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Resumen del proyecto

El diagnéstico serolégico de infecciones en curso es critico para definir el tratamiento a emplear, prevenir problemas
durante la gestacion (ej. toxoplasmaosis), controles en trasplantes, transfusiones de sangre y epidemiologia. La respuesta
de anticuerpos IgM es un pardmetro relevante en este tipo de diagndstico por su apariciéon temprana en suero durante las
infecciones. Dicha respuesta puede ser medida por inmunoensayos de serologia que utilizan superficies de captura con
anticuerpos convencionales anti-IgM de alta especificidad. La primera meta de este proyecto consistié en desarrollar un
reactivo anti-IgM genérico altamente estandarizado basado en nanobodies biotinilados capaces de inmovilizarse en forma
orientada y generar superficies de alta eficiencia de captura. Para esto se siguié una metodologia que permitié la
obtencién de nanobodies que demostraron buen desempefo para captura de IgM mediante su evaluacién en
inmunoensayos modelo de diagndstico para los virus Dengue y Zika.

Otra meta del proyecto consistié en desarrollar calibradores recombinantes para inmunoensayos serolégicos. Los
calibradores permiten discriminar entre sueros positivos y negativos, y tipicamente se formulan utilizando sueros
estdndares caracterizados. Debido a que son finitos, cada vez que los sueros se agotan nuevos lotes deben ser generados
y validados, elevando los costos de los kits diagndsticos. En este trabajo se desarrollé un calibrador constituido por una
guimera nanobody-Fc. El componente Fc contiene los dominios constantes de IgM humana y es reconocido por el nanobody
anti-IgM, y el componente nanobody es especifico contra el antigeno del inmunoensayo seroldgico, en este caso se utilizd
un nanobody anti-NS1 de Zika como modelo. La quimera fue producida con altos rendimientos a partir de cultivos de
células de mamiferos y demostré ser funcional en los inmunoensayos. Tanto los nanobodies anti-IgM como el calibrador se
presentan como valorables herramientas en el drea diagnostico capaces de mejorar la estandarizacion de las pruebas de
diagnéstico de infecciones agudas.
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Introduccién

Las enfermedades infecciosas son unas de las grandes amenazas para la salud a nivel mundial. Una de las formas mds
utilizadas para su diagnoéstico clinico consiste en la deteccion en suero de inmunoglobulinas especificas de patégenos
mediante métodos seroldgicos como el ensayo ELISA. Por su aparicion temprana en las respuestas inmunoldgicas, la
deteccion de las inmunoglobulinas de clase IgM permite determinar infecciones agudas y, en combinacién con serologia de
IgG, diferenciarlas de infecciones crénicas y pasadas. Diagnosticar una infeccién aguda a tiempo es fundamental para
determinar los tratamientos a seguir y prevenir su transmisién, asi como también evitar transferencia materno-infantil
durante embarazo de infecciones como toxoplasmosis, citomegalovirus, rubeola, zika, entre otros [1-4]. Los ensayos para
deteccion de IgM implican un paso para su captura desde el suero utilizando anticuerpos de captura anti-IgM, y un segundo
paso que permite la deteccidn de IgM patdégeno-especificas utilizando un antigeno del patégeno capaz de generar la senal
del ensayo. Para su funcionamiento confiable, es critico que los anti-IgM carezcan de reactividad cruzada contra otras
clases de inmunoglobulinas, por lo que su especificidad debe ser siempre analizada rigurosamente.

La primera parte de este proyecto consistié en desarrollar un reactivo anti-IgM genérico y estandarizado para la captura
y monitoreo de IgM séricas. Con este objetivo, apuntamos a utilizar tecnologias ya establecidas en nuestro laboratorio que
nos permitirian obtener anticuerpos de cadena simple conocidos como nanobodies. Los nanobodies se obtienen de un tipo
especial de anticuerpos que estdn presentes en los animales camélidos y que estdn conformados por una estructura
monodominio de cadena pesada que carece de cadenas livianas [5]. La regién de reconocimiento de estos anticuerpos se
denomina VHH y consiste en el dominio variable de las cadenas pesadas. Por ser monodominio, los VHH pueden ser
expresados facilmente como moléculas de reconocimiento de forma aislada al resto de la estructura. Las moléculas
recombinantes derivadas del VHH son los nanobodies, y dado su pequefio tamaio (15kDa) y otras caracteristicas
asociadas han adoptado gran potencial en el drea de ingenieria de anticuerpos [6]. Desde el punto de vista de su obtencidn,
estos pueden seleccionarse con gran control del proceso a partir de bibliotecas combinatorias de VHH en fagos
filamentosos. La preparacidn de las bibliotecas de nanobodies es mds simple y eficiente que las bibliotecas de anticuerpos
convencionales, ya que su construccién implica inicamente la amplificacién por PCR de los genes de VHH, mientras que no
deben realizarse etapas de solapamiento con genes de cadenas livianas [7]. Por otra parte, los nanobodies en general
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presentan caracteristicas especiales de solubilidad y estabilidad lo que los potencia como herramientas diagnésticas o
analiticas, siendo moléculas que soportan altas temperaturas en el rango de 60-80 °C [8-10] y concentraciones elevadas
de solventes [11, 12]. Ademds, pueden adaptarse a la preparacién de quimeras fusiondndolos a distintos polipéptidos, y
dada su sencilla y econémica produccién, pueden ser reproducidas en cualquier laboratorio con solo disponer de su
secuencia.

Siguiendo metodologias establecidas en nuestro laboratorio en este proyecto se apuntd a la seleccidon de nanobodies anti-
IgM que fueran adecuados para utilizar en diagndstico, particularmente en inmunoensayos de captura de IgM para
diagnostico seroldgico de infecciones. Como prueba de concepto, los nanobodies serian probados en inmunoensayos
seroldgico para diagndstico de los flavivirus, Zika y Dengue. Para ambas infecciones, la serologia de inmunoglobulinas IgM
estd dentro de la primera linea de métodos de diagndstico sugeridos por la OMS y la CDC. ELl método seroldgico de IgM de
referencia consiste en un ELISA cualitativo de captura “MAC-ELISA” capaz de detectar IgM especificas contra antigenos
de Dengue o Zika.

La segunda parte del proyecto consistié en desarrollar un calibrador recombinante para ensayos de serologia como
sustituto al uso convencional de sueros de referencia. Todos los ensayos para serodiagnéstico requieren estdndares de
referencia establecidos como controles y calibradores para validar los resultados y definir el valor umbral que marca el
limite entre resultados de muestras seropositivas y seronegativas. En general, los estdndares son sueros colectados y
procesados de grandes volimenes de sangre de individuos con infecciones conocidas y validados para su uso como
calibradores. Los laboratorios de diagndstico, al proponer sus kits, validan sus propios estdndares con respecto a
estdndares internacionales de referencia aceptados por la OMS y provistos por el NIBSC (National Institute for Biological
Standards and Control)[13]. Cuando los estdndares se agotan, nuevos lotes de suero deben establecerse y validarse con
respecto al previo, debido a las diferencias de composicion, especificidad y potencia (UI) entre lotes [14]. Dado que el
proceso de adquirir y validar sueros representativos suele ser laborioso y costoso, muchas companias de
inmunodiagndstico estdn implementando la produccién recombinante e ilimitada de calibradores como sustitutos. Por
ejemplo, ya se han producido monoclonales humanos IgG e IgM especificos del patégeno y anticuerpos quiméricos con
dominios Fc de IgM humana asociadas a dominios Fab de otras especies [15, 16]. En el presente proyecto se apunté al
desarrollo de un calibrador recombinante basado en nanobody para aplicar en los ensayos diagndstico por captura de
IgM. La molécula disenada a utilizar como calibrador consistié en una quimera de proteinas que podia ser expresada de
forma recombinante a partir de cultivos de la linea celular de mamiferos HEK293. El disefio de la quimera consistio en un
nanobody fusionado a los dominios CH2, CH3 y CH4 del Fc de la inmunoglobulina humana IgM. El componente nanobody
estaria encargado de darle especificidad al calibrador contra el antigeno utilizado del ensayo diagndstico, mientras que el
componente Fc de IgM es la porcién que deberia ser reconocida por el nanobody anti-IgM utilizado como reactivo del
ensayo.

Metodologia/disefio del estudio

La metodologia para la obtencidn de nanobodies anti-IgM inicié con la inmunizacién de una llama con IgM humana durante
un periodo de tres meses hasta evidenciar una alta respuesta inmune del animal mediante determinacion del titulo
anticuerpos anti-IgM en suero. Cuando la respuesta fue considerable se prosiguié con la extraccidn de sangre en gran
volumen y la construccidn de la biblioteca de nanobodies (VHH) en fagos. Brevemente, se realizé la construccion de la
biblioteca a partir de la extracciéon de ARN de células PBMCs, el cual fue sometido a reacciones de RT-PCR con iniciadores
gue permiten la amplificacion de los VHH. Los iniciadores utilizados presentaron sitios de corte para la enzima Sfil que
permitieron realizar el clonado de los productos de PCR en el vector fagémido pComb3x y transformado en células E. coli
ER2738. Las células transformadas fueron cultivadas en medio liquido durante toda la noche en las condiciones adecuadas
para promover la generacion de fagos con expresién de nanobodies en su superficie. Finalmente, los fagos fueron
purificados y concentrados y conservados a -80°C en alicuotas.

A partir de la biblioteca de fagos se realizé la seleccidn de los nanobodies anti-IgM utilizando la tecnologia Phage Display y
una estrategia de seleccidn por panning que fue disefiada con el objetivo de promover el enriquecimiento de clones
especificos cotra IgM y la eliminacidn de clones no reactivos o reactivos contra otras inmunoglobulinas humanas (IgG,
IgE, IgA). Brevemente, el panning consistié en incubar la biblioteca en pocillos de ELISA que presentaban todas las
inmunoglobulinas humanas con excepcién de IgM. Al cabo de una hora se recuperé el sobrenadante de los pocillos y se
incubaron durante dos horas mds en nuevos pocillos con IgM. Una vez finalizada la incubacién se realizaron etapas de
lavado y los fagos adheridos fueron eluidos mediante digestiéon enzimdtica con tripsina. A continuaciéon, se amplificaron los
fagos mediante infeccién de células E. coli, las cuales fueron cultivadas en medio liquido durante la noche en condiciones
gue promovieron la generacidn de nuevos fagos. El nuevo pool de fagos fue sometido a una nueva e idéntica ronda de
seleccién.
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Al finalizar el panning se realizé un rastreo de clones de nanobodies. Esto consistié en clonar la mezcla de ADN codificante
de los nanobodies seleccionados por panning en un vector de alta expresién y luego transformarlo en bacterias para
expresion de proteinas E. coli BI21. Se obtuvieron decenas de colonias individuales en placas de LB-Agar (cada una con un
gen de nanobody), las cuales fueron crecidas individualmente en medio liquido en condiciones que permitieron la expresion
de los nanobodies. Cada cultivo fue luego analizado mediante ensayos de ELISA para evidenciar la presencia de
nanobodies con reactividad contra IgM y evaluar reactividad cruzada contra otras inmunoglobulinas.

Los nanobodies anti-IgM seleccionados en la etapa de rastreo fueron producidos en cultivos e 1 litro con una molécula de
biotina y una cola de 6 histidinas en su extremo C-terminal. Cada uno fue obtenido como proteina pura al pasar el extracto
celular por columnas de afinidad de Niquel/NTA. Todos los nanobodies fueron caracterizados en base a su afinidad
utilizando sensores de interferometria de biocapa y por su aplicabilidad en técnicas de ELISA, Western blot y Citometria de
flujo.

Los ensayos de ELISA de captura de IgM se realizaron inmovilizando los nanobodies a través de su biotina en placas de
ELISA cubiertas con estreptavidina y bloqueadas con BSA 1%. En cada pocillo de la placa se realizaron incubaciones con
suero o estdndares de IgM en buffer para promover la captura especifica de IgM, la cual luego fue detectada de forma
general con un anticuerpo anti-IgM conjugado a peroxidasa o, en el caso de los ensayos seroldgicos de infecciones, de
forma especifica utilizando antigenos derivados del patégeno de interés.

Para la produccidn del calibrador recombinante se realizé la construccion génica en el vector pcDNA 3.1 disefiado para
alto nivel de expresidn constitutiva de proteinas recombinantes en lineas celulares de mamiferos. La construccidn génica
para expresar el calibrador fue insertada en sitio multiple de clonado y la misma incluyé (en sentido 5°-3) la secuencia
codificante del nanobody, un linker conformado por (GGGS)3, los dominios de Fc de IgM CH2, CH3 y CH4 y un péptido para
purificacién llamado twin-strep-tag. Ademds, se incluyeron dos sitios de restriccién correspondientes a la enzima Sfil que
flanquearon el gen del nanobody lo que permite el intercambio sencillo de nanobodies para producir calibradores con
diferentes aplicaciones.

El calibrador fue producido en cultivos de células HEK293 adherentes. Para esto se sembraron 5 botellas T-175 a una
confluencia celular del 35% y al siguiente dia se realizé la transfeccidn con 36 ug de ADN por botella combinado con agente
transfectante PEI 40kDa (Polysciences) en una relacion de masa 5:1 (PEL:ADN). A los 4 dias de la transfeccidn se recuperd
el medio de cultivo y se realizé la purificacion de la proteina por columnas streptactin-XT a través del péptido twin-strep-
tag. La proteina purificada fue valorada por SDS-PAGE, gel filtracion y ensayos de ELISA.

Resultados, andlisis y discusién

A partir de la inmunizacién de la llama, se logré construir una biblioteca de nanobodies en fagos con un tamano de 1x108
clones en preparaciones de 1x1012 clones/mL, alcanzando una representatividad aproximada de 1000x por particula viral
en un mL. Mediante la tecnologia Phage Display y etapas de seleccién por panning se generd una nueva preparacion de
fagos enriquecidos con clones especificos contra IgM. Los genes de nanobodies fueron transferidos en masa al vector de
expresion pINQ-BtHé6 y se transformaron en E. coli BL21 (DE3). Se realizé un rastreo de 72 clones cultivando colonias
individuales en cultivos que promovieron la expresion de los nanobodies como proteinas solubles y biotiniladas. Todos los
nanobodies fueron probados en ELISA para evaluar su reactividad contra IgM y otras inmunoglobulinas (Figura 1). Los
clones que mostraron mayor reactividad contra el Fc de IgM (absorbancia en funcién de diluciones seriadas del
sobrenadante de cultivo) y nula reactividad contra inmunoglobulinas humanas fueron seleccionados para enviar a
servicios de secuenciacion y continuar con el trabajo.

De las secuencias de nanobodies se identificaron 8 diferentes capaces de reaccionar con IgM, cada uno de ellos fueron
producidos en escala de cultivo mayores (de 1 litro) y purificados por columnas de afinidad de Ni/NTA. Se evalud la afinidad
(KD) de cada nanobody por interferometria de biocapa y se jerarquizaron en funcidn de la misma dentro de un rango que
varié en el orden de 0.1-1 nM, destacandose el clon NbCO9 por ser el de mayor afinidad (Tabla 1). Ademds, mediante
interferometria se realizaron estudios de unidn a epitopes que mostraron que 5 clones reconocian un mismo epitope, a la
vez que se destacaron los clones D03 y F06 por reconocer distintos epitopes de la proteina (Figura 2).

Se demostré también la aplicabilidad de los nanobodies como herramientas para la detecciéon de IgM mediante la técnica
Western-Blot. En la figura 3 se muestra un Western-Blot optimizado donde se diferencian las reactividades de los
nanobodies contra IgM, observando que los clones E08, D03, D04 y CO9 eran los mds reactivos.

Se evalué a los nanobodies como herramientas de captura IgM en ensayos de ELISA, para esto se inmovilizé a cada
nanobody de forma orientada sobre pocillos de ELISA cubiertos con estreptavidina y a través de su biotina ubicada en
extremo C-terminal. Esta estrategia de inmovilizacién fue disefada con el fin de aumentar la exposicién de los sitios de
unién de los nanobodies y maximizar la superficie de capturas de IgM, respecto a las inmovilizaciones aleatorias que se
realizan convencionalmente. En las placas con nanobody se realizé un paso de incubacién con IgM purificada o suero

417



humano y una siguiente incubacidn con anti-IgM humana conjugado a peroxidasa. En la figura 4A se pueden observar los
ensayos de captura realizados con 5 nanobodies. Estos fueron los de mejor desempeno y prdcticamente muestran una
capacidad de captura muy similar entre si. A su vez al comparar la captura entre uno de estos nanobodies y un anticuerpo
comercial (utilizado incluso para diagnéstico en ensayos de ELISA), se pudo ver que la captura funcionaba de forma
similar en ambos casos, demostrdndose que los nanobodies podian ser utilizados para estos fines (Figura 4B). Todos los
clones también capturaron de forma eficiente IgM desde sueros y por lo tanto, a pesar de la complejidad de la matriz, esta
no afectaria el desempenio de los nanobodies.

Se demostré el potencial del NbC09 en inmunoensayos de captura de IgM para diagndstico de infecciones. Como prueba de
concepto se realizé un inmunoensayos para diagndstico de Dengue que implicé utilizar un antigeno del virus como reactivo
para detectar a las IgM especificas del virus que habian sido capturadas desde cada suero (Figura 5). Para validar el
ensayo se analizaron 3 muestras de suero provistas por un kit diagndstico comercial, un suero provisto como calibrador y
otro dos como controles positivo y negativo del ensayo. Al igual que el kit diagnéstico, nuestro ensayo generdé senales de
absorbancia para el calibrador (0D450nm=0.17) que cayeron dentro del rango aceptado por kit. Para el andlisis de
muestras se calculé el valor obtenido de la relacién de absorbancia de cada muestra y la absorbancia del calibrador.
Siguiendo las recomendaciones del kit, todas las muestras que presentaban valores de relacién mayor a 1.5 eran
consideradas positivas para la infeccidn. Asi, la muestra control positivo y negativo generaron valores de relacién
esperables que fueron de 2.8 y 0.3, respectivamente. Ademds, tres muestras de suero de pacientes diagnosticados con
Dengue 10-15 dias después de la infeccion y una con diagndstico de flavivirus fueron correctamente identificados como
positivos con el ensayo con nanobody anti-IgM, mientras que otras muestras negativas fueron identificadas por debajo del
umbral de 1.5.

Los resultados de la seleccién y aplicacién de nanobodies anti-IgM fueron publicados en la revista New Biotechnology en
mayo de 2021 [17].

Para la produccidn del calibrador se optimizo el protocolo de transfeccidon en cultivo de células adherentes HEK293.
Inicialmente se utilizé un pldsmido control que permite la expresidn intracelular de la proteina verde fluorescente (GFP) en
las células es transfectadas. Con este plasmido se estudid la eficiencia de transfeccién utilizando dos tipos de agentes de
transfeccion comerciales, Polyethylenimina (PEI) lineal de 40KDa (PEI MAX 49553-93-7, Polysciences) y PEI ramificado de
25KDa (408727, Sigma). Con cada uno de los PEI se realizé un protocolo de transfeccidon en células sembradas sobre
placas de 6 pocillos, y al cabo de 72 horas las células fueron colectadas y analizadas por citometria de flujo. Los andlisis
demostraron que el PEI lineal promovié la mayor cantidad de células fluorescentes con porcentajes cercanos al 100% de
células fluorescentes, mientras que el PEI ramificado generd tan solo el 60% de células fluorescentes (Figura 6). Con el PEI
lineal se optimizé ademds la relacién de masa PEI:ADN, observdndose que la relacién minima que promovia la mdxima
eficiencia de transfeccion correspondia a una relacién 5:1 (Figura 7).

Se utilizé el pldsmido pcDNA3.1 para producir un calibrador compuesto por un nanobody especifico contra la proteina NS1
de Zika y la region Fc de la IgM humana. Con el pldsmido se realizaron transfecciones a pequefa escala (placas de 6
pocillos) para evaluar los niveles de produccidn de proteina. Al cabo de la transfeccién con el PEI lineal se colecté medio
cada 24 horas durante 4 dias y con cada uno se realizaron curvas de titulacidn del calibrador en ensayos de ELISA que
utilizaban al nanobody NbCO9 para la captura. Los resultados mostraron que los cultivos expresaron proteina durante los
4 dias alcanzando un pico mdximo a las 48 horas luego de la transfeccidén donde se produjo una cantidad de
aproximadamente 26 g por mL de cultivo seglin una estimacion realizada con una curva estdndar de IgM (Figura 8).

Se realizé una producciéon a mayor escala de la proteina en 5 botellas de cultivo T175 y colectando el medio a los 4 dias
post-transfeccidn. La proteina fue luego purificada por columnas streptactin-XT, con un rendimiento de aproximadamente
2 mg de proteina. Se determiné que la proteina se obtuvo con un grado de pureza mayor al 90 % al analizarla por SDS-
PAGE, pudiéndose identificar unicamente a las bandas de los monémeros del calibrador correspondientes a 60 KDa. Para
determinar la funcionalidad del calibrador se evalué la reactividad del nanobody anti-NS1 de la quimera y la presencia de
las regiones Fc que son reconocidas por el nanobody anti-IgM. Para esto se realizé un ensayo de ELISA que consistié en
incubar diluciones seriadas del calibrador en placas sensibilizadas con el antigeno NS1 mientras que se realizé la
deteccion de la proteina utilizando el nanobody anti-IgM seguido de una incubacién con estreptavidina peroxidasa. Como
resultado se obtuvo una curva de titulacién que ajustd de forma esperada a una funcién sigmoidea (Figura 9), demostrando
la funcionalidad del nanobody y la integridad del Fc para ser reconocido como tal por el nanobody NbCO09.

Conclusiones y recomendaciones

Durante el desarrollo del proyecto se logré construir una biblioteca de nanobodies a partir de la inmunizacién de una llama
con la inmunoglobulina humana IgM. Utilizando estrategias de seleccidén por panning se obtuvieron 8 nanobodies
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especificos contra la region Fc de la IgM, que se caracterizaron por ser de alta afinidad de unidn y tener alto nivel de
expresion en cultivos de E. coli y demostraron buenos desempenos como herramientas de técnicas inmunoquimicas para
deteccion de IgM. Dado el conocimiento de sus secuencias fue posible generar nanobodies asociados a diferentes
marcadores, uno de ellos consistié en agregar una biotina en el extremo C-terminal lo que permitié inmovilizar a los
nanobodies de forma orientada en placas de ELISA sensibilizadas con estreptavidina. Este tipo de inmovilizacién no
aleatoria de los nanobodies permitié generar superficies de captura de IgM con alta eficiencia que demostraron su
potencial en diagnostico infecciones a través de la deteccion de IgM patégeno-especificas.

La segunda parte del proyecto constituyd una prueba de concepto para el uso potencial de sistemas basados en
nanobodies-Fc como sustitutos de calibradores basados en materiales bioldgicos para ensayos de diagndsticos
seroldgicos. Un componente clave del reactivo es el nanobody que reacciona especificamente con el antigeno del patégeno
utilizado para la deteccién en el inmunoensayo. En la actualidad, la tecnologia para generar nanobodies estd muy
desarrollada y muchos laboratorios tienen capacidad para producirlos siguiendo protocolos similares a los empleados en
este proyecto. El otro componente consiste en la regién Fc de las inmunoglobulinas. En este caso optamos por introducir un
calibrador con Fc de IgM, pero el concepto también aplica a la generacidn de calibradores con Fc de IgG u otras clases de
Inmunoglobulinas para generar calibradores que pueden ser introducidos en distintos ensayos serolégicos de diagnéstico.
Una vez validada frente a un patrén de referencia o método de referencia, el calibrador tiene el potencial de reemplazar
estdndares bioldgicos, sin restricciones en cuanto a su naturaleza, ya sean proteinas, lipidos, polisacdridos, etc. En este
proyecto desarrollamos un calibrador con potencial aplicacién para serologia de Zika, quedando en la perspectiva
inmediata realizar su validacion frente a un patrén de sueros que serdn tomados como referencia.

Es interesante notar que el concepto de calibradores sintéticos basados en nanobodies como materiales de referencia
estandarizados se ha extendido desde este proyecto a otros desarrollos de ensayos serolégicos. Por ejemplo, actualmente
estamos utilizando el disefio de nanobody-Fc para producir dos calibradores en ensayos seroldgicos de COVID-19 que
detectan IgG especifica contra antigenos del Sars-Cov-2. Estos calibradores estdn conformados por la regién Fc de IgG1
humana y nanobodies especificos contra los antigenos N y RBD del virus. Por otro lado, también aplicamos el concepto de
calibradores a ensayos serolégicos de diagndstico de alergias contra antibidticos beta-lactdmicos. En este caso los
calibradores desarrollados consistieron en nanobodies biespecificos conformados por un nanobody anti-antigeno y otro
nanobody sustituto del Fc, especifico contra el pardtope del anticuerpo utilizado en el ensayo seroldgico.

La informacion de las secuencias de los nanobodies y de los calibradores basados en nanobody permite que estos puedan
ser reproducidos indefinidamente de forma homogénea y ofrece una excelente oportunidad para mejorar la
estandarizacion de las pruebas de diagnéstico de infecciones agudas.

6/7



Referencias bibliogrdficas

1. Mlakar J, Korva M, Tul N, Popovi&#263; M, PoljSak-Prijatelj M, Mraz J, Kolenc M, Resman Rus K, Vesnaver Vipotnik T,
Fabjan Vodusek V: Zika virus associated with

microcephaly. New England Journal of Medicine 2016, 374(10):951-958.

2. Jones JL, Lopez A, Wilson M, Schulkin J, Gibbs R: Congenital toxoplasmosis: a review. Obstetrical & gynecological survey
2001, 56(5):296-305.

3. Enders G, Miller E, Nickerl-Pacher U, Cradock-Watson J: Outcome of confirmed periconceptional maternal rubella. The
Lancet 1988, 331(8600):1445-1447.

4. Carlson A, Norwitz ER, Stiller RJ: Cytomegalovirus Infection in Pregnancy: Should All Women Be Screened? Reviews in
Obstetrics and Gynecology 2010, 3(4):172-179.

5. Hamers-Casterman C, Atarhouch T, Muyldermans S, Robinson G, Hommers C, Songa EB, Bendahman N, Hammers R:
Naturally occurring antibodies devoid of light chains.

Nature 1993, 363(6428):446.

6. Muyldermans S: Single domain camel antibodies: current status. Reviews in Molecular Biotechnology 2001, 74(4):277-302.
7. Muyldermans S: Nanobodies: natural single-domain antibodies. Annual review of biochemistry 2013, 82:775-797.

8. Ladenson RC, Crimmins DL, Landt Y, Ladenson JH: Isolation and characterization of a thermally stable recombinant anti-
caffeine heavy-chain antibody fragment. Analytical

chemistry 2006, 78(13):4501-4508.

9. Perez JM, Renisio JG, Prompers JJ, van Platerink CJ, Cambillau C, Darbon H, Frenken LG: Thermal unfolding of a llama
antibody fragment: a two-state reversible process. Biochemistry 2001, 40(1):74-83.

10. Dumoulin M, Conrath K, Van Meirhaeghe A, Meersman F, Heremans K, Frenken LG, Muyldermans S, Wyns L, Matagne A:
Single&#8208;domain antibody fragments with

high conformational stability. Protein Science 2002, 11(3):500-515.

1. Kim H-J, McCoy MR, Majkova Z, Dechant JE, Gee SJ, Tabares-da Rosa S, Gonza&#769;lez-Sapienza GG, Hammock BD:
Isolation of alpaca anti-hapten heavy chain

single domain antibodies for development of sensitive immunoassay. Analytical chemistry 2011, 84(2):1165-1171.

12. He T, Wang Y, Li P, Zhang Q, Lei J, Zhang Z, Ding X, Zhou H, Zhang W: Nanobody-based enzyme immunoassay for
aflatoxin in agro-products with high tolerance to

cosolvent methanol. Analytical chemistry 2014, 86(17):8873-8880.

13. WHO International Biological Reference Preparations. Immunoglobulins and Human Sera
[http://www.who.int/bloodproducts/catalogue/Immu.pdf?ua=1]

14. Rijpkema S, Hockley J, Rigsby P, Guy EC, Group TS: Establishment of replacement International Standard 13/132 for
human antibodies to Toxoplasma gondii. Biologicals

2016, 44(5):448-455.

15. Hamilton R: Application of engineered chimeric antibodies to the calibration of human antibody standards. In: Annales de
biologie clinique: 1991. 242-248.

16. Millipore E: Human Infectious Disease Antibodies From Cell Culture.

17. Scarrone M, Gonzdlez-Techera A, Alvez-Rosado R, Delfin-Riela T, Modernell A, Gonzdlez-Sapienza G, Lassabe G.
Development of anti-human IgM nanobodies as universal reagents for general immunodiagnostics. N Biotechnol. 2021 Sep
25;64:9-16. doi: 10.1016/j.nbt.2021.05.002. Epub 2021 May 11. PMID: 33984500.

Licenciamiento

Reconocimiento-NoComercial-SinObraDerivada 4.0 Internacional. (CC BY-NC-ND)

7/7



