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DESCRIPCIÓN 

Ratones transgénicos del gen cgamma de las inmunoglobulinas humanas de clase G. 

La presente invención se refiere a un ratón transgénico de la región constante de la cadena pesada de 
inmunoglobulinas humanas de clase G y a sus aplicaciones para la producción de anticuerpos humanizados de 
clase IgG, en particular de IgG1 humanizadas. 5 

Las inmunoglobulinas o anticuerpos son moléculas bifuncionales capaces de ligarse a un gran número de antígenos 
por sus dominios variables (VH y VL) y de interaccionar por sus dominios constantes con células del sistema 
inmunitario (monocitos, macrófagos) y sistemas efectores del organismo (sistema del complemento, CDDA, 
opsonización). La estructura de las inmunoglobulinas comprende dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas 
pesadas idénticas conectadas por puentes disulfuro. Existen 5 clases principales de inmunoglobulinas o anticuerpos 10 
(IgA, IgD, IgE, IgG, IgM) así como subclases o isotipos (por ejemplo, de IgG1 a IgG4 en el hombre) determinados 
por su tipo de cadena pesada. La clase de las IgG, en particular la subclase de IgG1 en el hombre, corresponde a 
los anticuerpos más activos. 

Efectivamente, las inmunoglobulinas G (IgG) constituyen la parte esencial de la respuesta secundaria a los 
antígenos. El enlace de IgG con el antígeno tiene un efecto directo de neutralización (toxinas, virus). La mayoría de 15 
las subclases de IgG, y especialmente la IgG1 en el hombre, son capaces de activar la cascada enzimática del 
complemento que desemboca en la lisis de las células diana. Las IgG son los anticuerpos más eficaces para 
sensibilizar las dianas de reacciones de citotoxicidad dependiente de anticuerpo (CCDA o ADCC por Antibody-

Dependent Cell Cytotoxicity). Los macrófagos y los neutrófilos poseen receptores de Fc (RFc) que participan en la 

captura de los complejos inmunitarios (fenómeno de opsonización). Además, las IgG cruzan la barrera placentaria 20 
(en el hombre).  

Las IgG comprenden dos cadenas pesadas idénticas (cadena ) de isotipo 1 a 4 (subclase IgG1 a IgG4) en el 

hombre, asociadas a través de puentes disulfuro con dos cadenas ligeras idénticas de isotipo kappa () o lambda 

(). 

La cadena pesada , que es específica de esta clase de inmunoglobulinas, existe en forma membranal y en forma 25 
secretada. La forma secretada comprende cuatro dominios de aproximadamente 110 aminoácidos: un dominio 
variable VH y tres dominios constantes CH1, CH2 y CH3, así como una región bisagra (”hinge” o H) entre CH1 y 
CH2. La forma membranal comprende además un dominio hidrófobo (m1) que permite el anclaje de la proteína en la 
membrana, así como un dominio intracitoplasmático (m2). La región de la cadena pesada correspondiente a los 
dominios CH1, CH2, H, CH3 (forma secretada) o CH1, CH2, H, CH3, m1, m2 (forma membranal) se denomina 30 
región constante en contraste con la región correspondiente al dominio variable VH, que se denomina región 
variable.  

Las cadenas ligeras  y , que son comunes al conjunto de las clases y subclases de inmunoglobulinas, 
comprenden dos dominios: un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL). En el hombre, la expresión de las 

cadenas  y  es equivalente, mientras que en el ratón la expresión del locus  es muy baja, de tal modo que un 35 

95 % de las cadenas ligeras son de tipo . La región de la cadena ligera correspondiente al dominio CL se denomina 
región constante en contraste con la región correspondiente al dominio variable VL, que se denomina región 
variable. 

Los genes de inmunoglobulinas se organizan en loci, un locus para las cadenas pesadas (locus de IgH) y un locus 
para cada una de las cadenas ligeras (locus lambda y kappa). 40 

Los loci de las cadenas ligeras comprenden cada uno de los genes V y J codificantes del dominio variable y los 
genes C que codifican el dominio constante; en el transcurso de la diferenciación de los linfocitos B, se reordena un 
gen V con un gen J y un gen C, y la región V experimenta además mutaciones somáticas que permiten producir 
anticuerpos de alta afinidad por el antígeno.  

El locus de las cadenas pesadas comprende los genes V, D y J codificantes del dominio variable y los genes C (Cμ, 45 

Cδ, C, C y C) codificantes de los dominios constantes de los isotipos de diferentes clases de inmunoglobulinas; 

cada gen C, excepto Cδ, está precedido por una secuencia de conmutación o “switch” (S). Los genes C (C1 a C4 
en el hombre) contienen intrones que separan los exones codificantes de los dominios constantes CH1, H, CH2, 
CH3 y los exones de membrana m1 y m2. 

En el transcurso de la diferenciación de los linfocitos B, se reordena un gen V con un gen D y un gen J, y la región V 50 
experimenta igualmente mutaciones somáticas que permiten producir anticuerpos de alta afinidad por el antígeno. 
Además, aunque la respuesta primaria al antígeno está constituida principalmente por IgM, la respuesta secundaria 
está asociada al mecanismo de conmutación de clase en el transcurso del cual la secuencia de conmutación Sμ, 
situada en dirección 5’ de Cμ, se recombina con otra secuencia de conmutación conduciendo así a la producción de 
otra clase de inmunoglobulina (IgG, IgE u IgA). 55 
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La diversidad de anticuerpos producidos en respuesta a la estimulación por un antígeno proviene de la combinación 
de varios mecanismos: la multiplicidad de los genes V, la mutación somática de estos genes V, la recombinación 
somática de los genes V y la recombinación somática de las secuencias de conmutación. 

Debido a su capacidad de enlace con antígenos, que es extremadamente específica, y a sus propiedades efectoras 
(neutralizantes, citotóxicas), los anticuerpos monoclonales, y en particular aquellos de la clase de IgG, poseen un 5 
vasto campo de aplicaciones en numerosos sectores, especialmente médico, para el diagnóstico y el tratamiento de 
patologías (patologías infecciosas, tumorales, alergias, rechazos de injerto, intoxicaciones…). 

Sin embargo, el uso in vivo en el hombre de anticuerpos monoclonales con fines de diagnóstico (imagenología) o 
terapéutico está limitado debido a que la mayoría de los anticuerpos utilizables son anticuerpos xenogénicos 
(anticuerpos de ratón) que son mal tolerados y poco eficaces en el hombre y porque no existe un método que 10 
permita obtener anticuerpos recombinantes humanos o humanizados que sean de entrada mayoritariamente de 
clase IgG, que es la más activa.  

Efectivamente, el uso de anticuerpos de ratón en inmunoterapia humana conduce a menudo a la aparición de 
anticuerpos humanos anti-anticuerpos de ratón, fenómeno que puede acompañarse de reacciones de 
hipersensibilidad y de la aparición de índices elevados de complejos inmunitarios además de las capacidades 15 
bloqueantes de estos anticuerpos frente al anticuerpo monoclonal. Además, las propiedades eficaces de los 
anticuerpos: fijación a C1q, primera etapa de activación de la vía clásica del complemento que desemboca en la lisis 
de células diana o en RFc, responsables de la captura de complejos inmunitarios o de la citotoxicidad dependiente 
de anticuerpo (CCDA), no son óptimas para los anticuerpos de ratón inyectados en el hombre. 

Los problemas observados con los anticuerpos monoclonales de ratón se resuelven mediante el uso de anticuerpos 20 
humanizados, y en particular de IgG humanizadas, de estructura muy cercana a los anticuerpos humanos y por ello 
mejor tolerados y más eficaces. Se llama anticuerpo humanizado a un anticuerpo derivado de un mamífero no 
humano mediante la fusión de los dominios constantes de cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo humano con 
los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo de un mamífero no humano. 

Sin embargo, los métodos de producción de anticuerpos recombinantes humanos o humanizados de clase IgG 25 
actualmente disponibles son poco eficaces y presentan los inconvenientes siguientes: 

 la inmortalización de linfocitos B humanos específicos de un antígeno es poco eficaz. 

 Los métodos in vitro se basan en la producción de anticuerpos animales, seguida de la clonación de los 
genes codificantes de sus regiones variables, su asociación por ingeniería genética con genes 
correspondiente a las regiones constantes de anticuerpos humanos y después la expresión in vitro en 30 
células CHO transfectadas. Estos métodos no permiten predecir la actividad potencial de los anticuerpos 
humanos en el hombre debido a su estructura, que es diferente de la de los anticuerpos humanos, y a su 
baja capacidad de agrupar células efectoras humanas. A causa de este problema, es solo después de un 
largo trabajo de inmunización in vitro que puede validarse dicho anticuerpo; las etapas de clonación y 
construcción de los genes quiméricos son largas y sometidas a riesgos; la expresión in vitro en células CHO 35 

transfectadas tiene un rendimiento poco elevado. 

 Los métodos in vivo se basan en la producción de inmunoglobulinas monoclonales humanas directamente 
en ratones transgénicos en los que todos o parte de los loci de los genes de inmunoglobulinas de ratón 
están reemplazados por todos o parte de los loci equivalentes humanos: XenoMouse® de Abgenix 
(patentes US 6.114.598, 6.162.963, 6.150.584, 6.673.986, 6.395.514 y EP 1690935; solicitudes US 40 
2005/287630 y 2005/241006), HuMAb-Mouse® de Medarex (solicitud US 2003/14483 y patente CA 
2508763), patente US 5.545.807; TC Mouse™ de Kirin Brewery (solicitud US 2002/0199213) y KM-Mouse® 
de Medarex y Kirin Brewery. 

Inicialmente, se han creado dos tipos de ratones transgénicos que permiten obtener por cruzamiento ratones 
productores de anticuerpos humanos funcionales (Lonberg et al., Nature, 1994, 368: 856-859, Green et al., Nat. 45 
Genet., 1994, 7, 13-21). Unos tenían integrado un fragmento de 80 kb reconstruido artificialmente correspondiente a 
diversas partes del locus de cadenas pesadas humanas (o sea 4 genes VH, 15 segmentos D, 6 segmentos J, las 

secuencias codificantes de las regiones Fcμ y Fc1 así como aquellas necesarias para la conmutación); otros tenían 

integrado un fragmento de 43 kb que contenía 4 genes V, 5 segmentos J, el gen C y las secuencias 
potenciadoras adecuadas. Estas estirpes de ratones transgénicos son generalmente deficientes de producción de 50 

inmunoglobulinas de múrido, en particular debido a la invalidación del locus kappa endógeno (ratón  -/-) y/o a una 
mutación que inactiva el locus de IgH endógeno (mutación μMT -/-). Los ratones obtenidos por cruzamiento 
producían anticuerpos humanos de tipo IgM o IgG en sus respuestas secundarias, indicando que los fragmentos 
introducidos permiten la conmutación de clase; además, el análisis de los anticuerpos monoclonales obtenidos 
mostró que las mutaciones somáticas afectaban a regiones variables de estos anticuerpos en la respuesta 55 
secundaria, indicando la existencia de una maduración aparentemente correcta de la respuesta de anticuerpo.  

ES 2 557 811 T3

 



4 

Se han obtenido igualmente otras estirpes de ratones que comprenden los genes Cμ, Cδ y uno de los genes C1, 

C2, C3 o C4 humanos [IgG1, IgG2 e IgG4: XenoMouse® de Abgenix (Green et al., J. Immunol. Methods, 1999, 

231, 11-23; solicitud internacional PCT WO 00/76310 y solicitud estadounidense US 2006/0134780); IgG1 e IgG3: 
HuMab Mouse® de GenPharm-Medarex] o el locus de la cadena ligera lambda (solicitud US 2002/0088016)). 

Otro enfoque consistente en introducir fragmentos cromosómicos humanos enteros (tecnología “transcromosómica”) 5 
ha permitido generar ratones que contienen un 100 % de genes humanos (TC Mouse™ de Kirin Brewery; Tomizuka 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2000; 97, 722-727). Se han establecido a continuación estirpes de ratones híbridos 
(KM-Mouse®: HuMab-Mouse® x TC Mouse®) y presentarían la ventaja de desarrollar respuestas inmunitarias 
mucho más elevadas que las observadas con los ratones HuMab-Mouse®. 

Estos métodos in vivo no permiten orientar la producción de inmunoglobulinas humanas hacia la clase IgG. Los 10 
modelos de ratones transgénicos para cóntigos del locus de cadenas pesadas humanas que incluyen varios genes 

variables y los genes Cμ y C que codifican las regiones constantes de los anticuerpos humanos IgM e IgG tienen un 
repertorio de baja diversidad debido a la inclusión parcial del locus dentro del cóntigo, con un número limitado de 
genes V, y por ello las dificultades para obtener anticuerpos de alta afinidad y obtener IgG en animales que 
producen sobre todo IgM humanas. 15 

Por otro lado, la solicitud internacional PCT WO 2005/04733 describe una estirpe de ratones transgénicos 
productora de altas cantidades de inmunoglobulinas humanizadas de clase IgA (del orden del gramo por litro). En 

esta estirpe, el gen C1 que codifica la cadena pesada de inmunoglobulina 1 humana se ha insertado en el locus 
de IgH en lugar de la secuencia de conmutación Sμ (mutación alfa1 de modificación génica o alfa1-KI). En esta 

construcción, la supresión de la secuencia de conmutación Sμ asociada a la inserción del transgén C en lugar de 20 
esta secuencia anula la expresión del gen μ endógeno responsable de la síntesis de cadenas pesadas de IgM. 
Además, disminuye en gran medida la de otros genes de cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IgG, IgE) debido al 
bloqueo de la conmutación de clase hacia los genes constantes de inmunoglobulinas situados en dirección 3’ de Cμ 
en el locus de IgH endógeno. Así, los animales transgénicos obtenidos producen altas cantidades de IgA quiméricas 
cuyo dominio constante de la cadena pesada está humanizado y los dominios variables son de origen múrido. 25 

Sin embargo, el estado actual del conocimiento no permite contemplar producir otras clases de inmunoglobulinas 
humanas mediante una estrategia análoga a la descrita paras las IgA en la solicitud internacional PCT WO 
2005/047333. Efectivamente, cada clase de inmunoglobulina (IgA, IgG, IgE, IgM) constituye un receptor diferente 
insertado en la membrana celular por un dominio de secuencia diferente. En consecuencia, la eficacia de las IgA 
humanas que permite la diferenciación B no permite deducir que sería igual para cualquier otra clase de 30 
inmunoglobulina humana. Además, el intento de expresión de IgE humanas en lugar de IgM de ratón, siguiendo una 
estrategia análoga a la usada para las IgA, ha dado como resultado la ausencia completa de linfocitos B en animales 
homocigóticos de la mutación. Además, no es conocida la diferenciación de linfocitos B mediante la expresión de 
una inmunoglobulina humana de clase G en el ratón. 

En este contexto, los inventores han construido una estirpe de ratón en la que el gen C1 que codifica la cadena 35 

pesada de inmunoglobulina 1 humana se ha insertado en el locus de IgH en lugar de la secuencia de conmutación 

Sμ (mutación gamma1 de modificación génica, gamma1-KI o 1-KI). Han mostrado que, de forma imprevisible, la 

obtención de mutantes homocigóticos de la inserción de 1 en el locus de IgH permitía obtener ratones productores 

de linfocitos B que expresan muy mayoritariamente la cadena pesada 1 humana y a un índice muy reducido (100 
veces inferior al normal) las cadenas pesadas de múrido. Esta estirpe denominada “Gammaprim” se ha 40 
caracterizado como capaz de producir IgG1 humanizadas al nivel de la cadena pesada y capaz de producir 
anticuerpos monoclonales humanizados de clase IgG1 con fines de inmunoterapia (antiinfecciosa o antitumoral) o de 
diagnóstico. Esta estirpe puede usarse igualmente para el cribado rápido de anticuerpos monoclonales que tienen 
las propiedades efectoras de una IgG1 humana en pruebas de actividad in vitro o in vivo. 

Como consecuencia, la invención tiene como objeto un ratón transgénico caracterizado por que comprende un locus 45 
de IgH modificado por reemplazo de la secuencia de conmutación Sμ por todo o parte de un transgén constituido por 

el gen C de una inmunoglobulina humana de clase G, incluyendo al menos el exón codificante del dominio CH3 y 
los exones de membrana m1 y m2, y por que produce anticuerpos que son mayoritariamente IgG quiméricas en las 
que los dominios constantes de las cadenas pesadas son de origen humano. 

De acuerdo con la invención, el transgén C, o la parte de este transgén que incluye al menos el exón codificante del 50 
dominio CH3 y los exones de membrana m1 y m2, que se inserta en lugar de la secuencia de conmutación Sμ, está 
situado por ello entre el activador intrónico Eμ en dirección 5’ y el gen Cμ en dirección 3’ (Figura 1). 

En esta construcción, la supresión de la secuencia de conmutación Sμ asociada a la inserción del transgén C en 
lugar de esta secuencia anula la expresión del gen μ endógeno responsable de la síntesis de las cadenas pesadas 
de IgM. Además, se reduce igualmente en gran medida la de otros genes de cadenas pesadas de inmunoglobulinas 55 
debido al bloqueo de la conmutación de clase hacia los genes constantes de inmunoglobulinas situados en dirección 
3’ de Cμ en el locus de IgH endógeno. Así, los ratones transgénicos obtenidos producen altas cantidades de IgG 
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quiméricas cuyo dominio constante de la cadena pesada está humanizado y los dominios variables son de origen 
múrido.  

La cadena pesada transgénica  humana se beneficia de un repertorio totalmente diversificado ya que es el 
correspondiente al repertorio normal generado por las reordenaciones de los segmentos VH, D y JH del locus de IgH 
de múrido. Además, los ratones transgénicos son capaces de producir anticuerpos humanizados de alta afinidad en 5 
la respuesta secundaria al antígeno, debido a que sus linfocitos B pueden agrupar el fenómeno de hipermutación 
somática. Da como resultado la obtención directa de anticuerpos monoclonales por inmunización de los ratones y 
derivación de hibridomas, sin necesidad de clonación de los genes de inmunoglobulinas. La actividad efectora 
(citotóxica, neutralizante) de los anticuerpos monoclonales así obtenidos puede validarse inmediatamente, y estos 
anticuerpos monoclonales pueden progresar rápidamente hacia el estado de ensayos clínicos o de un uso como 10 
reactivo de diagnóstico. Los ratones transgénicos según la invención constituyen por tanto una herramienta preciosa 
para la producción directa, el cribado y la validación funcional de anticuerpos monoclonales de intención terapéutica 
o de diagnóstico.  

Según un modo de realización ventajoso de la invención, dicho ratón transgénico es homocigótico de dicho locus de 
IgH modificado.  15 

Según otro modo de realización ventajoso de la invención, dicho locus de IgH está modificado por el reemplazo de la 

secuencia de conmutación Sμ por la totalidad del gen C, incluyendo los exones CH1, bisagra (H o “hinge”), CH2, 
CH3 y los exones de membrana (m1 y m2), separados por los intrones correspondientes. 

Según otro modo de realización ventajoso de la invención, se modifica dicho locus de IgH por el reemplazo de la 

secuencia de conmutación Sμ por el segmento del gen C que incluye el exón codificante del dominio CH3 y los 20 
exones de membrana m1 y m2, separados por los intrones correspondientes.  

Según otro modo de realización ventajoso de la invención, dicho gen C es el gen C1. 

Según aún otro modo de realización ventajoso de la invención, dicho ratón transgénico comprende otro transgén que 
codifica una cadena ligera de inmunoglobulina humana.  

Según una disposición ventajosa de este modo de realización, dicho transgén es un gen kappa humano (que 25 
codifica una cadena ligera kappa humana). 

Preferiblemente, dicho transgén es un gen kappa humano que comprende el activador intrónico Eμ en dirección 5’ y 
el palíndromo hs3a/hs1,2/hs3b en dirección 3’. Estas secuencias, que se describen en Chauveau et al., Gene, 1998, 
222, 279-285, permiten obtener una alta expresión de la cadena kappa humana en linfocitos B e inducir la 
hipermutación somática del transgén kappa humano. Preferiblemente, dicho transgén está bajo el control del 30 
promotor de la cadena pesada humana (pVH).  

Según una disposición ventajosa de este modo de realización, dicho gen kappa humano presenta la secuencia SEQ 
ID NO: 9. 

Según otra disposición ventajosa de este modo de realización, dicho mamífero no humano transgénico es 
homocigótico o heterocigótico de dicho transgén.  35 

Según una disposición ventajosa de los modos de realización precedentes de la invención, dichos ratones 
transgénicos que comprenden otro transgén que codifica una cadena ligera kappa humana poseen un locus 
endógeno de la cadena ligera kappa de inmunoglobulinas inactivado (eliminado o mutado), especialmente por 
recombinación homóloga. Preferiblemente, dichos ratones transgénicos son homocigóticos de dicha inactivación. 
Entre los ratones transgénicos cuyo locus endógeno de la cadena ligera kappa de inmunoglobulina se ha inactivado 40 
por recombinación homóloga, se pueden citar especialmente la estirpe de ratones descrita en Zou et al., EMBO J., 

1993, 12, 811-820 y la mutación D descrita en Sirac et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2006, 103, 7747-7752. 

Dichos ratones transgénicos producen IgG humanizadas de las que la casi totalidad de las cadenas ligeras son de 
origen humano. 

La invención engloba especialmente una estirpe de ratones transgénicos denominada línea “Gammaprim” que 45 
comprende: 

 un locus de IgH modificado por el reemplazo de la secuencia de conmutación Sμ por el gen C1 de una 
inmunoglobulina humana de clase G.  

La invención engloba igualmente una estirpe de ratón doble transgénico denominada Gammaprim-kappa, que 
comprende: 50 

 un locus de IgH modificado por el reemplazo de la secuencia de conmutación Sμ por el gen C1 de una 
inmunoglobulina humana de clase G, y  
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 un gen V humano completo que comprende el gen V1 reordenado con un gen J5, el intrón J-C y el 

gen C bajo el control transcripcional del promotor de la cadena pesada humana (pVH), del activador 
intrónico Eμ en dirección 5’ y del palíndromo hs3a/hs1,2/hs3b en dirección 3’. 

Los animales de esta estirpe doble transgénica producen IgG1 parcialmente humanizadas por la cadena pesada y 
totalmente humanizadas por lo referente a la cadena ligera. 5 

Efectivamente, la expresión de la cadena kappa transgénica en esta estirpe es capaz de conllevar la exclusión 
alélica, es decir, de impedir en la mayoría de los linfocitos B transgénicos la expresión de los genes endógenos de 
cadenas ligeras de inmunoglobulinas de múrido. 

El repertorio de respuesta a los antígenos de esta estirpe de ratón es normal, dado que es esencialmente el dominio 
VH de la cadena pesada el que contribuye a la formación del sitio de anticuerpo. Así pues, la cadena pesada 10 

transgénica  humana se beneficia de un repertorio totalmente diversificado, ya que corresponde al repertorio normal 
generado por las reordenaciones de los segmentos VH, D y JH del locus de IgH de múrido, como se precisa 
anteriormente.  

Además, los ratones de esta estirpe transgénica son capaces de producir anticuerpos de alta afinidad en respuesta 
secundaria al antígeno, debido a que sus linfocitos B pueden agrupar el fenómeno de hipermutación somática, a la 15 
vez al nivel del gen de la cadena pesada y del transgén de la cadena ligera kappa. 

Los ratones transgénicos según la invención se obtienen mediante procedimientos clásicos de transgénesis animal, 
según protocolos estándares tales como los descritos en “Transgenic Mouse: Methods and Protocols; Methods in 
Molecular Biology”, Clifton, N.J., volumen 209, octubre de 2002. Editado por: Marten H Hofker, Jan Van Deursen, 
Martern H Hofker y Jan Van Deursen. Publicado por Holly T Sklar: Humana Press. 20 

Las secuencias de los genes humanos y de múrido de inmunoglobulinas que sirven para la construcción de ratones 
transgénicos según la invención son conocidas y accesibles en las bases de datos; pueden amplificarse por PCR 

con la ayuda de cebadores apropiados. Por ejemplo, la totalidad del gen C1 (SEQ ID NO: 13), incluyendo las 
secuencias del exón CH1, la región de bisagra ("hinge”), los exones CH2, CH3 y los exones de membrana m1 y m2 
separados por los intrones correspondientes, puede amplificarse por PCR con la ayuda del par de cebadores de 25 
SEQ ID NO: 1 y 8. 

La construcción del gen V humano es tal como se describe en Chauveau et al., Gene, 1998, 222, 279-285; 

presentando la secuencia del gen V1, reordenada con el gen J5 y el gen C correspondiente a la secuencia de 
GenBank X64133 (SEQ ID NO: 9) que codifica una cadena ligera humana, la secuencia correspondiente al número 
de acceso CAA45494 (SEQ ID NO: 10) en la base de datos EMBL.  30 

Las inserciones de fragmentos génicos en el genoma de ratones pueden realizarse de forma aleatoria, 
preferiblemente se realizan de forma orientada, mediante recombinación homóloga con un vector de orientación 
apropiado que comprende eventualmente secuencias de recombinación de una recombinasa específica de sitio 
como los sitios LoxP de recombinasa Cre. Las inactivaciones o deleciones de fragmentos génicos en el genoma de 
ratones se realizan mediante recombinación homóloga con un vector de orientación apropiado que comprende 35 
eventualmente secuencias de recombinación de una recombinasa específica de sitio como los sitios LoxP de la 
recombinasa Cre. Los ratones dobles transgénicos se obtienen mediante cruzamiento de ratones transgénicos de la 
cadena pesada gamma con ratones transgénicos de la cadena ligera, tales como se definen anteriormente. La 
estirpe Gammaprim/kappa se obtiene mediante cruzamiento de ratones de la estirpe Gammaprim tal como se define 

anteriormente con ratones de la estirpe  ARN que expresan una cadena ligera kappa de inmunoglobulina humana 40 
tal como se describe en la solicitud internacional PCT WO 2005/047333. 

Los ratones dobles transgénicos se cruzan eventualmente con ratones transgénicos cuyo locus endógeno de la 
cadena ligera kappa de inmunoglobulinas se ha inactivado por recombinación homóloga tales como se definen 
anteriormente.  

La presente invención tiene igualmente como objeto un vector de orientación de la recombinación homóloga, 45 

caracterizado por que comprende el gen C de una inmunoglobulina humana de clase G o un segmento de este gen 
que incluye al menos el exón codificante del dominio CH3 y los exones de membrana m1 y m2, flanqueado por 
fragmentos de secuencias del locus de IgH de múrido que son adyacentes a la secuencia Sμ. 

Según un modo de realización ventajoso de dicho vector de orientación, puede comprender un módulo de expresión 

de un marcador de selección apropiado, adyacente a dicho gen C o al segmento de dicho gen tal como se define 50 
anteriormente. 

Dicho módulo de expresión puede estar flanqueado por secuencias de recombinación específicas de sitio. 
Preferiblemente, dichas secuencias son las secuencias LoxP de la recombinasa Cre. Esta disposición permite 
eventualmente extraer dicho módulo de expresión. 

Los fragmentos de secuencias que son adyacentes a la secuencia Sμ son de origen múrido.  55 
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Según otro modo de realización de dicho vector de orientación, el gen C o el segmento de dicho gen está 
flanqueado en 5’ por un fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente a la región JH/Eμ y un 3’ por un 
fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente a la región Cμ, correspondiendo dichos fragmentos 
respectivamente a las posiciones 131281 a 136441 y 140101 a 145032 de la secuencia de GenBank AC073553 
(SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12). 5 

La presente invención tiene igualmente como objeto células embrionarias de ratón modificadas por un vector de 
orientación tal como se define anteriormente.  

Dichas células embrionarias (citoblastos totipotentes) modificadas son útiles para la obtención de ratones 
transgénicos tales como se definen anteriormente; se inyectan en blastocitos de ratón según las técnicas clásicas de 
transgénesis animal.  10 

La presente divulgación tiene igualmente como objeto el uso de un mamífero no humano transgénico tal como se 
define anteriormente para la producción de anticuerpos humanizados de clase IgG o de fragmentos de estos 
anticuerpos.  

La presente divulgación tiene igualmente como objeto un procedimiento de preparación de anticuerpos humanizados 
de clase IgG o de fragmentos de estos anticuerpos, caracterizado por que comprende al menos las etapas 15 
siguientes: 

 la inmunización de un ratón transgénico tal como se define anteriormente con un antígeno de interés, 

 la preparación, mediante cualquier medio apropiado, de anticuerpos humanizados de clase IgG o de 
fragmentos de estos anticuerpos a partir de suero, secreciones o linfocitos B de dicho ratón transgénico.  

La presente divulgación tiene igualmente como objeto un procedimiento de cribado de anticuerpos terapéuticos, 20 
caracterizado por que comprende al menos las etapas siguientes: 

 la inmunización de un ratón transgénico tal como se define anteriormente con un antígeno de interés, 

 la preparación, mediante cualquier medio apropiado, de anticuerpos monoclonales dirigidos contra dicho 
antígeno de interés a partir de linfocitos B de dicho ratón transgénico, 

 la evaluación de la actividad de dichos anticuerpos monoclonales mediante cualquier medio apropiado y  25 

 la selección de los anticuerpos monoclonales activos.  

La actividad de dichos anticuerpos monoclonales es especialmente la actividad de enlace específica del antígeno, la 
actividad neutralizante frente a un patógeno (virus, hongo, bacteria, parásito) o una toxina o bien la actividad 
citotóxica frente a células tumorales o células infectadas por un patógeno tal como se define anteriormente. Esta 
actividad se mide in vitro o in vivo mediante pruebas clásicas bien conocidas por el especialista en la materia. 30 

Los ratones transgénicos según la invención presentan la ventaja de permitir la producción de anticuerpos 
monoclonales de clase IgG que son de entrada anticuerpos quiméricos humanizados de clase IgG. El procedimiento 
de producción de anticuerpos monoclonales humanizados de clase IgG según la invención es por tanto más sencillo, 
más rápido y más económico que los procedimientos de la técnica anterior, ya que no necesitan etapas adicionales 
de clonación de los genes de dichos anticuerpos ni de fusión de los dominios variables de dichos anticuerpos con los 35 
dominios constantes de inmunoglobulinas humanas. La actividad efectora (citotóxica, neutralizante) de los 
anticuerpos monoclonales así obtenidos puede validarse inmediatamente mediante pruebas de actividad in vitro o in 
vivo. Estos anticuerpos monoclonales pueden progresar rápidamente hacia el estado de ensayos clínicos o de un 
uso como reactivo de diagnóstico.  

La divulgación engloba la producción de anticuerpos policlonales o monoclonales constituidos por IgG o sus 40 
fragmentos, especialmente los fragmentos Fab, Fab'2 y Fc. Preferiblemente, dichos fragmentos son fragmentos 
funcionales que comprenden dominios variables de cadenas pesadas y ligeras (Fab, Fab'2, Fv, scFv).  

Los anticuerpos humanizados de clase IgG tales como se definen anteriormente y sus fragmentos se preparan 
mediante las técnicas clásicas conocidas por el especialista en la materia, tales como las descritas en “Antibodies: A 
Laboratory Manual”, E. Howell y D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. 45 

De manera más precisa: 

- Los anticuerpos policlonales se preparan mediante inmunización de un ratón transgénico tal como se define 
anteriormente con un antígeno de interés, eventualmente acoplado con KLH o albúmina y/o asociado con 
un coadyuvante apropiado tal como coadyuvante de Freund (completo o incompleto) o hidróxido de 
aluminio; después de la obtención de un título de anticuerpo satisfactorio, se recolectan los anticuerpos por 50 
extracción del suero de los ratones inmunizados y enriquecidos en IgG por precipitación según técnicas 
clásicas, y después se purifican eventualmente las IgG específicas mediante cromatografía de afinidad 
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sobre una colonia apropiada sobre la que se fija el antígeno tal como se define anteriormente, de forma que 
se obtenga una preparación de IgG monoespecíficas.  

- Los anticuerpos monoclonales se producen a partir de hibridomas obtenidos mediante fusión de linfocitos B 
de un mamífero no humano transgénico tal como se define anteriormente con mielomas, según la técnica 
de Köhler y Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497); se cultivan los hibridomas in vitro, especialmente en 5 
fermentadores, o se producen in vivo en forma de ascitis; como alternativa, dichos anticuerpos 

monoclonales se producen por ingeniería genética como se describe en la patente estadounidense US 
4.816.567. Por ejemplo, los ratones transgénicos tales como se definen anteriormente se inmunizan fuerte y 
repetidamente con antígenos elegidos (antígenos de bacterias, virus, hongos, antígenos específicos de 
tumores tales como el antígeno carcinoembrionario, etc.) según un protocolo estándar que comprende una 10 
primera inmunización mediante inyección intraperitoneal del antígeno en un volumen equivalente de 
coadyuvante completo de Freund y después una segunda inmunización (recuerdo) 15 días más tarde en 
condiciones idénticas, pero esta vez con el coadyuvante incompleto de Freund. Los anticuerpos 
monoclonales se producen según un protocolo estándar que comprende el sacrificio de los ratones dos 
semanas después del último recuerdo, la extracción del bazo, la puesta en suspensión de los linfocitos 15 
esplénicos y la fusión de estos linfocitos con la estirpe celular SP2/0 (esta estirpe de múrido no produce 
ningún anticuerpo de múrido, está inmortalizada y posee toda la maquinaria de secreción necesaria para la 
secreción de inmunoglobulinas). 

- Los fragmentos de anticuerpo se producen a partir de las regiones VH y VL clonadas a partir de ARNm de 
hibridomas o linfocitos esplénicos de un ratón transgénico según la invención inmunizado; por ejemplo, los 20 
fragmentos Fv o Fab se expresan en la superficie de fagos filamentosos según la técnica de Winter y 
Milstein (Nature, 1991, 349, 293-299); después de varias etapas de selección, se aíslan los fragmentos de 
anticuerpo específicos de antígeno y se expresan en un sistema de expresión apropiado mediante técnicas 
clásicas de clonación y expresión de ADN recombinante. 

Los anticuerpos o sus fragmentos tales como se definen anteriormente se purifican mediante técnicas clásicas 25 
conocidas por el especialista en la materia, tales como la cromatografía de afinidad.  

La presente invención tiene igualmente como objeto un anticuerpo humanizado de clase IgG susceptible de 
obtenerse mediante un procedimiento tal como se define anteriormente a partir de linfocitos B de un ratón 
transgénico, y caracterizado por que comprende cadenas pesadas quiméricas cuyos dominios constantes son de 
origen humano y los dominios variables proceden de dicho ratón, y cadenas ligeras humanas cuyos dominios 30 

variables están codificados por V1-J5. 

La invención engloba los anticuerpos humanizados de clase IgG cuya cadena ligera está codificada por el gen V1-

J5 que presentan las secuencia de Genbank X64133 (SEQ ID NO: 9) o una secuencia producida por hipermutación 
de esta secuencia, especialmente después de la activación de los linfocitos B en presencia del antígeno. 

La invención engloba anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales así como sus fragmentos (Fab, Fc, Fab’2) 35 
susceptibles de obtenerse mediante el procedimiento tal como se define anteriormente, caracterizados por que 
comprenden un fragmento de dichas cadenas pesadas y ligeras tales como se definen anteriormente. 

Los anticuerpos humanizados según la invención y sus fragmentos tales como se definen anteriormente son bien 
tolerados en el hombre (minimización del riego de reacción alérgica por inmunización interespecie) y poseen una 
semivida prolongada en el hombre, dado que la región constante de la cadena pesada y la totalidad de la cadena 40 
ligera de estos anticuerpos son de origen humano. 

La presente divulgación tiene igualmente como objeto un anticuerpo humanizado de clase IgG o un fragmento de 
este anticuerpo, tales como se definen anteriormente, como medicamento; se usa dicho anticuerpo o su fragmento, 
que poseen propiedades efectoras (neutralizante, citotóxica) dirigidas contra un antígeno de interés, en 
inmunoterapia para la prevención y el tratamiento de patologías tales como especialmente enfermedades 45 
infecciosas, cánceres, intoxicaciones, alergias y rechazos de trasplante.  

La presente invención tiene igualmente como objeto una composición farmacéutica, caracterizada por que 
comprende al menos un anticuerpo humanizado de clase IgG o un fragmento de este anticuerpo tal como se definen 
anteriormente, asociado mediante cualquier medio apropiado con una molécula terapéutica; el anticuerpo está 
dirigido preferiblemente contra un antígeno membranal, de forma que oriente el principio activo (toxina, agente 50 
antivírico, anticanceroso) a la célula diana.  

Las composiciones pueden contener además al menos un vehículo farmacéuticamente aceptable y eventualmente 
sustancias portadoras y/o coadyuvantes.  

Los vehículos farmacéuticamente aceptables, las sustancias portadoras y los coadyuvantes son aquellos usados 
clásicamente.  55 
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Los coadyuvantes se eligen ventajosamente del grupo constituido por emulsiones oleosas, saponina, sustancias 
minerales, extractos bacterianos, hidróxido de aluminio y escualeno.  

Las sustancias portadoras se seleccionan ventajosamente del grupo constituido por liposomas unilamelares, 
liposomas multilamelares, micelas de saponina o microesferas sólidas de naturaleza sacarídica o aurífera.  

Las composiciones según la invención se administran por vía intramuscular, subcutánea, intraperitoneal, 5 
intravenosa, intracraneal, oral, sublingual, intranasal, ocular, nasal, rectal, por inhalación o por aplicación 
transdérmica; la dosis y la cadencia de administración varían en función de la especie (humana o animal) y la 
enfermedad a tratar.  

La presente invención tiene igualmente como objeto un reactivo de diagnóstico que comprende un anticuerpo 
humanizado de clase IgG o un fragmento de este anticuerpo tales como se definen anteriormente. 10 

Los reactivos pueden estar acoplados con partículas o con un marcador apropiado. Las partículas son 
especialmente partículas de oro, liposomas (liposomas que contienen un colorante) o eritrocitos 
(inmunoaglutinación). El marcador es una sustancia que produce una señal detectable mediante métodos 
convencionales o que reacciona con otra sustancia de forma que produzca una señal detectable. Entre los 
marcadores utilizables en los métodos de diagnóstico según la invención, se pueden citar especialmente 15 
cromóforos, sustancias fluorescentes o quimioluminiscentes, enzimas, isótopos radiactivos y agentes complejantes 
(proteína A, proteína G, biotina, lectina). 

Los reactivos tales como se definen anteriormente pueden inmovilizarse igualmente sobre un soporte apropiado 
según los métodos clásicos conocidos por el especialista en la materia. Entre los soportes apropiados sobre los que 
pueden inmovilizarse estos reactivos, pueden citarse especialmente aquellos de material plástico (látex, poliestireno, 20 
poli(cloruro de vinilo), poliuretano, poliacrilamida, poli(acetato de vinilo), vidrio o papel (nitrocelulosa). Estos soportes 
están en forma de placas (microplacas), de hojas, de cintas o de partículas (bolas). La inmovilización de reactivos 
sobre el soporte puede realizarse mediante la formación de un puente entre el reactivo y una molécula que está 
acoplada al soporte (hidrazida, proteína A, glutaraldehído, carbodiimida o lisina) según técnicas convencionales.  

Los reactivos según la invención son utilizables en métodos de diagnóstico que emplean técnicas de inmunoquímica 25 
convencionales, por ejemplo: ElA, ELISA, RIA, inmunofluorescencia, inmunoaglutinación, inmunocromatografía, 
inmunocitoquímica, inmunohistoquímica, inmunotransferencia e inmunoprecipitación. 

La presente divulgación tiene igualmente como objeto el uso de un anticuerpo humanizado de clase IgG o un 
fragmento de este anticuerpo, tales como se definen anteriormente, para la preparación de un medicamento 
destinado a la prevención y al tratamiento de una patología seleccionada del grupo constituido por: enfermedades 30 
infecciosas, cánceres, intoxicaciones, alergias y rechazos de injerto. La presente divulgación tiene igualmente como 
objeto el uso de un anticuerpo humanizado de clase IgG o un fragmento de este anticuerpo, tales como se definen 
anteriormente, para la preparación de un reactivo destinado al diagnóstico de una patología seleccionada del grupo 
constituido por enfermedades infecciosas y cánceres.  

Además de las disposiciones precedentes, la divulgación comprende también otras disposiciones que surgirán de la 35 
descripción siguiente, que se refiere a ejemplos de obtención y uso de los ratones transgénicos según la presente 
invención, así como a los dibujos adjuntos en los que: 

- La figura 1 ilustra la estructura del locus de IgH modificado obtenido mediante recombinación homóloga 
entre el locus de IgH de múrido y el vector de orientación denominado p-garnma1 Kl, que comprende: i) un 
fragmento de 6860 pb del gen de inmunoglobulina gamma1 humano incluyendo los exones codificantes de 40 
los dominios constantes CH1, bisagra ("hinge”), CH2 y CH3 y los exones de membrana m1 y m2 de la 

cadena pesada de inmunoglobulina 1, ii) un módulo neo rodeado de sitios LoxP, iii) secuencias 
flanqueantes homólogas de una porción del locus de múrido de las cadenas pesadas de inmunoglobulinas 
con un fragmento en dirección 5’ de aproximadamente 5 kb correspondiente a la región JH-Eμ (fragmento 
DQ 52/JH) y en dirección 3’ otro fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente al gen Cμ 45 
(fragmento Cμ). Se indican los sitios EcoRI, así como la posición de la sonda (3 'muXbaI-EcoRI) que hibrida 
fuera del sitio de recombinación homóloga, en 5’ del gen constante IgH delta (δ) y de su sitio EcoRI. El alelo 
recombinante se caracteriza por un fragmento de aproximadamente 7,5 kb que representa el fragmento μ 
de múrido y el módulo neo, mientras que el alelo silvestre se caracteriza por un fragmento de 12 kb. 

- La figura 2 representa la secuencia del fragmento de 6860 pb (SEQ ID NO: 13) del gen de inmunoglobulina 50 
gamma1 humano insertado en el locus de IgH de ratones transgénicos Gammaprim. Los exones 
codificantes de los dominios constantes CH1, bisagra ("hinge''), CH2 y CH3 y los exones de membrana m1 

y m2 de la cadena pesada de inmunoglobulina 1 se indican en negrita. Los sitios de corte y empalme 5’ y 
3’ se subrayan y los sitios de poliadenilación se indican en negrita y subrayados. Las secuencias 
correspondientes a los cebadores Gam1 CH1-5'F y Gam1 mbexon-3'R se indican en gris. 55 

-  
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- La figura 3 ilustra el análisis por transferencia Southern del ADN genómico de clones de CE transfectados 
con el vector de orientación p-gamma1 KI; se hibrida el ADN genómico digerido con EcoRI con una sonda 
correspondiente a la región 5' del gen δ. 1. Clon recombinante (nº 153). 2. ADN genómico silvestre. 3. 
Subclón procedente del clon nº 153. 4. Subclón procedente del clon nº 153. La presencia de un fragmento 

de 7,5 kb indica que el clon ha integrado el transgén 1 humano mediante recombinación homóloga. En 5 
comparación, está presente un fragmento de 12 kb en el ADN genómico silvestre. 

- La figura 4 ilustra el análisis por transferencia Southern del ADN genómico de cola de ratón; se hibrida el 

ADN genómico digerido con EcoRI con una sonda situada en 5’ del gen δ. A. Ratón silvestre (WT). B. 1-KI 

heterocigótico. C. 1-KI heterocigótico. D. 1-KI homocigótico "floxeado" (escisión del gen neo por la 

recombinasa Cre). El alelo recombinante corresponde a un fragmento de aproximadamente 7,5 kb que 10 
representa el fragmento μ de múrido y el módulo neo. El alelo recombinante "floxeado" corresponde a un 
fragmento de aproximadamente 5,5 kb que representa el fragmento μ de múrido solo (sin el módulo neo). El 
alelo silvestre corresponde a un fragmento de 12 kb. 

- La figura 5 ilustra el análisis por citometría de flujo de la expresión membranal de IgG1 humanas en la 
superficie de linfocitos esplénicos de un animal homocigótico de la estirpe transgénica Gammaprim en 15 
comparación con un animal de control. Se marcaron los linfocitos esplénicos con anticuerpos específicos de 
CD19 (marcador específico de linfocitos B) y IgG1 humanas. Para el análisis por citometría, se estableció 
una ventana en los linfocitos CD19+. 

- La figura 6 ilustra el análisis por ELISA de la respuesta de anticuerpos de IgG1 humanos específicos de un 
animal de la estirpe Gammaprim inmunizado con el antígeno p24 de VIH. Los resultados se expresan en 20 
unidades arbitrarias (UA) de IgG1 anti-p24 en función del tiempo en días (las flechas representan la primera 
inmunización a D0, y después los recuerdos). 

Ejemplo 1: Obtención y caracterización genotípica de la estirpe de ratones transgénicos homocigóticos de la 
mutación Gammaprim 

Se insertó el gen de la cadena pesada de inmunoglobulina gamma1 humana, incluyendo los exones codificantes de 25 
los dominios CH1, bisagra ("hinge''), CH2 y CH3 y los exones de membrana (m1 y m2), por recombinación homóloga 
en lugar de la región de conmutación Sμ de la cadena pesada de múrido (Sμ), de forma que se bloqueara la clase 
de conmutación hacia los genes constantes de inmunoglobulinas situados en dirección 3’ de Cμ en el locus 
endógeno (locus de IgH de múrido, figura 1). La región diana anula la expresión del gen μ endógeno responsable de 
la síntesis de cadenas pesadas de IgM y disminuye igualmente de forma drástica la de otros genes de cadenas 30 
pesadas de inmunoglobulinas. Como consecuencia, la estirpe transgénica obtenida produce una gran cantidad de 
IgG quiméricas cuyo dominio constante humanizado corresponde al isotipo IgG1. 

1) Construcción del vector de orientación de la recombinación homóloga 

Se realizaron las construcciones plasmídicas a partir del plásmido Bluescript SK (pSK) (STRATAGENE) y de la cepa 
bacteriana de E. coli TG1 (STRATAGENE), usando los protocolos clásicos de preparación, clonación y análisis del 35 
ADN tales como los descritos en “Current Protocols in Molecular Biology” (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and 
Son Inc, Biblioteca del Congreso, EE.UU.). 

El vector de recombinación homóloga o vector de orientación derivado de pSK, denominado p-gamma1 Kl (figura 1), 
comprende: i) un fragmento de 6860 pb (SEQ ID NO: 13) del gen de inmunoglobulina gamma1 humano, incluyendo 
los exones codificantes de los dominios constantes CH1, bisagra ("hinge''), CH2 y CH3, y los exones de membrana 40 

m1 y m2 de la cadena pesada de inmunoglobulina 1 (figura 2), ii) un módulo neo (fragmento de 1,6 kb), iii) 
secuencias flanqueantes homólogas de una porción del locus de múrido de cadenas pesadas de inmunoglobulinas 
con un fragmento, en dirección 5’, de aproximadamente 5 kb correspondiente a la región JH-Eμ (fragmento DQ 
52/JH) y en dirección 3’ otro fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente al gen Cμ (fragmento Cμ). 

De manera más precisa, se insertaron los diferentes fragmentos en el plásmido Bluescript SK, según las etapas 45 
siguientes: 

- En una primera etapa, se amplificó el fragmento Cμ correspondiente a las posiciones 140101 a 145032 de 
la secuencia de Genbank AC073553 (SEQ ID NO: 12) por PCR con la ayuda de cebadores específicos 
apropiados y se clonó después en el sitio XhoI de psK, dando el plásmido pA. 

- En una segunda etapa, se amplificó el fragmento DQ 52/JH correspondiente a la posiciones 131281 a 50 
136441 de la secuencia de GenBank AC073553 (SEQ ID NO: 11) por PCR con la ayuda de cebadores 
específicos apropiados y se clonó después en 5’ del fragmento Cμ, entre los sitios EcoRV y CIal del 
plásmido pA, dando el plásmido pB. 

- En una tercera etapa, se insertó el módulo neo descrito en Pinaud et al., Immunity, 2001, 15, 187-199, en el 
sitio SalI entre DQ52/JH y Cμ, dando el plásmido pC. 55 
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- En una cuarta etapa, se amplificó el fragmento C1 de 6860 pb flanqueado por adaptadores ClaI y que 

contiene el gen gamma1 humano en una sola etapa de PCR de fragmento grande con la ayuda del par de 
cebadores Gam1 CH1-5'F (5' caatcgatgcccgtgagcccagac 3', SEQ ID NO: 1) y Gam1 mbexon-3'R (5' 

aaatcgatgctcccatcacgaagtacaa 3', SEQ ID NO: 8) y se verificaron después las secuencias del conjunto de 
regiones codificantes y de los sitios de corte y empalme por PCR con la ayuda de los cebadores siguientes: 5 

- Gam1 CH1-5'F: (SEQ ID NO: 1) 

- Gam1 CH1-3'R;  

- Gam1 CH2-5'F:  

- Gam1 CH2-3'R:  

- Gam1 CH3-5'F:  10 

- Gam1 CH3-3'R:  

- Gam1 mbexon-5'F:  

- Gam1 mbexon-3'R (SEQ ID NO: 8) 

Finalmente, en una última etapa, se insertó el fragmento C1 de 6860 pb flanqueado por adaptadores CIal y que 
contenía el gen gamma1 humano así obtenido entre el fragmento JH y el módulo neo en el sitio CIal del plásmido 15 
pC, dando el vector de orientación denominado p-gamma1 Kl. 

Se verificó la secuencia de p-gamma1 KI por secuenciación automática y por análisis de restricción con las enzimas 
CIal y XhoI, confirmando que el vector era apto para permitir una recombinación homóloga tal como la 
esquematizada en la figura 1. 

2) Transfección de CE e inyección en blastocitos 20 

Se transfectaron CE por electroporación del ADN de p-gamma1 KI linealizado en el sitio NotI. Se extrajeron los 
clones seleccionados en presencia de geneticina y se analizó el ADN genómico digerido con EcoRI por transferencia 
Southern con la ayuda de una sonda radiactiva que hibrida fuera del sitio de recombinación homóloga, en 5’ del gen 
constante IgH delta (δ) y de su sitio EcoRI (figura 1); esta sonda denominada 3'muXbaI-EcoRI, amplificada por PCR 

con la ayuda de cebadores específicos apropiados, corresponde a las posiciones 145032 a 145945 de la secuencia 25 
de Genbank AC073553. 

Se visualiza la presencia de un alelo recombinante por un fragmento de aproximadamente 7,5 kb (que representa el 
fragmento μ de múrido y el módulo neo), mientras que el alelo silvestre corresponde a un fragmento de 12 kb (figura 
3). En estas condiciones, de 192 clones analizados, se reveló positivo 1.  

La verificación del cariotipo de dos de los cuatro clones recombinantes no mostró ninguna anomalía cromosómica 30 
(aneuploidía). 

Se inyectó este clon en los blastocitos de ratón C57/Black 6 usando los protocolos clásicos de transgénesis tales 
como los descritos en “Transgenic Mouse: Methods and Protocols”, anteriormente citado. Se obtuvo una quimera 
macho que presentaba un grado de quimerismo elevado, y se apareó con hembras C57/Black 6 con el fin de obtener 
animales heterocigóticos, que se analizaron por transferencia Southern (Figura 4), PCR y ELISA. Se obtuvo a 35 
continuación una estirpe de ratones homocigóticos del locus de IgH recombinado (Figura 4), denominada de aquí en 

adelante estirpe gamma1 modificada génicamente, gamma1-KI, 1KI o Gammaprim por cruzamiento de los animales 
heterocigóticos.  

3) Detección del locus de IgH recombinado portador del gen Cμ humano (alelo gamma1-KI) y del locus de 
IgH silvestre (alelo μ silvestre) por PCR 40 

Se analizó por PCR el ADN genómico de una muestra de cola de animales homocigóticos, obtenidos como se 
precisa anteriormente, con la ayuda de los dos pares de cebadores siguientes: 

- par específico del locus de IgH de múrido no mutado (alelo μ silvestre): 

- cebador UpstreamSpeISmu:  
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- cebador SacI-3'Imu:  

Se realizó la reacción de amplificación con una temperatura de hibridación de 61 ºC. Esta reacción amplifica en 30 
ciclos un fragmento de 91 pares de bases que encierran el sitio Spe I específico del locus de IgH de múrido no 
mutado. 

- par específico del locus de IgH recombinante portador del gen C1 humano (alelo gamma1 modificado 5 
génicamente o gamma1-KI) 

- cebador Neo1:  

- cebador Neo2:  

Se realizó la reacción de amplificación con una temperatura de hibridación de 55 ºC. Esta PCR amplifica en 30 ciclos 

un fragmento de 120 pares de bases específico del locus de IgH recombinado portador del gen C1 humano 10 
(mutación gamma1 modificada génicamente o gamma1-KI). 

Los animales de la estirpe Gammaprim son sistemática y simultáneamente negativos por PCR con los cebadores 
específicos del alelo μ silvestre y positivos por PCR con los cebadores específicos del alelo gamma1 modificado 
génicamente. 

Ejemplo 2: Caracterización fenotípica de la estirpe de ratones transgénicos homocigóticos de la mutación 15 
Gammaprim 

1) Titulación de los índices de IgM de múrido e IgG1 humanas séricas totales por nefelometría y ELISA. 

a) Nefelometría 

Se titularon las IgG1 humanas séricas por nefelometría con un robot BNII™ (BEHRING) usando el kit de titulación de 
IgG1 (BEHRING) según las recomendaciones del suministrador. 20 

Las titulaciones de IgG1 humanas séricas dieron resultados totalmente correlacionados con los del genotipo 
realizado por pruebas de PCR: 

- Los animales de control no mutantes tienen un índice nulo de inmunoglobulinas humanas de clase IgG1. 

- Los animales homocigóticos 1-KI tienen siempre un índice significativo de IgG1 humanas, variando este 
índice entre 0,5 y 1 g/l en el suero. En contraposición, las IgM de múrido son indetectables en el suero de 25 
estos animales. 

b) ELISA 

Se confirmaron los resultados obtenidos por nefelometría por ELISA siguiendo las etapas siguientes: se incubaron 
los anticuerpos no marcados anti-IgG humanas (monoclonal anti-IgG humana, SIGMA) o anticuerpos no marcados 
anti-IgM de múrido (Southern Biotechnologies Associates) diluidos a 1/1000 (anti-IgG humana) o a 1/500 (anti-IgM 30 
de múrido) en tampón carbonato 0,1 M, pH 8,3 durante una noche a +4 ºC en placas de 96 pocillos (Maxisorb™, 
NUNC; 100 μl/pocillo). Después de 3 lavados con tampón PBS que contiene 0,1 % de Tween (PBS-Tween 0,1 %), 
se saturaron las placas en presencia de PBS que contenía 3 % de seroalbúmina bovina (BSA; 100 μl/pocillo). 
Después de 3 lavados con tampón PBS-Tween 0,1 %, se añadieron los sueros para ensayar diluidos a 1/100 y a 
1/1000 en tampón PBS que contenía 1 % de BSA (100 μl/pocillo) y se incubaron las placas durante 3 horas a 37 ºC. 35 
Después de 3 lavados con tampón PBS-Tween 0,1 %, se añadieron un antisuero anti-IgG humanas marcado con 
fosfatasa alcalina (monoclonal anti-IgG-AP humana, SIGMA) o un suero anti-IgM de múridos marcado con fosfatasa 
alcalina (Biosys) diluidos a 1/1000 en PBS-Tween 0,1 % (100 μl/pocillo), y se incubaron las placas durante 3 horas a 
37 ºC. Después de 3 lavados con tampón PBS-Tween 0,1 %, se revelaron las IgG humanas e IgM de múrido fijadas 
mediante la adición de sustrato de fosfatasa alcalina (fosfato de p-nitrofenilo, SIGMA) a 1 mg/ml en tampón Tris 0,2 40 
M, pH 7,0. Se bloqueó la reacción mediante la adición de sosa 3 N (30 μl/pocillo) y se efectuó después la lectura con 
la ayuda de un espectrómetro a una longitud de onda de absorción de 405 nm.  

Se obtienen los datos cuantitativos mediante extrapolación con una gamma de suero patrón (BEHRING) para la 
titulación de IgG1 humanas, y una IgM monoclonal de múrido (SOUTHERN BIOTECHNOLOGIES ASSOCIATES) 
para la titulación de las IgM de múrido. 45 

La titulación de IgG séricas por ELISA muestra una diferencia significativa entre los homocigóticos y los 
heterocigóticos; los sueros de homocigóticos diluidos a 1/500 contienen 0,8 g/l de IgG1 humanas, mientras que se 
observan valores muy bajos (0,03 g/l) para los sueros de heterocigóticos incluso a la dilución más baja (a 1/100). Al 
contrario, cuando se titulan las IgM de múrido por ELISA, se observa un índice normal de IgM de múrido (del orden 

ES 2 557 811 T3

 



13 

de 1 g/l) en los ratones de control “no mutantes”, al igual que en los animales heterocigóticos de la mutación 
Gammaprim. En contraposición, el índice de IgM de múrido es nulo en los animales homocigóticos de Gammaprim. 

2) Análisis de la expresión de un receptor membranal de la clase de IgG humanas en la superficie de 
linfocitos esplénicos de la estirpe Gammaprim 

Se fenotiparon los animales homocigóticos portadores de la mutación 1-KI por citometría de flujo mediante doble 5 
marcaje con la ayuda de anticuerpos específicos de IgG1 humanas marcadas con Alexa633 o IgM de múrido 
marcadas con fluoresceína, y anticuerpos específicos de linfocitos B (anticuerpo anti-CD19) marcados con 
ficoeritrina. De manera más precisa: 

- Preparación de células linfoides: Se eligió el bazo, órgano linfoide secundario, para este experimento. Se 

extrajo este órgano en diferentes animales mutantes homocigóticos 1-KI y después se desgarró en tampón 10 
Versène (lnvitrogen) y se filtró por tamiz (40 μm) con el fin de obtener una suspensión de células 
individuales desprovista de agregados celulares. Se centrifugaron entonces las células esplénicas y se 
sometieron a una etapa suplementaria de choque osmótico con el fin de lisar los glóbulos rojos mediante la 
una nueva puesta en suspensión del sedimento celular en 1 ml de agua destilada. Se volvieron a poner 
inmediatamente en suspensión las células de las muestras en medio completo (RPMI + 10 % de suero de 15 
ternero fetal), se contaron y se conservaron en hielo. 

- Marcaje con la ayuda de anticuerpos fluorescentes: Se incubaron 10
5
 células durante 30 minutos a 4 ºC con 

una dilución de 1/100 de un anticuerpo anti-IgM de ratón marcado con isotiocianato de fluoresceína 
(Southern Biotechnologies), un anticuerpo anti-IgG humanas acoplado con Alexa 633 y un anticuerpo 
específico de linfocitos B (anticuerpo anti-CD19) marcado con ficoeritrina. Se lavaron a continuación las 20 
células con 5 ml de PBS, se decantó después el sobrenadante y se volvieron a poner en suspensión las 
células en 100 μl de PBS, 0,5 % de BSA, EDTA 0,1 mM. 

- Análisis por citofluorimetría: Se analizaron las células marcadas con la ayuda de un citómetro de flujo 
(COULTER XLTM). 

Los resultados de la citometría de flujo están de acuerdo con los de la titulación de inmunoglobulinas séricas. En los 25 
animales homocigóticos de la estirpe gamma1-KI, no se detecta ninguna expresión de IgM de múrido. No obstante, 
en ausencia de expresión de IgM, un compartimento de linfocitos B periféricos CD19+ es capaz de diferenciarse en 
estos animales y representa un 6 % de los linfocitos esplénicos. Estos linfocitos B periféricos expresan un 40 % de 
ellos una inmunoglobulina membranal de la clase de IgG1 humanas (figura 5). 

3) Producción de anticuerpos específicos de la línea Gammaprim 30 

a) Inmunización 

Se inmunizaron los animales una primera vez por inyección intraperitoneal de 20 μg de antígeno p24 (proteína de 
nucleocápsida de VIH-1) diluido en 200 μl de suero fisiológico y puesto en emulsión con 200 μl de coadyuvante 
completo de Freund (SIGMA). Cada 2 semanas, los animales experimentaron una vacuna de recuerdo por inyección 
intraperitoneal de 20 μg de antígeno p24 diluido en 200 μl de suero fisiológico y puesto en emulsión con 200 μl de 35 
coadyuvante incompleto de Freund (SIGMA). 

b) Titulación de anticuerpos específicos del antígeno p24 

Se investigó la presencia de anticuerpos específicos del antígeno p24 por ELISA 2 semanas y después 4 semanas 
después de la segunda inyección del antígeno siguiendo la técnica siguiente: 

- adsorción del antígeno p24 (1 μg/ml en tampón carbonato 0,1 M, pH 8,3) sobre placas de 96 pocillos 40 
(Maxisorb, NUNC; 100 μl/pocillo) mediante incubación durante una noche a 4 ºC, 

- 3 lavados con PBS-Tween 0,1 %, 

- saturación de las placas con medio completo (PBS, 3 % de BSA, 100 μl/pocillo), 

- 3 lavados con PBS-Tween 0,1 %, 

-  distribución de los sueros para ensayar diluidos a 1/100 y a 1/200 en tampón (PBS, 1 % de BSA; 100 45 
μl/pocillo), 

-  incubación durante 3 horas a 37 ºC, 

-  3 lavados con PBS-Tween 0,1 %, 

-  distribución de un antisuero anti-IgG humanas marcado con fosfatasa alcalina (monoclonal anti-IgG-AP 
humana, SIGMA) diluido a 1/1000 (100 μl/pocillo) 50 
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-  3 lavados con PBS-Tween 0,1 %, 

-  revelado de la reacción enzimática por adición de fosfato de p-nitrofenilo en tampón TRIS 0,2 M (SIGMA),  

-  bloqueo de la reacción por adición de sosa 3 N (30 μl/pocillo), 

-  lectura por espectrometría de una longitud de onda de absorción de 405 nm,  

Se expresa el índice de anticuerpos de IgG anti-p24 en unidades arbitrarias (UA) establecidas para la media de 5 
sueros diluidos a 1/100 y 1/200 en función de la relación de densidad óptica del suero ensayado/densidad óptica del 
suero de control. 

Se detectó la presencia de anticuerpos específicos del antígeno p24 mediante ELISA a partir del D26 (después de 2 
inmunizaciones- 100 UA) y se demuestra en gran medida a D47 (3 semanas después de la 2ª inyección del 
antígeno- 450 UA; figura 6). En comparación, se ha verificado que, en ausencia de inmunización de los animales, el 10 
índice de anticuerpos de IgG1 anti-p24 quedaba inferior a 5 unidades. 

Ejemplo 3: Obtención y caracterización de la estirpe transgénica doble Gammaprim/kappa que expresa una 
cadena pesada gamma1 quimérica y una cadena ligera kappa de inmunoglobulinas humanas 

El cruzamiento de estirpes de ARN que expresan una cadena ligera kappa de inmunoglobulina humana, tal como 
se describe en la solicitud internacional PCT WO 2005/047333, y gamma1-Kl descrita en los ejemplos precedentes, 15 
genera ratones transgénicos dobles Gammaprim/kappa. 

Para hacer esto, se cruzaron entre sí los animales homocigóticos de la mutación gamma1-KI y homocigóticos del 

transgén ARN. En la primera generación (F1) después de este cruzamiento, todos los animales obtenidos son 

heterocigóticos de la mutación gamma1-KI y heterocigóticos del transgén ARN. Estos animales de F1 se cruzaron 
por tanto de nuevo: en la generación siguiente (F2), las leyes de la genética mendeliana permiten obtener 1 animal 20 

de 4 homocigótico de la mutación gamma1-Kl y 1 animal de 4 homocigótico del transgén ARN. Entre estos 
animales de F2, se pudo seleccionar por lo tanto 1 animal de 16 como portador a la vez de la mutación gamma1-Kl 

en estado homocigótico y como portador del transgén ARN en estado homocigótico. Estos animales son los 
fundadores de la estirpe Gammaprim/kappa y transmiten de forma estable a su descendencia los genes que 
permitan la producción simultánea de una cadena pesada gamma1 humanizada como reemplazo de la producción 25 

de IgM de múridos, así como la producción y diversificación por hipermutación de una cadena  humana.  

Esta estirpe de ratones transgénicos dobles se denomina estirpe Gammaprim/kappa 

a) Presencia del transgén  

Se siguió la transmisión del transgén ARN en el transcurso de cruzamientos de ratones transgénicos por 

transferencia Southern con la ayuda de una sonda específica de la región C humana (fragmento EcoRI-EcoRI de 30 

2,5 kb que incluye la totalidad del exón de C humano. 

Se detectó la expresión del transgén  en los animales mutantes mediante titulación por ELISA de las cadenas 
kappa libres humanas eliminadas en las orinas de los animales. De manera más precisa: se incubaron placas de 96 

pocillos (Maxisorb®, NUNC) durante 1 noche a +4 ºC en presencia de un anticuerpo no marcado anti- humana 
(Kallestad) diluido a 1/1000 en tampón carbonato 0,1 M pH 8,3 (100 μl/pocillo). Después de 3 lavados con tampón 35 
PBS que contenía 0,1 % de Tween (PBS-Tween 0,1 %), se saturaron las placas en presencia de PBS que contenía 
suero fetal de ternero al 10 % (100 μl/pocillo). Después de 3 lavados con tampón PBS-Tween 0,1 %, se añadieron 
las muestras de orina para ensayar, diluidas a 1/100 y a 1/500 en tampón PBS que contenía suero fetal de ternero al 
10 % (100 μl/pocillo) y se incubaron las placas durante 3 horas a 37 ºC. Después de 3 lavados con tampón PBS-

Tween 0,1 %, se añadió un antisuero anti- humana marcado con fosfatasa alcalina (SIGMA) diluido a 1/1000 en 40 
PBS-Tween 0,1% (100 μl/pocillo) y se incubaron las placas durante 1 hora a 37 ºC. Después de 3 lavados con 
tampón PBS-Tween 0,1 %, se revelaron las cadenas ligeras kappa humanas fijadas por adición de sustrato de 
fosfatasa alcalina (fosfato de p-nitrofenilo, SIGMA) a 1 mg/ml en tampón Tris 0,2 M, pH 7,0. Se bloqueó la reacción 
mediante la adición de sosa 0,5 N (50 μl/pocillo) y se efectuó después la lectura por espectrometría a una longitud 
de onda de absorción de 405 nm.  45 

Como alternativa, se analizó la expresión gel transgén kappa humano por citometría de flujo, mediante doble 
marcaje con la ayuda de un anticuerpo anti-kappa de múrido (marcado con ficoeritrina) junto con un anticuerpo anti-
kappa humana (marcado con isotiocianato de fluoresceína) según el protocolo descrito en el ejemplo 2. Los 

resultados muestran que la presencia del transgén ARN conlleva un fenómeno importante de exclusión alélica tal 
que entre los linfocitos periféricos más de un 50 % expresan la cadena ligera humana y no reordenan por lo tanto los 50 
genes de cadena ligera de múrido para expresar una cadena ligera de múrido. 

b) Homocigosis de la mutación gamma1-KI 
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El primer elemento simple que indica la homocigosis de gamma1-KI es la presencia de un índice elevado de IgG1 
humanas en el suero de los animales. Además, se confirmó la homocigosis por PCR mediante la positividad de la 
“PCR de gamma1-KI” asociada a la negatividad de la “PCR de alelo μ silvestre”. Finalmente, después del sacrificio 
de los animales, el análisis por citometría de flujo permitió mostrar en linfocitos de bazo que la totalidad de los 
linfocitos B (CD19+) expresan IgG1 humanas membranales, mientras que en paralelo ningún linfocito B expresa IgM 5 
de múrido. 

c) Verificación de la presencia simultánea de la mutación alfa1-KI y del transgén ARN en los animales 
Gammaprim/kappa y su descendencia  

Se caracterizaron los animales transgénicos dobles Gammaprim/kappa como aquellos que responden 

simultáneamente a la dos especificidades descritas anteriormente: presencia del transgén ARN en estado 10 
homocigótico y homocigosis de la mutación gamma1-Kl. Además, estos animales se reproducen conservando estas 
dos especificidades y el fenotipo de su descendencia posee las propiedades siguientes simultáneamente y de forma 
estable: 

- la producción de IgG1 humanizada a un índice coherente (fácilmente verificable por ELISA o nefelometría 
en una sola muestra de sangre realizada en animales vivos al nivel del seno retroorbital) 15 

- la producción de la cadena ligera  humana (fácilmente verificable por ELISA en una sola muestra de orina 
realizada en animales vivos). 

El repertorio de respuesta a los antígenos de estos ratones se espera que sea anormal, ya que se sabe que es 
esencialmente el dominio VH de la cadena pesada el que contribuye a la formación del sitio de anticuerpo (ahora 

bien, la cadena pesada transgénica 1 humana se beneficia de un repertorio totalmente diversificado, puesto que 20 
corresponde al repertorio normal generado por las reordenaciones de segmentos de VH, D y JH del locus de IgH de 
múrido). Estos ratones son capaces de producir anticuerpos de alta afinidad como respuesta secundaria, lo que es 
el resultado del hecho de que sus linfocitos B pueden agrupar el fenómeno de hipermutacion somática a la vez al 

nivel del gen de cadena pesada y del transgén de cadena ligera ARN. 

Como se deduce de lo anterior, la invención no se limita en absoluto a aquellos modos de empleo, realización y 25 
aplicación que se acaban de describir de forma más explícita; abarca por el contrario todas las variantes que puedan 
ocurrírsele a un especialista en la materia, sin apartarse del marco ni del alcance de la presente invención  
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cacatggaca gaggccgg    18 
 
<210> 6 
<211> 18 25 
<212> DNA 
<213> Artificial 
 
<220> cebador 
<223> Gam1 CH3-3'R 30 
 
<400> 6 
ctgacccgtg gaaagaac    18 
 
<210> 7 35 
<211> 18 
<212> DNA 
<213> Artificial 
 
<220> cebador 40 
<223> Gam1 mbexon-5'F 
 
<400> 7 
agctgacctc aggacatt    18 
 45 
<210> 8 
<211> 28 
<212> DNA 
<213> Artificial 
 50 
<220> cebador 
<223> Gam1 mbexon-5'F 
 
<400> 8 
aaatcgatgc tcccatcacg aagtacaa    28 55 
 
<210> 9 
<211> 405 
<212> DNA 
<213> Homo sapiens 60 
 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 135 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 10  

 
 10 
<210> 11 
<211> 5161 
<212> DNA 
<213> Mus musculus 
 15 
<400> 11  
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<210> 12 
<211> 4932 
<212> DNA 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 12  

 
 10 
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<210> 13 
<211> 6864 
<212> DNA 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 13  

 
 10 
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<210> 14 
<211> 21 
<212> DNA 
<213> Artificial 
 5 
<220> cebador 
<223> UpstreamSpeISmu 
 
<400> 14 
gagtaccgtt gtctgggtca c    21 10 
 
<210> 15 
<211> 23 
<212> DNA 
<213> Artificial 15 
 
<220> cebador 
<223> SacI-3'Imu 
 
<400> 15 20 
gagctctatg attattggtt aac    23 
 
<210> 16 
<211> 22 
<212> DNA 25 
<213> Artificial 
 
<220> cebador 
<223> NeoI 
 30 
<400> 16 
gcatgatctg gacgaagagc at    22 
 
<210> 17 
<211> 22 35 
<212> DNA 
<213> Artificial 
 
<220> cebador 
<223> Neo2 40 
 
<400> 17 
tcccctcaga agaactcgtc aa    22 
 

45 
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REIVINDICACIONES 

1.  Ratón transgénico caracterizado por que comprende un locus de IgH modificado por el reemplazo de la 
secuencia de conmutación Sμ por todo o parte de un transgén constituido por el gen Cμ de una inmunoglobulina 
humana de clase G, incluyendo al menos el exón codificante del dominio CH3 y los exones de membrana m1 y m2, 
y por que produce anticuerpos que son mayoritariamente IgG quiméricas cuyos dominios constantes de cadenas 5 
pesadas son de origen humano. 

2.  Ratón transgénico según la reivindicación 1, caracterizado por que es homocigótico de dicho locus de IgH 
modificado. 

3.  Ratón transgénico según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, caracterizado por que dicho locus de IgH 

está modificado mediante reemplazo de la secuencia de conmutación Sμ por la totalidad del gen C. 10 

4.  Ratón transgénico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dicho gen C 

es el gen C1. 

5. Ratón transgénico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que comprende 
otro transgén que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina humana. 

6. Ratón transgénico según la reivindicación 5, caracterizado por que dicho transgén es un gen kappa 15 
humano. 

7.  Ratón transgénico según la reivindicación 6, caracterizado por que dicho gen kappa humano presenta la 
secuencia SEQ ID NO: 9. 

8.  Ratón transgénico según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado por que es 
homocigótico o heterocigótico de dicho transgén. 20 

9.  Ratón transgénico según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, caracterizado por que posee un locus 
endógeno de la cadena kappa inactivado. 

10. Vector de orientación de la recombinación homóloga caracterizado por que comprende el gen C de una 
inmunoglobulina humana de clase G o un segmento de este gen que incluye al menos el exón codificante del 
dominio CH3 y los exones de membrana m1 y m2, tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 25 
o 4, flanqueado por fragmentos de secuencias del locus de IgH de múrido que son adyacentes de la secuencia Sμ. 

11.  Vector de orientación según la reivindicación 10, caracterizado por que dichos fragmentos de secuencias 
flanqueantes que son adyacentes de la secuencia Sμ son secuencias de múrido de SEQ ID NO: 11 y 12, 
respectivamente en 5' y en 3'. 

12.  Célula embrionaria de ratón, modificada por un vector de orientación según la reivindicación 10 o la 30 
reivindicación 11. 

13.  Anticuerpo quimérico de clase IgG susceptible de obtenerse a partir de linfocitos B de un ratón transgénico 
según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9 o el fragmento Fab, Fab'2 o Fe de dicho anticuerpo, caracterizado 
por que dicho anticuerpo comprende una cadena pesada quimérica cuyos dominios constantes son de origen 
humano y los dominios variables son de origen múrido y cadenas ligeras humanas cuyos dominios variables están 35 

codificados por V1-J5. 

14. Reactivo de diagnóstico caracterizado por que comprende un anticuerpo quimérico de clase IgG o un 
fragmento de este anticuerpo según la reivindicación 13.  

15.  Composición farmacéutica caracterizada por que comprende al menos un anticuerpo quimérico de clase 
IgG o un fragmento de este anticuerpo según la reivindicación 13. 40 
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FIGURA 1 
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FIGURA 2 
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FIGURA 2 (continuación) 
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FIGURA 3 
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FIGURA 4 
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