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3 RESUMEN

El cancer sigue siendo una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial y, a pesar de
los avances en terapias convencionales, persisten limitaciones asociadas con recurrencia tumoral,
resistencia y efectos adversos. En este contexto, la inmunoterapia representa una estrategia
prometedora para mejorar los resultados clinicos. Entre las aproximaciones inmunoterapéuticas,
los anticuerpos agonistas dirigidos a receptores inmunoestimuladores han mostrado un gran
potencial terapéutico. Un blanco relevante es CD40, un receptor transmembrana de la familia
TNFRSF, expresado principalmente en células presentadoras de antigeno (APCs). La activacion
de CD40 mediante anticuerpos agonistas estimula robustamente a las APCs, potenciando

respuestas de células T citotoxicas y B, y transformando tumores “frios” en “calientes”.

La mayoria de los anticuerpos anti-CD40 utilizados son IgG enteras convencionales, que
dependen de la unioén a FcyRIIB para el entrecruzamiento del receptor y, por lo tanto, para su
actividad. Nuestro grupo ha seleccionado anticuerpos monodominio (nanobodies (Nb)) derivados
de Lama glama, que reconocen el receptor CD40 de raton. Dado que se asumi6 que los formatos
monovalentes no presentarian actividad agonista, se generaron constructos multivalentes
trimerizados mediante el dominio foldon de la fibritina del fago T4 (Nb-foldon) o bivalentes
fusionados a la region Fc de la [gG1 murina (Nb-m1Fc). Estudios iniciales mostraron que los Nb-
foldon eran activos Unicamente in vitro, probablemente debido a su baja estabilidad y corta vida
media, mientras que Nb-ml1Fc demostraron eficacia tanto in vitro como in vivo, aunque con

margen de optimizacion para reducir las dosis requeridas.

En este trabajo se introdujeron modificaciones en ambos constructos para mejorar su desempeiio.
En el caso de los Nb-foldon se buscoé estabilizar el trimero incorporando residuos de cisteina que
dieran lugar a enlaces covalentes entre cadenas, junto con la adicion de un péptido terminal con
afinidad por el receptor neonatal. Se optimiz6 la produccion de estas construcciones en células
HEK?293 constatandose la formacion de trimeros covalentes, aunque en forma minoritaria. Los
analisis funcionales demostraron una mayor actividad in vitro respecto al trimero no covalente y,
al evaluar su uso como adyuvantes en experimentos de inmunizacioén in vivo con un antigeno
modelo, se observo un indicio de cambio de clase de inmunoglobulinas, aunque sin evidencia de

una respuesta T especifica.

En el caso de los Nb-m1Fc se generaron nanobodies que reconocen diferentes epitopes asociados
a IgG1 murina, 4-2B, 1-2B y D9mlFc, siendo el clon 1-2B el que exhibié una mejor actividad
agonista in vitro. Contemplando antecedentes donde el aumento de la valencia juega un rol
importante en el agonismo de CD40, se generaron versiones de anticuerpos multivalentes, entre

ellas versiones biparatopicas que combinan Nbs que reconocen diferentes epitopes en fusion con



la region Fc de IgGl murina, asi como una version con un Fc silenciado. Adicionalmente, se

generd un anticuerpo tetravalente monoparatopico basado en el clon 1-2B.

Los estudios in vitro indicaron que el aumento de la valencia potencia la activacion del receptor,
aunque la configuracion geométrica y la orientacion de los epitopes parecen desempefiar un papel
determinante. El constructo tetravalente monoespecifico mostr6 mayor actividad que el
biparatopico, sugiriendo que la organizacion espacial de los sitios de unidon puede ser clave para
optimizar el agonismo. Ademas, el anticuerpo con un Fc silencioso conservo actividad
independiente de Fc, evidenciando que la multivalencia por si sola puede inducir el

entrecruzamiento del receptor.

Estos resultados demuestran que la ingenieria de anticuerpos para nanobodies agonistas de CD40
permite optimizar su actividad funcional y ampliar las aplicaciones de la inmunoterapia basada

en receptores coestimuladores, tanto como adyuvantes en vacunas como en terapias oncoldgicas.

3.1 LISTA DE ABREVIATURAS

AAT: Antigeno asociado a tumor

ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity)
APC: Célula presentadora de antigeno (Antigen Presenting Cell)

BLI: Interferometria de biocapa (Biolayer Interferometry)

bpAb: Anticuerpo biparatdpico (Biparatopic Antibody)

CAR: Receptor quimérico de antigeno (Chimeric Antigen Receptor)

CD: Cluster de diferenciacion (Cluster of Differentiation)

CDR: Region determinante de complementariedad (Complementarity Determining Region)
CL: Region constante de la cadena liviana (Constant Light chain)

CRD: Dominio rico en cisteinas (Cysteine-Rich Domain)

CTL: Linfocito T citotoxico (Cytotoxic T Lymphocyte)

DC: Célula dendritica (Dendritic Cell)

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Fab: fragmento de unidn al antigeno (fragment antigen-binding)

Fc: Fragmento cristalizable de inmunoglobulina

FeyR: Receptor Fc gamma (Fc gamma Receptor)

FcyRIIB: Receptor Fc gamma RIIB (inhibidor)

FcRn: Receptor neonatal de Fc (Neonatal Fc Receptor)

FR: Region marco (Framework Region)



h1Fc: Region Fc humana (human Fc)

HcAb: Anticuerpo de cadena pesada inicamente (Heavy-Chain Only Antibody)
IgG: Inmunoglobulina G

IL: Interleucina

INF-y (IFN-y): Interferon gamma

ITAM: Motivo de activacion del receptor inmunitario dependiente de tirosina (Immunoreceptor Tyrosine-based

Activation Motif)

ITIM: Motivo inhibidor del receptor inmunitario dependiente de tirosina (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory

Motif)
LALA: Mutacién en Fc de 1gG1 (L234A/L235A) que reduce afinidad por FcyRs

MALDI-TOF: Espectrometria de masas por desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con analizador de tiempo de

vuelo (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization — Time of Flight)

MAPK: Proteina quinasa activada por mitogeno (Mitogen-Activated Protein Kinase)
mAb: Anticuerpo monoclonal (Monoclonal Antibody)

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Major Histocompatibility Complex)
MHC-I: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase I

MHC-II: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase 11

Nb: Nanobody

NF-kB: Factor nuclear potenciador de cadenas ligeras de células B activadas (Nuclear Factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells)

OTI/ OTII: Péptidos inmunodominantes de ovoalbiimina para MHC-1 y MHC-II, respectivamente
OVA: Ovoalbiimina

PBS: Solucién salina tamponada con fosfatos (Phosphate-Buffered Saline)

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SPR: Resonancia de plasmones superficiales (Surface Plasmon Resonance)

STATS: Transductor de sefial y activador de transcripcion 5 (Signal Transducer and Activator of Transcription 5)
AAT: Antigeno asociado a tumor

TAM: Macroéfago asociado a tumor (Tumor-Associated Macrophage)

TCR: Receptor de células T (T Cell Receptor)

Th: Linfocito T colaborador (T helper)

Th1: Subtipo de linfocito T colaborador tipo 1

TNFRSF: Superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily)

TNFSF: Superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor Superfamily)



TRAF: Proteina asociada a receptor del factor de necrosis tumoral (TNF Receptor Associated Factor)
VH: Region variable de la cadena pesada (Variable Heavy chain)
VHH: Region variable de anticuerpo de cadena pesada de camélido

VL: Region variable de la cadena liviana (Variable Light chain)



4 INTRODUCCION

4.1 INMUNOTERAPIA: TRANSFORMANDO EL SISTEMA INMUNE EN UNA ARMA

CONTRA EL CANCER

Cada afio, millones de personas reciben un diagnéstico de cancer, lo que convierte a esta
enfermedad en una de las principales preocupaciones de los sistemas de salud a nivel mundial,
con mas de 9,6 millones de muertes anuales. Las terapias convencionales, como la radioterapia,
quimioterapia y hormonoterapia, han demostrado ser efectivas en muchos casos; sin embargo,
presentan limitaciones significativas, incluyendo efectos secundarios severos, el desarrollo de

resistencia durante el tratamiento y una alta tasa de recurrencia del cancer (1).

En las tltimas décadas, la inmunoterapia ha evolucionado rapidamente hasta convertirse en uno
de los pilares fundamentales en la lucha contra el cancer. Este enfoque terapéutico busca estimular
el sistema inmune para que ataque especificamente al tumor y representa una promesa
significativa para superar las limitaciones de los tratamientos convencionales (1). Entre los
componentes de la inmunidad antitumoral, se destacan los linfocitos T CD8+ por su capacidad de
reconocer y eliminar células tumorales en forma especifica de antigeno. Este proceso esta
mediado por la interaccion especifica de su receptor T (TCR) con complejos de péptidos
derivados de antigenos asociados a tumores (AATs) unidos a moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase 1 (MHC-I, por sus siglas en inglés) (2). El complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) esta formado por glicoproteinas que se expresan en la superficie
celular y cuya funcion es presentar péptidos derivados de proteinas intracelulares o extracelulares
a los linfocitos T. Existen dos clases principales: MHC-I, presente en practicamente todas las
células nucleadas y encargado de presentar péptidos a linfocitos T CD8+; y MHC-II, que se
expresa principalmente en células presentadoras de antigenos (como las células dendriticas (DC,
por su sigla en inglés), células B, y macrofagos y presenta péptidos a linfocitos T CD4+ (3). Los
AATSs aparecen por la expresion andmala de proteinas por las células tumorales, ya sea por
mutaciones, sobreexpresion o reexpresion de proteinas propias que normalmente estan ausentes
en la etapa adulta o en niveles bajos en tejidos normales. La presentacion de estos péptidos en

MHC-I permite al sistema inmune distinguir a las células tumorales de las células normales (4).

El reconocimiento especifico de los AATSs por parte del TCR de los linfocitos T CD8+ constituye
la llamada “primera sefial” de activacion. Sin embargo, este reconocimiento no es suficiente por
si solo para activar plenamente a las células T: para esto se requiere un proceso de activacion
inicial o priming, que tiene lugar en los 6rganos linfoides secundarios y que implica sefiales

adicionales (3).



Las células dendriticas son los otros protagonistas involucrados en esta instancia de priming.
Actuan como un puente entre la inmunidad innata y adaptativa, estando a cargo de la presentacion
en sus moléculas de MHC de fragmentos peptidicos derivados de proteinas (antigenos) segun su
ubicacion intracelular. Esto es, presentacion en el MHC I para péptidos de origen citosolico, o en
el MHC II cuando el origen es vesicular. Estas células, tienen ademas la capacidad de realizar el
proceso de presentacion cruzada. Este es un mecanismo esencial en el contexto tumoral, mediante
el cual las DC pueden presentan antigenos exogenos, captados del exterior de la célula, a través
de MHC-I, lo que permite la activacion de linfocitos T CD8+ (5). Existen dos rutas principales
de presentacion cruzada. En la via vacuolar el procesamiento del antigeno y su carga en moléculas
de MHC-I ocurren dentro del compartimento endo/lisosomal. Tras su internalizacion, los
antigenos son degradados por proteasas lisosomales, como la catepsina S, y los péptidos
generados se cargan directamente sobre MHC-I en dicho compartimento (6). La segunda via,
llamada endosoma a citosol, se basa en que los antigenos internalizados son transportados desde
el compartimento endosomal hacia el citosol, donde son degradados por el proteasoma. Los
péptidos resultantes son luego transportados por TAP (transporter associated with antigen
processing) hacia el reticulo endoplasmico o de regreso a endosomas que contienen MHC-I,

donde ocurre la carga del péptido (6).

No obstante, la presentacion cruzada de antigenos en MHC-I no es suficiente para inducir el
fenotipo efector de los linfocitos T CD8*. Para su activacion completa y diferenciacion en
linfocitos T citotoxicos (CTLs) se requieren sefiales coestimuladoras (CD80/CD86—CD28) y un
ambiente de citoquinas proinflamatorias, como IL-12 e IFN-a/B. Ademas, la colaboracion de
linfocitos T CD4" Thl es clave, ya que mediante la secrecion de IL-2 e IFN-y “licencian” a las

células dendriticas, potenciando su capacidad para activar CTLs (3).

En una primera instancia, las DC interactian con linfocitos T CD4* especificos del mismo
antigeno presentado en MHC-II. El reconocimiento del complejo MHC-II-péptido por el TCR de
la célula T CD4" desencadena su activacidn en un proceso un proceso conocido como
licenciamiento cognato (7). Aqui es donde entra en juego el eje CD40—CD40L (Figura 1), que
induce la maduracion funcional de la DC la cual se traduce en una mayor expresion de moléculas
coestimuladoras, asi como en la produccion de citoquinas como IL-12 e IFN- o/f que no solo
promueve una respuesta T CD8+ efectiva, sino que ademas induce la diferenciacion de los
linfocitos T CD4+ hacia el subtipo Thl, clave para una respuesta inmune celular eficaz contra

tumores (8,9).

Como se mencion6 durante este licenciamiento las DC maduras comienzan a expresar los
ligandos CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) para el receptor CD28 (expresado en linfocitos T CD4+y
CD8+) donde se establece una union coestimuladora (10). Esta sefializacion CD28/CD80-CD86

proporciona lo que se denomina la “segunda sefial” en el proceso de activacion de linfocitos T,

10



siendo la primera, como se menciono, el reconocimiento especifico del antigeno presentado en el
complejo MHC por el TCR de la célula T. Esta interaccion es indispensable para que las células
desarrollen el proceso de activacion, expansion clonal y diferenciacion funcional. Sin embargo,

esta segunda senal no es suficiente si la célula dendritica no se encuentra adecuadamente activada.

En conjunto, el licenciamiento de las células dendriticas y el priming de los linfocitos T CD8*
requieren la integracion coordinada de sefiales coestimuladoras como CD40-CD40L y
CD28/CD80-CD86, que aseguran una activacion efectiva y controlada de la respuesta inmune

adaptativa.
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Figura 1. Licenciamiento de DCs por T colaboradoras y activacion de linfocitos T CD8. Las células dendriticas
(DCs) interacttan con linfocitos T CD4+ mediante péptidos presentados en MHC clase II reconocidos por el TCR y a
través de interacciones CD40-CD40L. Esto permite la activacion de DCs y expresion de moléculas coestimuladoras
que provoca la activacion de linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTL) por presentacion cruzada de antigenos. os CTL
activados migran al sitio tumoral, donde reconocen péptidos derivados del tumor presentados en MHC clase I en la
superficie de las células tumorales, induciendo su eliminacion y contribuyendo al desarrollo de una respuesta

antitumoral efectiva.

Una vez activados los linfocitos T CD8+ efectores migran al tumor (Figura 1) donde utilizan dos
mecanismos para atacar a las células tumorales: la exocitosis de granulos citotoxicos (que
contienen granzimas A y B) y la via apoptotica mediada por el Fas ligando (FasL). Ademas,
secretan citoquinas como IFN-y y TNF-a que modulan el microambiente tumoral y potencian la

respuesta inmunitaria (2).

4.2 PUNTOS DE CONTROL DE LA INMUNIDAD COMO BLANCOS DE LA INMUNOTERAPIA

En el caso de los tumores sdlidos los avances mds sustanciales en inmunoterapia estan
relacionados con terapias que tienen como objetivo el bloqueo de los puntos de control

inmunolégicos, principalmente PD-1/PDL-1 y CTLA-4, los cuales regulan la funcion inmune en
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el microambiente tumoral (11). CTLA-4 es un receptor homodlogo a CD28, pero con mayor
afinidad por los ligandos CD80 y CD86. A diferencia de CD28, la uniéon de CTLA-4 no estimula
la célula T, sino que bloquea la sefial coestimuladora necesaria para su activacion, favoreciendo
un estado de anergia. Por otro lado, PD-1 es un receptor inhibidor que, al unirse a sus ligandos
PD-L1 o PD-L2, disminuye la proliferacion y funcion de las células T, bloqueando la sefial del
receptor TCR. La expresion de PD-1 caracteriza a las células T “agotadas™ tras estimulacion
cronica, como ocurre en tumores, lo que limita la respuesta (12). Por lo tanto, estos puntos de
control actian como “frenos” naturales del sistema inmune para evitar respuestas excesivas, pero
las células tumorales aprovechan estas vias para inhibir la actividad de los linfocitos T, induciendo
un estado de agotamiento funcional que disminuye su capacidad citotoxica y proliferativa de los
mismos (13). Los anticuerpos monoclonales que bloquean estos receptores han revolucionado la
inmunoterapia, pero su eficacia se correlaciona directamente con la presencia de células T en el
tumor. En los tumores denominados "frios", esta infiltracion de células T se ve reducida, lo que
limita la formaciéon de poblaciones de memoria contribuyendo a su evasion del sistema

inmunoldgico y, por lo tanto, una capacidad limitada para activar una respuesta antitumoral (14).

La activacion fisiologica de CD40 en las DCs por las células T CD4+ que expresan CD40L ocurre
normalmente en el ganglio linfatico y es esencial para la activacion de linfocitos T CD8" (15,16).
Sin embargo, en el microambiente tumoral este mecanismo fisiologico se ve limitado debido a la
baja presencia de células T CD4* activas y al caracter inmunosupresor del entorno, que restringe
la maduracion de las células dendriticas. En este contexto, la activacion exdégena de CD40
mediante agonistas se propone como una estrategia capaz de restaurar la presentacion antigénica
y potenciar la infiltracion y expansion de linfocitos T citotoxicos, actuando como un “adyuvante

molecular” que sustituye la estimulacion fisiologica ausente (11).

4.3 CD40 cOMO UN BLANCO PROMETEDOR EN INMUNOTERAPIA

CDA40 (Cluster of Differentiation 40) es una proteina transmembrana de 48 kDa, que forma parte
de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFRSF) (17). Se expresa en la
superficie de células presentadoras de antigenos (APCs) y algunas otras células ajenas al sistema
inmunoldgico (18). CD40 actlia como un receptor coestimulador, y su ligando, CD40L (CD154),
es una proteina transmembrana de 39 kDa (17) que se presenta en forma de trimero en la superficie
de linfocitos T CD4+ activados. La interaccion entre CD40 y CD40L desempefia un papel crucial

al conectar la inmunidad innata y adaptativa.

Los receptores de la familia TNFRSF tienen funciones conservadas y su activacion es similar
requiriendo un agrupamiento tridimensional y formacion de trimeros para llevar a cabo su
sefalizacion. Los ligandos, como CD40L, se encuentran en forma de unidades trivalentes

funcionales con tres sitios de unidn al receptor. Sin embargo, los receptores CD40 en su estado
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natural se presentan como unidades individuales, por ende, requieren de la union de este ligando

homo-trimérico para su agrupamiento (17).

La sefalizacion se induce por el reclutamiento de TNF receptor associated factors (TRAFs, por
sus siglas en ingles), estas proteinas contienen un dominio carboxilo conservado (Dominio
TRAF) que con la interaccion CD40-CD40L se une a un motivo aminoacidico en el dominio
citoplasmatico de CD40 induciendo vias de sefalizacion intracelular como NFkB, MAPKs, PI3K
y PLCy (10). Ademas, la quinasa de la familia Janus 3 (JAK3) puede unirse a la membrana

citoplasmatica proximal de CD40 e inducir la fosforilacion de STATS, generando asi una

-

sefalizacion independiente de TRAFs (Figura 2).

CD40L
CD40
(trimero)
TRAF2 TRAF3
mm TRAFS

via canénica Activacion de via canénica y activacion Fosforliacion de

NFkB 38 Akt y JNK no candnica de via canénica y via canénica
' ¢ NFkB y no canénica NFkB, JNK STATS

activacion JNK NFkB fosforilacion de
P38y Akt

Figura 2. Seiializacion de CD40 dependiente e independiente de las proteinas del factor asociado al receptor de
necrosis tumoral (TRAF). Tras la activacion de CDA40, las proteinas TRAF 1, 2, 3, 5y 6 asi como Jak3 son
reclutadas a la cola citoplasmatica de CD40, activando diferentes vias de sefializacion regulando distintos procesos
celulares e inmunologico. Adaptado de Elgueta et al. 2009.

En el contexto del cancer, CD40 tiene un rol diferencial en las distintas células del sistema

inmune, que juntas ayudan a combatir a las células tumorales.

Como se menciond anteriormente, esta molécula es fundamental para el “DC licensing”, el cual
permite a las células dendriticas activar eficazmente a los linfocitos T virgenes, incluyendo las
células T citotoxicas (CTLs), responsables de atacar a las células tumorales. La estimulacion de
CD40 por su ligando (Figura 3) incrementa la expresion de moléculas coestimuladoras
CD86/CD80, regula positivamente la expresion de MHC y aumenta la secrecion de I1L-12
fundamental para la respuesta Th1 (18). CD40 ademas promueve la supervivencia de las DCs por
la expresion de moléculas anti apoptoticas y es capaz de inducir la expresion de otros ligandos
pertenecientes a la familia TNFSF como CD70, OX40L, y 4-1BBL que sustentan la expansion y

diferenciacion en células T de memoria (11).

Adicionalmente, las células B activadas por CD40 en el tumor son capaces de presentar antigenos

y activar células T en un proceso dependiente de MHC-II, mejorando asi las respuestas T
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antitumorales (19). Otro punto interesante de la sefalizacion a través de CD40 es el cambio
fenotipico de macrofagos M2 (activacion alternativa) a M1 que promueve una respuesta anti-
tumorogénica, siendo este cambio especialmente relevante en los macrofagos asociados a tumores

(TAM) (19).

La sefnalizacion de CD40 en células mieloides del microambiente tumoral, como células
dendriticas y macréfagos, cumple un papel clave en la remodelacion inmunologica del tumor.
Tanto las DCs como los macrofagos activados por CD40 son ademds una fuente importante de
quimioquinas como CXCL9, CXCL10 y CCLS5, las cuales promueven el reclutamiento de
linfocitos T CD8" y células NK al tumor, amplificando la respuesta inmunitaria local y

r.”

contrarrestando el fenotipo “frio” caracteristico de muchos tumores sélidos (20,21).
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Figura 3. Figura 3. Interacciones de CD40 en el sistema inmune. Se observa la expresion de CD40 en células B,
células dendriticas y macrofagos, y de CD40L en linfocitos T CD4", asi como sus interacciones. En células B, la
sefializacion a través de CD40 induce activacion, proliferacion, diferenciacion y cambio de clase de
inmunoglobulinas. En células dendriticas, la activacion de CD40 promueve la maduracion, el aumento de la
expresion de moléculas coestimuladoras y de MHC, y la produccion de citocinas proinflamatorias, potenciando la
activacion de linfocitos T. En macrofagos, la interaccion CD40—-CD40L induce activacion funcional, aumento de la
capacidad fagocitica y produccion de mediadores inflamatorios, contribuyendo a la respuesta inmune adaptativa.

Por estas razones CD40 emerge como un blanco interesante para aumentar el nimero y la calidad
de células T infiltrantes del tumor (TILs) y anticuerpos producidos por las células B, por ende,
una mayor efectividad en la respuesta ya sea como monoterapia, como adyuvante de vacunas o

en combinacidn con anticuerpos bloqueantes de puntos de control.
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4.4 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTICUERPOS AGONISTAS DE CD40

Los anticuerpos agonistas estan disefiados para imitar en cierta forma a CD40L y promover
mediante el entrecruzamiento del receptor la maduracion y activacion funcional de las DC,
aumentando su capacidad de presentacion antigénica, incluso de forma independiente a la ayuda

proporcionada por los linfocitos T CD4+. (18).

Como monoterapia, el anticuerpo agonista anti-CD40 de raton FGK45 demostré en modelo de
linfoma murinos la capacidad de inducir una respuesta antitumoral potente incluso en ausencia de
cooperacion de linfocitos T CD4*, evidenciando que la activaciéon de CD40 puede, por si sola,
movilizar respuestas citotoxicas efectivas (22). Este anticuerpo es ampliamente distribuido

comercialmente y utilizado en modelos en combinacion con otro tipo de terapias.

En modelos murinos, la activacion de las DC mediante anticuerpos agonistas anti-CD40 ha
demostrado un marcado potencial como estrategia vacunal. Un ejemplo particularmente eficaz es
el direccionamiento antigénico a DC CD8a" a través del receptor lectina DNGR-1 (CLEC9-A),
donde un anticuerpo especifico para este receptor, administrado junto con un agonista de CD40
como adyuvante, indujo respuestas CTL robustas capaces de erradicar tumores trasplantables

(23).

De forma complementaria, diversos estudios preclinicos han demostrado que el agonismo de
CD40 puede potenciar de forma marcada la eficacia de los inhibidores de puntos de control
inmunoldgico (24). En el modelo MC38 de cancer colorrectal, la terapia con anti-CD40 indujo la
expresion de PD-L1 en células mieloides intratumorales, generando resistencia adaptativa, pero
su combinacion con anti-PD-L1 mostr6 una sinergia terapéutica, logrando el rechazo tumoral en
>50% de los animales, frente a menos de 5% con cada monoterapia (25). Del mismo modo, en
tumores inicialmente “frios” se observo que la combinacion de un AcMo agonista de CD40 en
combinacion con un antagonista de PD-1 reprogramo6 el microambiente tumoral y habilité una
respuesta antitumoral mediada por linfocitos T, ausente en tratamiento como monoterapia

individual (26).

Estos hallazgos preclinicos alentaron el desarrollo de varios anticuerpos agonistas de CD40
humano evaluados en estudios clinicos tempranos. Entre ellos, selicrelumab, un IgG2 agonista,
demostro6 en un estudio neoadyuvante en cancer de pancreas resecable una profunda remodelacion
del microambiente tumoral, aumentando la infiltracion de linfocitos T, activando células

presentadoras de antigeno y reduciendo poblaciones inmunosupresoras (27).

De forma similar, otros agonistas fueron evaluados en fases tempranas, como Chil.ob 7/4, el cual
logré activar el sistema inmune sin generar respuestas objetivas (28), y dacetuzumab (SGN-40),

que tampoco demostrd eficacia clinica en leucemia linfocitica crénica pese a su actividad
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bioldgica in vitro (29), teniendo un patrén de inmunomodulacién robusta, pero beneficio clinico

limitado.

En conjunto, estos hallazgos muestran que, pese a la intensa activacion inmunologica que inducen
los agonistas anti-CD40, su eficacia clinica contintia siendo limitada. Esto resalta la importancia
de comprender qué caracteristicas estructurales determinan un agonismo verdaderamente

efectivo.

4.4.1 Entrecruzamiento de receptores

Los receptores TNFRSF, como CD40, son proteinas transmembrana de tipo I que presentan una
estructura alargada y poseen entre tres y cuatro dominios altamente conservados ricos en cisteina
(CRDs), estos tipicamente contienen seis residuos de cisteina que forman tres enlaces disulfuro
(30). Sus ligandos, en cambio, son proteinas transmembrana de tipo Il que se organizan en
homotrimeros no covalentes mediante un dominio conservado con homologia al dominio de
homotrimerizacion del TNF en el extremo carboxilo (THD) (31). Esta interaccion estd finamente
regulada porque la disposicion espacial de los CRDs del receptor determina qué epitopos del
ligando pueden ser reconocidos, coémo se forma el complejo trimérico y cuan eficientemente

pueden acercarse multiples receptores para inducir sefializacion.

Trimero de Complejo CD40L-CD40 Oligomerizacion del
——» Agrupamiento/trimerizacion ____, Complejo CD40L-CD40
membrana CD40L de CD40

0000000080208 AB0300008ELDN00000000000000500GD

soossogll 00600000006000000000000000800
THD

CRD 2-3

+2005000000000000030000fe

120 820000000800060003004

THD: Dominio de homologia TNF
CRD: Dominio rico en cisteinas

Figura 4. Esquema de oligomerizacion del Complejo CD40L-CD40. CD40L asociado a membrana en forma de
trimero se une mediante su dominio de homologia a TNF (THD) al dominio rico en cisteinas (CRD) de CD40, lo que
da lugar a la formacion de un complejo trimero CD40L- trimero CD40. La interaccion secundaria del complejo

trimero inicial conduce a la oligomerizacion de los complejos ligando-receptor.

El THD de CD40L se une principalmente a los dominios CRD 2 y 3 de CD40 (Figura 4) lo que
facilita la formacion del complejo activo minimo TNFSFs—TNFRSF; (Trimero CD40L-trimero
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CD40). No obstante, para una activacion eficiente de las cascadas de sefializacidn, es necesario

que se produzca la oligomerizacion de dos o mas de estos complejos (32)

Entender la dindmica estructural es imprescindible al momento de plantear el desarrollo de los
anticuerpos, ya que enfoques monovalentes serian de poca utilidad ya que no se genera el
entrecruzamiento necesario para la activacion. Sobre todo, ya que a diferencia de los anticuerpos
terapéuticos que ejercen su accidon simplemente por unirse a su molécula diana, la actividad de
los anticuerpos monoclonales agonistas esta regulada por factores mas complejos y diversos, los
cuales dependen de la combinacion entre el epitope reconocido, la afinidad por el mismo, el

isotipo del anticuerpo y los requisitos de interaccion con los receptores Fcy (FcyR).

4.4.2 Determinantes del reconocimiento: el epitope de unién

El epitope de union es un factor muy contribuyente a la actividad agonista intrinseca del

anticuerpo, existiendo una correlacion entre el epitope de union y la actividad agonista.

Se ha observado que los anticuerpos que se unen a la region CRD-1 del receptor exhiben una
mayor actividad agonista (33). El ligando natural CD40L se une a la regiéon CRD2-4 (34) por lo
que la union de un anticuerpo a CRD-1 permitiria que el ligando se una y promueva una accion
conjunta. Adicionalmente, existe evidencia de que los anticuerpos que se unen a la region CRD2-
4 bloquean la unién del ligando natural y por ende exhiben menor actividad agonista (Figura 5)
(34).

CP870,893
ChiLob 7/4
SGN40
Lob 772

Lob 872
Lob 777
2421

Lob 7/6
T Lob7/8 s
Unlab
CDAOL
DAoL

+ MAD === =l
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Figura 5. Localizacion aproximada de los epitopes reconocidos por diferentes anticuerpos monoclonales (mAbs)
humanos anti-CD40 (izquierda) y anlisis de la capacidad de bloqueo de la unién de CD40L (derecha). El esquema
muestra la distribucion de los anticuerpos evaluados en los cuatro dominios ricos en cisteinas (CRDs) de CDA40.
Ensayos de citometria de flujo en linfocitos B esplénicos de ratones transgénicos para hCD40 incubados con o sin los
AcMo indicados (todos de isotipo IgG1 murina) y posteriormente estimulados con CD40L hexamérica. La union de
CDA40L se detectd con anti-hIgG-FITC. Se observa que los anticuerpos dirigidos contra CRD1 no bloquean la
interaccion de CD40 con CD40L, en contraste con aquellos que reconocen epitopos en CRD2—4. Imagen extraida de
Yu et al. 2018

Ademas, laregion CRD-1, al ser la mas expuesta debido a su localizacidon en el N-terminal, resulta
mas accesible facilitando el entrecruzamiento. Sin embargo, en estudios preclinicos, varios

anticuerpos que se unen a CRD-1 (29) han mostrado una actividad significativamente reducida
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en comparacion con otros anticuerpos que se unen al mismo dominio (35), lo que indica que sélo

la unién a este dominio no es suficiente para asegurar una buena actividad agonista.

4.4.3 La interaccion Fc-FcyRIIB: el factor clave de actividad agonista de anticuerpos anti-

CD40

Los receptores Fc gamma (FcyRs) son moléculas esenciales en la regulacién de la respuesta
inmune mediada por inmunoglobulinas G (IgG). Existen dos clases conservadas de FcyRs tipo |
que se distinguen por su funcién: los receptores activadores (FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIC, FcyRITTA
y FcyRIIIB en humano, FeyRI, FcyRIIl y FcyRIV en raton) y el receptor inhibidor (FcyRIIB),
presente tanto en humanos como en ratones (36,37). Excepto por FcyRIIIB, todos los receptores
activadores comparten un mecanismo de sefializacion intracelular basada en un motivo de
activacién inmuno-receptor dependiente de tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés), que
desencadena funciones efectoras como fagocitosis, desgranulacion o citotoxicidad dependiente
de anticuerpos (ADCC) (36). Por otro lado, FcyRIIB posee en su dominio citoplasmatico un
motivo inhibidor (ITIM), que al activarse genera una actividad antiinflamatoria, previniendo una

respuesta exacerbada y manteniendo la homeostasis (38).

La IgG es la clase de inmunoglobulina mas utilizada en el disefio de anticuerpos terapéuticos
debido a sus propiedades farmacocinéticas y su capacidad para interactuar con FcyRs. Existen
distintas subclases de IgG, que difieren entre humanos (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) y ratones (IgG1,
IgG2a/c, 1gG2b, IgG3), y cada una presenta diferentes afinidades hacia los receptores Fcy

activadores e inhibidores (32).

Estas diferencias impactan directamente en la funcioén de los anticuerpos, razon por la cual es
fundamental establecer correlaciones funcionales y estructurales entre subclases homologas para
poder trasladar hallazgos entre modelos experimentales. Por ejemplo, la IgGl humana se
considera homologa funcional de la [gG2a murina, mientras que la IgG2 humana se asemeja a la

IgG1 de raton.

En el contexto de los anticuerpos inmunoestimuladores dirigidos a CD40, como los anticuerpos
anti-CD40, Ann L. White y colaboradores demostraron que la interaccion con FcyRs y en
particular con FcyRIIB, representa un determinante critico para su actividad agonista (39). En este
estudio analizaron la relevancia del isotipo en la actividad de anticuerpos anti-CD40 utilizando

versiones murinas del anticuerpo fusionadas a Fc de IgG1 (m1) e IgG2a (m2a).

Mediante analisis de afinidad por SPR (Resonancia plasmoénica de superficie) se observo que m2a
presentaba alta afinidad por FcyRI y FcyRIV (ambos activadores) y menor afinidad a los
receptores inhibidores, mientras que m1 no interactuaba con ellos y mostraba afinidad moderada

por FcyRIIB. Sorprendentemente, m1 resultd ser mas efectivo para inducir respuestas adaptativas
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en el contexto de coadministraciéon con un antigeno modelo, incluyendo activaciéon de APCs,
produccion de anticuerpos y activacion de células T. Ademas, en ratones deficientes en FcyRIIB,
ml perdi6é su capacidad inmunoestimuladora, lo que no ocurrié en animales knockout para
receptores activadores. Estos hallazgos evidencian que la interaccion con FcyRIIB es esencial
para la actividad de estos anticuerpos, y que su funcién va mas alla del control inhibitorio: su
expresion y distribucion en el entorno tisular permite generar el entrecruzamiento necesario para

potenciar la sefializacion del CD40 (39).

Experimentos adicionales confirmaron que el rol de FcyRIIB en este contexto es principalmente
estructural, actuando como una plataforma que facilita la agregacion de los anticuerpos. Esto se
basa en el hecho de que, al inmovilizar los anticuerpos y por ende forzar artificialmente el
agrupamiento del receptor CD40, ambos isotipos evaluados (m1 y m2a) mostraron una capacidad
similar para inducir la proliferacion de células B. Este resultado refuerza la idea de que la funcion
critica del receptor no es transmitir sefiales inhibitorias, sino promover el entrecruzamiento
necesario para la activacion efectiva del receptor CD40. Este entrecruzamiento es entonces
fundamental para inducir la oligomerizacioén del receptor CD40 y activar de forma efectiva la

sefializacion en las células presentadoras de antigenos (39).

- T
I, A A 4

AcMo anti- AcMo anti-CD40 con Sefalizacion

CD40-L cD40 cD40 FoyRIIB D40 afinidad por FeyRIIB
(CD154) Inactivo activado aumentada

Figura 6. Modelo de activacion de CD40 por interaccion de AcMo con FcyRIIB. CD40L enddgeno es capaz de
agrupar CD40 y activar su sefializacion. Sin FcyRIIB, el agrupamiento mediado por los dos brazos de un anticuerpo
agonista no alcanza para imitar este efecto. En cambio, al unirse a FcyRIIB in vivo, los anticuerpos pueden
entrecruzarse, promoviendo un agrupamiento efectivo similar al de los ligandos multiméricos. Si ademas estos
anticuerpos estan optimizados para la union con FcyRIIB, este entrecruzamiento se potencia, incrementando la
activacion. Imagen adaptada de Liu et al 2022

Asi, la interaccion Fc—FcyRIIB juega un papel central en la actividad agonista de los anticuerpos
anti-CD40. Dado que el mecanismo clave de activacion de CD40 es el agrupamiento del receptor,

la capacidad de los FcyRIIB para inducir el entrecruzamiento de orden mayor de los anticuerpos
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se vuelve esencial como se resume en la Figura 6. Este conocimiento ha llevado a clasificar a los
anticuerpos anti-CD40 en dos grupos: los agonistas dependientes de FcyR, que requieren de esta

interaccion para su funcion, y los independientes, que son capaces de activar por si solos (32).

Finalmente, es importante considerar el contexto del microambiente tisular o tumoral, donde la
expresion de CD40 y de FcyRs puede variar significativamente (40). En microambientes con baja
expresion de FcyRIIB, la eficacia de ciertos AcMo agonistas puede verse limitada, lo que subraya
la importancia de adaptar el disefio de los anticuerpos no sélo a su blanco molecular, sino también

al entorno fisiopatolégico en el que actuaran.

Por ende, el nivel de la actividad de los anticuerpos agonistas de CD40 dependientes de Fc

depende de:

- La accesibilidad a la region Fe

- La afinidad del anticuerpo a FcyRIIB

- El nivel de expresion de FcyRIIB fisiologico

Sin embargo, los anticuerpos IgG humanos no estan optimizados para la union con FcyRIIB, lo
cual podria explicar la limitada eficacia clinica observada con muchos de estos anticuerpos en
estudios iniciales (18). Los anticuerpos con una mejora selectiva para la union con FcyRIIB se
posicionan como los agonistas més potentes y esta estrategia es la mas eficiente para mejorar la
actividad agonista de los AcMo anti-CD40 (41). Por ejemplo, en el caso del anticuerpo derivado
de Selicrelumab (CP-870,893), se logré mejorar la actividad agonista mediante la ingenieria del
dominio Fc. La variante resultante, denominada 2121-V11, de isotipo hlgGl, incorpora cinco
mutaciones puntuales disefiadas para incrementar la afinidad por FcyRIIB, lo que se traduce en

una mayor respuesta antitumoral (42).

4.4.4 Elisotipo higG2: modulador independiente en la actividad agonista

Algunos anticuerpos particularmente del isotipo IgG2, han expuesto actividad intrinseca como en
el caso de Selicrelumab y CDX-1140 (43,44). Se ha visto que la actividad agonista de los
anticuerpos anti-CD40 con hlgG2 podria atribuirse a la isoforma B del isotipo hlgG2, la cual se
diferencia de la isoforma A en la formacion de los puentes disulfuro entre el dominio CH1 y los
dominios CL y bisagra (Figura 7), lo que resulta en una disposicion menos flexible de los dos

fragmentos de union a antigeno (Fab) de la molécula (45).

20



Figura 7. Isoformas de la subclase IgG2 humana segiin su conectividad de puentes disulfuro.
La isoforma A presenta puentes intercatenarios entre los dominios CH1 y CL que confieren mayor flexibilidad a los
brazos Fab, mientras que en la isoforma B estos enlaces se reconfiguran hacia la region hinge/bisagra, generando una
disposicion mas rigida. La isoforma A/B representa un estado intermedio. Extraido de Wypych J et al 2008

Por esta razon se han propuesto también estrategias, como la ingenieria en la zona bisagra del
anticuerpo y su union con el dominio CH1, donde a partir de mutaciones especificas en cisteinas

se puede bloquear el Ab en la conformacién B, la cual promueve mayor actividad agonista (46).

Al igual que el epitope de union, la region bisagra de la IgG constituye solo uno de los miltiples
determinantes estructurales que contribuyen a la actividad agonista global del anticuerpo. Esta
actividad resulta de la integracion funcional de todos estos componentes individuales en un

determinado modelo experimental.

4.4.5 Influencia de la Afinidad

La actividad agonista de los anticuerpos monoclonales anti-CD40 estd determinada por una
compleja interaccion entre el epitope reconocido, el isotipo del anticuerpo y su interacciéon con

receptores de Fc lo cual regula distintos niveles de agrupamiento del receptor (clustering) (34).

En un estudio sobre la influencia de la afinidad en la actividad agonista de AcMo anti-CD40
Xiaojie Yu y colaboradores exploraron cémo los pardmetros cinéticos afectan la sefializacion
mediada por CD40. Sorprendentemente, los anticuerpos con interacciones menos estables

mostraron una mayor capacidad agonista, tanto en sistemas murinos como humanos (47).
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Los analisis cinéticos revelaron que la constante de disociacion (kq), mas que la constante de
asociacion (ka), es el principal determinante de la actividad agonista al evidenciar que aquellas
variantes con una mayor tasa de disociacion promovieron un mayor grado de activacion (47). Este
comportamiento sugiere que una interaccion transitoria entre el anticuerpo y CD40 favorece un
reordenamiento mas eficiente de los receptores en la membrana, promoviendo el clustering

necesario para la activacion del receptor.

Ademas, observaron que estos efectos se mantenian incluso en ausencia de receptores Fcy, como
FcyRIIB, lo cual indica que la actividad agonista inducida por los anticuerpos de baja afinidad no
depende del reclutamiento de estos receptores. Si bien se sabe que la interaccién con FcyRIIB
puede potenciar la sefalizacién, en este contexto no resulta necesaria, y la actividad agonista
parece estar mediada principalmente por la capacidad intrinseca de estas variantes inducir

clustering (47).

En resumen, la actividad agonista de los anticuerpos anti-CD40 no depende sélo de un tnico
factor estructural, sino que es el resultado de una combinacion entre el epitope que reconocen, el
isotipo del Fc, la interaccion con FcyRIIB, la afinidad y el contexto en el que acttan. Entender

como se integran todos estos elementos es clave para disefiar anticuerpos mas eficaces.

4.5 EL ROL DE LA MULTIVALENCIA: ANTICUERPOS BIPARATOPICOS

El incremento de la valencia es un factor importante en el agonismo a CD40. El trabajo de Hesen
et al. (2024) demostrd de manera concluyente que tanto la oligomerizacién como la multivalencia
son determinantes estructurales esenciales para conferir agonismo intrinseco a los anticuerpos
anti-CD40. Mediante ingenieria genética, los autores generaron variantes oligoméricas y
multivalentes de anticuerpos monodominio de camélidos, mostrando que el simple aumento en la
valencia, sin necesidad de entrecruzamiento mediado por FcyR, es suficiente para inducir una
potente activacion de CD40. En particular, observaron que la oligomerizacion forzada de
moléculas anti-CD40, lograda a través de fusiones covalentes o dominios multimerizantes,
conferia una fuerte actividad agonista intrinseca independientemente del epitope reconocido.
Ademas, los constructos de anticuerpos monodominio especificos de CD40 con valencias hexa-
y nonavalentes mostraron una estimulacién del receptor significativamente mayor que sus
contrapartes bi- o tetravalentes, subrayando el rol critico del nimero de sitios de unién en la
amplificacion de la sefial. Estos hallazgos consolidan el concepto de que el clustering eficiente es

el factor determinante para desencadenar sefalizacion agonista (43).

Los anticuerpos biparatopicos (bpAbs) son una variante dentro de los anticuerpos biespecificos ,

disefiados para unirse simultineamente a dos epitopes diferentes y no superpuestos del mismo
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antigeno. Este tipo de unidn, descrito por primera vez hace mas de 30 afios, permite activar

mecanismos de accion particulares que no se logran con anticuerpos convencionales (44).

El disefio de bpAbs implica multiples consideraciones estructurales criticas que impactan
directamente en su funcionalidad. Entre ellas se encuentran los epitopes seleccionados, el numero
y tipo de dominios de unidn, la inclusion de regiones para extender la vida media o conferir
funciones efectoras, y la estrategia para asegurar el ensamblaje correcto de todas las partes en una

molécula funcional (50).

Aquellos que han llegado a fases clinicas presentan una gran diversidad en cuanto a formato y
composicion. Particularmente, los fragmentos de anticuerpos de cadena tinica, como anticuerpos
de monodominio (sdAbs) o los fragmentos variables de cadena tnica (scFv), han demostrado ser
especialmente adecuados para formar biparatopicos, debido a su tamafio reducido y flexibilidad
estructural. De hecho, los dos primeros bpAbs en ingresar a ensayos clinicos, ALX-0651 que
inhibe CXCR4 (51) y BI 1034020 que une dos epitopes diferentes de B amiloides (52) estaban

compuestos por tandems de sdAbs.

Una limitacion comun en los formatos en tandem de anticuerpos monodominio es su corta vida
media en circulacion. Por esta razén la mayoria de los bpAbs actuales adoptan un formato mas
convencional que incluye una region Fc. Segun la simetria a lo largo del eje de cadena pesada
(HC), pueden clasificarse como moléculas simétricas (misma HC) o asimétricas (dos mitades
distintas con dominios diferentes). Un ejemplo relevante es KN060, un bpAb simétrico, que
inhibe enzimaticamente al factor XI de la cascada de coagulacion, compuesto por brazos de

tandem de sdAbs sin cadenas livianas (50).

Una de las principales ventajas de los anticuerpos biparatdpicos es su capacidad de generar
interacciones simultineas en modo cis (dos epitopes dentro de una misma molécula del antigeno)
o en modo trans (epitopes distribuidos en moléculas distintas). Esta organizacion espacial permite
que, una vez que se establece el primer punto de contacto, aumente la probabilidad de que el

anticuerpo mantenga la union, favoreciendo interacciones mas estables y sostenidas (53).

Ademas del epitope, la geometria de los dominios de unidn, el disefio de las regiones espaciadoras
entre dominios (/inkers), y el ajuste fino de la afinidad son aspectos criticos para optimizar el
mecanismo de accion y maximizar la eficacia terapéutica. Por ejemplo, estudios sobre HER2
mostraron que ciertas configuraciones de bpAbs generaban efecto agonista, mientras que otras lo
inhibian completamente, dependiendo de la orientacion de los dominios de union (54). A su vez,
los bpAbs se han integrado con éxito en plataformas de inmunoterapia celular, como CAR-T. En
modelos preclinicos, CAR-T anti-CD19 que secretan una proteina puente biparatopica dirigida

contra CLEC12A mostraron una avidez funcional hasta 30 veces mayor por las células
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leucémicas, junto con una actividad antitumoral significativamente superior en comparacion con

las versiones monoparatopicas. (55).

Mediante la uniéon simultinea a dos epitopos no solapados en trans es posible formar
inmunocomplejos de orden superior (Figura 8). Este entrecruzamiento del blanco es la base de
multiples mecanismos de accion, que incluyen un aumento en la actividad agonista, funciones
efectoras mediadas por la region Fc o la eliminacion de blancos solubles, asi como la regulacion
negativa del receptor (50). La agrupacion inducida por los bpAbs puede entonces potenciar la
actividad agonista, especialmente en receptores que dependen del entrecruzamiento para una
sefalizacion intracelular eficiente, como lo es CD40. Adicionalmente, la agrupacion de receptores
promovida por los bpAbs incrementa la concentracion local de regiones Fc, lo que puede
traducirse en una mejora de la funcion efectora o, en el caso de agonistas de CD40, en una mayor

accesibilidad de la region Fc hacia los receptores FcyR.

0600 00600

Figura 8. Representacion de la accion de los Anticuerpos Biparatépicos. Los Ac biparatopicos pueden unirse
tanto en cis como en trans, aumentando la agrupacion de receptores que genera un superclustering, lo que induce una
mayor actividad agonista. Los anticuerpos biparatopicos aportarian un mayor entrecruzamiento que los tetravalentes

monoparatopicos por la unioén a dos epitopes no solapantes.
Una limitacién de los anticuerpos dirigidos contra miembros de la familia de receptores del factor
de necrosis tumoral (TNFRSF), como CD40, 0X40, 4-1BB y CD27, es que su actividad agonista

depende criticamente del entrecruzamiento mediado por FcyRs, que no siempre se encuentran en

cantidades suficientes en el microambiente tumoral humano.

Los resultados presentados por Yang et al. aportan un marco conceptual particularmente
relevante para el desarrollo racional de agonistas contra miembros de la familia TNFRSF, incluido

CDA40.

En ensayos de activacion de OX40 con células reporteras de NF-xB, las versiones tetravalentes
biparatopicas mostraron una activacion significativamente mayor que los anticuerpos parentales,
los formatos bivalentes biparatopicos y los tetravalentes monoparatdpicos, aun en ausencia total

de entrecruzamiento extrinseco (Figura 9a-e), gracias a la formacién de superclusters de
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receptores que simulan el patron de activacion fisioldgico inducido por los ligandos naturales.
Esta superioridad se mantuvo a lo largo de multiples configuraciones moleculares (r:Fv-IgG,
r:Fab-IgG, c:Fab-IgG), demostrando que la biparatopia y la tetravalencia son los factores

determinantes de la actividad (56).

De forma notable, esta superioridad funcional se extendi6é también al receptor DRS, donde los
tetravalentes biparatopicos indujeron activacion de caspasa-8 y pérdida de viabilidad celular
(Figura 9.f-g), reflejando un agonismo intrinseco independiente del Fc (56). Estos resultados
indican que la estrategia biparatopica tetravalente es aplicable de manera general a otros

receptores TNFRSF.
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Figura 9. Diseiio, formatos estructurales y actividad agonista intrinseca de anticuerpos tetravalentes
biparatdpicos contra miembros de la familia TNFRSF. Representacion esquematica de los distintos formatos de
anticuerpos monoparatdopicos y biparatopicos evaluados (IgG convencionales humanas, variantes multivalentes RGY,
formatos recombinantes r:Fv-hIgG y r:Fab-hIgG, y formatos quimicos c:Fab-hIgG y c:hIgG-hIgG). (a-e) Activacion
de la via NF-kxB en células Jurkat hOX40* con reportero luciferasa para anticuerpos anti-OX40 (f-g) sefializacion
apoptotica (caspasa-8) y actividad antiproliferativa en células COLO-205 para anticuerpos anti-DRS. Imagen extraida
y adaptada de Yang et al. 2019

Finalmente, estos hallazgos se validaron in vivo en ratones knock-in para OX40 humano. Tras la
inmunizacién, los anticuerpos tetravalentes biparatopicos promovieron mayores respuestas
humorales, expansion de linfocitos CD4" y CD8" (efectores y de memoria), y respuestas mas

robustas tras una dosis de refuerzo. Importante, esta actividad se conservo en variantes LALA-
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PG, incapaces de interactuar con FcyRs, confirmando que el agonismo observado es intrinseco y

no depende del Fc (56).

En conjunto, la multivalencia y la biparatopicidad representan enfoques convergentes para inducir
una sefalizacion eficiente de CD40. Mientras los bpAbs pueden promover un superclustering de
receptores mediante la unidén a epitopos distintos, las variantes multivalentes y oligoméricas
amplifican la capacidad de unién, promoviendo la activacion del receptor sin necesidad de
mediadores celulares. Estas estrategias abren nuevas posibilidades para el desarrollo de agonistas

de CD40 con alta eficacia terapéutica y menor dependencia del contexto tisular.

4.6 EFECTOS SECUNDARIOS Y TOXICIDAD DE LA INMUNOTERAPIA CON AGONISTAS DE
cDp40

A pesar de su eficacia en modelos preclinicos, la traslacion clinica de anticuerpos agonistas anti-
CDA40 ha estado limitada por efectos adversos, entre ellos hepatotoxicidad, sindrome de liberacion
de citoquinas (CRS), trombocitopenia y toxicidad sistémica generalizada. Estos efectos se
relacionan con la amplia expresion de CD40 en diversos tejidos, y por tanto con la activacion

indeseada de multiples tipos celulares (18).

La hepatotoxicidad inducida por anti-CD40 ha sido uno de los principales efectos limitantes.
Estudios recientes en modelos murinos han demostrado que esta toxicidad se desencadena por la
activacion local de células inmunes en el higado, en particular las células de Kupffer (macrofagos
residentes), que tras la estimulacion con anti-CD40 inducen una cascada inflamatoria con
participacion de monocitos y neutréfilos (57). Esta respuesta se caracteriza por la secrecion de
IL-12 y la posterior produccion de TNF e IFN-y, siendo este tltimo no hepatotoxico por si solo,
pero si capaz de inducir la liberacion secundaria de TNF por neutréfilos, aumentando el dafo

hepatico (58).

Ademas, se ha demostrado que la activacion de plaquetas, que también expresan CD40,
contribuye a eventos tromboticos y liberacion de enzimas hepaticas, como alanina y aspartato
aminotransferasas, en modelos humanizados (59). El papel de los monocitos también es critico
en el desarrollo del CRS, como lo demuestran niveles elevados de IL-6 tras administracion de

anti-CD40 en modelos preclinicos (57).

A pesar de estos desafios, se estan desarrollando estrategias para ampliar la ventana terapéutica y
minimizar la exposicion sistémica de los anticuerpos agonistas. Entre estas estrategias destacan
los anticuerpos biespecificos disefiados para restringir la activaciéon de CD40 a poblaciones
celulares especificas donde se han desarrollado formatos que direccionan selectivamente los
agonistas hacia células dendriticas mediante el reconocimiento de receptores altamente

restringidos, como CLEC9A, potenciando la activacion de DCs sin activar otras poblaciones
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mieloides o B circulantes (23). Otras estrategias incluyen, por ejemplo, el disefio de anticuerpos
biespecificos CD40xAAT que condicionan la activacion de CD40 al microambiente tumoral,
limitando el entrecruzamiento del receptor tnicamente a células CD40* que se encuentren en

contacto con antigenos tumorales (18).

Adicionalmente se propone también la administracion local (intratumoral) en lugar de sistémica,
y enfoques innovadores como la reprogramacion selectiva de macrdofagos hepaticos mediante

eritrofagocitosis dirigida (57).

En conjunto, estos hallazgos destacan la necesidad de enfoques dirigidos que separen la potente
activacion inmunitaria antitumoral de los circuitos celulares que desencadenan toxicidades dosis-

limitantes.

4.7 Uso DE NANOBODIES COMO ALTERNATIVA A LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

CONVENCIONALES

En 1993 Raymond-Hamer Casterman y su grupo de investigacion, de la Vrije Universiteit Brussel
(VUB), realizaron un gran descubrimiento al estudiar dromedarios infectados con Trypanosoma
evansi. Al tratar las inmunoglobulinas G (IgG) con agentes reductores, daba como producto
ademas de los anticuerpos convencionales de 150 kDa, unos anticuerpos de aproximadamente
100 kDa que solo poseian dos cadenas pesadas (60). Desde su descubrimiento, los HcAbs (Heavy-
chain only antibodies, por sus siglas en inglés) se han identificado exclusivamente en camélidos,
representando entre el 50 y el 80 % del total de anticuerpos circulantes en camellos, y entre el 11
y el 25 % en camélidos sudamericanos indicando su importancia en la proteccion inmunolédgica
en estos animales. Fuera de este grupo, no se han encontrado HcAbs en otros organismos, con la
curiosa excepcion de los tiburones y otros peces cartilaginosos, los vertebrados mas antiguos que
poseen un sistema inmune adaptativo, quienes poseen los llamados IgNAR (Ig new antigen

receptor) (61,62).

Los anticuerpos convencionales del tipo IgG tienen una estructura bien conocida y conservada en
todos los mamiferos. Estin compuestos por dos cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas
livianas (L) que se unen entre si mediante enlaces disulfuro. Cada cadena liviana contiene dos
dominios, mientras que cada cadena pesada posee cuatro. Ambas cadenas presentan un dominio
variable en su extremo N-terminal, VL en la cadena liviana y VH en la pesada que, en conjunto,

forman el fragmento variable (Fv) responsable del reconocimiento especifico del antigeno.

La secuencia remanente de las cadenas H y L son més conservadas, CH y CL respectivamente,
siendo las dos ultimas regiones (CH2 y CH3) las que conforman la region Fc y las responsables

de interaccionar con las células inmunes o de cumplir funciones efectoras (3).
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Por otro lado, los anticuerpos de cadena pesada (HcAbs) presentan una region Fc tipica de IgG
con isotipos IgG2 e IgG3, pero carecen de cadena liviana y del dominio CH1 (Figura 10). En su
extremo N-terminal, la cadena pesada contiene una region variable conocida como VHH
(Variable Heavy domain of Heavy chain, por sus siglas en inglés), que es la encargada de
reconocer y unirse al antigeno especifico, por ende, cumple una funcion similar a la del fragmento
Fab (fragment antigen-binding) de los anticuerpos tradicionales, a pesar de su estructura mas

simple (63).

Region
— Fab —

— —
[ 4 nm
CH2 §l CH2
Regién l )
— C —
CH3 i CH3 25nm
VHH (Nanobody)
Anticuerpo convencional (IgG1) HcAb ~ 15 kDa
~ 150kDa ~ 100 kDa

Figura 10. Representacion esquematica de las estructuras de los anticuerpos convencionales, los anticuerpos
de cadena pesada inicamente (HcAbs) y del dominio VHH o nanobody. En comparacion con los anticuerpos
convencionales, los anticuerpos HcAbs carecen del dominio CH1 ademas de carecer de cadena liviana, por ende, el
sitio de reconocimiento de epitope solo se conforma por un dominio llamado VHH (Variable Heavy domain of Heavy
chain, por sus siglas en inglés).

El dominio VHH aislado es un fragmento de 15 kDa como se ilustra en la figura 10, que conserva
el potencial de union a antigeno con fuerte afinidad (63). Debido a su pequefio tamafo, de apenas
pocos nanometros, la empresa biofarmacéutica Ablynx se inspird en esta caracteristica para

nombrarlos “nanobodies” (64).

Los nanobodies comparten la misma arquitectura general que los dominios variables de la cadena
pesada (VH): cuatro regiones de secuencia conservada o “framework” (FR 1/2/3/4) rodeadas de
tres bucles hipervariables (CDR, complementarity determining regions) agrupados en el extremo

N-terminal, conformando el sitio de union del antigeno o paratope (Figura 11) (60).

La estructura general esta conformada por nueve cadenas B, una lamina de cuatro hebras B y otra
de cinco, conectadas entre si por bucles y estabilizadas mediante un puente disulfuro entre las
cisteinas en las posiciones 23 y 94 (63). Adicionalmente, la identidad de secuencia entre los VHH

y los VH de las inmunoglobulinas humanas de la familia III (VH3) es mayor a 80% (66).
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Figura 11. Plegamiento del dominio VHH de camello. Dos hojas beta anti-paralelas, una con 4 y otra con 5
cadenas beta. En celeste, verde y rojo, CDR1, CDRVH de3, respectivamente. En amarillo, el enlace disulfuro no
candnico entre CDR1 y CDR3. Imagen extraida de Muydelrmans(63)

Sin embargo, existen pequefias pero significativas diferencias entre los VHHs y los VHs. En el
framework 2 (FR2), algunos aminoacidos hidrofobicos altamente conservados (Val47, Gly49,
Leu50, Trp52), que normalmente participan en la interaccion con el dominio VL, son
reemplazados en los VHH por aminodcidos mas pequefios y/o hidrofilicos (Phe/Tyr42,
Glu/GIn49, Arg50 y Phe/Gly/Leu52), lo que contribuye a una mayor solubilidad de la molécula
la cual es una caracteristica destacable de los nanobodies (67). Esta sustitucion es necesaria
porque, a diferencia del VH convencional que se asocia con el VL, el VHH carece de dicho
dominio. Por tanto, si se conservaran esos residuos hidrofobicos expuestos, seria mas propenso a
agregarse (68). Estos aminoacidos estan codificados en genes VHH de la linea germinal, y no son

el resultado de hipermutacion somatica (69).

Dentro de los CDRs, El CDR3 es el principal responsable del reconocimiento del antigeno y la

especificidad, mientras que el CDR1 y el CDR2 contribuyen a la fuerza de union (64).

La comparacion entre las secuencias de aminoacidos de los dominios VH y VHH revela
claramente que las regiones hipervariables CDR1 y CDR3 de los VHH son mas extensas que las
de los VH, con un promedio de 19.3 aminoacidos contra 10-15 respectivamente, lo que compensa
la falta de superficie de unién al antigeno debido a la ausencia del dominio variable de la cadena
liviana (VL) (70). A su vez, en el caso de los camellos, pero mucho menos frecuente en las llamas,
estas regiones suelen presentar residuos extra de cisteina que forman un puente disulfuro adicional
que contribuyen a estabilizar los CDRs, muy cominmente a través de una union del CDR3 con

el framework 1 (71).

Los nanobodies han ganado atencién debido a sus propiedades fisicoquimicas, que los hacen
ideales para una amplia gama de aplicaciones en biotecnologia y medicina. Estas pequefias
moléculas poseen una excelente estabilidad, manteniéndose funcionales a temperaturas tanto

bajas como altas desde -20°C a 60-80°C, y pueden soportar periodos prolongados a 37°C sin
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perder su capacidad de union antigénica. Ademas, son resistentes a condiciones extremas como
pH no fisiologicos (3-9), presiones elevadas (500-750 MPa) y la presencia de concentraciones
moderadas de desnaturalizantes quimicos como el cloruro de guanidina y la urea, lo que las hace
especialmente tutiles en matrices donde otros anticuerpos pueden desnaturalizarse (72,73). La
clave de esta robustez radica en su capacidad de “refolding” eficaz tras sufrir desnaturalizacion
térmica o quimica, aunque recientemente se ha debatido sobre la reversibilidad de este proceso
bajo ciertas condiciones (74). Ademas, su estructura monomeérica y la ausencia de modificaciones
postraduccionales les permiten ser expresados en sistemas microbianos como Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris, 1o que facilita su produccion a gran escala a bajo

costo (75).

Durante las tltimas décadas, los anticuerpos monoclonales (AcMo) han revolucionado la terapia
oncoldgica al permitir una inmunoterapia dirigida contra antigenos tumorales especificos. Sin
embargo, su gran tamafio (~150 kDa) limita la penetracion en tumores solidos y representa una
seria desventaja en aplicaciones como imagenologia, donde un rapida eliminacion renal es critica

(76).

Los nanobodies poseen una gran ventaja frente a los AcMo ya que exhiben resistencia térmica y
estabilidad lo que facilita la ruta de administracion pudiendo ser intravenosa, oral, intraperitoneal
o intratumoral (64). Cabe destacar que, debido a su pequefio tamafio y la alta homologia con la
familia VH3 humana, los nanobodies presentan un perfil inmunogénico bajo, lo que los hace

adecuados para su administracion en humanos (77).

Sin embargo, los nanobodies monoméricos son eliminados rapidamente del torrente sanguineo a
través de los rifiones y, si éstos estan conjugados a sustancias toxicas, su acumulacion en los
riflones podria provocar una toxicidad renal no deseada (78). A su vez, la rapida eliminacion de

estos hace que disminuya su vida media y por ende su potencial terapéutico.

Para superar esta limitacion, y gracias a su gran versatilidad estructural, los nanobodies pueden
fusionarse mediante ingenieria genética a dominios Fc o a nanobodies anti-albiimina, estrategias
que permiten extender la vida media ya sea a través del reciclaje mediado por el receptor neonatal
Fc (FcRn) o bien aprovechando el prolongado tiempo de residencia plasmatica de la albtimina,
respectivamente. Por otro lado, los nanobodies también pueden conjugarse a etiquetas peptidicas,
toxinas, farmacos, radionuclidos, fotosensibilizadores o nanoparticulas, modificaciones
orientadas a aplicaciones diagndsticas o terapéuticas especificas y no necesariamente vinculadas
al aumento de la vida media. Estas propiedades los convierten en herramientas particularmente

adecuadas para el direccionamiento especifico y eficiente de tumores in vivo (79).
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En este contexto, los anticuerpos quiméricos tipo nanobody-Fc integran las ventajas estructurales
y de especificidad de los nanobodies con las funciones efectoras conferidas por los dominios Fc

humanos y con aproximadamente la mitad del tamafio de un anticuerpo convencional.

Terapéuticamente, se han desarrollado nanobodies contra diversos antigenos tumorales como
EGFR (80) HER2 (81), CAIX (82), entre otros, mostrando eficacia en modelos preclinicos. En
inmunoterapia, nanobodies dirigidos contra puntos de control inmunolégico como PD-L1 (83),
CTLA-4 (84), TIM-3 (85) y CD47 (80), han demostrado potenciar la respuesta inmune
antitumoral, incluso en combinacién con anticuerpos monoclonales o terapias celulares.
Asimismo, nanobodies anti-VEGF y anti-VEGFR2 han sido eficaces en inhibir la angiogénesis
tumoral (87). Su modularidad ha facilitado el desarrollo de células CAR-T (82), BiTEs, bi-
especificos dirigidos a CD3 y antigenos tumorales como los anti-HER2/CD3 o anti-CEA/CD3
(89) y activadores de células NK mediante nanobodies anti-CD16 fusionados a antigenos
tumorales (90,91). Por otro lado, se han utilizado células madre mesenquimales y bacterias
programadas como vehiculos de liberacion local y sostenida de nanobodies terapéuticos en el
microambiente tumoral (92). Estas estrategias demuestran el amplio potencial de los nanobodies

para integrarse en inmunoterapias dirigidas y combinadas en oncologia (Figura 12).
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Figura 12. Nanobodies dirigidos al microambiente tumoral Obtenido de Yang EY y Shah K (86).El esquema
representa las multiples estrategias terapéuticas basadas en nanobodies dirigidas al microambiente tumoral (TME),
ilustrando su potencial sinérgico en la modulacion de distintos componentes. Abreviaturas: TAA: antigeno asociado a
tumor; DC: célula dendritica; MMR: receptor de manosa de macrofagos; MHC-II: complejo mayor de
histocompatibilidad clase II; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; VEGFR2: receptor 2 de VEGF; IFN-y:
interferén gamma; IL-2: interleucina-2; TNFa: factor de necrosis tumoral alfa; IL-23: interleucina-23; GCSFR:
receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos; BiTE: biespecifico que recluta células T; CD16: marcador
de células NK; NK: célula natural killer; TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionado al TNF; TCR: receptor de
células T; Treg: células T reguladoras; CAR: receptor quimérico de antigeno; UniCAR: CAR universal; TM: modulo
de direccionamiento.
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4.8 ANTECEDENTES DEL GRUPO DE TRABAJO

Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una plataforma para la generacion y caracterizacion de
nanobodies, y se han generado nanobodies dirigidos contra CD40 murino, con el objetivo de
explorar su potencial como agonistas inmunomoduladores. Se inmunizé una llama (Lama glama)
con tres dosis del ectodominio recombinante de CD40 murino en adyuvante incompleto de
Freund. La respuesta inmune fue monitoreada mediante ELISA, observandose una saturacion en

los niveles de anticuerpos IgG de cadena pesada anti-CD40 tras la tercera inmunizacion.

Los VHHs o nanobodies se obtienen a partir de la extraccion del ARN total de linfocitos B de la
sangre (fraccion de PBMCs), con posterior amplificacion y clonado de genes V (construccion de

una biblioteca) y seleccion de clones por la técnica de phage display.

La técnica de phage display fue desarrollada por G. Smith en 1985 como un método de obtencion
de péptidos al presentarlos en la superficie de bacteriéfagos filamentosos lisogénicos. Como el
fenotipo y el genotipo del fago estan directamente ligados, el ADN de las proteinas presentadas

se empaqueta en el ADN del mismo virién y se expresan en fusion a proteinas de la capside (93).

La tecnologia de phage display se basa en la conexion fisica entre genotipo y fenotipo del fago,
ya que el gen que codifica la proteina o péptido de interés esta empaquetado en el mismo virion
que lo expresa fusionado a una proteina de su capside (93). Los fagos filamentosos f1, fd y M13
son comunmente utilizados con este fin, ya que infectan bacterias gram-negativas como E. coli y
poseen un genoma circular de ADN de hebra simple que codifica 11 genes, incluyendo aquellos
que conforman su cépside. Entre estas proteinas destacan pVIII, que recubre la mayor parte del
virion con aproximadamente 3000 copias, y plll, presente en 3—5 copias en un extremo y
fundamental para la infeccion al interactuar con el pilus F bacteriano. Generalmente, los genes

que codifican péptidos o proteinas a presentar se fusionan al gen de plII (94).

Para generar bibliotecas de VHHs, se emplean vectores fagémidos que contienen solo los genes
necesarios para expresar la fusion VHH-plII, por lo que requieren un fago helper para empaquetar
los viriones (94). Tras la infeccion de E. coli, se obtiene una progenie de fagos recombinantes que
expresan distintos nanobodies. Esta biblioteca se somete a un proceso de seleccion por afinidad
llamado panning, que consiste en ciclos de incubacion con el antigeno, lavados para eliminar los
fagos no especificos y amplificacion de los fagos unidos. Finalmente, clones seleccionados al azar
se analizan mediante screening, expresando los nanobodies de forma libre en bacterias y
evaluando su union al antigeno mediante ELISA. Los VHHSs positivos se secuencian y se clonan
en vectores para su expresion recombinante y purificacion por afinidad. El proceso de seleccion

se resume en la figura 13.
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Figura 13. Obtencion de nanobodies especificos mediante phage display. A partir de sangre de una llama
inmunizada se aislan PBMCs (fraccion que contiene a los linfocitos B), se extrae el ARN total, se retrotranscribe y se
amplifican las secuencias de VHH y se construye una biblioteca en un vector fagémido. La biblioteca se amplifica en
presencia de un fago helper y se somete a panning para seleccionar clones especificos contra el antigeno. El output se

amplifica, se titula, y los clones individuales se evaltian por ELISA.
Para obtener nanobodies anti-CD40 en nuestro laboratorio, a partir de una llama inmunizada con
el CD40 de raton se generd una biblioteca de nanobodies expresado en fagos, y se realizaron dos
estrategias de panning para seleccionar fagos especificos contra CD40. En la primera (panning
A), se recuperaron fagos unidos al ectodominio de CD40 mediante digestion con tripsina. En la
segunda (panning B), orientada a seleccionar clones contra epitopes solapantes con el de un
anticuerpo agonista, se eluyeron los fagos unidos a CD40 con un buffer 4cido y, luego de
neutralizar, los fagos eluidos se incubaron en pocillos cubiertos con CD40 previamente
adsorbidos con el anticuerpo agonista FGK45, para finalmente recuperar los fagos no unidos

Estos resultados forman parte del Proyecto de tesis de Doctorado en Biotecnologia de Carolina

Padula (no publicados).

Se cultivaron colonias de E. coli ER2738 transformadas con ADN fagémido de los outputs 2 y 3,
induciendo la expresion soluble de VHH-pIII-HA con IPTG. Los sobrenadantes se evaluaron por
ELISA para detectar reactividad con CD40 mediante un anticuerpo anti-HA-peroxidasa. Los
clones positivos se analizaron en un segundo ELISA para identificar inhibidores de la union del
anticuerpo FGK45 a CD40. Se secuenciaron 33 clones, identificando tres familias de VHHs. Se
seleccionaron cuatro clones representativos (1-2B, 4-2B, A10 y D9), de los cuales 1-2B y D9

mostraron fuerte capacidad de inhibicion de unién de FGK45 a CDA40.

Dado que la activacion de CD40 requiere el entrecruzamiento de sus monomeros y que su ligando
natural (CD154) es una proteina trimérica, se diseflaron nanobodies anti-CD40 en formato

trimero, fusionandolos al dominio “foldon” de 27 aminoacidos de la proteina fibritina del
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bacteriofago T4 (95), el cual ya ha sido utilizado exitosamente para trimerizar otras proteinas
recombinantes (90, 91). Estos nanobodies se expresaron en el periplasma de E. coli (DE3), se
purificaron por cromatografia de afinidad en columna de Ni-NTA acoplada a remocion de
endotoxinas con PBS-Triton X-114 0.1%, y se confirmo el estado trimérico por cromatografia de
exclusion molecular. A su vez los nanobodies se fusionaron a la region Fe de IgG1 humana (h1Fc)
dando lugar a homodimeros potencialmente capaces de estimular al receptor en forma analoga a
AcMo agonistas previamente caracterizados. Para estos ultimos se realizO un ensayo de
interferometria de bicapa donde utilizando biosensores inmovilizados con el ectodominio
recombinante de CD40, y permitiendo la asociacion secuencial de distintas combinaciones de
clones (Nb-Fc y AcMo agonistas). Los resultados revelan que los clones D9 y 1-2B reconocen
epitopes solapantes entre si y con anticuerpos agonistas conocidos (FGK45 y 1C10), mientras que
A10y 4-2B se unen a epitopes distintos. Para evaluar el potencial agonista de los nanobodies anti-
CD40 en formatos fusionados a foldon y a la region Fc humana, se incubaron cultivos de
esplenocitos de raton C57BL/6 con estos anticuerpos durante 48 horas. Se midio la activacion de
linfocitos B (CD19+) mediante viabilidad y expresion de CD86 ¢ ICAM-1 por citometria de flujo
(Figura 14). Estos resultados son preliminares debido a la cantidad de réplicas experimentales,
aunque todos los nanobodies mostraron tendencia a aumentar estos marcadores. Sin embargo, en
el formato Fc, la activacion efectiva requirio la adicion de un anticuerpo secundario anti-humano
para favorecer el entrecruzamiento, sugiriendo que la interaccion con receptores Fc (como
FcyRIIB) es clave para la activacion optima de CD40, aunque esta interaccion puede verse
limitada debido a la baja afinidad entre h1Fc y FcyRIIB de raton (39,98). Por esta razon se generd
una variante de fusion al Fc de IgG1 murino del nanobody 4-2B, ya que este Fc tiene mayor
afinidad por FcyRIIB de raton, generando la proteina 4-2B-m1Fc que mostrd eficacia in vitro

(Figura 14.b).
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Figura 14. Evaluacién in vitro de la actividad agonista de nanobodies anti-CD40. Esplenocitos de raton C57BL/6
se incubaron con distintos estimulos durante 48 h y se analizaron por citometria de flujo la viabilidad y la expresion
de los marcadores de activacion ICAM-1 y CDS86 en células B (CD19+). a) Se compararon los distintos clones
obtenidos de nanobodies anti-CD40 (1-2B, 4-2B, A10 y D9); codigo de colores: turquesa: Nb-hFc; amarillo: Nb-hFc
+ anticuerpo anti-hFc (inducciéon mediante clustering secundario); naranja/salmon: Nb-foldon trimérico; b) Se
compararon nanobodies en formatos monomeérico, trimérico (foldon) y fusionados a Fc, junto con controles como el
ligando trimérico soluble CD40L y anticuerpo agonista 1C10.

Posteriormente, se evalu6 el potencial adyuvante de los nanobodies anti-CD40 (clones 1-2B y 4-
2B, que reconocen epitopes distintos) en combinacién con el antigeno quimérico Nbcpiic-Fc-
OVA (ovoalbiimina direccionada a células presentadoras CD11c+). Se inmunizaron ratones con
el antigeno solo, con nanobodies fusionados a foldon o a h1Fc, y con el anticuerpo agonista 1C10
como control positivo. La activacion de células T CD8+ especificas de la OVA se evalud
midiendo la produccion de IFNy mediante ELISPOT tras reestimulacion con el péptido
SIINFEKL de clase I de la OVA. Ninguno de los nanobodies triméricos (foldon) mostré actividad
in vivo, probablemente debido a la inestabilidad del trimero o su corta vida media. Tampoco se
observo actividad con nanobodies fusionados a hlFc, en linea con los resultados in vitro. Sin
embargo, el constructo 4-2B m1Fc si gener6 una respuesta exitosa in vivo, activando células T

CD8+ especificas y potenciando la respuesta humoral. Los clones 1-2B y D9, que reconocen

epitopes distintos a 4-2B, no fueron fusionados al F¢ murino.
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Debido a los resultados de las construcciones iniciales se desarrolld una variante del dominio
foldon con sustituciones en Al2 y K16 por cisteinas para permitir enlaces disulfuro
intercatenarios, con el objetivo de aumentar su estabilidad (99). Ademas, se fusion6 a un péptido
con afinidad por el receptor Fc neonatal, con el objetivo de incrementar la vida media de la
proteina (Figura 15) (100). Esta modificacion se aplicé para el nanobody 4-2B, el cual fue

clonado para su expresion.
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Figura 15. Construccion Nanobody anti-CD40 4-2B Foldoncys-FcRn-OT. El nanobody 4-2B se expreso en un
vector pINQ de expresion procariota fusionado a un dominio foldon de la proteina fibritina del bacteriofago T4 que
permite la trimerizacion con modificaciones en dos cisteinas, un péptido de union al receptor neonatal (FcRn) y
péptidos OTI y OTII de OVA
En base a estos antecedentes, en esta tesina nos propusimos implementar diversas estrategias

moleculares con el objetivo de mejorar la actividad agonista de los nanobodies anti-CD40

explorando formatos multivalentes, biparatdpicos y fusiones con dominios Fc modificados.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Optimizar la actividad agonista de nanobodies anti-CD40 mediante la implementacion de diversas

estrategias moleculares.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Generar nanobodies anti-CD40 triméricos por fusion al dominio foldon, utilizando una
variante de éste capaz de formar enlaces disulfuro intercatenarios para incrementar su
estabilidad.

e  Generar nanobodies anti-CD40 de fusion a la region Fc de IgG1 de raton (clones 1-2B y
D9).

e Generar anticuerpos biparatopicos utilizando nanobodies anti-CD40 con epitopes no
solapantes fusionados a la regién Fc de IgG1 de raton e I[gG2a con mutacion LALA que
disminuye afinidad por receptores de Fcy.

e Comparar la actividad agonista de las distintas construcciones in vitro € in vivo.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 BUFFERS Y SOLUCIONES

Buffer fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM,
agua destilada, pH 7.5.

Buffer de remocion de endotoxinas (PBS-triton): PBS 1X, Triton X114 0.1%, pH 7.5, en frio para

solubilizar.
Buffer tris acetato (TAE) 1X: Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, agua Milli Q, pH 8.0.
Buffer Tris-EDTA-sacarosa (TES): Tris-HC1 0.2 M, EDTA 0,5 mM, Sacarosa 0,5 M, pH 8.0.

Buffer de union para HisTrap: Na;HPO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 20 mM, Agua Milli
Q, pH 8.0.

Buffer de union para HisTrap-Excel: Na,HPO, 50 mM, NaCl 500 mM, Agua Milli Q, pH 8.0.
Buffer de elucion HisTrap / HisTrap-Excel: PBS 1X apirdégeno, Imidazol 500 mM, pH 8.0.
Buffer union cromatografia de afinidad VH3: Na2HPO4 20 mM, NaCl 0.15 M, pH 7.4

Buffer de elucion cromatografia de afinidad VH3: Buffer Acetato de Sodio 50 mM, pH 3.5
Buffer de lavado cromatografia de afinidad VH3: Buffer Acetato de Sodio 50 mM, pH 6.0
Buffer A NI-NTA: 6 M GuHCI; 0.1 M NaH2PO4; 0.01 M Tris-HCI; pH 8.0

Buffer de elucién pH 4.5 proteina A: NaCl 0,15 M, Acido Acético 0,58%

Buffer de elucion pH 3.0 proteina A: Glicina 0,1 M

Buffer FACS: BSA 0.1%, EDTA 2 mM, en PBS 1X.

Buffer FA (fosfatasa alcalina): 10 mM NaCl, 100 mM Tris, 5 mM MgCI2, pH 9.5.

Sustrato para fosfatasa-alcalina (FA): 12 mL de buffer FA con 79 pL de NBT 50 ug/mL y 40 pL
de BCIP 50 ug/mL

Solucion de revelado para ELISA: 12.5 mL Buffer acetato 0.1 M pH= 5.5, TMB concentracion
final de 0,4 mg/mL disuelto en DMSO, H202 a concentracion final de 0,006%.

Gel separador/running SDS-PAGE 12,5%: Tris-HCI 0,75 M pH 8,8, SDS 0,1%, acrilamida:
bisacrilamida (30:0,8) ajustada al 12,5%, persulfato de amonio (APS) 0,05% y TEMED 0,05%.

Gel stacking SDS-PAGE 4%: Tris-HC1 1 M pH 6,8, SDS 0,1%, acrilamida: bisacrilamida
(30:0,8) ajustada al 4%, APS 0,05% y TEMED 0,05%.
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Buffer de carga 6X para SDS-PAGE: Tris-HCl 0.35 M, SDS 10%, Glicerol 30%, 2-
mercaptoethanol 5%, azul bromofenol 0.024%, pH 6.8

Buffer de corrida 10X para SDS-PAGE: Tris base 10 mM, glicina 1.44%, SDS 0.1% en agua
destilada

Solucion colorante para tincion azul de Coomassie: acido acético glacial 10%, etanol 20%,

Coomassie 0.1%, en agua destilada

Solucion decolorante para tincion azul de Coomassie: acido acético glacial 10%, etanol 20%, en

agua destilada

Soluciéon de Lisis de eritrocitos: 150 mM de NH4Cl, 10 mM de KHCOs y 0,1 mM de EDTA
disédico, Agua Milli Q, pH 7,2-7,4.

Solucion de inmovilizacion BLI (sensoers AR2G, sartorius): Buffer acetato 10 mM, pH 5,0, EDC
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, PM 191,7 g/mol) a una concentracion final de 20

mM y NHS (N-hidroxisuccinimida, PM 217,14 g/mol) a una concentracion final de 10 mM.

6.2 MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS

Luria Bertani broth (LB; SigmaAldrich)
Luria Bertani agar (LB agar; SigmaAldrich)

Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC): triptona 2%, extracto de levadura 0.5%,
NaCl 0.05%, MgCl12 10 mM, glucosa 20 mM, en Milli Q, pH=7.0.

Kanamicina stock: 40 mg/mL en Agua Milli Q. Concentracion de trabajo 40 ug/mL (0.1%).
Glucosa stock: 40% en agua Milli Q.

Ampicilina Stock: 50 mg/uL en Agua Mili Q. Concentracion de trabajo 100 ug/mL.

RPMI 1640 (Cat N° RPMI-A, Capricorn scientific).

DMEM High-glucose (Cat N° DEMEM-HXA, Dulbecco's Modified Eagle Medium, Capricorn

scientific).

RPMI completo: RPMI, Suero fetal bovino 10%, Antibidtico/Antimicético 1%, f-mercaptoetanol
0.1%.

Expi293™ Expression Medium (Thermo Fisher, Cat. N° A1435101).

Opti-MEM® I Reduced Serum Medium (Thermo Fisher, Cat. N° 31985070).
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6.3 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad Prism (version 10.0, GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). Los datos se obtuvieron a partir de al menos tres
experimentos independientes, y se presentan como media + desviacion estandar (DE) o media +
error estandar de la media (SEM), o como media geométrica de fluorescencia, segun la naturaleza

del experimento y el tipo de variable analizada.

Previo al analisis estadistico, se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. En aquellos casos en que los datos cumplieron con los criterios de distribuciéon normal,
se utilizaron pruebas paramétricas. Para la comparacion entre dos grupos, se empleo el test t de
Student no pareado. Para comparaciones entre mas de dos grupos, se aplico ANOVA de una via
0 ANOVA de dos vias, dependiendo del nimero de factores analizados, seguido de pruebas post

hoc de Tukey para comparaciones multiples cuando correspondio.

En los ensayos de citometria de flujo, los datos de fluorescencia se analizaron utilizando la media

geométrica de fluorescencia (geo-mean) como medida representativa de la intensidad de sefial.

En los ensayos de ELISA, las curvas de unién se analizaron mediante regresion no lineal con
ajuste sigmoidal, permitiendo la estimacion de parametros de afinidad aparente, como la

concentracion efectiva media (ECso).

En todos los analisis, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p <

0,05.

6.4 GENERACION DE NANOBODIES TRIMERICOS ASOCIADOS A DOMINIO FOLDON
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Figura 16. Representacion de la construccion 4-2B Foldoncys-FcRn-OT. a) Representacion esquematica del
constructo trimerizado; b) secuencia lineal del constructo. En violeta se ve el nanobody 4-2B, en naranja el dominio
foldon trimerizado por los puentes disulfuro, en verde el péptido de union a FcRn y en azul y violeta los péptidos OTI
y OTII respectivamente

Este constructo posee un PM de 26,4 kDa en su forma monomérica. El gen correspondiente al
nanobody anti-CD40 4-2B (Figura 16) fue fusionado al dominio Foldon derivado de la fibritina
del fago T4 (aminoacidos 455—487), incorporando las sustituciones A12C y K16C (99) para
promover la formacion de puentes disulfuro. Este dominio de 27 aa (3 kDa) fue incluido con el
objetivo de inducir la trimerizacion del nanobody y aumentar la estabilidad del complejo basado

en lo reportado por Lu et al (101).

En el extremo C-terminal se incorpord un péptido afin al receptor neonatal de Fc (FcRn) de 38 aa
(4 kDa) cuya funcion es prolongar la vida media sérica del constructo al facilitar su reciclaje
endosomal dependiente de pH (100). Finalmente, se afadieron los péptidos modelo derivados de
la ovoalbiimina OT-I (aa 257-264, 0,9 kDa) y OT-II (aa 323-339, 1,8 kDa), que actian como
epitopos de referencia para el estudio de la presentacion antigénica y activacion de linfocitos T
CD8*y CD4" especificos, respectivamente. Estos péptidos fueron incluidos con el fin de permitir
la evaluacion in vivo de la eficacia del constructo para promover respuestas de células T

especificas a antigenos direccionados a CD40.

Entre los distintos modulos se incluyeron espaciadores (spacers) flexibles ricos en glicina y serina
GaS, destinados a preservar la independencia estructural de cada dominio y facilitar el correcto
plegamiento de la proteina trimerizada. Estos tramos, ademas, incorporan sitios de restriccion
estratégicos que confieren modularidad al disefio del constructo. En particular, los sitios Kpnl y
EcoRI fueron posicionados de manera tal que permiten la remocion secuencial de los péptidos
afin a FcRn y OT, posibilitando la generacion de variantes truncadas o la sustitucion
independiente de cada modulo sin alterar el marco de lectura ni comprometer la integridad del

trimero.

6.4.1 Transformacion de células electrocompetentes con pINQ 4-2B-foldoncys-FcRn-OT

La electroporacion o electro permeabilizacion consiste en provocar un aumento significativo y
transitorio de la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la membrana plasmatica celular
mediante un campo eléctrico aplicado externamente y permitiendo asi incorporar ADN
(plasmidos) dentro de la célula. Con el vector original representado en la Figura 15 se
transformaron células electro competentes de la cepa DH5a de E. coli que se define por tres
mutaciones: recAl, inactiva recombinacion homoéloga asegurando asi la estabilidad de los
insertos; endAl, inactiva endonucleasas intracelulares que podrian degradar ADN plasmidico y
lacZ M15 que permite el screening de colonias blanco/azul (no aplicado). Esta cepa tiene una

muy buena eficiencia de transformacion y por eso es utilizada para la clonacion de ADN.
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La transformacion se realizo con 1 puL de vector pINQ y 40 puL de células en cubetas de 1 mm en
un equipo MicroPulser (BIORAD). Las células se resuspendieron en 1 mL de SOC y se incubaron
durante 1 hr a 37°C y 250 rpm. Se concentraron las células por centrifugacion a 5000 x g por 3
minutos y se resuspendieron en 100 pL de LB para ser sembradas en placa de LB Agar-

Kanamicina, las cuales permanecieron a 37°C Overnight (ON, 16-20 horas).

6.4.2 Extraccion de ADN plasmidico por Minipreparacion.

De la placa de bacterias transformadas se seleccionaron colonias aisladas y se incubaron en tubos
con 5 mL de LB-Kanamicina ON a 37°C a 250 rpm. Se obtuvieron los pellets por centrifugacion
a 5000 x g, 10 minutos, y se extrajo el ADN plasmidico utilizando el Kit Comercial QIAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo correspondiente.

6.4.3 Digestion del ADN Plasmidico: remocién de secuencias OTl y OTII

Nb anti-CD40
trimerizado

4-2B U
Dominio Foldon

trimerizado

Péptido de
unionFcRn

Figura 17. Representacion esquemaitica de la construccion 4-2B Foldoncys-FcRn. En violeta se ve el nanobody
4-2B, en naranja el dominio foldon trimerizado por los puentes disulfuro y en verde el péptido de unién a FcRn.
Proteina de 220 aminoécidos

El gen sintetizado originalmente para la construccion 4-2B-Foldoncys-FcRn-OT fue disefiado con
una arquitectura modular, conteniendo distintos dominios funcionales que podian ser modificados
o eliminados mediante enzimas de restriccion especificas (Figura 16). Es importante destacar que
los péptidos modelo OT-1 y OT-II, incorporados en el extremo C-terminal, no participan en la
activacion del receptor CD40, sino que fueron afiadidos con el propdsito de evaluar al Nb anti-
CD40 tanto para la activacion de CD40 como para el direccionamiento de antigenos a células
CDA40+. Esta estrategia de digestion secuencial permite evaluar la contribucion individual de cada
moédulo en la actividad agonista del nanobody anti-CD40. Como parte de la estrategia de
ingenieria molecular, se propuso remover los péptidos C-terminales (OT-1y OT-II) para obtener
una version truncada del constructo (4-2B-Foldoncys-FcRn) (Figura 17). Los sitios de restriccion
EcoRlI, ubicados en los extremos de las secuencias OTI y OTII, permitieron eliminar el fragmento

correspondiente de aproximadamente 120 pb mediante digestion con la enzima EcoRI.
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Se digiri6 7ug de ADN con la enzima EcoRI a 10U por ug de ADN, utilizando Buffer O
(ThermoFisher) 1X.

6.4.4 Electroforesis en Gel de agarosa

Las muestras se diluyeron en buffer de carga 6X (Thermo Fisher R 0611) con el fin de obtener
concentracion final 1X. Se utiliz6 el MPM Generuler 1Kb Plus DNA Ladder (NEB). La totalidad
del volumen digerido se corrid por electroforesis de gel de agarosa 0,8% en Buffer TAE 1X con
GelRed como agente intercalante para distinguir el vector digerido (5600 pb) del no digerido

(6000 pb). Los productos se visualizaron bajo irradiaciéon UV con un equipo transiluminador.

6.4.5 Purificaciéon del vector digerido

El ADN digerido se corrid por electroforesis en gel de agarosa 0,8% hasta lograr discernir entre

las moléculas completamente digeridas de las no digeridas o parcialmente digeridas.

Se extrajeron las bandas del Gel y se purifico el ADN del vector digerido utilizando el kit
comercial QIAquick Gel Extraction Purification (QIAGEN), siguiendo el protocolo recomendado

por el fabricante sustituyendo la 1ra centrifugacion a 100g x 3 min.

6.4.6 Reaccion de religacién

Para ligar el vector digerido se trabajo con 30 ng del mismo. Se realizo la reaccion con la enzima
T4 DNA ligasa (Thermo) en Buffer de reaccion 1X en un volumen final de 20 uL durante 30 min

a 24°C seguido de 5 min de inactivacion a 70°C.

El ADN de la ligacion transformo y se extrajo por Miniprep el ADN de 5 colonias distintas y se
envio al servicio de secuenciacion CES (Capillary Electrophoresis Sequencing) de la empresa
MacroGen. La reaccion se realizd con el primer universal T7 terminador. Los clones que

presentaron la secuencia completa del vector sin los péptidos OTI y OTII se seleccionaron.

6.4.7 Remocion del péptido de union al receptor neonatal (FcRn)

Nb anti-CD40
trimerizado

4-2B U
Dominio Foldon

trimerizado

Figura 18. Representacion esquematica de la construccion 4-2B Foldoncys. En violeta se ve el nanobody 4-2B y

en naranja el dominio foldon trimerizado por los puentes disulfuro. Es la construccion mas simple del Nb-foldon.
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Para remover el Péptido de unidon al receptor neonatal (Figura 18) se realizd6 el mismo
procedimiento de digestion, purificacion, ligacion y secuenciacion desde el plasmido sin OTs,
pero utilizando la enzima de restriccion Kpnl que se encuentra a los extremos del péptido FcRn.
se digirio 5 ug de ADN con la enzima Kpnl (NEB) ,10U/ pL, utilizando 1U por ug de ADN
plasmidico en Buffer NEB 1.1 1X y H20 de Biologia molecular.

6.4.8 Intercambio de Nb 4-2B por el Nb 1-2B en el vector carente de péptidos OTs

Nb anti-CD40
trimerizado

Dominio Foldon

1-2B trimerizado
Péptido de
unionFcRn

Figura 19. Representacion esquematica de la construccion 1-2B Foldoncys-FcRn. En rosa se ve el nanobody 1-
2B que reconoce un epitope diferente a 4-2B, en naranja el dominio foldon trimerizado por los puentes disulfuro y en
verde el péptido de unién a FcRn.

Para generar la construccion correspondiente a 1-2B-Foldoncys-FcRn (Figura 19) se empleo el
mismo procedimiento de digestion, purificacion, ligacion y secuenciacion que en las
construcciones anteriores. En este caso, se utilizo la enzima de restriccion Sfil, que se encuentra
flanqueando la region de insercion del nanobody dentro del vector previamente digerido con
EcoRI para remover los péptidos OT se digirieron 5 ug de ADN tanto del vector sin OT (4-2B
foldoncys-FcRn) como del plasmido conteniendo 1-2B, empleando 1 unidad de Sfil (NEB,

10 U/uL) por microgramo de ADN en buffer NEB 1.1 (1X) y H20 de biologia molecular.

6.5 PRUEBAS DE EXPRESION DE NANOBODIES TRIMERICOS EN SISTEMA PROCARIOTA

6.5.1 Fundamento del sistema de expresion

Para la expresion se transformaron células electrocompetentes E. coli de la cepa BL21 (DE3). La
misma contiene el profago lambda DE3 que porta el gen para la T7 ARN polimerasa bajo el
control del promotor lacUVS5. Ademas, la cepa carece de las proteasas lon y OmpT, reduciendo
la degradacion de proteinas heterologas expresadas en la célula. El vector de expresion pINQ
utilizado codifica para el represor Lac y presenta el operador Lac precedido por el promotor T7.
De este modo, el sistema de expresion se basa en la sintesis de la T7 ARN polimerasa producida
por la bacteria que actuara sobre el promotor T7 del plasmido, culminando en la expresion del

gen bajo el control del represor lac. Este también es codificado en el genoma de la bacteria y actia
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inhibiendo la transcripcion tanto de la T7 ARN polimerasa como de la proteina heter6loga

mediante la union a su operador (102).

Solo en presencia de una molécula inductora, como lactosa, alolactosa o IPTG (isopropil-p-D-
tiogalactopirandsido), se impide la accion del represor, lo que permite tanto la expresion de la
proteina como de la polimerasa. La proteina expresada desde el vector pINQ es exportada al
compartimiento periplasmatico de la bacteria gracias al péptido sefial OmpA (Outer membrane
protein A), que es clivado en la proteina final. Esta exportacién es fundamental en estas
construcciones ya que poseen puentes disulfuro, que son fundamentales para la trimerizacion del

dominio foldon, los cuales no podrian formarse en el citoplasma de esta cepa.

Para estas pruebas, se evalué el impacto de diferentes concentraciones de IPTG (2, 10 y 30 uM)
y de las condiciones de induccidn, utilizando temperaturas de 28°C durante toda la noche (ON) o
37°C durante 4 horas. Estas condiciones permiten comparar el rendimiento de expresion bajo

inducciones suaves y prolongadas frente a inducciones rapidas y de alta temperatura.

6.5.2 Pruebas de expresion en BL21

La transformacién de los productos de ligacion en BL21 y cultivo en placas de LB agar-
kanamicina se realizé de igual manera que se describi6 en 5.3.1. Para las pruebas de expresion a
pequeiia escala, se tomd una colonia aislada en las placas, se resuspendié en LB-kanamicina y
glucosa al 4% y se inoculd ON a 37°C y 250 rpm. La glucosa en el medio cumple la funcion de
reprimir la transcripcion del gen de la proteina recombinante, porque asegura la accion del
represor lacl, con la finalidad de evitar la presencia de una posible pre-induccion antes de la etapa
especifica de expresion y evitar que se acumule la proteina recombinante que podria llegar a ser

toxica para la bacteria

A partir del cultivo ON se inocularon tubos de 2 mL de LB-kanamicina a una dilucion de 1/50 y
se mantuvieron a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar una OD 600nm de aproximadamente 0.6-0.8. En
este punto se agregd IPTG a concentraciones de 2, 10 y 30 uM. Las muestras fueron incubadas
bajo dos condiciones: a 28°C durante toda la noche (ON) o a 37°C durante 4 horas. Como control

negativo se incluyo6 un cultivo de células BL21 no transformadas.

6.5.3 Lisis de cultivos y preparacion de extractos solubles e insolubles

De cada cultivo se tomo6 una alicuota de 1 mL y se centrifugd a 5000 x g por 10 minutos. El pellet
se resuspendio en 200 pL del buffer de lisis B-PER™ (ThermoScientific), se mezcldé usando un
agitador de vortex y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego se centrifugé a

maxima velocidad (17000 % g) por 5 minutos.

Se recuper6 el sobrenadante correspondiente a la fraccion soluble y el pellet se resuspendio con

20 pL de una solucioén de Urea 8 M en H20mq para obtener las fracciones insolubles, se mezclo
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en un agitador de vortex e incubo a temperatura ambiente por 15 minutos y luego se agrego 180

pL de PBS 1X. Se centrifugé a velocidad méaxima por 15 minutos y se recuperd el sobrenadante.

El sobrenadante recuperado en ambas etapas se purifico por mini columnas Ni-NTA (N.° de cat.
/ID. 31314 QIAGEN). Debido a la presencia de la cola de seis histidinas en la proteina de interés,
esta puede ser coordinada por hasta tres residuos de Niquel y por ende ser retenida en la columna.
Esta se equilibra con 600 pL de Buffer A y se centrifuga a 900 x g por 2 min. Luego se aplica la
muestra y se centrifuga a 250 x g por 5 min, se realizan lavados con Buffer A y finalmente se

eluye la proteina con Buffer A suplementado con 250 mM de imidazol.

6.5.4 SDS-PAGE

Las fracciones obtenidas se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12.5% y
buffer de corrida 1X. Las muestras se diluyeron en buffer de carga 6X, con o sin agente reductor,
y se incubaron a 100°C durante 5 minutos para promover la desnaturalizacion. La corrida
electroforética se realizé a 90 voltios durante los primeros 15 minutos y a 140 voltios el resto de
la corrida. Las bandas se revelaron mediante tincion con Coomassie seguida de inmersion en

solucidn decolorante.

6.6 EXPRESION A GRAN ESCALA Y CARACTERIZACION DE NANOBODIES ANTI-CD40

FOLDON

6.6.1 Transformacion de células electrocompetentes y expresion de Nanobodies

Las células electrocompetentes de E. coli BL21, fueron transformadas con el vector pINQ-4-2B-
foldon-sinOTs y se sembraron en LB Agar con kanamicina y se dejaron a 37°C ON. Pasado ese
tiempo se seleccion6 una colonia de la placa y se inoculé en 15 mL de LB-Kanamicina-Glucosa
y se dejo ON a 37°C. Se inocularon 3 mL del cultivo overnight en un matraz con 250 mL de LB-
Kanamicina, incubando a 37°C y 250 rpm hasta la obtencion de un cultivo en fase de crecimiento
exponencial (OD 600 nm 0,5-0,8). La expresion de nanobodies se indujo con IPTG a una

concentracion final de 10 uM y se dejo proceder a 28°C y 250 rpm ON.

6.6.2 Lisis Celular por Shock Osmético

Las células se recolectaron por centrifugacion a 5000 x g por 10 minutos. Para la lisis osmética
se aplicd un protocolo previamente descrito(103). El pellet fue resuspendido en 5 mL de buffer
TES y se congeld a -80°C.Posteriormente, se descongela en hielo y se afiadié mas buffer TES y
se incubd en hielo por 30 minutos. Para completar la lisis se agregaron 10 mL de Buffer TES
diluido 1:5 y se dejo incubar otros 30 minutos. Luego de una centrifugacion a 30000 g por 20

minutos, se recupero el sobrenadante que contenia los nanobodies solubles.
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6.6.3 Purificacion de Nanobodies

Para la purificacion de nanobodies asociados a dominio foldon, se emplearon tanto columnas

HisTrap como MabSelect™ VH3 (Cytiva).

se utilizo una columna His-Trap (Cytiva) de 1 mL, equipada con una matriz de Sefarosa cargada
con iones de niquel, que facilita la retencion especifica de las proteinas etiquetadas con histidina.
Para equilibrar la columna se utiliz6 el buffer de uniéon de HisTrap. Los sobrenadantes obtenidos
se llevaron a condiciones de salinidad del buffer de unién y se aplicaron a la columna utilizando
una bomba peristaltica a un flujo constante de 1 mL/min. Posteriormente, la columna se lavo con
Buffer de union para eliminar proteinas no unidas, seguido de un lavado adicional con Buffer de

union suplementado con 50 mM de imidazol para remover interacciones de baja afinidad.

Como se planea utilizar estas construcciones para la inmunizacion de ratones y para la realizacion
de ensayos de actividad bioldgica con cultivos primarios de esplenocitos, se debe agregar un paso
de remocion de endotoxinas provenientes de E. coli. Estas endotoxinas promoverian un potente
efecto pro-inflamatorio que no solo desestimaria la accidn inmunolodgica de estos nanobodies,

sino que seria peligroso para los animales en ensayos in vivo.

Para ello se siguio un protocolo previamente descrito (104), donde se pasaron 50 mL de PBS
conteniendo 0,1% de Triton X-114a través de la columna manteniendo el mismo flujo de 1
mL/min utilizado durante el lavado y manteniendo en hielo el PBS-Triton para asegurar su
miscibilidad. Este paso permitio que el detergente solubilizara y removiera las endotoxinas

asociadas tanto a la matriz como a la proteina unida al Ni*".

Posteriormente, se realizo un lavado con 20 mL de PBS apirdgeno a igual velocidad de flujo, con

el fin de eliminar el exceso de detergente y los restos de endotoxinas desprendidas.

Para eluir las muestras se necesitd aumentar la concentracion de imidazol con un buffer PBS 1X
apirogeno 500 mM Imidazol para que desplace a las histidinas del tag de la proteina, liberandola

de la matriz y permitiendo su recoleccion.

En cuanto a la columna MabSelect VH3, esta disefiada para unirse especificamente al dominio
VH3 del anticuerpo mediante un ligando de proteina A modificado que conserva la interaccion
con el marco germinal VH3, pero carece de afinidad por la regién Fc. Este disefio permite la
captura eficiente de fragmentos de anticuerpo, incluidos nanobodies, que presentan similitud con

las secuencias germinales de la familia VH3 (105).

El sobrenadante de la lisis celular fue ajustado a la composicion del buffer de union (20 mM
fosfato de sodio, 150 mM NaCl, pH 7.4) y filtrado (0.22 um). Las muestras fueron cargadas en la
columna, seguida de lavados con el mismo buffer de unién para MabSelect VH3. En este

protocolo se realizé adicionalmente un lavado de endotoxinas con 50 mL PBS 1X con triton X-
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114 al 0,1% en hielo. Luego de esto se realiza un lavado de 20 volimenes con PBS apirdgeno
para proseguir con un lavado de 5 volimenes del Buffer de lavado cromatografia de afinidad
VH3. Los nanobodies fueron eluidos usando un buffer de elucion de 50 mM de acetato de sodio,

pH 3.5, y neutralizados en un buffer alcalino de 1 M Tris-HCI, pH 9.0.

6.6.4 Cambio de buffer mediante columna de desalinizacién (Desalting/Buffer Exchange)

En este caso, se utilizdo una columna de desalting para cambiar el buffer de las fracciones de
proteina purificada mas puras y en mayor concentracion, asegurando que se encuentre en
condiciones Optimas para su uso en ensayos iz vitro o in vivo. Se utilizaron columnas de Sephadex
G25 (Cytiva), pre-empacada con una matriz de exclusiéon de tamafio disefiada para separar
moléculas pequefias como sales delusivas de biomoléculas de mayor tamafio como proteinas. Este
procedimiento se realiz6 en una cabina de flujo laminar para trabajar en condiciones de esterilidad
y obtener la proteina estéril para poder utilizarse en ensayos in vitro € in vivo. Las columnas se

equilibraron en PBS apirogeno. Las proteinas fueron filtradas por 0.22 previamente.

6.6.5 Estimacion de la concentracion de Nanobodies mediante espectrofotometria

La concentracion de los nanobodies purificados se estimé mediante espectrofotometria en un
equipo NanoDrop 1000 (ThermoScientific), utilizando PBS 1X como blanco. El equipo mide la
absorbancia a 280 nm y, a partir de este valor, se calcul6 la concentracion en base al coeficiente
de absortividad molar (€) y el peso molecular (PM) tedricos para los nanobodies, obtenidos a
partir de su secuencia aminoacidica mediante la funcién ProtParam en la herramienta web

ExPasy(106).

6.6.6 SDS-PAGE

Las fracciones eluidas fueron evaluadas por SDS-PAGE para analizar la pureza de los nanobodies
obtenidos al igual que en la seccidon 5.4.4. Se utilizaron como marcador de peso molecular MPM

Prestained Protein Ladder (#26612 Thermo) y PAGEMASTER Protein Standard de GenScript.

6.6.7 Ensayo de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) para evaluar la reactividad

con CD40

La actividad funcional de los nanobodies fue evaluada mediante un ensayo de ELISA para
determinar su reactividad con el antigeno CD40. Las placas de 96 pocillos fueron sensibilizadas
con el ectodominio de CD40 recombinante (AcroBiosystems TN5-M52HS8) 0,5 ug/mL diluido
en PBS 1X a 4°C durante la noche. Luego, se bloqued con PBS-BSA 1%, para evitar uniones no
especificas, a 37°C por 30 minutos. Las muestras de nanobodies purificados fueron anadidas a los
pocillos en diluciones seriadas 1/3 en PBS-BSA 0.1% desde una concentracion inicial de 0.5
pg/mL y la unién al antigeno CD40 fue detectada usando un anticuerpo secundario anti-VHH

conjugado a HRP (Genscript, Cat N°. A01861-200, dilucion 1/5000). Tras la adicion del sustrato,
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la reaccion de color se midi6 a 450 nm en un lector de placas FLUOstar OPTIMA (BMG
Labtechnologies, serie n.° 4130170) para cuantificar la reactividad especifica de los nanobodies

con CDA40.

6.7 OBTENCION DE HUELLA PEPTIDICA POR MALDI-TOF CON TRIPSINIZACION

La espectrometria de masas MALDI-TOF permite la identificacion de proteinas mediante la
obtencion de una huella peptidica. El enfoque estandar para identificar proteinas incluye la
separacion de las proteinas mediante electroforesis en gel o cromatografia liquida.
Posteriormente, las proteinas se digieren con endoproteasas especificas de secuencia, siendo la
mas comun la tripsina. Tras la digestion, los péptidos generados se analizan determinando sus
masas moleculares. Para identificar las proteinas, las masas obtenidas experimentalmente se
comparan con las masas tedricas de los péptidos correspondientes a proteinas almacenadas en
bases de datos o a secuencias esperadas, utilizando programas de busqueda por espectrometria de
masas. La técnica proporciona informacion sobre la identidad molecular y la pureza de las

muestras en condiciones cercanas a las naturales (107).

Se separaron las proteinas en un gel de poliacrilamida al 12.5%, cargando 10-15 pg de proteina
en un volumen final de 20 pL en PBS 1X y 4 uL de buffer de carga 6X. Posteriormente, el gel
fue sometido a tincion y distincion utilizando soluciones preparadas con agua Milli-Q. Se trabajo
de forma tal de minimizar la contaminacién ya que la queratina de la piel puede afectar las sefiales

en el MALDI-TOF.

Las bandas de proteina fueron cortadas en fragmentos pequefios con un bisturi estéril sobre
Parafilm y transferidas a tubos Eppendorf. Se realizaron lavados sucesivos con bicarbonato de
amonio 50 mM vy acetonitrilo 50%, seguidos de bicarbonato de amonio 25 mM con acetonitrilo
50%, y finalmente bicarbonato de amonio 45 mM con acetonitrilo 10%, bajo condiciones de
incubacion especificas para eliminar contaminantes y preparar la muestra para la digestion

enzimatica.

La digestion se llevo a cabo con tripsina, utilizando una solucion de bicarbonato de amonio 50
mM con 0.16 pg de tripsina, y se incubd la muestra toda la noche a 37°C. La reaccion se detuvo

con acido trifluoroacético (TFA) al 10%.

Para la adquisicion de datos en el espectrometro de masas, se mezclé 1 uL de la muestra con 1
pL de matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) a 10 mg/mL en buffer TA (TFA/ Acetonitrilo).

La mezcla se deposito sobre la placa MALDI y se dejo secar antes del analisis.
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6.8 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE 4-2BFOLDONCYS EN SISTMA EUCARIOTA

6.8.1 Generacion de primers especificos para los sitios de clonado

Se disefiaron primers especificos para amplificar las regiones de interés y generar los sitios de
restriccion necesarios en el vector de partida (4-2BpcDNA) para la clonacion de los distintos
elementos funcionales. El vector pcDNA3.1 es ampliamente utilizado para la expresion génica en

células de mamiferos debido a sus caracteristicas optimizadas, que incluyen:
-Promotor/enhancer de Citomegalovirus (CMV): Permite una expresion génica de alto nivel.
-Sitio de clonacion multiple (MCS):Amplio, disponible en orientaciones positiva (+) o negativa
().

-Sefial de poliadenilaciéon y terminacion de transcripcion de la Hormona de Crecimiento Bovino

(BGH): Mejora la estabilidad de]l ARNm transcrito.

-Origen SV40: Permite replicacion episomal y facilita la recuperacion del vector en lineas

celulares que expresan el antigeno T grande (ej., COS-1 y COS-7).

-Gen de resistencia a ampicilina y origen de replicacion pUC: Facilita la seleccion y el

mantenimiento del vector en E. coli.

Adicionalmente, al vector utilizado se le agregaron en el grupo de trabajo secuencias especificas

para optimizar las construcciones:

-Intron A: Es el intron A de citomegalovirus que esta reportado que aumenta la expresion proteica

en células HEK293 (108).

-Fc de IgG1 humana (secuencia de los dominios bisagra, CH2 y CH3) entre sitios de restriccion

Fsel y Xbal.

-péptido IgKappa leader: secuencia de senalizacion de 16-30 péptidos en N-terminal que guia a

las proteinas a ser secretadas. Este es clivado antes de la secrecion.

Como vector de partida se utiliz6 un plasmido que contenia el nanobody 4-2B clonado entre sitios
Sfil, fusionado originalmente a un dominio Fc. Con el fin de reemplazar dicha region Fc por los
nuevos constructos trimerizados, se disefiaron primers especificos que hibridan inmediatamente

aguas abajo del Nb y en los extremos correspondientes a cada modulo deseado.

Para ello se empled un primer forward comun, dirigido al inicio del dominio foldon con las

mutaciones Cys:
Fw-spFoldonCys-Fsel: 5'-ggccAGGCCGGCCAGggeggttc-3'

Y se disenaron tres primers reverse alternativos, cada uno ubicado en el extremo correspondiente

del médulo a incorporar:
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Rv-6HisFoldonCys-Xbal: 5'-aaaaTCTAGACTAATGGTGATGGTGATGGTGecectg-3'
Rv-PeptFcRn-Xbal: 5'-aaaaTCTAGACTAgccgttcgccggatacaggece-3'

Rv-FoldonFecRnOT-Xbal:5'aaaaTCTAGACTctaACGTCCCGCCTCATTGATTTCAGCGTG-
3/

Estos tres pares de primers (Fw + cada Rv) permiten amplificar de forma independiente las tres
variantes generadas, ademas de incorporar los sitios de restriccion necesarios (para Xbal y Fsel)

para su posterior clonacion en pcDNA: 4-2B-FoldonCys-6His, 4-2B-FoldonCys-FcRn y 4-2B-
FoldonCys-FcRn-OT (Figura 20).

Rv-PeptFcRn-Xbal (5710 .. 5730)

peptido afin FcRn pep OTI
(5648 .. 5670) Rv-6HisFoldonCys-Xbal pep OTII codons E. coli
Foldon con mutaciones que introducen Cys 6xHis Rv-FoldonFcRNOT-Xbal (5818 .. 5844)
(5515 .. 5537) Fw-spFoIdonCys-Fsel‘ AviTag™
e Nb anti-CD40 4-2B b { ] - o o

Figura 20. Mapa esquematico del vector mostrando las regiones donde hibridan los primers utilizados para
generar los constructos foldon. El primer forward Fw-spFoldonCys-Fsel se ubica inmediatamente después del
nanobody 4-2B, mientras que los primers reverse Rv-6HisFoldonCys-Xbal, Rv-PeptFcRn-Xbal y Rv-
FoldonFcRnOT-Xbal hibridan en los extremos 3’ de los médulos 6xHis, péptido FcRn u OT, respectivamente. Estos
pares de primers permiten amplificar las tres versiones: 4-2B-FoldonCys-6His, 4-2B-FoldonCys-FcRn y 4-2B-
FoldonCys-FcRn-OT.

Los primers fueron sintetizados por GenScript y sus temperaturas de melting (Tm) fueron las
siguientes:

Fw: 72°C

Rv 1: 64°C

Rv 2: 67°C

Rv 3:67°C

Estos se resuspendieron en Elution Buffer (Kit miniprep QIAgen) y se alicuotaron a una

concentracion de SuM.

6.8.2 Reaccion de PCR

Para la amplificacion de los insertos se utilizaron los primers a una concentracion final de 0.2 pM,
1.25 U de la enzima Taq ADN polimerasa (ThermoScientific ™), buffer Taq 1X, 0.2 mM de
dNTPs y 1 uL de molde (vector que contiene la secuencia foldon) en un volumen final de 50 pL.
La reaccién se llevé a cabo en un termociclador LifeEco (BIOER) bajo el siguiente programa: 1
minuto a 95°C (desnaturalizacién inicial) y 25 ciclos de: 30 segundos a 95°C (desnaturalizacién),
30 segundos a 62°C (annealing), 30 segundos a 72°C (elongacion), 10 minutos a 72°C (extension

final). El producto de PCR fue verificado mediante electroforesis en gel de agarosa.
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6.8.3 Purificacion de los productos de PCR

El ADN amplificado se corri6 por electroforesis en gel de agarosa 1%. Se extrajeron las bandas
del Gel y se purifico el ADN utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extraction Purification
(QIAGEN), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante sustituyendo la primera

centrifugacion a 100g x 3 min.

6.8.4 Digestion del vector e inserto con enzimas de restriccion: Xbal y Fsel

Los sitios de corte de las enzimas Xbal y Fsel se encuentran en las regiones flanqueantes del
inserto a clonar, por lo que se emplearon para preparar tanto el vector como los productos de PCR
para la clonacion. Se digirieron diferentes cantidades de ADN obtenido por PCR junto con 5 pg
del vector de expresién, utilizando 5 unidades de cada enzima por pg de ADN, en un volumen
final de 100 pL. Las digestiones se realizaron en buffer rCutsmart 1X (NEB) a 37°C ON con
desactivacién de 5 min a 60°C. El vector digerido se corrié por electroforesis en gel de agarosa
1% hasta lograr discernir entre el vector digerido del no digerido. Se extrajeron las bandas del Gel
y se purificé el ADN del vector digerido utilizando el kit comercial QIAquick Gel Extraction
Purification (QIAGEN),

6.8.5 Ligacién vector-inserto

La ligacion de los insertos en el vector pcDNA se llevo a cabo utilizando T4 DNA ligasa en un
volumen final de 20 pL. Se emplearon 30 ng del vector y una relacion molar de inserto de 3:1. La

mezcla de reaccion incluyo:

-Buffer T4 1X: 2 pL.

-Enzima T4 ligasa (dilucion 1:10): 2 pL.

-Agua ultrapura csp: 20 pL.

Ademas, se realizaron controles de ligacion sin inserto para evaluar la eficiencia del proceso.

Estas ligaciones se transformaron en DHS5a siguiendo el protocolo 3.3.1, excepto que se utilizaron

placas de LB-agar suplementadas con ampicilina para la seleccion de colonias transformadas.

6.8.6 PCR de colonias para la identificacion de clones positivos

A partir de las colonias crecidas en 5.7.6, se realizaron reacciones de PCR para evidenciar la
presencia de clones positivos. Se tomaron cuatro colonias de cada placa (reacciones de ligacion y
controles) y cada una se resuspendio en 100 pL de agua para biologia molecular, y de ésta se tomé
1 uL como molde para la reaccién de PCR. Se siguié el mismo protocolo que para la PCR
convencional usando los pares de primers Fw y Rv. Ademas, se incluy6 un control positivo de la

reaccion con un plasmido con foldon como molde. El resultado se evidencio por electroforesis en
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gel de agarosa. A partir de las réplicas de las colonias que resultaron positivas se crecieron
cultivos ON en 5 mL de LB-ampicilina para extraer el ADN plasmidico por miniprep al dia
siguiente. Los plasmidos fueron enviados al servicio de secuenciacion de Macrogen (Corea) y se

verificaron las secuencias para proceder a las pruebas de expresion.

6.8.7 Células Expi293F

La linea celular Expi293F™ (Thermo Fisher Scientific, Cat. N® A14527) es una variante de
células HEK293 adaptada al crecimiento en suspension y optimizada para la produccion
transiente de proteinas recombinantes con alto rendimiento. Estas células derivan de HEK293F y
se cultivan en medio definido, libre de suero y proteinas animales. Las Expi293F presentan alta

viabilidad, crecimiento acelerado y una fuerte capacidad de expresion bajo el promotor CMV.

Se mantienen en incubadoras con agitacion orbital a 37 °C, 8% de CO, y 125 rpm (diametro

orbital de 25 mm).

6.8.8 Preparacion de células y medio de cultivo

Las células se cultivaron en Expi293™ Expression Medium, un medio definido, libre de suero,
disefiado especificamente para crecimiento celular y expresion de proteinas en suspension. Para

prevenir contaminaciones, se afladid un mix antibidtico-antimicético en una dilucion 1:100.

Las células se cultivaron en matraces Erlenmeyer plésticos de fondo redondo con tapa con filtro,
adecuados para cultivo en suspension y manteniendo condiciones estériles. Se mantuvieron entre
0.32 x 10°y 6 x 10° células/mL, y se pasaron cada 2-3 dias con conteo en camara de Neubauer

y tincién con azul de tripan para verificar viabilidad celular.

Un dia antes o el mismo dia de la transfeccion, las células se ajustaron a una densidad de 2.5-3 x
10° células/mL en 30 mL de medio por matraz, asegurando una viabilidad superior al 95%. Las
células se sembraron en matraces plésticos con tapa filtrante de 125 mL, y se mantuvieron bajo

agitacién en incubadora.

6.8.9 Transfeccién de 4-2B Foldoncys y 4-2B Foldoncys-FcRn-OT

La transfeccion se realizo utilizando las células Expi293F. Se utilizaron 30 ug de ADN plasmidico
por cada 30 mL de cultivo y se diluyd en 1.5 mL de Opti-MEM (Invitrogen). Se mezclaron 80 pL
de PEI 40 (polietilenimina de 40 kDa )1.5 mL de Opti-MEM® en un tubo separado. Se
combinaron ambas mezclas, se mezclé suavemente y se incubd 30minutos a temperatura
ambiente. La mezcla se afiadié lentamente al cultivo de 30 mL de células. Las células se
mantuvieron en cultivo durante 5 a 7 dias, con agitacion constante. El sobrenadante se colecto por

centrifugacion a 350 x g por 5 minutos para separar las células con posterior centrifugacion 4,000
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x g por 15 minutos, se filtré con filtro de 0.22 pm y se almacen6 a —20 °C o se procesé para
purificacion.
6.8.10 Purificacion de Nanobodies

Los nanobodies fueron purificados por la columna de afinidad HisTrap Excel 1mL siguiendo el
protocolo mencionado en la seccion 5.5.3. Luego de eluir se realizé también un cambio de buffer

en esterilidad para dejar las muestras en PBS 1X siguiendo el protocolo 5.5.4.

6.8.11 Caracterizacion estructural y funcional

Se analizaron las fracciones eluidas por SDS-PAGE 12,5% siguiendo el protocolo 5.5.6. La
actividad funcional de los nanobodies fue evaluada mediante un ensayo de ELISA para determinar
su reactividad con el antigeno CD40. Se siguié el mismo protocolo que para la expresion

procariota (seccion 5.5.5).

6.9 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE NANOBODIES ASOCIADOS A IGG1

MURINA

Nanobodies D9 y 1-2B que reconocen distinto epitope que 4-2B fueron clonados en vector

pcDNA fusionados a un Fc IgG1 murino para generar las construcciones de la figura 21.

Nanobody
anti-CD40

1-2B ' migG1

1-2B miFC DIm1FC

Figura 21. Diseiio esquematico de construcciones de nanobodies anti-CD40 fusionados a Fc murina (m1Fc). Se
muestran las construcciones monoespecificas, en las que un tinico nanobody se encuentra fusionado al dominio
constante de IgG1 murina (m1Fc), generando un formato bivalente.

El constructo Nb-m1Fc fue disefiado fusionando el gen del nanobody anti-CD40 al dominio Fc
murino de isotipo IgG1, seguido de una etiqueta de histidina (6xHis) en el extremo C-terminal

para facilitar su purificacion por afinidad a Ni-NTA.

Este disefio se selecciond ya que el isotipo murino IgG1 (m1Fc) presenta baja afinidad por la

proteina A, lo que hace ineficiente su recuperacion mediante columnas basadas en este ligando.
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Para estos constructos se utilizo la linea celular HEK293, esta es una cepa de células de rifion
embrionario humano inmortalizadas. Cabe sefialar la expresion de los constructos Nb-Fc se llevo
a cabo en células HEK293, dado que en ese momento el sistema de expresion en células Expi293
aun no se encontraba implementado en el laboratorio. Una vez optimizadas las condiciones de
transfeccion y cultivo en el sistema Expi, se utiliz6 esta plataforma para la produccion de los
nanobodies trimerizados (Nb-Foldon) como se explicita en la seccion 5.7.8, debido a su mayor

rendimiento y eficiencia de secrecion.

6.9.1 Preparacion de células y medio de cultivo

El medio completo utilizado para el cultivo de células HEK293 fue DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) alto en glucosa, con piruvato de sodio y glutamina estable. Se suplementd con un
10% de suero fetal bovino (FBS), y un mix antibidtico-antimic6tico para prevenir contaminacion.
Este medio es ideal para la proliferacion y el mantenimiento de células adherentes, incluyendo
células transformadas como HEK293, y se utiliza ampliamente en experimentos que incluyen

transfecciones y estudios funcionales de proteinas.

Las células se cultivaron en frascos T25, T75 y T175, seleccionados segin la escala de
crecimiento y el requerimiento experimental, utilizando T25 para los mantenimientos iniciales,
T75 para expansiones intermedias y T175 para alcanzar la densidad necesaria para las
transfecciones a gran escala. El crecimiento de las células se realiz6 en incubadoras a 37°Cy 5%

de CO., monitoreando la confluencia y realizando pasajes cuando fue necesario.

6.9.2 Pasaje de células

Para la transfeccion fue necesario realizar varios pasajes con el fin de lograr el nimero de células
y la confluencia dptima para la transfeccion. Se retir6 y descartd el medio agotado y se agreg6 2
volumen de cultivo de PBS 1X para lavar la superficie y eliminar restos de medio o metabolitos.
Posteriormente, se descarto el PBS y se agrego tripsina al 0.12% con EDTA al 0.02% en PBS 1X,
en un volumen equivalente al 10% del total (3 mL para una botella T175), con el fin de disgregar

el monocapa celular. Se incub6 a 37°C durante 5 minutos para des adherir las células.

Mediante el agregado de /% del volumen de medio completo se detuvo la accion de la tripsina. Las
células se transfirieron a tubos Falcon y se centrifugaron a 400 % g durante 5 minutos, para luego

ser resuspendidas y contadas en camara de Neubauer.

6.9.3 Transfeccion con ADN pcDNA-Nb-miIgG1

Las células HEK293 se cultivaron en frascos T175 y se transfectaron cuando alcanzaron una
confluencia de aproximadamente 50-80%. Para cada frasco se utilizaron 36 pg de ADN

plasmidico (pcDNA 1-2B y D9), incubados en DMEM con PEI en una relacion 5:1 (PELI:ADN).
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La mezcla se agregd al cultivo junto con 12 mL de medio completo y se incub6 durante 4—6 horas,

tras lo cual se reemplazé por 30 mL de medio fresco.

A las 48 horas post-transfeccion se realizo un cambio de medio y se colectd el sobrenadante
correspondiente a ese periodo. Las células se mantuvieron en cultivo durante 3—5 dias adicionales,
momento en el que se colectd un segundo sobrenadante. Ambos se combinaron, centrifugaron
(350 x g, 5 min; luego 4000 % g, 15 min) y filtraron con un filtro de 0,22 um para la posterior

purificacion.

6.9.4 Purificacion por columna HisTrap y gel filtracion

Para la purificacion se utiliz6 una columna His-Trap Excel de 1 mL. Se sigui6 el mismo protocolo

que la seccion 5.5.3 pero utilizando el buffer de union para Histrap-Excel.

Las proteinas eluidas se sometieron a un cambio de buffer por gel filtracion, realizado bajo
condiciones estériles, para obtener las muestras en PBS 1X. Posteriormente, se caracterizaron por

SDS-PAGE y ELISA, revelando las placas con un anticuerpo anti-mIgG1 conjugado a HRP.

6.10 GENERACION Y CARACTERIZACION DE NANOBODIES BIPARATOPICOS

A partir de los nanobodies que poseen diferente sitio de union en CD40 se generaron anticuerpos

tetravalentes mono y biparatopicos (Figura 22).
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Figura 22. Esquema de formatos biparatopicos de nanobodies anti-CD40 fusionados a dominios Fc murinos. a)
Se representan diferentes estrategias de disefo biparatopico: (i) fusion a IgG1 murina, (ii) fusién a IgG2a murina con
mutacion LALA (minimizando la interaccion con FcyR), y (iii) un control tetravalente monoespecifico con el mismo
Nb repetido en tandem (1-2B—1-2B), sin diversidad paratopica. b) Secuencia lineal esquematica de la construccion
general pcDNA-Nb1-Nb2-mlIgG1

6.10.1 Clonacién del inserto 1-2B en el vector de nanobodies biespecificos

El inserto 1-2B fue clonado entre los sitios Sfil del vector de clonacion pcDNA-Nb1-Nb2-mlIgGl
Fc-6His con Intron A y pcDNA-Nb2-mlgG2a Fc LALA-6His con Intron A. Estos vectores
contienen regiones Fc de inmunoglobulinas murinas que permiten evaluar la funcionalidad de los
nanobodies biparatdpicos, diferenciando entre las variantes m1Fc IgG1 (funcional) y m1Fc IgG2a

LALA (mutada para inhibir la interaccion con los receptores FcRylIIB y otros.

El inserto 4-2B fue anteriormente clonado entre los sitios EcoRI y Xhol del vector

correspondiente y entre los sitios Sfil se encuentra un clon irrelevante para nuestro analisis.

Se generd también una version tetravalente monoespecifica del nanobody 1-2B, clonando el
mismo inserto entre los sitios ECoORI y Xhol del vector que ya contenia 1-2B entre los Sfil. Este
constructo permitira evaluar si el aumento de la valencia, en ausencia de biparatopicidad, es
suficiente para mejorar la actividad agonista, o si es necesario el reconocimiento simultaneo de

dos epitopos distintos para potenciar la sefializacion mediada por CD40.

Las digestiones y ligaciones se realizaron segtin las recomendaciones del fabricante (NEB), y las
construcciones obtenidas se transformaron en E. coli DHS5a (ver 5.7.4). Las colonias
seleccionadas se verificaron por secuenciacion, y los clones correctos se emplearon para la

expresion en células HEK293 (ver Seccion 5.8).

6.10.2 Purificacién de los nanobodies Biparatépicos

La purificacion del biparatopico y del tetravalente asociados a mIgG1 se realizo en columnas His-
Trap Excel de 1mL al igual que los nanobodies monoespecificos fusionados a IgG1 murina

(5.8.4).

Para la construccion con la mutacion LALA, al carecer de cola de Polyhis, se purifica por columna
de Proteina A. Luego de equilibrar la columna con 5 volumenes de PBS1X se paso la muestra
filtrada por 0.22 um y se realizaron lavados de 50 volimenes de PBS1X-triton para remover
endotoxinas y 20 volumenes de PBS-1X apirdgeno. La elucién se realizd en dos pasos con los
Buffer pH 4.5 y 3.0 y las fracciones se colectaron en tubos de microcentrifuga con 30 uL de Buffer

Tris-HCI pH=9.

A su vez ambas construcciones se les realizo el cambio de Buffer a PBS 1X por columna de Gel

Filtracion.
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Luego de la purificacidn, la funcionalidad de los constructos biparatopicos se evaludé mediante un
ELISA de unién simultanea, disefiado para determinar si el nanobody es capaz de reconocer dos

epitopos diferentes del CD40 al mismo tiempo.

En el primer ensayo, los pocillos de una placa ELISA se sensibilizaron con CD40 recombinante
y se incubaron con anticuerpos monoespecificos fusionados a IgG1 humana a una concentracion
constante que asegurara saturacion del antigeno. Posteriormente, se incubd con el nanobody
biparatopico, con el objetivo de analizar su capacidad de unirse simultaneamente a un segundo

epitopo presente en la misma molécula de CD40.

La deteccion se realizo utilizando un anticuerpo anti-IgG1 murino conjugado a HRP (dilucion
1:5000, BETHYL A90-105P). Finalmente, se afiadio el sustrato para peroxidasa, se permitio el

desarrollo de la reaccidn colorimétrica y la absorbancia se midi6 en un lector de placas a 450 nm.

En un segundo ensayo, los pocillos se sensibilizaron nuevamente con CD40, pero en la primera
incubacion se afiadié el nanobody monoespecifico 1-2B. En la segunda incubacion, se evaluo la
union de distintos constructos: el nanobody biparatopico, el nanobody biespecifico que contiene
unicamente el dominio 4-2B, y un nanobody irrelevante no especifico para CD40. La
comparacion de las sefiales obtenidas permitié discriminar la unién especifica de la no especifica

y determinar la capacidad diferencial de los constructos para reconocer epitopos independientes.

6.10.3 Anadlisis de union de epitopes por Interferometria de biocapa

La interferometria de biocapa (Biolayer interferometry (BLI)) es una técnica que mide la
interaccion en tiempo real entre dos biomoléculas. La técnica permite determinar la afinidad de
union antigeno-anticuerpo proporcionando datos sobre la constante de equilibrio de disociacion

(Kq) y las constantes cinéticas.

El antigeno CD40 se inmovilizé en un biosensor amino-reactivo de segunda generacion (AR2G

Sartorius) siguiendo el siguiente protocolo.

Para la inmovilizacién del antigeno se utilizo el programa de inmovilizaciéon del equipo BLItz.
Primero se establecid una linea base inicial con agua ultrapura (H>O mq) durante 30 segundos.
Posteriormente, se llevo a cabo la activacion del sensor incubandolo durante 300 segundos con la
solucion de inmovilizacion compuesta por EDC 20 mM y NHS 10 mM preparados en buffer
acetato 10 mM, pH 5,0. Luego, se realizdé una nueva linea base en agua ultrapura durante 30
segundos y a continuacion se inmovilizé el CD40 recombinante a una concentracion de 40 pg/mL
en el mismo buffer acetato durante 600 segundos. Finalmente, se bloqued la superficie con una
mezcla de 60 puL de etanolamina 1 M y 940 uL de Tris 1 M pH 8,0, para bloquear los grupos

reactivos remanentes y prevenir uniones no especificas.
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Para evaluar la competencia entre los nanobodies, se empled un programa de binning optimizado
en el grupo de trabajo. En primer lugar, se establecio una linea base en Kinetic Buffer (PBS 1X,
0,02% Tween-20, 0,1% BSA, 0,05% NaNs) durante 30 segundos, repetida dos veces. Luego, se
realizaron las etapas de asociacion, en las cuales cada nanobody se aplico de manera secuencial
durante 120 segundos, variando el orden de exposicion segun la interaccion que se deseaba
analizar. Este disefio experimental permitid determinar si los nanobodies se unen

simultdneamente al CD40 o si compiten por el mismo sitio de union.

6.11 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD AGONISTA DE LOS NANOBODIES ANTI-CD40 IN-

VITRO

6.11.1 Estimulacion de esplenocitos in-vitro

R

Figura 23. Esquema representativo de la extraccion del bazo y la obtencion de esplenocitos para su posterior
estimulacion in vitro

Se extrajo el bazo de un raton hembra de la cepa C57BL/6 (Figura 23), se proceso el tejido entre
dos mallas de 84 um en 3 mL de medio RPMI 1640 para obtener una suspension celular. Se
centrifugd a 350g por 5 minutos y se resuspendio el pellet en 2 mL de solucion de lisis de
eritrocitos, la cual se detiene con el agregado de 20 mL de RPMI con posterior centrifugacion a
350 g por 5 minutos. Las células obtenidas se resuspendieron en medio RPMI completo para su
posterior conteo. Teniendo la concentracion celular calculada se cultivaron 1 millon de células
por pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano (NUNC), sembrando 100 pL de
suspension celular por pocillo. Posteriormente, se agregaron los estimulos correspondientes a
distintas proteinas recombinantes con nanobodies anti-CD40 en concentraciones equimolares en

un volumen de 50 pL y se incubaron las placas durante 48 horas a 37 °C, 5 % CO2.

6.11.2 Tincién de citometria

Para la tincion de citometria se emplearon placas de 96 pocillos con fondo en V, facilitando los
lavados y centrifugaciones necesarios. Las células estimuladas se pasaron a su pocillo
correspondiente de la placa con fondo en V y se centrifugaron a 350 g por 5 minutos a 4 grados.
Se realiz6 un lavado con PBS 1X (100 uL por pocillo), se centrifugd a 350 g por 5 minutos y se
descarto el sobrenadante. Se utilizo la sonda de viabilidad ZOMBIE AQUA (BioLegend, Cat N°.
423101) en una diluciéon 1:200 en PBS 1X, agregando 10 uL por pocillo e incubando durante 10
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minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. A continuacién, se bloquearon los
receptores de Fc para evitar la union inespecifica de los anticuerpos de citometria mediante la
adicion de 15 puL de suero normal de rata (SNR) al 10% en buffer FACS y se incub6 durante 20
minutos en hielo. El marcaje para la citometria se realizé con 25 pL de una mezcla de anticuerpos
asociados a fluorocromos especificos para los marcadores de interés. En este experimento se
utilizaron anti-B220-APC-Cy7 (BioLegend, Cat. N° 103224, dilucion 1:200) para identificar
linfocitos B, anti-CD3-PerCP-Cy5.5 (BioLegend, Cat. N° 100328, dilucién 1:200) para linfocitos
T, e ICAM-1-PE (BioLegend, Cat. N° 116107) y CD86-BV421 (BioLegend, Cat. N° 105031)
ambos a una dilucion 1:100, como marcadores de activacion de linfocitos B. Las muestras se
incubaron durante 45 minutos en hielo, protegidas de la luz, y se realizaron tres lavados sucesivos
con buffer FACS mediante centrifugaciones de 5 minutos a 350 g para eliminar el exceso de
anticuerpos. Finalmente, las células tefiidas se resuspendieron en 100-150 puL. de FACS para el

analisis por citometria.

6.11.3 Anadlisis por citometria de Flujo

Las muestras fueron adquiridas en un citometro de flujo BD FACSCanto™ (BD Biosciences, San
José, CA, EE. UU.) El analisis de los datos se realizo utilizando el software FlowJo™ (version

10, BD Biosciences).

Las estrategias de gating (Figura 24) utilizadas en el analisis por citometria de flujo para evaluar

la activacion de linfocitos B incluyen los siguientes pasos:

1. Diferenciar la poblacién de células y singuletes: Primero se delimita la poblacion

de células en base a los parametros de dispersion (FSC vs SSC), excluyendo
residuos. Luego, se seleccionan los singuletes mediante FSC-A vs FSC-H para
eliminar agregados celulares y analizar solo eventos individuales.

2. Viabilidad: La sonda Zombie Aqua (Biolegend) que emite fluorescencia para
BV510-A se emplea para determinar la viabilidad celular. Las células negativas
para la sonda son viables, ya que esta solo penetra en las células muertas.

3. Exclusién de células T: Se utiliza el marcador B220 conjugado APC-Cy7 para

identificar especificamente las células B, en conjunto con el marcador CD3
conjugado a PerCP-Cy5 que nos indican la poblacion de células T. A partir de la
poblacion B220 positivas/CD3 negativas se permite separar a las células B de
otras poblaciones no deseadas.

4. Analisis de marcadores de activacion: Dentro de la poblacion de células B vivas,

se evalud la expresion de marcadores de activacion mediante histogramas de
fluorescencia. Dependiendo del experimento, se utilizé un anticuerpo ICAM-1-

PE o CD86-BV421. Para definir con precision la poblacion positiva, se aplicd
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un control FMO (fluorescence minus one), permitiendo discriminar células con
expresion  especifica del marcador de activacion correspondiente.
Los valores de intensidad de fluorescencia se obtuvieron utilizando el parametro
GeoMean (geometric mean fluorescence intensity), que refleja la expresion

media del marcador dentro de la poblacion analizada.
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Figura 24. Estrategia de gating en software Flowjo para el analisis de activacion de células B de esplenocitos de
raton. Se ilustra la estrategia de gating para seleccionar la poblacion celular correspondiente a las células B activas.
La estrategia y los ejes se describen en el texto anterior.

6.12 EVALUACION DEL POTENCIAL ADYUVANTE DE NANOBODIES ANTI-CD40

ASOCIADOS A FOLDON

Con el fin de evaluar el potencial in vivo de las nuevas construcciones de nanobodies se procedid

a un ensayo in vivo optimizado por la Lic. Carolina Padula anteriormente.

6.12.1 Inmunizacién y obtencion de muestras séricas

Se inmunizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 (n = 3 por grupo) con 5 ug de una quimera
anti-CD11c-OVA (Nbcpiic-h1Fc-OVA) como antigeno y como agentes adyuvantes se utilizaron

las distintas construcciones:
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e (Gl:4-2B Foldoncys, 30 pg.

e (2:4-2B Foldoncys-FcRn-OT, 30 pg.

e G3:4-2B mlFc, 20 pg, como grupo control positivo.

e (4:4-2B Foldoncys-FcRn-OT sin antigeno, 30 pg para evaluar la respuesta T producida
por los epitopes T de los peptidos OT.

Dado el menor peso molecular de las construcciones Foldon en comparacion con los formatos Fc,

esto representa una dosis molar considerablemente mayor.

Las preparaciones se administraron en el lomo por via subcutdnea en un volumen final de 150 pL
en PBS apirdégeno. Al dia 7 post-inmunizacion, los animales fueron sometidos a eutanasia
humanitaria, tras lo cual se obtuvo sangre por puncion cardiaca y se recuperd el bazo para el

posterior aislamiento de esplenocitos y analisis inmunolégico.

6.12.2 Determinacion de titulos de anticuerpos y subclases por ELISA

Se evaluaron los niveles de IgG totales y las subclases IgG1, IgG2c¢, IgG2b e IgG3 especificas
contra el antigeno ovoalbumina mediante ELISA indirecto. Las placas de alta union se
recubrieron con OVA (Sigma, Cat. N° A5503) a una concentraciéon de 10 pg/mL en PBS y se
incubaron toda la noche a 4 °C. Tras el bloqueo por 30 min a 37°C con BSA 1%, se incubaron
diluciones seriadas 1/3 de suero (punto inicial 1:100) en duplicado. La deteccion se realizé con
anticuerpos secundarios anti-IgG total de raton (Jackson Immunoresearch, Cat N° 1115035062,
dilucion 1/10000) o anti-subclases conjugados biotina (diluciéon 1/5000), IgG1-biot (Southern
Biotech, 1070-08), IgG2b-biot (Southern Biotech, 1090-08), IgG2c-biot (Southern Biotech, 1079-
08), IgG3-biot (Southern Biotech, 1100-08. Para los anticuerpos biotinilados se agreg6 un paso
de incubacioén con estreptavidina-HRP (dilucion 1/5000). Se reveld6 con TMB y midi6 la

absorbancia a 450 nm en el lector de placas FLUOstar.

Los titulos de anticuerpos IgG totales se calcularon a partir de las curvas de dilucion obtenidas
por ELISA. Se consider6 como titulo la dilucién que alcanzé un valor de absorbancia equivalente
al 10 % de la sefial maxima obtenida en el ensayo con un suero conocido a una concentracion

saturante.

6.12.3 Evaluacion de respuesta de células T citotéxicas por ELISpot

La respuesta celular inducida se evalu6 mediante ELISpot, cuantificando esplenocitos
productores de IFN-y tras estimulacion ex vivo con péptidos derivados del antigeno (OVA). Las
placas MILLIPORE MultiScreen Immobilon Filtraton Plates de PVDF MAIP N45 96 wells fueron
activadas con etanol 70%, lavadas con H,O, sensibilizadas con anticuerpo de captura anti-IFN-y
(BioLegend, Cat. N° 505702, 4 pg/mL) ON a 4°C y bloqueadas con PBS-BSA 1% 2hs a 37° C,

todas estas soluciones estériles y filtradas por 0.22. Los esplenocitos de cada ratén, obtenidos tras
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lisis de eritrocitos y filtracion por malla de 0.84 um, se sembraron en presencia o ausencia de
estimulo (péptido SIINFEKL 1 pg/mL) y se incubaron 20 horas a 37 °C 5% CO.. El péptido
SIINFEKL es reconocido por linfocitos T CD8+ en ratones de la cepa C57BL/6 y es presentado
en MHC-I por lo que funciona para caracterizar la repuesta T citotoxica de aquellas células

previamente activadas por la inmunizacion.

Tras la incubacion, las placas se lavaron para eliminar las células adheridas, realizando siete
lavados de dos minutos con 200 pL de PBS—Tween 0,05% filtrado por 0,22 um. Las células
secretoras especificas se detectaron incubando con el anticuerpo anti-IFN-y biotinilado
(BioLegend, Cat. N° 505804, 4 ug/mL) 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se repiticron
siete lavados de dos minutos con la misma solucion de PBS—Tween 0,05%, y se afiadio el
conjugado estreptavidina—fosfatasa alcalina (dilucioén 1:2000 en PBS filtrado), incubando durante

una hora a temperatura ambiente.

Las placas se lavaron nuevamente cinco veces con PBS—Tween 0,05%, seguidas de un lavado
con PBS y un ultimo lavado con agua filtrada, asegurando limpiar ambos lados de la membrana
tras retirar la base de la placa. Finalmente, se realizo el revelado con la solucion de sustrato
BCIP/NBT, preparada mezclando 12 mL de buffer FA, 79 uL de NBT (50 mg/mL en DMF 70%)
y 40 uL de BCIP (50 mg/mL en DMF 100%). Se afiadieron 100 pL por pocillo y las placas se
incubaron durante aproximadamente 15 minutos, controlando la formacion de los spots. La
reaccion se detuvo lavando con agua destilada filtrada, y las placas se dejaron secar antes de la

cuantificacion.

Los spots se cuantificaron mediante un lector automatizado (ImmunoSpot CTL S6 FluoroSpot
Analyzer) y se expresaron los resultados como numero de spots por nimero de células sembradas

(4x10° 0 2x10° por pocillo).

Es importante mencionar que los procedimientos que implicaron la manipulacion de animales
fueron realizados por mi co-tutora la Lic. Carolina Padula que cuenta con la acreditacion
correspondiente por parte de la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA). Dichos

procedimientos se realizaron bajo el protocolo aprobado N.° 070151-000022-25.

63



7 RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de potenciar la actividad agonista de los nanobodies anti-CD40 y superar las
limitaciones relacionadas con su disefio, afinidad o dependencia del dominio Fc, nos propusimos
explorar diversas estrategias de ingenieria molecular. En particular, implementamos enfoques que
incluyeron la generacion de formatos multivalentes, la fusion con dominios Fc y generacion de

anticuerpos biparatopicos.

7.1 GENERACION DE NANOBODIES TRIMERICOS ASOCIADOS A FOLDON

7.1.1 Versiéon completa: Nanobody 4-2B-foldon-cys-FcRn-OTs

A vistas de que la proteina ya habia sido expresada y se habia congelado el lisado bacteriano se
procedio a la purificacion del nanobody mediante cromatografia por afinidad a niquel (HisTrap);
sin embargo, los resultados fueron desalentadores. En las fracciones eluidas no se detecto proteina
mediante espectrofotometria UV (Nanodrop), lo cual podria deberse a distintos factores, como
una baja expresion del constructo, una ineficiente retencion de la proteina en la columna u otras

pérdidas durante el proceso de purificacion.

Para evaluar si el problema era la union a la columna, se realizé un ELISA de reactividad frente
al ectodominio recombinante de CD40. Utilizando una curva de calibraciéon previamente
establecida para esta construccion (Figura 25), se interpolaron los valores de absorbancia
obtenidos para distintas fracciones del proceso de purificacion (lisado celular sin purificar,

fraccion no unida y lavado).

Curva de calibracion de 4-2B foldon

Abs 450nm-600nm

0 . T T 1
0.1 1 10 100
Concentracion (ng/mL)

Figura 25. Curva de calibracién para 4-2B foldon. Reactividad por ELISA contra el ectodominio de

CDA40 a concentraciones crecientes del Nanobody 4-2B foldon generado y expresado por el grupo de

trabajo.
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A partir de la curva de diluciéon mostrada en la Figura 25, y utilizando el rango lineal de la misma,
se interpolaron con un intervalo de confianza del 95% los valores de absorbancia obtenidos para
cada fraccion (Tabla 1) con el fin de estimar la concentracion de proteina reactiva presente en el

sobrenadante previo a la purificacion y en las fracciones obtenidas durante el proceso.

Se estimo que el lisado celular previo a purificar contenia 463 pg/mL de proteina reactiva. Al
pasarlo por la columna se detectaron 147,6 pg/mL de proteina con reactividad por CD40 en el
flowthrough y 0,104 pg/uL en la fraccion de lavado, confirmando que la mayor parte de la

proteina no fue retenida en la resina de afinidad.

Tabla 1. Valores de absorbancia (450 nm) obtenidos por ELISA para distintas diluciones del sobrenadante
previo a la purificacion, el flowthrough y la fraccion de lavado.

Factor de dilucion | Sobrenadante | Flowthrough | Lavado
10 1,902
100 0,213
1000 3,038 3,067 0
10000 2.854 2,021 0
100000 0,936 0,317 0
1000000 0,16 0,092 0

Con el objetivo de recuperar proteina funcional presente en el flowthrough (FT), se procedi6 a re-
purificar esta fraccion utilizando condiciones menos competitivas, mediante la reduccion de la
concentracion de imidazol. Sin embargo, el analisis por SDS-PAGE (Figura 26) revelo la
presencia de contaminantes en los eluidos y no se observa una banda en el PM correspondiente al
tamafio del constructo monomérico (26,4kDa). Adicionalmente, al evaluar la reactividad frente a
CD40, se observo una sefial muy baja en las fracciones eluidas, mientras que la fraccion de
Sflowthrough continu6 presentando una sefial elevada, sugiriendo una baja eficiencia de retencion

de la proteina por parte de la columna (Anexo, Figura Al).
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Figura 26. Analisis de expresion y solubilidad del constructo 4-2B Foldoncys-FcRn-OT. Fracciones

E4-E9 eluidas con tratamiento reductor y a la derecha sin reductor.

Por esta razon hipotetizamos que de alguna forma los péptidos localizados en el C-terminal del
foldon estarian interfiriendo en la exposicion de la cola de histidina y por ende la capacidad de
unidn a la columna His-trap. Como alternativa nos planteamos purificar el constructo utilizando
una columna de afinidad especifica para el dominio VH3 (VH3 MabSelect). Por otro lado,
buscamos generar versiones truncadas, una de ellas eliminando los péptidos OTs y otra
eliminando ambos péptidos (afin a FcRn y OTs). Estos nos permitiria conservar la region activa

(Nb anti-CD40-foldon) en formatos mas simples que pudiesen facilitar la expresion y purificacion

7.1.2 Version 4-2B Foldoncys-FcRn, 4-2B Foldoncys y 1-2B Foldoncys-FcRn

A partir del vector original se gener6 primero una variante sin los péptidos OTI y OTII, mediante
digestion con EcoRI (4-2B Foldoncys-FcRn). La linealizacion observada en el gel de agarosa y
la secuenciacion posterior confirmaron la eliminacion completa de ambas secuencias,
obteniéndose asi un vector base adecuado para la construccién de las versiones posteriores

(Figura 27).

[OmpA signal peptide)

4007 6007 8007 10007

D ) T T  (eos | D [ D B

RBS 6xHis peptido FcRn AviTag™  6xHis

Figura 27. Secuencia esquematica correspondiente a clones sin OTs obtenidas por digestion enzimatica con
EcoRI. Secuencia enviada por MacroGen, correspondiente al constructo sin los péptidos OTs
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Sobre esta base, se disefid el constructo 4-2B Foldoncys, en el cual se conservo tinicamente el
nanobody 4-2B fusionado al dominio foldon con las sustituciones en cisteinas. La digestion con
Kpnl permitié remover el péptido afin a FcRn, y la secuenciacion de las colonias seleccionadas

confirmo la presencia de la secuencia correcta sin mutaciones indeseadas (Figura 28).

2001 4001 600!

Nb 4-2B > E>

OmpA signal peptide 6xHis

Figura 28. Secuencia esquematica correspondiente a clones sin péptido de uniéon a FcRn obtenidas por
digestion enzimatica con Kpnl. Secuencia enviada por MacroGen, correspondiente al constructo sin los péptidos,
construccion mas sencilla
Finalmente, se gener6 la variante 1-2B Foldoncys-FcRn mediante reemplazo del nanobody 4-2B
por 1-2B usando digestion con Sfil. El inserto purificado y el vector base fueron ligados
exitosamente, y la secuenciacion confirmd la insercion precisa del nanobody 1-2B en el marco de

lectura del constructo FcRn.

En conjunto clonar estas tres construcciones nos permitié trabajar con variantes estructuralmente

comparables y orientar el disefio del Nb-foldon hacia la construccion mas prometedora.

7.2 PRUEBAS DE EXPRESION DE 4-2B FOLDON-CYS-FCRN-OT Y 4-2B FOLDON-FCRN

EN E. coLl

Se realizaron ensayos de expresion para ambos constructos: la version original (4-2B Foldoncys-
FcRn-OT) y la version sin los péptidos de OVA (4-2B Foldoncys-FcRn), con el objetivo de
optimizar las condiciones de expresion en un sistema procariota, en la cepa BL21 de E.coli. Las
condiciones evaluadas incluyeron tres concentraciones de IPTG (2, 10 y 50 pM), combinadas con

dos regimenes de incubacién: a 28 °C durante la noche (ON) y a 37 °C durante 4 horas.

Tras el periodo de induccidn, los cultivos fueron lisados por shock osmotico y las proteinas
recombinantes fueron parcialmente purificadas utilizando mini columnas de afinidad Ni-NTA. Se
recolectaron tanto alicuotas del sobrenadante de lisis (muestras no purificadas) como fracciones
eluidas, las cuales fueron analizadas por SDS-PAGE para evaluar la calidad de la expresion y

purificacion.

El analisis por SDS-PAGE del sobrenadante de lisis revel6 una alta concentraciéon de proteinas
totales; sin embargo, en las fracciones purificadas no se detectaron bandas definidas que indicaran
una purificacion exitosa del constructo de interés (Anexo, Figura A2). Esto sugiri6 que la
proteina recombinante no se encontraba en forma soluble en el sobrenadante, sino probablemente

en cuerpos de inclusion.
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Ante esta posibilidad, se repitid el procedimiento de lisis utilizando el buffer B-PER, el cual lisa
completamente las células en contraste al shock osmoético que nos permite solo obtener proteinas
del periplasma, y asi logrando obtener fracciones con mayor proporcion de proteina soluble
(Figura 29). Para considerar que la proteina se encontrara en cuerpos de inclusion, se tratd la
fraccion insoluble con una solucidén de urea 8 M, permitiendo asi la recuperacién de proteinas

presentes en dicha fraccion.

a b.
4-2B Foldoncys-FcRn-OT  4-2B Foldoncys-FcRn 4-2B Foldoncys-FcRn-OT 4-2B Foldoncys-FcRn
2uM 10uM  50uM  2uM 10uM  50uM 2uM 10uM soum  2uM 10uM  50uM
| e I e I e B B O | I 1 1 I 1 11 1
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4-28 Foldoncys-FcRn-OT  4-28 Foldoncys-FcRn

Figura 29. Anilisis de expresion y solubilidad de los constructos 4-2B-Foldoncys y 4-2B-Foldoncys-FcRn.
(a) Expresion a 28 °Cy (b) a 37 °C, evaluadas mediante SDS-PAGE con tratamiento reductor. Se muestran las
fracciones solubles (FS) e insolubles (FI) obtenidas tras lisis con B-PER y tratamiento con urea. CFS corresponde al
control no inducido de la fraccion soluble. (¢) Purificacion por afinidad a niquel (Ni-NTA) de ambos constructos
inducidos a 28 °C, comparando dos concentraciones de IPTG (2 uM y 10 uM).

Los geles correspondientes a las fracciones solubles e insolubles obtenidas tras la lisis con B-PER
mostraron una banda definida en torno a ~20 kDa en las condiciones de induccion a 28 °C (Figura
29.a), mientras que a 37 °C (Figura 29.b) esta sefial no se detect6 con claridad. Si bien este
tamafio se encuentra dentro del rango esperado para los constructos, la misma banda también
aparece en el control sin inducir, lo que indica que podria corresponder a una proteina endégena

de E. coli y no necesariamente al producto recombinante.

Por otro lado, tanto en los extractos como en el eluido de la purificacion por Ni-NTA realizada
tras induccion a 28 °C (Figura 29.c) se observo consistentemente una banda intensa alrededor de
~45 kDa, que resulta ser la especie mayoritaria que se purifica bajo estas condiciones. Dado que
este tamafio no coincide con el peso molecular esperado del constructo, es altamente probable que

esta sefial corresponda a una proteina endoégena con afinidad por la resina, y no al nanobody.
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En conjunto, la presencia simultinea de una banda de ~20 kDa no concluyente y de otra banda
dominante de ~45 kDa que no corresponde al constructo impidid obtener informacion clara sobre
la expresion del 4-2B Foldoncys-FcRn a pequefia escala. Por este motivo, decidimos avanzar
directamente a una expresion a gran escala, seleccionando la condicion que mostro el patron mas
prometedor ,28 °C 'y 10 uM de IPTG, con el objetivo de intentar recuperar el constructo mediante

una purificacioén optimizada.

7.3 EXPRESION A GRAN ESCALA Y CARACTERIZACION DE NANOBODIES ANTI-CD40

FUSIONADOS A FOLDON

Luego de las pruebas de expresion se escald la misma a una produccion mayor de los constructos
teniendo en cuenta las condiciones de expresion, lisis y purificacion mas favorables (28 °C y 10
pM de IPTG). Dado que la purificacion por IMAC mostraba un rendimiento bajo o nulo (ver
seccion 6.1.1), decidimos implementar un protocolo basado en cromatografia de afinidad usando

la resina MabSelect™ VH3 de Cytiva.

Al comparar la secuencia del clon 4-2B con los motivos conservados descritos para las secuencias
germinales de la familia VH3, se observaron coincidencias en regiones del marco FRI1,
particularmente con el motivo EVQLVQSGGGLVQAGGSLRLSC, caracteristico de este
subgrupo (109). Estas similitudes sugieren que el nanobody comparte determinantes estructurales
suficientes para ser reconocido por el ligando de proteina A modificado de la resina, lo que

respalda su uso para la purificacion especifica de esta construccion.

7.3.1 Version 4-2B Foldoncys-FcRn

En vista de los resultados obtenidos en las pruebas de expresion y considerando la mayor
simplicidad estructural del constructo sin los péptidos OTs, se procedid a escalar la produccion

de dicha quimera en cultivos de 250 mL, induciendo ON a 28°C con 10 uM de IPTG, con el

objetivo de obtener una mayor cantidad de proteina para andlisis posteriores.

La lisis celular se realizd6 mediante shock osmoético y los sobrenadantes fueron purificados

mediante cromatografia de afinidad especifica al dominio VH3.

Se recolectaron 15 fracciones eluidas que fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura 30). En el
gel se detectd una banda minoritaria similar al peso molecular esperado para la proteina
recombinante. Sin embargo, también se observo una banda mayoritaria de menor peso molecular,

lo que sugiere la posible presencia de una forma degradada del constructo.
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Figura 30. SDS-PAGE reductor 12.5% de la purificacion del constructo 4-2B Foldoncys-FcRn. Fracciones
eluidas y flowthrough, control positivo correspondiente a 4-2B foldon (sin cisteinas) producido previamente por el
grupo de trabajo.

Adicionalmente, las fracciones obtenidas tras la purificacion por afinidad a VH3 fueron evaluadas
por su capacidad de reconocimiento a CD40 mediante ELISA revelando con un anti-VHH
(Figura 31). Se realizaron curvas de union con diluciones seriadas 1/10 de los pools de fracciones
E5-E7, E13-E15 y control. Todas las fracciones mostraron reactividad frente a CD40. Sin
embargo, las fracciones E13—E15, que presentaban menor grado de degradacion aparente en SDS-
PAGE, exhibieron una respuesta ligeramente inferior al compararse con ES—E7 y con el control

positivo correspondiente a la version original del constructo.
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Figura 31. Reactividad funcional de las fracciones purificadas frente a CD40. Eje x corresponde a las diluciones
seriadas 1/10 a partir de 200 ng/uL de las fracciones 13-15 con menor grado de degradacion, 5-7 con mayor grado de
degradacion y control positivo (+) correspondiente al 4-2B Foldon sin cisteinas.

Estos resultados permiten inferir que la banda observada en el gel corresponde al nanobody (Nb)

de interés, el cual conserva, al menos parcialmente, su capacidad de unioén al antigeno. No

obstante, este analisis no permite confirmar el estado estructural completo del resto de la proteina
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de fusion. Es decir, aunque la porcion del sitio de union del nanobody parece funcional, no puede

asegurarse que el resto del constructo esté integro.

Como solucion a este conflicto se realizd una nueva expresion a gran escala con la diferencia de
que al lisado se lo tratd con inhibidores de proteasas para evitar la degradacion. Especificamente,
se adicionaron PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro) y EDTA al buffer de lisis para la mitad del
cultivo generado, para inhibir serina proteasas y metaloproteasas, respectivamente.
Simultaneamente, la mitad del cultivo fue tratada con un coctel comercial de inhibidores de
proteasas (Roche, 14584200) junto con EDTA, permitiendo comparar el efecto de ambos

tratamientos sobre la estabilidad de la proteina.

En el gel de SDS-PAGE 12.5% realizado luego de purificar la proteina se observo que en el
tratamiento con el céctel inhibidor la degradacion persistid, ya que se evidencia una banda
mayoritaria en un PM menor del esperado y correspondiente con la supuesta degradacion (Figura
32.a). No obstante, bajo condiciones no reductoras (Figura 32.b), se evidencioé que el nanobody
conserva su capacidad de oligomerizacion, observandose la formacion de dimeros y, en menor
proporcion, oligomeros de mayor tamafio. Esto sugiere que la modificacion estructural
introducida en el dominio foldon cumplié parcialmente su objetivo, permitiendo Ia

multimerizacion del nanobody a través de enlaces disulfuro.

a. b.
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Figura 32. SDS-PAGE 12.5% de la purificacion del constructo 4-2B Foldoncys-FcRn con tratamiento con
inhibidores de proteasas. Fracciones obtenidas tras la purificacion del constructo 4-2B Foldoncys-FcRn, expresado

a gran escala y tratado con coctel inhibidor de proteasas y EDTA durante la lisis. a) bajo condiciones reductoras (f3-
mercaptoetanol) b) no reductoras (sin B-mercaptoetanol). En rojo se destaca la banda de menor peso molecular
correspondiente a una supuesta degradacion.

Para el tratamiento con PMSF (Figura 33) se observa una mejora en el perfil de bandas, con
reduccion de productos de degradacion en comparacion con expresiones previas sin inhibidores.
Se observo que las fracciones con mayor concentracion de proteina total presentaban también una

mayor proporcion de producto degradado. En contraste, las fracciones correspondientes a las
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fracciones eluidas E9—E12 mostraron un perfil mas limpio, con menor presencia de productos de
degradacion. Este resultado sugiere que las proteinas en estas fracciones se encontraban en un
estado conformacional mas estable o correctamente plegado, lo que favorecié una interaccion de

mayor afinidad y fuerte con la resina anti-VH3 y por ende eluyeron mas tarde.

C+ E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 FT

120 kDa
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20 kDa -m. -
| — —
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Figura 33. SDS-PAGE 12,5% de la purificacion del constructo 4-2B Foldoncys-FcRn con tratamiento con
PMSF. Fracciones obtenidas tras la purificacion del constructo 4-2B-foldon cys sin OTs, expresado a gran escala y
tratado con PMSF y EDTA durante la lisis para inhibir la actividad proteolitica.

Se seleccionaron las fracciones con menos porcentaje de degradacion para un analisis mas

detallado, realizando un nuevo gel SDS-PAGE tanto en condiciones reductoras como no

reductoras con el fin de caracterizar de manera mas precisa el estado de integridad y

multimerizacidn del constructo recombinante (Figura 34).
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Figura 34. SDS-PAGE de las fracciones E9—E12 del constructo 4-2B Foldoncys-FcRn en condiciones
reductoras y no reductoras. Analisis de las fracciones mas puras (E9—E12) seleccionadas por su menor proporcion
de degradacion.
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Los resultados sugieren que aun en las fracciones mas limpias y menos degradadas persiste la
degradacion y esta isoforma de menor PM. No obstante, fue posible observar la formacion de
dimeros y trimeros en condiciones no reductoras, lo que confirma que la construccion conserva
su capacidad de multimerizacion. Sin embargo, entre las fracciones analizadas, E9 presentd una
banda de degradacion mas evidente y una proporcion menor de trimeros en comparacion con las
fracciones posteriores, lo que sugiere que esta muestra podria contener una mayor proporcion de

especies parcialmente degradadas.

Para evaluar la capacidad de union del nanobody a CD40, se realizé un ELISA en el que se
sensibilizo la placa con CD40 recombinante y se incubd con diluciones seriadas de un pool de las
fracciones E9-E12 de 4-2B Foldoncys-FcRn (Figura 35). A pesar de observarse productos de
degradacion en el analisis por SDS-PAGE, el nanobody mantuvo su capacidad de reconocimiento
del blanco y la curva de unioén obtenida por ELISA (Figura 35) muestra un perfil sigmoidal,

indicativo de una interaccion especifica y saturable.

La afinidad aparente fue estimada mediante ajuste sigmoidal de los datos, obteniéndose una
concentracion efectiva media (ECso) cercana a 11,5 ng/ul, equivalente aproximadamente a
4,79x1077 M para un constructo de 23 kDa.
Un ECso de esta magnitud sugiere una interaccion de afinidad moderada con CD40, consistente
con un reconocimiento especifico, aunque inferior al rango nanomolar caracteristico de

anticuerpos de alta afinidad
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Figura 35. Curva de unién del nanobody anti-CD40 4-2Bfoldoncys-FcRn, determinada por ELISA. Las placas
fueron sensibilizadas con CD40 recombinante y se incubaron con diluciones seriadas del nanobody. La linea
representa el ajuste sigmoidal de los datos experimentales (puntos). La linea discontinua indica la ECs, estimado por
ajuste no linear.

A pesar de los resultados del estado de integridad de la proteina, teniendo en cuenta que el

constructo conserva su reactividad por el blanco, se realizé un pool de las fracciones con menos

producto de degradacion (E9-E12) y se cuantificé mediante espectrofotometria, obteniéndose un
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total de proteina de 0,46 mg a una concentracién de 0,23 mg/mL. Posteriormente, se realizé un
cambio de buffer a PBS apirégeno en condiciones estériles y la muestra fue alicuotada para su

conservacién a -20°C y posterior utilizacién en ensayos in vitro.

7.3.2 Versién 4-2B Foldoncys

Al igual que en las versiones anteriores, esta construccion fue expresada en cultivo bacteriano,
purificada utilizando una columna de afinidad VH3 y se empled tratamiento con PMSF y EDTA
durante la lisis celular. Si bien la purificacion fue técnicamente exitosa en términos de cantidad
proteica, los resultados obtenidos fueron igualmente desalentadores: el andlisis por SDS-PAGE
reveld una proporcion significativa de proteina degradada, sugiriendo que la eliminacion de las
secuencias adicionales no fue suficiente para evitar la degradacion de la proteina funcional

(Anexo, Figura A3)

7.3.3 Version 1-2B Foldoncys-FcRn

Como alternativa, también se generd una construccion equivalente utilizando el nanobody 1-2B
en lugar de 4-2B, manteniendo el disefio estructural simplificado sin los péptidos OT. Esta
estrategia tuvo como objetivo evaluar si la degradacion observada previamente era especifica de
la secuencia del nanobody 4-2B o si representaba una limitacion general del disefio del constructo.
El nanobody 1-2B fue clonado exitosamente entre los sitios Sfil del vector, siendo comprobado
por secuenciacion. La construccion fue expresada en condiciones similares a las previamente

ensayadas, sin embargo, los resultados obtenidos fueron desfavorables.

E6 E7 E8 E9

120 kDa«
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60 kD"
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30 kDaws

4-2B
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20 kDa

Figura 36.SDS-PAGE de las fracciones purificadas del constructo 1-2B-Foldoncys-FcRn en condiciones
reductoras. Fracciones E6-E9 comparadas con el 4-2B Foldon sin cys.

En el analisis por SDS-PAGE (Figura 36) no se observo una banda correspondiente al peso

molecular tedrico esperado; en su lugar, se detectd una banda predominante de peso molecular
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considerablemente inferior, compatible con una forma degradada o truncada de la proteina
recombinante. Estos resultados sugieren que el problema de estabilidad podria estar asociado a la

arquitectura general del constructo y no exclusivamente a la secuencia del nanobody 4-2B.

7.3.4 Obtencién de Huella Peptidica por MALDI-TOF

Para confirmar que efectivamente la banda de menor PM corresponde a un producto de

degradacion de la proteina recombinante se realiz6 un analisis de huella peptidica.

En el analisis de espectrometria de masas por MALDI-TOF del constructo 4-2B Foldoncys-FcRn,
se compararon los espectros obtenidos para dos condiciones experimentales: la banda
correspondiente al peso molecular esperado para la proteina entera y la banda de menor peso
molecular observada en gel, presuntamente degradada, con datos de tripsinizacion teodrica

obtenidos en la herramienta web Expasy (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacion entre las masas teéricas y experimentales de los péptidos obtenidos tras la digestién con

tripsina. Se indican la masa tedrica calculada para cada péptido, la masa experimental medida por espectrometria de

masas, la diferencia entre ambas (4, en Da) y el tramo de la secuencia proteica que abarca cada péptido. Este andlisis
permitié mapear los fragmentos detectados y evaluar la integridad estructural de la proteina expresada.

Peso Secuencia peptidica Posicionenla | 4-2B A (Da) 4-2B Foldoncys- | A

molecular proteina (220 | Foldoncys- FcRn degradada | (Da)

teorico aminoacidos) | FcRn experimental

experimental

SDDYTSWGQGTQVT
TSGQAGGQGGSGSG

3647.7632 SYIPEAPR 111-147 3647.648 0.1152 no detectada
CDGEWVLLSTFLGSG

3252.4692 SGSHHHHHGTGGQR 155-185 no detectada no detectada
FVTGHFGGLYPANG

3102.3887 GGTGGLNDIFEAQK 186-215 no detectada no detectada
NTVDLQMNSLKPED

2805.1062 TAVYYCAANSR 80-104 no detectada no detectada
EFVAMITWSGGSTY

2213.4661 YADSVK 49-68 2212.97 0.4961 no detectada
AMAQVQLVQSGGGL

2128.4539 VQAGGSLR 1-22 2128.025 0.4289 no detectada

1420.6278 TFTNYPMGWFR 31-41 no detectada no detectada
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840.9288 DGQCYVR 148-154 no detectada no detectada

806.955 LSCAVTGR 23-30 804.177 2.778 804.151

713.7674 IEWHE 216-220 no detectada no detectada
658.7314 YSGGFK 105-110 no detectada no detectada
623.7295 FTLSR 71-75 no detectada no detectada
500.5749 QAPGK 42-46 no detectada no detectada

Teniendo en cuenta que el equipo cuenta con una alta precision (con un error estimado de 1 Da
cada 1x10%) la comparacién entre los picos tedricos y experimentales revela una baja
coincidencia. Si bien algunos péptidos esperados fueron detectados, estos no se confirmaron
mediante secuenciacion, la mayoria de los picos obtenidos no corresponden con los valores
teoricos, lo cual dificulta, ain mas, una conclusion definitiva respecto al estado estructural

completo del constructo.

A pesar de la senal de secrecion al periplasma que poseen nuestros constructos, la formacion de
puentes disulfuro no es completamente eficiente en bacterias, lo que probablemente favorecio el
mal plegamiento y la exposicion de regiones sensibles del C-terminal a proteasas. A pesar de
degradacion, se puede inferir que la region VHH sigue siendo funcional debido a que los
constructos mantienen su reactividad contra CD40 y ademas fue posible la purificacién por la
columna de afinidad a VH3. De todas formas, ante las dificultades encontradas decidimos

explorar otro sistema de expresion.

7.4 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE 4-2B FOLDONCYS Y 4-2B FOLDONCYS-

FCRN-OT EN SISTEMA EUCARIOTA

Como alternativa a la expresion procariota y sus limitaciones para este constructo, se clonaron
individualmente las diferentes regiones funcionales en un vector de expresion eucariota, con el

fin de mejorar su estabilidad y obtener una proteina que se exprese de manera 6ptima.

7.4.1 Generacion de versiones 4-2B Foldoncys, 4-2B Foldoncys-FcRn y 4-2B Foldoncys-
FcRn-OT

Se generaron mediante PCR amplicones del tamafio esperado: para el par 1 (Fw- Rv Foldoncys)

169 pb, par 2 (Fw-Rv Foldoncys-FcRn) 229 pb, par 3 (Fw-Rv Foldoncys-FcRn-OT) 345 pb. La
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ausencia de bandas en los controles confirma la especificidad de la reaccion y la ausencia de

contaminacion (Figura 37).

Par1 Ctl1 Par 2 Ctl2 Par3 Cti3 MPM

3 «— 500 bp
400 bp
300bp
200bp
100bp

Figura 37. Electroforesis en gel de agarosa para las reacciones de PCR de las tres variantes: foldon (Par 1),
foldon-FcRn (Par 2) y foldon-FcRn-OT (Par 3). Se incluyen los respectivos controles negativos sin ADN molde (Ctl).
Se utilizé6 marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder (NEB).

Estos amplicones fueron digeridos y ligados al vector pcDNA para expresion eucariota

exitosamente. A partir de los clonados se realizd6 una PCR de colonias (colony-PCR) para

confirmar el clonado correcto.

Por PCR de colonias con los pares de primers generados en 6.4.1 se observd amplificacion
especifica en las colonias C y D correspondientes a la construccion 4-2B Foldoncys-FcRn-OT
(marcadas en rojo), con un tamafio de banda esperado de 345pb (Figura 38). No se detectd
amplificacion en las colonias de las construcciones restantes, lo que indica ausencia del inserto.
Los controles positivos (+) para cada construccion presentaron bandas con el tamafio esperado,
confirmando la especificidad de los primers y diferenciando claramente los tamafios de los tres
productos esperados (169 pb, 229 pb y 345 pb). El control negativo de colonia para 4-2B

Foldoncys presentd una banda de menor peso molecular, indicando posible contaminacion.

77
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Figura 38. Analisis por PCR de colonias para la identificacion de clones positivos. PCR de colonias utilizando
los primers disefiados en la seccion 6.4.1 para detectar la presencia de los insertos correspondientes a tres
construcciones: 4-2B Foldoncys (169 pb), 4-2B Foldoncys-FcRn (229 pb) y 4-2B Foldoncys-FcRn-OT (345 pb). A—
D: colonias seleccionadas; C-: control negativo de PCR; C+: control positivo de la construccion; C- col: colonia
proveniente del control de ligacion sin inserto; MPM: marcador de peso molecular.

Se realiz6 la ligacion nuevamente del vector con el inserto que solo contiene el Foldoncys
(amplificado con el par 1 de primers) y a partir de 4 colonias se realiz6 una amplificacion del
ADN por miniprep y desde este ADN se confirmo6 el clonado por PCR con una nueva estrategia
de amplificacion, donde se utiliz6 como primer Forward un primer que amplifica en la region del

vector de IgKappaleader y el reverse que amplifica al Foldon-cys obteniendo una colonia positiva.

7.4.2 Expresion y caracterizacion de quimeras recombinantes

Se expresaron ambas construcciones en células HEK293 y EXPI293F, obteniendo
aproximadamente 3.5 mg de la proteina 4-2B Foldoncys y 0.4 mg de 4-2B Foldoncys-FcRn-OT
a partir de 30 mL de cultivo.

Para caracterizar a 4-2B Foldoncys se realizé una electroforesis en gel SDS-PAGE 12,5% en
condiciones reductoras y no reductoras para comprobar la formacion de complejos multiméricos

(dimeros y trimeros) esperados por la asociacion de los dominios foldon (Figura 39).
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Figura 39. Analisis de la oligomerizacion de 4-2B Foldoncys por SDS-PAGE.
Gel SDS-PAGE 12,5% en condiciones no reductoras y reductoras (DTT) donde se distinguen especies monoméricas,
diméricas y triméricas. Se utiliz6 el marcador de peso molecular (MPM) PAGEMASTER de GenScript.

Dado que surgieron dudas sobre el tamafio de las bandas, para estimarlas con mayor precision se
construy6 una curva de calibracion representando el logaritmo del peso molecular (log MW)
frente a la retencion (o distancia de migracion) de los estandares de peso molecular (MPM) que

se usé para estimar sus pesos moleculares aparentes.

En presencia de agente reductor, la proteina migré mayoritariamente en forma monomérica, con
un peso molecular aparente de 18,9 kDa que es cercano al esperado (19,14 kDa obtenido en
protparam Expasy), confirmando la correcta expresion de la construccion. Adicionalmente, en
condiciones no reductoras fue posible identificar la multimerizaciéon del constructo, obteniendo
tres especies mayoritarias de 17 kDa, 40,4 kDa y 73,6 kDa, correspondiente a las formas
monomeérica, dimerica y una posible especie de mayor orden (trimero/tetrimero). Cabe destacar
que, a esa altura del gel, la resolucion de las bandas es limitada, por lo que la sefial de 73,6 kDa

podria corresponder a una mezcla de trimeros y tetrameros.

En la publicacion original de Lu et al. se reportan niveles de trimerizacion cercanos al 100 %
utilizando la misma configuracion de cisteinas introducidas en el dominio foldon (101). Por tanto,
se esperaba observar una trimerizacion casi completa del Nb-foldon en condiciones no reductoras.
Sin embargo, el andlisis densitométrico de las bandas, realizado con el software MyGels (110),
reveld que solo un 27,5 % de la proteina se encontraba en forma trimérica, mientras que las

fracciones monomérica y dimérica representaron el 32 % y 40,5 %, respectivamente.

Cabe destacar que, al tratarse de un gel desnaturalizante, este analisis no refleja el estado de

oligomerizacion en solucion, lo cual corresponderia analizar por gel filtracion.

79



Con el objetivo de confirmar la presencia de las distintas especies observadas en el gel, se realizd
ademas un analisis por espectrometria de masas (MALDI-TOF) de este constructo. En dicho
analisis se identificaron picos correspondientes al monomero (~18 kDa), asi como a especies de
mayor masa (~38 kDa, ~58 kDa y ~77 kDa), compatibles con las formas di-, tri- y tetramérica del
constructo (Figura 40). Estos resultados respaldan la capacidad del dominio foldon-cys para
promover la multimerizacion esperada y constituyen una evidencia complementaria de la correcta

formacion de estructuras oligoméricas.
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Figura 40. Espectro de masas obtenido por MALDI-TOF del constructo Nb-Foldon-cys, utilizando acido
sinapinico como matriz. En el analizador de masas se observaron picos a 18 062 Da, 38 192 Da, 57 877 Da'y 77 239
Da, correspondientes a las distintas especies detectadas del constructo.

Con estos resultados y considerando que el objetivo de la multimerizacion covalente a través de
la introduccion de los residuos de cisteinas es aumentar la estabilidad del trimero que permita
realizar estudios de actividad agonista in vivo, esta preparacion podria oficiar como una primera

aproximacion a estos estudios.

Mediante ensayos de ELISA se observd que ambas construcciones Nb-foldon mantienen una
buena capacidad de unién a CD40. En particular, el constructo 4-2B Foldoncys mostrd una curva
de union con un ECso bajo, lo que indica una avidez mayor que el constructo 4-2B Foldoncys-
FcRn-OT (Figura 41). No obstante, debido a la baja eficiencia de produccion, no fue posible
caracterizar correctamente a 4-2B Foldoncys-FcRn-OT por SDS-PAGE, lo que limita la
interpretacion estructural y dificulta establecer una correlacion directa entre el estado oligomérico
y la avidez observada. Aun asi, los resultados confirman que ambas versiones conservan la

capacidad de interactuar con CD40, aunque pueden diferir en su grado de multivalencia funcional.
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Figura 41. Curva de unién a CD40 de los nanobodies 4-2B Foldoncys y 4-2B Foldoncys-FcRn-OT determinada
por ELISA. Las placas fueron sensibilizadas con CD40 recombinante y se incubaron con diluciones seriadas del
nanobody. La curva muestra una respuesta dependiente de la concentracion, con saturacion a concentraciones
elevadas. La linea representa el ajuste sigmoidal de los datos experimentales (puntos). Se indica el ECs, estimado en
nM por ajuste no linear.

Estos resultados nos impulsaron a evaluar su capacidad de activacion in vitro, dado que existen
antecedentes que demuestran que el dominio foldon puede inducir multimerizacion funcional. Sin
embargo, nuestro objetivo fue determinar si las modificaciones introducidas en nuestras
construcciones podrian potenciar dicha activacion. Asimismo, decidimos avanzar con su

evaluacion in vivo, ya que versiones previas de esta construccion no mostraban actividad

bioldgica detectable.

7.5 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE NANOBODIES ASOCIADOS A LA REGION FcC

DE IGG1 MURINA

Dado que las construcciones originales 1-2B y D9 se encontraban fusionadas a un Fc humano
(h1Fc), y se habia observado en el grupo de trabajo que estas no inducian activacion debido a la
baja afinidad del h1Fc por el receptor FcgRIIb murino, se procedi6 a generar nuevas versiones
fusionadas al Fc de IgG1 murina (m1Fc) con el objetivo de favorecer la interaccion con FcyRIIb
y potenciar su actividad agonista. Para ello, los nanobodies 1-2B y D9 fueron clonados
exitosamente en el vector pcDNA-Fc IgG1 murina, en el que previamente se habia insertado el
nanobody 4-2B. La seleccion de estos clones se basé en su reconocimiento de epitopos distintos
al de 4-2B, lo que permite evaluar diferencias en el modo de interaccion con CD40. En particular,
D9 fue incluido por presentar un epitopo solapante con 1-2B y por contar con antecedentes de
actividad agonista similar en otro formato experimental, lo que lo convierte en un candidato

relevante para comparar la respuesta funcional en el contexto del F¢c murino.
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Estos se expresaron de manera exitosa en células eucariotas HEK293 obteniendo 0,5 mg de cada
Nanobody-m1Fc a partir de 150 ml de cultivo. Se analizaron por SDS-PAGE con y sin tratamiento
reductor (Figura 42), donde se observo en ambos casos una banda cercana al PM esperado para
estos Nb (46 kDa), destacados en el cuadrante rojo, aunque se observa en los carriles reducidos

una reduccion parcial.

1-2B mFc D9 mFc
Sin reductor Reductor
Reductor Sin reductor 4 - :
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Figura 42. Analisis por SDS-PAGE de los nanobodies anti-CD40 fusionados a IgG1 murina. Se evaluaron las
proteinas purificadas 1-2B-m1Fc y D9-m1Fc por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,5% bajo condiciones
reductoras y no reductoras. Ambas construcciones muestran una banda mayoritaria con una movilidad compatible
con el peso molecular esperado para un nanobody fusionado a la region Fc de IgG1 murina (~50 kDa). MPM
pagemaster GenScript
La reactividad de los nanobodies contra CD40 se evaluo en un ensayo de ELISA (Figura 43).
Ambos nanobodies fusionados a Fc (1-2B-m1Fc y D9-ml1Fc) reconocen eficientemente el
ectodominio murino de CD40, como lo demuestra la similitud en la forma de las curvas de unién
por ELISA y los valores de EC50 obtenidos (2,9 x 10®* M y 6,3 x 10 M, respectivamente). Estos

valores se encuentran dentro del rango esperado para nanobodies de afinidad moderada-alta y

muy similares, lo que confirma una interaccion eficiente de los Nanobodies 1-2B y D9 por CD40.
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Figura 43. Curva de ELISA evaluando la reactividad de los nanobodies D9-m1Fc (A) y 1-2B-m1Fc (e). La
placa se sensibiliz6 con 0,5 pg/mL de ectodominio murino recombinante de CD40 y se reveld con un anticuerpo anti-
IgG1 murina conjugado a peroxidasa. EC50: concentracion correspondiente al 50 % de la sefial maxima de
absorbancia a 450 nm.
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Esta primera caracterizacion, valida la correcta expresion y funcionalidad de los nanobodies
fusionados a IgG1 murina, y constituyen un paso clave para su posterior evaluacion funcional in

Vitro.

7.6 GENERACION Y CARACTERIZACION DE NANOBODIES BIPARATOPICOS

Con el fin de potenciar la sefializacion mediada por CD40 mediante el reconocimiento simultaneo
de epitopes distintos, se generaron construcciones tetravalentes mono y biparatdpicas fusionadas

a regiones Fc de inmunoglobulinas murinas.

La expresion del anticuerpo biparatopico 1-2B/4-2B recombinante en HEK293 fue evaluada por
SDS-PAGE, observandose una banda de aproximadamente 60 kDa correspondiente al formato
biparatopico con Fc murina (Figura 44) distinta de la del formato monoespecifico m1Fc-1-2B,
lo que confirma la correcta expresion y el aumento esperado de peso molecular por la
incorporacion del segundo dominio. Asimismo, se observa una banda en el flowthrough similar
a la proteina, sin embargo, por el sistema de expresion y PM se sabe que podia corresponder a

BSA del suero fetal del medio de cultivo de las células HEK293.
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Figura 44. SDS-PAGE de las fracciones FT, Wash, E11, E14 y ES. Fracciones correspondientes a la purificacion
por HisTrap-Excel del constructo biparatopico m1Fc-1-2B-4-2B comparando con el formato monoespecifico m1Fc-
1-2B, junto al marcador de peso molecular pretefiido (MPM: Prestained Protein MW Marker 26612). El analisis se
realizé en condiciones reductoras.

Se evalud la capacidad de union del nanobody biparatopico mediante ELISA, comparando su
comportamiento con el de un formato biespecifico que contiene un nanobody irrelevante junto a
4-2B. A partir de las curvas de union (Figura 45) se realizo el calculo de valores de ECso por
ajuste sigmoidal, siendo 9,6 x 10"'' M para m1Fc 1-2B/4-2B y 1,5 x 10"'°M para m1Fc mR31/4-

2B (control biespecifico). Los valores de ECso no nos permiten diferenciar la avidez entre ambos

formatos, aunque si representan una alta afinidad por el antigeno. No obstante, esto no descarta
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que el formato biparatépico pueda mejorar la funcionalidad a través de otros mecanismos, como

la induccion mas eficiente de agrupamiento de receptores, relevante para su posible actividad

agonista.
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Figura 45. Curva de ELISA evaluando la reactividad del nanobody biparatépico m1Fc 1-2B 4-2B (e) en
comparacion con un formato biespecifico de control m1Fc MR31 4-2B (m). La placa se sensibilizé con 0,5 pg/mL
de ectodominio murino recombinante de CD40 y se revel6 con un anticuerpo anti-IgG1 murina conjugado a
peroxidasa. ECso: concentracion molar correspondiente al 50 % de la sefial maxima de absorbancia a 450 nm.
Para investigar si el formato biparatépico permite la union simultanea a ambos epitopes, se realizo
un ensayo de bloqueo por ELISA. En este, se pre-incubd el antigeno con uno de los nanobodies
monoespecificos (1-2B o 4-2B) fusionados a h1Fc, seguido de una segunda incubacion con el
biparatopico en diluciones seriadas. Este ensayo se reveld con un anti-mouselgG1l que no posee
reactividad cruzada por IgG humana. Los resultados (Figura 46) evidencian que la sefial de union

del biparatopico no se ve afectada por la saturacion previa de uno de los epitopes, lo que sugiere

que puede unirse simultaneamente a ambos sitios.
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Figura 46. Ensayo de bloqueo por ELISA para evaluar la capacidad del nanobody biparatépico m1Fc 1-2B 4-
2B de unirse simultineamente a los epitopes 1-2B y 4-2B. La placa fue sensibilizada con 0,5 pg/mL de
ectodominio murino recombinante de CD40. Se pre incubo el antigeno con uno de los nanobodies monoespecificos
fusionados al Fc de IgG1 humana (1-2Bh1Fc o 4-2Bh1Fc), seguido de incubacion con el biparatopico en diluciones
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seriadas. La deteccion se realizd con un anticuerpo anti-IgG1 murina conjugado a peroxidasa. Absorbancia medida a
450 nm.

Como complemento al ensayo de ELISA de bloqueo, se realizdO un experimento de union

secuencial por interferometria de biocapa, con el objetivo de evaluar la capacidad del nanobody

biparatopico de unirse simultaneamente a ambos epitopes reconocidos por los clones 1-2B y 4-

2B (Figura 47). Para ello, se disefiaron varias condiciones experimentales en las que se

bloquearon uno o ambos epitopes utilizando nanobodies monoespecificos, seguidos de la

incubacion con el constructo biparatopico.
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Figura 47. Experimento de union secuencial por interferometria de biocapa para evaluar la capacidad del
nanobody biparatépico 1-2B;4-2B de unirse simultineamente a ambos epitopes. Se emplearon biosensores
amino-reactivos sensibilizados con CD40 recombinante, seguido de incubaciones secuenciales con nanobodies

monoespecificos y biparatopico segun el orden indicado. El eje Y representa el cambio en interferometria (binding,
nm) como indicador de interaccion molecular.
En un primer esquema (linea violeta), se inmovilizo el antigeno y se incub6 inicialmente con el
nanobody 1-2B, bloqueando asi uno de los epitopes. Posteriormente, se afiadi6 el biparatopico
para evaluar si atin podia unirse al epitope restante (4-2B). Para confirmar que se habia producido
esta union, se agregd 4-2B al final observando que no habia unién. En este caso, se observo un
incremento de sefial al afiadir el biparatopico tras 1-2B, lo cual indica que el epitopo 4-2B

permanecia accesible. La posterior adicion de 4-2B no generd mayor sefial, lo que confirma que

dicho epitope ya habia sido ocupado por el biparatopico.

En una segunda condicion (linea rosa), se bloquearon ambos epitopes incubando secuencialmente

con los nanobodies 1-2B y 4-2B antes de afiadir el biparatopico. En este caso, no se detecto sefial
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adicional al agregar el biparatdpico, lo que demuestra que su interaccion depende de la presencia

libre de al menos uno de los sitios de union.

En sentido inverso (linea azul), se incub6 primero con el biparatopico, y luego con los nanobodies
monoespecificos por separado o en combinacién. La falta de incremento de senal tras la adicion
de los monoespecificos sugiere que el biparatopico habia ocupado ambos sitios de forma

simultanea, impidiendo la unién de los clones individuales.

En conjunto, estos resultados confirman que el anticuerpo biparatdpico puede reconocer y unirse
de forma simultanea los epitopes reconocidos por los clones 1-2B y 4-2B, cumpliendo con los

criterios funcionales de biparatopicidad.

Ademas del anticuerpo biparatopico de fusion a m1Fc, se generaron dos versiones alternativas
para evaluar los factores determinantes del agonismo a CD40. Por un lado, se logré expresar y
purificar un anticuerpo biparatopico 1-2B/4-2B donde la region Fc en lugar de ser IgG1 murina
es una version IgG2a LALA, version que presenta mutaciones y esta disefiada para disminuir la
afinidad por receptores Fc (111). Esta version se generd para comprobar si el aumento de la
valencia podria dotar de actividad agonista independiente de la interaccion con FcyRs. Ademas,
se generd una version tetravalente monoespecifica del nanobody 1-2B, clonando un segundo
inserto del mismo nanobody entre los sitios EcoRI y Xhol del vector que ya contenia 1-2B entre
los sitios Sfil lo que permitira evaluar si el aumento de la valencia, en ausencia de biparatopicidad,

es suficiente para conferir actividad agonista.

En el caso de la variante biparatopica 1-2B/4-2B-IgG2a LALA, no se presentan de forma
independiente los analisis de SDS-PAGE ni ELISA, dado que su caracterizacion bioquimica se
realiz6 en conjunto con la version 1-2B/4-2B-m1Fc, confirmandose en ambos casos una correcta

expresion y union a CD40.

Por el contrario para el anticuerpo tetravalente 1-2B/1-2B se incluyd la caracterizacion por SDS-
PAGE en el Anexo (Figura A4) y se incorpord un analisis comparativo de avidez mediante

ELISA (Figura 48 ).

86



3= /'_,—4
E
c 2_
(=]
2
2
=<
8
< 1+
0 i| T T 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Concentracion (ng/mL)

-@- Bipar m1Fc EC50=0,1 nM
Tetravalente 1-2B EC50=0,12 nM
-4 1-2B m1Fc EC50=16.6 nM

Figura 48. Curvas de ELISA evaluando la reactividad frente a CD40 de los constructos 1-2B-m1Fc (m), 1-2B/4-
2B-m1Fc (o) y 1-2B tetravalente (A ). Las placas se sensibilizaron con 0,5 pg/mL de ectodominio murino
recombinante de CD40 y la deteccion se realizo utilizando un anticuerpo anti-IgG1 murina conjugado a peroxidasa.
ECso: concentracion molar correspondiente al 50 % de la sefial maxima de absorbancia a 450 nm.

En esta figura se observa como tanto el anticuerpo biparatépico m1Fc como el tetravalente 1-2B
mlFc poseen curvas superpuestas con una avidez comparable (EC50 0.1 nM y 0.12 nM,
respectivamente). Adicionalmente ambos constructos mostraron valores de EC50 claramente
inferiores al del 1-2B-m1Fc (EC50 16.6 nM), indicando que requieren menores concentraciones
para alcanzar la mitad de la sefial maxima, y por ende la unidon por CD40 es de mayor avidez, que

es lo esperable al aumentar la valencia.

7.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD AGONISTA DE LOS NANOBODIES ANTI-CD40 IN-

VITRO

7.7.1 Formatos utilizados y posibles formas de activacién

Tras la caracterizacion bioquimica de los nanobodies seleccionados, y con el objetivo de
determinar su potencial funcional, se procedié a evaluar su actividad agonista sobre CD40
mediante ensayos funcionales in vitro. Reproduciendo los ensayos previamente realizados en el
grupo de trabajo, se estimularon esplenocitos de raton y se evalud la activacion de células B

mediante la deteccion de ICAM-1 o CD86 por citometria de flujo.
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Como se evidencio, a lo largo de este trabajo se generaron distintos formatos con los Nbs anti-
CDA40 disponibles. Estos incluyen formas resultantes de la combinacion con el dominio foldon, y
versiones con distintos Fc asociados a uno o dos nanobodies, estos Gltimos en combinaciones

bivalentes (ambos nanobodies idénticos) o biparatdpicos (dos nanobodies que reconocen epitopes
distitnos en CD40) (Figura 49).
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Figura 49. Esquema general de los distintos formatos generados con los nanobodies anti-CD40 evaluados in-
vitro. Se muestran los nanobodies 4-2B, 1-2B y D9, junto con las construcciones derivadas que incluyen: un
nanobody trimerizado mediante el dominio foldon y fusionado a péptidos afin a FcRn, OTI y OTII para ensayos de
presentacion antigénica. También las versiones fusionadas a regiones Fc de inmunoglobulinas murinas (mIgG1 y
mlgG2 con mutacion LALA).

Estas variantes podrian dar lugar a distintas formas de activacion in vitro como se muestra en la

figura 50.

4-28 Folloncys-FcRn-OT
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Figura 50. Mecanismos de activacion del receptor CD40 por distintos formatos de ligandos y anticuerpos.
(1) Monomeros del receptor CD40 distribuidos en la membrana sin entrecruzamiento, en estado inactivo. (2)
Anticuerpos monoespecificos agonistas requieren la interaccion de su region Fc con FcyRIIB en células accesorias
para inducir la agregacién de CD40 y activar la sefializacién intracelular. (3) Anticuerpos biparatopicos disefiados
para reconocer epitopos no superpuestos pueden inducir activacion mediante entrecruzamiento directo de CD40. Al
poseer una region Fe (IgG1 de raton), también pueden interactuar con FcyRIIB, lo que potencia la sefalizacién. (4)
Anticuerpos biparatopicos con Fc mutado (LALA), disefiados para reconocer epitopos no superpuestos, inducen
activacion mediante entrecruzamiento directo de CD40, de forma independiente de FcyRIIB (5) Nanobody fusionado
al dominio foldon podria trimerizarse e inducir el entrecruzamiento del receptor y activacion exitosa.

En un primer experimento (Figura 51), se logré evidenciar que el clon 1-2B indujo la mayor
expresion de ICAM-1 entre todos los nanobodies monoespecificos de fusiéon a m1Fc, lo que

sugiere un mayor potencial agonista.
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Figura 51. Analisis por citometria de flujo de la activaciéon de células B en esplenocitos de ratéon estimulados
con nanobodies anti-CD40. Las células B fueron definidas como B220"CD3".Se evaluo la expresion del marcador
ICAM-1 como indicador de activacion en células B tras estimulacion con distintos nanobodies anti-CD40: D9, 1-2B-
Fc, 4-2B-Fc y 4-2B-Foldon (sin modificaciones cys ni péptidos). Se analizaron tres concentraciones diferentes para
cada proteina, y se reporta la media geométrica de fluorescencia de ICAM-1-PE para cada condicion. Se utilizo el test
Two Way Anova con el test Tukey's para comparaciones multiples: *p<0,05; **p<0,01
Estos resultados se correlacionan con observaciones previas reportadas para otros anticuerpos
monoclonales anti-CD40, donde se ha demostrado que la actividad agonista depende de multiples
factores, incluyendo el epitope de union, la valencia del constructo y la interaccion con FcyRIIB
(34). En este caso, donde el tnico factor que difiere es el epitope de unidn, la variabilidad
observada entre los clones 1-2B, D9 y 4-2B sugiere que la geometria de union al receptor CD40

y los epitopes reconocidos son determinantes para la activacion de este receptor.

En un segundo experimento se buscé evaluar el efecto del aumento de la valencia sobre la
actividad agonista in vitro. Para este analisis se emple6 la expresion de CD86 como marcador de

activacion de células B, dado que corresponde a un marcador validado en ensayos previos y
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representa una alternativa viable, considerando que el grupo de trabajo ya no disponia de

anticuerpos para detectar [CAM-1.

Se realizaron dos ensayos independientes (A y B) bajo las mismas condiciones experimentales,
comparando los constructos bivalentes (1-2B m1Fc y 4-2B m1Fc) con las variantes tetravalentes
monoespecificas (1-2B/1-2B) y biparatopicas (1-2B/4-2B) en sus versiones con Fc de IgGl
murina funcional (m1Fc) y con Fc de IgG2a portador de la mutacion LALA (m2aLALA) (Figura
52).
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Figura 52. Analisis por citometria de flujo de la activacion de células B por anticuerpos anti-CD40 evaluadas
mediante expresion de CD86. Se evaluo la activacion de células B en esplenocitos de raton mediante la expresion de
CD86, tras estimulacion con diferentes constructos de nanobodies anti-CD40. Se analizaron cinco concentraciones
por constructo, en dos experimentos independientes realizados el 9 y el 28 de abril, cada uno con tres réplicas. Se
reporta la media geométrica de fluorescencia de CD86 para cada condicion. El baseline corresponde a la intensidad
de fluorescencia en pocillos no estimulados.

En ambos ensayos el constructo Biparatopico-LALA mostré una actividad casi nula y se
observaron comportamientos erraticos en los niveles de activacion inducidos por los distintos

constructos, con curvas con alta variabilidad entre réplicas.

Dada esta variabilidad, para facilitar la comparacion entre agonistas particulares, procedimos a

normalizar las curvas para cada anticuerpo respecto a la intesidad de fluorescencia en ausencia de
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estimulo (baseline). Como se muestra en la Figura 53, se pudo observar gran variabilidad entre

los experimentos, sobre todo en los anticuerpos que nos interesan: los biparatopicos y el

tetravalente.
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Figura 53. Comparacién de la activacion de células B entre dos experimentos independientes mediante
normalizacion de la sefial de CD86. Para evaluar la reproducibilidad entre ensayos, los valores de fluorescencia
media geométrica de CD86 fueron normalizados respecto al control sin estimular (RPMI) en cada experimento. Se
comparan las curvas de activacion de los distintos constructos entre las estimulaciones de los ensayos A y B.

La activacién estimada mediante la expresion de CD86 no mostré un patréon reproducible entre

experimentos, particularmente a concentraciones altas de los constructos. En lugar de observar

curvas dosis-dependientes que aumentan progresivamente hasta alcanzar una meseta, algunas
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curvas exhibieron un comportamiento atipico, con una disminucién de la media geométrica a

concentraciones elevadas.

Un ejemplo es el anticuerpo tetravalente 1-2B, que presenta una caida de la sefial a altas dosis.
Aunque inicialmente podria considerarse que este patroén no es el esperado para receptores de la
familia TNFR, evidencia reciente indica que lo que en realidad no se ajusta a estos agonistas es
la clasica relacion dosis—respuesta sigmoidal. Diversos estudios muestran que los anticuerpos
agonistas dirigidos a receptores coestimuladores suelen presentar curvas en campana, con pérdida

de actividad a concentraciones elevadas (112).

En particular, Yang et al. reportaron que los agonistas altamente potentes del receptor OX40
mostraron una disminucion de la sefial a concentraciones elevadas (56). Aunque OX40 es un
receptor distinto, pertenece a la misma superfamilia que CD40 y comparte un mecanismo de
activacion basado en el entrecruzamiento y la formacion de agregados supramoleculares en la
membrana. Por ello, este antecedente podria ser relevante para interpretar la caida observada en

nuestros ensayos, especialmente para los constructos con mayor capacidad agonista.

De acuerdo con el review de Nature Reviews Drug Discovery, este comportamiento podria
explicarse por dos mecanismos no excluyentes. Por un lado, concentraciones muy altas de
anticuerpo pueden provocar una sobreactivacion que derive en atenuacion de la sefal,
agotamiento celular o incluso activation-induced cell death (AICD). Aunque el agotamiento se
describe tipicamente tras estimulos cronicos, el review sefiala que, en ensayos in vitro,
concentraciones excesivas pueden generar una activacion no productiva desde el inicio. Por otro
lado, también se describe que un exceso de anticuerpo altera la estequiometria Optima para el
entrecruzamiento, favoreciendo la formaciéon de complejos no productivos que impiden la

oligomerizacion eficiente del receptor y reducen su capacidad agonista (112).

Otro problema fue que, al comparar la respuesta de diferentes constructos a una concentracion
determinada, un nanobody podia mostrar mayor activacion relativa que otro, pero esa relacion se
invertia a otra concentracion. Esta falta de consistencia impide establecer comparaciones
confiables entre los diferentes formatos y limita la validez de las conclusiones derivadas de estos

experimentos.

Teniendo estos resultados en cuenta se procedio a repetir el experimento, esta vez analizando los
marcadores [CAM-1 y CD86 en simultaneo (Figura 54). En este experimento, hubo dificultades
al analizar la actividad del anticuerpo tetravalente 1-2B en las concentraciones superiores (20 y
200 nM). Se observaron pocas células y por ende no se pudieron definir poblaciones ni realizar
el gating correspondiente en el analisis por citometria de flujo, como consecuencia estos puntos
no fueron incluidos (Anexo, figura AS). Esto podria relacionarse con un efecto de citotoxicidad

o pérdida celular inducida por activacion excesiva del receptor CD40, lo cual es coherente con el
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perfil en forma de campana observado previamente para este tetravalente a altas concentraciones
(Figura 53), donde una sefalizacion no productiva o desregulada podria traducirse tanto en una

caida de la activacion como en una disminucion del nimero de células recuperadas.
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Figura 54. Curvas de activacion de células B por nanobodies anti-CD40 evaluadas mediante expresién de
ICAM-1y CD86. En el eje Y se expresa la media geométrica para los marcadores asociados a fluoroforos ICAM1-
PE y CD86-BV421, el eje x corresponde a las concentraciones de estimulo en nM. Se observan las curvas
correspondientes a los distintos constructos detallados en la figura

Al analizar la titulacion de los estimulos (Figura 54) nos encontramos con una gran diferencia de
expresion de los marcadores ICAM-1 y CD86. Observamos que para los mismos estimulos los
resultados son muy distintos, teniendo una mejor sensibilidad el marcador ICAM-1. Para este
ultimo, los resultados indican que el aumento de la valencia, tanto en el formato biparatopico,
mas aun para el Nb 1-2B tetravalente, hay un aumento en la expresion del marcador en
comparacion con los anticuerpos monovalentes (4-2B m1Fc y 1-2B m1Fc) y el constructo foldon.
Asimismo, la construccion biparatopica con la mutacion LALA, cuya accion es independiente al
receptor de Fc, mostro cierta activacion que fue similar a los constructos monovalentes y mayor
al constructo 4-2B hlFc, a pesar de que ambos presentan afinidad reducida por el receptor
FcyRIIB. Este resultado sugiere que al aumentar la valencia se puede prescindir de la interaccion

con los receptores de Fc, a pesar de que la interaccion con los mismos potencia la actividad.
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A concentraciones altas, el efecto observado resulta confuso, y algunos agonistas,
inseperadamente, parecen disminuir su actividad. Esto sumado al problema de mortalidad celular
mencionado anteriormente al analizar la actividad del Nb 1-2B tetravalente a altas
concentraciones, nos llevaron a focalizar la comparacion de la actividad agonistas a bajas

concentraciones (0,2 nM y 2 nM).
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Figura 55. Comparacion de la media geométrica de ICAM1-PE en células B para los distintos anticuerpos
anti-CD40 a bajas concentracioenes . a) Media gedmetrica de los constructos a una concentracion de 0,2 nM de
estimulo b) Media gedmetrica de los constructos a una concentracion de 2 nM de estimulo. . Si bien no se muestra en
la figura, a la concentracion de 2 nM todos los anticuerpos evaluados presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto al control negativo (RPMI). El andlisis estadistico se realizo mediante ANOVA de una via
con prueba Tukey de comparaciones multiples *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
Como se observa en la figura 55, a la concentracion mas baja (0,2 nM), la inica construccidon que
exhibiod diferencias significativas con el control sin estimulacion fue el anticuerpo tetravalente 1-
2B. Esta tendencia como mejor activador se ve reflejada también en la siguiente concentracion (2
nM), donde el anticuerpo tetravalente exhibié una activacion significativamente mayor que todos

los otros constructos. En esta tltima concentracion todos los anticuerpos mostraron una diferencia

significativa respecto al control (RPMI), indicando una activaciéon moderada.

Al comparar las distintas estrategias de multimerizacién u oligomerizacion, se observo que los
anticuerpos tetravalentes, tanto monoespecificos como biparatdpicos, presentaron una actividad
significativamente mayor que la construccion Foldoncys. Esto indica que el aumento de la
valencia tiene un impacto mas pronunciado sobre la potencia agonista, favoreciendo un
entrecruzamiento mas eficiente del receptor CD40 y una sefalizacion intracelular mas robusta en
las condiciones ensayadas in vitro. Sin embargo, es importante considerar que la construccion
Foldoncys presento la limitacion de no formar un 100 % de trimeros covalentes; y dado que no

se realizo una caracterizacion del estado oligomérico por cromatografia de filtracion en gel, no es
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posible determinar con precision la proporcion real de trimeros presentes en la preparacion. Esto
podria contribuir a la menor actividad observada en comparacion con los anticuerpos

tetravalentes.

Es importante destacar que a esta concentracion, el anticuerpo biparatopico mlFc fue
significativamente mas activador que las construcciones monovalentes, la construccion con
foldon y el anticuerpo biparatopico con la mutacion LALA. Sin embargo, la activacion sigue
siendo menor que la version tetravalente 1-2B. Este resultado nos indica que la biparatopicidad
por si sola no constituye un factor determinante para potenciar la activacion de CD40, como

pensamos que podria ocurrir.

Dado que ambos anticuerpos comparados son tetravalentes y presentan una avidez aparente
comparable (Figura 48), la diferencia observada en su actividad agonista in vifro no puede
atribuirse unicamente a la multivalencia ni a la fuerza de unién, lo que indica que factores
adicionales, particularmente la geometria de union y el epitope reconocido, podrian desempefiar

un rol determinante en la eficacia agonista.

En efecto, el Nb tetravalente esta conformado por el nanobody 1-2B, el cual mostr6 previamente
un mayor potencial agonista que 4-2B (Figura 51), por lo que resulta coherente que la version
tetravalente exhiba un efecto mas potente que la combinacion de ambos nanobodies. Diversos
estudios sefalan que el epitope de union es un factor clave en la actividad agonista (34), y estos
resultados sugieren que la disposicion espacial generada por el reconocimiento de un epitope mas
favorable, y no la multivalencia en si misma, es lo que potencia la activacion de CD40, en

comparacion con su asociacion con un nanobody de menor actividad.

En un andlisis andlogo para el marcador CD86 (Figura 56), si bien existen diferencias en la
sensibilidad, la tendencia general se mantiene. El constructo tetravalente 1-2B sigue una tendencia
de ser mejor activador a la concentracion mas baja, donde es significativamente mayor a todas las
construcciones que estan a nivel del control. A la concentracion mas alta observamos nuevamente
una mejor activacion por parte de este constructo, aunque las diferencias entre los demas
constructos no fueron consistentes. En particular, ni el constructo 1-2B mlFc ni la versién
trimerizada mediante foldon presentaron una actividad significativa, y la version monovalente 4-

2B no difirié de las construcciones biparatdpicas.
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Figura 56. Comparacién del aumento de la expresién de CD86 a bajas concentraciones de los distintos
anticuerpos. a) Media gedometrica de los constructos a una concentracion de 0.2 nM de estimulo b) Media geémetrica
de los constructos a una concentracion de 2 nM de estimulo. El andlisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA de
una via con prueba Tukey de comparaciones multiples *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
Teniendo en cuenta el conjunto de los resultados, se observa que el marcador CD86 presentd
comportamientos variables entre experimentos, evidenciando cierta heterogeneidad en la

respuesta. No obstante, resulta consistente la potencia agonista del anticuerpo tetravalente 1-2B,

que se mantuvo como el activador mas eficaz en todas las condiciones evaluadas.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Hesen et al. (2024), quienes demostraron que
la oligomerizacion y el aumento de la valencia de anticuerpos anti-CD40 a través de ingenieria
genética confieren una potente actividad agonista intrinseca y que constructos hexa- y
monovalentes de un nanobody especifico para CD40 humano presentan una estimulacion del

receptor mucho mas marcada que la de los constructos bi- o tetravalentes (48).

En este sentido los resultados respaldan la idea de que el aumento de la valencia constituye un
factor determinante para potenciar el agonismo de anticuerpos anti-CD40 y que el epitope
reconocido puede contribuir a esta mayor actividad agonista. Todo apunta a que los constructos
multivalentes tienen el potencial de mejorar la actividad agonista sobre CD40 en comparacion
con nanobodies monovalentes. Sin embargo, en nuestro caso, la variabilidad entre experimentos
y la falta de reproducibilidad en algunos ensayos impiden establecer conclusiones definitivas

sobre su eficacia.
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Segun los antecedentes del grupo de trabajo, los nanobodies asociados a foldon exhibian una
actividad in vitro que luego no era reproducible en ensayos in vivo. Para comprobar que nuestras
construcciones 4-2B Foldoncys y 4-2B Foldoncys-FcRn-OT también exhibieran actividad in
vitro, antes de poder evaluar su funcionalidad in vivo, se realizo la estimulacion de esplenocitos

de raton, donde se observo la activacion de células B con el marcador CD86-BV421 (Figura 57).

Estimulo
Bl 4-2B Foldoncys

Il 4-2B Foldoncys-FcRn-OT
Il 4-2B Foldon

Hedekdk

600— | I

. | | - Il RPMI (Baseline)
]

400

200+

GeoMean CD86-BV421

6 1 0,16 0,027
Concentracion de estimulo (ug/mL)

Figura 57. Activacién de células B por diferentes construcciones del nanobody 4-2B fusionadas a foldon.
Esplenocitos de raton fueron estimulados in vitro con construcciones 4-2Bfoldoncys, 4-2BfoldoncysFcRnOTs y 4-
2Bfoldon a distintas concentraciones, y se evalud la expresion de CD86 en células B mediante citometria de flujo. Se
muestra el valor de la media geométrica de fluorescencia (GeoMean) de CD86 para cada condicion. La linea roja
punteada indica el nivel basal (control con medio RPMI sin estimular). El analisis estadistico se realizé mediante
ANOVA de dos vias con prueba de comparaciones multiples *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
Todos los constructos presentaron diferencias significativas con el control sin estimular (RPMI),
menos en la concentracion mas baja (0,027 pg/mL). Ambas construcciones con adicidon de
cisteinas en el foldon exhibieron un mayor potencial activador con diferencias significativas en
los niveles de activacion comparado con la version inicial sin modificaciones (4-2B Foldon)
generada en nuestro grupo. También se observo que, a concentraciones mas bajas, equivalentes a

0,16 ug/mL de proteina, el inico que conserva una activacion significativa es la version 4-2B

Foldoncys.

Esta diferencia podria explicarse por un mayor enriquecimiento de la forma trimérica funcional
en una proteina respecto a la otra o presencia de especies mono o sub oligdmericas, mas que por
un aumento de la estabilidad del constructo por la adicion de cisteinas. Para poder corroborar esto
seria necesario comparar ambas proteinas por cromatografia de exclusion molecular y cuantificar

la fraccion trimérica recuperada antes de atribuir el efecto a cambios de estabilidad.
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Este resultado, en conjunto con la caracterizacion por SDS-PAGE y espectrometria de masas que
revelo la formacion de oligomeros Nb-foldon de union covalente, nos impulsé a realizar una
primera exploracion del potencial adyuvante de estas construcciones, como medida indirecta de

su actividad agonista in vivo.

7.8 EXPLORACION DEL POTENCIAL ADYUVANTE IN VIVO DE LOS NANOBODIES

ASOCIADOS A FOLDON

El efecto adyuvante de los nanobodies asociados a foldon resultdo nula en construcciones
generadas anteriormente en el grupo de trabajo, lo que justamente llevo a generar las variantes
con cisteinas. Teniendo en cuenta que estas nuevas construcciones revelaron la formacion de
trimeros y tetrdmeros de unidon covalente, exhibieron una mayor actividad in vitro y
presumiblemente podrian tener una mayor estabilidad in vivo, se relizd un experimento de
inmunizacion utilizandolas como adyuvantes. Para esto se inmunizaron ratones de la cepa
C57BL/6 con ovoalbumina fusionada a una region Fc humana equipada con un Nb contra el
receptor CD11c que las dirige a las células dendriticas, como se muestra en el esquema de la

figura 57, usando protocolos de inmunizacion ya optimizados por el grupo.

e X8 Xv 0
s o= 3= -

Grupo 3

Grupo 1 Grupo 2 (Control +) Grupo 4

Figura 58. Esquema de inmunizacién para evaluacion de potencial adyuvante de los nanobodies. El antigeno y
los nanobodies se coadministraron por via subcutanea en la region dorsal, de acuerdo con el esquema experimental
indicado.Como antigeno se utilizé en el grupo 1, 2 y 3 una quimera anti-CD11¢c-OVA (NbCD11c-h1Fc-OVA), en el
grupo 4 no se utilizé antigeno para evaluar la inmunogenicidad del constructo por los péptidos OT. Como adyuvante
se utilizo; G1: 4-2B Foldoncys; G2: 4-2B Foldoncys-FcRn-OT; G3: 4-2Bm1Fc; G4: 4-2B Foldoncys-FcRn-OT

En el modelo de inmunizacién utilizado en nuestro grupo, el antigeno se administra direccionado
a células dendriticas CD11c*, lo que en ausencia de adyuvante es capaz de inducir una respuesta
humoral detectable, aunque predominantemente del tipo IgG1. Antecedentes con el nanobody 4-
2B ml1Fc indican que, al utilizarlo como adyuvante, se observa un aumento significativo en la
respuesta de anticuerpos totales (IgG) respecto a la inmunizacion sin adyuvante. Ademas, su uso
induce un cambio en el perfil de subclases de inmunoglobulinas, evidenciado por la presencia de
IgG2b, IgG2c e 1gG3, lo que refleja una respuesta mas equilibrada y funcionalmente diversa,

asociada a una mayor activacion de células presentadoras y sefalizacion de CD40.
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Como primer experimento exploratorio de la funcion in vivo de estas construcciones, se evaluaron
dos aspectos de la respuesta inmunitaria en los ratones inmunizados: por un lado, la produccion

de anticuerpos anti-OVA, y por otro, la respuesta de linfocitos T especificos frente al antigeno.

Las construcciones 4-2B Foldoncys y 4-2B Foldoncys-FcRn-OT indujeron a los 7 dias
anticuerpos IgG anti-OVA, con un predominio de IgG1 y una marginal respuesta de IgG2c¢ e IgG3
en comparacion con el control sin adyuvante (Figura 59). No obstante, la magnitud de la

respuesta no alcanzo6 la de la construccion 4-2B m1Fc, control positivo de adyuvanticidad.
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Figura 59. Respuesta de anticuerpos medida a los 7 dias de ratones inmunizados medida por ELISA contra
ovoalbumina. Respuesta de anticuerpos de sueros diluidos 1/100 G1: 4-2B Foldoncys + MR31-OVA, G2: 4-2B
Foldoncys-FcRn-OT + NbCD11c-h1Fc-OVA, G3: 4-2Bm1Fc + MR31-OVA, control+: pool de sueros positivos de
experimentos anteriores, ratones inmunizados con antigeno + 4-2B-m1Fc. s/adyuvante: pool de sueros inmunizados
solo con antigeno de experimentos anteriores.  a. Niveles séricos de anticuerpos IgG totales anti-OVA en los
diferentes grupos de ratones inmunizados y titulo de IgG totales para cada grupo inmunizado. b. Perfil de subclases
de IgG (IgG1, IgG2b, IgG2c e IgG3) para los distintos grupo para sueros diluidos 1/300. FD: factor de dilucion del
suero.

99



Por otro lado, se analiz6 la capacidad de producir IFN-y en respuesta al péptido SIINFEKL
(OV A2s7—264)) mediante un ensayo IFN-y ELISpot utilizando esplenocitos de raton inmunizado.
Dado que el péptido SIINFEKL corresponde a un epitope presentado por MHC clase I, la
produccion de IFN-y inducida por este estimulo se atribuye principalmente a linfocitos T CD8*
especificos, aunque el ensayo no permite identificar de manera directa el subtipo celular productor

de la citoquina.

La mayoria de los pocillos de los grupos inmunizados con constructos Nb-foldon (G1, G2 y G4)
mostraron recuentos inferiores a 20 spots y similares al raton naive (sin inmunizar),
considerandose negativos. Por otro lado, en el grupo 4-2B m1Fc y en el control de activacion
policlonal (reestimulacion con anti-CD3) se observaron recuentos de spots notablemente mas
elevados, consistentes con una activacion robusta de linfocitos T especificos. La figura 60 ilustra

de manera representativa esta diferencia.

8 T N 7 5 33080 283NN 220
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sin antfgeno

Anti-CD3 Sin reestimulacién

Figura 60. Ensayo ELISpot para deteccion de células T productoras de IFN-y. Se muestran ejemplos
representativos de tres pocillos negativos (grupos inmunizados con constructos Foldon y reestimulados con el péptido
SIINFEKL, donde los recuentos fueron <20 spots/pozo, equivalentes al fondo experimental), tres pocillos positivos
(grupo inmunizado con 4-2B m1Fc y reestimulado con SIINFEKL, y un control positivo de activacion policlonal con
anti-CD3, correspondiente a un pool de esplenocitos de varios grupos reestimulado en placa), y pocillos sin
reestimulacion, evidenciando una activacion robusta de linfocitos T especificos. En verde se indica el conteo
automatizado de spots. Se sembraron 4 x 10° células por pocillo.

En consecuencia, no es posible corresponder estos eventos a la expansion de linfocitos T
especificos de OVA, sino mas bien a variabilidad técnica o activacion basal inespecifica. Esto
contrasta con la marcada diferencia observada en el grupo 4-2B m1Fc y en el control de activacion
policlonal con anti-CD3, donde si se registraron recuentos compatibles con una activacion
robusta. En la figura 61 se resumen los resultados del ELISPOT y se ve reflejada la diferencia
entre un comportamiento T especifico (G3) y un spotting positivo (anti-CD3, encuadrado en rojo)

y un “fondo” no diferenciable en los grupos con constructos con Foldon.
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Figura 61. Numero de spots por cada 4x10"5 esplenocitos determinados por ELISpot. Se compararon las
distintas construcciones bajo dos condiciones: estimulacién con antigeno (péptido SIINFEKL), sin estimulacion
(medio) y ademas se agregd un control positivo correspondiente a una estimulacion policlonal con anti-CD3 de un
pool de células de varios ratones de distintos grupos. Los controles naive corresponden a un ratéon no inmunizado.

Al analizar estos resultados es relevante considerar las dosis empleadas (ver seccion 5.11.1),
donde las construcciones foldon se administraron en una dosis molar mayor. A pesar de esto, la
respuesta de los Nb-foldon fue menor que la observada para 4-2B mlFc que tiene un gran
potencial adyuvante. No obstante, no puede descartarse que el aumento de la dosis total o la
repeticion de la inmunizacion permita alcanzar una activacion mas robusta, especialmente si la

fraccion de trimeros funcionales es limitada.

Se evidencid que los nanobodies trimerizados con foldon son capaces de incrementar
moderadamente la respuesta humoral inducida por el antigeno direccionado a CDllc,
esencialmente del tipo IgG1, en comparacion con la inmunizacion sin adyuvante. No obstante,
la comparacion se realizé con sueros de un experimento independiente (pool sin adyuvante) por

lo que la magnitud exacta de dicho aumento debe interpretarse con cautela.

Paralelamente, existe una falta de respuestas celulares robustas que podria explicarse por dos

fendomenos que se relacionan:
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1) No toda la proteina se encuentra en forma de trimero (seccidon 6.4.2), lo que implica que la
cantidad de nanobody trimerizado funcional disponible es considerablemente menor a la dosis

administrada.

2) La presencia de especies monomeéricas o sub-oligoméricas podria competir por el sitio de unioén
del receptor sin inducir el agrupamiento necesario para la activacion, comportandose

funcionalmente como antagonistas ya que bloquean sitios de union de trimero.

Una estrategia interesante para avanzar en la caracterizacion de estas construcciones seria
purificar selectivamente las especies triméricas covalentes mediante cromatografia de exclusion
molecular (SEC). En trabajos previos del grupo (Anexo, Figura A.6), se observoé mediante SEC
que el formato Nb-foldon sin cisteinas es capaz de formar trimeros aun en ausencia de uniones

covalentes, como es de esperar para el dominio foldon.

Sin embargo, este mismo resultado evidencia una limitacion importante: si apliciramos SEC
nativa a la variante con cisteinas, probablemente observariamos la coexistencia de trimeros
covalentes y no covalentes migrando en el mismo volumen de elucion. Por ello, la técnica no
permitiria obtener exclusivamente el trimero covalente para evaluarlo de manera independiente.
Este punto es critico, considerando que el foldon no covalente no mostré actividad in vivo y que
el objetivo de la adicion de cisteinas es justamente obtener especie trimérica covalente

estabilizada por enlaces disulfuro.

Por ende, si el objetivo fuera purificar exclusivamente el trimero covalente, seria necesario
recurrir a una separacion por SEC en condiciones desnaturalizantes, de modo de romper las
interacciones no covalentes y permitir que inicamente las especies covalentemente estabilizadas

eluyan en el volumen correspondiente a un trimero.

Estos hallazgos nos dan respaldo para seguir trabajando en la optimizacion de las construcciones
y las condiciones experimentales con el fin de lograr una evidencia mas clara del potencial

adyuvante de las construcciones asociadas al dominio foldon.
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8 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se logro generar y caracterizar diferentes formatos de nanobodies agonistas de
CD40, tanto en versiones trimerizadas asociadas a foldon como en constructos fusionados a Fc

murino y disefios biparatdpicos.

En cuanto a la expresion y purificacion de las distintas variantes, a priori, la posibilidad de
expresion en sistemas mas sencillos y econdmicos, como es la expresion en E. coli, resultaba
atractiva. Bajo esta consideracion, la trimerizacion a través del domino foldon presentaba la
ventaja de que permitia aspirar a utilizar este sistema de expresion, lo cual no es factible con
disefios que incluyen la region Fc. Lamentablemente, este no fue el caso, la produccion en
sistemas procariotas de la construccion con el dominio foldon presentd limitaciones debido a la
degradacion proteica. Esta degradacion observada en la expresion bacteriana podria deberse a
limitaciones propias del sistema procariota. En contraste, se logrd optimizar la expresion de estos
constructos en células de mamifereo, obteniendo proteinas en mayor cantidad, sin degradacion,

mas estables y con buena reactividad frente a CD40.

Un hallazgo interesante fue que las versiones foldon con modificaciones (4-2Bfoldoncys y 4-
2BfoldoncysFcRnOT) mostraron una mejor capacidad activadora en células B de raton in vitro
en comparacion con el dominio foldon wild-type, incluso manteniendo actividad a
concentraciones bajas. Esta diferencia podria asociarse a variaciones en la composicion
oligomérica de las preparaciones, cuyo impacto debera confirmarse mediante una comparacion

directa de la fraccion trimérica recuperada por cromatografia de exclusion molecular.

No obstante, en los estudios in vivo, estos constructos administrados en combinacion con el
direccionamiento del antigeno a CD11c¢, generaron respuestas humorales detectables e indicios
de cambio de clase, aunque no indujeron respuestas de células T citotoxicas especificas. Estos
resultados indican que, en las condiciones evaluadas, las construcciones foldon-cys no alcanzaron

un nivel de activacion comparable al obtenido con formatos Fc ya establecidos en este modelo.

Como siguiente paso, sera necesario ajustar la dosificacion en funcidon de la proporcion real de
trimeros presentes en cada preparacion y optimizar métodos que permitan enriquecer
selectivamente la especie trimérica covalente, como el empleo de cromatografia de exclusion
molecular en condiciones desnaturalizantes, para asi evaluar con mayor precision el potencial

agonista y adyuvante de estas construcciones.

También es importante mencionar que la incorporacion del péptido afin al receptor de Fc neonatal
(FcRn) claramente no contribuyo a potenciar la actividad agonista in vivo. Dado que no medimos
farmacocinética del Nb-Foldoncys-FcRn-OT, no podemos descartar que el moddulo haya

prolongado la vida media. Evaluar dicho efecto representa una perspectiva importante para
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trabajos futuros. Una aproximacién inicial podria consistir en realizar un ensayo ELISA
utilizando los sueros del dia 7 de los animales empleados en el ELISpot, a fin de comparar la
deteccion de las distintas versiones del Nb-Foldon. Este analisis permitiria explorar de forma
indirecta si las construcciones que contienen el péptido FcRn presentan mayor persistencia en

circulacion.

En esta instancia trabajamos con los nanobodies anti-CD40 como plataforma adyuvante para una
vacuna direccionada a DCs por targeting a CD11c. Seria interesante evaluar el potencial de estas
construcciones en esquemas combinatorios con otros inmunoestimuladores o terapias de
inhibicion de puntos de control, dado que la via CD40 ha demostrado sinergia en modelos de

inmunoterapia antitumoral (14,26).

Una importante dificultad que surgié a momento de comparar los resultados de activacion de
células B in vitro con diferentes marcadores fue la variabilidad experimental. No obstante, el
patréon general respalda la estrategia de ingenieria de nanobodies multivalentes para potenciar la

sefial de CDA40.

Si bien tanto el constructo tetravalente monoespecifico como el biparatopico presentan la misma
valencia y una avidez aparente comparable, el primero exhibié una mayor actividad agonista, lo
que indica que las diferencias observadas no pueden explicarse inicamente por la multivalencia
ni por la fuerza de union. Por el contrario, la posible organizacion espacial mas uniforme de los
sitios de union en el tetravalente monoparatdpico podria favorecer la formacion de complejos mas
estables, optimizando la activacion. Nuestros resultados refuerzan la idea de que, ademas de la
valencia, la geometria y compatibilidad de los epitopes reconocidos son determinantes clave del

agonismo.

Con esto en mente, seria interesante desarrollar una version tetravalente basada en 4-2B para
compararla directamente con 1-2B y evaluar si el epitope reconocido tiene un papel determinante
en la activacion. Esto cobra relevancia considerando que la misma arquitectura 1-2B/1-2B mostro
mayor actividad que 1-2B/4-2B, lo que plantea la posibilidad de que la posicion y accesibilidad

del epitope también influyen en el grado de agonismo.

Adicionalmente, podrian explorarse otros ajustes en el disefio del constructo biparatdpico, ya sea
alternar los clones dentro del vector (1-2B y 4-2B), modificar la longitud y flexibilidad del /inker
para optimizar la geometria de los sitios de union, e incluso evaluar nuevas combinaciones de Nb,

como la inclusion del clon D9.

Este tipo de comparaciones podrian ayudar a entender mejor cdmo interactian los distintos
factores (multivalencia, epitope y union a FcRyIIB) en la generacion de sefializacion efectiva y

servir de base para disefiar versiones mas potentes.
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La version biparatdpica LALA, independiente de FcyRIIB, mantuvo cierta actividad que fue
mayor a las versiones bivalentes monoparatopicas, indicando que el clustering del receptor puede
generarse al aumentar la valencia sin necesidad de interaccion con receptores de Fc. Esto sugiere
que es posible generar constructos con actividad intrinseca independiente de Fc, y que la
multivalencia podria ser un factor clave para potenciar ese efecto. En este sentido, seria
interesante disefiar constructos con mayor valencia (hexavalentes, por ejemplo) siguiendo lo
reportado por Yang et al (56), ya que un nimero mas alto de sitios de union podria favorecer un
agrupamiento mas eficiente del receptor y aumentar la sefializacion sin depender del
entrecruzamiento mediado por Fc. Queda abierta también la posibilidad de explorar la actividad

de las distintas versiones in vivo, donde podrian aparecer diferencias.

En conjunto, nuestros resultados demuestran que es posible disefiar y expresar nanobodies
agonistas de CD40 en distintos formatos, los cuales presentan actividad bioloégica in vitro. Sin
embargo, la variabilidad observada entre ensayos y la falta de reproducibilidad en ciertos sistemas
resaltan la necesidad de optimizar tanto la seleccion de los constructos mas prometedores como
los modelos y condiciones experimentales empleados para su evaluacion. Aun asi, consideramos
que los resultados obtenidos en este trabajo de tesina no solo generaron conocimientos valiosos
para los intentos del grupo de continuar avanzando en la ingenieria de nanobodies agonistas de
CDA40, sino que demostraron el potencial que presentan como herramientas para la modulacion
de la respuesta inmune en tumores, en particular como plataformas adyuvantes para el desarrollo

de vacunas.
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10 ANEXO
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Concentracién Nb en fraccién (mg/mL) E4 E5-6 E7 E8 E9 Flow
0,5 0 0,841 0,626 0,964 0,118
0,1 0 0,129 0,102 0,203 0
0,02 0 0,002 0 0,017 0
1,661
Figura Al. Curva estandar de reactividad frente a CD40 obtenida con el nanobody 4-2B sin
modificaciones en cisteinas, junto con las lecturas de absorbancia correspondientes a las fracciones de
elucion y flowthrough de la purificacion. Las sefales bajas observadas en las fracciones eluidas contrastan
con la alta absorbancia del flowthrough, indicando una baja retencion del constructo por parte de la columna
de afinidad.
a. ¢ 1 A2 B 3 C7 G8 H9 | MPM b. c- 4 D5 E 6 FMPM10 J 11 K 12 L

Figura A2. prueba de expresion en LB-kanamicina tanto a 28°C ON o a 37°C por 4hs a las distintas
concentraciones de IPTG y lisis por Shock osmético. A) induccion a 28°C overnight , b) a 37°C 4hs. No
se ven bandas a gel 28°C Izq a der : C-,4-2BFoldoncys 2uM s/p (sin purificar), 4-2B Foldoncys 2uM p
(purificado), 4-2B Foldoncys 10uM s/p, 4-2B Foldoncys 10uM p, 4-2B Foldoncys 50uM s/p, 4-2B
Foldoncys 50uM p, 4-2B Folconcys-FcRn 2uM s/p, 4-2B Folconcys-FcRn 2uM p, 4-2B Folconcys-FcRn
10uM s/p, 4-2B Folconcys-FcRn 10uM p, 4-2B Folconcys-FcRn 50uM s/p, 4-2B Folconcys-FcRn 50uM p
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Con reductor MPM Sin reductor

Figura A3. SDS-PAGE (12,5 %) de la construccion 4-2B Foldoncys expresada en E. coli (BL21 DE3).
Se muestran las fracciones E4—E10 purificadas mediante afinidad a resina MabSelect VH3, bajo
condiciones reductoras y no reductoras. Si bien el marcador de peso molecular (MPM) no se resolvid
adecuadamente, se observa el patron de degradacion caracteristico de la construccion y la presencia de
especies de mayor peso molecular en condiciones no reductoras, compatibles con formas multimerizadas.

Figura A4. SDS-PAGE (12,5 %) de la construccion tetravalente 1-2B—1-2B. Se observa una banda
principal que migra a una altura compatible con su peso molecular teérico (PM = 56,6kDa), determinado a
partir de la secuencia aminoacidica del constructo. El marcador de peso molecular (MPM, PageRuler
Prestained Protein Ladder, GenScript) se incluye como referencia.
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Figura AS. Dot-plot SSC vs FSC correspondientes a la construccion tetravalente 1-2B a concentraciones
de 20 UM y 200 M. En ambas condiciones se observa una marcada reduccién en el nimero de eventos

detectados, evidenciando la ausencia de poblaciones celulares definidas, lo que impidi6 realizar el gating
correspondiente durante el analisis por citometria de flujo.
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a. Curva de calibracion
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Figura A6. Analisis por cromatografia de exclusion molecular (SEC) del constructo 1-2B-foldon.
(a) Curva de calibracion obtenida con estandares proteicos de pesos moleculares conocidos (RNAsa A 13,7
kDa; OVA 45 kDa; BSA 66 kDa; aldolasa 160 kDa; ferritina 440 kDa) utilizando una columna Superose 12

HR 10/30 (Cytiva) con flujo de 0,4 mL/min. Los valores de Kav se graficaron en funcion de log(PM) para
generar la recta de regresion (R? = 0,9716), empleada para estimar el peso molecular aparente de la muestra.

El punto correspondiente al 1-2B-foldon se indica en violeta. (b) Perfil de elucion (cromatograma) del

constructo 1-2B-foldon. El principal pico de absorbancia se observé a 12,35 mL, lo que corresponde a un
peso molecular estimado de aproximadamente 55 kDa segun la curva de calibracion.
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