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DESCRIPCION
Activacion de ECA2 para el tratamiento de enfermedades cardiacas, pulmonares y renales e hipertensién

Campo de la invencién

La presente divulgacion proporciona composiciones y procedimientos para su uso en el diagnéstico y tratamiento de
enfermedades cardiacas, pulmonares y renales, incluyendo hipertensién, enfermedad cardiaca coronaria,
insuficiencia cardiaca y renal, edema pulmonar, y lesién pulmonar, tal como en el choque téxico o la ventilacion
artificial.

Antecedentes de lainvencion

La enfermedad cardiovascular serd la mayor carga social de cuidados sanitarios del siglo 21, y se predice que sea la
causa mas comun de muerte en todo el mundo en 2020. Un factor de riesgo principal de la enfermedad cardiaca es
la alta presion sanguinea. La hipertension es un cardcter cuantitativo multifactorial controlado tanto por factores
genéticos como ambientales.

Mientras se conoce mucho acerca de los factores ambientales que pueden contribuir a la alta presién sanguinea,
tales como la dieta y actividad fisica, se conoce menos sobre los factores genéticos que son responsables de la
predisposicion a enfermedades cardiovasculares. A pesar de la identificacion de varios loci de caracter cuantitativo
genético supuestos (QTL) asociados a la hipertension en modelos animales, ninguno de estos loci se han traducido
en genes. De este modo, los mecanismos moleculares y genéticos que subyacen a la hipertension y otras
enfermedades cardiovasculares siguen siendo desconocidos en gran medida.

Un regulador crucial de la homeostasis de la presion sanguinea es el sistema renina - angiotensina (RAS). La
protease renina escinde el angiotensindgeno en el péptido angiotensina | (Angl) decamérico inactivo. La accion de
la enzima conversora de angiotensina (ECA) después cataliza la escision de la  Angl en la angiotensina Il (Angll)
octémera activa, que puede contribuir a la hipertensién promoviendo la vasoconstriccion vascular del masculo liso y
la reabsorcion de sodio del tibulo renal. Los ratones mutantes ECA muestran hipotension espontanea, infertilidad
masculina parcial, y malformaciones renales. En los seres humanos, un polimorfismo ECA se ha asociado a
determinantes de funcién renal y cardiovascular, y la inhibicion farmacolégica de ECA y receptores de Angll son
eficaces en la reduccion de la presion sanguinea la reduccion de la presion sanguinea y enfermedad renal. Ademas,
la inhibicion de ECA y los receptores de Angll tienen efectos beneficiosos en la insuficiencia cardiaca.

Recientemente se ha identificado un homdlogo de ACE, denominado ECA2, que se expresa predominantemente en
las células endoteliales vasculares del rifion y corazén. De manera interesante, dos homélogos de ECA también
existen en las moscas. De manera similar las funciones de ACE, ECA2 como una carboxipeptidasa, que escinde un
Unico resto de Angl, que genera Angl-9, y un Unico resto de Angll para generar Angl-7. Estos datos bioquimicos in
vitro sugieren que, ECA2 modula el RAS y de este modo desempefian un papel en la regulacion de la presion
arteria. No se conoce el papel in vivo de la ECA2 en el sistema cardiovascular y el RAS.

Acton et al., en la Patente de Estados Unidos N° 6.194.556 , describe el uso de ECA2 en la diagnosis y terapéutica
de los estados asociados a ECA2. La patente establecio que los niveles de expresion ECAZ2 se incrementan con la
hipertension y de este modo los antagonistas o inhibidores de ECA2 serian Utiles en el tratamiento de un
incremento de la presion sanguinea o trastornos relacionados. La solicitud de patente canadiense n° 2.372.387
proporciona ejemplos especificos de inhibidores de ECA2 que, se pretende que sean Utiles para el tratamiento de
enfermedad cardiaca enfermedad cardiaca, tal como hipertensién. Esto de nuevo enfatiza la necesidad de inhibir,
en lugar de incrementar, la actividad de ECA2. Estas referencias, que ensefan la necesidad de inhibir la actividad de
ECA2, se basan solamente en los datos experimentales in vitro. No proporcionan datos in vivo, tales como los
datos de mamiferos inactivados, para caracterizar ECA2. Hasta la fecha, no se ha aprobado ningin inhibidor de
ECA2 como compuesto farmacéutico para el tratamiento de hipertension. Ademas, el papel in vivo de ECA2 en el
sistema cardiovascular y el RAS permanece en gran medida desconocido. Permanece una necesidad de
caracterizar la funcion de ECA2 con el fin de sea capaz de disefiar ensayos de diagnostico apropiados vy
compuestos farmacéuticos para el tratamiento de enfermedad cardiaca y renal.

Sumario de lainvencién

La invencion proporciona un nuevo paradigma para la regulacion del sistema renina - angiotensina y muestra un
uso completamente nuevo e inesperado de la ECA2, en contraste con la prediccion basada en los datos in vitro
(patente de Acton) e imprevista en la técnica anterior, como regulador negativo crucial del RAS requerido para la
funcién cardiaca y el control de la presion arterial. La activacion de la ECA2 es crucial para el tratamiento y la
prevencion de enfermedad cardiaca, pulmonar y renal. La divulgacion muestra la primera vez que la administracion
de un activador de la ECA2 a un animal previene y trata la hipertension y la enfermedad cardiaca y renal, y la lesion
pulmonar.
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Breve descripciéon de las figuras

Las realizaciones preferidas de la invencion se describiran en relacién con las figuras, en las que:
Figura 1. Secuencia y mapeo cromosomico de la ECA2 de rata.

a, Alineacion de la proteina ECA2 de rata, de ratén y de ser humano, con ECA de testiculos humanos y de ratén (T-
ECA). La parte sombreada en negro indica la identidad de aminoacidos y la parte sombreada en gris indica el grado
de similitud de aminoacidos. b, Estructura esquematica del dominio de la ECA y la ECA2. Hay que observar que la
ECA2 solo contiene un dominio de la ECA con el sitio consenso de union a cinc HEMGH. Los centros cataliticos se
indican en negro, el péptido sefial se indica en gris y el dominio transmembrana en lineas discontinuas. c, Patrones
de expresion de los genes de la ECA2 de rata y ratdn en tejidos adultos diferentes y dias diferentes de desarrollo
embrionario (E7 = dia embrionario 7). Hay que observar que estan presentes dos isoformas para ECA2 en ratones,
pero no en rato o ser humano (no mostrado), una caracteristica similar a la observada para ACE15. d, Resultados de
mapa de hibrido de radiacion de ECA2 de rata, comparado con el mapa de QTL identificado en los animales
sensibles a sal ratas Sabra (SS-X), SHRSP (BP3), y SHR (BB.Xs). Los nombres de los marcadores polimérficos se
indican a la izquierda del ideograma. Se muestran las puntuaciones de LOD y los valores theta para los marcadores
unidos a la ECA2. cR = centiRads.

Figura 2. Niveles de expresion de la ECA2 en modelos de ratas de hipertension.

a, andlisis de transferencia de tipo Northern del ARNm de la ECA2 de rifiones de ratas Sabra SBH/y y SBN/y. La
seccion anterior muestra la representacion de transferencias de Northern con niveles de control de actina. El panel
inferior muestra los niveles drelativos de mensaje de ECA2 normalizado para los niveles de actina. b, Andlisis de
transferencia de Western de los nivel proteina de ECA2 de rifiones de Sabra SBH/y y sus ratas control SBN/y, asi
como SHR y SHRSP y sus ratas control WKY. La seccion superior muestra transferencias de Western
representativas. Se indica la presion sanguinea sistélica (BP) en mmHg para las respectivas ratas Sabra. El panel
inferior muestra los niveles de proteina relativos de ECA2 corregidos para actina. Las barras muestran los valores
medios +/- ETM. * = p < 0,05, ** = p < 0,01. (n = 4, para todos los grupos).

Figura 3. Rotura dirigida de la ECA2 de raton mediante recombinacion homdloga.

a, Estrategia de direccion de genes. Se muestra una parte del locus de tipo salvaje de ECA2 murino (parte
superior). Los recuadros en negro indican exones. El vector de direccion se disefio para reemplazar el exén 9 que
codifica el dominio catalitico de unién a cinc con el médulo del gen de resistencia a neomicina (neo) colocado en la
orientacion de sentido contrario. Se uso la timidita quinasa (TK) para la seleccion negativa. Las sondas flanqueantes
de 3y 5 usadas para los andlisis de Southern se indican con un recuadro de linea discontinuo. b, andlisis de
transferencia Southern de células ace+Y y ace” ES. Se digiri6 el ADN gendmico con EcoRI y se hibridizé con la
sonda flanqueante de 3’ y 5’ mostrada en (a). ¢, Analisis de transferencia de Western de la proteina de expresion de
ECAZ2 en los rifiones de ratones eca2 ace’. El anti-ECA2 Ab es reactivo con una regién N-terminal a la supresion. d,
analisis de RT-PCR de la expresion de ARNm de ECA en el corazdn y rifiones de ratones eca2+/ly y eca2-ly. Se
muestran diferentes ciclos de PCR para la amplificacion lineal y los niveles de ARNm de GAPDH como control.

Figura 4. Presion sanguinea normal y funciones renales

a, Se muestran mediciones de la presion sanguinea en ratones de 3 meses de edad eca2+Y (n = 8) y eca2” (n = 8)
en la ausencia (paneles izquierdos) o la presencia del bloqueador de ECA Captopril. Las presiones sanguineas se
determinaron mediante el uso de los extremos de cola y se muestran los valores medios +/- D E. Se administré
Captopril a los ratones durante 2 semanas antes de las mediciones de presion sanguinea como se describe en los
Procedimientos. Estas presiones sanguineas se confirmaron usando mediciones hemodinamicas y de Langendorf
invasivas (no mostradas). Las diferencias en los ratones tanto los ratones tratados con captopril eca2 como eca2MY
son significativamente diferentes de de los grupos no tratados respectivos (** p < 0,01). b, Las histologias de rifién
normales se observan en los ratones de 6 meses de edad eca2 y eca’. Las flechas indican glomérulos.

Figura 5. Morfologia del corazén

a, Secciones tefiidas H&E de corazones aislados de ratones de 6 meses de edad eca2 y eca2’/Y. Los ventriculos
izquierdos agrandados (LV) y ventriculos derechos (RV) se observaron en los ratones eca2’. Sin embargo, el
tamafo global del corazén era comparable entre ambos genotipos y no existia evidencia de hipertrofia cardiaca,
microscopicamente o en cardiomiocitos aislados.

b, Cuantificacién de las relaciones de peso de corazdn/cuerpo de los ratones de 6 meses de edad eca2 (n=8)y
eca2’(n = 8) como un indicador de hipertrofia cardiaca. Se debe observar que los pesos del cuerpo, pesos del
corazon, longitudes de la tibia, y las relaciones de peso del corazén / longitud e la tibia no cambiaron entre los
grupos genéticos diferentes a todas las edades analizadas (no mostrado). c, d, Existia una fibrosis intersticial en los
ratones eca2-/y. Una caracteristica de sello para la cardiopatia dilatada es la fibrosis intersticial. Sin embargo, la
fibrosis intersticial era comparable entre los corazones de ratones eca2 (n = 8) y eca2’(n = 8). (c) muestra la tincion
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de PSR de corazones individuales. Hay que observar que la fibrosis perivascular, tefiido en rojo, tanto en animales
de tipo salvaje como mutantes. (d) cuantificacion de cambios fibréticos en el intersticio.

Figura 6. Pérdida de los resultados de la ECA2 en la insuficiencia cardiaca contractil grave

a, mediciones ecocardiograficas de corazones en contraccién en ratones eca2+Y de 6 meses de edad y dos eca2-
Y. Los maximos y valles indican la sistole y diastole de los ritmos cardiacos individuales. Las flechas indican la
distancia entre la contraccion sistélica (LVESD) y la relajacion sistolica (LVEDD), valores que determinan el
porcentaje de acortamiento (% FS). Hay que observar que el incremento de las dimensiones diastélicas y sistélicas
en los ratones eca2” son indicativos de la dilatacion cardiaca. Los datos experimentales se pueden observar en la
Tabla 1. b, Se observo el porcentaje de acortamiento fraccional y velocidad de acortamiento circunferencial de
fibra, dos parametros de sello para la contraccion del corazén, en ratones de 6 meses de edad eca2 (n = 8) y eca2’
(n = 8) y ratones de 6 meses de edad eca2+ (n = 5) y ratones hembra eca2 (n = 5). Se determinaron los valores
mediante ecocardiografia. Se muestran los valores medios +/-DE. * p < 0,05 y ** p < 0,01 entre grupos genéticos.
Loas datos experimentales se pueden ver en la Tabla 1.c, Mediciones de la presidén sanguinea en ratones macho de
6 meses de edad eca2+/Y (n=8) y eca2” (n = 8) y ratones hembra de 6 meses de edad eca2+  (n = 5) y ratones
hembra eca2-/- (n = 5). Se muestran los valores medios +/- DE. Se confirmaron las presiones sanguineas usando
las mediciones hemodinamicas invasivas como se puede observar enla Tabla 2..* p < 0,05.

Figura 7. La regulacion por aumento de los marcadores de hipoxia e incremento de los niveles de la angiotensina Il
en la ausencia de ECA2 a,b, andlisis de transferencia de Northern de BNIP3 y niveles de expresion de ARNm de
PAI-1, dos genes inducibles por hipoxia en ratones macho de 6 meses de edad eca2+/y (n=5) y ratones eca2” (n =
5). (&) muestra datos de transferencia de Northern individuales (b) niveles relativos de BNIP3 y niveles de ARNm de
PAI- 1 normalizados para el control de gréfico. ** p < 0,01. c, los niveles de péptido de Angiotensina | (Angl) y
Angiotensina Il (Angll) en el corazén y rifiones de ratones macho de camada eca2+Y (n = 8) y eca2™ (n = 8). Los
niveles en tejido de Angl y Angll se determinaron mediante radioiinmunoensayos.

Se muestran los niveles de péptido medios +/- DE. ** p < 0,01.
Figura 8. Ratones doble mutantes ECA-ECA2 no desarrollan insuficiencia cardiaca

a, Mediciones de presion sanguinea en ratones macho de 6 meses de edad eca2 (n = 8), ace (n = 8), y ratones
doble mutantes ace-/- eca2-ly (n = 6). Se muestran los valores medios +/- DE. Las Presiones sanguineas se
confirmaron usando mediciones hemodinadmicas invasivas. ** p<0.01 de mutante cuando se compara con los ratones
de tipo salvaje b, Porcentaje de acortamiento fraccional y velocidad de acortamiento circunferencial de fibra en
ratones macho eca2 (n = 8), eca2-ly ( n = 8), ace-/- (n = 8) y ace-/- eca2-/y doble mutantes (n = 6) de la misma
camada. Se determinaron los valores mediante ecocardiografia. Se muestran los valores medios +/- DE.

** p < 0,01 entre los grupos genéticos. Se pueden observar los datos experimentales en la Tabla 3. c, mediciones
ecocardiograficas de las contracciones de corazén en los ratones machos de 6 meses de edad eca2+ly, eca2-ly,
ace-/-, y ace-/- eca2-/ly doble mutante de la misma camada. Se analizaron los ecocardiogramas y se marcaron como
se describe en la Figura 6a. Hay que observar que la ablacién de ECA en un fondo nulo de eca2 completamente
rescata los defectos del corazon contractil observado en los ratones eca2-/y mutantes individuales.

Figura 9. Se calculd el porcentaje de cambio en elastancia desde el comienzo con el tiempo. Se calculd la elastancia
del pulmdn dividiendo la presion méxima traqueal por el volumen.

Figura 10. a, ADN de la ECA2 humano (SEC ID N° 1). b, polipéptido de la ECA2 humano (SEC ID N°:2).
Figura 11. a, ADN de la ECA2 de raton (SEC ID N° 3). b, polipéptido de ECA2 de raton (SEC ID N° 4)
Figura 12. Polimorfismos y secuencias de nucle6tidos de la ECA2.

Descripcidn detallada de la invencién

La invencion proporciona un nuevo paradigma para la regulacion del sistema RAS y muestra que la ECA2 es un
regulador critico negativo del RAS requerido para la funcién cardiaca y la funcién cardiovascular, la funcién renal y
la lesion pulmonar.

La activacion de la ECA2 es crucial para el tratamiento y la prevencion de la enfermedad cardiaca y renal, y la
hipertensién y las enfermedades pulmonares. La divulgacion ensefia por primera vez que administrar un activador
de la ECA2 a un animal previene y trata la insuficiencia cardiaca y la hipertensioén, la enfermedad renal y la lesion
pulmonarl.

Este resultado es completamente inesperado en vista de las referencias de la técnica anterior, tal como la Patente
de Estados Unidos n° 6.194.556 y la Solicitud de Patente Canadiense n° 2.372.387, descrita anteriormente, que
ensefia que la actividad de ECA2 se debe inhibir con el fin de tratar enfermedad cardiaca. De este modo es
sorprendente que la enfermedad cardiaca se trate realmente mediante la activacion de la expresion de y / o
actividad de ECA2.
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La divulgacion incluye activadores que incluyen, entre otros, activadores de la funcién de la ECA2 y/o de la
expresion del ARNm de la ECA2 y de la expresion de la proteina ECA2, y las composiciones farmacéuticas que
incluyen los activadores. La divulgacién también incluye procedimientos de tratamiento médico de enfermedad
cardiaca, enfermedad pulmonar y enfermedad renal e hipertension mediante la administracién de una cantidad
eficaz de un activador a un animal que necesite tratamiento. La enfermedad pulmonar incluye, entre otras,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, neumonia, asma, bronquitis cronica, enfisema pulmonar, fibrosis quistica,
enfermedad pulmonar intersticial, hipertensién pulmonar primaria, embolia pulmonar, sacoidosis pulmonar,
tuberculosis y canceres de pulmon.

La divulgacién también incluye ensayos de seleccién para detector activadores de la ECA2, que se pueden usar
para tratar las enfermedades cardiacas y renales e hipertension y enfermedad pulmonar. Estos ensayos son in vitro
o in vivo. En una realizacion preferida, la divulgacién incluye un ensayo de células endoteliales, renales, pulmonares
o cardiacas para evaluar si un compuesto candidato es capaz de incrementar la expresion o la actividad de la ECA2.
Se cultivan las células en presencia de al menos un compuesto cuya capacidad para activar la expresion o la
actividad se busca determinar y las células se miden para determinar un incremento en el nivel de expresion de la
ECAZ2. Otro aspecto implica un raton defectivo en la ECA2 para identificar los compuestos que pueden superar los
efectos de la pérdida de ECA2. Los polipéptidos y las moléculas organicas pequefas se analizan en estos ensayos.
La divulgacion incluye todos los compuestos que se identifican con los procedimientos de seleccion y que son
adecuados para la administracion a animales en las composiciones farmacéuticas.

Otro aspecto es el diagndstico del inicio o riesgo de enfermedad cardiaca y/o renal y/o hipertension y/o enfermedad
pulmonar. Esta se puede diagnosticar midiendo los niveles de ECA2 en corazén, suero o rifion u otros tejidos.
Niveles de ECA2 inferiores a los niveles silvestres son indicativos de un “estado de disminucién de ECA2”, que la
presente invencion muestra que esta conectado directamente con la enfermedad cardiaca y/o renal y/o hipertension
ylo enfermedad pulmonar, o un riesgo de enfermedad. Niveles silvestres de ECA2 y niveles disminuidos seran
facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Un estado de disminuciéon de los niveles de ECA2 también
viene indicado por los polimorfimos ECA2a-ECA2m que se describen méas adelante. La divulgacion es util para tratar
y diagnosticar enferemedades asociadas con una expresion o actividad menor de ECA2. El diagndstico también se
consigue mediante el andlisis de polimorfismos cadena arriba y cadena abajo y dentro del gen de la ECA2 que se
asocian con un estado reducido de ECA2. Todos los reactivos requeridos para la deteccion de nucleétido(s) que
distinguen los polimorfismos por medios descritos en el presente documento se pueden proporcionar en un Unico kit
para analizar el ADN gendmico aislado de una animal. El kit contendria sondas marcadas que distinguen
polimorfismos de ECA2 con el fin de permitir el genotipado y el fenotipado para el diagnéstico del riesgo o el inicio de
enfermedad. Las sondas especificas de polimorfismos se pueden marcar adecuadamente y afiadir a los segmentos
de ADN generados en condiciones de hibridaciéon, de un modo tal que solo una de las sondas especificas del
polimorfismo hibrida y se puede detectar,de modo que se identifica el polimorfismo de la ECA2 especifico.

Procedimientos terapéuticos

Como se ha mencionado anteriormente en el presente documento, los presentes inventores han mostrado que la
expresion del gen ECAZ2 esta regulado hacia abajo en la hipertension, enfermedad cardiaca y renal.

Por lo tanto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de tratamiento o prevencion de la hipertension,
enfermedad cardiaca, de pulmén o rifidbn que comprede administrar una cantidad eficaz de un agente que pueda
incrementar la expresion de ECA2 en un animal que lo necesite.

La expresién “agente que pueda incrementar la exprexién de ECA2” como se usa en el presente documento significa
cualquier agente que pueda incrementar el nivel o actividad de un gen o proteina de ECA2 en comparacion con el
nivel o actividad de un gen o proteina de ECA2 en el mismo tipo de célula en ausencia del agente. El agente puede
ser cualquier tipo de sustancia incluyendo, pero sin limitacion, moléculas de &cido nucleico (icluyendo ECA2 o sus
fragmentos), proteinas (incluyendo Ace2 o sus fragmentos), péptidos, carbohidratos, pequefias moléculas o
compuestos organicos. Si el gen ECA2 es incrementado o no lo es lo podra determinar facilmente un experto en la
técnica usando procedimientos conocidos, incluyendo tranferencia Western SDS-PAGE, inmunoquimica, RT-PCR,
transferencia de Northern e hibridacion in situ.

El término "animal" como se usa en el presente documento incluye todos los miembros del reino animal. Los
animales son preferiblemente seres humanos.

El término "cantidad eficaz" como se usa en el presente documento significa una cantidad eficaz a dosificaciones y
durante periodos de tiempo necesarios para potenciar el nivel de ECA2.

El término "tratamiento o tratar" como se usa en el presente documento significa un planteamiento para obtener
resultados beneficiosos o deseados, incluyendo los resultados clinicos. Los resultados clinicos o beneficiosos
deseados pueden incluir, pero no se limitan a, alivio o0 mejora de de uno o0 mas sintomas o afecciones, disminucion
0 extincion de la enfermedad, estado patolégico estabilizado (es decir no empeoramiento), prevencion de la
extension de la enfermedad, retraso o ralentizacion de la progresiéon de la enfermedad, mejora o paliacion del
estado patoldgico, y remision del estado patolégico, y remision (bien parcial o total), bien detectable o indetectable.
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"Tratamiento" también puede significar prolongacién de la supervivencia comparado con la supervivencia esperada
si no recibe tratamiento.

Administracion de molécula de acido nucleico de ECA2

En una realizacion, la expresion del gen de ECA2 se incrementa mediante la administraciéon de un acido nucleico
que comprende un gen de ECA2 o una parte del mismo.

En otra realizacion, la expresion del gen de ECA2 se puede incrementar mediante la administracién de un agente
que incrementa la expresién del gen de ECAZ2 incluyendo cualesquiera agentes identificados usando los ensayos
de seleccion en esta solicitud.

Dado que un animal que sufre de la enfermedad, trastorno o estado fisico anormal se puede tratar mediante la
regulacion hacia arriba de ECAZ2, la terapia génica para incrementar la expresion de ECA2 es util para modificar el
desarrollo / progresion de enfermedad pulmonar renal o pulmonar

La divulgacion incluye procedimientos y composiciones para proporcionar la terapia génica de ECA2 para el
tratamiento de enfermedades, trastornos o estados fisicos anormales caracterizados por la disminucidon de la
expresion de ECA2 o niveles de la actividad del polipéptido de ECA2.

La divulgacién incluye procedimientos y composiciones para proporcionar una molécula de &cido nucleico que
codifica ECA2 o molécula de &cido nucleico equivalente a las células de un animal de manera que la expresion de
ECA2 en las células proporciona la actividad biolégica o fenotipo del polipéptido de ECA2 a esas células. Se
administran suficientes cantidades de la molécula de acido nucleico y se expresan a niveles suficientes para
proporcionar la actividad bioldgica o fenotipo del polipéptido de ECA2 a las células. Por ejemplo, el procedimiento
puede preferiblemente implicar un procedimiento de distribucion de una molécula de acido nucleico que codifica
ECA2 a las células de un animal que tiene enfermedad cardiovascular o renal, o pulmonar, que comprende la
administracion al sujeto de un vector que comprende ADN que codifica ECA2. El procedimiento también se puede
referir a un procedimiento para proporcionar un animal que tiene enfermedad cardiovascular o renal, o pulmonar
con el polipéptido biolégicamente activo de ECA2 mediante la administracion de ADN que codifica ECA2. El
procedimiento se puede realizar in vivo o ex vivo (por ejemplo, con células del tronco de corazén, pulmén,
endoteliales o de rifién, células progenitoras u otras células que van a ser células transplantada). Se explican los
procedimientos y composiciones para administrar ECAZ2 (que se incluyen en terapia) a célula aislada o un animal,
por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos niumeros 5.672.344, 5.645.829, 5.741.486, 5.656.465, 5.547.932,
5.529.774, 5.436.146, 5.399.346, 5.670.488, 5.240.84, 6.322.536, 6.306.830 y 6.071.890 y la solicitud de patente de
EE.UU. n° 20010029040.

El procedimiento también se refiere a un procedimiento para producir una reserva de de virus recombinante
mediante la produccién de virus adecuado para terapia génica que comprende el ADN que codifica ECA2. Este
procedimiento preferiblemente implica la transfeccion de células que permiten la replicacion de virus (conteniendo
el virus la molécula de acido nucleico) y recoger el virus producido.

Los procedimientos y composiciones se pueden usar in vivo o in vitro. La divulgacion también incluye
composiciones (preferiblemente composiciones farmacéuticas para la terapia génica). Las composiciones incluyen
un vector que contiene ECA2. El vehiculo puede ser un vehiculo farmacéutico o un transformante de célula huésped
que incluye el vector. Los vectores conocidos en la técnica incluyen pero no se limitan a retrovirus, adenovirus,
virus asociado a adeno (AAV), vectores herpes virus, tales como vectores de virus vaccinia, VIH y vectores
basados en lentivirus, o plasmidos. La divulgacién también incluye lineas celulares de empaquetamiento y auxiliares
gue se requieren para producir el vector. Los procedimientos de produccion del vector y procedimientos de terapia
génica que usan el vector y procedimientos de la terapia génica que usan el vector también se incluyen en la
divulgacion.

La divulgaciéon también incluye una célula transformada que contiene el vector y las secuencias de moléculas de
acido nucleico de ECA2 recombinantes. El uso de variantes de ECA2 y modificaciones a la secuencia de polipéptido
de variantes de ECA2 se pueden usar en los procedimientos de la divulgacion. Los cambios que dan como
resultado la produccion de de una secuencia de aminoacidos quimicamente similar equivalente estan incluidas
dentro del alcance de la divulgacion. Los polipéptidos que tienen identidad de secuencias con el receptor de ECA2
se ensayan para asegurar que son adecuados para el uso en el procedimiento de la divulgacion. Se pueden producir
de manera natural variantes de polipéptidos de la divulgacién, por ejemplo, mediante mutacién, o se pueden
preparar, por ejemplo, con técnicas de ingenieria genética de polipéptido tales como mutagénesis dirigida al sitio,
gue se conocen bien en la técnica para substitucion de aminoacidos. Por ejemplo, un resto hidréfobo, tal como
glicina se puede sustituir por otro resto hidréfobo tal como alanina. Un resto alanina puede estar sustituido con un
resto mas hidréfobo tal como leucina, valina o isoleucina. Un aminoacido cargado negativamente tal como acido
aspartico se puede sustituir por acido glutamico. Un aminoéacido cargado positivamente tal como lisina se puede
sustituir por otro aminoacido cargado positivamente tal como arginina.

Por lo tanto, la divulgacion incluye polipéptidos que tienen cambios o sustituciones conservadores en secuencias de
aminoacidos. Las sustituciones conservadoras insertan uno o mas aminodcidos, que tienen propiedades quimicas
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similares que los aminoacidos reemplazados. La divulgacion incluye secuencias donde las sustituciones
conservadoras se hacen de manera que no destruyan la actividad del compuesto.

Los polipéptidos que comprenden uno o mas d-aminoacidos se contemplan con la divulgacion. También se
contemplan polipéptidos donde uno o mas aminoacidos estan acetilados en el extremo N. Los expertos en la técnica
reconocen que esta disponible una diversidad de técnicas para construir miméticos de polipéptidos con la misma o
similar actividad del compuesto deseado pero con actividad mas favorable que el polipéptido con respecto a la
solubilidad estabilidad, y / o susceptibilidad a hidrélisis y proteolisis. Véase, por ejemplo, Morgan y Gainor, Ann. Rep.
Med. Chem., 24: 243 - 252 (1989). Los ejemplos de miméticos de polipéptido se describen en la patente de estados
Unidos N° 5.643.873. Otras patentes que describen cédmo preparar y usar miméticos se incluyen, por ejemplo en,
5.786.322, 5.767.075, 5.763.571, 5.753.226, 5.683.983, 5.677.280, 5.672.584, 5.668.110, 5.654.276, 5.643.873. Los
miméticos de los polipéptidos de la divulgacion también se pueden preparar de acuerdo a otras técnicas conocidas
en la técnica. Por ejemplo, tratando un polipéptido de la divulgaciéon con una agente que altera quimicamente un
grupo lateral convirtiendo un grupo hidrégeno en otro grupo tal como un grupo hidroxi o amino. Los miméticos
preferiblemente incluyen las secuencias que son o bien enteramente hechos de aminoacidos o secuencias que son
hibridos incluyendo los amino&cidos y aminoacidos modificados u otras moléculas orgénicas.

La divulgacion también incluye hibridos y polipéptidos, por ejemplo donde una secuencia de nucle6tidos se combina
con una segunda secuencia.

La divulgacion también incluye procedimientos de uso de fragmentos de polipéptidos de ECA2 que se pueden usar
para conferir actividad del compuesto si los fragmentos retienen actividad. La divulgacion también incluye
polipéptidos y fragmentos de los polipéptidos de la divulgacién que se pueden usar como una herramienta de
investigacion para caracterizar el polipéptido o su actividad. Tales polipéptidos preferiblemente constan de al menos
5 aminoé&cidos. En realizaciones preferidas, pueden constar de 6 a 10, 11 a 15, 16 a 25, 26 a 50, 51 a 75,76 a 100 6
101 a 250 6 250 a 500 aminoacidos. Los fragmentos pueden incluir secuencias con mas aminoacidos eliminados,
por ejemplo, aminoéacidos del extremo C en una secuencia del compuesto.

Potenciacion de la actividad del polipéptido ECA2

La actividad de ECA2 aumenta o disminuye llevando a cabo mutagénesis dirigida al sitio selectiva. Un plasmido de
ADN o vector de expresion que contiene la molécula de &cido nucleico o una molécula de acido nucleico que tiene
identidad de secuencia se usa preferiblemente para estos estudios usando el kit de mutagénesis U.S.E. (Eliminacion
de sitio Unico) de Pharmacia Biotech u otros kits de mutagénesis que estan comercialmente disponibles, o usando
PCR. Una vez que se crea y confirma la mutacién mediante analisis de secuencia de ADN, el polipéptido mutante se
expresa usando u sistema de expresién y se controla su actividad.

La divulgaciéon también incluye procedimientos de uso de polipéptidos que tienen identidad de secuencia al menos
aproximadamente: > 20%, > 25%, > 28%, > 30%, > 35%, > 40%, > 50%, > 60%, > 70%, > 80% o0 > 90% mas
preferiblemente al menos aproximadamente > 95%, > 99% o > 99,5%, a ECA2 humano o de raton (o una secuencia
parcial del mismo). Las moléculas de polipéptido modificadas se describen mas adelante. Preferiblemente
aproximadamente: 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 10, 10 a 25, 26 a 50 6 51 a 100, o 101 a 250 nucle6tidos o amino4cidos estan
modificados.

Se calcula la identidad de acuerdo con conocidos en la técnica. La identidad de secuencia se determina lo mas
preferiblemente mediante la investigacién avanzada del programa BLAST version 2.1 (parametros como antes).
BLAST es una serie de programas que estan disponibles en la linea http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST. La
investigacion de BLAST avanzada (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=1) se establece para los
parametros por defecto. (es decir, Matrix BLOSUM62; Coste de existencia de hueco 11; Por coste de hueco de
residuo 1; relacion Lambda 0,85 defecto).

Las referencias a investigaciones BLAST son: Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, EW. & Lipman, D.J. (1990)
"Basic local alignment search tool." J. Mol. Biol. 215: 403 - 410; Gish, W. & States, D.J. (1993) "ldentification of
protein coding regions by database similarity search." Nature Genet. 3: 266 - 272; Madden, T.L., Tatusov, R.L. &
Zhang, J. (1996) "Applications of network BLAST server" Meth. Enzymol. 266: 131 - 141; Altschul, S.F., Madden, T.L,
Scha” ffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. & Lipman, D.J. (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs." Acido nucleicos Res. 25: 3389 - 3402; Zhang, J. & Madden, T.L.
(1997) "PowerBLAST: A new network BLAST application for interactive or automated sequence analysis and
annotation." Genome Res. 7: 649 - 656.

Preferiblemente aproximadamente: 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 10, 10 a 25, 26 a 50 6 51 a 100, 6 101 a 250 nucledtidos o
aminoacidos estan modificados. La divulgacién incluye polipéptidos con mutaciones que provocan un cambio de
aminoacidos en una parte del polipéptido implicado que proporciona la actividad de manera que la mutacion
aumenta o disminuye la actividad del polipéptido.
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Seleccion de los activadores de ECA2

Se seleccionan pequefias moléculas organicas para determinar si incrementan la expresion o actividad de ECA2.
Los fragmentos de polipéptidos de ECA2 asi como los polipéptidos que tienen identidad de secuencia con ECA2
también se ensayan para determinar si incrementan la actividad de ECA2 en ensayos in vitro e in vivo en lineas
celulares. Los activadores se dirigen preferiblemente hacia dominios especificos de ECA2 para incrementar la
activacion de ECAZ2. Para lograr la especificidad, los activadores deben dirigir las secuencias Unicas de ECA2.

La presente divulgacion también incluye el aislamiento de sustancias que incrementan la expresion de ECA2. En
particular se pueden aislar los ligandos o sustancias que se unir al gen o proteina de ECA2. Se pueden ensayar
muestras bioldgicas y genotecas comercialmente disponibles para sustancias tales como proteinas que se unen a
un gen o proteina de ECA2. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos de una proteina de ECA2 se puede usar para
sondar genotecas de péptidos mientras una secuencia de acido nucleico que codifica ECA2 se puede usar para
sondar genotecas de acidos nucleicos. Ademas, los anticuerpos preparados para ECA2 se pueden usar para aislar
otros péptidos con afinidad para ECA2. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos marcados se pueden usar para
sondar genotecas de despliegue en fago o muestras bioldgicas.

Las condiciones que permiten la formacion de complejos con una sustancia y un gen o proteina de ECA2 se pueden
seleccionar para que tengan relacion con los factores tales como la naturaleza y cantidades de la sustancia y el gen
o proteina de ECA2. . El complejo sustancia - proteina o sustancia - gen, sustancia libre o sustancia sin formar
complejo se pueden aislar mediante técnicas de aislamiento convencionales, por ejemplo, precipitacién con sales,
cromatografia, electroforesis, filtracion en gel, fraccionamiento, absorcion, electroforesis en gel de poliacrilamida,
aglutinacién, o combinaciones de las mismas. Para facilitar el ensayo de de los componentes, se pueden utilizar
anticuerpo contra ECAZ2 o la sustancia, o proteina marcada, o una sustancia marcada. Los anticuerpos, proteinas, o
sustancias se pueden marcar, segun sea apropiado, con una sustancia detectable como se describe mas adelante.

Una vez que se han aislado las parejas de unién potenciales, se pueden disefiar procedimientos de seleccidén para
determinar si las sustancias que se unen a los genes o proteinas de ECA2 son utiles en los procedimientos de la
presente divulgacion para potenciar la expresion de ECA2 sobre una célula y por lo tanto Utiles en el tratamiento de
enfermedad.

Por lo tanto, la divulgacion también proporciona procedimientos para identificar sustancias que son capaces de
unirse a genes o proteinas de ECA2. En particular, los procedimientos se pueden usar para identificar sustancias,
que son capaces de unirse y aumentar o potenciar la expresion de ECA2. De acuerdo con lo anterior la divulgacion
proporciona un procedimiento para identificar sustancias que se unen con un gen o proteina ECA2, que comprende
las etapas de

(a) hacer reaacionar un gen o proteina ACE2, preferentemente inmovilizada, y una sustancia de ensayo, en
condiciones que permita la formacién de un complejo, y

(b) ensayar complejos para sustancia libre y para gen o proteina no complejada.

Se puede usar cualquier sistema de ensayo o procedimiento de ensayo que detecta interacciones proteina -proteina
incluyendo la co- inmunoprecipitacion, reticulacion y copurificacién mediante gradientes o columnas cromatogréficas.
De manera adicional, los estudios cristalograficos de rayos x se pueden usar como un medio de evaluar las
interacciones con sustancias y moléculas. Por ejemplo, moléculas recombinantes purificadas en un complejo de la
divulgacion cuando se cristaliza en una forma adecuada son apropiados para la deteccién de interacciones intra-
moleculares mediante cristalografia de rayos x. También se puede usar espectroscopia para detectar interacciones y
en particular, se puede usar instrumentacion Q-TOF. Se pueden ensayar muestras bioldgicas y genotecas
comercialmente disponibles para los péptidos de uniéon a ECA2. Ademas, los anticuerpos preparados para el ECA2
se pueden usar para aislar otros péptidos con afinidad de unién a ECA2. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos
marcados para sondar genotecas de despliegue en fago o muestras biolégicas. A este respecto los péptidos se
pueden usar para desarrollar un sistema de expresion biolégico. El uso de estos sistemas permite la produccion de
grandes genotecas de secuencias de péptido al azar y la seleccion de estas genotecas para las secuencias de
péptidos que se unen a proteinas particulares. Las genotecas se pueden producir mediante clonaciéon de ADN
sintético que codifica secuencias de péptido al azar en vectores de expresion adecuados (véase Christian et al.
1992, J. Mol. Biol. 227: 711; Devlin et al., 1990 Science 249: 404; Cwirla et al. 1990, Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 87:
6378). También se pueden construir genotecas mediante la sintesis concurrente de péptidos de superposicion
(véase Patente de Estados Unidos N° 4.708.871). Se ensayan activadores en modelos de animales de hipertension,
enfermedad cardiaca o renal.

En una realizacion, la divulgacion incluye un ensayo para evaluar si un compuesto candidato es capaz de
incrementar la expresion o actividad de ECA2 mediante el cultivo de células (preferiblemente células renales o
cardiacas) en la presencia de al menos un compuesto cuya capacidad para activar la  expresién o actividad se
pretende para que se determine y después de esto controlar las células para evaluar un incremento en el nivel de la
expresion y / o actividad de ECA2 . La expresién y / o actividad de ECA2 indica que el compuesto candidato es dtil
para tratar enfermedad cardiaca o renal e hipertension.
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Un ensayo similar de seleccion se puede realizar con los mamiferos conocidos en la técnica son propensos a
enfermedad cardiaca o enfermedad renal. EI compuesto candidato se administra al mamifero y se mide la expresion
y / o0 actividad de ECA2. El aumento de expresion y / o actividad de ECA2 indica que el compuesto candidato es util
para tratar enfermedad cardiaca o renal.

Un procedimiento para determinar si un compuesto candidato incrementa la actividad de ECA2 (y si es (til para
tratar enfermedades cardiovasculares y/o de rifién y/o de pulmén y/o hipertensién) también puede incluir:

a) poner en contacto (i) ECA2, un fragmento de ECA2 o un derivado de cualquiera de los anteriores con (ii) un
sustrato de de ECA2 en presencia del compuesto candidato; y

b) determinar si se incrementa la actividad de ECA2 en el sustrato, indicando de dicha forma que el compuesto
incrementa la actividad de ECA2. La actividad incrementada de ECA2 indica que el compuesto es util para
tratar enfermedades cardiacas, de rifion o pulmén listadas en la presente solicitud o hipertensiéon. La
determinacién de un incremento en la actividad de ECA2 preferentmente indica determinar si el compuesto
incrementa la actividad proteolitica de ECA2(hidrélisis incrementada de sustratos). En una variante de la
divulgacion, los ensayos de la divulgacion estan sometidos a la codiciéon de que el compuesto candidato no sea
una sal de halégeno-sodio o una sal de halégeno-potasio y el ensayo no esté dirigido a medir el efecto de
incrementar la concentracion de iones en la proteolisis de ECA2. Los sustratos de ECA2 incluyen Angll, Angil,
des-Ang, Angll, apelin-13, dinorphin 13, beta-casomorphin y neurotensin.

Los procedimientos para producir ECA2 se describen en el documento CA 2.372.387. un ejemplo de un ensayo in
vitro para la activacion de ECA2 se muestra en Vickers et al., Hydrolysis of biological péptidos by human
angiotensin-converting enzyme-related carboxypeptidase. J Biol. Chem. 2002, 277(17): 14838. Otros ensayos (asi
como variaciones de los ensayos anteriores) serdn evidentes para la descripcion de la presente divulgacion y las
técnicas tales como las descritas en las Patentes de Estados Unidos numeros 5.851.788. 5.736.337 y 5.767.075.

Mamiferos defectivos

En los siguientes ejemplos se describen ejemplos de trabajo de la clonacion de ECA2 de ratdn y la generacion de
ratones defectivos en ECA2. El término “defectivo” hace referencia a una reducciéon parcial o completa de la
expresion de al menos una porcion de un polipéptido codificado por un gen de la ECA2 de una Unica célula,
determinadas células o todas las células de un mamifero. El mamifero puede ser un “heterocigoto defectivo”, en el
gue se ha alterado un alelo del gen enddgeno y todavia existe un alelo. En la ECA2 sobre el cromosoma X, las
hembras pueden ser heterocigotos. En machos, solo hay un alelo y los machos son homocigotos. Como alternativa,
el mamifero puede ser un “homocigoto defectivo”, en el que se ha alterado ambos alelos del gen endégeno.

La expresion “construccion defectiva” hace referencia a una secuencia de nucleétidos que se ha disefiado para
disminuir o suprimir la expresion de un polipéptido codificado por un gen enddgeno en una o més células de un
mamifero, La secuencia de nucleétidos usada como construccion defectiva normalmente est4d compuesta por (1)
ADN de alguna porcion del gen enddgeno (una o mas secuencias exonicas, secuencias intronicas y/o secuencias
promotoras) que se va a suprimir y (2) una secuencia marcadora usada para detectar la presencia de la construccion
defectiva en la célula. La construccién defectiva se inserta en una célula que contiene el gen endégeno que se va a
inactivar. A continuacion, la construccién defectiva se puede integrar en uno o ambos alelos del gen de la ECA2
enddgena y dicha integracién de la construccion defectiva de la ECA2 puede prevenir o interrumpir la transcripcion
del gen de la ECA2 enddgena de longitud completa. La integracién de la construccion defectiva de la ECA2 en el
ADN cromosémico celular normalmente se consigue mediante recombinacion homéloga (es decir, regiones de la
construccién defectiva en la ECA2 que son homodlogas o complementarias a las secuencias de ADN de la ECA2
enddgena pueden hibridar entre si cuando la construccion defectiva se inserta en la célula; estas regiones se
pueden recombinar después de modo que la construccion defectiva se incorpora en la posicion correspondiente del
ADN endb6geno)

Normalmente, la construccién defectiva se inserta en una célula indiferenciada denominada célula madre
embrionaria (células ME). Las células ME normalmente derivan de un embrién o blastocisto de la misma especie que
el embrién en desarrollo en el que se puede introducir, como se trata mas adelante.

» o« » oo«

Las expresiones “alteracion del gen”, “alteracion génica”, “supresion de la expresién” y “supresion génica” hacen
referencia a la inserciéon de una construccion defectiva en la secuencia de nucleétidos de la ECA2 en una region
homéloga de la regién de codificacion del gen de la ECA2 end6gena (que normalmente contiene uno 0 mas exones)
y/o la region promotora de este gen para disminuir o prevenir la expresion de la molécula de la ECA2 de longitud
completa en la célula. Normalmente la insercion se realiza mediante recombinacién homoéloga. A modo de ejemplo,
una construccion defectiva en la secuencia de nucledtidos se puede preparar insertando una secuencia de
nucleétidos que comprende un gen de resistencia a antibiéticos en una porciéon de una secuencia de nucleétidos
aislada que codifica la ECA2 que se va a alterar. Cuando esta construccion defectiva se inserta después en una
célula madre embrionaria (“célula ME”), la construccion se puede integrar en el ADN gendémico de al menos un alelo
de la ECA2. Por tanto, mucha progenie de la célula ya no expresara ECA2 al menos en algunas células o la
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expresara a un nivel menor y/o en una forma truncada, dado que al menos parte de la regiéon de codificacién
enddgena de ECA2 esta ahora alterada por el gen de resistencia a antibiéticos.

La expresion “secuencia marcador” se refiere a una secuencia de nucleétidos que (1) se usa como parte de una
construccion de la secuencia de nucleétidos mas larga (es decir, la "construccién defectiva" para alterar la expresion
de ECA2 y (2) se usa como medio para identificar las células que tienen incorporada la construccion defectiva en
ECA2 en el ADN cromosomico. La secuencia marcadora puede ser cualquier secuencia que sirve los fines, aunque
normalmente sera una secuencia que codifica una proteina que confiere un rasgo detectable en la célula, tal como
un gen de resistencia a antibiéticos o una enzima analizable que no se encuentra de forma natural en la célula. La
secuencia marcadora también contendra normalmente un promotor homadlogo o heterélogo que regula su expresion.

Incluido en el alcance de la presente divulgacion esta un mamifero en el que uno o ambos alelos de ECA2, asi como
uno o ambos alelos de otro(s) gen(es) se han inactivado. Dicho mamifero se puede generar repitiendo los
procedimientos establecidos en el presente documento para generar un mamifero defectivo en ECA2 pero usando
otro gen, o curando dos mamiferos, uno con uno o los dos alelos de la ECA2 inactivada y uno con uno o los dos
alelos de un segundo gen inactivado, entre si, y realizando una deteccion selectiva en la descendencia que tiene el
genotipo con doble inactivacion (ya sea un genotipo defectivo doble heterocigoto o doble homocigoto, o una
variacion de los mismos).

Otros animales y células defectivos se pueden fabricar usando técnicas similares.
Composiciones farmacéuticas

Los activadores de la expresion y actividad de ECA2 se combinan preferiblemente con otros componentes, tal como
un vehiculo, en una composicion farmacéutica. Estas composiciones se pueden administrar a un animal,
preferiblemente un ser humano, en forma soluble para evitar o tratar hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva,
insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca aguda, infarto de miocardio, arteriosclerosis, insuficiencia renal
0 una enfermedad pulmonar en un mamifero, en el que la enfermedad pulmonar es enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, neumonia, asma, bronquitis cronica, enfisema pulmonar, fibrosis quistica, enfermedad intersticial
pulmonar, hipertensién pulmonar primaria, embolia pulmonar, sarcoidosis pulmonar, tuberculosis, edema pulmonar,
ARDS o céncer de pulmoén. La enfermedad renal incluye insuficiencia renal. Los activadores de ECA2 son Utiles para
regular la presion sanguinea e hipertension arterial. La presion sanguinea normal tiene una presion sanguinea
diastolica menor que 85 mm Hg. La alta presion sanguinea normal tiene una presion sanguinea diastoélica entre 85 y
89 mm Hg. La hipertensiéon suave corresponde a una presion de sangre diastdlica entre 90 - 104 mm Hg. La
hipertension moderada tienen hasta una presion sanguinea diastolica entre 105 y 114 mm Hg.

La hipertension grave tiene una presién sanguinea diastélica mayor que 115 mm Hg. La presion sanguinea anormal
también se determina a partir de la presidon sanguinea sistdlica (cuando la presién diastélica en menor que 90
mmHg). La presién sanguinea normal tiene una presion sanguinea sistolica de menos de 140 mm Hg. La
hipertensién sistdlica limite muestra una presion sistélica sanguinea entre 140 y 159 mm Hg. La hipertensiéon
sistdlica aislada tiene una presidon sanguinea sistolica mayor que 160 mm Hg. (Cecil: Essentials of Medicine,
Tercera edicion por Andreoli et al. W.B. Saunders Company (1993)). Hipertension se diagnostica en un adulto mayor
de 18 afios de edad si la media de dos 0 mas mediciones de presion sanguinea durante al menos dos visitas es 90
mm Hg o mayor diastdlica o 140 mm Hg sist6lica. Los nifios y mujeres embarazadas tienen una presion sanguinea
menor, asi una presién sanguinea por encima de 120/80 (es decir, 120 mm Hg de presidon sanguinea sistolica /80
mm Hg de presion sanguinea diastélica ) indica hipertension.

Las composiciones farmacéuticas se puede administrar a seres humanos o animales mediante una diversidad de
procedimientos que incluyen, pero no se limitan a la administraciéon tpica, administracion oral, administracion por
aerosol, instilacion intratraqueal, inyeccion intraperitoneal, e inyeccion intravenosa. Las dosificaciones a administrar
dependen de las necesidades del paciente, sobre el efecto deseado y de la via de administracion elegida.

Los polipéptidos se pueden introducir en las células usando vehiculos de administracion de in vivo tales como pero
sin exclusién a liposomas.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar mediante procedimientos conocidos para la preparacién de
composiciones farmacéuticamente aceptables que se pueden administrar a pacientes, de manera que una cantidad
eficaz de la molécula de acido nucleico o polipéptido se combina en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos adecuados se describen, por ejemplo en Remington’s Pharmaceutical Sciences
(Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., Estados Unidos).

En esta base, las composiciones farmacéuticas pueden incluir un compuesto o sustancia activo, tal como una
molécula de acido nucleico o polipéptido, en asociacion con uno o mas vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable, y contenidos en soluciones tamponadas con un pH adecuado isoosmético con los fluidos biologicos. Los
procedimientos de combinacién de las moléculas activas con los vehiculos o combinacién de ellos con diluyentes
son bien conocidos por los expertos en la técnica. La composicion puede incluir un agente de direccion para el
transporte del compuesto activo a sitios especificos dentro del tejido.
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Sobreexpresién heter6loga de ECA2

Los vectores de expresion son Utiles para proporcionar altos niveles de expresion de ECA2. Los cultivos de células
transformadas con las moléculas de acido nucleico son Utiles como herramientas de investigacion, particularmente
para los estudios de los estados disminucion de ECA2. Se incluyen vectores selectivos para las células cardiacas y
células de rifion preferiblemente células endoteliales que normalmente constituyen ECA2. Los ejemplos de
vectores para las células cardiacas y renales se describen, por ejemplo, en Rosengart et al. Patente de Estados
Unidos n° 6.322.536; March et al. Patente de Estados Unidos n° 6.224.584; Hammond et al. Patente de Estados
Unidos n°® 6.174.871; Wolfgang-M. Franz et al. Analysis of tissue - specific gene delivery by recombinant
adenoviruses containing cardiac-specific promoters. Cardiovascular Research 35 (1997) 560 - 566; Rothmann T. et
al. Heart muscle-specific gene expresion using replication defective recombinant adenovirus. Gene Ther 1996 Oct;3
(20): 919 - 26; Phillips Ml et al. Vigilant vector: heart-specific promoter in an adeno-associated virus vector for
cardioprotection. Hypertension 2002, Feb; 39 (2 Pt 2):651-5; Herold BC et al. Herpes simplex virus as a model vector
system for gene therapy in renal disease. Kidney Int 2002 Jan;61 Suppl 1:3-8; Figlin RA et al. Technology evaluation:
interleukin-2 gene therapy for the treatment of renal cell carcinoma. Curr Opin Mol Ther 1999 Apr; 1 (2): 271 - 8;
Varda-Bloom N et al. Tissue- specific gene therapy directed to tumor angiogenesis. Gene Ther 2001 Jun;8 (11): 819-
27; Scott-Taylor TH et al., Adenovirus facilitated infection of human cells with ecotropic retrovirus. Gene Ther mayo
de 1998; 5 (5):621 - 9; Langer JC et al. Adeno-associated virus gene transfer into renal cells: potential for in vivo
gene delivery. Exp Nephrol mayo - junio de 1998;6(3):189 - 94; Lien YH et al. Gene therapy for renal diseases.
Kidney Int Suppl 1997 Oct; 61:S85-8; y Ohno K et al. Cell-specific targeting of Sindbis virus vectors displaying 1gG-
binding domains of protein A. Nat Biotechnol agosto de 1997;15(8): 763 - 7.

Se usan cultivos celulares, preferiblemente cultivos de células cardiacas y renales y cultivos celulares endoteliales,
en la sobreexpresion e investigacion de acuerdo con numerosas técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, una
linea celular (o bien una célula inmortalizada o un cultivo de células primarias) se pueden transfectar con un vector
gue contiene una molécula de &cido nucleico de ECA2 (o molécula que tiene identidad de secuencia) para medir los
niveles de expresion de la molécula de acido nucleico y la actividad de la molécula de &cido nucleico y polipéptido.
Las células también son (tiles para identificar los compuestos que se unen a, y activan, el polipéptido.

Kits de Diagnostico que miden la actividad y / o expresion de ECA2

La medicidn de la expresién o actividad de ECA2 también se usa en: i) diagnosis de enfermedad cardiaca o renal,
enfermedad pulmonar y / o hipertension ii) identificacion de pacientes en riesgo de desarrollar tal enfermedad antes
del desarrollo de la enfermedad iii) medir la respuesta terapéutica en pacientes que tienen enfermedad cardiaca tal
como enfermedad cardiaca coronaria, insuficiencia cardiaca crénica, o enfermedad renal y / o hipertension y / o
lesién pulmonar iv). Medir el éxito de las estrategias preventivas de enfermedad experimental en tales pacientes en
riesgo. La divulgacion incluye un procedimiento para determinar los niveles de ECA2 en un animal que comprende
las siguientes etapas: (a) preparar una muestra de corazon o de rifién o de pulmoén de un espécimen recogido del
animal; (b) ensayar la presencia de ECA2 en la muestra; y (c) correlacionar la presencia de niveles de ECA2 en la
muestra con la presencia (o riesgo) de enfermedad tal como enfermedad cardiaca o renal o pulmonar en el animal.
Los niveles de ECA2 por debajo de lo normal o por debajo de la actividad de ECA2 indican la presencia de riesgo o
enfermedad.

Kits diagnosticos basados en polimorfismos en un solo nucleotido de la ECA2

La presente invencién también muestra que una expresion disminuida de la ECA2 humana es el resultado de los
polimorfismos que controlan la expresion del gen de la ECA2. Los mapeos QTL en ratas muestran que hay una
correlacion del 100% entre niveles de expresion reducidos de ECA2 e hipertension y enfermedad cardiovascular y
renal. Ninguno d elos polimorfismos descritos més adelante se encuentran dentro de la region de codificacion de la
ECA2. Todos estan cadena arriba o cadena abajo de la regién de codificacion de la ECA2. Ninguno de estos
polimorfismos o su papel en la enfermedad cardiovascular, enfermedad renal, enfermedad pulmonar e hipertension
se conocian anteriormente. Un haplotipo de SNP concreto se asocia con un mayor riesgo de enfermedad. Este
haplotipo es una herramienta diagndstica importante para la evaluacién del riesgo de enfermedad y para la
determinacion del tratamiento médico adecuado.

Los polimorfismos son los siguientes:

Nombre del SNP | Descripcion del | Afroamericana Asidtica Caucasica Referencia
SNP

ECA2a C(CIG) 60 100 70 c

rs879922

ECA2b T(CIT) 100 100 70 T

rs757066
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ECA2c C(CIG) 70 50 80 C
rs714205

ECA2d C(A/C) 50 90 90 A/C
rs329442

ECA2e C(CIT) 80 100 60 C
rs233574

ECA2f C(CIT) 90 100 50 C
rs1978124

ECA2g A(A/G) 70 100 100 A
rs1514282

ECA2h A(AIG) 20 50 30 A

Rs1514282-2

ECA2i A(A/G) 70 100 100 A
rs1514281
ECA2j A(A/G) 20 50 50 A

rs1514281-2

ECA2k A(AIG) Fallo 100 70 A
rs1514279
ECAI C(CIT) 80 100 80 C

2rs1514280

ECA2m C(CIT) 100 100 50 C
rs233575

El nimero de nucledtidos de los polimorfismos que controlan la expresion génica de ECA2, como se ha descrito en
el grafico anterior y en la Figura 11, se puede determinar facilmente por los expertos en la técnica.

El grafico muestra ael porcentaje de la base de referencia que se encuentra en cada una de las tres poblaciones en
el grafico (afroamericana, caucésica, asiatica). Por ejemplo, para SNP rs233574, el SNP predicho es C/T, siendo el
pico de referencia C. En este caso, la frecuencia del alelo afromaericano es 80% C; la frecuencia del alelo asiatico
es 100% C (en otras palabras, un marcador monomoérfico) y la frecuencia del alelo caucésico es 60% C.

Se proporcionan sondas polinucleotidicas que se pueden usar para determinar el genotipo de un animal que es si
una persona es homocigota para uno o el otro polimorfismo o heterocigota de ests polimorfismos y, por extension, el
fenotipo de la persona. El fenotipo indica la cantidad de expresién de ECA2 en las células de la persona. Ademas,
se proporcionan procedimientos de uso de dichos polinuclettidos en las determinaciones de dicho genotipo y
fenotipo. Los oligonucleétidos se pueden usar como sondas para detectar moléculas d eacido nucleico de acuerdo
con técnicas conocidas en la materia (véase, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 5.792.851 y 5.851.788).

Por ejemplo, un polinucledtido se puede convertir en una sonda mediante marcado en el extremo usando
digoxigenina-11- deoxiuridina trifosfato. Tales sondas se pueden detectar inmunolégicamente usando fragmentos
de antidigoxigenina F (ab) de oveja policlonal conjugados a fosfato alcalino y tetrazolio azul nitro con 5-bromo-4-
cloro-3-indoil fosfato como sustrato cromogénico.

Por tanto, se proporciona una sonda polinucleotifica que hibrida de forma selectiva con una porcién de la secuencia
de ECA cadena arriba o cadena abajo. Se puede disefiar una sonda para hibridar con un polimorfismo de la ECA2
en condiciones rigurosas pero no los otros polimorfismos con el fin de distingur un polimorfismo concreto.
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Las sondas de hibridacion del polinucleétido especifico del poliformisno pueden comprender, por ejemplo, ADN
gendmico o ADN sintético. Dichas sondas oligonucleotidicas se pueden sintetizar mediante sintesis automatica y
preferentemente contendran aproximadamente 10-30 bases, aunque como se endiende en la técnica de ensayo de
hibridacion de sondas oligonucleotidicas, pueden ser Utiles tan pocas como 8 y hasta aproximadamente 50
nucleétidos, dependiendo de la posicién dentro de la sonda en la que se localiza el potencial apareamiento erréneo
con la diana, la extension a la cual un marcador en la sonda podria interferir con la hibridacion y las condiciones
fisicas (p. €j., temperatura, pH, fuerza iénica) en las que se lleva a cabo la hibridacién de la sonda con la diana. De
acuerdo con procedimientos convencionales, el disefio de una sonda polinucleotifica implica, preferentemente,
ajustar la longitud de la sonda a acomodar las condiciones de hibridacion (temperatura, fuerza ionica, tiempo de
exposicion) al tiempo que se asegura la especificidad del polimorfismo.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se proporciona un kit de ensayo para el genotipo, que
comprende:

(a) medios para amplificar acido nucleico que comprende al menos una porcidon de una regién en 5’ o 3’ de
ECA2, en la que la porcion incluye un nucleétido correspondiente a uno de ACE2a-ACE2m; y

(b) una sonda polinucleotifica que distingue un polimorfismo de ECA2 del otro.

El “medio para aplificar” dependera, como entendera faciimente el experto, del procedimiento de amplificacion que
se va a usar. Por tanto, por ejemplo, estos medios podrian incluir cebadores adecuados, una ADN polimerasa
adecuada y los cuatro 2'-desoxirrobonucleosido trifosfatos (dA, dC, dG, dT), si la amplificacion se va a realizar
mediante el procedimiento de PCR. Por citar si la amplificacién se va a realizar por un procedimiento que depende
de la transcripcion, tal como el procedimiento 3SR, los medios incluiran dos cebadores, al menos uno de los cuales,
cuando se hace bicatenario, prporcionard un promotor, una ARN polimerasa capaz de transcribir a parir de dicho
promotor, una transcriptasa inversa para funcionar en polimerizacién de ADN dirigida por ADN vy dirigida por ARN
iniciada por cebador y, posiblemente también, en la degradacién de con RNAsa H del ARN para liberar las hebras
de ADN de los hibridos ADN/ARN, los cuatro ribonucleétido trifosfatos (A, C, G y U), y los cuatro 2'-
desoxirribonucleésido trifosfatos. En otro ejemplo, si la amplificacion se realiza mediante la reaccion en cadena de la
ligasa, los medios incluird dos oligonucleétidos (ADN) y una ADN ligasa adecuada se unira los dos si esta presente
una diana con la que ambos pueden hibrida adyacentes entre si en orientacion ligable.

Las sondas oligonucleotidicas estaran, preferentemente, marcadas. EI marcador puede ser cualquiera de los
diversos marcadores disponibles en la técnica para dichas sondas, incluidas, entre otras, 32p ; 35S ; biotina (con la
que puede formar un complejo un resto generador de sefial, unido o en complejo con avidina); un resto fluorescente;
una enzima tal como la fosfatasa alcalina (que es capaz de catalizar una reaccién cromogénica); digoxigenina, como
se ha descrito anteriormente; o similares.

El analisis RFLP, andlsis SSCP electroforético o andlisis de secuenciacion también se pueden usar para detectar un
polimorfismo de ECA2.

También se ha proporcionado un procedimiento de tipaje de una secuencia diana especifica del polimrofismo de la
ECAZ2 en un acido nucleco de la ECA2 derivado de un animal, que comprende las etapas de

(a) obtener mediante un procedimiento de amplificacion de acido nucleico diana aplicado al ADN de corazén
o rifibn, una cantidad analizable del &cido nucleico amplificado con una secuencia que es la de una
subsecuencia (o la complementaria de una subsecuencia) de una region cadena arriba o cadena abadjo de
ECAZ2, incluyendo dicha subsecuencia un nucleétido en el que puede estar un polimorfismo de ECA2; y

(b) analizar (p. €j., en un ensayo de hibridacién de la sonda de acido nucleico que usan una sonda
polinucleotidica), el &cido nucleico amplificado obtenido en la etapa (a) para determinar la base o bases en la
posicion del polimorfismo.

En una aplicacién de los procedimientos de tipado de la invencion, los procedimientos se apican a un individuo para
determinar si el individuo esta en riesgo de desarrollar enfermedad de corazén o de rifion.

Las personas con enfermedad de las arterias coronarias y/o tras una cirugia de derivacion tienen hipoxia cardiaca.
También se conoce como aturdimiento cardiaco o hibernacion cardiaca. Estos pacientes muestran pocos cambios
estructurales en el corazén pero tienen la funcién cardiaca reducida. Es muy infrecuente tener la funcion cardiaca
alterada en ausencia de cambios estructurales. En modelos de ratdon de aturdimiento cardiaco o hipoxia, los
animales tienen un fenotipo que simula de un modo preciso el de los rarones ECA2. Ademas, los inventores han
demostrado que los marcadores de hipoxia estan inducidos en los ratones deficientes en ECA2. En conjunto, los
datos de los inventores muestran que estos ratones tienen la funcion cardiaca reducida debido a hipoxia crénica vy,
por tanto, son modelos de enfermedad de las arterias coronarias. Por tanto, los polimorfismos y/o reduccion de la
expresion o de la actividad de la ECA2 se pueden usar para diagnosticar este estado en seres humanos. Otro
ejemplo es analizar si la funcién del corazén en pacientes con miocardiopatia dilatada y muestran que el desenlace
de la enfermedad se asocia con polimorfismos de la ECA2. El incremento de la expresion y la actividad de la ECA2
se puede usar para tratar este estado.
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Caracterizacion de ECA2 como un regulador negativo del RAS

ECA2 se mapea en un QTL asociado a la hipertension en tres modelos de ratas de alta presidon sanguinea y niveles
de ECA2 se reducen en todas las rezas de ratas hipertensivas. En ratones, la inactivacion genética de ECA2 que
usa recombinacion homoéloga da como resultado un incremento de los niveles del péptido de Angll en tejidos,
regulacion hacia arriba de genes de hipoxia en la disfuncién cardiaca, y cardiaca severa.

La ablacion de la expresion de ECA sobre un antecedente deficiente de eca2 completamente abolia el fenotipo de
insuficiente cardiaca de los ratones con inactivacion Unica a eca2. Estos datos proporcionan un nuevo paradigma
para la regulacion del RAS e identificar ECA2 como un regulador negativo de RAS que controla la funcién cardiaca.

ECA2 y control de la presién sanguinea.

La mayoria de las enfermedades cardiovasculares son caracteres cuantitativos multifactoriales controlados por
factores tanto genéticas como ambientales. Un factor principal para la enfermedad cardiovascular es el RAS. En
contraste a ECA que se expresa de manera ubicua, el ECA2 recientemente identificado muestra la expresion
especifica de tejido. ECA2 regula los niveles enddgenos de Angll, compitiendo con ECA por su sustrato de Angly / o
mediante la escision de Angll para generar Angl-7. Antes de esta invencion, no se conocia nada sobre el papel in
vivo de ECAZ2 en el sistema cardiovascular. ECA2 regula los niveles enddgenos de Angll. También funciona como un
regulador negativo del RAS.

En tres razas de rata diferentes que desarrollan hipertensién espontdnea o inducida por dieta y enfermedad
cardiovascular, ECA2 se mapea dentro de un QTL definido en el cromosoma X. En todas estas razas de ratas
susceptibles a hipertension, los niveles de ARNm y de proteina de ECA2 estan regulados hacia abajo. El locus SS-X
identificado en el andlisis de QTL en ratas Sabra también se identifican como un locus que confiere resistencia a la
carga de sal. La reduccion en ECA2 in en la raza sensible a la sal y la ausencia de cualquier alteracion en su
expresion en la raza resistente muestra que ECA2 confiere resistencia a los cambios de presion sanguinea
inducidos por la dieta.

La posicién del mapa y expresion reducida muestra que ECA2 es el gen que contribuye a QTL hipertenso sobre el
cromosoma X. Ademas, el incremento de la expresion de Angl y Angll en ratones sin eca2 confirman que ECA2 es
un regulador del sistema RAS in vivo. Sin embargo, la pérdida de ECA2 en nuestros ratones no dieron como
resultado ninglin cambio directo en la presién sanguinea incluso cuando la funcién de ECA estaba bloqueada. Los
cambios de la presién sanguinea solamente se producen cuando la disfuncion cardiaca extrema estaba presente en
los ratones mayos de mayor edad. Los factores genéticos que contribuyen a la hipertensién ellos mismos no alteran
la presion sanguinea. En su lugar, estos QTL definen los determinantes individuales de la presiéon sanguinea, que
de acuerdo con otros polimorfismos genéticos promueven el cambio en la presion sanguinea. Los inventores han
identificado la asociacion de los polimorfismos ECA2 con alta presion sanguinea en la poblacion humana. De
manera importante, los datos de los inventores muestran que ECA2 funciona como un regulador negativo del
aumento de la presion sanguinea.

ECA2 y el control de la funcidn cardiaca.

De manera inesperada, la perdida de ECA2 en ratones da como resultado una disfuncién profunda contractil que
conduce a una reduccion intensa de la presién sanguinea sistémica en los ratones de mayor edad. De manera
importante, esta disfuncién cardiaca esta completamente invertida mediante la rotura de ECA que sugiere que un
producto catalitico de ECA desencadena una alteracion contractil en la ausencia de ECA2. dado que estos defectos
de contracciéon se pueden producir en la ausencia de hipertrofia o cualesquiera cambios detectables en la presion
sanguinea, los datos de los investigadores también proporcionan prueba genética de que el fenotipo de la
enfermedad cardiaca regulado por RAS puede no estar relacionado de manera genética con sus efectos sobre la
presion sanguinea e hipertrofia cardiaca.

Los inhibidores de ECA y bloqueadores del receptor de Angll se ha mostrado que tienen un papel cardioprotecor en
la insuficiencia cardiaca en seres humanos, implicando de este modo Angll en la enfermedad cardiaca. La abolicién
completa de la disfuncion cardiaca en el doble mutante ace/eca2 de los investigadores muestra que el RAS controla
directamente la funcién cardiaca y que ECA2 es un regulador negativo critico que antagoniza el RAS e insuficiencia
cardiaca. Los experimentos de los investigadores sobre experimentos de rescate genéticos indican de una manera
notable que es de hecho un producto de ECA que dirige la insuficiencia cardiaca, es decir, el incremento en Angll
observado en los corazones de ratones sin eca2 es causante de la disfuncion cardiaca. Necesita determinarse si la
inhibicion farmacolégica del receptor de Angll rescata los fenotipos cardiacos de ratones mutantes de eca2. De
manera interesante, olos resultados de los investigadores en moscas muestran que una mutacion del elemento P
asociada al homélogo de ACE, ACER, da como resultado un defecto grave y letal de morfogénesis del corazén
(datos no mostrados) que muestran que las funciones de ACE/ECA2 en el corazén se han conservado a lo largo de
la evolucion.

El defecto en los corazones mutantes de eca2 se caracteriza por la disfuncion contractil grave y regulacion hacia
arriba de los genes regulados por hipoxia con solamente ligera remodelacion en los ratones de mayor edad, sin
hipertrofia y sin evidencia de pérdida de miocitos. Estos parametros fenotipicos y moleculares de corazones con
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insuficiencia en ratones mutantes de eca2 son diferentes de hipertrofia y cardiomiopatia dilatada. Bastante mas
intrigante, los corazones de mutantes eca2 se parecen a la atrofia e hibernacion cardiaca encontrado en los casos
humanos de enfermedad arterial coronaria y en los casos de cirugia de desviacion. En estas enfermedades
humanas y en modelos animales de atrofia / hibernacion cardiaca, condiciones hipdxicas cronicas conducen a
cambios compensatorios en el metabolismo de miocitos, regulacion hacia arriba de los genes inducidos por hipoxia,
y funcion cardiaca reducida. Dado que ECA2 se expresa en el endotelio vascular, y no miocitos cardiacos, es
probable que los efectos de ECA2 se confinen a la vasculatura. Por ejemplo, incrementos locales en Angll podrian
conducir a la vasoconstriccién que da como resultado hipoperfusion e hipoxia. También se ha mostrado que Angll
provoca disfuncién endotelial mediante la induccién de estrés oxidativo. Los mecanismos por los que se la pérdida
de ECA2 puede dar como resultado la regulaciéon hacia arriba de los genes inducibles por hipoxia necesita
determinarse. De manera importante, los datos de los investigadores muestran que los polimorfismos de ECA2
provocan la patologia de enfermedad cardiaca coronaria en seres humanos.

Preferentemente, la presente divulgacion se define del siguiente modo:

Definicion 1. Un procedimiento de tratar un estado de disminucién de ECA2, que comprende administrar a un
mamifero que tiene dicha afeccién una cantidad terapéuticamente eficaz de un agonista de ECA2.

Definicion 2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el mamifero es un ser humano.

Definicion 3. Un procedimiento de una cualquiera de las definiciones 1 o 2, en el que el estado disminuido de ECA2
esta asociado con un trastorno seleccionado de un grupo que consiste en hipertension, insuficiencia cardiaca
congestiva, insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca aguda, infarto de miocardio, arteriosclerosis e
insuficiencia renal y enfermedad pulmonar.

Definicién 4. Un procedimiento para terapia génica para un estado disminuido de ECA2, que comprende liberar una
cantidad eficaz de un transgén que codifica una ECA2 en un drgano.

Definicion 5. Un procedimiento de acuerdo con la definicion 4, en el que el érgano afectado es el corazén o los
riflones o los pulmones o los vasos sanguineos.

Definicion 6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las definiciones 4 0 5, en el que el transgén de la
ECA2 se administra al paciente en un vector de terapia génica.

Definicion 7. El procedimiento de la definicion 6, en el que el vector de terapia génica comprende un vector.

Definicion 8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las definiciones 4 a 7, en el que el paciente es un
ser humano.

Definicion 9. El procedimiento de una cualquiera de las definiciones 4 o 8, en el que el estado disminuido de ECA2
esta asociado con un trastorno seleccionado de un grupo que consiste en hipertension, insuficiencia cardiaca
congestiva, insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca aguda, infarto de miocardio, arteriosclerosis e
insuficiencia renal y enfermedad pulmonar.

Definiciéon 10. Un mamifero no humano que comprende el gen de la ECA2, en el que se ha alterado un alelo del gen.

Definicion 11. Un mamifero no humano que comprende el gen que codifica la ECA2, en el que se han alterado
ambos alelos.

Definicion 12. Un mamifero no humano que comprende una mutacion de ECA2 alterada, en el que la alteracion tiene
como resultado una mutacion completa del gen que codifica la ECA2.

Definicion 13. El mamifero no humano de cualquiera de las definiciones 10 a 12 que es un roedor.
Definicion 14. El mamifero no humano de la definicion 13, que es un raton.

Definicion 15. EI mamifero no humano de las definiciones 10 a 14 caracterizado por hipertensiéon o defecto de la
contractilidad cardiaca o defectos renales o mayor sensibilidad a la lesion pulmonar.

Definicién 16. Un acido nucleico que comprende una construccion defectiva en ECA2.
Definiciéon 17. Un vector que comprende el acido nucleico de la definicion 16.

Definiciéon 18. Una linea de células madres embrionarias murinas que comprende el acido nucleico de la definicién
17.

Definicion 19. Un procedimiento de deteccion selectiva de compuestos que modulan la hipertensiéon y la
contractilidad cardiaca y la insuficiencia renal y la insuficiencia pulmonar, que comprende introducir los compuestos
en el mamifero no humano de cualquiera de las definiciones 11 a 14 y determinar el incremento o la disminucion de
la presion arterial y/o la contractilidad cardiaca y/o las funciones renales y/o la infeccién pulmonar.
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Definicion 20. Un procedimiento para la deteccién selectiva de un compuesto que es un agonista de la actividad de
la ECA2, que comprende:

a. proporcionar: i) un preparado purificado que comprende ECAZ2, ii) un sustrato y iii) un compuesto de
ensayo;

b. mezclar dicha ECA2 y dicho sustrato en condiciones tales que dicha ECA2 puede actuar sobre dicho
sustrato para producir un producto, en el que dicha mezcla se realiza en presencia y ausencia de dicho
compuesto de ensayo; y

¢. medir directa o indirectamente la cantidad de dicho producto producido en presencia o ausencia de dicho
compuesto de ensayo.

Definicion 21. El procedimiento de la definicion 20, en el que dicho sustrato es la angiotensina | o la angiotensina II.
Definicion 22.- El procedimiento de la definicion 20, en el que dicho producto comprende Ang1-9 o Angl-7.
Definicion 23. Un compuesto aislado de acuerdo con las definiciones 20 a 22.

Definicion 24. El uso de un activador de la ECA2 como sustancia farmacéutica.

Definicion 25. El uso de un activador de la ECA2 para el tratamiento de la enfermedad cardiovascular o la
enfermedad renal o la enfermedad pulmonar.

Definicién 26. El uso de un activador de la ECA2 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la
enfermedad cardiovascular o la enfermedad renal o la enfermedad pulmonar.

Definicion 27. Un procedimiento de tratamiento médico de la enfermedad cardiovascular o la enfermedad renal o la
enfermedad pulmonar en un mamifero, que comprende administrar al mamifero que necesite el tratamiento una
cantidad eficaz de un activador de la ECA2.

Definicion 28. El procedimiento de la definicion 27, en el que el activador de la ECA2 se coadministra con un
inhibidor de la ECA.

Definicion 29. Una molécula de acido nucleico aislado que codifica un polipéptido de la ECA2, comprendiendo el
acido nucleico un polimorfismo de nucleétido cadena arriba o cadena abajo de la region de codificacion del acido
nucleico de la ECA2, en el que el polimorfismo reduce la expresion de ECA2 en comparacion con la ECA2 silvestre.

Definicion 30. Una molécula de &cido nucleico aislado de acuerdo con la definicion 1, en la que el polimorfismo se
selecciona del grupo que consiste en al menos una de ECA2a- ECA2m.

Definicion 31. Un procedimiento de deteccion un estado disminuido e ECA2 en un animal que comprende obtener
una muestra de ADN del animal e identificar un acido nucleico de la definicién 29 o 30 en la muestra de ADN.

Definicion 32. Un procedimiento para diagnosticar una enfermedad o una predisposiciébn a una enfermedad
caracterizada por un estado disminuido de ECA2 en un animal, que comprende identificar un acido nucleico de la
definicion 29 o 30 en una muestra de ADN del animal.

Definicion 33. Un procedimiento de acuerdo con la definicion 31 o 32, que comprende determinar si el animal es
homacigoto o heterocigoto para el polimorfismo del nucleotido.

Definicion 34. Un procedimiento de una cualquiera de las definiciones 31 o 33, en el que el estado disminuido de
ECA2 esta asociado con una enfermedad cardiovascular o una enfermedad renal o enfermedad pulmonar
seleccionadas de un grupo que consiste en hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia cardiaca
cronica, insuficiencia cardiaca aguda, infarto de miocardio, arteriosclerosis e insuficiencia renal y enfermedad
pulmonar.

Definicion 35. Un polinucleétido que comprende una secuencia se une especificamente a i); regién cadena arriba o
cadena abajo de una region de codificacion del acido nucleico de la ECA2, en la que la region esta proxima a un
polimorfismo de nucleétido que disminuye la expresion de la ECA2.

Definicion 36. El polinucleétido de la definicion 35, que comprende de 8 a 10, de 8 a 15, de 8 a 20, 8 a 25, de 25 a
50, de 50 a 75, de 50 a 100, de 100 a 200, de 200 a 500 o de 500 a 1.000 nucledtidos.

Definicién 37. El polinucledtido de la definicion 35 o 36, en el que el acido nucleico se une especificamente préximo
a uno de ECA2a-ECA2m en condiciones de hibridacion de alta rigurosidad.

Definicion 38. El polinucleétido de la definicion 37, en el que las condiciones de hibridacion rigurosas comprenden
0,1XSSC, 0,1% de SDS a 65 °C.
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Definicion 39. El polinucleétido de la definicidon 35, que comprende una secuencia complementaria a un polimorfismo
de ECA2.

Definicion 40. El polinucleétido de la definicion 39, que comprende una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en:

a. 8-50 nucleédtidos de una region cadena arriba o cadena abajo de la ECA2 que esta préxima a un
polimorfismo de nucleétido, en el que la secuencia incluye una de ECA2a-ECA2m y comprende toda o parte
de una de las secuencias de la Figura 11.

b. una secuencia que es complementaria a una secuencia especificada en (a); y

C. una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos 70% con una secuencia en (a) o (b), en
la que la secuencia que tiene identidad es capaz de hibridar con ECA2 en condiciones de hibridaciéon de
rigurosidad alta.

Definicién 41. El polinucleétido de la definicion 35, en el que el &cido nucleico es capaz de usarse como sonda en un
ensayo de hibridacion.

Definicion 42, El polinucleétido de la definicion 41, en el que la secuencia de acido nucleico se marca de forma
detectable.

Definicion 43, El polinucleétido de la definicién 42, en el que el marcador detectable comprende:
a. un pigmento fluorogénico; y/o
b. una modificacién de biotinilacién; y/o
c. un radiomarcador.

Definicion 44. Un kit de genotipado de la ECA2 que comprende un agente de deteccidn para detectar la presencia
de un polimorfismos de ECA2 en una muestra de acido nucleico derivado de un animal.

Definicion 45, El kit de la definicion 44, en el que el agente de deteccion comprende un acido nucleico y/o una
enzima de restriccion.

Definicion 46. El kit de la definicion 44, que ademéas comprende un contenedor de la muestra biologica para contener
el agente de deteccion.

Definicion 47. El kit de la definicién 44, que comprende ademas una placa que tiene una pluralidad de pocillos y que
tiene unidas a ellos sondas que tienen una secuencia de &cido nucleico que se une especificamente a una
secuencia de ECA2 que incluye un polimorfismo de la ECA2.

Definicion 48. El kit de la definicion 44, que ademéas comprende un agente de amplificacién para amplificar el acido
nucleico.

Definicion 49. El kit de la definicién 48, en el que el agente de amplificacion amplifica una region de acido nucleico
de la ECA2 proxima a un polimorfismo en un solo nucle6tido de ECA2 del grupo de ECA2a-ECA2m.

Definicion 50. El kit de la definicion 48, en el que el agente de amplificacién comprende un conjunto de cebadores,
en el que cada cebador es un &cido nucleico que se unira especificamente proximo a y/o causara la elongacion a
través de uno de ECA2a-ECA2m.

Definicion 51. El kit de la definicién 44 para detectar que el animal tiene, o esta en riesgo, de una enfermedad de
estado disminuido de la ECA2.

Definicion 52. El kit de la definicion 51, en el que la enfermedad comprende enfermedad cardiovascular o
enfermedad renal o enfermedad pulmonar o que afecta a los vasos sanguineos.

Definicion 53. El kit de la definicion 52, en el que la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en
hipertensidn, insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca aguda, infarto
de miocardio, arteriosclerosis e insuficiencia renal y enfermedad pulmonar.

Definicion 54. Un procedimiento de genotipado de ECA2 de un animal, que comprende:

a. obtener una muestra de acido nucleico de ECA2 derivado del amical, que incluye regiones cadena arriba y
cadena abajo de la region de codificacion de la ECA2; y

b. detectar una regién de un acido nucleico de ECA2 que incluye un polimorfismo en un solo nucleétido de la
ECA2.
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Definicion 55. El procedimiento de la definicion 54, en el que el polimorfismo de nucleétido se selecciona del grupo
que consiste en ECA2a-ECA2m.

Definicion 56. El procedimiento de la definicion 55, que comprende determinar si el animal es homocigoto o
heterocigoto para el polimorfismo de la ECA2.

Definicion 57. El procedimiento de la definicién 56, en el que e animal es un ser humano y el genotipo de la ECA2 se
usa para determinar si el animal tiene, 0 esta en riesgo de sufrir, una enfermedad de estado disminuido de la ECA2.

Definicion 58. El procedimiento de la definicion 57, en el que la enfermedad comprende una enfermedad
cardiovascular o enfermedad renal o enfermedad pulmonar o que afecta a los vasos sanguineos.

Definicion 59, El procedimiento de la definicién 54, en el que el acido nucleico se obtiene amplificando el acido
nucleico del animal.

Definicion 60, El procedimiento de la definicién 59, en el que el acido nucleico se obtiene mediante amplificacion con
todo o parte del polinucleétido de cualquiera de las definiciones 7 a 15.

Definicion 61. El procedimiento de la definicibn 54, en el que la etapa de deteccion comprende determinar la
secuencia de nucledtidos del acido nucleico de la ECA2.

Definicion 62. Un procedimiento de la definicién 54, en el que la etapa de deteccion comprende poner en contacto el
acido nucleico con el polinucleétido de cualquiera de las definiciones 7 a 15 en condiciones de rigurosidad alta.

Definicion 63. El procedimiento de la definicién 62, en el que el polinucleétido hibridara de forma selectiva proximo a
(i) una region de acido nucleico de la ECA2 y que incluye un polimorfismo Unico distintivo de un polimorfismo de la
ECA2.

Definicion 64. El procedimiento de la definicion 54, en el que la etapa de deteccion comprende:

a. realizar una digestion con endonucleasas de restriccion del acido nucleico, de modo que proporciona un
digesto del &cido nucleico; y

b. poner en contacto el digesto con el polinucleétido.

Definiciéon 65. El procedimiento de la definicion 64, en el que la hibridacion se produce durante o después de una
amplificacion por PCR y el analisis es un analisis de PCR "en tiempo real" o un analisis fluorimétrico.

Definicion 66. El procedimiento de la definicion 64, en el que la etapa de deteccion incluye el andlisis por tamafio del
acido nucleico.

Ejemplos
ECA2 se mapea en un QTL sobre el cromosoma X en tres razas de ratas hipertensas

La hipertension y la mayoria de las enfermedades cardiovasculares son multifactoriales por naturaleza y patogénesis
de la enfermedad esta influenciada por mdltiples loci de susceptibilidad genética. En diversos modelos de ratas
recombinantes, se han identificado QTL mudltiples para hipertensién. Dado que ECA2 se mapea en el cromosoma X
en seres humanos y un QTL se ha mapeado para el cromosoma X en varios modelos de ratas de hipertension sin
ningun gen candidato atribuido a él todavia , ECA2 puede ser un gen candidato para este QTL. Para facilitar el
mapeado cromosomico de ECA2 de ratas, se clon6 el ADNc de ECA2 de rata de longitud completa mediante la
seleccién de una genoteca de ADNc de ridn de rata. ECA2 de rata es altamente homoélogo con ECA2 humano y
tiene un 32% de identidad y es un 42% similar a ECA humano y de ratén (Fig. 1a). ECA2 de tipo humano, el gen de
rata estad constituido por un Unico dominio de ECA con un sitio de unién a cinc conservado , un péptido de sefial y
un dominio de transmembrana (Fig. 1b). Similar al ser humano, ECA2 en ratdn y rata se expresa de manera
predominante en rifidn y corazdn, con una expresion débil en pulmén e higado  (Fig. 1c).

El mapeado del hibrido de radiacién mostré que el gen ECA2 de rata se mapea en el cromosoma X con
puntuaciones de LOD significativas para los marcadores DXRat9, DXWox14, DXWox15 y DXRat42, colocando eca2
entre DXRat9 y DXRat42 (Fig. 1d). El mapeado comparative mostré que la posicién del mapa de eca2 se solapa
con un intervalo QTL para la hipertension identificado en ratas sensibles as la sal Sabra encontrado entre los
marcadores DXMghl2 y DXRat8 (SS-X). Ademas, la regién de eca2 cromosémica se mapea en el intervalo B P3
QTL definido en ratas espontaneamente hipertensas propensas a apoplejia (SHRSP), y un BB.Xs QTL hipertenso
previamente identificado sobre el cromosoma X de ratas hipertensas espontaneas (SHR) mediante analisis
congénico (Fig. 1d). De este modo, ECA2 se mapea en un QTL sobre el cromosoma X de rata identificado en tres
modelos separados de hipertension espontanea e inducida por la dieta.
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Regulacién por disminucion de la expresion de ECA2 en ratas hipertensas

Dado que el rifidn es un sitio principal de regulacion de la presion sanguinea, se determinaron los niveles de
expresion de ECA2 en los rifiones de tres razas de ratas hipertensas. Los niveles de ARNm de ECA2 se midieron
inicialmente en los rifiones de las ratas hipertensas sensibles a sal Sabra (SBH/y) y ratas Sabra normotensas
(SBN/y) de control resistentes a sal. La carga de sal (con sal DOCA) no tenia efecto sobre la expresion de ARNm de
ECA2 en ratas SBN/y normotensas. De manera intrigante, en las ratas SBH/y, la carga de sal y el desarrollo de
hipertensién estaban asociados a una reduccion significativa de la expresién de ARNm de ECA2 cuando se
compara con las ratas SBN/y normotensas (Fig. 2a). Hay que hacer notar que el ARNm de ECA2 también era
menor en la dieta regular de alimentacion de SBH/y cuando se compara con los controles SBN/y alimentados con
una dieta similar. Este Gltimo hallazgo es consistente con la diferencia de 10 - 20 mmHg en la presion sanguinea
observada entre ratas SBH/y y SBN/y alimentadas con dieta normal.

Para medir los niveles de proteina de ECA2, se generd un antisuero de conejo especifico de ECA2 (aa206 - aa225
de ECA2 de ratdn), que reacciona de manera cruzada con ECA2 tanto de raton como humano (no mostrado). En
linea con la expresion de ERNm de ECA2 disminuida, la expresién de proteina de ECA2 se redujo de manera
notable en los animales SBH/y que se alimentaron con dieta normal (Fig. 2b). El incremento en la presion sanguinea
de ratas SBH/y después de una dieta de 4 semanas de sal DOCA correlacionada ademas disminuyd la expresion de
proteina de ECA2 (Fig. 2b). la carga de sal no desencadend un incremento en la presion sanguinea ni alteraba la
expresion de ECAZ2 en ratas de control SBN/y resistentes a sal (Fig. 2b). Los niveles de proteina de ECA2 también
disminuyeron de manera significativa en los rifiones de animales SHRSP y SHR espontaneamente hipertensos
cuando se compara con sus controles WKY (Fig. 2b). Ademas, los niveles de ARNm de ECA2 en ratas SHRSP y
SHR hipertensas (no mostrado). La clonacion y secuenciacion de la region codificante de ECA2 en las razas de
ratas hipertensas no revel6é ningdn cambio de secuencias, indicando que la reduccion de la expresion de ECA2
probablemente se produce a partir de polimorfismos que controlan la expresion del gen de ECA2. La posicién del
mapa y expresion reducida de ECA2 en tres razas diferentes de ratas indican que eca2 es un gen candidato fuerte
para este QTL hipertenso sobre el cromosoma X. Ademas, la expresién reducida de ECA2 en las tres razas de ratas
hipertensas sugirieron que esta enzima funciona como un regulador negativo.

Clonacion de ECA2 de ratdn y generacion de ratones con inactivacion de ECA2

Para validar la candidatura de ECA2 como un QTL y para ensayar si ECA2 tiene de hecho, un papel esencial en la
fisiologia cardiovascular y la patogénesis de enfermedades cardiovasculares, se cloné el gen ECA2 de ratén (Fig.
1la). Similar a y ECA2 humano, ECA2 murino también se mapea para el cromosoma X (no mostrado contiene un
Unico dominio de ECA (Fig. 1b), y de manera predominante se expresa en rifiones y corazon tl (Fig. 1¢). De manera
interesante, los investigadores observaron dos isoformas para ECA2 en ratdén en todos los tejidos positivos. La
sobreexpresion de ECA2 murino en COS mostré que ECA2 escinde Angl en Angl1-9 (no mostrado) indicando que
ECA2 murino tiene la misma especificidad bioquimica que ECA2 humano. Para determinar el papel in vivo de ECA2,
el gen eca2 en ratdn se interrumpié reemplazando el exén 9 con el gen de resistencia a neomicina suprimiendo de
manera eficaz el dominio catalitico de unién a cinc Procedimientos y Fig. 3a). Se usaron dos lineas de células ES
mutadas en el locus eca?2 para generar ratones quimeéricos, que se retrocruzaron con C57BL/6 para obtener la
transmisién germinal. Ambas lineas de raton mostraron fenotipos idénticos. La transmision de la mutacién de eca2
se confirm6 mediante analisis de transferencia de Southern (Fig. 3b). la mutacién nula de eca2 se verificO mediante
la ausencia de transcripciones de ARNm de ECA2 y analisis de transferencia de Northern (no mostrado) y de
Western (Fig. 3c). La expresion de ARNm de ECA en los rifiones y corazones no se alter6 en ratones mutantes
eca?2 (Fig. 3d).

Dado que el gen ECA2 se mapea en el cromosona X, toda la prole de machos eran o bien no mutantes (eca2-Y) o
de tipo salvaje para ECA2 (eca) mientras que las hembras eran o bien de tipo salvaje (eca2+/+), heterocigéticos
(eca2+), u homocigétcas (eca2-/) para la mutacién eca2. Se debe observar que en todos los experimentos descritos
mas adelante, hembras eca2+ se comportaron de manera similar a las hembras eca2 y los machos eca2 indican que
no existe un efecto aparente de de heterocigosis de eca2. Los ratones sin ECA2 no nacieron con la frecuencia de
las leyes de Mendel esperada, aparecieron sanos, y ho mostraron ninguna alteracion detectable global en todos los
drganos analizados. Ademas, al contrario que los ratones macho ace” gue muestran una fertilidad significativamente
reducida, tanto los machos como las hembras sin eca2 son fértiles.

Presion sanguinea ratones mutantes eca2

Se ha mostrado previamente que los ratones mutantes eca2 muestran reduccién de presion sanguinea y patologia
renal. Por lo tanto, se ensayo primero si la la pérdida de la expresion de ECA2 afecta a la homeostasis de la presién
sanguinea y / o desarrollé o funcién renal. De manera intrigante, la pérdida de ECA2 no dio como resultado la
reduccion de la presiéon sanguinea en ratones machos de 3 meses de edad eca2-Y (Fig. 4a) o hembras eca2 (no
mostrado) cuando se compara con sus hermanos de camada de control. Dado que fue posible que ECA puede
compensar la pérdida de ECAZ2, los inventores trataron ratones deficientes en eca2 con captopril que bloquea
ECA pero no la funcion ECA2. Sin embargo, la inhibicién in vivo de ECA con captopril redujo la presién sanguinea
de ratones macho ace-Y a un grado similar como se observé en los hermanos de camada de tipo salvaje tratados
con captopril (Fig. 4a). De este modo, incluso en un escenario de inhibicion de ACE, la pérdida de ECA2 no tiene
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efecto directo evidente sobre la homeostasis de presidon sanguinea en este antecedente de ratén definido.
Basandose en los datos de los investigadores de RAS QTL, los investigadores retrocruzaron sus ratones mutantes
con otros antecedentes de ratén para mostrar el papel de ECA2 en el control de presion sanguinea similar a los
antecedentes genéticos en seres humanos.

Funcién renal alterada en ratones mutantes eca2

Dado que ECA2 se expresa en gran medida en los rifiones, los inventores examinaron la morfologia y funcion renal.
Todos los ratones de 3 meses y 6 meses de edad machos eca2™ y hembras eca2” mostraron morfologia renal
normal y ningln cambio aparente en cualesquiera ultraestructuras de rifién  (Fig. 4b). Las estructuras celulares y
renales normales del sistema ductal y los glomérulos también se confirmaron usando morfometria de seccién en
serie.

Los riflones de ratones deficientes en eca2 machos vy los hermanos de cama de la misma edad se examinaron
usando microscopia 6ptica (tincion con PAS) vy electrénica (TEM) a los 3 y 12 meses de edad. La gravedad de
esclerosis para cada glomérulo se clasificaron entre 0 y 4+ de una manera ciega como sigue: O representa sin
lesion, 1+ esclerosis de < 25% del glomérulo, mientras 2+, 3+, y 4+ representan esclerosis de 25 a 50%, 50 a 75%,
y > 75% del glomérulo, respectivamente. A los 3 meses de edad, no existia evidencia de cambios patolégicos en los
rifones de los ratones deficientes en eca2. Sin embargo a los 12 meses de edad, la microscopia Optica revel6 un
incremento de esclerosis / lesion glomerular: 1,45 + 0,2 vs 0,25 + 0,06; n = 6; p < 0.01. La microscopia electrénica
mostré un aumento en la deposicion de fibrilas de colageno en el mesangio renal y una membrana basal
engrosada. La exposicion crénica a niveles elevados de Angll conduce a hipoxia y estrés oxidante en los rifiones de
ratones deficientes en eca2. El analisis de transferencia de Western reveld una expresion aumentada de factor-lalfa
(HIF1-a) inducible por hipoxia y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en los rifiones de los ratones
deficientes en eca2. La medicién de productos de peroxidacion de lipidos mostré un grado aumentado de estrés
oxidante en los ratones deficientes en eca2 a los 6 meses de edad: hexanal (1001 + 161 vs 115 +13 nmol/g; n = 5; p
< 0,01) y malondialdehido (48 + 6,4 vs 24,3 + 2,8 nmol/g; n = 5; p < 0,01).

Estos resultados muestran que la pérdida de ECA2 conduce a una sefializacion de angiotensina Il potenciada de
una manera especifica de tejido que por dltimo media en los efectos perjudiciales en los rifiones de los ratones
deficientes de eca2. La disminucién de la expresion de ECA2 juega un papel patolégico importante en la enfermedad
renal.

Pérdida de ECA2 da como resultado un defecto grave en la duncidn cardiaca

La inhibicién farmacolégica de ECA o receptores Angll sugiré un papel RAS en la regulacion de la funcién cardiaca
e hipertrofia cardiaca. Sin embargo, ni los ratones sin eca ni angiotensinégeno desarrollaron ninguna enfermedad
cardiaca manifiesta. Dado que ECA2 se expresa en gran medida en la vasculatura del corazon, se analizaron los
corazones de ratones deficientes en eca2. Los corazones de ratones mutantes de eca2 muestran una ligero ad wall
adelgazamiento de la pared del ventriculo izquierdo y un incremento de las dimensiones de la camara (Fig. 5a). El
adelgazamiento de la pared ventricular izquierda anterior (AW) e incremento de la dimensién telediastolica del
ventriculo izquierdo (DTDVI) en corazones deficientes en eca2 también se puede observar mediante ecocardiografia
(Tabla 1). Estos cambios estructurales se observan principalmente en ratones macho de 6 meses de edad. Sin
embargo, las relaciones de peso corporal corazén eran comparables entre ratones de 3 meses de edad (no
mostrado) y de 6 meses de edad eca2-Y y eca2+/Y (Fig. 5a,b). La ecocardiografia también mostré que la masa del
ventriculo izquierdo (LVM) y relaciones de LVM/peso corporal eran normales (Tabla 1). Los cambios estructurales y
bioquimicos caracteristicos de la cardiomiopatia dilatada no se observaron dado que no existia indicacion de fibrosis
cardiaca intersticial (Fig. 5¢,d) ni cambios prototipicos en ANF, BNP, a- MHC, b-MHC, y la expresién del gen de
actina del musculo esquelético (no mostrado). Ademas, los cardiomiocitos individuales de ratones sin ECA2 no
mostraron evidencia de hipertrofia y no se observé ninguna evidencia de apoptosis de cardiomiocitos alterada en
ratones sin ECA2 como se detecté mediante la tincién de TUNEL (no mostrado). De este modo, a pesar de la suave
dilatacion de los corazones en los ratones sin ECA2 de 6 meses de edad, no habia evidencia de hipertrofia cardiaca
o cardiomiopatia dilatada.

De manera interesante, la determinacion de la funcion cardiaca mediante ecocardiografia revel6 que todos los
ratones macho eca2” y hembras eca2 muestran una insuficiencia cardiaca contractil grave como se determina por el
acortamiento fraccional disminuido (FS), y la velocidad disminuida de acortamiento de fibras diferencial (Tabla 1y
Fig. 6a,b). La disminucion en la funciéon se encontré que era mas grave en los ratones machos y hembras de 6
meses de edad cuando se compara con los ratones de la misma edad de 3 meses de edad, que sugiere una
progresion en el fenotipo (Tabla 1). Consistente con la disminucién de la contraccién cardiaca, los ratones de 6
meses de edad eca2™ mostraron una presion sanguinea reducida (Fig. 6c), una caracteristica no encontrada en
hembras de la misma edad eca2” y machos de 3 meses de edad, sugiriendo que la reduccion en la presion
sanguinea puede ser el resultado de la disfuncién cardiaca grave y no un efecto directote la pérdida de ECA2 sobre
la presion sanguinea sistémica. Estos resultados sorprendentes muestran que ECA2 es un regulador negativo
critico de la contraccion del corazon.
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Para confirmar los defectos ecocardiograficos en la funcion cardiaca, las mediciones hemodinamicas invasivas se
realizaron en ratones sin eca2. De manera importante, las mediciones hemodinamicas mostraron que dP/dT-max y
dP/dTmin se redujeron de manera notable en los ratones mutantes eca2 (Tabla 2), indicando alteracién grave de la
funcién cardiaca contractil. La pérdida de ECA2 también dio como resultado una disminucion significativa en las
presiones ventriculares y adrticas consistentes con las reducciones observados en la contraccion cardiaca (Tabla
2). De manera notable, los datos establecen que los defectos en la contraccién cardiaca de los ratones mutantes de
eca?2 se produce en ausencia de cualquier hipertrofia cardiaca manifiesta y puede estar no acoplada genéticamente
con las alteraciones de la presion sanguinea.

Regulacién por incremento de los genes inducibles por hipoxia en ratones sin eca2

La disfuncién contractil grave de y dilatacion suave en la ausencia de hipertrofia o fibrosis cardiaca en ratones sin
eca2 se parece a la atrofia e hibernacion cardiaca en modelos de seres humanos y de animales. La atrofia e
hibernacién cardiaca son respuestas adaptativas a la hipoxia crénica tal como enfermedad arterial coronaria o
después de la cirugia de desviacién. Dado que ECA2 se expresa en gran medida en las células endoteliales
vasculares pero la contraccién se controla por los cardiomiocitos, se especuld la pérdida de ECA2 puede dar como
resultado hipoxia cardiaca. Por lo tanto los cambios en los niveles de expresion de los genes inducibles por hipoxia
tales como BNIP325 y PAI-1 se analizaron mediante transferencia de Northern. En los corazones de ratones sin
eca2, la expresion de ARNm de BNIP3 y PAI-1 se regularon hacia arriba de manera notable cuando se compara con
los hermanos de camada de tipo salvaje (Fig. 7a). De este modo, la pérdida de ECA2 da como resultado la
induccion de un perfil de expresion de gen regulado por hipoxia.

Aumento de los niveles de Angiotensina Il en tejidos de ratones sin eca2

Dado que las funciones de ECA2 como una carboxipeptidasa, que se escinde en un Unico resto de Angl, para
generar Angl-9, y un Unico resto forma Angll para generar Angl-7, se propuso la hip6tesis que ECA2 puede
funcionar como un regulador negativo del RAS compitiendo con ECA para el sustrato Angl y / o que escinde e
inactiva Angll. Si es correcto, la pérdida de ECA2 debe incrementar los niveles Angll in vivo.

Usando los radioinmunoensayos, los niveles de Angll se encontraron de hecho que estaban incrementados de
manera significativa en los rifiones y corazones de ratones mutantes de eca2 (Fig. 7b). Ademas, un incremento en
Angl se observo también en la (Fig. 7b) consistente con Angl que es un sustrato de la accién de ECA2 in vivo. No se
encontraron diferencias en los niveles de ARNm de ECA en los corazones y rifiones de ratones mutantes de eca2
cuando se compara con los controles que indican que el incremento de los niveles en los tejidos de Angll no se
debian a un incremento de la expresién de ECA (Fig. 3d). Estos datos muestran que ECA2 funciona como un
regulador negativo del RAS y que controla los niveles endégenos de Angll.

Ablacion de la expresion de ECA en ratones deficientes en ratones deficientes en eca2 -rescata la
insuficiencia cardiaca

Si el fenotipo en los corazones de ratones mutantes eca2 era debido al incremento en los niveles de Angll, la
ablacion genética de ECA en combinacion con la interrupcién de ECA2 puede servir para reducir los niveles de Angll
rescate del fenotipo observado en los ratones mutantes de ECA2. para ensayar esta idea, se generaron los ratones
doble mutantes ace/eca2. Estos ratones doble mutantes nacieron a la relacién mendeliana esperada y parecian
sanos. La presion sanguinea (Fig. 8a) y los defectos renales (no mostrado) en los ratones sin doble ace-eca2 eran
similares a la de los ratones de una sola mutacion ace. No se establecid la fertilidad de los ratones doble mutante
ace- eca2 no se establecio. De este modo, la pérdida de ECA y ECA2 no provoca ninguna enfermedad aparente
ademéas de la observada en ratones de una sola mutacion ace.

Dado que la funcion cardiaca de los ratones con inactivacion de ECA no se habia resefiado anteriormente se
analizaron primero los parametros cardiacos en estos ratones. En los ratones ace’, los corazones son
histolégicamente normales (no mostrado) y no se pudo detectar ningin defecto en la funcion cardiaca ningun
defecto a los 6 meses de edad (Fig. 8b,c). De manera importante, la ablacion de la expresion de ECA sobre un
antecedente mutante eca2 abolia completamente el fenotipo de insuficiencia de ratones inactivados una sola vez
eca? (Fig. 8b,c). Ademas, usando ecocardiografia, todas las funciones cardiacas de los ratones doble mutantes de
la misma edad de 6 meses de edad ace- eca2 eran comparables con la de sus hermanos de camada de una sola
mutacion y de tipo salvaje eca (Tabla 1). El reestablecimiento de las funciones cardiacas se produjo en los ratones
doble mutantes ace-eca2 tanto machos como hembras. Estos datos genéticos muestran que la expresion de ECA
se requiere y es necesaria para desencadenar la insuficiencia cardiaca contractii en la ausencia de ECA2. De
manera importante, no existe ninguna diferencia en la presién sanguinea entre los ratones eca e inactivados
ace/eca2 (Fig. 8a), implicando ademas que la reduccion de la presiéon sanguinea en ratones macho de mayor edad
eca2 se debe a la disminucién dramatica en la funcion cardiaca.

ECA2 controla negativamente la lesién pulmonar

El sindrome de insuficiencia respiratoria de adultos (ARDS) es una forma grave de lesién pulmonar aguda y tiene
unas tasas de mortalidad de 40 - 70% incluso cuando esta disponible el cuidado intensivo. Trauma, sepsis grave
(infeccién sistémica), neumonia difusa y choque son las causas mas principales de ARDS, y entre ellas la lesion
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pulmonar inducida por acido es una de las causas mas comunes. Los mecanismos potenciales que provocan la
lesion pulmonar asociada a aspiracion incluyen dafio inducido por HCI a la membrana alveolar - capilar, y adhesién,
activacion y secuestro de neutrofilos polinucleares (PMN), que da como resultado edema pulmonar y el deterioro
de intercambio de gas. El tratamiento para ARDS consta de ventilacion mecénica y continuacion del tratamiento de
la enfermedad o lesion inductora. El tratamiento soporte que usa farmacos novedosos que protegen el pulmén del
dafio de la membrana alveolar capilar adicional conservaria la funcién pulmonar de los pacientes de ARDS con el
fin de tratar la precipitacion de enfermedad o lesidon, que conduce a una disminucion en la tasa de mortalidad de
ARDS.

Dado que ECA2 se expresa en pulmones, los inventores ha determinado si la pérdida de ECA2 tiene algun papel en
las lesiones pulmonares agudas. La Figura 9 muestra los cambios en la elasticidad de los pulmones (EL) en ratones
tratados con HCI y de control durante un periodo de 3 horas. Después de la administracion de HCI, los ratones de
tipo salvaje sobrevivieron mas de 4 horas, mientras los ratones con inactivacion de ECA2 murieron en 2 - 3 horas. El
reflejo de la diferencia de ratones sobrevivientes, con inactivacion de ECA2 mostr6 una respuesta severa
significativamente en la elasticidad de los de los pulmones que los ratones de tipo salvaje. De este modo, los ratones
inactivados mostraron una respuesta severa mas significativa en la elasticidad de los pulmones que los ratones de
tipo salvaje. De este modo, ECA2 juega un papel significativo en la proteccion de los pulmones de la lesion aguda
inducida por &cido. De este modo, la potenciacion de la funcién y / o expresion de ECA2 es ua diana novedosa y no
anticipada para el tratamiento de ARDS y enfermedad pulmonar.

Procedimientos
Clonacion de mapeo de ECA2 de ratay de raton y QTL cromosdmico.

Se cloné ECA2 murino a partir de una base de datos de propiedad de EST. Usando una sonda ECA2 de raton, los
investigadores seleccionaron después un ADNc de rifion de rata (invitrogen) para obtener un ADNc de rata de
longitud completa como se determina mediante la secuenciacion de ADN. Para el mapeado cromosémico, se uso
una sonda cromosémica especifica de ADNc de ECA2 de rata para seleccionar una genoteca PAC de rata
(RPCI- 31, Research Genetics), identificando dos clones positivos (6M6 y 125K9).

Las secuencias de extreme de estos clones se determinaron y se disefiaron cebadores especificos de ratas (mc2L:
5- TCAATTTACTGCTGAGGGGG-3', mc2R: 5-GAGGGATAACCCAGTGCAAA- 3') para determinar la posicion en el
mapa cromosomico de ECA2 en rata mediante seleccion de un panel hibrido de radiacion (RH07.5, Research
Genetics). Se obtuvieron ratas SHR y control WKY de Harlan y se mantuvieron en las instalaciones de animales del
Instituto de Cancer de Ontario de acuerdo con las directrices institucionales. Los tejidos de ratas SHRSP fueron
proporcionados amablemente por el Dr. Detlev Ganten, Alemania. Ratas Sabra resistentes a sal y sensibles a sal se
desarrollarojn y se mantuvieron en la instalacién de animales del Centro Médico de Barzilai de la Universidad de
Ben-Gurion, Israel. El tratamiento de sal Doca era como se ha descrito anteriormente.

Analisis de Expresion. Se prepar6 el ARN total a partir de rifiones de rata que usa agente de trire. 20 mg de ARN
se resolvio sobre un gel de formamida al 0,8%. Se transfirio6 a membrana de nylon (Amersham), y se sondd con una
sonda de ADNc de ECA2 parcial de rata (9-1). La sonda de accién B —y transferencias de Northern de tejidos
multiples se compraron en Clontech. Para el andlisis de western, se homogeneizaron los rifiones en tampon de lisis
(50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 20 mM EDTA, y 1% triton-X 100) complementado con "céctel inhibidor de proteasa
completo (Roche) y 1 mM NasVO4- 100 mg de proteina se resolvi6 mediante SDS-PAGE sobre ges de 8% tris-
glicina. Se obtuvo ECA2 inmuno-suero a partir de conejos inmunizados con un péptido especifico de ratén de ECA2
DYEAEGADGYNYNRNQLIED. El suero se purificd por afinidad con el péptido de inmunizacion que usa el kit unido a
sulfo (Pierce). Se us6 un anticuerpo comercialmente disponible de B como control de carga (Santa Cruz).

Generacion de ratones mutantes de ECA2. Se construy6 un vector de direcciéon (brazo corto de 559 pares de
bases, y un brazo largo de 8,1 kilobases) usando el vector pKO ScramblerNTKV-1907 (Stratagene). Una parte del
ADN gendmico de la eca2 que contiene los nucleétidos +1069 a +1299 se reemplazé con el casete de resistencia a
neomicina en la orientacion antisentido. La construccién de direccidén se sometié a electroporacion en células E14K
ES y la seleccién de clones ES recombinantes homélogos positivos se realizé mediante transferencia de tipo
Southern de ADN gendmico digerido con Ncori hibridado con las sondas flanqueantes en 5' y en 3’. Se inyectaron
dos lineas celulares independientes eca™ ES en blastocitos derivados de C57BU6 para generar ratones quimeéricos,
gue se retrocruzaron con ratones C57BU6. Dos lineas celulares ES proporcionaron transmision de linea germinal
independiente. Los datos resefiados en este manuscrito son consistentes con las dos lineas mutantes de raton. La
ablacion de la expresion de ECA2 se confrm6 mediante RTPCR, analisis de transferencia Northern y Western.
Solamente los ratones hermanos de camada se usaron para todos los experimentos. La histologia de todos los
tejidos, ensayos de apoptosis, serologia de sangre, y morfometrias de rifion eran como se ha descrito. Los ratones
mutantes de ECA completos se han descrito previamente y se obtuvieron de los Jackson Laboratories. Se
mantuvieron los ratones en las instalaciones de animales del Ontario Cancer Institute de acuerdo con las directrices
institucionales.

Morfometria del corazén, ecocardiografia, hemodinamica y mediciones de la presién arterial. Para la
morfometria de corazén, se perfundieron los corazones con formalina al 10% a 60 mmHg y posteriormente se
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introdujeron en parafina. Se determind la fibrosis intersticial de miocardio mediante morfometria cuantitativa que usa
el andlisis de imagen asistida por ordenador con sustraccion de color que usa el kit Image Processing Tool version
2.5 acoplado al software Photoshop 6.0. Se usaron las secciones tefiidas con rojo Picro-Sirius para calcular fibrosis
intersticial como la relacion de las areas con tincion PSR positiva comparado con el campo visual completo. Las
determinaciones ecocardiograficas se realizaron como se describe %2 usando hermanos de camada de tipo salvaje y
mutantes. Se anestesiaron los ratones con isoflourano/oxigeno y se examinaron mediante ecocardiografia
transtoracica usando un Acuson® Sequoia C256 equipado con un transductor lineal 15MHz. El AF se calcul6 como:
AF = [(DTD - DTS)/DTD]*100. El Vcfc se calculé como el tiempo de AF/expulsién corregido para el tiempo cardiaco.
Las mediciones hemodinamicas se realizaron como se ha descrito. En resumen, se anestesio a los ratones y la
arteria carotida derecha se aisl6 con un catéter 1,4 French Millar (Millar Inc., Houston) conectado a un amplificador
(TCP-500, Millar Inc.). Después de la insercion del catéter en la arteria carétida, se introdujo el catéter en la aorta y
después en el ventriculo izquierdo para registrar las presiones adrticas y ventriculares. Los parametros medidos y
analizados fueron el ritmo cardiaco, la presiéon adrtica, la presion sistolica ventricular izquierda (VI), la presion
diastolica del VI y las primeras derivadas maximas y minimas de la presion VI (+dP/dtmax y dP/dtmax,
respectivamente). La medicion de la presion arterial en el manguito en la cola se realizé6 usando un sistema de
andlisis de la presion arterial Usitech BP- 2000 fabricado por Visitech Systems (Apex, NC). Para el tratamiento con
captoprilo se afiadié al agua de bebida 400mg/l de captoprilo (Sigma) durante dos semanas antes de la medicién de
la presion arterial.

Niveles del péptido de angiotensina en tejidos. Se homogeneizaron corazones y rifiones sobre hielo en etanol al
80% /HCI 0,1N que contiene los inhibidores de la peptidasa descritos anteriormente, incluidos fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, 100 mM). Se centrifugaron los homogeneizados de proteina a 30.000 g durante 20
minutos, se decantaron los sobrenadantes, y se acidificaron con 1% (v/v) de &acido heptafluorobutirico (HFBA, Pierce,
Rockford, IL). Se concentrd el sobrenadante hasta 5 ml sobre una centrifuga de vacio Savant (Savant, Farmingdale,
NY) y los extractos concentrados se aplicaron a Sep-Paks activado, se lavaron con 0,1% de HFBA, y se eluyeron
con 5 ml de metanol al 80% / 0,1% de de HFBA. Se realizo6 el andlisis mediante radioinmunoensayo del contenido en
péptido de angiotensina en los extractos de los tejidos de corazén y rifion. Los limites de deteccion para los RIA de
la Ang Il y la Ang | eran 0,5 fmol/tubo y Ang | 5 fmol/tubo, respectivamente.

Modelo de lesion de pulmédn aguda. En este estudio se usaron ratones defectivos en ECA2 y sus hermanos de
camada (8 - 12 semanas de edad).Un minuto antes de la exposicion de aspiracién, se administraron dos
inhalaciones profundas (3 veces por volumen) para normalizar el historial del volumen y se realizaron mediciones
como datos iniciales. Los ratones anestesiados y con ventilacion mecénica recibieron inyeccion intratraqueal de 2
mi/kg de HCI (pH = 1,5), seguido de un bolo de aire. En el grupo control, los ratones recibieron inyeccién de solucion
salina 0 ninguna inyeccion. En todos los grupos, se realizaron mediciones a intervalos de 30 minutos durante 3
horas. Para determinar fisiol6gicamente la lesion pulmonar, se evalud la elasticidad pulmonar (EL; una reciproca de
la distensibilidad del pulmon) midiendo la presion prevista traqueal, flujo, y volumen. La EL se calcul6 dividiendo la
presion prevista traqueal por el volumen. Los cambios en la EL reflejan alteraciones en el parénquima de pulmén y
entumecimiento de los pulmones.

La presente invencién se ha descrito con detalle y haciendo referencia particular a las realizaciones preferidas, no
obstante, el experto en la técnica entendera que se pueden realizar cambios sin desviarse del espiritu y el alcance
de la invencién. Por ejemplo, cuando la solicitud se refiere a proteinas, es evidente que a menudo se pueden usar
péptidos y polipéptidos. Del mismo modo, cuando se describe un gen en la solicitud, es evidente que a menudo se
pueden usar moléculas de &cido nucleico o fragmentos de gen.
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Tabla 1. Funciones cardiacas de ratones defectivos en ECA2

Machos de 3 meses Machos de 6 meses Hembras de 6 meses
eca2™ eca2® eca2™” eca2™” eca2” eca2”
n=7 n=7 n=28 n=28 n=3 n=3
Ritmo 469 +£12 466 + 18 495 + 15 482 + 12 460 + 6 452 + 14
cardiaco,
Ipm
PA, mm 0,65 + 0,02 0,62 +0,01 0,66 + 0,01 0,59 + 0,02* 0,65 + 0,02 0,57 £ 0,04
DTDVI mm 4,09 + 0,04 4,25+ 0,10, 4,12 +0,10 4,49 + 0,12* 3,71 +0,10 4,11 +0,07*
DTSVI,mm 2,11 +0,04 2,69 + 0,09** 2,13+ 0,06 3,29 + 0,14** 1,74 + 0,07 2,68 +£0,11*
% AF 48,42 +1,14 36,73 + 48,12 £ 0,84 26,76 +1,78* | 53,00 +£1,68 34,85+ 1,76**
+0,89**
VAM, M/s 0,992 + 0,029 0,922 0,902 + 0,044 | 0,802 +0,037 | 0,875 +0,048 | 0,809 + 0,044
+0,033
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Vcfce, ctre/s 9,49 + 0,48 7,28 + 0,45* 9,46 + 0,26 4,93 + 0,33** 10,34 £ 0,81 6,16 + 0,31**
MVI, mg 95,69 +1,88 95,50+2,28 | 102,41 +4,00 | 100,49 +3,39 | 92,27 + 2,02 89,60 + 1,54
MVI/PC, 3,32+£0,08 3,53+£0,18 3,19+£0,10 3,32+£0,15 3,29+0,37 3,30 £ 0,09
mg/g

p < 0,05 eca2” vs eca2™ o eca2” vs eca2””

p < 0,01 eca2™ vs eca2™” o0 eca2” vs eca2*”

Lpm = latidos por minuto; PA = espesor de la pared anterior; DTDVI = dimensién telediastolica del ventriculo
izquierdo; DTSVI = dimension telesistélica del ventriculo izquierdo; % AF = porcentaje de acortamiento fraccional;
VAM = velocidad de salida adrtica méxima; Vcfc = Velocidad de acortamiento circunferencial de la fibra; MVI =

masa del ventriculo izquierdo calculada; PC = peso corporal.

Tabla 2. Parametros hemodinamicos invasivos de machos de 6 meses de edad eca2™”

eca2™ eca2™”
N=8 N=28

Ritmo cardiaco, Ipm 303+ 16 298+8
PAS, mmHg 1115+24 91,6 £3,0
PAD, mmHg 70,5+ 3,0 50,3 £ 2,4**
PAM, mmHg 84,2+28 64,0 £ 2,6**
PASVI, mmHg 107,4 +4,5 87,5 +2,3**
PATDVI, mmHg 55+0,8 53+0,7
dP/dT max 5579 + 422 3034 +124**
dP/dT min -5055 +257 -2929 £271**

*p < 0,01 eca2™ vs eca2"”

PAS = presion arterial sistolica; PAD = presion arterial diastélica; PAM = presién arterial media; PASVI = presién
arterial sistolica del ventriculo izquierdo; PATDVI = presion arterial telediastélica del ventriculo izquierdo; dP/dT max
= 12 derivada maxima del cambio en la presion / tiempo del ventriculo izquierdo; dP/dt min = 12 derivada minima
del cambio en la presion / tiempo del ventriculo izquierdo
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Tabla 3. Funciones cardiacas de ratones de 6 meses de edad sin eca y ace/eca2

eca2™ eca2™”
n=8 n=8

Ritmo cardiaco, Ipm 507 + 17 491+ 10
PA, mm 0,63 +0,01 0,65 + 0,02
DTDVI, mm 3,86 + 0,04 3,79 £ 0,07
DTSVI, mm 2,11+ 0,04 2,13+ 0,07
% AF 4534 +1,11 43,95 +1,24
PAV, M/s 0,995 + 0,064 0,931 + 0,040
Vcfce, circ/s 8,94 £ 0,25 8,40 £ 0,27

PA = espesor de la pared anterior; DTDVI = dimension telediastélica del ventriculo izquierdo; VTSVI = dimensién
telesistdlica del ventriculo izquierdo; % AF = porcentaje de acortamiento fraccional; VSM = velocidad de salida
aortica maxima; Vcfc = Velocidad de acortamiento circunferencial de la fibra.
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REIVINDICACIONES

1. Un kit de genotipado de la ECA2 que comprende un agente de deteccién de la presenica de un polimorfismo en
un solo nucledtido de la ECA2 seleccionado del grupo de ECA2a-ECA2m en una muestra de acido nucleico derivada
de un animal, preferentemente un ser humano, en el que ECA2a a ECA2m son los polimorfismos en un solo
nucleétido descritos en las secuencias de nucleétidos de las SEC ID N° 5 a 18 y que ademas comprende una placa
gue tiene una pluralidad de pocillos y que tiene unidas a los mismos sondas que tienen una secuencia de acido
nucleico que se une especificamente a una secuencia de ECA2 que incluye dicho polimorfismo en un solo
nucleétido de ECA2

2. El kit de la reivindicacion 1, en el que el agente de deteccién comprende un acido nucleico y/o una enzima de
restriccion.

3. El kit de la reivindicacion 1 o 2, que ademas comprende un agente de amplificacion para amplificar el acido
nucleico.

4. El kit de la reivindicacion 3, en el que el agente de amplificacion comprende un primer conjunto, en el que cada
cebador es un &cido nucleico que se une especificamente proximo a, y produce la elongacion a través de, uno de
ECA2a-ECA2m .

5. Un procedimiento de genotipado de la ECA2 en un animal que es un ser humano, que comprende detectar una
region de un &cido nucleico de ECA2 que incluye un polimorfismo en un solo nucleitido de ECA2 en la muestra de
acido nucleico de ECA2 derivada del animal, que incluyen regiones cadena arriba y cadena abajo de la region de
codificacion de la ECA2, en el que el genotipo de ECA2 se usa para determinar si el animal tiene una enfermedad de
disminucion de la ECA2 o esta en riesgo de sufrirla, preferentemente una enfermedad cardiovascular o una
enfermedad renal o una enfermedad pulmonar o una enfermedad que afecta a los vasos sanguineos, en el que el
polimorfismo nucleotidico se selecciona del grupo que consiste en ECA2a-ECA2m, en el que de ECA2a a ECA2m
son los polimorfismos de un solo nucle6tido descritos en las secuencia de nucleotidos de las SEC ID N° 5 a 18.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, que comprende determinar si el ser humano es homocigoto o heterocigoto
para el polimorfismo de ECA2.

7. El procedimiento de la reivindicacion 5 o 6, en el que la etapa de deteccion comprende determinar la secuencia de
nucledtidos del &cido nucleico de la ECA2.
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Figura 2a
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Figura 2b
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Figura 3a
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Figura 3b, 3c, 3d
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Figura 4a, 4b
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Figura 5a, 5b
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Figura 5¢, 5d
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Figura 6a
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Figura 6b, 6¢
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Figura 7a,7b
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Figura 7c¢
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Figura 8a,. 8b
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Figura 8c
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aatattcaag
attctgggaa
cacagcttgg
ggacgacttc
tgcacaacct
aatcatgtca
cgattttcaa
tgttgggact
ggaaattecece
ggtggtggaa
ttctaatgat
agaageactt
ctetacegaa
gaccctagea
ctactttgag
gagtaccgac
agectcttgga
tgttgecatat
ggaggaggat
tgcacctaaa
gtceceggage
gatacagecca
tygagttgtg
agatcggaag
tagcaaagga
gaaaaatcta
tatagaaaat
aaaaaaattyg
agtatttatt
tagagtatat
gtaaatgtct
gatettgtat
tgcaaggatt

aagttcaaag
ttcagtagat
ageettgtta
gacaagttta
tataacacca
tctgectitt
aatctcacag
gaagacaaga

ggaaaagttt

gaaataatgyg
tctgaggteg
atggcaagag
aatggggtag
tttgaagaga
aatgcctate
atgtggggta
aacatagatg
gaggocgaga
aattccatge
gacctgggga
ctgacagete
tttetgetaa
ctttetgecag
gaagacaatg
ctgecattta
aaagaccagt
cckgtgecee
tactcattca
tgtcaagcag
gctggacaga
ttggaaaatg
cccttattta
tggagteecat
gataaagcat
gctatgagge
gtgcgagtgg
aatgtgtetg
cgtatcaaty
acacttggac
atgggagtga
aagaaaaata
gaaaataate
tgtttttect
ataagatgat
tecaaagaca
tetgtotety
tagggaaagt
gttgaatttc
ggaatatgga
gagaatgaca

(continda en la siguiente pagina)
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Figura 10a

gctgataaga
gtgatettgg
ctgtaactge
accacgaagc
atattactga
taaaggaaca
tcaagecttea
gcaaacggtt
gtaacccaga
caaacagttt
gecaageaget
caaatcatta
atggetatga
ttaaaccatt
cttectatat
gattttggac
ttactgatac
agttctttgt
taacggacce
agggcgacit
atcatgagat

‘gaaatggagc

ccacacctaa
aaacagaaat
cttacatgtt
ggatgaaaaa
atgatgaaac
ttcgatatta
ctaaacatga
aactgttcaa
ttgtaggagce
cctggectgaa
atgeocagacca
atgaatggaa
agtacttttt
ctaatttgaa
atatcattcc
atgetttceg
ctcctaacca
tagtggttgg
aagcaagaag
caggattcca
cttgaggtga
aaagatatca
acatggccaa
gatttgactt
gtgtatttgy
tgaagttgaa
tggatcactt
tgcattagct

gagaaaatet
ctecacagggg
tgctecagtee
cgaagaccty
agagaatgtc
gtccacactt
getgecaggct
gaacacaatt
taatcoacaa
agactacaat
gaggcecatta
tgaggactat
ctacagecogce
atatgaacat
cagtccaatt
aaatctgtac
aatggtggac
atectgttggt
aggaaatgtt
caggatcctt
ggggcatate
taatgaagga
gcatttaaza
aaacttectyg
agagaagtgg
gtggtgggag
atactgtgac
cacaaggace
aggccctetg
tatgctgags
aaagaacatg
agaccagaac
aagcatcazaa
cgacaatgaa
aaaagtaaaa
accaagaatce
tagaactgaa
tctgaatgac
gececcctgtt
cattgtcatce
tggagaaaat
aaacactgat
ttttgttgta
ttaaatgtca
ggagagagca
ctattctgtt:
tcteacagge
aacaaggata
gtaaggacag
cactttcatt
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catgaggagg
acgatgtcaa
accattgagg
ttctatcaaa
caaaacatga
geccocaaatgt
cttcagcaaa
ctaaatacaa
gaatgcttat
gagaggcetet
tatgaagagt
ggggattatt
ggccagttga
cttcatgecet
ggatgcctec
tcttigacag
caggectggg
cttecetaata
cagaaagcag
atgtgeacaa
cagtatgata
ttccatgaag
tecattggte
ctcaaacaag
aggtggatgy
atgaagcgag
cecgeatete
ctttaccaat
cacaaatgtg
cttggaaaat
aatgtaagge
aagaattcett
gtgaggataa
atgtacctgt
aatcagatga
tectttaatt
gttgaaaagg
aacagcctag
tcecatatgge
ctgatcttea
ccttatgect
gatgttecaga
tgtaaatgtt
aaactatgac
tetteattga
tcttaataag
tgttcaggga
tatcattaga
tgcctggagaa
taatccatty

ttttagtcta
getetteetyg
aacaggecaa
gttcacttge
ataatgctgg
atccactaca
atgggtctte
tgagecaccat
tacttgaacc
gggcttggga
atgtggtctt
ggagaggaga
ttgaagatgt
atgtgagggc
ctgcteattt
tteecetttgg
atgcacagag
tgactecaagg
tctgeooatee
aggtgacaat
tggcatatge
ctgttgggga
ttctgtecace
cactcacgat
tetttaaagy
agatagttgg
tgttccatgt
teccagtttea
acatctcaza
cagaaccctyg
cactgeteaa .
ttgtgggatg
gcecctaaaatce
teccgatcate
tteckttttgy
tctttgtcac
ccatcaggat
agtttctggg
tgattgtttt
ctgggatcag
ccatcgatat
cctecetttta
aatttcatgg
tetgttcaga
cattgcttte
gattttgtat
taatctaaat
gcaagtattg
ctggtgtage
tecaaggatga



3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361

SEQ ID NO:

‘MSSSSWLLLSLVAVTAAQSTIEEQAKT FLDKFNHEAEDLFYQS SLASWNYNTNITEENVONMNNAGDKWSAFLKEQSTLAQOMY
PLOEIQNLTVKLOLOALOONGS SVLSEDKSKRLNT ILNTMSTI YSTGKVCNPDNPOQECLLLE PGLNEIMANS LD YNERLWAWE
SHRSEVGKOLRPLYEEYVVLKNEMARANHYEDYGDYWRGDYEVNGVDGYDYSRGQLIEDVEHTFEEIKPL YEHLHAYVRAKIM
NAYPSYISPIGCLPAHLLGDMWGRFWINLYSLTVPFGQKPNIDVTDAMVDOAWDAQRI FKEAEKFFVSVGLPNMTQGFWERSM
LTDPGNVOKAVCHPTAWDLGKGDFRILMC TKVTMDDFLTAHREMGH IQYDMAYAAQPFLLRNGANEGFHEAVGE IMSLSAATP
KHLKSIGLLSFDFQEDNETEINFLLKOALT IVGTLPETYMLEKWRWMVFKGEL PKDOWMKKWWEMKRE TVGVVEPVERDETYC
DPASLFHVSNDYSFIRYYTRTILYQFQFQEALCOAAKHEGPLHKCDI SNSTEAGOKL FNMLRLGKSEPWT LALENVVGAKNMNY
RPLLNYFEFPLFTWLEKDONKNSFVGWSTDWSPYADOSIKVRI SLESALGDKAYEWNDNEMYLFRSSVAYRMROYFLKVKNQMIL
FGEEDVRVANLKPRISFNFFVTAPKNVSDIIPRTEVEKAIRMSRSRINDAFRLNDNSLEFLGIQPTLGPPNOPBPVSIHLEVFG

catgectttct
ggaatcgate
gtagaggaca
aactagagce

+tgttetctaa

acccagtcte
cagacactca

1
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Figura 10a continuacion

tcacagtaac
atgetttcett
ttgettttte
agaggcetee
ctgtggagtg
ttaaatettt
ataaatgcta

tcagttcaag
caaggtgaca
acttccaagg
gtgaactcee
aatggaaatt

tgtatttget-

gatttacaca

Figura 10b

tactatggtyg
ggtctaaaga
tgetitgatea
agagcatgce
ccaactgtat

cacagtgttt
ctcaaaaaaa

VVMGVIVVGIVILIFTGIRDRKKKNKARSGENPYASIDISKGENNPGRQNTDDVQTSF

SEQ ID NO:2

46

atttgectac
gagaagaatc
acatctecccet
tgatagaaac
gttcaccctc
gagoagtget
aaaaa

agtgatgttt .
cagggaacag
gacaacacaa
tcatttetac
tgaagtgggt
gagcacaaag



1
61
i21
181
241
30
36l
421
481
541
601
661
721

781;

841
201
861
1021
108
1141

1201

1261
1321
1381

-1441
1501

1561

1621
1681
1741
1601
1861
1821
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701

SEQ ID NO:

catattggte
ttectettete
gattttactc
cagctectec
ggaaaatgec
aagttecactt
gagtgaggcet
tttcteacta
aagtgggtct
catgagcace
attacttgag
ctgggeatgg
gtatgtggte
ttggagaggyg
gattgaagat
ctatgtgagg
cectgeceat
tgttecccttt
ggatgcagas
tatgactcaa
tgtectgecac
aaaggtcaca
catggecatat

agctgttgga

tettotgeea
ggcattgaca
gatctttegg
ggagatcgtt
tctgticecat
atteccagttt
tgacatctca
tteagageee
accactgete

ttttgtgggy

aagectaaaa
gttccgatca
agttcetttt
cttcttigte
tgccatcagg
ggagtttetg
gctgattatt
cactggecatc
ctcgatggac
gactteccttit
acaaaatatg
gttgtecaaa

3

cagcagettg
agtgccecaac
tagggaaagt
tggcteettc
aagacatttt
gcttettgga
gcagecaaat
caagaaatce
teageactet
atttacagta
ccaggattag
gagggctgga
ctgaaaaacg
gactatgaag
gtagaacgta
aggaagttga
ttgetigatyg
gcacagaaac
aggatatttc
ggattctggg
cccacagett
atggacaact
gccaggcaac
gaaatcatgt
tecgatttte
attgttggaa
ggtgaaatte
ggtgtggtag
gtttctaatyg

caagaagcte”

aattccactg
tggacecaaag
aattacttcc
tggaacacty
tcagetcttg
tetgttgeat
ctagaggaaq
acctecaccee
atgtcteggg
gggattcacc
tttggtgtiy
aaaggtcgaa
attggaaaag
tagcaaagea
agagtataca
gagcatcaaa
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. Figura 11

tttactgttic
ccaagtteaa
tgetecagtag
teagecttgt
taaacaactt
attataatac
ggtctgecctt
agactccgat
cagcagacaa
ctggaaaagt
atgaaataat
gggctgaggt
agatggcaag
cagagggagc
ccttecgecaga
tggataccta
atatgtgggg
caaacataga
aagaggcaga
caaactctat
gggatctagg
tcttgacagce

‘ctttectget

cactttctgc
aagaagatag
cactacegtt
ccaaagagca
ageetetgee
attactcatt
tttgteaage
aagctgggca
cctiggaaaa
aaccgttgtt
aatggageoec
gagctaatgc
atgccatgag
atgtacgagt
aaaatgtgtc
gcogeateaa
caacacttga
tgatggcact
agaagaaaaa
gagaaagcaa
cttgtcatct
catgtcatta
aaaaaaaaaa

tettetgtte
aggctgatga
atgggatett
tgctattact
taatcaggaa
taacattact
ttatgaagaa
catcaagcegt
gaacaaacag
ttgcaaccea
ggcgacaagc
tggcaageag
agcaaacaat
agatggctac
gatcaagecca
cectteetac
tagattttgg
tgttactgat
gaaattettt
getgactgag
acacggagac
ccatcacgag
aagaaacgga
agctacceoe
¢cgaaacagag
tacttacatyg
gtggatgaaa
tcatgatgaa
cattcgatat
ageotaagtat
gaagttgcte
tgtggtagga
tgactaggctg
atatgccgac
atatgaatgg
aaagtatttt
gagtgatttg
tgatgtcatt
tgatgtcttt
gcecacettac
ggtagtggtt
tgaaacaaaa
‘tgeaggatte
ftecetgtatgt
gctatczaaa

aaaaaaaaa

47

cttcttetge
gagagaaaaa
ggcgcacggy

~actgctcagt

goetgaagace
gaagaaaaty
cagtctaaga
caactacagg
ttgaacacaa
aagaacccac
acagactaca
ctgaggeegt
tataacgact
aactataacc
ttgtatgage
atcagcecca
acaaatctgt
gcaatgatga
gtttetgttg
ccagcagatg
ttcagaatca
atgggacaca
gccaatgaag
aagcatctga
ataaacttece
ttagagaagt
aagtggtggy
acatactgtg
tacacaagga
aatggttcte
aagatgctga
gcaaggaata
aaagagcaga
caaagcatta
accaacaacy
tcaataateca
aaaccaagag
cctagaagtg
ggcetgaatg
cagcctecty
ggcatcatea
agagaagaga
caaaacagtg
aaatgctaac
ctatgatctg

ttttittite

ctcatgaaga
gaaagatgtc
ccctcaccga
tgtcttatca
coccaaaagat
ctgcccaaag
cccttcagea
ttetgaacac
aagaatgctt
actctagget
tgtatgaaga
atggggatta
gtaaccagtt
atcttcatge
ctggatgeet
accctttgac
atcagggcetyg
gccttcctea
gcoggaaagt
agatgtgtac
tocaatatga
ggttccatga
aatecattgg
tactgaaaca
gogaggtggat
agatgaageg
accctgecate
ccatttacca
tgcacaaatg
gtettggaaa
tggatgtaaa-
acagaaattc
aagtgaggat
aaatgttcct
aaaaccagac
tctocttcta
aagttgaaga
ataacagcct
tecaccatatg
tectgattgt
acccttatga
atgatgctca
ttecatagtac
ttcagtaaac
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