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Behandlung von Fibrosen und Lebererkrankungen

Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der Behandlung
von Fibrosen und Lebererkrankungen, insbesondere entziindlichen
Lebererkrankungen.

Fibrosen sind Krankheiten, die durch die Bildung fibroti-
schen Gewebes oder Gewebeschaden gekennzeichnet sind. Dabei
kommt es zu einer krankhaften Vermehrung von Bindegewebszellen
im Bindegewebe selbst oder auch in einem Organ. Dabei wird das
Gewebe des betroffenen Organes verhartet, es entstehen narbige
Verdnderungen, die im fortgeschrittenen Stadium zur Einschran-
kung der jeweiligen Organfunktion fihren.

Unter Fibrose versteht man daher die lberschielende Vermeh-
rung des Bindegewebes aller menschlichen Organe, deren Ursache
in der Uberproduktion von Proteinen der extrazelluldren Matrix,
hauptsdchlich von Kollagen liegt. Die komplexen molekularen Re-
gulationsabliufe, die zu dieser Uberproduktion fiihren, sind nur
ansatzweise bekannt. Bis heute konnten jedoch zahlreiche Auslo-
ser identifiziert werden, wie z.B. toxische Substanzen, Wachs-
tumsfaktoren, Peptidfragmente von Matrixproteinen, Hormone u.a.,
die Fibroblasten, wie Myofibroblasten und Stellatzellen, als
Zielzellen der erhthten Bildung von Matrixproteinen stimulieren.

Die Leber ist &duBerst stoffwechselaktiv und ein hochregene-
ratives Organ, das auch bei hohen Schadigungen noch in der Lage
ist neue Leberzellen zu bilden und sich dabei zu regenerieren.
Bei Leberkrankungen kommt es dabei - je nach Intensitdt - zu
eine starken Gewebeneubildung, wobei auch ein starkes Risiko der
Bildung von fibrotischem Gewebe besteht.

Huentelman et al. (Exp. Physiol 90 (5) (2005): 783-790) be-
trifft die Verwendung eines lentiviralen Vektors, welcher Maus
ACE2 kodiert (lenti-mACE2), der zur Untersuchung von Herzfibro-
sen eingesetzt wurde. Das Versuchsmodell beruhte auf Ratten, de-
nen mit Hilfe implantierter Pumpen Ang II verabreicht wurde. '
Gezeigt wurde, dass durch die Ang II-Administration Fibrose am
Herzen verursacht wird sowie die Kollagenproduktion erhoéht wird.
Beide Effekte wurden durch die Transformation mit dem ACEZ Vek-
tor attenuiert.

Herath et al. (Journ. Of Hepatology 47 (2007): 387-395) be-
trifft eine Studie an Leberfibrose-Modellen (BDL-Ratten), mit

durch einen chirurgischen Eingriff induzierter Fibrose. Dieses
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Dokument betrifft keine Therapie dieser Fibrose, insbesondere
keine Administration von ACE2, sondern lediglich die Beobachtung
von ACE2- und Angiotensin (1-7)-Werten.

In Warner et al. (Clinical Science 113 (2007): 109-118) wird
die Wirkdng von Angiotensin II zusammengefasst, insbesondere die
Wirkung auf die Inflammation und Steuerung der Wundheilung. Bei
chronischen Verletzungen wird der ACE2-Weg des RAS natiirlich
hochreguliert, insbesondere bei der Entwicklung von Leberfibro-
se.

Diez-Freire et al. (Physiol Gen. 27 (2006): 12-19) stellt
eine Vorarbeit zu den Ergebnissen von Huentelman et al. dar. Ge-
m&B Diez-Freire et al. wurde ebenfalls der ACE2-Lentivirus
Transfektions-Vektor verwendet, um vor allem den Effekt von ACEZ2
Gentransfer auf den Blutdruck zu untersuchen.

Katovich et al. (Exp. Physiol 90 (3) (2005): 299-305) stellt
Untersuchungen von ACE2 auf den Bluthochdruck dar. Es wurde ge-
funden, dass Tiere, die ACE2 exprimieren (abermals transformiert
mit dem Lentivirus-Vektor) vor einem Bluthochdruck, welcher
durch Angiotensin II kinstlich verursacht wurde, geschitzt wer-
den konnten.

Huentelman M. (,HIV-1 based viral vector development for
gene transfer to the cardiovasular system™ (2003)

(Dissertation)) zeigt Vektor-Systeme fir den Gentransfer kardio-
vaskularer Systeme betrifft. Die Seiten 11 und 12 darin behan-
deln kurz ACE2. Darin wird auf ACE2 Knock-out-Mause eingegangen
und festgestellt, dass das’ACEZ—System ein weiteres System zur
Blutdruckregulierung darstellt, welches dem ACE-System entgegen
wirkt. Es wird weiters auf Seite 71 vorgeschlagen, den von Huen-
telman et al. beschriebenen Lentivirus-Vektor zur ACE2-Transfek-
tion einzusetzen.

Kuba et al. (Curr. Opin. In Pharmac. 6 (2006): 271-276) be-
schreibt die schiitzende Funktion von ACE2 bei ARDS Tier-Modellen
und SARS Corona-Virus-Infektionen, da ACE2 ein kritischer SARS-
Rezeptor ist.

Huentelman et al. (Regul. Peptides 122 (2004): 61-67) be-
trifft die Klonierung der wasserldslichen, sekretierten Form von
ACE2. Die trunkierte Form von ACE2 wurde in einen Lentiviren-
Vektor zur Transfektion kloniert (,Lenti-shACE2Y). Als Ziel wer-
den insbesondere Herzzellen oder Endothelzellen der Koronararte-

rien genannt. Im Vergleich zu Membran gebundenem ACE2 wurde eine
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hdhere Sekretierung und somit eine erhdhte ACE2 Konzentration in
der Zirkulation festgestellt. ,

WO 2004/000367 Al beschreibt die ACE2-Aktivierung zur Be-
handlung von Herz-, Lungen- und Nierenkrankheiten.

Es ist ein Ziel der vorliegende Erfindung Entwicklungen, die
zu Fibrosen und Lebererkrankungen fihren, vorzubeugen, deren
Voranschreiten zu bremsen und Fibrosen und Lebererkrankungen zu
behandeln.

Die Erfindung betrifft daher ein Protein oder eine Nuklein-
. sdure, welche das Protein kodiert, wobei das Protein ACE2 ist,
zur therapeutischen Behandlung oder Vorbeugung einer Leberer-
krankung oder Fibrose. Ebenso betrifft die vorliegende Erfindung
die Verwendung von einem ACE2 Protein oder einer ACE2Z kodieren-
den Nukleinsdure zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusam-
mensetzung zur Behandlung oder Vorbeugung von Lebererkrankung
oder Fibrose.

Die vorliegende Erfindung hat erstmals aufgezeigt, dass das
Renin Angiotensin System einen entscheidenden EinfluB auf den
pathologischen Verlauf diverser organischer Erkrankungen ausibt
und dass eine Inaktivierung desselben durch therapeutische Gabe
von ACE2 sowohl akute Symptome abfedern kann als auch chronische
zu heilen vermag. Besonders hevorzuheben ist an dieser Stelle,
dass erfindungsgemdf im Fall eines besonders aggressiven Leber-
fibrosemodells die Aktivierung von Stellatzellen, welche ur-
spriinglich fir die Entwicklung der fibrosebedingten
Organdysfunktion der Leber verantwortlich gemacht werden, kom-
plett inhibiert werden konnte. Somit konnte die pathologische
Entwicklung gestoppt und sogar revertiert werden. Diese Erkennt-
nis 1ldsst sich aufgrund der Ahnlichkeit der pathologischen Ver-
laufe auf eine Vielzahl fibrotischer Erkrankungen
erfindungsgemdB anwenden.

Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) ist ein essentielles
Enzym des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems, welches als mem-
branverankertes Glykoprotein auf diversen Organen, wie Herz,
Niere, Leber und Lunge, aber auch auf Blutgefédfien exprimiert
wird. ACE2 wurde 1997 als ACE homologes Enzym entdeckt (Genbank
Acc.: BAB40370, kodiert durch eine Nukleinsdure mit der Sequenz
nach Genbank Acc.: AB046569). Anfdnglich wurde ihm dieselbe en-
zymatische Aktivitat wie ACE zugerechnet (US 6,989,363). Erst

spater wurde entdeckt, dass ACE2 eine gé&nzlich andere, sogar
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antagonistische Wirkungsweise zu ACE aufweist (WO 2004/000367).
ACE2 ist eine Carboxypeptidase, die zahlreiche Peptidsubstrate
mit stark unterschiedlicher Selektivitat und Aktivit&dt spaltet.
ACE2 ist auch ein zelluldrer Bindungspartner von SARS-Coronavi-
ren. Die Herunterregulierung von ACE2 oder die Verabreichung von
ACE2, um Virus-Rezeptoren zu blockieren, kann daher die Suszep-
tibilitat ACE2 préasentierender Zellen mindern (WO 2006/122819).
Die beschriebenen Funktionen fiir ACE2 sind vor allem die Umwand-
lung von Ang II zu Ang 1-7, wobel Substrat und Produkt dieser
Reaktion antagonistische Eigenschaften aufweisen. Ang IT wirkt
im Wesentlichen vasokonstriktiv und blutdrucksteigernd. Ang 1-7
wirkt vasodilatorisch und weist bei Nieren-, Lungen- und Herzer-
krankungen einen Schutzeffekt auf (WO 2004/000367). Das ACEZ2
Produkt Ang 1-7 hemmt im Weiteren ACE, das Enzym, welches fir
die Produktion von Ang II maRgeblich verantwortlich ist. Das Re-
nin Angiotensinsystem spielt eine wesentliche Rolle in der Pa-
thologie von Lebererkrankungen, im Speziellen der Leberfibrose.
Die Anwesenheit von Ang II ist fiur pro-fibrogene Effekte in
Stellatzellen der Leber (HSCs, hepatitic stellate cells) verant-
wortlich. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression und die
Aktivitat von ACE2 in unter chronischer HCV Infektion leidenden
Patienten zunimmt. Hierbei handelt es sich anscheinend um einen
Schutzmechanismus, der allerdings nicht ausreicht, um eine Rege-
neration des Organs einzuleiten. Eine Steigerung der ACE2 Akti-
vitdt ist daher zielfihrend.

ErfindungsgemdB kann durch die Inhibierung der Fibrosebil-
dung einer Fibrose vorgebeugt werden, bzw. durch die Verhinde-
rung des Verschlechterns der Fibrose der Heilungsprozess
beschleunigt werden. Eine prophylaktische Therapie ist daher mit
ACE2 oder einer ACE kodierenden Nukleinsdure moglich. Eine sol-
che prophylaktische Therapie soll jedoch nicht in einem absolu-
ten Sinn verstanden werden, sondern lediglich so, dass das
Risiko des Auftretens einer Fibrose gesenkt wird oder die Fibro-
sesymtome bzw. die Intensit&t einer sich entwickelnden Fibrose
gemildert werden. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfin-
dung die Behandlung oder Vorbeugung des Fortschreitens einer Fi-
brose oder Lebererkrankung. Eine prophylaktische Anwendung ist
insbesondere bei Risikopatienten, mit einer erhohten Wahrschein-
lichkeit eine Fibrose oder Lebererkrankung zu entwickeln (im

Vergleich zu gesunden Individuen), wie z.B. Alkoholikern oder
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Patienten mit einer Hepatitis C Infektion, sinnvoll.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen ist die Fibrose eine lokale
Fibrose eines Gewebes oder Organs. Solche Organ spezifischen Fi-
brosen sind Leberfibrosen, Lungenfibrosen, Bindegewebsfibrosen,
insbesondere Fibrose der Muskelsepten, Nierenfibrose und die Fi-
brose der Haut, z.B. in Kombination einer Entziindung - Sklero-
dermie. Vorzugsweise ist die Fibrose eine Fibrose eines inneren
Organs, z.B. der Leber, Niere, Lunge, des Herzens, des Magens,
des Darms, des Pankreas, einer Driise, eines Muskels, eines Knor-
pels von Sehnen und Bidndern oder eines Gelenks. Eine spezielle
Form der Fibrose ist die zystische Fibrose oder eine rheumati-
sche Fibrose.

Bevorzugt ist die Fibrose auf eine exzessive Ablagerung der
Komponenten der extrazelluldren Matrix, insbesondere Proteine,
wie Kollagen, =zuriickzufithren. Kollagen ist ein Strukturprotein
des Bindegewebes, insbesondere der extrazelluldren Matrix. Die
Kollagenbildung, insbesondere in Verbindung mit dem Marker SMA
(smooth muscle actin) korreliert direkt mit dem Voranschreiten
der Fibrose. ErfindungsgemdB konnte eine besonders effektive In-
hibierung der Kollagen-Ablagerung durch ACE2 beobachtet werden.

‘Des Weiteren ist, basierend auf dem allgemeinen Mechanismus,
auch die Behandlung von chronischen Fibrosen mdglich. Insbeson-
dere kann die Fibrose durch mechanische oder chemische Zell-
oder Gewebeschiaden oder Wunden, Krebs oder Tumore, Infektionen,
insbesondere von Pathogeneﬁ, wie Viren, Bakterien oder Pilzen,
durch Implantate, inklusive Organimplantate, sowie Medikamente
hervorgerufen sein. Infektionen konnen z.B. Organ-spezifisch
sein, wie z.B. Hepatitis Virus Infektion, insbesondere durch
HCV. Weitere vorzugsweise fibrotische Erkrankungen, die erfin-
dungsgem&B mit ACE2 oder einer ACE2 kodierenden Nukleinsdure be-
handelt werden koénnen, sind z.B. primdre oder sekundéare
Fibrosen, insbesondere Fibrosen, die durch eine Autoimmunreakti-
on hervorgerufen werden, Morbus Ormond, retroperitoneale Fibro-
se.

Die Leber ist ein &duBerst stoffwechselaktives und hochrege-
neratives Organ, das auch bei hohen Schddigungen noch in der
Lage ist neue Leberzellen zu bilden und sich dabei zu regenerie-
ren. Bei Lebererkrankungen kommt es dabei - je nach Intensitadt -
zu einer starken Gewebeneubildung, wobei auch ein starkes Risiko

der Bildung von fibrotischem Gewebe besteht. Somit eignet sich
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die vorliegende Anwendung von ACE2 oder einer ACE2 kodierenden
Nukleinsdure zur Behandlung von Lebererkrankungen, insbesondere
um fibrotischen Symptomen als Nebeneffekt oder Hauptindikation
vorzubeugen oder zu behandeln. Zudem konnte gezeigt werden, dass
ALT (Alanin Aminotransaminase), ein Indikator fiir die Leberfunk-
tion durch ACE2 Behandlung, signifikant erhtht werden konnte.
Daher eignet sich die vorliegende Erfindung insbesondere zur
Herstellung oder Bewahrung der Leberfunktion bei einer Leberer-
krankung. In speziellen Ausfihrungformen steht die Lebererkran-
kung mit Leberschdden oder Leberzellsch&dden in Verbindung.

In speziellen Ausfihrungsformen tritt die Fibrose oder Lebe-
rerkrankung zusammen mit einer Inflammation auf, z.B. bei einer
Hepatitis (entziundliche Lebererkrankung). Inflammationen oder
Entziindungen diverser Organe oder Gewebe heilen oft zumindest
teilweise schlecht ab und k&nnen auch zur Bildung von fibroti-
schem Gewebe fiithren. Eine inflammatorische Reaktion ist ein Pro-
zess, bei dem sich Abwehrzellen auf den Weg zu einer
Infektionsquelle machen und dort die Beseitigung der Ursache si-
cherstellen. Diese Inflammation kann also z.B. durch eine Infek-
tion verursacht sein. Unterschiedliche Mittlerstoffe werden
hierbei freigesetzt, die zu der Beseitigung beitragen, aber auch
die Entziindungssymtome erzeugen. Bei Fehlregulierungen der Reak-
tion konnen diese Symptome den hauptsdchlichen Schaden verursa-
chen bzw. generell die Krankheitsquelle sein. Inflammationen
kénnen auch kiinstlich verursacht werden, z.B. bei Organtrans-
plantationen, die letztendlich zur AbstoBung des Fremdorgans
fiihren konnen. Ebenso kénnen Inflammationen als Nebenwirkung
durch bestimmte Medikamente hervorgerufen werden.

Die Expression von ACE2 wird durch diverse Stimuli gesteu-
ert. Es wurde nun auch gefunden, dass ACE2 durch das Auftreten
inflammatorischer Zytokine, wie TNF-alpha, IFN-gamma oder IL-4,
herunterreguliert wird, was in weiterer Folge zu diversen Er-
krankungen und zu einer Akkumulation von Ang II in den betroffe-
nen Kompartimenten und zu einer Potenzierung der eingeleiteten
Immunantwort fiihrt. Zytokine dienen im Wesentlichen der Kommuni-
kation diverser Zelltypen des Immunsystems. Ublicherweise be-
steht einer der ersten Schritte einer naszierenden Inflammation
darin, dass antigene Substanzen durch Antigen-prdsentierende
Zellen (APCs) aufgenommen und als fremd eingestuft werden. In

weiterer Folge kommt es zu einem ersten Ausstof inflammatori-
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scher Zytokine durch die betroffenen APCs, welche dadurch weite-
re Zellen des Immunsystems alarmieren. Dieser Mechanismus ist
hoch reguliert und kontrolliert, um eine Immunantwort nur dann
einzuleiten, wenn diese auch tatsdchlich berechtigt ist, und
diese wieder abzudrehen, wenn die antigene Substanz neutrali-
siert wurde. Dennoch kann es vorkommen, dass diese eingeleitete
Immunantwort auBer Kontrolle gerdt und sich gegen den eigenen
Organismus wendet. Die Akkumulation von Ang II, z.B in diversen
Nieren-, Herz- und Lungenerkrankungen, bedingt eine fortschrei-
tende Inflammation und auch eine gesteigerte Infiltration des
betroffenen Gewebes durch Zellen des Immunsystems und in weite-
rer Folge ein Uberschiefen der Immunantwort. Eine Schlisselstel-
le ist hierbei allerdings immer die zelluldre Immunantwort als
Reaktion auf einen Stimulus, welche in einer sich potenzierenden
Amplifikationskaskade den primaren Zweck, eine fremde Substanz
zu neutralisieren, bei weitem ibererfillt und in weiterer Folge
den Organismus schadigt.

Der erste Schritt der aufkeimenden Immunantwort ist die Aus-
sendung inflammatorischer Signale in Form von Zytokinen. Wesent-
liche Vertreter hierfiir sind zum Beispiel IL-4, IFN-gamma oder
TNF-alpha. Substanzen, die die Eigenschaft haben, diese Zytokin-
expression nach Stimulierung der Immunzelle zu unterbinden oder
abzuschwachen, sind brauchbare Therapeutika zur Attenuierung ei-
ner iiberschieBenden Immunantwort. Die ACEZ2 Expression nimmt in
Gegenwart inflammatorischer Zytokine auf zelluldrerer Ebene
stark ab, was zu einer Potenzierung der Inflammation vor allem
durch Akkumulation von Ang II, durch die Abnahme von Ang 1-7 und
durch das dadurch bedingte Ausbleiben einer Herabsetzung der Ang
II Nachbildung fuhrt. Die deswegen stark zunehmenden Ang II Kon-
zentrationen fordern aufgrund der stark inflammatorischen Eigen-
schaften von Ang II die weitere Potenzierung der Inflammation,
welche in weiterer Folge zu einer noch deutlicheren Attenuierung
der ACE2 Expression fihrt. Um diesem Teufelskreis zu entkommen,
wird erfindungsgemidf ACE2 therapeutisch verabreicht und somit
einer Ang II Akkumulation vorgebeugt und dabei die Inflammation
gedampft: ACE2 verringert unmittelbar die hohen Ang II Titer,
was die durch Ang II sich laufend steigernde Inflammation ab-
schwédcht. Ang 1-7 wird nachgebildet und schwdcht durch dessen
anti-inflammatorische Wirkung ebenfalls die Inflammation ab.

Weiters limitiert Ang 1-7 durch dessen Eigenschaft, ACE zu inhi-
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bieren, die Nachproduktion von Ang II. Das Abflauen der Inflam-
mation bewirkt, dass die ausgeschiitteten Zytokine auf ein Nor-
malmaB zurilickkehren, und dass es wieder zu einer endogenen ACE2
Expression kommt, die nachhaltig fiir den Abbau von Ang II und
die Entstehung von Ang 1-7 sorgt und wieder zu einem stabilen
funktionellen RAS fihrt. In weiterer Folge stellt sich wieder
ein sich selbst regulierendes bestadndiges Gleichgewicht der
agierenden Komponenten des RAS ein. Eine erneute ACE2 Gabe kann
somit gdnzlich ausbleiben, wenn der urspringliche Stimulus des
Immunsystems neutralisiert wurde. Eine schematische Darstellung
der erwdhnten Mechanismen ist in Fig. 5 wiedergegeben. Durch
Gabe von ACE2 wird ein Ausweg aus der sich potenzierenden In-
flammation geschaffen.

Die in den Beispielen angefiihrten Daten lassen die folgenden
Riickschllisse auf die Wirkung von ACE2 als Immunregulator zu. Be-
dingt durch einen antigenen Stimulus kommt es zur Ausschittung
inflammatorischer Zytokine. In Gegenwart inflammatorischer Zyto-
kine kommt es zu einem Verlust der ACE2 Expression. In Abwesen-
heit von ACE2 akkumuliert das pro-inflammatorische Peptid Ang
II, da es nicht durch ACE2 abgebaut werden kann. In Abwesenheit
von ACE2 akkumuliert ebenfalls das pro-inflammatorische Zytokin
TNF-alpha. ACE2 besitzt anti-inflammatorische Eigenschaften und
setzt in Lymphozyten die Expression inflammatorischer Zytokine
herab. Eine therapeutische ACE2 Gabe kompensiert daher die ver-
lorengegangene endogene ACE2 Expression und kann eine aufkeimen-
de Inflammation durch Herabsetzung von Ang II Titern, durch
Bildung von Ang 1-7 und durch andere Effekte abfangen. Eine the-
rapeutische ACE2 Gabe ermdglicht es sogar im Falle einer schwe-
ren Sepsis unter kontinuierlicher LPS Infusion Ang II Titer
wieder auf das Niveau eines Gesunden herabzusetzen und die Regu-
lierung des RAS dementsprechend wieder herzustellen. Eine thera-
peutische ACE2 Gabe ermdglicht es ferner im Falle einer schweren
Sepsis unter kontinuierlicher LPS Infusion TNF-alpha Titer wie-
der auf das Niveau des Gesunden herabzusetzen. Derselbe Effekt
konnte ebenfalls im Falle einer mechanischen, massiven Lungen-
schadigung durch Mekoniumaspiration beobachtet werden.

Vorzugsweise ist das Protein rekombinantes ACE2. ACE2 Se-
quenzen sind hinreichend bekannt, und es kann problemlos durch
Einbringung von geeigneten Vektoren, welche ACEZ kodieren, in

Expressionssystemen, insbesondere eukaryotischen, produziert



WO 2009/086572 PCT/AT2008/000472
- 9 -

werden. Solche Systeme sind z.B. Sdugerzelllinien, wie CHO (Chi-
nese Hamster Ovary) Zellen und NSO Mauszellen oder Insektenzel-
len, z.B. Sf9. Zur Expression kann ein solcher Vektor bestimmte
Zell-spezifische oder allgemeine Promotoren aufweisen.
Vorzugsweise ist das Protein (fiur das auch die ACE2 Nuklein-
sdure kodiert) wasserldsliches ACE2, insbesondere ohne Membran-
domdne. Die menschliche ACE2 Sequenz ist durch die SEQ ID NO:1
angegeben:
MSSSSWLLLSLVAVTAAQSTIEEQAKTFLDKFNHEAEDLEFYQSSLASWNYNTNITEENVONM-
NNAGDKWSAFLKEQSTLAQMYPLQEIQONLTVKLOLOALQONGSSVLSEDKSKRLNTILNTMS -
TIYSTGKVCNPDNPQECLLLEPGLNEIMANSLDYNERLWAWESWRSEVGKQLRPLYEEYVVLKN
EMARANHYEDYGDYWRGDYEVNGVDGYDYSRGQLIEDVEHTFEEIKPLYEHLHAYVRAKLM-
NAYPSYISPIGCLPAHLLGDMWGRFWTNLYSLTVPFGQKPNIDVTDAMVDQAWDAQRIF -
KEAEKFFVSVGLPNMTQGFWENSMLTDPGNVQKAVCHPTAWDLGKGDFRILMCTKVTMDDEFLTA
HHEMGHIQYDMAYAAQPFLLRNGANEGFHEAVGEIMSLSAATPKHLKSIGLLSPDFQEDNE-
TEINFLLKQALTIVGTLPFTYMLEKWRWMVEFKGEIPKDQWMKKWWEMKREIVGVVEPVPHDE-
TYCDPASLFHVSNDYSFIRYYTRTLYQFQFQEALCQAAKHEGPLHKCDISNSTEAGQKLEFNMLR
LGKSEPWTLALENVVGAKNMNVRPLLNYFEPLFTWLKDQNKNSFVGWSTDWSPYADQSIK—
VRISLKSALGDKAYEWNDNEMYLFRSSVAYAMRQYFLKVKNOMILFGEEDVRVANLK-
PRISFNFFVTAPKNVSDIIPRTEVEKAIRMSRSRINDAFRLNDNSLEFLGIQPTLGPPNQPPVS

Dabei wird die autologe Signalsequenz (unterstrichen) durch die
Wirtszelle fir die Ausschleusung abgespalten. Vorzugsweise um-
fasst daher das erfindungsgemdBe ACE2 Protein eine ACEZ Sequenz
entsprechend der SEQ ID NO: 1 ab der Position 18. In weiteren
Ausfihrungsformen weist das ACE2 Polypeptid keine transmembrane
Domane auf. Diese Transmembrandomidne befindet sich am C-Terminus
der SEQ ID NO:1. Es handelt sich daher dann um losliches ACEZ.
Besonders bevorzugte Ausfiihrungsformen umfassen dabei 1l&sliche
ACE2-Polypeptide, deren Polypeptidkette aus den Aminosduren die
SEQ ID NO:1 bis zur Aminhosaureposition 740 umfassen, oder enzy-
matisch aktive Fragmenten davon. Ein weiteres 1l6sliches ACE2
Protein besteht aus den Aminosduren 18-615 der SEQ ID NO: 1.

Die Ldslichkeit eines Proteins wird nicht nur durch seine
Aminoééuresequenz, sondern auch durch seine Faltung sowie durch
post-translationelle Modifikationen bestimmt. Es sind vor allem
geladene Zuckerstrukturen, die maBgeblich die L&éslichkeit eines
Proteins steigern und dessen pharmakologisches Profil beeinflus-
sen. Der ldsliche Abschnitt von ACE2 enth&dlt 7 N-Glykosylie-

rungsstellen. Vorzugsweise sind mindestens 80% der méglichen N-

v
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Glykosylierungspositionen glykosyliert und/oder das ACE2 Protein
weist einen Zuckeranteil von groBer als 10% (Massen-% des gesam-
ten ACE2) oder 11%, 12%, 13%, 14%, vorzugsweise grofer als 15%
oder 16%, 17%, 18%, 19%, insbesondere groRer als 20 % oder 21%,
22%, 23% 24% oder 25%, auf.

Obwohl menschliches ACE2 fiir die meisten Ausfilhrungsformen
bevorzugt ist, wird auch ACE2 von Maus, Ratte, Hamster, Schwein,
Primaten oder Rind ermdglicht. ACE2 ist ein universelles Enzym
in allen Sdugetieren mit dem identischen Substrat Ang II. Daher
ist es auch in Fremdorganismen einsetzbar. Somit kénnen mit dem
erfindungsgmifBen Protein (oder seiner Nukleins&dure) unabhéngig
vom Ursprung von ACE2 z.B. Menschen, Mause, Ratten, Hamster,
Schweine, Primaten oder Rinder behandelt werden.

Erfindungsgemdf kann eine pharmazeutische Zusammenfassung
umfassend das ACE2 Protein oder eine ACE2 kodierende Nukleinsau-
re zur Verfiigung gestellt werden. Solche Zusammensetzungen koén-
nen pharmazeutisch geeignete Salze derselben, zusdtzlich
Puffer, Tonizit&dtskomponenten oder pharmazeutisch geeignete Tra-
ger umfassen. Insbesondere ACE2 Nukleinsduren koénnen in geeigne-
ten therapeutischen Vektorsystemen vorgesehen werden;
Pharmazeutische Tradger-Substanzen dienen der besseren Vertrdg-
lichkeit der Zusammensetzung und ermdglichen bessere Loslichkeit
sowie bessere Bioverfiigbarkeit der Wirksubstanzen. Beispiele
hierfir sind Emulgatoren, Verdickungsmittel, Redoxkomponenten,
Stidrke, Alkoholldsungen, Polyethylenglycol oder Lipide. Die Aus-
wahl eines geeigneten pharmazeutischen Tragers h&dngt stark von
der Art der Verabreichung ab. Fir orale Verabreichungen ko&nnen
flissige oder feste Tr&dger verwendet werden, fir Injektionen
sind flissige Endzusammensetzungen erforderlich.

Vorzugsweise umfasst das erfindungsgemdl zu verwendende Me-
dikament Puffersubstanzen oder tonische Substanzen. Mittels Puf-
fer kann der pH-Wert des Medikaments auf physiologische
Konditionen eingestellt werden und weiters konnen pH-Schwankun-
gen abgeschwdcht bzw. gepuffert werden. Ein Beispiel hierfir ist
ein Phosphatpuffer. Tonische Substanzen dienen zur Einstellung
der Osmolaritidt und kénnen ionische Substanzen, wie zum Beispiel
anorganische Salze, wie NaCl, oder auch nicht-ionische Substan-
zen, wie zum Beispiel Glycerin oder Kohlenhydrate, umfassen.

Bevorzugterweise ist die erfindungsgemdl zu verwendende Zu-

" sammensetzung zur systemischen, topischen, oralen oder intrana-
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salen Verabreichung geeignet hergerichtet. Diese Verabreichungs-
formen des Medikaments der vorliegenden Erfindung ermdglichen
eine schnelle und unkomplizierte Aufnahme. Zur oralen Verabrei-
chung koénnen beispielsweise feste bzw. flissige Medikamente di-
rekt oder aufgeldst bzw. verdinnt eingenommen werden.

Das erfindungsgemdB zu verwendende Medikament ist vorzugs-
weise zur intravendsen, intraarteriellen, intramuskul&dren, in-
travaskuldren, intraperitonealen oder subkutanen Verabreichung
geeignet hergerichtet. Hierfiir eignen sich beispielsweise Injek-
tionen oder Transfusionen. Verabreichungen direkt in die Blut-
bahn haben den Vorteil, dass die Wirkstoffe des Medikaments im
gesamten Korper verteilt werden und die Zielgewebe schnell er-
reichen.

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Figuren

und Beispiele illustriert ohne darauf beschrankt zu sein.
Figuren

Fig. 1: Kollagenbildung in der Leber von Wild Type und ACEZ
knock-out Mausen nach 21 tidgiger BDL gemessen durch Sirius Rot
Farbung (links) und mRNA Bestimmung (rechts) im Vergleich zu ei-

ner Kontrollgruppe.

Fig. 2: Messung des SMA Gehalts in Lebergewebe (A) und dessen
mRNA (B) in der Leber von wild-Typ Mausen und ACEZ knockout Mau-

" sen nach 21 tagiger BDL im Vergelich zu einer Kontrollgruppe.

Fig. 3: Messung des SMA Gehalts in Lebergewebe (A) und dessen
mRNA (B) in der Leber von wild-Typ Mdusen und ACEZ knockout Mau-

sen nach 21 tagiger BDL im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.

Fig. 4: BDL Modell in wild-Typ Mausen: Messung des ALT Gehalts
in Serumproben von unbehandelten wild-Typ Mausen und solchen,

die eine ACE2 Therapie erhielten.

Fig. 5: Schematische Darstellung der Wiederherstellung eines
funktionellen RAS durch ACE2 Therapie. Rote (+) Pfeile stellen
Effekte der ausufernden Immunreaktivitdt dar, wadhrend blaue (-)

Pfeile Anderungen bedingt durch die ACE2 Therapie bezeichnen.
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Fig. 6: ACE2 spezifische FACS Analytik von Vero E6 Zellprapara-
tionen nach 48 stiindiger Inkubation mit 10 ng/ml IL-4 (A), IFN-
gamma (B) oder TNF-alpha (C) (Kurven mit mittlerem Peak) im Ver-
gleich zu einer unstimulierten Kotrollgruppe (rote Kurven mit
Peak rechts) und einer Kontrollserie (schwarze Kurven mit Peak
links).

Fig. 7: Messung von TNF-alpha in PBMC Kulturiiberstédnden 16 Stun-
den nach Stimulation mit LPS, PHA und LPS + PHA, ohne (schwarze
Balken, links) oder in Gegenwart von ACE2 (graue Balken, mitte)
oder ACE2 und Ang II (blaue Balken, rechts).

Fig. 8: Gemessene Ang II Konzentrationen in einem LPS induzier-
ten Sepsismodell in Schweinen: blaue Kurve: APN 01 (rACEZ) be-
handelte Tiere, graue Kurve: Placebo behandelte Tiere, graue |
Kurve (schwarze Punkte): gesunde Tiere nach APN 01 Administrati-

on.

Fig. 9: Gemessene ACE2 Aktivit&dt in M&dusen, Schweinen und Rhesus
Makaken.

Fig. 10: TNF-alpha Serumkonzentration in einem LPS induzierten

Sepsismodell in Schweinen. ACE2 behandelte Tiere wurden in Blau,
Placebo behandelte Tiere in Grau dargestellt. TNF- alpha Konzen-
trationen wurden auf die jeweiligen Ausgangswerte zu Therapiebe-

ginn (100%) normiert.

Fig. 11: TNF- alpha Serumkonzentration in einem durch mekoniuma-
spirationinduzierten ARDS Modell in Schweinen. ACE2 behandelte
Tiere wurden in Blau, Placebo behandelte Tiere in Grau darge-
stellt.

Beispiele

Beispiel'lz Leberfibrosemodelle, Bedeutung von ACEZ2 in der Le-
berfibrose , ,

ACE2 knock-out und ACE2 wiid type Mause wurden nach Abschni-
rung des Gallenganges (Bile Duct Ligation, BDL) nach 21 ([?] aus-
gewertet und mit Sham-Kontrollgruppen verglichen. Die
pathologische Untersuchung der Leber zeigte deutlich erhdhte

Kollagenablagerungen in den Tieren, die der BDL unterzogen wur-

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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den (Fig. 1). Die Kollageneinlagerung im Lebergewebe wurde durch
spezifische Fiarbung mit Sirius Rot untersucht und war erstaunli-
cherweise in ACE2 knockout Tieren 2,5 fach hdher als in der
Wildtypegruppe (Fig. 1). Die Anzahl an Kollagen produzierenden
Zellen der Leber wurde durch Messung von SMA, einem Marker fir
aktivierte Stellatzellen, mittels Westernblot und mRNA Messung
bestimmt. Fig. 2 stellt den Zusammenhang zwischen fehlender ACE2
Aktivitidt und Leberschiddigung dar und zeigt deutlich, dass die
Anzahl Kollagen produzierender Zellen deutlich erhoht ist.
Dieser Ansatz zeigt, dass es eine Korrelation zwischen der
Abwesenheit von ACE2 und der Kollagenablagerung in der geschad-
digten Leber gibt. Die Kollagenablagerung ist ein wesentliches

pathologisches Symptom der fortschreitenden Leberschadigung.

Beispiel 2: Therapeutisches Modell

In einem zweiten Ansatz wurde wild-type Mausen nach erfolg-
ter BDL fir 14 Tage lang rekombinantes ACEZ intravends als tag-
liche Bolusinjektion von 2 mg/kg verabreicht. Diese Tiere wurden
abermals mit einer Kontrollgruppe, die nur eine Salzldsung ver-
abreicht bekam, nach Ende der Therapie verglichen. Fig. 3 zeigt
sehr deutlich, dass die SMA Konzentration im Gewebe und somit
die Anzahl an Kollagen produzierenden Zellen im geschadigten Le-
bergewebe der Wildtype Tiere sehr deutlich zunimmt, wdhrend SMA
in der Leber von ACE2 behandelten Miusen mittels Western Blot
nicht nachweisbar war. Die Analytik der mRNA von SMA bestatigt
dieses Ergebnis. In Fig. 4 ist die ALT Serumkonzentration der
untersuchten Gruppen zum Ende des Experimentes dargestellt. Es
konnte hier ebenfalls gezeigt werden, dass ALT in der ACEZ2 be-
handelten Gruppe niedrigere Konzentrationen erreichte.

Beide Studien zeigen sehr deutlich auf, dass eine reduzierte
ACE2 Aktivitat zu einer Verschlechterung der Lebersymptome
fiihrt. Hohere ACE2 Aktivitat reduziert die Anzahl Kollagen pro-
duzierender Zellen sowie die Kollagenanreicherung im Gewebe. Es
konnte ferner ein therapeutischer Effekt durch systemische Gabe

von rekombinantem, léslichen ACE2 bestatigt werden.

Beispiel 3: Verlust der ACE2 Expression in Gegenwart inflammato-
rischer Zytokine
Die Nieren Zelllinie (Ceropithecus aethiops) Vero E6 expri-

miert unter den iblichen Kulturbedingungen ACE2 als membranver-
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ankertes Glykoprotein. Vero E6 wurden fiir 48 Stunden mit

10 ng/ml IL-4, IFN-gamma oder TNF-alpha inkubiert und Anderuhgen
hinsichtlich der ACE2 Oberflichenexpression mittels FACS Analy-
tik unter Verwendung eines polyklonalen ACE2 spezifischen Zie-
genantikorpers und eines ziegenspezifischen FITC markierten.
Antikorpers analysiert. In Fig. 6 sind die jeweiligen Histogram-
me dargestellt. Die zugehérige Auswertung ist in Tabelle 1 zu-
sammengefaft. Durch Inkubation mit IL-4, IFN-gamma oder TNF-
alpha wurde die ACE2 Expression deutlich herabgesetzt. Wahrend
eine ACE2 Positivitdt von 51+#3% in nicht stimulierten Zellen ge-
messen wurde, war diese auf 28+2, 22%1 und 39+2% jeweils nach

IL-4, INF-gamma und TNF-alpha Stimulation herabgesetzt (Fig. 6).

Tabelle 1: ACE2 spezifische FACS Analytik gemessen nach Inkuba-
tion von Vero E6 nach 48 stiindiger Inkubation mit 10 ng/ml IL-4,

IFN-gamma oder TNF-alpha im Vergleich zu einer unstimulierten

Kontrollgruppe.

Stimulation IL-4 IFN-gamma TNF-alpha &
Positivitat 28+3 22+1 39+2 51+3
Negativkontrol- 5 2 . 4

le

Beispiel 4: Attenuierung der Immunreaktivitat von PBMCs

In diesem Beispiel wird der Effekt von ACE2 auf die Zytokin-
expression stimulierter PBMCs (Periphere Mononukleare Blut Zel-
len) dargelegt. Es wurde eine PBMC Prédparation und somit das
gesamte Lymphozytenspektrum des Spenders im Ansatz verwendet, um
das Zusammenspiel unterschiedlicher Lymphozyten zu erméglichen.
Einem gesunden Spender wurde Vollblut abgenommen und die darin
enthaltenen PBMCs wurden durch Zentrifugation abgetrennt. Diese
Zellen wurden in weiterer Folge mit stark immunogenen Substan-
zen, wie Lipo Poly Saccharid (LPS, 100 ng/ml) und Phyto Hamag-
glutinin (PHA, 20 npg/ml), und einer Kombination beider
Substanzen in Gegenwart von Ang II, ACE2 und ACEZ mit Ang II
stimuliert und bei 37°C fiir 16 Stunden inkubiert. Die Uberstande
wurden auf TNF-alpha untersucht und mit einem Kontrollansatz,
der in Abwesenheit von ACE2 und Peptiden des RAS durchgefihrt
wurde, verglichen. Die Resultate dieses Versuches sind graphisch

in Fig. 7 dargestellt: Die Inkubation mit LPS und PHA induzierte
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in allen Fallen die Sekretion von TNF-alpha. Die jeweiligen Kon-
trollansdtze, die ohne ACE2 koinkubiert wurden, zeigten die
hoéchsten TNF-alpha Konzentrationen (203, 352 und 278 mOD) je-
weils nach LPS, PHA und der Kombinationsstimulation. In Gegen-
wart von ACE2 war das gemessene Signal in allen Gruppen deutlich
geringer und erreichte nur noch mOD Werte von 181, 266, 223 in
den jeweiligen Gruppen. Unter Anwesenheit von ACEZ und Ang II
allerdings waren die gemessenen TNF-alpha Konzentrationen die
geringsten und erreichten nur noch mOD 144, 247 und 183. Diese
Ergebnisse zeigen auf, dass die Anwesenheit von ACE2 zu einer
deutlich abgeschwichten Produktion inflammatorischer Zytokine
fiihrt, selbst wenn zur Stimulation besonders immunogene Substan-
zen wie LPS oder PHA verwendet.werden. Dies bestdtigt einen
anti-inflammatorischen Effekt von ACE2. Erstaunlicherweise funk-
tioniert der Mechanismus bereits ohne Anwesenheit von Ang II und
wird in dessen Gegenwart verstdrkt, was auf ein duales Prinzip
hindeutet. Ein Teil des Effekts wird durch Ang II und dessen Ab-
bauprodukt Ang 1-7 bewirkt, wobei ein weiterer Teil offensicht-
lich idber den Abbau eines der anderen ACE2Z Substrate
funktioniert und nicht an vorhandenes Ang II gebunden ist (Fig.
7).

Beispiel 5: Wiederherstelluhg der Ang II Titer des gesunden Or-
ganismus

In diesem Beispiel wurde aufgezeigt wie exogene ACEZ Gabe
ein dereguliertes RAS wieder unter Kontrolle bringt. APN 01 (re-
kombinantes l®sliches humanes ACE2) wurde hierfilir in einem durch
LPS Gabe induzierten Sepsis Modell verabreicht. Den Tieren wurde
ab dem Zeitpunkt -120 Minuten kontinuierlich LPS infundiert, was
zu einer massiven Inflammation und in weiterer Folge zu einer
Sepsis fiihrte. Es kam aufgrund der massiven Ausschiittung in-
flammtorischer Zytokine zum Abschalten der ACE2 Expression, was
in weiterer Folge zu einer Akkumulation des inflammatorischen
Peptides Ang II fihrte (siehe Fig. 8).

Ab dem Zeitpunkt 0 Minuten wurde APN 01 in einer Dosierung
von 400 ng/kg als Bolus intra-venos verabreicht. Es kam sofort
zu einer Abnahme von Ang II in der behandelten Gruppe, und die
Ang II Titer pendelten sich binnen der darauf folgenden Stunde
auf dasselbe Niveau, das auch in gesunden Tieren gemessen wurde,

wieder ein. Ferner erbrachte die APN 01 Gabe derselben Dosis in
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gesunden Tieren ebenfalls einen kurzen Abfall der Ang II Titer,
welche sich ebenfalls nach einer weiteren Stunde wieder den Wer-
ten der gesunden Tiere anniherten. Placebo behandelte Tiere
zeigten hingegen einen weilter ansteigenden Ang II Wert bis zum
Ende des Experimentes auf. Dieses erstaunliche Phdnomen kann nur
durch eine Wiederherstellung des hochregulierten RAS erklart
werden, da bis zum Ende des Experimentes nach wie vor aktives
Enzym den Tieren systemisch zur Verfiigung stand (siehe Fig. 9).

Es wurde eine Halbwertszeit von ca. 8 Stunden gemessen.

Beispiel 6: Attenuierung der Expression inflammatorischer Zyto-
kine in der Sepsis

Im folgenden Beispiel wird gezeigt, wie die Konzentration
des inflammatorischen Zytokins in einem Sepsismodell in Schwei-
nen rapide zunimmt und nach ACEZ Gabe wieder auf das Niveau der
gesunden Tiere zurlickfdallt. Den Tieren wurde ab dem Zeitpunkt
-120 Minuten kontinuierlich LPS in hoher Dosierung infundiert,
was zu einer massiven Inflammation und in weiterer Folge zu ei-
ner Sepsis fuhrte. Es kam aufgrund der massiven Ausschiittung in-
flammtorischer Zytokine zum Abschalten der ACE2 Expression, was
in weiterer Folge nicht nur zu einer Akkumulation des inflamma-
torischen Peptides Ang II, sondern ebenfalls des inflammatori-
schen Zytokins TNF-alpha fihrte (Fig. 10). Ab dem Zeitpunkt O
Minuten wurde den Tieren (6 Tiere in der behandelten Gruppe, 5
Tiere in der Kontrollgruppe) entweder ACE2 in einer Dosierung
von 0.4 mg/kg oder Pufferldsung als Bolus intravends verab-
reicht. Wahrend LPS weiters in derselben, hohen Dosierung konti-
nuierlich verabreicht wurde, wurden die Tiere fiir weitere 3
Stunden beobachtet und Serumproben gewonnen und auf TNF-alpha
analysiert. Es konnte aufgezeigt werden, dass die TNF-alpha Kon-
zentration in der Kontrollgruppe bis zum Ende des Experimentes
erhoht blieb, widhrend es in der ACE2 behandelten Gruppe bereits
nach einmaliger ACE2 Verabreichung und bei fortwédhrender LPS
Gabe zu einer deutlichen (p<0,001) Herabsetzung der TNF-alpha
Konzentration kam. Es wurden, trotz massiver Sepsis, wieder in
etwa dieselben Werte erreicht, die auch in gesunden Tieren ge-
messen wurden. Durch ACE2 Gabe konnte daher sogar in einem sehr
aggressiven Sepsismodell die TNF-alpha Expression rapide auf das
Niveau Gesunder herabgesetzt werden, und einer sich weiterhin

potenzierenden Inflammation Einhalt geboten werden (Fig. 10).
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Beispiel 7: Attenuierung der Expression sdmtlicher inflammatori-
scher Zytokine nach lokaler mechanischer Lungenschadigung

In diesem Beispiel wurde der Einfluss von systemisch verab-
reichtem ACE2 auf die Expression inflammatorischer Zytokine in
einem Lungenschiadigungsmodell in Schweinen aufgezeigt. 14 Tiere
wurden in dieser Placebo kontrollierten, verblindeten Studie be-
riicksichtigt. Alle wurden in der ersten Phase des Experimentes
einer dreimaligen Aspiration einer 20% Mekoniumldsung unterzo-
gen, wobei aufgrund erhobener hamodynamischer Parameter eine
vergleichbare Schddigung in allen Tieren induziert wurde. In der
zweiten Phase des Experimentes, der therapeutischen, wurde der
einen Hdlfte der Tiere rekombinantes losliches humanes ACEZ2 in-
travends als Bolus in einer Dosierung von 0,4 mg/kg verabreicht.
Die andere erhielt eine physiologische Kochsalzldsung. Es wurden
zu den Zeitpunkten -30, 0, 30, 60, 90 und 150 Minuten Serumpro-
ben abgenommen, in welchen die Konzentrationen der bedeutendsten
inflammatorischen Zytokine gemessen wurden. Der Zeitpunkt 0 war
hierbei der Startpunkt der Therapie, zu welchem alle Tiere be-
reits ARDS Symptome zeigten. Wie in Fig. 11 verdeutlicht wird,
gibt es einen sehr deutlichen Einfluss der ACE2 Verabreichung
-auf die Serumkonzentration von TNF-alpha. Wahrend diese in der
Placebogruppe von iber 230 ng/ml stark ansteigt, f&llt sie in
der behandelten Gruppe binnen 30 Minuten nach Verabreichung auf
unter 40 ng/ml und nihert sich um 90 Minuten nach Gabe 25 ng/ml

an.
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Patentanspriche:

1. ACE2-Protein oder eine ACE2 kodierende Nukleinsdure, vor-
zugsweise ein ACE2-Protein, zur therapeutischen Behandlung oder

Vorbeugung einer Fibrose und/oder Lebererkrankung.

2. ACE2 oder Nukleinsdure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass die Fibrose eine lokale Fibrose eines Gewebes oder Or-

gans ist.

3. ACE2 oder Nukleinsdure nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Fibrose Leberfibrosen, Lungenfibrosen,
Bindegewebsfibrosen, Fibrose der Haut oder Nierenfibrose, vor-

zugsweise Leberfibrosen umfasst.

4. ACE2 oder Nukleinsdure nach einem der Anspriche 1 bis 4 zur
prophylaktischen Anwendung vor einer Fibrose und/oder Leberer-

krankung.

5. ACE2 oder Nukleinsiure nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da-
durch gekennzeichnet, dass die Lebererkrankung zu Leberschdaden

oder Leberzellschadden fihrt.

6. ACE2 oder Nukleinsidure nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, dass die Fibrose oder Lebererkrankung zu-
sammen mit einer Inflammation in Verbindung steht vorzugsweise

Hepatitis.

7. ACE2 oder Nukleinsdure nach einem der Anspriche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, dass die Fibrose, Lebererkrankung oder In-

flammation durch eine Infektion oder Wunde verursacht ist.

8. ACE2 oder Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da-
durch gekennzeichnet, dass das ACE2-Protein rekombinantes ACEZ

ist.

9. ACE2 oder Nukleinsiure nach einem der Anspriche 1 bis 8, da-
durch gekennzeichnet, dass das ACE2-Protein wasserlodsliches

ACE2, insbesondere ohne Membrandomédne, ist.
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10. ACE2 oder Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass das ACE2-Protein von einem S&uger,
vorzugsweise einem Menschen, einer Maus, einer Ratte, einem

Hamster, einem Schwein, einem Primaten oder einem Rind ist.

11. ACE2-Protein zur therapeutischen Behandlung oder Vorbeugung
einer Fibrose, vorzugsweise weiters wie in einem der Anspriche
2, 4, 6 bis 10 definiert.

12. ACE2 nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Fi-
brose ausgewahlt ist aus Leberfibrose, Lungenfibrosen, Bindege-
webefibrosen, Fibrose eines Muskels, Fibrose der Haut oder

Nierenfibrose.

13. Verwendung von ACE2 oder einer ACE2 kodierenden Nukleinsdure
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Be-

handlung einer Fibrose und/oder Lebererkrankung.

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass
die Fibrose und/oder Lebererkrankung bzw. ACE2 sowie dessen ko-
dierende Nukleinsidure wie in einem der Anspriche 1 bis 12 defi-

niert sind.
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