osterreichisches

patentamt 10 AT 505262 A1 2008-12-15

(19)

1 Osterreichische Patentanmeldung

(21) Anmeldenummer: A 913/2007 (51) Int. CL8: COTK 14/47 (2006.01)
(22) Anmeldetag: 12.06.2007
(43) Verbdffentlicht am: 15.12.2008

(73) Patentinhaber:

APEIRON BIOLOGICS FORSCHUNGS-
UND ENTWICKLUNGSGESELLSCHAFT
M.B.H.

A-1230 WIEN (AT)

AT 505 262 A1 2008-12-15

(54) REKOMBINANTES ACE2 POLYPEPTID

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft rekombi- 2
nantes ACE2 Polypeptid, dadurch gekenn- ez momaniat 800

zeichnet, dass es an mindestens 80% der = %W p oo %E
4017.96 \ |
k \’ Laon
r
\ ' “"”/ twiim

moglichen N-Glykosylierungspositionen !
glykosyliert ist und einen Zuckeranteil von ,
groRer als 10% (Massen-% des gesamten }
ACE2), vorzugsweise groRer als 15%, ins- i
besondere grofer als 20 %, aufweist.

DVR. 0078018




oo [ 4 60 G080 08508 B000
L o o0 o L} ]
L ° [ 4 ¢ 008 000 ()
L] [ ] L d . L d .

L L J [ ] [ L . L]

e 600 0000 000 oNO [ ]

- 25 -

&

Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinantes ACE2 Polypep-
tid, dadurch gekennzeichnet, dass es an mindestens 80% der mog-

lichen N-Glykosylierungspositionen glykosyliert ist und einen

PO e e e s
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Zuckeranteil von grdBer als 10% (Massen-% des gesamten ACE2Z),
vorzugsweise groBer als 15%, insbesondere grober als 20 %, auf-

welist.
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Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der Produktion
rekombinanter Proteine.

ACE2 stellt ein Schliisselenzym des Renin-Angiotensin-Systems
dar. Als Carboxypeptidase wird es membranverankert, als Rezeptor
vor allem auf Lungen-, Nieren- und Herzzellen, aber auch auf
Endothelzellen exprimiert und spaltet diverse Peptidsubstrate.
Prominente Substratvertreter sind Apellin, Bradykinin aber eben-
so Angiotensin-I, welches zu Angiotensin 1-9, oder Ang-II, wel-
ches zu Ang 1-7 gespalten werden. Ang II und Ang 1-7 sind
Antagonisten des Renin-Angiotensin-Systems. ACE2 ist iber die
Steuerung der Peptidverhdltnisse maBgeblich fiir die Regulation
der GefdRdicke sowie fiir die Endothelpermeabilitédt verantwort-
lich und beeinflusst hierbei die Homeostasis des Organismus. Die
Expression von ACE2 ist zytokingesteuert und wird in diversen
entzindlichen Erkrankungen herabgesetzt, was in weiterer Folge
zu einer pathologischen Anreicherung von Ang II, einem der wich-
tigsten Substrate von ACE2, fihrt.

ACE2 dient zur Enzymsubstitutionstherapie zur Behandlung von
ARDS oder ALI, zwei akuten Lungenerkrankungen mit welchen als
Begleitsymptom ein herunterregulierter ACE2 Titer einhergeht.
zur Enzymsubstitutionstherapie wird ldsliches humanes ACEZ2 ver-
wendet, welches systemisch gegeben wird und binnen kiirzester Zeit
im gesamten Organismus zur Verfiigung steht, um Titer von Ang II
zu Gunsten von Ang 1-7 zu verschieben. Dies kompensiert die ne-
gativen Auswirkungen erhdhter Ang II Titer. Hierfiir ist es unum-
ganglich ein Produkt in Hénden zu haben, welches ein verninftiges
pharmakologisches Profil aufweist: Dementsprechend kennzeichnet
sich eine geeignete Substanz durch eine gute Verteilung im Orga-
nismus, eine verniinftige Halbwertszeit sowie durch eine geringe
Immunoéenizitat. Ferner muss das Produkt natirlich auch enzyma-
tisch aktiv, gut 16slich sowie auch in Lésung stabil sein und
sich in ausreichender Reinheit reproduzierbar und Skonomisch
darstellen lassen.

Die therapeutische Umsetzung einer effizienten Enzymsubsti-
tutionstherapie erfordert einen Herstellungsprozess, der &kono-
misch und reproduzierbar ein hochreines pharmakologisch
effizientes Produkt darstellt. Der 1l&sliche Abschnitt von ACE2
enthalt 7 N-Glykosylierungsstellen. Nicht vollstandig glykosy-
liertes ACE2 ist schlecht 1®slich, neigt zur Aggregation, ist

potentiell immunogen und weist eine verkiirzte Halbwertszeit auf.
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AuBerdem besitzt es einen kleineren hydrodynamischen Durchmesser,
welcher vor allem die Aufreinigung negativ beeinflusst. Es ist
daher ein Ziel der vorliegen Erfindung hoch aktives ACE2 mit ei-
ner guten in vivo Halbwertszeit zur Verfiligung zu stellen. Dieses
Ziel wird durch die Gegenstdnde der Anspriche erfillt.

Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinantes ACEZ2 Poly-
peptid, welches an mindestens 80% der mdglichen N-Glykosylie-
rungspositionen glykosyliert ist und einen Zuckeranteil von
groBer als 10% (Massen-% des gesamten ACE2) oder 11%, 12%, 13%,
14%, vorzugsweise groéfer als 15% oder 16%, 17%, 18%, 19%, insbe-
sondere groéBer als 20 % oder 21%, 22%, 23% 24% oder 25%, auf-
weist.

Es wurde ein Produktionsprozess entwickelt, welcher hochrei-
nes und aktives vollstdndig komplex glykosyliertes ACE2 reprodu-
zierbar darstellt. Das Produkt zeichnet sich aufgrund seines
hohen Zuckeranteils (>20 Massen %) und der komplexen, stark ver-
zweigten Art der teilweise negativ geladenen Zuckerstrukturen
aus. Diese wirken sich positiv auf die Loéslichkeit, die Biover-
fligbarkeit, die Reinheit, die Aktivitat sowie die Pharmakologie
des Produktes aus. Durch die Wahl eines geeigneten Expressions-
konstruktes, eines geeigneten Expressionswirtes, einer optimier-
ten Selektionsstrategie, durch ein auf den Zellmetabolismus
abgestimmtes Medium sowie durch minutitse begleitende Klonanaly-
tik und Selektion konnte eine Zelllinie hergestellt werden, die
zum gewiinschten Produkt fihrt.

ACE2 wurde bereits in Insektenzellen Sf9 und Mauszellen NSO
exprimiert. Das Material wurde vor allem in in vitro Versuchen
eingesetzt. Es gibt auch Resultate ilber transiente Expression von
ACE2 in CHO. Bis jetzt wurde noch keine Zelllinie prozesstaugli-
cher Produktivitdt hergestellt. Ferner wurde noch keine dement-
sprechende Klonselekt;on hinsichtlich der Produkteigenschaften,
im Speziellen in Bezug auf die N-Glykosylierung, durchgefihrt.

Die L&slichkeit eines Proteins wird nicht nur durch seine
Aminosduresequenz, sondern auch durch seine Faltung sowie durch
post-translationelle Modifikationen bestimmt. Es sind vor allem
geladene Zuckerstrukturen, die mafgeblich die Loslichkeit eines
Proteins steigern und dessen pharmakologisches Profil beeinflus-
sen. Ferner konnte fir EPO aufgezeigt werden, dass die Anwesen-
heit von komplexen verzweigten Glykostrukturen die Halbwertszeit
des Proteins positiv beinflusst.
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Prinzipiell kommen zur rekombinanten Expression von ACE2
verschiedene Expressionssysteme in Frage, wobei prokaryontische
Wirtszellen aufgrund fehlender Prozessierung von N-Glykosylie-
rungsstellen nicht weiter getestet wurden. Erfolgreiche euka-
ryontische ACE2 Expression erfolgte bereits in Sf9
Insektenzellen und NSO Mauszellen.

Vorzugsweise weisen mindestens 70% der glykosylierten N-Gly-
kosylierungspositionen eine Struktur unabhdngig voneinander aus-

gewdhlt aus den Formeln 1-8:

,_jt;, ‘.[*’

(Formel 1) (Formel 2) (Formel 3) (Formel 4)

(Formel 5) ~ (Formel 6) (Formel 7) (Formel 8)
vl G lcNAc mm Fuc A
Man ® Xyl »

G al NeuSAc <@

ist, auf.
Vorzugsweise sind alle der méglichen N-Glykosylierungsposi-

tionen glykosyliert.

Vorzugsweise weisen mindestens 80%, vorzugsweise mindestens
90%, insbesondere 100%, der glykosylierten N-Glykosylierungspo-
sitionen eine Struktur der Formeln 1-8 auf.

Vorzugsweise hat das Polypeptid ein Molekulargewicht von
mindestens 101 kDa, vorzugsweise mindestens 105 kDa, besonders
bevorzugt mindestens 109 kDa, insbesondere mindestens 113 kDa,
speziell bevorzugt mindestens 117 kDa, am meisten bevorzugt min-
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destens 119 kDa. In anderen Ausfithrungsformen ist das Molekular-
gewicht maximal 130 kDa, 140 kDa, 150 kDa, 160 kDa, 170 kDa, 180
kDa, 190 kDa oder 200 kDa.

Vorzugsweise weist das ACE2 Polypeptid keine transmembrane
Domdne auf. Es handelt sich daher um 18sliches ACE2. Besonders
bevorzugte Ausfithrungsformen umfassen dabei l&sliche ACE2-Poly-
peptide, deren Polypeptidkette aus den Aminosduren 18-740 oder
enzymatisch aktiven Fragmenten davon. ein weiteres Polypeptid
besteht aus den Aminosiuren 18-615 der SEQ ID NO: 1.

Vorzugsweise ist ein zu Ser740 der SEQ ID NO: 1 (z.B. der C-
Terminus) korrespondierendes Serin (oder C-terminale Aminosdure)
des ACE2 Polypeptids O-glykosyliert.

Vorzugsweise weisen mind. 70%, vorzugsweise mind. 80%, ins-
besondere mind. 90%, am meisten bevorzugt 100% der glykosylier-
ten N-Glykosylierungsstellen Sialinsiure auf, vorzugsweise sind
die N-Glykosylierungsstellten entsprechend Asn53, Asn90, AsnlO03,
Asn322, Asn432, Asnb546, Asn690 der SEQ ID NO: sialysiert.

Vorzugsweise weisen mind. 30%, vorzugsweise mind. 40%, ins-
besondere mind. 55%, am meisten bevorzugt mind. 70% der glykosy-
lierten N-Glykosylierungsstellen mindestens zwei Sialinsduren
auf.

Vorzugsweise ist ein zu Asn53 der SEQ ID NO: 1 korrespondie-
rendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugsweise mit einem Glykan
der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8.

Vorzugsweise ist ein zu Asn90 der SEQ ID NO: 1 korrespondie-
rendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugsweise mit einem Glykan
der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8.

Vorzugsweise ist ein zu Asnl03 der SEQ ID NO: 1 korrespon-
dierendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugsweise mit einem Gly-
kan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8.

Vorzugsweise ist ein zu Asn322 der SEQ ID NO: 1 korrespon-
dierendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugsweise mit einem Gly-
kan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8.

Vorzugsweise ist ein zu Asn432 der SEQ ID NO: 1 korrespon-
dierendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugsweise mit einem Gly-
kan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8.

Vorzugsweise ist €in zu Asn546 der SEQ ID NO: 1 korrespon-
dierendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugsweise mit einem Gly-
kan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8.

Vorzugsweise ist ein zu Asn690 der SEQ ID NO: 1 korrespon-
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dierendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugsweise mit einem Gly-
kan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung
eine Praparation von rekombinanten ACE2 Polypeptiden, umfassend
ein Polypeptid wie hierin definiert, wobei der Anteil von ACE2
Polypeptiden mit einem Molekulargewicht von unter 100 kDa, be-
vorzugt von unter 104 kDa, speziell bevorzugt von unter 108 kDa,
insbesondere von unter 112 kDa, besonders bevorzugt von unter
117 kDa, am meisten bevorzugt von unter 119 kDa, unter 20%, vor-
zugsweise unter 10%, insbesondere bevorzugt unter 5%, am meisten
bevorzugt unter 1%, im Speziellen bei 0%, liegt. Der Anteil wird
hierfiir z.B. durch SDS-PAGE bestimmt.

Vorzugsweise liegt der Anteil von ACE2 Polypeptiden mit
Transmembrandominen unter 20%, vorzugsweise unter 10%, insbeson-
dere bevorzugt unter 5%, am meisten bevorzugt unter 1%, im Spe-
ziellen bei 0%.

Vorzugsweise liegt der Anteil von ACE2 Di- oder Multimeren
unter 20%, vorzugsweise unter 10%, insbesondere bevorzugt unter
5%, am meisten bevorzugt unter 1%, im Speziellen bei 0%.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asn53 der SEQ ID NO: 1 groBer
als 60%, vorzugsweise grdBer als 70%, insbesondere bevorzugt gro-
Ber als 80%, speziell bevorzugt gréfer als 90%, am meisten bevor-
zugt groBer als 99%, insbesondere 100%, und vorzugsweise mit
einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder
8.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asn90 der SEQ ID NO: 1 groRer
als 60%, vorzugsweise gréfer als 70%, insbesondere bevorzugt
gréBer als 80%, speziell bevorzugt gréfer als 90%, am meisten
bevorzugt groBer als 99%, insbesondere 100%, und vorzugsweilse
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, o, 7
oder 8.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asnl03 der SEQ ID NO: 1 gro-
Ber als 60%, vorzugsweise groBer als 70%, insbesondere bevorzugt
groBer als 80%, speziell bevorzugt groher als 90%, am meisten
bevorzugt groBer als 99%, insbesondere 100%, und vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8.
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Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asn322 der SEQ ID NO: 1 gro-
Ber als 60%, vorzugsweise gréBer als 70%, insbesondere bevorzugt
gréBer als 80%, speziell bevorzugt groéBer als 90%, am meisten
bevorzugt gréfer als 99%, insbesondere 100%, und vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asn432 der SEQ ID NO: 1 gro-
Rer als 60%, vorzugsweise gréBer als 70%, insbesondere bevorzugt
groBer als 80%, speziell bevorzugt groBer als 90%, am meisten
bevorzugt grober als 99%, insbesondere 100%, und vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asn546 der SEQ ID NO: 1 gro-
Ber als 60%, vorzugsweise gréfer als 70%, insbesondere bevorzugt
groRer als 80%, speziell bevorzugt gréBer als 90%, am meisten
bevorzugt gréBer als 99%, insbesondere 100%, und vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asn690 der SEQ ID NO: 1 gro-
Rer als 60%, vorzugsweise grdBer als 70%, insbesondere bevorzugt
groBer als 80%, speziell bevorzugt groéBer als 90%, am meisten
bevorzugt gréBer als 99%, insbesondere 100%, und vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit O-gly-
kosyliertem Serin entsprechend Ser740 der SEQ ID NO: 1 grofer
als 60%, vorzugsweise groher als 70%, insbesondere bevorzugt
grober als 80%, speziell bevorzugt gréBer als 90%, am meisten
bevorzugt groler als 99%, insbesondere 100%.

Vorzugsweise ist die katalytische Aktivitat des ACEZ Poly-
peptids oder der Prdparation kkat mindestens 4 /s, vorzugsweise
mindestens 5 /s, insbesondere bevorzugt mindesten 6 /s, speziell
Pevorzugt mindestens 7 /s, am meisten bevorzugt mindestens 7,6
/s, bezogen auf den Ang 1-7 (Angiotensin 1-7) Umsatz. Der Umsatz

kann wie in den Beispielen beschrieben auf simple Weise getestet

werden.
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In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung
ein Verfahren zur Herstellung von rekombinanten ACE2 Polypepti-
den oder einer Priparation von rekombinanten ACE2, umfassend die
Schritte der Einbringung eines ACE2 codierenden Polynukleotides,
vorzugsweise eines ACE2 ohne Transmembrandomédne codierenden Po-
lynukleotids, in eukaryotischen Zellen, Expression des ACE2 Po-
lypeptids und Sammeln des exprimierten ACEZ.

Vorzugsweise ist das ACE2 codierende Polynukleotid auf einem
Vektor vorgesehen.

Vorzugsweise wird die ACE2-Expression mit einem Marker, vor-
zugsweise DHFR, selektiert. Vorzugsweise liegt der Marker auf
dem Vektor vor.

Vorzugsweise weist der Vektor eine IRES fiir die exprimierte
ACE2 mRNA auf (oder codiert hierfir).

Vorzugsweise sind die eukaryotischen Zellen CHO Zellen.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch rekombinantes ACE2
Polypeptid oder eine Prédparation von rekombinanten ACEZ2 Polypep-
tiden erhdltlich durch ein solches Verfahren.

In einem weiteren Aspekt liefert die Erfindung eine stabil
mit einem ACE2 codierenden Polynukleotid transfizierte eukaryon-
tische Zelllinie (oder Zelle), vorzugsweise CHO Zelllinie (oder
Zelle), die ACE2, insbesondere wie oben definiert, exprimiert.

Die Zelle weist vorzugsweise eine ACE2-Produktivitédt von
mindestens 10 pg/Zelle/Tag, vorzugsweise mindestens 15 pg/Zelle/
Tag, insbesondere bevorzugt von mindestens 20 pg/Zelle/Tag, auf.

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Figuren
und Beispiele weiter illustriert ohne auf diese beschrankt zu

sein.

Figuren:
Fig.1l: ACE2 Expressions- und Selektionskassette
Fig.2: ACE2 spezifische Western Blot Analyse der Produktions-

klongeschichte

Fig.3: SDS-PAGE Analytik des Expressionsproduktes

Fig.4: Klonauswahl

Fig.5: LC-MS Glykosylierungsanalytik

Fig.6: Prdparative Grofentrennung von ACEZ

Fig.7: Pharmakokinetik von ACE2 in 3 Spezies

Fig.8: Kalibrationskurven zur Ang 1-7 und Ang II Quantifizierung.

Die Peptide wurden im angefihrten Konzentrationsbereich mittels
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RP-HPLC auf Waters C18 pBondapak RP, 2,1x300mm, 10pm, 1254 ssule
aufgetrennt.

Fig. 9: MS/MS-Spektrum des N-terminalen Peptids. Anmerkung: Q
und K haben die gleiche Masse.

Fig. 10: Sequenz von ACE2 und N-Glykosylierungs-Vorhersage

Fig. 11: aufgeschliisseltes Spektrum fir Glykosylierungsstellen
103 (A), Stelle 432 (B), Stelle 546 (C), Stelle 690 (D), Stelle
90 (E).

Fig. 12: Spektrum des C-terminalen O-glykosylierten Peptids. Die
strukturelle Zuordnung muss als probeweise klassifiziert werden.
Fig. 13: LC-MS freigesetzter Glykane.

Beispiele:

Beispiel 1: Expression von hochglykosyliertem ACE2

Der 1l&sliche Abschnitt der humanen ACE2 Sequenz (SEQ ID NO:
1) wurde in einen Expressionsvektor kloniert, in welchen zuvor
der amplifizierbare Selektionsmarker DHFR eingefiigt wurde, um zu
einer erhdhten Expression des ACE2 Genes zu filhren. Hierzu wurde
zwischen die fir ACE2 und DFHR kodierenden Gene eine attenuierte
IRES eingebracht, welche die bi-cistronische Ablesung von ACE2
und DHFR auf derselben mRNA ermdglicht. Die ACE2 Expressions- und
Selektionskassette ist in Figur 1 graphisch dargestellt. Nachdem
beide Proteine unter Kontrolle desselben Promotors exprimiert
werden, kann iiber DHFR Selektion unter Verwendung des Antagonis-
ten MTX zielstrebig die ACE2 Expression gesteigert werden. Durch
diese Strategie ist es moglich, besonders stabile Expressions-
zelllinien zu erhalten, die hohe Ausbeuten eines Produktes kon-
stanter Qualitat liefern. Dies ermdglicht es auch in Zelllinien
verniinftige Produkttiter zu erzielen, die moéglicherweise fiir die
rekombinante Expression eines bestimmten Targetproteins minder
geeignet sind.

Dieser Vektor wurde in CHOdhfr- transfiziert und unter kon-
tinuierlich gesteigertem MTX Druck wurde die Kopienanzahl der
ACE2 Gene amplifiziert. Uber mehrere Selektions- und Subklonie-
rungsrunden wurden die besten Produzenten mittels intrazellula-
rer FACS Analytik und proteinchemischer sowie enzymatischer
Analysen auf optimale Produkteigenschaften selektiert: Es wurden
fiir die Auswahl des bestgeeigneten Klons vor allem die spezifi-

sche enzymatische Aktivitidt, welche mit 3 verschiedenen Substra-
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ten gemessen wurde, die Produkthomogenitat, die zelluldre Pro-
duktivitat jedoch auch die Zuckerkomplexizit&dt in Betracht gezo-
gen. In Fig. 2 ist eine rekapitulative Western Blot Analyse der
sukzessiven Kulturilberstdnde einzelner Klone dargestellt, die
zur Etablierung der Produktionszelllinie verwendet wurden. Die
Produkteigenschaften der einzelnen Klone unterscheiden sich in-
sofern, dass der Zuckeranteil der Expressionsprodukte von rechts
nach links zunimmt, was durch eine deutliche Massenzunahme er-
kennbar ist. Dies wurde durch spezifische Selektion hochglykosy-
lierender Klone erreicht. (Letztendlich wurde Klon 5B9, welcher
das Expressionsprodukt mit dem héchstem Molekulargewicht auf-
wies, zur Etablierung der Produktionszelllinie 1B4 verwendet.)

Es wurde entschieden, 6 Klone weiterzufiihren, die enzyma-
tisch hoch aktives und komplex N-glykosyliertes ACE2 exprimier-
ten. Wahrend 16sliches ACE2 ein Molekulargewicht von 83 kDa
aufweist, werden Klone ausgewdhlt, welche im SDS-PAGE, bedingt
durch deren Zuckerstruktur, im Bereich von bis zu 120 kDa er-
schienen. Fig. 3 zeigt ein durch den vorliegenden Produktions-
prozess hergestelltes ACE2 (Lane B) im Vergleich zu einem in NSO
hergestellten ACEZ Standard (Lane A). Wahrend unser Material ho-
mogen, hoch glykosyliert ist und daher als einzelne Bande bei
ca. 120 kDa erscheint weist das Referenzmaterial Banden von 83
kDa bis zu 120 kDa auf, was eine sehr heterogene Glykosylierung
andeutet.

Die prélimindren Klone wurden im Weiteren auf proteinfreies
Wachstumsmedium umgestellt. Dieses Medium ist chemisch definiert
und auf die rekombinante Expression von Glykoproteinen in CHO
abgestimmt worden. Alle 6 Klone wurden in Kultur gehalten und
auf deren Produktionsprozesstauglichkeit tberprift. Im Speziel-
len wurden Wachstumsraten aufgezeichnet sowie die Uberstidnde auf
Produktverlauf und Metaboliten untersucht (Fig. 4). Wiederum
wurden die Expressionsprodukte sowie die Klone genau analysiert.
Alle exprimierten hochaktives ACE2 und wiesen Produktivitdten um
20-30 pg/Zelle/Tag auf. Ferner wurden ebenfalls die Zuckerstruk-
turen und deren Heterogenitdt analysiert. Letztendlich wurde Klon
1B4 ausgewdhlt. Er wies liber den gesamten Produktionsverlauf eine
homogene Zuckerstruktur auf. Es waren alle 7 N-Glykosylierungs-
stellen prozessiert, wobei diese mindestens eine bi-, manche je-
doch auch eine tri-antenndre komplexe Glykosylierung mit

terminalen Sialinsduren aufwiesen.
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Auf der Basis dieses Klones wurde eine Mastercellbank herge-
stellt und getestet, sowie ein GMP tauglicher Reinigungs- und in
weiterer Folge ein GMP Produktionsprozess aufgebaut.

SEQ ID NO: 1 (ACE2 Proteinsequenz, die autologe Signalsequenz
(unterstrichen) wird durch die Wirtszelle fiir die Ausschleusung
abgespaltet):

MSSSSWLLLSLVAVTAA
QSTIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQSSLASWNYNTNITEENVQONMNNAGDKWSAFLKEQST -
LAQMYPLQEIQNLTVKLQLQALQQONGSSVLSEDKSKRLNTILNTMSTIYSTGKVCNPDNPQE-
CLLLEPGLNEIMANSLDYNERLWAWESWRSEVGKQLRPLYEEYVVLKNEMARANHYEDYGDYWR
GDYEVNGVDGYDYSRGQLIEDVEHTFEEIKPLYEHLHAYVRAKLMNAYPSYISPIGCL~-
PAHLLGDMWGRFWTNLYSLTVPFGQKPNIDVTDAMVDQAWDAQRIFKEAEKFFVSVGLPNMT -
QGFWENSMLTDPGNVQKAVCHPTAWDLGKGDFRILMCTKVTMDDFLTAHHEMGHIQYDMAYAAQ
PFLLRNGANEGFHEAVGEIMSLSAATPKHLKSIGLLSPDFQEDNETEINFLLKQAL—-
TIVGTLPFTYMLEKWRWMVFKGEIPKDQWMKKWWEMKREIVGVVEPVPHDETYCDPASLFE -
HVSNDYSFIRYYTRTLYQFQFQEALCQAAKHEGPLHKCDISNSTEAGQKLFNMLRLGKSEPWTL
ALENVVGAKNMNVRPLLNYFEPLFTWLKDQNKNSFVGWSTDWSPYADQSIKVRISLKSALGD-
KAYEWNDNEMYLFRSSVAYAMRQYFLKVKNOMILFGEEDVRVANLKPRISFNFFVTAPKNVS-
DIIPRTEVEKAIRMSRSRINDAFRLNDNSLEFLGIQPTLGPPNQPPVS

Beispiel 2: Produkteigenschaften

Komplexes, hochglykosylieres rhACE2 weist aufgrund der kova-
lent gebundenen Zuckerstrukturen ein deutlich hoéheres Molekular-
gewicht auf. So wurde mittels Peptidemap eine Molmasse von 102
kDa gemessen, wahrend die von nicht-glykosyliertem ACEZ nur 83
kDa betrigt. Der Zuckeranteil liegt dementsprechend bei 23% und
ist fiir die im Weiteren beschriebenen Produkteigenschaften von
essentieller Bedeutung.

Nicht das natiirliche ACE2 wurde exprimiert, sondern aus-
schlieRflich der 16sliche Anteil von ACE2. Aufgrund der fehlenden
Membrandomine wird vollstidndiger glykosyliert. Ferner wurde eine
zellinterne Signalweiterleitung nach extrazelluldrer Stimulation
von ACE2 ausgeschlossen, welche mdglicherweise liber den cytoplas-
miscpen Anteil deg_mgmbrangebundenen, natiirlichen ACE2 erfolgt.

Aufgrund der komplexeﬁ, hocﬁ—sialylierten und somit stark
negativ geladenen Zuckerstrukturen besitzt ACE2 eine deutlich

héhere Loslichkeit im Vergleich zu nicht glykosyliertem oder un-
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vollstandig glykosyliertem ACE2. Somit k&nnen physiologisch ge-
pufferte Proteinformulierungen von bis zu 15 mg/ml problemlos
hergestellt werden.

Das Produkt verhdlt sich ferner auch stabil in Lésung und
verliert (iber einen lédngeren Lagerungszeitraum weder Aktivitat,
noch neigt es zum Abbau oder zur Aggregation. Deglykosyliertes
ACE2 hingegen f&llt bereits im geringen Konzentrationsbreich
aus. Dies konnte in einem préparativen Deglykosylierungsansatz
mittels PNGaseF gezeigt werden. Der fiir ACE2 berechnete, theore-
tische Stabilit&tsindex betrdgt 41,2 und klassifiziert das Pro-
tein als instabil, wobei die Zuckerstrukturen auBer Acht gelassen
wurden. Nachdem sich diese Formulierung jedoch monatelang stabil
in Ldsung verhdlt, ist dies auf den hohen Zuckeranteil zuriickzu-
fiihren. Die bessere Solvatisierung von ACE2 fithrt ferner dazu,
dass diese Formulierung ausschlieflich aus ACE2 Monomeren be-
steht, wdhrend nicht glykosyliertes ACE2 zur Multimerisierung
und ferner zur Aggregation neigt. Aggregate sind generell immu-
nogen und werden generell in der Formulierung durch Zugabe von
Detergenzien vermieden.

Aufgrund des hohen Anteils geladener Zuckerreste nimmt fer-
ner der hydrodynamische Durchmesser, die Solvatisierungshiille
der vorliegenden ACE2 Priparation stark zu. Dieser Umstand kann
zur praparativen Aufreinigung von ACE2 iiber GréBentrennungssiu-
len genutzt werden, wo das hier ausschlieBlich als Monomer vor-
liegende Protein bei einem scheinbaren Molekulargewicht von 250
kDa im Vergleich zu den berechneten 83 kDa erscheint. Ein Chro-
matogramm einer prédparativen ACE2 Reinigung ist in Fig. 6 wieder-
gegeben. ACE2 (erste Abbildung) eluiert mit einer Retentionszeit
von 69 Minuten. Dies entspricht einem scheinbaren Molekularge-
wicht zwischen dem von Thyroglobulin (erste Abbildung bei 58 Mi-
nuten, 670 kDa) und Gamma-Globulin (erste Abbildung bei 74 Minu-
ten, 158 kDa). In diesem Bereich hoher Molekulargewichte kommen
in Kulturiberstdnden so gut wie keine Kontaminationen vor, so-
dass hochreines Produkt in einem sehr einfachen Trennungsschritt

abgetrennt werden kann.

Beispiel 3: Pharmakologische Produkteigenschaften
Die erfindungsgemaBe ACE2 Préparation liegt als stabile,
hochreine und konzentrierte Proteinl&sung in physiologischer

Pufferung vor und kann ohne weitere Stabilisierung gelagert und
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verabreicht werden.

ACEZ ist als Monomer stabil in Lésung und zeigt aufgrund des
hohen Zuckeranteils keine Aggregation. Ferner weist die ACE2
Praparation die volle enzymatische Aktivitat auf.

ACE2 kann aufgrund seiner Loéslichkeit als Bolus i.v. verab-
reicht werden. Die Bioverfiigbarkeit ist aus denselben Griinden
systemisch sofort nach Gabe gewdhrleistet.

Aufgrund des hohen, stark verzweigten und komplexen Zucker-
anteils wird ACE2 nur langsam abgebaut. Es resultiert daraus
eine lange Halbwertszeit von mindestens 10.5 Stunden, welche in
diversen Spezies, unter anderem auch in Rhesus Makaken gemessen
wurde. Fig. 7 stellt die gemessene Halbwertszeit von i.v. gege-
benem ACE2 in 3 Spezies dar.

Der hohe Sialins&ureanteil und das Vorliegen als Monomer be-
dingt ferner, dass gegen ACE2 keine neutralisierende Immunant-
wort aufgebaut wird. Diese wiAre nicht nur fiir die exogene Gabe
von ACE2Z kontraproduktiv, sondern wiirde auch autologes, =zell-
standiges ACE2 neutralisieren oder sogar ACE2 positive Zellen
angreifen und lysieren.

Die beschriebene ACE2 Formulierung mitsamt samtlicher ein-
hergehender Produkteigenschaften erméglicht daher erst eine ef-
fiziente Enzymsubstitutionstherapie mit rhACE2.

Beispiel 4: Bestimmung der spezifischen ACE2 Aktivitat

Die spezifische Aktivitdt von ACE2 Prdparationen wurde durch
Messung des Umsatzes von Ang II (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe)
bestimmt. Samtliche Messungen wurden als Dreifachbestimmungen in
einem Ansatzvolumen von 100 pl durchgefiihrt. Die enzymatische
Reaktion wurde durch Zugabe von 250 ng/ml ACE2 zu einer 80 pM
Ang II Lésung in 50 mM MES, 300 mM NaCl, 10uM ZnCl2 und 0,01%
Brij-30 bei pH 6,5 gestartet. Die Proben wurden sorgfaltig ge-
mischt und fir genau 18 Minuten bei 37°C inkubiert. Die enzyma-
tische Reaktion wurde durch Zugabe von 100 mM EDTA gestoppt. Zur
Analyse wurden die Lésungen mittels RP-HPLC (Waters C18 pBonda-
pak, 2,1x300mm, 10pm, 125ﬁ) unter Verwendung eines linearen Gra-
dienten von 10 bis 60% CH3CN in 0,08% H3PO4 iiber 20 Minuten bei
eineér Flussrate von I ml/min aufgetrennt. Ferner wurden sowohl
Ang II als auch Ang 1-7 Peaks in den Chromatogrammen erkannt und
integriert. Die Peptidkonzentrationen wurden anhand der jeweili-

gen in Abbildung 1 dargestellten Kalibrationskurven ermittelt.

_NACHGEREICHﬂ’




e *® s600 coue (2 XX ]
L ® L

S ese ose .
. . e o

. . e o
L Y] 80 ¢000 00¢ ceoe Y

- 13 -~

Ferner wurde der enzymatische Umsatz sowie die spezifische Enzy-
maktivitat bestimmt.

Die Aktivit&t unseres ACE2 Produktes wurde wie zuvor be-
schrieben bestimmt. In Tabelle 1 sind die jeweiligen Resultate
der Peakintegration sowie die berechneten Enzymdaten dargestellt.

Tabelle 1: Enzymdaten und Reaktionsbedingungen. Es sind die Mit-
telwerte von Dreifachbestimmungen angegeben.

Enzymatische Reaktivitat
Peak Fliche Umsatz Reaktionszeit ACE2 Konz. kkat Spezif. Aktivitit

mAU.min pmol.ml min ng.ml" s! pmol.mg™.min™
Ang li
17149890 62,1 18 250 8,0+0,3 4,710,2
Ang 1-7
4720141 23,1 18 250 8,810,2 5,2+0,1

Unsere ACE2 Pr&paration weist eine katalytische Aktivitat
kkat von 8,0%0,3 /s gemessen anhand des Ang II Umsatzes und
8,810,2 /s in Bezug auf den Ang 1-7 Umsatz auf. Beide Werte
stimmen gut Uberein und sind deutlich héher als die Angaben von
Vickers et al., der neulich eine katalytische ACE2 Aktivitat von
3,5 /s verdffentlicht hat. Die Reaktionbedingungen waren iden-
tisch. Die Ursache der 240% héheren Aktivitat unserer Prdparation
dirften post-translationelle Modifikationen und hier vor allem
die N-Glykosylierung sein, die in dem Material, das Vickers ver-
wendet hat, deutlich geringer ausgeprdgt war. Sein Material wur-
de in Insektenzellen exprimiert und wies zwar dieselbe Amino-
sduresequenz auf, war jedoch zu einem deutlich geringeren Anteil
und Verzweigungsgrad glykosyliert. Wir untersuchten ferner auch
eine im Handel erh&ltliche ACE2 Praparation von R&D systems
(cat. 933-ZN), die ebenfalls eine deutlich geringere Aktivitat
kkat von 2,0+0,1 /s aufwies. Eine wesentliche Eigenschaft unse-
rer Prdparation ist die erstaunlich hohe Aktivitiat, die vor al-
lem durch post-translationelle Modifikationen ermdéglicht wird.

Beispiel 5: Glycoproteomische Analyse von rekombinantem ACE2
Die Probe von gereinigtem, CHO-exprimiertem ACE2 wurde auf

zweierlel Arten analysiert:
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Erstens wurden tryptische Peptide nach SDS-PAGE und S-Alky-
lierung erzeugt und mittels LC-ESI-MS (und MSMS) analysiert. Das
N-terminale Peptid und mehrere interne Peptide wurden gefunden.
Finf der sieben potentiell N-glykosylierten Stellen wurden in
glykosylierter Form mit Glykanstrukturen gefunden, die haupt-
sdchlich diantenndre Glykane mit Fucose und verschiedene Mengen
an Sialinsdure enthielten. Das C-terminale Peptid scheint O-gly-
kosyliert zu sein.

Zweitens wurden freie, reduzierte N-Glykane mittels Carbon-
LC-ESI-MS analysiert. Fiir das diantenndre, disialysierte Glykan
mit Fucose konnte gezeigt werden, dass die Fucose mit dem Kern
al, 6-verbunden ist und die Sialinsidure a2,3-verbunden ist. Zu-
sdtzlich zu mono- oder disialysierten, diantenniren Glykanen wur-
de eine betrichtliche Menge an triantennirem Oligosaccharid
gefunden. Vermutlich sind diese groBeren Glykane hauptsdchlich
an jenen Glykopeptiden befestigt, die der Detektion entgingen.
Eine grobe Sch&dtzung der Masse des glykosylierten ACE2 sieht die
Haupt-Glykoformen mit etwa 101-102 kDa, d.h. bestehend aus etwa
17% Kohlehydrat.

Proteolytischer Verdau von mittels SDS-PAGE getrennten hBChE
Aliquots von ACE2 wurden einer SDS-PAGE unterzogen, ent-
farbt, carbamidomethyliert, mit Trypsin von Sequenzier-Qualitit
verdaut und aus Gel-Stiicken, wie beschrieben, extrahiert. Die
Extrakte wurden in einem Speed Vac-Konzentrator zur Trockene ge-
bracht und mit Wasser, das 0,1% Ameisensiure enthielt, vor der
nachfolgenden LC-MS-Analyse rekonstituiert. Fir die Oligosaccha-
rid-Analyse wurden die Peptide mit PNGase F verdaut, und die
Glykane wurden unter Verwendung von C18 SPE-Spitzen gereinigt.

MS-Analyse tryptischer Peptide und Glykopeptide
Die massenspektrometrische Analyse wurde auf Q-TOF Ultima

Global (Waters Micromass), ausgeriistet mit einer Standard-Elek-
trospriheinheit, einem Cap-LC-System (Waters Micromass) und ei-
nem 10-Port-L&sungsmittel-Wechsel-Modul (Rheodyne), wie kiirzlich
beschrieben [Kolarich 2006] durchgefiihrt. Die Proben wurden zu-
erst auf einer Aquasil C18-Vorsaule (30 x 0,32 mm, Thermo Elec-
tron) unter Verwendung von Wasser als Losungsmittel eingefangen.
Die Analyse-Sidule, eine Biobasic Cl8-Sdule (100 x 0,18 mm, Ther-
mo Electron) wurde vor dem Lbsungsmitﬁel—WechSel auf 5% Acetoni-

N

NACHGEREICHT




oo % 000 oooe
° % 4 ooo:
® 00 ooe 'Y
» » Py

(XXX ]
S%e0
(XL X T

L d
[
e 600 vose Q..' ..C. :

_15_
tril gehalten und danach wurde ein linearer Gradient von 5 bis
50% Acetonitril mit einer Flussrate von 2 pl/min angelegt. Alle
Elutionsmittel enthielten 0,1% Ameisensiure.
Die Proben wurden auf MS- und auch auf MSMS-Art analysiert.
Die Datenanalyse erfolgte mit MassLynx 4.0 SP4 software (Waters
Micromass).

Analyse freier N-Glykane von ACE2

Borhydrid-reduzierte Glykane wurden auf einer por&dsen gra-
phitischen Kohlenstoff-Sjule getrennt und mittels Massenspektro-
metrie nachgewiesen.

ERGEBNISSE
Charakterisierung des Protein-Geriists

Es wurde versucht, den N-Terminus und den C-Terminus zu fin-
den. Das Protein enthdlt vermutlich eine Leader-Sequenz, die die
ersten 17 Aminosduren umfasst (Heijne-Verfahren,
http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp).

Das N-terminale Peptid wilirde somit die Reste 18-26 / m/z =
1033,516 sein. Tatsdchlich konnte die Masse 1016,46 gefunden wer-
den, was das - sehr ungewdhnliche - Vorhandensein von Pyro-
glutaminsdure am N-Terminus anzeigt. Der MS/MS-Lauf bestatigte
die Identitdt dieses Signals mit dem Peptid QSTIEEQAK (Fig. 9).

Das C-terminale Peptid konnte zuerst nicht gefunden werden.
Eine Untersuchung von ACE2 mittels dem Net-0-Glyc~-Programm
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) deutete auf eine hohe
Wahrscheinlichkeit einer O-Glykosylierung an Ser740 hin. Tatsich-
lich fand die Zugabe der Massen-Inkremente fiir 1-2 HexNAc-Reste,
1 Hex und 1-2 NeubAc-Reste Signale mit dazu passenden Massen.

Von den 7 potentiell glykosylierten Stellen konnten 5 als
Glykopeptide detektiert werden, die anderen iiberhaupt nicht -
vermutlich wegen ihrer groBen GréBe. Bemerkenswerterweise sind
die identifizierten Glykopeptide jene, von welchen vorhergesagt
war, dass sie mit geringer Wahrscheinlichkeit glykosyliert sind
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Daher kénnte man ver-
muten, dass die ilbrigen XY-Stellen ebenso glykosyliert sind

- (Fig. 10). Fig. 11 zeigt die Massenspektren und die zugeordneten
Glykan-Strukturen der N-Glykosylierungsstelle.
Die Proben-Herstellung war fiir die Konservierung von sialy-

sierten Glykanen nicht optimal. Daher findet man einen bemer-
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kenswerten Grad an Pseudo-Desialysierung, was zu Unterschieden
im Vergleich zur verl&dsslicheren Oligosaccharid-Analyse fiihrt
(siehe unten).

Fig. 12 zeigt das Spektrum des C-terminalen O-glykosylierten
Peptids. Die strukturelle Zuordnung muss als tentativ klassifi-
ziert werden.

Analyse der Oligosaccharide
Die MS-Analyse freier Glykane zeigt das Vorhandensein von:

- diantenn&dren N-Glykanen, hauptsidchlich mit Fucose und bis zu-
zwel Sialinsduren

~ triantenndren N-Glykanen, hauptsdchlich mit Fucose und bis zu
drei Sialins&duren

- ptetraantenndre"™ N-Glykane mit bis zu drei Sialinsduren, gege-
benenfalls triantenndr mit LacNAc-Repeats

- Spuren von tetraantenndren N-Glykanen mit vier Sialinsduren
(nicht in Fig. 13 gezeigt).

Die Fucose kann mit boviner Nierenfucosidase entfernt wer-
den, was eine Kern al,6-Bindung der Fucose (und keine Lewis-An-
tigene) zeigt. '

Die defucosylierten, diantenn&dren, disialysierten N-Glykane
co-eluieren mit einem bekannten Na3-4Na3-4-Standard, d.h. mit
einem Glykan mit beiden Sialinsduren in 02, 3-Verbindung. Dies
ist fir CHO-Zellen-exprimierte Glykoproteine zu erwarten.

Zusatzlich zu triantenndren, trisialysierten Glykanen mit
Fucose (3A 38 F) (Fig. 13). Man bemerkt, dass die gezeigten
Strukturen fir die triantennidren Glykane probeweise sind. Die
halbvioletten/halbweifen Rhomben sind ein anderer Weg anzuzei-
gen, dass die Sialin-~Verbindung a2,3 ist.

Triantenndre Glykane wurden nicht an Peptiden nachgewiesen.
Es gibt ein Glykopeptid, welches bisher nicht gefunden wurde. Es
besteht jedoch die Gefahr, dass diese Glykane ein Ubertrag von
der vorherigen Probe waren. Daher wurde die gesamte Herstellung
und Analyse wiederholt - die triantennidren Glykane wurden wie-
derum nachgewiesen. Es wird angenommen, dass die triantenniren
Glykane (3A 35S F usw.) an jenen Stellen anhaften, fiir welche
keine Glykopeptide gefunden werden konnten.

Bestimmung der Molekilmasse von ACE2

Berechnete Proteinmasse: 85313,7

MNac———
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83595,7
83578,7

83570,7

2A2SF-Inkrement: 2352,1
3A3SF-Inkrement: 3008,7
Corel 1S Inkr.: 656, 9
Corel 2S Inkr.: 947,9
Core2 1S Inkr.: 859, 8

Mit 7 x 2A25F-Glykanen und Corel 2S:

Mit 5 x 2A2SF +2 x 3A3SF und Core 1 2S:
Das heifdt
liert sind),

100,984 Da

102,298 Da

(unter der Annahme, dass Stelle 53 und 322 glykosy-
dass die Hauptglykoformen 100 bis 102 kDa haben
werden und es auch mehrere etwas kleinere Glykoformen gibt.




- 18 -

Anspriiche:

1. Rekombinantes ACE2 Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, dass
es an mindestens 80% der mdglichen N-Glykosylierungspositionen
glykosyliert ist und einen Zuckeranteil von grdfer als 10% (Mas-
sen-%, bezogen auf das gesamte ACE2-Molekiil), vorzugsweise groé-
Rer als 15%, insbesondere gréBer als 20 %, aufweist.

2. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass mindestens 70% der glykosylierten N-Glykosy-
lierungspositionen eine Struktur unabhingig voneinander

ausgewdhlt aus den Formeln 1-8:

L R 2
—

(Formel 2) (Formel 3) (Formel 4)

-

(Formel 5) (Formel 6) (Formel 7) (Formel 8)

Pl G leNAc mm Fuc A
Man L Xyl %
G al NeuS5Ac <@

ist, aufweisen.

3. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, da-
durch gekennzeichnet, dass alle der moglichen N-Glykosylierungs-
positionen glykosyliert sind.

4, Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
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3, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 80%, vorzugsweise
mindestens 90%, insbesondere 100%, der glykosylierten N-Glykosy-

lierungspositionen eine Struktur der Formeln 1-8 aufweisen.

5. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
4, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Molekulargewicht von min-
destens 101 kDa, vorzugsweise mindestens 105 kDa, besonders be-
vorzugt mindestens 109 kDa, insbesondere mindestens 113 kDa, spe-
ziell bevorzugt mindestens 117 kDa, am meisten bevorzugt mindes-
tens 119 kDa, aufweist.

6. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
5, dadurch gekennzeichnet, dass das ACE2 Polypeptid keine trans-
membrane Domédne aufweist, vorzugsweise dass die ACE2 Polypeptid-
kette aus den Aminosduren 18-740 von SEQ ID NO: 1 oder
enzymatisch aktiven Fragmenten davon besteht.

7. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
6, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Ser740 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Serin O-glykosyliert ist.

8. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, dass mind. 70%, vorzugsweise mind.
80%, insbesondere mind. 90%, am meisten bevorzugt 100% der gly-
kosylierten N-Glykosylierungsstellen Sialinsdure aufweisen, vor-
zugsweise sind die N-Glykosylierungsstellen entsprechend Asn53,
Asn90, Asnl03, Asn322, Asnd432, Asnb46, Asné690 der SEQ ID NO: 1

sialysiert.

9. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
7, dadurch gekennzeichnet, dass mind. 30%, vorzugsweise mind.
40%, insbesondere mind. 55%, am meisten bevorzugt mind. 70% der
glykosylierten N-Glykosylierungsstellen mindestens zwei Sialin-
sduren aufweisen.

10. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
9, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn53 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.
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11. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn90 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

12. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriche 1 bis
11, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asnl03 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 17
oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

13. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriche 1 bis
12, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn322 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

14. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriche 1 bis
13, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn432 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

15. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriche 1 bis
14, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn546 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 17
oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

16. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriche 1 bis
15, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn690 der SEQ ID NO: 1
korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vorzugsweise
mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

17. Praparation von rekombinanten ACE2 Polypeptiden, umfassend
ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil von ACE2 Polypeptiden mit einem
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Molekulargewicht von unter 100 kDa, bevorzugt von unter 104 kDa,
speziell bevorzugt von unter 108 kDa, insbesondere von unter 112
kDa, besonders bevorzugt von unter 117 kDa, am meisten bevorzugt
von unter 119 kDa, unter 20%, vorzugsweise unter 10%, insbeson-
dere bevorzugt unter 5%, am meisten bevorzugt unter 1%, im spe-
ziellen bei 0%, liegt.

18. Préaparation nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
der Anteil von ACE2 Polypeptiden mit Transmembrandominen unter
20%, vorzugsweise unter 10%, insbesondere bevorzugt unter 5%, am
meisten bevorzugt unter 1%, im Speziellen bei 0%, liegt.

19. Praparation nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet
dass der Anteil von ACE2 Di- oder Multimeren unter 20%, vorzugs-
weise unter 10%, insbesondere bevorzugt unter 5%, am meisten be-
vorzugt unter 1%, im speziellen bei 0%, liegt.

20. Préparation nach einem der Anspriiche 17 bis 19, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil an ACE?2 Polypeptiden mit N-glyko-
syliertem Asparagin entsprechend Asn53 der SEQ ID NO: 1 groéBer
als 60%, vorzugsweise gréBer als 70%, insbesondere bevorzugt
gréfer als 80%, speziell bevorzugt gréBer als 90%, am meisten
bevorzugt gréBer als 99%, insbesondere 100%, ist und vorzugswei-
se mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

21. Pré&paration nach einem der Anspriiche 17 bis 20, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil an ACE?2 Polypeptiden mit N-glyko-
syliertem Asparagin entsprechend Asn90 der SEQ ID NO: 1 gréBer
als 60%, vorzugsweise gréRer als 70%, insbesondere bevorzugt
groler als 80%, speziell bevorzugt groRer als 90%, am meisten
bevorzugt gréBer als 99%, insbesondere 100%, ist und vorzugswei-
se mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

22. Préparation nach einem der Anspriiche 17 bis 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass dér Anteil an ACE? Polypeptiden mit N-glyko-
syliertem Asparagin entsprechend Asnl03 der SEQ ID NO: 1 groler
als 60%, vorzugsweise gréRer als 70%, insbesondere bevorzugt

grofer als 80%, speziell bevorzugt gréBer als 90%, am meisten
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bevorzugt gréBer als 99%, insbesondere 100%, ist und vorzugswei-
- se mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

23. Préaparation nach einem der Anspriiche 17 bis 22, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-glyko-
syliertem Asparagin entsprechend Asn322 der SEQ ID NO: 1 groéBer
als 60%, vorzugsweise grofer als 70%, insbesondere bevorzugt
gréBer als 80%, speziell bevorzugt gréRer als 90%, am meisten
bevorzugt grdBer als 99%, insbesondere 100%, ist und vorzugswei-
se mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

24. Pr&paration nach einem der Anspriche 17 bis 23, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil an ACE?2 Polypeptiden mit N-glyko-
syliertem Asparagin entsprechend Asn432 der SEQ ID NO: 1 groBer
als 60%, vorzugsweise gréBer als 70%, insbesondere bevorzugt
grober als 80%, speziell bevorzugt gréfer als 90%, am meisten
bevorzugt groéBer als 99%, insbesondere 100%, ist und vorzugswei-
se mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

25. Préaparation nach einem der Anspriche 17 bis 24, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-glyko-
syliertem Asparagin entsprechend Asn546 der SEQ ID NO: 1 groBer
als 60%, vorzugsweise grofer als 70%, insbesondere bevorzugt
groler als 80%, speziell bevorzugt gréfer als 90%, am meisten
bevorzugt gréBer als 99%, insbesondere 100%, ist und vorzugswei-
se mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.

26. Praparation nach einem der Anspriche 17 bis 25, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil an ACE?2 Polypeptiden mit N-glyko-
syliertem Asparagin entsprechend Asn690 der SEQ ID NO: 1 groBer
als 60%, vorzugsweise gréBer als 70%, insbesondere bevorzugt
grober als 80%, speziell bevorzugt gréBer als 90%, am meisten
bevorzugt groBer als 99%, insbesondere 100%, ist und vorzugswei-
se mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 oder 8 wie in Anspruch 2 definiert.
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27. Praparation nach einem der Anspriche 17 bis 26, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit O-glyko-

syliertem Serin entsprechend Ser740 der SEQ ID NO: 1 grofler als

60%, vorzugsweise groBer als 70%, insbesondere bevorzugt gréBer

als 80%, speziell bevorzugt gréBer als 90%, am meisten bevorzugt
gréBer als 99%, insbesondere 100%, ist.

28. ACE2 Polypeptid oder Prdparation nach einem der Anspriiche 1
bis 27 mit einer katalytischen Aktivitit kkat von mindestens

4 /s, vorzugsweise von mindestens 5 /s, insbesondere bevorzugt
von mindestens 6 /s, speziell bevorzugt von mindestens 7 /s, am
meisten bevorzugt von mindestens 7,6 /s, bezogen auf den Ang 1-7
(Angiotensin 1-7) Umsatz.

29. Verfahren zur Herstellung von rekombinanten ACE2 Polypepti-
den oder einer Prdparation von rekombinantem ACE2, vorzugsweise
nach einem der Anspriiche 1 bis 28, umfassend die Schritte der
Einbringung eines ACE2 codierenden Polynukleotides, vorzugsweise
eines ACE2 ohne Transmembrandomine codierenden Polynukleotides,
in eukaryontischen Zellen, Expression des ACE2 Polypeptids und
Sammeln des exprimierten ACE2.

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass das
ACE2 codierende Polynukleotid auf einem Vektor vorgesehen ist.

31. Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet,
dass die ACE2-Expression mit einem Marker, vorzugsweise DHFR,
selektiert wird.

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass der
Marker auf dem Vektor vorliegt.

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass der
Vektor eine IRES fir die exprimierte ACE2 mRNA aufweist.

34. Verfahren nach einem der Anspriche 29 bis 33, dadurch ge-

“kennzeichnet, dass die eukaryontischen Zellen CHO Zellen sind.

35. Rekombinantes ACE2 Polypeptid oder Praparation von:gekombi-
nanten ACEZ Polypeptiden erh&ltlich durch ein Verfahren ‘der vor—
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hergehenden Anspriiche.

36. Stabil mit einem ACE2 codierenden Polynukleotid transfizier-
te eukaryontische Zellinie, vorzugsweise CHO Zelllinie, die ACE2
nach einem der Anspriiche 1 bis 28 exprimiert.

37. Zelle nach Anspruch 36, die eine ACE2-Produktivitit von min-
destens 10 pg/Zelle/Tag, vorzugsweise mindestens 15 pg/Zelle/Tagqg,
insbesondere bevorzugt von mindestens 20 pg/Zelle/Tag aufweist.
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