partir de linfocitos B de llama.

Generar nuevas herramientas para la expresion de nanobodies monoméricos con alto
rendimiento.

Generar un sistema de biotinilacion in vivo de los nanobodies.

Generar un método de ato rendimiento (High-throughput) para clasificar la reactividad de los
nanobodies e identificar pares que permitan el desarrollo de inmunoensayos de alta sensibilidad.

Generar una metodologia para facilitar la identificacion de nanobodies contra receptores
celulares utilizando células enteras en |os procesos de panning y seleccion.

Generar una metodologia para facilitar la identificacion de nanobodies contra receptores
celulares utilizando receptores recombinantes en |os procesos de panning y seleccion.

Incorporar funciones efectoras en  nanobodies mediante la generacion de nanobodies
bi especificos.
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CAPITULO|

CONSTRUCCION DE BIBLIOTECASDE NANOBODIESY
OPTIMIZACION DEL SISTEMA DE EXPRESION

na de las mayores ventgjas de los anticuerpos de cadena pesada de Ilama (hcAbs) es su
facilidad de manipulacion genética. Mediante biologia molecular e ADN codificante del
dominio de union a antigeno (VHH) es facilmente amplificado por PCR y clonado en un
vector fagémido que permite posteriormente aislar clones contra el antigeno de interés empleando la
tecnologia de phage display. Debido a que el ADN codificante de VHH es encapsulada dentro de la
particula viral, se establece asi un vinculo fisico entre el genotipo y el fenotipo (VHH expresado en
la superficie viral). Esta asociacion entre el fenotipo y genotipo es la base del sistema de seleccién de

VHH individuales a partir de millones de variantes que estan presentes en una biblioteca (180).

El screening de clones positivos para el antigeno de interés suele realizarse mediante ELISA con
VHH aln unidos a fagos o con la fraccion de VHH que son secretados a medio en baga
concentracion (164). Esto ocasiona que los nanobodies que son seleccionados mediante phage
display deban ser sub-clonados individualmente en vectores de expresion procariota para su posterior
produccion y caracterizacion. Latransferencia de VHH desde el vector fagemido a otro de expresion,
es un proceso laborioso, especialmente s se tienen que sub-clonar varios VHH. Con estos
antecedentes, uno de los objetivos del presente trabajo fue generar un vector de expresion de ato
rendimiento, para acelerar y facilitar la caracterizacion de nanobodies, y posteriormente permitir su
produccion en gran escala.

1.1 Construccion de bibliotecas de nanobodies.

Una llama de dos afios criada y mantenida en el parque Lecocq (IMM) fue inmunizada con un
coctel de proteinas en adyuvante incompleto de Freud que incluia receptores recombinantes de
células inmunes (Dectina-1 y MD2 murino), haptenos (conjugado a la proteina tiroglobulina del
bactericida triclocarban (TCC)), enzimas (Tioredoxin glutation reductasa de E. granulosos y la
epoxi-hidrolasa humana), y fantasmas de globulos rojos humanos. Se realizaron boosters en las
mismas condiciones cada tres semanas, y la evolucion de la respuesta de anticuerpos contra los

antigenos fue seguida mediante ELISA durante todo el proceso de inmunizacion.
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Quince dias después de la Ultima dosis se extrajeron 150 ml de sangre periféricay se prepar6 una
biblioteca de nanobodies en fagos como se describe en el Articulo | (68). Esto dio lugar a la
biblioteca NP001, de 2x10° transformantes independientes originada a partir de 2x10” células
mononucleares de Ilama. Considerando que la proporcion de células B es de aproximadamente el
20%, la diversidad méxima de la biblioteca conseguida seria del orden de 4x10° anticuerpos
diferentes (VH/VHH). Errores aeatorios introducidos por las PCR podrian minimamente
incrementar este valor de diversidad (181). Se evalud la calidad a través de la seleccion de

nanobodies especificos para cada uno de |os antigenos utilizados en la inmunizacion.

1.2 Estudio del sistema de expresion de Nbs desde el vector fagémido.

Con esta biblioteca se realizaron 2 rondas de panning contra el triclocarban (TCC, PM=316 Da)
conjugado a una proteina diferente a la usada en lainmunizacién (TCC-BSA, triclocarban conjugado
ala abumina sérica bovina) y se €ligio e clon TC7 como modelo para las etapas de optimizacion
(68). El vector pComb3X tiene la particularidad de que entre el nanobody y la proteina de capside
viral plll hay un codén amber, lo cual permite generar e nanobody fusionado a plll para su

ensamblgje en la particula viral, y también monomérico para su trabajo posterior (164).

Con este nanobody se estudi6 €l nivel de expresion en la cepa de E. coli ER2738 desde €l vector
de seleccion pComb3X, utilizando condiciones estdndares. induccién a Abssogonm = 0.6, 1 mM de
IPTG (isopropil-p-D-1-tiogalactopirandésido, agente inductor), y expresion durante 24 h. Como se

muestraen la figura 17, en el sobrenadante se encuentra una banda de ~15 kDa.
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Figura 17. Estudio de la expresion de nanobody TC7 desde €

pil ‘

~15kDa

vector pComb3X por western blot. La presencia de TC7 fue
19 detectada con el anticuerpo monoclona anti-HA conjugado a la
14 —— peroxidasa de rébano (Roche) y evidenciado usando el sustrato de la
enzima DAB/H20,. (1) Marcador de peso molecular pre-tefiido
(Invivogen), (2) sobrenadante, (3) fraccion soluble obtenida con el
‘ agente de lisis celular B-PER (Pierce), y (4) fraccion insoluble. A la
6 derecha se muestra el esquema del casette génico que codifica para €l
VHH y las dos variantes proteicas que se pueden generar. H6, péptido

tag de seis histidinas, HA, tag reconocido por mAb anti-HA.
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La cepa de E.coli ER2738 utilizada es supresora para € codon amber, pero aparentemente la
supresion no es absoluta. Desde el punto de vista practico, la aparicién del VHH soluble que posee €l
tag HA (péptido YPYDVPDYA) facilita el screening porque pueden usarse directamente los
sobrenadantes de los clones a ensayar. Por otro lado, en la fraccion soluble e insoluble del extracto
bacteriano, se observé una banda (~35 kDa) correspondiente al VHH fusionado a la proteina de
capside viral plll, pero también se observé un gran porcentgje de la banda de VHH-TC7 como ta
(~35 kDa, figura 16). En la fraccién insoluble aparecian ademas formas truncadas que aln

mantenian el epitope HA.

Posteriormente se intentd purificar el nanobody TC7 “monomérico/libre de plll” a partir del
sobrenadante utilizando el tag de 6 histidinas. Esto no fue posible por la existencia de compuestos
quelantes en el mismo (trazas en el medio de cultivo, o posiblemente &cido lactico, ascorbico o
citrico derivados del metabolismo bacteriano) que impedian la interaccion entre la cola de histidina
del nanobody y el Ni-NTA de la columna. Por esta razon, la purificacion se realizd a partir de la
fraccion periplasmatica obtenida mediante shock osmaético (182). Se obtuvo un rendimiento muy
bajo (menor a 0.3 mg/L) con un alto contenido de contaminantes truncados, evidenciandose que €l
nanobody se encontraba mayoritariamente fusionado a plll (figura 19, carril 4). No se encontré un
incremento en el rendimiento modificando variables como la temperatura, tiempo de induccion, y/o

la cantidad de agente inductor, e incluso con otros VHH (datos no mostrados).

1.3 Generacion de un vector de expresion de alto rendimiento delos VHH.

Para superar el problema de la baja expresién encontrada con el uso de pComb3X se generdé un
nuevo vector, pINQ-HeHA (figura 18) mediante la modificacion del vector de expresion fuerte pET-
28a(+) (Novagen). Este vector asegura un ato nivel de expresién de la proteina recombinante cuando
se usa en combinacion con la cepa de E.coli BL21(DES3) la cual contiene en su genoma € gen de la
T7 ARN polimerasa que va a dirigir la expresion del gen que se encuentra clonado en el vector
PET?28 gracias a la presencia de un promotor especifico parala T7 ARN polimerasa (183). Para esto
se usd el nanobody TC7 clonado en el vector pComb3X como molde y se disefiaron primers para
amplificar por PCR un casette que contuviera (1) la secuencia de secrecién periplasmética OmpA,
(I1) el primer sitio de restriccion para la enzima sfil, (111) € nanobody, (IV) e segundo sitio de
restriccion para la enzima sfil, (V) el tag de seis histidinas, y (V1) e epitope HA. Dentro del primer
forward se incluy6 el sitio de unién a los ribosomas (RBS, ribosome binding site) y en el primer

reverse dos codones stop flanqueados por un sitio BamHI y Xhol. Estos dos Ultimos sitios fueron
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incluidos para la posterior generacion de quimeras de nanobodies con diferentes proteinas de interés
(verotoxina, estreptaviding, fosfatasa alcalina, péptidos OT-1 y OT-II derivados de la ovalbumina,
entre otros). El nuevo vector permite facilmente la transferencia de cualquier VHH, o poblacion de
VHHSs (por gjemplo resultante de una ronda de panning) desde el vector pComb3X a pINQ-HsHA

mediante una Unica digestioén del ADN fagémido con la enzima sfil.

pm??wr opf;a‘.:dor Xbal RBS i)igestiﬁn con Xhal/ Xhol pE T28a+

promotor operador

T7 Lac Xbal e

1_____..

PINQ-HeHA

Ty

RBS | - l

SHI (T) SHI

promotor

LacZ pComb3X

Figura 18. Esquema de las modificacionesrealizadas sobre el vector pET28a+ para generar €l vector pINQ-HeHA.
A partir del vector pComb3X se amplifico por PCR €l casette OmpA-sfil(1)-TC7-sfil (11)-HeHA y clon6 en el vector
PET28a" utilizando las enzimas Xbal y Xhol (flechas rojas). En este vector la expresiéon del VHH esta regulado por el
promotor delaRNA polimerasaT7, inducible por IPTG.

1.4 Comparacion dela expresion de TC7 desde pComb3X y pINQ-HesHA.

La comparacion de ambos sistemas se realizo electroporando bacterias E.coli ER2738 con €l
vector pComb3X-TC7 y células BL21(DE3) con pINQ-HsHA-TC7. Se cultivaron colonias
individuales de ambas cepas en condiciones de crecimiento estandar (medio LB, 37°C, 250 rpm, 1
mM de IPTG por 24 horas). El pellet bacteriano se procesd por shock osmético y se purifico €l

nanobody por cromatografia de afinidad en columna de Ni-NTA.
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Como se muestra en la figura 19 la expresion de TC7 utilizando €l vector pINQ-HsHA fue
notoriamente superior a la alcanzada con el pComb3X tanto en el sobrenadante como en el extracto
celular. Afortunadamente la mayor parte del VHH obtenido con el pINQ-HsHA se produce en forma
soluble. En estas condiciones, se obtuvieron aproximadamente 5 mg de TC7 purificado por litro.
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Figura 19. Comparacién de la expresién de TC7 en pComb3x y pINQ-HsHA. Se analizaron por SDS-PAGE 15%
cantidades equivalentes de cada fraccion 1y 5 sobrenadante, 2 y 6 fraccion soluble; 3y 7 fraccion insoluble. Los carriles

4y 8 corresponden a 5 ug de VHH purificado por columna de Ni-NTA para cada sistema. La flecha indica la posicion
del nanobody TC7.

1.5 Optimizacion de la expreson de TC7 desde e sistema pINQ-
HeHA/BL 21(DE3).

El rendimiento de expresién utilizando el vector pINQ-HsHA se estudi6 analizando la influencia
de factores como la temperatura (16°C, 25°C y 37°C), €l tiempo de induccion (4h y 24h), y la
cantidad de agente inductor (IPTG). Experimentos preliminares indicaron un rol menor para la
temperatura 'y una mayor produccion de VHH soluble con inducciones de cuatro horas. En cuanto al
IPTG, su influencia en el nivel de produccién de TC7 se cuantificd mediante un ELISA, analizando
la fraccién soluble de los cultivos inducidos con distintas concentraciones en pocillos sensibilizados
con TCC-BSA, utilizando como referencia el valor de dilucién con e que se obtiene el 50 % de la
sefial de saturacién (SCso), figura 20.

El rendimiento maximo se obtuvo al inducir con 3 uM de IPTG, llegando a obtenerse un

rendimiento de 20 mg/L de cultivo. Esta optimizacion no es dependiente del nanobody TC7, ya que
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se obtuvieron resultados similares con VHH especificos para otros antigenos, con rendimientos que
varian desde 2 a 40 mg de VHH por litro de medio de cultivo.
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Figura 20. Optimizacion de la expresion de TC7 usando & vector pINQ-HeHA. En A se muestra la reactividad de
las fracciones solubles de las diferentes condiciones contra pocillos sensibilizados con TCC-BSA (titulacion). En B se
representa el valor de SCso obtenido en cada condicion en funcion de la concentracion de IPTG utilizada. En C el andlisis
por SDS-PAGE de las fracciones solubles usadas en €l ELISA para demostrar que la mayor sefial se debia a mayor
cantidad de anticuerpo producido. Con asteriscos se resalta la condicion de 3 'y 10 uM que concuerda con € resultado
obtenido en el ELISA para pINQ-HsHA. BSA, albumina sérica bovina; IPTG, |sopropil-B-D-1-tiogal actopirandsido.

El vector pINQ-HsHA resulté ser una valiosa herramienta para €l desarrollo de esta tesis no solo
en cuanto a etapa final de produccion de nanobodies, sino también para algunos formatos de
screening que reguerian mayores concentraciones de VHH como se vera mas adelante. Asi mismo,
resulté de utilidad para otros trabajos del grupo, asi por gjemplo el desarrollo del método optimizado
para la produccion en gran escala de VHHs se aplicd en la caracterizacion y aplicaciones andliticas
de VHHSs contra el triclocarban que se describen en e articulo suplementario S, Tabares S,
Rossotti M., et al. (68).
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CAPITULO II

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE BIOTINILACION IN VIVO
DE NANOBODIES

n el capitulo previo, se describiéo e desarrollo de un sistema de alta expresion de
nanobodies. Parafacilitar su utilizacién en distintas aplicaciones es conveniente fusionarlos
con secuencias peptidicas (tags), generalmente epitopes de anticuerpos comerciales, que
permiten su deteccion. Esto implica una dependencia en relacion a los anticuerpos secundarios
necesarios para reconocer estos tags, por ejemplo, contra el epitope HA o la cola de histidina, ya sea
durante el proceso de seleccidn de los nanobodies, como en su aplicacion final ELISA, histoquimica,
citometria de flujo, etc. Una alternativa interesante al uso de anticuerpos secundarios es €l sistema
biotina-avidinas (avidina, estreptavidina, neutravidina), por lo gue result6 atractiva la posibilidad de

gue los nanobodies tuvieran una biotina como tag.

La excepcional afinidad de lainteraccion biotina-avidinas, ha convertido ala biotinilaciéon en una
de las formas de marcado in vitro de proteinas més utilizada, dado que permite la deteccion,
inmovilizacion y purificacion de la proteina de interés (184). No obstante, en la biotinilacion quimica
(con NHS-bictina) la reaccién de conjugacion tiene lugar sobre el grupo amino de cualquiera de los
residuos de lisina expuestos, y en €l caso de afectarse lisinas que formen parte del paratopo del

anticuerpo, puede comprometerse el reconocimiento del antigeno (185-187).

Para evitar afectar € reconocimiento y lograr una modificacion sitio-especifica una interesante
aternativa es la biotinilacion in vivo de los nanobodies durante su produccion. Si bien la
biotinilacion post-traduccional de residuos de lisinas en proteinas es poco frecuente, la misma ocurre
en distintos organismos con la participacion de las [lamadas biotin holoenzyme synthetases (BHS)
(188). En E. coli hay una Unica proteina que se biotinila (la BCCP, biotin carboxyl carrier protein,
subunidad de la acetyl-CoA carboxilasa), y la lisina blanco se encuentra en una region de ata
homologia con proteinas receptoras de biotina de otros organismos (188). Mediante estrategias
combinatorias Beckett y colaboradores optimizaron una secuencia minima de 15 aminoécidos
receptora de biotina (pepBiot, GLNDIFEAQKIEWHE, AviTag™), que fusionada a la proteina de
interés conduce a su biotinilacion (189). Aunque esto puede observarse al afiadir biotina al medio de
cultivo, la biotinilacién cuantitativa de la proteina requiere la sobre-expresion del gen BirA que
codifica la BHS (BirA) de E. coli (190). Este sistema resulta sumamente Util debido a que la

biotinilacion es controladay especifica, preservando lafuncionalidad de |os anticuerpos.
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En base a esto nos planteamos eliminar |a dependencia de anticuerpos secundarios generando un
sistema de biotinilacion in vivo de los nanobodies para aprovechar la versatilidad del sistema
avidina-biotina, no solo para facilitar la deteccién de los nanobodies sino también para su uso en €l
desarrollo de metodologias que faciliten la seleccion y caracterizacion de los nanobodies. Los
resultados principales de este desarrollo se resumen en la primera parte de la publicacion
“Sreamlined method for parallel identification of single domain antibodies to membrane receptors
on whole cells”, BBA, 2015 (191), Articulo |, que seincluye al final de estatesisy que se comentan

a continuacion.

2.1 Desarrollo de un sistema de biotinilacion in vivo de los nanobodies.

El método de biotinilacion enzimética de los nanobodies se esquematiza en la figura 21 y
consistié en la generacion de:
M una cepa de E. coli “biotiniladora”, mediante la electroporacién de bacterias E.coli
BL21(DE3) con € vector pCY 216 (192), que dirige la expresion citoplasmatica de la
ligasa de biotina, BirA, bajo el control del promotor de arabinosa, y
(D) una modificacion del vector pINQ-HsHA, al que se le adiciond la secuencia pepBiot

reconocida por laligasade biotina (figura S-2 del Articulo ).

Panning Clonado de Transformacion en E. coli
VHHs en masa portadora de pCY216
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Figura 21. Esquema general del proceso de bictinilacion in vivo. Luego de la seleccién por panning los genes de los
VHHs son transferidos “en masa” al vector pINQ-BtHs (resistencia a kanamicina) donde resultan fusionados a extremo
5’ de la secuencia codificante del péptido aceptor de biotina pepBiot y de una cola de 6 histidinas. La sub-biblioteca de
plasmidos resultante es electroporada en una cepa de E. coli (BL21/DE3) previamente transformada con €l vector
pCY 216 (resistencia a cloranfenicol) que sobre expresa la ligasa de biotina BirA de E. coli. Los clones individuales son
producidos en placas de cultivos de 96 pozos para facilitar el screening de un alto nimero de clones en paraélo.
Adaptado y modificado de lafigura 1 del articulo|.
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2.2 Optimizacion del sistema de biotinilacion in vivo de los nanobodies.

Con estos dos elementos se estudiaron las condiciones de expresion en este nuevo sistemay la
influencia de la sustitucién del péptido 6xHis-HA por pepBiot-6xHis utilizando como modelo €
nanobody TC7 que reacciona contra el bactericida triclocarban (TCC). El andlisis de rendimiento
(cantidad final de nanobody purificado) mostré que no se modifico el nivel de expresion de TC7 (20
mg/L) a usar pINQ-BtHe en las bacterias sobre-expresando la ligasa de biotina BirA y crecidas en
presencia de biotina, respecto al rendimiento obtenido con pINQ-HsHA, figura 22 correspondiente a
lafigura S-3, material suplementario del articulo I. Asimismo, se observé que clones elegidos a
azar en genera presentaban buenos niveles de expresion soluble con pINQ-BtHs, lo cua es

importante para utilizar este sistema como herramienta de screening.
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Figura 22. Expresion de VHHs usando €l vector pINQ-BtH6. En la derecha se muestra el andlisis por SDS-PAGE de
la expresion en pINQ-BtHs (BtHs) y pINQ-HsHA (HeHA) del nanobody TC7 (flecha) en la fraccion insoluble (1) y
soluble (S) del extracto celular. A la derecha se muestra €l nivel de expresion de 23 clones de VHHSs escogidos a azar
utilizando €l sistema pINQ-BtHe. Adaptado y modificado de lafigura S-3 del articulo|.

A continuacion se estudié la influencia de la L-arabinosa (que controla el nivel de sobre-
expresion de la ligasa de biotina de E. coli desde €l vector pCY 216) sobre la biotinilacion de TC7.
Como se muestra en el SDS-PAGE de la figura 23, correspondiente a la figura 2 del Articulo I,
concentraciones elevadas de L-arabinosa comprometieron la produccion del nanobody soluble. Al
evaluar €l nivel de bictinilacibn mediante ELISA en pocillos sensibilizados con TCC-BSA y
detectando la unién de TC7 biotinilado con estreptavidina peroxidasa se observé que el mayor grado

de biotinilacion se obtuvo en el rango entre 0.02 y 0.07% w/v de L-arabinosa (figur a 23).
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Una vez optimizadas las mejores condiciones de produccion de TC7 biotinilado (TC7x) se evalud
el porcentaje de biotinilacién alcanzado mediante un ELISA similar a anterior, y através de ensayos

de captura con estreptavidina/agarosa (figura 3 del articulo ).
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Figura 23. Efecto dela arabinosa en la expresion y biotinilacion de TC7. Se muestra el andlisis por SDS-PAGE de la
expresion de TC7 a distintas concentraciones, y la reactividad por ELISA en pocillos cubiertos con TCC y detectando la
presenciadel TC7 biotinilado con estreptavidina conjugada a peroxidasa. Corresponde alafigura 2 del articulo|.
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2.3 Determinacion del porcentaje de biotinilacion in vivo de los Nbs.

Con las condiciones utilizadas, se obtuvo una biotinilacién de aproximadamente un 20 % (figura 24). El
bajo porcentaje de VHH biotinilado podria deberse a que la ligasa de biotina BirA y los VHH se
encuentran en compartimentos celulares diferentes. Estudios previos mostraban que cuando el VHH
se expresaba en €l citoplasma junto a BirA, la eficiencia de biotinilacidn era ~95% (187). Con estos
antecedentes, el bajo rendimiento de biotinilacion se abordd por dos caminos generando vectores que
permitian (1) la co-expresion citoplasmética de BirA 'y TC7, y (I1) la co-expresion periplasmética de
BirA y el VHH. Se descart6 la expresion citoplasmética del VHH debido al dramatico descenso en la
produccion de TC7 soluble (figura S-4 del articulo 1). En cambio, en € segundo sistema, la
expresion del nanobody fue normal, pero la actividad de BirA en € periplasma se vio disminuida 10

veces (figura S-5 del articulo 1).
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Figura 24. Andlisis del grado de biotinilacién de TC7 mediante SDS-PAGE. El nanobody TC7 se expresd en las
condiciones de induccién optimizadas en ausencia (biot(-)) o presencia (biot(+)) de biotina, se purificd por Ni-NTA.
Cinco pg de la fraccion purificada se pasd por una mini columna de estreptavidina inmovilizada en agarosa y se
analizaron las fracciones no adsorbidas (N) y eluidas (E) por SDS-PAGE. En la prueba se incluyé como control positivo
a TC7 100%bt que corresponde a nanobody biotinilado purificado por agarosa monomérica. Modificado de lafigura 3
del articulo 1.

Finalmente, la obtencion de un 100% de biotinilacién se logré por un camino menos elegante
pero mas fécil, forzando el contacto del nanobody con la enzima BirA (despues del periodo de
expresion del VHH) mediante la lisis bacteriana por ultrasonido (sonicacion), seguido de una breve
incubacion en presencia de D-biotina. En estas condiciones, donde ambas proteinas se encuentran en
contacto, se obtuvo el 100% de TC7w (figura 4 del articulo 1). Este paso adicional se denomino
“post-biotinilacion”, y consiste en lisar el pellet bacteriano mediante sonicacion, o congelado y
descongelado, e incubarlo por 1 hora a 37°C en presencia de 100 uM de D-biotina. Con esta
metodologia el sistema es sumamente eficiente. Asimismo, se comprobd que no es necesario incluir
biotina durante la expresion del VHH, sino que es suficiente agregarla en el paso de post-
biotinilacion. Esto facilita el sistema de expresion y permite que, de una misma preparacion, se
pueda conseguir una fraccién biotinilado y otra no. Mas adelante, en el capitulo IV se detala la
utilidad de esto Ultimo en la obtencion de estas dos fracciones para el mapeo de epitopes de los

nanobodi es seleccionados, sobre el antigeno de interés (seccion 4.5.2, pég. 63).

En resumen se logré desarrollar un sistema de alto rendimiento, simple y eficiente que permite
introducir, de forma sitio especifica, una molécula de biotina durante el proceso de produccion de
VHH, que como veremos mas adelante, facilita tanto la seleccion de los nanobodies de interés como
su posterior utilizacion en distintas aplicaciones. El vector base de este desarrollo, pINQ-BtHe, en
principio puede utilizarse para obtener el producto biotinilado in vivo de cualquier gen que se clone

en el mismo.
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CAPITULO Il

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE ELECCION DE NANOBODIES POR SU
AFINIDAD RELATIVA CONTRA EL ANTIGENO MARCADO Y POR SU
CAPACIDAD DE FORMAR PARES EN INMUNOENSAYOSDE DOSSITOS

eneralmente los métodos de screening inicia de los clones aislados en la etapa de panning

solamente arrojan informacion en cuanto a si €l clon en cuestiéon reacciona o no con €

antigeno, y el andlisis de otras caracteristicas queda librado a nimero de clones
individuales que puedan analizarse, |0 cual puede hacer perder clones valiosos si estos ocurren con
baja frecuencia. La comparacion directa de los sobrenadantes de cada clone no es posible dado que
existen importantes diferencias en el nivel de expresiéon de los distintos clones. Por esta razén, en
este trabaj o se procuro utilizar €l sistema de biotinilacion in vivo de los nanobodies para el desarrollo
de metodologias que facilitaran e proceso de eleccion de los anticuerpos aislados durante €l
panning. En una primera instancia se utilizo la fuerte interaccién biotina-avidina para estandarizar
por saturacion la cantidad de nanobody a ensayar y asi identificar de una poblacion de cientos de
nanobodies positivos, aquellos més prometedores en términos de afinidad relativa por € conjugado
del antigeno usado para generar la sefial. Asimismo, se aprovechd la modificacion de los nanobodies
con biotina para generar una estrategia ssimple y rapida que permitiera la seleccion de pares de
nanobodies para el montaje de un ELISA sandwich de alta sensibilidad. Estos desarrollos se hicieron
utilizando la epoxi-hidrolasa humana soluble (sEH) como antigeno modelo, y los resultados
principales se resumen en e manuscrito | “A method for sorting and pairwise selection of
nanobodies for the development of highly sensitive sandwich immunoassays”, Rossotti et al., que

dardlugar a Articulo |11, que seincluyeal final de estatesisy se comenta a continuacion.

3.1 Seleccion de nanobodies contra la sEH humana.

La sEH es un enzima de 62 kDa compuesta de dos dominios separados por una secuencia rica en
prolina. En el dominio C-terminal se encuentra la actividad catalitica responsable de la hidrdlisis de
epoxidos de acidos grasos dando los correspondiente dioles (193). Entre estos, la sEH hidroliza €
acido epoxi-eicosatrienoico gue tiene importantes funciones anti-inflamatorias, vasodilatadoras y
analgésicas. Su expresion se ha visto modificada en distintas dolencias y su inhibicion se viene

explorando como blanco farmacéutico (194). Utilizando la biblioteca NP0OO1 (derivada de una llama
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inmunizada con sEH como se describe en el capitulo |), se realizaron dos rondas de seleccién sobre
la epoxi-hidrolasa biotinilada quimicamente y adsorbida a beads magnéticas a través de la
interaccion biotina-avidina (se describe en mayor detalle en €l articulo suplementario S-11 (195)).
Se empled una estrategia de seleccion diferente ala usual con la finalidad de mantener 1a estructura
nativa de la enzima. Estudios preliminares nuestros mostraron que los VHHSs seleccionados mediante
panning sobre la proteina adsorbida directamente en la placa de ELISA no reconocian ala enzimaen
solucidn (“estructura nativa”), pero si en western blots (“estructura desnaturalizada”). Como se
discutird més adelante en el capitulo V, los nanobodies son altamente selectivos por |a estructura
contra la cual se esta realizando € proceso de seleccion, y eso puede determinar la verdadera

aplicabilidad de los nanobodies sel eccionados.

Luego de dos rondas de seleccién el pool de los genes de VHH se clonaron “en masa” desde €l
vector fagemido pComb3X al vector de biotinilacién pINQ-BtH6 (191), y se eligieron 96 clones para
la evaluacion de su reactividad mediante ELISA, figura 25 (correspondiente a la figura 1 del
manuscrito ). La figura muestra un resultado tipico del screening que se obtiene usando una

biblioteca inmune después del panning.

37 (%b o o)
© o OO o) o
oo (Q%OOO @oo%g 20 O ;j% o
= ©g ©po o %0 5% & S&5°
c o o o
S 2- “e0 o ® ©
< o
(b} o
e )
©
21 o = BSA
8 o sEH
a o
<
o o
0 [ CONREREE T ST et R Y el et
T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Clone number (BtNb)

Figura 25. Reactividad por ELISA de los nanobodies seleccionados contra la sEH humana. El sobrenadante de 96
nanobodies biotinilados in vivo (diluido 200 veces) se enfrentd a pocillos sensibilizados con una alta concentracion de
sEH para minimizar la desnaturalizacion pasiva debido ala adsorcién al plastico, y launién se detectd con estreptavidina
peroxidasa. En circul os se representa lareactividad contrala sEH, y en cuadrados la reactividad por laBSA. En el ensayo
seincluy6 en laposicion 5 al BtNb TC9 (anti-TCC, (68)) como control negativo de union. Corresponde alafigura 1 del
manuscrito |.



Este resultado no da mas informacion que el pardmetro “positivo 0 negativo” con respecto a la
union al antigeno, y esas diferencias en la sefial del ELISA no se corresponden con la afinidad de
reconocimiento, debido alas diferencias en laexpresion, y por tanto de concentracion de cada uno de
los nanobodies evaluados. Esto hace dificil sacar una conclusion acerca de con cudl o cuées de los
96 seguir adelante, y los clones que estan poco representados podrian perderse durante esta etapa.
Una posibilidad es proceder a secuenciarlos, pero ademas del costo y tiempo de preparacion del
ADN y secuenciacién, no proporciona otro criterio de seleccion més que la eliminacién de clones

redundantes.

Con el objetivo de incrementar la informacion obtenida del screening inicial, se desarrollo un
método rapido que permite evaluar simultaneamente la afinidad relativa de cientos de nanobodies,
aislados desde |a biblioteca de VHH-fagos, contra el antigeno conjugado a una enzima reportera (en
este caso, a la peroxidasa de rabano, sEH:HRP). La estrategia de la metodologia se muestra en la
figura 26, correspondiente ala figura 2 del manuscrito |. El método se basa en |la estandarizacion
de la cantidad de nanobody biotinilado, lo cual se logra a través de la saturacién de la capacidad de
capturaen el pocillo mediado por una cantidad optimizada de avidina. La alta afinidad de interaccion
del par biotina-avidina favorece la saturacion cuantitativa, aln con cantidades limitantes del ligando,

y minimizalas disociacién en |os siguientes pasos del ensayo.

Panning Cloning in pINQ-BtHE and co- In vivo biotinylationin
T: - transformation with pCY216 96 well culture plates
Ik ™ ——
'/;/ ‘-___.__ \,:\\\\\ !,{}"/VHH BErA““‘{\,\
£y L e — S 1
o p#:::-}?:%?gw W » (F 4 ";C?‘]‘\I
I dye W (pINQ)q’ -
W \BtHs/ \216/)/
H Y Y Y
§ | =y "
\ ) ) = m
\L_l‘- 4 purification
ﬁsEH’ b ggas
c P sEH-HRP D BIND 1 avidin -
4
C. B A "
@ P o
-+ « % i'h ‘ (05 1 ._‘_’JR
2 T @ ® & & B
£ 200292 2p0/1002
e RRE| | RER ¢ 6 b ¢ § |
Clone # Reactivity sortin Low- High-
assay expression expression
clone clone

45



Figura 26. Representacion del método de comparacion de la afinidad relativa por el antigeno mar cado de un alto
namer o de nanobodies en paralelo. Luego de la etapa de panning, €l ADN de la poblacién de VHHSs es clonado “en
masa” al vector de biotinilacion pINQ-BtH6. Esta sub-biblioteca es co-transformada con e vector pCY 216 que codifica
para laligasa de biotina BirA, y se producen 96 clones individuaes utilizando un box de cultivo. Luego son purificados
en paralelo utilizando placas de Ni-NTA con la finalidad de remover el exceso de biotina libre (“master plate” o placa
madre). Los nanobodies purificados son utilizados para saturar |a capacidad de captura de |os pocillos sensibilizados con
avidina (A), y asi estandarizar la cantidad de nanobody capturado (B). Por Ultimo, se adiciona una cantidad del antigeno
marcado (SEH:HRP), y bajo estas condiciones, la lectura a 450 nm se correlaciona con la afinidad del nanobody por el
antigenoconjugado ala HRP (C). HRP, horse radish peroxidase. Corresponde alafigura 2 del manuscrito .

Utilizando un nanobody biotinilado purificado como modelo (BtNb S22, especifico por la SEH
derivado del screening inicial) se optimiz6 la cantidad de avidina que permitiera minimizar la
cantidad de nanobody requerida para saturar los pocillos de ELISA, lo cual se evidenci6 utilizando
un anticuerpo monoclonal anti tag de seis histidinas conjugado a la peroxidasa de rébano (anti-
6xHis:HRP) para detectar la cantidad de anticuerpo biotinilado retenida (figura 3a del manuscrito
1). Enlafigura 22 (seccién 2.2, pag. 40) se muestra un esquema de los nanobodies y sus tags. Una
vez fijada la cantidad de avidina utilizada en la captura, se determind la cantidad de BtNb S22
necesario para saturar la capacidad de captura de los pozos, que resulté ser de 0.5 pg/mL (figura 3b
del manuscrito 1), un valor que tipicamente estd por debajo de la concentracion de VHH biotinilados

gue se obtienen en cultivos de 96 pozos.

Luego de optimizar |las condiciones de captura, 96 clones derivados del screening mostrado en la
figura 25 se crecieron en presencia de biotina en blogues de cultivo, 6 réplicas. La fraccion soluble
de los extractos bacterianos individuales se combinaron en el correspondiente sitio de un bloque de
96 mini-columnas con agarosa:Ni-NTA y se eluyeron con 250 mM imidazol en un volumen final de
1 mL. Este paso tiene la finalidad de remover el exceso de biotina libre, y lograr una “placa madre”
con 96 nanobodies para redlizar tanto el ensayo de comparacion de afinidad relativa, como la

busqueda de pares de nanobodies que se describe méas adelante en la seccion 3.3.

Los distintos nanobodies de la “placa madre” se incubaron en placas sensibilizadas con avidina,
seisréplicas. Tres de estas se utilizaron para comprobar la saturacion de los pocillos (figura 26.A) y
las tres restantes para la evaluacion de la afinidad relativa de los nanobodies contra la epoxi-
hidrolasa humana conjugada a la peroxidasa de rébano (figura 26.B). Como se muestraen lafigura
27, correspondiente ala figura 4 del manuscrito |, a excepcion de dos clones, la sefial conseguida
con e anti-6xHis:HRP fue similar, lo cua indica que la cantidad de BtNb capturado en todos los

pocillos es la misma.
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Figura 27. Saturacion de pocillos sensibilizados con
avidina con los 93 clones biotinilados derivados del
panning contra la sEH. La presencia de los nanobodies
capturados se determind con el anticuerpo monoclonal
anti-6xHis conjugado a la peroxidasa (anti-6xHis:HRP).
Cada vaor representa el promedio de tres experimentos.
El clon 5 corresponde @ VHH-TC9 utilizado como
control positivo de lasaturacién (5 pug/mL). Los clones 6,
45 y 89 se sustituyeron por PBS como controles negativos
del ensayo de union. Corresponde a la figura 4 del
manuscrito|.

Una vez verificado esto, las tres placas restantes con los 93 BtNb capturados se incubaron con

una cantidad previamente optimizada del antigeno conjugado a la peroxidasa de rébano (SEH:HRP).

Bajo estas condiciones, es de esperar que la sefiadl para cada nanobody sea proporcional a su afinidad

por la epoxi-hidrolasa conjugada a la HRP. Como se muestra en la figura 28, correspondiente a la

figura 5 del manuscrito |, la poblacion de nanobodies se clasifico en cuatro familias de acuerdo ala

sefia obtenida a 450 nm (F-1 a F-1V) que corresponderian a nanobodies con diferente “afinidad” por

el antigeno conjugado ala HRP.
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Figura 28. ELISA de afinidad relativa. Los nanobodies capturados en pocillos de avidina se incubaron con una
cantidad fija de la epoxi-hidrolasa humana conjugada a peroxidasa (SEH:HRP). De acuerdo a la sefia obtenida, los clones
se agruparon en cuatro familias (F 1-1V). Cada valor representa el promedio de tres ensayos. El clon 5, corresponde al
VHH-TC9 (anti-TCC), y las posiciones 6, 45 y 89 corresponden a controles negativos (PBS). Los nlmeros indican
nanobodies que fueron secuenciados. Corresponde alafigura 2 del manuscritol.
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Del andlisis de treinta y cuatro clones representativos de las cuatro familias se identificaron 13
secuencias Unicas (figura 29, correspondiente a la figura S-2 del manuscrito |). Esto mostré que
cada grupo corresponde a secuencias definidas, que no son compartidas con otras familias, apoyando
la hipétesis de que el método desarrollado efectivamente separa nanobodies en funcion de su
reactividad por el antigeno conjugado. A excepcion del nanobody S33, todos los clones tienen en el
FR2 los aminoécidos mas polares caracteristicos de los anticuerpos de cadena pesada (resaltados en
rojo). S33 derivaria de un anticuerpo convencional del tipo 1gG debido a la presencia del motivo
G*LW52 sobre el FR2 (marcado en celeste y descripto en detalle en la Introduccion, pag.15), y es
asi mismo un nanobody particular por e inusualmente largo CDR2 de 19 aminoacidos. Este clon
aparecio 4 veces (S25, S33, S77 y S79) en todos los casos con valores de reactividad caracteristicos
de la Familial. El método permitio resaltar la existencia del clon S73 el cual aparecié una Unica vez,

por lo cual podria haber sido facilmente perdido si |os clones se hubieran escogido a azar.

CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

Famlia |
S33 [4] [€ FPFSSYWW NARQAPGKGLEW/SG NSGGYPNSAI PNSGAYTTY | ... .. ® ARARSI SQAMGTTELWRETDY NGQGTQVTVS (9, 19, 21)
273_ I[1] I‘I I NFSLTRVA [ITRQAPGNEZERVAH [eSiVeSicHEEEE B @ NG GGHNLVP GQGTQVTVS (9, 7, 10)

anmilia
S07 [ 6] SI LSI NTMVA yRQAP E[lVAV SAAGNTN N ..... GQGTQVTVS (9, 7, 10)
S76 [1] SI FSI DSVA #RQAP ENVAA [ TRGGSAY M ..... GQGTQVTVY (9, 7, 10)
S03 [7] S| FSI DSVA #RQAP ElVAA [ TRGGSAY M ..... GQGTQVTVS (9, 7, 11)
S93 [1] NVLSI NTMG #RQAP E[NVAR SAYGVIN N ..... GQGTQVTVS (9, 7, 9)
S31 [2] RMLSI NTMG #RQAP E[NVAA TSGGVIN N ... GQGTQVTVS (9, 7, 8)
S26 [1] RVLSI NTMG |JiJRQAPGKOZHEVAA TSGGSTN - M- GQGTXVTVS (9,7,9)
S43 [4] [€ RTNDLYTMG NERQAPGKEREFVGQ [ | SEGGSPF N..... BGQGTQVTVS (9, 7, 17)
Familia Il
S16 [3] [€ LTLSNYRVG MERQAPGKEREFVAS [ TWQGSSTH N..... BGQGTQVTVS (9, 7, 11)
S19 [1] [€ SILSINTMA NRQAPGKEREEVAV [ SAAGNTN N..... BGQGTQVTVS (9, 7, 11)
Famlia IV
S69 [1] [E RWMLSI NTMA NRQAPGKEREEVAV [I SAAGNTN N..... BGGTQVTVS (9, 7, 11)
S84 [2] [€ SIFSI DSMA NRQAPGREZEEVAA [ TRGGSAY N..... BGQGTQVTVS (9, 7, 11)

Figura 29. Secuencias de los nanobodies seleccionados contra la epoxi-hidrolasa humana. En violeta se marcan los
aminoacidos que delimitan los FR/CDRs. En celeste y rojo se marcan los aminoécidos caracteristicos que definen el
origen VH o VHH de los nanobodies seleccionados. En paréntesis rectos se sefiala la frecuencia con que apareci6 dicho
clony en paréntesis curvos se resaltalalongitud en aminoécidos del CDR1, CDR2 y CDR3 respectivamente.

Seleccion de pares de Nbs para la deteccion dela sEH.

Una aplicacion muy atractiva desde € punto de vista biotecnol6gico es la posibilidad de utilizar
esta plataforma para la seleccion de pares de nanobodies para el montagje de ELISAs en el formato
tipo sdndwich para el antigeno de interés. Este tipo de ensayos poseen mayor sensibilidad y rango de
trabajo que los ensayos competitivos, y el reconocimiento “doble” del antigeno da lugar también a
una mejora la especificidad (196). Son por tanto el tipo de inmunoensayo més utilizado para el
analisis de biomarcadores en muestras biol 6gicas complgjas, pero hay pocos g emplos en laliteratura
de ensayos de este tipo montados con nanobodies. A priori, la mayor sensibilidad del ensayo se

obtiene con la mayor afinidad de |os anticuerpos utilizados en la capturay la deteccion, pero ademés,
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y €l parametro méas importante, es que no debe haber solapamiento de los epitopes definidos por los
dos anticuerpos. Como se comenté en la seccién anterior, el método de ranqueo (figura 26)
proporciond una primera opciéon de eleccion de anticuerpos con alta reactividad contra la sEH
conjugada a la HRP. En la siguiente etapa se procedio a la seleccion de pares de anticuerpos para la
deteccion de la sEH en el formato de ELISA sandwich. La busqueda de pares con epitopes no
solapantes se realiz6 en forma empirica usando un formato de high-throughput (alto nimero de
procesamiento de muestras en paralelo), paralo cua la modificacion de los nanobodies con biotina
volvié a ser de utilidad ya que se utilizé parainmovilizar en forma orientada al nanobody de captura

asi como para generar la sefid tras la union del nanobody de deteccion, figura 30.
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Figura 30. Diagrama de la estrategia para la busqueda de pares de nanobodies. El BtNb a utilizar en la captura se
produce en cantidad suficiente purificandolo por Ni-NTA agarosa y es entonces utilizado para saturar los pocillos
sensibilizados con avidina de una placa de 96 pozos (A), luego se adiciona una cantidad cercana al limite de deteccién
esperado del antigeno, y € complejo asi formado es posteriormente incubado con los 96 nanobodies biotinilados
disponibles en la “placa madre” preparada para el ranking de afinidad contra la SEH:HRP (B). Esto puede dar lugar ala
situacion C, en lacual € segundo nanobody (de deteccidn) reconoce un epitope diferente al nanobody de capturay por lo
tanto es posible el sandwich; o la situacion D, en la cual los epitopes se solapan y por lo tanto no es posible el
reconocimiento doble. Existiran ademés situaciones intermedias en las que se dé un solapamiento parcial de epitopes y
por tanto sefiales mas débiles.

Como se muestra en la figura 6 del manuscrito |, la busqueda de pares se realizd con los
nanobodies S33, S73, S7, $43 y S76 como nanobodies de captura. Los dos primeros se eligieron
debido a su mayor reactividad por la sEH:HRP, y los tres ultimos (con reactividad intermedia) se
incluyeron con el propésito de incrementar la posibilidad de encontrar pares. Para cada clon usado en

la captura se evaluaron 96 combinaciones con nanobodies de la “placa madre” usando 20, 4y O
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ng/mL de sEH, con la finalidad no solo de determinar la habilidad de formar pares, sino de observar
cual de ellos tenia mayor sensibilidad en la deteccién del antigeno. En este caso la blsqueda de pares
se redliza con el antigeno nativo sin marcar, ya que es € que vamos a encontrar en las muestras
biol6gicas. Algo llamativo del andlisis de combinaciones (figura 6 del manuscrito |) fue que el clon
S73 no formé buenos pares con ninguno de los 96 clones evaluados, en comparacion por gemplo a
A3 el cual parece definir un epitope muy diferente que no se solapa con la mayoria de los clones
evaluados. Es interesante notar que este andlisis permite ademéas el mapeo relativo de epitopes,
incluso dado €l alto niumero de clones podria decirse que epitopes como los definidos por S7 son
altamente inmunogénicos en la llama, dado que la gran mayoria de los epitopes definidos por €l

conjunto de nanobodies solapan con |os mismos.

De este screening de alto nUmero de combinaciones en paralelo, se eligieron para cada nanobody
de captura las seis combinaciones de nanobodies que daban mayor sefial al usar 4 ng/mL de sEH, y
se realizaron curvas de titulacion para comparar €l rango de deteccion y el valor de SCso obtenido
con cada uno de ellos. Este valor corresponde a la concentracion de sEH con la cua se obtiene el
50% de la sefial méxima, y se eligié como pardmetro para comparar la sensibilidad lograda con cada

combinacién de nanobodies (tabla 1, correspondiente alatabla 1 del manuscrito I).

Tabla 1. Valores de SC50 (ng/mL) obtenidos con los distintos par es de nanobodies

S7 SCso S76 SCso S33 SCsp A3 SCso S73 SCso
S16 | 884 S16 83.2 S7r 215 S7 236 S 269
S33 411 S33 376 S12 417 S14 266 S12 147
S36 130 S36 132 S16 4096 S31 442 S16 220
A3 | 122 A3 120 S26 227 S33 422 S17 243
A9 106 S49 781 A3 254 A8 186 A9 246

S54 | 449 S54 407 A9 2488 S94 316 S50 221

El anticuerpo de captura se muestra en negrita al tope de cada columna donde se listan los
correspondientes nanobodies de deteccion (negrita e itdlica) con lo que se combind. Los
valores mas bajo de SCso para cada anticuerpo de captura se muestran en negrita y
subrayado. El par S76/S43 es la combinacion con la que se logra mayor sensibilidad en el
ensayo sandwich.

Todos los anticuerpos de captura tienen alta afinidad por e antigeno nativo (tabla 2), sin
embargo los mejores valores de SCso son dependientes de la combinacion de pares de nanobodies

utilizado. Pareceria que dentro de cierto rango de afinidad, |os aspectos mas criticos para un ensayo
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de ata sensibilidad serian: 1) la ausencia absoluta de impedimento estérico para la union en
simultaneo de los dos nanobodies a antigeno, y 2) cambios conformacionales en el antigeno
inducidos tras la union del nanobody de captura, 1o cual podria explicar la pobre capacidad de
formacion de pares del nanobody S73. Ambas hipétesis apoyan la importancia de la necesidad del

analisis masivo de pares para maximizar la sensibilidad lograda en el ensayo sandwich.

Tabla 2. Afinidad de nanobodies medido por interferometria de bio-capa.

Nb Kpo(nM)  kon(M-is?) Kott (1)

S33 0.35 1.97 x 10° 6.85x 10°
A3 0.21 7.35x 10* 1.56 x 10
S73 0.71 1.40 x 10° 1.00x 104

S76 0.42 2.55x 10° 1.07 x 10

Nb, nanobody, Kp constante de disociacion en equilibrio (Kp=
Kofifkon). M, molar; s, segundos; kon, constante de la velocidad
de asociacion y Ko, constante de la velocidad de disociacion
del complegjo.

Los VHH son sumamente dependientes de la conformacién del antigeno, por lo que la
posibilidad de realizar la inmovilizacion orientada de los VHHS posibilita determinar la afinidad por
el antigeno nativo, lo cual es el valor més confiable de su afinidad real. Esto se evalué mediante
ensayos de union por interferometria de bio-capa en sensores sensibilizados con estreptavidina
(BioLayer Interferometry, Octet System, Fortebio). Los valores de afinidad obtenidos con el antigeno
nativo mostraron que el método de clasificacion de reactividades desarrollado en la primera parte de
este capitulo esté influenciado por la modificacién del antigeno con la peroxidasa. Por gjemplo, €
nanobody de mayor afinidad es $43, € cual deberia estar por encima del resto o muy similar a la
reactividad obtenida con S33 o S73 en el método de “afinidad relativa”. Es posible que esta
discrepancia se deba a que algunos epitopes resultan modificados por la conjugacion a la peroxidasa
y por tanto el resultado no es representativo de la afinidad real por el antigeno nativo (figura S-2 del

manuscrito 1).

Esta limitacion no deberia ser un problema en el caso, por cierto muy comun, de que se trate de
un antigeno con un tag peptidico (g. HA, c-myc u otro diferente ala cola de seis histidinas presentes
en los VHHS) que pueda ser detectada con un anticuerpo anti-tag. A pesar de esto, € método

permitié encontrar nanobodies que se ven afectados por la peroxidacion y otros que no, lo cual en
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nuestro caso fue muy valioso para descubrir nanobodies que reconocen regiones diferentes de la

epixi-hidrolasa, un parametro muy valioso para el montaje de ELISA sandwiches.

Desarrollo de un ELISA sandwich para la cuantificacion dela sEH.

En base a estos resultados se €ligi6 desarrollar un ELISA sandwich con la combinacién S76/$43.
Dentro de los pardmetros que se optimizaron se encontrd que la deteccion del segundo nanobody a
través del epitope HA con un anticuerpo IgG anti-HA conjugado a peroxidasa (Roche) incremento la
sensibilidad del ensayo final, € cual como se muestraen la figura 31 tiene un rango lineal de trabajo
desde 0.16 a 5.2 ng/mL, y un limite de deteccién y cuantificacion (LD y LQ) de 0.063 y 0.094
ng/mL, respectivamente. El ensayo logrado es muy sensible, 1o cua resalta los beneficios del
screening a gran escala para la busqueda de los mejores pares de nanobodies a partir de una

poblacion de nanobodies especificos para el antigeno.

,| SCx=3.94£0.15 ngimL , y =040 +0.0032
R?=0.9971

£ E
g 2 14
g 38
o —
514 <}
%] 0
Qo Qo
< <

0+ T T T 0 T T T T T 1

0.1 1 10 100 0 1 2 3 4 5 6
human sEH (ng/mL) human sEH (ng/mL)

Figura 31. ELISA sandwich montado con los nanobodies S76/S43 para la cuantificacion de la epoxy-hidrolasa
humana. Curva de titulacién obtenida en el rango de 0.16-160 ng/mL (izquierda) o en e rango de 0-5.2 ng/mL
(derecha). Este resultado es el promedio de medidas realizadas por triplicado y las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. El limite de deteccion (LD) y de cuantificacion (LQ) fue de 0.063 y 0.094 ng/mL, respectivamente.
Estos parametros fueron definidos como el valor del blanco mas 3, o 10 desviaciones estandares, respectivamente.
Corresponde alafigura 7 del manuscritoll.

Performance analitica del EL I SA sandwich basado en nanobodies.
Inicialmente se estudié la recuperacion de cantidades adicionadas de sEH en la fraccion
citosblica de globulos rojos (RBC) en donde se expresa la sEH, y esta regula la epoxidacion del
acido araguidonico catalizado por la hemoglobina (197, 198). Latabla 3 (correspondiente ala tabla
3 del manuscrito |) resume los valores determinados cuando a extracto de RBC se le adicionaron
(“spiked™) cantidades de SEH en el rango 0.25-4.0 ng/mL, consiguiéndose excelentes valores de

recuperacion.
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Tabla 3. Recuperacion de sEH en muestras adicionadas (n=3)

spiked (ng/mL) Measured (ng/mL)  Mean recovery (%)

4.0 4.14 + 0.02 93
2.0 244 +0.01 101
1.0 144+ 0.01 103
0.5 0.94 +0.01 103
0.25 0.67 +0.02 99
0 0.42 +0.03 -

La fraccion citoplasmética de los RBC fue diluido 1/80 en PBS y fue adicionada
(“spiked”) con diferentes concentraciones conocidas de SEH. Los resultados
representan y la desviacion estandar de tres medidas.

Posteriormente, utilizando fracciones comerciales de tejidos humanos (Xenotech LLC, Lenexa,
KS, USA) se evalud la utilidad del ensayo desarrollado para la cuantificacion de la proteina en estas
muestras biolégicas. Era interesante analizar estas muestras debido a que las mismas habian sido
analizadas por nuestros colaboradores de la Universidad de Davis (UCDavis, CA, USA)
cuantificando la sEH a través de la actividad enzimatica y por western blot (199), y recientemente
utilizando un ELISA sandwich montado con anticuerpos policlonales de captura y un nanobody
seleccionado de la biblioteca NP0O1 paraladeteccion (articulo suplementario S-11) (195). Como se
muestra en la tabla 4 (correspondiente ala tabla 4 del manuscrito |), los valores obtenidos con el

sandwich basado en nanobodies fue muy similar alos valores previamente reportados.

Tabla 4. Comparacion del EL1SA nanobodies con otros métodos

sEH (nM) estimado por:

Actividad enzimética (199)  Western-blot (199)  ELISA poli-Nb (195) N;%}Sﬁ "
Tejido humano promedio + SD promedio + SD promedio + SD promedio + SD
Higado 420 + 89 500 + 150 386 + 48 468 + 22
Rifiones 44+ 3 80+ 15 444+16 37+3
Pulmones (NF) 3.0+0.3 22+ 6 6.1+0.3 29+0.1
Pulmones (F) 28+0.3 21+4 59+01 21+£0.2
Intestino 80+9 110+ 10 ---- 121+ 6

NF, no fumadores; F, fumadores. 3D, desviacion estandar.

El ensayo resulto tan sensible que las muestras comerciales que contienen la menor cantidad de
sEH esperada hubo que diluirlas por lo menos 1/200 (intestino) y en el caso del higado 1/20.000.
Esto evitalainterferencia de la matriz, y augura que €l método podria ser Util para €l seguimiento de
la enzima en muestras en las cuales pudiese aparecer en cantidades a nivel de trazas, por g emplo en

Suero.
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CAPITULO IV

SELECCION DE NANOBODIES CONTRA RECEPTORES DE
CELULASINMUNES

omo se comentd en la introduccion uno de los objetivos principales de este trabajo fue la

seleccion de anticuerpos contra receptores de las células inmunes. Asi, las primeras

bibliotecas preparadas en este trabajo de tesis fueron a partir de llamas inmunizadas con
los receptores recombinantes MD2 y Dectina-1 producidos en baculovirus, tal como se menciond en
el capitulo |. Realizando la seleccion sobre estos antigenos inmovilizados en placas de ELISA, se
obtuvieron nanobodies que reaccionaban fuertemente en ELISA y Western blot, con MD2 y Dectina-
1, pero no reaccionaban con el receptor nativo expresado sobre la célula. Esta etapa fue un
importante cuello de botella en el avance y desarrollo de esta tesis, e hizo replantear el esquema
completo de la forma de inmunizacion y seleccion de nanobodies para receptores. La nueva
estrategia apunt6 a utilizar el “receptor en las células” tanto en la etapa de inmunizacion como en la
seleccion, y asi se procedio a inmunizar llamas con células dendriticas (DCs) “enteras” como sistema
modelo, con la finalidad de generar anticuerpos contra proteinas de membrana en su conformacion
nativa. El interés sobre este tipo celular se basd en su importante rol en el sistema inmune que hace
gue se encuentren equipadas con receptores criticos para €l inicio y desarrollo de la respuesta

inmune.

La estrategia de inmunizacion con células enteras implica un gran desafio, ya que es un antigeno
muy complejo, y por tanto el mayor reto es poder identificar facilmente los antigenos reconocidos
por los nanobodies seleccionados. Esta fue una de las razones por la cual se generd el sistema de
biotinilacion detallado en €l capitulo |1, y que es la base de la metodologia de identificacion que se
resume en la segunda parte de la publicacion “Sreamlined method for parallel identification of
single domain antibodies to membrane receptors on whole cells”, BBA, 2015 (191), Articulo |, que

seincluye al final de estatesisy que se comenta a continuacion.



4.1 Inmunizacion y evaluacion de la respuesta humoral de la llama 1053

inmunizada con células dendriticas murinas.

Una llama de dos afios (1053) fue inmunizada con células dendriticas generadas a partir de
precursores de medula 6sea (BMDCs) de ratones Balb/c diferenciados con el factor GM-CSF
recombinante (factor estimulador de colonias de monocitogmacréfagos, producido de forma
recombinante en el marco de esta tesis), en PBS por seis dosis (200). El fenotipo y calidad de las
BMDCs se determind por citometria de flujo utilizando una combinacion de anticuerpos contra
marcadores celulares (figura S-1 del articulo |) previo a cada administracién, y en todos los casos =
80% eran células dendriticas (considerado como células CD11b*/CD11c").

Para tener una medida directa de la generacion de anticuerpos contra proteinas de superficie de la
célula dendritica se evalud el titulo de anticuerpos de la llama mediante citometria de flujo. Como se
muestra en lafigura 32 € titulo que alcanzo la llama 1053 contra la DC fue ato (1/20.000), y muy
superior a obtenido con el suero de un anima naive (1/200). Esto era un buen indicador para
proceder a la construccion de la biblioteca, ya que por primera vez, a diferencia de los intentos
iniciales, teniamos evidencia del reconocimiento de receptores nativos por parte de anticuerpos de
[lama

100+

801 Figura 32. Respuesta de anticuer pos de la llama 1053

inmunizada con BMDC. Las células dendriticas se
incubaron con diluciones decrecientes del suero de la
[lama inmuni zada correspondiente a sexto sangrado (L),
0 suero de una llama naive (D). La unién de los
anticuerpos a la célula se detect6 con un suero murino
policlonal anti-llama generado en esta tesis, seguido de
un anti-1gG de ratén conjugado a FITC.
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A Suero de llama naive
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4.2 Seleccion de nanobodies contra proteinas de superficiede BMDCs.

A partir de la sangre de la llama 1053 se construyd una biblioteca de nanobodies de 2x10°
transformantes independientes, siguiendo el protocolo descripto en el articulo |. La selecciéon se
realizd sobre BMDCs intactas, pero para evitar la seleccién contra receptores celulares ubicuos la
biblioteca se pre-adsorbié previamente con fibroblastos murinos (linea L-929, ATCC). Este proceso
se repitio por tres rondas de seleccion, y ya en la segunda ronda se observo un enriquecimiento de

300 veces en términos de unidades formadoras de colonias (figura 33). A diferencia del panning en
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placa, las células son lavadas por centrifugacion con PBS-BSA y los VHH-fagos que interaccionaron
con laBMDC se eluyen (recuperan) por elusion acida a pH 2.2, y son posteriormente utilizados para

su amplificacion en E.coli para utilizarlos en una nueva ronda de seleccion.

25000+ Figura 33. Enriquecimiento de clones anti-células
S 20000 dendriticas. En la gréfica se expresa €l incremento de
o fagos con las sucesivas rondas (On, output de la ronda
by n) en referencia a la cantidad de fagos obtenidas en la
s 15000 primera ronda del proceso de seleccion (O,). En cada
= L0000, ronda, e input de fagos fue de 1 x 10,
3]
=} ” . . .
g Titulo (u.f.c)  Enriquecimiento
{5000 Rondal | 1.0x10° 1

Ronda 2 3.0x107 300
0 T 4 : Ronda3 | 24x10° 24000

) u.f.c: unidades formadoras de colonias (E.coli)
Ronda de seleccion

La poblacién de genes de los VHH correspondientes a la tercera ronda se transfirio en masa
desde el vector fagemidico pComb3X al vector pINQ-BtHs para producir los VHH biotinilados in
vivo y facilitar el proceso de screening para evidenciar su reactividad por la BMDC mediante
citometria de flujo (figura 34). La alta expresién alcanzada con este vector permitié que ain a
cultivar los clones individuales en placas de cultivo de 96 pozos (0.5 mL/pozo) se obtuviera

suficiente produccién de VHH biotinilados como para proceder a su seleccion.
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Figura 34. Esquema de la metodologia seguida para la seleccion de nanobodies contra receptores de células
dendriticasy su posterior caracterizacion. I) Produccion de BMDCs e inmunizacion de llama 1053. |1) Construccién
de biblioteca a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de la llama inmunizada y seleccién de
nanobodies especificos para células dendriticas mediante panning sobre células vivas, [11) transferencia “en masa” del
ADN de la poblacion de VHH de la tercer ronda de seleccion, y produccion de los nanobodies biotinilados in vivo. V)
Evaluacion de la reactividad de los nanobodies y su posterior caracterizacion facilitada por el tag de biotina. Adaptada y
modificadadelafigura 1l del articulol|.
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4.3 Andlisis en paralelo de alto nimer o de Nbs mediante citometria de flujo.

Inicialmente se evaluaron diferentes métodos que permitieran la preparacion de extractos de los
VHH compatibles con citometria de flujo. Generalmente la lisis de un alto nimero de clones en
placas de 96 pozos se obtiene utilizando € reactivo B-PER (Bacterial Protein Extraction Reagent,
Pierce) que es una mezcla de detergentes. No obstante, la presencia de estos, alin en baas
concentraciones, hace incompatible su uso en citometria de flujo debido a que ocasionan la lisis de
las células. Esta limitacién se superé a través de ciclos de congelado/descongelado del pellet
bacteriano. Como se muestra en la figura 35, la eficiencia de extraccion del nanobody modelo TC7
con ambos métodos fue similar, y el congelado/descongelado se adopté como método de extraccion
delos VHH apartir de los pellets bacterianos obtenidos en |os cultivos de 96 pozos. Dichos extractos
se utilizaron en citometria de flujo con distintos tipos celulares y se evidencio la unién con la célula

utilizando conjugados de estreptavidina con fluoréforos (fluoresceina o ficoeritring).
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Figura 35. Compar acion de la eficiencia del método de congelado/descongelado en la liberacion del BtINbTC7. A)
El pellet correspondiente a 1 mL de cultivo bacteriano se resuspendié en e mismo volumen de PBS o B-PER. La
fraccion soluble de cada condicion se sometié a un ELISA cuantitativo utilizando estreptavidina-peroxidasa sonda, en
pocillos sensibilizados con TCC-BSA. B) Las dos fracciones solubles se separaron por SDS-PAGE. F¢pp, lisis por ciclos
de congelado/descongelado; Fgeer, lisis con B-PER.

Se aplicaron dos criterios para la clasificacion de los nanobodies sel eccionados:
A- Segun el comportamiento sobre (1) macr6fagos (J774.1 y Raw246.7), y (I11) BMDCs:

Como se muestra en la figura 36, correspondiente a la figura 5 del articulo |, se obtuvieron 3
familias. La primera familia (F1) esta formada por VHH que reaccionan principalmente con células
dendriticas. La segunda familia (F2) reconoce antigenos altamente expresados en ambas células
testeadas, y la tercer familia (F3) tiene un comportamiento similar a la familia F2, pero reconoce

antigenos presentes en bajo nivel de expresion.
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Figura 36. Analisis por citometria de flujo de tres nanobodies representativos seleccionados sobre las BMDC.

Cada nanobody biotinilado se evalu6 sobre BMDCs y dos lineas de macréfagos murinos (J774.A1y Raw 246.7) usando

estreptavidina conjugada a ficoeritrina. La linea roja de los histogramas corresponde a la reactividad de los clones p01,

V36 y X6 para las familias F1, F2 y F3 respectivamente. El nanobody TC7 (anti-TCC) fue utilizado como control

negativo (linea azul). Corresponde alafigura 5 del articulo .

=
4

B- Segun la secuencia aminoacidica:

Como se muestra en la figura S-6 del articulo |, se secuenciaron 20 clones a azar y se
obtuvieron 12 secuencias diferentes. Todas €llas derivan de |gGs carentes de cadena liviana y tienen

los residuos caracteristicos de los dominios VHH en el framework 2 (recuadrados en la figura).

4.4 | dentificacién de los antigenos reconocidos por los Nbs seleccionados.

Al aplicar esta clasificacion, se generd un panel de 12 nanobodies, algunos de los cuales
presentan similitudes a nivel del CDR3, como por gemplo e VHH-42 y B10, o VHH-32y G7, lo
cual potencialmente indicaria que reconocen la misma region sobre la proteina blanco. Esta hipotesis
fue confirmada, aprovechando la presencia de biotina en los nanobodies para hacer ensayos de
inmunoprecipitacion cargando directamente la fraccion soluble de cada BtNb en agarosa con
estreptavidinainmovilizada (figur a 37).
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Cada uno de los complejos BtNb/streptavidina:agarosa obtenidos se incub6 con un extracto de
BMDCs solubilizados con Tritén X-100 para capturar y aislar €l antigeno reconocido en lacélula. En
esta etapa, € disponer de los VHH biotinilados vuelve a ser una gran ventgja dado que la alta
afinidad de interaccion biotina-streptavidina permite usar condiciones de lavado rigurosas para
reducir la presencia de contaminantes, un punto critico cuando el antigeno reconocido es minoritario

en lacompleja muestra del extracto celular.

Siguiendo este procedimiento se demostré que los tres nanobodies de la primer familia (F1) (pO1,
VHH-49 y N11) inmunoprecipitaron dos componentes de ~30 y ~36 kDa (figura 38,
correspondiente ala figura 6.a del articulo I). Se identificaron por MALDI-TOF y busqueda en la
base de datos Mascot como la cadena o y 3 del complejo mayor de histocompatibilidad 11 (MHC-I1)
(figura S-8.A del articulo I). Este resultado se condice con la expresién diferencial sobre las células
dendriticas, y no sobre las lineas de macréfagos evaluadas (figur a 36). También se demostré que los
tres nanobodies reconocen un epitope no polimoérfico sobre el MHC-II debido a que también
reaccionaron con esplenocitos de ratones C5bl/6 (figura 7.b, correspondiente a la figura 6.b del

articulo).
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Figura 38. Caracterizacién de los nanobodies de la familia F1. a) Las bandas eluidas de cada complejo estreptavidina-
agarosa/V HHy: utilizado en cada inmunoprecipitacion fue separado por SDS-PAGE 12.5% y el gel fue teflido coomassie
blue. En la figura se indican |as bandas inmunoprecipitadas (flechas), los nanobodies biotinilados (*), y el monémero de
estreptavidina (st). b) Andlisis de citometria de flujo sobre esplenocitos de ratones C57bl/6 tefiidos con los VHH: 49,
N11 y p01 o con un anticuerpo comercial biotinilado (1gG.) anti-MHCde clase |1 (I-A/I-E) murino. ¢) Andlisis por SDS-
PAGE de la expresion insoluble de cada cadena, y western blot para determinar la reactividad de los VHHy: sobre
extractos de E. coli sobre-expresando las cadenas individuales del complejo MHC Il A-D. Corresponde a la figura 6 del
articulol.

Las condiciones “suaves 0 nativas” de inmunoprecipitacion permitieron bajar ademas de la
proteina reconocida por €l nanobody, proteinas asociadas a la misma. Debido a esto, resultaba
interesante determinar la especificidad de estos nanobodies contra las cadenas del compleo de
MHC-II. Para esto, a partir del ADN copia de BMDCs se amplificaron los mensgjeros de cada
cadena con primers especificos, y se clonaron en e vector pET28a+ para su produccion
recombinante. Mediante western blot se confirmé la especificidad del VHH-49 por la cadena [ del
MHC-II (figura 38.c, correspondiente alafigura 6.c del articulo 1).

Seis de los ocho nanobodies de la segunda familia (42, B10, 51, 76, 81 y V36) inmuno-
precipitaron dos bandas (figura 7 del articulo 1) que fueron identificadas como CD11b y CD18
(figura S-8.B del articulo |). Estas dos proteinas en conjunto conforman €l receptor Mac-1 que se
expresa en varias tipos de células inmunes, 1o cual esta de acuerdo a la reactividad contra DC y las
lineas de macréfagos mostrado en la figura 36. Nuevamente, debido a la inmunoprecipitacion e

identificacion de dos proteinas, fue necesario determinar contra cudl de las dos bandas estos VHH
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eran especificos. Esto se logré mediante ELISA enfrentando cada uno de los VHHSs a pocillos
sensibilizados con la proteina recombinante comercial CD11b/CD18 (Mac-1) y CD11c/CD18 (CR4).
Como se muestra en la figura 39, correspondiente a la figura S-7 del articulo I, los nanobodies
V36, 76, B10, 42, 51 y 81 de la F2 son especificos por la proteina CD11b del complgjo Mac-1, o de
un epitope que comparte residuos de ambas cadenas, pero no reacciona con CD18 cuando este forma
parte de CR4.
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Figura 39. Determinacion de la especificidad por CD11b de los nanobodies 42, B10, 51, 76, 81 y V36 de la F2
mediante ELI1SA. Se muestra la sefial obtenida con cada uno de los nanobodies evaluados. En e ensayo también se
incluyeron lalgG comercial M1/70 biotinilada anti-CD11b, y los VHH 32 y G7, que como se mostrara mas adelante, son
especificos por CD45. Adaptada y modificadade lafigura S-7 del articulol.

Los otros dos nanobodies de esta familia (VHH-32 y G7) inmunoprecipitaron una tnica banda de
~195 kDa (figura 7 del articulo 1), que fue identificada por MALDI TOF/TOF como CD45 (figura
S-8.C del articuloI).

Finalmente la tercer familia (F3) formada por un tnico VHH (X6) inmunoprecipité una banda de
~92 kDa identificada por MALDI-TOF como la ATPasa citoplasmética VCP (valosin containing
protein) (figura 7 y figura S-8.C del articulo 1). Este resultado fue inesperado debido a que la
estrategia de panning fue disefiada para seleccionar nanobodies contra proteinas de superficie.
Debido a esta incoherencia se podria suponer que la sefial obtenida en la citometria de flujo (figura
36) se debe a un artefacto de reactividad cruzada contra alguna otra proteina de membrana. Debido a

esto, el nanobody X6 no se utilizd en el posterior desarrollo de esta tesis.
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4.5 Caracterizacion de los nanobodies anti-CD11b.

Debido a que Mac-1 esta involucrado en diferentes procesos inmunes, como la adhesiéon y
migracion celular, la fagocitosis y la activacion celular (201, 202), los nanobodies contra CD11b se
caracterizaron en mayor detalle. En particular, resultainteresante el hecho de que sea un receptor con
capacidad endocitica que permitiria usar |0os nanobodies seleccionados para el targeting y delivery de
antigenos acélulas CD11b*.

4.5.1 Afinidad relativay comportamiento en Western Blot.

Si bien el costo del Mac-1 comercial resultd limitante para la determinacion directa de la afinidad
delos seis VHH anti-CD11b mediante interferometria de bio-capa (biolayer interferometry, BLItz) o
surface plasmon resonance (SRP, BlAcore), estos parecen reconocer € receptor con diferentes
afinidades segiin se determind por citometria de flujo comparando la reactividad de cantidades
iguales de los mismos (figura 36.A). Por otro lado, también se evalud la reactividad de los
nanobodies por western blot donde Unicamente VHH-76 reconocio un epitope lineal (figura 36.B),
una propiedad poco comun en los nanobodies, ya que como se menciond en la introduccion de la
tesis, por lo general los nanobodies tienen una fuerte tendencia a reaccionar con el epitope en la
conformacién original utilizada en la inmunizacién, que en este caso seria la conformacion nativa
(203, 204).
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Figura 40. Los nanobodies anti-CD11b de la familia 1 tienen diferentes afinidades relativas y formas de
reconocimiento de CD11b. En A, BMDCs se incubaron con 10 ng/mL de VHHy: por 1 horaa4°C y la unién se detectd
con estreptavidina conjugada a ficoeritrina (SPE). En B, € complejo CD11b/CD18 se separ6é por SDS-PAGE, se
transfirié a nitrocelulosa, se incubo con los diferentes VHHy, y la unién se detectd con estreptavidina conjugada a
peroxidasa. Se incluyeron como controles negativos del experimento e VHH-TC7 (anti-TCC) y G7 (anti-CD45).
Andlisis estadistico One way ANOVA con test de comparacion multiple de Bonferroni, p < 0.05; ***, p<0.0001; **, p
<0.001.

62



4.5.2 M apeo de epitopes sobre CD11b.

Otra interesante aplicacion derivada del uso del sistema de biotinilacion in vivo es la posibilidad
de conseguir a partir de un mismo cultivo, una fraccién del VHH biotinilado y otra no, sin la
necesidad de sub-clonado en otro vector. Esto permitio realizar de forma ssmple el mapeo de
epitopes sobre e receptor CD11b de los nanobodies mediante un ensayo de competencia en

citometria de flujo (Figura 41.A-B). Esta metodol ogia también se conoce como epitope binning.
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Figura 41. Ensayo de competencia con los VHH/VHHy: por la union a CD11b mediante citometria de flujo. En A,
se muestra la situacion en donde dos VHHSs (V 36,: y VHH-76) reconocen epitopes diferentes por 1o que se detecta sefial
por citometria, en cambio como se muestra B, un exceso de V36 no biotinilado impide que V 36y interaccione con el
receptor y por tanto se consigue la mayor inhibicion de la sefial. En C, se muestrala matriz de inhibicion obtenida con los
VHH anti-CD11b, anti-CD45 y la1gG M1/70comercia biotinilada anti-CD11b. Adaptada y modificada de lafigura 7.B
del articulolI.

De esta forma se determiné gque los nanobodies V36, 51, 81, y la 1gG M1/70 comercial tienen
epitopes solapantes sobre el receptor, al competir entre ellos por la union al CD11b, mientras que el
VHH-76 reconoce una region diferente alos anteriores (figura 41.C, correspondiente alafigura 7.B
del articulo I1). Esto permitié determinar con cuales hacer los ensayos de evaluacion funcional

como se describira més adelante.

4.1 Los Nbs biotinilados presentan importantes ventajas en aplicaciones de
citometria deflujo respecto a los anticuer pos convencionales.

L os anticuerpos resultan fundamentales para el marcado de las distintas poblaciones celulares en

citometria de flujo, pero el uso de anticuerpos convencionales para estos fines requiere cuidados

especiales, en particular la necesidad de un control isotipico y € bloqueo de los receptores para Fc

(FCcR) para evitar la interaccion “inespecifica” del anticuerpo primario o secundario con la célula. En
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este sentido, los nanobodies biotinilados son muy atractivos ya que carecen de la region Fc y no se
detectan con un anticuerpo secundario sino con conjugados de estreptavidina. Por otro lado, un Gnico

nanobody biotinilado no relacionado puede oficiar como control “isotipico” universal.

Como se muestraen lafigura 42, el reconocimiento de CD11b por el nanobody V36 es similar al
obtenido con la IgG comercial M1/70 anti-CD11b. Sin embargo, a diferencia de este ultimo, €l
background (ruido de fondo de la técnica) con los nanobodies es muy bajo, y hace innecesario € uso
de un control “isotipico” (mas adecuadamente llamado control negativo de union). En efecto, en el
histograma puede observarse (linea verde) que s la célula esta sin bloguear (con péptidos
bloqueantes del FCR o con suero de la misma especie del anticuerpo a evaluar), la sefial del control
isotipico es muy elevada. Esto resulta critico cuando se quiere marcar antigenos que se expresan en

bajo nivel enlacélulay por lo tanto laintensidad de fluorescencia es débil.
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Con estos experimentos se demostrd que el nanobody V36, que tiene un epitope solapante a la
IgG M1/70, ampliamente utilizada para e marcado de células CD11b*, podria ser una buena
alternativa al uso del anticuerpo comercia dada su facilidad de produccion y “performance/

desempefio” en citometria de flujo.



CAPITULOV

SELECCION DE NANOBODIES CONTRA EPITOPESNATIVOS
DE CD11c

as células dendriticas (DC) son las células presentadoras de antigeno més potentes del
sistema inmune y tienen un rol central en la induccién de la respuesta adaptativa (205,
206). La expresion de un grupo de receptores de superficie como lectinas del tipo C
(Receptor de manosa, DC-SIGN, DEC-205, etc), receptores del tipo Toll (TLR), receptores para la
region fc de los anticuerpos (FCR) y receptores del complemento (CR3 y CR4) permiten a las DC
reconocer y ligar antigenos (207-210), que luego son procesados y presentados eficientemente a
otros componentes del sistemainmune. Por este motivo el targeting y delivery de antigenos proteicos
a través de los receptores de esta célula ha emergido como una posible herramienta de vacunacion

parainducir una captacion dirigida de los mismos.

Esto se ha logrado conjugando covalentemente estos antigenos a ligandos de receptores para
motivos conservados en patdgenos (PRRs) como carbohidratos (reconocidos por lectinas de tipo-C),
péptidos de flagelina (TLR5), CpG (TLR9), Pam2CSK4 (TLR2) (211, 212), o conjugandolos o
fusionandol os a anticuerpos o fragmentos de |os mismos, como mostraron en su trabajo pionero M.
Nussenzweig y R. Steinman utilizando ovalbumina conjugada a un anticuerpo anti-DEC-205 (213).
En términos de un direccionado especifico del antigeno a células dendriticas, varios trabajos han
demostrado el potencial de usar CD11c como blanco para favorecer la captacion de proteinas
tumorales y virales por estas células (214-216). Esto conduce a la presentacion de los antigenos por
ambas vias de MHC y se traduce en la generacion de una potente respuesta T citotoxica especifica

contrael virus o el tumor, tanto in vitro como en modelos animales (215-218).

Como se mostro en el capitulo anterior, el primer intento de seleccién sobre BMDCs resultd muy
polarizado a la seleccién de nanobodies contra receptores atamente expresados en células
dendriticas. Debido a que la biblioteca 1053 preparada tiene una ata diversidad, existe el potencial
parala seleccién de nanobodies adicionales, y en particular nos intereso la posibilidad de seleccionar
VHHSs contra el receptor CD11c. Esto abriria nuevas puertas para las lineas de investigacion en
inmunomodulacion y estrategias de seleccion que se vienen desarrollando desde el comienzo de

trabajo de esta tesis, pero presentaba el desafio de disefiar una estrategia para logara una seleccion no
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por abundancia, sino dirigida. Para llevarla adelante se opto por utilizar en las etapas de panning €
receptor comercial recombinante CD11c/CD18 (CR4, R&D Systems) en placas de ELISA, en lugar
de hacerlo sobre las BMDCs en solucién. De esta manera se enriqueceria exclusivamente en
nanobodi es especificos para CD11c.

5.1 Primera estrategia de seleccion de nanobodies anti-CD11c.

CD11c, a igual que las integrinas CD11a 'y CD11b, existe asociado a la proteina CD18 sobre la
superficie celular formando el receptor CR4. Esta co-dependencia con CD18 introduce un factor de
complejidad adicional para realizar la seleccion de los nanobodies. Por eso, en la primera estrategia
de panning se incluyeron etapas de seleccion negativa exponiendo la biblioteca de VHH en fagos a
pocillos sensibilizados con el complgo CD11b/CD18 (Mac-1) para eliminar aquellos que
reconocieran a CD18. Posteriormente, los fagos que no se unieron, se enfrentaron a pocillos
sensibilizados con CD11c¢/CD18 (figur a 43).

N

& \\ /‘N Figura 43. Primera estrategia de panning para la

seleccion de nanobodies contra CD11c. La hiblioteca

1053 fue incubada en pocillos sensibilizados con
o) CD11b/CD18 (Mac-1) como paso de pre-adsorcion
(seleccion negativa), y luego, los fagos que no
interaccionaron se pasaron a pocillos sensibilizados con
CD11¢/CD18 (CR4).

Luego de tres rondas de seleccidn, la busqueda de clones positivos se evalué mediante ELISA
contral) BSA, 2) CD11b/CD18 (Mac-1), y 3) CD11c/CD18 (CR4), siendo de interés |os nanobodies
gue solo reaccionaran en la condicion 3. El screening de 96 clones individuales dio lugar a cuatro
nanobodies especificos para CR4 y a un gran nimero de clones que reaccionaban con ambos
receptores (Mac-1 y CR4), y por tanto con especificidad por la subunidad CD18 (ochenta clones de
un total de 96). En la figura 44.A, se muestra la sefial por ELISA obtenida con agunos clones

representativos derivados de la primer estrategia de seleccion.
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Figura44. Andlisisde clones contraMac-1y CR4. En A, lareactividad de 96 VHH,: se evaludé mediante ELISA contra
los receptores recombinantes. Se muestran clones representativos (I M # anti-CD11c; | B# anti-CD18; V36/76 anti-CD11b
(controles positivos), TC7 anti-TCC (control negativo, de union inespecifica). En B, los mismos 96 nanobodies se
evaluaron por citometria de flujo sobre 2x10° BMDCs. En la gréfica de puntos se representa la media geométrica de la
intensidad de fluorescencia (MFI) obtenida con cada nanobody biotinilado y estreptavidina conjugada a ficoeritrina
(SPE). En rojo se representan los nanobodies IM1, IM34, IM42 e IM93 que por ELISA fueron reactivos por CD11c
recombinante; en verde lo nanobodies anti-CD18 que fueron positivos por ELISA y citometria de flujo, y en azul los
controles positivos anti-CD11b descriptos en €l capitulo V.

Desafortunadamente, ninguno de los anti-CR4 marco las BMDCs por citometria de flujo (clones
IM#, puntos rojos), y de los ochenta nanobodies anti-CD18 solo cinco si lo hicieron (clones | B#,
puntos verdes) (figura 44.B). Este es un resultado muy importante, y vuelve a mostrar la dificultad
de usar receptores recombinantes adsorbidos en placas de ELISA para el proceso de seleccion, dado
gue la mayoria de los nanobodies asi seleccionados no reaccionan con la proteina nativa expresada
en las células. La ausencia de reactividad probablemente se deba a que durante la adsorcién en la
placa de ELISA una alta proporcion de la proteina recombinante se desnaturaliza (204, 219, 220), y
por tanto, se fuerza la seleccién de nanobodies contra epitopes que pueden estar escondidos o

ausentes en la proteina nativa.

5.2 Segunda estrategia de seleccion de nanobodies anti-CD11c.

Para superar € problema de ausencia de reactividad contra |os receptores nativos se disefié una
segunda estrategia de panning procurando mantener la “integridad” de CR4 para asi forzar la
seleccion de nanobodies contra epitopes nativos del mismo. Esto se logré utilizando uno de los
nanobodies seleccionados contra CD18 para capturar a CR4 y asi realizar lograr la inmovilizacion

dirigida del receptor (figura 45).

67



Bihlioteca de
VHH en [agv

Figura 45. Estrategia para la seleccion de nanobodies contra epitopes nativos en
CRA4. Laintegridad del receptor se mantiene a través de lainmovilizacion direccional
: mediada por un nanobody biotinilado in vivo anti-CD18 capturado en pocillos
sensibilizados con avidina. Este complejo se usd en la seleccidn de nanobodies anti-CR4 (potencialmente anti-CD11c) a
partir de la biblioteca 1053.

Previo a la realizacion del panning con esta nueva estrategia se evaluo la eficiencia de los
nanobodies anti-CD18 (con sefial positiva en citometria) como anticuerpos de captura, usando como
modelo el complegjo el Mac-1y el nanobody V36 anti-CD11b con un tag HA para la deteccién. El
nanobody IB7 (anti-CD18) dio lugar a la sefial més fuerte y por tanto se usd para capturar CR4
durante €l panning. Para minimizar la seleccién de nanobodies contra la cadena CD18, la biblioteca
y los amplificados se pre-adsorbieron en solucién con 5 x 10’ macréfagos J774.A (CD18+/CD11c-).
Luego de tres rondas de seleccion, el ADN de la poblacion de VHH se clond “en masa” en el vector
pINQ-BtHs y se electropor6 en células BL21(DE3)/pCY?216. Noventa y seis clones fueron
producidos en presencia de D-biotina e IPTG, y los extractos de congelado/descongelado se
evaluaron directamente por citometria de flujo usando BMDC (células CD11c+) y la linea de
macréfagos J774.A1 (células CD11c-).

Como se muestra en la figura 46, se encontraron seis nanobodies (MR31, MR33, MR54, MR59,
MR68 y MR85) que reconocieron exclusivamente células dendriticas, confirmando la especificidad
contra epitopes nativos de CR4. A diferencia del marcado con V36 que reconoce CD11b (MFI
~200), la sefial del marcado con los nanobodies anti-CR4 no supera una MFI de 40. Esto se debe a
gue la sefia es directamente proporcional a nivel de expresion del receptor celular, y el de CD11c es
mas bajo que € de CD11b. Esto fue comprobado usando los anticuerpos comerciales N418 (1gG
anti-CD11c) y M1/70 (IgG anti-CD11b) (datos no mostrados). Los cinco clones corresponden a tres
secuencias diferentes MR31, MR33 (=MR51=MR59=MR68) y MR85, y todos poseen |los residuos

caracteristicos de VHH en el framework 2.
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Figura 46. Reactividad por citometria de flujo sobre BMDCsy macr 6fagos de los nanobodies seleccionados contra
CR4 nativo. La fracciéon soluble de 96 VHHy: individuales se incubo con 2 x10° BMDCs (células CD11c+) o
macréfagos J774.A1 (células CD11c-) y la unién del nanobody biotinilado se evidencié con estreptavidina-ficoeritrina.
Se muestra el resultado de clones representativos. El patrén en el relleno de las barras de MR31, MR33, MR51, MR59 y
MR85 hace referencia a la identidad de secuencia aminoacidica. TC7 (anti-TCC); V36 (anti-CD11b); SPE (céulas con
estreptavidina conjugada a ficoeritrina).

Corroborando una vez més la alta dependencia conformacional del reconocimiento de los
nanobodies, los anticuerpos anti-CR4 que fueron seleccionados con la primera estrategia (receptor
absorbido directamente en placa) y que no reconocian el receptor en la célula, tampoco reaccionaron

contrael CR4 capturado (datos no mostrados).

5.3 Evaluacion de los Nbs anti-CD11c para su uso en la determinacion del

por centaje de células dendriticas de preparaciones de BM DCs.

La utilidad de los nanobodies anti-CR4 se evalud utilizando BMDCs en citometria de flujo. Se
incluy6 el V36 como control positivo de células mieloides. Se encontr6 que los nanobodies MR31 y
MR33 tienen un comportamiento similar (figura 47), mientras que MR85 requiere de una
concentracion mayor para alcanzar porcentajes equivalentes de marcado. Ambos nanobodies marcan

un porcentgje de células dendriticas similar alalgG comercial N418 (~80%).
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Figura 47. Porcentaje de células dendriticas obtenido con los nanobodies anti-CR4. BMDCs se marcaron con
concentraciones decrecientes de |os nanobodies biotinilados y la unidn se evidencio con estreptavidina-ficoeritrina. TC7
nanobody anti-TCC, V36 nanobody anti-CD11b, y MR31/33/85 nanobodies anti-CR4.

Por su facilidad de produccién se continud trabajando con MR31, el cual se comparé con las 1gG
comerciales anti-CD11c murinas producidas por los hibridomas N418 (221) y HL3 (222) mediante
citometria de flujo a través de su titulacion sobre BMDCs (figura 48.A). Al comparar la “afinidad
relativa” de los tres anticuerpos se encontrd que se requieren cantidades molares similares para
alcanzar el porcentgje maximo de marcado. Teniendo en cuenta que la unién del nanobody es
monovalente y por tanto no conlleva un efecto de avidez, su afinidad probablemente seria superior a

la de los anticuerpos comerciales. Esta hipétesis sera evaluada mediante interferometria de bio-capa.
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Figura 48. Comparacion de la reactividad de los distintos anti-CR4 sobre BMDCs (A) y mapeo de epitopes (B)
mediante citometria de flujo. A) Porcentaje de células CD11b+ positivas en funcion de la concentracion molar de
VHHSs o IgGs utilizados. En B) las BMDC se incubaron con 800 ng/ml de N418.Cy5.PE en presencia de cantidades
decrecientes de los nanobodies a estudiar y los respectivos controles, se incluye el valor del control isotipico como
referencia. En ambos casos las BMDC se bloguearon previamente con suero de rata. HL 3y, 1gG de hdmster biotinilada
anti-CD11c murino; N418.Cy5.PE IgG de hamster anti-CD11c murino conjugada a Cy5-ficoeritrina. Ctrl-I control
isotipico.
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Cuando se analizo la capacidad de los nanobodies MR31 y MR85 de inhibir la union del
anticuerpo comercial N418, se evidencié un claro solapamiento de epitopes entre esta IgG y €
nanobody MR31 que definiria por tanto un epitope comuan en la cadena CD11c, figura 48B.

En suma estos resultados muestran la utilidad en aplicaciones de citometria de flujo de los
nanobodi es sel eccionados, particularmente de MR31, parala determinacion del porcentaje de células

dendriticas obtenidas a partir de cultivo de BMDC diferenciadas in vitro.
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CAPITULO VI

GENERACION DE ANTICUERPOSBIESPECIFICOS PARA
CONFERIR FUNCIONES EFECTORASA LOSNANOBODIES

os anticuerpos biespecificos (BiAb), que resultan de combinar dos especificidades en una

misma molécula, han irrumpido como una poderosa herramienta con multiples aplicaciones

diagndsticas, biotecnolégicas y médicas. El éxito mas notorio es la aprobacion del
anticuerpo terapéutico Catuxomab (anti-EpCam x anti-CD3) por la EMA (European Medicine
Agency) en 2009. Esta proteina tiene la capacidad de unirse a la molécula de adhesion de células
epiteliales EpCam sobre células tumorales y simultaneamente reclutar linfocitos T a través de la
interaccién con e receptor CD3, y otras células efectoras mediante la region Fc, lo cual en conjunto
conduce a la eliminacion especifica de células tumorales (223). Existen numerosos formatos y
métodos para la preparacion de BiAb, pero los mas simples de producir y mas versétiles son los
formados por tandems de VHHs (153, 224).

El objetivo del trabajo descripto en este capitulo fue explorar la posibilidad que los nanobodies
anti-receptores de células dendriticas, previamente aislados, pudieran utilizarse en formatos de
anticuerpos biespecificos para incorporar funciones efectoras en los mismos. Mas especificamente,
utilizando como modelo nanobodies contra la toxina teténica, |os combinamos con los nanobodies
anti- CD11b, CD45 y MHC-II a los efectos de mejorar €l poder neutralizante de los primeros. La
base para esta hipétesis es que los nanobodies neutralizantes monoméricos, si bien tienen una
excelente biodisponibilidad (répido acceso a la toxina), carecen de funciones efectoras y son
eliminados répidamente por via renal, 1o que afecta su capacidad neutralizante. Su combinacion con
un dominio con afinidad por receptores de células inmunes aumentaria su poder neutralizante al
disminuir su eliminacion renal y dirigirlos a células fagociticas, particularmente al utilizar el VHH
anti-CD11b, dado que el receptor Mac-1 es uno de los receptores principales vinculados a la
fagocitosis de inmunocomplgjos (225). Los resultados principales de este desarrollo se resumen en el
articulo “Increasing the potency of neutralizing single-domain antibodies by functionalization with a
CD11b/CD18 binding domain’, mAbs 2015 (154), que corresponde al articulo |1 que se incluye al

final de latesisy se comenta a continuacion.
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6.1 Seleccion y caracterizacion de nanobodies contra la toxina tetanica.

Para la seleccion del VHHSs contra la toxina tetanica (TT), se utiliz6 una biblioteca de VHHs
existente en €l laboratorio preparada a partir de la sangre de una [lama de tres afios que habia sido
vacunada con una vacuna clostridial que incluye a C. tetani. El panning se realiz6 sobre el fragmento
C recombinante de laTT (TetC) en placas de ELISA. Estaregion representa en latoxina el dominio
de unién a ganglidsidos sobre las células neuronales, y es esa interaccion la que permite que latoxina
ingrese a las terminales nerviosas. Como se observa en la figura 49, correspondiente ala figura 1
del articulo Il, después de tres rondas de seleccion se aislaron tres secuencias diferentes.
Curiosamente e clon T5 carece de los residuos caracteristicos en el framework 2 de los VHH
derivados de hcAb, sino que deriva del dominio de union a antigeno de los anticuerpos
convencionales (VH). Cabe notar que los segmentos génicos V1 Yy ViH se encuentran en el mismo
locus y comparten los segmentos D y J, por lo que es relativamente comun (~10% de las veces) que

un Vy-DrJn recombine con las regiones constantes de las 1gG de cadena simple (30, 67).

Figura 49. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de los nanobodies anti-TetC seleccionados. Los aminoacidos
se numeraron de acuerdo a sistema de numeracion IMGT (226). En € alineamiento se tomd la secuencia de T23 como
referencia, |os puntos representan aminoacidos iguales en las tres secuencias, y |os guiones marcan una regién ausente en
T3. Los rectangulos rojos sefialan los aminoéacidos caracteristicos que permiten identificar de qué familia deriva cada
nanobody (VH o VHH). Corresponde alafigura 1 del articulo 1.

Mediante ensayos de union por interferometria de bio-capa (BioLayer |nterferometry, BLItz
system, Fortebio) se determind que los tres nanobodies tienen afinidades en el rango nM, y que
definen tres epitopes no solapantes sobre TetC (figura 50.a'y 50.c, correspondiente alafigura 2 del
articulo 11). También resultaba interesante determinar si los nanobodies seleccionados eran
neutralizantes y esto se logré por ensayos de competencia in vitro utilizando el gangliésido GT1b
gue constituye gran parte del ligando neuronal através del cual se une latoxina. Como se muestra en
lafigura 50.b la presencia de cualquiera de los tres nanobodies interfirié con la interaccion TetC a
GT1b, aunque € efecto de inhibicion fue mayor para el T5 y T3, probablemente debido a que su

epitope presenta mayor solapamiento con €l sitio de union a GT1b.
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Figura 50. M apeo de epitopesy ensayo deinhibicion dela unién de TetC al gangliésido GT 1b. a) Epitope binning y
medicion de la afinidad de interaccion de los nanobodies T3, T5 y T23 por TetC mediante interferometria de bio-capa
(BLItz). b) Inhibicion de la union de TetC a gangliésido GT1b en presencia de cada nanobodies anti-TetC o TC7 (anti-
TCC) utilizado como control negativo. ¢) Esquema de las posibles regiones reconocidas por cada hanobody sobre TetC
de acuerdo al ensayo de inhibicion. Corresponde alafigura 2 del articulo11.

6.2 Evaluacion delos Nb anti-TT para la neutralizacion de la toxinain vivo.

En base a la ata afinidad de reconocimiento de la toxina y la capacidad de bloquear la
interaccién con su “receptor celular” se eligi6 el nanobody T5 para evaluar su capacidad
neutralizante in vivo en un modelo murino de letalidad inducido por latoxina tetanica (TT). Cuando
se administré una dosis de nanobody de 100 g por via subcuténea como complejo preformado con
la toxina (T5/TT) no se observo proteccion frente a altas dosis de TT (10xLDioo) (Figura 51.A,
correspondiente figura 3.A del articulo |1). En cambio, a disminuir ladosisletal de toxina 10 veces
(1%L D100) todos los animales estaban vivos a las 96 h que es el tiempo cominmente usado para los
ensayos de neutralizacion de la toxina (227). No obstante, con el transcurso del tiempo e grupo de
animales tratado con T5 mostrd sintomatologia caracteristica de intoxicacion por TT y culminaron
muriendo (Figura 51.B, correspondiente ala figura 3.B del articulo I11). Esto no fue observado en
los ratones protegidos con 1gGs policlonales convencionales obtenidas de una oveja vacunada con la
TT (Poly- 19G).
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Esta regresion en los sintomas que ocurria con T5, pero no con €l anticuerpo convencional, llevo
a pensar que este efecto podria explicarse por una rapida eliminacién renal de los nanobodies debido
a su pequefio tamarfio, que alo largo del tiempo disminuiria la concentracion efectiva del nanobody
neutralizante. La siguiente etapa consistio en generar una proteina bivalente paralatoxina (T5-T3) lo
cual duplicaria € tamafio (~30 kDa) y en caso de suficiente flexibilidad de la secuencia usada para
fusionarlas, podria permitir la union simultanea de los dos nanobodies. Mediante PCR de overlap se
fusionaron ambos genes de tal forma gue ambos nanobodies quedaban conectados por la secuencia
peptidica (G3S)2. El nivel de expresion del nanobody bivalente resulté poco afectado, y al medir su
afinidad (avidez) por la TetC se observo un aumento significativo, T5-T3 Kp=0.76 nM (T5 Kp= 1.6
nM o T3 Kp= 2.3 nM) que sugiere que ambos dominios se unen simultaneamente. Sin embargo,
como se muestra en la figura 51.C, correspondiente a la figura 4.B del articulo I, la co-

administracion de esta nueva proteina no mostré mejoras significativas en la sobrevida de los

animales.
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Figura 51. Neutralizacion in vivo con los nanobodies anti-TetC. Andlisis de la sobrevida de grupos de cinco ratones
gue fueron co-administrados con A) 10xLDig de toxina'y 6.3 nmoles de T5 (100 ug), o 3.3 nmoles de Poly-1gG (500
Mg), 0 PBS; B) 1xLD1go de toxina con 0.63 nmoles de T5 (10 pg), 0.63 nmoles of T3 (10 pg), 0.33 nmoles of Poly-1gG
(50 ug), 0 PBS; 0 C) 10xLD1go de toxina con PBS o PBS conteniendo 6.3 nmoles de T5, 6.3 nmoles de T5-T3, 0 3.3

nmoles de Poly-1gG. Adaptacion de lasfigura 3y 4 del articulo|1.

6.3 Nanobodies como dominios de funcionalizacion.

La eficiente neutralizacion de toxinas o drogas no sélo requiere alta afinidad, sino que es
importante que los inmunocomplejos formados sean captados por las células fagociticas para
promover su eliminacién. En el caso de anticuerpos convencionales, esto se ve favorecido por la
respuesta policlonal que asegura el acimulo de regiones Fc en la superficie de latoxina, lo que asu
vez, através de los receptores para Fc, activalafagocitosis del inmunocomplejo. Recientemente, este

proceso ha sido mimetizado como estrategia para mejorar €l poder neutralizante de nanobodies
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contralatoxina botulinica (228). Esto se logro6 adicionando copias de un epitope peptidico (tag) alos
nanobodies, y co-suministrando un anticuerpo monoclona 1gG: contra estos péptidos, de modo de
acumular fragmentos Fc sobre latoxina. El efecto era potente solo si se usaba un nanobody bivalente
contra dos epitopes distintos y se acumulaban al menos 4 copias del tag peptidico por molécula de
toxina. En estas condiciones la potencia de neutralizacion aumentaba dramaticamente en
experimentos de co-administracion, pero ademas de la complejidad del sistema, en la situacién real
de terapia anti-toxina, la IgG anti-tag peptidico inyectada deberia difundir al sitio de neutralizacién,

perdiéndose asi |a ventaja resultante de la rapida difusion de los nanobodies.

En base a estos antecedentes, nuestra siguiente estrategia fue tratar de sustituir la funcién
mediada por el fragmento Fc de los anticuerpos convencionales, dotando a los nanobodies
neutralizantes de la capacidad de unirse directamente a los receptores celulares vinculados a proceso
de fagocitosis, mediante su fuson a un dominio anti-receptor en un formato de nanobodies
biespecificos. De esta forma podrian incorporase funciones efectoras a dominio neutralizante, a la
vez que se mantendria un tamafio reducido que favoreciese una rapida difusion a los tejidos. En
nuestro caso el nanobody anti-CD11b (V36) podria actuar como dominio efector especifico de un
receptor directamente involucrado en lafagocitosis de inmunocompleos, y los nanobodies contralos
receptores MHC-I1 (VHH-49) y CD45 (G7) que no constituyen receptores fagociticos podrian oficiar

de dominios de fusion de control.

En forma similar a lo descripto para la generacion de nanobodies bivalentes T5-T3, se generaron
nanobodies biespecificos por PCR de overlap, lo cua puede hacerse utilizando primers genéricos
aprovechando la similitud de secuencia de las distintas familias de los VHH. En este caso también se
encontré que la mayoria de los nanobodies biespecificos pueden producirse en E. coli con ato
rendimiento, consiguiéndose de 5-10 mg de proteina soluble activa por litro de cultivo (figura 4.A
del articulo I1).

Usando como modelo a la fusion de T5 con V36 se estudié in vitro la capacidad de la proteina
biespecifica de reconocer a cada antigeno individual. Como se muestra en la figura 52,
correspondiente a la figura 5 del articulo |1, la proteina en la orientacion T5-V36 fue capaz de
reconocer a TetC con afinidad semejante a la del nanobody original, mientras que en la orientacién
V36-T5 la afinidad por TetC disminuyo 2-3 veces. En el caso del reconocimiento de CD11b no hubo
una influencia tan drastica en la orientacion (T5-V36 vs. V36-T5). Finalmente se demostro que la
proteina biespecifica también es capaz de unir simultaneamente los dos antigenos, a incubar
macréfagos de la linea J774.A1 con TetC marcada con el fluoréforos Alexa®®, en presencia o
ausenciade T5-V36 (figura 52.C).
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Figura 52. Comparacion de la reactividad de los nanobodies monomeérico o biespecificos. A) Andlisis de la
reactividad de los nanobodies contra TetC mediante ELISA e interferometria debio-capa. B) Titulacién de los
nanobodies biotinilados contra CD11b mediante citometria de flujo sobre macréfagos J774.A1. C) Union de TetC
marcada con € fluoréforo Alexa®® a través de la interaccion con T5-V36 al receptor CD11b (linea solida). En linea
punteada se muestra la sefial correspondiente a macréfagos incubados con la misma cantidad de TetC-Alexa*® en
ausenciade T5-V36. MFI Intensidad de fluorescencia media. Corresponde alafigura 5 del articulo11.

Las diferentes construcciones se evaluaron in vitro en el modelo de letalidad co-administrandolas
con 10xLD1go. Como se muestra en la figura 53, correspondiente a la figura 6 del articulo |1, la
combinacién de T5 con cualquiera de los nanobodies anti-receptor incremento la sobrevida de los
animales por mas de 96 horas, posiblemente al aumentar la retencion de T5 através de su asociacion
a células que expresaran dicho receptores. Sin embargo, solo se consiguié 100% de sobrevida con la
combinacién con V36 (anti-CD11b). Este efecto persistio hasta el fin del periodo de observacién (15
dias) cuando los animales no mostraban ningan sintoma de intoxicacion. Con este ensayo se
demostré que direccionar una toxina a un receptor endocitico de células mieloides es una eficiente y

novedosa estrategia para su e€liminacion.

100—89-0- 011 111>/~——1 Figure 53. Ensayo de neutralizacion in vivo

con los anticuer pos biespecificos. Sobrevida de
los grupos de animales (n=5) que fueron co-
T8 administrados con 10xLDjg de toxina y 6.3
nmoles de los anticuerpo monomérico (100 pg)
T5-G7 0 biespecificos (200 pg) en PBS. El andlisis
estadistico se redlizd usando € software
T5-49 GraphPad Prisma 5 (Test log-rank Mantel-Cox,
T5-V36 p > 0.05) eindicadiferencias significativas en la
actividad neutralizante de los nanobodies T5
T5-TC9 <T5-TC9 (p < 0.0002), T5-TC9 <T5-49 (p <
0.0002), T5-49 < T5-G7 (p < 0.02), T5-G7 <T5-
V36 (p < 0.0001). TC9 nanobody anti-TCC
0 O | P : usado como control negativo de unién alacélula
0 100 300 y de tamafio. Corresponde a la figura 6 del
articuloll.
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En los experimentos anteriores, siguiendo el procedimiento convencional del ensayo de
neutralizacion in vivo paralaTT, latoxina se co-administrd con los anticuerpos neutralizantes, como
inmunocomplejo preformado. Si bien este método es valido para comparar € poder neutralizante de
los anticuerpos convencionales entre si, no es adecuado para comparar distintos formatos de
anticuerpos, dado que estas diferencias pueden afectar su biodisponibilidad, y por tanto la eficiencia
del anticuerpo para acceder a la toxina en los tejidos y neutralizarla. Por esta razén, se evalud €
poder protector del anticuerpo biespecifico T5-V36 en condiciones que asemejan las encontradas
durante un episodio de intoxicacion natural, en donde la toxina es producida localmente en un foco

infeccioso y |os anticuerpos son administrados por viaintravenosa (figur a 54).
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Figura 54. Ensayo in vivo de neutralizacion retrasada. Se evalud la sobrevida de grupos de ratones enfrentados con
5xL.D1go de toxina (subcutanea), y que después de 10 o 30 minutos recibieron por via intravenosa PBS, o PBS
conteniendo 6.3 nmoles de T5, T5-V36, 0 3.3 nmoles de Poly-IgG. El test de log-rank Mantel-Cox (p > 0.05) indica
diferencias significativas en la actividad neutralizante de diferentes preparaci ones administradas segin PBS <Poly-1gG (p
< 0.0001), Poly-1gG <T5-V36 (p < 0.0001). Corresponde alafigura 7 del articulo11.

En este modelo de neutralizacion “retrasada” si bien no se logré la completa sobrevida de los
animales ante el desafio con 5xLDioo de la toxina, nuevamente el anticuerpo T5-V36 mostré el
mayor poder neutralizante en comparacioén a T5, figura 54, correspondiente a la figura 7 del
articulo Il. Un resultado muy interesante de estos experimentos de post-administracion es la
superioridad del tratamiento con el nanobody biespecifico T5-V 36 en comparacién a los anticuerpos
convencionales Poly-1gG, lo cual es mas evidente cuando |os anticuerpos son administrados a los 10
minutos posteriores al desafio con la toxina. Probablemente la méas répida biodistribucion de los
nanobodies y mayor penetracion de tejidos por su menor tamafio (30 vs 150 kDa de la 1gG) (229)
permite un rapido encuentro con la toxina para facilitar su eliminacién antes de que sea internalizada
por las neuronas. En este sentido, a los 30 min una importante cantidad de la TT ya ingreso a las

neuronas y su neutralizacion ya no es posible, por 1o que el efecto protector observado es menor. Es
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notable que en las mismas condiciones la administracién de TS monomérico cas no tuvo efecto
protector, 1o cual remarca laimportancia de (1) incrementar la permanencia de los nanobodies en el
cuerpo a través de la union a células inmunes en distintos 6rganos, y (I1) adicionar funciones

efectoras de |os nanobodies neutralizantes para que la toxina sea eliminada.

6.4 Biodistribucion delos nanobodies anti-CD11b y anti-CD45

Finalmente se estudi6 el patron de biodistribucion de los anticuerpos a través de la
administracién de los nanobodies marcados radiactivamente con tecnecio (**™Tc) y el andlisis ex vivo
delos dérganosalas ], 3, 6, y 24 h. Como se muestra en la figura 55, correspondiente al analisis ex
vivo realizado alas 6 h de lafigura S-3 del articulo |1, T5-V36 y T5-G7 se acumulan rapidamente
en 6rganos linfoides y 6rganos ricos en células inmunes (lo cual es ya evidente luego de 1 h de
administracion) sustentando la hipétesis de que la interaccion con células inmunes (CD45* o
CD11b*) disminuye su eliminacién. Asimismo, esto también se vio reflgjado en la menor filtracion
rena (p <0.001) de estas proteinas con respecto al anticuerpo monomérico o a nanobody

biespecifico (T5-TC9) usado como control negativo.
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Figura 55. Andlisis ex vivo de biodistribucién de los nanobodies marcados con **™Tc. Los nanobodies marcados
radi oactivamente se administraron por via intravenosa a ratones CD1 (n=3) y después del tiempo indicado, se extrajeron
los 6rganos individuales y determino la actividad en cada uno de ellos. Las columnas representan el promedio del
porcentaje de actividad inyectada por gramo de tejido (%lA/g). Se aplico € andlisis estadistico two-way ANOVA
seguido por €l test de Bonferroni. p > 0.05; **, p > 0.01; *** p > 0.001. Correspondiente al tiempo t = 6 h de la figura
S-3del articuloll.
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En la mayoria de los 6rganos estudiados la acumulacion fue mayor para T5-G7 (bazo, higado y
pulmones) a excepcion del hueso, donde curiosamente a pesar de la mayor abundancia relativa de
células CD45* (figura S-4 del articulo I1), fue T5-V36 € que més se acumuld, comportamiento que

Se mantuvo en todos |os tiempos estudiados (p < 0.001).

En suma, estos resultados mostraron que no solo es importante lograr una mayor retencion de los
nanobodies neutralizantes en el organismo, como sucedio con T5-G7, sino que es necesario dotarlos
de funciones efectoras que promuevan su eficiente remocién por el sistema fagocitico mononuclear
(T5-V36). El anticuerpo monodominio V36 parece cumplir eficientemente este rol y su fusion a un
nanobody “neutralizante” resulta en un anticuerpo biespecifico de minimo tamafio, lo que también

contribuye facilitando el rgpido acceso alatoxina antes de que esta gjerza su funcion.
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Este trabajo de tesis tuvo como principal objetivo el establecimiento de una plataforma local para

la generacion de bibliotecas de VHH de llamas, y para la posterior seleccion y produccion de
nanobodies. En este proceso se ha hecho especial énfasis en el desarrollo de herramientas que
faciliten la seleccion e identificacion de nanobodies para su uso en e desarrollo de diferentes

aplicaciones biotecnol 6gicas con potencial interés biomédico.

Una de las primeras contribuciones generadas en esta tesis, descripta en el primer capitulo, fue
la modificacién del vector comercial pET28 para generar €l vector pINQ-H6HA que permite: (1) la
facil transferencia “en masa” del ADN de la poblacién de nanobodies desde el vector de seleccion
fagémido a sistema de expresion fuerte, y (11) e direccionamiento de los nanobodies a periplasma
lo que resulta fundamental para su correcto plegamiento. En conjunto, esta estrategia permite que el
screening de clones positivos para el antigeno se realice a partir de un sistema que asegura un alto
rendimiento de proteina y abrié el camino para llevar adelante estrategias de andlisis de un ato
nimero de clones en paralelo. Esto se ve facilitado por la incorporacion en el extremo carboxilo
terminal de un tag HA para la deteccion y de un tag de seis histidinas. Este ultimo posibilita la
purificacién por afinidad de los nanobodies ya sea en sistemas cromatogréficos como en placas de 96
columnas. Instrumentando esta metodologia se logré optimizar el rendimiento de produccién de
VHH tras el escalado en mas de 60 veces (5-40 mg/L), y ademés se redujo 250 veces la cantidad de

IPTG necesaria paralograr |a méaxima produccién de nanobodies.

Si bien esta metodologia sortea € bajo nivel de expresion, es necesario € uso de anticuerpos
secundarios comerciales especificos de tags parala deteccidn de |os nanobodies, los cuales aumentan
los costos para e desarrollo de distintos ensayos. En este sentido, con el interés de mejorar las
técnicas usadas comUnmente para la caracterizacion de los nanobodies seleccionados, en e segundo

capitulo se desarroll6 una metodologia que posibilita la biotinilacion in vivo de los nanobodies. De
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esta manera se aprovech0 la versatilidad del sistema avidina-biotina, no solo para facilitar la
deteccién de los nanobodies sino también para el desarrollo de metodologias que faciliten la
seleccién y caracterizacion de los nanobodies. Esto se logré a través de la generacion del vector
pINQ-BtHs, gque tiene las mismas caracteristicas de expresion de pINQ-HsHA pero ademés permite
la biotinilacion in vivo sitio especifica a través de la inclusion de una secuencia peptidica que es
reconocida por una biotin ligasa natural de E. coli. Para lograr una biotinilacion cuantitativa fue
necesario la sobre-expresion de la enzima que se consiguié mediante la electroporaciéon de las
bacterias BL21(DE3) con €l vector pY C216 codificante de la biotin ligasa citoplasmética BirA. No
obstante, la biotinilacion no resulté completa, probablemente debido a la localizacion de la BirA y
los VHH en compartimentos celulares diferentes. Con el objetivo de demostrar esta hipétesis se co-
expresaron ambos componentes en €l citoplasma o periplasma, pero en ningin caso se logré una
mejora, pues de una u otra forma la expresion del nanobody o la actividad de la enzima se veian
comprometidas. Finalmente, se encontré un camino aternativo, smple y facil para la obtencion del
100% de biotinilacién, mediante la disrupcién mecanica de las bacterias por sonicacién y un paso de
post-biotinilacién in vitro. Esto permitié generar un sistema sumamente eficiente que permite

obtener de 5-40 mg de nanobody biotinilado listo para su uso en futuras aplicaciones.

La segunda parte de latesis se focalizd en la generacion de herramientas derivadas del sistema de
biotinilacion in vivo de los nanobodies con la finalidad de facilitar el proceso de eleccién de los
mejores candidatos para su posterior caracterizacién y uso en aplicaciones analiticas. Como se
comenta en el tercer capitulo los métodos iniciales de screening generan poca informacion, por o
gue en esta etapa se procuré el desarrollo de una metodologia simple que permitiera la seleccién de
nanobodies en términos de afinidad relativa por el antigeno conjugado a una enzima reportera, y por
su capacidad de formar pares para el antigeno de seleccion. Tal desarrollo se realizo utilizando como
antigeno modelo a la epoxi-hidrolasa humana, la cual debido a sus funciones anti-inflamatorias,
vasodilatadoras y analgésicas ha adquirido gran importancia como blanco de interés biomédico
(194). Como primer paso, del proceso se optimizd un método para clasificar los nanobodies de
acuerdo a su reactividad contra un conjugado del antigeno. Esto permitio clasificarlos en 4 familias
gue correspondian a 13 secuencias diferentes. De estos, seis clones representativos se utilizaron para
realizar la inmovilizacion orientada de los VHH biotinilados como anticuerpos de captura, y asi
realizar la busgueda de pares de nanobodies que permitieran la deteccién del antigeno en formato de
ELISA sandwich. En base a la evaluacion de un alto nimero de combinaciones en paralelo se
desarroll6 un ELISA sandwich de muy alta sensibilidad (LD = 63 pg/mL), el cual presenta

excelentes resultados de recuperacion en muestras adicionadas y permiti6 la cuantificacion de la seH
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humana en matrices muy complejas, coincidiendo con los valores reportados por otros métodos
(199). Hasta ahora hay pocos gjemplos del uso de nanobodies en inmunoensayos tipo sandwich, de
hecho, hasta el momento el ensayo de mayor sensibilidad reportado corresponde a la deteccion la
toxina CrylFa de Bacillus thuringiensis con un LD de 880 pg/mL (133, 230). Esta estrategia también
constituye una poderosa herramienta para el mapeo de epitopes, y ademas la disponibilidad de un
método que estandarice la cantidad de anticuerpo a ensayar puede tener otras aplicaciones, por
giemplo para comparar en paralelo e poder inhibitorio de los VHHs inmovilizados contra una

cantidad fija de laenzima de interés.

En la siguiente etapa se abordd la seleccion de VHH contra receptores celulares. La importancia
del desarrollo de capacidad local para generar anticuerpos recombinantes contra dichos blancos es
evidente teniendo en cuenta la importancia biomédica de los mismos. Sin embargo, como se ha
comentado, debido a la gran dependencia conformacional del reconocimiento de los nanobodies, la
estrategiainicial de inmunizar animales con |os receptores recombinantes conducia a aislamiento de
anticuerpos con reactividad contra la recombinante pero no contra €l receptor en las células,
coincidiendo con lo reportado en la literatura reciente (204). Para evitar este problema se recurrio a
la inmunizacion y seleccién utilizando células enteras. Dado que esto significaba trabajar con “un
antigeno” sumamente complejo, se hizo uso de la gran versatilidad del sistema de biotinilacion in
vivo de los nanobodies para generar una nueva herramienta que permitiera la rdpida identificacion y
caracterizacion de la reactividad de un panel de nanobodies generados contra células enteras, en este

caso células dendriticas.

Esta metodol ogia se describe en el cuarto capitulo donde se muestra su aplicacion a andlisis de
un gran numero de VHHs de forma sistematizada mediante citometria de flujo, lo cual asegura que
los nanobodies escogidos reconozcan el antigeno nativo sobre la célula. Otro gran reto de la nueva
estrategia de inmunizacion 'y seleccién fue el poder identificar el antigeno sobre la célula reconocidos
por los nanobodies seleccionados. Nuevamente, haciendo uso de la presencia de biotina en los
nanobodies se realizaron de forma rapiday simple ensayos de inmunoprecipitacion con extractos de
células dendriticas que permitieron la identificacion de nanobodies contra CD11b, CD45y MHC-II.
Otra importante derivacion de este trabgjo fue la demostracion de las ventgjas competitivas que
tienen los nanobodies biotinilados anti-receptores seleccionados para aplicaciones posteriores en

citometria de flujo como alternativa a | os anticuerpos convencionales.
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Debido a que laatencion inicia se centrd en los nanobodies que mostraban el mayor corrimiento
de la sefia en citometria de flujo, la seleccidon se sesgd hacia anticuerpos gque reaccionaban contra
receptores altamente expresados en células dendriticas. Pero el método cobra mayor interés, en tanto
sea posible orientar la seleccion hacia el receptor de interés, aun cuando este sea poco expresado.
Una alternativa para lograr este fin seria realizar la inmunizacién y el panning sobre células
transfectadas con un receptor particular de interés y usando la linea celular original sin transfectar
parala pre-adsorcion durante el panning. Alternativamente, como se mostro en el quinto capitulo, si
se dispone del receptor recombinante en forma nativa, puede promoverse la seleccion contra €l
mismo: a) si lainmunizacién se realiz6 con células enteras y b) siempre y cuando se encuentre una
forma de inmovilizacién que evite la desnaturalizacion resultante de la interaccion con la superficie
de adsorcion pasiva. Esto se explord con el receptor recombinante CR4 (CD11¢/CD18), con €l cual
se logré aislar entre otros €l anticuerpo MR31 anti-CD11c. Los anticuerpos contra este receptor son
probablemente de los mas utilizados en el estudio vinculado ala biologia de las células dendriticas, y
considerando las ventgjas ya sefidladas para €l uso de los nanobodies biotinilados en citometria de
flujo, el MR31 podria ser un reactivo incluso con valor comercial inmediato. Por otro lado, este
nanobody tiene una alto potencial para funcionalizar antigenos o particulas adyuvantes y mejorar su
captacion por las células dendriticas en modelos preclinicos de vacunacién. Aunque no se ha
probado alin su reactividad contra el CR4 de células dendriticas humanas o de especies de interés
veterinario, la estrategia desarrollada podria utilizarse para aislar un nanobody equivalente para €l

CD11c de otras especies.

Varias de las propiedades de los nanobodies, como su fécil produccion, estabilidad, y répida
biodistribucién los hacen muy atractivos para aplicarlos como antidotos, ya sea en casos de
sobredosis de drogas, envenenamiento o intoxicacion. Sin embargo, Sistematicamente el uso de
nanobodies monoméricos neutralizante resulta ineficiente, como también ocurrio en este trabgjo. Asi,
a pesar de la alta afinidad de los nanobodies neutralizantes sel eccionados contra la toxina tetéanica,
estos no confirieron una proteccion significativa. Con estos antecedentes, la terceray Ultima parte de
latesis descripta en €l sexto capitulo se focaliz6 en superar esta limitacion a través de la generacion
de nanobodies biespecificos para conferir funciones efectoras a los nanobodies neutralizantes,
fusionandolos a un dominio “efector” representado por los nanobodies con especificidad por los
receptores celulares CD11b, CD45 y MHC-II. Esta prueba de concepto resultd efectiva para la
eliminacién de la toxina modelo elegida cuando la proteina biespecifica dirigia la toxina a receptor
endocitico CD11b*. Esta novedosa estrategia podria dar lugar a aplicaciones terapéuticas que

excedan el campo de los antidotos, tales como €l desarrollo de nanobodies biespecificos, donde un
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nanobody contra un receptor endocitico se combina con otro contra citoquinas desreguladas en
procesos inflamatorios 0 un contra un factor de crecimiento tumoral. Esto podria resultar en
alternativas de menor costo respecto a los anticuerpos convencionales, por g emplo, los anticuerpos
anti-TNFa, que en este momento son los anticuerpos terapéuticos de mayor uso, se producen en
cultivos de células de mamifero a un ritmo anua de decenas de toneladas de producto final ultra-

puro.
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receptores de células inmunes recombinantes (TLR/MD2/Dectina-1) producidos en baculovirus en €

marco del desarrollo de esta tesis.

SI1l — Rossotti M, Carlomagno M, Gonzalez-Techera A, Hammock BD, Last J, and Gonzalez-
Sapienza G. Phage Anti-lmmunocomplex Assay (PHAIA) for clomazone: Two-site recognition
increases assay specificity and facilitates adaptation into a rapid on-site format. Anal. Chem., 2010;
82: 8838-8843.

SV - Kim H, Rossotti M, Ahn KC, Gonzdlez-Sapienza G, Gee SJ, Musker R, Hammock BD.
Development of a noncompetitive phage anti-immunocomplex assay for brominated diphenyl ether
47 (PBDE). Anal Biochem., 2010; 401: 38-46.

En el articulo S IV mi contribucion fue la construccion de la biblioteca de octapeptidos ciclicos
expresados sobre la superficie del bacteriofago M 13, en el disefio de la estrategia para la seleccion de
los fagos anti-inmunocomplejo especificos por PBDE-47 y colaboracion durante el proceso de

seleccién y produccion de fagos anti-inmunocompl gjo.
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SV - Lassabe G, Rossotti M, Gonzélez-Techera A, Gonzélez-Sapienza G. Shiga-like toxin B
subunit of Escherichia coli as scaffold for high-avidity display of anti-immunocomplex peptides.
Anal. Chem., 2014; 86: 5541-5546.

SVI - Carlomagno M, Lassabe G, Rossotti M, Gonzalez-Techera A, Vanrell L, Gonzalez-Sapienza
G. Recombinant streptavidin nanopeptamer anti-immunocomplex assay for noncompetitive detection
of small analytes. Anal. Chem., 2014; 86: 10467-10473.

En los articulos SV y SVI mi contribucion fue la colaboracion en el disefio del vector para la
expresion de los péptidos expresados como elementos de fusion a la proteina verotoxina y
estreptavidina en el vector pINQ.HsHA. Asimismo, en ambos articulos se utilizd el péptido anti-

inmunocomplejo (ICX-11) para el clomazone, el cual fue reportado en el articulo S-11.
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