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001873- -00000-0000

' Fecha: ZO1O 01 08 16:35:22  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 379 FASENAGIONALII
Act. 411 PRESENTACION Folios: 90

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

®

IZ Patznte de Invencibn

SOLICITUD DE:
[] Patentz 4= Madels d= Utilidad

[ ] capitulo .

Capitula 11,

©0) Nombre: APEIRON BIOLOGICS AG IDENTIFICACION
Direccién: Campus-Vienna-Biocenter 5, A-
SOLICITANTE |45 wien, Austria. ce. O w~t [
(71) C.E D Otro D
Nacionalidad o Domicilio: Wien, Austria.
Lugar de Constitucian: Cual
Telsfonc: 2264270 Fax: R0GG7O1 Nimera
E-mail. jllcco@lloradacamacha.com
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
® cc. X Nt [
Direccion: Calle 72 No. 883 Pisa 52| CE [ ] oo [
REPRESENTANTE |Bogata, Colombia
O APODERADO
| Teléfono: 3264270 Faw: 8OGH70 Cual
Numero 29.600.71% TP £2.215
E-mail: jllcco@llaredacamacha.com
@ Mombra: SCHUSTER, Manfred, LOIENER, Hans, JANZEF-HAWLAT, Evelyne;
PEEALL, Bernhard; STRANMER, Stefan; WAGHER, Battinz y WEIF, Rabert.
INVENTOR(ES) =rnar ® ? y "
(72) Dirension: Jossf Weilandstrasse 84, A-2161 Schrick; Heimgazse 23, A-1230
Wizn;, Forbgasse 2-4/1/2, A-1230 Wien; Burggasse 99, A-1070 Wien;
Zwerggrabeng 12-24/25, A-1220 Wien; Broder Rennar-Gasas 3 Stg. 44, A-2700
Wiener Heustadt y Hauptstrasse 122 A-2724 Hohe Wand-Stillhof,
Nacionalidad o Domicilio: Australia,
® PcT (86)
Swolicitud Internacional Ma. PCT/AT2O05/00021 1 Fesha:  _12/06/03
Publizacion Internacional No._WD 2008/151247 Al Fecha: 151208

Titulo (54) “POLIPEPTIDO ACE2”

Clasificacion Internaciqhal (51) C12N 9/64

@0

Prioridad (32) Pais de Qrigen (22) Fecha (31) Humero de Solicitud
3l E NO D AT 12/06/07 A912/2007
EP 03/04/03 05480052 .9

@ Comprobante de Pago No. _ 03-20.945 y 10-571

Fecha:

20-11-2009 y 05-01-2009




ANEXOS ﬁ\\

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizaciéon de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12. b

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién.de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros: Reporte de Bilsqueda Internacional, Publicacién, Notificaciones de Cambio
de Nombre del Solicitante y Adicidn del Inventor WEIK, Robert y Opinidén
Escrita. y Dibujos. '

FIGURA CARACTERISTICA:
'

\
| XO DOUODO OO OX ODO0D0OOKX ©

\. J

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: ALICIA LLOREDA RICAURTE ;

FIRMA: %)L\CA Lﬂ/u/'id \\

B
\ ~ CC.39.690.713 Usaquén T.P.53.215 | /
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) M° ds solicitud: A ) _ ) ’1 a (51) Int C1: CIIM GI64
22} Fecha de soliciiud: 03-01-2010 (7NYaolicitanie(s) APEIRON BIOLOGICS AG
(30) Prioridad ~ (31)  No. Prioridad  (32) Fecha (33) Pais
A 91372007 12-06-07 AT
(02450052.9 08-04-08 EF | (72) Inventor(ss)  SCHUSTER, Manfred;, LOIBHER, Hans;
JANZEK-HAWLAT,  Evelynz;  PEBALL,
Bemhard; STRANNER, Ztefan, WAGMER,
Bettina y WEIK, Robert.
(74) Apoderado;  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(£5) Fecha limite inicio 1232 nacional:  12-01-2010 (37)  Fublicacidn internacional
(86) Datos relalivos ala prezentacion de Iz golicitud PCT Fecha: 18/12/08
Fecha de presentacion de fa solicitud: — 12/06/08 N° publicacién: WO 2008/151347 A1
No. de solicitud PCT/AT2008/000211

(54) Titulo: “POLIPEPTIDO ACE2”

Resurngn - Reivindicacién(es):
Reivindicacién numero 1:
Un polipéptido ACE2 recorbinante, caracterizado porque 2sté prezents coma un dimero, &n donds en ambos polinéptidos

ACEZ, todos 1oz sitios de N-glicosilacidn poziblez san gliensiladoz, ambos polipéptidos ACEZ sada uno tiens por ko menos
10 residuos de Acido aidlico, ningan polipdptido ACE2 tizne un dominio de transmembrana y of dimar tieng Zn®,

{JLLCCO: 206120.00C v.1}

(N



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
TUFERTNTENNENCIA  PATENTEDEMVENCION _ FGT < MODELODEUTILDAG __ DISERO INDUSTRIAL _

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 09-01-2010
(51) Clasificacian Intemacional © G120 9/64
(71)solicitants(s) APEIRON BIOLOGICS AG

(72) Inventor(zs)  SCHUSTER, Manired; LOIBNEF, Hang, JAHZEF-HAWLAT, Evelyne; FEBALL, Bemhard; STRANNEFR, Ztefan; WAGNER,
Bettina y WEIK, Robert,

(74) Apoderado: ALICIA LLOFEDA FICAURTE

(30) Priciidad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
A 913/2007 12-06-07 AT
08450052.9 08-04-08 EP
(85) Fecha limits inicio fase nacional: 12-01-2010 (67) Publicacién intzmacional
(88) Datos relatives = la prasentacion de la colicitud PCT Fecha:  18-12-08
Fecha de presentacion o 13 solicitud: 12-06-08 N° publicacion: WO 2008/151347 A1
No. de solicitud PCT/AT2008/000211

(54) Titulo: “POLIPEPTIDO ACE2"




R - SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

et o eyt DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO

SUPERINTENDENCI. FATENTE DE INVENCION  PCT ¥ MODELS DE UTILIDAD _ DISERO INDUSTRIAL _

' (21) N° dz soliciiud: (22) Fecha ds solicitud: 08-01-32010

(61) Clasificacion Internacional © 12N 5/64
(71) Solicitanie(g) APEIROH BIOLOGICS AG

(72) venltor(es)  SCHUSTER, Manfrsd; LOIRNER, Hang, JANZEF-HAWLAT, Evelyns; FEBALL,
Batnhard; STRAHMEF, teiun; WAGHER, Bettina y WEIF, Fobert.

(74) Apwidsrado: ALICIA LLOFEDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (>1) No. Prioridad (32) Fecha  (33) Pais fx6cm
A 91312007 12-06-07 AT
08450052.9 08-04-08 EP
(BE) Fecha limit inicio fases nacional: 12-01-2010 (87) Publicacian intzmacional:
(66) Dato: relativo: a la prezentacion de la salic. PCT Fecha: 11-12-03 :
Fecha dz presentacion de la zoliciiud: 12-0A-03 Miv. Publicacion : WO 2008/151347 A1
No. De salicitud PCT/AT2008/000211

(54) Titulo: “POLIPEPTIDO ACE2"

(57) Resumen:
Reivindicacién narmero 1:

Un polipéptido ACEZ recombinante, caracterizado porque &3ts prezents coma un dimero, &n donds en ambis palipéptidos AGE?, tados los sitios da
N-glicozilacion pozibles zon glicocilados, ambos polipéplidns ACEZ cada uni fiene por by manos 10 residuos de scido siglico, ningin polipéptido
ACE2 tiznz un dominio de tranzmembrana y el dimero tiene Zn2-,




INTEBNATIONAL SEARCH REPORT

International applization Ho

~ '  PCT/AT2008/000211

A. CLASSIFIZATION OF SUBJECT MATTER

INV. CIZN9/€3 A61K35/48

According o International Patant Clezgification (IPC) o 16 Bath nalional claszitication and IF G

B. FIELDS SEARCHED

Minimum dccumenlation scarchcd (classifization zystem followe d by clagsificatisn eymbols)

C12N

Documantation zearchsd othe r than minlinum Jocume itation 15 the erlent thst aush doumants a6 Includod in the fishls scorched

Efectronic 4a1a 5353 congcuMad during the intamational 3aarch (nams of datls base and, wher: pradtical, scarch Linwes u3zd)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catesry* | Gistin of document, with Indbathn, wisre appropriate. of tha rol: vant passngss Aelkvant to clalm Ho,
ory S o

X - VINCENT M J ET AL: "Chlorcquine is a 1-41
potent inhibitor of SARS coronavirus
infection and spread"

VIROLOGY JOURNAL 20050822 GB,

vol. 2, 22 August 2005 (2005-08-22),
XP021010915 ‘ "

ISSN: 1743-422X 1743-422X

figure § '

page 6 - page 7

Further dosuments arz latad in the aontinuation of Boy O, D Sz patent lamdly annox.

Spactal cate garias of s Jncumants

‘T lator cument pubtlished aflzr the international filing date
or priority dats and not In 2oanflict with th: applization but
Cited 10 Unasrstang tha EHRCIPIS oF the sy undiryng tng
nwvention ’

*** document of particular 3l3vanca;

A drsument dafining lhe aanoral stals of the ait whilzh bz nat
Dod 3ra to B2 Of paneular relevance

*E* oarliar danumant bl publishad of of after ths intormational the claknad (rventian

filing date ) cannd by eonsidered novol of cannot b conskerzd 1o
'L document which may throvs Joubts oR privity claim(s) ot nvalve an inventive step vAish he dasumant is taken akbna
\:-Ir:ch Is cm_a?!o @ 51“’.}‘,"”1 the ':’"b,'.“"':"?'.' ;'iale of anather " document of particular ralovanes; the claimad inventian
-ch2ion or other 3pacial r2asin (a5 speitid) cannil b3 conatdined to Involvs an Invantive siep whan the
*0° Aesement retsming 9 an ceal dischsaure, use, exhibilion or dcument ks corbined vith o6 or moce otlicr such docu-
other maana o mantg, Such combination t=:ing sbvicus to 3 parson skillcd
P ducument putdlishod pror 1o e intarnational filing dats but in the an,
ter thar tha prionty d3to clam: *&0 documant member of the sam:2 patent tamity
Date ot th actual complation of the intzenctional s arch Date o mailing of the intemational s srch rapan
8 September 2005 : : 30/09/2008
Hama and mailing 20drees of the 154/ Authorized ificar

Europaan P atar Ofles, P.B. SG1E Fatosdlaan 2
ML - 2220 WV Rijewijk

Tel (+51-70) 28 -:3%1:\'3 Tx 31651 epo ni, Schmitz , Till

Fax; (+31-70) 34

Form FSTASA/210 (socend ghoot) (Al 2053)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internationot applization No

PCT/AT2008/000211

CiContinuation). DQCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catcgory® | Chation of document, wilh indicatisn, wharo appropriate, of the relovant pazsagse Relavant to claim Mo,

X WARNER FIONA J ET AL: 1-41
"Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2),
but not ACE, is preferentially localized
to the apical surface of polarized kidney
cells."

THE JOURNAL OF BIOLOuILAL CHEMISTRY 25 NOV
2005,
vol. 280, no. 47, -

25 November 2005 (2005-11-25), pages
39353-39362, XP002490917 ‘

ISSN: 0021-9258 -

figure 5 _ o
page 39355, left-hand column
page 39358, left-hand column '
X PEPTIDE AND PROTEIN-BASED THERAPEUTICS 1-41
' Pioneering New Frontiers January 7-9, 2008
-~ Hotel Detl Coraonado - San Diego,
California

Downloaded 30.07.2008 from
http://www.infoshop-japan.com/conference/p
eptalk/pdf/peptide-proteinbased. pdf

page 11, Development of an ACEZ Enzyme
Substitution Therapy

XP002490920

abstract
A KOST O A ET AL: "New feature of
angictensin-converting enzyme:
carbohydrate-recognizing domain."

JOURNAL OF MOLECULAR RECOGNITION : JMR
2000 NOV-DEC,

vol. 13, no. 6, November 2000 (2000-11),
pages 360-369, XP002490918

ISSN: 0952-3499

table 1

A | PRABAKARAN P ET AL: "A model of the ACE2
structure and function as a 5ARS-CoV
receptor”

"‘BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH

COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.

ORLANDO, FL, US

vol. 314 no. 1,

30 January -2004 (2004-01-30), pages
© 235-241, XP004483586

ISSN: 0006-291X :

figure 1

page 236, right hand column

Fam PCTIIS&/GlO'(c‘Jn!hualicn oA Celon d Iz (Ao 2005)
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International application He

PCT/AT2008/000211

C(Conﬂnuatloni). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Chation of dzcuminl, with Indicalion, where appropriale. of the rdbvant pacesgss

Ratavant (o alain M),

A - VICKERS CHAD ET AL: “"Hydrolysis of
biological peptides by human
angioten in- cUnVcrting envymc-relatcd
carboxypeptidase"”

- JOURNAL OF BIOQLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN
SOCIETY OF BIOLOCHEMICAL BIOLOuI:T:
BIRMINGHAM, ; US,

- vol, 277, no. 17
26 April 2002 (4002 04- ’6) pages
14838-14843, XP0024¢4545
ISSN: 0021-9258 .
cited in the application
the whole document

A IMAT Y ET AL: "Angiotensin-converting

: enzyme 2 protects from severe acute lung
failure"

NATURE, NATURE PUBLISHING GROUP, LONDON

UK,

vol. 436, no. 7047,

7 July °005 (2005- 07 -07), pages 11z-116,

XP002349987 : :

ISSN: 0028-0826

the whole document

A TIPNIS ET AL: "A human homolog of

, _ Angiotensin-converting enzyme"

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, AMERICAN

SOCIETY OF BIOLOCHEMICAL BIOLOGISTS

BIRMINGHAM, ; US,

vol. 275, no. 43

27 October 2000 (LOOO 10- 27) pages

33238-33243, XP002207551

ISSN: 0021-9258

the whole document

A | GUY JLETAL: "Membrane-associated zinc
peptidase families: comparing ACE and
ACE2"

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA (BBA) -
PROTEINS & PROTEOMICS, ELSEVIER,

vol. 1751, no. 1,

1 August 2005 (2005-08-01), pages 2-8,
XP004995171

ISSN: 1570-9639

the whole document

Form PSTAZALI10 (exntinudtinn of soqwad shoct) (2ol 2:5)



wo 2008/151347 A1 MW 0000 000 00 A A

(19) Weltorganisation fir geistizes Eigentum

(42) Infernationales Verdifentlichungsdainm

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALL ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFTENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

Internationales Biiro

18, Dezember 2008 (15.12.2008)

«\ A0 0O I

10) Internationale Verdffentlichungsnommer
=

WO 2008/151347 Al

(51

(21)

(22)

25
(26)

(30)

(7D

(72)
(75)

Iniernationale Patentklassifikation:
CI2N 9/64 (2006.01) ACIK 38/48 (2000.01)

Internationales Aktenzeichen: PCT/AT2003/000211
Internationales Anmeldedatum:

12. Juni 2008 (12.06.2002)
Einreichungssprache: Dentsch
Verdffentlichungssprache: Deuntsch

Angaben zur Prioritit:
A 91372007
08450052.9

12. Juni 2007 (12.06.2007) AT
8. Apnl 2008 (02.04.2002) EP
Anmelder (fiir alle Beisvinomungsciacien mie Ausnahins
von US): APEIRON BIOLOGICS I'ORSCHUNGS-
UND ENTWICKLUNGSGLESELLSCHATT M.B.H.
[AT/AT]; Brunincr Sirasse 59, A-1230 Wien (AT).

Erfinder; und

Erfinder/Anmelder (nur jiir UZ2): SCHUSTER, Man-
fred [AT/AT); Jozef Weilandsiracse 84, A-2191 Schiick
(AT). LOIBNER, Hans [AT/AT]; Hzimgass: 23, 4-1230
Wien (AT). JANZEK-HAWLAT, Evelyne [AT/AT]; Kor-
bgasse 2-4/1/2, A-1250 Wizn (AT). PEBALL, Bernhard
[AT/AT], Burggasse 99, A4-1070 Wien (AT). STRANNER,
Stefan [AT/AT]; Swerggrabeng. 18-24/25, A-1230 Wizen
(AT). WAGNELR, Beltina [AT/AT), Briider Rennar-Gasse
3 Siz. 4/4, A-2700 Wicnor Mzusiadi (AT).

(74

) Anwalt: SONN & PARTNER,; Fiemergasse 14, A-1010
Wicn (AT).

(S1) Bestimmungssiaaten (soweit nichi anders angegaeben, flir

Jjede veifiighare nationale Schutzrechizars): A, AG, AL,
AM, &0, AT, AU, AT, B4, BE, LG, EH, BE, EW, BY,
EZ, CA, CHCH, CO, CR, CU, CT DE, DE, TM, T,
Tz, BC, EE, BG, ES, F1, G5B, 50, GE, GH, GM, ST, M,
HE:, HU, Iy IL, U 15, 07 VE, V.G, EM, ELL ER ER EZ,
LA, LC, LY, LT, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, 114G, ML,
ML, MW, LI, MY, M2, TA, TG, T, 1O, HZ, OM, FG,
PH, FL, PT, F3, ES, RU, &2, &D, SE, &3, SK, SL, 3M,
3V, 5Y, TJ, T™, T17, TF, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, ZA, ZM, ZW.

~

Bestimmungsstaaten (sowzit nicht mders anpepeben, fiir
Jede verflighave repgionale Schutzrechtzart): ARTPO (BW,
GH, GM, FE, L5, MW, MT, 174, O, 5L, 52, T, 15,
TM, W), zurazisches (8, AT, BT PG, VO, MDD, RU,
TJ, TM), curopdisches (AT, BE, BG, CH, C%, CZ, E, DE,
EE, ES, FI, PR, GB, GR, HR, HU, I, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MT, HL, 130, PL, PT, WD, SE, E1, 8E, TR), GAPI (BF,
EJ, CF, 205, C1 M, GA, G, 0G50, SW, ML, MP, HE, SN,
™D, TG).

Erklirung gemil Regel 4.17:

Verdlfentlicht:
mii internaiionalem R2cherchenbericht

Evfinderarblivung (Regel 4.17 Ziffer iv)

(54) Title: ACEZ POLYFEFTIDE

(54) Bezelchnung: ACE2 POLYPEPTID

(57) Abstract: The preseni inveaiion rzlaiz: 5 recombinani ACE2 pelypepiide, wharz ihe ACE2 polypepiide ic present as a dimer.

half-life.

The diraer ic formed spacifically from glycocylaied monomar: and i3 uzed for produsing pharmacsutical products with an cxtzndsd

(57) Zusammenfassung: Dic vorliegend: Erfindung beinifit rzkorabinanice ACE2 Polypeptid, wobzi das ACE2 Felypetid als Di-
mer vorlicgt. Daz Dimer wird im cpzicllen avs glykozyliertzn Monomercn gebildet und zur Hersicllung pharmszeuiischer Produkie
mit verlidngeiter Halbwertezeit cingesetzi.
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PATENT COOPERATION TREATY

FCT/ATZ00S/000211

From the THTEFITATIONAL BUFEAU

PCT

MOTIFICATION OF THE PECOFDITRS
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Adwinistrative Instructions, Seciion 422)
Date of mailing (day/monthlyear)
03 Decembear 2009 (03.12.2003)

To:

SO & FARTHER
Rizmargasse 14
A-1010 Wien
AUTRICHE

Applicant'z or agont'z file refercnce
B!

R 52100

IMPORTANT NOTIFICATION

Inicrnational wpplication lio.
P

PCT/AT200E/000214

Inicrnaiional filing daic (daylionih/year)

12 Jung 2008 (12.06.2003)

1. The following indicationz appearad on recoid concerning:

B8 ths epplicant O th: inveator

[ iz agomi

O the common reprezenistive

Hame and Addrees

APEIPOM BIDLOGICS FORSCHUNGE- UND
EMNTWICKFLUMNSSSESELLETHAFT M.B.H.
Carpus-Vienna-Biocenter &

A-1030 Wien

Austria

Siaiz of Nationality State of Dasidene:

AT AT

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

[ the person B the nawe [ ihe addrss

2. The Intamaiional Porzau hercby noiifizs ihe applicant that ihe following changs has bzein recordzd concaming:

O ik asiionaliiy O it racidencs

Mame and Addrees

APEIRDHM RIDLOGICE AG
Campus-Vienna-Biocenter &
A-1030 Wien

State of Mationality State of Nesidence

AT AT

Telephones to.

Austria Facsimile No.

E-mail address

[ Neiifieaiions by z-mail authorized
3. Further observations, if neccssary:

4. A copy of thic nofification hac besn zent to:
] the raceiving Office
[ the lulematicinal Szarching Anihodiy
O  the Anthority(ies) epecified for supplemeniary s2arch

the Inicmaitonal Preliniinary Examining Auihority
ihie dezignaiad Offices coucermed

the zlzeizd Officzs concemnad

siher:

ax0id

The hideimational Dureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Genzva 20, Svatzerland

Faceimile o, ~41 23 332 29 75

Auihorized oiticer

e-mail pt0S.pet@wipo.int
Telephone 1o, --41 22 333 74 03

Tolu Catherine

Form PCT/IB/306 (Jarmary 2009)

1/D948X13J0

Z



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

FIOTIFICATION OF THE PECOPDIFG
OF A CHANGE

(FCT Rule 92bis.1 and
Adwinizirative Instruciions, Section 422)

PCT/ATZ008/000211

From the THTEFHATIONAL BUREAU

To:

SOHE & PARTHER
Riemergasse 14
A-1010 Wien
AUTRICHE

Date of mailing (day/imonth/year)
11 June 2009 (11.06.2009)

Applicant’s or agent's file reference

R 52100

IMPORTANT NOTIFICATION

Internationz] application Mo.

PCT/ATZ00NS/000211

Inicriational filing date (day/inonih/yvear)
12 Jdune 2008 (12.05.20032)

1. The following indications app=ared on record conczrning;

DA th: applicant B e invenior

O the agait

O ihz cammon rzprescniative

Mame and Address

Siaie of Nailonalily Siaiz of Residencs

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

[ the parsan O the paras

2. The Tnternational Burzaw harsby aofifiee the applicani ihai the folloving changs has been reoordzd concerning:

[ ihe addrass

[ ihe nationaliiy O iz residancs

Mame end Address

WEIK, Robert

Hauptstrasse 122

A-2724 Hohe Wand-Stollhof
Austria

Staie of Tationality State of Nesidence

AT AT

Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[J Hetifications by e-mail avthorizzd

3. Further observations, if necassary:

inveritor for all designated States,

The peraon idantified in Bo: 2 should be added io the rzcord az applicant for thy United States of Arncrica anly and

4. A copy of this nolificaiion has bzen szni io;
[J] thsrzcziving Offic:
[ the lwizmational Searching Auihority
[ the Anthority(ics) specifiad for supplzmeniary szarch

ihe Iniernaiional Preliminary Examining Auihosiiy
ihe dasignaied Officzc concernad

ihe zlzced Officse concemed

oiher:

O

The International Burzau of WIPO
34, chemin dzs Colombeties
1211 Genzva 20, Switzerland

Faccimile o, +41 22 3328 39 7%

Auihorized oificer
Nibut Aicha

e-mail pi05. pct@wipo.int
Telephone 1le. -1 22 533 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009)

1/D267DP6CO

M.
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' VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM
| GEBIET DES PATENTWESENS

Absender: | INTERNATIOMALE RECHERCHENBEHSRDE

o ~— 1  PCT

siehe Formular PGTASAZZ0 | SCHRIFTLICHER BESCHEID DER

INTERNATIONALEN
. RECHERCHENBEHORDE
" (Regel 43bis.1 PCT)
Absendedatum | i
(Taghlonatlahr) sighz Formular FCTASA/
. ' 210 (Blatt 2) : -

A!—:ten:aichen des Anmelders oder Anwahs . WEITERES VORGEHEN -
siche Formular PCTASA220 ) siche Punkt 2 unten
lnfem_atic-nalés Aktznzeichen Intzrnationales Anmeldsdatum (Taghicnatiahr) P!’iotilélsdaium-(Tag,MonaL(Iahr)
PCT/AT2008/000211 12.06.2008 _ 12.06.2007

Internationale Patenttlassifikation (IPC) eder nationale Flassifitation und IPC

INV. C12N964 A61K38/438

Anmelder :

APEIRON BIOLOGICS FORSCHUNGS- UND ...

1. Dieser Bescheid enthdlt Angaben zu folgendan Punkten:

Feld Nr. IV * 'Mangelnds Einhaitlichkeit der Erfindung

FeldNr.V  Begrindste Feststellung nash Regel 42bis.1 @) i) hinsichtiich der MNeuheit, der erfindérischan
Tatigkeit und der gawerblichen Anwendbarkeit; Iinterlagen und Erklarungen zur Stitzung
dieser Feststellung )

" 0O FeldMr. VI Bestimmts angsfiihrte Linterlagen

FeldMr.|  Grundlage des Bischeids
& FeldNr.Il  Prioritat ‘ . _
© 0 FeldMr. Il . Keina Erctellung aines Sulachtens Gber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche
: . - Anwendbarkeit ' - o :
O .
6

O Feld Mr. VIl Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung
0. Feld Nr. VIII  Bestimmte Esmerkungen zur internationalen Anmeldung

WEITERES VORGEHEN

N~

Wird ein Antrag auf intarnationale verldufige Prafung gestellt, so gilt dieser Bescheid als echriftlicher Bescheid der
mit der.internalionalen vorliufigen Prafung beauftragten Bzhorde (“IPEA"); dies trifft nicht zu, wenn der Anmelder
gine andere Behdrde als diese als IPEA wahlt und die gewahlts IPEA dem Infernationale Biro nach Regel 66.1bis b)
mitgeteill hal, dass schrifiche Baschaide disser Internatiznalen Racherchenbehirde nicht anerkannt werden.

Wann dizser Beschaid wie cben vargesehan als schrifilicher Bescheid der IPEA qilt, s0 ist dar Anmelder
aufgefordart, bei der IPEA vor Ablauf van 3 Monat2n ab dem Tag, an dem das Formblatt PCTASAZ220 abgesandt
wurde nder var Ablauf von 22 Monaten ab dem Friorititsdatum, je nachdem, wilche Frist spater ablauft, sine

schriftliche Stallungnahme und, wo dies angebrachl ist, Andenungan einzureizhen.
Waitzra Ciptisnen sizhe Formblatt PCTASAR20.

3. Miahere Einzelheilen sinhe dis Anmarkungen zu Frrmblatt PGTASAR20.

Ilame: und Postanschrift der ' Datumn der Feriigsteliung | Bavollmachligter Bediensteter.. rou
Internationzlen Recherchenbehdrde " | dieses Bogcheids . E

Europs'xié;hes Patentamt - P.B. 5818 Patenﬂagﬁ.ﬂe Formular

. . 0 ]
Tel. +31 70 30 - 2040 Tu: 21 €81 eponl LY s

EL SN

, g)) NL-Z220 RV Rijswilk. - Pays Bas PCTASAZIG Schmite, Till
Fax: +31 70 340 - 3016 _ Tal. 431 70 240-1431 et

Formblati (PSTASA37) (Deckblatt) (April 2005)




SCHRIFTLICHER BESCHEID DER ' . Internationales Aktenzeichen
INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE PCT/AT2008/000211

Feld Nr. | Grundlage des Bescheids

1. Hinsichtlich der Sprache beruht der Bescheid auf
[d derinternationalen Anmeldung in der Spraché, in der sie eingeraicht wurde

D einer Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Spraéhe , bei der 2s sich um die

Sprache der Ubersetzung handelt, die fir die Zwecke der internationalen Recherche eingaraicht worden ist -
(Regeln 12.3 a) und 23.1 b)). - . .

2. [1 Dieser Bescheid wurde erstellt unter Beriicksichtigung der Berichtigung eines offensichtlichen Fehlers,
_ die nach Regel 91 von dieser Behorde genehmigt wurde bzw. dieser Behdrde mitgeteilt wurde (Regel
'43bis.1 a)). ‘ : . : :

3. Hinsichtlich der Nucleotid- und/oder Aminosduresequenz, die in der internationalen Anmeldung offenbart
wurde und fir die beanspruchte Erfindung erforderlich ist, ist der Bescheid aul folgender Grundlage erstelit
worden: T . ‘ : ' : :

" a. Art des Materials:
R Sequenzprotokoll
0 Tabelle(n) zum Sequenzprotokoll

. b. Form des Materials: o ‘ o : \
. in Papierform
& in elektronischer Form

c. Zritpunkt der Einreichung:

in der eingereichten internationa!en Anmeldung enthalten
. zusammen mit der internationalen Anmeldung in el2ktronischer Form eingereicht
O bei der Behdrde nachtraglich fiir die Zwacke der Recherche eingereicht

4. [0 Wurden mahr als 2ine Version odér Kopie eines Sequenzprotokolls undoder einer dazugehijrigen Tabelle

eingereicht, so sind zusitzlich die erforderlichen Erklarungen, dass die Information in den nachgereichten

oder.zusétzlichen Kopien mit der Information in der Anmeldung in der singereichten Fassung Ubereinstimmt
bzw. nicht Gber sie hinausgeht, vorgelegt worden. ,

5. Zuslzliche Bemerkungen: '

Formblatt PCTASA/ 237 (April 2007)

i



SCHRIFTLICHER BESCHEID DER L . " Inlernationales Aktanzeichen -
INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE . PCT/AT2008/000211 - '

Feld Nr. Il Prioritat

1. O Die Giltigheil des Prioritatsanspruchs wurde nicht geprifi, weil der Intsrnalionalzn Recherchenbehorde

' keine Kopie der friheren Anmeldung, daren Prioritét beansprucht worden ist, baw. keine gegebenenfalls
erforderliche Ubersetzung der friheren Anmeldung vorliegt. Der Bescheid wurde trotzdam in der Annahme
erstellt, dass das beanspruchte Prioritatsdatum das maBgebliche Datum (Regeln 43bis.1 und 64.1) ist.

2. 0 Dieser Bascheid ist ohne Bericksichtigung der beahspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der
. Prioritatsanspruch als ungiiltig erwiesen hat (Regeln 43bis.1 und 64.1). Fir die Zweck# dieses Bescheids -
gilt daher das vorstehend genannte internationale Anmeldedatum als das mafgebliche Datum.
3. Etwaige zusétzliche Bemerkungen:

‘siehe Beiblatt

Feld Nr.V  Begrindete Feststellung nach Regel 43bis.1 a) i) hinsichtlich der Neuheit, der
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur
Stﬁtzung dieser Feststellung : - :

1. Feststellurig o , ~ . ' I
Neuheit Ja: Anspriiche 40, 41
: Nein: Anspriche 1-39
Erinderische Tatigkeit Ja: Anspriche -
Nein:- Ansprache 1-41
Gewerbliche Anwendbarkeii Ja: . Anspriiche: 1-41

Nein: Anspriche:

2. Unterlagen und Erklérungen:

siehe Beiblatt -

Feld Nr. Vil Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung

Zur Klarheit der Palentansprﬁche,l der Beschreibung und der Zsichnungen oder zu der Frage, ob die Anspriiche in
vollem Umiang durch die Beschreibung gastitzt werden, ist folgendes zu bemerken: : oo :

siehe Beiblatt

Formblatt PSTASA/ 237 (April 2047)



SCHRIFTLICHER BESCHEID = ' o Internationales Aklenzeichen
DER INTERNATIONALEN B '

RECHERCHEBEHORDE (BEIBLATT) - _____~ PCT/AT2008/000211

Zu Punkt Il
Prioritat

Das beanspruchte Prioritatsdatum erscheint gultig.

Zu Punkl Vv : -
Begriindete Feststeliung hmsuchtllch der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit

und der gewerblichen Anwendbarkelt Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung
dleser Feststellung

Folgende Dokumente werden als relevant betrachtet ~
D1: VINCENT M J ET AL: "Chloroquine is a potent inhibitor of SARS coronavirus
infection and spread" VIROLOGY JOURNAL 20050822 GB, Bd. 2, 22.
~ August 2005 (2005-08-22), XP002490916 ISSN 1743-422X 1743-422X
D2: WARNER FIONA J ET AL: "Angiotensin- convertmg enzyme 2 (ACE2), but
- not ACE, is preferentlally localized to the apical surface of polarized kidney
cells.” THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 25 NOV 2005, Bd.
‘280 Nr. 47, 25. November 2005 (2005-11-25), Seiten 39353- 39362,
4 XP002490917 ISSN: 0021-9258
D3: PEPTIDE AND PROTEIN-BASED THERAPEUTICS Pioneering New
" Frontiers January 7-9, 2008 - Hotel Del Coronado - San Diego, California "
“Downloaded 30.07.2008 from http://www. infoshop-japan.com/conference/p
eptalk/pdf/peptude proteinbased.pdf page 11, Development of an ACE2
Enzyme Substitution Therapy XP002490920 ‘

'D4: KOST O A ET AL: "New feature of angiotensin-converting enzyme:
carbohydrate-recognizing domain." JOURNAL OF MOLECULAR
RECOGNITION : JMR 2000 NOV-DEC, Bd. 13, Nr. 6, November 2000
(2000-11), Seiten 360-369, XP002490918 ISSN: 0952-3499 " '

1. a) Die vorliegenden Anspriiche beziehen sich u.a. auf hochglykosyliertes
ACE?2. Das natlrlich vorkommende ACE2 wird, wie auch in der '
Beschreibung genannt, heterogen glykosyliert. Daraus folgt unter anderem,
dass auch hochglykosyliertes ACE2 vorliegt. So wurde in Dokument D1
(Abbildung 5; Seiten 6 und 7 des Ausdrucks) glykosyliertes ACE2 mit 120

Formblatt PCT/ASA/Z3T (Beiblat) (Blatt 1) (EPA-April 2005) P



. SCHRIFTLICHER BESCHEID | s - ' ~Internationales Aktenzeichen
DER INTERNATIONALEN - S : o
RECHERCHEBEHORDE (BEIBLATT)- ~ PCT/AT2008/000211

kDa beobachtet. Nach Neuramidasebehandlung lag das Gewicht bei 92 kDa.
Daraus folgt, dass ACE2 Uberwiegend sialysiert ist. Die Dimerisierung kann
‘nur als implizites Merkmal betrachtet werden Anspriche 1-38 sind daher

. nicht neu (Artikel 33(2) PCT)

b) Der Anmelder nennt Vorzlige der erfindungsgematen ACE2 Praparation
(besser 16slich, homogene Zuckerstruktur, stabil, 1angerer ' '
.Lagerungszeitraum, keine Aggregation (ausser Dimer), weniger
immunogen). Gegenwartig ist jedoch kein eindeutiger Unterschied zwischen
den im Stand der Technik bekannten ACE2- Préaparationen einerseits und
dem erfmdungsgemaBen ACE2-Praparationen andererseits erkennbar. Auf
- moglicherweise bestehende Unterschlede solite vorzugsweise durch
experimentelle Belege hingewiesen und die Anspruche entsprechend
" beschrankt werden :

- 2. Dokument D2 offenbart (Abbildung 5) ein Molekulargewicht von etwa 120 kDa far
glykosyliertes AGE2 und ein Gewicht von etwa 92 kDa nach Behandlung mit N-
glycosidase F. ACE2 wurde in CHO Zellen stabil exprimiert. In Analogie mit dem
obenstehendem Einwand entsprechen die Anspriiche 1-39 nicht den

. Erfordernissen von Artikel 33(2) PCT. :

3. Mit Blick auf die obenstehenden Offenbarungen, kann der Gegenstand der -
Anspriiche 40, 41 nicht als erfinderisch betrachtet werden (Artikel 33(3) PCT). .

4. Das Dokument D3 (Seite 1 1) offenbart .
' "Development of an ACE2 Enzyme Substitution Therapy

‘Manfred Schuster, Ph.D., Chief Scientific Officer, Apeiron BIOIOQICS
Our most advanced project is the development of an Angiotensin Convertmg
Enzyme 2 (ACE2) based enzyme substitution therapy to treat lung, kidney
and heart diseases. We have established an industrial and scalable
CHO-based production process to generate highly soluble, fully active,
complex N-glycosylated and not immunogenic recombinant, human soluble
ACE2. This purpose was achieved by a comprehensive clone selection

Formblatt PCT/ISA/Z37 (Baiblatt) (Blatt Z) (EPA-April 2005)



SCHRIFTLICHER BESCHEID | ' | Internationales Aktenzeichen
DER INTERNATIONALEN o '

' RECHERCHEBEHORDE (BEIBLATT) - . . PCT/AT2008/000211

strategy including productivity and product quality énalysis at each selection
round, including also intracellular FACS, activity and N-glycosylation
analysis. Systemic administration of ACE2 previously has confirmed its.
pharmacological properties and proven a therapeutic beneflt in ARDS in an
LPS induced sepsis model in piglets."

Der Gegenstand der Anspruche 32-38 ist daher nlcht neu (Artikel 33(2) PCT).

Zu Punkt VIl |
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung

5,

Der Begriff "Siély|séure-Resté" ist unklar da nicht eindeutig ist, ob damit

. ausschlieBlich N-acetyineuraminsaure (NeuSAc NANA) oder samtllche Derivate

der Neuraminsaure gemeint sind.
Slehe z.B. Wikipedia.de (Zugriff am 30.07.2008, Auszug):
- Sialinsduren (Synonym: Sials&ure) ist der Oberbegriff fir die N- und
O-Derivate der Neuraminséure. Haufig wird die im Menschen
vorkommenden N-Acetylneuraminsdure (NeuNAc oder NANA ) als A
Sialinsaure bezeichnet. Der Begriff Sialinsdure umfasst aber auch eine
. Reihe weiterer Neuraminséurederivate, auch wenn N-Acetylneuraminsdure

die tberwiegend vorkommende.ist. [...] . ‘ -

Der Anspruch 1 solite wahrscheinlich N-Acetylneuraminsaure nennen, Grundiage

in der Beschreibung'vorausgeseizt (Anspruch 2; Artikel 6 PCT).

Aus Anspruch 21 solite klar werden dass 'Dlmere" nicht unter den Begnff

"Multimer” fallen (Artlkel 6 PCT)

Rekombinantes ACE?2 ist allgemein bekannt, der Gegenstand der Anspriiche 32-

- 41 im derzeitigen Wortlaut kann daher nicht als neu / erfinderisch betrachtet

. werden. Ausserdem ist gegenwartig nicht deutlich welches besondere technische
“Merkmal die genannten Anspriiche mit den (brigen Anspriichen verbindet (Artlkel

~ 33(2) 33(3), Regel 13 PCT).

Formblatt FSTASAZ3T (Beiblatt) (Blatt 3) (EPA-April 2005)
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POLIPEPTIDO ACE2

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION
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POLIPEPTIDO ACE2

La presente invencidédn se relaciona al campao de

La enzima que convierte angiotensina (ACE2) es
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¢l sistema de renina-angictensina. Lstca
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la membrana come una carkboxipeptidasa, vy
expresada como un receptor principalmente en las células
del pulmén, ¢ifidn y corazén, pero tambiés

endoteliales vy segumenta varios sustratos de  péptido.

angictenszina II (Ang II), <ue se segmenta a angiotensina 1-

para regular el groscor del vasc y para la permeabilidad

citoguina, inter alia,
enfermedades inflamatorias que subsscuentensnte da por
resultado un enrigquecimiento patoldgico de Ang II, uno de

los sustratos mucho més imporitantes para ACEZ,

con la expresidn de ACE2 regulada hacia abajo en el pulmdn.
Esta terapie utiliza ACE2 humana soluble recombinante gue

se administra sistén

=

disponible para el crganisme completo con 2l fin de reducirc

una concentracidn zlevada de Ang II y asi producir Ang 1-7.

0s negacivos de las concentracicones
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de Ang II incrementadas. i
un producto disponible due tenga un per s fala
adecuado: por consiguiente, una sustancia adecuada seria

caracterizada por buena distribucién en el organismo, un

armacolégicamentce 1til asi como baja

inmunogenicidad. En particular, el producto

enziméticamente activo, tener buena solubilidad y tambié

casa todavia referido como ACEH) y su aislamiento de cDNA.

Al llevar a cabo la produccién en cé&lulas CHO, se produjo
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documento se relacliona a comparaciones de secuencia de

El documento 2004/023270 A2 describe la
cristalizacidn de ACE2 después de la sxpresidén de mondmsros

de ACE2 an cflulas de insecto S£f9. La masa molecular de la

35 del andlisis

[

proteina fus dada como 89.6 kDa despu

nasas.

La accidn terapéutica ds u a de

sustitucidén de enzime eficicnte demanda un proceso de

produccidn que pueds producirc un producto

]
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nacolégicamente eficiente, muy puro, ec

acortado. Ademés, tiene un didmetro hidrodindmico mAs

invencidén es proporcicnar ACE2 altamente activa con un buen
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La presente invencidén se relaciona a un

polipéptido ACE2 vacombinante Jgue estd presence como  un
glicosilado, en donds los grupos glicosil
d

menos 10, 11, 12, 13, 14, 15 o por lo mencs 16 residuos de

acido sidlico, ds prefersncia por lo meanos 14 residuos de

licosilacién. En general, las unidades monoméricas del
imero son enlazadas no covalentemente. Un mondmerc se

puede obtener directamente del dimero o mediante ctapas de

(‘ )
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~
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como al mo incluyendo uno ¢ ambos nondneros del

rr

complejo dimérico. Par
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El término “residuos de 4cido siédlico” significa

residuos dzl tipo de &dcido N-acetil-neuraminico (Neu5Ac) en

un criteric muy imporcante cuando se considera su tiempo

‘

civida
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La ACEZ humana recombinants ha
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identificado exclusivamente comoe un monémers v Se  ha
descrito como tal en la literatura en cuanto a su
funcicnalidad, su estructura de cristal vy ©también su

Asi, por ejemplo, Towler y colaboradores (J Biol
Chem 279(17), 2004:17996-18007), haciendoc referencia a
Viclkers y colaboradores (J Bicl Chem 277(17), 2002: 14838-

1484

), describe la sxpreszidén de

i

Sf9, que se obtuve con  un wmondmerc  después  de  la

cromatograiia de exclusidén de tamado de purificacién como
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el método citado en Tipnis v colaboradores (2000, supra),
la diferencia es que el zisztema de suprezidn

lugar de células CHO. Los nondémercs se describieron que

de reduccién como de no reduccidn.
De acuverdo con Donoghue y colaboradores (Circ Res

87, 2000: el-e9), los mondmercs ACED se expresar:

células CHO, que después des la secrecidn tuve un peso
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Tocdos los documentos y publicacicones citadas en

acuerdo con la invencidn, de acuerdo con la invencidn se ha

desarrollade un método gue sxclusivamente produce dimeros
de ACE2 estabkles, y qus se henceficia de tanto la produccidén
como las ventajas farmacoldgicas comparadas  con  los

La dimerizacidn tiene las siguientes ventajas:

. mejor solubilidad vy biodisponibilidad en
solucicnes fisioldgicas: el dimero tiens alta scolubilidad y
un tiempo medio in vivo més largo y disponibilidad;

o nada de formacidn de agregados: el dinero

. atague de proteasa reducida: puesto que las
fracciones de proteina individuales y de estea mansra més
probablemente la porcidn C-terminal, son dirigidas hacia el
intervior del dimero, este exitremo C-terminal no es
degradado;

. tiempo nedio incrementado: la
inmunogenicidad inferiox, mejor clubilidad \Y% la
susceptibilidad reducida & la degradacidédn proteclitica
incrementa €l tiempo medio de la proteinas

o purificacién de proteina méds simple: el

solvatacidén pronunciada. Asi, los dimeros ACE2 se pueden

surgan de la expresidn de proteina, por ejeample albimina

2
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tamano.

glicosilacién posibles y tiene una proporcidén de azicar de
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particular méds de 20 % o 21 %
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rroll un métoda de produccidn gque
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reproductiblemente produce ACE2 glicosilada altamente

(U

formada en complejo, muy pura y enzimdticamente activa. EL

producto se caracteriza por su alta proporcidn de azlcar

(> 20% en peso) y las estructuraz de azicar de manera

solubilidad, bhiodisponibilidad, actividad enzimdtica asi
como  las  propiedades farmacolégicas del producto. Al

seleccionar una construccidén de expresién adecuada, un

ST

m

hospedera  de axpresidén  adecunado, uia

rateglia  de

seleccién optimizada, utilizando un medic gue es adaptadc
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una alta productividad adescuadamente. Ademds, nada de

seleccidén de clon correspondiente todavia se ha llevado a
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cabo considerando las propledades  del producto, en

deterninada por medic de su secu
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post-traduccicnales, Las estructuras de azucar cargadas son
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las cé&lulas hospederas procavidticas no se han probado
licionalmente debido a la cavencia de procesamiento de
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(formula 1y

(£4rmuala ) (£45rmula &) (£drmala 7)

=n las suales: G |C N A c - _ F e

De preferencia, por 1o menos 80%, de preferencia

por 1o menos 90%, en parcicular 100% de los sitios de N-

glicosilacién glicosilados tienen una estructura, con las

férmulas 1-8.
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1, una unidad de mondmero ACED2 del

dimero tiene un peso molacular de por 1o nos 90 kDa, de
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-
[
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srancia por 1o menos 92 kDa cariticularmente de

mucho més de pre

molecular absoluta - es decir del péptido per se sis

cubizrta de hidrato - puede ser determinada mediante =1

ormas més altamente glicosiladas

=

i)

mapes de péptide. Las

»

también pueden tener masas moleculares de por

23
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kDa, 104 kDa, 105 kDa, 106 }Da, 107 kDa o por lo menos 10

Las determinaciocnes de peso molecular que son
onales  tales como  la
cubierta de&  hidrato, tal como  la cromatografia o
dar resultados més altos. En modalidades adiciconales, la

unidad de mondmero ACE2 del dimero tiens un peso molecular

kDa, y mucho mds de preferancia por lo nencs 119 kDa, como
es determinado mediante la electroforesis de gel.

En otras mwmcdalidades, el peso molecular del
mondnero (aparente o absoluto) 28 un mazimo de 102 kDa, 103

¥Da,
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De preferencia, el mnondners (que i OYma un

dimero) tiene un peso molecular de por lo menos 82 kDa, de

preferencia por lo menos 86  kDa, pari nlarmente  de

~imo

I

erzncia por 1o menos 101 kDa o un m
v, 1032 I:Da, 104 kDa, 103 kDa, 110 kDa o un ma=imo

de 112 kDa. Estos pesoz moleculares se pueden determinar,

por ejemplo, utilizando el método de mapes de péptido.
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De preferancia, el polipéptide ACE2 no

dominics dz trans-membrana. Rsi, ezte ez ACE2 solubkle,
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modalidades particularmente preferidas asi  comprenden
polipéptidos ACE2 solubles de las cadenas de polipéptidos

gue consisten dJde los
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aminocédcidos agmentos

amente activos del mismo. Un polipéptido adiciona
consiste de los aminocdcidos 18-615 de la SEQ ID NO: 1.

Aungue la ACE2 humana (SEQ ID NO:1) es preferida

ara la mayoria de aplicacicones terapéuticas, ACE2 ds otros

o

todos los mami

el origen de la ACE2, por ejemplo de humanos, ratones,
vacuno.  5in

atas, hémsters, cerdos, primates o Jganado

embargo, en modalidades praeferidas, &l origen de la ACE2 vy

De preferencia, una serina (o aminocacido C-
terminal) del polipépiido ACEZ correspondiente a S5er740 de
la SEQ ID NO: 1 (por ejemplo del extrems C-terminal) es O-

glicosilada.

glicosiladas que

son sializados.

En nodalidade especificas, una asparagina

‘Y
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tetra-sializada. De preferencia, en una preparacidn
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En modalidades especificas, una asparagina

Asn322 de la SEQ ID NO: 1 es mono-, bi-,
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En modalidades eapecificas una
! ’

tetra-sializados.

En modalidades especificas, una asparajina
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de ACEZ por lo menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99

% o 100 % de los amincaAcidos son ya sea mono-, bi-, tri-, o
tetra-sializados.

En mnodalidades especificas, una asparagina
correspondiente a Asn620 de la SEQ ID NO: 1 es nono-, bi-,
tri- o tetra-sializada. De preferencia, &n una preparacidn
de ACEZ por lo menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99
5 o 100 % de los amincédcidos son ya sea mono-, bi-, tri-, o
tetra-sializados.

En modalidades especificas, una asparagina
correspondiente a Ser740 de la SEQ ID NO: 1 es mono-, bi-,
tri- o tetra-sializada. De preferencia, en una preparacidn

$ o 100 % de los amincécidos son ya sea mono-, bi-, tri-, o
tetra-sializados.
De preferencia, por lo menos 30%, de preferencia

sidlicos. De preferencia, en una preparacidn de ACEZ por lo

férmula 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o 8.
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con un glicano gue tiene una estructura de acuerdo con la

De preferencia, una asparagina correspondiente a

Asnd32 de la SEQ ID NO: 1 &s N-glicosilada, de preferancia

con un glicano que tiens una estructura de acuerdo con la

De przisrvencia, una asparagina correspondiente a
Asn690 de la S
con un glicano que tiene una estructura de acuerdo con la

férmula 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o 8.

relaciona a una preparacidn e polipéptidos ACE2
reconbinantes, que comprende Ln polipfptido como se ded
en la presente (mondmercs o dimsros ACE2 o unidades de

monémeros de dimeros), en donde la  porcidn  de  los

polipéptidos ACEZ2 con un peso molacular aparvani
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100 ¥Da, o manocr gque 101 kDa, de preferencia mznor cque 104

¥Da, altamente de preferencia menor qgue 108 kDa, en

preferencia manor gue 117 1Da, mucho nie de praf

R
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ACEZ de menos de 100

masa molecular absolu
el mapeo de piptido. Asi, la
con un peso nmolecular de menor gque 56 kDa, © menor que 89

kDa, de& preferencia mencor cus 92 kDa, altamente de

grencia menor qus 94 kDa, en particular menor que 97

zrencia menor gque 5 %, mucho wés de prefsrencia

kD se pueden presentar una cantidad de 0 %; y los

olipéptidos ACE2 de manor gus 97 kDa se puaden presentar

o

en una cantidad de mencr que 20 %.
De pre

con dominios de trans-membrana es menor que 20 %
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menor que S5 %, mnucho mds de preferencia menor que 1 %,

menor gue 20 %, de preferencia nenor gue 10 %
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particularmente de preferencia menor gue 5 %, mucho més de

crencia menor que 1 %, especlalmente 0 %. El térmiy
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50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o por lo menos

modalidades adicionales, en combinacién con la misma o
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SEQ ID NO: 1 es més de 60 %, de preferencia méds de 70 %

idn de polipéptidos ACE2

con asparagina N-glicosilada correspondiente a Asnd90 de la
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preferencia mas de 90 %, mucho mas de preferencia méds de 99
% y especialmente 100 %, y de preferencia con un glicano

que tiene una estructura de acuerdoe con las férmulas
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SEQ ID NO: 1 es més de 60 %, de preferencia mas de 70

owe

SEQ ID NO: 1 es més de 60 %, de preferencia mas de 70 %

% y especialmente 100 %, y de preferencia con un glicand

De preferancia, la fraccocidn de polipéptidos ACEZD

De preferencia, la fraccidén de polipéptides ACEZ
con asparagina N-glicosilada correspondiznts a AsnS546 de la

SEQ ID NO: 1 es mas de 60 %, de preferencia mads de 70 %
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De preferencia, la fraccidn de polipéptidos ACE2
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(angiotensina 1-7). Ang 1-7 se forma de Ang IT
(angiotensina IT) por medio de ACE2. La conversidn se pusde
probar de una mancera simple, como es descrito en los
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ACE2, de preaferencia una linea de células CHO (o cél

z

tenmbién pusede ser extrapolada de otros datos de ar
La ctividad, por ejemplo, puede ser medida coma  es
descrito en el documento WO-2008/04615 A.
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En un aspecto adicicnal, la present
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glacicna a un mwétodo para producir polipdptidos ACE2
recombinantes o una preparacidn de ACE2 reconbinante, gue

comprende las etapas de llevar un polinucledtide  que

codifica una ACE2 de praferencia un polinuclsdtido que
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e
Qo
—I
(wl)
[}
[
|—
a1
)
¥
(o]
S
[
o
o)
‘_l
(g}
i
O
U)

molecular.

De preferencia, el polinuacleditido que codifica

4o
[\3)
[a}
QD
I—l
1)}
e
D)
=1
[N}

s2 proporciona sobre un vector.

(w]
D
el
i~
m
=h
n
-
m
o]
Q)
l_l
&)
—
)
D
i
1
i
n
‘_l.
RN
o}
i
[®)]
L.
o
0]
wm
n
0]
l_l
(n
1
(@]
l_‘
(]
o}
Al

con un narcador, de pre

marcador estd sobre un vector.

3
Ly
b=
o
[
1]
-
]
R ]
{
o
o
Y
[l
n
)
Cy
C
g
o]
D,
|_1
=
I_v
¢l
[%1]
L]
<)
=
w
(D
n
(w]
0]
~

polipéptide ACE2  recombinante o una preparaciés de

polipéptide ACE2 recombinante obtenible por tal método.

una

P
|_l
[N
3
(=N
]
0
[ON
l._J
[t
]_l
Q)
0)]
[
c
]
1]
=
l_l
N
o
'_v.
)

a3 estables (o cé&lulas) que

t
(0]
3
[di}
[
J
T
D)
-

ado que codifica para una

nlas)



20

30

que expresa ACE2, en particular como se definieron en lo
anterior. La linea de células puede ser sceleccionada para

las propiedades deseadas, como se ve en lo anterior, por

ejenple la produccidn de dimeros a partir de unidades de
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Las células de preferencia tienen una

productividad de ACE2 de por lo menos 10 pg/célula/dia, de

(=N

preferencia por lo mencs 15 pg/célula/dia, particularmente

de preferencia por lo mencos 20 pg/célula/dia.
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llevar a caho utilizando 2.5-3.5 mnicromolar 2n%*. La

En un aspecto adicional, la presente invencidn se

relaciona a med preparaciones
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producto ACE2Z de acuerde con la invencidn, en particular

1l trata

a

para

P

alento o la prevencidn de la alta presién

cardiaca congestiva, aguda o crdnica, infarto miocardiaco o
rifién policistica, PRD, o enfermedades de pulndn tal como
la eniermedad de pulmén obstructiva crénica, neunonia

enfermedad de pulmdn inters



enbolisme de pulmdédn, sarcoideosis del pulmédn, tuberculosis,

edema del pulmén, ALI, ARDS o cancer de pulmén. Las

una composicidén farmacéutica o medicina gque

ACE2. Tales conposicionss pusden
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conicidad o portadores farmacéuticamente aceptables. Las
compatibilidad de la composicién y proporcionar mejor
solubilidad asi como mnejor biodisponibilidad de  los

ntes activos. Ejemplos S eraulsi

incluir sustancias idnicas, tales como sales inorganicas,
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administracidn para la composicién de la presente invencidr

erencia se proporciona en una formulacién que

¢s resistente al é&cido estomacal o es encapsulada. Para la

pueden ser tomadas directamente o disueltas o diluidas, por

1 uso de acuerdo con la
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la medicina puede ser distribuide por todo &1 cuerpo

Figura 2: Andlisis de manchadae de Westerr

z

n de produccidn

~e

Figura 3: Andlisis de 3D-PAGE del mondmero ACE2;
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Figura 5: Anédlisis de glicosilacién de LC-MS;

Figura 6: Preparacidn de tamafio preparativa de
ACE2;
Figura 7: Farmacocinética de ACE2 en 3 sspecies;
Figura 8 Curvas de calibracién  para la
cuantificacién de Ang 1-7 vy Ang II. Los péptidos se
separarcon en &l intervalo de concentracién zstablecido
tilizando RP-HPLC scbre colunnas Waters C1l8 pRondapak RP,

2.1 x 300 mm, 10 pm, 125 A;

Figura 12: Espectro del péptide O-~glicosilado C-

terminal. La asignacidn estructural debe ser clasii

Figura 13: Glicancos liberados de LC-MS;
Figura 14: Deterninacidn  de la estructura

dimérica ACEZ2 vuvitilizando PAGE nativa (izquierda

proteina visuvalizadas utilizando manchado de plata) y SEC
(derecha, separacidén en la colum Zorbax G-450 en  la

Figura 15: Cromatograma de la cromatografia de
exclusidén de tamafc del dimero ACE2 (tiempo de retencidn
.55 min, ©.93 min). Esténdar: tiroglobulina (670 kDa, 7.43
min), gamma-glcobulina (158 kDa), ovalbumina (43 kDa, 10.08

min), mioglobulina (17 kDa, 11.08 min), vitamina B-12 (1.3

i
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kDa, 12.71 min);
Figura 16: Andlisis de manchado de Western

espacifico de ACE2 de sxtractos de células de la corteza

mancha de plata (a) y el manchado de Western especifico de

dimeros ACE2. Una concentracidén inicial constante del

concentraciones de enzima diferentes se utilizaron y las

mnonomérica ACEZ2 (2.5 mg/kg, colunnas grises).

glicosilado

La fraccién scluble de la secuencia ACE2 humana
(SEQ ID NO: 1) se clond en un vector de expresidn en el
cual el marcador de seleccién DHFR amplific
adicionado, pava dar por vesultado la expresidn aunentada

del gen ACE2. Con este fin, antre los genes qus codifican

ara ACEZ y dfhr, un IREZ atenuado se insertd 1 cual

e
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titulos de productos razonables también se pueden obtener
en lineas de células gue pueden ser posiblemente menos

PO

e de una prote
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adscuadas para la expresidn recombinan
objetivo especifica.
transfectd en células CHOdhir y el

productas con propiedades de producto optimada utilizandc

clones mucho més adecuados, la actividad enzimAtica
ica, que se mnidié con 3 diferentes sustratos, la
homogeneidad de producto vy la productividad celular, vy

cambién la complejidad del azicar se tomaron en cuenta. La

Figura 2 mnuestra un resumen del andlisis de manchado de

individuales gue se& utilizaron para esteal

células de produccidn. Las propiedades del producto de los

—

clones individuales difieren en que la proporcidn de azicar

en el productoe de expresidén ss incrementa ds la Jderscha a
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células de produccidn (184).

Se decididé considerar las materias con 6 clones

SDS-PAGE desnaturalizants, como es determinade por  su
estructura ds azlcar. La Figura 2 nuesira un ACE2 (franja

B) producide por el proceso de  produccidi
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comparado con un ACE2 estandar producido en NSO (
Mientras gque el polipéptido ACE2 de acuerdo con la

invencidén - analizado aqui como el mondmero - 23 homogéneo
y altaments glicosilade y de esta manara aparace como una

scla banda en aprorinadamente 120 1:Da, las handas para el
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(Figura 4). Ademds, los productos de eupresidn y

Todos los clones

la heterogen lad de las mismas se analizaron. Finalmente,
se selecciond el clon 1B4. Durante el proceso de produccidn

Un banco de células maestro se produjo y se praobd

basado en aste ¢l y uin procesc de purificacidn de clase

GMP y ademas, un proceso de produccidn

const ruyeron.

secuencia de

la célula hospedera para la expulsidn):

MSSSEWLLLSLVAVTLR

QATIEEQANTELDFFUHEREDLETOISLASWITNTHI TEEHVOHMITIAGDE ~
WSAPLFEEQSTLAGMY PLOET QUL TVELOLOA LGS SVLSEDESVRLITILNTUSTIYSTSE -
VeHEDNPOECLLLEPCLUE IMANSLDYHERLWAWESWESEVGRQLF FLYEEYVVLFIEMAFRAIH
ELVEDTHEGLYEVHGVIGY DY SRGOLIELVEHTFEEIRELYEHLHAYVF AV LMNRYPE YIS~
PIGCLEAHLLGDMWGREFWTHLYSLTVEFGLEFIIDVTDAMVDOAWLAQR IFFEAEKFFVE -
VELEPHMTOGEWENSMLTDEGHVOIAVIHPTAWDLGE GLFF I LMITEVTMDDELTAHHEMSHIQY
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solvatan la estructura en el medioc fisioldgico cargado. La
dimerizacidn mediante la espresidn de un ACE2 completcamente

N-glicosilade se observéd en la pressncia de Zn?'. En este

si y también no separadas por mas tiempo en soluciones

como 28 estructuras de édcido sidlico en <l dimerc. Dos

iones 2Zn?* son cada tiempo insertados en el complejo vy

N

azicar solvatan la molécula en soluciones fisiclégicas
acuocsas vy forzan los  dominios de  protelina cargados
asociados hacia a
construye de modo que solamente los dimercs ACEZ estan

Esto se vuelve posible por &l simple hecho de que
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Ejemplo 2: Propiedades del producto

El mondmero ACE2 altamente glicosilado, ormado

en complejo, o unidades de mondmeros del dimero tienen un

peso molecular mucho mds alte que agquel indicado por la

secuencia de amincécidos debido a las tructuras de azlcar

]
w

covalentemnentce enlazadas. Asi

[

' el  mapeo de péptido

proporciona una masa molecular de 102 kDa,

aquel de ACE2 nco glicosilado e&s solamente 82 kDa. La

Bl ACE2 enlazads a la membrana, natural no es

Debido a la pérdida del dominio de membrana, este es
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Dekido & las estructuras de azlcar complejas,

més grande conparada con  la  ACE2 no  glicosilada o

o
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dimerizaciédn estable. ACE2 desglicosilado, por otra parte,
precipita uniformemente en  intervaleos de concentracidn
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Debido a la fraccidn grande de residucs de azucar

77}

cargados e incrementa el didmstro hidrodindmico, la
cubierta de solvatacidn de la presente prepavacidn ds ACE

se incrementa
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ta regidén de alto peso molecular, prac
contaminacidn en los re
muy purc se pueds separar en una etapa de separacidn muy
simple.
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isicolégicas como una
cable, muy pura y concentrada, vy se
puede almacenar y se pueds administrar sin estakilizacién

adicional. Una solucidén reguladora de fosfato, por ejemplo,

ACE2 es estable comoe el mnondmerco < dimero en

1—

scolucidn y debido a la alta proporcién de azucar, éste no

Debido & su solubilidad, ACEZ se puede
administrar i.v. comd un bolo., Por las mismas razones la
biodisponikilidad es garantizada inmediatanente después de
la administracidn.

Debido a la proporcidn alta, alta

y de complejo de azucar, ACE2 es degradado solo lantamente.
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iempos medios medidos para el ACE2 administrado i.v. en 3

especies.

para la administraciin de un sxédgenc de ACE2

La forrmulacién de ACE2 descrita junto con todas

las propiedades del producto asociadas de esta manera
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ACE2 se deternind &l medir la conversidn de Ang II (Asp-
Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe). Todas las mediciones se
llevaron a cabo por triplicado en alicuoctas de 100 pL. La

ng/mL de

ACE2 a una scolucidn de Ang IT 80 pM en D 50 mM, NaCl 300
mM, 2ZnCl, 10 pM y Brij-30 a1l 0.01 % a un pH de 6.5. Las

ncubarcon a 37°C
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detuvo al adicionar EDTA 100 mM. Para el andlisis, las
scluciones se separarcon utilizandoe RP-HPLC (Waters C18

pRondapak, 2.1 (300 mm, 10 pm, 125 A) wutilizenda un

CN al 10 % al 60 % en H3FQ4 al 0.08

flujo de 1 wlL/min.

romatograma y o se  integraron. Las concentraciones  de
péptido se determinaron utilizando las curvas de

calibracién apropiadas mostradas en la Figura o. Ademas, 1
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se determinaron.

La actividad del producto ACE2 se determind como

es descrito en lo antericor. La Tabla 1 muestra los
resultados de la integracién pico asi como los datos de
enzima calculados.

Tabla 1: Datos de enzima vy condiciones de

Area de Conversién | Tiempo conc Ccat Actividad
superficie pmol.min de de s especifica
pico reaccioén ACE2 prol .rng? !
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La muestra de ACE2 expresada en CHO, purificada
se analizé en dos maneras:
En primer lugar, los péptidos tripticos se
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2 descrito, Log &ritracios se Secaron en
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Micromass) proporciconade  con  una unidad electrorrocio
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(100 x 0.18 mm, Thermo. Electron) se mantuvo antes del

intercanbio de s«

[
)
)]
=
<
]
ur
(3
=
m
m
4]
)
)
]
Al
—
.
1
a1}
=
O
i
=t
(i
ey
l_l -
Y]
(:r
\y
=
wn
i
<
(uid
[\J]
=
fe
i_..l -
an
o]

Los glicanos reducidos SON borohidruro se

separaron en una columna de carbono grafitico porosa y se

El pesc molecular, la posicién de todos 1los

. La masa de proteina determinada del producto
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se purificd en columna C18 SPE.
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gradiente de acetonitrilo. Las muestras s analizaron en MS
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dimerizacidn de ACE2” significa todas las unidades de
bicas que son divigidas hacia el interic

del complejo, en donde los residuos cargados, tales como

presencia de Zn®. El complejo de dimero en este caso

ademds en solucicones fisioldgicas. Estas cantidades para la

secrecidén de una glicoproteina cada tienpo con 14

estructuras Jde Adcido sidlico altamente cargadas sobre cada
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en la cadena de azicar solvata la molécula en soluciones

se construye de modo gue exclusivamente dimeros de

estan presentes en el producto

complejo ACE2 sz determina utilizando difervenies métodos.

produjoe un solo pico para el producto en un tienpo de
retencidn corraspondiente a un  peso  molecular de
aproximadamente 250 kDa. Debe szr obszarvado gue en anbos

na exclusivamsnte dimerizada.
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Nada de estructuras de mondmero ni agregades ds altoc peso

molecular se observaron.

Ejemplo S: Dimaros ACE? - difsrencias
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transmembrana =3l todas las especies superiores,

sincipalmn

D

o

nte en las células del rifdn, corazdn, pulmdn e

a—

higado, come una enzima esencial del sistema de renina

angiotensina., Enlace ACE2 2nlazado a la membrana circunda

por si mismo en la naturaleza en la capa doble del lipido
e menbrana con otras proteinas de membrana cque estabiliza

ACE2 en una con:

dominios eutracelularzs de ACE?2 de la degradacidn
J

actividad y estabilidad de la proteina solubl

M

, una

exclusivamente produjo estructuras ACE?2 diméricas estables.

los dimeroz ACE2, producidos de acuerdo con el Ejenplo 1
El producte enlazado a la membrana aqui tiene un peso
molecular mucho més bajo comparado con <l producto de
expresidn del Zjemplc 1 (C vy D), aunqgue el primerc consiste
de solamente la porcién extracelular. Esto indica que el
ACE2 enlazado a la membrana estéd presente como el monémaro.
Por otra parts, el producto de expresidn consiste de
dimeros que proporcionan el producto con  ventajas

razo  de, el producto
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purificado se analiza, esto es solamente una sola banda con
un pe3o nolecular de aproximadamsnte 240 kDa.

Ejemplo 9: Propiedades farmacoldgicas mnejoradas de los

de expresidén, el procesco de fermentacidn, la purificacidn y
la solucidn reguladora para el almacenamiento y la
plicacién se seleccionan © se diseflan de modo que el
producto  f£inal  exclusivamente contiene  dimeros  ACEZ
estakles. El dinmerc no se agrega a los 1plejos grandes ni

se disocia bajo condiciones fisiolédgicas a mondmeros
En la Figura 15 (cromatograma de  SEC-HPLC

de tamafic (Bio-RAD GF-esténdar, curva azul). Condiciones de
corrida: columna: Zorbax GF250, solucidn reguladora:
NapHPO, 220 mM + CH3;CN al 10%, ©H 8.0 a 1 mL/min). APN 01
eluida en la forma de un solo pico en 8.6 minutos, el
tiempo de retencidén estd entre aquel de tiroglubulina (630

bovina (158 kDa, tiempo de retencidn €.9 minutos). La masa
molecular calculada de este complejo es de aproximadamante
214 }Da. Esto aproximadamente corresponds al peso molacula

Para los propdsitos de comparacidn, los mondmercs

ACE2 en células CHO se produjeron como un matarial de

88



Ch

10

15

20

30

monoméric

\E)
a
l._l
[
g
)
Q
e
[
;
=
[
|_l
lﬂ)
=
(&
0,
(0
I-
X
cr
0]
0
I_v
i
S
-
]
w
(=)
=
c
@]
n
~

kDa. Ambos produ también se comparavon utilizando PATE
(ver la Figura 18a). Mientras gue APN 01 (A) tuvo una banda
de proteina con un peso molecular de aproximadamsnite 240

100 kDa. El1 manchado de Western especifico de ACEZ

establecid la identidad de ambos productos, como se puede
observar en la Figura 18b.

Arnbos  productos xhibieron una actividad de
enzima especifica idéntica, medida uvtilizando una prueha de

Con el fin de comparar las propiedades

armacolégicas de ambos productos, anbas preparaciones se

inyeccidén de bolo de 2.5 ng/kg y la actividad de la enzima

de modo gue cada animal recibié 100 pl de una solucidn de

bows}
et
()
ll
‘_‘\

na fisioclégica. Cada cilempo, 7 animales se trataron

con APN 01 (dimero ACE2) y 5 animales con mondémero ACE2.

Mientras cue previo a la admninistraciédn ds ACE2, nada de
actividad de ACE2 podria ser medida en cualguiera de las
muestras de suero, después de la administracidn, la

lié4 en todos los casos.

Justo 24 horas después de la aplicacidn, ambos Grupos

89
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correspondiente a una concentracidn de 0.2 pg/ml se

ACE2 monomérico., Despuéds des 49 horvas, en =21 grupo que
recibide el homodimero ACE2, hubo todavia 0.2 pg/mnL de
actividad, mientras gque en el Jgrupo Jue

ha recibido el

mondnero, no podria sar detactada més actividad de ACEZ

sistémica. Estos datos muestrvan gue la forma ACE2Z dimérica

r
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r
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.
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armacoldgica muy significante.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido ACE2 recombinante,
caracterizado porgue estéd presente como un Jdimero, en donde

en ambos polipéptidos ACE2, todos los sitios de N-

13N

glicosilacidi

G
Oy
7]
-
i
l_l
st}
V7]

son glicosilados, ambos polipéptidos

ACE2 cada uno tiene por lo menos 10 residucs de acido

conformidad con la ¢
los grupos de glicol de un mondmero de polipéptido ACEZ

14 residuos de Acido

7]

tienen un total de por 1o meno
3. El polipéptide ACEZ recombinante de
ormidad con la reivindicacidn 2, ceractarizadoe porgue
es glicosilado en por lo menos 80% de los siticos de n-
glicosilacidn posibles v tiens una proporcidn de azicar de

.

més de 10% (% en peso con respecto a la molécula ACEZ

completa), de preferencia més de 15%, en pavticular mas de
20%.

4, El polipéptido ACE2 reconbinante de
conformidad con la reivindicacidén 1, 2 o 3, caracterizado

o/
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(£4rmula 1y (firmuala 3)

(£4rmula 5) (£irmula &) (férmﬁia 7) (£irmala 8)
*nla omlssi g oNAc  m Fue a

Man - Xyl

Gal Neui5sAc @

5. El polipéptido ACE2 recomnbinante de
conformidad con una de las  reilvindicaciones 1 a 4,

caracterizado porgque todos los sitios de N-glicosilacidn

glicosilacidén glicosilados tienen una estructura con las
férmulas 1 a 8.
7. El polipéptido ACE?2 recomnbinante de

conformidad con uwna de las reivindicaciones 1 a 6,

de mondmero ACE?2 del dimero

)
[

caracterizado porgque una unid

tiene un pesc molecular de por lo mencs 20 kDa, de
preferencia por lo menos 92 kDa, particularmente de
preferencia por lo menos 94 kDa, en particular por lo menos
96 kDa, altamente de preferencia por lo menos 93 kDa, vy



(%)

8. ELl polipéptido ACEZ2 recombinante de
conformidad ¢con una de las reivindicaciones 1 a 7,
caractevizado porque el polipéptido ACEZ no tiene dominios
de trans-membrana, y en Jque la cadena de polipéptido ACEZ2
ccnsiste de los aminocAcidos 18 - 740 de la 5EQ ID NO:1 o
fragmentos enzimdiicamente activos de los mismas.

9. El polipéptida ACE2 recombinante de
conformidad con una de las  reivindicacicones 1 a 8,

10. El polipéptido ACE?2 recomnbinante de
conformidad con una de las reivindicaciones 1 a 9,
cavacterizado porgue por lo menos 70%, de preferencia por
lo mencs 80%, en particular por lo menos 90%, mucho mas de
preferencia 100%, de  los itics de N-glicosilacidén

Asnl03, Asn322, Asndl22, Aznt4¢, Azsné%0 de la SEQ ID NO:1l
son sializados.

11. El polipéptid

conformidad con una de las reivindicaciones 1 a 10,

lo menos 40%, en particular por lo menos 55%, mucho més de
preferencia por lo menos 70% de los  sitios de  N-
glicosilacién glicosilados tienen por 1o nenos dos &cidos
sidlicos.

12. El polipéptido ACEZ2 recombinante de

de las reivindicaciones 1 a 11,

caracterizadc porgue una asparagina col
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s N-glicosilada, de preferencia con un
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o con una estructura de acuerdo con la
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13. Bl polipéptido ACEZ2 recombinante de
conformidad con una de las reivindicacicones 1 a 12,
caracterizado porgue una asparagina correspondiente a Asnd90

de la SEQ ID NO:1 es N-glicosilada, de preferencia con un

glicano con una estructura de acuerdo con la £4rmula 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7T u 8 como se define en la reivindicacidn 4.
14. E1l polipéptido ACE2 recombinante de

conformidad con una de las reivindi
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—
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[

caracterizado pordue una asparadlna correspondi@:te a

1, 2, 3, 4, 5, &, 7T u 8 como se define en la reivindicacién

15. ELl polipéptido ACE2 recombinante de
conformidad con uwuna de las reivindicaciones a 14,
caracterizado porgue una asparagina correspondiente  a

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 conco s= define an la raivindicacién

(9]
VY]
=
o
1
it
[l
I~
]_v
N
o
Ty,
s
()
-
i)
[as
O
[
I—.
)
(3%}
wn
o
]
3]
E)
l_‘
i
[a)]
(9]
0y
)
=
W
V)]
oe]
s}
]
[
I_l -
O
s
cr
()
AT}

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 comc s= define en la reivindicacidn

l_.\
~J
=
I_J
bow]
(8}
l_l
I.J
bw]
(in
)
cr
l_l.
[N
[®)
2
O
il
[\D]
=
Y
0
O
=]
g
l_v -
o
b7}
3
cr
m
N
0]



10

20

30

caracterizado porgqus una asparagina correspondiente

]

Asn546 de la SEQ ID NO:1 es N-glicosilada, de preferencia

L, 2, 3, 4, &5, 6, 7T u 2 como se dafine en la reivindicacidn

18 Bl polipéptido ACE2 recombinante de
conformidad con una de las reivindicacicones 1 a 17,
caracterizado porque una asparagina correspondiente  a

con un glicano con una estructura de acuerdos con la

ACE2 que estén presentss como el dinsreo, en particular an
donde la fraccién de polipéptidos ACE2Z con  un  peso
molecular, determinado mediante electroforesis de gel, de

particularmente de preferencia menor que 108 kDa, en
particular nenor que 112 kDa, particularmente de
preferencia mencr que 117 kDa, mucho més de preferencia

menor gqus 119 kDa, es menor gque 20%, de pre

que 10%, particularmente de preferencia menor gue 5%, mucho

mas de prefearencia mencor qgue 1%, especialmente 0%, en donde
mas

1a

reivindicacién 19, caracterizada porque la fraccidn de

polipéptidos ACE2 con doninicos de transmembrana &3 menor

gue 20%, de preferencia menor gue 10%, particularmente de
preferencia menor que 5%, mucho mas de preferencia menor
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ormidad cCon la

&3 menor qus 20%, de  preferencia menor gque  10%,

pariicularmente de preferencia menor dque 5%, mucho mas de

22, La preparacidn de conformidad con una de las
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reivindicaciones 19 a 21, caracterizada porgue la

le dimeros ACE2 sobre las moléculas ACE2 es por lo menos
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de 80%, altamente de prefarencia més de 20%, mucho mas de
rencia mas cle 99%, en particular 100%, y de
preferencia con un glicano con una estructura de acusrdo
con la f£drmula 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 cong se define er

24. La preparacién de conformidad con una de las
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porque la fraccidén

crencia més de 90%, mucho més de

srencia con un glicano con una estructura de acuerdo
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con la f£érmula 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 como se define en la

reivindicacidén 4.

l—"

de polipéptidos ACE2 con asparagina -glicosilada

correspondiente a
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con la férmula 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 cond s= de

cor:esPQndiente a Asn3Z22 ds la SEQ ID NO:1 =25 més de 60%
de preferencia méds de 70%, particularmente de praferencia
rencia més de 90%, mucho mas
de preferencia wés de 99%, en particular 100%, y de
preferencia con un glicano con una e&structura de acuerdo

, 3, 4, 5, 6, 7T u 8 como se define en la

crencia més de 920%, mucho mas

, 7 1 8 como se define e
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reivindicacidn 4.

28. La preparacidn de conformidad con una de las

nés de 80%, altamente de

con la férmula 1, 2, 3, 4, 5, &, 7 u & cono se deiine en la

29. La preparacién de conformidad con una de las

reivindicaciones 19 a 28, caractevizada porgue la

4, 5, 6, 7 u 8 cono 3e define en la

30. La preparacidén de conformidad con una de las
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32. Un nétodo para la produccidén de polipéptidos
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ACE2 recombinantes o una preparacidn

de conformidad con una de las reivindicacicones 1 a

—
-

caracterizado porgue comnprende las etapas de insertar un

polinucledtide que codifica para un ACE2 sin un dominio de

P + ,
dimérica en la presencia de Zn?", an donds en la 2upresién,

o menos 1.5

,_,
I_V
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81}
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Q

aracterizado porgqus el polinucledétido
proporcicona sobre un vector.

34. El nétodo de conformidad Con la

I_—l
Q

ivindica

=~

mn 34, caracterizado porque <l marcac

in

=
il
[0)]
ot
(AN

£,

-
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presente sobre el vector.

36. El método de conformidad con la

=
cr
l_‘ -
0

eivindicacidén 34, caracterizado porgues &l vecto:
IRES para el mRNA de ACE2 sxpresado.
37. El método de conformidad con una de las

, carvacterizado porque las células
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38. Un polipéptido ACEZ recombinantce u]
preparacidn de polipéptidos ACE2 recombinantes,
caracterizado porgque se obtiene utilizando un método de
acuerdo con las reivindicaciones precedentes, en donde el

ACE2 esti presente como el dimero.
3

40. La célula de conformidad caon la
reivindicacidén 39, caracterizada DO TUE tiens ura

productividad de ACE2 de por lo menos 10 pg/célula/dia, de

preferencia por lo nenos 15 pg/célula/dia, particularnmente

41, Una medicina, caracterizada porque comprende
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