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The invention
relates to the expression
of the cDNA clone for NO DONORS
sub-units al (hsGCal) and NO-Donoren

bl (hsGCbl) of human
soluble  guanylylcyclase
and the subsequent
purification of the active
enzyme and use thereof,
the medical application
of the expression of this
clone by gene transfer,
in addition to antibodies
against peptides derived
from said sequence and
the use thereof.

(57) Zusammenfassung
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NO-Synthass —>» NO —> @

Sauerstoffradikale R
OXYGEN RADICALS //

NOVEL SGC
MODULATORS Adenaviraler
neue Gentransfer
sGC-Modulatoren A

SGC'QCI / SQC-[}1 :

Beschrieben u.a. ONOO-
ist die Expression ONOO INTER ALIA
der cDNA-Kione fiir
die Untereinheiten
al (hsGCal) und bl AA. ADENOVIRAL GENE TRANSFER
(hsGCbl) der humanen

16slichen Guanylylcyclase und die nachfolgende Aufreinigung des aktiven Enzyms und dessen Anwendung, die medizinische Anwendung
der Expression dieser Klone durch Gentransfer, sowie Antikdrper gegen aus der Sequenz abgeleitete Peptide und deren Anwendung.
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document
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“0* document refenting to an orel diaclosure, use, exhibition or
other means

Category ° | Cttation of document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X BEHRENDS ET AL.: "A variant of the alpha 1-13,15

2 subunit of soluble guanylyl cyclase

contains an insert homologous to a region

within adenylyl cyclases and functions as

a dominant negative protein”

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

vol. 270, no. 36,

8 September 1995 (1995-09-08), pages

21109-21113, XP002132769

page 21109 -page 21111; figure 3; table 1
X GANSEMANS ET AL.: "Human soluble 1-13

guanylate cyclase large subunit mRNA,

alpha3-like"

EMBL DATABASE ACC NO: U588855,

9 January 1998 (1998-01-09), XP002132770

abstract

-/—

m Further documents are lsted in the continuation of box C. D Patent family members are sted In annex.
AP R et b o e
U\ Mﬁdmxem?w art which is not g‘bdbmmhm“my underlying the
T gt e G T

Mmyﬁmdm?egdomy ezin(a)or Tvoive an inventive step when the document s taken alone

= document of particular relevance; the clalmed invention
cannot be consldered to Involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu—
ments, such combination being obvious to a person sidled

document published prior 1o the Intemational fiing date but hthe art.
later than the priotity date clalmed =8 document member of the same patert famfly
Date of the actual completion of the intemational search Date of mailing of the Intemational search report
16 March 2000 03/04/2000
Name and malling addrees of the ISA Authorized officer
Europeen Patent Office, P.B. 6818 Patentiaan 2
T m“)vm&o Tx. 31661 eponi
Fax: (+31-70) 340-3016 wom van Klompenburg, W

Form PCT/SA/210 (second sheet) (July 1992)
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cDNAs coding for the two subunits of
soluble guanylyl cyclase from human brain”
FEBS LETTERS,

vol. 304, June 1992 (1992-06), pages
83-88, XP002132771

cited in the application

figures 1,2,4

X GUPTA ET AL.: "Expression and 1-13
purification of soluble, active
heterodimeric guanylyl cyclase from
baculovirus"

PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION,
vol. 10, no. 3, August 1997 (1997-08),
pages 325-330, XP000877369

page 325 -page 328; figures 3-5; table 1

———

A OLSON ET AL.: "Selective guanylyl cyclase 9-12
inhibitor reverses nitric oxide-induced
vasorelaxation”

HYPERTENSION,

vol. 29, 1997, pages 254-261, XP002132772
page 255; figures 1,2

P,X ZABEL ET AL.: "Human soluble guanylate 1-8,
cyclase: functional expression and revised 13-15
isoenzyme family"

BIOCHEMICAL JOURNAL,

vol. 335, October 1998 (1998-10), pages
51-57, XP002132773

figures 1-3,5
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
| PCT/DE99/02601

Box1  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This international search report has not been established inrespect of certain claims under Article 17(2)(a) forthe following reasons:

1. Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Observation : Although Claims Nos. 9-12 relate to a method of treatment for the human or
animal body, the search was carried out and was based on the cited effects of the compound

or composition.

2. I:' Claims Nos.:
because they relate to parts of the intemnational application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. I:] Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafied in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box I Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see annexe

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchableclaims.

2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee. »

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos..

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992)
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The International Searching Authority found that this international application contains
multiple inventions, as follows :

1. Claims Nos. 1-8

Isolated and purified human soluble guanylylclase alphal/betal for apparent homogeneity. A
method for the production of human soluble guanylylclase alphal/betal and a method for the
production of the sub-unit alphal and/or betal of human soluble guanylylclase alphal/betal.

2. Claims Nos. 9-12
Use of a nucleic acid sequence that codes for the sub-unit alphal and/or betal of human
soluble guanylylclase alphal/betal for somatic gene therapy.

3. Claims Nos. 13-15

Antibodies against human soluble guanylylclase alphal/betal that can be obtained by
immunization of a mammal with hsGCalphal/betal of sub-unit alphal or betal or immunogenic
peptide fragments thereof and isolation of the antibodies.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (July 1992)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Int nales Aktenzeichen

- | pcT/DE 99/02601
AP T o162 Cl2No/es  C12P21/02  COTK16/40

A61K48/00 A61P9/10

Nach der Intemationalen Patentiklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klasstikation und der iPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestpritfstoff (Klassifikationssystem und Klassiflkationssymbole )
IPK 7 Cl12N Cl12P CO7K A61K A61P

Recherchierte aber nicht zum Mindestpritfstoff gehdrende Verdffentlichungen, soweit dese unter die recherchierten Geblete fallen

Wahrend der Intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evll. verwendete Suchbegrifte)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategotie® | Bezelchnung der VerSifentichung, sowelt erforderlich unter Angebe der In Betracht kommenden Tele Betr. Anspruch Nr.

X BEHRENDS ET AL.: "A variant of the alpha 1-13,15
2 subunit of soluble guanylyl cyclase
contains an insert homologous to a region
within adenylyl cyclases and functions as
a dominant negative protein”

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,

Bd. 270, Nr. 36,

8. September 1995 (1995-09-08), Seiten
21109-21113, XP002132769

Seite 21109 -Seite 21111; Abbildung 3;
Tabelle 1

X GANSEMANS ET AL.: "Human soluble 1-13
guanylate cyclase large subunit mRNA,
alpha3-like"

EMBL DATABASE ACC NO: U58855,

9. Januar 1998 (1998-01-09), XP002132770

Zusammenfassung
m Weltere Verdffentichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu D Siehe Anhang Patentfamile
entnehmen
° Beeondere Kategotien angegebenen Verdffentichungen *T* Spétere Verdftentichung, de nach dem intemational Anmeldedatum
g * von oder dem Priortitsdatum verdifentiicht worden Iatt::imltder
A" Verdertichung, dle den aligemelnen Stand der Technk defilert, Anmeldung nicht kollldert, sondetn nur zum Verstindnis des der
aber MWWM”MHIWWMW
‘E'&ude(mmt.du}edwheluunodermehdemlmnuﬂmlm Theorle angegeben
Anmeldedatum versffenticht worden lst “X'Velbﬂﬁbl:ﬂqvonbeomdefersedum:debeenqmmmm\g
" * Verdffentlichung, die geeignet ist, elnen Priorititsanspruch zwelfethaft er— kann allein rmddeoerVerMeMldum nicht als neu oder auf
od\ehenlmn od«dmdedukuuwwg\er etfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden
anderen im Recherchenbericht genannten Verdtfentiichung werden erdftentiichun: besonderer Bedeutung; dle beanspruchte Erfindung
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben st (wie N.VMM*&‘W,% dtbér?l:endbetmdmm
, ausgefiint) werden, wenn de Vi elner oder mehreren anderen
0" Verdtfentlichung, dle sich auf eine mindliche Offenbarung, Verdtertichungen dieser K eInVedemgq:'bmdﬂvded
elne Benutzung, eine Ausstelking oder andere MaBnahmen bezieht dese Verbindung fikr elnen F nahellegend
P quinemlehnq, dovgfndemmmaﬂaﬂm Amnddedau':,abermch "8 Veréftentiichung, die Mitglied derseiben Patentfamile lst
Datum des Abechiusses der intemationalen Recherche Abeendedatum des intemationalen Recherchenberichts
16. Marz 2000 03/04/2000
Neme und Postanechiift der Intemationalen Recherchenbehdrde Bevolimachtigter Bedlensteter
Europdlsches Patentamt, P.B. 5818 Patentiaan 2
T (201 70) A 2040, Tx. 31 061 epor
, (+81~ X. 3
Fax: (+31-70) 340-9016 o van Klompenburg, W

Formblatt PCTASA/210 (Blatt 2) (Jull 1962)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Inte males Aktenzeichen

PCT/DE 99/02601

C.(Forteetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezelchnung der Verdftentichung, sowelt erfordetlich unter Angabe der In Betrachtkommenden Telle

Betr. Anspruch Nr.

X

P,X

P,X

GIVILI ET AL.: "Molecular cloning of the
cDNAs coding for the two subunits of
soluble guanylyl cyclase from human brain®
FEBS LETTERS,

Bd. 304, Juni 1992 (1992-06), Seiten
83-88, XP002132771

in der Anmeldung erwdhnt

Abbildungen 1,2,4

GUPTA ET AL.: "Expression and
purification of soluble, active
heterodimeric guanylyl cyclase from
baculovirus"

PROTEIN EXPRESSION AND PURIFICATION,

Bd. 10, Nr. 3, August 1997 (1997-08),
Seiten 325-330, XP000877369

Seite 325 -Seite 328; Abbildungen 3-5;
Tabelle 1

OLSON ET AL.: "Selective guanylyl cyclase
inhibitor reverses nitric oxide-induced
vasorelaxation”

HYPERTENSION,

Bd. 29, 1997, Seiten 254-261, XP002132772
Seite 255; Abbildungen 1,2

ZABEL ET AL.: "Human soluble guanylate
cyclase: functional expression and revised
isoenzyme family"

BIOCHEMICAL JOURNAL,

Bd. 335, Oktober 1998 (1998-10), Seiten
51-57, XP002132773

Abbildungen 1-3,5

ZABEL ET AL.: "Homodimerization of
soluble guanylyl cyclase subunits”

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY,
Bd. 274, Nr. 26,

25. Juni 1999 (1999-06-25), Seiten
18149-18152, XP002132774

Seite 18150, Spalte 2 -Seite 18152;
Abbildungen 1-3

1-13

1-13

9-12

1-8,
13-15

1-8,
13-15

Formbiatt PCTASA/210 (Fortsetzung von Blett 2) (Jull 1962)
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n..omationales Aktenzeichen
INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/DE 99/ 02601

Feld! Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemdsB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Ansprilche keln Recherchenbericht erstellt:

1. [X] Ansprtche .
well sle sich auf Gegenstéinde beziehen, zu deren Recherche dle Behdrde nicht verpflichtet Ist, némiich

Bemerkung: Obwohl die Anspriiche 9-12 sich auf ein Verfahren zur Behandlung
des menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche
durchgefiihrt und grindete sich auf die angefihrten Wirkungen der
Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Anspriiche Nr.
well sio sich auf Telle der Intemationalen Anmeldung beziehen, dle den vorgeschriebenen Anforderungen 8o wenig entsprechen,
daB eine sinnvolle Intemationale Recherche nicht durchgefiihit werden kann, ndmiich

3. [ ] Anspriche N.
well es sich dabel um abhingige Anspriiche handeh, dle nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld Il Bemerkungen bel mangeinder Elnheltlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Die intemationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt

siehe Zusatzblatt

1. D Da der Anmelder alle erforderiichen zusétziichen Recherchengebihren rechtzeltig entrichtet hat, erstreckt sich dleser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

2 m Da fir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefilhrt werden konnte, der eine
zusétziiche Recherchengeblihr gerechtfertigt hitte, hat die Behdrde nicht zur Zahiung einer soichen Geblhr aufgefordert.

3 D Da der Anmelder nur elnige der erforderichen zus&tziichen Recherchengeb(hren rechizeltig entrichtet hat, erstreckt sich dleser
Anmdhhemmm: Recherchenbericht nur auf die Anspriche, fir die Geblihren entrichtet worden sind, nimiich autf die
Ir.

4, D Der Anmelder hat dle erforderlichen zusatziichen Recherchengeblihren nicht rechtzelig entrichtet. Der Intemationale Recher—
f;d\;\beddnbeednnIdsldIdaherauldlehdenAnsprﬂd\enz:msterw&hnteErﬂndmg;dleeebtlnfolgendenAneprﬁdnenern

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusitziichen Gebihren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahiung zusétziicher Recherchengebiihren erfoigte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Jull 1998)




Intemationales Aktenzeichen PCTDE 99 02601

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthdlt,
namlich:

1. Anspriiche: 1-8

Isolierte und zur apparenten Homogenitdt gereinigte humane
16s1iche guanylylcyclase alphal/betal.Ein Verfahren zur
Herstellung der humanen 13slichen guanylylcyclase
alphal/betal und ein Verfahren zur Herstellung der
untereinheit alphal und/oder betal der humanen 13slichen
Guanylylcyclase

2. Anspriiche: 9-12

Verwendung einer Nukleinsiduresequenz, die die Untereinheit
alphal und/oder betal der humanen 16s1ichen guanylylcyclase
alphal/betal kodiert, fiir die Somatische Gentherapie

3. Anspriiche: 13-15

Antikorper gegen humane 13sliche Guanylylcylase alphal/betal
erhiltlich durch Immunisieren eines Sdugers mit
hsGCalphal/betal, der Untereinheit alphal oder betal oder
immunogenen Peptidfragmenten davon und Isolieren der
Antikorper.
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