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Resumen

El sistema inmune es capaz de identificar y eliminar de forma especifica a las células
tumorales. La mayoria de los tumores presentan infiltrados de linfocitos (TILs), siendo
los linfocitos T citotéxicos CD8* una pieza clave en la actividad antitumoral del sistema
inmune. Sin embargo, en el microambiente tumoral se desarrolla un ambiente
inmunosupresor que puede disminuir la actividad de los TILs, y por lo tanto afectar su
habilidad para eliminar a las células tumorales. De hecho, muchos tipos tumorales son
capaces de sobre-expresar ligandos de receptores co-inhibidores de células T (por
ejemplo: PD-L1, ligando de PD-1), por lo que el bloqueo de estas sefiales de inhibicion
es una estrategia interesante para la revigorizacion de la respuesta inmune antitumoral.

En los ultimos afios la industria farmacéutica se ha volcado hacia el desarrollo de
anticuerpos monoclonales bloqueantes de vias de co-inhibicion de células T (en
particular CTLA-4 y PD-1/PD-L1), con los cuales se ha obtenido un éxito sin precedentes
en varios tipos tumorales. Algunos anticuerpos ya se encuentran aprobados por distintas
agencias reguladoras de medicamentos para su uso en pacientes con melanoma y
cancer de pulmoén, entre otros. Sin embargo, estos tratamientos presentan desventajas
gue limitan su aplicacion. En primer lugar, su muy elevado costo y la falta de
biomarcadores que sean buenos indicadores prondstico de la respuesta de los
pacientes a estas terapias. Por otro lado, los efectos adversos de caracter autoinmune
relacionados con estas terapias en ocasiones son graves Yy requieren de la
discontinuacion del tratamiento.

Los nanobodies son anticuerpos monodominio recombinantes derivados del dominio de
union al antigeno de los anticuerpos de cadena pesada presentes en camélidos y
algunos peces cartilaginosos. Representan uno de los fragmentos de reconocimiento
especifico mas pequefio conocido (con un peso aproximado de 15 kDa), y poseen
propiedades Unicas que les otorgan numerosas ventajas para su utilizacién en diversas
aplicaciones biotecnoldgicas. Las principales ventajas que presentan son su elevada
estabilidad fisicoquimica, solubilidad y especificidad, asi como la facilidad en su
manipulacion genética debido a su naturaleza monodominio, y su correcta expresion a
partir de distintos sistemas, tanto procariotas como eucariotas. Estas caracteristicas los
convierten en candidatos prometedores para su expresion a partir de las células del
propio individuo mediante terapia génica.

El trabajo de esta tesis se focalizé en la seleccion de nanobodies especificos para PD-
1y PD-L1 (tanto las variantes humanas como las murinas), con potencial aplicacion en
el &rea de la inmunoterapia contra el cancer. Para evaluar la actividad antitumoral de
estos nanobodies, se utilizaron vectores de terapia génica derivados del virus adeno-
asociado (AAV). Una de las ventajas de utilizar vectores de terapia génica es la
posibilidad de promover la expresion localizada de la proteina terapéutica en el sitio



tumoral, disminuyendo los efectos adversos derivados de la administracion sistémica,
como ocurre en el caso de los anticuerpos monoclonales en la clinica.

En una primera etapa de esta tesis, se seleccionaron nanobodies especificos para PD-
1 y PD-L1 mediante la técnica de phage display, utilizando bibliotecas en fagos
filamentosos generadas a partir de llamas (Lama glama) inmunizadas con los antigenos
correspondientes. Esta etapa fue realizada en la Catedra de Inmunologia de Facultad
de Quimica (Universidad de la Republica, Uruguay), mientras que el resto de los
experimentos fueron llevados a cabo en el Centro de Investigaciéon Médica Aplicada de
la Universidad de Navarra (Espafa).

Posteriormente, los nanobodies seleccionados fueron evaluados en ensayos in vitro
para determinar su capacidad de inhibicibn de la union PD-1/PD-L1. Tras haber
identificado dos nanobodies capaces de inhibir la uniébn PD-1/PD-L1 in vitro, se
subclonaron en vectores de AAV y se verificd la correcta expresion de los mismos a
partir de estas construcciones en células eucariotas mediante transfecciones.

En la Gltima etapa de la tesis, se selecciond uno de los nanobodies inhibidores de la
unién PD-1/PD-L1 para su evaluacion in vivo. Para ello, se generaron las particulas
virales recombinantes de AAV8 conteniendo en su genoma recombinante el cassette de
expresion para el nanobody. En primer lugar, las particulas virales recombinantes fueron
inoculadas por via sistémica en ratones C57BL/6 para evaluar la expresion del
nanobody a largo plazo. Luego se evalud la actividad antitumoral del nanobody
expresado a partir de estos vectores virales en un modelo de tumor subcutaneo derivado
de la linea celular de adenocarcinoma colorrectal MC38.

La propuesta y los resultados presentados en esta tesis son novedosos en el area de la
inmunoterapia contra el cancer, puesto que el desarrollo de nanobodies inhibidores de
la via PD-1/PD-L1 es un campo de investigacion que esta comenzando a ser explorado,
con muy pocos trabajos publicados y que ademas no estan enfocados en el area de la
inmunoterapia. Ademas, el uso de vectores de terapia génica para nanobodies es un
area con muy pocos antecedentes, no existiendo reportes de expresion de nanobodies
a partir de vectores de AAV como terapia contra el cancer.
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1. Introduccién

1.1 Cancer

El término cancer agrupa a un conjunto de enfermedades relacionadas de origen
genético, en donde algunas células adquieren la capacidad de proliferacion
descontrolada tras la adquisicibn de mutaciones. El cancer es la segunda causa de
mortalidad en el mundo y su incidencia va en aumento, por lo que se estima que en las
préximas décadas serda la principal causa de morbilidad y mortalidad tanto en paises
desarrollados como en paises en desarrollo. Segun los datos publicados por la
Organizacién Mundial de la Salud, durante el afio 2012 se registraron 14,1 millones de
casos nuevos y 8,2 millones de muertes relacionadas con esta enfermedad. Los tres
tipos de cancer mas frecuentes registrados fueron el de pulmén, el de mama y el
colorrectal [1].

Los tratamientos convencionales para el cancer incluyen cirugia, quimioterapia y
radioterapia. Actualmente, otras estrategias estan siendo implementadas con muy
buenos resultados en distintos tipos de cancer. Una de ellas es la inmunoterapia, la cual
agrupa un conjunto de tratamientos muy distintos entre si que se basan en la activacion
de distintos componentes del sistema inmune para potenciar su capacidad de
reconocimiento y eliminacion de las células tumorales.

Durante esta seccion se introduciran las caracteristicas de las células tumorales y del
microambiente tumoral, y mas adelante se detallara la relacién compleja que existe entre
el cancer y el sistema inmune del individuo, haciendo énfasis en los mecanismos que
pueden desarrollar las células tumorales para evitar ser eliminadas por el sistema
inmune. En particular, esta tesis se centra en una via de inhibicién de células T que
puede ser explotada por las células tumorales para evitar su eliminacion: la sefializaciéon
por el receptor PD-1 (del inglés: “Programmed Death 1”). Como se explicara mas
adelante, el bloqueo de esta via de sefalizacion es una diana terapéutica interesante
en el contexto del cancer. De hecho, ya se encuentran aprobados distintos anticuerpos
monoclonales con este fin para su uso a nivel clinico. Sin embargo, el elevado costo de
estos tratamientos y los efectos secundarios adversos que pueden generarse son dos
desventajas importantes que aln estan presentes.

Como se explicara a lo largo de la introduccion, en esta tesis se propone generar un tipo
especial de anticuerpos, con propiedades diferentes a las de los anticuerpos
convencionales, que sean capaces de bloquear la unién de PD-1 con su ligando mas
importante, PD-L1 (del inglés: “Programmed Death 1 Ligand 1”), y que por ende
constituyan potenciales agentes antitumorales. Ademas, debido a las propiedades de
este tipo de anticuerpos, se plantea la posibilidad de administrarlos a partir de un vector
viral de terapia génica en lugar de administrarse como proteina recombinante, ya que



esto podria suponer multiples ventajas a nivel clinico, como se argumentara a lo largo
de esta introduccion.

1.1.1 Generalidades de los tumores solidos

Los tumores sélidos son tejidos anormales complejos y dinamicos, formados por
distintos tipos celulares. Ademas de las células tumorales, un tumor sélido cuenta con
una variedad de células normales reclutadas que participan activamente en la
progresion tumoral a través de distintos mecanismos, y que constituyen el estroma
asociado al tumor. Dentro de las células que conforman el estroma tumoral se pueden
encontrar: células endoteliales y pericitos, que conforman la vasculatura asociada al
tumor; fibroblastos, que actian como soporte de las células epiteliales o pueden
participar en la reparacion de los tejidos (miofibroblastos); células progenitoras y células
madre estromales, que dan lugar a diferentes tipos celulares; y células del sistema
inmune (SI) [2,3].

Las células del sistema inmune innato (Sll) y sistema inmune adaptativo (SIA) presentes
en el estroma tumoral varian en cantidad y variedad segun el tipo de tumor y el grado
de desarrollo del mismo. Estas células pueden tener diferentes efectos sobre el
crecimiento del tumor. Los roles que desempefia el sistema inmune en la carcinogénesis
y en el desarrollo tumoral seran detallados en la seccién 1.2

Durante el desarrollo temprano del tumor, las células tumorales se visualizan como una
poblacion relativamente homogénea, mientras que en etapas tardias se pueden
encontrar distintas subpoblaciones debido al aumento de la inestabilidad genémica y a
la hiperproliferacion. Los defectos en los mecanismos de mantenimiento y reparacion
del genoma son una ventaja para las células tumorales y necesarios para el desarrollo
del tumor, ya que permiten la aceleracibn de la acumulacién de mutaciones y
alteraciones hacia la aparicién de genotipos favorables para la progresion tumoral. Las
alteraciones gendmicas varian enormemente de un tumor a otro, y también dentro de
células del mismo tumor [2], y se relacionan con la aparicion de las siguientes
caracteristicas que presentan las células tumorales:

1. Proliferacion sostenida: Las células tumorales son capaces de proliferar en forma
descontrolada, a través de distintos mecanismos, la mayoria dependientes de
factores de crecimiento [4].

2. Evasion de supresores de crecimiento: Las células tumorales son capaces de evadir
programas de inhibicion de la proliferacion [2] y sefiales de inhibicion dependientes
del contacto célula-célula [5,6].

3. Resistencia a la muerte celular: Las células tumorales pueden evadir los programas
de muerte celular programada (apoptosis) a través de distintos mecanismos, como
la pérdida de funcion de proteinas censoras de estrés [7].

La necrosis es otra forma de muerte celular que libera el contenido intracelular al
espacio extracelular generando sefiales proinflamatorias. De esta manera, se
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reclutan células del sistema inmune que se encargaran de eliminar los restos
celulares y promover el restablecimiento de la homeostasis en el tejido. Sin
embargo, en el contexto del cancer, la muerte celular por necrosis podria tener un
doble efecto: por un lado, la disminucién de la carga tumoral y la activacién de las
células del SI, y por otro, el reclutamiento de células proinflamatorias que pueden
promover el desarrollo del tumor [8], como se explicara en detalle en la seccién
1.2.1.

. Inmortalidad replicativa: Las células tumorales tienen la capacidad de proliferar
ilimitadamente, a diferencia de las células normales que son capaces de atravesar
limitados ciclos de division celular. La evidencia actual indica que los telomeros son
los principales protagonistas de la inmortalizacion de las células [9].

. Induccién de angiogénesis: Durante el desarrollo tumoral se activa lo que se conoce
como “switch angiogénico”, causando que la vasculatura, normalmente quiescente,
se expanda activamente permitiendo la nutricion del tumor y por tanto su progresiéon
[10]. Las células del Sl que infiltran el tumor (en particular: macréfagos, neutrdfilos,
mastocitos y progenitores mieloides), participan en la angiogénesis [11].

. Invasién y metastasis: Los tumores progresan mediante la invasion local en los
tejidos, y también a través de la aparicion de nuevas colonias tumorales distantes
al tumor primario (metastasis). Este proceso requiere la diseminacién de células
tumorales a través de la circulacion sanguinea y/o linfatica, la extravasacion de las
mismas a otros tejidos y su adaptacion al nuevo microambiente para poder
proliferar, lo cual puede requerir mucho tiempo [12]. Las células del estroma tumoral
pueden colaborar en este proceso, por ejemplo, los macréfagos asociados al tumor
(TAMs) pueden promover la invasion local al secretar factores de crecimiento y
enzimas modificadoras de la matriz extracelular [13].

. Reprogramacion del metabolismo energético: Las células tumorales deben ajustar
su metabolismo energético de manera de poder cumplir con los requerimientos para
el rapido crecimiento y proliferaciéon [14].

. Evasion del sistema inmune: El rol del Sl en los procesos de formacion y progresion
de tumores es un tema que ha generado debate desde hace mas de un siglo.
Actualmente, se reconocen tres mecanismos a través de los cuales el Sl previene
el desarrollo de tumores si funciona adecuadamente: 1) protege de infecciones
virales, y por lo tanto suprime los tumores inducidos por virus; 2) resuelve los
distintos procesos inflamatorios evitando el establecimiento de inflamacién crénica,
condicion que puede favorecer la carcinogénesis (se explicara mas adelante); y 3)
reconoce y elimina células cancerigenas incipientes [15]. El dltimo punto, conocido
como “inmunovigilancia del cancer”, ocurre cuando las células que se transforman
evaden los mecanismos supresores de tumores intrinsecos de las células normales.
El SI es responsable de monitorizar constantemente los tejidos, asi como de
reconocer y eliminar estas células cancerigenas incipientes. Como contrapartida,
las células tumorales pueden desarrollar distintos mecanismos de evasion a través
de los cuales son capaces de pasar “inadvertidas” al control constante del Sl o

11



disminuir la actividad citotoxica del mismo, con lo cual logran progresar a tumores
macroscopicos [2]. Estos mecanismos de evasidn seran analizados en profundidad
en la siguiente seccién.

1.2 Elcancery el sistema inmune

En esta seccion, se describira la compleja relacion existente entre las células tumorales
y las células del S, y los mecanismos que emplea el tumor para evadir el ataque del SI
y ser capaz de progresar. Se hara especial énfasis en el papel que desempefian las
células T en la inmunidad antitumoral, y en como estas células pueden ser inhibidas por
el tumor a través de distintos mecanismos. Uno de ellos es la explotacion de vias de
inhibicién de células T, siendo de particular importancia la sefalizacion a través del
receptor PD-1.

1.2.1 Elrol dual del sistema inmune sobre el cancer

En las Ultimas décadas ha habido un gran avance en el esclarecimiento de la relaciéon
entre el Sl y el cancer, aunque todavia quedan muchos interrogantes por dilucidar. La
relaciébn compleja entre el Sl y el cAncer puede explicarse si se tienen en cuenta las
diversas funciones del Sl: por un lado, la deteccién y eliminacién de agentes extrafios o
células infectadas, y por otro, la cicatrizacion de heridas y eliminacion de células muertas
y restos celulares. Algunas células del Sl son las encargadas de realizar esta Ultima
funcién (macréfagos, neutrdfilos y otros progenitores mieloides), mediante la fagocitosis
y la secrecion de factores pro-angiogénicos, factores de crecimiento y enzimas
remodeladoras de la matriz extracelular. Sin embargo, esos mismos componentes bajo
condiciones de cronicidad también pueden favorecer la progresion tumoral [2]. Por lo
tanto, por un lado, el S| puede prevenir la carcinogénesis y controlar la progresion
tumoral, pero por otro, también puede fomentar el desarrollo del tumor.

El rol protector que cumple el Sl frente a la carcinogénesis parece algo evidente en estos
tiempos, si bien ha sido aceptado de forma relativamente reciente. La teoria de la
inmunovigilancia del cancer fue propuesta por primera vez a finales de la década de
1950, por los investigadores Burnet y Thomas. Ellos partieron de la hip6tesis de que, en
animales con esperanza de vida alta, la aparicion de mutaciones a lo largo de las
divisiones celulares tenia que ser un problema que pudiera llevar a la aparicién de
células malignizadas, y que, por lo tanto, evolutivamente debia existir un mecanismo
gue fuera capaz de eliminar dichas células. Propusieron que ese mecanismo debia estar
relacionado con el Sl, el cual de alguna manera era capaz de reconocer neo-antigenos
de las células tumorales [16,17]. Sin embargo, en el pasado, se consideraba que el SI
era incapaz de distinguir las células tumorales de las células normales, debido a que
eran muy similares entre si; de hecho, los antigenos tumorales eran vistos como
proteinas normales que se sobre-expresaban [15].
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La demostracién de la teoria de la inmunovigilancia del cancer demordé en llegar, pues
no se contaba con el extenso conocimiento del S| que se posee actualmente, ni con las
herramientas biotecnolégicas adecuadas que se desarrollaron luego de la revolucién de
la Biologia Molecular. Los primeros experimentos en ratones para demostrar el rol
protector del Sl frente a la carcinogénesis se basaron en la inmunosupresion de distintos
componentes del Sl o en ratones atimicos (ratones nude). Sin embargo, los resultados
obtenidos en estas primeras etapas no fueron concluyentes y la teoria de la
inmunovigilancia fue abandonada.

No fue hasta la década de los 90 cuando, a raiz del desarrollo de animales knock-out
(KO), esta teoria fue retomada y comenzaron a aparecer trabajos en donde se
demostraba que la eliminacion de ciertos componentes del SI aumentaba la sensibilidad
de los animales al desarrollo de tumores [18]. Por un lado, se demostré el importante
papel que desempena el interferon-y (IFN-y) en la proteccion frente a la formacion de
tumores espontaneos o inducidos por 3’-Metilcolantreno (MCA), y también en la
disminucion del crecimiento de tumores trasplantados a individuos receptores, utilizando
anticuerpos bloqueantes de IFN-y o modelos de ratones KO para el IFN-y o su receptor
[19-21]. Ademas, se demostrd el rol protector de la perforina, un componente de los
granulos citoliticos de las células NK (del inglés: natural killer) y células T citotoxicas
[19,22,23], y del ligando TRAIL (del inglés: “tumor necrosis factor related apoptosis-
inducing ligand”) [24,25] frente al desarrollo de tumores.

Por otro lado, se desarrollaron ratones KO para los genes activadores de la
recombinacion 1y 2 (RAG-1 y RAG-2), los cuales codifican para enzimas necesarias
durante el proceso de recombinacion V(D)J, es decir, para la formacion de los
receptores de células By T. Por lo tanto, estos animales son deficientes en células B, T
y NKT (del inglés: “natural killer T”), y a partir de ellos, fue posible demostrar la
importancia de estas células en la proteccion frente a la carcinogénesis inducida por
MCA y también frente a la aparicion de carcinomas espontaneos [26].

Tras estas primeras demostraciones, se publicaron numerosos trabajos utilizando
ratones KO para genes codificantes para distintos componentes del Sl, que
corroboraron y ampliaron los conocimientos respecto al rol protector del Sl frente a la
carcinogénesis. Se ha podido demostrar que ambas ramas del Sl, tanto la innata como
la adaptativa, se encuentran involucradas en la inmunovigilancia del cancer [18,27].
Actualmente, el concepto de inmunovigilancia ha sido ampliado al de “inmunoedicion”,
debido a que se ha demostrado que el Sl también influye en las caracteristicas
inmunogénicas de los tumores. Este concepto serd explicado en detalle en la seccién
1.2.2.

Un amplio repertorio de células del Sl puede encontrarse en el MAT, cumpliendo
diferentes roles segun las sefales que reciben. Dentro de la rama de la inmunidad
innata, se destacan: macréfagos, mastocitos, neutréfilos, células dendriticas (DCs) y
células NK, entre otras. Constituyen la primera linea de defensa contra el cancer,
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iniciando potentes respuestas efectoras tras el reconocimiento de sefales de estrés en
las células transformadas. Las células NKT y las células T y& también pueden participar
en la inmunidad antitumoral, encontrandose en la interfase entre la inmunidad innata y
la adaptativa [28].

Las DCs activadas en el MAT debido a sefiales de estrés o necrosis de células tumorales
activaran respuestas adaptativas contra el tumor, conectando ambas ramas del SI. La
respuesta adaptativa se desarrolla luego de varios dias, y consiste tanto en células B
secretoras de anticuerpos como en células T efectoras CD4"y CD8". La actividad
antitumoral de las células T efectoras implica la secrecion de citoquinas y la actividad
citotoxica. Dentro de las citoquinas, el IFN-y tiene un rol destacado en la inhibicion de la
progresion tumoral, con actividad citostatica y en ocasiones citotéxica, y también son de
gran importancia el IFN de tipo | y las interleuquinas 2, 15, 21, 12 y 18. La actividad
citotoxica de las células T CD8" (o CTLs, del inglés: “cytotoxic T lymphocytes”) esta
mediada por: 1) la expresion de ligandos para receptores de muerte celular, como puede
ser TRAIL, un mecanismo compartido con otras células del SllI, o 2) la via de perforina-
granzima. A través de estos mecanismos las CTLs logran eliminar a las células
tumorales induciendo en ellas el programa de apoptosis [28].

Por otro lado, contra-intuitivamente se ha demostrado que el Sl también puede
desempefiar un papel totalmente opuesto: el de promover el desarrollo tumoral. De
hecho, el tumor es capaz de promover un ambiente proinflamatorio que favorece su
desarrollo. Las primeras evidencias de que la inflamaciéon podria ser un factor
determinante en la formacién de tumores surgieron al relacionarse sitios de inflamacién
crénica con la aparicién de tumores, y después de décadas de investigacion se ha
propuesto que los tumores (especialmente los carcinomas) utilizan el programa de
reparacion de tejidos y cicatrizacion, pero de manera exagerada y prolongada, lo cual
favorece la progresion tumoral y el desarrollo de metastasis [29]. La hipétesis de que los
tumores son ‘heridas que no se curan” ha sido apoyada por diversos estudios
experimentales, con datos a nivel celular y molecular [30].

Las células del Sl se intercomunican con las células cancerigenas y las demas células
del estroma tumoral; esta comunicacién, junto con la abundancia y el estado de
activacion de las distintas células del Sl, determinan si la inflamacion que se genera en
el MAT tendréa un efecto predominantemente antitumoral o pro-carcinogénico. Se ha
propuesto que la inflamacion pro-carcinogénica y la inmunidad antitumoral coexisten
dentro del tumor durante las distintas etapas del desarrollo del mismo, pero que en
tumores establecidos este balance se inclina hacia la accién pro-carcinogénica de la
inflamacion [31,32].

La accion pro-carcinogénica de la inflamacion se debe a que algunas células,
especialmente del SlI, secretan en el MAT distintos agentes que favorecen la
proliferacién de las células tumorales y la remodelacién del tejido: moléculas bioactivas
(factores de crecimiento, factores de supervivencia, factores pro-angiogénicos),
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enzimas modificadoras de la matriz extracelular (Qque promueven la angiogénesis,
invasion y metastasis), y especies reactivas del oxigeno (que aceleran la adquisicion de
mutaciones en las células tumorales). Por ejemplo, los TAMs pueden ser importantes
protagonistas en la progresion tumoral al diferenciarse a un fenotipo M2, caracterizado
por su rol inmunosupresor y de reparacion de tejidos [8,33].

1.2.2 Inmunoedicidn del cancer

El concepto de inmunovigilancia del cancer ha sido actualizado al de inmunoedicion, por
ser el que mejor se ajusta a las observaciones realizadas tanto en experimentos in vivo
como en la clinica.

En el afio 2001 se publicé un trabajo que generd una revision de la teoria de la
inmunovigilancia. En éste, los autores descubrieron que el Sl era capaz no sélo de
controlar la progresion tumoral sino también de influir en las caracteristicas
inmunogénicas del tumor. Se utilizaron ratones inmunodeficientes (KO para RAG-2) y
ratones inmunocompetentes (wild-type o wt), y se los enfrent6 al carcinégeno MCA.
Concordante con resultados previos, se observé una mayor frecuencia y rapidez en el
desarrollo de tumores en los ratones RAG-2". Sin embargo, lo novedoso de este estudio
fue la evaluacion de los fenotipos inmunogénicos de los tumores formados en los
distintos grupos de animales, a través de trasplantes de las células tumorales. Las
células tumorales derivadas de los ratones wt fueron capaces de generar tumores en
ambos grupos de ratones receptores (wt y RAG-27). Por otra parte, las células
tumorales derivadas de ratones inmunodeficientes fueron capaces de generar tumores
en otros ratones RAG-2", pero la mitad de estos cultivos celulares fueron rechazados
en los ratones wt receptores siendo incapaces de generar tumores [26]. A partir de estos
experimentos, se concluy6 que los tumores desarrollados en ratones inmunodeficientes
tienden a ser mas inmunogénicos que los que se forman en ratones
inmunocompetentes, por lo que el Sl no solo tiene un efecto protector frente al desarrollo
tumoral sino que también “edita” los tumores, influyendo en su inmunogenicidad [15].

A raiz de estos resultados el concepto de la inmunovigilancia del cancer, por el cual el
Sl estaria implicado Unicamente en las etapas iniciales de la formacién de los tumores
y cumpliendo un rol puramente protector, resultaba obsoleto. Fue propuesta entonces
la teoria de la inmunoedicién del cancer, la cual reconoce el rol protector del S frente al
desarrollo de tumores asi como su accién de edicidn de la inmunogenicidad del tumor
[26]. En la teoria de la inmunoedicion del cancer se proponen tres fases: eliminacion,
equilibro y escape (conocidas como “las tres Es”), representadas en la Fig. 1. También
se propone que en algunos casos las células tumorales podrian ingresar en la etapa de
equilibro o de escape sin pasar por las fases anteriores [18].

Eliminacion: Esta fase se corresponde con el concepto original de inmunovigilancia del
cancer, en donde el Sl innato y adaptativo trabajan en forma conjunta y balanceada para
reconocer a las células cancerigenas y eliminarlas antes de que el tumor sea
clinicamente evidente, devolviendo la homeostasis a los tejidos afectados. Durante esta
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etapa la eliminacion eficaz del tumor depende en gran medida de las caracteristicas
especificas del mismo (causa que lo origind, ubicacién anatémica y tasa de crecimiento)
[34].

Equilibrio: Las células que no han podido ser eliminadas en la etapa anterior pueden
permanecer en esta fase en donde el Sl es capaz de limitar el crecimiento del tumor,
pero no logra erradicarlo completamente. Se ha demostrado que la inmunidad
adaptativa es la encargada de mantener a las células tumorales en un estado de
“latencia”, siendo imprescindibles para ello las células T CD8* y CD4*, el IFN-y y la IL-
12. Tedricamente esta fase podria extenderse durante muchos afios sin que exista
evidencia clinica de enfermedad. Esta etapa puede tener dos resultados: 1) la eventual
eliminacion de todas las células tumorales por parte del Sl, y el regreso a la homeostasis
del tejido, o0 2) el escape de las células tumorales al control del SI. Durante la etapa de
equilibrio, la continua interaccién entre el Sl y el tumor edita el fenotipo de las células
tumorales, lo cual se ve favorecido por la inestabilidad gendmica de las mismas. La
presion que ejerce el S| puede favorecer la seleccion de células tumorales menos
inmunogénicas y con mayor probabilidad de alcanzar la fase de escape [34]. El fenotipo
deltumor depende entonces de la presion que ejerce el Sl, ocurriendo la mayor cantidad
de alteraciones durante esta etapa [18].

Escape: En esta etapa, las células tumorales que no han podido ser eliminadas
anteriormente por el Sl pueden progresar hasta formar tumores macroscoépicos y
generar sintomas clinicos [34]. La progresién a esta fase puede ocurrir debido a la
aparicion de poblaciones celulares tumorales capaces de evadir el Sl a través de
distintos mecanismos, y/o a cambios en el S| del individuo (por ejemplo, el
envejecimiento). Se han descrito numerosos mecanismos de evasion del SI empleados
por las células tumorales, que se pueden clasificar en dos grupos: 1) modificaciones a
nivel de la célula tumoral: reduccién de su inmunogenicidad y aumento de la resistencia
a los mecanismos de citotoxicidad, y 2) modificaciones en el MAT: expresion de ligandos
y factores solubles con actividad inmunosupresora, y reclutamiento de células
inmunosupresoras como las células T reguladoras (Tregs) o células supresoras de
origen mieloide (MDSCs, del inglés: “myeloid-derived suppressor cells”) [27]. La
utilizacion de vias de inmunosupresion en el MAT como mecanismo de evasion se
describira en detalle en la seccién 1.2.5.

A medida que el conocimiento del proceso de inmunoedicién del cancer avanza, surgen
nuevas estrategias de inmunoterapia que buscan potenciar la accién del S| contra el
tumor. Actualmente, las estrategias mas desarrolladas son las basadas en la inhibicién
de mecanismos de escape tumorales, con el fin de promover la erradicacion del tumor
por parte del Sl [27].
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1.2.3  Inmunosupresién en el MAT como mecanismo de evasion

Como se ha comentado previamente, las células tumorales pueden desarrollar distintos
mecanismos que les confieren la capacidad de progresar hacia la etapa de escape,
evadiendo el control del Sl. Para ello, se establece en el MAT un equilibrio entre la
estimulacion de las células proinflamatorias con actividad de remodelacion de tejidos y
pro-angiogénica, necesarias para el avance del tumor, y la inhibicién de las células con
actividad citotoxica y antitumoral.

Para evitar el ataque de las células inmunes con actividad antitumoral, las células
tumorales explotan las vias de inmunosupresion, que fisioldgicamente son importantes
en el mantenimiento de la autotolerancia durante la inflamacion de los tejidos. El
desequilibrio entre sefiales de estimulacién y de inhibicion en el MAT puede generar un
ambiente en el que las células del S| se vuelven disfuncionales y son incapaces de
erradicar el tumor [35].

Las células tumorales pueden inhibir la funcién de las células del SI mediante la
secrecion de factores solubles o la expresion de ligandos en sus superficies (Fig. 2). Se
han descrito numerosos factores solubles que pueden inhibir la funcién de células del
Sll y del SIA. Por ejemplo, las células cancerigenas pueden secretar citoquinas anti-
inflamatorias: el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), que inhibe la
activacion de las DCs y las funciones efectoras de las células NK y células T [36], y la
interleuquina 10, la cual inhibe las DCs y promueve respuestas de tipo Th2, que en
general son menos efectivas en la erradicacion del tumor [37]. También pueden secretar
otros factores como el VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), que ademas de
promover la angiogénesis, inhibe las funciones de las DCs. Por otro lado, secretan
factores que actian de forma mas selectiva, por ejemplo: la galectina, que inhibe la
actividad de las células Ty compromete su supervivencia [38], y la enzima indoleamina
2,3-dioxigenasa (IDO), que metaboliza el tript6fano disminuyendo la supervivencia de
las células T [39].

Ademads, las células tumorales pueden expresar en sus superficies ligandos para
receptores de inhibicion, los cuales estan presentes en células del Sl, especialmente en
células T. La sefalizacion a través de estos receptores regula la intensidad y la duracion
de las respuestas inmunes de estas células, siendo importantes en el mantenimiento de
la autotolerancia en condiciones fisiolégicas. Las células tumorales pueden explotar
estas vias para disminuir la capacidad de las células del SI de erradicar el tumor [40]
(este tema se describird en profundidad en la seccién 1.2.5).

Ademas de la accion directa de las células tumorales, el MAT inmunosupresor también
es promovido por células inmunes reguladoras que son reclutadas por las células
cancerigenas (Fig. 2). De patrticular importancia son las células Tregs y las MDSCs. Las
células Tregs, que en condiciones fisiolégicas son mediadoras claves de la tolerancia
periférica, inhiben la funcion de las CTLs a través de distintos mecanismos: secrecion
de IL-10 y TGF-B, expresion en la membrana celular de ligandos con funciones de
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inmunosupresion (por ejemplo: PD-L1), y consumo de IL-2 [41]. Las MDSCs son un
grupo heterogéneo de células progenitoras o inmaduras de origen mieloide, que inhiben
la funcién de los linfocitos a través de distintos mecanismos: produccion de TGF-j3,
induccién de células Tregs, secuestro de aminoacidos (arginina y cisteina), e inhibicién
de la sefalizacién a través del receptor de células T (TCR) [27].

Otros tipos celulares también son reclutados al MAT y cumplen un rol importante en el
mantenimiento del ambiente inmunosupresor, por ejemplo: las DCs plasmacitoides y los
TAMs (con fenotipo M2) [27].
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Fig. 2. Microambiente tumoral inmunosupresor generado como mecanismo de evasioén al sistema
inmune. La secrecion de IFN-y tras el reconocimiento del antigeno por las células T CD4+ y CD8* inducen
la expresion de PD-L1 en distintas células del MAT, incluyendo las células tumorales. La sefializacion por
PD-1, y por otros receptores de inhibicion de células T (CTLA-4, TIM-3, LAG-3, BTLA), disminuye las
funciones efectoras de las células T y la capacidad de erradicacion del tumor. El IFN-y también promueve
la produccién de galectina-9 por parte de los TAMs, la cual se une a TIM-3 causando el aumento en la
actividad de las células Tregs y la inhibicién de las células T efectoras. Las células tumorales pueden
secretar: ligandos de factores de crecimiento (como la anfiregulina) que actian en forma autdcrina o sobre
las células Tregs, quimioquinas que atraen células inmunosupresoras como las MDSCs, factores solubles
inmunosupresores como TGF-3, la molécula de estrés soluble MIC-A que se une al receptor NKG2D de las
células NK, entre otras moléculas. La adenosina presente en el MAT inhibe las funciones efectoras de las
células T CD4+y CD8* y la activacion de los macréfagos. Los TAMs se caracterizan por secretar una
variedad de moléculas inmunosupresoras y enzimas remodeladoras de la matriz. Los fibrobastos (CAFs)
contribuyen a la remodelacion del tejido y al reclutamiento de otras células. Figura adaptada de Prieto y
col., 2015 [42]. Abreviaciones: A2aAR: receptor de adenosina A2a; BTLA: atenuador de linfocitos B y T;
CCR6: receptor de quimioquinas 6; CCL20: quimioquina ligando 20 con motivo C-C; CXCL12: factor a
derivado de células estromales; CXCR4: receptor de tipo 4 de quimioquinas C-X-C; ECM: matriz
extracelular; EGFR: receptor de factor de crecimiento epidérmico; HIF-1a: subunidad a del factor 1 inducible
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por hipoxia; HVEM: mediador de entrada de herpesvirus; MHC: complejo mayor de histocompatibilidad;
LAG-3: gen 3 de activacion de linfocitos; MMP: metaloproteasa de matriz; PDGF: factor de crecimiento
derivado de plaquetas; PGE2: prostaglandina E2; sMIC-A: secuencia A relacionada con el polipéptido de
MHC de clase | soluble; TIM-3: proteina 3 con dominio de inmunoglobulina y mucina de célula T.

1.24 Inactivacidon de las células T por el tumor

Como se comentd anteriormente, las células T son de especial importancia en la
inmunidad antitumoral, por lo tanto, muchos de los mecanismos de evasion
desarrollados por las células tumorales afectan directamente la actividad antitumoral de
las células T. Esto puede ocurrir a diferentes niveles:

1) Diferenciacién disfuncional de las células T: La polarizacion de los linfocitos T

CD4* colaboradores hacia los diferentes fenotipos efectores esta regulada por
sefales en el microambiente al momento del reconocimiento del antigeno y la
activacion. Estas sefiales estan mediadas principalmente por citoquinas: la
diferenciacién a un fenotipo Thl (del inglés: “T helper 1”) se induce en presencia
de IFN-y e IL-12, a Th2 por IL-4, y a Th17 por TGF-B e IL-6 [35]. La evidencia
experimental y clinica apunta a que una respuesta antitumoral eficiente es
dependiente de células T CD8* citotoxicas y T CD4* Th1l [43—-45]. El fenotipo Thl
es productor de IFN-y, el cual promueve el desarrollo de CTLs y la activacion
clasica de macrofagos con fenotipo M1, caracterizado por ser proinflamatorio
[35]. En cambio, la polarizacién de la respuesta hacia un fenotipo Th2 esta
asociada a mal prondstico de la enfermedad, principalmente debido a que se
promueve la diferenciacion de los macréfagos a un fenotipo M2 [46-48]. La
polarizacion hacia un fenotipo Th17 tiene consecuencias que no estan del todo
elucidadas y que parecerian depender de la caracteristica del tumor [49].
En cuanto a la presencia de las células Tregs en el MAT, en general estan
relacionadas con mal prondstico en numerosos tipos de cancer, sin embargo
podrian tener efectos beneficiosos en casos particulares, como el cancer
colorrectal o algunas malignidades linfoides [50-52]. La conversion de células T
CD4" a células Tregs inducidas (iTregs) en el MAT puede contribuir a la
progresion tumoral, y estd mediada por la presencia de TGF-f y por la
sefalizaciébn a través de los receptores co-inhibidores CTLA-4 (del inglés:
“cytotoxic T-lymphocyte antigen 4”) y PD-1, ambos mecanismos dependientes
tanto de las células tumorales como de las DCs locales [35].

2) Inactivacién funcional de las células T: La presencia de células T con una
polarizacion adecuada para el combate de las células tumorales (CTLs y T CD4"*
Th1l) no garantiza una eficiente actividad antitumoral debido a que las mismas
pueden encontrarse funcionalmente inactivas. Este fendbmeno fue observado
inicialmente en infecciones virales cronicas y se denomind “T cell exhaustion”
[53,54]. Posteriormente este estado también fue identificado en el contexto del
cancer, aunque presenta algunas diferencias con respecto al de infecciones
cronicas. La inactivacion funcional de las células T implica una pérdida
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progresiva de las funciones efectoras y un aumento en la expresion de
receptores inhibidores, tanto en cantidad como en variedad [55]. Este tema sera
abordado en profundidad en la secciéon 1.2.6.

3) Balance ATP/adenosina extracelular: Las purinas extracelulares participan en la
regulacién de las funciones de las células T. EI ATP extracelular en general tiene

efecto proinflamatorio mientras que la adenosina es un inmunosupresor
pleiotropico. El balance ATP/adenosina esta regulado por la accién de
ectonucleotidasas, enzimas que metabolizan secuencialmente el ATP a
adenosina, expresadas en la superficie de células tumorales y células inmunes
reguladoras (Tregs y MDSCs). En el contexto tumoral, la adenosina suele
encontrarse elevada promoviendo la progresion tumoral a través de distintos
efectos: inhibicion de las CTLs, diferenciacién de las células T CD4" a iTregs y
Th2, y polarizacion de los macréfagos a fenotipo M2 [35].

4) Barreras guimicas en el tumor: La hipoxia es una caracteristica comun en el MAT

gue condiciona distintos aspectos de la respuesta inmune. Por ejemplo, se
disminuye la produccion de éxido nitrico por la enzima 6xido nitrico sintasa
inducida (INOS), el cual tiene efecto antitumoral. La hipoxia también puede
generar la modificacién del proteoma del MAT debido a que se produce
peroxinitrito, un agente oxidante capaz de modificar distintos aminoacidos en las
proteinas [35]. De hecho, el peroxinitrito es capaz de nitrar las tirosinas del
complejo TCR/CDS, inhibiendo su fosforilacién y por tanto la transduccion de
sefales en las células T CD8, lo cual induce su apoptosis [56].

1.2.5 Vias de co-inhibicion de células T

En esta secciéon se describird uno de los mecanismos que pueden utilizar las células
tumorales para evitar ser eliminadas por las células T especificas del tumor: la
sefalizacién a través de las vias de co-inhibicion. Una de estas vias es la de PD-1, de
gran importancia en el contexto del cancer.

La activaciéon de las células T es un proceso complejo regulado por distintas vias de
sefalizacion, que basicamente consiste en tres tipos de sefales: 1) reconocimiento del
complejo MHC-péptido expresado en la superficie de las células presentadoras de
antigeno (APCs, del inglés: “antigen presenting cells”), a través del TCR, 2) sefales de
co-estimulacion, principalmente mediadas por la union del CD80 de la APC al CD28 de
la célula T, y 3) citoquinas producidas por la APC, que regulan la polarizacién de la
célula T activada [57].

Las células T también reciben sefales negativas durante la activacion y la etapa
efectora, las cuales evitan que las respuestas sean exacerbadas. La actividad de las
células T esta regulada por el balance entre las sefiales de co-estimulaciéon y de co-
inhibicién que reciben a través de sus distintos receptores (Fig. 3). El prefijo “co-" hace
referencia a que son sefiales secundarias que se integran y modifican la sefal recibida
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a través del TCR. La sefializacion a través de los receptores de co-inhibicion (también
conocidos como “immune checkpoints”) limitan la intensidad y la duracién de la
respuesta inmune, con lo que controlan el dafo en los tejidos y promueven la resoluciéon
de los procesos inflamatorios, asi como el mantenimiento de la tolerancia previniendo el
desarrollo de autoinmunidad [40].

Las vias de co-inhibicion pueden regular la actividad de las células T a través de distintos
mecanismos: inhibiendo la activacion inicial de las células T naive auto-reactivas o de
células T efectoras potencialmente auto-reactivas, y regulando la actividad y la
diferenciacion de las células Tregs. Se han identificado numerosas vias de co-inhibicion,
las cuales actlan a distintas etapas de la respuesta inmune o en diferentes tejidos. Por
ejemplo, el receptor CTLA-4 es de suma importancia durante la activacion inicial de las
células T naive en los tejidos linfoides, mientras que la sefializacion por PD-1 es
importante en células efectoras en los sitios de inflamacién [40].

Los ligandos de los receptores de co-inhibicion pueden expresarse por numerosos tipos
celulares, incluyendo las APCs y células no hematopoyéticas. Las células tumorales
pueden explotar los mecanismos de mantenimiento de la autotolerancia del Sl
expresando en sus superficies ligandos para los receptores de co-inhibicion, evitando
asi ser atacadas por el mismo. El bloqueo de estas vias utilizando anticuerpos
monoclonales en distintos tipos de cancer esta demostrando ser una estrategia
terapéutica efectiva [40].
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1.2.6 Células T exhaustas

Dentro del MAT inmunosupresor descrito anteriormente, suelen encontrarse células T
con funcionalidad disminuida y con alta expresion de receptores de co-inhibicién, tanto
en cantidad como en variedad. Este estado ha sido denominado “T cell exhaustion”
(células T exhaustas), como se adelant6 previamente.

Este estado de inactivacion funcional se diferencia de la anergia y de la senescencia, y
puede generarse durante la exposicion prolongada de la célula T a su antigeno en
condiciones de inmunosupresion, como es el caso de las infecciones virales crénicas o
el cancer. La pérdida de las funciones efectoras ocurre tanto en las células T CD8* como
en las CD4*, aunque las primeras han sido las méas estudiadas en este contexto [55].

Diversas sefiales presentes en el MAT son claves en el desarrollo del estado de
inactivacion funcional de las células T, destacandose dos tipos de sefiales: extrinsecas
(citoquinas inmunosupresoras: IL-10 y TGF-B) e intrinsecas (receptores de co-inhibicion:
CTLA-4, PD-1, TIM-3, LAG-3, BTLA, etc.) [55].

Las células T exhaustas representan un estado de diferenciacion Uunico y
molecularmente distinto del de la anergia. La diferencia mas evidente entre ambos es
gue la anergia es inducida de forma rapida tras el primer contacto con el complejo MHC-
péptido en condiciones de inhibicion, mientras que el desarrollo de células T exhaustas
es progresivo y se agrava con el paso del tiempo [58]. En distintos estudios se ha visto
que el perfil transcripcional de las células T exhaustas muestra alteraciones con
respecto al estado de anergia en la expresion de: receptores de co-inhibicion, receptores
de citoquinas y quimioquinas, moléculas de sefalizacion, factores de transcripcion, y
genes involucrados en vias metabdlicas [59].

Durante el proceso de inactivacion funcional, la célula T CD8* pierde de forma progresiva
y jerarquica sus funciones a medida que la cronicidad del estado avanza. En primer
lugar, pierde la capacidad de produccién de IL-2, disminuye su proliferacion y su
actividad citotdoxica; mas adelante pierde la capacidad de produccion del factor de
necrosis tumoral (TNF) e IFN-y, y en Ultima instancia puede sufrir apoptosis [54,60]. El
grado de inactivacion de las células T CD8" se ve agravado por: altos niveles de carga
antigénica, larga duracion de la exposicion al antigeno y pérdida de colaboracion de las
células T CD4*[55].

Quizas lo mas interesante a nivel terapéutico es la posibilidad de revertir el estado de
disfuncionalidad de las células T, lo que representa otra diferencia importante con
respecto al estado de anergia. En este sentido, una de las primeras evidencias surgié
utilizando un modelo murino de infeccién viral crénica, en el cual se logro la reactivacion
de las células T CD8* mediante el bloqueo de PD-1 con un anticuerpo monoclonal. La
reactivacion de las células T no fue total, pero se promovi6 su proliferacion, secreciéon
de citoquinas y su actividad citotéxica, disminuyendo la carga viral [61]. Durante esta
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tesis, se plantea inhibir la via de PD-1 para intentar potenciar la actividad de las células
T, aunque utilizando un modelo tumoral.

Como ya se ha mencionado, la sobre-expresién sostenida de receptores co-inhibidores
en las células T constituye un marcador de inactivacion funcional [62]. A medida que la
célula T avanza en su grado de disfuncionalidad, aumenta la expresion de receptores
de co-inhibicién en su superficie y también comienza a expresar una mayor variedad de
ellos. Estos receptores no constituyen solamente marcadores de la disfuncionalidad,
sino que participan activamente en el mantenimiento de este estado, demostrado por el
hecho de que el bloqueo terapéutico de una 0 mas de estas vias de sefializacion puede
restaurar, al menos parcialmente, la actividad de las células T [63].

Ademas de CTLA-4 y PD-1, otros receptores de co-inhibicibn comienzan a sobre-
expresarse a medida que la célula T avanza en la pérdida de su funcionalidad: LAG-3
(del inglés: “lymphocyte activation gene 3”), TIM-3 (del inglés: “T-cell immunoglobulin-
and mucin-domain-containing molecule 3”), TIGIT (del inglés: “T cell immunoglobulin
and ITIM domain”), VISTA (del inglés: “V-domain Ig suppressor of T cell activation”),
entre otros (Fig. 3). Las terapias combinatorias de inhibicibn de mas de una de estas
vias han demostrado eficacia terapéutica en numerosos estudios [64], que se
comentaran en la seccion 1.4.3.

1.2.7 Receptores de co-inhibicidon en la inmunoterapia contra el
cancer

El bloqueo de los receptores co-inhibidores mediante el uso de anticuerpos
monoclonales es una de las inmunoterapias contra el cancer mas intensamente
exploradas en los ultimos afos. El propdsito es la reactivacion de las células T
exhaustas especificas contra el tumor, devolviéndoles la capacidad de montar
respuestas efectivas que pueden permitir la erradicacion del mismo. Este tipo de
terapias ha generado respuestas clinicas objetivas en una fraccién de los pacientes
tratados, consiguiéndose efectos duraderos en el tiempo. Ademas, ha representado un
cambio de paradigma en la terapia contra el cancer: en primer lugar, porque la terapia
no esta dirigida a la célula tumoral en si, y en segundo lugar, porque no se intenta
generar una respuesta inmune de novo contra el tumor, sino reactivar respuestas
antitumorales ya desarrolladas que se encuentran inhibidas [65].

Actualmente, una serie de anticuerpos monoclonales bloqueantes de vias de co-
inhibicion poseen la aprobacion de las agencias de control de medicamentos FDA (Food
and Drug Administration) y EMA (European Medicines Agency), para su uso como
tratamiento en distintos tipos de cancer. El primero que recibi6 aprobacion fue el
anticuerpo ipilimumab, dirigido contra CTLA-4, y posteriormente se han desarrollado
otros anticuerpos inhibidores de la via PD-1/PD-L1.
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CTLA-4 fue el primer receptor de co-inhibicion explorado con fines terapéuticos. La
expresion de CTLA-4 en las células T naive es inducida luego de su activacién mediada
por el reconocimiento del complejo MHC-péptido a través de su TCR, excepto en el caso
de las células Tregs que lo expresan constitutivamente. CTLA-4 es un homdlogo de
CD28, y de hecho compite con éste por la unibn a CD80/CD86. Luego de la activaciéon
de las células T, el CTLA-4 es reclutado a la sinapsis inmunoldgica donde se une con
mayor afinidad que el CD28 a CD80/CD86, siendo capaz de atenuar la respuesta
inmune de la célula T a través de distintos mecanismos [66]. CTLA-4 cumple un rol
critico en la regulacion de las respuestas de las células T y en el control de las células
T autorreactivas. Tal es el caso que ratones KO para este receptor mueren a corta edad
por expansién masiva de células T autorreactivas en distintos 6rganos [67,68].

En modelos murinos de céncer, el bloqueo de CTLA-4 utlizando anticuerpos
monoclonales promueve el rechazo de los tumores, especialmente de aquellos mas
inmunogénicos, y aumenta la proporcion de células T efectoras (CD4* y CD8") con
respecto a las células Tregs en los tumores [69—74]. Los anticuerpos contra CTLA-4,
ademas de promover la activacion de las células T, podrian promover la deplecion de la
poblacion intratumoral de células Tregs (que expresan mayor cantidad de CTLA-4), a
través del dominio Fc, por mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) [73].

En ensayos clinicos, el anticuerpo monoclonal contra CTLA-4, ipilimumab, ha generado
regresiones de tumores en distintos tipos de cancer (carcinoma de células renales,
cancer de ovario, carcinoma urotelial y cancer de préstata) [75—78]. En ensayos clinicos
en pacientes con melanoma metastasico, ipilimumab demostré6 mayor eficacia
terapéutica que las terapias convencionales [79,80]. Esto significé un gran avance para
el tratamiento de este tipo de cancer, ya que la supervivencia de los pacientes con
melanoma es muy baja (10-20% luego de dos afios de diagndéstico), y las terapias
convencionales son poco eficientes en lograr un aumento en la esperanza de vida de
los pacientes.

En un ensayo clinico de fase lll, se compard el tratamiento con ipilimumab vs el
tratamiento con la vacuna de glicoproteina 100 (gp100) en pacientes con melanoma
metastasico. Se observé una mayor supervivencia media en el grupo tratado con
ipilimumab solo (10,1 meses) o en combinacion con gpl00 (10,0 meses), en
comparacion con el grupo tratado solo con gp100 (6,4 meses). Se observaron algunas
muertes relacionadas con el tratamiento (2,1%), y efectos adversos severos en 15% de
los pacientes, aunque la mayoria fueron reversibles [79].

En otro ensayo clinico de fase lll en pacientes con melanoma metastasico, se comparé
la eficacia del tratamiento con ipilimumab vs con la quimioterapia basada en
dacarbacina. La supervivencia media fue de 11,2 meses para los pacientes tratados con
ipiimumab y dacarbacina, en comparacién con 9,1 meses para los pacientes tratados
con dacarbacina y placebo. Ademas, las respuestas objetivas a largo plazo fueron de
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19,3 y 8,1 meses para cada grupo, respectivamente. Si bien los efectos adversos de
grado 3 y 4 fueron mayores en el grupo tratado con ipilimumab y dacarbacina en
comparacion con el tratado con dacarbacina y placebo (56,3% vs 27,5%), no se
registraron muertes relacionadas con el tratamiento [80]. A raiz de estos resultados, el
ipilimumab fue aprobado en 2011 para el tratamiento del melanoma metastasico.

Por otro lado, anticuerpos inhibidores de la via PD-1/PD-L1 también han mostrado gran
eficacia terapéutica en ensayos clinicos, por lo que han recibido aprobacién para su uso
en diversos tipos de cancer. Este tema sera abordado en la seccién 1.4.2.

1.3 Via de senalizacion PD-1/PD-L1

Como ya se adelanté previamente, la sefalizacién por PD-1 constituye una de las
principales vias de co-inhibicién de las células T. En esta seccién, se describiran las
caracteristicas del receptor PD-1 y de sus ligandos: sus estructuras, patrones de
expresion, y los efectos de la sefializacion por esta via. Se describird la importancia de
esta via en la evasion del Sl por parte del tumor, y los motivos por los cuales constituye
un blanco terapéutico tan prometedor.

1.3.1  Generalidades de PD-1y sus ligandos

PD-1 (también conocido como CD279) es un receptor co-inhibidor de la familia de
receptores de CD28/CTLA-4. Fue identificado en 1992, sobre-expresado en hibridomas
de células T en apoptosis, motivo por el cual recibié su nombre (“receptor de muerte
programada”) [81]. Sin embargo, posteriormente se descubrié que la sefializacién por
PD-1 no activa directamente vias de muerte celular, sino que atenla las sefiales
derivadas de la sefializacion por el TCR, por lo cual su principal efecto es la disminucion
en la activacion de las células T. En el contexto del cancer, PD-1 esta muy relacionado
con el fenotipo de células T disfuncionales o exhaustas, por lo que constituye un blanco
interesante a nivel terapéutico [40].

Los dos ligandos que se conocen para PD-1 fueron descritos alrededor del afio 2000:
PD-L1 (también conocido como B7-H1 o CD274) [82,83] y PD-L2 (B7-DC o CD273)
[84,85], aunque los datos publicados en ese momento resultaban discordantes ya que
algunos grupos le adjudicaron roles estimuladores y otros inhibidores. Sin embargo, la
demostracion de la importancia de la accién reguladora del receptor PD-1 dentro del SI
no demord en llegar: se generaron ratones KO para el gen de PD-1, los cuales
desarrollaron espontdneamente patologias de origen autoinmune (sindrome similar al
lupus en ratones de la cepa C57BL/6 y miocardiopatia dilatada autoinmune en ratones
BALB/c) [86,87]. El fenotipo de estos ratones es, sin embargo, menos adverso en

26



comparacion con el de los ratones KO para CTLA-4, lo cual es un primer indicio de que
una terapia dirigida al bloqueo de la via de PD-1 podria generar menos efectos
secundarios que el bloqueo de CTLA-4 [40Q].

Mas recientemente, el desarrollo de ratones KO para los ligandos de PD-1 también ha
corroborado el rol critico que cumple esta via de sefializacion en la proteccion contra el
desarrollo de autoinmunidad, tanto en el control de la produccién de citoquinas
proinflamatorias como en la inhibicién de las células T autorreactivas (especialmente
PD-L1) [88].

Por otra parte, se ha reportado que tanto PD-L1 como PD-L2 interaccionan con otras
moléculas ademas de PD-1. Por un lado, PD-L2 se une a RGMb (del inglés: “repulsive
guidance molecule b”), y dicha interaccion pareceria ser importante en el mantenimiento
de la tolerancia a nivel pulmonar [89]. Por su parte, PD-L1 se une a CD80 con una
afinidad intermedia a las uniones de CD80/CTLA-4 y CD80/CD28, funcionando como
otro mecanismo de inhibicion de las células T: la interaccion de PD-L1 en la célula con
el CD80 de la célula T genera una inhibicion en su activacion y en la secrecién de
citoquinas, siendo imprescindible para el mantenimiento de la autotolerancia [90,91].

1.3.2 Caracteristicas moleculares y estructurales de PD-1 y sus
ligandos

PD-1 es un homoélogo de la familia de receptores CD28/CTLA-4/ICOS, con los cuales
comparte entre un 20 y 30% de identidad de secuencia aminoacidica del dominio
extracelular [92]. PD-1 es una proteina transmembrana de tipo | de 288 aminoacidos y
con un peso de 55 kDa, compuesta por: un dominio extracelular de inmunoglobulina de
tipo variable (IgV), un dominio transmembrana y una cola citoplasmética de
aproximadamente 95 aminoacidos, que contiene dos motivos de inhibicién de tirosina:
uno ITIM (del inglés: “immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif”) y otro ITSM (del
inglés: “immunoreceptor tyrosine-based switch motif”) [93].

El gen que codifica para PD-1, Pdcdl, se encuentra en el cromosoma 1 en ratény en el
2 en humano, y en ambas especies se conforma por 5 exones [99]. Se han identificado
distintas variantes de splicing de PD-1 en células T humanas, todas inducidas tras su
activacion [94]. Una de ellas carece de region transmembrana por lo que se expresa en
forma soluble; de hecho, se han reportado niveles elevados de PD-1 soluble en el suero
y fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide [95].

A diferencia de los otros receptores de la familia, el PD-1 expresado en la superficie
celular es monomérico, y posee una superficie de unién al ligando significativamente
diferente [96]. Se desconoce si para la transduccién de la sefial requiere su dimerizacion
[93].
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La estructura cristalogréafica del ectodominio de PD-1 se encuentra disponible, tanto para
la variante humana como para la murina [96—-98]. Las secuencias aminoacidicas de
ambas variantes tienen una homologia del 62%, con diferencias distribuidas
uniformemente. La estructura secundaria del ectodominio es bastante similar entre
ambos ortdlogos, compuesta por dos hojas 8 que se unen mediante un puente disulfuro,
tipica de los dominios IgV. La estructura tridimensional de ambas variantes presenta
algunas diferencias, y ademas, se observan cambios de ciertos aminoacidos en los
sitios de union al ligando, que generan divergencias entre ambas superficies de union
[99].

Los ligandos de PD-1 pertenecen a la familia de proteinas de B7 y también son proteinas
transmembrana de tipo |. El ectodominio de los mismos estd compuesto por dos
dominios de tipo inmunoglobulina: uno de tipo IgV (en el extremo N-terminal, mas
alejado de la membrana celular) y otro de tipo constante (IgC), proximo a la membrana
celular. La unién a PD-1 ocurre a través del dominio IgV [100]. La interaccién de PD-L1
con PD-1 involucra cambios conformacionales complejos, mientras que la unién de PD-
L2 es més simple y directa. Ambos ligandos compiten por la uniéon a PD-1, siendo PD-
L2 el que interacciona con mayor afinidad (3-4 veces mayor afinidad que PD-L1)
[101,102]. Sin embargo, la interaccion de ambos ligandos con PD-1 es relativamente
débil, con unas constantes de disociacion (Kp) del orden micromolar (alrededor de 8 uM
para la unién hPD-1/hPD-L1 y 2 uM para hPD-1/hPD-L2). La interaccion entre las
variantes murinas es aun mas débil [98].

PD-L1 esta codificado por el gen Cd274 ubicado en el cromosoma 19 en ratbny 9 en
humano, formado por siete exones. Se ha identificado una variante de splicing de PD-
L1 humano que carece de dominio IgV, aunque se desconoce su funcién. Para PD-L1
murino no se han reportado variantes de splicing [93].

PD-L2 esta codificado por el gen Pdcdllg2, ubicado adyacente al de PD-L1. Esta
compuesto por seis exones en ratén y siete en humano. Se han identificado tres
variantes de splicing en humano, una de las cuales corresponderia a la forma soluble
del ligando [93].

PD-L1 esta compuesto por 290 aminodcidos, y posee un dominio intracelular corto (30
amino&cidos aproximadamente), sin funcién conocida [93]. La homologia de secuencias
entre las variantes humana y murina de PD-L1 es de 77% [100]. Varias estructuras
cristalogréaficas de PD-L1 humano han sido publicadas [100,103—-105], sin embargo, la
de la variante murina aun no se encuentra disponible. Todas las estructuras de PD-L1
realizadas a partir de ambos dominios de inmunoglobulinas extracelulares forman
homodimeros, aunque se desconoce si esto es lo que ocurre en la superficie celular en
condiciones fisiologicas [99].

Algunas estructuras de los complejos de PD-1 con sus ligandos también se encuentran
disponibles [100,104,106], asi como los complejos entre PD-1 o PD-L1 con anticuerpos
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blogueantes de la unién que se estan utilizando en la clinica 0 que se encuentran en
distintas etapas de ensayos pre-clinicos o clinicos (revisados en Zak y col., 2017) [99].

1.3.3 Patrones de expresion de PD-1 y sus ligandos

PD-1 se expresa en células T activadas, células B, células NK, monocitos/macrofagos
y DCs. En células B y células NK, la sefializaciéon por PD-1 limita las funciones efectoras,
segun se ha visto en modelos murinos de infecciones virales y cancer [107-109]. PD-1
también juega un rol central en las células Tregs, promoviendo la diferenciaciéon a
células iTregs y el mantenimiento de sus funciones inmunorreguladoras [110].

En células T efectoras, la expresion de PD-1 se induce transcurridas aproximadamente
24 horas de la activacion, y se inhibe con la disminucion de la presencia de antigeno.
Los factores de transcripcion NFATc1, Foxol, Notch e IRF9 influyen positivamente en
Su expresion, mientras que T-bet la inhibe [40,92]. La exposicion prolongada al antigeno
(como ocurre en infecciones virales cronicas o cancer), induce el mantenimiento de
niveles de PD-1 elevados en las células T, lo cual a lo largo del tiempo genera cambios
transcriptdmicos y epigenéticos que pueden llevar a la diferenciacién a células T
exhaustas [40].

Los ligandos de PD-1 tienen distintos patrones de expresion: PD-L1 se expresa en un
gran repertorio de células tanto de forma constitutiva como inducida, mientras que PD-
L2 se expresa de forma inducida en algunas células del S| [92].

PD-L1 se expresa constitutivamente en células T y B, DCs, macréfagos, y células no
hematopoyéticas como células endoteliales, células hepaticas no parenquimales,
astrocitos, neuronas, queratinocitos, sincitiotrofoblastos de la placenta, entre otras.
Ademas, la expresiéon de PD-L1 se ve inducida en diversos tipos celulares bajo distintas
sefales: citoquinas de cadena y comun (IL-2, IL-7 e IL-15) en células T, sefializacion
por el receptor de células B (BCR), y citoquinas proinflamatorias (IFN de tipo | y I, TNF-
a, VEGF) en una amplia variedad de células, incluidas células tumorales [92].

Por otro lado, el patron de expresion de PD-L2 es bastante mas restringido e involucra
principalmente células del SI: DCs activadas, macréfagos (en particular del fenotipo M2),
mastocitos derivados de médula ésea, entre otras [92], aunque también puede
expresarse en otros tipos celulares en respuesta a estimulos del microambiente, por
ejemplo en células endoteliales [111].

1.3.4 Efectos bioldgicos de la sefalizacion por PD-1

La funcion de PD-1 se diferencia claramente de la de CTLA-4 debido a que no interfiere
en la co-estimulacion de las células T durante su activacion, sino que actua
comprometiendo la sefializacion por el TCR en células T activadas. La expresion de PD-
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1 se induce luego de la activacion de las células T, de forma mas tardia que la de CTLA-
4, y sus ligandos se expresan en multiples tipos celulares en la periferia, por lo que la
via de PD-1/PD-L1/2 cumple un rol importante en las etapas efectoras de las células T.
Ademas del amplio patréon de expresion de PD-L1 en los tejidos, el hecho de que es
inducido por sefiales proinflamatorias permite inferir que actia como un mecanismo de
feedback negativo que inhibe la actividad de las células T efectoras, protegiendo a los
tejidos periféricos del dafio que podrian causar respuestas inmunes exacerbadas y el
ataque de células T autorreactivas [65,93].

La sefializacion a través de PD-1 afecta la actividad de la célula T de multiples maneras,
sin embargo, los mecanismos especificos de su accién no estan del todo claros. Por un
lado, tiene una accion directa disminuyendo la sefializacion a través del TCR y la co-
estimulacion de CD28 inactivando las quinasas ZAP70 (protein-quinasa 70 asociada a
la cadena zeta) y PI3K (fosfoinositol 3-quinasa), respectivamente, lo cual inhibe las
cascadas de sefializacion consecuentes: la via de Ras/MEK/ERK y la via de
PIBK/AKT/mTOR (Fig. 4 A) [112,113]. La inactivacion de ZAP70 y PI3K ocurre a través
de las fosfatasas que recluta PD-1 a su cola citoplasmatica. Esta reportado que PD-1
es capaz de reclutar las fosfatasas SHP-1 y 2 (del inglés: “Src homology region 2
domain-containing phosphatase”) a sus motivos ITIM e ITSM fosforilados, aunque la
SHP-2 pareceria ser la principal mediadora de las funciones inhibidoras de PD-1 [114].
Si bien la unién del TCR al complejo MHC-péptido es suficiente para el reclutamiento de
SHP-2 a PD-1, los efectos supresores sélo ocurren si éste se une a uno de sus ligandos.
Ademas, la evidencia sugiere que la proximidad de PD-1 a la sinapsis inmunolégica es
necesaria para que sea capaz de ejercer sus funciones de inhibicion [115].

La sefializacion por PD-1 también puede inhibir la via de PIBK/AKT de forma indirecta,
ya que genera la disminucion de la expresion (o de la activacion) de CK2 (quinasa de
caseina 2). Esta quinasa es necesaria para el mantenimiento de la fosfatasa PTEN (del
inglés: “phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10”) en un estado
inactivo. Por lo tanto, al reducirse la actividad de CK2 tras la sefializaciéon por PD-1, se
activa PTEN y promueve la desfosforilacion del fosfatidil-inositol trifosfato (PIP3),
inhibiendo la via de PI3K/AKT (Fig. 4 B) [112].

Las vias de sefalizacion de AKT (protein-quinasa B) y ERK (del inglés: “extracellular
signal-regulated kinases”) afectan directamente al metabolismo celular, es decir, los
programas de proliferacion y diferenciacion de las células T [92,110,116,117]. La
inhibicién de AKT y ERK lleva al arresto de la célula en la fase GO-G1, impidiendo su
division [57].

Otro efecto de la sefializacién por PD-1 es la disminucion de la expresién del TCR en la
superficie de las células. PD-1 promueve la sobreexpresion de ubiquitin-ligasas, las
cuales actuan sobre las cadenas del TCR y sobre PI3K. La ubiquitinacién del TCR
promueve su internalizacion, probablemente por endocitosis, disminuyendo los niveles
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sobre la célula y por lo tanto incapacitandola para responder a la estimulacion por su
antigeno (Fig. 4 C) [118].

Durante la activacion de las células T, se da un cambio en el metabolismo de
fosforilacion oxidativa a la glicélisis (denominado efecto Warburg), necesario para
posibilitar el rdpido crecimiento y expansion de las células T efectoras activadas [92].
Sin embargo, la sefializacion por PD-1 disminuye la glicélisis y la glutamindlisis, y
aumenta el catabolismo de acidos grasos, lo cual est4 relacionado con la diferenciaciéon
a células T de memoria (Fig. 4 D). Esto podria explicar la longevidad de las células T
gue reciben sefiales a través de PD-1 en el MAT, a pesar de encontrarse disfuncionales
[119].

Ademas de afectar el metabolismo, la sefalizacion por PD-1 puede influir en el
comportamiento de la célula T de diversas maneras: estimular la expresion de proteinas
gue inhiben la proliferacion y/o produccién de citoquinas, reducir la expresion de factores
anti-apoptoéticos y aumentar la de factores pro-apoptéticos, disminuir la expresion de
moléculas citotoxicas, y alterar la motilidad. Por ejemplo, la inactivacion de AKT conlleva
a una reduccién en la expresion de factores de transcripcién importantes durante la
actividad efectora de las células T como GATA-3, T-bet y Eomes [40], y la induccién de
la diferenciacion de células T naive, y en algunos casos de células T efectoras, a células
iTregs [110,120].

En algunos casos, la sefializacion por la via de PD-1 puede ser inhibida por otras
sefales. Por ejemplo, la inhibicién de la via de ERK puede ser revertida mediante la
sefalizacion por citoquinas de cadena y comudn, mientras que en ciertos casos la co-
estimulacion a través de CD28 puede superar a la inhibicion por PD-1, conservandose
las funciones efectoras de las células T [92].
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Fig. 4. Principales mecanismos efectores de PD-1. (A) Mecanismo directo de inactivacion del complejo
TCR/CD3 y CD28, a través de las fosfatasas SHP-1 y SHP-2 reclutadas por la cola citoplasmatica de PD-
1. Las fosfatasas inactivan ZAP70 y PI3K, y en consecuencia, la cascada de sefializacion de cada una. (B)
Mecanismo indirecto de inactivacion de las sefiales del TCR: la disminucién de la expresién y actividad de
la CK2 por la sefalizacion de PD-1 resulta en la activacion de PTEN, que elimina PIPs apagando la
activacion de AKT. (C) Disminucion de la expresion del TCR en la superficie celular: PD-1 promueve la
expresion de ubiquitin-ligasas que actlan sobre las cadenas del TCR, induciendo la remocién del mismo
de la superficie celular. (D) Regulacion del metabolismo de las células T: la sefializacion por PD-1 altera el
metabolismo debido a que actla sobre las vias de ERK y PI3K/AKT, inhibiendo la glicélisis y promoviendo
la B-oxidacion de acidos grasos. Figura adaptada de Arasanz y col., 2017 [57].

1.3.5 Importancia de la via PD-1/PD-L1/2 en el cancer

En el MAT, distintos tipos celulares pueden expresar PD-L1 (y en menor medida PD-
L2), en respuesta a citoquinas proinflamatorias secretadas por las células del Sl.
Ademas de las células tumorales, las células estromales (DCs, TAMs, MDSCs, CAFs,
células Tregs, células endoteliales, etc.) también pueden expresar PD-L1 o PD-L2 [121].
Por su parte, las células T en el MAT pueden expresar niveles elevados de PD-1 y de
otros receptores de co-inhibicién [122]. Como ya se explicd, la sefializacion por PD-1
inhibe las funciones efectoras y la proliferacion de las células T, e induce la
diferenciacion a células iTregs, contribuyendo al establecimiento de un ambiente
tolerogénico que impide la eliminacion del tumor.
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Numerosos tipos de cancer humano son capaces de expresar PD-L1 (y en menor
medida PD-L2): ovario, mama, cervical, colon, pancreas, gastrico, urotelial, melanoma,
glioblastoma, cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), hematoldgicos, etc.
[123]. En las células tumorales, la expresién de PD-L1/2 puede darse a través de dos
mecanismos: 1) intrinsecos: mutaciones oncogénicas [124] o amplificacion del locus
9p24 (que aloja los genes de ambos ligandos) [125], y 2) extrinsecos, como respuesta
a las sefales proinflamatorias del MAT (mecanismo conocido como “resistencia inmune
adaptativa”) [126].

Diversos estudios correlacionan la expresion de PD-L1 en las células tumorales
(evaluada por inmunohistoquimica) con peor pronéstico en distintos tipos de cancer en
humanos [127-134]. Ademas, se ha descrito que la presencia de PD-L1 en el MAT
(tanto en las células tumorales como en las células estromales) correlaciona con una
mejor respuesta clinica al tratamiento con inhibidores de la via PD-1/PD-L1 en algunos
tipos de cancer, aunque no en todos [135]. Esto podria explicarse en parte tomando en
cuenta la heterogeneidad intratumoral de la expresion de PD-L1, la variacion de la
expresion de PD-L1 a lo largo del tiempo en respuesta a la presion ejercida por el Sl'y
por las terapias antitumorales utilizadas, y la variabilidad de las técnicas de
inmunohistoquimica empleadas para la cuantificacion de las células positivas para PD-
L1. Por otro lado, el nivel de PD-1 en las células T intratumorales parece tener menor
poder predictivo que el de PD-L1 para identificar pacientes respondedores al tratamiento
con inhibidores de PD-1/PD-L1 [136].

1.4 Bloqueo de la via PD-1/PD-L1 en la inmunoterapia del cancer

1.4.1  Estudios preclinicos

Numerosos estudios preclinicos apoyan la hipotesis de que el blogqueo de la via PD-
1/PD-L1/2 potencia los mecanismos efectores de las células T, aumentando su actividad
antitumoral.

En primer lugar, la revigorizacion de las funciones efectoras de las células T CD8" se ha
corroborado in vitro utilizando células de distintos tipos de tumores humanos y CTLs
especificos de tumor [137,138].

Ademas, el bloqueo de PD-1 o PD-L1 mediante anticuerpos especificos otorga
beneficios terapéuticos en distintos modelos murinos de cancer, principalmente a través
de mecanismos dependientes de las células T. En diversos estudios, el bloqueo de PD-
1 o PD-L1 promueve el aumento de CTLs especificos de tumor en el MAT de tumores
establecidos, disminuye la densidad de células Tregs infiltrantes de tumor, y también
restaura parcialmente las funciones efectoras de las células T CD8" infiltrantes de tumor
[139-143]. Ademas, ratones KO para PD-1 son menos sensibles al desarrollo de
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metastasis que los ratones wild-type, lo cual esta relacionado directamente con la
actividad de las células T: se observa un mayor infiltrado de estas células en los tumores
de ratones KO y una mayor actividad y proliferacién de las mismas [144].

Un trabajo reciente destaca especificamente el rol de PD-L1 en la inhibicién de la
inmunidad antitumoral, demostrando que, en un modelo tumoral murino de carcinoma
colorrectal (derivado de la linea celular MC38), PD-L1 es suficiente para inhibir la
actividad antitumoral de las células T. Ademas, la proteccién que confiere PD-L1 esta
limitada a cada célula tumoral individual, es decir, las células negativas para PD-L1
pueden ser eliminadas por las células T [143].

El bloqueo de PD-1/PD-L1/2 no solo ha demostrado ser una terapia prometedora como
tratamiento aislado, sino que se han reportado interesantes efectos sinérgicos en
modelos in vivo combinando el bloqueo de esta via con otras estrategias terapéuticas
como quimioterapia [140,145], el bloqueo simultaneo de CTLA-4 [146] (u otros
receptores de co-inhibicion de células T, como se comentard mas adelante en esta
seccion), la activacion de receptores de co-estimulaciéon de células T mediante
anticuerpos agonistas (4-1BB [147,148], GITR [149,150], OX40 [151,152]), entre otras.
De hecho, esta es una rama de investigacidbn muy activa actualmente, y algunas de las
observaciones recogidas a partir de los modelos preclinicos ya estan siendo trasladadas
a la clinica.

1.4.2 Ensayos clinicos y anticuerpos aprobados

El bloqueo de la sefalizacion por PD-1 es considerado una de las estrategias
terapéuticas mas prometedoras para potenciar la respuesta del Sl frente al tumor. De
hecho, los ensayos clinicos en los cuales se evaluaron anticuerpos monoclonales contra
PD-1 y PD-L1 en distintos tipos de cancer han tenido tanto éxito que en 2013 fueron
designados como la “droga del afio” por el European Journal of Cancer [153].

Pembrolizumab (Keytruda, Merck) y nivolumab (Opdivo, Bristol-Myer Squibb) fueron los
primeros anticuerpos monoclonales aprobados para el bloqueo de la via PD-1/PD-L1,
ambos dirigidos contra PD-1 y aprobados por la FDA en el afio 2014 para el tratamiento
de segunda linea de melanoma metastasico (www.fda.gov, numeros de referencia:
3828413 y 3877032). Mas recientemente, ambos anticuerpos han conseguido la
aprobacién de la FDA y de la EMA para su utilizacion en diversos tipos de tumores. En
el caso de nivolumab, actualmente esti aprobado por la FDA para el tratamiento de:
cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), carcinoma de células renales,
linfoma de Hodgkin, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC),
carcinoma urotelial, cancer colorrectal (CRC) y carcinoma hepatocelular (HCC).
Pembrolizumab también ha sido aprobado para su uso en diversos tipos de cancer
(NSCLC, HNSCC, linfoma de Hodgkin, carcinoma urotelial y cancer gastrico o gastro-
esofagico), e interesantemente en 2017 fue aprobado para el tratamiento de cualquier
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tumor sélido (metastasico o inoperable) que presente los siguientes marcadores de
inestabilidad genémica: alta inestabilidad de microsatélites o deficiencia en la reparacién
de bases desapareadas. Esta aprobacién constituye un gran progreso ya que es
independiente de la localizacion original del tumor.

Pembrolizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG4 que no se une a
receptores de Fc, por lo que no media mas acciones efectoras que la neutralizacion de
PD-1. En melanoma, las tasas de respuestas objetivas estan cerca del 40% [154].

Por su parte, nivolumab es un anticuerpo monoclonal humano IgG4, con minima
actividad de citotoxicidad celular (ADCC) y por complemento (CDC). En los ensayos
clinicos realizados con este anticuerpo, se obtuvieron respuestas objetivas en 28%, 27%
y 18% de los pacientes con melanoma, céncer de células renales y NSCLC,
respectivamente, alcanzandose respuestas de larga duracion y también algunas
remisiones completas [155]. Ademas, también se ha demostrado que el tratamiento de
primera linea con nivolumab es mas efectivo que la quimioterapia estandar en pacientes
con melanoma [156].

Los efectos adversos de los tratamientos con anticuerpos contra PD-1 incluyen sintomas
generales como dolor de cabeza, diarrea, fatiga, prurito, fiebre y nauseas, y también
efectos adversos de origen inmunolégico: neumonitis, colitis, hepatitis, nefritis, tiroiditis,
etc., sibien la mayoria son leves (grados 1y 2) y manejables [121]. Los efectos adversos
graves de caracter inmunologico (grados 3 y 4) ocurren en un 10% de los pacientes
tratados, en comparacion con 15-30% de los tratados con ipilimumab (anticuerpo contra
CTLA-4) [40]. Si bien en algunos casos resulta necesario la discontinuacion del
tratamiento debido a los efectos adversos graves [157,158], cabe destacar que el
tratamiento con anticuerpos inhibidores de la via PD-1/PD-L1 genera una menor
incidencia de efectos adversos en comparacion con los pacientes que reciben
quimioterapias convencionales, lograndose de esta manera una mejora en la calidad de
vida de los pacientes [159-165].

Por otra parte, la utilizacion de vectores de terapia génica que codifiquen para los
anticuerpos inhibidores de las vias de co-inhibicion puede ser una buena alternativa
para disminuir la aparicién de efectos adversos de origen autoinmune, debido a que
seria posible promover la expresion localizada del agente terapéutico en el sitio tumoral,
evitdndose asi la administracién sistémica de altas concentraciones de anticuerpo (esta
estrategia se describira en la seccién 1.6).

El bloqueo de PD-L1 también resulta interesante desde el punto de vista terapéutico,
pues no sélo se inhibe su unién a PD-1 sino también a CD80. En 2016 la FDA aprobé
el primer anticuerpo contra PD-L1, atezolizumab (Tecentrig, Genentech), y actualmente
esta indicado para el tratamiento de carcinoma urotelial, NSCLC y cancer de vejiga. En
2017 otros dos anticuerpos contra PD-L1 fueron aprobados: avelumab (Bavencio, EMD
Serono) para el tratamiento del carcinoma urotelial y el carcinoma de células de Merkel,
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y durvalumab (Imfinzi, AstraZeneca) para el tratamiento del cancer de vejiga
(www.fda.gov, numeros de referencia: 4000525, 4074145 y 4091527).

A partir de los ensayos clinicos realizados hasta el momento, se pueden extraer algunas
conclusiones generales de la terapia con anticuerpos contra PD-1 o PD-L1: 1) tiene
efectos sobre un amplio rango de tipos tumorales; 2) en algunos tipos tumorales, la
presencia de PD-L1 en el MAT es un biomarcador que correlaciona con la respuesta al
tratamiento; 3) la eficacia de la terapia puede depender de distintos factores, por
ejemplo: el perfil de células inmunes en el MAT y las terapias utilizadas previamente en
el paciente; 4) en general la eficiencia de la terapia es mayor en tumores con alta carga
mutacional; 5) la seguridad toxicologica de los anticuerpos es aceptable, aunque podria
ser mejorada; 6) las respuestas pueden ser duraderas; 7) la combinacién con otras
estrategias terapéuticas puede mejorar las respuestas observadas [40,121].

Actualmente, diversos anticuerpos inhibidores de la via PD-1/PD-L1/2 se estan
evaluando en diferentes fases de ensayos clinicos, solos 0 en combinacién con otros
agentes terapéuticos [121].

1.4.3 Blancos emergentes y terapias de combinacion

A pesar de los resultados prometedores que se han obtenido en distintos ensayos
clinicos utilizando el bloqueo de la via PD-1/PD-L1/2 como monoterapia, un gran
porcentaje de los pacientes no logra alcanzar respuestas objetivas, y cuando si se
alcanzan, las respuestas suelen ser incompletas. Numerosos estudios pre-clinicos
sugieren que la combinacion del bloqueo de PD-1/PD-L1/2 con otras terapias pueden
generar efectos sinérgicos, aumentando la eficacia terapéutica [166]. Una gran variedad
de terapias de combinacion se encuentra en desarrollo actualmente.

El bloqueo simultaneo de dos vias de co-inhibicién fue una de las primeras estrategias
exploradas. CTLA-4 y PD-1 son dos vias de co-inhibicion de células T no redundantes;
mientras que CLTA-4 interviene durante la activacion inicial de las células T en los
organos linfoides secundarios, PD-1 actda de forma mas tardia, especialmente en los
tejidos periféricos. La evidencia sugiere que el bloqueo de CTLA-4 promueve el aumento
en la cantidad de células T especificas de tumor en el MAT, donde incrementarian la
secrecion de IFN-y, el cual promueve la expresion de PD-L1 en las células tumorales y
del estroma. Esto sugiere que el bloqueo de la via PD-1/PD-L1/2 podria ser mas efectivo
terapéuticamente si se combinara con el bloqueo de CTLA-4 [40].

En esta linea, el tratamiento con ipilimumab y nivolumab, en forma simultdnea o
secuencial, fue el primer ensayo clinico realizado en pacientes con melanoma
avanzado. Demostré ser una terapia eficaz, con una tasa de respuestas objetivas de
53% en los pacientes tratados con el régimen simultaneo, pero al mismo tiempo se
observé un incremento en los efectos adversos de origen inmunolégico [167]. En otro
ensayo clinico se comparé el tratamiento con ipilimumab solo o en combinacion con

36


http://www.fda.gov/

nivolumab en pacientes con melanoma sin tratamiento previo, y se demostré6 mayor
eficacia para la terapia de combinacién, con una tasa de respuestas objetivas de 50-
60% vs 10% en el caso de la monoterapia con ipilimumab. Ademas, se observaron
remisiones completas en 22% de los pacientes tratados con ipilimumab y nivolumab,
mientras que la monoterapia con ipilimumab no generd ninguna respuesta completa
[168]. Durante otro ensayo se comparo la eficacia de las monoterapias con nivolumab o
ipilimumab, y de la terapia de combinacion de ambos anticuerpos, en pacientes con
melanoma sin tratamiento previo. En este caso, el tratamiento con nivolumab solo o
combinado con ipilimumab resulté mas efectivo que el ipilimumab solo, y la combinacién
de ambos anticuerpos genero beneficios mas significativos en los pacientes con tumores
negativos para PD-L1 [169], lo cual apoya la teoria comentada previamente.

Otros receptores de co-inhibicion también son blancos interesantes en las terapias de
combinacién contra el caAncer, debido a que participan activamente en el mantenimiento
de la disfuncionalidad de las células T exhaustas. Los datos obtenidos de los modelos
preclinicos sugieren que el bloqueo simultdneo de PD-1 y otros receptores de co-
inhibicion (LAG-3, TIM-3, VISTA, TIGIT, etc.) puede aumentar la efectividad de los
tratamientos.

LAG-3 es uno de los receptores de co-inhibicién con gran potencial terapéutico, pues se
expresa en células T CD8* disminuyendo su tasa de proliferacién y produccion de
citoquinas, y en células Tregs aumentando su actividad inmunosupresora. Los ligandos
descritos de LAG-3 son las moléculas de MHC I, L-selectina y galectina-3 [64]. En
modelos murinos de cancer o de infecciones virales cronicas, el bloqueo de LAG-3
mediante el uso de anticuerpos reactiva a las células T CD8* efectoras y disminuye la
poblacion de células Tregs, mientras que la terapia combinada de bloqueo de LAG-3 'y
PD-1 aumenta la eficacia del tratamiento [63,170,171]. Los primeros ensayos clinicos
utilizando anticuerpos monoclonales contra LAG-3 solos o en combinaciéon con
nivolumab se estdn empezando a ejecutar (www.clinicaltrials.gov, nimeros de ensayos
clinicos: NCT01968109, NCT02658981, NCT02996110, NCT03459222).

TIM-3 es otro receptor de co-inhibiciébn cuya expresion se asocia al fenotipo de las
células T exhaustas, pero también se encuentra en otras células del SI (APCs, células
NK y NKT). Se han descrito numerosos ligandos para TIM-3, uno de los cuales es la
ampliamente expresada galectina-9, que tras unirse a TIM-3 promueve la pérdida de
funciones efectoras de las células T CD8* y CD4* Thl, mientras que aumenta la
capacidad de inmunosupresién de las células Tregs [64]. A pesar de que el bloqueo de
TIM-3 no ha demostrado tener efectos antitumorales importantes en distintos modelos
en ratén, la terapia combinada de inhibicion de PD-1 y TIM-3 mostré mayor eficacia
antitumoral que la monoterapia contra PD-1 [172-175]. Un anticuerpo monoclonal
bloqueante de TIM-3 se encuentra en ensayo clinico, evaluandose en forma de
monoterapia o en combinacion con el bloqueo de PD-1 (www.clinicaltrials.gov, nimero
de ensayo clinico: NCT02817633).
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1.5 Nanobodies

Como se adelanté previamente, en esta tesis se buscara desarrollar un tipo particular
de anticuerpos, denominados “nanobodies”, que sean capaces de bloquear la unién de
PD-1 con PD-L1. Como se describird en esta seccion, los nanobodies se diferencian de
los anticuerpos convencionales en muchos aspectos, lo cual les confiere propiedades
Unicas y la posibilidad de emplearlos de otras maneras. Ademas, cabe destacar que los
Unicos agentes que han sido aprobados hasta el momento para el bloqueo de la via de
PD-1/PD-L1 son anticuerpos convencionales, por lo que esta area de investigacion es
muy novedosa.

1.5.1 Caracteristicas generales

Los nanobodies derivan de un tipo particular de anticuerpos que reciben el nombre de
anticuerpos de cadena pesada (0 “heavy chain only antibodies”), los cuales carecen de
cadenas livianas y del dominio CH1 tipicos de los anticuerpos convencionales. Los
anticuerpos de cadena pesada se han identificado Unicamente en camélidos y en
algunos peces cartilaginosos. Estos animales presentan una respuesta humoral
compuesta tanto por anticuerpos de cadena pesada como por anticuerpos
convencionales [176].

Al carecer de cadenas livianas, el sitio de unién al antigeno en los anticuerpos de cadena
pesada esta compuesto por un solo dominio (el extremo N-terminal de la cadena
pesada), denominado VHH (o nanobody cuando se expresa de forma recombinante en
el caso de los anticuerpos de camélidos) (Fig. 5). Al igual que los dominios VH
convencionales, los VHHs poseen la estructura de un dominio de inmunoglobulina,
compuesto por cuatro regiones estructurales o FRs (del inglés: “framework regions”), y
tres regiones determinantes de complementariedad o CDRs (del inglés:
“‘complementary-determining regions”), involucradas en el reconocimiento del antigeno
[176]. Curiosamente, el CDR3 de los VHHSs posee gran capacidad de formar extensiones
convexas y también puede ser bastante méas largo que el de los anticuerpos
convencionales, lo cual les otorga una mayor capacidad de reconocer sitios antigénicos
normalmente ocultos o de dificil acceso (por ejemplo: sitios activos de enzimas) [177].

Los VHHs presentan numerosas ventajas para su aplicacion en biotecnologia en
comparacion con los anticuerpos convencionales. Debido a su naturaleza monodominio,
pueden generarse facilmente bibliotecas de VHHs que permiten la seleccion de VHHs
especificos para un antigeno de interés, por técnicas de muestreo (display) en fagos
filamentosos, levaduras o ribosomas. En estos casos, las bibliotecas generadas retienen
la diversidad total de la poblacion de VHHs, debido a que la especificidad reposa en un
Gnico dominio y una vez clonado reproduce la especificidad original, a diferencia de las
bibliotecas equivalentes derivadas de anticuerpos convencionales, en las que se deben
generar los emparejamientos de las cadenas pesadas y livianas, lo cual da lugar a
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nuevas especificidades [176]. Al ser posible alcanzar una alta representatividad de la
diversidad original en las bibliotecas de VHHSs, es comun aislar nanobodies de alta
afinidad con constantes de disociacion (Kp) del orden nanomolar (nM) o incluso
picomolar (pM) [178]. Los principios de la generacion de bilbiotecas de nanobodies y su
seleccion por la técnica de display en fagos (phage display) seran descritos mas
adelante (seccion 1.5.3).

Otra ventaja que presentan los VHHs es que pueden ser producidos eficientemente en
diferentes sistemas de expresion, tanto eucariotas como procariotas, a diferencia de los
anticuerpos convencionales, que en general deben producirse en células de mamifero.
La produccion de nanobodies en Escherichia coli es generalmente muy buena en
términos de rendimiento, lo que abarata el costo de produccion y simplifica el
procedimiento. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el nivel de produccion
depende de la secuencia de cada nanobody en particular, pudiendo variar
sensiblemente de uno a otro [176]. La expresiébn de nanobodies en E. coli suele
realizarse promoviendo la secrecion de los mismos al periplasma, donde el ambiente
oxidante permite la formacion de puentes disulfuro y el correcto plegamiento, por lo que
se obtienen VHHs funcionales [179]. Las construcciones compuestas por mas de un
nanobody también pueden ser producidas eficientemente en E. coli aunque con menor
rendimiento [180-183].

Por otra parte, los nanobodies también pueden ser expresados en forma adecuada a
partir de otros sistemas, incluyendo levaduras, hongos, células de insecto, células de
mamifero y plantas [179]. Dentro de las células de mamifero, la linea de células CHO
(del inglés: “Chinese hamster ovary”) ha demostrado ser muy eficiente para la
produccion estable y a gran escala de nanobodies fusionados a dominios Fc [184]. Otras
construcciones quiméricas de nanobodies y regiones Fc han podido ser expresadas en
lineas de células B de raton [185,186]. En el contexto del laboratorio, otras lineas
celulares son de preferencia para la produccion transitoria de proteinas debido a la
mayor sencillez de los procedimientos, en particular la linea HEK-293 (del inglés:
“‘Human embryonic kidney”). Sin embargo, hasta la fecha no existen reportes de
expresion de nanobodies en estas células [179].

Una de las ventajas mas notables de los nanobodies es su elevada estabilidad
fisicoquimica y térmica y su gran solubilidad, debido al importante nimero de residuos
hidrofilicos que poseen en sus secuencias aminoacidicas. Ademas, carecen de las
regiones hidrofébicas que los anticuerpos convencionales presentan en las interfases
entre los dominios VL-VH y VH-CH1, las cuales promueven su agregado [176,187]. La
elevada estabilidad permite ademas realizar formulaciones a altas concentraciones de
los mismos sin que se produzcan agregados, lo cual es una ventaja importante en el
area terapéutica ya que se podrian emplear volimenes pequefios durante los
tratamientos. Ademas, los datos actuales indican que los nanobodies podrian ser
administrados a través de distintas rutas sin perder su eficacia terapéutica: intravenosa,
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subcutanea, inhalatoria y oral (en caso de tratamientos a nivel del aparato digestivo)
[188-191].

Debido a su pequefio tamafio y a su naturaleza monodominio, los nanobodies pueden
ser manipulados genéticamente en forma sencilla, lo cual les confiere una gran
flexibilidad en cuanto a los formatos que se pueden generar. Por ejemplo, es posible
desarrollar multimeros de un nanobody (confiriéndole avidez), biespecificos (que
reconozcan distintos blancos), o biparatdépicos (que reconozcan distintos sitios del
mismo blanco). Ademas, los nanobodies también pueden asociarse a distintas proteinas
o dominios proteicos, asi como a drogas u otros compuestos, por lo que pueden ser
utilizados como herramientas de delivery [176].

Anticuerpo de cadena
pesada de camélidos

1gG convencional

VHH (Nanobody®)

Fig. 5. Diagrama esquematico de las estructuras de un anticuerpo convencional, un anticuerpo de
cadena pesaday un nanobody. El anticuerpo convencional esta formado por dos cadenas pesadas y dos
cadenas livianas, donde el sitio de union al antigeno se encuentra formado por los dominios VH y VL de las
cadenas pesada y liviana respectivamente. El anticuerpo de cadena pesada est4 compuesto Unicamente
por dos cadenas pesadas, cada una de las cuales posee un dominio variable (VHH) encargado del
reconocimiento del antigeno. En el caso de los camélidos, este dominio expresado en forma recombinante
ha sido registrado como “nanobody”. Los sitios de glicosilacion de las regiones Fc de los anticuerpos se
encuentran marcados con un asterisco. Figura adaptada de Liu y col., 2018 [179].

1.5.2 Los nanobodies como agentes terapéuticos

Los nanobodies son pequefias pero poderosas herramientas biotecnolégicas, y desde
su descubrimiento en 1993 han sido extensamente evaluados para su aplicaciéon en
distintas areas, desde el desarrollo de reactivos de laboratorio hasta su uso en la clinica.
Sus aplicaciones terapéuticas son las que presentan un mayor desafio, y aunque
numerosos nanobodies han sido evaluados en distintos modelos animales (incluyendo
cancer), pocos se encuentran en ensayos clinicos actualmente.

Debido a su pequefio tamafio (aproximadamente 15 kDa), los nanobodies son
eliminados rapidamente por via renal, alcanzando una vida media en suero de 2 horas.
A pesar de que esto puede ser una desventaja a nivel terapéutico, el pequefio tamafio
también les confiere la capacidad de rapida extravasacion y buena penetracién en los
tejidos (incluyendo los tumores), a diferencia de los anticuerpos convencionales [192].

La corta vida media de los nanobodies en suero y su buena penetrabilidad en los tejidos
los convierten en herramientas ideales para su aplicacion en técnicas de imagen
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molecular, donde ya han sido evaluados preclinicamente con éxito tanto en tomografia
de emisién de positrones (PET) como en tomografia computada de emision de fotén
Unico (SPECT) [193]. De hecho, recientemente se han evaluado nanobodies especificos
para PD-L1 en SPECT en ratones con tumores positivos para este ligando, logrando un
marcaje adecuado de los tumores tras una hora de administracién de los nanobodies
[194].

Sin embargo, en el area de la terapéutica, la rapida eliminacién de los nanobodies del
suero puede ser una desventaja. Por lo tanto, se han desarrollado distintas estrategias
para aumentar su vida media: fusion del nanobody con actividad terapéutica a otro
nanobody dirigido a la albimina [182,195] o al dominio Fc de IgG [181], PEGilacién del
nanobody [196], entre otras.

Al carecer de dominio Fc, los nanobodies no presentan funciones efectoras de ADCC o
CDC. Si hien esto podria solucionarse asociandolos a regiones Fc, lo cual también
aumentaria su vida media en suero, se perderian las ventajas inherentes al tamafio
pequefio de los mismos. Por lo tanto, las investigaciones actuales se centran en explotar
la actividad de neutralizacion de los nanobodies o su habilidad como agentes para el
delivery de drogas o compuestos a las células blanco [197].

En el contexto del cancer, numerosos nanobodies se han aislado contra diferentes
blancos de interés, como factores de crecimiento o0 sus receptores, oncoproteinas,
quimioquinas, etc. [192]. Una de las estrategias para su utilizacion es el formato de
nanobodies “desnudos”, en sus diferentes versiones (monovalentes, bivalentes,
biespecificos, etc.), con el objetivo de inhibir la progresién tumoral bloqueando distintas
vias cruciales. Por ejemplo, nanobodies contra el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) han sido evaluados con éxito en modelos murinos de cancer como
agentes monovalentes [183], en forma de biespecificos [195] o biparatépicos [198].

Otra estrategia consiste en la conjugacion de los nanobodies a toxinas para generar
sistemas de delivery de drogas dirigidos a las células tumorales. Las toxinas se pueden
conjugar directamente a los nanobodies o se pueden disefiar nanoparticulas (liposomas,
micelas o polimeros) recubiertas por nanobodies, aunque el aumento del tamafio en
estos sistemas puede disminuir la penetrabilidad en el tumor [197]. Los nanobodies
también pueden conjugarse genéticamente a enzimas con potencial actividad
antitumoral, por ejemplo la B-lactamasa, que cataboliza una pro-droga de baja toxicidad
en un agente citotoxico [199].

Un trabajo recientemente publicado fue el pionero en utilizar un nanobody contra un
receptor de co-inhibicién de células T en un modelo murino de melanoma. El nanobody,
dirigido contra CTLA-4, demostrd una actividad antitumoral similar al de un anticuerpo
convencional contra dicho receptor utilizado como control, logrando una disminucién en
la tasa de crecimiento tumoral y prolongando la supervivencia de los animales en
comparacion con los controles que no recibieron tratamiento [200].
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Por otro lado, cabe destacar que no se han detectado reacciones inmunes contra
nanobodies tras multiples administraciones de los mismos en ratones (lo cual ha sido
evaluado a nivel de: aparicién de anticuerpos especificos, proliferacion de células T y
aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias) [182,201]. Esto se debe a la gran
homologia de secuencias de los nanobodies con los dominios VH de los anticuerpos
convencionales (mas del 80%), y también a la alta estabilidad de los nanobodies, pues
al no formar agregados resultan menos inmunogénicos [176]. Ademas, las respuestas
de anticuerpos contra los dominios variables son en general menos frecuentes que
contra los dominios constantes de otras especies [202]. Igualmente se han generado
estrategias para humanizar los nanobodies y asi minimizar posibles reacciones
adversas en pacientes [203].

Los resultados de los primeros ensayos clinicos utilizando nanobodies también apoyan
el concepto de la baja inmunogenicidad [191]. De hecho, se espera que la primera droga
basada en nanobodies sea aprobada para su uso en la clinica durante 2018, para el
tratamiento de una enfermedad rara de la coagulacion [204]. Luego de esta primera
aprobacién, y tras la expiracién de patentes claves que regulan el uso de VHHSs, es
posible que en el futuro préoximo los nanobodies emerjan como agentes bioterapéuticos
de gran importancia [205].

1.5.3  Principios de la técnica de phage display

Existen numerosos sistemas en los cuales se pueden generar bibliotecas de display
(muestreo) de anticuerpos: virus, bacterias, levaduras y ribosomas [206]. El display en
fagos filamentosos (phage display) es la técnica mas ampliamente utilizada para la
seleccion de nanobodies, y la empleada en esta tesis, por lo cual se describira a
continuacion.

La técnica de phage display, descrita por primera vez en 1985 [207], se basa en la
expresion de péptidos o proteinas fordneos fusionados a proteinas de la capside de un
virus bacteri6fago. El mas utilizado para estos fines es el bacteriéfago M13, un miembro
de la familia de fagos filamentosos, los cuales reciben su nombre por su estructura de
filamento de aproximadamente 880 nm de largo por 6,5 nm de ancho. El fago M13
infecta cepas de E. coli que contienen el plasmido conjugativo F, uniéndose al extremo
del pilus de la bacteria y translocando el ADN viral al interior de la bacteria. El genoma
wild-type del fago M13 es de ADN simple hebra y tiene un tamafio de 6,4 kb. Codifica
para 11 proteinas: 5 son estructurales y 6 participan en la replicacion viral. La capside
esta formada por aproximadamente 2700 copias de la proteina pVIll, y 5 copias de cada
una de las proteinas estructurales restantes (plll, pVI, pVIl y pIX), ubicadas en los
extremos de la particula del fago (Fig. 6). plll es la proteina que se une al pilus de E. coli
durante la infeccién [208,209].
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Fig. 6. Representacion esquematica de la estructura del fago M13 wild-type. La capside tiene una
morfologia cilindrica y esta formada mayoritariamente por la proteina pVIll, que recubre el genoma viral. En
uno de los extremos de la capside se encuentran las proteinas plll y pVI, y en el otro extremo pVIl y pIX (3-
5 copias de cada una por particula viral). Figura adaptada de Lgset y col., 2011 [210].

Para la generacién de bibliotecas de nanobodies en fagos filamentosos, se suele partir
de camélidos inmunizados con la(s) proteina(s) de interés. Las inmunizaciones se
realizan por via subcutdnea generalmente durante 6-8 semanas a intervalos regulares,
utilizando 0,1-1 mg de antigeno purificado por dosis. Luego de la inmunizacioén, se
purifican las células mononucleares de sangre periférica (donde se encuentran los
linfocitos B), se extrae el ARN mensajero (ARNm) de estas células y se sintetiza el ADN
complementario (ADNc) mediante transcripcion reversa. Se amplifican los genes de la
region variable de la cadena pesada del repertorio total de anticuerpos por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), y se clonan en un vector fagémido que permita su
expresion de forma fusionada a una proteina de la capside del bacteriéfago (Fig. 7 A)
[209].

Los vectores fagémidos contienen el gen de la proteina de la capside viral utilizada para
el display (en general, plll o pVIIl), con un sitio de clonado en su extremo 5’ que permite
la introduccién de la poblacién de ADNc de interés (en este caso de nanobodies), de
forma que se expresen fusionados al extremo N-terminal de la proteina de la capside.
Ademds, estos vectores contienen un origen de replicacion (f1) que permite la
replicaciéon del ADN simple hebra y su empaquetamiento en las particulas virales
generadas [211]. Sin embargo, al carecer de los genes implicados en la replicacion y
empaqguetamiento, y del resto de las proteinas estructurales, se requiere de la presencia
de un fago auxiliar (helper) para la produccién de particulas virales. El fago helper
codifica para todas las proteinas necesarias para el ensamblaje de particulas virales,
sin embargo, presenta mutaciones que hacen que la replicacién y encapsidacion de su
propio genoma sea ineficiente. De esta manera se evita el empaquetamiento del
genoma del fago helper en las particulas virales generadas, favoreciéndose el
empaquetamiento del vector fagémido. Ademas, es importante destacar que se generan
particulas virales hibridas, es decir, que presentan tanto la version nativa de la proteina
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de capside utilizada para el display (codificada por el fago helper), como la versién
fusionada a la proteina de interés (codificada por el vector fagémido). En el caso de plll,
esto es muy importante para el mantenimiento de la capacidad infectiva de la particula
viral generada [212].

Para el display de proteinas recombinantes grandes o fragmentos de anticuerpos se
utiliza la proteina plll, que al ser la ultima proteina incorporada durante el ensamblaje
de la capside viral no afecta la estructura de la misma [213]. En esta tesis se utilizé el
vector fagémido pComb3X (Fig. 7 B), desarrollado y cedido por el Dr. Barbas [208]. Este
vector permite el clonaje de los nanobodies en el extremo 5’ de una version truncada de
plll, carente de los dominios N-terminales necesarios para la infeccion de E. coli. La
variante truncada de plll optimiza la produccién de las particulas virales, ya que la
expresion de plll wild-type dentro de la bacteria la protege de la sobreinfeccion por otros
fagos, con lo cual se dificultaria la infeccidén con el fago helper. El vector pComb3X posee
ademas un péptido sefial (OmpA) que dirige al nanobody hacia el periplasma bacteriano,
donde el ambiente es favorable para su correcto plegamiento y la formacion de puentes
disulfuro [209].

Para el clonaje de los nanobodies en este vector se emplea la enzima de restriccion Sfil,
cuyo sitio de reconocimiento es GGCCNNNN/NGGCC, donde N puede corresponder a
cualquiera de las 4 bases del ADN. La barra indica el sitio de corte, que como se puede
observar puede o no ser palindromico. El vector pComb3X posee dos sitios de corte Sfil
diferentes en su sitio de clonaje, exponiendo extremos cohesivos no complementarios
entre si al ser digeridos con Sfil, permitiendo el clonaje de los nanobodies de forma
dirigida. El sitio de corte 5 es: GGCCCAG/CGGCC (sitio 1), mientras que el sitio de
corte 3’ es: GGCCAGGC/CGGCC (sitio 2). Al amplificar los nanobodies por PCR se
incopora la secuencia del sitio 1 al cebador directo, y la secuencia 2 al cebador reverso,
por lo tanto, al digerir con Sfil los nanobodies amplificados se podran clonar de forma
dirigida en pComb3X.

El repertorio de secuencias de nanobodies clonadas en el vector fagémido es
transformado en bacterias E. coli, a partir de las cuales se realiza la produccion de los
fagos mediante la infeccion con un fago helper. En el proceso de electroporacién cada
célula bacteriana recibe un solo plasmido pComb3X (es decir, una sola secuencia de
nanobody), por lo tanto, cada bacteria producira particulas virales que expresaran un
Unico clon de nanobody fusionado a plll y contendran la informacién genética
correspondiente al mismo en su interior. Se obtienen entonces particulas virales con
algunas copias de plll fusionadas al nanobody, y en cuyo interior se encapsida el vector
fagémido codificante para el nanobody expresado sobre la superficie del fago. Esta
relacién fenotipo-genotipo permite llevar a cabo el aislamiento de nanobodies
especificos contra un antigeno de interés y su facil identificacion a través de su
secuencia nucleotidica [209].
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Para el aislamiento de nanobodies especificos para un antigeno, se realizan rondas de
seleccion sucesivas enfrentando las particulas virales producidas al antigeno de interés
(Fig. 7 A). Este proceso se conoce como “panning”, y puede realizarse con el antigeno
inmovilizado sobre placas de microtitulacién, particulas magnéticas o células. Tras la
incubacién de los fagos con el antigeno, se realizan lavados exhaustivos y se eluyen los
fagos que permanecen unidos al antigeno. La fraccion de fagos eluida, denominada
“output”, es utilizada para infectar bacterias E. coli y repetir el proceso. Generalmente
se realizan unas tres rondas de seleccién debido a que no es un proceso completamente
eficiente, sino que se enriquece paulatinamente el porcentaje de fagos que presentan
nanobodies especificos contra el antigeno del panning [214].

Las colonias de E. coli obtenidas tras la infeccidn con el output de la Ultima ronda de
seleccion son utilizadas para producir nanobody (en ausencia de fagos) y monitorear la
presencia de clones especificos para el antigeno (screening). Esto es posible ya que el
nanobody se encuentra bajo control del promotor del operén lac, y por lo tanto su
expresion puede ser inducida mediante algunos compuestos como el IPTG (isopropil-B-
D-1-tiogalactopirandsido). En cepas de E. coli no supresoras para el codén stop amber
(TAG), ubicado entre el nanobody y plll (Fig. 7 B), es posible la produccion del nanobody
sin fusionar a plll. En esta tesis se utilizé la cepa E. coli ER2738, que es supresora
parcial y por lo tanto se obtiene una fraccion del nanobody sin fusionar a plll en el
sobrenadante de cultivo, como fue demostrado previamente en nuestro laboratorio
[215]. Si bien los niveles de expresion de proteina que se logran a partir de este vector
son bajos, suelen suficientes para realizar pruebas de reactividad de los nanobodies en
ELISA o en citometria de flujo.

Existen diversas estrategias de panning y screening. En esta tesis se utilizé el antigeno
recombinante adsorbido en pocillos de placa de microtitulacion, y el antigeno expresado
sobre la superficie de células eucariotas (linea HEK-293).
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Fig. 7. Estrategia general para la construccién de bibliotecas de nanobodies en fagos filamentosos
y la seleccion de nanobodies especificos para un antigeno. (A) Para la construccion de la biblioteca,
se inmuniza un camélido con el/los antigenos de interés. Terminado el proceso de inmunizacion, se aisla
el ARNm de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) del animal, se amplifican los genes
de VHHs por PCR y se clonan en un vector fagémido (en esta tesis se utilizé el vector pComb3X). El
repertorio de nanobodies clonado en pComb3X se transforma en bacterias E. coli, a partir de las que se
realiza la produccién de fagos en presencia de fago helper. Las particulas virales producidas presentan
algunas copias de la proteina de capside plll fusionada a un nanobody, cuya secuencia estara codificada
por la informacion genética contenida en el vector pPComb3X encapsidado en esa particula viral. Estos fagos
son utilizados en rondas de seleccion consecutivas (panning), tras lo cual se realiza el screening (monitoreo)
de clones especificos para el antigeno (clones “positivos”). Los clones positivos identificados son
secuenciados, y pueden ser subclonados a otros vectores de expresion fuerte en E. coli para su produccion
recombinante. En general, el panning es realizado en pocillos de placa de microtitulacién tapizados con el
antigeno, aungue en esta tesis también se utilizaron células que expresaban el antigeno en su superficie.
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El screening de clones positivos se realiza en ELISA y/o por otras técnicas como citometria de flujo. (B)
Mapa del vector pComb3X, el cual permite la expresién del nanobody fusionado a un fragmento de la
proteina de capside plll, asi como a un péptido sefial de secrecion al periplasma (OmpA) y dos tags (cola
de 6 histidinas y epitope HA). Entre el epitope HA y plll se encuentra un codén amber que permite la
expresion del VHH en forma libre (sin fusionar a plll) en cepas de E. coli no supresoras. Adaptado de “Phage
Display: a laboratory manual” [209].

1.6 Terapia génica

La terapia génica consiste en la introduccion de material genético dentro de una célula
blanco para obtener un beneficio terapéutico, el cual puede ser de diversos tipos. La
estrategia mas utilizada es la de la introduccion de un gen terapéutico funcional que
remplace al gen mutado en la célula blanco. Para la introduccion de la informaciéon
genética dentro de las células blanco se utilizan distintos tipos de vectores.

La mayoria de los avances alcanzados en el &rea de la terapia génica estan focalizados
en enfermedades causadas por el defecto de un Unico gen, lo cual no es el caso del
cancer. Sin embargo, el primer producto de terapia génica aprobado para su uso en
humanos fue en China en el afio 2003, y consistié en un adenovirus recombinante para
el tratamiento de carcinoma de células escamosas de cabezay cuello (Gendicine) [216].
Por lo tanto, la terapia génica en una enfermedad tan compleja genéticamente como es
el cancer podria ser aplicable. Ademas, cabe destacar que en este trabajo no se
propone la correccién de un gen propio de las células blanco, sino la introduccion de
material genético que codifica para una proteina foranea capaz de inhibir una via de
sefalizacién que podria resultar en un beneficio terapéutico en el contexto del cancer.

1.6.1 Generalidades y vectores de terapia génica

Hasta la fecha, se han realizado mas de 2000 ensayos clinicos relacionados con terapia
génica en diversas patologias, incluyendo enfermedades monogénicas, cancer,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas. Mas del 60% de los ensayos
clinicos se han realizado en el rea del cancer [217].

El éxito de la terapia génica depende tanto de la secuencia de ADN como del vector que
se utiliza para hacer llegar la informacion genética a las células blanco. Los vectores
para la introduccion del material genético a las células pueden ser virales o no virales.
Los vectores no virales incluyen: liposomas, exosomas, nanoparticulas de polimeros,
etc., y se caracterizan por ser faciles de producir a gran escala y de modificar
guimicamente, pero pueden presentar baja eficiencia en introducir el material genético
en las células blanco y también citotoxicidad. Los vectores virales son la estrategia mas
utilizada en ensayos clinicos (casi el 70% del total), aprovechandose las caracteristicas
intrinsecas de los virus para introducir el material genético en la célula blanco. Dentro
de los vectores virales mas utilizados se encuentran: adenovirus, retrovirus, virus
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vaccinia, virus del herpes y virus adeno-asociados (AAV, del inglés: “adeno-associated
virus”) [217].

El ciclo de vida de un virus puede dividirse en dos fases temporalmente distintas: la
infeccién, durante la cual se introduce el genoma viral en la célula y comienza una etapa
temprana de expresion de los genes virales reguladores, y la replicacion, en la cual se
expresan genes estructurales y se ensamblan las nuevas particulas virales. En los
vectores de terapia génica, las particulas virales contienen en su interior un genoma
viral modificado, que contiene la construcciéon génica terapéutica, pudiendo o no
contener el genoma viral. Los més utilizados actualmente son los vectores virales no
replicativos, debido a que son mas seguros bioldgicamente [218].

Para generar un vector viral, los genes virales codificantes y las secuencias reguladoras
(necesarias para la expresion génica) se separan en distintas moléculas de ADN para
prevenir la recombinacién homéloga y la aparicion de particulas virales productivas. Por
lo tanto, las secuencias virales codificantes actdan en trans (expresadas por plasmidos
o incorporadas en el genoma de las células productoras de las particulas virales). Las
secuencias terapéuticas y las secuencias reguladoras se encuentran en cis, y en
conjunto con las secuencias virales codificantes dentro de la célula productora, se
pueden generar particulas virales recombinantes no replicativas que contengan en su
interior las secuencias terapéuticas y reguladoras. Dichas particulas podran transducir
a las células blanco, es decir, generar una infeccion abortiva (carente de fase replicativa)
gue introduzca la informaciéon genética funcional a las mismas. La separacion de las
secuencias reguladoras y las secuencias virales codificantes durante la produccion de
las particulas virales recombinantes es un aspecto importante que contribuye a la
seguridad del vector viral [218].

1.6.2 Virus adeno-asociados

Los vectores de AAVs para terapia génica resultan muy prometedores para su utilizacién
en la clinica debido a que: 1) son virus naturalmente no patogénicos, 2) infectan
diferentes tipos celulares, tanto quiescentes como en divisiébn, 3) son facilmente
manipulables y su produccion es sencilla, 4) el ADN viral puede persistir en la célula en
formas episomales (y en muy pequefia proporcion como ADN integrado), permitiendo
la expresion prolongada del transgén [219].

Los AAVs son virus sin envoltura, de ADN simple hebra, pequefios y de simetria
icosahédrica, con un diametro de 18-26 nm y un peso molecular de 5,5-6,2 millones de
Daltons. Pertenecen a la familia Parvoviridae y al género Dependovirus, lo que indica
gue para que ocurra una infeccion productiva requieren de la co-infecciéon con un virus
helper o auxiliar, que puede ser: adenovirus, virus herpes o vaccinia virus [219].

El genoma viral estd compuesto por una hebra de ADN monocatenaria de 4,7 kb, que
puede ser de polaridad positiva 0 negativa. Posee tres marcos abiertos de lectura (rep,
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cap y aap), flanqueados por dos repeticiones terminales invertidas (ITRs) de 145
nucledtidos. Los tres genes dan lugar a al menos ocho proteinas a partir de tres
promotores distintos. Los transcritos generados por el uso de un mismo promotor se
procesan por splicing alternativo dando lugar a diferentes proteinas, cuya secuencia se
solapa en un gran porcentaje de aminoacidos. El gen rep codifica para cuatro proteinas
gue participan en la replicacion del genoma viral y el empaquetamiento, el gen cap
codifica para las tres proteinas estructurales que conforman la cépside viral, y el gen
aap da lugar a una proteina activadora del ensamblaje de las particulas virales (Fig. 8)
[220,221]. Los ITRs forman una estructura secundaria de tipo horquilla, por
apareamiento de bases, y son muy importantes en distintos procesos: replicacion del
genoma viral en la célula hospedadora, encapsidacion del ADN viral, integracion del
ADN viral en el genoma celular y generacién de episomas concateméricos [222].

Se han descrito humerosos serotipos de AAVs, que presentan diferencias en las
proteinas de la capside viral. Estas diferencias generan cambios sutiles en las
preferencias de union a los carbohidratos de las superficies celulares (4cido sialico,
galactosa y sulfato de heparina), y a los receptores que utilizan para ser internalizados
por la célula. Como resultado, los distintos serotipos tienen diferente tropismo e infectan
preferentemente algunos tipos celulares sobre otros. El serotipo de AAV2 fue el primero
en ser identificado y caracterizado, y actualmente la mayoria de los vectores que han
sido generados corresponden a este serotipo, que tiene un tropismo amplio. EI AAV8 es
otro serotipo utilizado frecuentemente, el cual presenta tropismo por el higado, masculo
esquelético, corazdn y pancreas [220].

El ciclo de vida del AAV comienza con la unién de la particula viral a la superficie de la
célula, a través de distintos carbohidratos y receptores, y su internalizaciébn por
endocitosis. La particula de AAV es transportada al interior del nucleo y alli se
desensambla y se libera el genoma viral. En ausencia de virus auxiliar, el virus continda
la via lisogénica, en donde el genoma viral se integra en el genoma de la célula
hospedadora en una region de aproximadamente 2 kb localizada en el brazo largo del
cromosoma 19 en humanos, sitio denominado AAVS1. En este caso la expresion génica
viral esta auto-reprimida, y la integracion asegura la replicacién del genoma viral durante
la divisién celular. Para la integracién son necesarios los ITRs y las proteinas rep68 o
rep78. En presencia de virus auxiliar, el programa de expresion génica del AAV se activa
y el provirus es rescatado del cromosoma celular, replicado y empaquetado en las
particulas virales. Finalmente, se liberan las particulas de AAV tras la lisis celular
inducida por el virus auxiliar (via litica). Si se produce la co-infeccién simultanea de
ambos virus, el genoma del AAV no se integra en el genoma celular sino que se activa
la via litica directamente [223].
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1.6.3 AAVs recombinantes

Para la generacién de vectores virales basados en AAVS, las secuencias codificantes
del genoma viral normalmente son sustituidas por la construccion terapéutica,
conservandose los ITRs. La construccion resultante se conoce como genoma
recombinante de AAV. Las secuencias codificantes del genoma de AAV son
administradas en trans para la produccion de las particulas virales recombinantes (es
decir, particulas de AAV que contengan en su interior el genoma recombinante). El
tamafio del genoma recombinante debe ser menor a 5 kb, lo cual limita la longitud de
las construcciones que se pueden utilizar. Las secuencias incluidas entre los ITRs
normalmente incluyen: un promotor de mamifero, el gen de interés y un terminador
[220].

Una de las ventajas mas importantes de los AAVs para su utilizaciébn como vector de
terapia génica es su muy baja patogenicidad en comparacién con otros virus. Aun asi,
las proteinas de la capside pueden inducir respuestas del SIA, tanto humorales como
celulares, lo cual puede disminuir la eficacia terapéutica de estos vectores. Ademas,
esto se ve potenciado por exposicién previa a AAVs, algo que ocurre en la mayoria de
la poblacion. La inmunidad preexistente contra el AAV es el principal desafio en los
ensayos clinicos, y puede ser superado cambiando el serotipo a ser empleado o
modificando la via de administracion. Ademds, se deben tener en cuenta otras
complicaciones: silenciamiento de la expresién del transgén, o generacién de una
respuesta del SIA contra el producto del transgén (si es reconocido como una secuencia
extrafia), lo cual puede llevar a la eliminacion de las células transducidas que lo estan
expresando [220].
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Los métodos de produccién de AAVs recombinantes (rAAVs) han evolucionado a lo
largo del tiempo. Originalmente requerian la co-transfeccién de células HEK-293 con
dos plasmidos: uno codificante para rep y cap, y el otro con el genoma recombinante de
AAV, y luego se infectaban las células con un adenovirus helper no replicativo de
primera generacion para activar la replicacion del genoma recombinante de AAV. Sin
embargo, este protocolo tiene el inconveniente de que pueden presentarse
contaminaciones con el virus helper tras la purificacion [219]. Para solucionar esto, se
modifico la produccién a una co-transfeccion de las células HEK-293 (que expresan los
genes Elay Elb de adenovirus en forma constitutiva, necesarios para la produccion de
las particulas de AAV), con tres plasmidos: uno codificante para rep y cap, otro con el
genoma recombinante de AAV, y un plasmido “auxiliar’ que codifica para los genes de
adenovirus necesarios para la replicaciéon y produccion de las particulas de AAV [222].
Actualmente, la produccion de las particulas de rAAV se puede realizar a partir de un
sistema de dos plasmidos: el codificante para el genoma recombinante de AAV, y otro
plasmido que contiene tanto los genes rep y cap como los genes del virus helper
necesarios, co-transfectando células HEK-293 (Fig. 9) [225]. Los métodos de
purificacion de las particulas virales recombinantes producidas estan centrados en el
empleo de ultracentrifugaciones en gradientes de cloruro de cesio o iodixanol. También
se han desarrollado distintas técnicas cromatograficas con este fin [219].

Vector Helper(s)
rep cap Ad (E2A, VA, E4!
77 + .
ITR ITR
B——m + o

cap  Ad (E2A, VA, E4)

v/

Cotransfeccion de
células HEK-293(T)

24 hrs

48 hrs O Monitoreo de transfeccion
24 hrs

Recoger rAAV

Fig. 9. Estrategias para la produccién de rAAVs. Las células HEK-293(T) son co-transfectadas con dos
o tres plasmidos, dependiendo del sistema utilizado: uno conteniendo el genoma recombinante de AAV (es
decir, el cassette de expresion del gen de interés flanqueado por los ITRs), y uno o dos plasmidos que
aporten las proteinas necesarias para la replicacion del genoma y la generacion de las particulas de rAAVs
(rep y cap de AAV, y E2A, VA y E4 de adenovirus). Ademas, en el sistema de dos plasmidos, se puede
incluir un gen codificante para una proteina fluorescente (fp), para facilitar el monitoreo de la eficiencia de
transfeccion de las células a las 24 horas. Luego de 48 horas de la transfeccion, los rAAVs producidos
pueden ser recogidos. Figura adaptada de Grimm y col., 2002 [222].
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El genoma recombinante de AAV puede persistir durante largos periodos de tiempo en
algunos érganos luego de la transduccion, como el higado o el musculo esquelético, por
lo que se puede lograr una expresion estable y a largo plazo de una gran variedad de
transgenes. Sin embargo, al carecer de los genes virales (en particular el gen rep), el
genoma del AAV recombinante no puede integrarse en el genoma celular, y por lo tanto
su estabilidad en las células no se debe a este proceso. Se ha descrito que la presencia
del ADN simple hebra del rAAV en la célula transducida es muy transitoria, ya sea
porque es eliminado por nucleasas o porgue se convierte rapidamente a ADN de doble
hebra tras la desencapsidacion de la particula viral [226]. La formacién de ADN de doble
hebra es un paso decisivo para la conversion del ADN de rAAV hacia un estado
transcripcionalmente activo, y existen dos maneras en que esto puede ocurrir: la sintesis
de novo de la cadena complementaria de un genoma recombinante a partir del extremo
3’ del genoma, en el ITR, o el apareamiento inter-molecular de dos genomas de
polaridades opuestas (esto es posible ya que ambas polaridades del genoma se
empaguetan correctamente) [223].

Posteriormente, estos ADN doble hebra pueden generar formas circulares de ADN
(episomas) a través de la recombinacion intramolecular de sus ITRs, o concatémeros
lineales a partir de la recombinacion intermolecular de los ITRs. Los episomas también
pueden generar concatémeros de alto peso molecular a lo largo del tiempo [227,228].
Estas formas de ADN extracromosémico constituyen moldes de ADN
transcripcionalmente activos, y son los responsables de la expresion sostenida del
transgén. Ademas, en el higado también puede encontrarse una pequefa parte del
genoma recombinante del AAV integrado en el ADN cromosémico (un porcentaje menor
al 10% del total) [229]. Sin embargo, esta integracién es un proceso pasivo dependiente
de la preexistencia de rupturas cromosomicas y de enzimas de la célula encargadas de
la reparacion de estos dafios en el ADN mediante la union de extremos no homologos.
La integracién en el genoma celular es una desventaja porque puede generar la
inactivacion de genes necesarios para la célula o la desregulacién de genes supresores
de tumores. Sin embargo, los potenciales problemas relacionados con la integracién del
genoma del rAAV, al ser dependientes de los procesos que ocurren en la célula, son
menores que los que ocurren con la integracion autonoma de los retrovirus, lo que les
da mayor seguridad para su uso en la terapia [223].

En la clinica, se encuentra aprobado por la EMA el tratamiento con un rAAV para la
deficiencia de la lipoprotein-lipasa (Glybera®), y recientemente la FDA aprobé el
tratamiento con un rAAV en pacientes con distrofia retinal debido a mutacién bialélica
del gen RPEG65 (Luxturna). Ademas, muchos otros rAAVs con potencial terapéutico se
encuentran en distintas fases de ensayos clinicos [220].

En esta tesis se propone utilizar un vector de AAV para lograr la expresion de un
nanobody inhibidor de la unibn PD-1/PD-L1 en las células del propio individuo. Esto
puede conferir dos ventajas principales con respecto a la administracion sistémica del
mismo nanobody en forma de proteina recombinante: 1) se podria concentrar la
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expresion del nanobody en el sitio de interés disminuyendo significativamente sus
niveles en suero, lo que puede conferir proteccion frente al desarrollo de efectos
adversos a nivel sistémico (como es el caso de los anticuerpos convencionales que se
administran por via intravenosa), y 2) se puede lograr una expresion prolongada del
nanobody sin necesidad de administrar repetidas dosis del agente terapéutico.

Ademas, otra ventaja que confieren los vectores de terapia génica es que otorgan cierta
libertad para su modificacién, segun los objetivos que se deseen alcanzar o los
problemas que se deban resolver. En este aspecto, el Centro de Investigacion Médica
Aplicada (CIMA) de la Universidad de Navarra (Pamplona, Espafia) posee amplia
experiencia en el desarrollo de distintas variantes de rAAVs que presentan diferentes
propiedades en cuanto a su biodistribucion y la expresion del transgén. Algunas de las
modificaciones que se podrian plantear a futuro para el mejoramiento del tratamiento
con rAAVs codificantes para nanobodies son: 1) modificar el tropismo natural del vector
viral evaluando distintos serotipos de rAAVs, para promover la transduccion de las
células del entorno tumoral [230], 2) explorar diferentes rutas de administracion de los
vectores virales para favorecer la transduccion de células en el sitio de interés [231,232],
3) utilizar promotores especificos de las células del érgano afectado, permitiendo la
expresion del nanobody Unicamente en el sitio tumoral [233,234], y 4) generar sistemas
de expresion inducibles a partir de promotores que se activen en presencia de una
molécula inductora, permitiendo la regulacién de la expresién del nanobody en caso de
gue se presenten efectos adversos o de que se logre la eliminacién completa del tumor
[235].
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1.7 Objetivo general

Generar nanobodies bloqueantes de la union PD-1/PD-L1 que posean potencial
actividad antitumoral, y evaluar su eficacia terapéutica en un modelo murino de cancer,
promoviendo la expresion localizada de estos nanobodies en el sitio tumoral a través de
un vector viral de terapia génica.

1.7.1  Objetivos especificos

1) Seleccionar nanobodies especificos contra PD-1 y PD-L1 (variantes de humano y de
ratén), mediante la técnica de phage display, a partir de bibliotecas de nanobodies en
fagos filamentosos obtenidas de llamas inmunizadas.

2) Evaluar la capacidad de los nanobodies seleccionados en el punto 1 de bloquear la
unién PD-1/PD-L1 en ensayos in vitro.

3) Generar plasmidos que contengan el genoma recombinante de AAV y que codifiquen
para los nanobodies bloqueantes de la unién PD-1/PD-L1 de raton, y verificar la correcta
expresion de los nanobodies a partir de estos vectores en células de mamifero in vitro.

4) Evaluar la eficacia antitumoral de los nanobodies inhibidores de la union PD-1/PD-L1
en un modelo murino de cancer, administrandolos en forma sistémica como proteina
recombinante o codificados a partir de vectores de AAV.
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2. Materiales y métodos

2.1 Produccién de ectodominios recombinantes de PD-1y PD-L1

Los plasmidos para la expresion de los ectodominios de hPD-1, mPD-1y hPD-L1 fueron
cedidos por el Dr. Steven Almo (Albert Einstein College of Medicine, Nueva York,
EE.UU.), cuyo grupo ha trabajado en la generacion de las estructuras cristalograficas
de dichas proteinas [96]. Se realiz6 la produccién de los ectodominios recombinantes
siguiendo el protocolo descrito por Zhang y col.,, 2002 [236], que se comentara a
continuacién, incluyendo algunas modificaciones.

Los vectores pET3a (Novagen, #69418) conteniendo el ADNc de los ectodominios
mencionados anteriormente fueron transformados en células BL21(DE3) (Novagen,
#69450) para la produccibn de las proteinas recombinantes. Las bacterias
transformadas fueron crecidas a 37°C con agitacion en medio LB (ver Tabla VIII)
suplementado con ampicilina (Sigma-Aldrich, #A9518) hasta una densidad éptica a 600
nm (ODeoonm) de 0,5-0,7 UA, tras lo cual fueron inducidas con isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG, Sigma-Aldrich, #15502) a una concentracion final de 1 mM,
para promover la expresion de las proteinas recombinantes. Posteriormente, el cultivo
bacteriano se incub6 durante 3 hs bajo las mismas condiciones, tras lo cual se centrifugo
(5.000 x g, 20 min, 4°C). El precipitado celular fue resuspendido con buffer de lisis (10
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 25% sacarosa, 1 mM de &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y 10 mM ditiotreitol (DTT), pH 8,0), y posteriormente sonicado manteniendo las
bacterias en frio, durante 15 min (amplitud 60%, ciclos de 10 s pulso/10 s pausa).

Los ectodominios recombinantes se expresan en cuerpos de inclusion, por lo tanto, tras
la lisis de las bacterias se centrifugé (10.000 x g, 15 min, 4°C) y el precipitado,
conteniendo los cuerpos de inclusion, fue lavado 3 veces con buffer A (10 mM Tris-HCI,
100 mM NacCl, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 8,0), y un ultimo lavado
con el mismo buffer sin Triton X-100. Los cuerpos de inclusion se solubilizaron con buffer
B (10 mM acetato de sodio, 6 M clorhidrato de guanidina, 5 mM EDTAy 1 mM DTT, pH
4,6). Posteriormente, se centrifugo (15.000 x g, 15 min, 4°C) y el sobrenadante se filtr6
por 0,45 um (Millipore, #SLHVO33R).

La concentracion proteica total obtenida en el sobrenadante se estim6 midiendo la
absorbancia a 280 nm, utilizando el coeficiente de extincién teérico de 16.500 M*cm™.
Luego, las proteinas fueron renaturalizadas por el método de dilucién: 16 mg de proteina
se diluyeron en 16 mL de buffer C (10 mM acetato de sodio, 6 M clorhidrato de guanidina,
5 mM EDTA, pH 4,6), y pequefias alicuotas de esta dilucion se adicionaron mediante
goteo (a un flujo de 0,5 mL/hora) a 1 L de buffer de renaturalizacion (100 mM Tris-HCI,
0,4 M arginina-HCI, 1 mM EDTA, 5 mM cisteamina, 0,5 mM cistamina, pH 8,5), a 4°C
con agitacién, hasta completar los 16 mL.
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El grado de pureza de los ectodominios fue determinado por SDS-PAGE con tincion con
azul de Coomassie (ver Tabla VII). Se concentraron las muestras de proteina utilizando
una columna de AMICON (Millipore, #UFC905008), y se dializaron (membrana de
dialisis de Sigma-Aldrich, #D9277) contra buffer Tris (10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH
8,0). Las alicuotas de cada proteina recombinante, a una concentracién aproximada de
2 mg/mL, fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior uso.

2.2. Biotinilacion quimica de los ectodominios de PD-1y PD-L1

La biotinilacion quimica de los ectodominios recombinantes de PD-1 (humano y murino)
y hPD-L1, producidos en el punto 2.1, fue realizada utilizando el reactivo comercial
Sulfo-NHS-biotina (Thermo Scientific, #21217).

Se utilizaron dos condiciones diferentes de biotinilacion: con exceso de 4 o de 20 veces
del reactivo Sulfo-NHS-biotina con respecto a los moles de los ectodominios
recombinantes utilizados. Antes de comenzar la reaccion de biotinilacion, los
ectodominios recombinantes purificados fueron dializados contra buffer fosfato salino
(PBS).

Para la reaccioén de biotinilacién, se preparé una solucion del reactivo Sulfo-NHS-biotina
a 10 mM en PBS e inmediatamente se agreg6 el volumen necesario de la misma a los
ectodominios recombinantes en PBS, segun los moles necesarios calculados. Se incub6
durante 2 hs en hielo y luego la mezcla se dializé contra PBS para eliminar el exceso
del reactivo comercial.

Para evaluar la incorporacion de las moléculas de biotina a las proteinas, se analizaron
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF utilizando el equipo MALDI-TOF
Microflex (Bruker Daltonics, Billerica, MS, EE.UU.), con laser de nitrégeno de 337 nm,
en modo positivo lineal. La calibracién se realiz6 con mezcla de proteinas estandar
comercial (Bruker Daltonics). En el momento del analisis se mezclé 1 yL de cada
muestra con 1 pL de solucion de matriz (acido sinapinico 10 mg/mL, en 1:1
acetonitrilo:agua 0,1% &cido trifluoroacético). La muestra y la solucion de matriz se
mezclaron en placa de 96 spots para MALDI (Bruker Daltonics) y se dejo secar a
temperatura ambiente (T amb) durante 15 min. El laser se disparé en cinco zonas
diferentes del spot correspondiente a cada muestra realizando 100 shots individuales,
acumulando 500 shots por muestra, con 50% de intensidad del laser.

2.3. Mantenimiento de lineas celulares

A lo largo de esta tesis se utilizaron distintas lineas celulares de mamifero,
manteniéndose en condiciones estandares de cultivo (37°C, 5% CO.), y utilizando los
medios de cultivo adecuados segun la linea celular (ver Tabla ).
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Todas las lineas celulares empleadas son comerciales excepto la linea HEK-293/hPD-
L1E, la cual expresa en su superficie hPD-L1 de forma estable. Esta linea fue provista
por el CIMA, donde fue generada a partir de la infeccion de células HEK-293 con un
vector lentiviral de segunda generacion codificante para el ADNc completo de hPD-L1,
y la posterior seleccién de clones que expresaran hPD-L1 en forma estable (aislados
por dilucién limite), agente de seleccion
correspondiente (neomicina). En concreto, la linea proviene del crecimiento y expansion
de uno de dichos clones.

mediante cultivo en presencia del

Todas las lineas celulares utilizadas son adherentes y tienden a formar monocapas.
Para el mantenimiento de las células en cultivo durante varios dias o para su expansion,
se crecieron las mismas hasta que éstas alcanzaran cierta confluencia (entre 60 y 90%,
dependiendo de la linea celular), y luego se procedié a realizar los pasajes de las
mismas. Para ello se utilizé una solucion de tripsina 0,05%-EDTA 0,5 mM en PBS, la
cual se incub6 durante un par de minutos hasta observar el desprendimiento de la
monocapa de células. A continuacion, se inactivo la tripsina mediante el agregado de
medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (SFB, Gibco, #10437028) al 10%.
Las lineas celulares mas susceptibles a la tripsina (CT26, MC-38, HEK-293/hPD-L1F)
se centrifugaron para eliminar el medio conteniendo esta enzima, mientras que el resto
se dividieron diluyendo la tripsina con medio de cultivo (HEK-293, HuH7, BHK-21). Las
células se diluyeron en un volumen final de 3 a 10 veces el inicial para luego dividirlas
en frascos de cultivo. Para la congelacion de las células se utilizé6 una mezcla de SFB
con dimetil-sulfoxido (DMSO) al 10%.

Tabla I. Lineas celulares utilizadas y medios de cultivo para su mantenimiento. Las
concentraciones de los distintos suplementos son: L-glutamina 2 mM, P/S (mix
penicilina/estreptomicina) al 1%, neomicina 50 pg/mL, HEPES 20 mM, TPB (caldo triptosa
fosfato) al 10%, 2-mercaptoetanol 0,1 mM. Los medios de cultivo utilizados, asi como los distintos
suplementos, pertenecen a Gibco (Thermo Scientific).

. . Tipo de Medio de
Linea celular Origen célula cultivo Suplementos
HEK-293(T) , S i 0
(ATCC, #CRL-1573 ¢ | Hnea emprionariade iion | gpiglig) | pMEM oF B 10%, b
#CRL-11268) umano glutamina, P/S
Linea embrionaria de rifion SFB 10%, L-
HEK-293/hPD-L1E humano, transfectada en Epitelial DMEM glutamina, P/S,
forma estable Neomicina
(ATCC ?#EZR?L-ZGSS) Carc'”‘(’C“;S:gAcﬁg’/g)m“““o Fibroblasto | RPMI-1640 |  SFB 10%, PIS
o s . . SFB 5%, L-
BHK-21 Rifidn de hamster sirio . i
; Fibroblasto GMEM glutamina, P/S,
(ATCC, #CCL-10) (Mesocricetus auratus) HEPES, TPB
HuH7 Carcinoma de hepatocitos SFB 10%, L-
(Sigma-Aldrich, h P Epitelial DMEM i B
#01042712) umano glutamina, P/S
SFB 10%, L-
MC-38 Carcinoma de colon murina o glutamina, P/S,
(Kerafast, #ENH204) (cepa C57BL/6) Epitelial | RPMI-1640 HEPES, 2-
mercaptoetanol

57


https://www.atcc.org/Products/All/CRL-2638.aspx
https://www.atcc.org/Products/All/CCL-10.aspx
https://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=01042712l&Brand=Sigma

2.4. Transfecciones transitorias de células HEK-293 con PD-1y PD-L1

Las transfecciones transitorias de las células HEK-293 con PD-1 y PD-L1 se realizaron
utilizando un plasmido para expresion en células de mamifero: pEF1/Myc-His versién C
(Thermo Scientific, #vV92120), en el cual se clonaron los ADNc completos de las
proteinas que se querian expresar en las células. Este plasmido contiene el promotor
humano EF-1a (factor de elongacion 1a), el cual es de expresiéon fuerte y permite la
sobre-expresion del gen que se encuentra bajo su control (Fig. 10). Ademas, el plasmido
codifica para el gen de resistencia a la ampicilina (que permite la amplificacién del
plasmido en bacterias) y a la neomicina (para la seleccién de las células transfectadas).

Los ADNc completos (incluyendo cola citoplasmatica, region transmembrana y dominio
extracelular) de PD-1 y PD-L1 (humano y murino) fueron subclonados en el vector
pEF1/Myc-His. Dichos ADNc fueron sintetizados por la empresa IDT (Integrated DNA
technologies), segun los datos recabados en el GenBank (niumeros de acceso a
secuencias: NM_005018, X67914, NM_014143.3 y NM_021893.3 para hPD-1, mPD-1,
hPD-L1 y mPD-L1, respectivamente). Cada ADNc se adquirié clonado en un plasmido
proporcionado por la empresa citada. En el caso de hPD-L1, el ADNc fue obtenido a
partir de la linea HEK-293/hPD-L1E, mediante extraccién de ARN con el reactivo Trizol
(Invitrogen, #15596026), generacion de ADNc utilizando oligonucle6tidos de timidina
(oligo dT primer, Invitrogen, #18418012) y posterior amplificacion del ADNc de hPD-L1
con cebadores especificos. Estos resultados son parte de la tesina de licenciatura en
Bioguimica (Facultad de Ciencias-Universidad de la Republica) de Diego Pérez
Escanda, que fue realizada en nuestro laboratorio y culminada en 2016.
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Fig. 10. Mapa del vector pEF1/Myc-His utilizado para la
expresion de PD-1y PD-L1 en células HEK-293. Para el
subclonaje de PD-1 (humano y murino) se utilizaron las
enzimas de restriccion BamHI y EcoRlI, y para PD-L1 las
enzimas EcoRl y Notl.

Los subclonajes de cada ADNCc se realizaron de la siguiente manera: en el caso de PD-
1, los ADNc de las variantes humana y murina fueron amplificados a partir de los
plasmidos adquiridos utilizando un cebador directo con un sitio para la enzima BamHlI y
uno reverso con el sitio EcoRl, y en el caso de PD-L1, se utilizaron cebadores con los
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sitios de restriccion para EcoRI (cebador directo) y Notl (cebador reverso). Los
cebadores utilizados se detallan en la Tabla II.

Tras amplificar los genes por PCR, se purificaron utilizando un kit comercial (Thermo
Scientific, #K0701). Posteriormente se realizaron las digestiones con las
correspondientes enzimas de restriccion a partir de 10-15 pg de ADN purificado.

Las reacciones de digestion se llevaron a cabo de forma individual debido a que no eran
compatibles. Cada digestion se realizé durante al menos 4 hs a 37°C, con un exceso de
unidades de enzima de 5 veces con respecto a la cantidad de ADN. En el caso del ADNc
de PD-1 (humano y murino), primero se digiri6 con EcoRI (NEB, #R0101), y luego de
purificar mediante kit, se realiz6 la digestion con BamH| (NEB, #R0136). El producto
final de estas digestiones fue corrido en un gel de agarosa 1% y se purifico la banda de
ADN utilizando un kit comercial (Thermo Scientific, #K0691). En el caso del ADNc de
PD-L1 el proceso fue similar: primero se realizé la digestion con EcoRl y luego con Notl
(NEB, #R0189).

Para la preparacion del vector pEF1/Myc-His para los clonajes, se digirieron 30 ug de
vector con EcoRl a 37°C durante toda la noche (O/N, del inglés: “overnight”), se purificd
el ADN obtenido y posteriormente se realizo la digestion con BamHI o con Notl, durante
6 hs a 37°C. Los productos de las dos digestiones dobles fueron purificados con kit
comercial tras ser corridos en un gel de agarosa 1%. Por ultimo, las dos versiones del
vector fueron tratadas con la desfosforilasa rSAP (NEB, #M0371) para disminuir la
religacion del vector, segun las instrucciones de la casa comercial.

Tabla Il. Cebadores utilizados para la amplificacion de los ADNc de PD-1y PD-L1 para su
subclonaje en el vector pEF1/Myc-His. Los sitios de corte de las enzimas de restriccion
empleadas se encuentran subrayados.

Cebador Secuencia (5’ - 3’)

hPD-1 directo (BamHI) GGATCCATGCAGATCCCACAGGCGCC

hPD-1 reverso (EcoRl) GAATTCTCAGAGGGGCCAAGAGCAGTG

mPD-1 directo (BamHI) GGATCCATGTGGGTCCGGCAGGTA

mPD-1 reverso (EcoRl) GAATTCTCAAAGAGGCCAAGAACAATGTCC
hPD-L1 directo (EcoRlI) GAATTCATGAGGATATTTGCTGTCTTTATATTCATGACC
hPD-L1 reverso (Notl) GCGGCCGCTTACGTCTCCTCCAAATGTGTATCAC
mPD-L1 directo (EcoRl) GAATTCATGAGGATATTTGCTGGCATTATATTCACAG

mPD-L1 reverso (Notl) GCGGCCGCTTACGTCTCCTCGAATTGTGTATCATTTCGG

Las ligaciones del vector con los insertos se realizaron con 200 ng de vector y con una
relacion inserto:vector de 3:1, en 10 L finales de reaccion utilizando la enzima T4 ADN
ligasa (Invitrogen, #15224). Las ligaciones fueron realizadas a 22°C durante 1 hora, y
luego se inactivé la enzima incubando la mezcla a 65°C durante 10 min. A continuacion,
se utilizé 1 pL de la ligacién para transformar bacterias competentes BL21(DES3).
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Se seleccionaron 12 colonias de cada ligacion para chequear la presencia de inserto
por PCR. Se hicieron maxipreps a partir de una de las colonias positivas obtenidas y los
subclonajes en el nuevo plasmido se verificaron por digestion con las enzimas de
restriccion utilizadas durante el proceso.

Para la puesta a punto de las transfecciones de las células HEK-293, se utiliz6 un
pladsmido conteniendo el ADNc de la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el promotor
de citomegalovirus (CMV). Esto permite estimar facilmente la eficiencia de transfeccion
mediante la observacion directa de las células en un microscopio de fluorescencia, o
analizando la fluorescencia de las mismas por citometria de flujo. Las transfecciones se
pusieron a punto tanto en placas de cultivo de 6 pocillos (Greiner, #657185) como en
placas circulares de 15 cm de diametro (p150, Sigma-Aldrich, #CLS430599), variando
para cada caso la cantidad de células plagueadas, la concentracion final agente de
transfecciéon y la cantidad ADN (plasmido codificante para GFP). El agente de
transfeccién utilizado en este caso fue el polimero cationico lineal polietilenimina (PEI)
de 25 kDa (Polysciences, #23966). También se realiz6 un seguimiento de la expresion
de GFP durante los tres dias siguientes a la transfeccion a través de la observacion de
las células en el microscopio de fluorescencia, para establecer el pico de expresion de
la proteina.

Las condiciones éptimas de transfeccion a pequefia escala realizadas en placas de 6
pocillos se utilizaron para generar transfectantes para las rondas de panning sobre
células (seccién 2.6). Para el screening de clones positivos (seccién 2.7), se generaron
stocks de células transfectadas con alta expresion de la proteina de interés, mediante
transfeccién de 4-6 placas p150, y posterior congelacién de las mismas a -80°C en SFB
con 10% de DMSO, hasta el momento de su utilizacion en ensayos de citometria de
flujo.

2.5. Inmunizacion de llamas y generacién de bibliotecas de nanobodies
en fagos filamentosos

I. Inmunizaciones: Durante este proyecto se generaron tres bibliotecas de nanobodies
en fagos filamentosos a partir de tres llamas (Lama glama) hembras adultas
inmunizadas con distintos antigenos. De aqui en mas, se denominara a cada biblioteca
segun el orden cronolégico en el que fueron generadas (ver Tabla Il1).

El protocolo de inmunizacion de las llamas fue aprobado por el Comité de Etica en el
Uso de Animales del Parque Lecocq - IMM (protocolo denominado: “Inmunizacién de
llamas (Lama Glama) para la preparacion de bibliotecas de anticuerpos”). La
manipulacion de los animales fue llevada a cabo por veterinarios del Parque Lecocq.
Las inmunizaciones se realizaron por via subcutanea.

El cronograma de inmunizacion cuando se utilizaron las proteinas recombinantes
(bibliotecas 1 y 2) consté de 4 dosis, separadas entre si por 3 semanas, con
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aproximadamente 600 ug de proteina por dosis en adyuvante incompleto de Freund
(Sigma-Aldrich, # F5506). Una semana luego de la Gltima dosis se recolectaron 150-200
mL de sangre del animal inmediatamente adicionada con un volumen de anticoagulante
(citrato de sodio al 3,8%) cada 4 volumenes de sangre, para generar la biblioteca.

En el caso de la biblioteca 3, el cronograma de inmunizacion fue diferente: se
administraron 3 dosis de las células en suero fisioldgico, las primeras dos con las células
HEK-293/hPD-L1E (60 millones de células/dosis), y la Gltima con una combinacién de
células HEK-293/hPD-L1Ey CT26 (50 millones de células de cada linea celular). La linea
celular CT26 proviene de carcinoma de colon murino y expresa constitutivamente mPD-
L1 [237]. Al igual que para las bibliotecas previas, se recolect6é sangre de la llama para
generar la biblioteca luego de una semana de la Ultima dosis.

Tabla lll. Cronograma de inmunizacién de las llamas para la generacion de las distintas
bibliotecas de nanobodies empleadas en esta tesis.

- . . o Dosis Cantidad de
Biblioteca Antigeno de inmunizacion o : .
administradas antigeno/dosis
1 Ectodominio recombinante de PD-1 humano 4 600 ug
Ectodominios recombinantes de PD-1 600 pg de cada
2 X 4 .
murino y PD-L1 humano antigeno
Linea celular HEK-293/hPD-L1E 3 5 x107 - 6x107 células
3
Linea celular CT26 1 5x107 células

Las respuestas de las llamas a los antigenos se evaluaron a lo largo del proceso de
inmunizacién mediante ELISA, midiendo el titulo de anticuerpos totales contra el
antigeno que se us6 en la inmunizacién, empleando un anticuerpo policlonal de conejo
contra IgG de llama.

En el caso de la llama inmunizada con las lineas celulares, se realiz6 una extracciéon de
las proteinas de las células utilizadas utilizando el detergente no-iénico Triton X-100, el
cual es capaz de solubilizar las proteinas de membrana. La extraccion de las proteinas
se realiz6 incubando las células (aproximadamente 2x107 de cada linea celular) con 1
mL de Triton X-100 1% en PBS durante 30 min a T amb, y luego sonicandolas en frio
durante 5 min (amplitud 40%, ciclos de 5 s pulsos/5 s pausa). Posteriormente se
centrifugd a 20.000 x g (20 min, 4°C), y el sobrenadante (conteniendo la fracciéon
proteica) se separod y se guardoé para utilizar en el tapizado de los pocillos de la placa de
microtitulaciéon. De esta manera se analiz6 el titulo de anticuerpos de la llama contra las
fracciones proteicas totales obtenidas de ambas lineas celulares.

Il. Generacion de bibliotecas: Para la generacién de las bibliotecas, los leucocitos
mononucleares de sangre periférica fueron purificados mediante separacién por
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, #10771), a partir de la sangre
recolectada al final de las inmunizaciones. La extraccion de ARN total de dichos
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leucocitos se llevo a cabo empleando el reactivo Trizol (Ambion, #15596-026) a partir
de 4x107 células segun las instrucciones del fabricante. EI ADNc fue sintetizado
empleando un kit de RT-PCR (Invitrogen, #18080-051) y el cebador reverso JH (Tabla
IV). Los fragmentos de ADN que codifican para los VHHs fueron amplificados por PCR
usando un mix de 3 cebadores directos (VH1, VH3y VH4) y el cebador reverso genérico
JH (ver Tabla IV). Tanto los cebadores directos como el reverso contienen sitios de
restriccion para la enzima Sfil, que al ser digeridos generan extremos cohesivos no
complementarios entre si, permitiendo el clonaje de los nanobodies de forma dirigida
como se explicé previamente (seccion 1.5.3).

Tabla IV. Cebadores utilizados para la amplificacion de las secuencias de los nanobodies.
Se utiliz6 un mix de cebadores directos que amplifica para las distintas familias de nanobodies
(VH1, VH3 y VH4) y un cebador reverso genérico (JH). Todos los cebadores contienen un sitio
de restriccion para Sfil (subrayado).

Cebador Secuencia (5’ - 3)
CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAG
VHI TCTGG
CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGGTGGAG
VH3
TCTGG
CATGCCATGACTCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAG
VH4
TCGGG
JH CCACGATTCTGGCCGGCCTGGCCTGAGGAGACRGTGACCTGGGTCC

Los ADNc de los nanobodies obtenidos mediante la amplificacion con los distintos
cebadores fueron clonados en el vector fagémido pComb3X (Creative Biogene,
#VPT4012), cedido gentiimente por el Dr. Barbas (The Scripps Research Institute, La
Jolla, EE.UU), tras su digestion con Sfil (NEB, #R01235).

Para la ligacion de los nanobodies con el vector pComb3X se utilizé gran cantidad de
ADN (12 pg de vector y 4 ug de insertos), y se realizo a 22°C O/N, tras lo cual se inactivo
la enzima T4 ligasa (Invitrogen, #15224). La mezcla de ligacion fue precipitada utilizando
300 mM de acetato de sodio, 10 ug de glicégeno y 2 volumenes de etanol absoluto. Se
incubd O/N a -80°C, y al dia siguiente la mezcla se descongel6 y centrifugé a 20.000 x
g (20 min, 4°C). Se descarto el sobrenadante y el precipitado se lavo cuidadosamente
con etanol absoluto, se centrifugd nuevamente descartando el sobrenadante, y el
precipitado final de ADN se sec6 y resuspendio en 20 pL de agua.

El vector ligado con los genes de los nanobodies fue electroporado en células
electrocompetentes de elevada eficiencia E. coli ER2738 (Lucigen, #60522). Las células
transformadas fueron inmediatamente resuspendidas en medio SOC (ver Tabla VIII)
alcanzando un volumen final de 10 mL, y se incubaron a 37°C con agitacion. Al cabo de
1 hora se tomé una alicuota del cultivo para titular el nUmero de colonias transformadas
y evaluar asi la diversidad de la biblioteca obtenida.
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El resto del cultivo de bacterias transformadas se utilizé para la producciéon de fagos,
empleando el fago helper M13KO7 (Invitrogen, #18311019). Para ello, el cultivo se
diluyé a 50 mL finales de medio SB (ver Tabla VIII) adicionado con ampicilina a 33
Ma/mL, se dividié en 4 matraces pequenos (de 50 mL) y se incubd a 37°C con agitacion
durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, se agregé el resto de la ampicilina hasta
obtener una concentracion final de 100 ug/mL, y se incubd otra hora en las mismas
condiciones. Luego, se transfirié el contenido de los matraces a un matraz grande (de 2
L), se agregaron 350 mL de SB-ampicilina 100 yg/mL y 10*? particulas de fago helper
M13KO?7. El cultivo se incub6 durante 2 hs a 37°C con agitacion, tras lo cual se adicioné
el antibiético kanamicina (Sigma-Aldrich, #60615) a una concentracion final de 70
Mg/mL, para la seleccion de las bacterias infectadas con el fago helper. Se incubé a
37°C con agitacion O/N, y al dia siguiente se realiz6 la precipitacién de los fagos
producidos.

Para la precipitacion, primero se centrifug6 el cultivo 2 veces consecutivas (6.000 x g,
15 min cada centrifugacion, 4°C), separando el sobrenadante en ambos casos y
descartando los precipitados. Luego de la segunda centrifugacion, el sobrenadante se
incubd con 0,2 volimenes de una solucion de polietilen-glicol 8.000 (PEG-8000, Sigma-
Aldrich, #1546605) al 20% y NaCl 2,5 M, durante 1 hora en hielo. Posteriormente se
centrifugd a 12.000 x g (20 min, 4°C). El precipitado (conteniendo los fagos) se
resuspendié en 100 mL de PBS y se repitid el proceso de precipitacion una vez mas,
resuspendiendo el producto final con 15 mL de una solucién de seroalbumina bovina
(PBS, Sigma-Aldrich, #A2153) al 3% en PBS. Se filtr6 por 0,22 pm (Millipore,
#SLGVO033R) para eliminar restos bacterianos, y la biblioteca de fagos resultante fue
almacenada a -80°C tras adicionar inhibidor de proteasas (Roche, #13744100).

2.6. Seleccion de nanobodies especificos para PD-1y PD-L1

Para aislar nanobodies especificos contra los ectodominios de PD-1y PD-L1 a partir de
las bibliotecas generadas, se realizaron rondas de seleccién sucesivas (panning), como
se explicd en la seccidén 1.5.3. A lo largo del proyecto se utilizaron dos estrategias de
seleccion, que consistieron en la incubacion de la biblioteca con: 1) los ectodominios
recombinantes de PD-1 o PD-L1, adsorbidos en pocillos de placas de microtitulacion, o
2) las células HEK-293 transfectadas transitoriamente con los ADNc de PD-1 o PD-L1.

I. Panning sobre ectodominios recombinantes: Los pocillos de la placa de
microtitulacion (Greiner, #655081) se sensibilizaron con los ectodominios de PD-1 o PD-
L1 producidos en el laboratorio (seccion 2.1), O/N a 4°C. El nimero de pocillos
sensibilizados y la concentracion de proteina utilizada variaron segin el panning. Luego
de la sensibilizacion, los pocillos se bloquearon con 300 uL de BSA 1% en PBS durante
1 hora a T amb. Después de lavar con PBS-Tween 0,05% (PBS-T), los pocillos se
incubaron durante 1 hora a T amb con agitacion con 100 pL de la biblioteca (en la
primera ronda de panning), o con 100 puL del output amplificado de la ronda de panning
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anterior (en las rondas sucesivas). Luego de la incubacion con los fagos, se realizaron
3 tandas de 8 lavados cada una con PBS-T, separadas por 5 min de incubacion con
agitacion a T amb, para eliminar los fagos sin especificidad por la proteina utilizada en
el panning. Posteriormente se eluyeron aquellos fagos especificos incubando cada
pocillo con 100 pL de tripsina (Sigma-Aldrich, #T4799) a 10 mg/mL en buffer Tris-salino
(TBS, ver Tabla VII) durante 30 min a 37°C. Luego de pipetear 20 veces vigorosamente
el contenido de los pocillos, se separ6 el eluido y se le adicion6 10 pL de inhibidor de
tripsina (Sigma-Aldrich, #T9253) a 100 mg/mL en TBS. El output obtenido se utiliz6 para
su amplificacién, cuantificacion o screening de clones especificos para la proteina de
interés. Los procedimientos para la amplificacion y la cuantificacion de los outputs se
explicaran mas adelante en esta misma seccion (puntos lll y V). Las estrategias para el
screening de clones positivos se explicaran en la seccién 2.7.

Il. Panning sobre células HEK-293 transfectadas: En este caso los pannings se
realizaron en microtubos, en donde se incubaron los fagos en presencia de las células.
Para estos pannings se utilizaron tanto células HEK-293 transfectadas con PD-1 o PD-
L1 (que se denominaran células HEK-293 “positivas”), como células HEK-293 sin
transfectar. Previo a comenzar el panning, las células se recogieron de la placa de
cultivo y se lavaron con PBS. Se resuspendieron a 107 células/mL en buffer de citometria
frio (FCB, ver Tabla VII)

En primer lugar, la biblioteca o el output amplificado de la ronda de seleccién anterior,
se pre-incubd con células HEK-293 sin transfectar, de manera de eliminar los fagos que
se unen a componentes propios de la célula. Tras 1 hora de incubaciéon a T amb con
rotacidn, se centrifugd a 500 x g por 5 min y el sobrenadante (conteniendo los fagos que
no se unieron a las células HEK-293) se separé y se incub6 con las células HEK-293
positivas para el antigeno, durante 1 hora en las mismas condiciones. Posteriormente,
se centrifugaron las células y se realizaron 4 lavados con 1 mL de FCB en cada uno.
Por ultimo, el precipitado de células se resuspendié con 150 pL de tripsina a 10 mg/mL
en TBS, y se incub6 30 min a 37°C con agitacién. Se adicionaron 15 uL de inhibidor de
tripsina a 100 mg/mL en TBS, se centrifugé a 20.000 x g por 1 min y se separé el
sobrenadante conteniendo los fagos eluidos.

lll. Amplificacion de los outputs: Previo a comenzar con la amplificacion, se separé
una alicuota de cada output para su titulacion, como se describe en el punto IV. La
amplificacion se realiz6 de forma similar a la descrita para la produccion de fagos
durante la construccién de la biblioteca (seccién 2.5, punto II).

Para amplificar el output de una ronda de panning y utilizarla en la siguiente, se incub6
150-300 pL del output con 2 mL de E. coli ER2738 (previamente crecidas en SB hasta
una ODgoonm de 0,8-1 UA), a 37°C durante 30 min sin agitacion, permitiendo asi la
infeccion de las bacterias por las particulas virales. Posteriormente el cultivo se diluy6
hasta un volumen de 12 mL finales con SB-ampicilina a 33 pg/mL y se incubé a 37°C
con agitacion (250-300 rpm) durante 1 hora, para luego adicionar ampicilina hasta una
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concentracion final de 100 pg/mL e incubar 1 hora mas en las mismas condiciones.
Posteriormente se agregaron 5x10%° particulas de fago helper M13KO7, y se incub6 2
hs en iguales condiciones. Por Gltimo, se agregd kanamicina hasta una concentracion
final de 70 pg/mL, y se incub6 a 37°C con agitacién O/N. Al dia siguiente el cultivo se
centrifugd a 20.000 x g (20 min, 4°C), obteniendo las bacterias en el precipitado y los
fagos amplificados en el sobrenadante. Este Gltimo se incub6 durante 1 hora en hielo
con 0,2 volumenes de una solucién de PEG-8000 al 20% y NaCl 2,5 M para precipitar
los fagos, y tras su centrifugacion (20.000 x g, 20 min, 4°C), el precipitado de particulas
virales se resuspendié en 1 mL de PBS-BSA 3%. Para evitar posibles contaminaciones
con células bacterianas remanentes, la preparacion se filtré por 0,22 um, y se afiadi6
inhibidor de proteasas (Roche, #13744100).

IV. Titulacion de fagos: Para la cuantificacién de los outputs y de sus correspondientes
amplificados se infectaron alicuotas de 100 yL de bacterias E. coli ER2738 crecidas en
SB hasta una ODewonm de 0,8-1,0 UA, con diluciones seriadas de los fagos
correspondientes. La infeccidn se realiz6 agregando 10 L de la dilucion de fagos a 100
ML de células e incubando durante 30 min a 37°C sin agitacion. El volumen total de
células infectadas fue sembrado en placas de LB agar-ampicilina, que se incubaron a
37°C OIN. Al dia siguiente se contabilizaron las colonias obtenidas, y se calculé la
cantidad total de fagos infectivos por mL de solucién considerando el factor de dilucién
correspondiente. El titulo de fagos se expres6 como unidades formadoras de colonias
por cada 1 mL de solucién de fagos (ufc/mL).

2.7. Screening de nanobodies especificos para PD-1y PD-L1

En general, la busqueda de nanobodies que reconocieran el antigeno de interés (“clones
positivos”) se realizd tras la tercera ronda de seleccion de los distintos pannings. El
screening se realizé tanto en ELISA como en citometria de flujo, como se describe mas
adelante.

I. Produccién de nanobodies: A partir de las placas de agar de las titulaciones de la
Gltima ronda de seleccién de cada panning, se seleccionaron colonias al azar para hacer
produccion de los nanobodies a pequefia escala. Las producciones se realizaron en
bloques de cultivo de 96 pocillos (en 500 uL de cultivo) o en tubos estériles de 10 mL
(en 2 mL de cultivo).

Las bacterias fueron crecidas a 37°C O/N con agitacién en LB-ampicilina. En los bloques
de cultivo, se dejaron de 2 a 4 pocillos sin inocular para controlar la contaminacién entre
pocillos. Al dia siguiente, se hizo una diluciéon 1/100 de los cultivos a otro bloque o tubo,
dependiendo el caso, y se dejaron crecer las bacterias hasta una ODggonm de 0,5-0,8 UA,
tras lo cual se indujo la produccién de los nanobodies con IPTG 1 mM. El cultivo se
incub6 O/N a 37°C con agitacion para maximizar la cantidad de nanobody en el
sobrenadante, ya que el vector pComb3X no es un buen sistema para la produccién de
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grandes cantidades de proteina. Al dia siguiente, los cultivos fueron centrifugados a
3.500 x g (15 min, 4°C), y los sobrenadantes fueron separados para el screening de
clones positivos en ELISA y citometria de flujo.

Il. Screening en ELISA: Para los screenings en ELISA, se sensibilizaron placas de
microtitulacion (Greiner, #655081) con los ectodominios recombinantes de PD-1
(humano o murino), o PD-L1 humano producidos en el laboratorio. Los ectodominios se
adsorbieron directamente en la placa o se utilizaron sus versiones biotiniladas
capturadas por avidina (Pierce, #21121). También se incluyeron pocillos tapizados solo
con avidina o con BSA, para verificar la especificidad de los nanobodies evaluados.

El tapizado se realizé O/N a 4°C con 100 uL/pocillo de una solucién del ectodominio
recombinante o de avidina a 1 pg/mL en PBS. Al dia siguiente, los pocillos se bloquearon
con 300 pL/pocillo de BSA 1% en PBS durante 1 hora a T amb, sensibilizdndose también
los pocillos controles solo con BSA. En los casos correspondientes, se capturé el
ectodominio recombinante biotinilado en los pocillos sensibilizados con avidina, durante
1 horaa T amb, utilizando 100 pL/pocillo de una solucién a 1 pg/mL en solucion diluyente
(PBS-BSA 0,2%-Tween 0,05%). Los sobrenadantes conteniendo los nanobodies se
utilizaron a una diluciéon 1/4 en solucién diluyente, incubdndose 1 hora a T amb con
agitacion (100 uL/pocillo). Por ultimo, se incubd con un anticuerpo secundario contra el
epitope HA asociado a la peroxidasa de rabano o HRP (Roche, #12013819001), 1 hora
a T amb, y se revel6 con el sustrato TMB (ver Tabla VII). La reaccion de revelado se
incub6 un maximo de 20 min y se detuvo con una solucion de H,SO4 2 N (50 uL/pocillo).

lll. Screening en citometria: En una primera instancia se cheque6 la reactividad de los
clones contra las células HEK-293 positivas para la proteina de interés. Los clones
positivos obtenidos durante esta etapa (aquellos que reconocieron a las células HEK-
293 transfectadas), fueron posteriormente enfrentados en paralelo a las células HEK-
293 positivas para la proteina de interés y a las células HEK-293 sin transfectar como
control de especificidad de los clones.

Para la citometria, las células se recogieron de la placa de cultivo o se descongelaron
con medio atemperado, se centrifugaron, se lavaron con 10 mL de FCB, y se
resuspendieron en FCB a una concentracion de 5x10° células/mL. Se utilizaron placas
con fondo en V (Deltalab, #900012), sembrandose 50 pL de células/pocillo (250.000
células/pocillo). Se evaluaron los sobrenadantes de los clones en forma individual,
agregando 50 pL/pocillo del sobrenadante correspondiente e incubando durante 1 hora
en hielo. Posteriormente se realizaron 3 lavados con 180 pL/pocillo de FCB. Luego se
incubd con un anticuerpo secundario anti-HA marcado con el fluordforo ficoeritrina
(Abcam, #ab72564), (dilucion 1/300), durante 1 hora en hielo y cubierto de la luz. Por
Ultimo, se realizaron 4 lavados como se describié anteriormente y las células fueron
analizadas en un citobmetro de flujo (BD FACSCalibur). Como control negativo se incluyo
en todos los screenings un nanobody con especificidad irrelevante, y también se
analizaron las células marcadas solamente con el anticuerpo secundario del
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experimento. Todos los datos de citometria de flujo fueron analizados con el programa
FlowJo 7.6.5 (FlowJo LLC, Ashland, EE.UU.).

2.8. Subclonaje de nanobodies a vector de expresion procariota

Los nanobodies especificos para PD-1 y PD-L1 seleccionados en la seccion anterior,
fueron subclonados desde el vector pComb3X a un vector que permitiera mayores
niveles de expresion en sistemas procariotas.

Se utilizé un vector derivado del sistema de expresion de los vectores pET, en donde la
expresion del gen clonado se encuentra regulada por el promotor de la ARN polimerasa
T7. El plasmido se transforma en la cepa de E. coli BL21(DE3), que contiene el gen de
la ARN polimerasa T7 inserto en el genoma bacteriano, cuya expresion esta regulada
por el promotor del operén lac. Ademas, la expresion del gen blanco a partir del promotor
de la ARN polimerasa T7 también esta regulado por el promotor del operén lac, lo cual
asegura que el mismo no sea transcrito en caso de que se exprese una pequefia
cantidad de ARN polimerasa T7 de forma espontanea. En presencia de un inductor del
promotor del operdn lac, como el IPTG, se induce la expresion de la ARN polimerasa
T7 y la subsecuente expresién del gen blanco. Este sistema permite una expresion
elevada del transgén de forma muy regulada.

Los nanobodies se clonaron en el vector pINQ-OmpA (Fig. 11), el cual fue generado en
nuestro laboratorio a partir del vector pET28a(+) (Novagen, #69864-3). Contiene una la
secuencia sefial de localizacion periplasmatica OmpA en direccién 5 del nanobody, y
dos tags en direccion 3’ del nanobody, utiles para la purificacion y la deteccion del mismo
una vez expresado (una cola de seis histidinas y un epitope de HA).

Sfil (1) Sfil (2)
promotor RBS R 9§

—( 17 tacz ~O—ompA | VHH [ exHis [ HA [ stop —

Fig. 11. Diagrama esquematico del cassette de expresion del vector pINQ-OmpA. El VHH clonado
entre los sitios de corte no homologos de Sfil se expresa en forma soluble en el periplasma debido a la
secuencia sefial OmpA, y asociado a una cola de seis histidinas (6xHis) y a un epitope HA. La expresion
del VHH esta regulada por un promotor T7 inducible por IPTG.

Para el subclonaje de los distintos nanobodies, se realizaron minipreps de ADN
plasmidico a partir de las colonias aisladas utilizando un kit comercial (Thermo Scientific,
#K0503). Luego se amplificaron los genes de los nanobodies por PCR utilizando
cebadores genéricos para la amplificacién de los nanobodies independientemente de
sus secuencias, los cuales hibridan en los sitios de restriccion de la enzima Sfil (ver
Tabla V).
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El producto de la PCR fue purificado con un kit comercial (Thermo Scientific, #K0701).
Se tomaron 2,5 ug de ADN de cada clon y se digirieron con la enzima Sfil durante 8 hs
a 50°C. El producto de la digestion fue corrido en un gel de agarosa 1%, a partir del cual
se purificaron las bandas de ADN de los nanobodies utilizando un kit comercial (Thermo
Scientific, #K0691).

El vector pINQ-OmpA fue preparado para la ligacion con los nanobodies digiriéndolo
con la enzima Sfil, purificando el vector linealizado a partir de su banda en un gel de
agarosa 1% con un kit comercial (Thermo Scientific, #K0691), y desfosforilando el vector
purificado con la enzima rSAP (NEB, #M0371).

Las ligaciones se realizaron utilizando 100 ng de vector y 25 ng de nanobody (relacion
inserto:vector 3:1) y la enzima T4 ADN ligasa (Invitrogen, #15224025), durante 1 hora a
22°C. Posteriormente se transformaron bacterias E. coli BL21(DE3) con 1 pL de cada
ligacién y los cultivos se plaquearon en placas de LB agar-kanamicina, debido a que el
vector pINQ-OmpA codifica para el gen de resistencia a dicho antibiético.

Para corroborar la identidad de los clones, se seleccionaron tres colonias al azar
obtenidas a partir de cada ligacién y se realizaron producciones a pequefia escala de
los nanobodies (como se describié en la seccién 2.7), y luego los sobrenadantes
obtenidos se evaluaron en ELISA o citometria de flujo. Tras comprobar que las colonias
seleccionadas mantenian la reactividad contra su antigeno, se realizaron minipreps a
partir de las mismas para obtener las secuencias nucleotidicas de los nanobodies, y se
generaron respaldos de cada cultivo bacteriano adicionando glicerol al 20%, los cuales
fueron almacenados a -80°C.

Tabla V. Cebadores genéricos utilizados para amplificar los genes de los nanobodies.
Hibridan en el vector y en los sitios de restriccion de la enzima Sfil (subrayado), que contienen
todos los nanobodies por la forma en que fueron amplificados inicialmente.

Cebador Secuencia (5’ - 3)
Directo GTTACTCGCGGCCCAGGCGGCCATG
Reverso CCACGATTCTGGCCGGCCTGGCCTGAG

2.9. Produccion de nanobodies recombinantes a gran escala

I. Expresion de nanobodies en E. coli: Se realizaron producciones a gran escala de
distintos nanobodies a partir del vector pINQ-OmpA. Para ello, se crecié un cultivo del
nanobody en E. coli BL21(DE3) desde el dia anterior, a 37°C con agitacion, en 10 mL
de LB-Kanamicina 40 pg/mL. Al dia siguiente, los cultivos fueron llevados a 500 mL
finales de LB-kanamicina en un matraz de 2 L, realizando una dilucién 1/100 o 1/200 del
cultivo inicial. Se incubé cultivo a 37°C con agitacion hasta una ODeggonm de 0,6-0,8 UA,
tras lo cual se indujo la expresion del nanobody con IPTG a una concentracion final de
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3 UM, y se incubo durante 4 hs en las mismas condiciones permitiendo la expresion del
nanobody. Posteriormente el cultivo se centrifugd a 6.000 x g (15 min, 4°C). El
precipitado se resuspendid en PBS y se sonic6 en frio durante 15 min (amplitud 60%,
ciclos de 10 s pulsos/10 s pausa), separando luego los restos celulares por
centrifugacion (3.500 x g, 20 min, 4°C). El sobrenadante obtenido, en el cual se
encuentra el nanobody expresado de forma soluble, se filtré por 0,22 um y se purificé
mediante cromatografia de afinidad como se explica a continuacion.

Il. Purificacién de nanobodies: Los sobrenadantes obtenidos de las producciones de
nanobodies a gran escala fueron adicionados con imidazol y NaCl a concentraciones
finales de 20 mM y 300 mM respectivamente. Se purificaron por cromatografia de
afinidad utilizando una columna de Niquel-NTA (GE Healthcare, #17-5248-01) y el
equipo AKTA purification system (GE Healthcare).

Para la purificacion por afinidad, primero se equilibré la columna a utilizar con buffer A
(20 mM imidazol, 50 mM NaH.PO4, 300 mM NaCl, pH 8) y luego se cargé la muestra.
La fraccién de la misma que no quedo retenida en la columna se eluyé tras lavar con 5
volimenes de columna de buffer A (5 mL). Posteriormente, para eluir los componentes
retenidos mediante interacciones deébiles, se procedié a lavar la columna con un
gradiente de imidazol creciente utilizando distintas cantidades de buffer B (500 mM
imidazol, 50 mM NaH2PO4, 300 mM NacCl, pH 8) en buffer A. Esto consisti6é en los
siguientes lavados: 1) 5 mL de 4% de buffer B (lo que corresponde a una concentracion
final de 40 mM de imidazol), y 2) 5 mL de 6% de buffer B (50 mM de imidazol). Tras
dichos lavados se procedi6 a la elucion del nanobody, que se realizé utilizando 100%
de buffer B. El proceso se monitored mediante espectrofotometria a 280 nm vy el pico de
absorbancia obtenido durante la elucién con 100% de buffer B, que corresponde a la
fraccion proteica enriquecida en nanobody, se separd y se dializé contra PBS 1X durante
24 hs con cambios del buffer cada 6-8 hs, utilizando una membrana de dialisis de 14
kDa de tamafio de poro (Sigma-Aldrich, #D9277). Luego el nanobody se cuantificé por
espectrofotometria a 280 nm utilizando el espectrofotémetro NanoDrop™ 1000 (Thermo
Scientific). Los volimenes finales de las eluciones tras la dialisis variaron segun el clon
purificado (entre 3y 8 mL).

Las distintas fracciones obtenidas durante la purificacion se visualizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
tefiidos con azul de Coomassie. A partir de estos geles se evalué el nivel de pureza de
las fracciones correspondientes a los picos de elucién de los nanobodies.

2.10. Ensayos de ELISA de inhibicion de la unién PD-1/PD-L1

I. Ensayo de inhibicién para las variantes humanas: En este ensayo, se utilizo el
ectodominio recombinante comercial de hPD-1 fusionado al dominio Fc de IgG1 humana
(R&D Systems, #1086-PD) para tapizar la placa de microtitulacion (Invitrogen,
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#44240421), a una concentracion de 1 pg/mL en PBS O/N a 4°C (100 uL/pocillo). El
blogueo de la placa se realizé con PBS-BSA 0,5%-Tween 0,05%, durante 1,5 hsa T
amb, y luego se incubd con 100 uL/pocillo de hPD-L1-Fc biotinilado (BPS Bioscience,
#71105) a 0,2 pg/mL diluido en solucién diluyente (PBS-BSA 0,2%-Tween 0,05%),
durante 1,5 hs a T amb. Para revelar, se utilizé estreptavidina-HRP (Thermo Scientific,
#N100) en solucion diluyente, a la cual se la incub6 durante 1 hora a T amb, y por ultimo
se revel6 con una solucion de TMB (BD Biosciences, #555214) durante
aproximadamente 15 min. La reaccién de revelado se detuvo con 50 pL/pocillo de H,SO4
2 N, y la absorbancia de la placa se midié en un espectrofotometro a 450 nm (Fig. 12 A,
esquema 1).

Para evaluar la capacidad de inhibicion de los distintos nanobodies o de los controles
de inhibicion, se preincubaron los mismos junto con su antigeno. Es decir, al evaluarse
un nanobody contra hPD-1, se adicioné el mismo en el pocillo previo al paso de
incubacién con el hPD-L1. Para esto, se prepararon diluciones del nanobody al doble
de la concentracion final, y se incub6 50 pL/pocillo de esas diluciones durante 30 min a
T amb en el pocillo de ELISA tapizado con hPD-1-Fc. Posteriormente, sin descartar el
nanobody, se adicion6 el hPD-L1-Fc biotinilado (50 pL/pocillo al doble de la
concentracion final), y se incub6 durante 1,5 hs a T amb. Luego de lavar los pocillos, se
incubd con la estreptavidina-HRP y se reveld el ensayo de la forma descrita
anteriormente (Fig. 12 A, esquema 2).

Para evaluar nanobodies contra hPD-L1, se preincubaron con el hPD-L1-Fc biotinilado
durante 30 min a T amb en microtubos, mientras la placa se encontraba en el paso de
bloqueo. En este caso, se prepard volumen en exceso para luego poder transferir 100
pL de la mezcla a cada pocillo de la placa, tras lo cual se incubé por 1,5 hs a T amb,
para luego continuar con el ensayo de forma descrita anteriormente (Fig. 12 A, esquema
3).

Il. Ensayo de inhibicion para las variantes murinas: El protocolo de este ensayo es
muy similar al anterior, pero en este caso el tapizado de los pocillos se realizé con el
ligando. Las placas de microtitulacion se sensibilizaron con 100 pL/pocillo de mPD-L1-
Fc (R&D Systems, #1019-B7) a 1 pg/mL en PBS O/N a 4°C. Se bloqueé como se
describié en el ensayo anterior, y luego se incub6 con 100 pL/pocillo de mPD-1-Fc
biotinilado (BPS Bioscience, #71119) a 0,5 ug/mL en solucién diluyente durante 1,5 hs.
En este ensayo también se utilizé estreptavidina-HRP para el revelado y TMB como
sustrato (Fig. 12 B, esquema 1).

De forma similar al ensayo anterior, se realizaron las preincubaciones de los nanobodies
o los anticuerpos controles con sus correspondientes antigenos. En este caso, los
nanobodies contra mPD-L1 se preincubaron en los pocillos de la placa (Fig. 12 B,
esquema 2), mientras que los nanobodies anti-mPD-1 se preincubaron en microtubos
con su antigeno antes de ser transferidos al pocillo de la placa (Fig. 12 B, esquema 3).
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Fig. 12. Representacidon esquematica de los ensayos de ELISA de inhibicion de la union PD-1/PD-L1
realizados. Se utilizaron los ectodominios recombinantes comerciales de las variantes humanas (A) y
murinas (B). En cada ensayo, uno de los ectodominios fue utilizado en su version biotinilada, lo que permitid
la deteccion de la union PD-1/PD-L1 mediante estreptavidina conjugada a HRP (A y B, esquema 1). Se
evaluaron nanobodies contra PD-1 y PD-L1, asi como controles de inhibicién, preincubando los mismos
con sus correspondientes antigenos. Los nanobodies capaces de inhibir la union PD-1/PD-L1 al unirse a su
antigeno generaran una disminucion en la sefial del ensayo, al desplazar el PD-1 o PD-L1 biotinilado (A y
B, esquemas 2y 3).

2.11. Reactivacion de células T de raton in vitro utilizando nanobodies

En este experimento se purificaron células T de raton a partir del bazo y se activaron in
vitro con anticuerpos agonistas de CD3 y CD28. Se utiliz6 mPD-L1-Fc comercial (R&D
Systems, #1019-B7) como estimulo inhibitorio durante la activacién de las células. Se
evalud la capacidad de los nanobodies especificos para PD-1 o PD-L1 de raton de
neutralizar la inhibicion de las células T mediada por mPD-L1-Fc.

Los nanobodies utilizados fueron tratados previamente con una resina para la
eliminacion de endotoxinas bacterianas (Thermo Scientific, #88274), luego de ser
purificados por cromatografia de afinidad.

I. Purificacién de células T: Se sacrificaron ratones de la cepa C57BL/6 para extraer
los bazos en condiciones de esterilidad, y se sumergieron en PBS (10 mL/bazo).
Posteriormente se machacaron los bazos sobre un filtro de 70 yM para separar las
células. Las células se centrifugaron (150 x g, 5 min, 4°C) y se resuspendieron con 2
mL de buffer de lisis (NH4CI 0,15 M, KHCO3; 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,4). Se incubd
2 min a T amb, agitando levemente, para lisar los globulos rojos. Tras un lavado con
PBS, las células fueron resuspendidas en PBS a la concentracion recomendada para la
purificacién (107 células en 40 pL).
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La purificacion de las células T se realiz6 utilizando un kit comercial (Miltenyi Biotec,
#130-095-130), que permite el aislamiento de las mismas por seleccion negativa
evitando su activacion durante el proceso. Brevemente, se adiciond el mix de
anticuerpos biotinilados especificos para marcadores de distintas células, excepto de
células T (70 plL/bazo), incubandose en hielo por 5 min. Luego se agreg6é PBS (210
puL/bazo) y particulas magnéticas conjugadas a un anticuerpo monoclonal anti-biotina
(140 pL/bazo), y se incubé en hielo por 10 min. Luego del marcaje, las células se lavaron
con unos 10 mL de PBS, se centrifugaron y se resuspendieron en buffer AutoMacs (PBS
adicionado con: SFB 0,5%, EDTA 2 mM y antibidticos P/S 1%), en un volumen de 500
pL/bazo.

Para la separacién de las células marcadas, se empled el equipo autoMACS Pro
Separator utilizando el programa recomendado por el kit comercial. Luego de la
purificacién, se obtuvieron dos tubos: el primero, enriquecido en células no marcadas
por los anticuerpos (es decir, las no retenidas por el equipo, donde se encontraran las
células T), y el segundo conteniendo las células marcadas por los distintos anticuerpos
del mix.

Tras recoger la fraccidén de células T, las células se centrifugaron y resuspendieron en
2 mL de medio RPMI-1640 completo (adicionado con: SFB 10%, HEPES 20 mM, L-
glutamina 2 mM vy antibiéticos 1%). Se contaron, obteniendo alrededor de 2x10’
células/bazo. A continuacion, las células fueron activadas como se describe en el
siguiente punto.

Il. Activacién de células T: Para la activacion de las células T aisladas se utilizaron
anticuerpos agonistas de mCD3 (eBioscience, #16-0032-82) y de mCD28 (eBioscience,
#16-0281-82). Se preparo la placa de cultivo de 96 pocillos con fondo en U (Thermo
Scientific, #163320) el dia anterior al ensayo, sensibilizandola con 100 pL/pocillo del
anticuerpo anti-mCD3 a 10 ug/mL, y con 100 uL/pocillo de mPD-L1-Fc (R&D Systems,
#1019-B7) también a 10 pug/mL, en PBS estéril a 4°C O/N. Al dia siguiente, se lavaron
los pocillos 3 veces con PBS estéril, y se incubaron con los nanobodies o el anticuerpo
control diluidos en 100 pL de RPMI-1640 completo a una concentracion 2,5X de la final
(ya que el volumen final por pocillo sera de 250 uL), durante 30 min en incubador (37°C,
5% CO.). Mientras tanto, se prepararon las células a una concentraciéon de 10°
células/mL, de manera de sembrar 10° células/pocillo. Por ultimo, se adicioné el
anticuerpo anti-mCD28 soluble en RPMI-1640 a una concentracion final de 1 pg/mL (50
pL/pocillo a una concentracion de 5 pg/mL).

Las células se incubaron durante 72 hs (37°C, 5% CO,), tras lo cual se recogieron los
sobrenadantes y se guardaron a -20°C hasta su andlisis.

lll. Cuantificacién de marcadores de activacion: Los sobrenadantes de cultivo
recogidos tras 72 hs de incubacién fueron analizados por ELISA para medir la
concentracion de dos marcadores de activacion: la interleuquina 2 (IL-2) y el interferén
Y (IFN-y). Para ello, se utilizaron kits de ELISA comerciales de la empresa BD
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Biosciences (mIL-2 ELISA Set: #555148, y mIFN-y ELISA Set: #555138), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

2.12. Subclonaje de nanobodies a pAAVs

Los nanobodies bloqueantes de la union PD-1/PD-L1 de raton aislados y caracterizados
en las secciones anteriores, se subclonaron en plasmidos que contienen el genoma
recombinante del virus adeno-asociado para su expresion en células eucariotas (Fig.
13). De aqui en mas se denominara a este tipo de vector “pAAV".

Los pAAVs fueron generados previamente por el grupo colaborador del CIMA, y se
diferencian entre si en los promotores bajo los cuales se encuentra el transgén. Uno de
los promotores es de origen humano, el EF1a (factor de elongaciéon 1a), mientras que
el resto es de origen viral: SFFV (del inglés: “Spleen Focus-Forming Virus”), CMV
(Citomegalovirus humano) o CAG. Este ultimo es un promotor sintético, compuesto por
el promotor de la B-actina de pollo modificado y una secuencia potenciadora temprana
de CMV [238].

Cada pAAV contiene el gen de resistencia a la ampicilina, un origen de replicacion para
la amplificacion del plasmido en bacterias y los ITRs de AAV2.

Los nanobodies fueron subclonados con un péptido sefial (SP) de exportacion al medio
extracelular en el extremo 5’ con secuencia aminoacidica: MNWGLKLVFFVLILKGVQC.
Este SP corresponde al de la cadena pesada de una IgG de hamster armenio (secuencia
obtenida en el CIMA, datos sin publicar). También se incluyé un epitope de HA para la
deteccién del nanobody en el extremo 3’.

La secuencia de uno de los nanobodies a ser clonados en estos vectores, junto con la
secuencia Kozak (para la optimizacion de la expresion en células eucariotas), el SP y el
epitope HA fueron sintetizados por la empresa IDT. Se incluyeron sitios de corte de
distintas enzimas de restriccion que se utilizaron durante el subclonaje (Fig. 14): sitios
para Sall en ambos extremos de la secuencia y para Ndel en el extremo 3’, que fueron
empleados para clonar el cassette completo a los pAAVs. En los pAAVs con promotores
CAG y CMV el subclonaje se realizo utilizando la enzima Sall, mientras que en los
pAAVs con los promotores EF1a y SFFV fue posible realizar un clonaje dirigido
empleando las enzimas Sall y Ndel.

Para el subclonaje del cassette de expresion del nanobody, se amplificd por PCR la
construccién completa utilizando cebadores especificos para el cassette completo
(Tabla VI). Luego, se realizaron las digestiones con Sall y Ndel o con Sall solamente, y
se purificé el producto de digestion a partir de un gel de agarosa 1%. Se realizaron las
ligaciones con los correspondientes pAAVs, a 16°C O/N, utilizando una relacion
inserto:vector de 5:1. Se electroporaron las ligaciones en células DH5a (Thermo
Scientific, #18265017), y las colonias obtenidas fueron chequeadas por PCR de colonia
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y por digestion de las minipreps. Luego se secuenciaron unas 3-4 minipreps de cada
construccién y por ultimo se realizaron maxipreps.
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Fig. 13. Mapas de los plasmidos generados, codificantes para el genoma recombinante de AAV2y
los nanobodies. Los plasmidos contienen los ITRs del serotipo 2 de AAV, y se diferencian entre si en los
promotores a partir de los cuales se expresan los nanobodies. Los nanobodies estan asociados a un péptido
sefial (SP) que promueve su secrecién al espacio extracelular, y a un epitope de hemaglutinina (HA) que
permite su deteccion utilizando un anticuerpo comercial.

Tras obtener estas primeras 4 construcciones, los demas nanobodies a ser clonados en
los pAAVs se introdujeron directamente sin necesidad de incluir cebadores con el SP o
con el tag HA. Para ello, sus secuencias se amplificaron por PCR a partir de las
minipreps originales en el plasmido pINQ-OmpA, utilizando cebadores con los sitios de
restriccion para Spel en el extremo 5’ y para Kpnl o Xbal en el extremo 3’ (Tabla VI). En
los pAAVs con los promotores EF1a y SFFV se utilizaron las enzimas Spel (NEB,
#R0133) y Xbal (NEB, #R0145) para el clonaje de los nanobodies, mientras que en los
pAAVs con los promotores CAG y CMV se utilizé el par Spel/Kpnl (NEB, #R0142). Los
productos de PCR se purificaron con un kit comercial (Qiagen, #28104), y luego se
digirieron con las correspondientes enzimas de restriccion. Se corrieron en un gel de
agarosa 1% y se purificaron con un kit comercial (Qiagen, #28704). Los insertos
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purificados fueron ligados con los pAAVs previamente preparados para los clonajes
(mediante digestion con las correspondientes enzimas de restriccion, purificacién por
gel de agarosa y desfosforilacién con la enzima rSAP). Se transformaron bacterias E.
coli Dh5a con alicuotas de las ligaciones, y se seleccionaron colonias al azar para
realizar PCR de colonias y chequear la presencia de inserto. Luego, se realizaron
minipreps (Qiagen, #27104) de las colonias positivas para el inserto y, en el caso del
clonaje con el par Spel/Xbal, se verifico la correcta direccion del mismo digiriendo los
plasmidos con las enzimas de restriccion utilizadas para el clonaje. Las minipreps
seleccionadas luego de estas pruebas se secuenciaron para comparar con las
secuencias originales de los nanobodies en pINQ-OmpA. Luego de comprobar las
secuencias, se realizaron maxipreps (Macherey-Nagel, #740414) de los pAAVs
codificantes para los nanobodies.

Xbal
Sall Kozak Spel KpnI Ndel Sall
- Nano —FA —

Fig. 14. Diagrama del cassette de expresion de los nanobodies en pAAVs. Esta compuesto de 5" a 3’
por: secuencia Kozak, péptido sefial (SP) para la secrecion fuera de la célula, secuencia del nanobody, y
epitope de HA. El cassette contiene sitios para distintas enzimas de restriccion para el clonaje de los
nanobodies en los pAAVs: Sall y Ndel en los extremos externos del cassette, y Spel y el par Kpnl/Xbal
flanqueando el gen del nanobody.

Tabla VI. Cebadores empleados para el subclonaje de nanobodies alos pAAVs. Los sitios
de restriccion correspondientes a las distintas enzimas se encuentran subrayados.

Cebador Secuencia (5’ - 3’)
Directo cassette-Sall GTAGTCGACGCCACCATGAACTGGG
Reverso cassette-Sall-Ndel GTAGTCGACATATGTCAGGAGGCGTAGTCGG
Directo C11-Spel GTAACTAGTGCCCAGGTGCAGCTGGTG
Directo 6p-Spel GTAACTAGTGCCGAGGTGCAGCTGGTG
Reverso-Xbal GTATCTAGATGAGGAGACAGTGACCTGGGTCC
Reverso-Kpnl GTAGGTACCTGAGGAGACAGTGACCTGGGTCC

2.13. Expresion de nanobodies en células eucariotas in vitro

Para evaluar la expresion de los nanobodies en células eucariotas se realizaron
transfecciones utilizando las construcciones de los pAAVs codificantes para los
nanobodies generados en la seccién anterior.

Las transfecciones se realizaron en placas de cultivo de 6 pocillos, utilizando dos lineas
celulares: BHK y HuH7. Se trabajé con una cantidad fija de ADN por pocillo de 2 ug.
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I. Transfecciones: La cantidad de células a sembrar fue optimizada en 2x10°
células/pocillo para las BHK y 4,5x10° células/pocillo para las HuH7, para obtener una
confluencia de 70-80% al dia siguiente. Se utilizaron los correspondientes medios de
cultivo (ver Tabla I), y las placas se incubaron O/N a 37°C y 5% CO..

Para las transfecciones, se prepararon los complejos de ADN-lipidos en microtubos
utilizando medio Opti-MEM (Gibco, #31985070). Para ello, primero se realiz6 una
dilucién de la maxiprep del pAAV codificante para el nanobody para obtener una
solucién a 0,5 ug/mL, a partir de la cual se tomaron 4 pL (2 pg) por cada pocillo a ser
transfectado con ese plasmido, diluidos en 100 pL finales/pocillo. Luego, se preparoé la
cantidad necesaria del agente de transfeccién Lipofectamina-2000 (Invitrogen, #11668).
Se utilizaron 5 L de lipofectamina diluidos en un volumen de 100 uL para cada pocillo.

Se mezclé el ADN con la lipofectamina, homogeneizando con agitacion suave, y se
incubd la mezcla durante 15 min. a T amb. Mientras tanto, se prepararon las células
para la transfeccion, descartando el medio y lavando cuidadosamente con PBS. Las
células fueron mantenidas en incubador hasta el momento de la transfeccion, con 1
mL/pocillo de medio Opti-MEM.

Luego de la incubacion para la formacién de los complejos ADN-lipidos, se diluy6 la
mezcla hasta 1 mL/pocillo, se descarté el medio de las células y se transfectaron. Las
células transfectadas se mantuvieron en el incubador durante 2 hs. Por ultimo, se retird
el medio que contenia la mezcla de transfeccion y se adicion6é 2 mL/pocillo de medio
CHO (Sigma-Aldrich, #14361C), tras lo cual las células se mantuvieron durante 48 hs
en incubador. Luego de ese tiempo, se recogieron los sobrenadantes y las células para
el andlisis de la expresion de los nanobodies utilizando distintas técnicas.

Il. Inmunofluorescencia: Se realizaron inmunofluorescencias para evaluar la eficiencia
de transfeccion de las células y normalizar la expresion de los nanobodies segun la
misma.

Previo a la siembra de las células en la placa de cultivo para las transfecciones, se
colocé un cubreobjetos en cada pocillo. Al dia siguiente, las células se transfectaron
como se describié anteriormente. Luego de 48 hs, se recogié el sobrenadante (para
analizar por ELISA y Western blot), y la placa conteniendo las células adheridas a los
cubreobjetos se coloco sobre hielo. Las células se lavaron con 2 mL/pocillo de PBS frio
adicionado con calcio y magnesio (Gibco, #14040133) 2 veces, y luego se incubaron
con 1 mL/pocillo de metanol absoluto durante al menos 10 min a -20°C para su fijacion.
Posteriormente, se descarté el metanol y se realizaron 3 lavados con 2 mL/pocillo de
PBS a T amb. Los cubreobjetos se bloquearon con 1 mL/pocillo de solucién A (PBS-
BSA 0,25%-gelatina 0,5%) durante 1 hora a T amb. Luego, se incubaron con el
anticuerpo primario anti-HA (BioLegend, #901501), diluido en soluciéon A. Se utilizaron
60 uL de la solucion de anticuerpo para cada inmunofluorescencia, colocados sobre un
parafilm, sobre el cual se ubicé el cubreobjetos (permitiendo el contacto directo entre las
células fijadas y el anticuerpo). Se incub6 1 hora a T amb en cdmara himeda, y luego
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se devolvieron los cubreobjetos a los pocillos de la placa para realizar 3 lavados con 2
mL/pocillo de solucién B (PBS-BSA 0,25%). Posteriormente, se incubd con el anticuerpo
secundario conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific, #A28175), diluido
en solucion A, 1 hora a T amb en cAmara humeda cubierto de la luz (de la misma forma
gue se realiz6 la incubacién con el anticuerpo primario). Se realizaron 3 lavados con
PBS y un ultimo lavado con H,O MilliQ, tras lo cual los cubreobjetos se dejaron secar
sobre papel absorbente, cubiertos de la luz. Por dltimo, los preparados fueron montados
sobre portaobjetos, utilizando una gota de medio de montaje con DAPI (Vector labs, #H-
1200). Las preparaciones se visualizaron en el microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse E800.

lll. ELISA: Se evaluaron los sobrenadantes y los lisados celulares luego de 48 hs de
realizadas las transfecciones, a través de ensayos de ELISA especificos utilizando el
correspondiente antigeno de cada nanobody.

Los sobrenadantes de cultivo fueron recogidos en microtubos y centrifugados a 6000 x
g (10 min, 4°C), para separar los restos celulares. Se separaron los sobrenadantes a
nuevos tubos y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion. Para generar el lisado celular,
se lavo el pocillo con las células adheridas con PBS frio, y luego se afiadieron 300
pL/pocillo de buffer de lisis NP-40 (NaCl 150 mM, NP-40 1%, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0)
con inhibidor de proteasas (Roche, #11697498001). Se incub6 10 min en frio y
posteriormente se despegaron y recogieron las células pipeteando vigorosamente. Se
centrifugaron a 6000 x g (10 min, 4°C), tras lo cual se recuperé el sobrenadante
(conteniendo las proteinas), para almacenarlo a -80°C hasta su utilizacion.

Las placas de ELISA fueron sensibilizadas con el ectodominio recombinante comercial
asociado a Fc de PD-1 (R&D Systems, #1086-PD) o PD-L1 (R&D Systems, #1019-B7),
segun el nanobody que se fuera a analizar, utilizando 100 uL/pocillo de una solucién a
1 ug/mL en PBS, O/N a 4°C. Los paocillos se bloquearon con 300 pL/pocillo de PBS-BSA
0,5% durante 1 hora a T amb, tras lo cual se incub6 con los sobrenadantes del cultivo o
los lisados celulares, evaluandose distintas diluciones en solucién diluyente (PBS-BSA
0,2%-Tween 0,05%), durante 1,5 hs a T amb. También se realizaron curvas estandar
utilizando el nanobody recombinante purificado (obtenido como se explicé en la seccion
2.9). Se utilizé el anticuerpo anti-HA (BioLegend, #901501) como anticuerpo primario y
un anticuerpo contra IgG de ratén asociado a la peroxidasa (Thermo Scientific, #31430)
como anticuerpo secundario (ambos se incubaron durante 1 hora a T amb, diluidos en
solucién diluyente). Se reveldé con una solucion de TMB (BD Biosciences, #555214)
durante aproximadamente 15 min, y se midi6 la placa en un espectrofotbmetro a 450
nm.

IV. Western blot: Los sobrenadantes y lisados celulares también fueron evaluados por
Western blot. Para ello, se corrieron en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones
desnaturalizantes, a 120 V durante 1,5 hs aproximadamente. Luego, se realiz6 la
transferencia de las proteinas separadas en el gel a una membrana de nitrocelulosa
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mediante transferencia humeda, durante 2 hs a 150 mA en cdmara fria. Tras la
transferencia, se recogieron las membranas, se las enjuagé con PBS y se bloguearon
con PBS-leche 5%-Tween 0,05%, durante 1 hora a T amb. Se utilizaron los mismos
anticuerpos primario y secundario que durante el ELISA descrito en el punto anterior,
ambos diluidos en solucién de bloqueo (5 mL/membrana), incubandose 1 hora a T amb
cada uno. Luego de incubar con el anticuerpo primario se realizaron 3 lavados (10 min
cada uno con agitacién, con 20 mL/lavado de PBS-T), y tras la incubacién con el
anticuerpo secundario se realizaron 4 lavados. Por dltimo, se enjuagaron las
membranas con PBS, y se revelaron utilizando un reactivo quimioluminiscente (Perkin-
Elmer, #NEL103EOO1EA), un cassette de revelado (Advansta, #L-07019-001) y
peliculas autoradiograficas (GE Healthcare, #28906836). El tiempo de revelado fue
dependiente de cada experimento, realizadndose distintas exposiciones en cada caso.
Las membranas expuestas se revelaron en maquina de revelado en sala oscura.

V. Inmunoprecipitacion: En este experimento se evalué la capacidad de unién de un
nanobody a su antigeno, tras ser expresado a partir de la linea celular BHK.

Para este ensayo se utilizaron microesferas magnéticas cubiertas con proteina G (Life
Technologies, #10004D), a las cuales se les asoci6 el antigeno de interés (mPD-1-Fc,
R&D Systems, #1019-B7) a través de la region Fc de IgG1 humana. Se utilizaron 20 uL
de microesferas y 1 ug de mPD-1-Fc por reaccion, y para permitir la unién del antigeno
a las microesferas se incubaron durante 1 hora a T amb con rotacién. Luego de lavar
con 1 mL de PBS-T, las microesferas asociadas a mPD-1-Fc se enfrentaron al nanobody
anti-PD1 en exceso, producido por células BHK transfectadas con un pAAV codificante
para el mismo. Tras 1 hora de incubacién a T amb, se separ6 el sobrenadante (fraccién
“no retenida”), se lavaron las microesferas con PBS-T y se eluyd la fraccion “retenida”
incubando las microesferas con buffer de carga 1X para SDS-PAGE (ver Tabla VII). Las
distintas fracciones obtenidas se corrieron en un gel de poliacrilamida al 15% y se
analizaron por Western blot, de forma similar a lo descrito en el punto anterior.

2.14. Comparacion de la expresion de los nanobodies a partir de los
distintos promotores de pAAVs in vitro

Se realizaron co-transfecciones utilizando los pAAVs (con diferentes promotores)
codificantes para los nanobodies y un pAAV codificante para GFP bajo el promotor CMV,
para normalizar el nivel de expresion de los nanobodies con respecto a la eficiencia de
transfeccién de las células. La comparaciéon de los niveles de expresion de los
nanobodies a partir de los distintos pAAVs, normalizada con respecto a la expresion de
GFP, se realiz6 mediante PCR cuantitativa asociada a transcripcion reversa (RT-gPCR),
cuantificando ARNm de los nanobodies y de GFP en las células luego de 48 hs de la
transfeccion.
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I. Transfecciones: Las co-transfecciones se realizaron de la misma manera que la
descrita anteriormente (seccién 2.13), utilizando la linea de células BHK. Se emplearon
2 ug/pocillo del pAAV codificante para el nanobody y 200 ng/pocillo del pAAV codificante
para GFP. Cada co-transfeccion se realiz6 por triplicado.

Luego de 48 hs, se retird el sobrenadante y se lavaron las células, tras lo cual se
despegaron y se realiz6 la extraccion de ARN.

Il. Extraccion de ARN: Las extracciones de ARN a partir de las células co-transfectadas
se realizaron utilizando un kit comercial (Promega, #AS1280) y el equipo Maxwell 16
Instrument, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las eluciones del ARN purificado
se realizaron en 30 pL de H;0, y se midié la concentracion del ARN obtenido mediante
la absorbancia a 280 nm en el espectrofotémetro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific).

lll. Transcripcién reversa: Para la sintesis de ADNc se partié de 1 ug de ARN/reaccién
(purificado en la etapa anterior), en un volumen final de 20 uL en H20. Luego se agreg6
el mix de reaccién compuesto por: 2 uL de DTT 0,1 M, 4 uL de cebadores Random
(Invitrogen, #48190011), 4 pL de dNTPs 5 mM, 1 puL de enzima transcriptasa reversa
(Invitrogen, #28025) y 8 uL del buffer correspondiente. La mezcla de ARN y los demas
reactivos fue incubada durante 5 min a T amb, a 37°C por 1 hora y a 70°C por 15 min.

IV. PCR cuantitativa: Se realizaron PCRs cuantitativas (qQPCR) utilizando cebadores
para la amplificacién de GFP o de los nanobodies (los empleados para el subclonaje de
los mismos a los pAAVs, Tabla VI). Cada muestra se analizé por triplicado. El mix para
cada reaccion se realizd en 20 uL, conteniendo: 10 pL de iQ SYBR Green Supermix (Bio
Rad, #1708880), 2 uL de cada cebador (a 10 ng/uL cada uno), 4 uL de H,O y 2 pL de
ADNCc sintetizado en la etapa anterior.

Se utilizé el equipo CFX96 de Bio Rad para la amplificacion de los fragmentos de ADN.
El andlisis de los resultados se realizd a partir de los valores de CT (del inglés: “threshold
cycle”) obtenidos para cada muestra, empleando métodos de analisis convencionales
[239].

2.15. Produccion de AAVs recombinantes codificantes para el
nanobody C11

I. Amplificacién de células HEK-293T: Se amplificé esta linea celular hasta obtener
un minimo de 12 frascos de cultivo confluentes de 175 cm? de superficie (T175, Sigma-
Aldrich, #CLS431080). Se sembraron en placas circulares de 15 cm de diametro (p150,
Sigma-Aldrich, #CLS430599) con medio DMEM suplementado (SFB al 10%),
calculando una botella T175 confluente para 2,5 placas p150. Por cada produccién de
rAAV, se utilizaron 26 placas p150, y una extra como control de transfeccién.

Il. Transfecciones: Aldia siguiente de sembrar las células en las placas p150, se retiré
el medio y se les afiadi6é 10 mL/placa de DMEM suplementado (SFB al 2%). Las células
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se mantuvieron en incubador durante la preparacion de las mezclas de las
transfecciones. El protocolo para las transfecciones fue basado en desarrollos
anteriores [240].

Por un lado, se preparé la cantidad de ADN necesaria para las transfecciones: 20 ug de
pAAV y 55 ug de plasmido comercial pDP8.ape (Plasmid Factory, #PF478) por placa,
en un volumen de 1 mL en suero fisiologico. El plasmido pDP8.ape codifica para los
genes rep de AAV2 y cap de AAVS8, ademas de incluir los genes de adenovirus
necesarios para la replicacion de los rAAVs.

Por otro lado, se preparé el agente de transfeccién polietilenimina (PEI, Polysciences,
#23966) a una concentracién final de 10 mM en suero fisioldgico (calculando 1
mL/placa). Se prepar6 la mezcla para 27 placas (incluyendo la placa de control de
transfeccion).

Luego de preparar las soluciones, se realizaron las mezclas del ADN y el agente de
transfeccion para que se formen los complejos. Se adicioné la solucion de PEI sobre la
de ADN (mismo volumen de cada una), tras lo cual se vortexe6 durante 20 segundos y
se incubd a T amb por 45 min.

Para el control de transfeccién, se realizd el mix de ADN con 20 ug de pAAV-GFP y 55
pg de pDP8.ape, en un volumen final de 1 mL en suero fisioldgico. Luego, se agregé 1
mL de la solucion de PEI 10 mM, se vortexe6 y se incubo 45 min a T amb.

Pasado ese tiempo, se transfectaron las células utilizando 2 mL de la mezcla por placa,
distribuyendo ese volumen homogéneamente sobre toda la superficie. Las placas
transfectadas se mantuvieron en incubador por 6 hs, tras lo cual se les adicion6 6
mL/placa de DMEM suplementado (SFB al 2%). Las células fueron mantenidas por 72
hs en incubador y luego se recolectaron las particulas virales.

lll. Recoleccion de las particulas virales: Pasadas las 72 hs de las transfecciones, se
comprob6 que la transfeccion fuera adecuada observando la placa control de GFP en el
microscopio de fluorescencia.

Luego, se recogieron 2/3 partes del volumen de sobrenadante de cada placa en una
botella de vidrio. Con el resto del medio en la placa, se despegaron las células utilizando
un scraper, y se transfirieron a tubos cénicos de 50 mL. Las células recogidas se
centrifugaron (2500 rpm, 10 min, 4°C). El sobrenadante obtenido se transfirié a la botella
de vidrio con el resto del medio de cultivo, y los precipitados celulares se resuspendieron
con buffer de lisis (50 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, 2 mM MgCI2, 0,1% Triton X-100) hasta
un volumen final de 12 mL. Las células se guardaron a -80°C.

El medio de cultivo separado en la botella se incub6 con PEG-8000 (Applichem, #A2204)
a una concentracion final de 8%, durante 48-72 hs a 4°C, para promover la precipitacion
de las particulas virales. Pasado ese tiempo, se centrifug6 el sobrenadante en 4 tubos
cbnicos de 50 mL (2.000 x g, 15 min, 4°C), realizando varias rondas de centrifugacion
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reutilizando los mismos tubos y descartando los sobrenadantes obtenidos tras las
centrifugaciones. Los precipitados obtenidos, conteniendo las particulas virales, se
resuspendieron con un total de 2 mL de buffer de lisis, y se transfierieron al tubo
conteniendo la fraccion celular, previamente descongelada. Se realizaron 3 ciclos de
congelado y descongelado de este tubo (conteniendo las particulas virales precipitadas
del medio de cultivo y las presentes en la fraccién celular), utilizando hielo seco y un
bafio de agua a 37°C. Luego de la ultima ronda, se guardé el tubo a -80°C hasta la
purificacion de las particulas virales.

IV. Purificacién de las particulas virales: El tubo conteniendo las particulas virales se
descongelé en un bafio de agua a 37°C y se centrifug6 (2.000 x g, 15 min, 4°C) para
separar los restos celulares. Se recogi6é el sobrenadante y se le afiadi®6 ARNasa | y
ADNasa | (Invitrogen, #AM2295 y #18047019), empleando un total de 2,6 mg de cada
una, y se incub6 1 hora en bafio de agua a 37°C. Luego, se volvid a centrifugar bajo las
mismas condiciones, y el sobrenadante obtenido se separé para la purificacion.

La purificacion de las particulas virales se realizé mediante un gradiente de iodixanol
(ATOM, #50900), segln se ha descrito previamente [241]. Para generar el gradiente, se
prepararon soluciones a distintas concentraciones (v/v) de este reactivo: 15%, 25%,
40% y 57%. Luego, se formo el gradiente en un tubo (#Beckman, 344326), cargando,
en primera instancia, el sobrenadante con las particulas virales (aproximadamente 17
mL), luego 9 mL de la solucién de iodixanol al 15%, 6 mL de la de 25%, 5 mL de la de
40% y 5 mL de la de 57%. Los tubos se ultra-centrifugaron a 69.000 rpm durante 2 hs a
16°C utilizando el rotor 70 Ti (Beckman).

Tras la ultra-centrifugacion, se recogi6é la fraccion conteniendo las particulas virales
perforando desde debajo de la banda de interés con una jeringa de 10 mL. Luego de la
recoleccién, se retir6 la jeringa y el volumen recogido (3-5 mL) se colocé en un tubo
conicoy se llevé a 14 mL con PBS-sacarosa 5%. Este volumen se cargé en una columna
de AMICON (Millipore, #UFC910008), y se centrifugd a 3.000 x g por 35 min a 16°C. El
eluido de la columna se descartd, y se cargé nuevamente PBS-sacarosa 5% sobre el
AMICON (el mismo volumen que eluy0) para realizar otro lavado. Se centrifug6 bajo las
mismas condiciones, y se repitié este proceso hasta haber lavado las particulas virales
con un minimo de 45 mL de PBS-sacarosa.

Por dltimo, el volumen remanente en el AMICON tras la Ultima centrifugacion
(aproximadamente 1 mL) se recogi6 y se alicuotd en viales que se colocaron
inmediatamente en nitrégeno liquido, y posteriormente se guardaron a -80°C. También
se separar6 una alicuota de 20 pL para la titulacion de las particulas virales producidas.

V. Titulacion de las producciones: En primer lugar, se realizé la extraccion de ADN
viral a partir de la alicuota de 20 L que se separ6 en la etapa anterior, utilizando un kit
comercial (Roche, #11858874001). La elucién del ADN viral se realiz6 con 50 yL de
H-0.
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Se realizé la cuantificacién absoluta de las particulas virales mediante PCR cuantitativa,
incluyendo una curva estandar generada a partir del plasmido de AAV utilizado para las
transfecciones durante la produccién de las particulas (la curva abarc6é de 10* a 10°
copias del plasmido). EI ADN extraido a partir de la alicuota de la produccion de las
particulas virales se analiz6 sin diluir y a 3 diluciones (1/10, 1/100 y 1/1000).

El mix de la reaccion se realiz6 en 10 pL finales, donde 2 pL correspondieron a la
muestra de ADN y el volumen restante al mix de la reaccion (5 uL de SYBR Green
Mastermix, 0,4 uL de cada cebador a 15 uM, y 2,2 uL H»0).

El analisis de los resultados se realizé a partir de los datos de CT obtenidos. Se generé
la curva estandar (CT vs copias gendmicas) y se interpolaron los datos de CT obtenidos
para las muestras de las producciones de las particulas virales, tomando en cuenta los
factores de dilucion correspondientes. Los titulos de las particulas virales recombinantes
producidas se expresaron en nimero de copias genémicas por mL.

2.16. Expresion de nanobody C11 a largo plazo a partir del sistema AAV
(n vivo

Los experimentos en animales realizados durante esta tesis fueron aprobados por el
comité de ética para la experimentacion en animales de la Universidad de Navarra. La
manipulacion de los animales fue realizada de acuerdo con la directiva 2010/63/EU, la
cual regula la utilizacién de animales con fines cientificos dentro de la Union Europea.

Se trabajé con 12 ratones hembras de la cepa C57BL/6 de 6-8 semanas de edad
adquiridos de los Laboratorios Harlan (Barcelona, Espafia). Se inocularon por via
intraocular con los rAAVs codificantes para el nanobody anti-PD-1 C11 producidos (10!
copias gendmicas/raton).

Al tratarse de un experimento inicial en donde s6lo se queria verificar que el nanobody
se expresara correctamente in vivo, se usaron grupos pequefios de animales (3
ratones/grupo). Los ratones se dividieron en 3 grupos, cada uno de los cuales fue
inoculado con uno de los rAAVs producidos, ademas de otro grupo control negativo que
fue inoculado con suero fisiologico.

Se tomaron muestras de sangre de los animales previo a la administracién de las
particulas virales, y luego de la inoculacién a las semanas 1, 2, 4, 8 y 12. Las muestras
de sangre fueron incubadas a T amb unos minutos hasta su coagulacion, y luego fueron
centrifugadas (16.000 x g, 10 min, T amb) para separar el suero. Los niveles de
nanobody en suero fueron medidos por ELISA, incluyéndose una curva estandar con el
nanobody recombinante purificado (proveniente de E. coli), y realizdndose distintas
diluciones de las muestras de suero. El protocolo del ensayo de ELISA para la titulacion
del nanobody C11 en suero es similar al descrito anteriormente para la cuantificacion de
nanobody producido por las lineas celulares transfectadas in vitro (seccién 2.13, punto
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Ill), con la diferencia de que en este caso las placas fueron sensibilizadas con 100
ML/pocillo de hPD-1-Fc comercial (R&D Systems, #1086-PD) a 0,1 ug/mL en PBS, O/N
a4°C.

Los animales fueron anestesiados con isofluorano (Baxter, #1001936040) administrado
en una mezcla de N>O/O; por medio de un equipo de anestesia, tanto para la
administracion de los rAAVs como para la recoleccion de muestras de sangre.

2.17. Evaluacion de la eficacia antitumoral del nanobody C11

Se evalud la actividad antitumoral del nanobody C11 en un modelo de cancer utilizando
ratones de la cepa C57BL/6 y la linea singénica MC38.

I. Preparacion de células MC38: Se amplificaron estas células en medio apropiado (ver
Tabla I) hasta obtener una cantidad de células suficiente. Se recogieron en tubos
conicos con medio RPMI-1640 suplementado, se lavaron dos veces con suero
fisiolégico y se resuspendieron a una concentracion de 107 células/mL de suero
fisiolégico, manteniéndose en frio hasta la inoculacion de los animales.

II. Inoculacién de células MC38 en ratones C57BL/6: Se utilizaron 40 ratones
hembras de la cepa C57BL/6 de 6-8 semanas de edad (Laboratorios Harlan, Barcelona,
Espafia). Los ratones anestesiados con isofluorano fueron inoculados con células de la
linea MC38 (5x10° células/ratén), por via subcutanea en el flanco derecho, previamente
rasurado.

Se monitore6 el crecimiento de los tumores utilizando un calibre durante los dias
siguientes y se clasificaron los animales segun los tamafios tumorales que presentaban
al dia de comenzar el tratamiento. De esta manera se dividieron los animales formando
grupos que presentaran promedios de tamafos tumorales similares entre si.

lll. Tratamiento de los animales: Los animales que desarrollaron tumor se separaron
en 5 grupos y se administraron los siguientes tratamientos: 1) rAAV8-CAG-C11 por via
intratumoral; 2) rAAV8-CMV-C11 por via intratumoral; 3) rAAV8-CAG-C11 por via
sistémica; 4) C11 recombinante por via intraperitoneal; y 5) control sin tratamiento. Para
comenzar el tratamiento se esper6 a que los tumores midieran aproximadamente 5 mm
x 5 mm, aunque suelen crecer de forma heterogénea entre los distintos animales.

Los animales tratados con rAAVs recibieron un titulo de 2x10*! copias genémicas por
ratén, tanto en el tratamiento intratumoral (en 50 uL de suero fisiol6gico) como en el
sistémico que se administré por via intraocular (en 150 L de suero fisioldgico). Para la
administracion de los rAAVs los animales fueron previamente anestesiados.

El tratamiento con C11 recombinante consisti6 en inyecciones intraperitoneales
conteniendo 35 pg del nanobody recombinante por ratén, en un volumen de 100 pL de
suero fisioldgico. Esta dosis se repiti6 cada 24 hs durante 10 dias consecutivos. El
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nanobody recombinante utilizado fue purificado por cromatografia de afinidad y luego
tratado con columnas para eliminacién de endotoxinas bacterianas (Thermo Scientific,
#88274).

IV. Recoleccién de muestras y punto final: El punto final del experimento se
establecié cuando: 1) los tumores alcanzaron un tamafio de 15 mm x 15 mm; o 2) los
tumores desarrollaron Ulceras. Los animales fueron anestesiados con isofluorano y
luego sacrificados en cAmara de CO..

Se recogieron muestras de sangre de los animales al dia 15 luego de iniciado el
tratamiento (en el caso de los ratones que fueron sacrificados antes, la muestra se tomo
el dia del sacrificio). En el caso del grupo tratado con C11 recombinante, las muestras
se recogieron tras 1,5 hs de la primera dosis, y luego de 24 hs de la ultima dosis. A partir
de las muestras de suero se midieron los niveles de C11 mediante ensayo de ELISA
especifico contra hPD-1 (de igual forma que en el experimento in vivo de expresiéon a
largo plazo de C11, seccién 2.16).

Ademas de las muestras de sangre, se recogieron los tumores luego de sacrificar a los
animales. Los tumores extraidos se colocaron en viales y se congelaron inmediatamente
en hielo seco, y luego se conservaron a -80°C hasta su uso. A partir de una fraccion de
los tumores (aproximadamente 100 pg de tejido) se realizé la extraccion de ARN
utilizando un kit comercial (Promega, #AS1280), homogeneizando mecanicamente la
muestra previo a comenzar la extraccion. A partir del ARN extraido, se realizé una RT-
gPCR para analizar la presencia de ARNm de C11, utilizando cebadores especificos
para dicho nanobody (como se describié anteriormente en la seccién 2.14). Los datos
obtenidos se normalizaron con respecto a los niveles de expresion del gen de referencia
de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

2.18. Evaluacién de la capacidad de proteccion del nanobody C11 frente
al desarrollo tumoral

Se utilizaron los animales del experimento de expresion a largo plazo de C11 (seccién
2.16), los cuales fueron enfrentados a la linea celular MC38 luego de 13 semanas de
haber sido inoculados sistémicamente con los 3 rAAVs codificantes para C11. Las
células fueron preparadas e inoculadas como se describié anteriormente (seccién 2.17),
aungue en este experimento se utilizé un nidmero ligeramente mayor de células (6x10°
células/raton). Ademas de los 3 ratones que se tenian como controles sin tratar, se
incluyeron otros 4 ratones hembras aproximadamente de la misma edad que tampoco
habian recibido ningun tratamiento.

Luego de la administracion de las células, se monitore6 el crecimiento de los tumores
realizando mediciones con calibre cada 2-3 dias. Los ratones fueron sacrificados segun
los criterios de punto final descritos en la seccion anterior.
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2.19. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos fueron llevados a cabo utilizando el programa GraphPad Prism
6 (GraphPad Software, Inc., EE.UU.).

En los casos en que se compararon dos grupos de datos entre si se utilizé el test no
paramétrico de Mann-Whitney. En experimentos donde se compararon mas de dos

grupos de datos entre si se utilizé el analisis de varianza de un solo factor (one-way

ANOVA), excepto cuando se especifica lo contrario.

Para el analisis de las curvas de supervivencia se utilizo el test log-rank (Mantel-Cox).

En todos los casos, un valor de p menor a 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.

2.20. Soluciones amortiguadoras y reactivos de uso corriente

Tabla VII. Soluciones y buffers de uso corriente utilizados y su composicion.

mM HEPES en PBS 1X

Buffer/Solucion Composicién pH
Buffer fosfato salino (PBS) 1,37 M NacCl, 27 mM KCI, 80 mM NazHPO4,20 mM KH2PO4
- 7,4
10x en H20 MilliQ
Buffer Tris-acetato para 2 M Tris base, 50 mM EDTA disddica y 5,7 % acido acético 80
electroforesis (TAE) 50x glaciar en H20 MilliQ '
Buffer Tris saiino (TBS) 0,5 M Tris-Cly 1,5 M NaCl en Hz0 MilliQ 7,6
Buffer de carga 6x para 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol y 0,25% xileno cianol )
geles de agarosa FF en H20 MilliQ
Buffer de corrida 10x para 2,5 M Tris base, 19,2 M Glicina y 10 % dodecil sulfato de )
SDS-PAGE sodio (SDS) en H20 MilliQ
Buffer de carga 6x para 0,35 M Tris-Cl, 10% SDS, 30% glicerol, 0,175 mM azul de
SDS-PAGE bromofenol y 0,1 M ditiotreitol (DTT) en H20 MilliQ i
Solucién colorante con 0,1% m/v azul de Coomassie, 10% v/v acido acético y 40%
azul de Coomassie v/v metanol en H20 MilliQ )
Solucién decolorante 7,5% vlv acido acético y 5% v/v metanol en H20 MilliQ -
Buffer de transferencia 1X 25 mM Tris base, 190 mM Glicina y 20% metanol en H.O
para Western blot MilliQ i
. . 1% BSA (seroalbumina bovina), 0,05% azida de sodio y 25
Buffer de citometria (FCB) 7,4

Sustrato de revelado para
la enzima peroxidasa
(HRP)

200 pL de solucion 6 mg/mL de TMB (Sigma-Aldrich,
#T2885) en dimetilsulféxido (DMSO), 50 uL de H202 1% y
12,5 mL de buffer acetato 0,1 M pH 5,5
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Tabla VIII. Medios de cultivo bacterianos utilizados y su composicion.

Catabolite repression)

20 mL de glucosa 1 M previamente filtrados por 0,22 um.

Medio de cultivo Composicion pH
LB 10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl, en H20 c.s.p. 7
(Luria-Bertani) 1 L. Autoclavado.
LB-agar 10 g triptona, 5 g extracto de levadura, 10 g NaCl, 20 g agar, en 7
(Luria-Bertani agar) H20 c.s.p. 1 L. Autoclavado.
SB 30 g triptona, 20 g extracto de levadura, 10 g MOPS, en H20 7
(Super broth) c.s.p. 1 L. Autoclavado.
SOC 20 g triptona, 5 g extracto de levadura, 0,5 g NaCl, en H20 c.s.p.
(Super Optimal broth with | 1 L. Autoclavado y luego adicionado con 10 mL de MgCl-1 My 7
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3. Resultados

3.1. Produccién de ectodominios recombinantes de PD-1y PD-L1

Para seleccionar nanobodies contra PD-1 y PD-L1 (el primer objetivo de esta tesis), se
produjeron los ectodominios recombinantes de estas proteinas para realizar la
inmunizacién de llamas. Los plasmidos para la expresion de hPD-1, mPD-1 y hPD-L1
fueron cedidos por el Dr. Almo (Albert Einstein College of Medicine, NY, EE.UU.), cuyo
grupo ha desarrollado las estructuras cristalograficas. Se realizd la produccion de los
ectodominios recombinantes de PD-1 y PD-L1 siguiendo el protocolo descrito [236]. Si
bien estos ectodominios fueron producidos en un sistema procariota, los autores
demostraron que mantienen su funcionalidad y capacidad de unién receptor-ligando
[96].

Se lograron obtener los ectodominios recombinantes de hPD-1, mPD-1 y hPD-L1 en
buenas cantidades y con una pureza adecuada segun los resultados observados en gel
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Fig. 15). Los pesos
moleculares obtenidos segun el gel se correspondieron con los esperados: 17,9 kDa
para PD-1vy 26,5 kDa para PD-L1.

En todos los casos se obtuvieron buenas cantidades de proteina, suficientes para
realizar las inmunizaciones, rondas de seleccidn y monitoreo de clones positivos.

kDa kDa
116 116
66,2 66,2
45 45
35 35
hPD-L1 —» S
25 25
hPD-1 —» 18,4 18,4
14,4 s <4— mPD-1
14,4

Fig. 15. SDS-PAGE de los ectodominios recombinantes de PD-1 y PD-L1 producidos en el
laboratorio. Tincion con azul de Coomassie.

La biotinilacion de los ectodominios recombinantes producidos se realiz6 segun se
describi6é anteriormente (seccién 2.2), y el nimero de moléculas de biotina por molécula
de ectodominio recombinante se evalu6 por MALDI-TOF. En una de las condiciones
utilizada para la biotinilacion (relacién de moles proteina-biotina 1:4), se obtuvieron
resultados adecuados, observandose solamente un 20% de proteina sin biotinilar, y el
resto de la proteina conjugada a una (~50%) o a dos (~30%) moléculas de biotina
(resultados no mostrados).

87



3.2. Generacion de células HEK-293 PD-1* o PD-L1* mediante
transfeccion transitoria

En esta tesis fue necesario generar células que expresaran transitoriamente el ADNc
completo de PD-1 o PD-L1 humano y murino con el fin de poseer una fuente confiable
de dichas proteinas en su conformacion nativa, expresada a partir de células eucariotas.
Las células PD-1* o PD-L1" fueron generadas por transfeccién transitoria, utilizando un
plasmido de expresion eucariota codificante para los ADNc completos de las proteinas.
Se utiliz6 la linea celular HEK-293 por ser facilmente transfectable y por constituir un
buen sistema de expresion.

Para lograr la expresion de PD-1 y PD-L1 en la superficie de las células HEK-293, se
subclonaron los ADNc completos de estas proteinas al plasmido de expresion eucariota
pEF1-Myc-His (ver seccién 2.4).

La optimizacion de las condiciones de transfeccion de células HEK-293 se realizé en
primer lugar utilizando un plasmido codificante para GFP bajo el promotor CMV, debido
a que la eficiencia de transfeccion en este caso es facilmente observable en un
microscopio de fluorescencia o por citometria de flujo. Para la optimizacion de las
transfecciones se ensayaron distintas condiciones de: nimero de células sembradas,
cantidad de ADN y del agente de transfeccién polietilenimina (PEI) utilizados. La puesta
a punto se realiz6 en placas de 6 pocillos y en placas circulares grandes de 15 cm de
diametro (p150), ya que ambos tipos de transfeccion eran de utilidad: las transfecciones
a pequeia escala se utilizaron para la realizacion de las distintas rondas de seleccién
de nanobodies sobre las células positivas para PD-1 o PD-L1, y las transfecciones a
gran escala se realizaron para generar stocks de células que pudieran ser utilizadas
durante el monitoreo de clones positivos luego de las rondas de panning.

El nimero de células a ser sembradas el dia anterior se establecié de forma de obtener
una confluencia de 70-80% al momento de la transfeccion. Esto fue logrado en nuestro
caso sembrando 2,5x10° células/pocillo de placa de 6 pocillos, y 8,5x10° células/p150.

Para establecer la cantidad de ADN a ser utilizada se realizaron transfecciones con tres
cantidades distintas de ADN (plasmido codificante para GFP), utilizando una condicion
fija de PEI. Las condiciones en las que se obtuvieron mejores niveles de expresion de
GFP fueron cuando se emplearon 2,5 ug de ADN para las placas de 6 pocillos y 30 ug
de ADN para las placas p150 (resultados no mostrados).

Luego de haber establecido la cantidad de ADN a ser utilizada, se probaron cuatro
cantidades distintas de agente de transfeccion, establecidas segun lo observado en la
bibliografia. Se utilizé un exceso de ug de PEI con respecto al de ADN de 1.5, 3,45y
6 veces.

La condicion en la que se emple6 mayor cantidad de PEI (relacion PEI:ADN de 6:1) fue
descartada por presentar alta citotoxicidad. Las eficiencias de transfeccion mas
elevadas se obtuvieron utilizando concentraciones intermedias de PEI (excesos de 3 'y
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4,5 veces del agente de transfeccidn), entre las cuales no se observaron grandes
diferencias (Fig. 16). Esto ocurrié tanto para las transfecciones en placas de 6 pocillos
como para las transfecciones en placas p150.

PEI:ADN| Plasmido

3:1 sin ADN
1:5:3

3:1 pCMV-GFP
4,5:1

Fig. 16. Optimizacion de la cantidad de PEI utilizado para las
transfecciones. Células HEK-293 transfectadas con el
plasmido pCMV-GFP utilizando distintas concentraciones de
PEI, en placas de 6 pocillos. Se muestran también las células
HEK sin transfectar como control negativo, expuestas a una
condicion intermedia de PEI pero en ausencia de ADN (en
negro). Los resultados obtenidos para las transfecciones en
[ A o N et placas p150 fueron similares.

Luego de haber establecido las condiciones para la transfeccion de las células HEK-293
con el plasmido codificante para GFP, se realizaron las transfecciones utilizando los
plasmidos codificantes para PD-1 y PD-L1 generados. Se utiliz6 una relacion PEI:ADN
de 4,5:1, y la cantidad de ADN determinada previamente. Las células transfectadas se
evaluaron por citometria tras 48 hs de la transfeccion (tiempo en el que se observé el
pico de expresion para las transfecciones con pCMV-GFP), utilizando anticuerpos
comerciales especificos contra las proteinas de interés asociados al fluor6foro
ficoeritrina (PE).

Como se puede observar en la Fig. 17, se logré obtener una buena expresion de las
cuatro proteinas sobre la superficie de las células HEK-293. Las células transfectadas
con PD-1 o PD-L1 se utilizaron para distintos experimentos en el momento de la
recogida (48 hs luego de la transfeccién) o se congelaron para su utilizacion posterior.
Los niveles de PD-1 o PD-L1 en la superficie celular fueron reevaluados tras la
descongelacion de las células.
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Fig. 17. Células HEK-293 transfectadas transitoriamente con plasmidos codificantes para: (A) hPD-
1, (B) mPD-1, (C) hPD-L1 y (D) mPD-L1. En azul: células transfectadas marcadas con el anticuerpo
comercial control positivo, especifico para la proteina de cada transfeccién; en celeste: células HEK-293
transfectadas incubadas con el control isotipico correspondiente en cada caso; en negro: células HEK-293
sin transfectar, incubadas con el anticuerpo comercial control positivo de cada transfeccion. La medicion de
los niveles de las proteinas se realiz6 tras 48 hs de realizadas las transfecciones.

3.3. Generacion de bibliotecas de nanobodies en fagos filamentosos

Durante este proyecto se inmunizaron tres llamas hembras adultas del Parque Lecocq.
Dos llamas fueron inmunizadas con los ectodominios recombinantes de hPD-1, mPD-1
y hPD-L1, mientras que el tercer animal fue inmunizado con lineas celulares que
expresan constitutivamente PD-L1 humano y murino (ver seccion 2.5, Tabla Ill).

A lo largo del proceso de inmunizacion se recogieron muestras de sangre para analizar
el titulo de anticuerpos totales de la llama contra el antigeno de la inmunizacién. De esta
manera, se corrobora que el animal genera una respuesta de anticuerpos contra el
antigeno y ademas se evalula si los titulos aumentan de una dosis a la siguiente. Los
titulos de los anticuerpos totales en suero se evalian por ELISA, sensibilizando los
pocillos con el antigeno de la inmunizacién. En la Fig. 18 A se muestra la titulacién de
los anticuerpos contra el ectodominio recombinante de hPD-1 de la llama utilizada para
la generacion de la biblioteca 1, siendo estas curvas representativas para lo observado
en el caso de los titulos de la llama inmunizada con mPD-1 y hPD-L1 (biblioteca 2).
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En el caso de la biblioteca 3, las células utilizadas para la inmunizacion expresaban en
su superficie hPD-L1 (linea HEK-293/hPD-L15) o mPD-L1 (linea CT26). Para la primera
dosis (priming) y el primer refuerzo (booster) se inmunizé con la linea HEK-293/hPD-
L1E, y en el segundo booster se administraron ambas lineas celulares, con el fin de
favorecer el desarrollo de anticuerpos con reactividad cruzada por PD-L1 de ambas
especies. En este caso, los titulos de anticuerpos se evaluaron utilizando los extractos
proteicos de las membranas de las células utilizadas para la inmunizacion, y se
considerd que el aumento en los titulos contra la célula en su totalidad era proporcional
al aumento en la respuesta contra el antigeno de interés, expresado en la membrana
para ambas variantes.

Para estas titulaciones, primero se realizé un ensayo en donde se probaron diferentes
diluciones del extracto proteico de las células para la sensibilizacion de los pocillos de
la placa, y diluciones seriadas de las muestras de suero. Se establecié de esta manera
la dilucion del extracto proteico a utilizar durante la titulacion de los anticuerpos totales
de la llama, para obtener curvas representativas para todas las muestras de suero (Fig.
18,ByC).

A, hPD-1 rec. o Naive
—A— Booster 2
2.0 ~®- Booster 3
E 154
o
wn
b 1.0+
o .
o
0.5
0.0+
T T T 1
10° 10° 104 10°
Diluciones sueros
B HEK-293/hPDL1E C CT26
—— Naive
34 —&— Priming 37 —— Naive
—&— Booster 1 —®- Booster 2
~®- Booster 2

OD 450 nm
OD 450 nm

T T
10° 10° 10° 10° 10°? 10° 10* 10°
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Fig. 18. Titulacidon de los anticuerpos totales de llama en suero contra los antigenos utilizados
durante las inmunizaciones. (A) Anticuerpos totales de la llama inmunizada con hPD-1 (biblioteca 1),
titulados en ELISA contra el ectodominio recombinante de hPD-1. (B) y (C) Anticuerpos totales de la llama
inmunizada con las lineas celulares (biblioteca 3), titulados en ELISA contra los extractos proteicos de HEK-
293/hPD-L1Ey CT26 respectivamente.
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Luego de completar las rondas de inmunizacion, se recolecté sangre suficiente de las
llamas para la generacion de las bibliotecas, como se describié en la seccién 2.5. Tras
realizar las ligaciones de los genes de los nanobodies con el vector pComb3X, se
electropor6 el producto de las ligaciones en células competentes comerciales de manera
de optimizar la diversidad de las bibliotecas al aumentar la eficiencia de las
transformaciones. Se plaquearon diluciones de las bacterias transformadas en placas
de LB agar-ampicilina, para evaluar la diversidad obtenida de las bibliotecas. Los valores
de las mismas fueron de entre 108 y 10° ufc, y teniendo en cuenta que se partié de 107
células B circulantes, se puede asumir que se logré obtener el repertorio completo de
anticuerpos de la llama en ese momento, con cada anticuerpo representado entre 10 y
100 veces. El resto del cultivo bacteriano se utilizé para la produccion de los fagos
filamentosos que expresan los nanobodies en sus superficies (como se describi6 en la
seccion 2.5, punto Il). Los fagos obtenidos luego de la amplificacién y purificacion
conforman la biblioteca de nanobodies, que se utilizé6 para la selecciébn de clones
especificos para las proteinas de interés. Los titulos obtenidos para las tres bibliotecas
fueron aceptables segun lo esperado (Tabla 1X).

Tabla IX. Titulos de las bibliotecas generadas (en ufc/mL).

Biblioteca Antigeno de inmunizacidn Titulo (ufc/mL)
1 Ectodominio de hPD-1 1,1x10%2
2 Ectodominios de mPD-1y hPD-L1 9,5x1011
3 HEK-293/hPD-L1E+ CT26 1,5x1012

3.4. Seleccion de nanobodies especificos para PD-1y PD-L1

3.4.1. PD-1

Se realizaron pannings contra PD-1 humano (a partir de la biblioteca 1) y PD-1 murino
(a partir de la biblioteca 2). Los primeros pannings realizados fueron en pocillos de
ELISA sensibilizados con los ectodominios recombinantes de PD-1. Se realizaron tres
rondas de seleccién en cada panning, y el tercer output fue utilizado para el monitoreo
de clones especificos para las proteinas de interés.

Para el screening de clones positivos, se seleccionaron colonias al azar obtenidas a
partir del plaqueo del Gltimo output en placas de LB agar-ampicilina, y se produjeron los
nanobodies como se explica en la seccidén 2.7. Los sobrenadantes de los clones fueron
evaluados en ELISA contra los ectodominios recombinantes de PD-1 humano 0 murino,
y en citometria de flujo utilizando células HEK-293 positivas para mPD-1 o hPD-1.

En los screenings por ELISA, se obtuvieron clones con reactividad por el ectodominio
recombinante de PD-1 (humano o murino, segun el caso), y sin reactividad contra la
BSA. Sin embargo, no se logré obtener ningln clon positivo en citometria de flujo. Los
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nanobodies que presentaron reactividad en ELISA contra los ectodominios
recombinantes de PD-1 no reconocieron el PD-1 expresado en la superficie de las
células (resultados no mostrados).

Por lo tanto, la seleccion de clones a partir del ectodominio recombinante adsorbido
directamente en el pocillo de ELISA pareceria favorecer la seleccion de clones dirigidos
contra epitopes no nativos de la proteina, debido a que ninguno fue capaz de reconocer
a la proteina expresada sobre la superficie celular. A raiz de estos resultados, se
modificé la estrategia de panning, utilizando como sustrato a las células HEK-293
transfectadas con PD-1. Se realizaron tres rondas de panning para cada variante y luego
se monitoreod la presencia de clones positivos por citometria de flujo sobre las mismas
células utilizadas durante la seleccion. En ambos casos se ensayaron aproximadamente
92 clones (un bloque de cultivo). Los resultados obtenidos se explican a continuacion
para cada variante.

Seleccién de nanobodies contra mPD-1 (biblioteca 2): En el caso de mPD-1, se
obtuvieron s6lo dos clones positivos contra las células HEK-293/mPD-1*. Tras la
secuenciacién del ADN se comprobé que en realidad se trataba del mismo clon, que se
nombrara C11 de aqui en adelante (secuencia aminoacidica en Fig. 26).

Este clon present6 reactividad cruzada por la variante humana de PD-1 al ser evaluado
sobre células HEK-293/hPD-1" en citometria de flujo (Fig. 19). También se evalu6 su
reactividad en ELISA contra los ectodominios recombinantes de PD-1 de humano y de
ratbn. Se obtuvieron resultados negativos para ambas variantes, tanto adsorbiendo
directamente los ectodominios recombinantes a los pocillos, como utilizando las
proteinas biotiniladas capturadas por avidina a la placa. Estos resultados apoyan
nuestra teoria de que la inmovilizacion del ectodominio de PD-1 en la placa de ELISA
genera su desnaturalizacion, y también parecerian indicar que la biotinilacion de PD-1
puede afectar su estructura o al menos al sitio de union del nanobody seleccionado.
Cabe destacar que también se evalud la reactividad de C11l en ELISA contra el
ectodominio recombinante de mPD-1 producido y cedido amablemente por el grupo del
Dr. Almo, obteniéndose igualmente resultados negativos.

mAb. control isotipico
A B mAb anti-PDL

.'r Nano neg.

[ Nano C11

FLZH FL2-H

Fig. 19. Reactividad del nanobody C11 en citometria de flujo. Se evalud la reactividad de C11 contra:
(A) células HEK-293/mPD-1*, (B) Células HEK-293/hPD-1* y (C) células HEK-293 wt. Se incluyeron los
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siguientes controles: anticuerpo comercial contra PD-1 humano o murino (en azul), el anticuerpo control
isotipico correspondiente para cada caso (en negro), y un nanobody con especificidad irrelevante (en gris).

Para evaluar si el nanobody C11 era capaz de unirse a los ectodominios recombinantes
producidos en nuestro laboratorio sin ser adsorbidos en placa de microtitulacion, se
realiz6 un ensayo de competencia utilizando las células HEK-293/mPD-1* y los
ectodominios recombinantes de PD-1 de ambas especies. Se incub6 el nanobody con
las células, en presencia de un exceso del ectodominio recombinante de PD-1 en
solucién. Se observé una disminucion en la unidon del nanobody a las células, lo cual
indica que éste reconoce los ectodominios solubles y por lo tanto disminuye su unién al
PD-1 de las superficies celulares. Esto no ocurre si se utiliza el ectodominio
recombinante de otra proteina irrelevante, el TL1A humano (del inglés: “TNF-like ligand
1A”), demostrando que la disminucién en el marcaje de las células por C11 se debe al
reconocimiento especifico de los ectodominios recombinantes de PD-1 (Fig. 20). Estos
resultados apoyan nuestra teoria de que los ectodominios de PD-1 pierden su estructura
nativa al adsorberse en placa de ELISA, probablemente debido a su bajo peso molecular
y/o caracteristicas estructurales particulares. Ademas, como se describira mas adelante
(seccion 3.6), el nanobody C11 es capaz de reconocer el ectodominio recombinante
comercial de PD-1 (de ambas especies) fusionado a la regién Fc de IgG1 humana en
ELISA.

Nano control negativo
Nano C11

Nano C11 + hTL1A soluble
Nano C11 + hPD-1 soluble
Nano C11 + mPD-1 soluble

Fig. 20. Unién del nanobody C11 al ectodominio
recombinante de PD-1 en solucion. Se utilizaron células
HEK-293/mPD-1%, a las cuales se las incub6 simultdneamente
con 50 ng del nanobody C11 y con 10 ug de los ectodominios
recombinantes de: mPD-1 (rojo), hPD-1 (celeste), o hTL1A
(verde). Como control se incluyd un nanobody con especificidad
irrelevante (negro), y el nanobody C11 solo (azul).

Seleccién de nanobodies contra hPD-1 (biblioteca 1): A partir del panning realizado
sobre células HEK-293/hPD-1*, se obtuvieron dos clones positivos contra hPD-1 en
citometria de flujo, ninguno de los cuales presentd reactividad cruzada por la variante
murina al ser evaluados sobre células HEK-293/mPD-1* (Fig. 21). Estos clones,
denominados 12 y 22, tampoco reconocieron los ectodominios recombinantes de PD-1
en ELISA (secuencias aminoacidicas en Fig. 26).
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Fig. 21. Nanobodies aislados durante el panning sobre células HEK-293/hPD-1*. Se muestran las
células (A) HEK-293/hPD-1*y (B) HEK-293/mPD-1* marcadas con los dos nanobodies aislados durante
este panning: clon 12 (celeste) y clon 22 (rojo). Se incluyeron los correspondientes controles: anticuerpos
comerciales contra PD-1 (anaranjado), nanobody C11 anti-PD-1 (azul) y nanobody con especificidad
irrelevante (negro).

3.4.2. PD-L1

Seleccién de nanobodies contra hPD-L1: En el caso de hPD-L1, se generaron dos
bibliotecas de nanobodies en fagos filamentosos: la primera, a partir de una llama
inmunizada con el ectodominio recombinante producido en el laboratorio, y la segunda,
de una llama inmunizada con las lineas celulares HEK-293/hPD-L1Fy CT26.

A partir de la experiencia obtenida durante la seleccion de nanobodies contra PD-1,
quedo en evidencia la importancia de la conformacién de la proteina durante el panning,
y quizés también durante la inmunizacién, para obtener nanobodies que reconozcan al
antigeno en su conformacién nativa. Esto es de suma importancia ya que constituye una
condicion necesaria para que los nanobodies sean capaces de bloquear la interaccion
PD-1/PD-L1. Por lo tanto, se propuso cambiar de estrategia para la seleccién de clones
contra PD-L1, utilizando la biblioteca obtenida a partir de la inmunizacién con las lineas
celulares que expresaban en sus superficies PD-L1 en su forma nativa.

Durante la inmunizacion desconociamos los niveles de expresion de PD-L1 de las lineas
estables porque no contabamos con los anticuerpos comerciales para el marcaje para
citometria de flujo. Estas células fueron cedidas por nuestros colaboradores del CIMA,
gue reportaron altos niveles de expresion de hPD-L1 en la linea de células HEK-
293/hPD-L1E. Sin embargo, tras el transporte a Uruguay y los sucesivos pasajes de las
células, se comprobd que el nivel de expresién de hPD-L1 disminuyé significativamente,
observdndose una expresidon baja (Fig. 22 A). Desafortunadamente, se tuvo
conocimiento de este hecho cuando el protocolo de inmunizacién estaba muy avanzado
y no pudo ser modificado. Por esta razdn, para las estrategias de panning y screening
se utilizaron células transfectadas de forma transitoria, las cuales sobre-expresan la
proteina de interés en sus membranas con niveles mucho mayores a los que presentan
las lineas estables.
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Fig. 22. Niveles de expresion de PD-L1 en las lineas estables (A) HEK-293/hPD-L1E y (B) CT26. En
azul: células marcadas con los anticuerpos comerciales contra PD-L1 (humano o murino, respectivamente),
y en negro: células marcadas con los controles isotipicos correspondientes.

Se comenz6 realizando la seleccion de nanobodies contra hPD-L1 utilizando para el
panning las células HEK-293 transfectadas transitoriamente, y el ectodominio de hDP-
L1 comercial fusionado a la region Fc de IgG1 humana (R&D Systems, #156-B7),
adquirido durante esta etapa para maximizar la seleccion de clones contra epitopes
nativos. Se realizaron simultdneamente tres pannings distintos: 1) tres rondas de
seleccion sobre células HEK-293/hPD-L1*, 2) una ronda sobre células HEK-293/hPD-
L1*y la segunda sobre hPD-L1-Fc comercial en pocillos de ELISA, y 3) dos rondas sobre
células HEK-293/hPD-L1" y una dltima ronda sobre hPD-L1-Fc comercial en pocillos de
ELISA.

Sin embargo, ninguna de estas estrategias fue efectiva para la seleccién de nanobodies
contra hPD-L1. Para la primera estrategia de panning, en la cual se utiliz6 como sustrato
para la seleccion Unicamente a las células, no se obtuvo ningun clon positivo en
citometria contra las células HEK-293/hPD-L1*. Por otra parte, cuando se utilizé la
proteina recombinante comercial durante la estrategia de seleccion (estrategias 2 y 3),
los titulos de los outputs de fagos obtenidos fueron demasiado bajos, indicando la
ausencia de fagos especificos para la proteina de interés.

Estos resultados parecerian indicar que la inmunizacion con las lineas celulares no
generd una respuesta eficiente de anticuerpos de cadena pesada contra hPD-L1. Por lo
tanto, se decidié regresar a la estrategia pensada originalmente, para lo cual se utilizd
la biblioteca generada a partir del animal inmunizado con el ectodominio recombinante
de hPD-L1 (biblioteca 2).

Con el fin de conservar la estructura nativa del ectodominio durante el panning, se utilizo
el ectodominio recombinante de hPD-L1 biotinilado para la seleccion de nanobodies, a
partir de dos estrategias levemente diferentes:

e Panning “en placa” (P): se preparo el pocillo de la placa con el hPD-L1 biotinilado
capturado por la avidina, y posteriormente se incubé con los fagos (de la
biblioteca o del output de la ronda previa, segln el caso).
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e Panning “en solucion” (S): se preincubaron los fagos (de la biblioteca o del output
de la ronda previa) con hPD-L1 biotinilado en un microtubo durante 1 hora, y
luego se transfiri6 la mezcla a la placa de microtitulacion previamente
sensibilizada con avidina y bloqueada con BSA. Por lo tanto, en este caso se
permite la union de los fagos a hPD-L1 antes de que éste sea capturado por la
avidina, a diferencia de la estrategia anterior.

Luego de realizar 3 rondas de seleccién utilizando cada una de las estrategias, se realizo
el monitoreo de clones positivos. Se evaluaron 25 clones de cada panning en ELISA
contra el ectodominio recombinante de hPD-L1 y en citometria de flujo sobre células
HEK-293/hPD-L1".

Los resultados de estas estrategias de panning fueron buenos, obteniéndose
numerosos clones positivos tanto en ELISA como en citometria de flujo. La primera
prueba de reactividad se realiz6 en citometria sobre las células HEK-293/hPD-L1",
obteniéndose 21 y 16 clones positivos de los 25 evaluados para los pannings Py S
respectivamente (Fig. 23 A). Se evalud la reactividad de los clones positivos obtenidos
contra las células HEK-293 wt y HEK-293/mPD-L1*, obteniéndose para todos los casos
resultados negativos. Se seleccionaron 12 clones de cada panning y se evaluaron en
ELISA contra el ectodominio recombinante de hPD-L1, obteniéndose en la mayoria de
los casos resultados positivos (Fig. 23 B).

Los clones positivos obtenidos fueron clasificados en cuatro grupos de acuerdo con su
comportamiento en ELISA y citometria de flujo:

i.  Grupo 1: clones positivos en citometria de flujo y en ELISA. En ELISA, presentan
mayor sefial para la version biotinilada de hPD-L1 capturada por avidina, que
para la version adsorbida directamente en la placa. En este grupo se incluyen la
mayoria de los clones seleccionados.

ii.  Grupo 2: clones positivos en citometria de flujo y en ELISA. En ELISA, presentan
sefiales similares para el hPD-L1 adsorbido directamente y para su version
biotinilada y capturada por la avidina. En este grupo se incluyen los clones: 6p y
14s.

ii.  Grupo 3: clones positivos en citometria de flujo, aunque con menor sefial en
comparacion con los grupos 1y 2, y positivos en ELISA, con sefiales similares
para ambos formatos. Dentro de este grupo se clasifica el clon 19s.

iv.  Grupo 4: clones negativos en citometria de flujo, y positivos en ELISA, con
sefales similares para ambos formatos. Los clones pertenecientes a este grupo
fueron descartados para estudios posteriores, ya que no reconocerian la forma
nativa de hPD-L1 expresado en las membranas celulares (clones 18p y 25s).
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Fig. 23. Resultados del screening a partir del panning sobre hPD-L1 recombinante biotinilado,
utilizando la biblioteca 2. (A) Reactividad de un clon representativo de cada grupo en citometria de flujo
contra las células HEK-293 transfectadas transitoriamente con hPD-L1. (B) Reactividad de los clones en
ELISA contra el ectodominio recombinante de hPDL-1 adsorbido directamente en la placa de ELISA (en
azul) o biotinilado y capturado por la avidina (en rojo), y contra los controles negativos: avidina (en gris) y
BSA (en negro). Los clones marcados con asterisco (18p, 12s y 25s) son negativos en citometria de flujo
sobre células HEK-293/hPD-L1*.

Seleccién de nanobodies contra mPD-L1: Se comenzé realizando la seleccion de
nanobodies especificos para PD-L1 murino sobre las células HEK-293 transfectadas
transitoriamente con el ADNc de esta proteina, utlizando la biblioteca 3
(correspondiente a la inmunizacién con las lineas celulares). Se llevaron a cabo dos
rondas de seleccién sobre estas células, y a partir del segundo output se realizd un
monitoreo de clones positivos en citometria de flujo sobre las mismas células utilizadas
durante el panning, evaluando 92 clones seleccionados al azar.

Aunque durante el panning se realiz6 la pre-adsorcion de los fagos sobre las células
HEK-293 wt para evitar la seleccion de clones contra componentes de la célula, en este
caso se identificaron tres clones que reconocieron a las células HEK-293 wt (asi como
a las células HEK-293/mPD-L1%).

Luego de este intento, y de las dificultades experimentadas en la seleccién de clones
positivos contra PD-L1, se decidi6 dejar de lado a la biblioteca 3 a pesar de que se
trataba de la Unica biblioteca que habia sido inmunizada con mPD-L1. Se utilizé
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entonces la biblioteca 2, proveniente de la llama inmunizada con el ectodominio
recombinante de hPD-L1, con la esperanza de aislar nanobodies con reactividad
cruzada por la variante murina. Para optimizar el aislamiento de clones especificos para
el antigeno de interés, se adquirié el ectodominio recombinante comercial de mPD-L1
fusionado a la region Fc de IgG1 humana (R&D Systems, #1019-B7). Como control de
especificidad de los clones aislados, se utilizé el ectodominio recombinante de DR3 (del
inglés: “Death Receptor 3”), fusionado a la misma region Fc (R&D Systems, #943-D3).

En una primera instancia, se partié del primer output amplificado de la biblioteca 2 tras
una ronda de seleccion sobre hPD-L1 biotinilado capturado por la avidina (estrategia a
partir de la cual tuvimos éxito en aislar nanobodies contra hPD-L1). Durante el primer
panning realizado, la mayoria de los clones aislados reconocieron la region Fc, pues
eran capaces de reconocer tanto mPD-L1 como DR3, ambos fusionados al Fc de la
IgG1 humana. Solamente uno de los 16 clones evaluados mostrd reactividad por el
ectodominio recombinante de hPD-L1, pero no reconoci6 mPD-L1-Fc ni DR3-Fc. Este
nanobody, denominado clon 11, fue aislado para su secuenciacion y posteriormente se
evaluo su capacidad de inhibicion de la union PD-1/PD-L1 por ELISA (seccion 3.6).

Luego de esta experiencia, se realizd el panning contra mPD-L1-Fc incluyendo durante
la incubacion de los fagos suero humano normal al 10%, para minimizar la seleccion de
fagos que reconocieran la regidn Fc de la proteina comercial. Tras la primera ronda de
seleccion sobre mPD-L1-Fc, se realizé un monitoreo de clones positivos en ELISA,
evaluandose 16 clones seleccionados aleatoriamente contra mPD-L1-Fc y DR3-Fc (Fig.
24 A). No se obtuvieron clones reactivos contra DR3-Fc, indicando que el uso de suero
durante el panning fue efectivo para evitar la seleccién de clones contra la regiéon Fc. En
este screening se obtuvieron cuatro clones positivos contra mPD-L1-Fc, los cuales
fueron posteriormente evaluados en citometria de flujo sobre células HEK-293/mPD-L1*
y HEK-293/hPD-L1". Contra-intuitivamente, los cuatro clones reconocieron la variante
humana de PD-L1 en citometria, pero no la variante murina (Fig. 24 By C).
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E
£ 1.0
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Fig. 24. Screening de clones positivos a partir del segundo output del panning contra mPD-L1-Fc.
(A) Screening en ELISA contra el ectodominio recombinante comercial de mPD-L1 fusionado a Fc (en azul),
y contra DR3-Fc como control negativo (en gris). Los cuatro clones positivos en ELISA (1, 3, 9 y 15) fueron
evaluados en citometria de flujo, observandose resultados similares para todos ellos. Se muestran los
resultados representativos de uno de los clones (denominado m15) sobre (B) células HEK-293/hPD-L1* y
(C) células HEK-293/mPD-L1*.

Se realiz6 otra ronda de seleccién a partir del output anterior sobre mPD-L1-Fc, para
aumentar la proporcion de clones positivos por el antigeno de interés. Se evaluaron 24
clones al azar del output obtenido. En ELISA, seis clones presentaron reactividad por
mPD-L1-Fc, y en igual o menor medida por hPD-L1. Otros clones también presentaron
reactividad contra hPD-L1, pero no contra la variante murina (Fig. 25 A).

Los seis clones positivos para mPD-L1-Fc en ELISA fueron evaluados en citometria de
flujo, donde solamente tres de ellos mostraron reactividad por las células HEK-293/hPD-
L1*, pero ninguno reconocio las células HEK-293/mPD-L1* (Fig. 25 B y C). Por lo tanto,
la segunda ronda de seleccién sobre mPD-L1-Fc no fue efectiva para aumentar la
proporcion de clones especificos para PD-L1 murino con respecto al anterior output
evaluado.

Un hecho dificil de explicar es que los clones reactivos contra mPD-L1-Fc en ELISA
fueran negativos en citometria de flujo sobre las células HEK-293/mPD-L1* y positivos
sobre las células HEK-293/hPD-L1". Podria ocurrir que las células transfectadas con el
ADNc de mPD-L1 presentan alguna mutacién o modificacion en esta proteina, que
impide que sea reconocida por los nanobodies seleccionados, aunque es reconocida
por el anticuerpo comercial. Los sobrenadantes de los nanobodies también fueron
evaluados sobre las células CT26 sin observarse marcaje. Sin embargo, los
sobrenadantes sin purificar de los nanobodies (al encontrarse a baja concentracion),
son incapaces de marcar células con tan baja expresion del antigeno en sus
membranas, como es el caso de los niveles de mPD-L1 en la linea CT26. Este hecho
fue observado al evaluar los sobrenadantes de clones especificos para hPD-L1 sobre la
linea HEK-293/hPD-L1E, sobre la cual no se observd marcaje, a pesar de que los
mismos sobrenadantes eran capaces de marcar las células HEK-293 transfectadas
transitoriamente con el ADNc de hPD-L1 (resultados no mostrados).
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Fig. 25. Screening de clones positivos a partir del tercer output del panning contra mPD-L1-Fc. (A)
Screening en ELISA contra mPD-L1-Fc y hPD-L1. Los seis clones positivos obtenidos en esta etapa contra
mPD-L1-Fc fueron evaluados en citometria de flujo. Se muestran los resultados obtenidos para dos de esos
clones (9 y 14) sobre las células HEK-293 transfectadas transitoriamente con (B) hPD-L1 y (C) mPD-L1.

A modo de resumen de los resultados obtenidos durante esta seccién, destacamos los

siguientes puntos:

Se seleccioné un nanobody contra mPD-1 a partir de un panning sobre células
HEK-293 que sobre-expresaban dicho receptor. Este nanobody presentd
reactividad cruzada por la variante humana de PD-1, siendo positivo en
citometria de flujo sobre células HEK-293 transfectadas transitoriamente con
ambas variantes, y negativo en ELISA sobre los ectodominios recombinantes de
PD-1 producidos durante esta tesis, a los cuales, sin embargo, reconoce cuando
se encuentran en solucion.

Se seleccionaron dos nanobodies contra hPD-1 a partir de un panning sobre
células HEK-293 que sobre-expresaban dicho receptor. Estos nanobodies
reconocen el hPD-1 expresado sobre células HEK-293 transfectadas
transitoriamente en citometria de flujo, pero no reconocen el ectodominio
recombinante de hPD-1 producido en el laboratorio adsorbido en placa de
ELISA. No presentaron reactividad cruzada por la variante murina de PD-1.

A partir de un panning en placa de ELISA utilizando el ectodominio recombinante
de hPD-L1, se seleccionaron numerosos clones positivos contra esta proteina
en ELISA y en citometria de flujo sobre las células HEK-293 transfectadas
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transitoriamente con hPD-L1. Ninguno de estos clones presentd reactividad
cruzada por mPD-L1 en células HEK-293 transfectadas transitoriamente.

e A pesar de que se pudieron seleccionar clones positivos contra mPD-L1-Fc en
ELISA a partir de un panning realizado sobre esa proteina en placa, ninguno fue
capaz de reconocer a las células HEK-293/mPD-L1" en citometria de flujo. Sin
embargo, algunos de estos clones presentaron reactividad por el PD-L1 humano
en ELISA, sobre el ectodominio recombinante, y en citometria, sobre las células
HEK-293/hPD-L1".

Tabla X. Resumen de los nanobodies aislados durante esta etapa, incluyendo las
estrategias que se utilizaron para su seleccién y la reactividad que presentaron.

Biblioteca a partir de

Estrategia de panning

Nanobody la que fue aislado utilizada Reactividad del clon
ci1 2 (ectodominio de Células HEK-293 transfectadas | mPD-1y hPD-1 sobre células
mPD-1) con mPD-1 HEK-293 transfectadas
12: 22 1 (ectodominio de Células HEK-293 transfectadas | hPD-1 sobre células HEK-293
' hPD-1) con hPD-1 transfectadas
Ectodominio recombinante de hPD-L1 sobre células HEK-
1s; 14s; 20s; 2 (ectodominio de hPD-L1 biotinilado en pocillos 293 transfectadas y
25s hPD-L1) de ELISA (panning “en ectodominio rec. de hPD-L1
solucién”) en placa de ELISA
. Ectodominio recombinante de hPD-L1 sobre células HEK-
6p; 9p; 15p; 2 (ectodominio de hPD-L1 biotinilado en pocillos 293 transfectadas y
21p; 25p hPD-L1) de ELISA (panning “en placa’) ectodominio rec. de hPD-L1
en placa de ELISA
. Ectodominio recombinante de ..
18p 2 (ecrt](l)jdgnljllnlo de hPD-L1 biotinilado en pocillos Ectodomllnlo rgc. gﬁlgiD'Ll
L1) de ELISA (panning “en placa”) en placa de
Ectodominio recombinante de hPD-L1 sobre células HEK-
11 2 (ectodominio de hPD-L1 biotinilado en pocillos 293 transfectadas y
hPD-L1) de ELISAy mPD-L1-Fc ectodominio rec. de hPD-L1
comercial en pocillos de ELISA en placa de ELISA
Ectodominio recombinante de hPD-L1 sobre células HEK-
2 (ectodominio de hPD-L1 biotinilado en pocillos 293 transfectadas y
m15 de ELISA y mPD-L1-Fc ectodominio rec. de hPD-L1y

hPD-L1)

comercial en pocillos de ELISA
(con SHN)

mPD-L1-Fc en placa de
ELISA
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Fig. 26. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los nanobodies seleccionados durante
esta etapa. Se muestran las secuencias de los nanobodies anti-PD-L1 (en negro) y anti-PD-1 (en azul). Se
cuenta con secuencias parciales de algunos clones especificos para hPD-L1 aislados que estan en proceso
de ser secuenciados.

3.5. Produccion de nanobodies a gran escala en sistema procariota

Luego de haber seleccionado nanobodies contra las proteinas de interés, se realizo la
produccién de los mismos a gran escala en E. coli, para poder evaluarlos en ensayos
de inhibicion de la unién PD-1/PD-L1 in vitro.

El vector pComb3X no es adecuado para la produccion de grandes cantidades de
proteina, por lo tanto, se subclonaron los nanobodies seleccionados anteriormente en
un vector de expresion procariota derivado del plasmido pET28. Este vector,
denominado pINQ-OmpA, fue generado en nuestro laboratorio y permite la expresion
de grandes cantidades de proteina en E. coli (como se explicé en la seccion 2.8).

El clonaje en este vector también se realiz6 con la enzima de restriccion Sfil de forma
dirigida. Hacia el 5’ el nanobody contara con un péptido sefal de exportacién al
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periplasma bacteriano (OmpA), y hacia el 3’ estara asociado a una cola de 6 histidinas
y a un epitope de HA.

Luego del subclonaje de los nanobodies a este vector, se realizaron las producciones a
gran escala de los mismos y se purificaron por cromatografia de afinidad como se
describié en la seccion 2.9. Los picos de proteina obtenidos durante la purificacion
(identificados por el aumento de la absorbancia a 280 nm), fueron dializados contra PBS.
Posteriormente se determind su concentracion (segun la absorbancia a 280 nm) y se
evaluo la pureza mediante SDS-PAGE (Fig. 27).

Luego de la purificacion, fue evidente que algunos clones no se producian en forma
adecuada, obteniéndose bajas concentraciones segin las medidas de absorbancia a
280 nm, y con bajo porcentaje de pureza (nanobodies 14sy 25s, Fig. 27 A). Estos clones
fueron descartados para su utilizacion en futuros experimentos.

Al 1s 20s 25s 14s 21p 11 kba MP
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Fig. 27. Geles de SDS-PAGE de los nanobodies producidos y purificados por cromatografia de
afinidad. (A) y (B): Fracciones correspondientes a los picos de elucion de los nanobodies aislados contra
hPD-L1. (C) Fracciones de los picos de elucion de los nanobodies especificos para PD-1. Tincién con azul
de Coomassie.
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3.6. Ensayos de inhibicion de la unién PD-1/PD-L1 por ELISA

Luego de haber producido los nanobodies especificos para PD-1 y PD-L1
seleccionados, se evalué su capacidad de inhibir la unién de PD-1 con su ligando PD-
L1 en ELISA. Para este ensayo se debieron utilizar los ectodominios recombinantes
comerciales quiméricos, fusionados a Fc, ya que a partir de los ectodominios
recombinantes producidos en el laboratorio no fue posible evidenciar la unién de PD-1
con PD-L1. Sibien este hecho fue una desventaja a la hora de realizar los experimentos,
no nos genero gran desconcierto debido a que concordaba con la experiencia previa de
gue la inmovilizacién de PD-1 a la placa de ELISA o su biotinilacién generaba cambios
conformacionales que la diferenciaba de la proteina nativa expresada en las superficies
de las células HEK-293 transfectadas. Por lo tanto, es légico que no haya sido posible
poner a punto un ensayo de ELISA de unién en ninguno de los siguientes formatos: 1)
empleando el PD-1 como proteina de sensibilizacion, debido a su aparente
desnaturalizacion, y 2) utilizando el PD-1 biotinilado en solucion, debido a que la
biotinilacion podria afectar la estructura de PD-1 o modificar el sitio de union al ligando
0 sitios circundantes a él que lo afecten en altimo término.

Los ensayos de ELISA de inhibicion con los ectodominios comerciales fueron puestos a
punto por el grupo colaborador del CIMA. La capacidad de inhibicién de la unién PD-
1/PD-L1 de los nanobodies fue evaluada durante una pasantia realizada en dicho
laboratorio en el marco de esta tesis. El formato del ELISA y el protocolo de cada ensayo
para las variantes humanas y murinas se describen en la seccién 2.10.

Los nanobodies especificos para PD-1 fueron evaluados en primer lugar en el ensayo
de las variantes humanas. En este caso, se contaba con tres hanobodies, y en principio
fueron evaluados a una concentracion elevada fija de 4 ug/mL. A partir de esta prueba,
se pudo determinar que solamente C11 era capaz de inhibir la unién hPD-1/hPD-L1 (Fig.
28 A).

Como ya se habia demostrado previamente, el nanobody C11 presenta reactividad
cruzada por la variante humanay por la murina, por lo tanto, se realizaron ambas curvas
de inhibicién para este nanobody (Fig. 28 By C). C11 fue capaz de inhibir la unién entre
los ectodominios de ambas especies, sin embargo, no se contaba con un anticuerpo
comercial contra PD-1 como control de inhibicion para poder compararlo. En el caso del
ensayo de las variantes humanas, se utilizé como control de inhibicién el ectodominio
de hPD-L1 fusionado a Fc sin marcar en solucion (R&D Systems, #156-B7), mientras
gue en el ensayo de las variantes murinas se empled el sobrenadante sin purificar de
un anticuerpo monoclonal anti-mPD-1 (que fue clonado por el grupo del CIMA a partir
de la patente n° US20100028330A1). La concentracion méaxima del sobrenadante de
este anticuerpo no permitié generar una curva de inhibicion completa, aunque se puede
estimar que C11 posee mayor capacidad de inhibicién debido a que su concentracion
inhibitoria maxima media (IC50) parece ser menor (Fig. 28 C).
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Fig. 28. Inhibicion de la union PD-1/PD-L1 en ELISA utilizando los nanobodies especificos para PD-
1 aislados. (A) Evaluacion de la capacidad de inhibicién de la unién de las variantes humanas de los tres
nanobodies contra hPD-1 seleccionados anteriormente (C11, 12 y 22). C11 fue el Unico en demostrar
capacidad de inhibicion. Las curvas de inhibicién de la union PD-1/PD-L1 para C11 se realizaron para (B)
las variantes humanas y (C) las variantes murinas. Se incluyd como control negativo un nanobody con
especificidad irrelevante (Nano neg., en gris) y controles positivos para cada ensayo (en negro).

Por otra parte, se realizaron las curvas de inhibicion de los nanobodies aislados contra
PD-L1 humano, incluyéndose como control un anticuerpo policlonal comercial especifico
para hPD-L1 (R&D Systems, #AF156). Como se puede observar en la Fig. 29 A, los
nueve clones aislados contra PD-L1 fueron capaces de inhibir la unién entre el ligando
y el receptor en ELISA, aunque algunos presentaron mayor capacidad de inhibicién que
otros. Todos los nanobodies presentaron mayor capacidad de inhibicibn que el
anticuerpo policlonal control. Las curvas de inhibicion de los tres mejores clones (11,
25p y 6p), es decir, aquellos que presentaron menores IC50, son comparadas con las
de los controles de inhibicion en la Fig. 29 B: el anticuerpo policlonal contra hPD-L1y el
ectodominio comercial de hPD-L1 fusionado a Fc sin marcar.
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Fig. 29. Inhibicién de la unién hPD-1/hPD-L1 en ELISA utilizando los nanobodies especificos para
hPD-L1 aislados. (A) Curvas de inhibicion de los nueve nanobodies especificos para hPD-L1
seleccionados y producidos en las secciones anteriores. (B) Comparacion de las curvas de inhibicién de
los tres mejores nanobodies con el anticuerpo comercial contra hPD-L1 (en negro) y el ectodominio
comercial de hPD-L1-Fc sin marcar (en azul). Se incluye como control negativo un nanobody con
especificidad irrelevante (Nano neg., en gris).

A pesar de que ninguno de los nanobodies especificos para hPD-L1 demostré
reactividad cruzada por la variante murina en citometria cuando se evaluaron sobre las
células HEK-293/mPD-L1*, se realiz6 una prueba para evaluar la capacidad de
inhibicion de estos nanobodies de la union de las variantes murinas de PD-1/PD-L1.
Para ello, se probaron los distintos nanobodies a una concentracion elevada fija de 4
Mg/mL. A pesar de que la mayoria no mostré capacidad de inhibicién de la unién de las
variantes murinas, dos clones fueron capaces de inhibir la unién en mas de un 50% (Fig.
30 A). De hecho, uno de los nanobodies (6p), demostré una capacidad de inhibicion casi
completa, al igual que el anticuerpo convencional contra mPD-L1 utilizado como control
de inhibicién. Este anticuerpo proviene de un hibridoma de hamster armenio inmunizado
con mPD-L1 generado por Dong y col., 2002 [242], y que ha sido modificado por el grupo
del CIMA para poder ser utilizado en estudios in vivo en ratdn (pues se observo que era
inmunogénico), sustituyendo las regiones constantes de las cadenas pesada y liviana
de hamster por las de IgG2a y lambda de ratén. El grupo del CIMA ha demostrado que
este anticuerpo presenta actividad antitumoral en el modelo de tumores trasplantables
a partir de la linea celular MC38, como se discutirA mas adelante (resultados no
publicados). A partir de las curvas de inhibicién de la uniébn de mPD-1/mPD-L1, se puede
observar que 6p tiene un IC50 similar al del anticuerpo monoclonal anti-mPD-L1 (Fig.
30 B).
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Fig. 30. Inhibicion de la union mPD-1/mPD-L1 en ELISA utilizando los nanobodies especificos para
hPD-L1 aislados. (A) Porcentaje de inhibicion de la union mPD-1/mPD-L1 para los distintos nanobodies
aislados contra PD-L1 humano. Nano ng.: nanobody control con especificidad irrelevante; mAb+: anticuerpo
convencional contra mPD-L1; C. isot.: anticuerpo control isotipico. (B) Curvas de inhibicion de la union mPD-
1/mPD-L1 utilizando los dos nanobodies con mayor capacidad de inhibicion segun los resultados obtenidos
en (A), comparandolos con el anticuerpo convencional contra mPD-L1 (en negro). Se incluyé un nanobody
con especificidad irrelevante como control negativo (en gris).

3.7. Reactivacidon de células T de ratdon in vitro

Segun lo descrito en la introduccién, uno de los objetivos que se buscan durante el
bloqueo de la union PD-1/PD-L1 es la reactivacion de células T exhaustas. Una
aproximacion in vitro para evaluar el efecto biolégico del blogueo de esta unién puede
ser utilizar un cultivo primario de células T naive de bazo de ratén activadas de forma
antigeno independiente con anticuerpos agonistas de CD3 y CD28, en presencia o
ausencia de mPD-L1. En presencia de mPD-L1, se espera que los marcadores de
activacion y proliferacion disminuyan con respecto a la condicion en ausencia de este
ligando. Mediante la incubacion con anticuerpos inhibidores de la uniéon PD-1/PD-L1 se
busca restaurar la activacion de las células T expuestas a mPD-L1, lo cual se evidencia
midiendo los niveles en el sobrenadante de cultivo de marcadores de proliferacion (IL-
2) y de activacion (el IFN-y es un marcador de activacion de células T CD8* y CD4*
Thl).

En este experimento se evalud la capacidad de los nanobodies inhibidores de la unién
mPD-1/mPD-L1 de reactivar células T de ratdbn expuestas a mPD-L1 in vitro. Se
utilizaron los nanobodies C11 y 6p, especificos para PD-1 y PD-L1 respectivamente.
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En un primer ensayo, para lograr una fuerte activacion de las células T naive aisladas
de bazo de ratén, se utilizaron microesferas magnéticas recubiertas con anticuerpos
agonistas contra CD3 y CD28 (Thermo, #11456D). Sin embargo, no se consigui6 activar
las células de forma eficiente, lo cual quedd en evidencia al cuantificar los niveles de IL-
2 e IFN-y en el sobrenadante del cultivo, que resultaron muy bajos.

Posteriormente, las células T fueron incubadas directamente con anticuerpos agonistas
de CD3y CD28, lo que permitié una activacion eficiente de dichas células. Para ello los
pocillos de la placa de cultivo se tapizaron con el anticuerpo anti-mCD3 con el fin de
generar un mayor efecto por entrecruzamiento de TCRs, y el anticuerpo anti-mCD28 fue
administrado en solucién. Las células T fueron incubadas en presencia 0 ausencia de
mPD-L1-Fc en estas condiciones durante 72 hs. Asimismo, se incluyeron pocillos en los
gue ademas se afiadio el anticuerpo monoclonal anti-mPD-L1 como control (el mismo
gue se utilizé durante los ensayos de ELISA de inhibicion). Se recogi6 el sobrenadante
tras 72 hs (a partir del cual se determiné la concentracion de IL-2 e IFN-y mediante kits
de ELISA comerciales), y las células fueron incubadas O/N en medio de cultivo que
contenia timidina tritiada, para medir los niveles de proliferacion al dia siguiente.

Se realizaron algunas pruebas para establecer las mejores condiciones de activacion
de las células, partiendo de los datos publicados en trabajos previos [82,83,243]. Se
evalu6 la utilizacion de concentraciones de anticuerpos altas (anticuerpo anti-CD3
inmovilizado en la placa a 10 yg/mL y anticuerpo anti-CD28 en soluciéon a 1 yg/mL) o
bajas (anticuerpo anti-CD3 a 1 pg/mL y anticuerpo anti-CD28 a 0,1 ug/mL). El mPD-L1-
Fc fue utilizado inmovilizado en los pocillos de la placa a 10 pg/mL. Se utilizé una
concentracion de anticuerpo monoclonal anti-mPD-L1 elevada, establecida en 30
pg/mL.

La puesta a punto del ensayo fue dificil. A bajas concentraciones de anticuerpos
agonistas, se observé poca activacion de las células (especialmente en cuanto a los
niveles de IL-2 en sobrenadante), y una inhibicion muy marcada en presencia de mPD-
L1-Fc, que no pudo ser revertida en presencia del anticuerpo monoclonal. En cambio,
utilizando altas concentraciones de anticuerpos agonistas la activacion fue adecuada
pero la inhibicion lograda por mPD-L1-Fc fue menos marcada. Aun asi, se selecciono
esta condicién de activacion para continuar con la evaluacién de los nanobodies, debido
a que se lograba una activacion adecuada de las células y una inhibicién sutil aunque
consistente en presencia de mPD-L1, ademas de un restablecimiento de los niveles de
citoquinas en presencia del anticuerpo anti-mPD-L1 (Fig. 31).

Los datos de proliferacion obtenidos durante la puesta a punto del ensayo presentaron
una gran variabilidad, y por ende, la comparacion entre los distintos grupos no aporté
datos concluyentes. Este ensayo fue por tanto descartado para la siguiente etapa en
donde se evaluaron los nanobodies.
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Fig. 31. Puesta a punto de las condiciones de activacién del cultivo primario de células T de ratén.
Se representa la concentracion (como media + desviacion estandar (SD)) de (A) IL-2 y (B) IFN-y en el
sobrenadante de las células en cultivo tras 72 hs de activaciéon. Se muestran los resultados obtenidos para
la activacion con altas concentraciones de anticuerpos agonistas anti-CD3 y anti-CD28, en presencia o
ausencia de mPD-L1-Fc. Se utilizé un anticuerpo monoclonal (mAb) anti-mPD-L1 para contrarrestar la
inhibicion causada por mPD-L1. *P<0,05, ns: no significativo.

Tras establecer las condiciones Optimas para este ensayo, se evaluaron los dos
nanobodies inhibidores de la unibn mPD-1/mPD-L1 a una concentracion de 8 ug/mL
(correspondiente a una concentracibn molar similar a la del anticuerpo convencional
anti-mPD-L1 utilizado como control). Tras 72 hs de activacion de las células los niveles
de IL-2 e IFN-y en el sobrenadante fueron cuantificados por ELISA.

Ambos nanobodies fueron capaces de generar un aumento en los niveles de IL-2 e IFN-
Yy con respecto a la condicién en ausencia de anticuerpo, al igual que el anticuerpo
monoclonal anti-mPD-L1. Este aumento fue estadisticamente significativo en el caso de
la IL-2 para ambos nanobodies (Fig. 32 A), y en el caso del IFN-y sélo para 6p (Fig. 32
B). Esto no ocurrié cuando se utilizé un nanobody con especificidad irrelevante como
control negativo, indicando que la reactivacion de las células T ocurre especificamente
en presencia de los nanobodies inhibidores de la via de PD-1, y no por interacciones
inespecificas o por contaminacion de restos bacterianos provenientes del proceso de
produccién de los nanobodies.

Por lo tanto, ambos nanobodies, C11 y 6p, presentaron un efecto bioldgico en la
reactivacion de las células T inhibidas por mPD-L1. Este ensayo constituye una primera
prueba del efecto biol6gico que podrian presentar los nanobodies in vivo, potenciando
las funciones efectoras de las células T.

Este ensayo tiene la desventaja de que posee poco margen de error, debido a que las
diferencias entre los distintos grupos fueron muy bajas y la dispersién de los datos de
un mismo grupo dificulté el andlisis estadistico. Como perspectiva a futuro, se podria
intentar mejorar las condiciones de este ensayo para poder observar mayor diferencia
entre los grupos.
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Fig. 32. Evaluacién de la actividad biolégica de los nanobodies C11 y 6p in vitro. Se determiné la
concentracion (representada como la media + SD), en el sobrenadante de cultivo primario de células T de
raton de: (A) IL-2 y (B) IFN-y. La activacion de las células se realizé utilizando las condiciones establecidas
durante los ensayos de puesta a punto descritos, y se evalu6 la capacidad de los nanobodies C11 y 6p de
reestablecer la activacion de las células T inhibidas por mPD-L1-Fc, a través de la cuantificacion de estos
biomarcadores. Sin est.: células sin estimular, es decir, en ausencia de anticuerpos agonistas anti-CD3 y
anti-CD28. Sin Ac.: células estimuladas en ausencia del anticuerpo convencional o de nanobodies. mAb:
células estimuladas en presencia del anticuerpo convencional anti-mPD-L1 utilizado como control de
inhibicion. Las dltimas tres columnas de cada grafico corresponden a las células estimuladas en presencia
de los nanobodies inhibidores de la via de PD-1 (C11 y 6p), y un nanobody con especificidad irrelevante
como control negativo (Nano neg.). El experimento se realiz6 en dos ocasiones independientes y realizando
cuadriplicados de cada grupo, obteniéndose resultados similares en ambos casos. El andlisis estadistico
se realizd utilizando el test de Mann-Whitney. *P<0,05.

3.8. Expresion de nanobodies en células eucariotas a partir de pAAVs

Tras confirmar que los nanobodies C11 y 6p presentaban actividad biolégica en un
ensayo in vitro, éstos fueron clonados en vectores de AAV con objeto de expresarlos in
vivo. Para ello se generaron para cada nanobody cuatro plasmidos que contenian la
secuencia del nanobody bajo el control de cuatro promotores diferentes, como se
describié en la seccion 2.12. También se clondé un nanobody control negativo con
especificidad irrelevante. Tras los clonajes, los plasmidos generados fueron
comprobadas por secuenciacion.

Para comprobar la correcta expresién de los nanobodies en células eucariotas a partir
de los vectores generados, se realizaron transfecciones con cada uno de los plasmidos
en dos lineas celulares de mamifero: BHK y HUH7. Las transfecciones fueron realizadas
como se describié en la seccién 2.13. Tras 48 hs, las células se fijaron y se analizaron
mediante inmunofluorescencia (IF) con un anticuerpo especifico contra el epitope de
HA. Asimismo se recogieron muestras de sobrenadantes y de extractos celulares para
su evaluacion por ELISA y Western blot.

A partir de las IF, se observé una correcta expresion de los nanobodies en ambas lineas
celulares, aunque la eficiencia de transfeccion fue diferente segun el vector utilizado
(Fig. 33). Las transfecciones utilizando los vectores conteniendo el promotor SFFV
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presentaron menor cantidad de células positivas en IF, lo cual es indicativo de un menor
porcentaje de células transfectadas o de una expresion ineficiente del transgén en
algunas células.

Células BHK

EFla

CAG

SFFV
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Células HuH7

o-HA DAPI MERGE

Fig. 33. Evaluacién de la expresion de Cl11 por IF en células BHK y HuH7 transfectadas
transitoriamente con los pAAVs generados. La expresion de C11 se visualizé utilizando un anticuerpo
anti-HA conjugado al fluor6foro Alexa Fluor 488. Se evalud la expresion del nanobody a partir de los pAAVs
con los promotores indicados a la izquierda. Aumento 400x.

l. Cuantificacion por ELISA

Los sobrenadantes y lisados de las células transfectadas fueron analizados mediante
un ELISA de unién especifico a PD-1 o PD-L1 para cuantificar el nanobody presente en
los mismos, y para verificar que conservaban la unién especifica a su antigeno. Para
ello, los pocillos de ELISA se tapizaron con los ectodominios comerciales de PD-1 o PD-
L1 recombinantes fusionados a Fc, segun el nanobody analizado.

Tanto C11 como 6p demostraron expresarse y secretarse en forma adecuada en ambas
lineas celulares, siendo los niveles de nanobody en sobrenadantes mayores a partir de
las células BHK en comparacion con la linea HuH7 (Figs. 34 y 35). La linea BHK es
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ampliamente utilizada para expresar proteinas recombinantes, incluso a nivel industrial,
debido a su alta capacidad de expresion. En nuestro caso, tres de los cuatro vectores
evaluados generaron muy buenos niveles de produccion, siendo los promotores EF1a
y CAG los que lograron mayor expresion de ambos nanobodies (entre 15y 25 pg/mL en
el sobrenadante de las células BHK). A partir del promotor CMV también se obtuvieron
buenos niveles de produccion (alrededor de 10 ug/mL), sin embargo, el promotor SFFV
fue en todos los casos el que dio lugar a menor expresion de nanobody (obteniéndose
entre 5y 10 veces menor concentracion). En el caso de las células HuH7 esta diferencia
fue mayor, obteniéndose alrededor de 200 veces menor cantidad de nanobody en
comparacion con el resto de las construcciones. Esto es concordante con los datos
obtenidos en IF, donde la tincion de las células transfectadas con los pAAV-SFFV era
muy baja.

Los niveles de produccion de los nanobodies a partir de los tres mejores promotores
fueron unas 100 veces mayores que los que ha obtenido el grupo del CIMA al expresar
el anticuerpo monoclonal anti-mPD-L1 a partir de un vector similar de AAV con el
promotor EF1a (datos no publicados). Los elevados niveles de expresion in vitro de
nuestros nanobodies constituyen un buen indicio de que es posible que estas moléculas
se produzcan eficientemente in vivo a partir de los vectores de AAV generados.

Por otra parte, la secrecion de los nanobodies a partir de las células transfectadas fue
muy eficiente, observandose que en la mayoria de los casos practicamente la totalidad
del nanobody se encontraba en el sobrenadante (Figs. 34 B y 35 B). En la linea HuUH7
se observd una mayor retencion del nanobody en la célula, especialmente para el clon
6p, aunque de todas formas en este caso se secret6 entre un 80 y un 90% del nanobody
expresado, dependiendo del promotor utilizado. En nuestro caso, lograr una secrecion
optima del nanobody a partir de la célula que lo expresa es esencial, ya que esta
molécula debe encontrarse en el espacio extracelular para ser capaz de bloquear la
union de PD-1 con PD-L1.

Durante cada transfeccion se incluyeron controles de células sin transfectar y
transfectadas con un pAAV codificante para un nanobody con especificidad irrelevante,
asociado al mismo epitope de HA para su deteccidn. Los sobrenadantes y lisados de
estos controles también fueron analizados con todas las técnicas descritas. En los
ensayos de ELISA, las muestras de estos controles fueron negativas cuando se las
enfrentd a PD-1 o PD-L1, como era de esperar (resultados no mostrados).
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Fig. 34. Expresion del nanobody C11 en células transfectadas con vectores de pAAV. (A)
Concentracion de C11 (representada como media £+ SD) en sobrenadantes de células BHK (izquierda) y
HuH7 (derecha), transfectadas con los pAAVs codificantes para este nanobody a partir de los promotores
que se indican bajo cada figura. (B) Proporcion de C11 en el sobrenadante (celeste) y en el lisado celular
(negro) de las distintas transfecciones realizadas. Las transfecciones fueron realizadas por triplicado en
cada caso.
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A Expresion de 6p en BHK Expresién de 6p en HuH7
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Fig. 35. Expresién del nanobody 6p en células transfectadas con vectores de pAAV. (A)
Concentracion de 6p (representada como media = SD) en sobrenadantes de células BHK (izquierda) y
HuH7 (derecha), transfectadas con los pAAVs codificantes para este nanobody a partir de los promotores
gue se indican bajo cada figura. (B) Proporcidon de 6p en el sobrenadante (rosado) y en el lisado celular
(negro) de las distintas transfecciones realizadas. Las transfecciones fueron realizadas por triplicado en
cada caso.

Il. Anélisis por Western blot

Con objeto de confirmar que los nanobodies expresados tenian el tamafio esperado, las
muestras de sobrenadantes y lisados de células transfectadas con los pAAVs
codificantes para C11 y 6p fueron analizadas por Western blot (ver seccién 2.13), en
condiciones reductoras y utilizando un anticuerpo contra el epitope HA para la deteccion
de los nanobodies. En todos los casos se compararon las bandas correspondientes a
los nanobodies generados por las células transfectadas con los producidos en forma
recombinante en E. coli. Estos ultimos llevan una cola de seis histidinas que no esta
presente en los expresados a partir de los pAAVs. Por otro lado, los nanobodies
producidos por las células eucariotas llevan un péptido sefial que podria encontrarse en
el nanobody intracelular pero que no se esperaria encontrar en la fraccion secretada,
debido a que este péptido se elimina por una proteasa celular antes de la secrecion al
medio extracelular. El tamafio esperado para los nanobodies es de aproximadamente
15 kDa, siendo levemente menor el tamafio calculado para los hanobodies expresados
a partir de los pAAVs (diferencia de aproximadamente 1 kDa).

Como se puede observar en la Fig. 36, los nanobodies expresados a partir de las células
eucariotas tienden a presentar dos bandas de diferente peso molecular, especialmente
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en el caso del clon C11. En las células BHK, estas dos bandas se observan claramente
tanto en el sobrenadante como en los lisados celulares de los cuatro pAAVs utilizados.
Dado que el nanobody producido en E. coli tiene una cola de histidinas que incrementa
su tamafo en 1 kDa aproximadamente, proponemos que la banda de menor peso
molecular obtenida a partir de las células eucariotas corresponde al nanobody sin
modificaciones, y que la banda de mayor peso molecular puede corresponder a una
version modificada del nanobody, posiblemente por glicosilacion. Esta modificacién
postraduccional pareceria ser dependiente de la secuencia del nanobody. Por ejemplo,
el nanobody control negativo producido a partir de la construcciéon pAAV-EF1a no sufre
esta modificacion pues s6lo se observa una Unica banda de menor peso molecular que
la del mismo nanobody producido en E. coli.
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Fig. 36. Analisis por Western blot de los sobrenadantes y lisados de las células transfectadas con
pAAVs codificantes para nanobodies. Arriba: sobrenadantes (S) y lisados celulares (LC) de las lineas
celulares BHK (izquierda) y HuH7 (derecha) transfectadas con los pAAVs codificantes para C11 con los
promotores indicados. Se incluyeron como controles: células sin transfectar (S/t), y células transfectadas
con un pAAV codificante para un nanobody control negativo bajo el promotor EF1a (EF1a ng.). También se
incluyeron ambos nanobodies recombinantes producidos en E. coli (C11 rec. y Ng. rec.). Abajo: resultados
obtenidos a partir de las transfecciones de la linea BHK (izquierda) y HuH7 (derecha) con los cuatro pAAVs
codificantes para 6p, en el sobrenadante (S) y lisado celular (LC). Se incluyeron también los nanobodies 6p
y C11 recombinantes producidos en E. coli. Las cantidades de proteina cargadas de sobrenadantes y
lisados no son comparables.

En el caso de 6p parece que la modificacién postraduccional no se produce de igual
forma que para C11. Asi el 6p expresado a partir de los promotores CAG y CMV, se
encuentra en el interior celular mayoritariamente como nanobody sin modificar (es decir,
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con un menor peso molecular), mientras que la forma secretada es modificada
completamente, observandose una sola banda de alto peso molecular. Esto no ocurre
en el caso del de los promotores EF1a y SFFV, en donde el 6p se observa como una
sola banda de menor peso molecular tanto para el sobrenadante como para el lisado,
aungue en las células Huh7 la expresion con este promotor fue demasiado baja y no se
lograron observar bandas claras en el Western blot.

Dado que en algunos casos observamos para cada nanobody dos formas secretadas
de diferente tamafio, se analizé si ambas versiones eran capaces de unirse a su
antigeno realizando una inmunoprecipitacion (IP) con microesferas con proteina G
recubiertas con mPD-1-Fc. Se trabajo solamente con una de las muestras
(sobrenadante de células BHK transfectadas con pAAV-EF1a-C11), asumiendo que la
modificacion del nanobody era la misma para los diferentes casos. La muestra se incub6
con las microesferas recubiertas con mPD-1 o sin recubrir. Como controles se incluyeron
los nanobodies recombinantes C11 y el control negativo producidos en E. coli.

Tras realizar la IP, las fracciones obtenidas fueron analizadas por Western blot. Como
se puede observar en la Fig. 37, las dos bandas de diferente tamafio de C11 producido
por las células BHK precipitan junto con las microesferas recubiertas de mPD-1-Fc (carril
4). Por lo tanto, ambas versiones del nanobody son capaces de unirse a su antigeno,
aungue a partir de este experimento no se puede concluir si una presenta mayor afinidad
que la otra por mPD-1. Al haber utilizado cantidades en exceso de los nanobodies,
también se observa una gran proporcion de C11 en la fracciéon no retenida (carril 3).

En cuanto a los controles del experimento, no se observaron uniones inespecificas de
ningun tipo. El nanobody C11 solamente precipita con las microesferas recubiertas con
mPD-1 y no cuando se lo enfrente a las microesferas sin recubrir. El nanobody control
negativo no precipita al incubarse con las microesferas recubiertas con mPD-1.
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Fig. 37. Analisis de la inmunoprecipitacion del nanobody C11 producido en células BHK, utilizando
microesferas magnéticas asociadas a mPD-1. La IP se realizé utilizando el sobrenadante de células BHK
transfectadas con pAAV-EF1a-C11, y como control se empled el nanobody C11 y un nanobody control
negativo, ambos producidos en E. coli (C11 rec. y Ng. rec., respectivamente). En todos los casos, las
muestras fueron enfrentadas a microesferas magnéticas recubiertas con mPD-1-Fc (+) o sin recubrir (-). El
Western blot se realizé de la misma manera que en la Fig. 36. En el gel se carg6 tanto la fracciéon que
precipitod con las microesferas magnéticas (fraccion P), como la fraccién no retenida (NR), es decir, la que
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no se uni6 a las microesferas. También se cargaron en el gel las muestras originales sin inmunoprecipitar,
tanto de los nanobodies recombinantes como del sobrenadante de las células BHK transfectadas (Sbn).

M. Ensayo de ELISA de inhibicién

Por otra parte, se evalud la capacidad del nanobody C11 producido a partir de las células
BHK y HuH7 con los diferentes promotores de inhibir la unién mPD-1/mPD-L1 en ELISA.
Los ensayos de inhibicion se realizaron como se describié previamente (seccién 2.10),
evaluando el nanobody a dos concentraciones diferentes (200 y 10 ng/mL), tomando en
cuenta las concentraciones determinadas por el ELISA en los sobrenadantes (punto |
de esta seccién). Se comparé la capacidad de inhibicién del C11 presente en los
sobrenadantes con el C11 recombinante purificado de E. coli. En todos los casos, se
observé un nivel de inhibicion de la union mPD-1/mPD-L1 adecuado a partir de los
sobrenadantes de las células transfectadas, que fue proporcional a la concentracion de
nanobody utilizada. Se observé inhibicion completa de la union utilizando los
sobrenadantes a 200 ng/mL de C11, como era de esperar, y una inhibicién parcial de
alrededor del 25% utilizando la concentracién menor (10 ng/mL), que se correspondié
adecuadamente con la inhibicién obtenida a partir de la misma concentracién de C11
recombinante (Fig. 38).

A partir del experimento de IP y de este ELISA de inhibicion se puede inferir que la
modificacion postraduccional que se genera en C11 al ser expresado a partir de las
lineas de células eucariotas utilizadas no altera, al menos de forma significativa, el
reconocimiento de su antigeno ni su capacidad de inhibicion de la unién de PD-1 con su
ligando.
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Fig. 38. Inhibicion de la union mPD-1/mPD-L1 en ELISA a partir del nanobody C11 producido en
células eucariotas. Se representa el porcentaje de inhibiciéon de la union mPD-1/mPD-L1 utilizando una
concentracion alta (200 ng/mL) o baja (10 ng/mL) de C11 producido en E. coli (C11 rec.) o en células
eucariotas transfectadas con los plasmidos de AAVs codificantes para este nanobody a partir de los
promotores que se indican. Se analizaron los sobrenadantes obtenidos a partir de la linea celular (A) BHK
o (B) HuH7. El nanobody obtenido a partir de células HuH7 transfectadas con la construccion pAAV-SFFV-
C11 pudo ser evaluado Unicamente a 10 ng/mL debido a la baja concentracion de Cl11l en este
sobrenadante.
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3.9. Comparaciéon de promotores para la expresion in vitro de
nanobodies a partir de pAAVs

De acuerdo con los datos de IF, es dificil concluir qué promotor es el mas eficiente para
la expresién de los nanobodies in vitro, debido a las importantes diferencias observadas
en el porcentaje de células positivas y también en las diferencias de intensidad del
marcaje de las células. Por otro lado, la normalizacion de los niveles de expresion del
nanobody en el sobrenadante con respecto al nUmero de células positivas en cada
transfeccién podria generar un error importante en los datos, en particular para el caso
del promotor SFFV, donde se observaron muy pocas células positivas en IF.

Para solucionar este problema y poder normalizar la expresién de los nanobodies con
respecto a la eficiencia de transfeccion de las células de una forma més precisa, se co-
transfectaron células BHK con cada uno de los pAAVs codificantes para los nanobodies
C11 o 6p, y con un pladsmido que lleva el gen de la proteina verde fluorescente (GFP)
bajo el promotor CMV (pCMV-GFP). Las co-transfecciones se realizaron utilizando la
misma cantidad de ADN de los pAAVs-nanobodies que se utilizé en la seccién 3.8 (2
Mg/pocillo), y 10 veces menos de pCMV-GFP (200 ng/pocillo).

Tras 48 hs de las transfecciones, las células se lavaron con PBS para eliminar el exceso
de ADN en el sobrenadante, y se recogieron para la posterior extraccion de ARN. A
partir del ARN obtenido de cada co-transfeccion, se sintetiz6 el ADNc y se realizé una
PCR semi-cuantitativa utilizando cebadores para la amplificacion de los nanobodies y
de GFP. Los niveles de ARNm de cada nanobody se normalizaron con respecto a los
de GFP, asumiendo que la transfeccion de los pAAVs codificantes para los nanobodies
y del pCMV-GFP ocurre con igual eficiencia en cada linea celular co-transfectada, algo
gue ha sido demostrado en numerosos estudios. Por lo tanto, una mayor expresion de
GFP indicaria mayor nivel de transfeccién general en una determinada linea celular, y
viceversa.

Los resultados obtenidos luego de la normalizacion fueron similares para ambos
nanobodies, siendo el promotor CMV el que generé mayor expresion (Fig. 39). En este
caso se observé menor expresibn de GFP en comparacion con el resto de las
construcciones, lo que indicaria que la eficiencia de transfeccién fue menor, aunque la
expresion de nanobody fue elevada. Los promotores EF1a y CAG se comportaron de
forma similar, con muy buenos niveles de expresion del nanobody pero también buena
expresion de GFP, es decir, buena eficiencia de transfeccion.

A partir de la construccién con el promotor SFFV no se observo buena expresion de los
nanobodies a pesar de que la expresion de GFP fue similar a la obtenida para las co-
transfecciones con las construcciones pAAV-EF1a y pAAV-CAG. Por lo tanto, la baja
expresion de nuestros nanobodies a partir de las construcciones de pAAV-SFFV in vitro
no se debe a un problema en la eficiencia de transfeccion de las células, sino que seria
un problema a nivel del vector. Estas construcciones fueron descartadas para su
utilizacion en los experimentos in vivo.
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Fig. 39. Niveles relativos de expresion de nanobodies a partir de los vectores de pAAV. Células BHK
se co-transfectaron con los vectores de pAAV que expresan los nanobodies (A) C11 y (B) 6p, bajo los
promotores indicados, y con el plasmido pCMV-GFP. Los niveles de expresion de cada nanobody se
determinaron mediante RT-igPCR y fueron normalizados con respecto a los datos de expresion de GFP en
las mismas células. Como control se us6é un pAAV codificante para un nanobody control bajo el promotor
EF1a (EF1a-Ng).

3.10. Produccion de AAVs recombinantes codificantes para el
nanobody C11

Con objeto de ensayar los vectores de AAV que expresan nanobodies in vivo se escogio
el nanobody C11, capaz de reconocer a la molécula PD-1. En primer lugar, se generaron
particulas virales recombinantes codificantes para este nanobody, utilizando las
construcciones de AAV con los tres promotores que habian mostrado mejor expresion
de C11 invitro (EF1a, CMV y CAG). A pesar de que los ITRs que contienen los genomas
recombinantes en nuestro caso son del serotipo 2 de AAV, las particulas virales
recombinantes producidas corresponden al serotipo 8. Este serotipo se produce con
altos rendimientos y transduce con mucha eficiencia el higado (por lo tanto, al
administrarse sistémicamente se podria conseguir una buena expresion del transgén a
partir de este 6rgano), aunque también es capaz de transducir otros tipos celulares como
por ejemplo las células musculares.

La produccioén de los AAVs recombinantes (rAAVSs) y su purificacién se realizé segun el
protocolo descrito en la seccién 2.15. De cada produccion se obtuvo aproximadamente
1 mL de rAAVs purificados en PBS-sacarosa 5%. Se utilizaron 20 pL de la produccion
para su titulacion, para lo cual se extrajo el ADN de la muestra y se realiz6 una PCR
cuantitativa incluyéndose una curva estandar realizada a partir del plasmido pAAV-C11
correspondiente para cada caso. El titulo de las producciones se expresé como copias
gendmicas virales por mL (cg/mL), valor que no necesariamente se corresponde con el
namero de particulas virales presentes debido a que podrian encapsidarse mas de una
copia gendémica por particula viral recombinante (dado el pequefio tamafio de los
plasmidos). En nuestro caso, los titulos obtenidos a partir de las producciones fueron
superiores a 3x10* cg/mL, lo que nos permitié proceder con los experimentos in vivo
(Tabla XI).
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Tabla XI. Titulos de las producciones de las particulas de AAVs recombinantes
codificantes para el nanobody C11. Se expresan en copias gendmicas por mL.

Particula viral Titulo (cg/mL)
rAAV8-EF1a-C11 4,03x1012
rAAV8-CAG-C11 3,60x1013
rAAV8-CMV-C11 3,16x1012

3.11. Expresion in vivoa largo plazo del nanobody C11 a partir de rAAVs

En este primer experimento in vivo se estudié la expresion a largo plazo del nanobody
Cl1l a partir de los tres rAAVs producidos en la seccidn anterior. Se incluyeron
solamente tres ratones por grupo debido a que nuestro objetivo era comprobar que el
nanobody se expresara correctamente durante un periodo prolongado, y que no tuviera
efecto toxico sobre los animales. Como control negativo se incluyeron tres ratones que
no recibieron rAAV.

Los rAAVs fueron inoculados por via intraocular a una dosis de 10! cg/raton
(aproximadamente 5x10° cg/g). Al administrarse sistémicamente, el tropismo natural de
estas particulas virales hara que se transduzca principalmente el higado. La produccién
de C11 a partir de las células transducidas se puede evaluar midiendo los niveles de
este nanobody en muestras de suero mediante un ELISA de unién a PD-1.

Se tomaron muestras de suero basales (previo a la inoculacién de los rAAVS), vy a las
semanas 1, 2, 4, 8 y 12 luego de la inoculacion de los rAAVs.

El nanobody C11 pudo detectarse en el suero de todos los ratones que recibieron los
rAAVs, con niveles que fueron aumentando a lo largo del tiempo, alcanzandose un
maximo entre la semana 8 y 12 (Fig. 40 A). Sin embargo, la expresion durante las
primeras dos semanas fue muy baja, lo que podria ser una desventaja para su uso en
tratamientos antitumorales. La expresion in vivo de C11 fue diferente a partir de los
rAAVs con distintos promotores. El vector rAAV8-CAG fue el que logré un mayor nivel
de expresion de C11 en los tres animales. El pico de expresion de C11 a partir de este
vector ocurre a la semana 8, obteniéndose concentraciones de 569 + 532 ng/mL
(promedio = SD), y hacia la semana 12 la concentracion de C11 tiende a disminuir (Fig.
40 B).

El vector de rAAVS8 con el promotor CMV expreso niveles de C11 en suero intermedios,
que fueron menores que los de rAAV8-CAG pero que continuaron aumentando hasta la
semana 12 (Fig. 40 D), donde se registr6 una concentracion promedio de 103 + 67
ng/mL. Finalmente, en claro contraste con lo observado in vitro, el vector rAAV8 con el
promotor EF1a fue el que expresd niveles mas bajos (Fig. 40 C), siendo en dos de los
animales casi nulo, y con el pico maximo de expresion registrado en la semana 12 (28
+ 36 ng/mL).
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Estos datos permiten concluir que, aungque el nanobody C11 puede ser expresado in
vivo a partir de los rAAVs administrados en forma sistémica, presenta una cinética de
expresion lenta, requiriéndose al menos ocho semanas para alcanzar niveles elevados
y sostenidos.

Por otro lado, cabe destacar que la expresion de C11 no genero toxicidad evidente en

los animales, en los que no se observé pérdida de peso ni cambios en el comportamiento
habitual.
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Fig. 40. Niveles séricos de C11 en ratones inoculados sistémicamente con rAAV8. (A) Representacion
de la concentracion promedio de C11 (+ SD) en los grupos de ratones inoculados con los vectores de rAAV8
que expresan C11 bajo el control de los promotores indicados, incluyendo los animales control que no
recibieron rAAV. La concentracion de C11 se midi6é hasta la semana 12 post-inoculacion (p.i.) de los rAAVSs.
(B-D) Concentracion de C11 para cada animal individual inoculado con: (B) rAAV8-CAG-C11, (C) rAAVS-
EF10-C11 y (D) rAAV8-CMV-C11. R1-R3, ratones 1-3 en cada grupo.

3.12. Evaluacion de la eficacia antitumoral del nanobody C11 expresado
a partir de rAAV8

Para evaluar la actividad antitumoral del nanobody C11, se utiliz6 un modelo tumoral
basado en la inoculacion subcutanea de células de la linea MC38 en ratones singénicos
C57BL/6. La inyeccion de las células tumorales por via subcutanea es el modelo de
preferencia durante las primeras etapas de evaluacion de agentes terapéuticos debido
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a la simplicidad en el seguimiento del crecimiento tumoral. La linea celular MC38 fue
elegida principalmente debido a dos razones: 1) es una linea derivada de
adenocarcinoma colorrectal, uno de los tipos de cancer mas prevalentes en el mundo,
para el cual escasean tratamientos efectivos, y 2) se ha demostrado que la via de PD-
1/PD-L1 es de importancia central en la capacidad de evasién del sistema inmune en
esta linea de células cancerigenas, como se comenté en la introduccion [143].

Cada animal fue inoculado con 5x10° células MC38 por via subcutanea en el flanco
derecho. Se monitorizé el crecimiento tumoral durante los dias siguientes hasta que la
mayoria de los tumores alcanzaron un tamafio aproximado de 5 mm x 5 mm, momento
en el cual se realiz6 la administracion de las distintas terapias. Debido a que los tumores
no crecen homogéneamente en los diferentes animales, el dia que se administraron los
tratamientos se midieron todos los tumores y los animales fueron divididos en grupos lo
mas equitativos posibles.

De los 40 animales inoculados con células tumorales, solamente 28 desarrollaron
tumores. Estos 28 animales se dividieron en 5 grupos que recibieron los siguientes
tratamientos: 1) rAAV8-CAG-C11 por via sistémica, 2) rAAV8-CAG-C1l1l por via
intratumoral, 3) rAAV-CMV-C11 por via intratumoral, 4) C11 recombinante por via
intraperitoneal, y 5) grupo control tratado con suero salino.

La dosis de los rAAVs fue de 2x10'! cg/ratén (el doble de la dosis utilizada en el
experimento de expresién a largo plazo de C11), para ambas vias de administracion.
Los animales que no recibieron tratamiento fueron inoculados con suero fisioldgico por
via intratumoral, como control del efecto de la inyeccion en el tumor. Por Gltimo, el grupo
tratado con el nanobody recombinante recibié una dosis de 35 ug de C11 al dia durante
10 dias consecutivos. Se utilizd esta pauta teniendo en cuenta la corta vida media que
presentan los nanobodies en suero [192].

En este experimento no se observaron diferencias significativas en la evolucion de los
tumores o en la supervivencia entre los grupos de animales tratados y el grupo control
(Fig. 41). Ademas, las variaciones en los tamafios tumorales dentro de los grupos fueron
muy grandes, lo cual contribuy0 a la dificultad en el analisis de los datos.

Uno de los ratones tratados con rAAV8-CAG-C11 por via intratumoral presentd una
remision completa del tumor, aunque dada la discordancia de este hecho con el resto
de ratones del grupo, no se puede asegurar que esto haya ocurrido por el tratamiento
recibido.

El hecho de no haber sido capaces de observar actividad antitumoral por parte del
nanobody C11 en este modelo tumoral no significa que no presente efecto en otras
condiciones experimentales. Como habiamos notado en el estudio de expresion de C11
a largo plazo a partir de los rAAV8s administrados sistémicamente, la cinética de
expresion era lenta y los niveles en suero fueron muy bajos durante al menos el primer
mes. En este modelo, los tumores son de crecimiento rapido, por lo que la baja expresién
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de nanobody durante las primeras dos semanas de tratamiento representan una
desventaja.

Mas significativo parece el hecho de que el tratamiento con el C11 recombinante
administrado sistémicamente durante 10 dias no haya demostrado efecto antitumoral,
aunque esto también podria deberse a una administracion insuficiente de nanobody.
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Fig. 41. Evaluacion de la actividad antitumoral del nanobody C11 en animales portadores de tumores
MC38. (A) Evolucién a lo largo del tiempo del tamafio tumoral de grupos de ratones tratados con los vectores
indicados. El dia 12 corresponde al dia en que se administraron los tratamientos. Los animales tratados con
C11 recombinante recibieron una dosis por dia entre los dias 12 y 21. Se representan las medias de
volimenes tumorales + SD. (B) Curvas de supervivencia para los diferentes grupos de animales. No se
observaron diferencias estadisticas significativas entre los distintos grupos. EI nimero de animales por
grupo fue de 5 (para los grupos tratados con C11 rec. y rAAV8-CMV-C11 i/t) o 6 (en el resto de los casos).

Los niveles de C11 en suero fueron evaluados a las dos semanas de haber administrado
los rAAVs codificantes para este nanobody (o el dia del sacrificio de los animales, en los
casos en los que se debieron sacrificar antes). Los niveles de C11 en suero de los
ratones tratados con el rAAV8-CAG-C11 de forma sistémica fueron mas elevados en
comparacion con los animales que recibieron los rAAVs por via intratumoral (Fig. 42 A).

También se evalud la expresion de C11 a partir de los tumores recolectados. Para ello,
se extrajo el ARN de una seccidn de los tumores, se sintetizo el ADNc y se realizo una
PCR semicuantitativa utilizando cebadores especificos para C11, normalizandose los
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datos con respecto a la expresion del gen constitutivo GAPDH. Como era de esperar, la
expresion de C11 pudo observarse Unicamente en las muestras correspondientes a los
animales tratados con los rAAVs por via intratumoral, si bien los niveles fueron bajos
(Fig. 42 B). Sin embargo, se debe tener en cuenta que el tumor es heterogéneo y que
en este experimento solamente se analizé una pequefa proporcién del mismo, por lo
cual los datos podrian no ser representativos de la totalidad del tumor.

En el caso de los ratones a los cuales se les administré C11 recombinante por via i/p,
los niveles de nanobody en suero se midieron una hora después de la primera dosis, y
tras 24 hs de la ultima dosis. Como se puede observar en la Fig. 42 C, los niveles son
elevados en suero tras una hora de administrar el nanobody, mientras que a las 24 hs
de la dltima dosis sus niveles son indetectables, como es de esperar debido a su baja
vida media en suero. Aunque los niveles son elevados tras una hora de la administracion
del nanobody, constituyen sélo una pequefia proporcién del total administrado a los
animales. Ademas de haberse filtrado una fraccién en los rifiones, esto podria indicar
gue buena parte del nanobody administrado se encuentra retenido en los tejidos.
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Fig. 42. Evaluacion de la expresion de Cl11 en animales tratados con rAAVs o con el nanobody
recombinante. (A) Niveles séricos de C11 en animales tratados con los rAAVs codificantes para C11, tras
dos semanas del tratamiento. (B) Evaluacion de la expresion intratumoral de C11 por RT-qPCR (tumores
recogidos durante el sacrificio de los animales). (C) Niveles séricos de C11 en animales tratados con el
nanobody recombinante, administrado por via i/p. Los niveles fueron medidos una hora después de la
administracion de la primera dosis, y tras 24 hs de la ultima dosis. **P<0,01, ***P<0,001.
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3.13. Evaluacion de la capacidad de proteccion del nanobody C11
frente al desarrollo tumoral

La falta de eficacia antitumoral en el experimento anterior podria atribuirse a la lenta
cinética de expresiéon del nanobody C11 a partir de los rAAVSs in vivo. Para evaluar si los
niveles que se alcanzan en etapas mas tardias podrian ser terapéuticos, se realizd un
experimento de proteccion frente al crecimiento tumoral, utilizando los animales del
experimento de expresion a largo plazo de C11 (seccién 3.11). Estos ratones fueron
inoculados por via subcuténea con células de la linea MC38, luego de 13 semanas de
haber recibido los rAAVs codificantes para C11, es decir, cuando los niveles de C11 en
suero eran elevados. En este experimento se usaron 7 ratones naive, que no habian
recibido rAAV, como control del crecimiento tumoral en ausencia de nanobody C11.

Se monitorizd el crecimiento tumoral hasta el dia 22 tras la implantacién del tumor,
momento en el cual se debieron sacrificar algunos animales. Como puede observarse
en la Fig. 43 A, los ratones que habian recibido el AAV que expresaba C11
experimentaron un crecimiento tumoral mas lento que los animales control, lo que
demuestra la actividad antitumoral de este nanobody. Este efecto fue mayor en aquellos
grupos en los que la expresion del nanobody era mas elevada, siendo el grupo de
rAAV8-CAG-C11 el que presentd menor crecimiento tumoral seguido del grupo rAAV8-
CMV-C11 y de rAAV8-EF1a-C11, en el que se observo el menor efecto. Debido a que
el numero de animales en los grupos de ratones inoculados con rAAVs-C11 es muy
pequefio para hacer comparaciones con valor estadistico, se agruparon todos los
ratones que expresaban el nanobody C11 en un solo grupo de animales “tratados”. De
esta forma a dia 22 se pueden observar diferencias significativas entre los tamafios
tumorales del grupo de ratones no tratados y de los ratones tratados con los rAAVs
codificantes para C11 (Fig. 43 B). Ademas, en ese momento cuatro animales del grupo
de ratones tratados no habian desarrollado tumor (~45%), mientras que en el grupo de
animales sin tratar el 100% de los ratones desarrollé tumor.
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Fig. 43. Tamafios tumorales en el experimento de protecciéon de desarrollo tumoral. (A) Evolucion del
tamafo de los tumores a lo largo del tiempo de los distintos grupos de ratones tratados con los rAAVs
codificantes para C11 y los ratones sin tratar. Se graficaron los promedios del volumen tumoral en los
diferentes tiempos y la desviacion estandar. Cada grupo tratado con rAAV8-C11 consta de 3 animales,
mientras que el grupo control que no recibi6 tratamiento consta de 7 animales. (B) Comparacién de los
tamarios tumorales a dia 22 luego de la inoculacién de las células tumorales de los ratones sin tratar o
tratados con rAAVs codificantes para C11. Se diferencian los datos para los diferentes grupos de ratones
tratados: rAAV8-CAG-C11 (azul), rAAV8-CMV-CL11 (rojo) y rAAV8-EF1a-C11 (negro). *P<0,05.

La expresion de C11 en el grupo de ratones que recibieron rAAVs retrasé el crecimiento
tumoral y prolongé el tiempo de supervivencia de los animales, en comparacién con los
ratones que no recibieron tratamiento. Ademas, el 30% de los animales que expresaban
C11 (3 de 9) continuaron libres de tumor tras tres meses de seguimiento, mientras que
la totalidad de los ratones sin tratar desarrollaron tumores y murieron antes de los 40
dias tras la inoculacion de las células tumorales (Fig. 44).

Este experimento piloto sirve como prueba de concepto de que el nanobody C11
presenta un efecto protector frente al desarrollo de tumores derivados de la linea MC38
en ratones C57BL/6.
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Fig. 44. Curvas de supervivencia de los ratones del experimento de proteccion de desarrollo tumoral.
En negro: animales que no recibieron tratamiento; en rojo: animales a los que se les administré
sistémicamente los rAAVs codificantes para C11 a partir de distintos promotores (EF1a, CAG y CMV), 13
semanas previo a la inoculacion de las células tumorales. *P<0,05.
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4. Discusidon

4.1. Seleccidn de nanobodies especificos para PD-1y PD-L1

Durante la seleccion de nanobodies especificos para PD-1 y PD-L1 surgieron diversas
dificultades que retrasaron el cumplimiento de esta primera etapa. A pesar de que
nuestro laboratorio posee amplia experiencia en la generacion de bibliotecas de
nanobodies en fagos filamentosos y en la seleccién de nanobodies contra diferentes
antigenos, durante esta tesis se incursion6 en un ambito novedoso: la seleccion de
nanobodies contra proteinas expresadas en la superficie de células eucariotas con fines
terapéuticos. Algo similar habia sido abordado previamente por nuestro grupo de
investigacion, pero con el objetivo de identificar nanobodies contra proteinas en general
presentes en la superficie de un tipo celular, y no contra un antigeno determinado [244].

Aungue actualmente existe literatura concreta en la que se describen estrategias
efectivas para la inmunizacion y seleccion de nanobodies contra la conformacién nativa
de proteinas de membrana [245,246], es un area de investigacion relativamente
reciente. La evidencia obtenida en los dltimos afos sugiere que las estrategias
empleadas para la inmunizacion y la seleccién de nanobodies son determinantes para
los resultados obtenidos, es decir, que la calidad y las propiedades del antigeno utilizado
determinan la especificidad de los nanobodies que se generaran [246-248].
Experiencias previas en nuestro laboratorio también son concordantes con estas
observaciones [215].

Segun la experiencia desarrollada en esta tesis, las estrategias a partir de las cuales se
realizaron las rondas de panning determinaron directamente los resultados obtenidos,
especialmente en el caso de PD-1. En este trabajo no fue posible la seleccion de clones
con reactividad por la proteina expresada sobre células HEK-293 positivas para PD-1
(la cual se asume que se encuentra en su forma nativa) cuando se realizaron rondas de
panning con el ectodominio recombinante de PD-1 producido en el laboratorio adsorbido
en placas de microtitulacion. En nuestra opinion, la adsorcidn directa de PD-1 en la placa
genera la desnaturalizacion del ectodominio recombinante de una forma masiva, lo que
impide la seleccion de nanobodies contra epitopes conformacionales. Esta pérdida de
la estructura nativa podria estar determinada por el pequefio tamafio del ectodominio
(15 kDa), y por caracteristicas propias del mismo como su secuencia aminoacidica y
estructura terciaria. La adsorcién en los pocillos de las placas de poliestireno ocurre a
través de zonas hidrofébicas de la proteina, y en este caso, la exposicion de estas zonas
durante la adsorcion podria generar una desnaturalizacion total.

La utilizacién del ectodominio recombinante de PD-1 biotinilado quimicamente y
capturado por la avidina a los pocillos de la placa tampoco permitié la seleccion de
nanobodies con especificidad contra PD-1 expresado sobre células HEK-293. La
biotinilacion quimica puede modificar o enmascarar epitopes, asi como maodificar la
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estructura de la proteina [246], lo cual podria afectar de forma mas marcada a proteinas
de bajo peso molecular como es el caso del ectodominio de PD-1.

A raiz de estas observaciones, se utilizaron las células HEK-293 positivas para PD-1
como sustrato durante el panning, de manera de promover la seleccién de nanobodies
contra la forma nativa de la proteina. Sin embargo, esta estrategia fue poco efectiva en
el marco de este trabajo ya que la mayoria de los clones evaluados durante los
screenings fueron negativos. Se identificaron solamente tres nanobodies capaces de
reconocer el PD-1 expresado sobre células HEK-293 (dos contra la variante humana y
uno con reactividad cruzada por las variantes humana y murina).

La baja proporcion de clones positivos aislados contra PD-1 podria indicar que la
estrategia de inmunizacion de las llamas fue inadecuada para la generacion de una
respuesta de anticuerpos de cadena pesada contra epitopes conformacionales nativos.
Las inmunizaciones se realizaron utilizando los ectodominios recombinantes en una
solucion con adyuvante incompleto de Freund, el cual podria inducir su
desnaturalizacion y/o agregado, promoviendo respuestas de anticuerpos principalmente
contra la forma desnaturalizada de la proteina. Si bien se observé un aumento en los
titulos de anticuerpos totales a lo largo de las inmunizaciones, esto no implica
necesariamente que se haya generado una respuesta adecuada de anticuerpos de
cadena pesada contra la proteina nativa. Esto es debido a dos razones: primero, porque
se mide el titulo de anticuerpos totales (tanto de cadena pesada como convencionales),
y segundo, porque el seguimiento de los titulos de anticuerpos fue realizado mediante
ELISA en placas tapizadas con los ectodominios recombinantes de PD-1 (que, como se
observé después, no conservaria la estructura nativa).

Otra posibilidad que debe tenerse en cuenta es que los ectodominios de PD-1
producidos en forma recombinante en nuestro laboratorio no se encuentren plegados
correctamente. Sin embargo, se demostro que el nanobody C11 es capaz de reconocer
a los ectodominios recombinantes de PD-1, tanto humano como murino, cuando éstos
se encuentran en solucién, a pesar de que no es capaz de hacerlo cuando se los
adsorbe en placas de poliestireno (seccion 3.4.1).

Para optimizar la seleccion de clones capaces de reconocer la forma nativa de PD-1, lo
ideal hubiera sido disponer de los ectodominios recombinantes comerciales de PD-1
fusionados a Fc para los pannings en placa. Segun los datos proporcionados por el
fabricante (R&D Systems), el PD-1-Fc comercial puede adsorberse sobre la placa de
microtitulacion sin perder la capacidad de union al ectodominio recombinante de su
ligando PD-L1, es decir que mantendria su estructura nativa intacta. En estos casos es
probable que los dominios Fc participen en la unién a la placa a través de sus regiones
hidrofébicas, preservando la estructura de PD-1. Si la utilizacion de PD-1-Fc tampoco
mejorase los resultados, lo mas légico seria considerar que la biblioteca generada no
es Optima para la seleccién de nanobodies contra la forma nativa de PD-1.
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Si se optara por generar una nueva biblioteca, se podria utilizar como antigeno de
inmunizacion a las células HEK-293 transfectadas transitoriamente con PD-1, las cuales
sobre-expresan esta proteina en su superficie en forma nativa. Emplear PD-1-Fc
comercial para las inmunizaciones seria extremadamente costoso debido a la gran
cantidad de proteina necesaria, pero se podria utilizar durante los pannings en placa
para promover la seleccién de nanobodies contra PD-1 nativo. Para el panning también
se podria utilizar otra linea celular transfectada con PD-1 (por ejemplo, células CHO).

Luego de los resultados obtenidos durante la busqueda de nanobodies contra PD-1, se
modificaron las estrategias de inmunizacién y de seleccion de nanobodies para el caso
de PD-L1, con el objetivo de promover la seleccién de clones que reconocieran los
ectodominios en su conformacién nativa. Para ello, se utilizé la biblioteca generada a
partir de la llama inmunizada con las lineas celulares positivas para PD-L1 humano y
murino, y se realizaron los pannings sobre células HEK-293 que sobre-expresaban PD-
L1. Sin embargo, tampoco se obtuvieron buenos resultados utilizando esta estrategia.
En nuestra opinion, la limitante en este caso la constituyeron las lineas celulares
utilizadas para la inmunizacion, las cuales, como comprobamos tardiamente por un
retraso en el pedido de los reactivos de citometria, presentaban bajos niveles de
expresion de PD-L1 en sus membranas al momento de la inmunizacion. Segun los datos
de nuestro grupo colaborador del CIMA, el cual nos proporciond las células, la expresion
de hPD-L1 en la linea HEK-293/hPD-L1E era adecuada para la inmunizacién. Esta
discrepancia puede ser explicada si se toma en cuenta que, tras la medicién de los
niveles de expresion de hPD-L1 realizada por el grupo espafiol, se realizaron al menos
15 pases antes de la inmunizacién y medicion de los niveles de expresién en nuestro
laboratorio. Puede haber ocurrido que las lineas estables perdieran la expresién de hPD-
L1 a lo largo de los sucesivos pases. Siendo PD-L1 una proteina minoritaria en ambas
lineas celulares, y tomando en cuenta la enorme cantidad de proteinas que componen
una célula, es probable que la respuesta de anticuerpos de la llama fuera insuficiente
contra el antigeno de interés. Esto esta en concordancia con los resultados previos de
nuestro grupo, en los cuales se observé una buena respuesta de anticuerpos de cadena
pesada de llama contra proteinas de la superficie celular solamente si estaban altamente
representadas [244].

Por otra parte, la titulacién de los anticuerpos durante la inmunizacion de la llama se
realiz a partir de un extracto de las proteinas totales de las lineas celulares utilizadas
para la inmunizacioén, indicando el desarrollo de una respuesta del animal contra la
célula en su totalidad, pero no necesariamente una respuesta adecuada contra PD-L1.
La titulacion de los anticuerpos no se realizé utilizando el ectodominio recombinante de
PD-L1 ya que se tenia la sospecha de que éste podria desnaturalizarse de igual forma
que PD-1 al ser adsorbido directamente a los pocillos de ELISA, y un bajo titulo frente a
la proteina recombinante adsorbida podria haber indicado simplemente que la respuesta
se dirigio frente a epitopes presentes en la proteina nativa. Ademas, en ese momento
no se contaba con el ectodominio recombinante de mPD-L1, por lo tanto, solamente se
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habrian podido titular los anticuerpos contra la variante humana. Resultados posteriores
demostraron que la adsorcién del ectodominio recombinante de hPD-L1 permitia la
seleccion de nanobodies contra la proteina nativa, es decir que no perdia su estructura
al ser adsorbido en placas de ELISA como sucedié con PD-1. Cuando este hecho se
hizo evidente, ya no se contaba con las muestras de suero necesarias para volver a
medir los titulos de anticuerpos de la llama contra el ectodominio recombinante de hPD-
L1, lo cual habria sido interesante para corroborar que la respuesta de la llama a ese
antigeno fue subdptima.

Luego de haber obtenido resultados desalentadores utilizando las células positivas para
PD-L1, se redirecciondé la busqueda de nanobodies centrando los esfuerzos
nuevamente en estrategias basicas de seleccién, es decir, las basadas en el uso de las
proteinas recombinantes. En este caso se tenia la esperanza de que la adsorcion de
PD-L1 en la placa de ELISA no generara una desnaturalizacién completa, debido a que
se trata de una proteina de mayor peso molecular que PD-1. Cabe mencionar que el
uso de anticuerpos convencionales como control del mantenimiento de la estructura
nativa de una proteina adsorbida en placa de ELISA no es fiable, porque los nanobodies
tienden a ser mucho mas dependientes de la conformacién de sus antigenos para
reconocerlos en comparacion con los anticuerpos convencionales. De hecho, muchos
anticuerpos convencionales son capaces de reconocer a sus antigenos tanto en su
forma nativa (citometria de flujo) como en su forma desnaturalizada (Western blot a
partir de gel de SDS-PAGE).

Siguiendo este razonamiento, se parti6 de la biblioteca de nanobodies en fagos
filamentosos obtenida a partir de una llama inmunizada con el ectodominio
recombinante de PD-L1 humano. Lamentablemente, al no haberse podido producir el
ectodominio recombinante de PD-L1 murino, no fue posible inmunizar con este antigeno
y, por lo tanto, la seleccién de nanobodies en este caso se centrd en la busqueda de
clones que presentaran reactividad cruzada entre las variantes humana y murina,
basandonos en la alta homologia de secuencia que presentan [100].

Luego de las rondas de seleccién realizadas con el ectodominio de hPD-L1 adsorbido
en placa de microtitulacion, se observé que la mayoria de los nanobodies analizados
eran capaces de reconocer a PD-L1 tanto en ELISA como en citometria de flujo. A partir
de estas observaciones se confirm6 que el ectodominio de hPD-L1 no tiende a
desnaturalizarse al ser adsorbido en placa (0 al menos no se desnaturaliza
completamente), lo cual facilité la seleccion de nanobodies capaces de reconocer a la
forma nativa de hPD-L1 expresada sobre las células HEK-293.

Tras haber obtenido buenos resultados a partir de estas estrategias de seleccién, se
adquirié el ectodominio recombinante de PD-L1 murino fusionado a Fc para utilizarlo
como sustrato para el panning, buscando clones que presentaran reactividad cruzada
por PD-L1 humano y murino. Se obtuvieron algunos clones positivos en ELISA contra
esta proteina, pero que no reconocieron el mPD-L1 expresado sobre células HEK-293,
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aunqgue curiosamente presentaron reactividad contra la variante humana en citometria
de flujo. Esto resulté confuso y se considerd entonces la posibilidad de que el mPD-L1
expresado en las células HEK-293 presentara alguna mutacién o modificacion
postraduccional que impidiera el reconocimiento por parte de los hanobodies (a pesar
de que era reconocido por el anticuerpo comercial utilizado como control, quizas dirigido
contra otro epitope no alterado por el supuesto cambio). En efecto, posteriormente se
demostré que uno de los nanobodies, seleccionado a partir del panning sobre el
ectodominio de hPD-L1, era capaz de inhibir la unién mPD-1-Fc/mPD-L1-Fc en ELISA,
y de generar un efecto biolégico en el experimento de reactivacion de células T de raton,
a pesar de que no reconoci6 el mPD-L1 expresado sobre las células HEK-293
transfectadas.

A modo de resumen, en esta primera etapa del proyecto se lograron seleccionar: 1) dos
nanobodies especificos para PD-1 humano expresado sobre células HEK-293
transfectadas, 2) un nanobody especifico para PD-1, con reactividad cruzada por la
variante humana y murina expresadas sobre células HEK-293 transfectadas, y 3) nueve
nanobodies especificos para PD-L1 humano (tanto su ectodominio recombinante en
ELISA como expresado sobre células HEK-293 transfectadas), sin reactividad cruzada
por la variante murina en citometria sobre las células HEK-293 transfectadas.

4.2. Evaluacion de la capacidad de los nanobodies de inhibir la unién
PD-1/PD-L1 in vitro

Luego de haber seleccionado nanobodies especificos para los antigenos de interés, el
siguiente paso consistio en caracterizar los mismos en cuanto a su capacidad de
inhibicibn de la unién PD-1/PD-L1, una caracteristica imprescindible para poder
continuar con el proyecto planteado. Como este hecho no era una garantia, se
propusieron en un principio alternativas para la evaluacion de los nanobodies
seleccionados en caso de que ninguno fuera capaz de bloquear la unién PD-1/PD-L1.
Estas alternativas estaban centradas en su potencial uso como reactivos de diagnostico
en técnicas como inmunohistoquimica o citometria de flujo, debido a las caracteristicas
de los nanobodies que los convierten en buenos candidatos para aplicaciones
biotecnol6gicas (como se describié en la seccién 1.5.1). Afortunadamente, esto no fue
necesario ya que se lograron identificar nanobodies inhibidores de la union PD-1/PD-L1
in vitro, con lo cual el proyecto pudo seguir adelante segun el plan de trabajo planteado
originalmente.

Los nanobodies especificos para PD-1 y PD-L1 seleccionados fueron evaluados en
primer lugar en ensayos de ELISA de inhibicién de la union PD-1/PD-L1, utilizando los
ectodominios recombinantes comerciales fusionados a la regién Fc. No fue posible
poner a punto este ensayo utilizando los ectodominios producidos en el laboratorio,
probablemente por la pérdida de la estructura nativa de PD-1. Como ya se comentd, las
regiones Fc pueden participar en la adsorcion de la proteina quimérica a la placa a través
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de sus regiones hidrofébicas. Ademas, el hecho de que cada dominio Fc esté unido a
dos moléculas de ectodominio también podria favorecer la unién PD-1/PD-L1
aumentando la avidez, ya que la interacciobn monomérica de PD-1 y PD-L1 es de baja
afinidad, como se comenté en la introduccién.

Como controles de inhibicién, se contaba con un anticuerpo policlonal anti-hPD-L1 (R&D
Systems), un anticuerpo convencional anti-mPD-L1 del CIMA, y un anticuerpo
convencional anti-mPD-1 (en sobrenadante de hibridoma sin purificar). Lo ideal hubiera
sido comparar la capacidad de inhibicidn de los nanobodies con respecto a anticuerpos
con afinidad conocida y actividad antitumoral in vivo caracterizada (anticuerpos
utilizados en la clinica o que ya hubieran sido evaluados en modelos preclinicos). Sin
embargo, los anticuerpos aprobados para su uso en la clinica son extremadamente
costosos y no fue posible adquirirlos. El Unico control de inhibicién del cual se conoce
su performance in vivo es el anticuerpo anti-mPD-L1, que ha sido utilizado por el grupo
del CIMA en experimentos de tumores trasplantables derivados de la linea MC38, como
se comentara mas adelante (seccion 4.4).

A partir de los ensayos de inhibicion en ELISA utilizando los nanobodies seleccionados
se pudieron extraer las siguientes conclusiones: 1) ninguno de los dos nanobodies
especificos para PD-1 humano fue capaz de inhibir la union hPD-1/hPD-L1, 2) el
nanobody C11, con reactividad por PD-1 humano y murino, fue capaz de inhibir la unién
PD-1/PD-L1 de ambas especies, 3) los nueve nanobodies especificos para hPD-L1
fueron capaces de inhibir la union hPD-1/hPD-L1, y 4) dos de los nanobodies especificos
para hPD-L1 (clones 6p y 11) también fueron capaces de inhibir la union PD-1/PD-L1
de las variantes murinas, aunque el nanobody 11 present6 baja capacidad de inhibicion.

En la mayor parte de los casos, se observo una mayor capacidad de inhibicion de la
unién PD-1/PD-L1 por parte de los nanobodies en comparacion con los anticuerpos
control (segun los valores de concentracion inhibitoria maxima media obtenidos a partir
de las curvas de inhibicion). Esto no fue asi cuando se comparé el nanobody 6p con el
anticuerpo anti-mPD-L1 del CIMA, pues en este caso ambos presentaron capacidades
de inhibicion similares. Seria interesante poder evaluar la actividad antitumoral del
nanobody 6p tras haber demostrado que su capacidad de inhibicion de la union mPD-
1/mPD-L1 in vitro es similar a la de un anticuerpo monoclonal que posee efecto
antitumoral in vivo.

Ademas de la capacidad de inhibicién de la unién PD-1/PD-L1, otra caracteristica
importante y de gran interés es el valor de afinidad de los nanobodies por sus
correspondientes antigenos, la cual puede ser un indicio de la actividad antitumoral in
vivo. Si bien adn no se han podido evaluar las afinidades de los nanobodies por sus
antigenos, esta planificado hacerlo préximamente utilizando la tecnologia de resonancia
de plasmones superficiales (SPR). Valores de afinidad del orden nM o pM segun la
constante de disociacion de equilibrio (Kp) son consideradas afinidades adecuadas para
la mayoria de aplicaciones. En el caso de los nanobodies, es usual el aislamiento de
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clones que posean afinidades dentro de este rango, especialmente a partir de llamas
inmunizadas con el antigeno repetidas veces, ya que fueron expuestos al exigente
proceso de maduracién de la afinidad [178]. Los anticuerpos monoclonales que han sido
aprobados para su uso en la clinica dirigidos al bloqueo de vias de inhibicion de células
T presentan valores de Kp del orden nM: 3,06 nM para nivolumab (anti-PD-1)
(www.ema.europa.eu), 0,4 nM para atezolizumab (anti-PD-L1) [249] y 18,2 nM para
ipilimumab (anti-CTLA-4) [250]. El anticuerpo pembrolizumab (anti-PD-1) presenta una
afinidad mayor, con una Kp de 29 pM (www.ema.europa.eu).

Tras haber identificado dos nanobodies capaces de inhibir la union mPD-1/mPD-L1 en
ELISA, éstos fueron evaluados en el experimento de reactivacién de células T de ratén,
una primera aproximacion para evaluar el efecto de los nanobodies en un contexto
bioldgico. Este experimento fue muy importante especialmente en el caso del nanobody
especifico para PD-1, para descartar la posibilidad de que presentara actividad agonista
(es decir, que fuera capaz de generar sefializacion a través del receptor PD-1 al unirse
a su antigeno, lo que derivaria en el efecto contrario al buscado).

Para evaluar los nanobodies inhibidores de la unién de las variantes humanas se podria
realizar el mismo experimento a partir de células T humanas aisladas de PBMCs, sin
embargo, durante esta tesis no se contaba con los medios necesarios para llevar este
experimento a cabo (reactivos, muestras bioldgicas y aprobacién de protocolo por
comité de bioética). Si bien clinicamente seria de mayor interés trabajar con los
nanobodies inhibidores de la unién de las variantes humanas de PD-1 y PD-L1, este
proyecto se focalizé en el desarrollo preclinico de nanobodies con potencial terapéutico.
Ademas, los dos nanobodies evaluados en esta etapa (C11 y 6p) mostraron reactividad
cruzada por las variantes humana y murina de su correspondiente antigeno. En
principio, teniendo en cuenta la elevada homologia de secuencias entre los ortélogos
humanos y murinos de PD-1 y PD-L1 [99,100], se podria asumir que estos nanobodies
reconocen un epitope conservado y que, por lo tanto, la accién biol6gica sera similar en
ambas especies. Para poder extrapolar de manera mas fiable los datos en ratén al
posible tratamiento en humanos, se deberia determinar si las afinidades de unién del
nanobody a ambas variantes son similares, y también seria interesante comparar los
sitios de union del nanobody a cada variante, para lo cual lo ideal seria la obtencién de
las estructuras cristalograficas. En este aspecto, existe un interés por parte del grupo
del Dr. Almo, el cual ha generado las estructuras cristalograficas de los ectodominios de
PD-1 y PD-L1, de realizar una colaboracién para la cristalizacion de los complejos
nanobody-PD-1 o PD-L1.

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos de reactivacion de células T de
ratén sugieren que los nanobodies C11 y 6p son capaces de restablecer la activacion
de las células T inhibidas en presencia de mPD-L1, segun los niveles de los marcadores
de activacion evaluados en el sobrenadante de cultivo (IL-2 e IFN-y). Si bien en las
condiciones experimentales utilizadas las diferencias en los niveles de estos
marcadores entre los diferentes grupos fueron sutiles, los resultados fueron consistentes
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entre los distintos experimentos, y por lo tanto ambos nanobodies fueron considerados
buenos candidatos para ser evaluados in vivo en un modelo murino tumoral. Ademas,
datos similares fueron reportados con anterioridad en otros trabajos [83,243], en donde
los autores se basaron principalmente en los datos de proliferacion de las células, a
partir de los cuales si eran capaces de observar diferencias claras entre los grupos.
Incluso se han reportado resultados contradictorios en cuanto a que PD-L1 aumentaria
la proliferacion [82], por lo tanto, es evidente que las condiciones de activacion de las
células parecen ser claves en este experimento.

Para optimizar los resultados del experimento con células T se podrian evaluar otras
estrategias para la activacién e inhibicion de las células, que se asemejen mas a lo que
ocurre en el contexto tumoral. Por ejemplo, se podria realizar un co-cultivo de células T
con DCs que expresen PD-L1 (lo cual se logra luego de su activaciéon in vitro en
presencia de citoquinas proinflamatorias) [251], o con células tumorales que expresen
PD-L1 [252,253]. A partir de estas estrategias se ha observado una clara disminucion
de la proliferacion de células T y de la secrecion de IL-2, que se restablece utilizando
anticuerpos inhibidores de la via PD-1/PD-L1.

4.3. Evaluacion de la expresidon de nanobodies en células eucariotas a
partir de los pAAVs generados

Tras haber identificado dos nanobodies prometedores para continuar con las
actividades de esta tesis, capaces de inhibir la union PD-1/PD-L1 in vitro y de reactivar
a las células T de raton inhibidas en presencia de mPD-L1, se clonaron sus secuencias
en plasmidos que contenian el genoma recombinante de AAV2 (pAAV), cedidos por el
CIMA. Se utilizaron cuatro plasmidos con diferentes promotores (EF1a, CAG, CMV y
SFFV), todos fuertes y constitutivos, y que se utilizan ampliamente debido a los buenos
niveles de expresion que generan del transgén [254-257].

Se comprobd la correcta expresién de los nanobodies a partir de los pAAVs en dos
lineas celulares de mamifero. Esto fue algo novedoso tanto para el grupo del CIMA, que
no habia trabajado previamente con nanobodies, como para nuestro grupo, que no
habia expresado nanobodies en otro sistema aparte de E. coli. Durante esta etapa se
comparoé la expresion de los nanobodies a partir de los distintos pAAVS, con el objetivo
de identificar las construcciones que generaran mayor nivel de expresion. Obtener
plasmidos que generen buenos niveles de expresion es de gran importancia para la
terapia génica, donde muchas veces los niveles de expresion son una limitante para
lograr eficacia terapéutica. Por lo tanto, es importante verificar los niveles de expresion
gue se obtienen in vitro previo a realizar estudios in vivo, aunque estas observaciones
no necesariamente reflejan lo que ocurre en animales.

En general, se obtuvieron muy buenos niveles de produccién de los nanobodies en
ambas lineas celulares utilizadas. A partir de los pAAVs con promotores EF1a, CAG y
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CMV se generaron altos niveles de expresion de los nanobodies (entre 10 y 25 pg/mL
en la linea BHK), mientras que la construccién conteniendo el promotor SFFV mostré
un nivel de expresion marcadamente menor (2-5 yg/mL en la misma linea celular). Se
obtuvieron niveles unas 100 veces superiores a los observados por el grupo del CIMA
para el anticuerpo convencional anti-mPD-L1 expresado a partir de los mismos pAAVs
en BHK, del cual se obtenian alrededor de 100-200 ng/mL (datos no publicados).

Ademads, se observd una secrecién adecuada del nanobody, obteniendo en la mayoria
de los casos el 90% del nanobody producido en el sobrenadante. En muchos casos, el
cuello de botella en la produccién de proteinas recombinantes es su correcta secrecion
a partir de las células productoras, lo cual constituye un problema dificil de resolver.
Afortunadamente, los nanobodies no presentaron este problema en las lineas celulares
utilizadas, indicando que los niveles de expresién y secrecién in vivo también podrian
ser muy buenos.

En el caso de las construcciones pAAV-SFFV-nanobody, el porcentaje de células
positivas en IF fue muy bajo en comparacién con las transfecciones realizadas con el
resto de los pAAVs. Se evalud la eficiencia de transfeccion a partir de co-transfecciones
utilizando los pAAVs codificantes para los nanobodies y un plasmido codificante para
GFP bajo el promotor CMV (este Ultimo elegido para normalizar las eficiencias de
transfeccién). A partir de estos experimentos se pudo concluir que los bajos niveles de
expresion obtenidos utilizando las construcciones con el promotor SFFV no se debian a
transfecciones ineficientes sino a un problema a nivel de la expresién a partir de este
vector. Contrariamente, el grupo del CIMA habia obtenido el mayor nivel de expresion a
partir del promotor SFFV al comparar estos cuatro promotores para la expresion del
anticuerpo anti-mPD-L1 (datos no publicados). Esta discordancia podria estar
relacionada con el pequefio tamafio de la construccion pAAV-SFFV-nanobody
generada, ya que, segun la experiencia del grupo del CIMA, los niveles de expresion del
transgén a partir de un pAAV dependen tanto del promotor como de la interferencia (que
puede ser positiva 0 negativa) de los ITRs con el promotor y/o entre si. La distancia ITR-
ITR o ITR-promotor podria generar interferencias que disminuyen la expresion del
transgén.

Mediante las co-transfecciones utilizando los pAAVs-nanobody y pCMV-GFP, se pudo
corroborar que la construccion que lleva el promotor SFFV es la que presenta menor
expresion, en comparaciéon con las que llevan los promotores CAG y EF1a. La
construccién con el promotor CMV mostro la mayor expresion de los nanobodies in vitro
tras la normalizacion. Sin embargo, en este caso, la expresion de GFP segun los datos
de RT-gPCR resulté menor, lo cual podria reflejar algun tipo de interferencia entre el
plasmido GFP y el que lleva el C11, ya que ambos portan el mismo promotor. En esta
situaciéon al normalizar los datos con respecto al ARNm de GFP estariamos
sobrevalorando la expresion de C11. De todas maneras, se pudo concluir que tres de
los pAAVs (los que poseen los promotores EF1a, CAG y CMV) generaron muy buenos
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niveles de expresién de los nanobodies in vitro, mientras que la construccion pAAV-
SFFV-nanobody fue descartada para los estudios in vivo.

La caracterizacion de los nanobodies producidos a partir de las células eucariotas
transfectadas demostré que: 1) los nanobodies se expresaron en muy buenos niveles a
partir de ambas lineas celulares, con un porcentaje de secrecion de mas del 90% en la
mayoria de los casos; 2) los nanobodies fueron capaces de unirse a su antigeno en
ELISA, por lo que mantuvieron su reactividad, 3) una fraccién del nanobody producido
present6 una modificacion (posiblemente glicosilacion), que aumentd su peso molecular
en aproximadamente 1 kDa segun el analisis por Western blot, 4) esta modificacién no
impidi6 que el nanobody reconociera a su antigeno, segun lo observado utilizando la
técnica de inmunoprecipitacion.

Por lo tanto, los dos nanobodies con potencial terapéutico seleccionados en esta tesis
(C11 vy 6p) lograron ser correctamente expresados en células eucariotas a partir de los
pAAVs generados.

4.4. Evaluacion de la eficacia antitumoral del nanobody C11 expresado
a partir de AAVs recombinantes

En los experimentos in vivo realizados en esta tesis, se trabajé Unicamente con el
nanobody anti-PD-1 C11 debido a la escasez de tiempo. Se produjeron tres vectores
virales recombinantes de AAV8 (con los promotores EF1a, CAG y CMV) codificantes
para el nanobody C11, obteniéndose titulos adecuados para llevar a cabo los
experimentos in vivo planteados. También se contd con el nanobody recombinante
producido en E. coli.

Se realizo un primer experimento de expresion a largo plazo de C11 a partir de los rAAV8
administrados sistémicamente, para evaluar los niveles de expresién del nanobody
alcanzados y la posibilidad de silenciamiento de la expresion in vivo. Durante este
experimento se observo que la cinética de expresiéon del nanobody es lenta a partir de
los rAAVS8, aumentando los niveles de Cl1l1l en suero de forma significativa tras 4
semanas de haberse inoculado los rAAV8. A partir de uno de los vectores (rAAV8-EF1a-
C11) se obtuvieron niveles de expresion bajos de C11 a lo largo de todo el experimento
(alrededor de 5 ng/mL). Los vectores rAAV8-CAG-C11 y rAAV8-CMV-C11 generaron
mayores niveles de expresion del nanobody, especialmente a partir de la semana 8
(alrededor de 500 y 50 ng/mL respectivamente). Cabe destacar que no se observo una
disminucion en la expresion de C11 a lo largo del tiempo que pudiera estar relacionada
con el silenciamiento de los promotores o el desarrollo de respuestas de anticuerpos
contra el nanobody.

El nivel de expresion del anticuerpo convencional anti-mPD-L1 fue evaluado por el grupo
del CIMA en ratones inoculados sistémicamente con un rAAV8 codificante para el mismo
bajo el promotor EFla, observandose también una cinética lenta de expresion. Los
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niveles séricos de anticuerpo anti-mPD-L1 en estos animales se mantuvieron bajos
hasta la semana 12 (alrededor de 5 ng/mL), tras lo cual aumentaron hasta la semana
25 (alcanzando una concentracion de 25 ng/mL). Es posible entonces que los niveles
de C11 obtenidos a partir del vector rAAV8-EF1a-C11 puedan aumentar luego de la
semana 12 (de hecho, uno de los ratones presentd un aumento importante de los niveles
de C11 en este punto, alcanzando un valor de 70 ng/mL).

Luego de las observaciones realizadas durante el experimento de expresion a largo
plazo de C11, se consider6 que su lenta cinética de expresién a partir de los rAAVS8 in
vivo podia influir negativamente en la evaluacién de la actividad antitumoral del
nanobody, especialmente en modelos tumorales de rapido crecimiento. La experiencia
del grupo del CIMA con respecto al anticuerpo convencional anti-mPD-L1, expresado
en ratones inoculados con un rAAV8-EF1a codificante para el mismo, es que los bajos
niveles obtenidos durante las primeras semanas no son suficientes para observar
eficacia terapéutica en el modelo de tumores subcutaneos derivados de la linea MC38.
El mismo anticuerpo muestra eficacia terapéutica en dicho modelo tumoral cuando es
expresado a partir de otro vector viral derivado del virus del bosque Semliki (SFV), el
cual genera una expresion mas rapida y elevada del transgén, aunque de forma
transitoria (datos no publicados). En nuestro caso, sin embargo, la expresion de C11 a
partir de los rAAV8 con promotores CAG y CMV fue mayor que la del anticuerpo
convencional anti-mPD-L1 a partir de rAAV8-EF1a, especialmente si se comparan las
concentraciones molares, aunque se desconocia si los niveles alcanzados eran
suficientes como para observar actividad antitumoral. Ademas, también era posible que
la administracion intratumoral de los rAAVS8 fuera capaz de compensar los bajos niveles
de expresion del nanobody al permitir la acumulacién del mismo en el sitio tumoral.

Para la evaluacién de la actividad antitumoral de C11, se utilizé el modelo de tumores
subcutaneos empleando la linea celular de adenocarcinoma colorrectal murino MC38,
en ratones singénicos de la cepa C57BL/6. Los tumores fueron inducidos en forma
subcutanea debido a la facilidad de este modelo, pues tanto la inoculacion de las células
como el seguimiento del crecimiento de los tumores son tareas sencillas. Lo ideal
hubiera sido utilizar un modelo de metastasis hepatica de carcinoma colorrectal
(utilizando la misma linea celular MC38), debido al tropismo principalmente hepético que
presenta el serotipo de AAV utilizado, y al reto terapéutico que revisten los casos de
cancer colorrectal con metastasis hepéticas en humanos. Utilizando este modelo se
habria obtenido mayor expresién del nanobody localizada en el area peritumoral, lo cual
podria significar una mayor eficacia terapéutica ademas de ser una aproximacion mas
cercana a la forma de terapia final propuesta originalmente. Sin embargo, dicho modelo
es sensiblemente mas complejo pues implica la necesidad de realizar cirugias para
implantar las células en higado y para el seguimiento del crecimiento de los tumores, lo
cual esta asociado a una alta mortalidad de los animales si no se realiza por personal
experimentado. Por lo tanto, como primera aproximacion para evaluar el potencial
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terapéutico del nanobody C11 se decidié utilizar un modelo tumoral sencillo y de facil
seguimiento.

En el primer experimento de tratamiento de tumores establecidos, se administraron los
rAAV8 codificantes para C11 por via sistémica o intratumoral tras 12 dias de haber
inoculado las células tumorales (cuando los tumores presentaban un tamafio promedio
de 5 mm x 5 mm). En este experimento no se pudo observar efecto terapéutico de C11
y tampoco se observaron diferencias (en cuanto a la tasa de crecimiento tumoral) entre
los grupos a los cuales se les administr6 el tratamiento en forma intratumoral o
sistémica. Sin embargo, como ya se habia previsto, esto podria explicarse teniendo en
cuenta la lenta cinética de expresion de C11 a partir de estos vectores, maxime teniendo
en cuenta que muchos animales tuvieron que ser sacrificados en un corto periodo de
tiempo (aproximadamente 2 semanas luego de la administracion de los tratamientos)
debido al rapido crecimiento de los tumores. Estas observaciones son concordantes con
las del grupo del CIMA, quienes tampoco observaron beneficio terapéutico en este
modelo tumoral a partir del anticuerpo convencional anti-mPD-L1 utilizando el vector
rAAV8-EFla administrado intratumoralmente.

Sin embargo, mas significativo fue el hecho de no observar efecto terapéutico utilizando
el nanobody recombinante administrado por via intraperitoneal. Esto puede deberse a
la corta vida media del nanobody en suero, lo cual, como ya se comenté en la
introduccion, puede significar una desventaja a nivel terapéutico. Sin embargo, luego de
haber concluido los experimentos de esta tesis, se publicé un trabajo en el cual se
demostré que es posible que un nanobody inhibidor de una via de co-inhibicién presente
una actividad antitumoral similar a la del anticuerpo convencional utilizado como control
correspondiente [200]. En este caso, el nhanobody evaluado era especifico para CTLA-
4, y el modelo tumoral consistié en tumores subcutaneos derivados de la linea de
melanoma B16/BL6, la cual es mas inmunogénica y tiende a favorecer el desarrollo de
respuestas objetivas a las inmunoterapias. Si bien el cronograma de administracion del
nanobody fue diferente al nuestro (menor nimero de dosis pero mayor cantidad de
proteina), las cantidades totales de nanobody administrado por ratén fueron similares
(400 pg vs 350 pg en nuestro caso). En los modelos tumorales de rapido crecimiento,
es posible que el bloqueo de CTLA-4 sea una estrategia terapéutica mas efectiva que
el bloqueo de la via PD-1/PD-L1, puesto que CTLA-4 actia a nivel del priming de las
células T y probablemente tenga un rol mas importante durante las primeras etapas del
desarrollo tumoral. En cambio, la sefializacion por PD-1 es méas importante en un
contexto cronico y en células T exhaustas, condiciones que quizas no se logren a corto
plazo.

Por lo tanto, la ausencia de eficacia terapéutica del nanobody C11 a partir de los
resultados obtenidos no debe tomarse como definitiva. Para evaluar si niveles elevados
en suero de C11 podrian conferir proteccion frente al desarrollo tumoral, se inocularon
células MC38 en los animales con niveles elevados de C11 en suero (tras 13 semanas
de haberse administrado los rAAV8 por via sistémica). A pesar de que el nimero de
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animales utilizado en este experimento fue pequefio, se observé menor desarrollo de
tumores en los ratones que expresaban C11 en comparacion con los animales control
que no recibieron tratamiento (60% vs 100% del total de ratones en cada grupo
desarrollaron tumor). También se observd un crecimiento menos agresivo de los
tumores en los ratones que expresaban C11 con respecto a los animales sin tratar. Por
lo tanto, estos resultados sugieren que el nanobody C11 podria otorgar proteccion frente
al desarrollo de tumores derivados de la linea MC38 cuando se encuentra en niveles
elevados y sostenidos en suero.

Cabe destacar que no se observaron efectos adversos evidentes en los animales que
expresaron el nanobody C11 a largo plazo, segin su comportamiento, peso corporal y
aspecto macroscopico del higado. No se realizaron estudios mas exhaustivos al
respecto, si bien es informacién relevante que deberia ser evaluada en mayor
profundidad en el futuro.

4.5. Perspectivas

La informacion obtenida a partir de los experimentos in vivo durante esta tesis es
limitada, aunque fue posible observar efecto de proteccion del nanobody C11 frente al
desarrollo tumoral. Si bien el efecto de proteccion no es el mas interesante a nivel
terapéutico, se debe tener en cuenta que los modelos de tumores trasplantables en
ratones, como el utilizado en este estudio, presentan un crecimiento muy rapido que no
refleja el crecimiento real de los tumores en pacientes. Ademas, el comportamiento
observado con los vectores de AAV8-C11 muestra que quizas podrian ser capaces de
inhibir el desarrollo de metastasis una vez que los niveles séricos del nanobody fueran
los adecuados. De todas formas, el experimento de proteccion utilizando ratones con
expresion sostenida de C11 deberia ser repetido empleando un mayor namero de
animales para una mayor fiabilidad en el analisis estadistico.

Otra posibilidad para evaluar facilmente la actividad antitumoral de C11 es utilizar un
modelo tumoral que responda mejor al tratamiento de inhibidores de PD-1/PD-L1, por
ejemplo, los tumores derivados de la linea de melanoma B16.

En una siguiente etapa, el efecto terapéutico de C11 podria ser evaluado utilizando el
modelo de implantacién intrahepatica de células MC38, como fue propuesto
originalmente. La expresioén del nanobody en el area peritumoral podria potenciar su
efecto terapéutico, aunque los niveles en suero sean bajos.

Otro modelo que seria interesante evaluar es el de carcinogénesis quimica, a partir de
la cual se logran obtener tumores que representan de forma mas adecuada los tumores
humanos, ya que poseen una tasa de crecimiento mas lenta y una mayor
heterogeneidad genética. Asimismo, se desarrolla una respuesta inmune antitumoral y
un ambiente inmunosupresor mas complejo debido a que el desarrollo tumoral se
prolonga durante mas tiempo. La desventaja de estos modelos es que pueden
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requerirse varios meses para que el tumor se desarrolle, y que la heterogeneidad entre
los tumores puede generar resultados dificiles de interpretar [258]. Por ejemplo, la 1,2-
dimetilhidrazina es utilizada frecuentemente para la induccién de tumores en colon de
ratones y ratas [259,260].

Como ya se comenté anteriormente, resta evaluar la seguridad toxicologica del
nanobody C11. Al administrar el vector de AAV8 en forma sistémica, éste transduce
principalmente el higado, que serd el principal 6rgano productor del nanobody. Por lo
tanto, en estos casos seria interesante evaluar el impacto que se genera en el higado
debido a la expresion del nanobody (ya que el rAAV no genera dafio hepatico por si
mismo). Para esto se suelen medir los niveles de transaminasas de alanina y aspartato
en suero como marcadores de dafio hepatico, que en este caso podrian indicar la
aparicion de efectos adversos de origen autoinmune relacionados con la expresion del
nanobody. En los casos en donde el vector de AAV se administre por via intratumoral,
se esperaria que el dafio en el higado y otros tejidos distantes fuera despreciable.
Ademas de medir las transaminasas en suero, es interesante evaluar la presencia de
inflamacién y/o infiltrados de células inmunes en distintos 6rganos (higado, colon,
pulmén, etc.), que reflejan el desarrollo de autoinmunidad. Para ello se realizan cortes
histolégicos de estos 6érganos que son analizados por anatomopatélogos. El peso de los
organos también puede aportar informacion del grado de infiltracion de células inmunes
[261].

Por otra parte, el grupo colaborador del CIMA tiene amplia experiencia en el trabajo con
el vector viral derivado de SFV, un alfavirus con gran potencial como vector de terapia
génica que se caracteriza por generar una expresion transitoria muy elevada del
transgén y por inducir la apoptosis de las células infectadas. En el area de la terapia
contra el cancer, la capacidad de inducir apoptosis puede significar una ventaja a nivel
terapéutico, sin embargo, debido al amplio tropismo del virus, la administracion del
vector debe ser a nivel intratumoral [262]. El pico de expresién del transgén ocurre en
los dias posteriores a la inoculacion del vector, lo cual podria conferir una mayor
actividad antitumoral para el nanobody C11 en modelos de tumores trasplantables. Sin
embargo, también se debe contemplar que la expresion a partir de los vectores de SFV
es a corto plazo, a diferencia de los vectores de AAV, lo cual podria ser una desventaja
teniendo en cuenta la corta vida media de los nanobodies in vivo. De todas maneras, se
podria evaluar la posibilidad de administrar ambos vectores en forma combinada, con el
fin de controlar el tumor en forma inmediata con el vector de SFV y de prevenir posibles
brotes a largo plazo con el vector de AAV.

Durante la pasantia realizada en el CIMA se comenz6 a trabajar en esta linea,
completandose el clonaje de la secuencia del nanobody C11 a un plasmido de SFV. A
partir del mismo se realiz6 la sintesis in vitro del ARN codificante para C11, que fue
empleado para transfectar células BHK por electroporacién, segun protocolos descritos
[263]. La expresidbn de C11 a partir de estas células fue evaluada por IF con un
anticuerpo especifico para el epitope de HA, obteniéndose alta proporcién de células
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positivas. Si bien resta caracterizar el nanobody producido a partir de estas
transfecciones, el trabajo realizado es un valioso adelanto para continuar con futuros
experimentos.

Cabe destacar que durante los experimentos in vivo de esta tesis solamente se pudo
evaluar el nanobody anti-PD-1 C11, debido a que el tiempo era una limitante, pero que
otra interesante linea de investigacion podria desarrollarse utilizando el nanobody anti-
PD-L1 6p. De hecho, en el marco del trabajo de Maestria de Sofia Ulloa, una estudiante
del laboratorio del CIMA, se subclon6 el nanobody 6p en un vector de SFV para ser
expresado fusionado a la apolipoproteina A1 (ApoAl) de ratén, el principal componente
proteico de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). La vida media en suero de la
ApoAl es de 10-12 horas [264], por lo que la fusiéon del nanobody a esta proteina
aumentaria el tiempo que se encuentra en circulacién. La ApoAl se acumula en el
higado [265], por lo que este sistema seria ideal para ser evaluado en un modelo de
metastasis hepatica. Esta construccién no ha sido evaluada in vivo, aunque in vitro
demostr6 muy buenos niveles de expresién y secrecion de la proteina quimérica
nanoboby-ApoAl. La fusibn a ApoAl es una de las muchas estrategias que pueden
emplearse para aumentar la vida media de los nanobodies en suero, algunas de las
cuales fueron mencionadas en la introduccién. Sin embargo, se debe tener en cuenta
gue el aumento de tamafio debido a la fusiobn a la ApoAl puede disminuir la
penetrabilidad en el tumor.

Por otro lado, si se lograra demostrar actividad antitumoral del nanobody C11 o 6p en
alguno de los modelos tumorales planteados, seria interesante evaluar el efecto que
genera el tratamiento a nivel de las células del sistema inmune, en particular de las
células T especificas de tumor (cantidad, estado de activacion y capacidad citotoxica).
Para esto, se suelen utilizar lineas de células tumorales modificadas que expresan
antigenos como la ovoalbimina (OVA). Para evaluar la proporcién de células T CD8"
contra este antigeno, es decir, las células T especificas de tumor, se utiliza un tetrdmero
comercial de MHC-I cargado con el péptido inmunodominante de OVA (tetramero H-2Kb
SIINFEKL), partiendo de muestras de sangre periférica, bazo, nddulos linfaticos y/o
tumor [266]. Para evaluar el estado funcional de las CTLs especificas de tumor, se
purifican las células T CD8" (a partir de bazo o médula 6sea) y se cultivan en presencia
de las células tumorales in vitro. Luego, se pueden medir los niveles de citoquinas de
tipo | en sobrenadante (IL-2, IFN-y, GM-CSF) o realizar ensayos de ELISPOT para IFN-
Y [267].

Ademas de utilizar a los nanobodies como agentes terapéuticos aislados, se podrian
desarrollar diversas estrategias para potenciar el efecto antitumoral. Por ejemplo, se
podria evaluar el tratamiento combinado utilizando ambos nanobodies (C11 y 6p)
expresados a partir de un mismo vector, con un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES) entre ellos, pues al ser tan pequefios no superan la capacidad méaxima de clonaje
de los vectores virales que se utilizan normalmente. También se podria disefiar un
biespecifico a partir de ambos nanobodies.
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Por otra parte, también se pueden generar nanobodies biparatopicos dirigidos contra el
mismo receptor o ligando pero que reconozcan diferentes epitopes. Por ejemplo, se
podrian evaluar los nanobodies especificos para hPD-L1 (inhibidores de la unién a hPD-
1) aislados durante esta tesis a través de un mapeo de epitopes por SPR, e identificar
clones que reconozcan epitopes distintos no solapantes. A partir de ellos se podria
construir un biparatépico, el cual, ademas de adquirir avidez, podria potenciar el efecto
inhibidor obtenido.

Experimentos de combinaciéon de los nanobodies (anti-PD-1 o anti-PD-L1) con otras
estrategias terapéuticas también podrian plantearse como posibilidades a futuro. Por
ejemplo, se podria combinar el uso de vectores codificantes para C11 con terapias
estdndar como la quimioterapia, o con otro tipo de inmunoterapias como la
administracion de citoquinas proinflamatorias (IL-12 o IL-15), vacunas con antigenos
tumorales, bloqueo de otros receptores de co-inhibicién, entre otras.

El grupo colaborador del CIMA tiene amplia experiencia en el uso de IL-12 como terapia
antitumoral. Esta citoquina posee propiedades antitumorales importantes, sin embargo,
su administracion sistémica genera efectos adversos severos. Por lo tanto, se han
desarrollado numerosos vectores de terapia génica para la expresion de la IL-12 de
forma local en el tumor, los cuales han demostrado buenos resultados en distintos
modelos preclinicos de cancer [268]. La terapia combinada utilizando un vector de AAV
codificante para IL-12 y el bloqueo de PD-1 ha demostrado sinergia en el tratamiento de
tumores derivados de las lineas celulares MC38 y B16-OVA [269]. Por otra parte, se ha
desarrollado un sistema de control de la expresion de IL-12 basado en la doxiciclina,
que permite regular la expresion de la citoquina otorgando al vector una mayor
seguridad para su uso en la clinica [235]. Este mismo sistema podria implementarse
para la regulacién de la expresion del nanobody terapéutico en vectores de AAV,
otorgando mayor seguridad en caso de que se desarrollen efectos secundarios de tipo
autoinmune relacionados a la expresion sostenida del nanobody.

Como se explicé en la introduccién, el microambiente tumoral es complejo y la
inmunosupresion se genera a través de numerosas vias de sefializacion. Se ha
observado que la inhibicion de una Unica via de sefalizacion puede ser compensada
aumentando la sefalizacion por otras vias que tengan efectos similares. Por ejemplo, la
inhibicion de receptores de co-inhibicién de células T de forma aislada puede ser
compensada aumentando la sefalizacion a través de otros receptores, limitando la
eficacia terapéutica [270]. Actualmente existe un amplio consenso cientifico con
respecto a que la combinacion de mas de una estrategia de inmunoterapia, tanto en
forma simultdnea como secuencial, puede generar un efecto sinérgico en los
tratamientos. En este sentido, esta reportado que el bloqueo combinado de PD-1y de
otros receptores de co-inhibicion incrementa la eficacia terapéutica en comparacion con
la monoterapia dirigida al bloqueo de PD-1 en distintos modelos preclinicos y también
en algunos ensayos clinicos. Los receptores que han sido mas explorados para el
bloqueo combinado con el de PD-1 son CTLA-4 [146,167,169,271,272], LAG-3
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[170,171,273] 0 TIM-3 [173-175,274,275]. Por lo tanto, seria muy interesante combinar
el tratamiento de los nanobodies inhibidores de PD-1/PD-L1 con nanobodies dirigidos
contra otros receptores de co-inhibicion. Se podrian generar vectores virales
codificantes para ambos como mono-agentes o en forma de biespecificos.

De forma analoga, la estimulacion de receptores de co-estimulacion utilizando
anticuerpos agonistas en combinacion con el bloqueo de receptores de co-inhibicion
también ha demostrado ser una estrategia valida para potenciar la eficacia terapéutica
en distintos modelos preclinicos de cancer [147,148,151,152]. Por lo tanto, podria ser
interesante combinar los nanobodies inhibidores de PD-1/PD-L1 con un nanobody
agonista dirigido contra un receptor de co-estimulacion como 4-IBB u OX40.

4.6. Conclusiones

Durante esta tesis se pudieron cumplir con la mayor parte de los objetivos planteados
inicialmente. Los principales resultados obtenidos se resumen a continuacion:

1. Se seleccionaron nanobodies especificos para PD-1 y PD-L1, tanto para las
variantes humanas como para las murinas.

2. Se identificaron dos nanobodies capaces de inhibir la union mPD-1/mPD-L1 en
ensayos in vitro, uno especifico para PD-1 y el otro para PD-L1 (ambos con
reactividad cruzada por la variante humana y murina).

3. Los nanobodies inhibidores de la via mPD-1/mPD-L1 se subclonaron en
plasmidos que contienen el genoma recombinante de AAV2, y se evaluo la
expresion de los mismos en lineas celulares de mamifero a partir de las
construcciones generadas.

4. Se produjeron las particulas virales recombinantes de AAV8 codificantes para el
nanobody anti-PD-1 C11, inhibidor de la union PD-1/PD-L1, y se evalué la
expresion del nanobody a lo largo del tiempo en ratones inoculados con las
particulas virales por via sistémica.

5. Serealizaron experimentos preliminares para evaluar la actividad antitumoral del
nanobody C11 en un modelo murino de cancer (tumor subcutaneo derivado de
la linea celular MC38), utilizando los vectores de AAVS8 codificantes para C11.
No se observo efecto terapéutico en el experimento de tratamiento de tumores
establecidos, aunque si se observo proteccién frente al desarrollo de tumores en
el experimento de profilaxis.

Los resultados obtenidos durante esta tesis son de gran interés y podrian tener una
aplicacion biomédica en un futuro, considerando el éxito de las terapias con anticuerpos
inhibidores de la via PD-1/PD-L1 para numerosos tipos de cancer y también el creciente
interés en el area de la terapia con nanobodies. En este sentido, la empresa Ablynx, la
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principal compafiia dedicada al desarrollo de nanobodies para distintas aplicaciones,
cuenta con varios nanobodies en distintas etapas de ensayos clinicos, y se espera que
durante este afio se apruebe el primer tratamiento basado en nanobodies, el
caplacizumab, una construccion bivalente de un nanobody dirigido contra un factor de
la coagulacion para el tratamiento de una enfermedad poco frecuente (pUrpura
trombocitopénica trombotica adquirida) [276].

Por otra parte, los nanobodies aislados durante esta tesis también podrian ser
empleados para otras aplicaciones ademas de la terapia. Al ser baratos y faciles de
producir, pueden utilizarse en el laboratorio como reactivos para investigacion, y también
podrian ser evaluados para su uso en el diagndstico y seguimiento de pacientes con
cancer, por ejemplo, mediante imagenologia con nanobodies anti-PD-L1.
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