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DESCRIPCIÓN 
 
Línea celular de hibridoma y su utilización para producir un anticuerpo monoclonal contra la proteína C (proteína-C, 
MYBPC3, CMYBP-C o MY-C) de unión a miosina humana específica del corazón
 5 
La invención se refiere a un clon de hibridoma de ratón que produce un anticuerpo monoclonal 
(anti-My-CcC0C2-235-3H8; IgG1, kappa), que está dirigido contra y detecta la proteína C (proteína-C, MYBPC3, 
cMyBPC o My-C) de unión a miosina cardíaca y no reacciona con los isómeros estrechamente relacionados de 
My-C de la de los músculos esqueléticos. Este mAK es adecuado como anticuerpo capturador o detector para 
elaborar un ELISA (ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas) para la determinación cuantitativa de My-C en 10 
suero, plasma, sangre entera u otros líquidos corporales para el diagnóstico temprano de infartos de miocardio. En 
el marco de este procedimiento de diagnóstico puede permitir una terapia considerablemente más temprana de los 
infartos de miocardio. 
 
Debido al grave peligro de muerte, los infartos de miocardio deben diagnosticarse rápidamente y distinguirse de 15 
otras causas de dolor torácico. [1] La determinación de biomarcadores de necrosis miocárdica es hoy en día 
esencial para el diagnóstico de infartos en supuestos SNCE-ACS (síndromes coronarios agudos sin elevación del 
segmento ST) y obligatoria para el diagnóstico en el contexto clínico correspondiente. La troponina cardíaca (cTn) es 
considerada por el momento como el biomarcador decisivo. Forman parte de la definición general de infarto. [2] No 
obstante, las troponinas cardíacas (cTn) presentan deficiencias y nuevos biomarcadores podrían resultar muy 20 
valiosos. [3] La concentración de cTn en el suero no alcanza el máximo hasta 16-18 horas después de aparecer los 
síntomas y una desventaja de los ensayos cTn utilizados hasta ahora es su falta de sensibilidad analítica para 
detectar las concentraciones bajas de cTn en las primeras horas después de la aparición de los síntomas. [4; 5] Los 
ensayos de cTn más recientes tienen por objeto determinar de manera fiable niveles bajos de cTn, pero su reducida 
especificidad para los infartos disminuye su valor porque hay que tener en cuenta las concentraciones de cTn 25 
cercanas al percentil 99 en los sujetos de prueba sanos. Pero incluso en ese caso, las concentraciones de cTn para 
hasta un 25 % de los pacientes de infarto se encuentran por debajo de ese límite. [6] Teniendo en cuenta la 
sensibilidad y especificidad limitadas de los ensayos de cTn, en las guías correspondientes (NICE) se recomienda 
determinar la cTn 10-12 horas después de aparecer los síntomas (dolores en la región del tórax) para asegurar el 
diagnóstico. [1] Aunque existe una serie de biomarcadores que se liberan más rápidamente después de un infarto, 30 
ninguno de estos ha podido establecerse porque no se expresan de forma específica para el corazón. [7] Por este 
motivo, los esfuerzos se centran actualmente en analizar el alcance de los cambios temporales de las 
concentraciones de cTn para mejorar el valor informativo de los ensayos de cTn. Sigue sin estar claro cuán grande 
tendría que ser la diferencia de concentración absoluta para que las diferencias en la variación analítica y biológica 
de las concentraciones de cTn carezcan de sentido para el diagnóstico previsto. 35 
 
El biomarcador ideal tendría que ser liberado rápidamente del miocardio después de un infarto pero, a diferencia de 
los marcadores comparables utilizados hasta ahora, tendría que ser específico del corazón. La proteína C 
(proteína-C, MYBPC3, cMyBP-C o My-C) de unión a miosina cardíaca es una proteína que cumple con estos 
criterios. Se identificó en el análisis del proteoma del flujo de salida coronario de corazones de ratones isquémicos. 40 
[8] Es una de las proteínas de mayor expresión en el miocardio (posición 19 de 2.300 proteínas) y presenta como 
mínimo el doble de concentración que cTnl y cTnT (posiciones 92 y 118 de 2.300 proteínas). [9] 
 
Existen 3 isómeros de My-C diferentes que son codificados por genes diferentes. A diferencia del My-C de los 
músculos esqueléticos rápidos y el My-C de los músculos esqueléticos lentos, la isoforma específica del corazón 45 
tiene un dominio N-terminal único (figura 1) y otras áreas cardíacas específicas que podrían servir como epítopos 
específicos. [10] 
 
Se demostró la liberación de My-C después de infartos o daños de miocardio [8; 11; 12; 13; 14] y se comparó la 
evolución temporal de los aumentos de concentración con los de cTn. 50 
 
La Patente WO 2008/104289 da a conocer la producción de anticuerpos específicos de MYBPC3. 
 
Theis y otros ("Expression Patterns of Cardiac Myofilament Proteins", Circ Heart Fail, julio de 2009, páginas 
325 - 333) dan a conocer un anticuerpo monoclonal que une el extremo N-terminal de MYBPC3. 55 
 
Govindan y otros ("Cardiac myosin binding protein-C is a potential diagnostic biomarker for myocardial infarction", 
Journal of Molecular and Cellular Cardiology, 52 (2012): 154-164) da a conocer la utilización de anticuerpos 
policlonales para la detección de productos de degradación N-terminales de MyBP-C. 
 60 
La invención se basó en el objetivo de crear anticuerpos monoclonales producibles in vitro contra epítopos 
específicos del corazón de la My-C humana mediante generación de clones de células de mieloma que producen 
dichos anticuerpos específicos con especificidad de epítopo. 
 
Estos anticuerpos monoclonales deberían permitir, entre otros, elaborar un ELISA (ensayo por inmunoabsorción 65 
ligado a enzimas) para la determinación cuantitativa específica, sin reactividad cruzada, de My-C en suero, plasma o 
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sangre entera. 
 
El objetivo se consigue mediante generación de un clon de células de hibridoma que produce un anticuerpo 
monoclonal que reconoce y une un epítopo específico del corazón en My-C y no presenta ninguna reactividad 
cruzada contra las proteínas de unión a miosina de los músculos esqueléticos. La línea celular de hibridoma se 5 
obtiene mediante fusión de células de mieloma con células de bazo de un animal de laboratorio, en particular el 
ratón, inmunizado contra My-C recombinante. La línea celular de hibridoma fue depositada el 10 de diciembre de 
2013 en la DSMZ, según los requisitos del Tratado de Budapest, con el número de entrada DSM ACC3223. El 
anticuerpo producido por este clon de célula de hibridoma es adecuado en combinación con uno o varios otros mAK 
en un ELISA para la determinación sensible de la concentración de My-C en el suero y, por tanto, para el diagnóstico 10 
temprano de infartos de miocardio. 
 
También es objeto de la invención el anticuerpo específico de epítopo producido por la línea celular de hibridoma y 
su utilización. 
 15 
Para generar clones de hibridoma que produzcan anticuerpos monoclonales contra la My-C humana específica del 
corazón, se inmunizaron ratones Balb/c de modo conocido a intervalos de seis a ocho semanas con los dominios 
recombinantes cC0C2 de la My-C (figura 2). A los ratones se les suministró una dosis de refuerzo antes de la 
extirpación del bazo. Las células del bazo aisladas se fusionan de modo conocido con células de la línea celular de 
mieloma de ratón P3X63Ag8.653 (ATCC CPL 1580) y se cultivan en medios adecuados. [15] Se seleccionan los 20 
hibridomas que producen exclusivamente anticuerpos contra la My-C humana, se clonan múltiples veces y se 
propagan. La selección primaria de estos hibridomas específicos se realizó con ayuda de un ELISA, en el que el 
péptido cC0C2 de la My-C se adsorbió en la superficie de placas de microtitulación. 
 
La especificidad del epítopo del anticuerpo monoclonal del clon seleccionado a partir de los clones conforme a estos 25 
criterios y seleccionado según la invención se determinó mediante escaneo de péptidos (Pepscan) (16, 17, 18). Para 
ello, se sintetizaron péptidos (de secuencia idéntica a la de los dominios cC0C2 utilizados para la inmunización de la 
My-C) con una longitud de 15 restos de aminoácidos como puntos individuales sobre una membrana. Las 
secuencias de los péptidos de 15 -meros de puntos contiguos se superpusieron, de forma que la secuencia de 
aminoácidos total de los dominios cC0C2 de la My-C se sintetizó en un total de 111 puntos superpuestos. Estos 30 
péptidos se incubaron sobre la membrana de mapeo con el anticuerpo monoclonal según la invención. La detección 
del anticuerpo unido tuvo lugar con el sistema ECL™ (Quimioluminiscencia potenciada) sobre una película. Con la 
ayuda de este procedimiento se pudo determinar cuáles de los péptidos de 15 -meros son reconocidos por el 
anticuerpo monoclonal producido según la invención. A través de la secuencia conocida de los péptidos en los 
puntos individuales detectados (véase figura 3) fue posible deducir la secuencia de aminoácidos del epítopo de la 35 
My-C humana reconocida mediante el anticuerpo monoclonal del clon de hibridoma. (figura 4) 
 
El anticuerpo 3H8 monoclonal producido con el clon de hibridoma producido se une a la My-C humana en el epítopo 
con la secuencia -A149-P-D-D-P-I-G-L-F-V-M- 
 40 
La prueba de que el anticuerpo monoclonal producido según la invención no solo detecta péptidos en esta 
membrana Pepspot sino también la molécula completa del dominio cC0C2 de la My-C humana que contiene este 
epítopo, se mostró mediante su utilización en un ELISA. Un ELISA de este tipo, a modo de ejemplo, con el 
anticuerpo 3H8 monoclonal se muestra en la figura 5. El anticuerpo (IgG1, kappa) monoclonal caracterizado por 
epítopo mencionado anteriormente se puede modificar o marcar en su forma nativa o como fragmento. Este 45 
anticuerpo o sus formas modificadas se pueden utilizar para esclarecer el proceso de la My-C humana, la cinética de 
su liberación y su aclaramiento del suero, para su detección cualitativa y su determinación cuantitativa (por ejemplo, 
ELISA e inmunotransferencia de tipo Western), en la inmunohistología o como diagnóstico. 
 
La invención se explica a continuación en detalle mediante ejemplos de realización. 50 
 
Ejemplos de realización 
 
Ejemplo1: 
 55 
Producción de la línea celular de hibridoma 
 
El bazo de un ratón inmunizado de modo conocido con cC0C2 de la My-C se extirpa bajo condiciones estériles, y las 
células del bazo se extraen de la cápsula del bazo enjuagándolas con medio RPMI1640 (Life Technologies™, 
Karlsruhe) utilizando una jeringa y se separan. Las células del bazo se granulan (10 minutos a 300 x g), se lavan tres 60 
veces con medio RPMI1640 y se vuelven a suspender en medio RPMI1640. Luego se fusionan con células de 
mieloma de la línea P3X63Ag8.653 (ATTC CPL 1580). Para ello, también se granulan y se lavan tres veces las 
células de mieloma cultivadas, que se encuentran en la fase logarítmica del crecimiento. 1 x 10

8
 células del bazo y 5 

x 10
7
 células de mieloma se introducen mediante pipeta en un tubo de centrifugación, se mezclan y centrifugan 

intensivamente, y al sedimento de células se añaden gota a gota 1,5 ml de polietilenglicol 1500 (Roche, Basilea) al 65 
50 % previamente calentados en un plazo de un minuto y girando continuamente el tubo a 37° C. La preparación de 

E15712780
23-06-2020ES 2 800 648 T3

 



4 

fusión se incuba a continuación durante otro minuto a 37° C. En los siguientes tres minutos se añade gota a gota 
medio previamente calentado (RPMI1640), en el primer minuto 1 ml, en el segundo minuto 3 ml y a continuación 
18 ml. A continuación, se centrifuga inmediatamente a 200 x g durante 10 minutos. El gránulo de células se añade a 
medio RPMI1640 con HAT y FCS al 10 %. Una parte del gránulo se siembra en placas de cultivo de 96 -pocillos y el 
resto se congela en nitrógeno líquido a - 196° C. Para el cultivo se utilizan como células alimentadoras macrófagos 5 
peritoneales de ratón que se añadieron al cultivo 1 día antes de la fusión (1 x 10

4
 macrófagos por pocillo en medio 

HAT). Las células se incuban en una incubadora de CO2 a 37° C. El medio se sustituye respectivamente después de 
3-5 días por medio HAT RPMI1640 recién preparado y, en función del crecimiento de las células fusionadas, los 
sobrenadantes de cultivo se prueban después de aproximadamente 2 semanas con un ELISA para comprobar su 
reactividad frente al antígeno (My-C). 10 
 
Ejemplo 2: 
 
Selección de los clones productores de anticuerpos 
 15 
Todos los clones en crecimiento o sus anticuerpos se probaron para comprobar su reactividad con la ayuda de un 
ELISA (ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas). El inmunoabsorbente era el inmunógeno, el dominio cC0C2 

recombinante de la My-C (aproximadamente 2 µg/ml). 
Realización del ELISA:  
 20 
1. Recubrimiento de las placas de microtitulación (Costar, adhesión fuerte) con respectivamente 50 µl de solución de 
inmunógeno por pocillo a 4° C durante la noche;  
2. Lavado de las placas de microtitulación (MTP), 3 veces con TBS (solución salina tamponada con Tris), pH 7,4;  
3. Bloqueo de las MTP con 200 µl de reactivo de bloqueo (Boehringer, Mannheim) por pocillo, 1 hora a 37° C;  
4. Lavado de las MTP, 3 veces con NaCl-Tween 20;  25 
5. Incubación con sobrenadante de cultivo de los cultivos de hibridoma; respectivamente 50 µl por pocillo, diluido 
aproximadamente 1 : 2 con TBS-Tween 20;  
6. Lavado de las MTP, 3 veces con NaCl-Tween 20;  
7. Incubación con anticuerpos anti-Ig de ratón, acoplados a peroxidasa, 50 µl por pocillo, 1 hora a temperatura 
ambiente;  30 
8. Lavado de las MTP, 3 veces con NaCl-Tween 20;  
9. Incubación con solución ABTS (100 mg ABTS cada 100 ml de tampón de sustrato [citrato, perborato de sodio, pH 

4,4]), 50 µl por pocillo;  
10. Medición a 405 nm después de 60 minutos de tiempo de incubación a temperatura ambiente con un lector de 
microplacas (SLT). 35 
 
Ejemplo 3: 
 
Cartografía del epítopo para el anticuerpo 3H8 monoclonal en My-C humana específica del corazón 
 40 
La identificación del punto de unión del anticuerpo 3H8 monoclonal tuvo lugar con el método del escaneo de 
péptidos. Para ello, toda la secuencia de aminoácidos del dominio cC0C2 humano de la My-C que se utilizó para la 
inmunización, se dividió en un total de 111 secuencias de aminoácidos superpuestas con una longitud de 
respectivamente 15 aminoácidos. Estas secuencias se sintetizan como péptidos individuales en puntos directamente 
sobre una membrana de celulosa. La membrana se incuba con los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas, que 45 
contienen los anticuerpos, y los puntos de unión de los anticuerpos se hacen visibles mediante incubación con un 
anticuerpo anti-Ig de ratón acoplado a peroxidasa. Para ello, después de tres lavados con TBS-Tween, la membrana 
se coloca entre láminas de copiado, a continuación se incuba durante 3 minutos con el reactivo de detección ECL™ 
(Quimioluminiscencia potenciada) (Amersham, Braunschweig). Una película superpuesta (Hyperfilm-ECL™ [RPN 
2103H Amersham, Braunschweig]) se expone a la luz a continuación entre 30 segundos y 3 minutos. La 50 
identificación de las secuencias detectadas por el anticuerpo tiene lugar mediante asignación de los puntos 37 y 38 
(figura 4) expuestos a la luz sobre la película a las secuencias parciales de 15 -meros del inmunógeno (dominio 
cC0C2 de la My-C) localizadas en los puntos. 
 

 55 
 
La secuencia central reconocida de ambas secuencias parciales es la serie de aminoácidos 
A149-P-D-D-P-I-G-L-F-V-M-. 
Esta secuencia es el epítopo detectado al que se une el anticuerpo 3H8 en la My-C humana. 
 60 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Línea celular de hibridoma DSM ACC3223 que produce el anticuerpo (anti-My-C-3H8) monoclonal contra la 
proteína C de unión a miosina cardíaca humana.  
 5 
2. Anticuerpo monoclonal anti-My-C-3H8, caracterizado por que este es producido por una línea celular de 
hibridoma, según la reivindicación 1.  
 
3. Procedimiento para producir anticuerpos monoclonales murinos, según la reivindicación 2, caracterizado por que 
se cultiva una línea celular de hibridoma, según la reivindicación 1, y se aíslan los anticuerpos monoclonales 10 
producidos.  
 
4. Utilización in vitro del anticuerpo monoclonal, según la reivindicación 2, para fines analíticos, en particular como 
anticuerpo capturador o detector en un ELISA para determinar la concentración de My-C en el suero o en el plasma 
y, por tanto, para el diagnóstico temprano de infartos de miocardio o en inmunotransferencias, la 15 
inmunohistoquímica y otros procedimientos analíticos. 
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 10 
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