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DESCRIPCION
Animales no humanos que tienen un gen del grupo de diferenciacién 47 humanizado
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos n.® de serie 62/087.992,
presentada el 5 de diciembre de 2014.

Antecedentes

La terapia contra el cancer se puede dividir en cuatro categorias principales: quimioterapia/radioterapia, terapia
hormonal, terapia dirigida e inmunoterapia. Se ha centrado intensamente la investigacion y el desarrollo médicos en
la terapia dirigida y se han logrado mejoras significativas, sin embargo, el cancer sigue siendo un problema importante
para los pacientes y para la industria de la salud en todo el mundo. Este gran problema se debe, en parte, a la
capacidad de las células cancerosas para evadir los mecanismos de seguimiento de los sistemas inmunitarios innato
y adaptativo, que es en parte el resultado de la inhibicién de la eliminacién fagocitica. En la actualidad, no existe un
sistema in vivo para determinar de manera 6ptima el potencial terapéutico de nuevas terapias contra el cancer
disefiadas para activar la eliminacion fagocitica de las células cancerosas y determinar los aspectos moleculares de
cémo las células cancerosas proporcionan sefiales inhibidoras a los macrofagos y a las células fagociticas. Un sistema
de este tipo proporciona una fuente para ensayos de fagocitosis y funciones de macrofagos in vivo, y la identificacion
de nuevas terapias contra el cancer dirigidas a proporcionar un entorno antitumoral mediante la promocion de sefiales
profagociticas al sistema inmunitario.

Sumario

La presente invencion se basa en el reconocimiento de que es deseable genomanipular animales no humanos para
permitir sistemas mejorados para identificar y desarrollar nuevas terapias contra el cancer. La presente invencion se
basa también en el reconocimiento de que es deseable genomanipular animales no humanos para permitir un injerto
mejorado de células madre hematopoyéticas humanas. Ademas, la presente invencién también se basa en el
reconocimiento de que son deseables animales no humanos que tengan un gen CD47 humanizado y/o que expresen,
que contengan o produzcan de otro modo un polipéptido CD47 humano o humanizado, por ejemplo, para su uso en
la identificacion y desarrollo de terapias contra el cancer que superen la toxicidad sistémica asociada con el bloqueo
de CD47 y superen la inhibicion de la fagocitosis de células tumorales mediada por CD47, y proporcionen un sistema
in vivo mas eficaz para el injerto de células madre hematopoyéticas humanas que proporciona un aumento en la
homeostasis de un nimero mas amplio de tipos de células humanas. La invencién se define mediante las
reivindicaciones. En consecuencia, la presente invencién proporciona un vector de acido nucleico dirigido, que
comprende

un brazo de homologia en 5' que comprende una secuencia gendmica cadena arriba del exén 2 de un gen CD47
de ratén,

un fragmento de ADN genémico que comprende los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, un casete de seleccion
de farmacos y

un brazo de homologia en 3' que comprende una secuencia genémica cadena abajo del exén 7 de un gen CD47
de ratén,

en donde los brazos de homologia en 5' y en 3' median la integracién del fragmento gendémico que comprende los
exones 2 a 7 de un gen CD47 humano en un locus CD47 de ratén.

La presente invencién también proporciona un roedor cuyo genoma comprende un gen CD47 humanizado,

en donde el gen CD47 humanizado codifica un polipéptido CD47 humanizado que comprende una parte de un
polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor;

en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y los dominios transmembrana
del polipéptido CD47 humano, y esté codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano;

en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por los exones cadena abajo del exén
7 de un gen CD47 de roedor;

en donde el gen CD47 humanizado esta operativamente unido a un promotor CD47 de roedor; y

en donde el genoma de roedor comprende ademas uno o mas genes humanos o humanizados seleccionados de
SIRPq, IL-3, M-CSF, GM-CSF y TPO.

El roedor de la presente invencién tiene, por tanto, un genoma que comprende un gen CD47 humanizado que
comprende material genético de dos especies diferentes (un ser humano y un roedor). El gen CD47 humanizado del
roedor codifica un polipéptido CD47 que comprende partes humanas y de roedor, en donde las partes humana y de
roedor estan unidas entre si y forman un polipéptido CD47 funcional.

El roedor de la presente invencion puede comprender un gen CD47 humanizado que comprende una parte intracelular
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endogena de un polipéptido CD47 de roedor como se definié anteriormente y una parte de un polipéptido CD47
humano como se definié anteriormente, en donde el gen CD47 humanizado esta operativamente unido a un promotor
CD47 endbégeno de roedor.

Una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor comprende los exones cadena abajo del exén 7 de un gen
CD47 de roedor. El gen CD47 humanizado puede comprender opcionalmente ademas el exén 1 de un gen CD47 de
roedor. El ex6n 1 y los exones cadena abajo del exén 7 de un gen CD47 de roedor pueden ser al menos un 50 %, al
menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 98 % idénticos a los correspondientes exén 1y
los exones cadena abajo del exén 7 de un gen CD47 de ratén que aparece en la tabla 3. El exén 1 y los exones cadena
abajo del ex6n 7 de un gen CD47 de roedor pueden ser idénticos a los correspondientes exén 1y los exones cadena
abajo del ex6n 7 de un gen CD47 de ratén que aparece en la tabla 3.

Una parte humana puede codificar los aminoacidos 16 a 292 de un polipéptido CD47 humano. Una parte humana
puede codificar los aminoacidos 19 a 292 de un polipéptido CD47 humano. La parte humana puede codificar los
aminoacidos 19 a 141 de un polipéptido CD47 humano. La parte humana puede codificar los aminoacidos 19 a 127
de un polipéptido CD47 humano.

Los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano pueden ser al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al
menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 % o al menos un 98 % idénticos a los correspondientes exones 2 a 7 de un gen CD47 humano que
aparece en la tabla 3. Los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano pueden ser idénticos a los exones 2 a 7
correspondientes de un gen CD47 humano que aparece en la tabla 3.

Un roedor de la presente invencién expresa un polipéptido CD47 que comprende el dominio extracelular y los dominios
transmembrana de un polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor. Un
polipéptido CD47 puede traducirse en una célula de un roedor con un péptido sefial de roedor. Un péptido sefial de
roedor puede ser un péptido sefial de ratén o de rata.

Se puede expresar un polipéptido CD47 a partir de un gen CD47 enddgeno de roedor.

Una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor puede comprender una cola intracitoplasmatica que tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al
menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al
menos un 98 % idéntica a una cola intracitoplasmatica de un polipéptido CD47 de ratdn que aparece en la tabla 3.
Una parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor puede comprender una cola intracitoplasmatica que tiene una
secuencia de aminoacidos que es idéntica a una cola intracitoplasmatica de un polipéptido CD47 de ratdn que aparece
en la tabla 3.

El dominio extracelular de un polipéptido CD47 humano puede comprender amino&cidos correspondientes a los restos
19 a 141 de un polipéptido CD47 humano. El dominio extracelular de un polipéptido CD47 humano puede comprender
aminoacidos correspondientes a los restos 19 a 127 de un polipéptido CD47 humano. El dominio extracelular de un
polipéptido CD47 humano puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos un 50 %, al menos un
55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o0 al menos un 98 % idéntica a una secuencia de aminoacidos
correspondiente de un dominio extracelular de un polipéptido CD47 humano que aparece en la tabla 3. El dominio
extracelular de un polipéptido CD47 humano puede comprender una secuencia de amino&cidos que es idéntica a una
secuencia de aminoacidos correspondiente de un dominio extracelular de un polipéptido CD47 humano que aparece
en la tabla 3.

También se describe en el presente documento un polipéptido CD47 codificado por el gen CD47 de un roedor como
se describe en el presente documento. Un polipéptido CD47 codificado puede comprender una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %,
al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 98 %
idéntica a la SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 0 SEQ ID NO: 20. Un polipéptido CD47 codificado puede
comprender una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 0
SEQ ID NO: 20.

También se describe en el presente documento un gen CD47 humanizado que comprende exones cadena abajo del
exon 7 de un gen CD47 de roedor unido operativamente a los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano. Un gen CD47
humanizado descrito en el presente documento comprende exones de roedor cadena abajo del exén 7 de un gen
CD47 de roedor que codifica una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor y los exones 2 a 7 humanos de
un gen CD47 humano que codifican el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47
humano. Un gen CD47 humanizado puede comprender ademas exones de roedor que codifican un péptido sefial, en
su totalidad o en parte.
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La presente invencién también proporciona una célula o tejido aislado de un roedor de la presente invencién, en donde
la célula o tejido aislado comprende el gen CD47 humanizado y uno o mas genes humanos o humanizados en el
genoma. Una célula puede seleccionarse de una célula dendritica, linfocito (p. ej., un linfocito B o T), macréfago y
monocito. Se puede seleccionar un tejido de tejido adiposo, vejiga, cerebro, mama, médula 6sea, ojo, corazén,
intestino, rifidén, higado, pulmén, ganglio linfatico, musculo, pancreas, plasma, suero, piel, bazo, estémago, timo,
testiculos, 6vulo y una combinacion de los mismos.

La presente invencién también proporciona una célula madre embrionaria (ME) de roedor aislada, cuyo genoma
comprende un gen CD47 humanizado,

en donde el gen CD47 humanizado codifica un polipéptido CD47 humanizado que comprende una parte de un
polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor;

en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y los dominios transmembrana
del polipéptido CD47 humano, y esta codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano;

en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por los exones cadena abajo del exén
7 de un gen CD47 de roedor;

en donde el gen CD47 humanizado esta operativamente unido a un promotor CD47 de roedor; y

en donde el genoma de roedor comprende ademas uno o mas genes humanos o humanizados seleccionados de
SIRPq, IL-3, M-CSF, GM-CSF y TPO.

Una célula madre embrionaria de roedor aislada puede ser una célula madre embrionaria de ratén y puede ser de la
cepa 129, la cepa C57BL/6 o la cepa BALB/c. Una célula madre embrionaria de roedor aislada puede ser una célula
madre embrionaria de ratén y puede provenir de una mezcla de cepas 129 y C57BL/6.

También se describe en el presente documento el uso de una célula madre embrionaria de roedor aislada como se
describe en el presente documento para crear un roedor. Una célula madre embrionaria de roedor aislada puede ser
una célula madre embrionaria de ratén y puede utilizarse para producir un ratén que comprenda un gen CD47 como
se describe en el presente documento. Una célula madre embrionaria de roedor puede ser una célula madre
embrionaria de rata y puede utilizarse para producir una rata que comprenda un gen CD47 como se describe en el
presente documento.

La presente invencién también proporciona un embriéon de roedor que comprende la célula madre embrionaria de
roedor de la presente invencion. Un embrién de roedor puede ser un embridn de ratéon. Un embrién de roedor puede
ser un embrién de rata.

También se describe en el presente documento un método para fabricar un roedor que exprese un polipéptido CD47
a partir de un gen CD47 endbgeno, en donde el polipéptido CD47 comprende una secuencia humana, comprendiendo
el método insertar un fragmento genémico en un gen CD47 enddgeno en una célula madre embrionaria de roedor,
comprendiendo dicho fragmento genémico una secuencia de nucleétidos que codifica una parte del polipéptido CD47
humano que comprende el dominio extracelular y los dominios transmembrana del polipéptido CD47 humano,
codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano; obtener una célula madre embrionaria de roedor que
comprende un gen CD47 endégeno que comprende la secuencia de nucleétidos que codifica la parte del polipéptido
CD47 humano; y crear un roedor mediante la célula madre embrionaria de roedor que comprende dicha secuencia de
nucleétidos que codifica la parte del polipéptido CD47 humano.

La secuencia humana puede comprender aminoacidos correspondientes a los restos 19 a 141 (0 19 a 292) de un
polipéptido CD47 humano. La secuencia humana puede comprender aminoacidos correspondientes a los restos 19 a
127 de un polipéptido CD47 humano.

La secuencia de nucleétidos comprende los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano. La secuencia de nucleétidos
puede comprender uno 0 mas marcadores de seleccion. La secuencia de nucleétidos puede comprender sitios de
recombinacion especificos de sitio.

El método puede comprender ademas una etapa de insertar un fragmento genémico en un gen S/RPa endégeno de
una célula madre embrionaria de roedor, comprendiendo dicho fragmento genémico una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido SIRPa humano en su totalidad o en parte (por ejemplo, codifica una parte extracelular de
un polipéptido SIRPa humano). Un fragmento genémico puede comprender una secuencia de nucleétidos que codifica
un polipéptido SIRPa humano en su totalidad o en parte (por ejemplo, codifica una parte extracelular de un polipéptido
SIRPa humano) que se inserta en un gen S/IRPa endégeno de la célula madre embrionaria de roedor antes de una
insercién en un gen CD47 endbgeno.

También se describe en el presente documento la cria de un roedor que comprende un gen CD47 enddgeno que
incluye una secuencia de nucleétidos que codifica una parte del polipéptido CD47 humano que comprende al menos
el dominio extracelular y los dominios transmembrana del polipéptido CD47 humano, codificado por los exones 2 a 7
de un gen CD47 humano, con un segundo roedor, teniendo dicho segundo roedor un genoma que comprende un gen
SIRPa que codifica un polipéptido SIRPa que comprende una parte extracelular de un polipéptido SIRPa humano (por



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 969 389 T3

ejemplo, aminoéacidos correspondientes a los restos 28 a 362 de un polipéptido SIRPahumano) y una parte intracelular
de un polipéptido SIRPa endégeno.

También se describe en el presente documento un método para proporcionar un roedor cuyo genoma comprende un
gen CD47 humanizado que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47
humano, codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, unido a una parte intracelular de un polipéptido
CD47 endoégeno, comprendiendo el método modificar el genoma de un roedor para que comprenda un gen CD47
humanizado que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47 humano unido
a la parte intracelular de un polipéptido CD47 endbgeno proporcionando asi dicho roedor.

La modificacion del genoma de un roedor puede realizarse en una célula madre embrionaria de roedor. La célula
madre embrionaria de roedor puede ser una célula madre embrionaria de ratén o una célula madre embrionaria de
rata.

El método puede comprender ademas modificar el genoma del roedor para que comprenda un gen S/RPa que codifica
la parte extracelular de un polipéptido SIRPa humano (por ejemplo, aminoécidos correspondientes a los restos 28 a
362 de un polipéptido SIRPa humano) unido a la parte intracelular de un polipéptido SIRPa endégeno. La modificacidn
del genoma del roedor para que comprenda un gen S/RPa que codifica la parte extracelular de un polipéptido SIRPa
humano (por ejemplo, aminoacidos correspondientes a los restos 28 a 362 de un polipéptido SIRPa humano) unido a
la parte intracelular de un polipéptido SIRPa enddgeno puede realizarse antes de modificar el genoma del roedor de
modo que comprenda un gen CD47 que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un
polipéptido CD47 humano unido a la parte intracelular de un polipéptido CD47 enddgeno.

También se describe en el presente documento la cria de un roedor cuyo genoma comprende un gen CD47
humanizado que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47 humano,
codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, unido a una parte intracelular de un polipéptido CD47
endogeno, con un segundo roedor, teniendo dicho segundo roedor un genoma que comprende un gen S/RPa que
codifica un polipéptido SIRPa que comprende una parte extracelular de un polipéptido SIRPa humano (por ejemplo,
aminoécidos correspondientes a los restos 28 a 362 de un polipéptido SIRPa humano) y una parte intracelular de un
polipéptido SIRPa enddgeno.

También se describe en el presente documento un roedor que se puede obtener mediante métodos como los descritos
en el presente documento.

En el presente documento también se describe un método para injertar células humanas en un roedor, comprendiendo
el método las etapas de proporcionar un roedor cuyo genoma comprende un gen CD47 humanizado que codifica el
dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47 humano, codificado por los exones 2 a 7
de un gen CD47 humano, unido a la parte intracelular de un polipéptido CD47 enddgeno; y trasplantar una 0 mas
células humanas a dicho roedor. El método puede comprender ademas una etapa de ensayo del injerto de una o mas
células humanas en dicho roedor. Una etapa de ensayo puede comprender comparar el injerto de una o mas células
humanas con el injerto en uno o mas roedores de tipo silvestre 0 en uno o mas roedores cuyo genoma no comprende
un gen CD47 que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47 humano
unido a la parte intracelular de un polipéptido CD47 enddgeno.

Las células humanas pueden ser células madre hematopoyéticas. Las células humanas pueden trasplantarse por via
intravenosa. Las células humanas pueden trasplantarse por via intraperitoneal. Las células humanas pueden
trasplantarse por via subcutanea. También se describe en el presente documento un método para evaluar la eficacia
terapéutica de un farmaco dirigido a células humanas, comprendiendo el método proporcionar un roedor cuyo genoma
comprende un gen CD47 humanizado que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un
polipéptido CD47 humano, codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, unido a una parte intracelular de
un polipéptido CD47 endbgeno; trasplantar una o mas células humanas a dicho roedor; administrar un farmaco
candidato a dicho roedor; y controlar las células humanas en el roedor para determinar la eficacia terapéutica del
farmaco candidato.

Las células humanas pueden ser células cancerosas y el farmaco candidato puede ser un farmaco candidato contra
el cancer. Un farmaco candidato puede ser un anticuerpo.

Un roedor puede comprender ademas células inmunitarias humanas. Un farmaco candidato puede ser un anticuerpo
biespecifico que se une al CD47 humano y a un antigeno en células cancerosas humanas trasplantadas.

También se describe en el presente documento un método que comprende proporcionar una o mas células cuyo
genoma incluye un gen CD47 humanizado que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un
polipéptido CD47 humano, codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, unido a una parte intracelular de
un polipéptido CD47 endbgeno; incubar una o0 mas células con un sustrato marcado; y medir la fagocitosis del sustrato
marcado por una o mas células. El sustrato puede estar marcado con fluorescencia. El sustrato puede estar marcado
con un anticuerpo. El sustrato puede ser uno o mas glébulos rojos. El sustrato puede ser una o mas células
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bacterianas. El sustrato puede ser una o mas células tumorales.

También se describe en el presente documento un método que comprende proporcionar un roedor cuyo genoma
incluye un gen CD47 humanizado que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido
CD47 humano, codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, unido a una parte intracelular de un
polipéptido CD47 endogeno; exponer al roedor a un antigeno; y medir la fagocitosis del antigeno por una o mas células
del roedor. La etapa de exposicién puede comprender exponer el roedor a un antigeno que esté marcado con
fluorescencia. La etapa de exposicion puede comprender exponer el roedor a una o mas células que comprenden €l
antigeno. La etapa de exposicion puede comprender exponer el roedor a una o mas células humanas que comprenden
el antigeno o a una o mas células bacterianas que comprenden el antigeno. La etapa de exposicién puede comprender
exponer el roedor a una o mas células que se han transformado con el antigeno de modo que el antigeno se exprese
en la superficie de una o mas células transformadas. La etapa de exposicién puede comprender exponer el roedor a
una o mas células tumorales que comprenden el antigeno.

En el presente documento también se describen métodos para la identificacion o validacion de un farmaco o vacuna,
comprendiendo el método las etapas de administrar un fArmaco o vacuna a un roedor cuyo genoma incluye un gen
CD47humanizado que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47 humano,
codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, unido a una parte intracelular de un polipéptido CD47
endogeno, y controlar una o mas de las respuestas inmunitarias al farmaco o vacuna, el perfil de seguridad del farmaco
0 vacuna, o el efecto en una enfermedad o afeccién. El control del perfil de seguridad puede incluir determinar si el
roedor presenta un efecto secundario o una reaccién adversa como resultado de la administracion del farmaco o de
la vacuna. Un efecto secundario o reaccion adversa puede seleccionarse de morbilidad, mortalidad, alteracién en el
peso corporal, alteracion del nivel de una o mas enzimas (por ejemplo, hepaticas), alteracion en el peso de uno o mas
organos, pérdida de funcién (por ejemplo, sensorial, motora, organica, etc.), mayor susceptibilidad a una o mas
enfermedades, alteraciones en el genoma del roedor, aumento o disminucién del consumo de alimentos y
complicaciones de una o mas enfermedades.

También se describe en el presente documento el uso de un roedor como se describe en el presente documento en
el desarrollo de un farmaco o vacuna para su uso en medicina, tal como su uso como medicamento.

También se describe en el presente documento el uso de un roedor como se describe en el presente documento en
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer o una neoplasia.

En el presente documento también se describe el uso de un roedor como se describe en el presente documento para
evaluar la eficacia de un farmaco terapéutico dirigido a células humanas. A un roedor descrito en el presente
documento se le pueden trasplantar células humanas y se le puede administrar al roedor un candidato a farmaco
dirigido a dichas células humanas. La eficacia del farmaco se puede determinar mediante el seguimiento de las células
humanas en el roedor después de la administracion del farmaco.

También se describe en el presente documento un roedor o una célula como se describe en el presente documento
para su uso en el desarrollo y/o identificacion de un farmaco (por ejemplo, un anticuerpo) para terapia o diagnostico.

También se describe en el presente documento un roedor o una célula como se describe en el presente documento
para su uso en el desarrollo y/o identificacion de un farmaco (por ejemplo, un anticuerpo) para el tratamiento,
prevencién o mejora del cancer o una neoplasia.

La invencién también proporciona un método para evaluar las propiedades farmacocinéticas de un farmaco dirigido a
CD47 humano, comprendiendo el método:

(i) administrar un farmaco candidato dirigido al CD47 humano a un roedor cuyo genoma comprende un gen CD47
humanizado,

en donde el gen CD47 humanizado codifica un polipéptido CD47 humanizado que comprende una parte de un
polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor;

en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y los dominios
transmembrana del polipéptido CD47 humano, y esta codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano;
en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por los exones cadena abajo del
ex6n 7 de un gen CD47 de roedor; y

en donde el gen CD47 humanizado esta operativamente unido a un promotor CD47 de roedor; y

(i) realizar uno 0 mas ensayos para evaluar las propiedades farmacocinéticas del farmaco candidato.

También se describe en el presente documento un método para evaluar la toxicidad especifica de un farmaco dirigido
al CD47 humano, comprendiendo el método las etapas de administrar el farmaco a un roedor como se describe en el
presente documento y realizar un ensayo para uno o mas parametros asociados con la toxicidad especifica de un
farmaco.
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También se describe en el presente documento un método para evaluar la toxicidad colateral de un farmaco dirigido
al CD47 humano, comprendiendo el método las etapas de administrar el farmaco a un roedor como se describe en el
presente documento y realizar un ensayo para uno o mas parametros asociados con la toxicidad colateral de un
farmaco.

Un roedor como se describe en el presente documento es un roedor cuyo genoma incluye un gen CD47 humanizado
que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de un polipéptido CD47 humano unido a una parte
intracelular de un polipéptido CD47 enddgeno; un roedor puede ser un ratén; un roedor puede ser una rata.

Un farmaco dirigido al CD47 humano puede ser un antagonista de CD47. Un antagonista de CD47 puede ser un
anticuerpo anti-CD47. Un farmaco dirigido al CD47 humano puede ser un agonista de CD47.

El gen CD47 humanizado puede incluir cualquier gen CD47 humanizado descrito en el presente documento. El
polipéptido CD47 humano puede incluir cualquier polipéptido CD47 humano descrito en el presente documento.

Es posible que un roedor descrito en el presente documento no exprese de manera detectable un polipéptido CD47
endogeno de roedor de longitud completa. Es posible que un roedor descrito en el presente documento no exprese de
manera detectable una parte extracelular de un polipéptido CD47 endégeno. Es posible que un roedor descrito en el
presente documento no exprese de manera detectable una parte extracelular tanto de un polipéptido CD47 endégeno
como de un polipéptido SIRPa endégeno.

Un dominio extracelular de un polipéptido CD47 humano puede comprender aminoacidos correspondientes a los
restos 19 a 141 de un polipéptido CD47 humano como se describe en el presente documento.

Un dominio de inmunoglobulina V aminoterminal de un polipéptido CD47 humano puede comprender aminoacidos
correspondientes a los restos 19 a 127 de un polipéptido CD47 humano como se describe en el presente documento.

Los roedores, células, tejidos, células madre embrionarias y/o embriones de la presente invencién pueden tener un
genoma que comprende ademds un gen S/RPa que codifica un polipéptido SIRPa que comprende una parte
extracelular de un polipéptido SIRPa humano (p. ej., aminoacidos correspondientes a los restos 28 a 362 de un
polipéptido SIRPa humano polipéptido) y una parte intracelular de un polipéptido SIRPa enddgeno.

Un roedor descrito en el presente documento puede ser un ratén; o una rata.

Como se utiliza en la presente solicitud, los términos "alrededor de" y "aproximadamente" se utilizan como
equivalentes. Cualquier numeral usado en la presente solicitud usado con o sin alrededor de/aproximadamente
pretende abarcar cualquier fluctuacién normal apreciada por un experto habitual en la materia relevante.

Otras caracteristicas, objetos y ventajas descritas en el presente documento son evidentes en la descripcion detallada
que sigue. Se debe entender, sin embargo, que la descripcién detallada se proporciona Unicamente a modo de
ilustracién, no de limitacién. Diversos cambios y modificaciones resultaran evidentes para los expertos en la materia a
partir de la descripcién detallada.

Breve descripcion de los dibujos

El archivo de patente o solicitud contiene al menos un dibujo realizado a color. La oficina proporcionara copias de esta
patente o publicacion de solicitud de patente con dibujos a color previa solicitud y pago de la tarifa necesaria.

Los dibujos incluidos en el presente documento, que estan compuestos por las siguientes figuras, son solo a fines
ilustrativos.

En la figura 1 se muestra un diagrama, no a escala, de la organizacién genémica de genes del grupo de
diferenciacion 47 (CD47, del inglés Cluster of Differentiation 47y no humanos (por ejemplo, de ratén) y humanos.
Los exones estan numerados debajo de cada exén.

En la figura 2 se muestra un diagrama, no a escala, de un método ilustrativo para la humanizacién de un gen del
grupo de diferenciacion 47 (CD47) no humano.

En la figura 3 se muestra un diagrama, no a escala, de la organizaciéon genémica de los genes del grupo de
diferenciacién 47 (CD47) de raton y humano. Se indican las ubicaciones de las sondas utilizadas en un ensayo
descrito en el ejemplo 1.

En la figura 4 se muestra un histograma ilustrativo de la expresion de CD47 en glébulos rojos de ratones CD47
humanizados detectados mediante anticuerpos anti-CD47. Ac A, Ac B, Ac C, Ac D y Ac E: anticuerpos anti-CD47;
higG4s: 1IgG4 humana de especificidad irrelevante con region Fc modificada que tiene funcion efectora reducida;
hlgG4: anticuerpo 1IgG4 humano de especificidad irrelevante.

En la figura 5 se muestra un ejemplo de hemaglutinacién de glébulos rojos de ratén procedentes de ratones CD47
de tipo silvestre (n=2) y humanizados (n=2) mediante anticuerpos anti-CD47. TS: tipo silvestre; HuCD47: CD47
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humanizado; Ac A, Ac B, Ac C, Ac D y Ac E: anticuerpos anti-CD47; higG4s: IgG4 humana de especificidad
irrelevante con regién Fc modificada que tiene funcién efectora reducida; hlgG4: anticuerpo IgG4 humano de
especificidad irrelevante.

En la figura 6 se muestran perfiles farmacocinéticos ilustrativos de anticuerpos anti-CD47 en ratones CD47
humanizados representados como concentracion de anticuerpos (en pg/ml, eje de ordenadas) a lo largo del tiempo
(en dias, eje de abscisas); Ac F, Ac G, Ac H y Ac [: anticuerpos anti-CD47; higG4s: anticuerpo IgG4 humano de
especificidad irrelevante con regiéon Fc modificada que tiene funcion efectora reducida.

En la figura 7 se muestran perfiles farmacocinéticos ilustrativos de anticuerpos anti-CD47 en ratones CD47/SIRPa
humanizados (CD47"/"SIRPa") representado como concentracién de anticuerpos (en pg/ml, eje de ordenadas)
a lo largo del tiempo (en dias, eje de abscisas). Ac J, Ac F, Ac Gy Ac I: anticuerpos anti-CD47; higG4s: anticuerpo
IgG4 humano de especificidad irrelevante con region Fc modificada que tiene funcion efectora reducida.

En la figura 8 se muestran perfiles farmacocinéticos ilustrativos de anticuerpos anti-CD47 en ratones CD47/SIRPa
humanizados (CD47""uSIRPa"/v) representado como concentracién de anticuerpos (en ug/ml, eje de ordenadas)
a lo largo del tiempo (en dias, eje de abscisas). Ac J, Ac F: anticuerpos anti-CD47; Ac Fs: Ac F con region Fc
modificada que tiene funcion efectora reducida; Ac Fmono: versién monovalente del Ac F; higG4s: anticuerpo IgG4
humano de especificidad irrelevante con regién Fc modificada que tiene funcién efectora reducida.

En la figura 9 se muestran perfiles farmacocinéticos ilustrativos de anticuerpos anti-CD47 en ratones de tipo
silvestre representados como concentracién de anticuerpos (en ug/ml, eje de ordenadas) a lo largo del tiempo (en
dias, eje de abscisas). Se excluyeron los ratones que demostraron una respuesta de anticuerpos antihumanos de
ratén (MAHA). Ac J, Ac F, Ac | y Ac G: anticuerpos anti-CD47; higG4s: anticuerpo IgG4 humano de especificidad
irrelevante con regién Fc modificada que tiene funcién efectora reducida (estrella: todos los puntos después de 15
dias fueron excluidos del grupo de tratamiento con higG4s debido a MAHA); Ac J F(ab')2: Fragmento F(ab')2 del
Ac J.

Definiciones

Los métodos particulares y las condiciones experimentales descritas en el presente documento pueden variarse.
También debe entenderse que la terminologia utilizada en el presente documento tiene el propésito de describir
realizaciones particulares Unicamente y no pretende ser limitante, ya que alcance de la presente invencion viene
definido por las reivindicaciones.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos y expresiones utilizados en el presente documento incluyen
los significados que los términos y las expresiones tienen en la materia, a menos que se indique claramente lo contrario
0 sea claramente evidente a partir del contexto en el que se utiliza un término o expresion. Aunque pueden utilizarse
en la practica o el ensayo de la presente invencién cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los
que se describen en el presente documento, a continuacion, se describen métodos y materiales particulares.

El término "aproximadamente”, tal como se aplica en el presente documento a uno o mas valores de interés, se refiere
a un valor que es similar a un valor de referencia indicado. El término "aproximadamente" o "alrededor de" puede
referirse a un intervalo de valores que pertenecen al 25 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %,
11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % 0 menos en cualquier direccion (mayor o menor que) del
valor de referencia indicado, a menos que se indique de otro modo o resulte evidente de otro modo a partir del contexto
(excepto cuando tal nimero exceda el 100 % de un posible valor).

La expresién "bioldgicamente activo', como se utiliza en el presente documento, se refiere a una caracteristica de
cualquier agente que tiene actividad en un sistema biolégico, in vitro o in vivo (p. €j., en un organismo). Por ejemplo,
un agente que, cuando esta presente en un organismo, tiene un efecto bioldgico en ese organismo, se considera que
es biolégicamente activo. Cuando una proteina o polipéptido es biolégicamente activo, una parte de esa proteina o
polipéptido que comparte al menos una actividad biolégica de la proteina o polipéptido se denomina normalmente
parte "biologicamente activa'.

El término "comparable', como se utiliza en el presente documento, se refiere a dos 0 mas agentes, entidades,
situaciones, conjuntos de condiciones, etc., que pueden no ser idénticos entre si, pero que son lo suficientemente
similares para permitir la comparacién entre ellos, de modo que se puedan extraer conclusiones razonablemente
basandose en las diferencias o similitudes observadas. Los expertos en la materia entenderan, en el contexto, qué
grado de identidad se requiere en cualquier circunstancia dada para dos o mas de estos agentes, entidades,
situaciones, conjuntos de condiciones, etc. para considerarlos comparables.

El término "conservadora", cuando se utiliza para describir una sustitucién conservadora de aminoéacidos, se refiere a
una sustitucién de un resto de aminoacido por otro resto de aminoacido que tiene un grupo R de la cadena lateral con
propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una sustitucién de aminoacidos
conservadora no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de interés de una proteina, por ejemplo, la
capacidad de un receptor para unirse a un ligando. Los ejemplos de grupos de aminoacidos que tienen cadenas
laterales con propiedades quimicas similares incluyen: cadenas laterales alifaticas, tales como glicina, alanina, valina,
leucina € isoleucina; cadenas laterales de hidroxilo alifaticas, tales como serina y treonina; cadenas laterales que
contienen amida, tales como asparagina y glutamina; cadenas laterales aromaticas, tales como fenilalanina, tirosina y
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triptofano; cadenas laterales basicas, tales como lisina, arginina e histidina; cadenas laterales acidas, tales como acido
aspartico y acido glutamico; y cadenas laterales que contienen azufre, tales como cisteina y metionina. Los grupos de
sustituciones de aminodacidos conservadoras incluyen, por ejemplo, valina/leucina/isoleucina, fenilalanina/arginina,
lisina/arginina, alanina/valina, glutamato/aspartato y asparagina/glutamina. Una sustitucién de aminoacidos
conservadora puede ser una sustitucion de cualquier resto natural en una proteina con alanina, tal como se utiliza, por
ejemplo, en la mutagénesis por barrido de alanina. Se puede realizar una sustitucién conservadora que tiene un valor
positivo en la matriz de probabilidad logaritmica PAM250 divulgada en Gonnet et al. (1992), "Exhaustive Matching of
the Entire Protein Sequence Database", Science 256:1443-45. Una sustitucién puede ser una sustitucion
moderadamente conservadora en donde la sustitucion tiene un valor no negativo en la matriz de probabilidad
logaritmica PAM250.

El término "control", como se utiliza en el presente documento, se refiere al significado entendido en la materia de un
"control" que es un patrén con el que se comparan los resultados. Normalmente, los controles se usan para aumentar
la integridad en los experimentos mediante el aislamiento de variables con el fin de llegar a una conclusién sobre
dichas variables. Un control puede ser una reaccidon o ensayo que se realiza simultaneamente con una reaccion o
ensayo de prueba para proporcionar un elemento de comparacién. Como se utiliza en el presente documento, un
"control' puede referirse a un "animal de control'. Un "animal de control' puede tener una modificacién como se
describe en el presente documento, una modificacion que es diferente a como se describe en el presente documento,
o ninguna modificacién (es decir, un animal de tipo silvestre). En un experimento, se aplica el "ensayo" (es decir, la
variable que se ensaya). En el segundo experimento, el "control”, la variable que se ensaya no se aplica. Un control
puede ser un control histérico (es decir, de una prueba o ensayo realizado previamente, o una cantidad o resultado
que se conoce previamente). Un control puede ser o comprender un registro impreso o salvado de otro modo. Un
control puede ser un control positivo o un control negativo.

El término "interrupcion", como se utiliza en el presente documento, puede referirse al resultado de un acontecimiento
de recombinacién homdéloga con una molécula de ADN (por ejemplo, con una secuencia homéloga endégena tal como
un gen o locus génico). Una interrupcién puede lograr o representar una insercion, eliminacion, sustitucion, reemplazo,
mutacién de aminoacido, o un cambio de marco de una o mas secuencias de ADN o cualquier combinacién de los
mismos. Las inserciones pueden incluir la insercién de genes completos o fragmentos de genes, por ejemplo, exones,
que pueden ser de un origen distinto de la secuencia endégena (por ejemplo, una secuencia heterdloga). Una
interrupcién puede aumentar la expresion y/o la actividad de un gen o producto génico (por ejemplo, de una proteina
codificada por un gen). Una interrupcién puede disminuir la expresién y/o actividad de un gen o producto génico. Una
interrupcién puede alterar la secuencia de un gen o un producto génico codificado (por ejemplo, una proteina
codificada). Una interrupcién puede truncar o fragmentar un gen o un producto génico codificado (por ejemplo, una
proteina codificada). Una interrupcién puede extender un gen o un producto génico codificado; en algunos de dichos
€asos, una interrupcion puede lograr el ensamblaje de una proteina de fusién. Una interrupcién puede afectar el nivel,
pero no la actividad, de un gen o producto génico. Una interrupcién puede afectar la actividad, pero no el nivel, de un
gen o producto génico. Una interrupcién puede no tener un efecto significativo en el nivel de un gen o producto génico.
Una interrupcién puede no tener un efecto significativo en la actividad de un gen o producto génico. Una interrupcion
puede no tener un efecto significativo ni en el nivel o ni en la actividad de un gen o producto génico.

Los términos "determinar”, " medir', "evaluar", "valorar', "ensayar' y "analizar" se utilizan indistintamente en el presente
documento para referirse a cualquier forma de medicién, e incluyen determinar si un elemento esta presente o no.
Estos términos incluyen determinaciones tanto cuantitativas como cualitativas. El ensayo puede ser relativo o absoluto.
"Ensayar la presencia de" puede ser determinar la cantidad de algo presente y/o determinar si esta o0 no presente o
ausente.

La expresion "locus endégeno” o "gen enddgeno”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un locus
genético encontrado en un organismo parental o de referencia antes de la introduccién de una interrupcion,
eliminacion, reemplazo, alteracién o modificacién como se describe en el presente documento. El locus endégeno
puede tener una secuencia que se encuentra en la naturaleza. El locus endégeno puede ser un locus de tipo silvestre.
El organismo de referencia puede ser un organismo de tipo silvestre. El organismo de referencia puede ser un
organismo genomanipulado. El organismo de referencia puede ser un organismo criado en laboratorio (ya sea de tipo
silvestre 0 genomanipulado).

La expresion "promotor enddégeno" se refiere a un promotor que esta asociado de manera natural, por ejemplo, en un
organismo de tipo silvestre, con un gen endégeno.

El término "heterdlogo”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un agente o entidad de una fuente
diferente. Por ejemplo, cuando se usa en referencia a un polipéptido, gen o producto génico presente en una célula u
organismo en particular, el término aclara que el polipéptido, gen o producto genético en cuestion: 1) se genomanipuld
por la mano del hombre; 2) se introdujo en la célula u organismo (o un precursor de los mismos) a través de la mano
del hombre (por ejemplo, mediante genomanipulaciéon); y/o 3) no se produjo de forma natural ni esta presente en la
célula u organismo en cuestion (por ejemplo, el tipo de célula u organismo en cuestion).

Las células de acuerdo con la invencion son células de roedores. La expresion "célula hospedadora", como se utiliza
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en el presente documento, se refiere a una célula en la que se ha introducido un acido nucleico o proteina heterélogos
(por ejemplo, exdgenos). Los expertos tras la lectura de la presente divulgacion comprenderan que dichos términos
se refieren no solo a la célula en cuestién en particular, sino que también se utilizan para referirse a la descendencia
de dicha célula. Debido a que determinadas modificaciones pueden producirse en generaciones sucesivas debido a
mutaciones o influencias ambientales, dicha descendencia puede, de hecho, ser idéntica a la célula original, pero aun
asi se incluye en el alcance de la expresién "célula hospedadora", como se utiliza en el presente documento. Las
células hospedadoras, como se describen generalmente en el presente documento, comprenden una célula procariota
0 eucariota. En general, una célula hospedadora es cualquier célula que sea adecuada para recibir y/o producir un
acido nucleico o proteina heterélogo, independientemente del Reino de vida al que esté designada la célula. Las
células ilustrativas incluyen las de procariotas y eucariotas (unicelulares o pluricelulares), células bacterianas (por
ejemplo, cepas de E. coli, Bacillus spp., Streptomyces spp., etc.), células micobacterianas, células flingicas, células
de levadura (por ejemplo, S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris, P. methanolica, etc.), células vegetales, células de
insecto (por ejemplo, SF-9, SF-21, células de insecto infectadas por baculovirus, Trichoplusia ni, etc.), células animales
no humanas, células humanas o fusiones de células, tales como, por ejemplo, hibridomas o cuadromas. La célula
puede ser una célula humana, de mono, de simio, de hamster, de rata o de ratén. La célula puede ser eucariota y
puede seleccionarse de las siguientes células: CHO (por ejemplo, CHO K1, DXB-11 CHO, Veggie-CHO), COS (por
ejemplo, COS-7), célula de la retina, Vero, CV1, de rifién (por ejemplo, HEK293, 293 EBNA, MSR 293, MDCK, Hak,
BHK), HelLa, HepG2, WI38, MRC 5, Colo205, HB 8065, HL-60, (por ejemplo, BHK21), Jurkat, Daudi, A431
(epidérmica), CV-1, U937, 3T3, célula L, célula C127, SP2/0, NS-0, MMT 060562, célula de Sertoli, célula BRL 3A,
célula HT1080, célula de mieloma, célula tumoral y una estirpe celular procedente de una célula mencionada
anteriormente. La célula puede comprender uno o mas genes viricos, por ejemplo, una célula de la retina que expresa
un gen virico (por ejemplo, una célula PER.C6™). Una célula hospedadora puede ser o comprender una célula aislada.
Una célula hospedadora puede ser parte de un tejido. Una célula hospedadora puede ser parte de un organismo.

El término "humanizado/a", se utiliza en el presente documento de acuerdo con su significado entendido en la materia
para referirse a acidos nucleicos o proteinas cuyas estructuras (es decir, secuencias de nucleétidos o aminoacidos)
incluyen partes que corresponden sustancial o idénticamente con estructuras de un gen o proteina particular que se
encuentra en la naturaleza en un animal no humano, y también incluyen partes que difieren de las encontradas en el
gen o proteina no humano particular en cuestién y en cambio se corresponden mas estrechamente con estructuras
comparables encontradas en un gen o proteina humano correspondiente. Un gen "humanizado" descrito en el presente
documento codifica un polipéptido que tiene sustancialmente la secuencia de aminoacidos como la de un polipéptido
humano (por ejemplo, una proteina humana o una parte de la misma, por ejemplo, una parte caracteristica de la
mismay). Por poner solo un ejemplo, en el caso de un receptor de membrana, un gen "humanizado" puede codificar un
polipéptido que tiene una parte extracelular que tiene una secuencia de aminoacidos como la de una parte extracelular
humana y la secuencia restante como la de un polipéptido no humano (por ejemplo, de raton). Un gen humanizado
puede comprender al menos una parte de una secuencia de ADN de un gen humano. Un gen humanizado puede
comprender una secuencia de ADN completa de un gen humano. De acuerdo con la invencién, un gen CD47
humanizado codifica un polipéptido CD47 humanizado que comprende una parte de un polipéptido CD47 humano y
una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor, en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende
el dominio extracelular y los dominios transmembrana del polipéptido CD47 humano, y esta codificado por los exones
2 a7 de un gen CD47 humano, en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por los
exones cadena abajo del ex6n 7 de un gen CD47 de roedor. Una proteina humanizada descrita en el presente
documento comprende una secuencia que tiene una parte que aparece en una proteina humana. De acuerdo con la
invencion, un polipéptido CD47 humanizado comprende el dominio extracelular y los dominios transmembrana del
polipéptido CD47 humano, codificado por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, y la parte intracelular del
polipéptido CD47 de roedor, codificada por los exones cadena abajo del exén 7 de un gen CD47 de roedor.

El término "identidad", como se usa en el presente documento en relacién con una comparacién de secuencias, se
refiere a la identidad como se determina por una serie de algoritmos diferentes conocidos en la materia que se pueden
utilizar para medir la identidad de secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos. Las identidades como se describen en
el presente documento pueden determinarse con una alineacion ClustalW v. 1.83 (lenta) empleando una penalizacion
por hueco abierto de 10,0, una penalizacion por extension de hueco de 0,1, y con una matriz de similitud de Gonnet
(MACVECTOR™ 10.0.2, MacVector Inc., 2008).

El término "aislado”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una sustancia y/o entidad (1) que se ha
separado de al menos algunos de los componentes a los que estaba asociada cuando se produjo inicialmente (ya sea
en |la naturaleza y/o en un entorno experimental), y/o (2) que se ha disefiado, producido, preparado y/o fabricado por
la mano del hombre. Las sustancias y/o entidades aisladas pueden separarse de aproximadamente un 10 %,
aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 50 %,
aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 90 %,
aproximadamente un 91 %, aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 93 %, aproximadamente un 94 %,
aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %, aproximadamente un 98 %,
aproximadamente un 99 % o mas de aproximadamente un 99 % de los demas componentes con los que estaban
asociadas inicialmente. Los agentes aislados pueden tener aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %,
aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 91 %, aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 93 %,
aproximadamente un 94 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %,
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aproximadamente un 98 %, aproximadamente un 99 % o mas de aproximadamente un 99 % de pureza. Como se
utiliza en el presente documento, una sustancia es "pura" si esta sustancialmente libre de otros componentes. Tal
como entenderan los expertos en la materia, una sustancia puede seguir considerandose "aislada" o incluso "pura’,
después de haberse combinado con otros componentes determinados tales como, por ejemplo, uno o mas portadores
0 excipientes (por ejemplo, tampén, disolvente, agua, etc.); en dichos casos, el porcentaje de aislamiento o pureza de
la sustancia se calcula sin incluir dichos portadores o excipientes. Por poner solo un ejemplo, un polimero biolégico,
tal como un polipéptido o polinucleétido, que se produce en la naturaleza se puede considerar "aislado” cuando: a) en
virtud de su origen o fuente de derivacion no esta asociado con alguno o con todos los componentes que lo acomparian
en su estado natural en la naturaleza; b) esta sustancialmente libre de otros polipéptidos o acidos nucleicos de la
misma especie de la especie que lo produce en la naturaleza; o c) se expresa 0 esta asociado de otro modo con
componentes de una célula u otro sistema de expresion que no es de la especie que lo produce en la naturaleza. Por
tanto, por ejemplo, un polipéptido que se sintetiza quimicamente o se sintetiza en un sistema celular diferente del que
lo produce en la naturaleza puede considerarse que es un polipéptido "aislado". Como alternativa o adicionalmente,
un polipéptido que se ha sometido a una o mas técnicas de purificacion puede considerarse un polipéptido "aislado”
en la medida en que se haya separado de otros componentes: a) con los que esta asociado en la naturaleza; y/o b)
con los que estaba asociado cuando se produjo inicialmente.

La expresion "animal no humano", como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier organismo
vertebrado que no es un ser humano. Un animal no humano puede ser aciclostoma, un pez éseo, un pez cartilaginoso
(por ejemplo, un tiburén o una raya), un anfibio, un reptil, un mamifero o un ave. Un mamifero no humano puede ser
un primate, una cabra, una oveja, un cerdo, un perro, una vaca o un roedor. Un animal no humano de la presente
invencién es un roedor, tal como una rata o un ratén.

La expresion "acido nucleico", como se utiliza en el presente documento, en su sentido mas amplio, se refiere a
cualquier compuesto y/o sustancia que se incorpora o puede incorporarse en una cadena oligonucleotidica. Un "acido
nucleico" puede ser un compuesto y/o sustancia que se incorpora 0 puede incorporarse en una cadena
oligonucleotidica a través de un enlace fosfodiéster. Como quedara claro por el contexto, "acido nucleico" puede
referirse a restos de acido nucleico individuales (por ejemplo, nucleétidos y/o nucleésidos); "acido nucleico" puede
referirse a una cadena oligonucleotidica que comprende restos de acido nucleico individuales. Un "acido nucleico"
puede ser o comprender ARN; un "acido nucleico" puede ser o comprender ADN. Un "4cido nucleico" puede ser,
comprender o consistir en uno o mas restos de acido nucleico naturales. Un "4cido nucleico" puede ser, comprender
0 consistir en uno o mas analogos de acido nucleico. Un analogo de acido nucleico puede diferir de un "&cido nucleico"
en el sentido de que no utiliza una cadena principal fosfodiéster. Por ejemplo, un "acido nucleico" puede ser,
comprender o consistir en uno o mas "acidos nucleicos peptidicos", que son conocidos en la materia y tienen enlaces
peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster en la cadena principal. Como alternativa o adicionalmente, un "&cido
nucleico" tiene uno o mas enlaces fosforotioato y/o 5'-N-fosforamidita en lugar de enlaces fosfodiéster. Un "4cido
nucleico" puede ser, comprender o consistir en uno o mas nucledsidos naturales (por ejemplo, adenosina, timidina,
guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxiguanosina y desoxicitidina). Un "acido nucleico"
puede ser, comprender o consistir en uno 0 mas analogos de nucledsidos (por ejemplo, 2-aminoadenosina, 2-
tiotimidina, inosina, pirrolopirimidina, 3-metil adenosina, 5-metilcitidina, C-5 propinilcitidina, C-5 propiniluridina, 2-
aminoadenosina, C5-bromouridina, C5-fluorouridina, C5-yodouridina, C5-propiniluridina, C5-propinilcitidina, C5-
metilcitidina, 2-aminoadenosina, 7-desazaadenosina, 7-deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, O(6)-
metilguanina, 2-tiocitidina, bases metiladas, bases intercaladas y combinaciones de las mismas). Un "4acido nucleico"
puede comprender uno o mas azlcares modificados (por ejemplo, 2'-fluororribosa, ribosa, 2'-desoxirribosa, arabinosa
y hexosa) en comparacion con los de los &cidos nucleicos naturales. Un "dcido nucleico” puede tener una secuencia
de nucledtidos que codifica un producto génico funcional, tal como un ARN o una proteina. Un "&acido nucleico" puede
incluir uno o mas intrones. Un "acido nucleico” puede prepararse mediante uno o mas de aislamiento de una fuente
natural, sintesis enzimatica por polimerizacién basada en una plantilla complementaria (in vivo o in vitro), reproduccién
en una célula o sistema recombinante y sintesis quimica. Un "acido nucleico" puede tener al menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,
20, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 4500, 5000 o mas restos de longitud. Un "4acido nucleico" puede ser monocatenario; o un "acido nucleico
puede ser bicatenario. Un "acido nucleico” puede tener una secuencia de nucledtidos que comprende al menos un
elemento que codifica, o es el complemento de una secuencia que codifica, un polipéptido. Un "&cido nucleico" puede
tener actividad enzimatica.

”

La expresion "unido/a operativamente", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una yuxtaposicion en
donde los componentes descritos estan en una relaciéon que les permite funcionar de la manera prevista. Una
secuencia de control "unida operativamente" a una secuencia codificante se une de tal manera que la expresion de la
secuencia codificante se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control. Las secuencias "unidas
operativamente" incluyen tanto las secuencias de control de la expresién que son contiguas con el gen de interés
como las secuencias de control de la expresion que actdan en trans o a una distancia para controlar el gen de interés.
La expresion "secuencia de control de la expresion", como se utiliza en el presente documento, se refiere a secuencias
polinucleotidicas, que son necesarias para afectar a la expresion y el procesamiento de secuencias codificantes a las
que estan unidas. Las "secuencias de control de expresion" incluyen: secuencias de iniciaciéon de transcripcion
adecuada, de terminacién, del promotor y del potenciador; sefiales de procesamiento del ARN eficaces, tales como
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las sefiales de corte y empalme y de poliadenilacién; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmico; secuencias
que potencian la eficacia de la traduccion (es decir, secuencia de consenso Kozak); secuencias que potencian la
estabilidad de las proteinas; y cuando se desee, secuencias que potencian la secrecion de proteinas. La naturaleza
de dichas secuencias de control difiere dependiendo del organismo hospedador. Por ejemplo, en procariotas, dichas
secuencias de control incluyen generalmente un promotor, un sitio de unién ribosomal y una secuencia de terminacion
de la transcripcion, mientras que en eucariotas, normalmente, dichas secuencias de control incluyen promotores y
secuencia de terminacién de la transcripcidn. La expresion "secuencias de control' se pretende que incluya
componentes cuya presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y también puede incluir componentes
adicionales cuya presencia es ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de compafiero de fusién.

El término "polipéptido’, como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier cadena polimérica de
aminoacidos. Un polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos que se produce en la naturaleza. Un
polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos que no se produce en la naturaleza. Un polipéptido puede
tener una secuencia de aminoacidos que contiene partes que se producen en la naturaleza por separado unas de
otras (es decir, de dos 0 mas organismos diferentes, en particular, partes humanas y de roedores). Un polipéptido
puede tener una secuencia de aminoacidos que estd genomanipulada en el sentido de disefiada y/o producida
mediante la accién de la mano del hombre.

El término "recombinante", como se utiliza en el presente documento, pretende referirse a polipéptidos (por ejemplo,
polipéptidos CD47 como se describe en el presente documento) que estan disefiados, genomanipulados, preparados,
expresados, creados o aislados por medios recombinantes, tales como polipéptidos expresados mediante un vector
de expresién recombinante transfectado en una célula hospedadora, polipéptidos aislados de una biblioteca
combinatoria de polipéptidos humanos recombinantes (Hoogenboom H. R., (1997) TIB Tech. 15:62-70; Azzazy H. y
Highsmith W. E., (2002) Clin. Biochem. 35:425-445; Gavilondo J. V. y Larrick J. W. (2002) BioTechniques 29:128-145;
Hoogenboom H. y Chames P. (2000) Immunology Today 21:371-378), anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo,
un ratén) que es transgénico para genes de inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, Taylor, L. D., et al. (1992)
Nucl. Acids Res. 20:6287-6295; Kellermann S. A. y Green L. L. (2002) Current Opinion in Biotechnology 13:593-597;
Little M. et al. (2000) Immunology Today 21:364-370; Murphy, A. J., et al. (2014) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A.
111(14):5153-5158) o polipéptidos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique
cortar y empalmar elementos de secuencia seleccionados entre si. Uno o mas de dichos elementos de secuencia
seleccionados pueden encontrarse en la naturaleza. Uno o mas de dichos elementos de secuencia seleccionados
pueden estar disefiados por ordenador. Uno o0 mas de dichos elementos de secuencia seleccionados pueden ser el
resultado de mutagénesis (por ejemplo, in vivo o in vitro) de un elemento de secuencia conocido, por ejemplo, de una
fuente natural o sintética. Por ejemplo, un polipéptido recombinante comprende secuencias que se encuentran en el
genoma de un organismo fuente de interés (por ejemplo, ser humano, ratén, etc.). Un polipéptido recombinante puede
tener una secuencia de aminoacidos que fue el resultado de mutagénesis (por ejemplo, in vitro o in vivo, por ejemplo,
en un animal no humano), de modo que las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos recombinantes son
secuencias que, mientras se originan de y se relacionan con secuencias de polipéptidos, pueden no existir de forma
natural en el genoma de un animal no humano in vivo.

El término "reemplazo" se utiliza en el presente documento para referirse a un proceso mediante el cual una secuencia
de acido nucleico "reemplazada" (por ejemplo, un gen) encontrada en un locus hospedador (por ejemplo, en un
genoma) se elimina de ese locus y en su lugar se ubica un acido nucleico diferente de "reemplazo". La secuencia del
acido nucleico reemplazada y las secuencias del acido nucleico de reemplazo son comparables entre si en que, por
ejemplo, son homologas entre si y/o contienen elementos correspondientes (p. gj., elementos que codifican proteinas,
elementos reguladores, etc.). Una secuencia de &cido nucleico reemplazada puede incluir uno 0 méas de un promotor,
un potenciador, un sitio donante de corte y empalme, un sitio receptor de corte y empalme, un intrén, un exén, una
regién no traducida (UTR, del inglés untranslated region); una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede incluir
una o mas secuencias codificantes. Una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede ser un homélogo de la
secuencia de acido nucleico reemplazada. Una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede ser un ortélogo de
la secuencia reemplazada. Una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede ser o comprender una secuencia de
acido nucleico humana. En algunos casos, incluyendo cuando la secuencia de acido nucleico de reemplazo es o
comprende una secuencia de acido nucleico humana, la secuencia del acido nucleico reemplazada puede ser o
comprender una secuencia de roedor (p. gj., una secuencia de ratén o rata). La secuencia de acido nucleico asi
colocada puede incluir una 0 mas secuencias reguladoras que forman parte de la secuencia de acido nucleico fuente
usada para obtener la secuencia asi colocada (por ejemplo, promotores, potenciadores, regiones no traducidas en 5'
o en 3, etc.). Por ejemplo, el reemplazo es una sustitucién de una secuencia endégena por una secuencia heteréloga
que da como resultado la produccién de un producto génico a partir de la secuencia de acido nucleico asi colocada
(que comprende la secuencia heterdloga), pero no la expresion de la secuencia endoégena; el reemplazo es de una
secuencia gendmica enddgena con una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que tiene una funcion
similar a la de una proteina codificada por la secuencia enddégena. Un gen endégeno o fragmento del mismo puede
reemplazarse con un gen humano correspondiente o fragmento del mismo. Un gen humano correspondiente o
fragmento del mismo es un gen o fragmento humano que es un ortélogo de, o es sustancialmente similar o igual en
estructura y/o funcién, que el gen enddgeno o fragmento del mismo que se reemplaza. De acuerdo con la invencion,
se puede formar un CD47 humanizado a partir de un reemplazo de un fragmento gendémico que comprende los exones
2 a7 de un gen CD47 endbgeno de roedor en un locus CD47 endégeno de roedor, con un fragmento gendémico que
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comprende los exones 2 a 7 del gen CD47 humano.

La expresion "proteina grupo de diferenciacion 47" o "proteina CD47", como se utiliza en el presente documento, se
refiere a una proteina transmembrana de multiples pasos que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y
tiene un dominio de inmunoglobulina V aminoterminal extracelular, cinco dominios transmembrana y una cola
intracelular carboxiterminal corta. CD47 se expresa en la superficie celular y participa en interacciones entre proteinas
de la superficie de la membrana, tales como, por ejemplo, integrinas, SIRPa y trombospondina-1 (TSP-1). CD47 se
expresa en tejidos normales y esta regulada positivamente en muchos canceres humanos. Se ha demostrado que
CD47 esta implicada en varios procesos celulares, tales como, por ejemplo, la apoptosis, la proliferacion, la adhesién
y la migracién. Se han identificado varias isoformas de CD47 empalmadas de manera alternativa entre el raton y el
hombre. A modo ilustrativo, en la tabla 3 se proporcionan secuencias de nucledtidos y aminoacidos de genes CD47
de ratén y humanos. Las personas con experiencia al leer esta divulgacién reconoceran que uno o mas genes CD47
endogenos en un genoma (o todos) se pueden reemplazar por uno o mas genes CD47 heterologos (por ejemplo,
variantes polimérficas, subtipos o mutantes, genes de otra especie, formas humanizadas, etc.).

Una "célula que expresa CD47", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una célula que expresa una
proteina transmembrana CD47. Una célula que expresa CD47 puede expresar una proteina transmembrana CD47 en
su superficie. Una proteina CD47 puede expresarse en la superficie de la célula en una cantidad suficiente para mediar
las interacciones entre células a través de la proteina CD47 expresada en la superficie de la célula. Las células que
expresan CDA47 ilustrativas incluyen neuronas, células inmunitarias, queratinocitos y células circulantes. Las células
que expresan CD47 regulan la interaccion de las células inmunitarias y las células circulantes para regular diversos
procesos celulares, tales como la adhesion, la proliferacion celular y/o la apoptosis, la angiogénesis y la inflamacion.
Los roedores de la presente invencién pueden demostrar la regulacion de diversos procesos celulares (como se
describe en el presente documento) mediante proteinas CD47 humanizadas expresadas en la superficie de una o mas
células del roedor.

El término "referencia" se utiliza en el presente documento para describir un agente, cohorte, individuo, poblacién,
muestra, secuencia o valor convencional o de control contra el cual un agente, animal, cohorte, individuo, poblacion,
muestra, secuencia o valor de interés se compara. Un agente, cohorte, individuo, poblaciéon, muestra, secuencia o
valor de referencia se ensaya y/o se determina de manera sustancialmente simultanea con la prueba o determinacion
de un agente, cohorte, individuo, poblaciéon, muestra, secuencia o valor de interés. Un agente, cohorte, individuo,
poblacién, muestra, secuencia o valor de referencia puede ser una referencia histérica, opcionalmente incorporada en
un medio tangible. Una referencia puede referirse a un control. Como se utiliza en el presente documento, una
"referencia" puede referirse a un "animal de referencia". Un "animal de referencia" puede tener una modificacién como
se describe en el presente documento, una modificacion que es diferente a la descrita en el presente documento o
ninguna modificacion (es decir, un animal de tipo silvestre). Normalmente, como comprenderian los expertos en la
materia, un agente, animal, cohorte, individuo, poblacién, muestra, secuencia o valor de referencia se determina o se
caracteriza en condiciones comparables a las utilizadas para determinar o caracterizar el agente, animal (por ejemplo,
un mamifero), cohorte, individuo, poblacién, muestra, secuencia o valor de interés.

El término "sustancialmente", como se utiliza en el presente documento, se refiere a la condicién cualitativa de mostrar
la extensién o el grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto en la materia biolégica
comprendera que los fenémenos biolégicos y quimicos rara vez, o nunca, llegan a completarse y/o transcurren hasta
completarse o consiguen o impiden un resultado absoluto. Por lo tanto, el término "sustancialmente" se utiliza en el
presente documento para capturar la posible falta de completitud inherente a muchos fenémenos biologicos y
quimicos.

La expresion "homologia sustancial', como se utiliza en el presente documento, se refiere a una comparacién entre
secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la materia, generalmente se
considera que dos secuencias son "sustancialmente homdlogas" si contienen restos homdlogos en las posiciones
correspondientes. Los restos homélogos pueden ser restos idénticos. De manera alternativa, los restos homoélogos
pueden ser restos no idénticos con caracteristicas estructurales y/o funcionales apropiadamente similares. Por
ejemplo, como es bien conocido por los expertos en la materia, determinados aminoacidos se clasifican normalmente
como aminoacidos "hidréfobos" o "hidrofilos", y/o que tienen cadenas laterales "polares" o "no polares". La sustitucion
de un aminoacido por otro del mismo tipo con frecuencia puede considerarse una sustitucion "homologa". Las
categorizaciones normales de aminoacidos se resumen en las tablas 1y 2.

TABLA 1

Alanina Ala A Nopolar Neutro 1,8
Arginina Arg R Polar Positivo  -4,5
_ Asparagina Asn N Polar Neutro  -3,5
Acido aspartico Asp D Polar Negativo -3,5
Cisteina Cys C Nopolar Neutro 25

E

Q

G

Acido glutdamico  Glu Polar Negativo -3,5
Glutamina Gin Polar Neutro  -3,5
Glicina Gly No polar Neutro -0,4
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(continuacion)

Histidina His H Polar Positivo  -3,2
Isoleucina lle I Nopolar Neutro 4,5
Leucina Leu L Nopolar Neutro 3,8
Lisina Lys K Polar Positivo  -3,9
Metionina Met M Nopolar Neutro 1,9
Fenilalanina Phe F Nopolar Neutro 2,8
Prolina Pro P Nopolar Neutro -1,6
Serina Ser S Polar Neutro  -0,8
Treonina Thr T Polar Neutro  -0,7
Triptéfano Trp W Nopolar Neutro -0,9
Tirosina Tyr Y Polar Neutro -1,3
Valina Val V Nopolar Neutro 4.2
TABLA 2
Aminoacidos ambiguos 3letras 1 letra
Asparagina o acido aspartico Asx

Glutamina o acido glutamico Glx V4
Leucina o isoleucina Xle J
Aminoacido no especificado o desconocido Xaa X

Como se conoce bien en la materia, las secuencias de aminoacidos o &cidos nucleicos pueden compararse usando
cualquiera de una diversidad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos comerciales, tales
como BLASTN para secuencias nucleotidicas, y BLASTP, gapped BLAST y PSI-BLAST para secuencias de
aminoacidos. Programas de este tipo se describen a modo de ejemplo en Altschul et al. (1990) Basic local alignment
search tool, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410; Altschul et al. (1997) Methods in Enzymology; Altschul et al., "Gapped
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402;
Baxevanis et al. (1998) Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley; y Misener et al.
(eds.) (1999) Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana Press. Ademas
de identificar secuencias homoélogas, los programas mencionados anteriormente normalmente proporcionan una
indicacion del grado de homologia. Se puede considerar que dos secuencias son sustancialmente homélogas si al
menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un
93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas de sus restos correspondientes son homélogos
en un tramo de restos de interés. El tramo de interés puede ser una secuencia completa. El tramo de interés puede
tener al menos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 0 mas restos. El tramo de interés puede incluir restos contiguos a lo
largo de una secuencia completa. El tramo de interés puede incluir restos discontinuos a lo largo de una secuencia
completa. El tramo de interés puede tener al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas restos.

La expresion "sustancialmente idéntico", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una comparaciéon entre
secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la materia, generalmente se
considera que dos secuencias son "sustancialmente idénticas" si contienen restos idénticos en posiciones
correspondientes. Como se conoce bien en la materia, las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos pueden
compararse usando cualquiera de una diversidad de algoritmos, incluidos los disponibles en programas informaticos
comerciales, tales como BLASTN para secuencias nucleotidicas, y BLASTP, gapped BLAST y PSI-BLAST para
secuencias de aminoacidos. Programas de este tipo se describen a modo de ejemplo en Altschul et al. (1990) Basic
local alignment search tool, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410; Altschul et al., Methods in Enzymology; Altschul et al. (1997)
Nucleic Acids Res. 25:3389-3402; Baxevanis et al. (1998) Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes
and Proteins, Wiley; y Misener et al., (eds.) (1999) Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular
Biology, Vol. 132), Humana Press. Ademas de identificar secuencias idénticas, los programas mencionados
anteriormente normalmente proporcionan una indicacién del grado de identidad. Se puede considerar que dos
secuencias son sustancialmente idénticas si al menos un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un
80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % 0 mas
de sus restos correspondientes son idénticos en un tramo de restos de interés. El tramo de interés puede ser una
secuencia completa. El tramo de interés puede tener al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 o mas restos.

La expresion "vector de orientacion" o "construccion de direccionamiento”, como se utiliza en el presente documento,
se refiere a una molécula polinucleotidica que comprende una regién de direccionamiento. Una regién de
direccionamiento comprende una secuencia que es idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia en una célula,
tejido o animal diana y proporciona la integracién de la construccién de direccionamiento en una posicién dentro del
genoma de la célula, tejido o animal mediante recombinacién homoéloga. También se incluyen las regiones de
direccionamiento que se dirigen utilizando sitios de reconocimiento de recombinasas especificas de sitio (por ejemplo,
sitios loxP o Frt). Una construccién de direccionamiento de la presente invencién comprende un brazo de homologia
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en 5' que comprende una secuencia genomica cadena arriba del exén 2 de un gen CD47 de ratén, un brazo de
homologia en 3' que comprende una secuencia genémica cadena abajo del exén 7 de un gen CD47 de ratén, un
fragmento de ADN genémico que comprende los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano y un casete de seleccion de
farmacos, opcionalmente comprende ademas secuencias de control y/o reguladoras, y otras secuencias de los acido
nucleico que permiten la recombinacién mediada por la adicion exdégena de proteinas que ayudan o facilitan la
recombinacién que implica dichas secuencias. Otras construcciones de direccionamiento descritas en el presente
documento comprenden un gen de interés en su totalidad o en parte, en donde el gen de interés es un gen heterélogo
que codifica una proteina, en su totalidad o en parte, que tiene una funcioén similar a la de una proteina codificada por
una secuencia endogena. Otras construcciones de direccionamiento descritas en el presente documento comprenden
un gen humanizado de interés, en su totalidad o en parte, en donde el gen humanizado de interés codifica una proteina,
en su totalidad o en parte, que tiene una funcién similar a la de una proteina codificada por la secuencia endégena.

El término "variante", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una entidad que muestra una identidad
estructural significativa con una entidad de referencia, pero difiere estructuralmente de la entidad de referencia en la
presencia o nivel de uno o mas restos quimicos en comparacién con la entidad de referencia. Una "variante" también
puede diferir funcionalmente de su entidad de referencia. En general, que una entidad en particular se considera
adecuadamente como una "variante" de una entidad de referencia se basa en su grado de identidad estructural con
la entidad de referencia. Como apreciaran los expertos en la materia, cualquier entidad de referencia biologica o
quimica tiene determinados elementos estructurales caracteristicos. Una "variante", por definicidén, es una entidad
quimica distinta que comparte uno o mas de estos elementos estructurales caracteristicos. Por proporcionar unos
pocos ejemplos, una molécula pequefia puede tener un elemento estructural central caracteristico (por ejemplo, un
nucleo de macrociclo) y/o una o mas fracciones colgantes caracteristicas de modo que una variante de la molécula
pequefia es aquella que comparte el elemento estructural central y las fracciones colgantes caracteristicas, pero difiere
en otras fracciones colgantes y/o en tipos de enlaces presentes (simple frente a doble, E frente a Z, etc.) dentro del
nucleo, un polipéptido puede tener un elemento de secuencia caracteristico compuesto por una pluralidad de
aminoacidos que tienen posiciones designadas entre si en un espacio lineal o tridimensional y/o que contribuyen a
una funcién biologica particular, un acido nucleico puede tener un elemento de secuencia caracteristico compuesto
por una pluralidad de restos de nucleétido que tienen posiciones designadas con respecto a otro en un espacio lineal
o tridimensional. Por ejemplo, un "polipéptido variante" puede diferir de un polipéptido de referencia como resultado
de una o mas diferencias en la secuencia de aminoacidos y/o una o mas diferencias en los restos quimicos (p. €j.,
hidratos de carbono, lipidos, etc.) unidos covalentemente a la cadena principal polipeptidica. Un "polipéptido variante"
puede mostrar una identidad de secuencia general con un polipéptido de referencia que es al menos un 85 %, un
86 %, un 87 %, un 88 %, un 89 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 % o un
99 %. Como alternativa o adicionalmente, un "polipéptido variante" puede no compartir al menos un elemento de
secuencia caracteristico con un polipéptido de referencia. El polipéptido de referencia puede tener una o mas
actividades biolégicas. Un "polipéptido variante" puede compartir una o mas de las actividades biolégicas del
polipéptido de referencia. Un "polipéptido variante" puede carecer de una o mas de las actividades biolégicas del
polipéptido de referencia. Un "polipéptido variante" puede mostrar un nivel reducido de una o mas actividades
biolégicas en comparacién con el polipéptido de referencia. Se considera que un polipéptido de interés es una
"variante" de un polipéptido precursor o de referencia si el polipéptido de interés tiene una secuencia de aminoacidos
que es idéntica a la del precursor a excepcion de un pequefio nimero de modificaciones de la secuencia en posiciones
particulares. Normalmente, menos de un 20 %, un 15 %, un 10 %, un 9 %, un 8 %, un 7 %, un 6 %, un 5 %, un 4 %,
un 3 %, un 2 % de los restos de la variante estan sustituidos en comparacién con el precursor. Una "variante" puede
tener 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1 resto sustituido en comparacién con un precursor. A menudo, una "variante" tiene un
nimero muy pequefio (por ejemplo, menos de 5, 4, 3, 2 o0 1) de restos funcionales sustituidos (es decir, restos que
participan en una actividad biolégica particular). Ademas, una "variante" normalmente no tiene mas de 5, 4, 3,2 0 1
adicién o eliminacién, y a menudo no tiene adiciones o eliminaciones, en comparacion con el precursor. Por otra parte,
cualquier adiciébn o eliminacién son normalmente inferiores a aproximadamente 25, aproximadamente 20,
aproximadamente 19, aproximadamente 18, aproximadamente 17, aproximadamente 16, aproximadamente 15,
aproximadamente 14, aproximadamente 13, aproximadamente 10, aproximadamente 9, aproximadamente 8,
aproximadamente 7, aproximadamente 6 y cominmente son menos de aproximadamente 5, aproximadamente 4,
aproximadamente 3 o aproximadamente 2 restos. El polipéptido precursor o de referencia puede ser uno que se
encuentra en la naturaleza. Como entenderan los expertos en la materia, una pluralidad de variantes de un polipéptido
de interés particular pueden encontrarse cominmente en la naturaleza, en particular cuando el polipéptido de interés
es un polipéptido de agente infeccioso.

El término "vector", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al que esta unido. Los vectores pueden ser capaces de realizar la replicaciéon y/o
expresion extracromosémica de los acidos nucleicos a los que estan unidos en una célula hospedadora, tal como una
célula eucariota y/o procariota. Los vectores que pueden dirigir la expresion de genes unidos operativamente se
denominan en el presente documento "vectores de expresion".

El término "tipo silvestre", como se utiliza en el presente documento, tiene su significado entendido en la materia que
se refiere a una entidad que tiene una estructura y/o actividad tal como se encuentra en la naturaleza en un estado o
contexto "normal' (en contraste con mutante, enfermo, alterado, etc.). Los expertos en la materia apreciaran que los
genes y polipéptidos de tipo silvestre con frecuencia existen en multiples formas diferentes (por ejemplo, alelos).
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Descripcion detallada de determinadas realizaciones

La presente invencion se refiere a, entre otras cosas, roedores mejorados y/o genomanipulados que tienen material
genético humanizado que codifica un gen del grupo de diferenciacién 47 (CD47) para determinar la eficacia terapéutica
de antagonistas de CD47 (por ejemplo, un anticuerpo anti-CD47) para el tratamiento del cancer, y a ensayos en injertos
de trasplantes, activacion de la fagocitosis y transduccion de sefiales. Se contempla que dichos roedores proporcionan
una mejora en la determinacién de la eficacia terapéutica de los antagonistas de CD47 y su potencial para el bloqueo
de CD47. También se contempla que dichos roedores proporcionan una mejora en el injerto de células humanas en
trasplantes. Por lo tanto, la presente invencion es particularmente Util para el desarrollo de terapias anti-CD47 para el
tratamiento de diversos canceres, asi como para el mantenimiento de células hematopoyéticas humanas en roedores.
En particular, la presente divulgacion se refiere a la humanizacién de un gen CD47 murino que da como resultado la
expresion de una proteina CD47 humanizada en la superficie de células del roedor. Dichas proteinas CD47
humanizadas tienen la capacidad de proporcionar una fuente de células CD47+ humanas para determinar la eficacia
de terapias anti-CD47 para activar la fagocitosis de células tumorales. Ademas, dichas proteinas CD47 humanizadas
tienen la capacidad de reconocer células humanas injertadas mediante la participacién de proteinas y ligandos de la
superficie celular presentes en la superficie de las células humanas injertadas (por ejemplo, SIRPa). Los roedores de
la presente invencidén pueden ser capaces de activar la fagocitosis mediante el bloqueo de la sefializacién de CD47 a
través de la proteina CD47 humanizada expresada en la superficie de las células del roedor. Los roedores de la
presente invencién pueden ser capaces de recibir células hematopoyéticas humanas trasplantadas; dichos roedores
pueden desarrollar y/o tener un sistema inmunitario que comprende células humanas. De acuerdo con la invencién,
las proteinas CD47 humanizadas comprenden una parte de un polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de
un polipéptido CD47 de roedor, en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y
los dominios transmembrana del polipéptido CD47 humano, y esta codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47
humano, y en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por el exones cadena abajo
del exén 7 de un gen CD47 de roedor. Una proteina CD47 humanizada descrita en el presente documento tiene una
secuencia correspondiente al dominio V de inmunoglobulina aminoterminal de una proteina CD47 humana. Una
proteina CD47 humanizada descrita en el presente documento tiene una secuencia correspondiente a una parte
aminoterminal de una proteina CD47 humana que comprende el dominio extracelular y los dominios transmembrana
de una proteina CD47 humana, en donde el dominio extracelular incluye el dominio V de inmunoglobulina
aminoterminal de la proteina CD47 humana y el dominio transmembrana incluye los cinco dominios transmembrana
de la proteina CD47 humana. Una proteina CD47 humanizada descrita en el presente documento tiene una secuencia
correspondiente a la cola intracitoplasmatica de una proteina CD47 de roedor (por ejemplo, murina). Las proteinas
CD47 humanizadas descritas en el presente documento tienen una secuencia correspondiente a los restos de
aminoacidos 19 a 292 (0 19 a 141 0 19 a 127) de una proteina CD47 humana. Los roedores de la presente invencion
pueden comprender un gen CD47 endégeno humanizado de acuerdo con la invencion que contiene material genético
del roedor y de un ser humano). Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento comprende exones de
un gen CD47 humano que codifica una parte extracelular que incluye el dominio V de inmunoglobulina aminoterminal
de un gen CD47 humano. Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento comprende los exones 2 a 7
de CD47 humano, que codifica una parte aminoterminal de una proteina CD47 humana que comprende el dominio
extracelular y los dominios transmembrana de una proteina CD47 humana, en donde el dominio extracelular incluye
el dominio V de inmunoglobulina aminoterminal de la proteina CD47 humana y el dominio transmembrana incluye los
cinco dominios transmembrana de la proteina CD47 humana. Un gen CD47 humanizado descrito en el presente
documento comprende exones CD47 de roedor que codifican el péptido sefial, en su totalidad o en parte, y la cola
intracitoplasmatica de una proteina CD47 de roedor. Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento
comprende el exén 1 de CD47 de roedor y el exén(es) cadena abajo del exon 7 que codifican la cola intracitoplasmatica
y la UTR en 3'. Dependiendo de las isoformas, puede haber uno 0 mas exones cadena abajo del exon 7, estando el
codén de parada y la UTR en 3' presentes en el Gltimo ex6n para todas las isoformas. Por ejemplo, la isoforma 2 del
CD47 tanto de ratdbn como humano que se muestra en la tabla 3 tiene dos exones cadena abajo del exén 7, designados
como ex6n 8y 9.

Diversos aspectos de la invencién se describen en detalle en las siguientes secciones. En la presente solicitud, el uso
de "0" significa "y/0" a menos que se indique otra cosa.

Gen del grupo de diferenciacion 47 (CD47)

CD47, originalmente llamada proteina asociada a integrinas (IAP, del inglés integrin-associated protein) por su papel
en la transduccién de sefiales de las integrinas en las células inmunitarias, es una proteina transmembrana que incluye
un dominio V de inmunoglobulina (IgV) aminoterminal, cinco dominios transmembrana y una cola intracitoplasmatica
corta carboxiterminal. La cola intracitoplasmatica difiere en longitud segln cuatro isoformas empalmadas de manera
alternativa que se han identificado. Inicialmente se describid6 que CD47 (o IAP) se expresaba en todos los tejidos
(isoforma 2), neuronas (isoforma 4) y queratinocitos y macréfagos (isoforma 1; véase Reinhold et al. (1995) J. Cell Sci.
108:3419-3425). Se sabe poco de la isoforma 3 a pesar de que esta forma tiene la segunda cola intracitoplasmatica
mas larga entre las cuatro isoformas. Ademas de las integrinas, se sabe que CD47 interactia con varias otras
proteinas de la superficie celular, tal como, por ejemplo, trombospondina y miembros de la familia SIRP. De manera
més destacable, CD47 interactlia con SIRPa y conduce a una sefializacién bidireccional que regula una variedad de
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respuestas de célula a célula, tales como, por ejemplo, inhibicién de la fagocitosis y activacion de linfocitos T. De
hecho, la interaccion CD47-SIRPa se ha centrado en los Ultimos afios por su papel al proporcionar a las células
tumorales la capacidad de evadir la vigilancia inmunitaria. La unién de CD47 a SIRPa normalmente proporciona
proteccién a través de sefiales antifagociticas ("no me comas") para las células normales. Sin embargo, se ha
descubierto que los tumores también expresan sefiales antifagociticas, incluida CD47, para evadir la destruccién por
fagocitosis. De manera interesante, se sabe que CD47 esta regulado positivamente en varios canceres hematicos y
contribuye tanto al crecimiento como a la diseminacion de tumores (Chao et al. (2012) Curr Opin Immunol. 24(2): 225-
232).

Se desconocen los efectos completos de atacar CD47 y la via CD47-SIRPa como nuevo tratamiento para el cancery
se han explorado algunas posibles toxicidades. Se necesita una comprension mas profunda y detallada de la
sefalizacion de CD47 y de la via CD47-SIRPa para desarrollar terapias mejor dirigidas para el tratamiento del cancer
del futuro.

Secuencias de CD47

En la tabla 3 se exponen secuencias de CD47 ilustrativas para ratén y ser humano. Para las secuencias de ARNm, la
fuente en negrita indica la secuencia de codificacién y los exones consecutivos, cuando se indican, estan separados
por texto subrayado alterno. Para secuencias de proteinas humanas y de ratén, los péptidos sefial estan subrayados,
las secuencias extracelulares estan en negrita y las secuencias intracitoplasmaticas estan en cursiva. Para secuencias
de proteinas humanizadas, las secuencias no humanas se indican en fuente normal, las secuencias humanas se
indican en negrita y los péptidos sefial estan subrayados. Tal como se muestra, las isoformas difieren en el nimero
de exones. Por ejemplo, las isoformas 1 a 4 del gen CD47 humano tienen un total de 8, 9, 10 y 11 exones,
respectivamente, con los exones 2 a 7 de cada isoforma codificando el dominio extracelular y los cinco dominios
transmembrana.

TABLA 3
Isoforma 1 del ARNm de CD47 de ratén (XM_006521810.1)

GCCTACACCGGGAGAGCAGGGAGGAGGAGTTGGACTGAGGTTGGGCGGCTC
CGAGGTCCAGGGCGAGCTTGGCCAGAGGGAGTAGAGAGCAGCGGGGCTGC
GCAGGGACGCGTGCCGTGAGTTCCGGTGAGCGTGTGTGTCCCATGCTCCCGT
CTTTCAGGCCGGCCCAGGACACGAAGCCGGAAGAGAGCTGGCTGGAGGGAC
GGGGGCCGTGAGCAGAGAGTGCAACCCGCGCAGCCCCGGGGACAGGCTGA
TTCTTGGCGCTCTCCGCCGGAGCCTGCCCAGGGCTGGGTGTGAGGCTGGCGT
CACGTCAACGAGCAGAGGCGGCCAGGCGGGGCGGAGTGCGCGTGCGCGGG
GCGGCGAGCACGCGCGCGCGCGCACCCCCGGGCAGCCTGGGCGGCCGCTCC
TGCCTGTCACTGCTGCGGCGCTGCTGGTCGGTCGTTTCCCTTGAAGGCAGCA
GCGGAGGCGGCGGCTGCTCCAGACACCTGCGGCGGCGACCCCCCGGCGGCG
CGGAGATGTGGCCCTTGGCGGCGGCGCTGTTGCTGGGCTCCTGCTGCT
GCGGTTCAGCTCAACTACTGTTTAGTAACGTCAACTCCATAGAGTTCAC
TTCATGCAATGAAACTGTGGTCATCCCTTGCATCGTCCGTAATGTGGAG
GCGCAAAGCACCGAAGAAATGTTTGTGAAGTGGAAGTTGAACAAATCG
TATATTTTCATCTATGATGGAAATAAAAATAGCACTACTACAGATCAAA
ACTTTACCAGTGCAAAAATCTCAGTCTCAGACTTAATCAATGGCATTGC
CTCTTTGAAAATGGATAAGCGCGATGCCATGGTGGGAAACTACACTTGC
GAAGTGACAGAGTTATCCAGAGAAGGCAAAACAGTTATAGAGCTGAAA
AACCGCACGGCCTTCAACACTGACCAAGGATCAGCCTGTTCTITACGAGG
AGGAGAAAGGAGGTTGCAAATTAGTTTCGTGGTTTTCTCCAAATGAAAA
GATCCTCATTGTTATTTTCCCAATTTTGGCTATACTCCTIGTTCTGGGGAA
AGTTTGGTATTTTAACACTCAAATATAAATCCAGCCATACGAATAAGAG
AATCATTCTGCTGCTCGTTGCCGGGCTGGTGCTCACAGTCATCGTGGTT
GTTGGAGCCATCCTTCTCATCCCAGGAGAAAAGCCCGTGAAGAATGCTT
CTGGACTTGGCCTCATTGTAATCTCTACGGGGATATTAATACTACTTCA
GTACAATGTGTTTATGACAGCTTTTGGAATGACCTCTTTCACCATTGCC
ATATTGATCACTCAAGTGCTGGGCTACGTCCTITGCTTTGGTCGGGCTGT
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(continuacion)
GTCTCTGCATCATGGCATGTGAGCCAGTGCACGGCCCCCTTTTGATTTC
AGGTTTGGGGATCATAGCTCTAGCAGAACTACTTGGATTAGTTTATATG
AAGTTTGTCGAATAGGTGAAGGGAAGTGACGGACTGTAACTTGGAAGTCA
GAAATGGAAGAATACAGTTGTCTAAGCACCAGGTCTTCACGACTCACAGCT
GGAAGGAACAGACAACAGTAACTGACTTCCATCCAGGAAAACATGTCACAT
AAATGATTACTAAGTTTATATTCAAAGCAGCTGTACTTTACATAATAAAAAA
AATATGATGTGCTGTGTAACCAATTGGAATCCCATTTTTCTATTGTTTCTACT
CAACTAGGGGCAAACGTTTCAGGGGCAACTTCCAAGAATGATGCTTGTTAG
ATCCTAGAGTCTCTGAACACTGAGTTTAAATTGATTCCGAGTGAGACTCGCC
AAGCACTAACCTGAGGGTTAGTTACCCAGAGATACCTATGAAAAACAGTGG
TATCCAGCAAGCCTTAGTAAACTCAGGTTGCCAGCAGCTTTGCCACTTCCGC
TGCTAGCTGAATAACAAGACTGCCACTTCTGGGTCATAGTGATAGAGACTG
AAGTAGAAAAACGAATGTGGTTGGGCAAATCCCGTGTGGCCCCTCTGTGTG
CTATGATATTGATGGCACTGGTGTCTTCATTCTTGGGGGTTGCCATCATTCAC
ACACACCCCTTTGACATACAGTGCACCCCAGTTTTGAATACATTTTITTTTGCA
CCCTGTCCCGTTCTGCTACTTTGATTTGCGTTATGATATATATATATATATAT
AATACCTTTTCTCCTCTTTAAACATGGTCCTGTGACACAATAGTCAGTTGCA
GAAAGGAGCCAGACTTATTCGCAAAGCACTGTGCTCAAACTCTTCAGAAAA
AAAGGAAAAAAAAAAAAAGCTATAGTTGTAACATATGTATTCCAGACCTCT
GGTTTAAAGGCAAAAGAAAAAAAATCTACAGTGTTTCTTICTCATGTTITCTG
ATCGGAGGCATGACAAAGCAAGACTGAAATCTGAACTGTGTCTCCTGCATG
GCAACACGTGTCTCCGTCAGGCCCTCGCAAGGCCCGGGGAGGGGGTTCTAC
GCCTCTTGTCTCTTTGTTGCATGCTGAACACTCATCGCCTTCCTACTGTATCC
TGCCTCCTGCAGCCTCCCTCTTCCTCCTCCTCTTCCTCTTCCTCCTCTTCCTCC
TCCTCCTCCTCTTCCTCCAAGTTTGAAAGGTCAAACAAAACTACCACATTCC
CTACCCAGTTAGAAGAAAACCACCGTCCTGACAGTTGTGATCGCATGGAGT
ACTTTTAGATTATTAGCACCTGTTTTTACCTCGTTTGTGGGCGTGTTTGTATG
TGCACATGTATGAAGTCGGCACATGCACCTTCTGTATGGGCAGAGGCGTGG
CATCTACAGAAGAGCAGATGCCAACTTTGTGCTTTTAGTGAATACATTAAAA
AAAAAAAACCAACGGTCCTTATTGAGTGGAATTCTATTTGATGCAAATATTT
GAGCTCTTTAAGACTTTAAAACTAGATAATGTGCCAAGCTTTTAGGACTGCT
CACCAGTGCCCTCTGAAGAAACACCAGTACTTTTTCCTGTTTGTGTAATAAA
GGCATATTTGTATTTGTGTTTGCATCACTAATGGTTATTTCTTCTTAGTCCAC
TGAATGTTTCCATGTGCCTCTCGTATGCCAAACTTTTTGTCATCTTTCATGTG
GGGACCAAATGGTTTGTCTGTGGCAAACCTAAACCTATGACCTGCTGAGGCC
TCTCAGAAAACTGACCACAGTACCAAGATAGTACTTCGCAAAGAAAAGTAG
GTTCCCTCCCTGGTTTTGTAGCTGTCGCCAATATTAGCGTAATTCCAAGGAG
CTGAACGCCTTTATATAAATCTGATGGCACCTGATGCTTTTAGTTCTGAAAA
TATTTACACTCGGATCATGTTGTTGATGACTTAAACAAAGTTTTGATGAAGA
GAGCAAAAAAAAAGCAGGTGGATTTGGAACAGTTTCAGGGTTTTTTTTGTTT
TTTGTTTTTTGTTTTTGTTTTITTTTITITTTTATTTTTGTTTTTCTGTTCTCTGTTAG
AAAAGTCAGGTGTTCTCTGTCAGGCTATCTTTATAGTCAATTTTTTTTACGAA
CTAAAGTAGTACCTTTTAATATGTAGTCAACGCCCCTCTGCTCGGGGTTCAG
TTTTGGGTCTTAACCAGCTGTCATGTTCTCTATGCTGCCTGCCACTTGAGGCA
CTGAGTGCCCTAGACAGTCCCATCGGTGGTAGCCAGGGAAACGAAAGACGA
ACTCAACTCTTGCTCCTAATAATCAACTCTCTGTATGAAGGATGGCAGCATT
AAGAGTCCTCCTGCCTGGGCATTATTGGGCCAGTTCACCCTCTTTAAATCAA
ACCCGCAGTGGCTCCCAGTTCTCGTCCCATCAGATTTAAATTGCTAACAGTA
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TGGGGGGCACCACGCATCTGTTTTGTCCCACAATGCGCTTTTCTCTCCCAAA
TCCCGATTTCTGCTGTCATAGCCTCTATTCAATTTTTATTTATTGTCTGCCCTC
CACTTATACAATCGTAGAGAGCAATGCCATTTGTCACTTTCTGCAACAGTTT
TTTGAGCCTTTATGGCTGAATCCCATTTTTCTTCTCTTTCAAACTGTTTGCTCC
ATTGCTCCTCCCGCACGGCTGTCCGTACAGTCATCCCATCCATCTGGGGGCC
TCTTTCATCTCTCACCCTTCCTGGTGCTTCGTGGATCTCTGCTTACCTCTGTG
GGTTTTTTTTTTTTTTTTTGACTTATTCTTCTCACTGGACTTTAAGATTACTTC
CACAGCGAAAGTGCTGCCTCCCTTTTCTGCCCGCAGTGTTCTGCGTACTTTA
GATACTACTCAGTGCTGACATTTGATGGCAAAAGTTGCCTGCACTTAAATITT
CTCTTTTTAATAGGGTGAACTAGAGTTGGAGTTTTTTTCTCTTTTTTCTCTTTT
CTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCCTCCCTCCCTC
CCTCCCTCCCTCCCTCCCTCTCTCTCTCTTTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCT
TTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTTTTGACAAATCTCACAGGCTTTGA
GAATTATAAAAGGTGACAGTTCACCTGAAAATCACAGGTCTGGTCTGTTTAA
ATTGTTGAGAAATATCCGATTAAAAGTCTTGTGGCTGTGTCCTAATAGGCTC
TCTTTCAGGACGTTGTAGTCAATAGAGTGGCTGAACCATACTTGAGTTTATA
AAGCTCAAAAACTGATGCACCCACTCTGCTATTATCGTGTTAGTAAGAGTTC
AGCTGTATATCATTGTCTAGGTTTATCTTGTCCTACAGTGGGTATTCAAATAT
GGCCACCAGAGGATATGTGTAAATATAAGCACCTGTATTTGCCTGTTGTTGA
GAACTGGAGGGAAAACAAAAAATGTCTGGCAACCCTTTGCCTTTTTAACCGT
AATTAATTGACAGTTTATTTAGAGATAAGAGTTTTCAAAAATCTCTTAACTG
CCACAACCCACAGAGGGTCTTGTTTTGCCATCTTCAGTGGCTCACAGATATG
ATCCAAGTTAACTTGAAAGAGATGAGCAGTACCCAGGAAATTGTCCTGCCTT
TAACTCTGGCTGTCCTTAATTATGACTGTTTAATGCTGAATTTTCCATCCGTC
TAGTGTTTGAGGGTAAAGAAAAGCCTTTTTTAAATAAGTATTTCTGTAAAAC
GGCATCGGTGGGATCTTCTGTGTTGCTATCACGGGTGAAAGAGGGAAACAT
TTCTTATTTTTATTAAGCAGAGCATTATTTACAGAAAGCCATTGTTGAGAATT
AGTTCCCACATCATATAAATATCCATTAACCATTCTAAATTGTAAGAGAACT
CCAGTGTTGCTATGCACAAGGAACTCTCCTGGGGGCCTTTTTITTGCATAGCA
ATTAAAGGTATGCTATTTGTCAGTAGCCATTTTTTGCAGTGATTTAAAGACC
AAAGTTGTTTITACAGCTGTGTTACCCTTAAAGGTTTTTTITTITTATGTATTAAA
TCAATTTATCACTGTTTGAAGCTTITGAATACCTGCAATCTTTGCCAAGATACT
TTTTTATTTAAAAAAATAACTGTGTAAATATTACCCTGTAATATTATATATAC
TTAATAAAACATTTTAAGCTA (SEQ ID NO: 1)

Isoforma 1 de aminoacidos CD47 de ratéon (XP_006521873.1)

MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFSNVNSIEFTSCNETVVIPCIVRNVEAQSTEE
MFVKWKLNKSYIFIYDGNKNSTTTDQNFTSAKISVSDLINGIASLKMDKRDA
MVGNYTCEVTELSREGKTVIELKNRTAFNTDQGSACSYEEEKGGCKLVSW
FSPNEKILIVIFPILAILLFWGKFGILTLKYKSSHTNKRIILLLVAGLVLTVIVVVG
AILLIPGEKPVKNASGLGLIVISTGILILLQYNVFMTAFGMTSFTIAILITQVLGYV
LALVGLCLCIMACEPVHGPLLISGLGIIALAELLGLVYMKFVE(SEQ ID NO: 2)

Isoforma 2 del ARNm de CD47 de raton (XM_006521811.1)
GCCTACACCGGGAGAGCAGGGAGGAGGAGTTGGACTGAGGTTGGGCGGCTC
CGAGGTCCAGGGCGAGCTTGGCCAGAGGGAGTAGAGAGCAGCGGGGCTGC
GCAGGGACGCGTGCCGTGAGTTCCGGTGAGCGTGTGTGTCCCATGCTCCCGT
CTTTCAGGCCGGCCCAGGACACGAAGCCGGAAGAGAGCTGGCTGGAGGGAC
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GGGGGCCGTGAGCAGAGAGTGCAACCCGCGCAGCCCCGGGGACAGGCTGA
TTCTTGGCGCTCTCCGCCGGAGCCTGCCCAGGGCTGGGTGTGAGGCTGGCGT
CACGTCAACGAGCAGAGGCGGCCAGGCGGGGCGGAGTGCGCGTGCGCGGG
GCGGCGAGCACGCGCGCGCGCGCACCCCCGGGCAGCCTGGGCGEGELCCGCTCC
TGCCTGTCACTGCTGCGGCGCTGCTGGTCGGTCGTTTCCCTTGAAGGCAGCA
GCGGAGGCGGCGGCTGCTCCAGACACCTGCGGCGGCGACCCCCCGGCGGCG
CGGAGATGTGGCCCTTGGCGGCGGCGCTGTTGCTGGGCTCCTGCTGCT
GCGGTTCAGCTCAACTACTGTTTAGTAACGTCAACTCCATAGAGTTCAC
TTCATGCAATGAAACTGTGGTCATCCCTTGCATCGTCCGTAATGTGGAG
GCGCAAAGCACCGAAGAAATGTTTGTGAAGTGGAAGTTGAACAAATCG
TATATTTTCATCTATGATGGAAATAAAAATAGCACTACTACAGATCAAA
ACTTTACCAGTGCAAAAATCTCAGTCTCAGACTTAATCAATGGCATTGC
CTCTTTGAAAATGGATAAGCGCGATGCCATGGTGGGAAACTACACTTGC
GAAGTGACAGAGTTATCCAGAGAAGGCAAAACAGTTATAGAGCTGAAA
AACCGCACGGTTTCGTGGTTTTCTCCAAATGAAAAGATCCTCATTGTTA
TTTTCCCAATTTTGGCTATACTCCTGTTCTGGGGAAAGTTTGGTATTTTA
ACACTCAAATATAAATCCAGCCATACGAATAAGAGAATCATTCTGCTGC
TCGTTGCCGGGCTGGTGCTCACAGTCATCGTGGTTGTTGGAGCCATCCT
TCTCATCCCAGGAGAAAAGCCCGTGAAGAATGCTTCTGGACTTGGCCTC
ATTGTAATCTCTACGGGGATATTAATACTACTTCAGTACAATGTGTTTAT
GACAGCTTTTGGAATGACCTCTTTCACCATTGCCATATTGATCACTCAA
GTGCTGGGCTACGTCCTTGCTTTGGTCGGGCTGTGTCTCTGCATCATGG
CATGTGAGCCAGTGCACGGCCCCCTTTTGATTTCAGGTTTGGGGATCAT
AGCTCTAGCAGAACTACTTGGATTAGTTTATATGAAGTTTGTCGCTTCC
AACCAGAGGACTATCCAACCTCCTAGGAATAGGTGAAGGGAAGTGACGG
ACTGTAACTTGGAAGTCAGAAATGGAAGAATACAGTTGTCTAAGCACCAGG
TCTTCACGACTCACAGCTGGAAGGAACAGACAACAGTAACTGACTTCCATC
CAGGAAAACATGTCACATAAATGATTACTAAGTTTATATTCAAAGCAGCTGT
ACTTTACATAATAAAAAAAATATGATGTGCTGTGTAACCAATTGGAATCCCA
TTTTTCTATTGTTTCTACTCAACTAGGGGCAAACGTTTCAGGGGCAACTTCCA
AGAATGATGCTTGTTAGATCCTAGAGTCTCTGAACACTGAGTTTAAATTGAT
TCCGAGTGAGACTCGCCAAGCACTAACCTGAGGGTTAGTTACCCAGAGATA
CCTATGAAAAACAGTGGTATCCAGCAAGCCTTAGTAAACTCAGGTTGCCAG
CAGCTTTGCCACTTCCGCTGCTAGCTGAATAACAAGACTGCCACTTCTGGGT
CATAGTGATAGAGACTGAAGTAGAAAAACGAATGTGGTTGGGCAAATCCCG
TGTGGCCCCTCTGTGTGCTATGATATTGATGGCACTGGTGTCTTCATTCTTGG
GGGTTGCCATCATTCACACACACCCCTTTGACATACAGTGCACCCCAGTTTT
GAATACATTTTTTTTGCACCCTGTCCCGTTCTGCTACTTTGATTTGCGTTATG
ATATATATATATATATATAATACCTTITTCTCCTCTTTAAACATGGTCCTGTGA
CACAATAGTCAGTTGCAGAAAGGAGCCAGACTTATTCGCAAAGCACTGTGC
TCAAACTCTTCAGAAAAAAAGGAAAAAAAAAAAAAGCTATAGTTGTAACAT
ATGTATTCCAGACCTCTGGTTTAAAGGCAAAAGAAAAAAAATCTACAGTGT
TTCTTCTCATGTTTTCTGATCGGAGGCATGACAAAGCAAGACTGAAATCTGA
ACTGTGTCTCCTGCATGGCAACACGTGTCTCCGTCAGGCCCTCGCAAGGCCC
GGGGAGGGGGTTCTACGCCTCTTGTCTCTTTGTTGCATGCTGAACACTCATC
GCCTTCCTACTGTATCCTGCCTCCTGCAGCCTCCCTCTTCCTCCTCCTCTTCCT
CTTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCCAAGTTTGAAAGGTCAAAC
AAAACTACCACATTCCCTACCCAGTTAGAAGAAAACCACCGTCCTGACAGTT
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GTGATCGCATGGAGTACTTTTAGATTATTAGCACCTGTTTTTACCTCGTTTGT
GGGCGTGTTTGTATGTGCACATGTATGAAGTCGGCACATGCACCTTCTGTAT
GGGCAGAGGCGTGGCATCTACAGAAGAGCAGATGCCAACTTTGTGCTTTTA
GTGAATACATTAAAAAAAAAAAACCAACGGTCCTTATTGAGTGGAATTCTA
TTTGATGCAAATATTTGAGCTCTTTAAGACTTTAAAACTAGATAATGTGCCA
AGCTTTTAGGACTGCTCACCAGTGCCCTCTGAAGAAACACCAGTACTTTTTC
CTGTTTGTGTAATAAAGGCATATTTGTATTTGTGTTTGCATCACTAATGGTTA
TTTCTTCTTAGTCCACTGAATGTTTCCATGTGCCTCTCGTATGCCAAACTTTT
TGTCATCTTTCATGTGGGGACCAAATGGTTTGTCTGTGGCAAACCTAAACCT
ATGACCTGCTGAGGCCTCTCAGAAAACTGACCACAGTACCAAGATAGTACT
TCGCAAAGAAAAGTAGGTTCCCTCCCTGGTTTTGTAGCTGTCGCCAATATTA
GCGTAATTCCAAGGAGCTGAACGCCTTTATATAAATCTGATGGCACCTGATG
CTTTTAGTTCTGAAAATATTTACACTCGGATCATGTTGTTGATGACTTAAACA
AAGTTTTGATGAAGAGAGCAAAAAAAAAGCAGGTGGATTTGGAACAGTTTC
AGGGTTTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTGTTTTTGTTTTTTTTTTTTTATTTTTGTTT
TTCTGTTCTCTGTTAGAAAAGTCAGGTGTTCTCTGTCAGGCTATCTTTATAGT
CAATTTTTTTTACGAACTAAAGTAGTACCTTTTAATATGTAGTCAACGCCCCT
CTGCTCGGGGTTCAGTTTTGGGTCTTAACCAGCTGTCATGTTCTCTATGCTGC
CTGCCACTTGAGGCACTGAGTGCCCTAGACAGTCCCATCGGTGGTAGCCAG
GGAAACGAAAGACGAACTCAACTCTTGCTCCTAATAATCAACTCTCTGTATG
AAGGATGGCAGCATTAAGAGTCCTCCTGCCTGGGCATTATTGGGCCAGTTCA
CCCTCTTTAAATCAAACCCGCAGTGGCTCCCAGTTCTCGTCCCATCAGATTT
AAATTGCTAACAGTATGGGGGGCACCACGCATCTGTTTTGTCCCACAATGCG
CTTTTCTCTCCCAAATCCCGATTTCTGCTGTCATAGCCTCTATTCAATTTTTAT
TTATTGTCTGCCCTCCACTTATACAATCGTAGAGAGCAATGCCATTTGTCACT
TTCTGCAACAGTTTTTTGAGCCTTTATGGCTGAATCCCATTTTTCTTCTCTTTC
AAACTGTTTGCTCCATTGCTCCTCCCGCACGGCTGTCCGTACAGTCATCCCAT
CCATCTGGGGGCCTCTTTCATCTCTCACCCTTCCTGGTGCTTCGTGGATCTCT
GCTTACCTCTGTGGGTTTTTTTTTTTTTTTITGACTTATTCTTCTCACTGGACT
TTAAGATTACTTCCACAGCGAAAGTGCTGCCTCCCTTTTCTGCCCGCAGTGTT
CTGCGTACTTTAGATACTACTCAGTGCTGACATTTGATGGCAAAAGTTGCCT
GCACTTAAATTTCTCTTTTTAATAGGGTGAACTAGAGTTGGAGTTTTTTTCTC
ITTTTTTCTCTTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
CCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCTCTCTCTCTTTTTICTTTCTTTC
TTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTTTTGACAAATCT
CACAGGCTTTGAGAATTATAAAAGGTGACAGTTCACCTGAAAATCACAGGT
CTGGTCTGTTTAAATTGTTGAGAAATATCCGATTAAAAGTCTTGTGGCTGTG
TCCTAATAGGCTCTCTTTCAGGACGTTGTAGTCAATAGAGTGGCTGAACCAT
ACTTGAGTTTATAAAGCTCAAAAACTGATGCACCCACTCTGCTATTATCGTG
TTAGTAAGAGTTCAGCTGTATATCATTGTCTAGGTTTATCTTGTCCTACAGTG
GGTATTCAAATATGGCCACCAGAGGATATGTGTAAATATAAGCACCTGTATT
TGCCTGTTGTTGAGAACTGGAGGGAAAACAAAAAATGTCTGGCAACCCTTT
GCCTTTTTAACCGTAATTAATTGACAGTTTATTTAGAGATAAGAGTTTTCAA
AAATCTCTTAACTGCCACAACCCACAGAGGGTCTTGTTTTGCCATCTTCAGT
GGCTCACAGATATGATCCAAGTTAACTTGAAAGAGATGAGCAGTACCCAGG
AAATTGTCCTGCCTTTAACTCTGGCTGTCCTTAATTATGACTGTTTAATGCTG
AATTTTCCATCCGTCTAGTGTTTGAGGGTAAAGAAAAGCCTTTTTTAAATAA

GTATTTCTGTAAAACGGCATCGGTGGGATCTTCTGTGTIGCTATCACGGGTG
AAAGAGGGAAACATTTCTTATTTITATTAAGCAGAGCATTATTTACAGAAAG

CCATTGTTGAGAATTAGTTCCCACATCATATAAATATCCATTAACCATTCTA
AATTGTAAGAGAACTCCAGTGTTGCTATGCACAAGGAACTCTCCTGGGGGC
CITITITTGCATAGCAATTAAAGGTATGCTATTTGTCAGTAGCCATTTITTTGC
AGTGATTTAAAGACCAAAGTTGTTTTACAGCTGTGTTACCCTTAAAGGTTTT
TTTTTTATGTATTAAATCAATTTATCACTGTTTGAAGCTTTGAATACCTGCAA
TCTTTGCCAAGATACTTTTTTATTTAAAAAAATAACTGTGTAAATATTACCCT
GTAATATTATATATACTTAATAAAACATTTTAAGCTA (SEQ ID NO: 3)
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Isoforma 2 de aminoacidos CD47 de raton (XP_006521874.1)

MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFSNVNSIEFTSCNETVVIPCIVRNVEAQSTEE

MFVKWKLNKSYIFIYDGNKNSTTTDQNFTSAKISVSDLINGIASLKMDKRDA
MVGNYTCEVTELSREGKTVIELKNRTVSWFSPNEKILIVIFPILAILLFWGKFG
ILTLKYKSSHTNKRILLLVAGLVLTVIVVVGAILLIPGEKPVKNASGLGLIVISTG
ILILLQYNVIMTAFGMTSEFTIAILITQVLGY VLALVGLCLCIMACEPVHGPLLISG

LGITALAELLGLVYMKFVASNQORTIOPPRNR(SEQ ID NO: 4)

Isoforma 3 del ARNm de CD47 de raton (XM_006521807.1)
GCCTACACCGGGAGAGCAGGGAGGAGGAGTTGGACTGAGGTTGGGCGGCTC
CGAGGTCCAGGGCGAGCTTGGCCAGAGGGAGTAGAGAGCAGCGGGGCTGC
GCAGGGACGCGTGCCGTGAGTTCCGGTGAGCGTGTGTGTCCCATGCTCCCGT
CTTTCAGGCCGGCCCAGGACACGAAGCCGGAAGAGAGCTGGCTGGAGGGAC
GGGGGCCGTGAGCAGAGAGTGCAACCCGCGCAGCCCCGGGGACAGGCTGA
TTCTTGGCGCTCTCCGCCGGAGCCTGCCCAGGGCTGOGGTGTGAGGCTGGCGT
CACGTCAACGAGCAGAGGCGGCCAGGCGGGGCGGAGTGCGCGTGCGECAGGGE
GCGGCGAGCACGCGCGCGCGCGCACCCCCGGGLCAGCCTGEGGCGGECCECTCC
TGCCTGTCACTGCTGCGGCGCTGCTGGTCGGTCGTTTCCCTTGAAGGCAGCA
GCGGAGGCGGCGGCTGCTCCAGACACCTGCGGCGGCGACCCCCCGGCaala
CGGAGATGTGGCCCTTGGCGGCGGCGCTGTTGCTGGGCTCCTGCTGCT
GCGGTTCAGCTCAACTACTGTTTAGTAACGTCAACTCCATAGAGTTCAC
TTCATGCAATGAAACTGTGGTCATCCCTTGCATCGTCCGTAATGTGGAG
GCGCAAAGCACCGAAGAAATGTTTGTGAAGTGGAAGTTGAACAAATCG
TATATTTTCATCTATGATGGAAATAAAAATAGCACTACTACAGATCAAA
ACTTTACCAGTGCAAAAATCTCAGTCTCAGACTTAATCAATGGCATTGC
CTCTTTGAAAATGGATAAGCGCGATGCCATGGTGGGAAACTACACTTGC
GAAGTGACAGAGTTATCCAGAGAAGGCAAAACAGTTATAGAGCTGAAA
AACCGCACGGCCTTCAACACTGACCAAGGATCAGCCTGTTCTTACGAGG
AGGAGAAAGGAGGTTGCAAATTAGTTTCGTGGTTTTCTCCAAATGAAAA
GATCCTCATTGTTATTTTCCCAATTTTGGCTATACTCCTGTTCTGGGGAA
AGTTTGGTATTTTAACACTCAAATATAAATCCAGCCATACGAATAAGAG
AATCATTCTGCTGCTCGTTGCCGGGCTGGTGCTCACAGTCATCGTGGTT
GTTGGAGCCATCCTTCTCATCCCAGGAGAAAAGCCCGTGAAGAATGCTT
CTGGACTTGGCCTCATTGTAATCTCTACGGGGATATTAATACTACTTCA
GTACAATGTGTTTATGACAGCTTITGGAATGACCTCTTTCACCATTGCC
ATATTGATCACTCAAGTGCTGGGCTACGTCCTTGCTTTGGTCGGGCTGT
GTCTCTGCATCATGGCATGTGAGCCAGTGCACGGCCCCCTTTTGATITC
AGGTTTGGGGATCATAGCTCTAGCAGAACTACTTGGATTAGTTTATATG
AAGTTTGTCGCTTCCAACCAGAGGACTATCCAACCTCCTAGGAAAGCTG
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TAGAGGAACCCCTTAACGAATAGGTGAAGGGAAGTGACGGACTGTAACTT
GGAAGTCAGAAATGGAAGAATACAGTTGTCTAAGCACCAGGTCTTCACGAC
TCACAGCTGGAAGGAACAGACAACAGTAACTGACTTCCATCCAGGAAAACA
TGTCACATAAATGATTACTAAGTTTATATTCAAAGCAGCTGTACTTTACATA
ATAAAAAAAATATGATGTGCTGTGTAACCAATTGGAATCCCATTTTTCTATT
GTTTCTACTCAACTAGGGGCAAACGTTTCAGGGGCAACTTCCAAGAATGATG
CTTGTTAGATCCTAGAGTCTCTGAACACTGAGTTTAAATTGATTCCGAGTGA
GACTCGCCAAGCACTAACCTGAGGGTTAGTTACCCAGAGATACCTATGAAA
AACAGTGGTATCCAGCAAGCCTTAGTAAACTCAGGTTGCCAGCAGCTTTGCC
ACTTCCGCTGCTAGCTGAATAACAAGACTGCCACTTCTGGGTCATAGTGATA
GAGACTGAAGTAGAAAAACGAATGTGGTTGGGCAAATCCCGTGTGGCCCCT
CTGTGTGCTATGATATTGATGGCACTGGTGTCTTCATTCTTGGGGGTTGCCAT
CATTCACACACACCCCTTTGACATACAGTGCACCCCAGTTTTGAATACATTT
TTTTTIGCACCCTGTCCCGTTCTGCTACTTTGATTTGCGTTATGATATATATAT
ATATATATAATACCTTTTCTCCTCTTTAAACATGGTCCTGTGACACAATAGTC
AGTTGCAGAAAGGAGCCAGACTTATTCGCAAAGCACTGTGCTCAAACTCTTC
AGAAAAAAAGGAAAAAAAAAAAAAGCTATAGTTGTAACATATGTATTCCAG
ACCTCTGGTTTAAAGGCAAAAGAAAAAAAATCTACAGTGTTTCTTCTCATGT
TTTCTGATCGGAGGCATGACAAAGCAAGACTGAAATCTGAACTGTGTCTCCT
GCATGGCAACACGTGTCTCCGTCAGGCCCTCGCAAGGCCCGGGGAGGGGGT
TCTACGCCTCTTGTCTCTTTGTTGCATGCTGAACACTCATCGCCTTCCTACTG
TATCCTGCCTCCTGCAGCCTCCCTCTTCCTCCTCCTCTTCCTCTTCCTCCTCTT
CCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCCAAGTTTGAAAGGTCAAACAAAACTACCAC
ATTCCCTACCCAGTTAGAAGAAAACCACCGTCCTGACAGTTGTGATCGCATG
GAGTACTTTTAGATTATTAGCACCTGTTTTTACCTCGTTTGTGGGCGTGTTTG
TATGTGCACATGTATGAAGTCGGCACATGCACCTTCTGTATGGGCAGAGGCG
TGGCATCTACAGAAGAGCAGATGCCAACTTTGTGCTTTTAGTGAATACATTA
AAAAAAAAAAACCAACGGTCCTTATTGAGTGGAATTCTATTTGATGCAAAT
ATTTGAGCTCTTTAAGACTTTAAAACTAGATAATGTGCCAAGCTTTTAGGAC
TGCTCACCAGTGCCCTCTGAAGAAACACCAGTACTTTTTCCTGTTTGTGTAAT
AAAGGCATATTTGTATTTGTGTTTGCATCACTAATGGTTATTTCTTCTTAGTC
CACTGAATGTTTCCATGTGCCTCTCGTATGCCAAACTTTTTGTCATCTTTCAT
GTGGGGACCAAATGGTTTGTCTGTGGCAAACCTAAACCTATGACCTGCTGAG
GCCTCTCAGAAAACTGACCACAGTACCAAGATAGTACTTCGCAAAGAAAAG
TAGGTTCCCTCCCTGGTTTTGTAGCTGTCGCCAATATTAGCGTAATTCCAAG
GAGCTGAACGCCTTTATATAAATCTGATGGCACCTGATGCTTTTAGTTCTGA
AAATATTTACACTCGGATCATGTTGTTGATGACTTAAACAAAGTTTTGATGA
AGAGAGCAAAAAAAAAGCAGGTGGATTTGGAACAGTTTCAGGGTTTTTTTT
GTTTTTTGTTITTTTGTTTTTGTTITTTITTITITTTITATTITTTGTITTTICTGTTCTCTG
TTAGAAAAGTCAGGTGTTCTCTGTCAGGCTATCTTTATAGTCAATTTTTTTTA
CGAACTAAAGTAGTACCTTTTAATATGTAGTCAACGCCCCTCTGCTCGGGGT
TCAGTTTTGGGTCTTAACCAGCTGTCATGTTCTCTATGCTGCCTGCCACTTGA
GGCACTGAGTGCCCTAGACAGTCCCATCGGTGGTAGCCAGGGAAACGAAAG
ACGAACTCAACTCTTGCTCCTAATAATCAACTCTCTGTATGAAGGATGGCAG
CATTAAGAGTCCTCCTGCCTGGGCATTATTGGGCCAGTTCACCCTCTTTAAA
TCAAACCCGCAGTGGCTCCCAGTTCTCGTCCCATCAGATTTAAATTGCTAAC
AGTATGGGGGGCACCACGCATCTGTTTTGTCCCACAATGCGCTTTTCTCTCC
CAAATCCCGATTTCTGCTGTCATAGCCTCTATTCAATTTTTATTITATTGTCTG
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CCCTCCACTTATACAATCGTAGAGAGCAATGCCATTTGTCACTTTCTGCAAC
AGTTTTTTGAGCCTTTATGGCTGAATCCCATTTTTCTTCTCTTTCAAACTGTTT
GCTCCATTGCTCCTCCCGCACGGCTGTCCGTACAGTCATCCCATCCATCTGG
GGGCCTCTTTCATCTCTCACCCTTCCTGGTGCTTCGTGGATCTCTGCTTACCT
CTGTGGGTTTTTTTTTTTITTTTITTGACTTATTCTTCTCACTGGACTTTAAGATT
ACTTCCACAGCGAAAGTGCTGCCTCCCTTTTCTGCCCGCAGTGTTCTGCGTA
CTTTAGATACTACTCAGTGCTGACATTTGATGGCAAAAGTTGCCTGCACTTA
AATTTCTCTTTTTAATAGGGTGAACTAGAGTTGGAGTTTTITTTCTCTTTTTTCT
CTTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCCTCCCT
CCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCTCTCTCTCTTTITTCTTTICTTTCTITTCTTTC
TTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTTTTGACAAATCTCACAGGC
TTTGAGAATTATAAAAGGTGACAGTTCACCTGAAAATCACAGGTCTGGTCTG
TTTAAATTGTTGAGAAATATCCGATTAAAAGTCTTGTGGCTGTGTCCTAATA
GGCTCTCTTTCAGGACGTTGTAGTCAATAGAGTGGCTGAACCATACTTGAGT
TTATAAAGCTCAAAAACTGATGCACCCACTCTGCTATTATCGTGTTAGTAAG
AGTTCAGCTGTATATCATTGTCTAGGTTTATCTTGTCCTACAGTGGGTATTCA
AATATGGCCACCAGAGGATATGTGTAAATATAAGCACCTGTATTTGCCTGTT
GTTGAGAACTGGAGGGAAAACAAAAAATGTCTGGCAACCCTTTGCCTTTTTA
ACCGTAATTAATTGACAGTTTATTTAGAGATAAGAGTTTTCAAAAATCTCTT
AACTGCCACAACCCACAGAGGOTCTTGTTTTGCCATCTTCAGTGGCTCACAG
ATATGATCCAAGTTAACTTGAAAGAGATGAGCAGTACCCAGGAAATTGTCC
TGCCTTTAACTCTGGCTGTCCTTAATTATGACTGTTTAATGCTGAATTTTCCA
TCCGTCTAGTGTTTGAGGGTAAAGAAAAGCCTTTTTTAAATAAGTATTTCTG
TAAAACGGCATCGGTGGGATCTTCTGTGTTGCTATCACGGGTGAAAGAGGG
AAACATTTCTTATTTTTATTAAGCAGAGCATTATTTACAGAAAGCCATTGTT
GAGAATTAGTTCCCACATCATATAAATATCCATTAACCATTCTAAATTGTAA
GAGAACTCCAGTGTTGCTATGCACAAGGAACTCTCCTGGGGGCCTTTTTTTG
CATAGCAATTAAAGGTATGCTATTTGTCAGTAGCCATTTTTTGCAGTGATTT
AAAGACCAAAGTTGTTTTACAGCTGTGITACCCTTAAAGGTTTTTTTTTTATG
TATTAAATCAATTTATCACTGTTTGAAGCTTTGAATACCTGCAATCTTTGCCA
AGATACTTTTTTATTTAAAAAAATAACTGTGTAAATATTACCCTGTAATATTA
TATATACTTAATAAAACATTTTAAGCTA (SEQ ID NO: 5)

Isoforma 3 de aminoacidos CD47 de raton (XP_006521870.1)

MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFSNVNSIEFTSCNETVVIPCIVRNVEAQSTEE
MFVKWKLNKSYIFIYDGNKNSTTTDQNFTSAKISVSDLINGIASLKMDKRDA
MVGNYTCEVTELSREGKTVIELKNRTAFNTDQGSACSYEEEKGGCKLVSW
FSPNEKILIVIFPILAILLFWGKFGILTLK YK SSHTNKRIILLLVAGLVLTVIVVVG
AILLIPGEKPVKNASGLGLIVISTGILILLQYNVFMTAFGMTSFTIAILITQVLGY VY
LALVGLCLCIMACEPVHGPLLISGLGIIALAELLGLVYMKFVASNORTIQPPRKAYV
EEPLNE(SEQ ID NO: 6)

Isoforma 4 del ABRNm de CD47 de raton (XM_006521808.1)
GCCTACACCGGGAGAGCAGGGAGGAGGAGTTGGACTGAGGTTGGGCGGCTC
CGAGGTCCAGGGCGAGCTTGGCCAGAGGGAGTAGAGAGCAGCGGGGCTGC
GCAGGGACGCGTGCCGTGAGTTCCGGTGAGCGTGTGTGTCCCATGCTCCCGT
CTTTCAGGCCGGCCCAGGACACGAAGCCGGAAGAGAGCTGGCTGGAGGGAC
GGGGGCCGTGAGCAGAGAGTGCAACCCGCGCAGCCCCGGGGACAGGCTGA
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TTCTTGGCGCTCTCCGCCGGAGCCTGCCCAGGGCTGGGTGTGAGGCTGGCGT
CACGTCAACGAGCAGAGGCGGCCAGGCGGGGCGGAGTGCGCOGTGCGCGGG
GCGGCGAGCACGCGCGCGCGCGCACCCCCGGGCAGCCTAEGEGCAGLCGCTCC
TGCCTGTCACTGCTGCGGCGCTGCTGGTCGGTCGTTTCCCTTGAAGGCAGCA
GCGGAGGCGGCGGCTGCTCCAGACACCTGCGGCGGCGACCCCCCGGCGGCG
CGGAGATGTGGCCCTTGGCGGCGGCGCTGTTGCTGGGCTCCTGCTGCT
GCGGTTCAGCTCAACTACTGTTTAGTAACGTCAACTCCATAGAGTTCAC
TTCATGCAATGAAACTGTGGTCATCCCTTGCATCGTCCGTAATGTGGAG
GCGCAAAGCACCGAAGAAATGTTTGTGAAGTGGAAGTTGAACAAATCG
TATATTTTCATCTATGATGGAAATAAAAATAGCACTACTACAGATCAAA
ACTTTACCAGTGCAAAAATCTCAGTCTCAGACTTAATCAATGGCATTGC
CTCTTTGAAAATGGATAAGCGCGATGCCATGGTGGGAAACTACACTTGC
GAAGTGACAGAGTTATCCAGAGAAGGCAAAACAGTTATAGAGCTGAAA
AACCGCACGGTTTCGTGGTTTTCTCCAAATGAAAAGATCCTCATTGTTA
TTTTCCCAATTTTGGCTATACTCCTGTTCTGGGGAAAGTTTGGTATTTTA
ACACTCAAATATAAATCCAGCCATACGAATAAGAGAATCATTCTGCTGC
TCGTTGCCGGGCTGGTGCTCACAGTCATCGTGGTTGTTGGAGCCATCCT
TCTCATCCCAGGAGAAAAGCCCGTGAAGAATGCTTCTGGACTTGGCCTC
ATTGTAATCTCTACGGGGATATTAATACTACTTCAGTACAATGTGTTTAT
GACAGCTTTTGGAATGACCTCTITTCACCATTGCCATATTGATCACTCAA
GTGCTGGGCTACGTCCTTGCTTTGGTCGGGCTGTGTCTCTGCATCATGG
CATGTGAGCCAGTGCACGGCCCCCTTTTGATTTCAGGTTTGGGGATCAT
AGCTCTAGCAGAACTACTTGGATTAGTTTATATGAAGTTTGTCGCTTCC
AACCAGAGGACTATCCAACCTCCTAGGAAAGCTGTAGAGGAACCCCTTA
ACGCATTTAAAGAGTCAAAAGGAATGATGAATGACGAATAGGTGAAGGG
AAGTGACGGACTGTAACTTGGAAGTCAGAAATGGAAGAATACAGTTGTCTA
AGCACCAGGTCTTCACGACTCACAGCTGGAAGGAACAGACAACAGTAACTG
ACTTCCATCCAGGAAAACATGTCACATAAATGATTACTAAGTTTATATTCAA
AGCAGCTGTACTTTACATAATAAAAAAAATATGATGTGCTGTGTAACCAATT
GGAATCCCATTTTTCTATTGTTTCTACTCAACTAGGGGCAAACGTTTCAGGG
GCAACTTCCAAGAATGATGCTTGTTAGATCCTAGAGTCTCTGAACACTGAGT
TTAAATTGATTCCGAGTGAGACTCGCCAAGCACTAACCTGAGGGTTAGTTAC
CCAGAGATACCTATGAAAAACAGTGGTATCCAGCAAGCCTTAGTAAACTCA
GGTTGCCAGCAGCTTTGCCACTTCCGCTGCTAGCTGAATAACAAGACTGCCA
CTTCTGGGTCATAGTGATAGAGACTGAAGTAGAAAAACGAATGTGGTTGGG
CAAATCCCGTGTGGCCCCTCTGTGTGCTATGATATTGATGGCACTGGTGTCT
TCATTCTTGGGGGTTGCCATCATTCACACACACCCCTTTGACATACAGTGCA
CCCCAGTTTTGAATACATTTITTTTGCACCCTGTCCCGTTCTGCTACTTTGATT
TGCGTTATGATATATATATATATATATAATACCTTTTCTCCTCTTTAAACATG
GTCCTGTGACACAATAGTCAGTTGCAGAAAGGAGCCAGACTTATTCGCAAA
GCACTGTGCTCAAACTCTTCAGAAAAAAAGGAAAAAAAAAAAAAGCTATAG
TTGTAACATATGTATTCCAGACCTCTGGTTTAAAGGCAAAAGAAAAAAAAT
CTACAGTGTTTCTTCTCATGTTTTCTGATCGGAGGCATGACAAAGCAAGACT
GAAATCTGAACTGTGTCTCCTGCATGGCAACACGTGTCTCCGTCAGGCCCTC
GCAAGGCCCGGGGAGGGGGTTCTACGCCTCTTGTCTCTTTGTTGCATGCTGA
ACACTCATCGCCTTCCTACTGTATCCTGCCTCCTGCAGCCTCCCTCTTCCTCC
TCCTCTTCCTCTTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCCAAGTTTGAA
AGGTCAAACAAAACTACCACATTCCCTACCCAGTTAGAAGAAAACCACCGT
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(continuacion)
CCTGACAGTTGTGATCGCATGGAGTACTTTTAGATTATTAGCACCTGTTTTTA
CCTCGTTTGTGGGCGTGTTTGTATGTGCACATGTATGAAGTCGGCACATGCA
CCTTCTGTATGGGCAGAGGCGTGGCATCTACAGAAGAGCAGATGCCAACTT
TGTGCTTTTAGTGAATACATTAAAAAAAAAAAACCAACGGTCCTTATTGAGT
GGAATTCTATTTGATGCAAATATTTGAGCTCTTTAAGACTTTAAAACTAGAT
AATGTGCCAAGCTTTTAGGACTGCTCACCAGTGCCCTCTGAAGAAACACCAG
TACTTTTTCCTGTTTGTGTAATAAAGGCATATTTGTATTTGTGTTTGCATCAC
TAATGGTTATTTCTTCTTAGTCCACTGAATGTTTCCATGTGCCTCTCGTATGC
CAAACTTTTTGTCATCTTTCATGTGGGGACCAAATGGTTTGTCTGTGGCAAA
CCTAAACCTATGACCTGCTGAGGCCTCTCAGAAAACTGACCACAGTACCAA
GATAGTACTTCGCAAAGAAAAGTAGGTTCCCTCCCTGGTTTTGTAGCTGTCG
CCAATATTAGCGTAATTCCAAGGAGCTGAACGCCTTTATATAAATCTGATGG
CACCTGATGCTTTTAGTTCTGAAAATATTTACACTCGGATCATGTTGTTGATG
ACTTAAACAAAGTTTTGATGAAGAGAGCAAAAAAAAAGCAGGTGGATTTGG
AACAGTTTCAGGGTTTTTTTTGTTTTTTGTTTTTTGTTTTTGTTTTTTTTTTTTT
ATTTTTGTTTTTCTGTTCTCTGTTAGAAAAGTCAGGTGTTCTCTGTCAGGCTA
TCTTTATAGTCAATTTTTTTTACGAACTAAAGTAGTACCTTTTAATATGTAGT
CAACGCCCCTCTGCTCGGGGTTCAGTTTTGGGTCTTAACCAGCTGTCATGTTC
TCTATGCTGCCTGCCACTTGAGGCACTGAGTGCCCTAGACAGTCCCATCGGT
GGTAGCCAGGGAAACGAAAGACGAACTCAACTCTTGCTCCTAATAATCAAC
TCTCTGTATGAAGGATGGCAGCATTAAGAGTCCTCCTGCCTGGGCATTATTG
GGCCAGTTCACCCTCTTTAAATCAAACCCGCAGTGGCTCCCAGTTCTCGTCC
CATCAGATTITAAATTGCTAACAGTATGGGGGGCACCACGCATCTGTTTTGTC
CCACAATGCGCTTTTCTCTCCCAAATCCCGATTTCTGCTGTCATAGCCTCTAT
TCAATTTTTATTTATTGTCTGCCCTCCACTTATACAATCGTAGAGAGCAATGC
CATTTGTCACTTTCTGCAACAGTTTTTTGAGCCTTTATGGCTGAATCCCATTT
TTCTTCTCTTTCAAACTGTTTGCTCCATTGCTCCTCCCGCACGGCTGTCCGTA
CAGTCATCCCATCCATCTGGGGGCCTCTTTCATCTCTCACCCTTCCTGGTGCT
TCGTGGATCTCTGCTTACCTCTGTGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTGACTTATTCTT
CTCACTGGACTTTAAGATTACTTCCACAGCGAAAGTGCTGCCTCCCTTTITCTG
CCCGCAGTGTTCTGCGTACTTTAGATACTACTCAGTGCTGACATTTGATGGC
AAAAGTTGCCTGCACTTAAATTTCTCTTTTTAATAGGGTGAACTAGAGTTGG
AGTTTTTTTCTCTTTTITTCTCTTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
CTCTCTCTCTCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCCCTCTCTCTCTCT
ITTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTITCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTCTTTT
TTTGACAAATCTCACAGGCTTTGAGAATTATAAAAGGTGACAGTTCACCTGA
AAATCACAGGTCTGGTCTGTTTAAATTGTTGAGAAATATCCGATTAAAAGTC
TTGTGGCTGTGTCCTAATAGGCTCTCTTTCAGGACGTTGTAGTCAATAGAGT
GGCTGAACCATACTTGAGTTTATAAAGCTCAAAAACTGATGCACCCACTCTG
CTATTATCGTGTTAGTAAGAGTTCAGCTGTATATCATTGTCTAGGTTTATCTT
GTCCTACAGTGGGTATTCAAATATGGCCACCAGAGGATATGTGTAAATATA
AGCACCTGTATTTGCCTGTTGTTGAGAACTGGAGGGAAAACAAAAAATGTC
TGGCAACCCTTTGCCTTTTTAACCGTAATTAATTGACAGTTTATTTAGAGATA
AGAGTTTTCAAAAATCTCTTAACTGCCACAACCCACAGAGGGTCTTGTTTTG
CCATCTTCAGTGGCTCACAGATATGATCCAAGTTAACTTGAAAGAGATGAGC
AGTACCCAGGAAATTGTCCTGCCTTTAACTCTGGCTGTCCTTAATTATGACT
GTTTAATGCTGAATTTTCCATCCGTCTAGTGTTTGAGGGTAAAGAAAAGCCT
TTTTTAAATAAGTATTTCTGTAAAACGGCATCGGTGGGATCTTCTGTGTTGCT
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(continuacion)
ATCACGGGTGAAAGAGGGAAACATTTCTTATTTTTATTAAGCAGAGCATTAT
TTACAGAAAGCCATTGTTGAGAATTAGTTCCCACATCATATAAATATCCATT
AACCATTCTAAATTGTAAGAGAACTCCAGTGTTGCTATGCACAAGGAACTCT
CCTGGGGGCCTTTTTTTGCATAGCAATTAAAGGTATGCTATTTGTCAGTAGC
CATTTTTTGCAGTGATTTAAAGACCAAAGTTGTTTTACAGCTGTGTTACCCTT
AAAGGTTTTTTTTTTATGTATTAAATCAATTTATCACTGTTTGAAGCTTTGAA
TACCTGCAATCTTTGCCAAGATACTTTTTITATTTAAAAAAATAACTGTGTAA
ATATTACCCTGTAATATTATATATACTTAATAAAACATTTTAAGCTA (SEQ ID
NO: 7)

Isoforma 4 de aminoacidos CD47 de raton (XP_006521871.1)

MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFSNVNSIEFTSCNETVVIPCIVRNVEAQSTEE
MFVKWKLNKSYIFIYDGNKNSTTTDOQNFTSAKISVSDLINGIASLKMDKRDA
MVGNYTCEVTELSREGKTVIELKNRTYSWFSPNEKILIVIFPILAILLFWGKFG
ILTLKYKSSHTNKRIILLLVAGLVLTVIVVVGAILLIPGEKPVKNASGLGLIVISTG
ILILLQYNVFMTAFGMTSFTTAILITQVLGYVLALVGLCLCIMACEPVHGPLLISG
LGUOALAELLGLVYMKFVASNORTIOPPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE(SEQ ID
NO: 8)

Isoforma 1 del ARNm de CD47 humano (XM_005247909.1)

AGTGGGAGCGCGCGTGCGCGCGGCCGTGCAGCCTGGGCAGTGGGTCCTGCC
TGTGACGCGCGGCGGCGGTCGGTCCTGCCTGTAACGGCGGCGGCGGCTGCT
GCTCCGGACACCTGCGGCGGCGGCGGCGACCCCGCGGCGGGCGCGGAGAT
GTGGCCCCTGGTAGCGGCGCTGTTGCTGGGCTCGGCGTGCTGCGGATC
AGCTCAGCTACTATTTAATAAAACAAAATCTGTAGAATTCACGTTITTGTA
ATGACACTGTCGTCATTCCATGCTTTGTTACTAATATGGAGGCACAAAA
CACTACTGAAGTATACGTAAAGTGGAAATTTAAAGGAAGAGATATTTAC
ACCTTTGATGGAGCTCTAAACAAGTCCACTGTCCCCACTGACTTTAGTA
GTGCAAAAATTGAAGTCTCACAATTACTAAAAGGAGATGCCTCTTTGAA
GATGGATAAGAGTGATGCTGTCTCACACACAGGAAACTACACTTGTGAA
GTAACAGAATTAACCAGAGAAGGTGAAACGATCATCGAGCTAAAATATC
GIGTTGTTTCATGGTTTTCTCCAAATGAAAATATTCTTATTGTTATTTTC
CCAATTTTTGCTATACTCCTGTTCTGGGGACAGTTTGGTATTAAAACAC
TTAAATATAGATCCGGTGGTATGGATGAGAAAACAATTGCTTTACTTGT
TGCTGGACTAGTGATCACTGTCATTGTCATIGTTGGAGCCATTCTTTTC
GTCCCAGGTGAATATTCATTAAAGAATGCTACTGGCCTTGGTTTAATTG
TGACTTCTACAGGGATATTAATATTACTTCACTACTATGTGTTTAGTACA
GCGATTGGATTAACCTCCTTCGTCATTGCCATATTIGGTTATTCAGGTGA
TAGCCTATATCCTCGCTGTGGTTGGACTGAGTICTCTGTATTIGCGGCGTG
TATACCAATGCATGGCCCTCTTCTGATTTCAGGTTTGAGTATCTTAGCT
CTAGCACAATTACTTGGACTAGTTTATATGAAATTTGTGGAATAACTGAA
GTGAAGTGATGGACTCCGATTTGGAGAGTAGTAAGACGTGAAAGGAATACA
CTTGTGTTTAAGCACCATGGCCTTGATGATTCACTGTTGGGGAGAAGAAACA
AGAAAAGTAACTGGTTGTCACCTATGAGACCCTTACGTGATTGTTAGTTAAG
TTTTTATTCAAAGCAGCTGTAATTTAGTTAATAAAATAATTATGATCTATGTT
GTTTGCCCAATTGAGATCCAGTTTTTTGTTGTTATTTTTAATCAATTAGGGGC
AATAGTAGAATGGACAATTTCCAAGAATGATGCCTTTCAGGTCCTAGGGCCT
CTGGCCTCTAGGTAACCAGTTTAAATTGGTTCAGGGTGATAACTACTTAGCA
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(continuacion)

CTGCCCTGGTGATTACCCAGAGATATCTATGAAAACCAGTGGCTTCCATCAA
ACCTTTGCCAACTCAGGTTCACAGCAGCTTTGGGCAGTTATGGCAGTATGGC
ATTAGCTGAGAGGTGTCTGCCACTTCTGGGTCAATGGAATAATAAATTAAGT
ACAGGCAGGAATTTGGTTGGGAGCATCTTGTATGATCTCCGTATGATGTGAT
ATTGATGGAGATAGTGGTCCTCATTCTTGGGGGTTGCCATTCCCACATTCCC
CCTTCAACAAACAGTGTAACAGGTCCTTCCCAGATTTAGGGTACTTTTATTG
ATGGATATGTTTTCCTTITTATTCACATAACCCCTTGAAACCCTGTCTTGTCCT
CCTGTTACTTGCTTCTGCTGTACAAGATGTAGCACCTTTTCTCCTCTTTGAAC
ATGGTCTAGTGACACGGTAGCACCAGTTGCAGGAAGGAGCCAGACTTGTTC
TCAGAGCACTGTGTTCACACTTTTCAGCAAAAATAGCTATGGTTGTAACATA
TGTATTCCCTTCCTCTGATTTGAAGGCAAAAATCTACAGTGTTTCTTCACTTC
TTTTCTGATCTGGGGCATGAAAAAAGCAAGATTGAAATTTGAACTATGAGTC
TCCTGCATGGCAACAAAATGTGTGTCACCATCAGGCCAACAGGCCAGCCCTT
GAATGGGGATTTATTACTGTTGTATCTATGTTGCATGATAAACATTCATCAC
CTTCCTCCTGTAGTCCTGCCTCGTACTCCCCTTCCCCTATGATTGAAAAGTAA
ACAAAACCCACATTTCCTATCCTGGTTAGAAGAAAATTAATGTTCTGACAGT
TGTGATCGCCTGGAGTACTTTTAGACTTTITAGCATTCGTTITTTTACCTGTITTG
TGGATGTGTGTTTGTATGTGCATACGTATGAGATAGGCACATGCATCTITCTG
TATGGACAAAGGTGGGGTACCTACAGGAGAGCAAAGGTTAATTTTGTGCTT
TTAGTAAAAACATTTAAATACAAAGTTCTTTATTGGGTGGAATTATATTTGA
TGCAAATATTTGATCACTTAAAACTTTITAAAACTTCTAGGTAATTTGCCACG
CTTTTTGACTGCTCACCAATACCCTGTAAAAATACGTAATTCTTCCTGTTTGT
GTAATAAGATATTCATATTTGTAGTTGCATTAATAATAGTTATTTCTTAGTCC
ATCAGATGTTCCCGTGTGCCTCTTTTATGCCAAATTGATTGTCATATITCATG
TTGGGACCAAGTAGTTTGCCCATGGCAAACCTAAATTTATGACCTGCTGAGG
CCTCTCAGAAAACTGAGCATACTAGCAAGACAGCTCTTCTTGAAAAAAAAA
ATATGTATACACAAATATATACGTATATCTATATATACGTATGTATATACAC
ACATGTATATTCTTCCTTGATTGTGTAGCTGTCCAAAATAATAACATATATA
GAGGGAGCTGTATTCCTTTATACAAATCTGATGGCTCCTGCAGCACTTTTTC
CTTCTGAAAATATTTACATTTTGCTAACCTAGTTTGTTACTTTAAAAATCAGT
TTTGATGAAAGGAGGGAAAAGCAGATGGACTTGAAAAAGATCCAAGCTCCT
ATTAGAAAAGGTATGAAAATCTTTATAGTAAAATTTTTTATAAACTAAAGTT
GTACCTTTTAATATGTAGTAAACTCTCATTTATTTGGGGTTCGCTCTTGGATC
TCATCCATCCATTGTGTTCTCTTTAATGCTGCCTGCCTTTTGAGGCATTCACT
GCCCTAGACAATGCCACCAGAGATAGTGGGGGAAATGCCAGATGAAACCAA
CTCTTGCTCTCACTAGTTGTCAGCTTCTCTGGATAAGTGACCACAGAAGCAG
GAGTCCTCCTGCTTGGGCATCATTGGGCCAGTTCCTTCTCTTTAAATCAGATT
TGTAATGGCTCCCAAATTCCATCACATCACATTTAAATTGCAGACAGTGTTT
TGCACATCATGTATCTGTTTTGTCCCATAATATGCTTTTTACTCCCTGATCCC
AGTTTCTGCTGTTGACTCTTCCATTCAGTTTTATTTATTGTGTGTTCTCACAGT
GACACCATTTGTCCTTTTCTGCAACAACCTTTCCAGCTACTTTTGCCAAATTC
TATTTGTCTTCTCCTTCAAAACATTCTCCTTTGCAGTTCCTCTTCATCTGTGTA
GCTGCTCTTTTGTCTCTTAACTTACCATTCCTATAGTACTTTATGCATCTCTGC
TTAGTTCTATTAGTTTTTTGGCCTTGCTCTTCTCCTTGATTTTAAAATTCCTTC
TATAGCTAGAGCTTTTCTTTCTTTCATTCTCTCTTCCTGCAGTGTTTTGCATAC
ATCAGAAGCTAGGTACATAAGTTAAATGATTGAGAGTTGGCTGTATTTAGAT
TTATCACTTTTTAATAGGGTGAGCTTGAGAGTTTTICTTTCTTTCTGTITITTTTT
TTTTGTTTTTTTTITTTTTTITTITTITTITTITTITTITTTTGACTAATTTCACATGCTCT
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(continuacion)
AAAAACCTTCAAAGGTGATTATTTTTCTCCTGGAAACTCCAGGTCCATTCTG
TTTAAATCCCTAAGAATGTCAGAATTAAAATAACAGGGCTATCCCGTAATTG
GAAATATTTCTTITTTTCAGGATGCTATAGTCAATTTAGTAAGTGACCACCAA
ATTGTTATTTGCACTAACAAAGCTCAAAACACGATAAGTTTACTCCTCCATC
TCAGTAATAAAAATTAAGCTGTAATCAACCTTCTAGGTTTCTCTTGTCTTAA
AATGGGTATTCAAAAATGGGGATCTGTGGTGTATGTATGGAAACACATACT
CCTTAATTTACCTGTTGTTGGAAACTGGAGAAATGATTGTCGGGCAACCGTT
TATTTTTTATTGTATTTTATTTGGTTGAGGGATTTTTTTATAAACAGTTTTACT
TGTGTCATATTTTAAAATTACTAACTGCCATCACCTGCTGGGGTCCTTTGTTA
GGTCATTTTCAGTGACTAATAGGGATAATCCAGGTAACTTTGAAGAGATGA
GCAGTGAGTGACCAGGCAGTTTITCTGCCTTTAGCTTTGACAGTTCTTAATTA
AGATCATTGAAGACCAGCTTTCTCATAAATTTCTCTTTTTGAAAAAAAGAAA
GCATTTGTACTAAGCTCCTCTGTAAGACAACATCTTAAATCTTAAAAGTGTT
GTTATCATGACTGGTGAGAGAAGAAAACATTTITGTTTTTATTAAATGGAGCA
TTATTTACAAAAAGCCATTGTTGAGAATTAGATCCCACATCGTATAAATATC
TATTAACCATTCTAAATAAAGAGAACTCCAGTGTTGCTATGTGCAAGATCCT
CTCTTGGAGCTTTTTTGCATAGCAATTAAAGGTGTGCTATTTGTCAGTAGCC
ATTTTTTTGCAGTGATTTGAAGACCAAAGTTGTTTTACAGCTGTGTTACCGTT
AAAGGTTTTTTTTTTTATATGTATTAAATCAATTTATCACTGTTTAAAGCTTT
GAATATCTGCAATCTTTGCCAAGGTACTTTTTTATTTAAAAAAAAACATAAC
TTTGTAAATATTACCCTGTAATATTATATATACTTAATAAAACATTTTAAGCT
A(SEQ ID NO: 9)

Isoforma 1 de aminoacidos CD47 humano (XP_005247966.1)
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVYPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLFW
GQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEY SLKNATGLGLI
VTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLI
SGLSILALAQLLGLVYMKFVE

(SEQ ID NO: 10)

Isoforma 2 del ARNm de CD47 humano (NM_198793.2)
GGGGAGCAGGCGGOGGGGAGCGGGCGGGAAGCAGTGGGAGCGCGCAGTGCGCG
CGGCCGTGCAGCCTGGGCAGTGGGTCCTGCCTGTGACGCGCGGCGGCGGTC
GGTCCTGCCTGTAACGGCGGCGGCGGCTGCTGCTCCAGACACCTGCGGCGG
CGGCGGCGACCCCGCGGCGGGCGCGGAGATGTGGCCCCTGGTAGCGGCG
CITGTTGCTGGGCTCGGCGTGCTGCGGATCAGCTCAGCTACTATTTAATA
AAACAAAATCTGTAGAATTCACGTTTTGTAATGACACTGTCGTCATTCC
ATGCTTTGTTACTAATATGGAGGCACAAAACACTACTGAAGTATACGTA
AAGTGGAAATTTAAAGGAAGAGATATTTACACCTTTGATGGAGCTCTAA
ACAAGTCCACTGTCCCCACTGACTTTAGTAGTGCAAAAATTGAAGTCTC
ACAATTACTAAAAGGAGATGCCTCTTTGAAGATGGATAAGAGTGATGCT
GTCTCACACACAGGAAACTACACTTGTGAAGTAACAGAATTAACCAGAG
AAGGTGAAACGATCATCGAGCTAAAATATCGTGTTGTTTCATGGTTTTC
TCCAAATGAAAATATTCTTATTGTTATTTTCCCAATTTTTGCTATACTCC
TGTTCTGGGGACAGTTTGGTATTAAAACACTTAAATATAGATCCGGTGG
TATGGATGAGAAAACAATTGCTTTACTTGTTGCTGGACTAGTGATCACT
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(continuacion)
GTCATTGTCATIGTTGGAGCCATTCITTTCGTCCCAGGTGAATATTCATT
AAAGAATGCTACTGGCCTTGGTTTAATTGTGACTTCTACAGGGATATTA
ATATTACTTCACTACTATGTGTTTAGTACAGCGATTGGATTAACCTCCTT
CGTCATTGCCATATTGGTTATTCAGGTGATAGCCTATATCCTCGCTGTG
GTTGGACTGAGTCTCTGTATTGCGGCGTGTATACCAATGCATGGCCCTC
TTCTGATTTCAGGTTTGAGTATCTTAGCTCTAGCACAATTACTTGGACTA
GTTTATATGAAATTTGTGGCTTCCAATCAGAAGACTATACAACCTCCTA
GGAATAACTGAAGTGAAGTGATGGACTCCGATTTGGAGAGTAGTAAGACG
TGAAAGGAATACACTTGTGTTTAAGCACCATGGCCTTGATGATTCACTGTTG
GGGAGAAGAAACAAGAAAAGTAACTGGTTGTCACCTATGAGACCCTTACGT
GATTGTTAGTTAAGTTTTITATTCAAAGCAGCTGTAATTTAGTTAATAAAATA
ATTATGATCTATGTTGTTTGCCCAATTGAGATCCAGTTTTTTGTTGTTATTTTT
AATCAATTAGGGGCAATAGTAGAATGGACAATTTCCAAGAATGATGCCTTT
CAGGTCCTAGGGCCTCTGGCCTCTAGGTAACCAGTTTAAATTGGTTCAGGGT
GATAACTACTTAGCACTGCCCTGGTGATTACCCAGAGATATCTATGAAAACC
AGTGGCTTCCATCAAACCTTTGCCAACTCAGGTTCACAGCAGCTTTGGGCAG
TTATGGCAGTATGGCATTAGCTGAGAGGTGTCTGCCACTTCTGGGTCAATGG
AATAATAAATTAAGTACAGGCAGGAATTTGGTTGGGAGCATCTTGTATGATC
TCCGTATGATGTGATATTGATGGAGATAGTGGTCCTCATTCTTGGGGGTTGC
CATTCCCACATTCCCCCTTCAACAAACAGTGTAACAGGTCCTTCCCAGATTT
AGGGTACTTTTATTGATGGATATGTTTTCCTTTTATTCACATAACCCCTTGAA
ACCCTGTCTTGTCCTCCTGTTACTTGCTTCTGCTGTACAAGATGTAGCACCTT
TTCTCCTCTTTGAACATGGTCTAGTGACACGGTAGCACCAGTTGCAGGAAGG
AGCCAGACTTGTTCTCAGAGCACTGTGTTCACACTTTTCAGCAAAAATAGCT
ATGGTTGTAACATATGTATTCCCTTCCTCTGATTTGAAGGCAAAAATCTACA
GTGTTTCTTCACTTCTTTTCTGATCTGGGGCATGAAAAAAGCAAGATTGAAA
TTTGAACTATGAGTCTCCTGCATGGCAACAAAATGTGTGTCACCATCAGGCC
AACAGGCCAGCCCTTGAATGGGGATTTATTACTGTTGTATCTATGTTGCATG
ATAAACATTCATCACCTTCCTCCTGTAGTCCTGCCTCGTACTCCCCTTCCCCT
ATGATTGAAAAGTAAACAAAACCCACATTTCCTATCCTGGTTAGAAGAAAA
TTAATGTTCTGACAGTTGTGATCGCCTGGAGTACTTTTAGACTTTTAGCATTC
GTTTTTTACCTGTTTGTGGATGTGTGTTTGTATGTGCATACGTATGAGATAGG
CACATGCATCTTCTGTATGGACAAAGGTGGGGTACCTACAGGAGAGCAAAG
GTTAATTTTGTGCTTTTAGTAAAAACATTTAAATACAAAGTTCTTTATTGGGT
GGAATTATATTTGATGCAAATATTTGATCACTTAAAACTTTTAAAACTTCTA
GGTAATTTGCCACGCTTTTTGACTGCTCACCAATACCCTGTAAAAATACGTA
ATTCTTCCTGTTTGTGTAATAAGATATTCATATTTGTAGTTGCATTAATAATA
GTTATTTCTTAGTCCATCAGATGTTCCCGTGTGCCTCTITTATGCCAAATTGA
TTGTCATATTTCATGTTGGGACCAAGTAGTTTGCCCATGGCAAACCTAAATT
TATGACCTGCTGAGGCCTCTCAGAAAACTGAGCATACTAGCAAGACAGCTC
TTCTTGAAAAAAAAAATATGTATACACAAATATATACGTATATCTATATATA
CGTATGTATATACACACATGTATATTCTTCCTTGATTGTGTAGCTGTCCAAAA
TAATAACATATATAGAGGGAGCTGTATTCCTTTATACAAATCTGATGGCTCC
TGCAGCACTTTTTCCTTCTGAAAATATTTACATTTTGCTAACCTAGTTTGTTA
CTTTAAAAATCAGTTTTGATGAAAGGAGGGAAAAGCAGATGGACTTGAAAA
AGATCCAAGCTCCTATTAGAAAAGGTATGAAAATCTTTATAGTAAAATTTIT
TATAAACTAAAGTTGTACCTTTTAATATGTAGTAAACTCTCATTTATTTGGGG
TTCGCTCTTGGATCTCATCCATCCATTGTGTTCTCTTTAATGCTGCCTGCCTTT
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(continuacion)
TGAGGCATTCACTGCCCTAGACAATGCCACCAGAGATAGTGGGGGAAATGC
CAGATGAAACCAACTCTTGCTCTCACTAGTTGTCAGCTTCTCTGGATAAGTG
ACCACAGAAGCAGGAGTCCTCCTGCTTGGGCATCATTGGGCCAGTTCCTTCT
CTTTAAATCAGATTTGTAATGGCTCCCAAATTCCATCACATCACATTTAAATT
GCAGACAGTGTTTTGCACATCATGTATCTGTTTTGTCCCATAATATGCTTTTT
ACTCCCTGATCCCAGTTTCTGCTGTTGACTCTTCCATTCAGTTTTATTTATTGT
GTGTTCTCACAGTGACACCATTTGTCCTTTTCTGCAACAACCTTTCCAGCTAC
TTTTGCCAAATTCTATTTGTCTTCTCCTTCAAAACATTCTCCTTTGCAGTTCCT
CTTCATCTGTGTAGCTGCTCTTTTGTCTCTTAACTTACCATTCCTATAGTACTT
TATGCATCTCTGCTTAGTTCTATTAGTTTTTTGGCCTTGCTCTTCTCCTTGATT
TTAAAATTCCTTCTATAGCTAGAGCTTTTCTTTCTTTCATTCTCTCTTCCTGCA
GTGTTTTGCATACATCAGAAGCTAGGTACATAAGTTAAATGATTGAGAGTTG
GCTGTATTTAGATTTATCACTTTTITAATAGGGTGAGCTTGAGAGTTTTCTTTC
TTTCTGTTTTTTTTTITTGTTTTTTTTTTTTITTTTTTTTITTTTTTITTTTGACTA
ATTTCACATGCTCTAAAAACCTTCAAAGGTGATTATTTTTCTCCTGGAAACTC
CAGGTCCATTCTGTTTAAATCCCTAAGAATGTCAGAATTAAAATAACAGGGC
TATCCCGTAATTGGAAATATTTCTTTTTTCAGGATGCTATAGTCAATTTAGTA
AGTGACCACCAAATTGTTATTTGCACTAACAAAGCTCAAAACACGATAAGTT
TACTCCTCCATCTCAGTAATAAAAATTAAGCTGTAATCAACCTTCTAGGTTT
CTCTTGTCTTAAAATGGGTATTCAAAAATGGGGATCTGTGGTGTATGTATGG
AAACACATACTCCTTAATTTACCTGTTGTTGGAAACTGGAGAAATGATTGTC
GGGCAACCGTTTATTTTTTATTGTATTTTATTTGGTTGAGGGATTTTTTTATA
AACAGTTTTACTTGTGTCATATTTTAAAATTACTAACTGCCATCACCTGCTGG
GGTCCTTTGTTAGGTCATTTTCAGTGACTAATAGGGATAATCCAGGTAACTT
TGAAGAGATGAGCAGTGAGTGACCAGGCAGTTTTTCTGCCTTTAGCTTTGAC
AGTTCTTAATTAAGATCATTGAAGACCAGCTTTCTCATAAATTTCTCTTTTTG
AAAAAAAGAAAGCATTTGTACTAAGCTCCTCTGTAAGACAACATCTTAAAT
CTTAAAAGTGTTGTTATCATGACTGGTGAGAGAAGAAAACATTTTGTTTTTA
TTAAATGGAGCATTATTTACAAAAAGCCATTGTTGAGAATTAGATCCCACAT
CGTATAAATATCTATTAACCATTCTAAATAAAGAGAACTCCAGTGTTGCTAT
GTGCAAGATCCTCTCTTGGAGCTTTTTTGCATAGCAATTAAAGGTGTGCTAT
TTGTCAGTAGCCATTTTTTTGCAGTGATTTGAAGACCAAAGTTGTTTTACAGC
TGTGTTACCGTTAAAGGTTTTTTTTTTTATATGTATTAAATCAATTTATCACT
GTTTAAAGCTTTGAATATCTGCAATCTTTGCCAAGGTACTTTTITTATTTAAAA
AAAAACATAACTTTGTAAATATTACCCTGTAATATTATATATACTTAATAAA
ACATTTTAAGCTATTITTGTTGGGCTATTTCTATTGCTGCTACAGCAGACCACA
AGCACATTTCTGAAAAATTTAATTTATTAATGTATTTTTAAGTTGCTTATATT
CTAGGTAACAATGTAAAGAATGATTTAAAATATTAATTATGAATTTTTTGAG
TATAATACCCAATAAGCTTTTAATTAGAGCAGAGTTTTAATTAAAAGTTTTA
AATCAGTC
(SEQ ID NO: 11)

Isoforma 2 de aminoacidos CD47 humano (NP_942088.1)
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIHIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLFW
GQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEY SLKNATGLGLI
VTSTGILILLHYY VFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLI

SGLSILALAQLLGLVYMKFVASNOKTIOPPRNN(SEQ ID NO: 12)
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Isoforma 3 del ARNm de CD47 humano (XM_005247908.1)

(continuacion)

AGTGGGAGCGCGCGTGCGCGCGGCCGTGCAGCCTGGGCAGTGGGTCCTGCC
TGTGACGCGCGGCGGCGGTCGGTCCTGCCTGTAACGGCGGCGGCGGCTGCT
GCTCCGGACACCTGCGGCGGCGGCGGCGACCCCGCGGCGGGCGCGGAGAT
GTGGCCCCTGGTAGCGGCGCTGTTGCTGGGCTCGGCGTGCTGCGGATC
AGCTCAGCTACTATTTAATAAAACAAAATCTGTAGAATTCACGTTTTGTA
ATGACACTGTCGTCATTCCATGCTTTGTTACTAATATGGAGGCACAAAA
CACTACTGAAGTATACGTAAAGTGGAAATTTAAAGGAAGAGATATTTAC
ACCTTTGATGGAGCTCTAAACAAGTCCACTGTCCCCACTGACTTTAGTA
GTGCAAAAATTGAAGTCTCACAATTACTAAAAGGAGATGCCTCTTTGAA
GATGGATAAGAGTGATGCTGTCTCACACACAGGAAACTACACTTGTGAA
GTAACAGAATTAACCAGAGAAGGTGAAACGATCATCGAGCTAAAATATC
GTGTTGTTTCATGGTTTTCTCCAAATGAAAATATTCTTATTGTTATTTTC
CCAATTTTTGCTATACTCCTGTTCTGGGGACAGTTTGGTATTAAAACAC
TTAAATATAGATCCGGTGGTATGGATGAGAAAACAATTGCTTTACTTGT
TGCTGGACTAGTGATCACTGTCATTGTCATIGTIGGAGCCATTCTTITTC
GTCCCAGGTGAATATTCATTAAAGAATGCTACTGGCCTTGGTTTAATTG
TGACTTCTACAGGGATATTAATATTACTTCACTACTATGTGTTTAGTACA
GCGATTGGATTAACCTCCTTCGTCATTGCCATATTGGTTATTCAGGTGA
TAGCCTATATCCTCGCTGTGGTTGGACTGAGTCTCTGTATTGCGGCGTG
TATACCAATGCATGGCCCTCTTCTGATTTCAGGTTTGAGTATCTTAGCT
CTAGCACAATTACTTGGACTAGTTTATATGAAATTTGTGGCTTCCAATC
AGAAGACTATACAACCTCCTAGGAAAGCTGTAGAGGAACCCCTTAATGA
ATAACTGAAGTGAAGTGATGGACTCCGATTTGGAGAGTAGTAAGACGTGAA
AGGAATACACTTGTGTTTAAGCACCATGGCCTTGATGATTCACTGTTGGGGA
GAAGAAACAAGAAAAGTAACTGGTTGTCACCTATGAGACCCTTACGTGATT
GTTAGTTAAGTTTITATTCAAAGCAGCTGTAATTTAGTTAATAAAATAATTAT
GATCTATGTTGTITGCCCAATTGAGATCCAGTTITTTTGTTGTTATTTTITAATC
AATTAGGGGCAATAGTAGAATGGACAATTTCCAAGAATGATGCCTITCAGG
TCCTAGGGCCTCTGGCCTCTAGGTAACCAGTTTAAATTGGTTCAGGGTGATA
ACTACTTAGCACTGCCCTGGTGATTACCCAGAGATATCTATGAAAACCAGTG
GCTTCCATCAAACCTTTGCCAACTCAGGTTCACAGCAGCTTTGGGCAGTTAT
GGCAGTATGGCATTAGCTGAGAGGTGTCTGCCACTTCTGGGTCAATGGAATA
ATAAATTAAGTACAGGCAGGAATTTGGTTGGGAGCATCTTGTATGATCTCCG
TATGATGTGATATTGATGGAGATAGTGGTCCTCATTCTTGGGGGTTGCCATT
CCCACATTCCCCCTTCAACAAACAGTGTAACAGGTCCTTCCCAGATTTAGGG
TACTTTTATTGATGGATATGTTTTCCTTTTATTCACATAACCCCTTGAAACCC
TGTCTTGTCCTCCTGTTACTTGCTTCTGCTGTACAAGATGTAGCACCTTTTCT
CCTCTTTGAACATGGTCTAGTGACACGGTAGCACCAGTTGCAGGAAGGAGC
CAGACTTGTTCTCAGAGCACTGTGTTCACACTTTTCAGCAAAAATAGCTATG
GITGTAACATATGTATTCCCTTCCTCTGATTTGAAGGCAAAAATCTACAGTG
ITTCTTCACTTCTTTTCTGATCTGGGGCATGAAAAAAGCAAGATTGAAATTT
GAACTATGAGTCTCCTGCATGGCAACAAAATGTGTGTCACCATCAGGCCAA
CAGGCCAGCCCTTGAATGGGGATTTATTACTGTTGTATCTATGTTGCATGAT
AAACATTCATCACCTTCCTCCTGTAGTCCTGCCTCGTACTCCCCTTCCCCTAT
GATTGAAAAGTAAACAAAACCCACATTTCCTATCCTGGTTAGAAGAAAATT
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(continuacion)
AATGTTCTGACAGTTGTGATCGCCTGGAGTACTTTTAGACTTITAGCATTCGT
TTTTTACCTGTTTGTGGATGTGTGTTTGTATGTGCATACGTATGAGATAGGCA
CATGCATCTTCTGTATGGACAAAGGTGGGGTACCTACAGGAGAGCAAAGGT
TAATTTTGTGCTTTTAGTAAAAACATTTAAATACAAAGTTCTTTATTGGGTGG
AATTATATTTGATGCAAATATTTGATCACTTAAAACTTTTAAAACTTCTAGGT
AATTTGCCACGCTTTTTGACTGCTCACCAATACCCTGTAAAAATACGTAATT
CTTCCTGTTTGTGTAATAAGATATTCATATTTGTAGTTGCATTAATAATAGTT
ATTTCTTAGTCCATCAGATGTTCCCGTGTGCCTCTTTTATGCCAAATTGATTG
TCATATTTCATGTTGGGACCAAGTAGTTTGCCCATGGCAAACCTAAATTTAT
GACCTGCTGAGGCCTCTCAGAAAACTGAGCATACTAGCAAGACAGCTCTTCT
TGAAAAAAAAAATATGTATACACAAATATATACGTATATCTATATATACGTA
TGTATATACACACATGTATATTCTTCCTTGATTGTGTAGCTGTCCAAAATAAT
AACATATATAGAGGGAGCTGTATTCCTTTATACAAATCTGATGGCTCCTGCA
GCACTTTITTCCTTCTGAAAATATTTACATTTTGCTAACCTAGTTTGTTACTTT
AAAAATCAGTTTTGATGAAAGGAGGGAAAAGCAGATGGACTTGAAAAAGA
TCCAAGCTCCTATTAGAAAAGGTATGAAAATCTTTATAGTAAAATTTTTTAT
AAACTAAAGTTGTACCTTTTAATATGTAGTAAACTCTCATTTATTTGGGGTTIC
GCTCTTGGATCTCATCCATCCATTGTGTTCTCTTITAATGCTGCCTGCCTTTTG
AGGCATTCACTGCCCTAGACAATGCCACCAGAGATAGTGGGGGAAATGCCA
GATGAAACCAACTCTTGCTCTCACTAGTTGTCAGCTTCTCTGGATAAGTGAC
CACAGAAGCAGGAGTCCTCCTGCTTGGGCATCATTGGGCCAGTTCCTTCTCT
TTAAATCAGATTTGTAATGGCTCCCAAATTCCATCACATCACATTTAAATTG
CAGACAGTGTTTTGCACATCATGTATCTGTTTTGTCCCATAATATGCTTTTTA
CTCCCTGATCCCAGTTTCTGCTGTTGACTCTTCCATTCAGTTTTATTTATIGTG
TGTTCTCACAGTGACACCATTTGTCCTTTTCTGCAACAACCTTTCCAGCTACT
TTTGCCAAATTCTATTTGTCTICTCCTTCAAAACATTCTCCTTTGCAGTTCCTC
TTCATCTGTGTAGCTGCTCTTTTIGTCTCTTAACTTACCATTCCTATAGTACTTT
ATGCATCTCTGCTTAGTTCTATTAGTTTTTTGGCCTTGCTCTTCTCCTTGATTT
TAAAATTCCTTCTATAGCTAGAGCTTTTCTTTCTTTCATTCTCTCTTCCTGCAG
TGTTTTGCATACATCAGAAGCTAGGTACATAAGTTAAATGATTGAGAGTTGG
CTGTATTTAGATTTATCACTTTTTAATAGGGTGAGCTTGAGAGTTTTCTTTCT
TTCTGTTTTTTTTTTTTGTTTTTTTTITTTTTTTTITTTTITITTTTTTTITGACTAA
TTTCACATGCTCTAAAAACCTTCAAAGGTGATTATTTITTCTCCTGGAAACTCC
AGGTCCATTCTGTTTAAATCCCTAAGAATGTCAGAATTAAAATAACAGGGCT
ATCCCGTAATTGGAAATATTTCTTTTTTCAGGATGCTATAGTCAATTTAGTAA
GTGACCACCAAATTGTTATTTGCACTAACAAAGCTCAAAACACGATAAGTTT
ACTCCTCCATCTCAGTAATAAAAATTAAGCTGTAATCAACCTTCTAGGTTTC
TCTTGTCTTAAAATGGGTATTCAAAAATGGGGATCTGTGGTGTATGTATGGA
AACACATACTCCTTAATTTACCTGTTGTTGGAAACTGGAGAAATGATTGTCG
GGCAACCGTTTATTTTTTATTGTATTTTATTTGGTTGAGGGATTTTTTTATAA
ACAGTTTTACTTGTGTCATATTTTAAAATTACTAACTGCCATCACCTGCTGGG
GTCCTTTGTTAGGTCATTTTCAGTGACTAATAGGGATAATCCAGGTAACTTT
GAAGAGATGAGCAGTGAGTGACCAGGCAGTTTTTCTGCCTTTAGCTTTGACA
GTTCTTAATTAAGATCATTGAAGACCAGCTTTCTCATAAATTTCTCTTTTTGA
AAAAAAGAAAGCATTTGTACTAAGCTCCTCTGTAAGACAACATCTTAAATCT
TAAAAGTGTTGTTATCATGACTGGTGAGAGAAGAAAACATTTTGTTTTTATT
AAATGGAGCATTATTTACAAAAAGCCATTGTTGAGAATTAGATCCCACATCG

TATAAATATCTATTAACCATTCTAAATAAAGAGAACTCCAGTGTTGCTATGT
GCAAGATCCTCTCTTGGAGCTTTTTTIGCATAGCAATTAAAGGTGTGCTATTT

GTCAGTAGCCATTTTTTITGCAGTGATTTGAAGACCAAAGTTGTTTTACAGCT

GTGTTACCGTTAAAGGTTTTTTITITITATATGTATTAAATCAATTTATCACTG

TTTAAAGCTTTGAATATCTGCAATCTTTGCCAAGGTACTTITITATTTAAAAA
AAAACATAACTTTGTAAATATTACCCTGTAATATTATATATACTTAATAAAA
CATTTTAAGCTA(SEQ ID NO: 13)
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(continuacion)
Isoforma 3 de aminoacidos CD47 humano (XP_005247965.1)

MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLFW
GQFGIKTLK YRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLI
VTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLI
SGLSILALAQLLGLVYMKFVASNQOKTIQPPRKAVEEPLNE(SEQ ID NO: 14)

Isoforma 4 del ARNm de CD47 humano (NM_001777.3)

GGGGAGCAGGCGGGGGAGCGGGCGGGAAGCAGTGGGAGCGCGCGTGCGCG
CGGCCGTGCAGCCTGGGCAGTGOGUGTCCTGCCTGTGACGCGCGGCGGCGUTC
GGTCCTGCCTGTAACGGCGGCGGCGGCTGCTGCTCCAGACACCTGCGGCGG
CGGCGGCGACCCCGCGEGCGGGCGCGGAGATGTGGCCCCTGGTAGCGGCG
CTGTTGCTGGGCTCGGCGTGCTGCGGATCAGCTCAGCTACTATTTAATA
AAACAAAATCTGTAGAATTCACGTTTTGTAATGACACTGTCGTCATTCC
ATGCTTTGTTACTAATATGGAGGCACAAAACACTACTGAAGTATACGTA
AAGTGGAAATTTAAAGGAAGAGATATTTACACCTTITGATGGAGCTCTAA
ACAAGTCCACTGTCCCCACTGACTTTAGTAGTGCAAAAATTGAAGTCTC
ACAATTACTAAAAGGAGATGCCTCTTTGAAGATGGATAAGAGTGATGCT
GTCTCACACACAGGAAACTACACTTGTGAAGTAACAGAATTAACCAGAG
AAGGTGAAACGATCATCGAGCTAAAATATCGTIGTIGTTTCATGGTTTTC
TCCAAATGAAAATATTCTTATTGTTATTTTCCCAATTTTTGCTATACTCC
TGTTCTGGGGACAGTTTGGTATTAAAACACTTAAATATAGATCCGGTGG
TATGGATGAGAAAACAATTGCTTTACTTGTTGCTGGACTAGTGATCACT
GTCATTGTCATTGCTTGGAGCCATTCTTTITCGTCCCAGGTGAATATTCATT
AAAGAATGCTACTGGCCTTGGTTTAATTGTGACTTCTACAGGGATATTA
ATATTACTTCACTACTATGTGTTTAGTACAGCGATTGGATTAACCTCCTT
CGTCATTGCCATATTGGTTATTCAGGTGATAGCCTATATCCTCGCTGTG
GITGGACTGAGTCTCTGTATTGCGGCGTGTATACCAATGCATGGCCCTC
TTCTGATTTCAGGTTTGAGTATCTTAGCTCTAGCACAATTACTTGGACTA
GTTTATATGAAATTTGTGGCTTCCAATCAGAAGACTATACAACCTCCTA
GGAAAGCTGTAGAGGAACCCCTTAATGCATTCAAAGAATCAAAAGGAAT
GATGAATGATGAATAACTGAAGTGAAGTGATGGACTCCGATTTGGAGAGT
AGTAAGACGTGAAAGGAATACACTTGTGTTTAAGCACCATGGCCTTGATGA
TTCACTGTTGGGGAGAAGAAACAAGAAAAGTAACTGGTTGTCACCTATGAG
ACCCTTACGTGATTGTTAGTTAAGTTTTTATTCAAAGCAGCTGTAATTTAGTT
AATAAAATAATTATGATCTATGTTGTTTGCCCAATTGAGATCCAGTTTTTTGT
TGTTATTTTTAATCAATTAGGGGCAATAGTAGAATGGACAATTTCCAAGAAT
GATGCCTTTCAGGTCCTAGGGCCTCTGGCCTCTAGGTAACCAGTTTAAATTG
GTTCAGGGTGATAACTACTTAGCACTGCCCTGGTGATTACCCAGAGATATCT
ATGAAAACCAGTGGCTTCCATCAAACCTTTGCCAACTCAGGTTCACAGCAGC
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(continuacion)
TTTGGGCAGTTATGGCAGTATGGCATTAGCTGAGAGGTGTCTGCCACTTCTG
GGTCAATGGAATAATAAATTAAGTACAGGCAGGAATTTGGTTGGGAGCATC
TTGTATGATCTCCGTATGATGTGATATTGATGGAGATAGTGGTCCTCATTCTT
GGGGGTTGCCATTCCCACATTCCCCCTTCAACAAACAGTGTAACAGGTCCTT
CCCAGATTTAGGGTACTTTTATTGATGGATATGTTTTCCTTTTATTCACATAA
CCCCTTGAAACCCTGTCTTGTCCTCCTGTTACTTGCTTCTGCTGTACAAGATG
TAGCACCTTTTCTCCTCTTTGAACATGGTCTAGTGACACGGTAGCACCAGTT
GCAGGAAGGAGCCAGACTTGTTCTCAGAGCACTGTGTTCACACTTTTCAGCA
AAAATAGCTATGGTTGTAACATATGTATTCCCTTCCTCTGATTTGAAGGCAA
AAATCTACAGTGTTTCTTCACTTCTTTTICTGATCTGGGGCATGAAAAAAGCA
AGATTGAAATTTGAACTATGAGTCTCCTGCATGGCAACAAAATGTGTGTCAC
CATCAGGCCAACAGGCCAGCCCTTGAATGGGGATTTATTACTGTTGTATCTA
TGTTGCATGATAAACATTCATCACCTTCCTCCTGTAGTCCTGCCTCGTACTCC
CCTTCCCCTATGATTGAAAAGTAAACAAAACCCACATTTCCTATCCTGGTTA
GAAGAAAATTAATGTTCTGACAGTTGTGATCGCCTGGAGTACTTTTAGACTT
TTAGCATTCGTTTTTTACCTGTITTGTGGATGTGTGTTTGTATGTGCATACGTA
TGAGATAGGCACATGCATCTTCTGTATGGACAAAGGTGGGGTACCTACAGG
AGAGCAAAGGTTAATTTTGTGCTTTTAGTAAAAACATTTAAATACAAAGTTC
TTTATTGGGTGGAATTATATTTGATGCAAATATTTGATCACTTAAAACTTTITA
AAACTTCTAGGTAATTTGCCACGCTTTTTGACTGCTCACCAATACCCTGTAA
AAATACGTAATTCTTCCTGTTTGTGTAATAAGATATTCATATTTGTAGTTGCA
TTAATAATAGTTATTTCTTAGTCCATCAGATGTTCCCGTGTGCCTCTTTTATG
CCAAATTGATTGTCATATTTCATGTTGGGACCAAGTAGTTTGCCCATGGCAA
ACCTAAATTTATGACCTGCTGAGGCCTCTCAGAAAACTGAGCATACTAGCAA
GACAGCTCTTCTTGAAAAAAAAAATATGTATACACAAATATATACGTATATC
TATATATACGTATGTATATACACACATGTATATTCTTCCTTGATTGTGTAGCT
GTCCAAAATAATAACATATATAGAGGGAGCTGTATTCCTTTATACAAATCTG
ATGGCTCCTGCAGCACTTTTITCCTTCTGAAAATATTTACATTTTGCTAACCTA
GTTTGTTACTTTAAAAATCAGTTTTGATGAAAGGAGGGAAAAGCAGATGGA
CTTGAAAAAGATCCAAGCTCCTATTAGAAAAGGTATGAAAATCTTTATAGTA
AAATTTTTTATAAACTAAAGTTGTACCTTTTAATATGTAGTAAACTCTCATTT
ATTTGGGGTTCGCTCTTGGATCTCATCCATCCATTGTGTTCTCTTTAATGCTG
CCTGCCTTTTGAGGCATTCACTGCCCTAGACAATGCCACCAGAGATAGTGGG
GGAAATGCCAGATGAAACCAACTCTTGCTCTCACTAGTTGTCAGCTTCTCTG
GATAAGTGACCACAGAAGCAGGAGTCCTCCTGCTTGGGCATCATTGGGCCA
GTTCCTTCTCTTTAAATCAGATTTGTAATGGCTCCCAAATTCCATCACATCAC
ATTTAAATTGCAGACAGTGTTTTGCACATCATGTATCTGTTTTGTCCCATAAT
ATGCTTTTTACTCCCTGATCCCAGTTTCTGCTGTTGACTCTTCCATTCAGTTTT
ATTTATTGTGTGTTCTCACAGTGACACCATTTGTCCTTTTCTGCAACAACCTT
TCCAGCTACTTTTGCCAAATTCTATTTGTCTTCTCCTTCAAAACATTCTCCTTT
GCAGTTCCTCTTCATCTGTGTAGCTGCTCTTTTGTCTCTTAACTTACCATTCCT
ATAGTACTTTATGCATCTCTGCTTAGTTCTATTAGTTTTTTGGCCTTGCTCTTC
TCCTTGATTTTAAAATTCCTTCTATAGCTAGAGCTTTTCTTTCTTTCATTCTCT
CTTCCTGCAGTGTTTTGCATACATCAGAAGCTAGGTACATAAGTTAAATGAT
TGAGAGTTGGCTGTATTTAGATTTATCACTTTTTAATAGGGTGAGCTTGAGA
GTTTTCTTTCTTTCTGTTTTTTTTITTTTGTTTITTTTITTTTTITTTTTTITTITITTTT
TTTTGACTAATTTCACATGCTCTAAAAACCTTCAAAGGTGATTATTTTTCTCC
TGGAAACTCCAGGTCCATTCTGTTTAAATCCCTAAGAATGTCAGAATTAAAA
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(continuacion)
TAACAGGGCTATCCCGTAATTGGAAATATTTCTTTTTTCAGGATGCTATAGT
CAATTTAGTAAGTGACCACCAAATTGTTATTTGCACTAACAAAGCTCAAAAC
ACGATAAGTTTACTCCTCCATCTCAGTAATAAAAATTAAGCTGTAATCAACC
TTCTAGGTTTCTCTTGTCTTAAAATGGGTATTCAAAAATGGGGATCTGTGGT
GTATGTATGGAAACACATACTCCTTAATTTACCTGTTGTTGGAAACTGGAGA
AATGATTGTCGGGCAACCGTTTATTTTTTATTGTATTTTATTTGGTTGAGGGA
TTTTTTTATAAACAGTTTTACTTGTGTCATATTTTAAAATTACTAACTGCCAT
CACCTGCTGGGGTCCTTTGTTAGGTCATTTTCAGTGACTAATAGGGATAATC
CAGGTAACTTTGAAGAGATGAGCAGTGAGTGACCAGGCAGTTTTTCTGCCTT
TAGCTTTGACAGTTCTTAATTAAGATCATTGAAGACCAGCTTTCTCATAAAT
TTCTCTTTTTGAAAAAAAGAAAGCATTTGTACTAAGCTCCTCTGTAAGACAA
CATCTTAAATCTTAAAAGTGTTGTTATCATGACTGGTGAGAGAAGAAAACAT
TTTGTTTTTATTAAATGGAGCATTATTTACAAAAAGCCATTGTTGAGAATTA
GATCCCACATCGTATAAATATCTATTAACCATTCTAAATAAAGAGAACTCCA
GTGTTGCTATGTGCAAGATCCTCTCTTGGAGCTTTTTTGCATAGCAATTAAA
GGTGTGCTATTTGTCAGTAGCCATTTTTTTGCAGTGATTTGAAGACCAAAGT
TGTTTTACAGCTGTGTTACCGTTAAAGGTTTTTTTTTTTATATGTATTAAATC
AATTTATCACTGTTTAAAGCTTTGAATATCTGCAATCTTTGCCAAGGTACTTT
TTTATTTAAAAAAAAACATAACTTTGTAAATATTACCCTGTAATATTATATAT
ACTTAATAAAACATTTITAAGCTATTTTGTTGGGCTATTTCTATTGCTGCTACA
GCAGACCACAAGCACATTTCTGAAAAATTTAATTTATTAATGTATTTTITAAG
TTGCTTATATTCTAGGTAACAATGTAAAGAATGATTTAAAATATTAATTATG
AATTTTTTGAGTATAATACCCAATAAGCTTTTAATTAGAGCAGAGTTTTAATT
AAAAGTTTTAAATCAGTC(SEQ ID NO: 15)

Isoforma 4 de aminoacidos CD47 humano (NP_001768.1)
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLFW
GQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLI
VISTGILILLHY Y VFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLI
SGLSILALAQLLGLVYMKFVASNOKTIQPPRKAVEEPINAFKESKGMMNDE(SEQ
1D NO: 16)

Isoforma 1 de aminoacidos de CD47 humanizado
MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVINMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLF
WGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNAT
GLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACI
PMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKFVE(SEQ ID NO: 17)

Isoforma 2 de aminoacidos de CD47 humanizado
MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVINMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEYSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLF
WGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNAT
GLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIL

PMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKFVASNORTIOPPRNR(SEQ ID NO: 18)
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(continuacion)

Isoforma 3 de aminoacidos de CD47 humanizado

MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDPAVSHTGNYTCEVTELTREGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLF
WGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNAT
GLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACI
PMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKFVASNORTIQPPRKAVELPLNLE (SEQ ID
NO: 19)

Isoforma 4 de aminoacidos de CD47 humanizado
MWPLAAALLLGSCCCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNT
TEVYVKWKFKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETIHIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLF
WGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNAT
GLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIT
PMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKFVASNORTIOPPRKAVEEPLNAFKESK (5
MMNDE (SEQ ID NO: 20)

Roedores con CD47 humanizado

En el presente documento se describen roedores que expresan proteinas CD47 humanizadas en la superficie de las
células de los roedores como resultado de una modificacion genética de un locus endégeno del roedor que codifica
una proteina CD47. Los ejemplos adecuados descritos en el presente documento incluyen, en particular, ratones.

Un gen CD47 humanizado comprende material genético de una especie heterbéloga (seres humanos), en donde el gen
CD47 humanizado codifica una proteina CD47 que comprende la parte codificada del material genético de la especie
heteréloga. Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento comprende ADN gendmico de una especie
heter6loga que codifica a la parte extracelular de una proteina CD47 que se expresa en la membrana plasmatica de
unacélula. Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento comprende ADN genémico de un ser humano
que codifica el dominio extracelular y los dominios transmembrana de una proteina CD47 que se expresa en la
membrana plasmatica de una célula. De acuerdo con la invencién, un gen CD47 humanizado codifica un polipéptido
CD47 humanizado que comprende una parte de un polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido
CD47 de roedor, en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y los dominios
transmembrana del polipéptido CD47 humano, y esta codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano, y en
donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por el exones cadena abajo del exén 7 de
un gen CD47 de roedor. También se proporcionan roedores, embriones, células y construcciones de direccionamiento
para fabricar roedores, embriones de roedores y células que contienen dicho gen CD47 humanizado.

Se puede eliminar un gen CD47 enddgeno. Se puede alterar un gen CD47 enddgeno, en donde una parte del gen
CD47 endbégeno se reemplaza con una secuencia heterdloga (Todo o sustancialmente todo un gen CD47 endégeno
se puede reemplazar con un gen heterélogo). Una parte de un gen CD47 humano se puede insertar en un gen CD47
endogeno de roedor en un locus CD47 endégeno para formar un gen CD47 humanizado de acuerdo con la invencion.
La modificacion o humanizacion puede realizarse en una de las dos copias del gen CD47 endbégeno, dando lugar a un
roedor heterocigoto respecto al gen CD47 humanizado. Se puede proporcionar un roedor que sea homocigoto para
un gen CD47 humanizado.

Un roedor descrito en el presente documento puede contener un gen CD47 humanizado de acuerdo con la invencién
en un locus CD47 endoégeno de roedor. Por tanto, se puede describir que dichos roedores tienen un gen CD47
heter6logo. El gen CD47 reemplazado, insertado, modificado o alterado en el locus CD47 endégeno se puede detectar
mediante una variedad de métodos que incluyen, por gjemplo, PCR, transferencia de Western, transferencia de
Southern, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) o un ensayo de ganancia o pérdida de alelo.
El roedor puede ser heterocigoto con respecto al gen CD47 humanizado. El roedor puede ser homocigoto para el gen
CD47 humanizado.

Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento incluye un gen CD47 que tiene un segundo, tercer,
cuarto, quinto, sexto y séptimo exén humano, cada uno de los cuales puede tener una secuencia al menos un 50 %
(por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %,
un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica a un segundo, tercer, cuarto, quinto,
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sexto y séptimo exén que aparecen en un gen CD47 humano de la tabla 3.

Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento incluye un gen CD47 que tiene un primer exén y exén(es)
cadena abajo del exén 7 (por ejemplo, exones octavo y noveno de la isoforma 2), cada uno de los cuales puede tener
una secuencia al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica
a un exén respectivo que aparece en un gen CD47 de ratén de la tabla 3.

Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento puede incluir un gen CD47 que tiene una regién no
traducida en 5' y una regién no traducida en 3', cada una de las cuales tiene una secuencia al menos un 50 % (por
ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un
93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica a una regién no traducida en 5' y una
regién no traducida en 3' que aparecen en un gen CD47 de ratén de la tabla 3.

Un gen CD47 humanizado descrito en el presente documento puede incluir un gen CD47 que tiene una secuencia
codificante de nucleétidos (por ejemplo, una secuencia de ADNc) al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %,
un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un
96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica a una secuencia codificante de nucleétidos que aparece en una
secuencia codificante de nucleétidos CD47 humana de la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencion puede tener una parte extracelular
humana que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %,
un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un
97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica a una parte extracelular de una proteina CD47 humana que aparece €en la
tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencion puede tener una parte extracelular
que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a los restos de aminoacidos 19 a 141 que aparecen en una
proteina CD47 humana de la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener un dominio V de
inmunoglobulina aminoterminal que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 50 % (por ejemplo, un
50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un
94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica a un dominio V de inmunoglobulina aminoterminal
de una proteina CD47 humana que aparece en la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener un dominio V de
inmunoglobulina aminoterminal que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica a los restos de aminoacidos
19 a 127 que aparecen en una proteina CD47 humana de la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener un dominio V de
inmunoglobulina aminoterminal y cinco dominios transmembrana, cada uno de los cuales tiene una secuencia que es
al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %,
un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica a un dominio V
de inmunoglobulina aminoterminal y cinco dominios transmembrana de una proteina CD47 humana que aparece en
la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencion puede tener una cola
intracitoplasmatica que tiene una secuencia que es al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un
65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un
97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica a una cola intracitoplasmatica de una proteina CD47 de ratén que aparece
en la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %,
un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica
a los restos de aminoacidos 16 a 292 que aparecen en una proteina CD47 humana de la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %,
un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica
a los restos de aminoacidos 19 a 292 que aparecen en una proteina CD47 humana de la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener una secuencia de

aminoacidos que es idéntica a los restos de aminoacidos 19 a 292 (0 16 a 292) que aparecen en una proteina CD47
humana de la tabla 3.
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Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener una secuencia de
aminoacidos que es al menos un 50 % (por ejemplo, un 50 %, un 55 %, un 60 %, un 65 %, un 70 %, un 75 %, un 80 %,
un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 %, un 99 % o mas) idéntica
a una secuencia de amino&cidos de una proteina CD47 humanizada que aparece en la tabla 3.

Una proteina CD47 humanizada producida por un roedor de la presente invencién puede tener una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a una secuencia de aminoacidos de una proteina CD47 humanizada que aparece en la
tabla 3.

Se describen composiciones y métodos para fabricar roedores que expresen una proteina CD47 humanizada,
incluidas formas polimérficas especificas, variantes alélicas (por ejemplo, diferencias de aminoacidos individuales) o,
de manera alternativa, isoformas empalmadas, incluidas composiciones y métodos para producir roedores que
expresen dichas proteinas a partir de un promotor humano y una secuencia reguladora humana. También se describen
composiciones y métodos para producir roedores que expresen dichas proteinas a partir de un promotor endégeno y
una secuencia reguladora endégena. Los métodos incluyen insertar el material genético que codifica una parte de una
proteina CD47 humana que comprende al menos el dominio extracelular y los dominios transmembrana de la proteina
CD47 humana en una ubicacion precisa en el genoma de un roedor que corresponde a un gen CD47 endbgeno,
creando asi un gen CD47 humanizado que expresa una proteina CD47 humanizada que comprende al menos el
dominio extracelular y los dominios transmembrana de la proteina CD47 humana, y una parte intracelular de un
polipéptido CD47 de roedor. Los métodos incluyen insertar ADN genémico correspondiente a los exones 2 a 7 de un
gen CD47 humano en un gen CD47 enddgeno del roedor creando asi un gen humanizado que codifica una proteina
CD47 que contiene una parte humana que contiene aminoacidos codificados por los exones insertados y que
comprende al menos el dominio extracelular y los dominios transmembrana de la proteina CD47 humana.

Cuando sea adecuado, la regién codificante del material genético o secuencia(s) de polinucleétidos que codifican una
parte de la proteina CD47 humana que comprende al menos el dominio extracelular y los dominios transmembrana
de la proteina CD47 humana pueden modificarse para incluir codones que estan optimizados para la expresion en €l
roedor (por ejemplo, véanse las patentes de Estados Unidos n.? 5.670.356 y 5.874.304). Las secuencias con codones
optimizados son secuencias sintéticas y preferentemente codifican el polipéptido idéntico (o un fragmento
biolégicamente activo de un polipéptido de longitud completa que tiene sustancialmente la misma actividad que el
polipéptido de longitud completa) codificado por el polinucledtido precursor sin codones optimizados. La regién
codificante del material genético que codifica una parte de una proteina CD47 humana que comprende al menos €l
dominio extracelular y los dominios transmembrana de la proteina CD47 humana puede incluir una secuencia alterada
para optimizar el uso de codones para un tipo de célula particular (una célula de roedor). Por ejemplo, los codones del
ADN genoémico correspondientes a los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano a insertar en un gen CD47 endégeno
de un roedor pueden optimizarse para su expresion en una célula del roedor. Tal secuencia puede describirse como
una secuencia con codones optimizados.

Un enfoque del gen CD47 humanizado emplea una modificacion relativamente minima del gen endégeno y da como
resultado una transduccién de sefiales natural mediada por CD47 en el roedor, porque la secuencia genémica de las
secuencias CD47 se modifica en un solo fragmento y, por lo tanto, conserva la funcionalidad normal al incluir las
secuencias reguladoras necesarias. Por tanto, en dichos casos, la modificacién del gen CD47 no afecta a otros genes
circundantes ni a otros genes enddégenos que interactian con CD47 (por ejemplo, trombospondina, SIRP, integrinas,
etc.). Ademas, la modificacion no afecta el ensamblaje de una proteina transmembrana CD47 funcional en la
membrana plasmatica y mantiene funciones efectoras normales mediante la unioén y la posterior transduccion de
sefiales a través de la parte citoplasmatica de la proteina que no se ve afectada por la modificacién.

En la figura 1 se proporciona una ilustracion esquematica (no a escala) de la organizacién genémica de un gen CD47
murino enddgeno y un gen CD47 humano. En la figura 2 se proporciona un método ilustrativo para humanizar un gen
CD47 murino enddégeno utilizando un fragmento genémico que contiene los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano.
Como se ilustra, el ADN genémico que contiene los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano se inserta en un locus del
gen CD47 murino enddégeno mediante una construccion de direccionamiento. Este ADN gendmico incluye la parte del
gen que codifica una parte extracelular y los dominios transmembrana (por ejemplo, los restos de aminoacidos 16 a
292) de una proteina CD47 humana responsable de la unién al ligando.

Un roedor (por ejemplo, un ratén) que tiene un gen CD47 humanizado en el locus CD47 endégeno se puede preparar
mediante cualquier método conocido en la materia. Por ejemplo, se puede crear un vector de direccionamiento que
introduzca una parte de un gen CD47 humano con un casete de seleccion de farmacos. En la figura 2 se ilustra un
locus CD47 endbgeno de un genoma de ratdon que comprende una insercion de los exones 2 a 7 de un gen CD47
humano. Como se ilustra, la construccién de direccionamiento contiene un brazo de homologia en 5' que contiene la
secuencia cadena arriba del exén 2 de un gen CD47 murino endégeno (~39 Kb}, seguido de un fragmento de ADN
genomico que contiene los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano (-23,9 Kb), un casete de seleccion de farmacos (por
ejemplo, un gen de resistencia a neomicina flanqueado en ambos lados por secuencias 10xP; ~5 Kb) y un brazo de
homologia en 3' que contiene la secuencia cadena abajo del exén 7 de un gen CD47 murino endégeno (~99 Kb). La
construccion de direccionamiento contiene un casete de seleccion de farmacos que se autoelimina (por ejemplo, un
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gen de resistencia a la neomicina flanqueado por las secuencias loxP; véanse las patentes de Estados Unidos
n.? 8.697.851, 8.518.392 y 8.354.389). Tras la recombinacién homéloga, los exones 2 a 7 de un gen CD47 murino
endogeno se reemplazan por la secuencia contenida en el vector de direccionamiento (es decir, los exones 2 a 7 de
un gen CD47humano). Se crea un gen CD47 humanizado que da como resultado una célula o animal no humano que
expresa una proteina CD47 humanizada que contiene aminoacidos codificados por los exones 2 a 7 de un gen CD47
humano. El casete de seleccion de farmacos se retira en funcion del desarrollo, es decir, la progenie procedente de
ratones cuyas células de la estirpe germinal contienen el gen CD47 humanizado descrito anteriormente eliminaran el
marcador seleccionable de las células diferenciadas durante el desarrollo.

Los roedores de la presente invencién se pueden preparar como se describe anteriormente, o mediante métodos
conocidos en la materia, para que comprendan genes humanos o humanizados adicionales, con frecuencia
dependiendo del uso previsto del roedor. Se puede introducir material genético de dichos genes humanos o
humanizados adicionales mediante la alteracién adicional del genoma de las células (por ejemplo, células madre
embrionarias) que tienen las modificaciones genéticas como se ha descrito anteriormente o mediante técnicas de
reproduccién conocidas en la materia con otras cepas modificadas genéticamente segln se desee. Los roedores de
la presente invencion se preparan para comprender ademas uno o mas genes humanos o humanizados seleccionados
de SIRPa (CD172a), IL-3, M-CSF, GM-CSF y TPO. Los roedores de la presente invencion se pueden preparar
mediante la introduccién de un vector de direccionamiento, como se describe en el presente documento, en una célula
de una cepa modificada. Por poner solo un ejemplo, un vector de direccionamiento, tal como se ha descrito
anteriormente, pueden introducirse en un ratén con deficiencia de Rag?2 y de IL-2Ry e incluir cuatro citocinas humanas
(Rag2”IL2Ryc”; M-CSFHu; IL-3/GM-CSFHu; hSIRPal; TPOHY). Los roedores de la presente invencién pueden
prepararse para que comprendan ademas un gen de la proteina alfa reguladora de sefiales (SIRPa) humana o
humanizada. Los roedores de la presente invencién comprenden un gen CD47 humanizado, como se describe en el
presente documento, y material genético de una especie heteréloga (seres humanos), en donde el material genético
codifica una o mas proteinas heterélogas seleccionadas de SIRPa (CD172a), IL-3, M-CSF, GM-CSF y TPO. Los
roedores de la presente invencién pueden comprender un gen CD47 humanizado como se describe en el presente
documento y material genético de una especie heterdloga (seres humanos), en donde el material genético puede
codificar una proteina SIRPa (CD172a) heteréloga (humana). Los roedores de la presente invencién pueden
comprender ademas un gen S/RPa que comprende una parte enddégena y una parte humana (por ejemplo, los exones
2 a 4 de un gen S/RPa humano), en donde la parte humana codifica el dominio extracelular de una proteina SIRPa
(por ejemplo, los aminoacidos correspondientes a los restos 28 a 362 de una proteina SIRPa humana) y la parte
endégena codifica el dominio intracelular de una proteina SIRPa enddgena; la parte humana y la parte endégena
pueden estar unidas operativamente a un promotor SIRPa endégeno.

Por ejemplo, como se describe en el presente documento, los roedores que comprenden un gen CD47 humanizado
pueden comprender ademas (por ejemplo, mediante cruzamiento o estrategias de seleccion de genes multiples) una
o mas modificaciones como se describe en los documentos PCT/US2010/051339, presentado el 4 de octubre de 2010;
PCT/US2013/058448, presentado el 6 de septiembre de 2013; PCT/US2013/045788, presentado el 14 de junio de
2013; PCT/US2014/056910, presentado el 23 de septiembre de 2014; PCT/US2014/060568, presentado el 15 de
octubre de 2014; PCT/US2012/025040, presentado el 14 de febrero de 2014; PCT/US2012/062379, presentado el 29
de octubre de 2012; PCT/US2014/064806, presentado el 10 de noviembre de 2014; y PCT/US2014/064810,
presentado el 10 de noviembre de 2014. Como se describe en el presente documento, un roedor que comprende un
gen CD47 humanizado (es decir, los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano unido operativamente al exén 1y al exén
8 (y por tanto a cualquier exén cadena abajo) de un gen CD47 de roedor endégeno de modo que el gen CD47
humanizado codifica un polipéptido CD47 que tiene el dominio extracelular y los dominios transmembrana de una
proteina CD47 humana y una parte intracelular de una proteina CD47 de roedor) se puede cruzar con un roedor que
comprende un gen S/RPa humanizado (por ejemplo, los exones 2 a 4 de un gen S/IRPa humano unido operativamente
a los exones 1 y 5 a 8 de un gen S/RPa enddgeno de roedor de modo que el gen S/IRPa humanizado codifica un
polipéptido SIRPa que tiene una parte extracelular de una proteina SIRPa humana (por ejemplo, los aminoacidos
correspondientes a los restos 28 a 362) y una parte intracelular de una proteina SIRPa de roedor; véase, por ejemplo,
el documento PCT/US2014/056910, presentado el 23 de septiembre de 2014).

Aunque en el presente documento se analizan ampliamente realizaciones que emplean un gen CD47 humanizado en
un ratén (es decir, un ratén con un gen CD47 que codifica una proteina CD47 que incluye una parte humana y una
parte de ratdn), también se describen otros roedores que comprenden un gen CD47 humanizado. Dichos roedores
pueden comprender un gen CD47 humanizado unido operativamente a un promotor CD47 enddgeno. Dichos roedores
pueden expresar una proteina CD47 humanizada a partir de un locus endégeno, en donde la proteina CD47
humanizada comprende los restos de aminoacidos 16 a 292 (0 19 a 141 0 19 a 127) de una proteina CD47 humana.
Dichos roedores incluyen cualquiera de los que pueden modificarse genéticamente para expresar una proteina CD47
como se divulga en el presente documento, que incluyen, por ejemplo, ratén, rata, etc. Por ejemplo, para aquellos
roedores para los que no se dispone faciimente de células ME genéticamente modificables adecuadas, se emplean
otros métodos para producir un roedor que comprenda la modificacion genética. Dichos métodos incluyen, por ejemplo,
modificar un genoma de células no ME (por ejemplo, un fibroblasto o una célula pluripotente inducida) y emplear la
transferencia nuclear de células somaticas (SCNT) para transferir el genoma modificado genéticamente a una célula
adecuada, por ejemplo, un oocito enucleado, y gestar la célula modificada (por ejemplo, el oocito modificado) en un
roedor en las condiciones adecuadas para formar un embrion.
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Los métodos para modificar el genoma de un roedor incluyen, por ejemplo, emplear una nucleasa con dedos de zinc
(ZFN) o una nucleasa efectora similar a un activador de la transcripcion (TALEN) para modificar un genoma para incluir
un gen CD47 humanizado.

Un roedor de la presente invencion se puede seleccionar de un ratén, una rata y un hamster. Un roedor de la presente
invencién se puede seleccionar de la superfamilia Muroidea. Un roedor genéticamente modificado de la presente
invencién puede ser de una familia seleccionada de Calomyscidae (por ejemplo, hamsteres similares a ratones),
Cricetidae (por ejemplo, hamster, ratas y ratones del Nuevo Mundo, campafioles), Muridae (ratones y ratas
verdaderos, jerbos, ratones espinosos, ratas con cresta), Nesomyidae (ratones trepadores, ratones de abazén de las
rocas, ratas coliblancas, ratas y ratones de Madagascar), Platacanthomyidae (por ejemplo, lirbn espinoso) y
Spalacidae (por ejemplo, ratas topo, ratas del bambu y zokores). Un roedor genéticamente modificado de la presente
invencién se puede seleccionar de un ratén o rata auténtico (familia Muridae), un jerbo, un ratén espinoso y una rata
con cresta. Un ratén genéticamente modificado de la presente invencién puede ser un miembro de la familia Muridae.
En una realizacién, el roedor de la presente invencion se selecciona de un ratén y una rata. En una realizacion, un
roedor de la presente invencién es un ratén.

Un roedor de la presente invencién puede ser un ratén de una cepa C57BL seleccionado de C57BL/A, C57BL/An,
C57BL/GrFa, C57BL/KaLwN, C57BL/6, C57BL/6J, C57BL/6ByJ, C57BL/6NJ, C57BL/10, C57BL/10ScSn, C57BL/10Cr
y C57BL/Ola. Un ratén de la presente invencién puede ser de una cepa 129 seleccionada del grupo que consiste en
una cepa que es 129P1, 129P2, 129P3, 129X1, 12981 (por ejemplo, 12951/SV, 12981/Svim), 12982, 12954, 12985,
129S9/SvEVH, 129/SvdJae, 12986 (129/SvEvTac), 129S7, 12988, 129T1, 129T2 (véase, por ejemplo, Festing et al.,
1999, Mammalian Genome 10:836; Auerbach, W. et al., 2000, Biotechniques 29(5): 1024-1028, 1030, 1032). Un ratén
genéticamente modificado de la presente invencién puede ser una mezcla de una cepa 129 antes mencionada y una
cepa C57BL/6 antes mencionada. Un ratén de la presente invencién puede ser una mezcla de las cepas 129 antes
mencionadas, 0 una mezcla de las cepas BL/6 antes mencionadas. Una cepa 129 de la mezcla como se describe en
el presente documento puede ser una cepa 12956 (129/SvEvTac). Un ratén de la presente invencién puede ser de
una cepa BALB, por ejemplo, cepa BALB/c. Un ratén de la presente invencién puede ser una mezcla de una cepa
BALB y otra cepa antes mencionada.

En una realizacién, un roedor de la presente invencion es una rata. Una rata de la presente invencién puede
seleccionarse de una rata Wistar, una cepa LEA, una cepa Sprague Dawley, una cepa Fischer, F344, F6 y Dark Agouti.
Una cepa de rata como se describe en el presente documento puede ser una mezcla de dos 0 mas cepas
seleccionadas del grupo que consiste en Wistar, LEA, Sprague Dawley, Fischer, F344, F6 y Dark Agouti.

Métodos que emplean roedores que tienen genes CD47 humanizados

Se han descrito células y animales no humanos transgénicos y mutantes CD47 (por ejemplo, cerdos miniatura)
(Koshimizu H. et al. (2014) PLoS One, 9(2):e89584; Lavender, K. J. et al. (2014} J. Immunol. Methods, 407: 127-134;
Tena, A. etal. (2014) Am. J. Transplant.doi: 10,1111/ajt.12918; Lavender K. J. et al. (2013) Blood, 122(25):4013-4020;
Tena, A. et al. (2012) Transplantation 94(10S):776; Wang, C. et al. (2011) Cell Transplant. 20(11-12):1915-1920;
Johansen, M. L. y Brown, E. J. (2007} J. Biol. Chem. 282:24219-24230; Wang, H. et al. (2007) Proc. Nat. Acad. Sci.
U.S.A. 104:13744-13749; Tulasne D. et al. (2001) Blood, 98(12):3346-52; Oldenborg, P. et al. (2000) Science
288:2051-2054; Verdrengh, M. et al. (1999) Microbes Infect. 1(10):745-751; Chang, H. P. et al. (1999) Learn Mem.
6(5):448-457; Wang, X. Q. et al. (1999) J. Cell Biol. 147(2):389-400; Lindberg, F.P. et al. (1996) Science
274(5288):795-798). Dichos animales se han empleado en una variedad de ensayos para determinar, por ejemplo, los
aspectos moleculares de la expresion, funcion y regulacion de CD47. Se han descubierto diferencias considerables
entre especies. De hecho, los ratones diabéticos no obesos/inmunodeficientes combinados graves (NOD/SCID)
expresan una proteina SIRPa que es capaz de interactuar con CD47 humana y, por lo tanto, se han utilizado
ampliamente para el desarrollo de modelos de ratén con componentes del sistema inmunitario humano (por ejemplo,
véase Takenaka, K. et al. (2007) Nat. Immunol. 8(120:1313-1323). El alelo SIRPa presente en estos ratones no es
representativo del alelo SIRPa presente en otras cepas de ratones y, en general, hay poca reaccién cruzada entre
CDA47 y SIRPa entre especies. Ademés, se ha informado que CD47 en células de raton tiene una movilidad casi
completa, mientras que CD47 en células humanas demuestra sélo aproximadamente de un 30 a un 40 % (Bruce, L.
et al. (2003) Blood 101:4180-4188; Mouro-Chanteloup, L. et al. (2000) VoxSanguinis 78:P030; Mouro-Chanteloup, L.
et al. (2003) Blood 101:338-344). Por tanto, los ratones NOD/SCID no estan exentos de limitaciones. Por ejemplo,
aunque el desarrollo hematopoyético humano de miiltiples linajes puede respaldarse en algunos origenes genéticos
(por ejemplo, BALB/c Rag2”IL-2Ryc™), la homeostasis de otros tipos de células sigue siendo ineficaz (por ejemplo,
linfocitos T y células NK; véanse, por ejemplo, Gimeno, R. et al. (2004) Blood 104:3886-3893; Traggiai, E. et al. (2004)
Science 304:104-107; Legrand, N. et al. (2006) Blood 108:238-245). Ademas, también se sabe que CD47 interactia
con otras proteinas de la superficie celular y proporciona sefializacién bidireccional. Por tanto, los ratones existentes
representan un sistema in vivo ineficaz para dilucidar funciones dependientes de CD47 en diversos procesos
biolégicos, tales como, por ejemplo, injerto y fagocitosis. Ademas, los ratones existentes representan un sistema in
vivo suboptimo para el desarrollo de terapias dirigidas a CD47.

Los roedores de la presente invencion proporcionan un sistema in vivo mejorado y una fuente de materiales biolégicos
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(por ejemplo, células) que expresan CD47 humano que son Utiles para una variedad de ensayos. Los roedores de la
presente invencion pueden utilizarse para desarrollar terapias que se dirijan a CD47 y/o modulen la sefializacién de
CD47-SIRPa. Los roedores de la presente invencién pueden utilizarse para seleccionar y desarrollar terapias
candidatas (por ejemplo, anticuerpos) que se unen a CD47 humana. Los roedores de la presente invencién pueden
utilizare para seleccionar y desarrollar terapias candidatas (por ejemplo, anticuerpos) que bloqueen la interaccién de
CD47 humano con SIRPa humano. Los roedores de la presente invencion pueden utilizarse para determinar el perfil
de unién de antagonistas y/o agonistas de un CD47 humanizado en la superficie de una célula de un roedor como se
describe en el presente documento. Los roedores de la presente invencion pueden utilizarse para determinar el epitopo
0 epitopos de uno o0 mas anticuerpos terapéuticos candidatos que se unen a CD47 humano.

Los roedores de la presente invencién pueden utilizarse para determinar los perfiles farmacocinéticos de los
anticuerpos anti-CD47. Uno o mas roedores de la presente invencioén y uno o mas roedores de control o de referencia
pueden exponerse cada uno a uno o mas anticuerpos anti-CD47 terapéuticos candidatos a diversas dosis (por
ejemplo, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg,
7,5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 40 mg/kg o 50 mg/kg o mas). Los anticuerpos
terapéuticos candidatos se pueden dosificar mediante cualquier via de administracion deseada (por ejemplo, por via
subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, etc.). La sangre puede aislarse de roedores (humanizados y
de control) en varios momentos (por ejemplo, 0 h, 6 h, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias,
10 dias, 11 dias o hasta 30 o mas dias). Se pueden realizar diversos ensayos para determinar los perfiles
farmacocinéticos de los anticuerpos terapéuticos candidatos administrados utilizando muestras obtenidas de roedores
como se describe en el presente documento, que incluyen, pero sin limitaciones, IgG total, respuesta de anticuerpos
antiterapéuticos, aglutinacion, etc.

Los roedores de la presente invencion pueden utilizarse para medir el efecto terapéutico de bloquear o modular la
sefalizacion de CD47 y el efecto sobre la expresién génica como resultado de cambios celulares. Un roedor de la
presente invencién o células aisladas del mismo pueden exponerse a un candidato terapéutico que se une a una
proteina CD47 humanizada (o una parte humana de una proteina CD47) en la superficie de una célula del roedor vy,
después de un periodo de tiempo posterior, analizarse para determinar los efectos en los procesos dependientes de
CD47, por ejemplo, la adhesion, la angiogénesis, la apoptosis, la inflamacién, la migracién, la fagocitosis, la
proliferacion y la eliminacion de tumores (o células tumorales).

Se describen roedores de la presente invencion que expresan la proteina CD47 humanizada. Por lo tanto, las células,
estirpes celulares y cultivos celulares se pueden generar para que sirvan como fuente de CD47 humanizada para su
uso en ensayos de uniodn y funcionales, por ejemplo, para analizar la unién o funcién de un antagonista o agonista de
CD47, en particular cuando el antagonista o agonista es especifico para una secuencia o epitopo de SIRPa humana.
Los epitopos de CD47 unidos por anticuerpos terapéuticos candidatos se pueden determinar mediante células aisladas
de roedores de la presente invencion.

Las células de los roedores de la presente invencion se pueden aislar y utilizar segln las necesidades, 0 se pueden
mantener en cultivo durante muchas generaciones. Las células de un roedor de la presente invencion se pueden
inmortalizar y mantener en cultivo indefinidamente (por ejemplo, en cultivos en serie).

Las células y/o roedores de la presente invencion se pueden utilizar en un ensayo de supervivencia y/o proliferaciéon
(por ejemplo, empleando linfocitos B o T) para seleccionar y desarrollar terapias candidatas que modulen la
sefializacion de CD47 humana. La activacién o pérdida de CD47 puede desempefiar un papel importante en la
regulacién de la proliferacién celular, y la induccién de la apoptosis por CD47 puede resultar de la activacién de
epitopos especificos del dominio extracelular de CD47, por lo tanto, se pueden identificar moduladores candidatos de
CD47 (por ejemplo, antagonistas o agonistas), caracterizados y desarrollados utilizando células de roedores de la
presente invencion. Las células y/o roedores de la presente invencién se pueden utilizar en ensayos de supervivencia
o muerte para determinar el efecto en la proliferacién o apoptosis de una célula especifica (por ejemplo, células
cancerosas) en presencia y ausencia de CD47.

Las células y/o roedores de la presente invencion se pueden utilizar en xenotrasplantes de células heterélogas (por
ejemplo, humanas) para determinar las funciones mediadas por CD47 en la respuesta fisioldgica (por ejemplo,
inmunitaria) a las células humanas trasplantadas. Las terapias candidatas que se unen o bloguean una o mas
funciones de CD47 humano pueden caracterizarse en un roedor de la presente invencién. Las mediciones adecuadas
incluyen varios ensayos celulares, ensayos de proliferacion, analisis de inmunoglobulinas séricas (por ejemplo,
cantidad de anticuerpos), ensayos de citotoxicidad y caracterizacion de interacciones ligando-receptor (ensayos de
inmunoprecipitacioén). Los roedores de la presente invencion pueden utilizarse para caracterizar las funciones
mediadas por CD47 que regulan una respuesta inmunitaria a un antigeno. El antigeno puede estar asociado con una
neoplasia. El antigeno puede estar asociado con una enfermedad o afeccién autoinmunitaria. El antigeno puede ser
una diana asociada con una enfermedad o afeccién que padece uno o0 mas pacientes humanos que necesitan
tratamiento.

Los roedores de la presente invencion pueden utilizarse en experimentos de trasplante o transferencia adoptiva para
determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes bioldgicos para modular la regulacion dependiente de
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CD47 de nuevos linfocitos y su funcién inmunitaria. A los roedores de la presente invencion se les pueden trasplantar
linfocitos B humanos.

Las células de los roedores de la presente invencion pueden utilizarse en un ensayo de migraciéon o propagacion
celular para detectar y desarrollar terapias candidatas que modulen la CD47 humana. Estos procesos son necesarios
para muchos procesos celulares, incluidos la cicatrizacién de heridas, la diferenciacién, la proliferacion y la
supervivencia.

Las células de los roedores de la presente invencién pueden utilizarse en ensayos de fagocitosis para determinar el
potencial terapéutico de compuestos o agentes biolégicos para modular la regulacién de la fagocitosis dependiente de
CD47.

Las células de los roedores de |a presente invencion pueden utilizarse en ensayos de crecimiento (o proliferacion) de
células tumorales para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes biolégicos para modular la
regulacién y/o la apoptosis de células tumorales dependiente de CD47.

Se puede inducir una enfermedad o afeccién inflamatoria en uno o mas roedores de la presente invencion para
proporcionar un sistema in vivo para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes biolégicos para
modular la regulacién dependiente de CD47 de una o mas funciones de la enfermedad o afeccién inflamatoria. La
enfermedad o afeccién inflamatoria puede estar asociada con una neoplasia.

Se puede inducir una condicién antiangiogénica en uno o mas roedores de la presente invencién para proporcionar
un sistema in vivo para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes biolégicos para modular la
regulacién dependiente de CD47 de una o mas funciones de la condicién antiangiogénica. Las funciones ilustrativas
que se pueden evaluar para determinar la eficacia terapéutica incluyen la expresién de quimiocinas, las respuestas
estimuladas por 6xido nitrico (ON) y recuperacién del flujo sanguineo.

Los roedores de la presente invencion pueden proporcionar un sistema in vivo para el analisis y prueba de un farmaco
0 vacuna. Se puede suministrar un farmaco o vacuna candidatos a uno o mas roedores de la presente invencion,
seguido de un control de los roedores para determinar una o mas de las respuestas inmunitarias al farmaco o vacuna,
el perfil de seguridad del farmaco o vacuna, o el efecto en una enfermedad o afeccion. Los métodos ilustrativos usados
para determinar el perfil de seguridad incluyen mediciones de toxicidad, concentracién de dosis optima, eficacia del
farmaco o vacuna y posibles factores de riesgo. Dichos farmacos o vacunas pueden mejorarse y/o desarrollarse en
dichos roedores.

Los roedores de la presente invencién proporcionan un sistema in vivo para evaluar las propiedades farmacocinéticas
de un farmaco dirigido a CD47. Un farmaco dirigido a CD47 humano puede entregarse o administrarse a uno 0 mas
roedores de la presente invencién, seguido del control de, o realizacién de uno o mas ensayos en, los roedores (0
células aisladas de los mismos) para determinar el efecto del farmaco en el roedor. Las propiedades farmacocinéticas
incluyen, pero sin limitacién, cémo un animal procesa el farmaco en varios metabolitos (o deteccion de la presencia o
ausencia de uno o mas metabolitos del farmaco, incluidos metabolitos téxicos), vida media del farmaco, niveles
circulantes del farmaco después de la administracion (por ejemplo, concentracion en suero del farmaco), respuesta
antifarmaco (por ejemplo, anticuerpos antifarmaco), absorcién y distribucién del farmaco, via de administracion, vias
de excrecion y/o eliminacién del farmaco. Las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de los farmacos (por
ejemplo, moduladores de CD47) pueden controlarse en o mediante el uso de roedores de la presente invencion.

Los roedores de la presente invencién proporcionan un sistema in vivo para evaluar la toxicidad especifica de un
farmaco dirigido a CD47. Un farmaco dirigido a CD47 puede entregarse o administrarse a uno o mas roedores de la
presente invencion, seguido del control o realizacién de uno o mas ensayos en los roedores (o células aisladas de los
mismos) para determinar el efecto toxico especifico del farmaco en el roedor. Normalmente, los farmacos estan
destinados a modular una o mas funciones de sus dianas. Por poner solo un ejemplo, un modulador de CD47 esta
destinado a modular funciones mediadas por CD47 (por ejemplo, apoptosis inducida por CD47) mediante la
interactuacion de alguna manera con la molécula de CD47 en la superficie de una o mas células. Dicho modulador
puede tener un efecto adverso que sea una exageracion de la(s) accién(es) farmacolégica(s) deseada(s) del
modulador. Dichos efectos se denominan efectos especificos. Los efectos especificos ilustrativos incluyen una dosis
demasiado elevada, activacién/inactivaciéon crénica y accion correcta en un tejido incorrecto. Los efectos especificos
de un farmaco dirigido a CD47 identificado en, o mediante el uso de, roedores de la presente invencidon pueden
utilizarse para determinar una(s) funcién(es) previamente desconocida(s) de CD47.

Los roedores de la presente invencién pueden proporcionar un sistema in vivo para evaluar la toxicidad colateral de
un farmaco dirigido a CD47. Un farmaco dirigido a CD47 puede entregarse o administrarse a uno o mas roedores de
la presente invencion, seguido del control o realizaciéon de uno 0 méas ensayos en los roedores (o células aisladas de
los mismos) para determinar el efecto toxico colateral del farmaco en el roedor. Pueden ocurrir efectos colaterales
cuando un farmaco interactda con una diana no deseada (por ejemplo, reactividad cruzada con un epitopo comun).
Dichas interacciones pueden ocurrir en un tejido intencionado o no intencionado. Por poner solo un ejemplo, los
isdbmeros de imagen especular (enantiomeros) de un farmaco pueden provocar efectos toxicos colaterales. Ademas,
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un farmaco puede interactuar de manera inapropiada y activar involuntariamente diferentes subtipos de receptores.
Los efectos colaterales ilustrativos incluyen activacion/inhibicion incorrecta de una diana incorrecta
independientemente del tejido en el que se encuentre la diana incorrecta. Los efectos colaterales de un farmaco
dirigido a CD47 se pueden determinar mediante la comparacioén de los efectos de la administracién del farmaco a
roedores de la presente invencién con uno o mas roedores de referencia.

La realizaciéon de un ensayo puede incluir determinar el efecto en el fenotipo (por ejemplo, cambio en el peso corporal)
y/o genotipo del animal no humano al que se administra el farmaco. La realizacién de un ensayo puede incluir
determinar la variabilidad entre lotes para un modulador de CD47 (por ejemplo, un antagonista o un agonista). Realizar
un ensayo puede incluir determinar las diferencias entre los efectos de un farmaco dirigido a CD47 administrado a un
roedor de la presente invencion y a un roedor de referencia. Los roedores de referencia pueden tener una modificacion
como se describe en el presente documento, una modificacién que es diferente a como se describe en el presente
documento (por ejemplo, una que tiene una interrupcion, eliminacién o de otro modo un gen CD47 no funcional) o
ninguna modificacién (es decir, un roedor de tipo silvestre).

Los parametros ilustrativos que pueden medirse en roedores (o en y/o utilizando células aisladas de los mismos) para
evaluar las propiedades farmacocinéticas, la toxicidad especifica y/o la toxicidad colateral de un farmaco dirigido a
CD47 incluyen, pero sin limitacion, aglutinacién, autofagia, divisiéon celular, muerte celular, hemélisis mediada por
complemento, integridad del ADN, cantidad de anticuerpos especificos del farmaco, metabolismo de farmacos,
matrices de expresion génica, niveles de hematocrito, hematuria, actividad metabélica, actividad mitocondrial, estrés
oxidativo, fagocitosis, biosintesis de proteinas, degradacién de proteinas, secrecion de proteinas, respuesta al estrés,
concentracion del farmaco en el tejido diana, concentracion de farmaco en tejido no diana, actividad transcripcional y
similares. Los roedores de la presente invencién pueden utilizarse para determinar una dosis farmacéuticamente eficaz
de un modulador de CD47.

Los roedores de la presente invencién pueden proporcionar un sistema in vivo mejorado para el desarrollo y
caracterizacién de terapias candidatas para su uso en el cancer. A los roedores de la presente invencién se les puede
implantar un tumor, seguido de la administracién de uno o mas agentes terapéuticos candidatos. Los agentes
terapéuticos candidatos pueden incluir un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico) o un
coctel de anticuerpos; los agentes terapéuticos candidatos pueden incluir terapia de combinacion, tal como, por
ejemplo, administracién de anticuerpos monoespecificos dosificados de manera secuencial o simultanea. Se le puede
dejar al tumor tiempo suficiente para que se establezca en una o mas ubicaciones dentro de los roedores. La
proliferacion, crecimiento, etc. de células tumorales pueden medirse tanto antes como después de la administracion
con el uno o mas agentes terapéuticos candidatos. La citotoxicidad de los agentes terapéuticos candidatos también
se puede medir en el roedor segun se desee.

Los roedores de la presente invencidén pueden proporcionar un sistema in vivo mejorado que aclara los mecanismos
de interaccion entre células humanas a través de la transferencia adoptiva. A los roedores de la presente invencion se
les puede implantar un xenoinjerto tumoral, seguido de una segunda implantacion de linfocitos infiltrantes de tumores
que podrian implantarse en los roedores mediante transferencia adoptiva para determinar la eficacia en la erradicacion
de tumores sélidos u otras neoplasias malignas. Dichos experimentos se pueden realizar con células humanas debido
a la presencia exclusiva de CD47 humana sin competencia con CD47 endégena del roedor. De manera alternativa,
dichos experimentos pueden incluir el uso de células de ratén de un fondo NOD/SCID o BRG (BALB/c Rag2”IL-2Ryc
. Ademas, se pueden mejorar y/o desarrollar terapias y productos farmacéuticos para su uso en xenotrasplantes en
dichos roedores.

Los roedores de la presente invencién pueden proporcionar un sistema /n vivo mejorado para mantener y desarrollar
células madre hematopoyéticas humanas mediante injerto. Los roedores de la presente invencion pueden proporcionar
un desarrollo y mantenimiento mejorados de células madre humanas dentro del roedor. Se pueden observar
poblaciones aumentadas de linfocitos B y T humanos diferenciados en la sangre, médula 6sea, bazo y timo del roedor.
Se puede observar una homeostasis 6ptima de los linfocitos T y las células NK en las células de la sangre, médula
Osea, bazo y timo del roedor. Los roedores de la presente invencién pueden demostrar un aumento en el nivel o la
cantidad de glébulos rojos (RBC, del inglés red blood cells) en comparacion con uno o mas roedores de referencia.

Se pueden emplear roedores de la presente invencion para evaluar la eficacia de un farmaco terapéutico dirigido a
células humanas. A un roedor de la presente invencion se le pueden trasplantar células humanas y se le puede
administrar a dicho roedor un farmaco candidato dirigido a dichas células humanas. A continuacién, se determina la
eficacia terapéutica del farmaco mediante el control de las células humanas en el roedor después de la administracién
del farmaco. Los farmacos que pueden probarse en los roedores incluyen tanto compuestos de moléculas pequerias,
es decir, compuestos de pesos moleculares inferiores a 1500 kD, 1200 kD, 1000 kD u 800 dalton como compuestos
moleculares grandes (tales como proteinas, por ejemplo, anticuerpos), que tienen efectos terapéuticos previstos para
el tratamiento de enfermedades y afecciones humanas al dirigirse a (por ejemplo, unirse a y/o actuar sobre) células
humanas.

El farmaco puede ser un farmaco antineoplasico y las células humanas pueden ser células cancerosas, que pueden
ser células de un cancer primario o células de estirpes celulares establecidas a partir de un cancer primario. En estos
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casos, a un roedor de la presente invencion se le pueden trasplantar células cancerosas humanas y se le puede
administrar un farmaco antineoplasico. La eficacia del farmaco se puede determinar mediante la evaluacion de si el
crecimiento o la metastasis de las células cancerosas humanas en el roedor se inhibe como resultado de la
administracién del farmaco.

El farmaco antineoplasico puede ser una molécula de anticuerpo, que se une a un antigeno en las células cancerosas
humanas. El farmaco antineoplasico puede ser un anticuerpo biespecifico que se une a un antigeno de células
cancerosas humanas y a un antigeno de otras células humanas, por ejemplo, células del sistema inmunitario humano
(o "células inmunitarias humanas") tales como los linfocitos B y los linfocitos T.

A un roedor de la presente invencion se le pueden injertar células inmunitarias humanas o células que se diferencian
en células inmunitarias humanas. A dicho roedor con células inmunitarias humanas injertadas se le trasplantan células
cancerosas humanas y se le administra un farmaco antineoplésico, tal como un anticuerpo biespecifico que se une a
un antigeno de células cancerosas humanas y a un antigeno de células inmunitarias humanas (por ejemplo, linfocitos
T). La eficacia terapéutica del anticuerpo biespecifico se puede evaluar segun su capacidad para inhibir el crecimiento
o la metéastasis de las células cancerosas humanas en el roedor. Al roedor descrito en el presente documento se le
pueden injertar células progenitoras hematopoyéticas CD34+ humanas que dan lugar a células inmunitarias humanas
(incluidos linfocitos T, linfocitos B, células NK, entre otras). Se trasplantan células de linfoma de linfocitos B humanos
(por ejemplo, células Raji) a dicho roedor con células inmunitarias humanas injertadas, al que después se le administra
un anticuerpo biespecifico que se une a un antigeno tumoral (por ejemplo, un antigeno de linfocitos B normales y de
ciertos linfocitos B malignos tal como CD20) y a la subunidad CD3 del receptor de linfocitos T, para probar la capacidad
del anticuerpo biespecifico para inhibir el crecimiento tumoral en el roedor.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para describir a los expertos en la materia cémo preparar y utilizar los
métodos y composiciones de la invencion sin pretender ser limitativos. A menos que se indique de otro modo, la
temperatura se indica en grados Celsius y la presion es la atmosférica o casi atmosférica.

Ejemplo 1. Humanizacion de un gen del grupo de diferenciacion 47 (CD47) endégeno.

Este ejemplo ilustra métodos ilustrativos de humanizacién de un gen endégeno que codifica el grupo de diferenciacion
47 (CD47) en un roedor (por ejemplo, un ratén). Los métodos descritos en este ejemplo se pueden emplear para
humanizar un gen CD47 endégeno de un roedor utilizando cualquier secuencia humana, o combinacién de secuencias
(o fragmentos de secuencias) humanas segin se desee. En este ejemplo, se emplea un gen CD47 humano que
aparece en el clon RP11-69A17 del cromosoma artificial bacteriano (BAC, del inglés bacterial artificial chromosome)
para humanizar un gen CD47 enddgeno de un ratén.

Se construy6 un vector de direccionamiento para la humanizacién del material genético que codifica un dominio IgV
aminoterminal extracelular y cinco dominios transmembrana de un gen CD47 endégeno utilizando tecnologia
VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.2 6.586.251 y Valenzuela et al. (2003) High-
throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution expression analysis, Nature Biotech.
21(6):652-659).

En resumen, se modificé el clon RP23-230L20 del cromosoma artificial bacteriano (BAC) de raton (Invitrogen) para
eliminar la secuencia que contenia los exones 2 a 7 de un gen CD47 endbgeno e insertar los exones 2 a 7 de un gen
CD47 humano utilizando el clon RP11-69A17 del BAC humano (Invitrogen), que codifica los aminoacidos 16 a 292 de
un polipéptido CD47 humano. Se retuvo el ADN enddgeno que contenia ADN gendmico correspondiente a los exones
1, 8 y 9 de la isoforma 2, asi como las regiones no traducidas (UTR) en 5' y en 3'. El andlisis de secuencia de la
secuencia de CD47 humana contenida en el clon RP11-69A17 del BAC confirm6 todos los exones de CD47 y las
sefiales de empalme. El andlisis de secuencia revelé que la secuencia coincidia con el genoma de referencia y las
transcripciones de CD47 NM_001777.3 y NM_198793.2. El ADN genémico correspondiente a los exones 2 a 7 de un
gen CD47 endogeno (-30,8 kb) se reemplazé en el clon RP23-230L20 del BAC mediante recombinacién homéloga en
células bacterianas para insertar un fragmento de ADN que contenia -23,9 kb de ADN genémico humano
correspondiente a los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano del clon RP11-69A17 del BAC y ~4995 pb
correspondientes a un casete de neomicina que se autoelimina flanqueado por sitios de reconocimiento de
recombinasa (loxP-hUb1-em7-Neo-pA-mPrm1-Crei-loxP; véanse las patentes de Estados Unidos n.% 8.697.851,
8.518.392 y 8.354.389). El casete de neomicina que se autoelimina se afiadié al extremo del fragmento de ADN
humano de -23,9 kb que contenia los exones 2 a 7 del gen CD47 humano (Figura 2). El vector de direccionamiento
contenido, de 5' a 3', un brazo de homologia en 5' que contiene ~39 kb de ADN genémico de ratén del clon RP23-
230L20 del BAC, -29,3 kb de ADN genémico humano del clon RP11-69A17 del BAC (que contenia los exones 2 a 7
de un gen CD47 humano), un casete de neomicina que se autoelimina flanqueado por sitios loxP y ~98,8 kb de ADN
genomico de ratdn del clon RP23-230L20 del BAC. Después de la recombinacion homologa en células bacterianas
con el vector de direccionamiento descrito anteriormente, se cre6 un clon RP23-230L20 del BAC modificado que dio
como resultado un gen CD47 humanizado que contenia una UTR en 5' de ratén, un exé6n 1 de ratén, los exones
humanos 2 a 7, los exones 8 a 9 de raton y una UTR en 3' de ratén. En la tabla 3 se proporcionan secuencias de
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proteinas de cuatro isoformas empalmadas proyectadas de manera alternativa de CD47 humanizado que indican los
aminoacidos resultantes de ratdon y humanos codificados por el ADN de ratén y humano, respectivamente.

El clon del BAC modificado descrito anteriormente se utilizé para electroporar células madre embrionarias (ME) de
raton F1H4 (50 % 129/S6/SvEv/Tac, 50 % C57BL/6NTac; Auerbach, W. et al. (2000) Biotechniques 29(5): 1024-8,
1030, 1032) para crear células ME modificadas que comprenden un gen CD47 endbgeno que se humaniza a partir de
los exones 2 a 7. Se identificaron células ME dirigidas positivamente que contenian un gen CD47 humanizado
mediante un ensayo (Valenzuela et al. mencionado anteriormente) que detect6 la presencia de secuencias de CD47
humanas (por ejemplo, los exones 2 a 7) y confirmé la pérdida y/o retencién de secuencias de CD47 de ratén (por
ejemplo, los exones 1, 8 y 9 y/o los exones 2 a 7). En la tabla 4 se muestran los cebadores y las sondas que se
utilizaron para confirmar la humanizacion de un gen CD47 endégeno como se describe anteriormente (Figuras 3). La
secuencia de nucleétidos a través del punto de insercion cadena arriba incluy6 lo siguiente, que indica una secuencia
endogena de raton cadena arriba del punto de insercién (contenida entre paréntesis a continuacién con un sitio de
restriccion AsiSl en cursiva) unida de forma contigua a una secuencia de CD47 humana presente en el punto de
insercién: (GCAGACATGA TTACTTCAGA GCTTTCAAAG CTAGATACTG TACCTTGCAT ATTCCAACAC)
GCGATCGC ATTTTAAGAT TTTCCATCCT AGTGGAAAGA TATGATTTGA TTCATCCTAT TTACTTTGTA
TATTAAAGTA CAGTAGAACC TGCCACTTTT (SEQ ID NO: 33). La secuencia de nucledtidos a lo largo del punto de
insercién cadena abajo en el extremo 5' del casete de neomicina que se autoelimina incluia lo siguiente, que indica la
secuencia gendémica CD47 humana contigua a la secuencia del casete cadena abajo del punto de insercién (contenida
entre paréntesis a continuaciéon con la secuencia loxP en cursiva): GGATCCATTT TAAGTAATAG AATAGGATTT
TTAATTGTTC CAGTGTTTCT GTGATAGAGC TGTCCTGCAC AGACCTGTTT (CTCGAGATAA CTTCGTATAA
TGTATGCTAT ACGAAGTTAT ATGCATGGCC TCCGCGCCGG GTTTTGGCGC CTCCCGCGGG) (SEQ ID NO: 34).
La secuencia de nucleétidos a lo largo del punto de insercion cadena abajo en el extremo 3' del casete de neomicina
incluia lo siguiente, que indica la secuencia del casete contigua a la secuencia genémica de ratén en 3' del exén 7 de
un gen CD47 endbgeno (contenido entre paréntesis a continuacion con la secuencia loxP en cursiva): CATGTCTGGA
ATAACTTCGT ATAATGTATG CTATACGAAG TTATGCTAGT AACTATAACG GTCCTAAGGT AGCGACTAGC
(ATTAGTATGG AAGGTCCGTC CACTGTCCAG GTTCCTCTTG CGGAGCTCTT TGTCTCTCTG GACTCTGTAT
ACACTGCTTG) (SEQ ID NO: 35). La secuencia de nucleétidos a lo largo del punto de inserciéon cadena abajo después
de la eliminacién del casete de neomicina (76 pb restantes) incluia lo siguiente, que indica la secuencia gendémica
humana y de ratén yuxtapuesta a la secuencia loxP de la secuencia del casete restante (contenida entre paréntesis a
continuacion con la secuencia loxP en cursiva): GGATCCATTT TAAGTAATAG AATAGGATTT TTAATTGTTC
CAGTGTTTCT GTGATAGAGC TGTCCTGCAC AGACCTGTTT (CTCGAGATAA CTTCGTATAA TGTATGCTAT
ACGAAGTTAT GCTAGTAACT ATAACGGTCC TAAGGTAGCG ACTAGC)ATT AGTATGGAAG GTCCGTCCAC
TGTCCAGGTT CCTCTTGCGG AGCTCTTTGT CTCTCTGGAC TCTGTATACA CTGCTTGCAT (SEQ ID NO: 36).

Después se utilizaron clones de células ME positivas para implantar ratones hembra con el método VELOCIMOUSE®
(véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.? 7.294.754 y Poueymirou et al., FO generation mice that are
essentially fully derived from the donor gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses, 2007, Nature
Biotech. 25(1):91-99) para generar una camada de crias que contenian una insercion de los exones 2 a 7 de un gen
CD47 humano en un gen CD47 endégeno de un ratén. Se pudieron confirmar e identificar nuevamente ratones que
llevaban la humanizacién de los exones 2 a 7 de una gen CD47 endégeno mediante la genotipificacion del ADN aislado
de los cortes de la cola utilizando una modificacién del ensayo de alelos (Valenzuela et al., antes mencionado) que
detectaba la presencia de las secuencias del gen CD47 humano. Las crias se genotipifican y se seleccionan las
cohortes de animales heterocigotos para el gen CD47 humanizado para la caracterizacion.

TABLA 4
Nombre Cebador Secuencia (5'-3")
7190mTU Directo TGCAGAAGTCACTAGGAGGAAT (SEQ ID NO: 21)
Sonda TCAGTCAACTTCTTCTGGGTTGTTT  (SEQID NO: 22)
CC
Inverso GTGCCAGACTCACTTTCTATCCA (SEQ ID NO: 23)
7190mTD Directo TGCTGCCAATATACGGCTTCTG (SEQ ID NO: 24)
Sonda CAGCTCTCATAGCCAACTATGGTG (SEQ ID NO: 25)
CcC
Inverso TCAAGCAGAGCCTGGTTATCTG (SEQ ID NO: 26)
7190hTU  Directo GTCGTCATTCCATGCTTTGTTAC (SEQ ID NO: 27)
Sonda TGGAGGCACAAAACACTACTGAAG (SEQID NO: 28)
TATACG
Inverso GGACAGTGGACTTGTTTAGAGC (SEQ ID NO: 29)
7190hTD  Directo GGCTTGGTGGCTGATTGTTCT (SEQ ID NO: 30)
Sonda AGCACCCAAACTGATATGCCTGTA  (SEQ ID NO: 31)
TTTG
Inverso TGGGAACTGGTGTTTCAAGTCTA (SEQ ID NO: 32)
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Ejemplo 2. Expresion del polipéptido CD47 humanizado mediante globulos rojos de raton.

Este ejemplo demuestra que se pueden utilizar roedores modificados para contener un gen CD47 humanizado de
acuerdo con el ejemplo 1 para detectar moduladores de CD47 (por ejemplo, anticuerpos anti-CD47) y determinar
diversas caracteristicas, tales como, por ejemplo, farmacocinética y perfiles de seguridad. En este ejemplo, se analizan
varios anticuerpos anti-CD47 en glébulos rojos (RBC) de raton aislados de roedores preparados de acuerdo con el
ejemplo 1, cuyos roedores expresan un polipéptido CD47 humanizado como se describe en el presente documento.

En resumen, se transfirieron 2 ml de sangre completa de ratones CD47 humanizados (n = 2) a un tubo de 15 mly se
centrifugaron a 200g durante 10 minutos a 4 °C. Se aspiraron el plasma y la capa leucocitaria y después se afiadieron
15 ml de PBS y las células se mezclaron suavemente. La mezcla se centrifugd nuevamente a 200g durante cinco
minutos a 4 °C. Se aspir el sobrenadante y las células se lavaron dos veces mas. Los glébulos rojos granulados se
resuspendieron hasta un volumen final en 10 ml de PBS. Los glébulos rojos resuspendidos se centrifugaron por tltima
vez a 200g durante 10 minutos a 4 °C. El volumen de glébulos rojos envasados se estim6 en 0,5 mly se diluy6 hasta
una concentracion del 0,5 % con PBS (0,5 ml de glébulos rojos envasados/100 ml de PBS). La concentracién real de
glébulos rojos se determind con un Cellometer Auto T4 (1,5 x 107/ml; Nexcelom Bioscience).

Se afiadieron ochenta (80) pl de glébulos rojos de ratén al 0,5 % a cada pocillo de una placa con fondo en V de 96
pocillos. Se afiadieron anticuerpos anti-CD47 a cada pocillo (20 pl a 33 nM). La placa se golped suavemente para
mezclar y se incubd6 en hielo durante 30 minutos. Después se lavo la placa dos veces con tampon de tincion (PBS con
FBS al 2 %). Se afiadié anticuerpo secundario Fab-488 (anti-lgG humana de raton AffiniPure conjugado con Alexa
Fluor 488, fragmento F(ab')2 especifico, Jackson Immuno Research) a cada pocillo a una concentracién de 10 pg/ml.
La placa se incub6 nuevamente en hielo durante 30 minutos, seguido de lavado una vez con tampén de tincién. Las
células de cada pocillo se resuspendieron en 200 pl de tamp6én de tincion y se filiraron a través de una placa de filtro
de 96 pocillos. Las células de la placa se analizaron utilizando el sistema BD ACCURI™ C6 (BD Biosciences). Los
resultados ilustrativos se muestran en la figura 4. La intensidad de fluorescencia media (IFM) por encima del control
de isotipo para cada anticuerpo analizado se muestra en la tabla 5.

TABLA 5

Anticuerpo IFM Veces por encima del control de isotipo
Ac A, hlgG4s 28898 258

Ac B, hlgG4s 27545 246

Ac C, higG4s 24620 220

Ac D, higG1 29882 267

Ac E, hlgG4 33423 298

Control, higG4s 112 -

Control, higG4 112 -

hlgG4s: IgG4 humana con regién Fc modificada que tiene una funcion efectora reducida

Como se muestra en la figura 4, todos los anticuerpos anti-CD47 se unieron a los glébulos rojos de ratones CD47
humanizados. Considerado en conjunto, este ejemplo demuestra que (1) los roedores genomanipulados para contener
un gen CD47 humanizado como se describe en el presente documento expresan un polipéptido CD47 humanizado en
la superficie de las células (por ejemplo, glébulos rojos) del roedor, y (2) dichas células son (tiles para detectar
moduladores de CD47 ( por ejemplo, anticuerpos CD47) y determinar los perfiles farmacocinéticos de dichos
moduladores.

Ejemplo 3. Hemaglutinacion de globulos rojos de ratéon que expresan el polipéptido CD47 humanizado.

Este ejemplo demuestra ademas que los roedores modificados para contener un gen CD47 humanizado de acuerdo
con el ejemplo 1 se pueden utilizar en diversos ensayos (por ejemplo, ensayo de hemaglutinacién) para detectar
moduladores de CD47 (por ejemplo, anticuerpos anti-CD47) y determinar diversas caracteristicas, tales como, por
ejemplo, farmacocinética y perfiles de seguridad. En este ejemplo, se analizan varios anticuerpos anti-CD47 en
glébulos rojos (RBC) de raton que expresan un polipéptido CD47 humanizado como se describe en el presente
documento para determinar la concentracion de anticuerpos que promueve la hemaglutinacion.

En resumen, se prepararon glébulos rojos de ratones CD47 humanizados y de tipo silvestre (n = 2) como se describe
en el ejemplo 2. Se afiadieron veinte (20) ul de anticuerpo anti-CD47 (en una dilucioén en serie de 5 veces) a los pocillos
1 a 12 en una placa de fondo en V de 96 pocillos, seguido de la adicion de 80 pl de glébulos rojos de ratén al 0,5 % a
todos los pocillos de la placa. Las placas se golpearon suavemente para mezclarlas y se incubaron a temperatura
ambiente (24 a 27 °C) durante 30 minutos. El criterio de valoracién de la aglutinacién se observé visualmente (es decir,
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los glébulos rojos se depositan en el fondo en las muestras negativas, mientras que los glébulos rojos se aglutinan en
las muestras positivas). Los resultados ilustrativos se muestran en la figura 5, con cuadros para delinear los pocillos
que muestran hemaglutinacion.

Como se muestra en la figura 5, solo la lectina provocé aglutinacion en ratones de tipo silvestre. Sin embargo, dos
anticuerpos anti-CD47 (Ac E y Ac C) ademas de la lectina indujeron aglutinacién en glébulos rojos de dos roedores
CD47 humanizados elaborados de acuerdo con el ejemplo 1. La concentracion a la que estos dos anticuerpos
indujeron la aglutinacion comenzé en 11 nM. Considerado en conjunto, este ejemplo demuestra que los roedores
genomanipulados para contener un gen CD47 humanizado como se describe en el presente documento se pueden
utilizar para evaluar una o mas propiedades (por ejemplo, hemaglutinacién) de moduladores de CD47 (por ejemplo,
anticuerpos contra CD47).

Ejemplo 4. Eliminacion farmacocinética de moduladores de CD47 en roedores CD47 humanizados.

Este ejemplo ilustra un método para evaluar la eliminacién farmacocinética de moduladores de CD47 (por ejemplo,
anticuerpos anti-CD47) en roedores modificados para contener un gen de CD47 humanizado de acuerdo con el
ejemplo 1. En este ejemplo, a roedores (por ejemplo, ratones) CD47 de tipo silvestre y humanizados se les
administraron anticuerpos anti-CD47 y se determinaron los niveles en suero de anticuerpos mediante un ensayo
ELISA.

En resumen, a los ratones de tipo silvestre (n = 5) 0 homocigotos para CD47 humanizado (n = 5; como se describié
anteriormente) se les administraron cuatro anticuerpos anti-CD47 (Ac F, Ac G, Ac Hy Ac |) y un anticuerpo de control
de isotipo 1gG4s (IgG4s). Los antecedentes genéticos de los ratones fueron 75 % CD57BL/6 y 25 % 129Sv. Cada
anticuerpo se probo en cinco roedores CD47 humanizados. Todos los anticuerpos se administraron por via subcutanea
a una dosis de 50 mg/kg. Se recogié un presangrado un dia antes de la administracion del anticuerpo (dia 0). Los
sangrados postinyeccion se recogieron a las 6 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 7 dias, 10 dias y 14 dias. Las
fracciones de suero de los sangrados se separaron y se sometieron a analisis de anticuerpos humanos totales
utilizando un inmunoensayo ELISA.

En resumen, se recubrieron placas de 96 pocillos con un anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG humana (Jackson
ImmunoResearch) para capturar los anticuerpos humanos analizados en los sueros, y después se detectaron los
anticuerpos unidos a la placa mediante un anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG humana conjugado con peroxidasa
de rabano picante (Jackson ImmunoResearch) y sustrato TMB (BD Pharmingen). Las muestras de suero estaban en
diluciones seriadas de seis dosis y los patrones de referencia de los respectivos anticuerpos en diluciones seriadas
de 12 dosis. Las concentraciones de anticuerpo antifArmaco en los sueros se calcularon basandose en la curva patron
de referencia generada utilizando el programa informatico GraphPad Prism. Los resultados se muestran en la figura 6
y la tabla 6.

Los datos demostraron que los anticuerpos administrados a ratones humanizados y de tipo silvestre como se describe
en el presente documento fueron bien tolerados. Considerado en conjunto, este ejemplo demuestra que los roedores
descritos en el presente documento se pueden utilizar para evaluar una o mas propiedades farmacocinéticas de un
farmaco dirigido a CD47 (por ejemplo, un anticuerpo anti-CD47) tal como, por ejemplo, niveles circulantes del farmaco.
Por otra parte, los roedores descritos en el presente documento se pueden utilizar para evaluar la toxicidad de un
farmaco dirigido a CD47 mediante la determinacién de los efectos adversos después de la administracion.

TABLA 6
Concentraciones de anticuerpos en suero (ug/ml + EEM)

A““f)”e’p 6 horas Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7 Dia 10
AcF 1 16’701' 14, 196’461’ 10, 960+133 247+70 37+042 <035 <035
Acg  1190x22 1988x25, 18"}; 20, 483+160 2,9+197 <0,35 <0,35

108,0 + 5,1
AcH  645+385 A 3204608 1,0+02  04+003 006+003 0,05¢0,02

AcligGds 511+166 15’281' % 638+83 11,1+42 05401  01+0,02 <0,35

Controlde 4582 +34, 7025+32, 616,6+27, 567,1+39, 4889+45 357,0+51, B307.6+61,
isotipo 4 3 0 5 0 1 1

Ejemplo 5. Perfiles farmacocinéticos de moduladores de CD47 en roedores CD47/SIRPa humanizados.
Este ejemplo ilustra un método para evaluar la eliminacién farmacocinética de moduladores de CD47 (por ejemplo,

anticuerpos anti-CD47) en roedores modificados para contener genes CD47 humanizados (de acuerdo con el ejemplo
1} y SIRPa. En particular, los roedores CD47 humanizados descritos en el presente documento se modificaron para
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contener ademas un gen S/RPa humanizado que contenia una parte endoégena y una parte humana, cuya parte
humana codifica el dominio extracelular de una proteina SIRPa humana (por ejemplo, los aminoacidos 28 a 362 de
una proteina SIRPa humana) y cuya parte endégena codifica un dominio intracelular de una proteina SIRPa endégena
(por ejemplo, aminoé&cidos que codifican las partes transmembrana e intracelular de una proteina SIRPa murina) como
se describe en el documento PCT/US14/56910, presentado el 23 de septiembre de 2014. Se crearon ratones
CD47/SIRPa doble humanizados mediante el cruce de ratones SIRPa humanizados con ratones CD47 humanizados.
En este ejemplo, a los roedores (por ejemplo, ratones) doblemente humanizados CD47/SIRPa se les administraron
diversos anticuerpos anti-CD47 y se determinaron sus perfiles farmacocinéticos correspondientes.

En resumen, los grupos de tipo silvestre (n = 5) y los ratones homocigotos para genes CD47 y SIRPa humanizados
(CD47"whug|RPa"vhu: n = 5 por grupo) se les administraron anticuerpos anti-CD47 seleccionados y un anticuerpo de
control de isotipo IgG4 (hlgG4s). Los antecedentes genéticos de los ratones fueron 75 % CD57BL/6 y 25 % 129Sv.
Todos los anticuerpos se administraron en una dosis subcutanea Unica de 50 mg/kg. Se recogié un presangrado un
dia antes de la administracion del anticuerpo (dia 0). Los sangrados postinyeccion se recogieron a las 6 horas, 1 dia,
2 dias, 3 dias, 4 dias, 7 dias y 10 dias. Las fracciones de suero de los sangrados se separaron y se sometieron a
andlisis de anticuerpos humanos totales mediante un inmunoensayo ELISA (descrito anteriormente). Adicionalmente,
los niveles de hematocrito se midieron a las 6 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 7 dias y 10 dias y se realizd una
prueba de orina segun fue necesario (a las 6 horas y cuando el color de la orina se desvi6é del color amarillo) para
determinar los recuentos de glébulos rojos. Los resultados ilustrativos se muestran en las figuras 7 a 9.

Como se muestra en las figuras 7 y 8, todos los anticuerpos anti-CD47 demostraron eliminacion mediada por diana
en ratones CD47"vhug|RPavh y, en particular, muchos demostraron perfiles farmacocinéticos similares. Ademas, una
version monovalente de un anticuerpo anti-CD47 (Ac F) demostré una mayor biodisponibilidad que su equivalente
bivalente (Figura 8). Los inventores observaron perfiles farmacocinéticos similares para los anticuerpos entre multiples
experimentos con CD47 humanizado y animales doblemente humanizados (es decir, ratones CD47"V"SIRPa"v/hy),

El Ac J tuvo menos efecto en los niveles de hematocrito que otros anticuerpos anti-CD47 probados (Ac F, Ac G, Ac |,
etc.) y cambios comparables en los niveles de hematocrito para controlar (hlgG4s) en ratones CD47"huSIRPahv/hy,
Las mediciones del hematocrito en los dias 2 a 4 mostraron la mayor caida con respecto al intervalo normal (-38,5-
45,1 %), que incluy6 los grupos administrados Ac F, G e I. En particular, una forma monovalente del Ac F demostré
un efecto reductor retardado en el hematocrito en comparacion con otros anticuerpos probados. Los inventores
razonaron que las diferencias en los niveles de hematocrito entre los distintos grupos de tratamiento podrian atribuirse
a una diferencia en el epitopo reconocido por los distintos anticuerpos. Ademas, los ratones a los que se les
administraron anticuerpos anti-CD47 seleccionados demostraron pruebas positivas con tira reactiva en orina para
hemo a las 6 horas. Por gjemplo, los grupos de tratamiento con Ac J y Ac F tuvieron cada uno un ratén positivo para
hemo el dia 1, mientras que todos los demas momentos fueron negativos. No se observé una pérdida de peso
significativa (>20 %) en ningun grupo de tratamiento.

Considerado en conjunto, este ejemplo demuestra que los roedores de la presente invencidén proporcionan un sistema
in vivo para evaluar las propiedades farmacocinéticas y/o perfiles de uno o mas farmacos dirigidos a CD47 (por
ejemplo, uno o mas anticuerpos anti-CD47), tales como, por ejemplo, niveles circulantes del farmaco. Por otra parte,
los roedores como se describe en el presente documento genomanipulados para contener ademas otros genes
humanizados (por ejemplo, SIRPa humanizado) se pueden utilizar para evaluar la eliminaciéon mediada por la diana
de uno o mas farmacos dirigidos a CD47.

EQUIVALENTES

Habiendo descrito asi varios aspectos de al menos una realizacion de la presente invencion, los expertos en la materia
apreciaran que diversas alteraciones, modificaciones y mejoras se les ocurrirdn facilimente a los expertos en la materia.
Dichas alteraciones, modificaciones y mejoras estan destinadas a ser parte de la presente divulgacion y estan
destinadas a estar dentro del alcance de la invencioén. En consecuencia, la descripcion y los dibujos anteriores son
s6lo a modo de gjemplo y la invencién se define mediante las reivindicaciones que siguen.

El uso de términos ordinales tales como "primero/a", "segundo/a", "tercero/a", etc., en las reivindicaciones para
modificar un elemento de una reivindicacién no denota por si mismo ninguna prioridad, precedencia u orden de un
elemento de una reivindicacion respecto de otro, o el orden temporal para llevar a cabo los actos de un método, sino
que se usan simplemente como marcadores para distinguir un elemento de una reivindicacion que tiene un
determinado nombre de otro elemento que tiene el mismo nombre (salvo por el uso del término ordinal) para distinguir
los elementos de la reivindicacion.

Los articulos "un" y "uno/a", como se usan en el presente documento en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones, a menos que se indique claramente lo contrario, deben entenderse que incluyen los referentes en
plural. Las reivindicaciones o descripciones que incluyen "o0" entre uno o mas miembros de un grupo se consideran
satisfechas si uno, mas de uno, o todos los miembros del grupo estan presentes en, se emplean en, o son de otro
modo relevantes para un producto o un proceso dado a menos que se indique lo contrario o sea evidente de otro modo
a partir del contexto. La divulgacién incluye aspectos en los que exactamente un miembro del grupo esta presente en,
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se emplean en, o son de otro modo relevantes, para un producto o proceso dado. La divulgacion incluye también
aspectos en los que mas de uno, o todos los miembros del grupo estan presentes en, se emplean en, o son de otro
modo relevantes, para un producto o proceso dado. Ademas, debe entenderse que la divulgacion abarca todas las
variaciones, combinaciones y permutaciones en las que una o mas limitaciones, elementos, clausulas, términos
descriptivos, etc., de una o més de las reivindicaciones enumeradas se introduce en otra reivindicacién dependiente
de la misma reivindicacion base (0, 0 segun corresponda, cualquier otra reivindicaciéon) a menos que se indique lo
contrario 0 a menos que sea evidente para un experto en la materia que surja una contradiccién o incoherencia.
Cuando los elementos se presentan como listados, (por ejemplo, en el grupo Markush o en un formato similar) debe
entenderse que también se divulga cada subgrupo de los elementos, y que pueden eliminarse cualquier elemento o
elementos del grupo. Debe entenderse que, en general, cuando la invencién, o aspectos de la divulgacion, se refiere,
o refieren, a comprender elementos particulares, caracteristicas, etc., determinadas realizaciones de la invencion o
aspectos de la divulgacién consisten, o consisten esencialmente en, dichos elementos, caracteristicas, etc. Por
motivos de simplicidad, estas realizaciones no se han expuesto especificamente en todos los casos en el presente
documento con tantas palabras. También debe entenderse que cualquier aspecto de la divulgacién puede excluirse
explicitamente de las reivindicaciones, independientemente de si la exclusién especifica se menciona en la memoria
descriptiva.

Los expertos en la materia apreciaran los estandares tipicos de desviacién o error atribuibles a los valores obtenidos
en ensayos u otros procesos descritos en el presente documento.
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REIVINDICACIONES
1. Un vector de acido nucleico de direccionamiento, que comprende

un brazo de homologia en 5' que comprende una secuencia gendmica cadena arriba del exén 2 de un gen CD47
de ratén,

un fragmento de ADN gendmico que comprende los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano,

un casete de seleccién de farmacos y

un brazo de homologia en 3' que comprende una secuencia genémica cadena abajo del exén 7 de un gen CD47
de ratén,

en donde los brazos de homologia en 5' y en 3' median la integracion del fragmento gendémico que comprende los
exones 2 a 7 de un gen CD47 humano en un locus CD47 de ratén.

2. El vector de &cido nucleico de direccionamiento de la reivindicacién 1, en donde el fragmento genémico que
comprende los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano codifica un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 98 % de identidad con la secuencia de aminoacidos expuesta en los aminoacidos
16 2 292 de la SEQ ID NO: 10.

3. El vector de acido nucleico de direccionamiento de la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el casete de seleccién de
farmacos es un casete de seleccién de farmacos que se autoelimina.

4. Un roedor cuyo genoma comprende un gen CD47 humanizado,

en donde el gen CD47 humanizado codifica un polipéptido CD47 humanizado que comprende una parte de un
polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor;

en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y los dominios transmembrana
del polipéptido CD47 humano, y esta codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano;

en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por los exones cadena abajo del exén
7 de un gen CD47 de roedor;

en donde el gen CD47 humanizado esta operativamente unido a un promotor CD47 de roedor; y

en donde el genoma de roedor comprende ademas uno o mas genes humanos o humanizados seleccionados de
SIRPq, IL-3, M-CSF, GM-CSF y TPO.

5. El roedor de la reivindicacién 4, en donde el gen CD47 humanizado se forma a partir de una sustitucién de un
fragmento genémico que comprende los exones 2 a 7 de un gen CD47 enddgeno de roedor en un locus CD47
endogeno de roedor, con un fragmento genémico que comprende los exones 2 a 7 del gen CD47 humano.

6. El roedor de la reivindicacion 4 o 5, en donde el fragmento genémico que comprende los exones 2 a 7 de un gen
CD47 humano codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 98 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos expuesta en los aminoacidos 16 a 292 de la SEQ ID NO: 10.

7. El roedor de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde el roedor es un ratén o una rata.

8. Una célula o tejido aislado del roedor de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde la
célula o tejido aislado comprende el gen CD47humanizado y uno o mas genes humanos o humanizados en el genoma.

9. Una célula madre embrionaria (ME) de roedor aislada, cuyo genoma comprende un gen CD47 humanizado,

en donde el gen CD47 humanizado codifica un polipéptido CD47 humanizado que comprende una parte de un
polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor;

en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y los dominios transmembrana
del polipéptido CD47 humano, y esté codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano;

en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por los exones cadena abajo del exén
7 de un gen CD47 de roedor;

en donde el gen CD47 humanizado esta operativamente unido a un promotor CD47 de roedor; y

en donde el genoma de la célula ME de roedor comprende ademas uno o0 mas genes humanos o humanizados
seleccionados de SIRPa, IL-3, M-CSF, GM-CSF y TPO.

10. La célula ME de roedor de la reivindicacién 9, que es una célula ME de ratén o una célula ME de rata.
11. Un embrién de roedor que comprende la célula ME de roedor de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10.

12. Un método para evaluar las propiedades farmacocinéticas de un farmaco dirigido al CD47 humano, comprendiendo
el método:
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(i) administrar un farmaco candidato dirigido al CD47 humano a un roedor cuyo genoma comprende un gen CD47
humanizado,

en donde el gen CD47 humanizado codifica un polipéptido CD47 humanizado que comprende una parte de un
5 polipéptido CD47 humano y una parte intracelular de un polipéptido CD47 de roedor;
en donde la parte del polipéptido CD47 humano comprende el dominio extracelular y los dominios
transmembrana del polipéptido CD47 humano, y esta codificada por los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano;
en donde la parte intracelular del polipéptido CD47 de roedor esta codificada por los exones cadena abajo del
ex6n 7 de un gen CD47 de roedor; y
10 en donde el gen CD47 humanizado esta operativamente unido a un promotor CD47 de roedor; y

(i) realizar uno 0 mas ensayos para evaluar las propiedades farmacocinéticas del farmaco candidato.

13. El método de la reivindicacién 12, en donde:
15
(a) el fragmento gendmico que comprende los exones 2 a 7 de un gen CD47 humano codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 98 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos expuesta en los aminoacidos 16 a 292 de la SEQ ID NO: 10; y/o
(b) el genoma de roedor comprende ademas uno o mas genes humanos o humanizados seleccionados de SIRPq,
20 IL-3, M-CSF, GM-CSF y TPO.

14. El método de la reivindicacién 12 o 13, en donde el farmaco candidato es un anticuerpo dirigido al CD47 humano.

15. El método de la reivindicacién 12 o0 13, en donde el roedor es una rata o un ratén.
25
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