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En esta tesina se evalud la implementacion de una estrategia de clonado mediante Golden
Gate para la generacién de bibliotecas de nanobodies presentados en fagos filamentosos.
Mediante esta estrategia, se generd una biblioteca a partir de las células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) de una llama inmunizada con distintos antigenos. Para evaluar la
funcionalidad de la biblioteca, se realiz6 una busqueda de clones que pudieran tener utilidad
como herramientas analiticas para la vigilancia de microcistinas en agua.

Las microcistinas (MCs) son toxinas producidas por cianobacterias de relevancia sanitaria y
ambiental, por su potencial impacto en la calidad del agua y la salud publica. Desde el punto
de vista analitico, son moléculas pequefias y quimicamente diversas, con numerosas
variantes, y suelen encontrarse a bajas concentraciones en matrices ambientales. Por este
motivo, el desarrollo de alternativas practicas para su detecciéon constituye un desafio
vigente. A partir del inmunoensayo competitivo en formato ELISA disponible en el
Laboratorio de Inmunologia del Instituto de Higiene basado en el nanobody A2 (NbA2), se
planted avanzar hacia un formato no competitivo sustentado en el reconocimiento del
inmunocomplejo NbA2/MC, uno de los antigenos incluidos en la inmunizacion, con el fin de
evitar limitaciones inherentes al fenémeno de competencia tales como la necesidad de un
ajuste exhaustivo de las concentraciones de reactivos y la fuerte dependencia del tiempo de
reaccion.

La estrategia de seleccion de nanobodies incluyd una etapa de pre-adsorcién para depletar
clones que reconocieran NbA2 libre, y tras dos rondas de panning se logro identificar un clon
anti-inmunocomplejo, NbK3, que no presenté reactividad cruzada con NbA2 libre. El
nanobody se expreso y purificd, fue caracterizado por ELISAy por interferometria de biocapa,
determinandose una constante de afinidad (Kp) de 1,05 x 1078 M.

Con NbK3 como reactivo de deteccidn se desarrollé un ELISA no competitivo. La optimizacion
evidenci6 el impacto de la estrategia de inmovilizacién, determinandose que la captura
orientada de NbA2 biotinilado sobre estreptavidina redujo el SC5o ~6 veces respecto a la
adsorcion directa, y se ajustaron condiciones como la concentracion del reactivo de deteccion
y el buffer de dilucién de muestra para maximizar la sefial especifica y adaptar el ensayo a la
deteccidén en muestras de agua.

El ensayo presenté reactividad cruzada elevada con variantes frecuentes y menor
reconocimiento de congéneres mas hidrofébicos, delimitando el reporte como equivalentes
de MC-LR, la variante empleada para la curva de calibracién. En matrices fortificadas, las
recuperaciones a 0,1 pg/L fueron variables con promedio cercano a 100%, y la precisién
intra- e inter-ensayo se mantuvo dentro de los rangos aceptados presentando coeficientes de
variaciéon < 15%. En conjunto, los resultados sustentan la viabilidad del enfoque anti-
inmunocomplejo propuesto para el desarrollo de un ensayo no competitivo, y deja planteadas
las etapas necesarias para su consolidacion y transferencia a formatos mas accesibles para

Su uso en campo.
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ABREVIATURAS

4PL

ADDA

ADN

ADNc

ARN

BI

BL21(DE3)

BLI

BSA

CDR

CDR1

CDR3

Cv

DB3.1

Modelo logistico de cuatro parametros (ajuste de curvas de
calibracién).

Residuo 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-deca-4,6-
dienoico (aminoacido caracteristico de microcistinas).

Acido desoxirribonucleico.

ADN copia obtenido por retrotranscripcion.

Acido ribonucleico.

Buffer de interferencia.

Cepa de E. coli para expresion inducible (promotor T7/lac).
Interferometria de biocapa (Bio-Layer Interferometry).
Albuimina sérica bovina (proteina de bloqueo/diluyente).

Region determinante de complementariedad (Complementarity-
Determining Region).

Region determinante de complementariedad 1.
Region determinante de complementariedad 3.
Coeficiente de variacidn.

Cepa de E. coli utilizada para mantenimiento de vectores con ccdB.



DE

DTT

EDTA

ELISA

ER2738

Fab

FR

GG

HA

HcAb

HcAbs

IgG

IgNAR

IPTG

Kb

Desviacion estandar.
Ditiotreitol (agente reductor).
Acido etilendiaminotetraacético (agente quelante).

Ensayo inmunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

Cepa de E. coli empleada para amplificaciéon/produccion de fagos
(phage display).

Fragmento de uni6n a antigeno (fragment antigen-binding).
Regidn framework (marco estructural del dominio variable).
Golden Gate (estrategia de clonado por enzimas tipo IIS).
Epitope/tag HA (hemaglutinina) para deteccién/purificacion.
Anticuerpo de cadena pesada (heavy-chain antibody).
Anticuerpos de cadena pesada.

Inmunoglobulina G.

Inmunoglobulina de nuevo receptor de antigeno (tiburones).
I[sopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (inductor del operdn lac).

Constante de afinidad.



kDa Kilodalton (unidad de masa molecular).

Kofr Constante de disociacidn.

Kon Constante de asociacion.

LB Medio Luria-Bertani.

LOD Limite de deteccion.

LOQ Limite de cuantificacion.

M13K07 Fago helper M13KO7.

MC Microcistina.

MCs Microcistinas (conjunto/variantes).
MC-LA Variante de microcistina: Leu-Ala.
MC-LF Variante de microcistina: Leu-Phe.
MC-LR Variante de microcistina: Leu-Arg.
MC-LW Variante de microcistina: Leu-Trp.
MC-RR Variante de microcistina: Arg-Arg.
MC-YR Variante de microcistina: Tyr-Arg.

mM Milimolar.



nM

Nb

NbA2

NbA2/MC

NbA2Bt

NbK?2

NbK3

Nb-plIl

Nbs

OmpA

PaqCl

PBS

PBS-T

PBMC

PCR

Nanomolar.

Nanobody.

Nanobody AZ.

Inmunocomplejo formado por NbA2 unido a microcistina.

NbA2 biotinilado.

Nanobody candidato K2

Nanobody candidato K3 y seleccionado como reactivo de deteccidn.

Fusién nanobody-plll (proteina de capside del fago M13).

Nanobodies (plural).

Péptido sefial OmpA (direccionamiento al periplasma).

Endonucleasa tipo IIS PaqCI (clonado Golden Gate).

Buffer fosfato salino.

PBS con Tween 20 (buffer de lavado).

Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood
Mononuclear Cells).

Reaccion en cadena de la polimerasa.



PEG

pComb3XSS

pCombGG

pINQ-HA

plII

PO

rpm

SB

SCso

scFv

SDS

SDS-PAGE

Sfil

SOC

TAE

Polietilenglicol.

Vector fagémido pComb3XSS.

Vector fagémido pCombGG (adaptado para Golden Gate).

Vector de expresion pINQ con tag HA.

Proteina pllII del fago filamentoso M13.

Peroxidasa.

Revoluciones por minuto.

Medio SB (Super Broth) para cultivo/amplificaciéon.

Concentracién de saturacion 50% (punto medio de la curva 4PL).

Fragmento variable de cadena unica (single-chain variable
fragment).

Dodecil sulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate).

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.

Endonucleasa de restriccion Sfil.

Medio SOC (recuperacién post-transformacidn).

Buffer Tris-acetato-EDTA.



TBS

TES

TMB

Tween 20

UFC

UFC/mL

V-NAR

VH

VHH

ug/L

Buffer Tris-salina (Tris-buffered saline).

Buffer TES (Tris-EDTA-sacarosa).

3,3',5,5'-tetrametilbencidina (sustrato cromogénico de
peroxidasa).

Polisorbato 20 (detergente no i6nico).

Unidades formadoras de colonias.

Unidades formadoras de colonias por mililitro.

Dominio variable de I[gNAR.

Dominio variable de cadena pesada (anticuerpos convencionales).

Dominio variable de HcAbs (nanobodies).

Microgramos por litro.



1. INTRODUCCION

1.1. ANTICUERPOS CONVENCIONALES Y ANTICUERPOS
DE CADENA PESADA DE CAMELIDOS

Los anticuerpos son herramientas moleculares clave en inmunologia, biotecnologia y en
la practica clinica. El desarrollo de tecnologias de descubrimiento e ingenieria de
anticuerpos revoluciond tanto el diagnéstico como el abordaje terapéutico de numerosas
patologias. En vertebrados, los anticuerpos convencionales corresponden
mayoritariamente a inmunoglobulinas de clase IgG y se organizan como moléculas
heterotetraméricas formadas por dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas livianas (L). La
diversidad del repertorio se genera mediante la recombinacién de distintos segmentos
génicos que originan los dominios variables de ambas cadenas, VL. y VH 1. Desde la
descripcion de los anticuerpos monoclonales en 1975 2, estos formatos han sustentado el
desarrollo de multiples ensayos inmunolégicos, biosensores y terapias.

En 1993, el descubrimiento de una nueva clase de inmunoglobulinas carentes de cadenas
livianas en animales camélidos introdujo una alternativa atractiva a los anticuerpos
convencionales 3. Estas moléculas, denominadas anticuerpos de cadena pesada (HcAbs),
estan compuestas Unicamente por homodimeros de cadenas pesadas sin comprometer
su funcionalidad y conservando su capacidad de reconocer una gran variedad de
antigenos con alta afinidad 4. Este hallazgo permitié una nueva perspectiva sobre la
generacion de diversidad y reconocimiento antigénico en el sistema inmune 5.

La existencia de HcAbs se constat6 inicialmente en la familia de los camélidos, que incluye
llamas, alpacas y dromedarios. Investigaciones posteriores revelaron que la presencia de
anticuerpos carentes de cadena liviana no es exclusiva de este grupo, sino que surgio6 de
forma independiente al menos en otro linaje, constituyendo un ejemplo de evoluciéon
convergente . En peces cartilaginosos, particularmente en la subclase de los
elasmobranquios (tiburones y rayas), se han descrito anticuerpos funcionalmente
analogos, también desprovistos de cadenas livianas. Estos anticuerpos, conocidos como
inmunoglobulinas de nuevo receptor de antigeno (IgNAR), poseen un dominio variable
denominado V-NAR. Filogenéticamente, la aparicion de las IgNAR es un evento evolutivo
antiguo, mientras que los HcAbs de camélidos surgieron mucho mas recientemente. A
pesar de sus origenes temporales y linajes evolutivos dispares, tanto los VHH de
camélidos como los V-NAR de elasmobranquios han convergido en soluciones
estructurales similares para lograr el reconocimiento de antigenos mediante un dnico
dominio variable 7.

Una diferencia estructural clave de los HcAbs es la ausencia del dominio CH1 en la cadena
pesada, esencial en anticuerpos convencionales para anclar la cadena liviana 8. En
camélidos, mutaciones puntuales en el sitio de splicing del exén CH1 conducen a su



exclusion del ARNm ? (figura 1). La pérdida de CH1 impide la asociacién con la cadena
liviana y obliga al dominio variable de la cadena pesada (VHH) a ser autonomo.

El dominio VHH presenta una organizacion estructural similar a la del dominio variable
de los anticuerpos convencionales (VH), ya que esta conformado por cuatro regiones
framework (FR) y tres regiones determinantes de complementariedad (CDRs). Sin
embargo, existen diferencias importantes que lo distinguen. Una de ellas es la sustituciéon
de ciertos residuos conservados, que en los anticuerpos convencionales participan en la
interaccién con la cadena liviana, por residuos mas hidrofilicos que favorecen la
solubilidad del dominio. En particular, se observa el reemplazo de Val42, Gly49, Leu50 y
Trp52 por Phe/Tyr42, Glu49, Arg/Cys50 y Gly52, respectivamente 1011,
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Figura 1 | Esquema simplificado del locus IGH en camélidos y de la organizacién de dominios VHy
VHH. Los segmentos génicos V que originan dominios VH pertenecen a las familias IGHV1, IGHV4 e
IGHV3, mientras que los que originan dominios VHH derivan del grupo IGHV3H. Mediante recombinacién
somatica, estos segmentos se reordenan con segmentos Dy J, que forman un clister comun para ambos
tipos de V, y se unen a exones de region constante que codifican las distintas clases de inmunoglobulinas
(se muestran solo algunos por simplicidad). El ex6n CH1 codificado por IGHG2, que da lugar a la region
constante de 1gG2 (HcAb), se elimina durante el splicing (indicado por la linea discontinua). En la parte
superior e inferior izquierda se esquematizan los dominios VH y VHH, resaltando las sustituciones
aminoacidicas caracteristicas de la region FR2, asi como un posible puente disulfuro adicional que en

algunos casos conectalasregiones CDR1y CDR3. Imagen modificada por Paula Segovia de Muyldermans,
20132,

Otra caracteristica relevante es la presencia de residuos de cisteina no canénicos en las
regiones CDR y FR, asi como un CDR3 de mayor longitud en comparacién con los
anticuerpos convencionales. Este rasgo resulta fundamental, ya que le otorga al VHH un
espectro de reconocimiento mas amplio, compensando en parte la diversidad que se
pierde debido a la ausencia de la cadena liviana 11. Ademas, la extension del CDR3 y la
forma convexa del paratope permiten que los VHH se unan a epitopes de dificil acceso
paralos anticuerpos convencionales, como los sitios activos de enzimas o epitopes virales
cripticos 13. Se considera que esta capacidad fue un factor clave en la evolucion de los



HcAbs, al complementar a los anticuerpos convencionales y contribuir a ampliar el
repertorio de reconocimiento del sistema inmune ©.

Dentro del grupo de HcAbs, una minoria corresponde a dominios denominados VH
solubles. Estos comparten similitudes con los VH de los anticuerpos convencionales, pero
se diferencian por la capacidad de permanecer solubles incluso en ausencia de un
dominio VL. Este comportamiento se explica principalmente por dos factores: la
presencia de un CDR3 mas largo, que a plegarse puede compensar la falta de
interacciones con la cadena liviana, y la sustitucion del residuo Trp118 por un residuo de
arginina, el cual es indispensable en los anticuerpos convencionales para la interaccion
con la cadena liviana >.

1.2. DOMINIOS VHH Y NANOBODIES: PROPIEDADES
ESTRUCTURALES Y APLICACIONES

Los dominios variables de los HcAbs de camélidos, denominados VHH (variable domain
of heavy chain of HcAbs), son los precursores de los nanobodies (Nbs), definidos como
dominios VHH recombinantes (figura 2). Sus propiedades estructurales y funcionales los
convierten en herramientas biotecnoldgicas especialmente atractivas, lo que ha
capturado un amplio interés cientifico 1415,

A Anticuerpo convencional B Anticuerpo de cadena pesada

scFv
(o VH ’ Nanobody
VH F

\ =Y ' Vo
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CH2
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Figura 2 | Representacion esquematica de un anticuerpo IgG convencional y de un anticuerpo de
cadena pesada de camélido. Se representan ademas los fragmentos funcionales mas empleados (A)
Anticuerpo convencional formado por dos cadenas pesadas y dos cadenas livianas, con sus regiones
variables (VH, VL) y constantes (CH1-CH3, CL), del que pueden obtenerse fragmentos Fab y scFv. (B)
Anticuerpo de cadena pesada caracteristico de los camélidos, carente de cadenas livianas; su dominio
variable VHH, cuando se expresa de forma aislada, se denomina nanobody (Nb).



Sus caracteristicas estructurales confieren a los dominios VHH, y por ende a los Nbs,
propiedades Unicas. Con un tamafio molecular de aproximadamente 15 kDa, los Nbs son
considerablemente mas pequefios que fragmentos de anticuerpos convencionales como
los Fab (250 kDa) o los scFv (30 kDa), lo que mejora la penetracion tisular y facilita el
acceso a epitopes cripticos que suelen quedar fuera del alcance de anticuerpos
convencionales 121617,

En imagenologia in vivo, su rapido aclaramiento le brinda otra ventaja significativa 18; sin
embargo, esa misma cinética limita su aplicaciéon terapéutica, donde se requiere
exposicion prolongada. Esta restriccion puede superarse mediante construcciones con
proteinas de fusion, por ejemplo a fragmentos Fc, con el fin de aumentar la vida media en
el organismo 19,

La facilidad de produccion de Nbs en sistemas de expresion microbiana, como E. coli o
levaduras, con altos rendimientos y a bajo costo, junto con su versatilidad para la
ingenieria genética y la construccion de formatos multivalentes o multiespecificos,
amplia aun mas su potencial % Esta combinacién de atributos favorables y la capacidad
de ser facilmente manipulados los posiciona como una herramienta biotecnolégica
excepcional.

Sin embargo, para materializar este vasto potencial, es imprescindible contar con
métodos eficientes y robustos que permitan el descubrimiento y aislamiento de Nbs
especificos para una diana molecular determinada. Aqui es donde las tecnologias de
generacion de bibliotecas juegan un papel crucial. Entre ellas, la técnica de presentacion
en fagos (phage display) es una de las herramientas mas poderosas y versatiles para la
seleccion de nanobodies.

1.3. TECNOLOGIAS DE SELECCION Y PRESENTACION:
PHAGE DISPLAY Y BIBLIOTECAS DE NBS

La tecnologia de phage display, o presentacion en fagos, es una poderosa herramienta de
seleccidn in vitro que permite la expresion de péptidos o proteinas exdgenas, como los
nanobodies, en la superficie de particulas fagicas 20. Este método destaca por la capacidad
de vincular directamente una proteina de interés (el fenotipo, en este caso, un nanobody)
con su material genético codificante (el genotipo) dentro de la misma particula viral. Su
fundamento radica en la creacién de bibliotecas de fagos, cada uno exponiendo un
nanobody diferente, de las cuales se pueden aislar aquellos fagos que interactian
especificamente con una molécula diana de interés 21.

El fago filamentoso M13 es el vector mas cominmente empleado en la tecnologia de
phage display 22. Este bacteriéfago pertenece al género Inovirus, dentro de la familia
Inoviridae, y se incluye en el grupo denominado Ff, cuyos integrantes se caracterizan por



infectar bacterias Escherichia coli que poseen pili F 23, utilizado como receptor viral. A
diferencia de los virus clasificados como estrictamente liticos o lisogénicos, el fago M13
establece infecciones de tipo crénico. En este estado, no detiene el crecimiento ni la
divisién de las bacterias infectadas, aunque si puede ralentizar dichos procesos 24 Los
fagos de este grupo presentan un genoma de ADN circular monocatenario que codifica un
total de 11 proteinas: cinco de capside (pllIl, pVI, pVII, pVIII y pIX) y seis vinculadas a la
replicacion del genoma y al ensamblaje del virion (pl, pll, plV, pV, pX y pXI) 22. Para la
presentaciéon de nanobodies, la fusién se realiza tipicamente con la proteina plll, de la
cual existen de 3 a 5 copias en un extremo de la particula fagica 22.

Una alternativa al clonado de los fragmentos de ADN directamente en el genoma del fago
es el uso de vectores fagémidos, los cuales debido a su menor tamafio permiten una
mayor eficiencia de transformacion en bacterias, permitiendo la construccion bibliotecas
de mayor tamafio 22. Estos plasmidos contienen el gen de fusion (por ejemplo, Nb-plII),
un origen de replicacion fagico y una sefial de empaquetamiento, ademas de un marcador
de resistencia a antibidticos 23.

Para producir particulas fagicas que presenten la proteina de fusion, las células de E. coli
que albergan el vector fagémido deben ser co-infectadas con un fago auxiliar (helper
phage). Este fago auxiliar proporciona todas las proteinas estructurales y de replicacién
necesarias para el ensamblaje de nuevas particulas fagicas, pero posee una sefial de
empaquetamiento defectuosa, lo que favorece el empaquetamiento del vector fagémido
en la particula viral. El resultado es una poblacion de fagos donde una porcion presenta
la proteina de fusion (Nb-plll), mientras que el resto de las proteinas plll provienen del
fago auxiliar. Esto suele resultar en una presentacion monovalente o de baja valencia,
ideal para seleccionar por afinidad 22.

1.3.1. PROCESO DE SELECCION MEDIANTE PANNING

El aislamiento de nanobodies especificos a partir de una biblioteca de phage display se
lleva a cabo mediante un proceso iterativo de selecciéon por afinidad conocido como
panning (figura 3). La técnica comienza con la inmovilizaciéon del antigeno sobre un
soporte sdlido, como pocillos de ELISA. A continuacion, se incuba la biblioteca de fagos,
que contiene millones de particulas, cada una exponiendo un unico clon de Nb, con el
antigeno inmovilizado. Durante esta etapa, los fagos que presentan un Nb especifico se
unen a la superficie, mientras que el resto permanece en solucion. Posteriormente, se
aplican lavados rigurosos para eliminar los fagos no unidos o con interacciones débiles o
inespecificas.

Los fagos que permanecen especificamente asociados al antigeno se eluyen del soporte
mediante distintas estrategias, como cambios de pH, la adicidn de un ligando competidor
o la digestion enzimatica si existe un sitio de corte apropiado entre el Nb y la proteina de
fusion plll. Los fagos eluidos, ahora enriquecidos en clones especificos para la diana, se
emplean para infectar nuevas células de E. coli susceptibles con el fin de amplificar la



poblacion seleccionada. Esta secuencia de pasos constituye una ronda de panning.
Habitualmente se realizan entre dos y cinco rondas sucesivas, utilizando como input de
cada ronda el output de la anterior. A medida que avanzan las rondas, pueden
endurecerse las condiciones de seleccion (tiempos de incubaciéon mas cortos, lavados mas
estrictos) para favorecer la recuperacion de nanobodies de mayor afinidad 25.

Esta tecnologia ha demostrado ser exitosa en la selecciéon de nanobodies contra diversos
antigenos. Los nanobodies seleccionados pueden luego ser producidos de forma
recombinante y caracterizados para su uso en diagndstico, investigacién, o como agentes
terapéuticos.
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Figura 3 | Esquema del ciclo de seleccién por phage display (panning) de una biblioteca de Nbs. La
biblioteca de ADN se clona en el vector fagémido y se transforma en bacterias, que tras la coinfeccion con
un fago auxiliar generan la biblioteca de fagos recombinantes (1). Estos fagos se ponen en contacto con la
molécula diana inmovilizada, de modo que solo permanecen unidos aquellos que presentan Nbs con
afinidad por el blanco, mientras los restantes se eliminan por lavados (2). Los fagos unidos se eluyen (3) y
se analiza el output mediante recuperacion de plasmidos y/o screening de clones individuales (4).
Finalmente, los fagos seleccionados se amplifican en bacterias para una nueva ronda de panning o para

la caracterizacion detallada de los clones obtenidos (5).



1.3.2. GENERACION DE BIBLIOTECA DE NANOBODIES

La generacién de una biblioteca de nanobodies es el punto de partida para el
descubrimiento de clones especificos contra una molécula de interés 12, y comienza con
la obtencion del repertorio genético de los dominios VHH. Este proceso implica la
extraccion del ARN total de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) del
animal que ha sido previamente inmunizado con el antigeno de interés 26, o de animales
no inmunizados para bibliotecas “naive” 27. Mediante retrotranscripcion se obtiene el
ADN copia (ADNc), y a partir de este, se amplifica especificamente el repertorio de genes
VHH mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando cebadores que
flanquean estos dominios variables 25. Este diverso conjunto de genes VHH amplificados
debe ser clonado en un vector de presentacion adecuado, tipicamente un vector
fagémido, para su posterior expresion en la superficie de las particulas fagicas 28 (figura
4).

GENERACION DE BIBLIOTECA DE NANOBODIES
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Figura 4 | Esquema de la generaciéon de una biblioteca de nanobodies basada en phage display.
Esquema del procedimiento para obtener una biblioteca de VHH a partir de un camélido inmunizado. (1)
Inmunizacién del animal con el antigeno de interés. (2) Aislamiento de PBMCs a partir de sangre periférica.
(3) Extraccion de ARN y sintesis de ADNc. (4) Amplificacion por PCR de los genes VHH y clonado en el
vector fagémido pComb. (5) Transformacién de E. coli e infeccién con fago auxiliar para generar la
biblioteca de fagos que exhibe los hanobodies en su superficie.



1.3.3. CLONADO GOLDEN GATE

La etapa de clonado del repertorio de nanobodies para la construccion de bibliotecas es
critica y, tradicionalmente, se ha basado en estrategias de restriccion y ligacion. En este
enfoque clasico, los fragmentos de ADN que codifican los nanobodies se amplifican por
PCR y tanto los insertos como el vector fagémido se digieren con enzimas de restricciéon
tipo IIP, que reconocen secuencias palindrémicas (por ejemplo, EcoRI, Pstl o Notl). Estos
cortes generan extremos cohesivos complementarios que, posteriormente, se unen
mediante una ligacién catalizada por una ADN ligasa. Los constructos recombinantes

resultantes se transforman en cepas de E. coli competentes para dar lugar a la biblioteca
29,30,

El clonado tradicional presenta la ventaja de ser un método ampliamente establecido, con
protocolos estandarizados y reactivos accesibles. Su simplicidad conceptual y el bajo
costo relativo de las enzimas de restricciébn la han convertido en la estrategia
predominante durante décadas. Sin embargo, implica una serie de pasos sucesivos
(digestion, purificacion mediante gel de agarosa, ligaciéon y transformacién) que
incrementan el tiempo experimental, el riesgo de pérdidas de ADN en las etapas de
purificacion y la probabilidad de errores técnicos. Se ha reportado que este caracter
multietapa y manual reduce la eficiencia global del proceso y aumenta la frecuencia de
clones vacios o truncados 3. Ademas, su escalabilidad es limitada: el ensamblaje de
multiples fragmentos de ADN requiere rondas adicionales de subclonado, lo que resulta
poco practico cuando se pretende generar bibliotecas de alta diversidad32:33.

Para superar estas limitaciones, se desarrolld la estrategia de clonado Golden Gate,
basada en el uso de enzimas de restriccién tipo IIS como Bsal o BsmBI. A diferencia de las
enzimas tipo IIP, las IIS cortan fuera de su sitio de reconocimiento, lo que permite disefiar
extremos cohesivos de forma personalizada (figura 5). Se trata, ademas, de un método
scarless: el producto final de clonado no contiene las secuencias de los sitios de restriccién
utilizados, ya que estos se eliminan durante el ensamblaje. De este modo, vector e insertos
pueden ensamblarse en una unica reaccidn “one-pot” que combina ciclos de digestion y
ligacion, favoreciendo la acumulacién del producto correcto y la eliminacion de los sitios
de reconocimiento en el constructo final31.32 (figura 6).

El método Golden Gate ofrece varias ventajas frente al sistema tradicional. En primer
lugar, reduce de forma drastica el tiempo experimental, ya que la reaccion se completa en
aproximadamente 30 minutos y no requiere purificaciones intermedias 34. En segundo
lugar, alcanza eficiencias de ensamblaje cercanas al 100 %, minimizando la proporcién
de clones incorrectos 31. Gracias a su disefio modular, permite ademas el ensamblaje
simultaneo de multiples fragmentos de ADN en un orden predeterminado, lo que resulta
especialmente atractivo para la construccion de bibliotecas complejas, por ejemplo de
anticuerpos convencionales 31,



Una consideracion importante al emplear clonados mediante Golden Gate es garantizar
que tanto los fragmentos de ADN a ensamblar como el vector de destino no contengan
sitios de reconocimiento internos para la enzima tipo IIS utilizada. En caso de haberlos
en el vector, este puede “domesticarse” mediante mutagénesis dirigida para eliminar
dichos sitios 35 En cambio, resulta inviable analizar todos los genes de Nb de una
biblioteca dada la enorme diversidad (millones de variantes). Una estrategia para reducir
esta probabilidad consiste en utilizar enzimas con sitios de reconocimiento mas largos,
lo que disminuye la frecuencia esperada de dichos motivos en las secuencias.

Aunque la necesidad de enzimas especificas y la eliminacién de sitios internos pueden
requerir ajustes de disefio, el ahorro en tiempo y reactivos convierte a Golden Gate en
una opcién mas eficiente y, en muchos casos, mas econdémica que la clonacion
convencional. Este método mantiene las fortalezas del clonado tradicional
(compatibilidad con E. coli, disponibilidad de vectores fagémido), pero supera sus
principales limitaciones al ofrecer un proceso mas rapido, preciso y escalable para la
generacion de bibliotecas de nanobodies de alta diversidad 3¢.
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Figura 5 | Esquema comparativo de enzimas de restriccion tipo IIP y tipo IIS y sus caracteristicas
relevantes para el clonado. Las enzimas tipo IIP (izquierda) reconocen secuencias palindrémicas y
realizan el corte dentro del sitio de reconocimiento, generando extremos definidos por dicha secuencia.
En contraste, las enzimas tipo IIS (derecha) reconocen secuencias asimétricas/no palindrémicasy cortan
a unadistancia fija fuera del sitio de reconocimiento, produciendo extremos cohesivos (“overhangs”) que
pueden disefiarse de forma independiente de la secuencia de reconocimiento, lo que permite un clonado
mas versatil y dirigido. Figura modificada de los recursos de NEB®.
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Figura 6 | Comparacion esquematica entre el clonado convencional y la estrategia Golden Gate
Assembly. En el clonado convencional, vector de destino e inserto se digieren por separado con enzimas
de restriccion tipo IIP y posteriormente se ligan en una etapa independiente, de modo que los sitios de
reconocimiento permanecen en el constructo final. En Golden Gate Assembly, una enzima de restriccion
tipo 1IS y una ligasa actuan de forma simultdnea en una Unica reaccién, generando extremos cohesivos
dirigidos que permiten el ensamblaje eficiente del inserto y la eliminacion de los sitios de reconocimiento
en el producto final. Figura modificada de los recursos de NEB®.



1.4. INMUNOENSAYOS PARA LA DETECCION DE
HAPTENOS

Los inmunoensayos representan una herramienta analitica fundamental en diversas
disciplinas, destacandose por su alta especificidad y sensibilidad en la deteccién y
cuantificacion de una amplia gama de analitos 3738, Estas técnicas se basan en la
interaccién especifica entre un antigeno y un anticuerpo 3° y en el contexto de la
deteccién de analitos de bajo peso molecular, conocidos como haptenos, ofrecen ventajas
significativas en términos de simplicidad, costo y rapidez frente a métodos
cromatograficos acoplados a espectrometria de masas 49.

Los haptenos son moléculas pequefias que, si bien en principio pueden ser reconocidas
por anticuerpos, no pueden dar lugar a respuestas de produccion de anticuerpos debido
a que carecen de epitopos T, requiriendo su conjugacién a una proteina portadora para
volverse inmunogénicas 4142, Una caracteristica distintiva como consecuencia de su
pequeilo tamafio es que los haptenos generalmente poseen un solo epitope, lo cual
condiciona el tipo de inmunoensayo aplicable para su deteccion 1.

1.4.1. FORMATOS COMPETITIVOS

Tradicionalmente, la deteccion de haptenos mediante inmunoensayos se ha basado
principalmente en formatos competitivos. En este tipo de ensayos, el analito presente en
la muestra compite con una cantidad conocida de analito marcado por los sitios de unién
disponibles en el anticuerpo especifico 3°. Generalmente, el anticuerpo se encuentra
inmovilizado en una fase solida; sin embargo, existen variaciones metodologicas en las
que es el antigeno el que se inmoviliza, permitiendo posteriormente la coincubacion de
la muestra con el anticuerpo 3740 (figura 7). La sefial generada en un inmunoensayo
competitivo (ya sea radiactiva, enzimatica o fluorescente) es inversamente proporcional
a la concentracién del analito presente en la muestra 39 (figura 8). Si bien estos ensayos
son robustos y ampliamente utilizados, su sensibilidad puede estar condicionada por la
afinidad del anticuerpo, asi como por la necesidad de sintetizar y purificar un conjugado
analito-marcador estable 3742,

Ademas, suelen requerir el uso de bajas concentraciones tanto de anticuerpo como de
antigeno marcado, lo que implica una cuidadosa optimizaciéon de las condiciones de
reaccion para favorecer el fenémeno de competencia 37. Por tltimo, este formato presenta
tipicamente un rango dindmico mas estrecho y puede ser mas susceptible a los efectos de
la matriz en comparacion con ensayos no competitivos o basados en formatos
alternativos 4043,
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Figura 7 | Esquemas de inmunoensayos competitivos para la deteccion de analitos de bajo peso

molecular (haptenos). Se muestran dos configuraciones alternativas: (A) formato en el que el analito de

la muestra compite con un analogo inmovilizado en la superficie por la unién a un anticuerpo marcado,

responsable de generar la sefial del ensayo; (B) formato en el que el anticuerpo esta inmovilizado y el

analito de la muestra compite en solucién con un analogo marcado por los sitios de unién del anticuerpo.

En ambos casos, laintensidad de la sefial es inversamente proporcional a la concentracién de analito libre

en la muestra.

A Formato No Competitivo

E

Sefial

Concentracion del analito

B Formato Competitivo

Serial

Concentracion del analito

Figura 8 | Representacion esquematica de las curvas sefial-concentracion en inmunoensayos no
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la concentracion del analito, mientras que en el formato competitivo (B) la sefial disminuye a medida que

aumenta la concentracion, dando lugar a una curva sigmoidal decreciente.



1.4.2. FORMATOS NO COMPETITIVOS Y ANTICUERPOS ANTI-
INMUNOCOMPLEJO

En contraste, los inmunoensayos no competitivos, también conocidos como ensayos tipo
sandwich, cuando se aplican a macromoléculas ofrecen varias ventajas respecto a los
formatos competitivos 3744, En los formatos tipo sandwich, la sefial generada es
directamente proporcional a la concentracién del analito en la muestra, ya que mide
directamente la presencia del analito en lugar del cambio que éste genera en la unién del
analito marcado %4 Ademas, son generalmente mas sensibles, pueden ofrecer una mayor
precision debido al uso de anticuerpos en exceso, y a menudo presentan un rango de
trabajo mas amplio 3745, El uso de reactivos en exceso no solo promueve una captura mas
eficiente del analito, incluso en concentraciones traza, sino que también puede acortar
los tiempos de incubacion necesarios para alcanzar el equilibrio de la reaccion antigeno-
anticuerpo 45-47,

Sin embargo, la aplicacién del formato sandwich a haptenos presenta un desafio
inherente: su bajo peso molecular y la caracteristica de poseer, por lo general, un solo
epitope 4448, Esto impide la unién simultdnea de dos anticuerpos diferentes (uno de
captura y otro de detecciéon) al mismo hapteno, que es el principio fundamental del
ensayo sandwich clasicamente utilizado para macromoléculas 4% A pesar de esta
limitacion, debido a las ventajas mencionadas de los formatos no competitivos se ha
impulsado el desarrollo de diversas estrategias para adaptar estos principios a la
deteccion de moléculas de bajo peso molecular 349, Una de estas estrategias busca el
desarrollo de anticuerpos que reconocen especificamente el complejo hapteno-
anticuerpo primario (anticuerpos anti-inmunocomplejos) 3959, Esta aproximacién supera
el desafio del Unico epitope del hapteno al considerar que la unién del anticuerpo
primario al hapteno genera un complejo de mayor tamafio y con una conformacién
alterada respecto al hapteno libre, que puede presentar nuevos epitopes o modificar la
accesibilidad de los existentes en el anticuerpo primario 0. De esta forma, un segundo
anticuerpo (el anti-inmunocomplejo) puede unirse especificamente a esta nueva entidad,
posibilitando un formato de deteccién de tipo sandwich modificado 4950 (figura 9).
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Figura 9 | Esquema de un formato sandwich aplicado a la deteccion de haptenos mediante
anticuerpos anti-inmunocomplejo. Un anticuerpo anti-hapteno inmovilizado captura el hapteno
presente en la muestra, generando el inmunocomplejo en la superficie. A continuacién, se afilade un
anticuerpo anti-inmunocomplejo que reconoce especificamente dicho complejo y, finalmente, un
anticuerpo secundario conjugado a enzima dirigido contra el anticuerpo detector, responsable de la
generacion de la sefal del ensayo.

1.5. MICROCISTINAS

1.5.1. VARIANTES ESTRUCTURALES Y MECANISMOS DE TOXICIDAD

Las microcistinas (MCs) constituyen un grupo de cianotoxinas producidas
principalmente por géneros de cianobacterias como Microcystis, Anabaena y Planktothrix
51, Quimicamente, corresponden a heptapéptidos ciclicos y presentan un residuo
particular, un -aminoacido (ADDA), cuya presencia es esencial para su toxicidad 5253,
Hasta la fecha se han descrito mas de 250 variantes estructurales, siendo la microcistina-
LR (MC-LR) la forma mds abundante y tdéxica >4. Todas estas variantes comparten el ser
heptapéptidos ciclicos con el motivo ADDA y difieren principalmente en los aminoacidos
de las posiciones X y Z del anillo (figura 10). Esta notacion explica la nomenclatura, de
modo que MC-LR corresponde a Leu en Xy Arg en Z, mientras que variantes como MC-RR
o MC-YR sustituyen esos mismos sitios. Las sustituciones en X/Z modifican la
hidrofobicidad y la carga del péptido, alterando su captacion, su distribucion tisular y, en
consecuencia, su toxicidad relativa. No obstante, todas comparten una alta resistencia
derivada del anillo ciclico y del grupo ADDA, reflejdAndose en su estabilidad térmica y
frente a pH extremos y explican su persistencia en el medio acudtico 535.



Microcistina - XZ CO-H O variante | X |
N

MC-LR Leu Ar
NH g
o MC-RR Arg  Arg
MC-LA Leu Ala

O
MC-LY Leu Tyr
H HN MC-LF Leu Phe
N MC-LW Leu Trp
X MC-YR Tyr  Arg
O O

MC-WR Trp  Ar,

z CO-H Sl

Figura 10 | Estructura general de las microcistinas tipo XZ y variacion en los residuos que definen
cada variante. Se representa el heptapéptido ciclico caracteristico de las microcistinas, con el motivo
ADDA vy las posiciones variables X y Z. La tabla resume los aminoacidos presentes en X y Z para las
variantes mas frecuentes.

1.5.2. IMPACTO AMBIENTAL Y SANITARIO

La eutrofizacién creciente de los cuerpos de agua, intensificada por el cambio climatico,
favorece la proliferacion masiva de cianobacterias productoras de estas toxinas 5156,
Como consecuencia, no solo se deteriora la calidad del agua y se afectan los ecosistemas
acuaticos, sino que también se contaminan fuentes destinadas al consumo humano, a la
agricultura y a actividades recreativas 5657, Las MCs tienen la capacidad de bioacumularse
en organismos acuaticos e ingresar en la cadena tréfica, lo que amplifica el riesgo de
exposicion para diversas especies, incluidos los seres humanos 8.

En humanos, la exposicion puede ocurrir por ingestion de agua o alimentos
contaminados, asi como por inhalacién o contacto dérmico, ocasionando desde dafio
hepatico agudo, necrosis y hemorragias hasta, en casos extremos, la muerte >°. La
exposicidn cronica a concentraciones bajas se ha asociado con la promocion de tumores
hepaticos, motivo por el cual la MC-LR ha sido clasificada como posible carcinégeno 0.
Aunque el higado constituye el principal 6rgano diana, también se han descrito efectos
en los sistemas renal, cardiaco y reproductivo 561, Esta convergencia de impactos
ecologicos y sanitarios resalta la necesidad de vigilancia y control de las MCs, tal como lo
establece la directriz de la Organizaciéon Mundial de la Salud para el agua potable ©2.

1.5.3. METODOS DE DETECCION DE MICROCISTINAS E
INMUNOENSAYOS BASADOS EN NANOBODIES

La deteccién y cuantificacion de MCs representa un desafio analitico debido a su
diversidad estructural y su baja concentracién en muestras ambientales 3. En este
contexto, los inmunoensayos se han consolidado como herramientas de gran valor, al
ofrecer métodos sensibles, especificos y adaptables para la deteccién de MCs tanto en



matrices ambientales como biolégicas ¢4 Constituyen una alternativa practica frente a
técnicas instrumentales como la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas que, si bien son mas especificas, resultan costosas y requieren equipamiento
especializado 6365,

Actualmente, el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Quimica cuenta con un
inmunoensayo de competencia para la deteccion de MCs ¢, basado en el uso del
nanobody A2 (NbAZ2), el cual fue seleccionado a partir de una biblioteca de fagos
construida a partir de una llama inmunizada con MC-LR conjugada a ovoalbimina. Este
ensayo presenta un limite de deteccion (LOD) de 0.05 pg/L, por debajo del limite
provisional de 1.0 pg/L establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para
agua potable e incluso del valor de 0.3 pg/L recomendado por la Environmental
Protection Agency de EE. UU (EPA). Ademas, presenta un perfil de reactividad cruzada
amplio, mostrando alta reactividad frente a los congéneres mas relevantes y téxicos.

Sobre la base del inmunoensayo competitivo desarrollado en el Laboratorio de
Inmunologia, en esta tesina se plantea la construccién de una biblioteca de nanobodies
mediante clonado Golden Gate y la selecciébn de nanobodies especificos frente al
inmunocomplejo NbA2/MC, con el fin de avanzar hacia el desarrollo de un inmunoensayo
no competitivo para la deteccién de microcistinas.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una biblioteca de fagos filamentosos que presenten nanobodies en su
superficie mediante clonado Golden Gate y aplicarla a la seleccion de nanobodies
especificos contra el inmunocomplejo NbA2/MC, como base para el disefio de un
inmunoensayo no competitivo para la detecciéon de microcistinas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Optimizar las condiciones de clonado mediante Golden Gate de una biblioteca de
genes de nanobody en el vector pCombGG.

Construir una biblioteca de fagos filamentosos que presenten nanobodies en base a
las condiciones de clonado optimizadas.

Seleccionar nanobodies especificos frente al inmunocomplejo NbA2/MC a partir de
la biblioteca construida.

Caracterizar el nanobody seleccionado en términos de reconocimiento del
inmunocomplejo NbA2/MC mediante ELISA y afinidad de la interaccién por bio-
layer interferometry (BLI).

Poner a punto un inmunoensayo no competitivo para la deteccién y cuantificacion
de microcistinas basado en el inmunocomplejo NbA2/MC y el nanobody
seleccionado.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 BUFFERS, SOLUCIONES Y REACTIVOS

% Bulffer fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, KH2P04 2 mM y Na2HP04
10 mM en agua destilada, pH 7,5

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

¢ Solucién sustrato para la enzima peroxidasa (sustrato-PO): Buffer acetato 0,1 M,
TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina) 0,096 mg/mLy H202 0,004%, pH 5,5

% Buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE): Tris 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA (4cido
etilendiaminotetraacético) 1 mM en agua Milli-Q, pH 8,0

% Buffer de carga 6X para electroforesis SDS-PAGE: Tris-HCl 0,35 M, SDS
(dodecilsulfato s6dico) 10% m/v, glicerol 30% v/v, azul de bromofenol 0,175 mM
y DTT (ditiotreitol) 0,1 M

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

¢ Solucién colorante parala tincién con azul de Coomassie: Azul de Coomassie 1 g/L,
acido acético glacial 7,5% v/v y metanol 5% v/v en agua destilada

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

% Buffers para cromatografia de afinidad:

o Buffer de equilibrio (buffer A): NaH2P04 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol
20 mM en agua Milli-Q, pH 8,0
o Bufferde elucion (buffer B): NaH2P04 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 500
mM en agua Milli-Q, pH 8,0

¢ Buffer cinético (kinetic buffer): PBS 1X, Tween 20 0,2%, BSA 1%, azida de sodio
0,05%.

% Buffer Tris-EDTA-Sacarosa (TES): Tris-HCI 0,2 M, EDTA (A4cido
etilendiaminotetraacético) 0,5 mM y sacarosa 0,5 M en agua destilada, pH 8,0

% Buffer de Interferencia (BI): Tris: 1 M, Cloruro de sodio (NaCl): 0,3 M, EDTA: 0,2

M, BSA (albumina sérica bovina): 1% en agua destilada, pH 7,5

ABRAXIS® Microcystin YR Standard, 10 pg/mL, 1 mL

ABRAXIS® Microcystin LR Standard, 10 pg/mL, 1 mL

ABRAXIS® Microcystin RR Standard, 10 pg/mL, 1 mL

ABRAXIS® Microcystin LA Standard, 10 pg/mL, 1 mL

ABRAXIS® Microcystin LW Standard, 10 pg/mL, 1 mL

ABRAXIS® Microcystin LF Standard, 10 pg/mL, 1 mL

Estreptavidina SA10 (Agilent)

Anti-HA-Peroxidasa (#12013819001, Roche)
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3.2 MEDIOS DE CULTIVO

% Luria Bertani broth (LB, Sigma-Aldrich)

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

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

% Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC): triptona 20 g/L (Sigma-
Aldrich), extracto de levadura 5 g/L (Sigma-Aldrich) y NaCl 0,5 g/L en agua Milli-
Q, pH 7,0. Luego de autoclavar se agrega MgClz a concentracion final 10 mM y
glucosa a concentracion final 20 mM, a partir de soluciones stock esterilizadas
mediante filtrado.

3.3 CEPAS BACTERIANAS, VECTORES Y FAGOS

3.3.1 CEPAS DE ESCHERICHIA COLI

Se utilizaron distintas cepas de E. coli en funcién de la etapa experimental. La cepa DB3.1
se empled para el mantenimiento de vectores que codifican la toxina CcdB, dado que
presenta la mutacion gyrA462 en la ADN girasa, que confiere resistencia a dicha toxina ¢7.
La cepa DH5a se utilizé para el clonado y la amplificaciéon de plasmidos, mientras que la
cepa BL21(DE3) se utiliz6 para la expresion recombinante de nanobodies. Para la
propagacion y titulacion de fagos filamentosos derivados de los vectores fagémidos se
empled la cepa ER2738. Las condiciones generales de cultivo y las concentraciones de
antibidticos utilizadas se describen en el apartado 3.4.1.

3.3.2 VECTORES PLASMIDICOS

Para la generacion de la biblioteca mediante phage display se emple6 el vector fagémido
pComb3XSS. Este vector permite la expresién de nanobodies fusionados a la proteina plII
truncada, que serdn presentados en la superficie de las particulas fagicas. La expresion
esta regulada por el operador lac e incorpora el péptido sefial OmpA, que dirige el
producto recombinante al espacio periplasmico. Ademas, pComb3XSS incluye los tags HA
y 6xHis para deteccion y/o purificacion. El vector ademas porta AmpR, confiriendo
resistencia a la ampicilina a las bacterias que lo porten.

Con el objetivo de disponer de un sistema compatible con clonado Golden Gate, se utiliz6
una version modificada del vector, denominada pCombGG, derivada de pComb3XSS y que
conserva los elementos funcionales para phage display. La caracteristica diferencial de



pCombGG es la incorporacidn, en la regién de clonado del nanobody, de un cassette
flanqueado por sitios de reconocimiento para la endonucleasa tipo IIS PaqCl, disefiado
por la magister Paula Segovia. Este cassette contiene el gen de resistencia a cloranfenicol
y el gen ccdB. Este cassette fue incorporado en pComb para generar pCombGG, mediante
el clonado de un fragmento entre sitios de restriccion de las enzimas EcoRI y Fsel.

Para la produccion de nanobodies se utiliz6 el vector de expresion pINQ-HA ¢8, derivado
de pET-28a (+) (Novagen). A diferencia de los vectores fagémidos pComb, pINQ-HA no
contiene el médulo plll, por lo que no genera proteinas de fusion Nb-plll y se utiliza
especificamente para obtener el Nb libre. Este vector también incorpora un epitope HAy
una cola 6xHis en el extremo C-terminal, lo que permite su deteccion mediante
anticuerpos anti-HA y su purificacién mediante cromatografia de afinidad en columnas
de Ni-NTA. La expresion es inducible por IPTG en E. coli BL21(DE3).

FAGO AUXILIAR M13KO7

Parala produccién y amplificacion de particulas fagicas se utilizé el fago auxiliar M13K07.
Este fago, derivado de M13 y portador de resistencia a kanamicina, se utilizé en las etapas
de generacion y amplificacién de las bibliotecas. Las infecciones con M13KO07 se
realizaron segun se detalla en el apartado 3.6.

3.4. PROTOCOLOS GENERALES

3.4.1. CULTIVO DE ESCHERICHIA CcOLI

Los cultivos bacterianos de E. coli se incubaron, salvo indicacién en contrario, a 37 °C bajo
agitacién a 250 rpm.

Salvo especificacion contraria, las concentraciones finales de los antibioticos utilizados
para suplementar los medios de cultivo, tanto s6lidos como liquidos, fueron: tetraciclina
10 pg/mL, ampicilina 100 pg/mL, kanamicina 40 pg/mL y cloranfenicol 34 pg/mL.

3.4.2 PREPARACION DE CELULAS ELECTRO-COMPETENTES

Las células electrocompetentes de E. Coli se prepararon en tres jornadas consecutivas. El
primer dia se estriaron bacterias en placas de LB-agar y se incubaron ON a 37 °C para
obtener colonias aisladas. El segundo dia, se inocul6 una colonia tinica en 15 mL de LB sin
NaCl suplementado con antibidtico si corresponde, en un matraz de 50 mL, y se incub6
ON a 37 °Cy 250 rpm para generar el cultivo “starter”. El tercer dia, 2,5 mL del cultivo



starter se inocularon en 250 mL de LB sin NaCl y se incubaron a 37 °C y 250 rpm hasta
alcanzar una DOggo = 0,4. El cultivo se enfrié en hielo durante aproximadamente 10
minutos y, a partir de este punto, las células se mantuvieron en hielo durante todo el
procedimiento. A continuacion, el cultivo se dividié en cuatro frascos y se centrifugé a
4.000 x g durante 20 minutos, descartandose el sobrenadante. Para eliminar remanentes
del medio de cultivo, se realizaron dos lavados sucesivos: en cada uno, el pellet se
resuspendio en agua fria y se centrifugd nuevamente a 5.500 x g durante 20 minutos.

Posteriormente, los pellets se resuspendieron en glicerol al 8,7 % y se agruparon de a dos
frascos. Se afiadié glicerol al 8,7 % hasta completar un volumen adecuado para una nueva
centrifugacion a 5.500 x g durante 20 minutos. El pellet final se resuspendié en un
volumen total de 2,5 mL de glicerol al 8,7 %. Las suspensiones se alicuotaron en
volimenes de 60 pLy 120 pL, se congelaron rapidamente y se almacenaron a -80 °C. Este
protocolo se aplicé a todas las cepas de E. coli preparadas in-house.

3.4.3. TRANSFORMACION

Para cada transformacion, se incubaron 30-50 pL de células electrocompetentes con 1 pL.
de ADN plasmidico durante 30-60 segundos en hielo. La mezcla se transfirié a una cubeta
de electroporacion estéril de 2 mm (Sigma-Aldrich) y se aplicé un pulso de 2,5 kV en un
equipo MicroPulser™ (Bio-Rad). Inmediatamente después de la electroporacion, las
células se resuspendieron en medio SOC y se incubaron a 37 °C con agitaciéon a 250 rpm
durante 1 hora. Posteriormente se plaqueé en LB-agar con el antibi6tico correspondiente
e incub6 ON a 37 °C.

3.4.4. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO.

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

3.4.5. SECUENCIACION Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias fueron obtenidas a través de los servicios de secuenciacion de la empresa
Macrogen (Corea), y fueron analizadas utilizando el software SnapGene.

3.4.6. CUANTIFICACION DE ADN Y PROTEINAS

Las medidas de concentracion de ADN y proteinas se realizaron con el equipo NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific), midiendo absorbancia a 260 nm y 280 nm
respectivamente. Para determinar la concentraciéon de ADN se utilizé el coeficiente de
absortividad 0,020 (ng/L)-lcm-l, mientras que para las proteinas se utilizaron los



coeficientes de absortividad molar estimados a partir de las secuencias aminoacidicas a
través del sitio web Expasy.

3.4.7. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para visualizar ADN, se realiz6 electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE,
preparado con el agente intercalante de GoodView™ Nucleic Acid Stain (SBS #HGV-2),
segun instrucciones del fabricante, que permite la visualizacién del ADN bajo luz UV. A
las muestras se les agregé la cantidad correspondiente de buffer de carga 6X (Thermo
Scientific #R0611) antes de ser sembradas. Se utilizé el marcador de peso molecular
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific #SM1331).

En los casos de purificacion de fragmentos de ADN plasmidico digerido se aisl6 el
fragmento de ADN de interés mediante corte del gel con bisturi, y luego se purificd
empleando el kit comercial Gene]ET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific #K0691).

3.4.8. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Para la visualizacion de proteinas se utiliz6 electroforesis en gel de poliacrilamida 12,5%
en presencia del agente desnaturalizante dodecilsulfato sédico (SDS) y en condiciones
reductoras, con posterior tincion con solucion colorante de azul de Coomassie. Antes de
ser cargadas en el gel, las muestras fueron incubadas en buffer de carga 6X y calentadas
durante 5 minutos a 100 °C. En todos los casos se utiliz6 el marcador de peso molecular
PAGE-MASTER Protein Standard (for SDS-PAGE) (GenScript #M00516).

3.4.9. ELISA

Salvo que se indique lo contrario, los ensayos tipo ELISA se realizaron en placas de 96
pocillos (Greiner Bio-One #655061). Para la sensibilizacion, los pocillos se incubaron con
100 pL de una solucion proteica en PBS, durante 1 hora a 37 °C o bien ON (16-20 h) a 4
°C. A continuacion, se efectu6 el bloqueo incubando 200 pL de PBS con BSA al 1 % por
pocillo durante 30 minutos a 37 °C.

Posteriormente, se afladieron 100 pL de la muestra a analizar en cada pocillo y se incub6
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacién a 450 rpm. Las proteinas de
deteccidn conjugadas a peroxidasa se incubaron bajo las mismas condiciones. Cuando se
utilizaron anticuerpos primarios y secundarios, estos se aplicaron de forma secuencial
manteniendo los mismos tiempos y condiciones de incubacién. Las diluciones de
muestras y anticuerpos se prepararon en PBS con BSA al 0,1 %.

Para el desarrollo de la sefial, se agregaron 100 pL de la solucién sustrato-PO por pocillo
y se incubd entre 5 y 15 minutos a temperatura ambiente con agitacion. La reaccion se
detuvo afiadiendo 50 pL de acido sulfarico 2 N por pocillo.



En general, después de cada etapa de incubacién se realizaron lavados con PBS que
contenia 0,05 % de Tween-20, salvo indicacién en contrario. Tras la sensibilizaciéon no se
efectuaron lavados, mientras que después del bloqueo se realizaron cuatro lavados con
PBS-Tween 0,05 %. En los pasos posteriores se efectuaron seis lavados entre
incubaciones. La absorbancia se midié a 450 nm en un lector de microplacas FLUOstar
OPTIMA, corrigiendo los valores con la lectura a 620 nm para compensar sefiales de
fondo.

3.4.10. ANALISIS DE DATOS Y GENERACION DE IMAGENES

Para la generacién de graficos se utilizaron los programas GraphPad Prism y Microsoft
Excel. Las imagenes esquematicas de secuencias de ADN fueron realizadas con SnapGene
Viewer. Para la elaboraciéon de esquemas e ilustraciones se emple6 la plataforma
BioRender y el programa Microsoft PowerPoint. Asimismo, se modificaron imagenes
provenientes de otras fuentes, cuyo crédito correspondiente se indica en el pie de figura.

3.5. CONSTRUCCION DE BIBLIOTECA DE NANOBODIES

Se construyeron en paralelo dos bibliotecas de nanobodies: una biblioteca “convencional”
y una biblioteca basada en la estrategia de clonado Golden Gate. La biblioteca
convencional, incluyendo todas las etapas requeridas para su construccion, fue generada
por la Lic. Camila Cedrés y se empled en este trabajo como referencia comparativa para
evaluar la calidad de la biblioteca generada mediante Golden Gate. Ambas bibliotecas
comparten las etapas iniciales de inmunizacién y obtencién de PBMC (apartado 3.5.1), asi
como la obtencion del ARN total a partir de dichas células (apartado 3.5.2). A partir de la
sintesis de ADNc, la amplificacién de los genes VHH se llevé a cabo utilizando juegos de
cebadores especificos para cada estrategia de clonado, punto en el que los
procedimientos se bifurcan y pasan a desarrollarse en paralelo segin se detalla en los
apartados siguientes.

3.5.1. INMUNIZACION Y OBTENCION DE PBMC

Se inmuniz6 una llama (Lama glama) con el inmunocomplejo NbA2/MC en formato de
fusién con la regién Fc de una IgG1l humana (NbA2Fc/MC), con el fin de aumentar su
inmunogenicidad. Se administraron tres dosis de 500 pg del antigeno espaciadas por 15
dias. Una vez comprobada la respuesta humoral mediante titulacién de anticuerpos, se
recogieron muestras de sangre periférica y se aislaron las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) mediante centrifugacion en gradiente de densidad utilizando
Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich) segin las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, las células se lisaron bajo condiciones libres de ARNasas para la
obtencion de ARN total utilizando el reactivo TRIzol (Thermo Fisher Scientific). El ARN
purificado se utilizé como molde para la sintesis de ADNc y la posterior amplificacion de

los genes VHH por PCR, segun se detalla en el apartado 3.5.2.



3.5.2. SINTESIS DE ADNC Y AMPLIFICACION DE GENES VHH

El ARN total obtenido de las PBMC se utiliz6 como molde para la sintesis de ADNc
mediante la transcriptasa reversa M-MuLV Reverse Transcriptase (NEB #M0253),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El ADNc resultante se emple6 como molde
para la amplificacion de los genes de Nbs por PCR.

Para la generacion de la biblioteca convencional se utiliz6 un juego de cebadores (Fwd-
VH1, Fwd-VH3, Fwd-VH4, Fwd-VH4Arg y Rev-JH) dirigidos a regiones conservadas de los
VHH e incluyendo sitios de restriccion para Sfil flanqueando los genes VHH, previamente
disefiados y reportados por el grupo de trabajo ¢°. Para la construccién de la biblioteca
mediante clonado Golden Gate se emplearon cebadores analogos (Fwd-VH1-GG, Fwd-
VH3-GG, Fwd-VH4-GG, Fwd-VH4Arg-GG y Rev-JH-GG), disefiados sobre las mismas
regiones de hibridacion, pero modificados para introducir sitios de restriccién para
PaqCl, especificamente disefiados para este proyecto por la Mag. Paula Segovia. En ambos
casos, las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 50 pL, conteniendo
Buffer Taq 1X (Thermo Scientific #838), MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 0,3 uM de
cada cebador, 5 U de Taqg ADN polimerasa (Thermo Scientific #6P0401) y 3 puL. de ADNc
como molde; para cada par de cebadores se preparé un volumen total de 150 pL.

El protocolo de amplificacion consistié en una desnaturalizaciéon inicial de 1 minuto a 95
°C, seguida de 25 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C y 1 minuto a 72 °C,
con una extensidn final de 10 minutos a 72 °C. Las reacciones se realizaron en un
termociclador LifeECO (BIOER), y los productos de PCR se analizaron por electroforesis
en gel de agarosa y se purificaron seguin se describe en el apartado 3.4.7.

3.5.3. MODIFICACION DEL VECTOR PCOMB3XSS PARA LA
GENERACION DE PCOMBGG

Para posibilitar el clonado de la biblioteca mediante Golden Gate se requiri6é un vector
que contuviera sitios de reconocimiento para la endonucleasa de tipo IIS PaqClI. El vector
de partida pComb3XSS no presenta dichos sitios, por lo que fue modificado generandose
el derivado pCombGG. Para ello, se insertd6 un cassette que incorpora los sitios de
reconocimiento para PaqClI flanqueando la region de insercion de los genes VHH. Entre
estos sitios de restriccion se incluy6 un gen de resistencia a cloranfenicol con su promotor
y el gen ccdB, utilizado como marcador negativo de clonado.

Para generar pCombGG (figura 11), el cassette fue clonado en pComb3XSS previamente
digerido con las enzimas de restriccion Fsel y EcoRl (NEB), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La ligacion se realizo con T4 ADN ligasa (Thermo
Scientific), conforme al protocolo del proveedor. En este trabajo se utilizo el vector
resultante, pCombGG, como vector fagémido de partida para el clonado de la biblioteca

de nanobodies.



Digestion con EcoRl y Fsel

AmpR’
lac promoter
EcoRI

Sfil

AmpR promoter

pComb3XSS
4992 bp EcoRI
Truncated pIII
Spacer
Amber codon
s Fsel  Sfil

EcoRI faact Fsel
Start | cat promaoter PagCT |End

1 | . |

ol CmR > T R ——

Inserto GG

1621 bp

Generacion del vector pCombGG

AmpR
lac promoter
lac operator,
OmpA signal peptide

Sfil
PaqCI

cat promoter

AmpR promoter

pCombGG
4813 bp

Truncated pIII

Spacer

(G
PaqCl

Figura 11 | Generacidon del vector pCombGG mediante digestiéon y ligacion. El vector fagémido
pComb3XSS y el inserto “Golden Gate” se digirieron con EcoRl y Fsel para obtener extremos cohesivos
compatibles. Tras la digestion, el inserto (que contiene el promotor cat, el gen CmRy ccdB, flanqueados
por sitios PaqCl) se ligd en el sitio correspondiente del vector, reemplazando la regién “stuffer” del
pComb3XSS. La ligacién dio lugar al vector pCombGG, que conserva los elementos funcionales (sefial
OmpA, region de fusién con plll truncada, tags HA/6xHis, ori/f1 ori y AmpR) e incorpora el cassette
disefiado para permitir el clonado posterior por Golden Gate.



3.5.4. CLONADO DE LA BIBLIOTECA MEDIANTE GOLDEN GATE
ASSEMBLY

El clonado de los genes VHH se realiz6 segiin ambas estrategias: un método de clonado
convencional por digestion seguida de ligacién y un método basado en Golden Gate
Assembly (figura 12). En el caso de la biblioteca convencional, los productos de PCR de
VHH obtenidos en el apartado 3.5.2 se combinaron en una Unica mezcla de inserto, que
se sometido a digestion con Sfil y posterior ligacion en el vector correspondiente,
previamente digerido con la misma enzima, mediante T4 ADN ligasa.

Para la biblioteca generada mediante Golden Gate, se prepardé de forma analoga una
mezcla de productos de PCR de VHH, y su insercion en el vector pCombGG se realizé por
ensamblaje Golden Gate utilizando PaqClI. El clonado de esta biblioteca se llev6 a cabo
mediante Golden Gate Assembly utilizando la endonucleasa de tipo IIS PaqCI (NEB
#R0745). PaqClI reconoce la secuencia de 7 pb CACCTGC y genera extremos cohesivos
definidos, permitiendo el ensamblaje “one-pot” de los insertos en el vector pCombGG. Las
reacciones se realizaron segun las instrucciones del fabricante, incluyendo el vector
pCombGG, insertos VHH, Buffer T4 1X, T4 ADN ligasa (NEB #M0202), PaqCI y PaqCI
Activator. Este dltimo consiste en un oligonucleétido de doble hebra que aporta sitios
adicionales de reconocimiento para PaqCl y contribuye a la eficiencia de digestidon.

Se realizaron ensayos preliminares para optimizar las condiciones de clonado mediante
Golden Gate. Se evaluaron distintas relaciones molares inserto:vector (2:1, 5:1y 10:1) y
programas de temperatura alternativos que combinaban ciclos de digestion y ligacion
frente a una reaccion isoterma. En las reacciones de clonado Golden Gate, los procesos de
digestion y ligacion suceden en forma simultanea. Si bien tanto la enzima de restriccidon
como la ligasa son activas a 37 °C, la temperatura 6ptima para la reaccion de ligacion es
menor (16 °C), por lo que una reaccién a temperatura mayor podria resultar en un exceso
de vector digerido que no logra ligarse al inserto. Por este motivo, una estrategia de
ciclado de temperatura entre las temperaturas 6ptimas para la digestion y ligacion podria
aumentar la cantidad de vector recombinante correctamente ligado al final de la reaccion.
Finalmente, la condiciéon seleccionada para la generacion de la biblioteca fue una relacién
inserto:vector 10:1 y reaccion a 37 °C durante 1 hora seguida de 5 minutos a 60 °C.

Para el inserto se preparé una mezcla de los productos de PCR obtenidos con los
cebadores modificados (Fwd-VH1-GG, Fwd-VH3-GG, Fwd-VH4-GG y Fwd-VH4Arg-GG),
aportando 1 pg de ADN de cada uno. El vector pCombGG se incluy6 en la reaccién en la
relacion inserto:vector previamente establecida. La reacciéon Golden Gate se llevé a cabo
a 37 °C durante 1 hora, seguida de una incubaciéon de 5 minutos a 60 °C para la
inactivaciéon de las enzimas. El producto de clonado se purific6 con el kit GeneJET Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific), segin se describe en el apartado 3.4.7. El ADN
purificado se utilizoé para transformar células electrocompetentes de E. coli ER2738
mediante electroporacién (apartado 3.4.3).
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Figura 12 | Clonado Golden Gate de secuencias VHH en pCombGG. El vector pCombGG, que contiene
un cassette reemplazable (CmR/ccdB) flanqueado por sitios para la endonucleasa tipo lIS PaqCl, se utilizé
paraelclonado de la biblioteca mediante Golden Gate. Lareaccion permitié el reemplazo del cassette por
la secuencia codificante delVHH, generando un vector pComb recombinante que mantiene los elementos
necesarios para phage display (sefnal OmpA, plll truncada, tags HA/6xHis, AmpR, ori/f1 ori). Ademas, si
bien los sitios reconocidos por PaqCl no se mantienen en el vector resultante del clonado, el disefo
mantiene sitios de restriccion Sfil que flanquean el VHH, lo cual es necesario para su posterior subclonado
en el vector de expresion pINQ-HA.

El desempefio del clonado se evalué a partir del recuento de colonias obtenidas tras la
transformaciéon en E. coli DB3.1, una cepa resistente a la toxina CcdB. Para ello, se
sembraron diluciones seriadas de las bacterias transformadas en placas de LB-Agar
suplementadas con ampicilina (A), y en LB-Agar con ampicilina y cloranfenicol (A+CF).
Dado que el clonado Golden Gate reemplaza el cassette que contiene la resistencia a
cloranfenicol y el gen letal ccdB (CmR/ccdB) por el gen VHH, el crecimiento en A+CF se
interpret6 como indicador de eventos no recombinantes (vector original o religado). En
consecuencia, se calculd la proporcion de vector religado como el porcentaje de las
colonias observadas en A+CF (eventos de religacién/vector no digerido) sobre las
colonias observadas en A (transformantes totales), y en funciéon de esto se calculé la
eficiencia de clonado como:

Eficiencia de clonado (%) = [1 - (UFCa+cr/UFCa)] x 100

3.5.5. CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA DE FAGOS

Para la construccidn de la biblioteca de fagos se tomaron 2 pg del vector resultante y
fueron electroporados en células E. coli ER2738, realizando 10 transformaciones de 200
ng. Luego de una incubacion en medio SOC (15 mL) durante 1 hora a 37 °C, 250 rpm, se
tomo una alicuota de 500 pL a partir de la cual se plaquearon diferentes diluciones en



placas de LB agar-ampicilina para determinar la diversidad de la biblioteca. El resto del
cultivo fue diluido en 30 mL de medio SB suplementado con ampicilina para una
concentracion final de 40 ug/mL. Luego de una 1 hora de cultivo, se agregé ampicilina
para una concentracion final de 100 pg/mL y se incub6 1 hora mas. El cultivo fue diluido
en 250 mL SB-ampicilina (manteniendo la concentracién de 100 pg/mL) y se infectd con
fago helper M13KO07 (7x107 ufc). Luego de 90 minutos de cultivo, se agregé kanamicina
(50 pg/mL) y el cultivo se incubé ON en las mismas condiciones.

Al dia siguiente, el sobrenadante de cultivo fue obtenido por centrifugaciéon a 12.000g
durante 15 minutos a 4 °C. Las particulas de fagos fueron precipitadas mediante el
agregado de 0,2 volimenes de polietilenglicol 8.000 (PEG 8000) 20%-NaCl 2,5 M, e
incubadas en hielo durante 1 hora. Luego de una centrifugacién a 15.000g durante 20
minutos a 4 °C, los fagos fueron resuspendidos en 30 mL de PBS. Para alcanzar una mayor
pureza, los fagos fueron precipitados nuevamente de la misma forma, y luego de la
centrifugacion fueron resuspendidos en 5 mL de una solucién conservadora compuesta
por PBS suplementado con BSA 3%, glicerol 10%, Tween 20 0,3%, arginina 120 mM y el
céctel de inhibidores de proteasas cOmplete (Roche #11697498001). Se realiz6 una
centrifugacion final a 10.000g durante 5 minutos a 4 °C para eliminar posibles células que
hayan permanecido luego de la centrifugacion inicial. Finalmente, la biblioteca fue
alicuotada y almacenada a -80 °C.



3.6. SELECCION DE NANOBODIES ESPECIFICOS CONTRA
EL INMUNOCOMPLEJO NBA2/MC

La selecciéon de nanobodies especificos frente al inmunocomplejo NbA2/MC se realizo
trabajando en paralelo con dos bibliotecas de fagos filamentosos: una construida
mediante clonado Golden Gate y otra previamente generada en el grupo mediante
clonado convencional. Ambas bibliotecas se obtuvieron a partir del mismo ADNc
procedente de PBMC de una Lama glama inmunizada con el conjugado NbA2Fc/MC
(apartado 3.5.1). Esta estrategia en paralelo se emple6 para evaluar el desempefio del
clonado Golden Gate en la generacion de bibliotecas funcionales de nanobodies.

Las etapas de panning, titulaciéon de fagos y screening de clones se describen en los
apartados 3.6.1-3.6.3.

3.6.1. PANNING

Para enriquecer las bibliotecas en clones que reconocieran especificamente el
inmunocomplejo NbA2/MC, se utilizd el siguiente protocolo de panning (figura 13). En
primera instancia, se aplicéd una selecciéon negativa previa al panning. La biblioteca de
fagos se pre-adsorbi6 sobre pocillos sensibilizados con estreptavidina (5 pg/mL) y NbA2
(5 pg/mL) de estreptavidina, durante 1 hora a temperatura ambiente con el objetivo de
capturar y excluir los fagos que reconocen estos componentes, favoreciendo la
recuperacion de verdaderos clones anti-inmunocomplejo.

El panning se realiz6 en placas ELISA de 96 pocillos. Los pocillos se sensibilizaron con
100 pL de estreptavidina 6 pg/mL en PBS e incubaron ON a 4 °C. Al dia siguiente se
descart6 la solucion y se bloquearon los pocillos con 300 pL de PBS con BSA al 1 %
durante 30 minutos a 37 °C, seguido de cuatro lavados con PBS-Tween 0,05 %. A
continuacidn, se incubaron 100 pL por pocillo de NbA2 biotinilado (10 pg/mL) durante
30 minutos a temperatura ambiente y se realizaron seis lavados con PBS-Tween 0,05 %.
Luego se afiadi6 MC-LR a 1 pg/mL en PBS y se incubé durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguida nuevamente de seis lavados. Finalmente, se incubaron 100 pL por
pocillo de una dilucién 1:5 de la biblioteca de fagos en PBS-BSA 1%, durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Para eliminar los fagos no unidos al inmunocomplejo, se realizaron diez lavados con PBS-
Tween 0,05 %, seguidos de una incubaciéon de 30 minutos con el mismo buffer a
temperatura ambiente y otros diez lavados adicionales. Los fagos especificamente unidos
se eluyeron mediante la adicion de 50 pL de tripsina 10 mg/mL (Sigma-Aldrich #T4799)
en TBS, incubando durante 30 minutos a 37 °C. La fraccion eluida se denominé output 1.

El output 1 se someti6é a un paso de amplificacion en E. coli ER2738. Para ello, se tomd
una alicuota de 2 mL de un cultivo en medio SB con tetraciclina, cultivado hasta DOggg =



0,8-1,0 UA, y se infect6 con 100 pL del output 1 durante 20 minutos a 37 °C sin agitacion.
Las células infectadas se diluyeron en 6 mL de SB con ampicilina 20 pg/mL y se incubaron
1 hora a 37 °Cy 250 rpm. Posteriormente, se ajusté la concentraciéon de ampicilina a 50
pg/mL y se continud la incubacién 1 hora mas bajo las mismas condiciones.

A continuacion, el cultivo se diluyé en 12 mL de SB con ampicilina 50 ug/mL y se
afiadieron 50 pL de fago auxiliar M13K0O7, manteniendo una relaciéon fago:célula
aproximada de 10:1. La mezcla se incubé 2 horas a 37 °C con agitacion y luego se
suplement6 con kanamicina hasta una concentracidn final de 56 pg/mlL, incubandose ON.

Al dia siguiente, los fagos se recuperaron del sobrenadante mediante precipitaciéon con
PEG. La suspension celular se centrifugdé a 12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C y el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo, al que se anadieron 0,2 volimenes de PEG
20%. Tras 1 hora en hielo, se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones y el pellet
se resuspendi6 en 1 mL de PBS con BSA al 1%. Esta suspension se centrifugd brevemente
a17.000 x g durante 1 minuto para eliminar restos celulares, y el sobrenadante resultante
se denomin6 “amplificado 1”.

Una segunda ronda de panning se realizé siguiendo el mismo procedimiento, utilizando
como entrada (“input”) la preparacion “amplificado 1” en lugar de la biblioteca original.
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Figura 13 | Esquema del protocolo de panning dirigido alinmunocomplejo NbA2/MC-LR. En el paso 1,
la biblioteca de fagos se pre-adsorbida sobre superficies recubiertas con estreptavidina/NbA2 biotinilado
para depletar variantes que reconocen la matriz o NbA2 en ausencia de MC. Los fagos no retenidos se
incuban luego frente al inmunocomplejo NbA2bt/MC-LR (paso 2), tras lo cual los fagos no unidos se
eliminan mediante lavados (paso 3) y los especificamente unidos se eluyen (paso 4) y se
amplifican/analizan (paso 5). Los pocillos se encuentran ademas bloqueados con BSA, empleada como
proteina de bloqueo, aunque no se representa en el esquema.



3.6.2. TITULACION DE FAGOS

La concentracion de fagos se determind mediante infeccion de E. Coli ER2738 con
diluciones seriadas de las soluciones de fagos (outputs o amplificados). Para ello, se
utilizaron cultivos de ER2738 en medio SB suplementado con tetraciclina, crecidos hasta
una DOggo = 0,8-1,0 UA.

De cada dilucién de fagos se incubaron 10 pL con 100 pL de células durante 30 minutos a
37 °C, sin agitacién, para promover la infeccidon. Tras la incubacion, las células se
sembraron en placas de LB-agar con ampicilina y se incubaron ON a 37 °C. Solo las
bacterias infectadas por fagos que portan el vector fagémido, el cual confiere resistencia
a la ampicilina, fueron capaces de formar colonias.

Al dia siguiente, se contaron las colonias y, considerando los factores de dilucién, se
calcul6 la concentracion de fagos en la muestra, expresada como unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL).

3.6.3. SCREENING DE CLONES ANTI-INMUNOCOMPLEJO NBA2/MC
MEDIANTE ENSAYOS DE ELISA

Se seleccionaron colonias individuales a partir de placas de LB-agar con ampicilina
utilizadas en la titulacion del segundo output y se inocularon en 2 mL de medio SB
suplementado con ampicilina. En paralelo, se prepararon cultivos destinados a la
extraccion de ADN plasmidico (apartado 3.4.4). Los cultivos se incubaron a 37 °Cy 250
rpm hasta alcanzar una DOggo = 0,5 UA, momento en el cual se indujo la expresion de los
nanobodies mediante la adicién de IPTG a una concentracion final de 1 mM La incubacién
se realizo ON a 37 °C. Al dia siguiente, los cultivos se centrifugaron a 5.000 x g durante 10
minutos y los sobrenadantes se emplearon directamente en los ensayos ELISA de
screening.

El ELISA de screening se realiz6 siguiendo las condiciones generales descritas en el
apartado 3.4.9, con las siguientes modificaciones. Los pocillos se sensibilizaron ON a 4 °C
con 100 pL de estreptavidina 2 pg/mL en PBS. Tras el bloqueo con PBS con BSA al 1 %
durante 30 minutos a 37 °C y cuatro lavados con PBS-Tween 0,05 %, se incub6 NbA2
biotinilado a 4 pg/mL durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de seis lavados. A
continuacidn, se afiadi6 MC-LR a 1 ug/mL en PBS y se incubdé 1 hora a temperatura
ambiente, realizando nuevamente seis lavados. Posteriormente, se incubaron los
sobrenadantes de cultivo diluidos 1:2 en PBS-BSA 0,1 % durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguidos de seis lavados adicionales. Para la deteccion se utiliz6é un anticuerpo
anti-HA conjugado a peroxidasa (Roche #12013819001) diluido 1:3000, incubado
durante 1 hora. El desarrollo de la senal se efectué mediante la adicién de sustrato-PO e
incubacion durante 10 minutos, deteniéndose la reaccidon y registrandose la absorbancia

segun se describe en el apartado 3.4.9.



3.7. EXPRESION Y PURIFICACION DE LOS NANOBODIES
SELECCIONADOS

Los Nbs seleccionados a partir del screening por ELISA se subclonaron en el vector de
expresion pINQ-HA mediante digestion del inserto y del vector con Sfil (NEB #R0123) y
posterior ligacién con T4 ADN ligasa (NEB #MO0202), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Posteriormente, se expresaron de forma recombinante en E. coli BL21(DE3) y
se purificaron mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA, aprovechando la cola 6xHis
codificada en el vector pINQ-HA. A continuacion, se describen las condiciones utilizadas
para la optimizacién de la expresion mediante pruebas a pequefia escala, la expresién a
gran escala combinada con lisis por shock osmoético y el procedimiento de purificacion y
dialisis.

3.7.1. OPTIMIZACION DE CONDICIONES MEDIANTE EXPRESION A
PEQUENA ESCALA

Para las pruebas de expresion a pequefia escala, se cultivaron células E. coli BL21(DE3)
transformadas con el plasmido de expresion correspondiente (pINQ-HA-Nb; apartado
3.3.4), partiendo de colonias individuales. Cada colonia se inocul6 en 2 mL de medio LB
suplementado con kanamicina y se incub6 a 37 °C y 250 rpm hasta alcanzar una DOggg =
0,5 UA.

En ese momento se indujo la expresiéon mediante la adiciéon de IPTG a distintas
concentraciones finales (0, 1, 3, 10 o 100 pM; 0 pM como control sin induccién), y los
cultivos se incubaron durante la noche (ON) a 20 °C o 28 °C.

Al dia siguiente, se recolecté 1 mL de cada cultivo, se recuperaron las células mediante
centrifugacion a 17.000 x g durante 1 minuto y el pellet se resuspendié en 200 pL del
reactivo de lisis celular B-PER™ (Thermo Scientific #78243), incubando durante 20
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se realiz6 una nueva centrifugacion a
15.000 x g durante 5 minutos, separando las fracciones soluble (sobrenadante) e
insoluble (pellet) que contenian las proteinas expresadas. La fracciéon insoluble fue
resuspendida en urea 8M. Ambas fracciones se analizaron mediante electroforesis SDS-
PAGE, segln se describe en el apartado 3.4.8.

En esta etapa se evaluaron combinaciones de concentracion de IPTG (0-100 uM) y
temperatura de incubacién post-induccién (20 °C y 28 °C) con el objetivo de maximizar
la cantidad de nanobody obtenida en la fraccion soluble. La condiciéon finalmente
seleccionada (induccién con 10 pM de IPTG e incubacion ON a 28 °C) se utilizo
posteriormente para la expresién a gran escala descrita en el apartado 3.7.2.



3.7.2. EXPRESION DE NANOBODIES A MAYOR ESCALA

La expresion a gran escala de los nanobodies seleccionados se llevd a cabo en E. coli
BL21(DE3) utilizando las condiciones optimizadas en cultivos a pequefia escala
(apartado 3.7.1). 500 mL de cultivo en medio LB suplementado con kanamicina se
incubaron a 37 °C y 250 rpm hasta alcanzar una DOgg = 0,5 UA, momento en el que se
indujo la expresién con IPTG hasta una concentracion final de 10 uM. Los cultivos se
incubaron ON a 28 °C.

Al finalizar la incubacion, las células se recolectaron por centrifugaciéon a 5.000g durante
10 minutos y el pellet se resuspendi6 en 5 mL de buffer TES. Esta suspension se congeld
a -80 °C y posteriormente se descongel6 sobre hielo. A continuacidn, se afiadi6 5 mL
adicionales de buffer TES y se incub6 en hielo durante 30 minutos. Para inducir el shock
osmotico, se agregaron 15 mL de una diluciéon 1:5 de buffer TES en agua Milli-Q,
manteniendo la mezcla en hielo durante 30 minutos adicionales. Finalmente, se
centrifugo a 20.000g durante 30 minutos para eliminar los restos celulares. Este método
permite la ruptura de la membrana externa de la bacteria, liberando las proteinas
presentes en el espacio periplasmico. El sobrenadante obtenido se utiliz6 directamente
para la purificacién por cromatografia de afinidad descrita en el apartado 3.7.3.

3.7.3. PURIFICACION DE NANOBODIES MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

La purificacion de los Nbs se realiz6 mediante cromatografia de afinidad sobre Ni-NTA
utilizando una columna HisTrap HP (GE Healthcare) acoplada a un sistema AKTA
purification system (GE Healthcare), aprovechando la cola 6xHis presente en el
constructo de expresion.

Antes de cargar la muestra, la columna se equilibré con el buffer A (NaH,P0O, 50 mM, NaCl
300 mM, imidazol 20 mM, pH 8,0). El sobrenadante periplasmico obtenido tras el shock
osmotico se ajusté a las mismas condiciones idnicas, igualando las concentraciones de
NaCl e imidazol al buffer A, y se filtr6 previamente a través de una membrana de 0,22 pm.
Tras la inyeccién de la muestra, se realizé un lavado inicial con aproximadamente 5 mL
de buffer A, seguido de lavados adicionales incrementando la proporcion de buffer B
(NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, pH 8,0) hasta alcanzar
concentraciones de imidazol de 39 mM y 68 mM, respectivamente, para eliminar
proteinas inespecificamente unidas. La elucion del nanobody se efectué aumentando la
concentracion de imidazol hasta 116 mM Durante todo el procedimiento se monitoriz6 la
absorbancia a 280 nm para seguir la presencia de proteinas en el efluente.

Las fracciones que contenian la proteina de interés, identificadas por el cromatograma,
se combinaron y se dializaron durante la noche a 4 °C frente a 4 L de PBS utilizando
membranas con un punto de corte de 13 kDa (Sigma-Aldrich). Al dia siguiente se realizé
un cambio de buffer y se continu la didlisis durante 4 horas adicionales bajo las mismas



condiciones. Finalmente, las fracciones dializadas se analizaron mediante electroforesis
SDS-PAGE (apartado 3.4.8) y su concentracién proteica se determindé con un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

3.8. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS
NANOBODIES PURIFICADOS

Los nanobodies, seleccionados a partir del screening por ELISA, fueron caracterizados
funcionalmente para evaluar su afinidad y especificidad frente al inmunocomplejo
NbA2/MC. En una primera instancia, se analizé su especificidad por ELISA frente a NbA2
y frente a NbA2/MC, asi como su capacidad de reconocer MC-LR en ausencia de NbAZ2.
Esta evaluacién inicial permitié descartar al candidato NbK2, por lo que se continu6 el
trabajo con NbK3. Posteriormente, para este candidato se determinaron las constantes
cinéticas de asociacion y disociacion mediante interferometria de biocapa (BLI), a partir
de las cuales se calculé la constante de afinidad (Kb).

3.8.1. EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD POR ELISA

La especificidad de los Nbs seleccionados se evalué mediante distintos formatos de
ELISA, siguiendo las condiciones generales descritas en el apartado 3.4.9, con las
modificaciones que se detallan a continuaciéon. En los ensayos en los que los Nbs
seleccionados actuaron como anticuerpo de deteccidn, la deteccidn se realizé a través del
epitope HA utilizando un anticuerpo anti-HA conjugado a peroxidasa (diluciéon 1:3000),
seguido de incubacion con la solucién sustrato-PO durante 10 minutos a temperatura
ambiente y lectura de la absorbancia segtin 3.4.9. En aquellos ensayos en los que NbA2
biotinilado (previamente producido en el laboratorio) se utiliz6 como anticuerpo de
deteccidn, se empled estreptavidina conjugada a peroxidasa (estreptavidina-PO) a una
dilucién 1:10000 como sistema de revelado.

ENSAYOS EXPLORATORIOS CON NANOBODIES PURIFICADOS

Como primera aproximacion tras la purificacidn, se evalu6 el comportamiento de los Nbs
seleccionados en diferentes configuraciones de captura/deteccion frente a MC-LR (en
adelante, MC). Los ensayos se realizaron en placas ELISA sensibilizadas ON a 4 °C con 100
uL de estreptavidina 2 pg/mL en PBS. Tras el bloqueo con PBS-BSA 1 % y los lavados
correspondientes, se incubaron los pocillos con NbA2 biotinilado a 4 pg/mL, permitiendo
su captura sobre la estreptavidina.

Sobre esta configuracién se ensayaron dos condiciones:



e Curva de MC, partiendo de 10 pg/L y realizando diluciones seriadas 1:3 en PBS.
Luego de la incubacidn, la captura de MC fue revelada mediante la incubacién de
1 pg/mkL de los Nbs.

e Curvade Nbs. En este caso, se incub6 MC a 1 ug/L en PBS, y en el siguiente paso se
realiz6 una curva de Nbs partiendo de 0,5 pg/mL y realizando diluciones seriadas
1:3. Esta condicidn fue repetida en ausencia de MC, para evaluar la reactividad de
los Nbs contra NbA2.

Tras los resultados obtenidos en estos ensayos, se decidié continuar inicamente con el
nanobody K3 (NbK3), ya que fue el Gnico candidato que mostré una sefial robusta y
reproducible y preferencial frente al inmunocomplejo NbA2/MC.

RECONOCIMIENTO DE MICROCISTINA EN AUSENCIA DE NBA2

Para analizar si NbK3 era capaz de reconocer MC en ausencia de NbA2, se emplearon
pocillos sensibilizados con un conjugado BSA-MC. Los pocillos se sensibilizaron ON a 4
°C con 100 pL de una soluciéon de BSA-MC a 0,5 pg/mL en PBS y, en paralelo, con el
inmunocomplejo NbA2/MC utilizado como control positivo. Tras el bloqueo con PBS-BSA
1 % y los lavados correspondientes, se incubaron los pocillos con NbK3 purificado a 0,5
pug/mL en PBS-BSA 0,1 %.

Este ensayo constituye una primera aproximacion al reconocimiento de MC por NbK3,
dado que es posible que ciertos epitopes sean modificados como resultado de la
conjugacion a BSA.

RECONOCIMIENTO DE MICROCISTINA LIBRE E INMUNOCOMPLEJO
NBA2/MC

En un tercer conjunto de ensayos se evaluo la reactividad de NbK3 frente a MC en solucion
y frente al inmunocomplejo NbA2/MC, empleando diferentes pares de
captura/deteccién. Para ello, se preparé una curva de MC-LR en PBS, partiendo de una
concentracion inicial de 20 pg/L y realizando diluciones seriadas 1:3.

Los ELISA se llevaron a cabo en placas sensibilizadas con NbA2 o con NbK3, segtin el par
de captura/deteccion evaluado. Tras el bloqueo y lavados, se incubaron los pocillos con
las soluciones de MC-LR en serie de dilucién. En una de las condiciones se ensay0 el par
NbK3 (captura) / NbA2 (deteccion), mientras que en otra se invirtio la disposicion (NbA2
como captura y NbK3 como deteccion). Ademas, se incluy6 una condicion en la que se
afiadié el inmunocomplejo NbA2/MC preformado a pocillos recubiertos con NbK3.



3.8.2. DETERMINACION DE CONSTANTES CINETICAS POR BLI

La determinacién de las constantes cinéticas de asociacién y disociacion se realizo
mediante interferometria de biocapa (BLI) utilizando un equipo BLItz® System y
sensores de estreptavidina Dip and Read™ (ForteBio, Sartorius; Fremont, CA, USA)
(figura 14).

El inmunocomplejo NbA2 biotinilado/MC se inmoviliz6 sobre los biosensores siguiendo
las recomendaciones del fabricante, incubando las puntas en una solucién del
inmunocomplejo en kinetic buffer hasta alcanzar una sefial estable. A continuacion, los
sensores se equilibraron en kinetic buffer para registrar la linea de base.

La fase de asociacion se midi6 sumergiendo los biosensores en soluciones de NbK3 a
diferentes concentraciones (25-200 nM), registrando el aumento de la sefal en funcién
del tiempo. Posteriormente, los sensores se transfirieron nuevamente a kinetic buffer sin
analito para registrar la fase de disociacion.

Los datos crudos de asociacion/disociacion se analizaron con el software BLItz Pro v1.2,
aplicando correccién de linea de base y ajuste a un modelo de unién 1:1. A partir de los
ajustes se obtuvieron las constantes cinéticas de asociacion (kon) y disociacion (koff), y se
calculé la constante de afinidad (Kb = Koff / Kon).

Estreptavidina
T

®
NbAZbt

MG

I NbK3

Figura 14 | Esquema del sensor de biointerferencia optica utilizado en el sistema BLItz®. La punta
sensor recubierta con estreptavidina se satura con NbA2 biotinilado (NbA2bt), que captura la microcistina
(MC) presente en la disolucién. El inmunocomplejo formado en la superficie es reconocido
posteriormente por el NbK3 en fase liquida, generando la sefal de unién registrada en los sensogramas.



3.9 DESARROLLO Y EVALUACION DEL DESEMPENO
ANALITICO DEL INMUNOENSAYO NO COMPETITIVO

A partir de NbK3 se desarrollé un inmunoensayo no competitivo (en formato de ELISA
de captura) para la detecciéon de microcistinas en muestras de agua. En este esquema, el
NbA2 se emplea como nanobody de captura y se incub6 posteriormente con MC para la
formacién del inmunocomplejo NbA2/MC. La deteccién del inmunocomplejo se llevé a
cabo mediante la adicién del NbK3 y, en una etapa subsiguiente, mediante un anticuerpo
anti-HA conjugado a peroxidasa, dirigido contra el tag HA presente en el NbK3. Este
conjugado enzimatico permitié el revelado de la unién a través de una reaccién
colorimétrica, posibilitando la cuantificacién de las MCs. Las curvas de calibracion de MCs
fueron ajustadas a un modelo logistico de 4 parametros (4PL).

3.9.1. OPTIMIZACION DEL INMUNOENSAYO PARA LA DETECCION
DE MICROCISTINA EN MUESTRAS DE AGUA

Con el fin de maximizar el desempeio analitico del inmunoensayo no competitivo basado
en el reconocimiento del inmunocomplejo NbA2/MC por NbK3, se llevaron a cabo una
serie de ensayos de optimizacion. En primer lugar, se selecciond la concentraciéon de
NbK3 que permitiera una sefial robusta frente al inmunocomplejo minimizando la
reactividad residual frente a NbA2 en ausencia de MC. A continuacion, se compararon dos
formatos de captura de NbA2 (estreptavidina—-NbA2 biotinilado frente a NbA2 adsorbido
directamente a la placa) para evaluar su impacto sobre la sensibilidad del ensayo.
Finalmente, se analiz6 la influencia del buffer de interferencia y se ajusté el rango de
trabajo del inmunoensayo para su aplicaciéon en muestras de agua.

SELECCION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE NBK3 Y
CONFIRMACION DE ESPECIFICIDAD

Para definir la concentracion de trabajo de NbK3 y evaluar su especificidad en el formato
de inmunocomplejo, se realiz6é una titulacion por ELISA frente a tres condiciones de
sensibilizacion: (i) estreptavidina, (ii) estreptavidina + NbAZ2, (iii) y estreptavidina +
inmunocomplejo NbA2 /MC.

Los ensayos se realizaron en placas ELISA sensibilizadas ON a 4 °C con 100 pL de
estreptavidina 2 pg/mL en PBS. Tras el bloqueo con PBS-BSA 1 % y los lavados
correspondientes (apartado 3.4.9), los pocillos se incubaron con NbA2 biotinilado 4
ug/mL en PBS-BSA 0,1% para las condiciones (ii) y (iii), mientras que la condicidn (i) se
incubé con PBS. En la condicién (iii), el inmunocomplejo NbA2/MC se gener6 mediante
una etapa adicional de incubaciéon con MC-LR 1 pg/L en PBS.

A continuacion, se realizé una curva de titulacién de NbK3 purificado. La curva se inicié
a 5 pg/mL de NbK3 en PBS-BSA 0,1 %, preparando una serie de 12 puntos en diluciones



seriadas 1:2; el ultimo pocillo se dejé como blanco sin NbK3. Tras la incubacion y los
lavados, se realiz6 la deteccion y lectura de la absorbancia segiin se describe en el
apartado 3.4.9.

COMPARACION DE FORMATOS DE CAPTURA: ESTREPTAVIDINA-
NBA2BT VS NBA2 ADSORBIDO

Una vez seleccionada la concentracion de trabajo de NbK3, se compararon dos formatos
de inmovilizacion del anticuerpo de captura NbA2: NbA2 biotinilado capturado sobre
estreptavidina (formato estreptavidina-NbA2bt) y NbA2 adsorbido directamente sobre
la placa.

En el formato estreptavidina-NbA2bt, los pocillos se sensibilizaron ON a 4 °C con
estreptavidina 2 pg/mL en PBS, se bloquearon con PBS-BSA 1 % y, tras los lavados, se
incubaron con NbA2bt en PBS a una concentracion 4 pg/mL. En el formato de adsorcién
directa, NbA2 se inmovilizé sobre las placas ELISA incubando ON a 4 °C con una solucién
de NbA2 4 pg/mL en PBS. En ambos formatos, tras el bloqueo y los lavados, se construyé
una curva de calibraciéon de MC-LR partiendo de 20 pg/L y realizando diluciones seriadas
1:3 en PBS.

Tras la incubacién con las soluciones de MC-LR y los lavados correspondientes, se afiadié
NbK3 a 0,5 pg/mL, preparado en PBS-BSA 0,1 %. Finalmente, se realizd la deteccion de
NbK3 mediante anti-HA-PO y sustrato-PO, registrandose la absorbancia como se describe
en el apartado 3.4.9.

INCORPORACION DEL BUFFER DE INTERFERENCIA (BI)

Para adaptar el inmunoensayo a su aplicacién en muestras de agua, se evalué el uso de
un buffer de interferencia (BI; Tris 1 M, NaCl 0,3 M, EDTA 0,2 M, BSA 1 %, pH 7,5; apartado
3.1) en la preparacion de la curva de calibracién y de las muestras. En estas pruebas, las
curvas de MC-LR se prepararon partiendo de 2 pg/L con diluciones seriadas 1:2 en PBS
suplementado con BI, manteniendo el formato de captura seleccionado (estreptavidina-
NbAZ2bt) y la concentracién de NbK3 previamente optimizada. El resto de las etapas del
ELISA (bloqueo, incubaciones, lavados y deteccidn) se realizaron de acuerdo con las
condiciones generales descritas en el apartado 3.4.9.

3.9.2. EVALUACION DE LA REACTIVIDAD CRUZADA FRENTE A
OTRAS VARIANTES DE MC

Para evaluar la reactividad cruzada del inmunoensayo no competitivo frente a diferentes
variantes de MCs se emple6 el siguiente panel: MC-LR (empleada en la seleccién y
desarrollo del inmunoensayo), MC-RR, MC-LA, MC-YR, MC-LW y MC-LF.



Las variantes MC-LR, MC-RR, y MC-YR estan reportadas con alta frecuencia en la cuenca
del Rio de la Plata y sistemas asociados en la region (incluyendo Uruguay), por lo que son
los “sospechosos habituales” cuya deteccién es de interés en un ensayo aplicado en el pais
70, La MC-LA permite evaluar el impacto del residuo cargado arginina (R), y MC-LW + MC-
LF son variantes mas apolares que suelen mostrar toxicocinética y organotropismo
distinto y han sido vinculadas a mayor permeabilidad celular y mayor potencial
neurotoxico en comparacion con otras variantes mas hidrofilicos 7172,

El ensayo se realizé bajo las condiciones optimizadas descritas en el apartado 3.9.1,
incluyendo la captura de MC mediante estreptavidina-NbAZ2 biotinilado y el revelado con
0,5 pg/mL de NbK3).

Se prepararon curvas de calibracién independientes para MC-LR y para cada una de las
variantes. En todos los casos, las curvas se iniciaron a 20 pg/L de toxina en PBS
suplementado con buffer de interferencia (BI) y se realizaron diluciones seriadas 1:3,
sembrando cada punto por triplicado. Tras la incubacién con las soluciones de MC y los
lavados correspondientes, se afiadié NbK3 en las condiciones optimizadas y se procedio
a la deteccién mediante anti-HA-PO y sustrato-PO, registrandose la absorbancia seguin lo
descrito en el apartado 3.4.9.

A partir de las curvas de calibracién se determiné para cada variante la concentracién de
saturacion 50 (SCso) es decir la concentraciéon que da lugar al 50% de la sefial de
saturacion del ensayo. La reactividad cruzada relativa se expresé como porcentaje
tomando MC-LR como referencia, calculada mediante la relacién:

SCso(MC — LR)

Reactividad cruzada (%) = SCoy(MC — XX) x 100
50 -

donde MC-XX corresponde a cada una de las variantes evaluadas.

3.9.3. RECUPERACION EN MUESTRAS DE AGUA

La exactitud del inmunoensayo no competitivo para la deteccion de MC-LR en agua se
evalu6 mediante ensayos de recuperacion en muestras fortificadas (spiking).

Se seleccionaron 21 muestras de agua procedentes de diferentes fuentes (represas,
sistemas de agua potable, agua Milli-Q) que presentaban valores no detectables o niveles
bajos de MCs. Cada muestra se dividié en alicuotas y se agruparon en dos niveles de
fortificacién: 0,1 ug/Ly 0,5 ug/L de MC-LR, afiadiendo el volumen correspondiente de un
estandar certificado de MC-LR. Para cada muestra se conservd una alicuota sin fortificar
(no spike) como control.



Las muestras fortificadas y sus correspondientes controles sin fortificar se analizaron en
el mismo ensayo mediante el inmunoensayo no competitivo optimizado descrito en el
apartado 3.9.1. Las concentraciones de MC-LR se obtuvieron por interpolacién en la curva
de calibracidn.

El porcentaje de recuperacion se calculd para cada muestra segtin la siguiente expresion:

C spike Cno spike

% Recuperacion = X 100

C afiadido

donde C spike €s la concentracion medida en la alicuota fortificada, C no spike la concentracion
medida en la misma muestra sin fortificar y C anadido la concentracion teérica de MC-LR
anadida.

3.9.4. EVALUACION DE LA PRECISION DEL INMUNOENSAYO
(INTRA- E INTER-ENSAYO)

La precisién intraensayo se evalué en una dnica jornada (mismo analista, equipo y lote
de reactivos), utilizando tres niveles de concentraciéon de MC-LR en una muestra de agua
tratada: 0 pg/L, 0,1 pg/L y 0,5 pg/L. Para cada nivel se prepararon cinco réplicas
independientes, que se procesaron de principio a fin en el mismo ensayo (preparacion,
incubaciones y lectura). Para cada nivel se calcul6 la media, la desviacion estandar (DE)
y el coeficiente de variacion (CV, %) segun: CV% = (DE/media) x 100

La precision interensayo se determind en cinco dias distintos (n = 5), repitiendo el
analisis de los mismos niveles de concentracién (blanco de matriz, 0,1 pg/Ly 0,5 pg/L)
con curvas de calibracién recién preparadas en cada jornada. En cada dia se analizé una
réplica por nivel bajo idénticas condiciones instrumentales, pero utilizando
preparaciones independientes de reactivos. Para cada nivel se calculé la media de las
concentraciones obtenidas en los cinco dias, la DE interdia y el CV (%) correspondiente.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA DE FAGOS
UTILIZANDO CLONADO GOLDEN GATE

Previo a la construccidn de la biblioteca, se evalué la respuesta humoral de la llama
inmunizada frente al inmunocomplejo NbA2/MC mediante la determinacién del titulo de
anticuerpos. Si bien se evidenci6é una respuesta robusta frente al inmunocomplejo, se
obtuvo un titulo similar frente a NbA2 en ausencia de MC. Sin embargo, al tratarse de una
respuesta policlonal, la sefial detectada podria estar dominada por clones dirigidos
contra epitopos propios del NbA2, sin que se pueda confirmar en esta instancia una
fraccion diferencial especifica contra el inmunocomplejo. En consecuencia, se decidi6
avanzar con la construccién de la biblioteca.

Para la generacidn de la biblioteca de fagos se parti6é de las PBMCs de 200 mL de sangre
de una llama inmunizada; se determiné un total de 2,5 x 102 PBMCs mediante conteo
celular. Posteriormente se extrajo el ARN total correspondiente a 5,0 x 107 PBMCs, se
generé ADNc y se amplificaron por PCR las secuencias codificantes de los dominios
variables de anticuerpos de cadena pesada, que posteriormente se clonaron mediante la
técnica Golden Gate en el vector fagémido pCombGG. El producto de ligacion se
transform6 en E. coli ER2738 y, tras la infecciéon con el fago auxiliar, se obtuvo la
biblioteca de fagos lista para las rondas de selecciéon. En este apartado se presentan y
discuten los pardmetros que definen su calidad (eficiencia de clonado, diversidad y
titulo), dado que condicionan directamente la probabilidad de aislar clones especificos en
etapas posteriores.

4.1.1. EVALUACION DE LA EFICIENCIA DEL CLONADO MEDIANTE
GOLDEN GATE

Para la generacion de la biblioteca, los genes de nanobody fueron clonados en el vector
pCombGG. El mismo cuenta con sitios de restricciéon para la enzima PaqCl, los cuales
flanquean un cassette que contiene un gen de resistencia a cloranfenicol y la toxina
proteica CcdB. Cuando el clonado del inserto de interés es exitoso, este cassette sera
reemplazado por un gen de nanobody.

CcdB se dirige a la subunidad A de la ADN girasa (GyrA) y estabiliza el complejo de rotura
girasa-ADN, lo que genera roturas de doble hebra y conduce a la muerte celular 73. De
esta forma, el gen de esta toxina puede utilizarse como marcador de seleccion, y al
transformar la biblioteca clonada en E. coli ER2738 (la cepa susceptible a la infeccién por
fagos utilizada para generar la biblioteca) se esperaria la aparicion de colonias solo



cuando ccdB ha sido eliminado. Por el contrario, religaciones del vector sin inserto
mantendrian ccdB y no deberian dar lugar a crecimiento.

En la practica, este esquema no proporciond la discriminacién esperada entre clones
recombinantes y religaciones, dado que la transformacién de la cepa E. coli ER2738 con
vector pCombGG no recombinante dio lugar a crecimiento de colonias en condiciones
donde, tedricamente, la expresion de CcdB deberia ser letal. Estos resultados no
coinciden con lo descrito previamente para sistemas de seleccidon basados en CcdB. Una
explicacion plausible es la presencia del episoma F’ en ER2738, que codifica el sistema
toxina-antitoxina CcdB/CcdA; la expresidon de CcdA podria neutralizar parcialmente la
toxicidad de CcdB y permitir la supervivencia de falsos positivos 7475, Si bien el uso de
CcdB como marcador de seleccién ha sido reportado anteriormente por Wang et al. en
una cepa que contiene el episoma F’, en este reporte no se proporciona evidencia directa
de que la presencia de CcdB impida totalmente el crecimiento. (73)

Debido a la incompatibilidad entre un sistema de selecciéon negativa basado en CcdB y la
cepa E. coli ER2738 (F', portadora del plasmido requerido para la infeccién por fagos y de
la antitoxina CcdA), se recurrié a una estrategia alternativa que, si bien no permitiria
eliminar los transformantes producto de vector no recombinante, permitiria evaluar la
eficiencia del clonado mediante Golden Gate. Para ello, se empleé el gen de resistencia a
cloranfenicol ya presente en el cassette del vector pCombGG. En este disefio, el gen de
resistencia a cloranfenicol queda intercalado entre los sitios de clonacién y se elimina
cuando la insercion de la biblioteca es correcta; en consecuencia, los clones
recombinantes pierden la resistencia y se vuelven sensibles al antibiético, mientras que
las religaciones conservan el cassette de seleccidon y crecen en medio suplementado con
cloranfenicol. Dado que ademas el vector contiene, por fuera de este cassette, un gen de
resistencia a ampicilina, las colonias observadas en presencia de ampicilina y
cloranfenicol indicarian la presencia de vector no recombinante, mientras que las
colonias observadas en presencia Unicamente de ampicilina indican la presencia de
vector en general. Esta diferencia fue utilizada como método de evaluacion de la eficiencia
de clonado. Para ello, se emple6 la cepa E. coli DB3.1, que porta la mutacion gyrA462 en
la subunidad A de la ADN girasa. Esta sustitucion impide que CcdB estabilice el complejo

de rotura girasa-ADN, haciendo a la cepa tolerante a la presencia del gen ccdB en el vector
77

El uso de la cepa E. coli DB3.1 se debi6 a que, si bien la cepa E. coli ER2738 mostro cierta
resistencia a la presencia de CcdB, la inconsistencia en el tamafio de las colonias
observadas dificultaba el conteo. En particular, se observé que la mayoria de las colonias
presentaban un tamafio muy reducido con respecto a lo esperado parala cepa, sugiriendo
cierto grado de toxicidad mediada por CcdB, aunque el crecimiento no fuera totalmente
impedido. Puede especularse que, a la hora de generar la biblioteca de fagos, esta
toxicidad podria aportar una ventaja atn sin ser letal. Esto se debe a que luego de una
transformacion de E. coli ER2738 con vector recombinante que contenga cierta



proporcién minoritaria de vector religado que codifique la toxina, el crecimiento de estos
transformantes en medio liquido favoreceria la competencia y por tanto la replicaciéon
preferencial de clones recombinantes frente a clones que expresan CcdB. En el futuro,
esto podria verificarse mediante secuenciacién masiva de la biblioteca generada,
verificando la proporcion de clones que codifican nanobodies.

4.1.2. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE GOLDEN GATE

Con el objetivo de optimizar la reaccion Golden Gate para la construccion de la biblioteca,
se evaluaron distintas combinaciones de relacion inserto:vector (I:V), cantidad total de
ADN en la reaccién y la implementacion de ciclos de digestion/ligacién. El desempefio se
midié por el conteo de colonias tras la transformacion y por la eficiencia de clonado,
calculado segtn se describe en la Metodologia (apartado 3.5.4).

Al aumentar la relacién [:V se observé un aumento progresivo de la eficiencia de clonado
(69 % — 84 % — 95 %). Este comportamiento es coherente con la cinética esperada en
Golden Gate: un exceso moderado de inserto favorece que los extremos cohesivos del
vector sean ocupados por el inserto antes de que el propio vector pueda recircularizarse,
de modo que una mayor cantidad relativa de inserto compite con la religacién del vector
vacio y la limita.

Manteniendo la relacién I:V en 2:1, se ensayé ademas un protocolo con ciclos de
digestion/ligacion: en estas condiciones se observo una eficiencia del 60 % frente al 69%
observado en la reaccidén isoterma.

Tabla 1 | Eficiencia de clonado por Golden Gate. A la izquierda se muestra el porcentaje de clones
correctos obtenido para diferentes relaciones molares inserto:vector. A la derecha se indica la eficiencia

de clonado para larelacién 2:1 bajo dos condiciones de reaccion: isotermay con ciclos de temperatura.

RELACION )
INSERTO:VECTOR EFICIENCIA DE CLONADO (%)

CONDICION EFICIENCIA DE CLONADO (%)

2:1 — REACCION ISOTERMA 69

69

— 84 2:1 — REACCION CON CICLOS 60

95

Dentro del conjunto de condiciones evaluadas, la combinaciéon que present6 la mayor
eficiencia de clonado fue I:V 10:1 con reaccion isoterma a 37 °C (tabla 1), por lo que se
adopté para la construccién de la biblioteca. En esta etapa, el propdsito no fue realizar
una optimizacién exhaustiva del sistema Golden Gate, sino definir un 6ptimo operativo
dentro del espacio experimental explorado, como suele hacerse en ajustes preliminares.
El desempefio se estim6 a partir del crecimiento diferencial en placas con ampicilina (A)
y con ampicilina mas cloranfenicol (A+CF), lo que permitid discriminar la retencién del
cassette original frente a su reemplazo por el inserto VHH y expresar la eficiencia de
clonado en consecuencia. Si bien podrian haberse ensayado relaciones I:V superiores



para evaluar si la tendencia se mantenia, se opté por no ampliarlas como un compromiso
practico entre reducir la religacion del vector y mantener un consumo razonable de ADN,
criterio que resulté suficiente para avanzar con la generacién de la biblioteca.

Cabe senalar que el clonado Golden Gate se basa en extremos cohesivos predefinidos,
disenados para favorecer el ensamblaje direccional del inserto y minimizar productos
alternativos, por lo que eventos como orientaciones erréneas o inserciones no deseadas
no son esperables bajo este disefio. Como validacidbn complementaria, podrian
incorporarse analisis sobre clones individuales, como colony-PCR y/o digestiones
diagnosticas, asi como la secuenciacion masiva. Estas aproximaciones permitirian
corroborar la presencia e integridad del inserto y aportar mayor resoluciéon sobre la
composicion de la biblioteca, aunque en el marco de esta tesina la evaluacion principal se
orient6 a su desempeio funcional.

4.1.3 CARACTERIZACION DE LA BIBLIOTECA GOLDEN GATE Y
COMPARACION CON LA BIBLIOTECA CONVENCIONAL

Para evaluar la efectividad del método Golden Gate en la construccién de bibliotecas de
fagos, se compardé la biblioteca generada mediante este método con una construida por
el método convencional de clonado. Ambos enfoques fueron realizados bajo condiciones
optimizadas y las transformaciones se llevaron a cabo en células electrocompetentes de
E. coli ER2738. Esta comparacion permiti6 analizar no solo el rendimiento en términos
de transformantes totales y titulo, sino también la diversidad y la cobertura efectiva de
las bibliotecas generadas.

La comparacién entre ambas bibliotecas indica que, en las condiciones evaluadas, la
construccion por el método convencional produjo valores mayores de transformantes
totales y de titulo que la obtenida por Golden Gate (tabla 2). La biblioteca convencional
alcanz6 4,8 x 10® UFC totales frente a 2,4 x 107 UFC en Golden Gate (~20 veces mas),
mientras que el titulo fue de 1,4 x 10*? UFC/mL frente a 4,1 x 10** UFC/mL (~3,4 veces
mas).

Es importante subrayar que, si bien la “diversidad” suele ser aproximada a partir del
nimero de transformantes, esto no es una medida directa del nimero de variantes
unicas. En este contexto, el conteo inicial de 5,0 x 107 PBMCs constituye una referencia
del tamafio del material biolégico disponible, pero no equivale al nimero de variantes
VHH presentes en la biblioteca. En primer lugar, las PBMCs incluyen multiples
poblaciones celulares y solo una fracciéon corresponde a linfocitos B, que son los que
aportan los transcritos de inmunoglobulinas. Ademas, la representacion final del
repertorio depende de etapas posteriores (sintesis de ADNc y amplificaciéon por PCR),
donde pueden introducirse sesgos asociados a la abundancia relativa de transcritos y a la
eficiencia diferencial de amplificacion. Por otro lado, la expansion clonal en animales
inmunizados puede incrementar la redundancia del repertorio y reducir el nimero



efectivo de secuencias unicas respecto del nimero total de células recuperadas. En
consecuencia, la diversidad queda condicionada no solo por la cantidad de PBMCs de
partida, sino también por la expansion clonar y los posibles sesgos introducidos en las
etapas de sintesis y amplificacidn.

De todas formas, ambas bibliotecas son utilizables para rondas de panning, aunque la
biblioteca convencional presenta una ventaja inicial en términos de cobertura potencial
del repertorio.

Ademas, cada biblioteca se construy6 una unica vez, de modo que los valores obtenidos
reflejan el desempefio de esas preparaciones concretas y no permiten, por si solos,
concluir que una metodologia sea intrinsecamente superior a la otra en términos de
diversidad o titulo. La comparacion debe interpretarse como una estimacion inicial de
rendimiento y no como una evaluacién exhaustiva de las metodologias.

En el momento de la redaccién de este trabajo, ambas bibliotecas se encuentran en
analisis por secuenciacién masiva, lo que permitird estimar con mayor resolucion la
fraccion de clones Unicos, la distribucién de frecuencias y la existencia de posibles sesgos
introducidos durante el clonado. Estos datos seran necesarios para validar si las
diferencias observadas en UFC se traducen, o no, en diferencias cualitativas relevantes en
la diversidad y cobertura efectiva de las bibliotecas.

Tabla 2| Caracterizacion de las bibliotecas generadas por el método convencionaly por Golden Gate.

Se indican la diversidad, expresada como UFC totales, y el titulo de la biblioteca, expresado como
UFC/mL, para cada estrategia de construccion.

_ METODO CONVENCIONAL GOLDEN GATE
DIVERSIDAD 4,8 x 108 UFC totales 2,4 x 107 UFC totales
TiTULO BIBLIOTECA 1,4 x 102 UFC/mL 4,1 x 10" UFC/mL



4.2. SELECCION DE CLONES ANTI-INMUNOCOMPLEJO
NBA2/MC

4.2.1. PANNING Y ENRIQUECIMIENTO DE CLONES ANTI-
INMUNOCOMPLEJO

Con el objetivo de aislar nanobodies que reconocieran de forma especifica el
inmunocomplejo NbA2/MC (y no a sus componentes por separado) se llevaron a cabo
rondas sucesivas de panning por phage display. Para favorecer esa especificidad “anti-
inmunocomplejo”, se incorporé una estrategia de seleccién negativa mediante pre-
adsorcion, destinada a depletar previamente los fagos que mostraran unidén inespecifica
a la superficie o afinidad por NbA2 en ausencia de MC, enriqueciendo asi la poblacion por
clones que discriminen el complejo formado. En cada ronda, los fagos recuperados se
amplificaron para generar el input de la ronda siguiente y se monitore6 el proceso
mediante pardmetros de rendimiento y enriquecimiento. En paralelo, la biblioteca
obtenida por el clonado convencional se incluyé como control, ya que se trataba de una
biblioteca cuya funcionalidad habia sido previamente demostrada para la seleccion de
nanobodies contra otros antigenos.

Tras la primera ronda de panning sobre el inmunocomplejo NbA2/MC, se obtuvieron
outputs 1 con titulos comparables entre ambas bibliotecas (7,1 x 10° y 6,8 x 10° ufc/mL
para Golden Gate y convencional, respectivamente), dentro del mismo orden de
magnitud. Dado que los inputs de fago y las condiciones de seleccidon fueron equivalentes,
estos valores sugieren una captura inicial similar de particulas de fagos unidas al blanco
en ambas construcciones.

Después de la amplificacion y una segunda ronda de seleccidn, los outputs 2 alcanzaron
9,6 x 10° ufc/mL (Golden Gate) y 7,1 x 10° ufc/mL (convencional), lo que corresponde a
factores de enriquecimiento aproximados de 13,5x y 10,4x respecto de sus propios
outputs 1. En términos relativos, la biblioteca Golden Gate mostré una tendencia hacia un
mayor incremento de particulas recuperadas tras dos rondas, mientras que los titulos
finales se mantuvieron en el mismo orden de magnitud para ambas bibliotecas, indicando
un desempefio global comparable en este esquema de panning.

No obstante, la interpretacién de estos datos presenta varias limitaciones. En primer
lugar, los factores de enriquecimiento se calcularon a partir de una tinica preparacién por
biblioteca y sin réplicas independientes, por lo que no es posible evaluar la variabilidad
experimental ni establecer si la diferencia entre 13,5x y 10,4x es estadisticamente
relevante o constituye una fluctuacién propia del sistema. En segundo lugar, los outputs
se basan en el titulo total de fagos infecciosos recuperados y no discriminan entre
particulas que reconocen especificamente el inmunocomplejo NbA2/MC y aquellas que
podrian unirse a otros componentes del formato (por ejemplo, NbAZ sin MC,



estreptavidina o la superficie de recubrimiento), pese a las etapas de seleccién negativa
descritas previamente.

Por tanto, el enriquecimiento observado tras dos rondas debe considerarse una evidencia
preliminar de seleccién efectiva bajo el formato empleado, pero no una demostracion
directa de que la fracciéon mayoritaria de los fagos recuperados corresponda a clones
verdaderamente anti-inmunocomplejo. La confirmaciéon de la especificidad y calidad
funcional de los clones requiere los ensayos de screening por ELISA y la caracterizacion
posterior, presentados en las secciones siguientes.

4.2.2. SCREENING DE CLONES POR ELISA Y SELECCION DE NBK3

El screening por ELISA se realizé a partir del segundo output de panning de cada
biblioteca, es decir, sobre una fracciéon ya enriquecida de la diversidad inicial. En este
contexto, se espera que la diversidad absoluta sea menor que la de la biblioteca original,
pero concentrada en variantes con mayor probabilidad de reconocer el inmunocomplejo
NbA2/MC.

En un primer analisis se evalud la reactividad de 12 clones de cada biblioteca por ELISA
con el objetivo de identificar aquellos con maxima sefial frente al inmunocomplejo
NbA2/MCy minima reactividad frente a NbA2 en ausencia del analito, asi como controles
para descartar clones con especificidad por otros componentes del ensayo. Se observaron
92% (11/12) clones reactivos frente al inmunocomplejo en la biblioteca Golden Gate y
42% (5/12) en la biblioteca convencional (figura 15). Las intensidades de sefial fueron
heterogéneas entre clones, lo que es compatible tanto con diferencias de afinidad
aparente como de nivel de expresion del Nb, factores que no pueden discriminarse con la
metodologia utilizada.

En cuanto al perfil de especificidad, la mayoria de los clones positivos mostraron algun
grado de reactividad cruzada frente a NbA2 en ausencia de MC, sugiriendo la presencia
de una proporcidon relevante de clones dirigidos contra NbA2 o contra epitopes
compartidos entre NbA2 libre y el inmunocomplejo. Una excepcién destacada fue el clon
3 de la biblioteca Golden Gate, que combiné una sefal alta frente al inmunocomplejo
NbA2/MC con reactividad nula frente a estreptavidina, BSA, NbA2 y BSA-MC, consistente
con un reconocimiento preferente del inmunocomplejo en las condiciones del ensayo.
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Figura 15 | Screening por ELISA de clones individuales obtenidos por clonado convencional y por
Golden Gate. Screening inicial por ELISA de clones individuales procedentes de la biblioteca generada
por Golden Gate (izquierda) y de la biblioteca convencional (derecha). Se muestra la absorbancia a 450
nm obtenida para cada clon frente a pocillos recubiertos con estreptavidina, NbA2, inmunocomplejo
NbA2/MC, BSA-MC y BSA

Para aumentar la probabilidad de obtener clones con las caracteristicas deseadas, se
ampli6 el andlisis a 59 clones por biblioteca, evaluando esta vez inicamente la reactividad
frente al inmunocomplejo NbA2/MC y frente a NbA2. En este segundo screening, se
observé para la biblioteca convencional un 62% de clones clasificados como positivos
frente al inmunocomplejo (29/47) y un 72 % (34/47) para la biblioteca Golden Gate
(figura 16). El perfil de reactividad replicd cualitativamente el patron del primer
screening: la mayoria de los clones positivos presentaron sefial tanto frente al
inmunocomplejo como frente a NbA2, mientras que en la biblioteca Golden Gate
aparecieron tres clones adicionales con un comportamiento similar al clon 3 del primer
analisis, es decir, alta sefial frente a NbA2/MC y reactividad nula (o muy baja) frente a
NbAZ2.

Considerando ambos screenings en conjunto (59 clones analizados por biblioteca), la
frecuencia global de clones clasificados como positivos frente al inmunocomplejo fue de
34 /59 para la biblioteca convencional (58 %) y de 44/59 para la biblioteca Golden Gate
(75 %). Dentro de este conjunto, la biblioteca Golden Gate aport6 cuatro clones con un
perfil especifico hacia el inmunocomplejo NbA2/MC.
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Figura 16 | Segundo screening por ELISA de clones individuales de las bibliotecas convencional y
Golden Gate. Segundo screening por ELISA de 47 clones individuales obtenidos a partir de las bibliotecas
generadas por Golden Gate y por clonado convencional. Se muestra la absorbancia a 450 nm frente a
pocillos recubiertos con NbA2 o con el inmunocomplejo NbA2/MC.

Cabe mencionar que los 59 clones analizados provienen del segundo output de panning,
por lo que describen la poblacion remanente y ya enriquecida luego de dos rondas de
seleccion, y no la diversidad inicial de las bibliotecas. Esto no constituye necesariamente
una limitacion para el objetivo de esta seccion (seleccionar clones y evaluar sus perfiles
de reactividad), pero si implica que las frecuencias observadas reflejan la combinacion de
presion selectiva y eventos de amplificacién ocurridos durante el flujo experimental. En
este sentido, resulta llamativo que los clones recuperados difieran entre bibliotecas, lo
que podria estar sugiriendo la existencia de cuellos de botella que hayan condicionado la
representacion de variantes en una u otra preparacion. Esta hipotesis podra abordarse
con mayor resoluciéon mediante secuenciacién masiva, que permitira estimar la fracciéon
de clones unicos, su distribucion de frecuencias y la posible presencia de sesgos asociados
al proceso de panning y amplificacion.

Por otra parte, en este apartado no se discute en detalle la posible redundancia clonal
entre pocillos, ya que este aspecto se abord6 mediante secuenciacién de los clones



positivos del primer screening y algunos del segundo, cuyos resultados se presentan mas
adelante. Por lo tanto, las proporciones de positivos podrian estar influidas por la
expansion de uno o pocos clones predominantes.

En conjunto, los datos de panning y screening indican que, tras dos rondas de seleccion,
ambas bibliotecas contienen una fraccion sustancial de clones capaces de reconocer el
inmunocomplejo NbA2/MC, con una mayor frecuencia de clones reactivos y varios
candidatos con perfil de especificidad preferente en la biblioteca Golden Gate.

4.2.3 SECUENCIACION DE LOS CLONES POSITIVOS

El andlisis de secuencias evidencié que el conjunto de clones obtenidos del primer
screening a partir de la biblioteca Golden Gate (denominados con el prefijo GG) presentd
una baja diversidad. Siete de los diez clones secuenciados presentaron secuencias
idénticas en sus CDR (clones GG1, GG2, GG4, GG6, GG7, GG9 y GG10), mientras que los
clones GG5 y GG8 presentaron respectivamente 1 y 2 sustituciones en regiones CDR
respecto a la serie anterior. Esto indica que estos nueve clones pertenecen a una misma
familia, donde algunos clones adquirieron mutaciones durante el proceso de maduraciéon
de la afinidad.

Por otra parte, el clon GG3 mostré una secuencia sustancialmente diferente, indicando
que pertenece a otra familia resultante de un evento independiente de recombinacién de
segmentos V/D/]. Presenta una identidad de 66 % respecto a los clones anteriores. Esto
concuerda con lo observado en el screening, dado que este clon es el inico que presenta
nula reactividad contra NbA2 (figura 15), sugiriendo que este clon presenta un modo de
unidn alternativo dentro del repertorio enriquecido. Finalmente, la secuenciaciéon de dos
clones seleccionados en el segundo screening (GG20 y GG51) (figura 16) evidencio
secuencias idénticas en sus CDR a GG3.

En los clones secuenciados provenientes de la biblioteca convencional (denominados con
el prefijo C) (figura 15) se observo una mayor diversidad. Los clones C3 y C5 presentan
secuencias idénticas, mientras que C4, C11 y C12 correspondieron a secuencias unicas,
cuyas regiones CDR sugieren que pertenecen a distintas familias.

En cuanto a los clones seleccionados en el segundo screening a partir de la biblioteca
convencional (C18, C21 y C41) (figura 16), la secuenciaciéon de los tres candidatos
analizados revelé que todos correspondieron a secuencias diferentes y, ademas, no
coincidieron con ninguna de las identificadas en el primer screening.

Dado que los procesos de panning para ambas bibliotecas fueron realizados en paralelo
y en idénticas condiciones, las diferencias en diversidad sugieren diferencias en la
diversidad de las bibliotecas de partida. Esto podria confirmarse mediante secuenciaciéon
masiva. Ademas de las diferencias en diversidad, resulta llamativo que ninguna de las
secuencias identificadas fue encontrada en ambos outputs y en particular que la



secuencia del clon GG3, recuperada en mas de un clon de la biblioteca Golden Gate, no
haya sido recuperado del panning de la biblioteca convencional.

Sobre esta base se seleccion6 para la caracterizacién posterior el clon GG3 de la biblioteca
Golden Gate (en adelante NbK3), que mostré un perfil con alta reactividad frente al
inmunocomplejo y nula reactividad frente a NbA2 en ausencia de toxina. De manera
complementaria, se eligié también el clon GG2 (en adelante NbK2) como representante
de un perfil alternativo, caracterizado por una elevada reactividad frente al
inmunocomplejo y una reactividad baja frente a NbA2 en ausencia de MC.

4.3 EXPRESION Y PURIFICACION DE NANOBODIES

Previo a la produccién de los Nbs a mayor escala, las secuencias correspondientes a los
clones NbK2 y NbK3 se subclonaron desde el vector pComb al vector pINQ-HA mediante
digestion con Sfil y posterior ligacion. El vector de expresion fuerte pINQ-HA permite la
produccion del Nb en forma soluble y no fusionada a pllI, a diferencia de la construccién
utilizada para phage display. Este vector incorpora una sefial de direccionamiento a la via
secretora/periplasmica, favoreciendo un ambiente oxidante adecuado para el correcto
plegamiento y la formacion de puentes disulfuro, y aflade tags de para la deteccién y
purificacion (HA y 6xHis respectivamente).

4.3.1 OPTIMIZACION DE CONDICIONES MEDIANTE EXPRESION A
PEQUENA ESCALA

En una primera aproximacion, se evalué la expresion recombinante de NbK3 a pequena
escala en E. coli BL21(DE3) bajo distintas combinaciones de concentraciéon de IPTG y
temperatura post-induccion, con el objetivo de maximizar la cantidad de Nb observado
en la fraccion soluble del lisado celular (figura 17). En las fracciones solubles se observo
una banda bien definida ligeramente por debajo del marcador de 20 kDa (compatible con
el tamafio esperado del Nb fusionado a los tags HA y 6xHis) para todas las condiciones
ensayadas a excepcion de la induccion con 100 uM IPTG, donde la banda es mucho mas
tenue.

Resulta particularmente relevante que, incluso en la condicién sin induccion (0 uM IPTG),
se detectara una banda apreciable en la regién correspondiente al tamafio esperado, lo
que indica la presencia de expresiéon basal desde el sistema inducible. Este
comportamiento es compatible con lo descrito para sistemas basados en el operador lac,
en los que se observa una cierta transcripcidon aun en ausencia de inductor, y pone de
manifiesto a una represion incompleta mediada por Lacl 78. En el sistema empleado, el
gen de interés se encuentra bajo el control del promotor T7 y un operador lac; por su
parte, la ARN polimerasa T7 necesaria para transcribir desde dicho promotor es provista



por E. coli BL21(DE3), donde su expresién esta regulada por el promotor lacUV5 y el
operador lac. En ausencia de IPTG, el represor Lacl (codificado tanto en el plasmido como
en el genoma) se une a los operadores lac y reduce la transcripcién de la polimerasa T7
y, en consecuencia, de la proteina recombinante. Sin embargo, dado que esta represion
no es absoluta, puede observarse un nivel residual de transcripcion aun sin inductor. En
presencia de IPTG, el inductor se une a Lacl y favorece su disociaciéon del operador,
habilitando la expresion de la polimerasa T7 y promoviendo posteriormente una mayor
expresion de la proteina clonada.

Como consideracion metodoldgica, para fortalecer esta interpretacion podria incluirse un
control adicional de BL21(DE3) no transformada, de modo de comparar el perfil basal de
proteinas de la cepa huésped con el de las muestras transformadas y asi distinguir con
mayor claridad bandas propias de la cepa de aquellas asociadas a la expresion de la
proteina recombinante.

Al comparar cualitativamente la intensidad de la banda correspondiente a NbK3 entre las
distintas condiciones de induccion, se observé que la sefial mas intensa se obtenia con 10
uM de IPTG a 28 °C, mientras que las condiciones con 100 uM de IPTG mostraron bandas
claramente mas tenues en la fraccion soluble. Este patrén resulta coherente con lo
descrito para sistemas de expresion en E. coli, donde concentraciones elevadas de IPTG
se asocian con una disminucion del crecimiento y del rendimiento de proteina soluble,
mientras que condiciones de inducciéon mas suaves favorecen la obtencion de mayores
cantidades de proteina correctamente plegada 7°. Por su parte, el analisis de las fracciones
insolubles revel6 inicamente una banda tenue en torno a los ~20 kDa, sin evidencias de
acumulacion masiva del Nb en forma de cuerpos de inclusion, lo que indica que, dentro
del rango de condiciones ensayadas, la mayor parte de NbK3 se recuperd en forma
soluble. Considerando la intensidad de la banda en la fraccion soluble, la induccién con
10 uM de IPTG a 28 °C se definié como la condicién 6ptima y se adopt6 para las etapas
posteriores de expresion a gran escala de NbK3.
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Figura 17 | Optimizacion de las condiciones de expresion de NbK3. (A) Analisis por SDS-PAGE de la
fraccidn soluble de cultivos de E. coli inducidos con distintas concentraciones de IPTG (0, 1, 3, 10y 100



uM) a 28°Cy 20 °C. (B) Andlisis equivalente de la fraccion insoluble obtenida en las mismas condiciones.
En ambos geles se incluye un marcador de peso molecular (MPM, kDa).

4.3.2 ESCALADO DE LA PRODUCCION DE NANOBODIES

En la etapa de expresion a mayor escala, ambos Nbs (NbK2 y NbK3) se produjeron en
cultivos de 500 mL de E. coli BL21(DE3) bajo la condicién seleccionada a partir de los
ensayos a pequefia escala para el clon NbK3 (10 uM de IPTG, 28 °C, incubacién ON). Las
células colectadas fueron lisadas mediante shock osmético utilizando un protocolo que
promueve la lisis de la membrana externa, dando lugar a un lisado que representa la
fraccion periplasmatica. Posteriormente, el lisado periplasmatico fue sometido a
purificaciéon mediante cromatografia de afinidad en columnas Ni-NTA, aprovechando la
cola 6xHis presente en los Nbs recombinantes. El andlisis por SDS-PAGE de las distintas
fracciones del proceso (lisado, flow-through y eluato) mostr6 un comportamiento
diferencial entre ambos clones (figura 18). En el caso de NbK2, se observé una banda
intensa en torno a los 20 kDa tanto en el lisado como en el eluato, mientras que dicha
banda no fue visible en el flow-through, lo que sugiere que la mayor parte del NbK2
soluble presente en el lisado se retuvo eficientemente en la columna y se recuperé en el
eluato. Para NbK3, en cambio, la banda correspondiente al Nb se apreci6 de forma clara
en el eluato, pero fue mucho mas tenue en el lisado y no se detecté en el flow-through, lo
que apunta a una menor cantidad de proteina soluble disponible de partida mas que a
pérdidas significativas durante la cromatografia.

Las fracciones eluidas y dializadas en PBS de esta primera produccion se cuantificaron
posteriormente por NanoDrop, obteniéndose unos rendimientos aproximados de 4,3 mg
por litro de cultivo para NbK2 y 0,24 mg por litro de cultivo para NbK3, es decir, del orden
de casi una magnitud inferior en el caso de NbK3, en concordancia con la menor
intensidad de su banda en el lisado.
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Figura 18 | Analisis por SDS-PAGE de la purificacion de los clones K2 y K3 mediante cromatografia de
afinidad Ni-NTA. Para cada clon se muestran el lisado de cultivo (L), el flow-through (F) y el eluato (E). Para
cada eluato se sembraron 5 ug de proteina purificada. El carril central (MPM) corresponde al marcador de
peso molecular (kDa).

Dado que la cantidad de NbK3 obtenida en este primer lote resultaba limitada para las
etapas posteriores de caracterizacion, se llevé a cabo una segunda produccién bajo las
mismas condiciones (500 mL de cultivo, 10 pM de IPTG, 28 °C), obteniendo un
rendimiento de aproximadamente 3,5 mg por litro de cultivo. Este segundo lote sitta el
rendimiento del NbK3 en un rango mucho mas préximo al observado para NbK2, lo que
pone de manifiesto cierta variabilidad entre producciones, pero confirma que, bajo las
condiciones establecidas, el sistema es capaz de proporcionar cantidades suficientes de
ambos Nbs para su uso en los ensayos funcionales y de inmunoensayo descritos en los
apartados siguientes.

4.4 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS NBS
SELECCIONADOS FRENTE AL INMUNOCOMPLEJO
NBA2/MC

Tras la purificacion de los NbK2 y NbK3 se realizaron distintos ELISA para caracterizar
su reactividad frente a MC-LR y al inmunocomplejo NbA2/MC, sentando las bases para la
posterior optimizacion del inmunoensayo no competitivo de deteccion de microcistina.
El revelado de los ensayos se realizé con anti-HA-HRP cuando NbK2 o NbK3 actuaron
como reactivos de deteccion, y con estreptavidina-peroxidasa (SPO) cuando la deteccion
se efectué con NbA2; en ambos casos se registré absorbancia a 450 nm. Finalmente, la
afinidad del NbK3 fue determinada mediante interferometria de biocapa.

4.4.1 DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LOS NBS
PRODUCIDOS

EVALUACION INICIAL DE LOS CLONES SELECCIONADOS

En esta etapa se evalu6 al NbK2 y al NbK3 frente a diluciones seriadas de MC-LR
capturada por NbA2 (figura 19). Las curvas observadas se adecdan a un ajuste sigmoidal.
En el caso de NbK3, la curva de respuesta alcanza una meseta a concentraciones
superiores a 1 ug/L. En contraste, para NbK2 se observé un nivel elevado de ruido de
fondo, potencialmente debido a reactividad del clon contra el NbA2, y una sefial que
comienza a aumentar de forma apreciable sé6lo a partir de concentraciones superiores a
1 ug/L, lo que sugiere una menor sensibilidad.
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Figura 19 | Curvas de respuesta por ELISA de NbK2 y NbK3 frente a MC-LR. Reactividad por ELISA de los
nanobodies NbK2 y NbK3 frente a diluciones seriadas de MC-LR capturada por NbA2. Se representa la
absorbancia a 450 nm en funcién de la concentracion de MC-LR, utilizando cada Nb como reactivo de
deteccion. Se grafica el promedio de triplicados, y las barras de error representan la desviacion estandar.

Al titular los Nbs NbK2 y NbK3 frente al inmunocomplejo NbA2/MC y NbA2 en ausencia
de MC se observaron perfiles de respuesta claramente diferenciados (figura 20). Para
NbK3, la curva obtenida frente al inmunocomplejo mostr6 una respuesta dosis-
dependiente, con incremento progresivo de la sefial hasta alcanzar una zona de
saturacion, mientras que en presencia de NbA2 en ausencia de toxina la sefial se mantuvo
en niveles no detectables a lo largo de todo el rango de concentraciones ensayadas (0-
500 ng/mL), en concordancia con el perfil de unidn selectiva descrito en el screening
inicial. En el caso de NbK2, en cambio, la aparicién de sefial frente al inmunocomplejo
aprecio en el intervalo de 10-100 ng/mL del Nb, y frente a NbA2 en ausencia de MC la
sefial comenzé a incrementarse entre 100 y 500 ng/mL, reflejando un comportamiento
menos favorable tanto en términos de sensibilidad como de especificidad. Ambos
patrones reproducen los perfiles observados en la etapa de seleccidn inicial y, sobre esta
base, se decidi6 continuar exclusivamente con el clon NbK3, para el desarrollo del
inmunoensayo.
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Figura 20 | Reactividad de NbK2 y NbK3 frente a NbA2 y al inmunocomplejo NbA2/MC. Evaluacién por
ELISA de la reactividad de NbK2 y NbK3 frente a NbA2 solo o al inmunocomplejo NbA2/MC. Se muestran
curvas de titulacidon de cada nanobody (eje X, ng/mL) sobre pocillos recubiertos con NbA2 (NbK2 x NbA2,
NbK3 x NbA2) o con el inmunocomplejo NbA2/MC (NbK2 x NbA2/MC, NbK3 x NbA2/MC). Se grafica el
promedio de triplicados, y las barras de error representan la desviacién estandar.

RECONOCIMIENTO DE MICROCISTINA EN AUSENCIA DE NBA2

Para profundizar en la caracterizacion, se exploroé la capacidad del NbK3 para reconocer
MC en ausencia de NbA2. Como primera aproximacion, se evalu6 su reactividad frente a
un conjugado BSA-MC. De observarse reactividad contra este conjugado, podria
concluirse que NbK3 es capaz de unir MC en forma independiente de NbAZ2.

Mientras que se observo una sefial de saturacién contra el inmunocomplejo NbA2/MC,
no se detect6 senal frente al conjugado BSA-MC (figura 21). Sin embargo, este resultado
no permite descartar la posibilidad de que NbK3 sea capaz de reconocer MC en ausencia
de NbAZ2. Esto se debe a que en el conjugado BSA-MC la toxina no esta en forma libre sino
covalentemente unida a BSA a través de un grupo metileno, lo cual podria alterar la
conformacion de la MC y/o enmascarar el epitope relevante para el NbK3, en particular
si el mismo se encontrara cercano al sitio de conjugacion.
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Figura 21 | Reactividad de NbK3 frente al inmunocomplejo NbA2/MC y al conjugado BSA-MC.
Absorbancia a 450 nm obtenida por ELISA en pocillos sensibilizados ON a 4 °C con inmunocomplejo
NbA2/MC o con el conjugado BSA-MC (0,5 ug/mL en PBS), bloqueados con PBS-BSA 1 % e incubados
posteriormente con NbK3 purificado a 0,5 pg/mL en PBS-BSA 0,1 %. Se grafica el promedio de triplicados,
y las barras de error representan la desviacion estandar.

RECONOCIMIENTO DE MICROCISTINA LIBRE E INMUNOCOMPLEJO
NBA2/MC

Con el fin de estudiar si el clon NbK3 reconoce estrictamente el inmunocomplejo formado
por NbA2 y MC, pero no los componentes por separado, se disefid un segundo
experimento para evaluar si NbK3 era capaz de reconocer MC libre (figura 22).

Se incubaron diluciones seriadas de MC sobre pocillos sensibilizados con NbK3, cuya
captura fue revelada en un paso posterior mediante el agregado de NbA2. Asimismo, se
realizé una curva similar en la cual se incub6 el inmunocomplejo NbA2/MC preformado
sobre pocillos sensibilizados con NbK3. Finalmente, se incluy6 un control donde la MC
libre fue capturada por NbA2 y posteriormente revelada con NbK3.

La captura de MC libre mediante NbK3 no genero sefial detectable, mientras que tanto la
captura del inmunocomplejo pre-formado mediante NbK3 y la captura de MC libre
mediante NbA2 si.

En conjunto, estos resultados sugieren que, bajo las condiciones evaluadas, el NbK3
muestra preferencia por el inmunocomplejo NbA2/MC. Esto implicaria que su paratope
esta dirigido a un neoepitope generado cuando la toxina se encuentra unida a NbA2. De
todas formas, no es posible descartar la posibilidad de que la MC libre pueda unirse a
NbK3, pero que esta interaccion imposibilite la posterior unién de NbA2.
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Figura 22 | Evaluacion de diferentes formatos de captura/deteccién en el inmunoensayo no
competitivo. Curvas de titulacidon de microcistina utilizando los pares de captura/deteccion A2/K3 (A) o
K3/A2 (7). Una tercera curva se obtuvo afiadiendo el inmunocomplejo NbA2/MC preformado a pocillos
recubiertos con K3 (m). Se grafica el promedio de triplicados, y las barras de error representan la desviacion
estandar.

4.4.2 DETERMINACION DE CONSTANTES CINETICAS POR
INTERFEROMETRIA DE BIOCAPA

La interaccidon del NbK3 con el inmunocomplejo NbA2/MC se caracteriz6 mediante Bio-
Layer Interferometry (BLI), empleando biosensores de estreptavidina recubiertos con el
inmunocomplejo NbA2/MC y NbK3 en solucién a 25-200 nM.

A partir del andlisis cinético, se obtuvo una constante de asociacién (kon) de 1,14 x 105
M~'s™'y una constante de disociacién (Koff) de 1.19 x 10-3s™, resultando en una constante
de afinidad (Kp) de 1,05 x 10~ M (figura 23). Este valor, en el rango de 1078 M, se ubica
dentro de las afinidades tipicamente consideradas altas para anticuerpos monoclonales
obtenidos sin procesos de maduracion in vitro.
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Figura 23 | Analisis cinético de la interaccion del NbK3 con el inmunocomplejo inmovilizado
mediante bio-layer interferometry (BLItz® System). A la izquierda se muestran los sensogramas
obtenidos para K3 a 25, 50, 100y 200 nM (lineas continuas) junto con el ajuste global a un modelo de unién
1:1 (lineas discontinuas). A la derecha se indican las constantes cinéticas derivadas del ajuste y la
constante de afinidad.

4.5 DESARROLLO Y EVALUACION DEL DESEMPENO
ANALITICO DE UN INMUNOENSAYO NO COMPETITIVO
PARA LA DETECCION DE MICROCISTINAS

4.5.1 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DEL INMUNOENSAYO

En esta seccidn se presentan los resultados de la optimizaciéon del inmunoensayo no
competitivo basado en el reconocimiento del inmunocomplejo NbA2/MC por NbK3. Los
ensayos realizados permitieron definir una concentracion de NbK3 que mantiene una
sefial elevada frente al inmunocomplejo con reactividad minima frente a NbA2 solo.
Ademas, la comparacién entre los formatos de captura (estreptavidina-NbA2 biotinilado
frente a NbA2 adsorbido directamente) mostré diferencias claras en la sensibilidad del
ensayo. Por dltimo, la incorporacién del buffer de interferencia y el ajuste del rango de
trabajo permitieron adaptar el inmunoensayo a la determinacion de microcistinas en
muestras de agua.

SELECCION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE NBK3
Para definir el rango de trabajo del NbK3, se realiz6 una titulacion por ELISA frente a tres

condiciones de sensibilizacidn: estreptavidina, estreptavidina + NbA2, y estreptavidina +
inmunocomplejo NbA2/MC.



Al evaluar la reactividad de NbK3 contra el inmunocomplejo NbA2/MC se observé una
sefial de saturacion a partir de 0,1 pg/mL, mientras que la curva de reactividad contra
NbA2 evidencié cierta reactividad cruzada a concentraciones mayores (a partir de 1,25
pug/mL) (figura 24). No se detect6 sefial frente a la condicion con estreptavidina, lo que
indica ausencia de unién inespecifica al soporte o a la proteina de bloqueo.

Estos resultados confirman que el NbK3 mantiene un perfil de unién preferencial hacia
el inmunocomplejo NbAZ/MC, con una reactividad muy limitada frente a NbAZ en
ausencia de MC. La diferencia en el comportamiento de las curvas sugiere que la
contribucidn de la toxina al epitope conformacional es clave para el reconocimiento por
el NbK3, comportandose como un anti-inmunocomplejo con minima reactividad cruzada
contra NbA2.

La titulaciéon permite delimitar una ventana de concentraciones de NbK3 en la que se
obtiene una sefial robusta frente al inmunocomplejo NbA2/MC y, al mismo tiempo, se
minimiza la reactividad con NbA2 solo. Esto concuerda con los datos del screening inicial,
donde NbK3 ya se habia destacado por la ausencia de reactividad cruzada con NbA2, y
respalda su seleccion como candidato para el desarrollo posterior del inmunoensayo
dirigido especificamente al complejo NbA2/MC.
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Figura 24 | Titulacion por ELISA del NbK3 purificado frente a distintas condiciones de sensibilizado.
Placas recubiertas con estreptavidina (®), estreptavidina + NbA2 (m) y estreptavidina + inmunocomplejo
NbA2/MC (A) se incubaron con diluciones seriadas de NbK3.

A partir de estos resultados se seleccion6 una concentracion de 0,5 pg/mL de NbK3, dado
que a este valor la sefial frente al inmunocomplejo NbA2/MC se mantiene practicamente
saturada y, al mismo tiempo, no se detecta reactividad apreciable frente al NbA2 solo.
Esta condicién representa un compromiso adecuado entre sensibilidad y especificidad
para el desarrollo del inmunoensayo.



EFECTO DEL FORMATO DE CAPTURA: ESTREPTAVIDINA-NBA2
BIOTINILADO VS NBA2 ADSORBIDO

Una vez definido el rango de trabajo de NbK3, se evalu6 el efecto sobre la sensibilidad del
inmunoensayo de un método alternativo de inmovilizacidn, en el cual el NbA2 biotinilado
es capturado por estreptavidina, en comparacién con el método anterior en el cual NbA2
es adsorbido directamente sobre la placa. En ambos casos se construy6 una curva de
calibracion empleando MC en un rango de 0-20 pg/L (figura 25).

El ajuste de las curvas permitié estimar un SCso de 0,31 pg/L para el formato
estreptavidina-NbA2bty de 1,79 pg/L cuando NbAZ2 se sensibilizé directamente sobre la
placa. Es decir, el uso de estreptavidina reduce casi seis veces la concentraciéon de MC
necesaria para alcanzar la semisaturacion de la sefial, lo que se traduce en un aumento
marcado de la sensibilidad del ensayo.

Esta diferencia es coherente con el disefio de ambos formatos, y se condice con resultados
reportados en la literatura que indican que la inmovilizacién directa de nanobodies a
menudo resulta en una captura poco eficiente 8081, En el sistema estreptavidina-NbA2bt,
la estreptavidina dirige una inmovilizacibn mas controlada y orientada de NbAZ2,
favoreciendo la exposicion del paratope y maximizando el nimero de sitios de unién
funcionales. En cambio, la adsorcion directa sobre la placa probablemente genere una
poblacion heterogénea de moléculas parcialmente desnaturalizadas y con el paratope en
distintas orientaciones, lo que disminuye la fraccion de NbAZ capaz de formar
eficientemente el inmunocomplejo NbA2/MC reconocido por NbK3 y desplaza la curva
hacia concentraciones mas altas de toxina.

En conjunto, estos resultados indican que el formato basado en estreptavidina-NbA2bt
mejora de manera significativa la sensibilidad del inmunoensayo y respalda esta eleccion
como configuracion preferente para el desarrollo del inmunoensayo.
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Figura 25 | Efecto del formato de inmovilizaciéon del anticuerpo de captura en la sensibilidad del
inmunoensayo no competitivo. Curvas de calibracion para MC-LR obtenidas empleando NbA2
biotinilado capturado sobre estreptavidina (NbA2bt; ®) o NbA2 adsorbido directamente sobre la placa
(NbA2; A). El ajuste de las curvas indicoé SCg, de 0,31 pg/L para el formato estreptavidina—NbA2Bt y de
1,79 pg/L para NbA2 adsorbido. Se grafica el promedio de triplicados, y las barras de error representan la
desviacion estandar.

INFLUENCIA DEL BUFFER DE INTERFERENCIA

Con el objetivo de mantener la sensibilidad del método y mejorar la compatibilidad del
ensayo con matrices de agua reales y potenciales interferentes presentes en muestras
ambientales, se incorpor6 el uso de un buffer de interferencia (BI) previamente
formulado para este fin 82, Para evaluar el impacto de este buffer sobre el desempefio del
ensayo, se construyeron curvas de calibracion a partir de un estandar certificado de M(,
en el rango 0-2 pg/L.

El ajuste de las curvas mostro valores de EC5, de 0,308 pug/L para el ensayo realizado en
presencia de Bl y de 0,313 ug/L para el formato original con PBS-BSA 0,1 % como
diluyente. Las curvas resultaron practicamente solapantes, indicando que Ila
incorporacion del Bl no afecta de manera apreciable la sensibilidad ni la pendiente de la
respuesta del inmunoensayo (figura 26).

En funcién de estos resultados, se decidié continuar empleando el BI en las etapas
posteriores, ya que permite mantener la sensibilidad del método al tiempo que esta
formulado para mejorar la compatibilidad del ensayo con matrices de agua reales y
potenciales interferentes presentes en muestras ambientales.
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Figura 26 | Influencia del buffer de interferencia en la respuesta del inmunoensayo. Curvas de
calibracion para MC-LR obtenidas empleando Bl (®) o PBS-BSA 0,1 % (A) como diluyentes. Los SCy,
determinados fueron de 0,308 y 0,313to pg/L, respectivamente, con curvas practicamente solapantes. Se
grafica el promedio de triplicados, y las barras de error representan la desviacion estandar.

4.5.2. EVALUACION DE LA REACTIVIDAD CRUZADA FRENTE A
DIFERENTES VARIANTES DE MICROCISTINA

Para evaluar el comportamiento del inmunoensayo frente a diferentes variantes de
microcistina, se analizaron seis variantes: MC-LR, MC-RR, MC-LA, MC-YR, MC-LW y MC-
LF. A partir de curvas concentracion-respuesta se estimaron los valores de SCsq y se
calcul6 la reactividad cruzada (RC%) tomando MC-LR como referencia (100 %). La
reactividad cruzada se defini6 como:

SCs0(MC—LR)

x 100
SCs0(MC—XX)

RC (%) =
Como puede observarse en la figura 27, el inmunoensayo muestra una elevada
reactividad cruzada frente a MC-YR y MC-LA (96 % y 78 %, respectivamente), lo que
indica que el sistema reconoce eficientemente varios congéneres estructuralmente
relacionados con MC-LR. MC-RR y MC-LF presentan una reactividad cruzada intermedia
(33 %y 29 %), mientras que MC-LW es reconocida de manera mucho mas débil (7 %).

En cuanto a las variantes que introducen modificaciones en posicidn X, el cambio por otro
residuo relativamente apolar (MC-YR) no afecté el reconocimiento, mientras que la
introducciéon de un residuo cargado (MC-RR) implic6 un mayor descenso en el
reconocimiento. Por otra parte, en cuanto a las modificaciones en posicion Z, el cambio
por alanina (MC-LA) presenté un impacto moderado en el reconocimiento, mientras que



las variantes que incorporan aminodacidos voluminosos e hidrofébicos en la posicién Z
(MC-LW y MC-LF) redujeron notablemente el reconocimiento.

La reactividad cruzada medida en este formato refleja la contribucién conjunta de ambos
nanobodies. La magnitud de la sefial depende, en primer término, de la captura por NbA2,
que determina cuanto de cada variante queda retenida, y, en segundo término, de la
deteccion por NbK3. En consecuencia, una menor reactividad cruzada puede originarse
por una captura menos eficiente, por un reconocimiento subéptimo del inmunocomplejo,
o por la combinaciéon de ambos efectos.

Desde el punto de vista aplicado, la alta reactividad cruzada hacia varios congéneres
relevantes implica que el inmunoensayo no solo responde a MC-LR, sino que es capaz de
integrar la presencia de otras variantes en términos de “equivalentes de MC-LR”, lo que
resulta ventajoso para la vigilancia de MCs en muestras ambientales.
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Figura 27 | Evaluacion de la reactividad del inmunoensayo frente a distintas variantes de
microcistina. Se muestran las curvas obtenidas para MC-LR, MC-RR, MC-LA, MC-YR, MC-LWy MC-LF, y
la tabla resume los valores de SC,, y el porcentaje de reactividad cruzada (RC %) calculado tomando MC-
LR como referencia (100 %). Se grafica el promedio de triplicados, y las barras de error representan la
desviacion estandar.

4.5.3 DETECCION Y CUANTIFICACION DE MC-LR EN MUESTRAS DE
AGUA AMBIENTALES

Para caracterizar el desempefio analitico del inmunoensayo, se estableci6 el limite de
deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ). Ambos se determinaron a partir de
la sefial del blanco, definiéndolos como blanco + 3DE y blanco + 10DE, respectivamente.
Posteriormente, ambas sefiales se interpolaron en la curva de calibracién ajustada por un
modelo logistico de cuatro pardametros (4PL) para expresarlas en unidades de



concentracion. A partir del blanco medido por triplicado, se obtuvo un LOD = 0,015 pg/L
yun LOQ = 0,074 pg/L de MC-LR.

Para evaluar la exactitud del inmunoensayo en matrices ambientales reales, se realizaron
ensayos de recuperacion (spiking) en un total de 21 muestras de agua. 7 muestras
correspondieron a agua de represa (D) y 13 a aguas tratadas (T) asociadas a tres
embalses diferentes del Rio Negro (B, P y Y), mientras que dos de ellas de agua Milli-Q
(MQ). Cada muestra se analizo sin fortificar y tras la adicion de MC-LR a 0,1 (cercano al
LOQ)y 0,5 ng/L (menos exigente), calculando el porcentaje de recuperacion en cada caso
(tabla 3).

En las muestras fortificadas con 0,1 pg/L, las recuperaciones oscilaron entre 59 y 167 %,
con un valor promedio de 98%. La mayoria de las muestras se ubicé dentro del rango de
aceptacion habitual para matrices ambientales (70-130 %), aunque se observaron
algunos desvios puntuales, tanto por sub-recuperacion (p. ej., DY3, DY4, TP6) como por
sobre-recuperacion (p. ej.,, DY2, TB1, TY1). Estas desviaciones se concentraron en el nivel
mas bajo de fortificaciéon, préximo al LOQ, lo que indica que combinaciones de efecto
matriz y variabilidad analitica tienen un impacto méas notable en este rango.

Al incrementar la fortificaciéon a 0,5 ug/L, las recuperaciones se estabilizaron entre 85 y
126 %, con un promedio en torno al 100 % y una dispersién menor. En este nivel, todas
las matrices (agua de represa, tratadas y MQ) mostraron comportamientos comparables,
sin evidencias de un efecto matriz sistematico ni de sesgos asociados a un embalse o tipo
de agua particular.

En conjunto, los ensayos de recuperacion demuestran que el inmunoensayo basado en el
par NbA2/NbK3 proporciona estimaciones precisas de MC-LR en aguas naturales, con
recuperaciones mayoritariamente adecuadas en el rango de concentraciones evaluado, lo
que respalda su idoneidad para el analisis de muestras ambientales. Los spiking
realizados demuestran que el ensayo permite detectar concentraciones de microcistina
relevantes a nivel ambiental: a modo de referencia, la OMS propone un valor guia
provisional de 1 ug/L para MC-LR total en aguas destinadas al consumo humano (agua
potable), mientras que la EPA establecié recomendaciones sanitarias para exposiciones
agudas (hasta 10 dias) de 0,3 pg/L para lactantes/nifios preescolares y 1,6 pg/L para
nifios en edad escolar y adultos.



Tabla 3 | Recuperacion (%) de MC-LR en muestras de agua fortificadas. MCs corresponde a la
concentracion global de microcistinas medida por ELISA y expresada como equivalentes de MC-LR. Las
siglas de las muestras son: Dy T para agua de represay de tratadas, respectivamente, mientras que B, P
e Y corresponden a tres reservorios diferentes a lo largo del rio Negro (Uruguay). MQ indica agua Milli-Q.
<LOD senala concentraciones por debajo del limite de deteccidon. Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado.

Sample| Unspiked [Spiking with MC-LR 0.1 pg/L{ Spiking with MC-LR 0.5 pg/L
ID MCs pg/L MCs ug/L  |% Recovery] MCs ug/L % Recovery
DB1 |0,191 = 0,006(0,262 = 0,010 71 0,648 + 0,017 91
DB2 |0,200 = 0,005[0,260 = 0,006 60 0,763 = 0,023 113
DP1 |0,391 + 0,017]0,512 + 0,012 121 0,936 + 0,032 109
DY1 |0,157 + 0,001]0,253 + 0,001 97 0,649 + 0,048 98
DY2 <LOD 0,167 = 0,005 167 0,564 = 0,007 113
DY3 |0,221 + 0,002]0,281 + 0,004 61 0,646 = 0,050 85
DY4 |0,188 + 0,005]|0,246 + 0,005 59 0,624 + 0,009 87
MQ <LOD 0,127 = 0,003 127 0,499 = 0,010 100
MQ <LOD 0,111 = 0,006 111 0,596 + 0,048 119
TB1 <LOD 0,141 = 0,012 141 0,511 + 0,011 102
TB2 0,070 + 0,002{0,146 + 0,003 76 0,634 = 0,040 113
TB3 |0,023 + 0,013]0,140 + 0,002 117 0,653 + 0,079 126
TP1 0,084 + 0,006(0,189 = 0,006 105 0,546 + 0,018 92
TP2 0,174 + 0,001{0,260 + 0,002 86 0,609 = 0,018 87
TP3 <LOD 0,125 = 0,008 125 0,467 = 0,025 93
TP4 |0,251 + 0,010(0,354 + 0,007 102 0,679 + 0,053 86
TP5 0,190 + 0,008(0,274 + 0,003 84 0,639 + 0,014 90
TP6 0,114 + 0,001(0,175 = 0,004 60 0,564 = 0,022 90
TP7 0,113 + 0,009(0,191 + 0,002 77 0,700 + 0,009 117
TY1 |0,025 + 0,024[0,153 + 0,005 128 0,511 + 0,029 97
TY2 <LOD 0,120 = 0,007 120 0,472 = 0,016 94
TY3 |0,068 + 0,001|{0,139 + 0,004 71 0,591 + 0,015 105

4.5.4 PRECISION INTRAENSAYO E INTERENSAYO DEL METODO

Los resultados de precisién intra-ensayo e inter-ensayo se presentan en la tabla 4. La
precision intra-ensayo se determind a partir de cinco réplicas independientes de una
muestra sin fortificar y de la misma fortificada (spiking) con 0,1 y 0,5 ug/L de MC-LR,
evaluadas en un mismo ensayo. Las concentraciones medias obtenidas fueron 0,231,
0,309 y 0,707 pg/L, con desvios estandar de 0,012, 0,012 y 0,050 pg/L, lo que



corresponde a CV de 5,3; 4,0 y 7,0%, respectivamente. Considerando los criterios de
desempefio reportados para ensayos comerciales tipo ELISA (Abraxis) 83, donde se
espera tipicamente <15% en matrices/muestras, los valores observados se ubican dentro
de los rangos de aceptacién y evidencian una muy buena repetibilidad a lo largo del
intervalo de trabajo evaluado.

En cuanto a la precision inter-ensayo, las mismas condiciones (0; 0,1 y 0,5 pg/L de MC-
LR) se analizaron en cinco dias independientes, obteniéndose concentraciones promedio
de 0,223, 0,289 y 0,694 pg/L, con desvios estandar de 0,021, 0,025 y 0,104 pg/L,
equivalentes a CV de 9,3; 8,5 y 15,0%. En el marco de criterios operativos como los
propuestos por la EPA (Method 546)84, que consideran aceptables variabilidades <15%
entre réplicas para muestras, los niveles bajo y medio muestran una reproducibilidad
solida (CV <10%), mientras que el nivel alto se sitia en el umbral de aceptacion (15%).
Cabe sefalar que dicho criterio EPA se formula sobre la sefial (absorbancia), mientras
que aqui la precision se expresa sobre concentraciones interpoladas, lo cual incorpora
adicionalmente la variabilidad asociada al ajuste de la curva e interpolacion; por lo tanto,
alcanzar estos CV en concentracién resulta consistente con un desempefio robusto del
método.

En conjunto, la baja variabilidad intra-ensayo y la reproducibilidad inter-ensayo
respaldan la robustez analitica del inmunoensayo para su aplicacién en el analisis
rutinario de MCs en muestras de agua, manteniéndose dentro de criterios de aceptacion
comunmente utilizados para este tipo de metodologias.

Tabla 4 | Precisién intra-ensayo e inter-ensayo del inmunoensayo para MC-LR. Para tres niveles de
spiking (0; 0,1y 0,5 ug/L de MC-LR) se indican el numero de réplicas o dias analizados (n), la concentracién
media obtenida, la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV) en cada condicién.

INTRA-ENSAYO INTER-ENSAYO
Spiking ] Media DE CcVv Spiking Media DE CcVv
(MC-LR pg/L) | (réplicas) | (ug/L) (ngl/L) (%) (MC-LR pg/L) (ng/L) (ng/L) (%)
_ 5 0,231 0,012 53 _ 5 0,223 0,021 9,3

“ 5 0,309 0,012 4,0 “ 5 0,289 0,025 8,5



S. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este trabajo aborda la necesidad de contar con herramientas alternativas para la
deteccion de microcistinas y demuestra la viabilidad de un formato no competitivo
basado en el inmunocomplejo NbA2/MC. Los resultados obtenidos respaldan el uso del
inmunocomplejo como selector para recuperar reactivos de deteccion que permitan
desarrollar un inmunoensayo cuantitativo. Asimismo, el desarrollo funcioné como
prueba de concepto para la implementaciéon de un esquema de clonado Golden Gate
orientado a la generacion de bibliotecas de nanobodies, aportando una alternativa
eficiente que reduce tanto el uso de reactivos como el tiempo requerido.

A futuro, es de interés profundizar en entender qué diversidad real esta representada en
las bibliotecas generadas, y qué clones fueron enriquecidos durante el proceso de
panning. Para ello, actualmente se esta trabajando en el analisis de secuenciacién masiva
de bibliotecas y outputs de panning, lo que permitira discriminar entre el tamafio
estimado por UFC y la diversidad real, asi como identificar sesgos introducidos durante
la amplificacién.

La seleccién y caracterizacion funcional del nanobody candidato (NbK3) permiten
destacar un punto clave del enfoque anti-inmunocomplejo: fue posible aislar un clon con
reconocimiento preferencial del complejo NbA2/MC y sin reactividad significativa frente
a NbA2 en ausencia de toxina, que para la deteccion de MCs es particularmente valioso
por evitar los compromisos de los formatos competitivos propios del fenémeno de
competencia. Si bien el desempefio del ensayo no depende de una descripcion estructural
detallada, resulta de interés avanzar en la caracterizaciéon del epitope reconocido por
NbK3 para precisar la contribucidn relativa de NbA2 y de la microcistina. En esa linea,
pueden incorporarse abordajes complementarios que permitan interpretar el
reconocimiento a nivel molecular, incluyendo el analisis frente a un panel ampliado de
variantes estructurales de microcistinas y, de manera ideal, aproximaciones
estructurales como la cristalografia del inmunocomplejo, con el fin de describir el sistema
con mayor exactitud.

Finalmente, la evaluacidon del desempefio analitico en muestras fortificadas indica que la
sensibilidad y precisiéon del ensayo son adecuadas para su aplicacién. En este marco, el
siguiente paso es avanzar hacia la validacion del método tomando como referencia los
criterios de desempeio y control de calidad descritos para microcistinas en el Método
546 de la EPA. Esto, complementado con la comparacién frente a un método instrumental
de referencia (p.ej., LC-MS/MS), permitiria delimitar con precision el alcance del ensayo:
en qué condiciones puede emplearse como tamizaje, cudndo habilita una cuantificacién
mas confiable.

Como proyeccién aplicada, se plantea la transferencia del esquema captura-deteccion a
plataformas alternativas. En esta linea, se esta avanzando en la adaptacién del sistema a



un inmunoensayo de flujo lateral orientado al monitoreo en campo, con el objetivo de
disponer de una herramienta de lectura rapida, operativamente simple y confiable, sin
necesidad de equipos de lectura ni de personal altamente cualificado, manteniendo el
formato de reconocimiento basada en el inmunocomplejo.

En sintesis, este trabajo cumple con el objetivo propuesto de desarrollar una biblioteca
de nanobodies presentados en fagos filamentosos por clonado Golden Gate y aplicarla
exitosamente a la selecciébn de nanobodies especificos contra el inmunocomplejo
NbA2/MC, avanzando en el desarrollo de un inmunoensayo no competitivo para la
deteccion de microcistinas.
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