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SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E, S. D.

Re: PI.-APEIRON BIOLOGICS AG.-Solicitud de Patente de Invencion en
Fase Nacional PCT para “POLIPEPTIDO ACE2"”.-Clase C12N 9/64.-
Expediente niumero 10-001.879.-

1. Me refiero a mi solicitud de Patente de 8 de Enero de 2010.

2. Atentamente me permito presentar a ese Despacho copia debidamente
certificada de la solicitud de Patente presentada para el invento arriba
nombrado respecto de la cual reclé‘amo prioridad, a saber, la solicitud
Europea nimero EP 08450052.9 dz 8§ de Abril de 2008, junto con su

Traduccion Oficial, correspondiente a dicho documento.

-

3. PRuego a usted tomar atenta nota de lo anterior y proceder de
conformidad.

Sefor Superintendente,

(A (1.
KLICIA LLOREDA RICAURTE

T.P.’53.215



TRADUCCION de un documento escrito en aleman efectuada por Luz Arriaga de Herber,
resolucion del Ministerio de Justicia 599 del 6 de marzo 1978.-

Oficina Alemana
) de Patentes
Certificacion

Los documentos que se anexan a esta certificacion coinciden con la versién presentada originalmente
de la solicitud de patente europea descrita en la siguiente pagina.

Solicitud de Patente No.

08450052.9 / EP(8450052

El Presidente de la Oficina Europea de Patentes
For encargo
Fdo.: firma ilegible

AR

R.C. van Dijk

Ob
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1230 Viena/Austria
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Polipéptido ACE2
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(Nota de la traductora: Por indicacién del cliente sélo se traducen las Reivindicaciones)

Reivindicaciones

1. Polipéptido ACE2 recombinante, caracterizado porque es glicosilado, en
donde los glicogrupos de un monémero del polipétido ACE2 presentan en
total por lo menos 14 residuos de &cido sidlico y el polipétido ACE2
aparece como dimero.

2. Polipéptido ACE2 recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 1,
caracterizado porque es glicosilado en por lo menos 80% de las posibles
posiciones de N-glicosilacién y presenta una fraccién de aztcar mayor que
10% (% en masa, en relacién con la molécula ACE2 total), preferiblemente
mayor que 15%, en particular mayor que 20 %.

3. Polipéptido ACE2 recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2,
caracterizado porque por lo menos 70% de la posiciones glicosiladas de N-
glicosilacidén presentan una estructura seleccionada independientemente una
de otra de las férmulas 1-8:

(Férmula 1) (Férmula 2) (Férmula 3) (Férmuia 4)



(Férmuta 5) (Férmula 6) (Férmula 7) (Férmula 8)
en donde
GIcNAc es Fuc es E
Man es Xyl es pri
Gal es O Neu5S5Ac es @

Polipéptido ACE2 recombinante de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a 3, caracterizado porque por lo menos 80%, preferiblemente por lo menos
90%, en particular 100%, de las posiciones glicosiladas de N-glicosilacion
presentan una estructura de las férmulas 1-8.

Polipéptido ACE2 recombinante de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a 4, caracterizado porque el monémero ACE2 presenta un peso molecular
de por lo menos 101 kDa, preferiblemente por lo menos 105 kDa, en
particular preferiblemente por lo menos 109 kDa, especialmente por lo
menos 113 kDa, mas preferiblemente por lo menos 117 kDa, muy
preferiblemente por lo menos 119 kDa.

Polipéptido ACE2 recombinante de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a 5, caracterizado porque una serina correspondiente a la Ser740 de la
SEQ ID NO: 1 es O-glicosilada.



10.

11.

Polipéptido ACE2 recombinante de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a 6, caracterizado porque por lo menos 70%, preferiblemente por lo menos
80%, en particular por lo menos 90%, muy preferiblemente 100% de las
posiciones glicosiladas de N-glicosilacion presentan acido sialinico,
preferiblemente se sialilan las posiciones de N-glicosilaciéon correspondientes
al aminoacido nimero 53, al aminoacido nimero 90, al aminoacido nimero
103, al aminoacido nimero 322, al aminoacido nimero 432, al aminoacido
namero 546, al aminoacido nimero 690 de la SEQ ID NO: 1.

Polipéptido ACE2 recombinante de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a 7, caracterizado porque por lo menos 30%, preferiblemente por lo menos
40%, en particular por lo menos 55%, muy preferiblemente por lo menos 70%
de las posiciones glicosiladas de N-glicosilacidn presentan por lo menos dos
acidos sialinicos.

Preparacion de polipéptidos ACE2 recombinantes, que comprende un
polipéptido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada
porque la fraccion de polipéptidos ACE2 con un peso molecular de menos
de 100 kDa, preferiblemente de menos de 104 kDa, mas preferiblemente de
menos de 108 kDa, en particular de menos de 112 kDa, en particular
preferiblemente de menos de 117 kDa, muy preferiblemente de menos de
119 kDa, se encuentra por debajo de 20%, preferiblemente por debajo de
10%, en particular preferiblemente por debajo de 5%, muy preferiblemente
por debajo de 1%, en especial en 0%.

Preparacion de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizada porque la
fraccion de multimeros ACE2 esta por debajo de 20%, preferiblemente por
debajo de 10%, en particular preferiblemente por debajo de 5%, muy
preferiblemente por debajo de 1 %, en especial en 0%.

Preparacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 10,
caracterizada porque la fraccidon de dimeros ACE2 en moléculas ACE2 es

J
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12.

13.

14.

15.

, M

por lo menos 70%, preferiblemente por lo menos 80%, en particular
preferiblemente por lo menos 90% mas preferiblemente por lo menos 95%
muy preferiblemente por lo menos 99%.

Proceso paa la produccién de polipéptidos ACE2 recombinantes o una
preparacién de ACE2 recombinante, preferiblemente de acuerdo con una de
las reivindicaciones 1 a 11, que comprende los pasos de la introduccién de
un polinucledtido que codifica ACE2, preferiblemente de un polinucleétido
que codifica ACE2 sin dominio transmembrana, en ceélulas eucariotas,
expresion del polipéptido ACE2 y recoleccién de la ACE2 expresada, en
particular en forma dimérica, en donde preferiblemente en la expresion la
concentracion de Zn** es por lo menos 1,5 micromolar.

Polipéptido ACE2 recombinante o preparacion de polipéptidos ACE2
recombinantes obtenible por un proceso de las reivindicaciones precedentes.

Estirpe celular eucariota transfectada establemente con un polinucleétido que
codifica ACE2, preferiblemente una estirpe celular CHO, que expresa ACE2
de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 11.

Célula de acuerdo con la reivindicacion 14, la cual presenta una
productividad ACE2 de por lo menos 10 pg/célula/dia, preferiblemente por lo
menos 15 pg/célulaldia, en particular preferiblemente de por lo menos 20
pg/célula/dia.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA

Bogota, 22 de febrero 2010
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Europiiisches
Patentamt

European
Patent Office

Office européen
des brevets

Bescheinigung

Die ang=hefteten Unterlagen
stimman mit der urspriinglich
eingereichten Fassung der
auf dem nachsten Blatt
rezeichneten européischan
Patentanmeldung Gberein.

Ceittificate

The attachzd documents ars
exact copiss of the
Europ2an patent application
described on the following
page, as originally filad.

Attestation

Les documaits fixés a catte
attestation sont conformes a
la version initialement
déposée de la demande de
bravat suropéen spacificée a
la page suivante.

Patentanmeldung Nr.

Patent application No.

03450052.9 / EP034580052

Demande de brevet n°

The organization code and number of your priority application, to be used for filing abroad under the Paris

Convention, is EP08450052.

EPA/EPO/OES Form 1014 1

|3
)
~d

Der Pragidsnt dsz Europdizchsn Patzntamts;

Im Auftrag

Far the Prazidznt of ths Eurspsan Patent Office

Le Presidsnt ds MOMise surapdsn dss brevats

p.o.

R.C. van Dijk
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Die vorlisgende Brfindung hetrifft das Gehiet der Produktion

ACEZ =t=llt ein Schlisseslencym d23 Fenin-Angictensin-Syatems

zrankert, als Peceptor

C

X'

var allem auf Lungen-, NMieren- und Herzzoellen, aber auch auf
Endoithalzellen exprimicrt und spaltet diverzs Peptidsubstrate.
Prominante Substratvertreter sind Apellin, Bradykinin aber shen-
so Angiotensin-I, wslchess zu Angiotensin 1-9, odsr Ang-II, wel-
chzz zu Ang 1-7 gespalten werden. Ang ITI und Ang 1-7 sind
Antagonisten des Fenin-Angiotensin-3ystems., ACEZ ist dher die
Stenerung der Peptidverhiltn
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hie
zpression von ACE2 ist zytokingssteusrt

1
£

n
entziindlichan Erkrankungsn herabgssetzt, was in weitersr Folge

zu =iner pathologizchen Anreicherung von Ang II, szinem der wich-
en Subkstrate von ACEZ, fiuhrt.
ACE2 dient zur Enzymsubstitutiocnstherapiz —ur Behandlung veon

APDS odsr ALI, zwzi aluten Lungenerkrankungsn mit welchen als

m

Begleitsymptom zin hevunterrveguliszrtesr ACED Titer sinhergsht
Zur

L"'J

cymsubstitutionstherapis wird ld=liches humanss ACE2 ver-

wendzst, welches systemisch gegekben wird und binnen klrzester Deit

—

im gssamien Organismus —ur Verfiigung sitehit, um Titer von Ang I

ten von Ang 1-7 -—u varachichen. Dies kompenziert die na-
gativen Auswirlkungen erh&hter Ang ITI Titesr., Hisrfir ist es unum-
gi&nglich ein Produkt in Handen zu haben, welches ein verndinftigszs

rharmakclogisches Profil aufweisit: Demsntapiszchend kernnzeichnet

]

gich eine gseignets Substanz durch zinz gute Verteilung im Qrga-

nisgmus, cine verninfitige Halbwertsceit sowie durch sin

T
\fl

Jeringsa
Immuncgenizitidc. Ferner muss daz Produkt natirlich

jm

auch enzyma-
tisch aktiv, gut lislich zowise auch in Lisung stakil z=in und
sich in ausraichender Peinheit reproduczisrhar und dkoncmizch
darstellen lassen. .

Die therapeutizsche Umsstzung sinsr =ffiziznten Encymsubsti-

tuticnsthervapis crfordert einen Herstel JQSP:Q:ESS, der Akono-
misch und reproducizsrbar 2in i
effizientes Produkt darstelli. Der lézliche Abschnitt ven ACED
enthilt 7 l-CGlyhaozylizrungssiellszsn. Nicht veollstandig glykosy-

liertezs ACEZ izt schlacht léslich, neigt zur Aggregaticon, 13t

2

ctentisl]l immunogen und weish sine verkilrzis Halbwsrtsoesit auf,



- 2 =~

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 Verfiigung zu stellen. Dieses
Ziel wird durch die Gegenstédnde der Ansprlche erfullt.

Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinantes ACE2 Poly-
peptid, welches glykosiliert ist, wobei die Glycogruppen eines
ACE2 Polypeptid Monomers in Summe mindestens 10, 11, 12, 13, 14,
15, oder mindestens 16 Sialylsdurereste aufweisen und das ACE2
Polypetid als Dimer vorliegt. Vorzugsweise enthdlt das Dimer
zwel Zink Ionen.

Unter Sialylsdurereste werden insbesondere Reste vom N-Ace-
tylneuraminsdure-Typ (Neub5Ac) verstanden, im speziellen an N-
voder O-Glycosilierungen.

Grundsdtzlich ist die Stabilitdt eines Therapeutikums ein
sehr wichtiges Kriterium fiir dessen Halbwertszeit und somit des-
sen Wirksamkeit.

Rekombinantes humanes ACE2 kommt bisher als Monomer vor und
ist auch als solches in der Literatur hinsichtlich seiner Funk-
tionalitat, seiner Kristallstruktur sowie hinsichtlich seiner
Interaktion mit einem hochspezifischen Inhibitor beschrieben.
Zur Stabilisierung des Therapeutikums wurde erfindungsgemdR ein
ein Verfahren entwickelt, welches ausschlieBlich zu stabilen
ACE2 Dimeren fiuhrt, die sowohl produktionstechnische als auch
pharmakologische Vorteile im Vergleich zu ACE2 Monomeren aufwei-
sen.

Die Dimerisierung erbringt die folgenden Vorteile:

¢ Bessere Loslichkeit und Bio-verfiigbarkeit in Physiologi-
schen Lésungen: Bedingt durch die stark geladenen Seiten-
ketten, die im ACE2 Komplex nach aufien gerichtet sind, ist
das Dimer in ebenfalls geladenen Losungen (zB. Physiologi-
sche Infusionslésungen, Serum, Salzldsungen,..) besser 16s-
lich als das Monomer, das ebenfalls hydrophobe Strukturen
nach aulen prasentieren miBte.

e Keine Aggregatbildung: Bedingt dadurch, daBR samtliche hy-
drophobe Proteinstrukturen in das Innere des Dimers gelan-
gen, prdsentiert der Komplex so wenig hydrophobe Abschnitte
wie mdglich. Dadurch kommt es zu keiner Anlagerung weiterer
ACE2 Molekiile zum Dimer.

¢ Geringere Immunogenitdt: Die Immunogenitat wird durch die




Tatsache herakgesed

l—' C"l

zt, daf ez zu keiner Aggarzgatbildung von

ACE2 kommt. Hochmolehulares Multimsre sind grundziitzlich im-
munogen.

e Peduzierter Proteassangriff: Machdem einzeln
schnitte und hierbei aller Wahracheinli
terminals Teil in das Innerve des Dimasrs gerichtet zind
wird dizzer C-Terminus nicht zabgshaut.

e Gezteigerte Halbwertaceift: Durch die geringere Immuncgysni-
tét, die bezszere Lislichkeit und der veduzievten Anfillig-

keit fir proteclytizchen Abbau wicd dis lbwertszeit dss

[n QR et

Proteins erhdht.
* Binfachere Proteinrsinigung: Dsr hydrodynamische Durchmes-
2 Dimsrs ist aufgrund seiner Struktur grifsr als
‘rechnete, nachdem s&mtliche gsladenen Gruppen nach
aulen ragzn und somit Zu einer auzgeprigten Solvatisie-
ille fihr

ragend von klazzischen Verunreinigungen aus der

rungshi ACEZ2 Dim=re hervor-
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Prateinsxprezzion, wiz Zum Bsispisl Serum Albumin (67 kDa)
durch Grafasntrennungszdulen abtrennen.

Vorzugswsiss ist das rehombinante BCE2 Polypeptid an mindzs-

und wzizt einen Zuckerant=il von Jriler als 103 (Massen-% des
gesamtzn ACEZ) oder 11%, 12%, 13%, 14%, vorzugsweize Jgriler als

15% oder 16%, 17%, 12%, 19%, inzheszondsre griafer al

(1)
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Do,

21%, 22%, 3% 4% oder 25%, auf.

Bz wurde ein Produlticnsprocess enbtwicks wzlcher hochrei-
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ves vollatindig lomplss glykoszylizsrtes ACEZ veprodu-
zierbar darztsllt. Das Produki zzichnzt sich aufgrund zeines

hohzn Zucksasranteils (20 Maszen %) und der komplesen, starl ver-
E
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L
zwaigten Art der teilweaizes nagativ gzladensn Suckerzitrulki
v anf dis Lizlichkeit, die Biover-

iz Peinheit, die Akitivitédt sowiz die Fharmakologie
des Produktes auz. Durch die Wahl zinez gezigneten BExpreszions-
Fonstruktes, 2ines gesigneten Exprezzionswirtes, einer optimizr-
ten Selzktionzatrategie, durch ein auf den Zellmztabolismus
abgestimmtes Medium sowis durch minutidze begleitende Flonanaly-
tik und Sfelektion konnts eine Selllinie hergestellt werden, diz
zum gewiinschten Produkt fihrc.

ATEZ wmrdes barsits in Inzektenczellen S£9% und Mauzzellen NSO

cuprimisert. Das Material ward: vor allem in in vitro Versuchen
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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 Klonselektion hinsichtlich der Produkteigenschaften,
im Speziellen in Bezug auf die N-Glykosylierung, durchgefiihrt.

Die Loslichkeit 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 maBgeblich die Loslichkeit eines
Proteins steigern und dessen pharmakologisches Profil beeinflus-
sen. Ferner konnte fiir EPO aufgezeigt werden, dass die Anwesen-
heit von komplexen verzweigten Glykostrukturen die Halbwertszeit
des Proteins positiv beinflusst.

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: .

(Formel 5) (Formel 6) (Formel 7) (Formel 8)
Awobei
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lierungsposi-
tionen glykosyliert.
Vorzugsweise wsicen mindestenz 20%, vorzujswsises mindzstens
90%, inzbesondere 100%, der glyhosylierten N-Glyhkosyliscoungspo-
sitionen eine 3truktur der Formeln 1-3 auf.
4]

Vorougzweise hat das Polypeptid ein Molehulargewicht wvaon

——

mindestenz 101 k

Da, vorzugswzise mindestenz 105 kDa, hezonders
bevorzugt mindesztens 109 kDa, incskhesondsrs mindestsns 112 kDa,
speziell bevorzugt mindesten
deztenz 119 kDa. In andesren Aus formen ist das Molehkular-
Jgewicht maximal 120 kDa, 140 kDa, 150 kD=z, 160 kDa, 170 kDa, 130
kDa, 190 kDa oder 200 kDa.

Vorzugswsizs wsizst das ACEZ Polypeptid keins ansmsmbrane
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am meisten bevorzugt min-
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Deminz auf. Ez handslt sich daher um lé4sliches ACE2. Besonders
bevorougtes Ausfihrungsformen umfasszan dabei 15sliche ACEZ-Poly-
peptids, deren Polypeptidhette aus den Amincsiurzn 18-740 oderx
encymatisch aktiven Fragmenten davon. Ein weitsres Polypeptid
beszteht aus den Amincsiuren 183-615 der SEQ ID Wo: 1.

Vorzugaweize izt 2in zu 22740 der SEQ ID HNO: 1 (z.B. der -
erminus) korrespondizrendess Serin (oder C-terminals Amincsiure)

o 3

zs ACEZ Polypeptids O-glykosyliert.
Vorzugswsise waisen mind., 70%, vorzugswsiss mind. 20%, ins-
besondere mind. 90%, am meizten bevorzugt 100% der glykosylisr-

=
tan lykosylierungzsst=sllan Sialinsiure auf, vorougswei

[ Radd
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]

i
ungsstzllten entzprechand AzniZ, Azn%0, R=znli3,

die N—Glykosylier
Ren2Z2, Asnd3Z, Azn54d, Asznd?0 der SEQ ID NO:1 sialysisrt.
In speziellen Ausfihrungen ist ein zu Asn%2 der 3EQ ID NO: 1

borrespondierendes Azparagin einfach, zweifach, drzifach oder

ind vor-ugs-

=

vierfach zialylisizrt. In einer ACEZ Praparaticn =
E0%, 0%, 70%, &0%, 90%, 65%, 90% odder 100%

dieser Bminosiurs entwasder zinfach, zweifach, dreifach odsr

In specizllen Busfithoungen ist =2in u Asn20 der SEQ ID NO: 1

korraspondisrendess Rzparagin einfach, cweifach, drsifach oder
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vierfach sialylisiert. In einer ACE2 Pré&dparation sind vorzugs-
weise mindestens 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100%
dieser Aminosdure entweder einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert.

In speziellen Ausfilhrungen ist ein zu Asnl03 der SEQ ID NO:
1 korrespondierendes Asparagin einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert. In einer ACE2 Prdparation sind vorzugs-
weise mindestens 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100%
dieser Aminosdure entweder einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert.

In speziellen Ausfihrungen ist ein zu Asn322 der SEQ ID NO:
1 korrespondierendes Asparagin einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert. In einer ACE2 Prdparation sind vorzugs-
weise mindestens 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100%
dieser Aminosdure entwéder einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert.

In speziellen Ausfihrungen ist ein zu Asn432 der SEQ ID NO:
1 korrespondierendes Asparagin einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert. In einer ACE2 Praparation sind vorzugs-
weise mindestens 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100%
dieser Aminosdure entweder einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert.

In speziellen Ausfithrungen ist ein zu Asn546 der SEQ ID NO:
1 korrespondierendes Asparagin einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert. In einer ACE2 Pradparation sind vorzugs-
welse mindestens 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100%
dieser Aminosdure entweder einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert.

In speziellen Ausfihrungen ist ein zu Asn690 der SEQ ID NO:
1 korrespondierendes Asparagin einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert. In einer ACE2 Prdparation sind vorzugs-
weise mindestens 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100%
dieser Aminosaure eﬁtweder einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert.

In speziellen Ausfihrungen ist ein zu Ser740 der SEQ ID NO:
1 korrespondierendes Serin einfach, zweifach, dreifach oder
vierfach sialylisiert. In einer ACE2 Praparation sind vorzugs-
weilse mindestens 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% oder 100%
dieser Aminosaure entweder einfach, zweifach, dreifach oder

vierfach sialylisiert.
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Vorzugsweise wzissn mind. 20 vorzugsewsiss mind. 40%, ins-
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sialylisiert.
Vorzugswelise izt ein zu AznS2 der SBO ID WO: 1 horraszpondiz-
rendes Asparagin N-glykosyliert, vorzugswaize mit sinem Glykan

r Strukturen nach Formel 1, 2, 2, 4, &5, 6, 7 oder 3.
ID NO: 1

rendes Asparagin N-glykosylisrt, vorougswesisze mit einem Glykan

Vorzugswesiss ist =in it Azn90 der SE Lorrezpondia-

dzr Ztrukiuren nach Formel 1, 2, 3, 4, &5, &, 7 ader 2.

n zu Asnl03 der LD ID NO: 1 korrsspon-

vhaosylizsrt, vorzugswsise mit einzm Gly-
ach Formel 1, 2, 3, 4, &%, &, 7 oder 8.

Vorcugswsise izt ein zZu Asnldl2 der SEQ ID NQ: 1 korrsspon-

zinem Gly-
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In einem weiktersen Aspekt Letrifft dis vor

i
Polypepiidzn mit einem Molshualargewichi von untsr 100 kDa, be-
vorzugt von unter 104 kDa, speziell bevorzugi von unter 108 kDa,
inzkesondere von untsr 112 kDa, bescnders bevorzugh ven anter
117 kDz, am meisten hevorzugh von unter 119 kDa, unter 20%, vor-
zugewzize unter 10%, insbesondsre bevor-Zugi untsr 5%, am meistan
bevorzugt unter 1%, im Sp=cisllen bei 0%, liegt. Der Anteil wird
hisrfiir =.B. durch native Gzlzlekirophoreze bestimmt.

Vorzugswaiss liegt der Anteil ven ACEDZ Polypsptiden mit

Tranemembrandomanen unter 20%, vorzugsweise unter 10%, inzbeszon-

d

it

re bevorzugt untzr 5%, am meisten bevorzngt unter 1%, im Spe-
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ziellen bei 0%.

Vorzugsweise liegt der Anteil von ACE2 Multimeren unter 20%,
vorzugsweise unter 10%, insbesondere bevorzugt unter 5%, am
meisten bevorzugt unter 1%, im Speziellen bei 0%. Unter ACE2
Multimeren werden Komplexe mit 3 oder mehr ACE2 Polypeptiden
verstanden.

Vorzugsweise betrdgt der Anteil an ACE2 Dimeren an ACE2 Mo-
lekiilen mindestens 10%, 20%, 30%, 40% 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95% oder mindestens 99%, sein. In weiteren Ausfihrungsformen
kann in Kombination dazu oder unabhdngig der Anteil an ACE2 Mo-
nomeren an ACE2 Molekilen mindestens 10%, 20%, 30%, 40% 50%,

60%, 70%, 80%, 90%, 95% oder mindestens 99%, sein.

Vorzugsweise ist der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit N-gly-
kosyliertem Asparagin entsprechend Asn53 der SEQ ID NO: 1 gréBer
als 60%, vorzugsweise grofer als 70%, insbesondere bevorzugt gro-
Ber als 80%, speziell bevorzugt grdBer als 90%, am meisten bevor-
zugt groRer 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 grdBer als 70%, insbesondere bevorzugt
grober als 80%, speziell bevorzugt groler als 90%, am meisten
bevorzugt grofer 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 Asnl03 der SEQ ID NO: 1 gro-
fler als 60%, vorzugsweise groBer als 70%, insbesondere bevorzugt
groBer als 80%, speziell bevorzugt grofier als 90%, am meisten
bevorzugt groler 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 Asn322 der SEQ ID NO: 1 gro-
ler als 60%, vorzugswelise grofBer als 70%, insbesondere bevorzugt
gréRer als 80%, speziell bevorzugt gréfier als 90%, am meisten
bevorzugt grofer 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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dimerer Form . Die Zellen konnen danach selektiert werden, ein
erfindungsgemdRles ACE2 Polypeptid, wie hierin beschrieben, ins-
besondere mit einem hohen Molekulargewicht, zu produzieren.

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 hierfiir).

Vorzugsweise sind die eukaryotischen Zellen CHO Zellen.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch rekombinantes ACE2
Polypeptid oder eine Prédparation von rekombinanten ACE2 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-Produktivitdt von
mindestens 10 pg/Zelle/Tag, vorzugsweise mindestens 15 pg/Zelle/
Tag, insbesondere bevorzugt von mindestens 20 pg/Zelle/Tag, auf.

Besonders bevorzugt sind folgende Definitionen der Erfin-
dung:

1. Rekombinantes ACE2 Polypeptid, dadurch gekennzeichnet,
dass es glykosiliert ist, wobei die Glycogruppen eines ACE2 Po-
lypeptid Monomers in Summe mindestens 14 Sialylsdure-Reste auf-
weisen und das ACE2 Polypetid als Dimer vorliegt.

2. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach Definition 1, da-
durch gekennzeichnet, dass es an mindestens 80% der mdglichen N-
Glykosylierungspositionen glykosyliert ist und einen Zuckeran-
teil von groBer als 10% (Massen-%, bezogen auf das gesamte ACE2-
Molekiil), vorzugsweise groBer als 15%, insbesondere groRer als
20 %, aufweist. '

3. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach Definition 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 70% der glykosylierten
N-Glykosylierungspositionen eine Struktur unabhdngig voneinander

ausgewahlt aus den Formeln 1-8:




(Formel 2) (Formsl 3)
. 3D
] []

(Formel G) (FPorm=l 7) (Formel 8)

lc N A ¢ Fuc

o Xyl -
G al O NeubdAc

1, Pekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Defintio-
nzn 1 bis 3, dadurch gekesnnzeichnet, dazs alle der méglichen 11-
Glykosylierungspositicnen glykosylisert sind.
S Fekombinantes ACEZ Polypepiid nach einer der Defintio-
nen 1 khiz 4, dadurch jcrenn:eichnet, dazzs mindzstens B80%, vor-

14

zugswaise mindsstenz 90%, inshescndere 100%, der glykozyliesrten
Q
ux S

N-Glykosylierungspesitionen eine Struktur der Formeln 1-8 auf-
weisen.
. FPekombinantes ACEZ FPolypeptid nach einer der Definitio-

nen 1 kis 5, dacdurch gekennzeichnzst, dass daz ACE2 Moncmsr <in
Molekulargewichi von mindestens 101 kDa, vorzugswsize mindes
105 kDa, hesonders bzvorough mindestansz 105 kDa, inzhezonder
mindestenz 113 kDa, speziel

|—

bevorougt mindsztens 117 kDa, am
msist:

ll’

n bevorsudt mindzatens 119 kDa, auifwsist.

7. Pekombinantes ACEZ Polypeptid nach zingr der Definitio-
nen 1 kiz 6, dadurch gehennzaichnet, dazs das ACEZ2 Polypsptid
Yeine transmembrans Domane aufwsist, verzugswsise dase die BIED

Polypesptidhette aus den Amincsiuren 18-740 von SEQ ID WO: 1 cder
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enzymatisch aktiven Fragmenten davon besteht.

8. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio-
nen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Ser740 der SEQ
ID NO: 1 korrespondierendes Serin O-glykosyliert ist.

9. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio-
nen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass mind. 70%, vorzugswei-
se mind. 80%, insbesondere mind. 90%, am meisten bevorzugt 100%
der glykosylierten N-Glykosylierungsstellen Sialinsdure aufwei-
sen, vorzugsweise sind die N-Glykosylierungsstellen entsprechend
Asn53, Asn90, Asnl03, Asn322, Asnd432, Asn546, Asn690 der SEQ ID
NO: 1 sialysiert.

10. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio-
nen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass mind. 30%, vorzugswei-
se mind. 40%, insbesondere mind. 55%, am meisten bevorzugt mind.
70% der glykosylierten N-Glykosylierungsstellen mindestens zwei
Sialinsauren aufweisen.

11. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio- ‘
nen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn53 der SEQ

ID NO: 1 korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vor-
zugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

12. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio-
nen 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn90 der SEQ
ID NO: 1 korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vor-
zugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

13. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio-
nen 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asnl03 der SEQ
ID NO: 1 korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vor-
zugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3, ‘

4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

14. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio-
nen 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asn322 der SEQ
ID NO: 1 korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vor-
zugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

15. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einer der Definitio-
nen 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass ein zu Asnd432 der SEQ
ID NO: 1 korrespondierendes Asparagin N-glykosyliert ist, vor-
zugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3,
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4, 5, G, 7T oder 8 wie in Definition 3 definiert.

16. Pekomkinantes ACEL Polypeptid nach einer der Definitio-
Azn54¢ dzr SEQ
ID NO: 1 korrespondierendes ”_parag1n N-glykosylisrt izt, vor-

nen 1 kis 1%, daducrch gekennzeichnet, dass ein -u

zugswelas mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2, 3
4, 5, 6, 7 oder R wie in Definiticon 2 definiert.

17. Pekombinantes ACEZ Polypeptid nach ciner dasr Dafinitio-
nen 1 bhiz 16, dadurch gekennzzichnst, dass ein zu Aznéo0 Ader SEQ

ID NO: 1 korrespondiecendss Asparagin N-glykosylisct ist, ver-

zugsweize mit einem Glykan der Strukturesn nach Formel 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7 oder ? wiz in Definition 2 definiert.

18. Préparation von rehkonbinanten ACEZ Polypeptiden, umfas-
gend ein Polypsptic nach ziner der Definitionen 1 kRisz 17, da-
durch gskznnczichnet, daszs der Ant=il von ATZED Polypeptiden mit
einem Molzlnlarvgswicht vean unter 100 kDa, hzverzugt ven unter
104 kDa, spszizll hevorzugh von uantsr 108 I:Da, inzskbezanderes von

unteyr 112 kDa, bezondesrs khevorougi von unkter 117 kDa, am msisten

bevorzugt von unter 119 kDa, untsr 20%, vorougswesisze unter 10%,
nshesondere hevorzugt unter 5%, am meisten bevorzugt unter 1%,
im spezizllen hei 0%, liegt.

19, Praparation nach D:zfinition 12, daducrsh Jelkennzeichnsat,
dass der Ant=zil von ACED Faolypeptidsn mit TransmembrandemiEnen

unter 20%, vorzugsweiss uncer 10%, inskesondarsz bevorougt unter
<%, am meizten bevorzugi unter 1%, im Speciellen hei 0%, liegt.
20. Priparaticon nach Definiticn 12 odsr 19, dadurch gskenn-
zzichnet dazs der Bnteil von ACED Multimeren unter 20%, vorzugs-
weiszs unter 10%, inzhesondsrs bevorzugt unter 52, am meiztzn
bevorzsugt unter 1%, im sperciszllen kei 0%, liegt.
21. :

durch gekennzesichnat, dazs der Anteil an ACEY Dimeven an ACED
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am meisten bevorzugt mindestens 90%
22, Prapavation nach einsr der Definitionen 1% khis 20, da-
durch gzkennzeichnet, dass der Anceil an ACED Folypeptiden mit

a
N-glykosyliertem Asparagin zntzprechend AzsnS2 der SEO ID 10: 1

A

grifer als 60%, vorzugsweiss grdfer als 70%, inzhezondasre hevor-

gt griber als 20%, zpecz

[Tl
[

zu iz11l bevorougt goifher als 90%, am meis-
tan bevor:ug- aqrifer zlz 99%, insbescndere 100%2, ist und

vorzugsweise mit einzm Gly der Ztruaktursn nach Formsl 1, 2
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3, 4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

23. Praparation nach einer der Definitionen 18 bis 22, da-
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an ACEZ2 Polypeptiden mit
N-glykosyliertem Asparagin entsprechend Asn90 der SEQ ID NO: 1
grdRer als 60%, vorzugswelse groBer als 70%, insbesondere bevor-
zugt gréBer als 80%, speziell bevorzugt grofer als 90%, am meis-
ten bevorzugt gréBer als 99%, insbesondere 100%, ist und
vorzugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

24. Praparation nach einer der Definitionen 18 bis 23, da-
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit
N-glykosyliertem Asparagin entsprechend Asnl03 der SEQ ID NO: 1
groBer als 60%, vorzugswelse groRer als 70%, insbesondere bevor-
zugt groBer als 80%, speziell bevorzugt grdfer als 90%, am meis-
ten bevorzugt groBer als 99%, insbesondere 100%, ist und
vorzugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert. .

25. Prédparation nach einer der Definitionen 18 bis 24, da-
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an ACE2Z Polypeptiden mit
N-glykosyliertem Asparagin entsprechend Asn322 der SEQ ID NO: 1
grofer als 60%, vorzugsweise gréBer als 70%, insbesondere bevor-
zugt groBer als 80%, speziell bevorzugt grdfer als 90%, am meis-
ten bevorzugt groher als 99%, insbesondere 100%, ist und
vorzugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

26. Praparation nach einer der Definitionen 18 bis 25, da-
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit
N-glykosyliertem Asparagin entsprechend Asn432 der SEQ ID NO: 1
groBer als 60%, vorzugsweise grofer dls 70%, insbesondere bevor-
zugt groRer als 80%, speziell bevorzugt groBer als 90%, am meis- .
ten bevorzugt grober als 99%, insbesondere 100%, ist und
vorzugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7 oder 8 wie in Definition 3 definiert.

27. Praparation nach einer der Definitionen 18 bis 26, da-
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit
N-glykosyliertem Asparagin entsprechend Asn546 der SEQ ID NO: 1
groBer als 60%, vorzugsweilse grodber als 70%, insbesondere bevor-

- zugt groBer als 80%, speziell bevorzugt grober als 90%, am meis-
ten bevorzugt groler als 99%, insbesondere 100%, ist und

vorzugsweise mit einem Glykan der Strukturen nach Formel 1, 2,
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3, 4, 5, &, 7 oder 3 wie in Definition 3 definisct.

28. Praparation nach einer der Dafiniticonen 18 kiz 27, da-
durch Jgekennzeichnet, dass der Anteil an ACE2 Polypeptiden mit
N-glykosylieriem Asparagin entaprechend Aszned0 dery ZEQ ID MO: 1
gqréber als 60%, vorzugsweise grofar als 70%, insbzzondere bevor-
zught grifer alz £0%, apecicell beverzugt gradler als 90%, am meis-

(%

ten bevorougt grifer alzs 99%, insbesondsre 100%, izt und
vorzugsweize mit einem Glykan der Struktursen nach Formel 1, 2,
0

3, 4,

O-glykozyliertem Ssrin entsprechend Ser740 der ZEQ ID 110: 1 god-
ier als 60%, voroujsweiss grifer als 70%, insbesondere bevorzugt
gréfer alz 80%, zpeziell bevoriugt grober als 90%, am meiszten
bevorougt grifier als 99%, inskesonders 100%, ist.

20. ACEZ2 Folypsptid cder Priaparation nach einer der Defini-
tionen 1 kis 2% mit =ziner katalytischen Aktivitiat kkat von min-
destenz 4 /=, vorougsweise von mindestens S /3, inshesondzre
pevorcugt von mindestens € /s, specziell bevorzugt von mindestens
7 /z, am meistzn bevorougt von mnindestens 7,€ /s, bazogen auf

den Ang 1-7 (Angicstensin 1-7) Um=atz.

)

21. Verfahren zur Herstellung von rehombinanten ACEZ Foly-

J

{

=

[1]]

peptiden odsy 2iner Priparation von rekomnkinantem ACED, vorco
veises nach siner der Definiticnen 1 kis 30, umfaszsend die
Schr

itte der Einkringung sinss ACEZ codierenden Polynuklsotides,
Vorsujsvweise e

ines ACEZ ohne Transmembrandomins oodisrenden Po-
lynukleotides, in zunkaryontischen 2ellen, Bxpressicon des ACED
Polypzptids und Sammsln des sxprimizsrten ACE2, inskeszondere in
dimerer Form, wobel vorzugsweize bhei der RBrpreszion die In?-Lon-

2

lar i=t. Diez Cn**-Foncentra

L

zentration mindsstenzs 1,5 micromo tion
z.B. im Nzhrmedium der s:primicsrten Zellen kann mindeztens 0,5,
0,75, 1,0, 1,2%, 1,%, 1,75, 2,0, 2,25 oder mind=stens 2,5 oder

3,0 sein.

11}

22, Verfahren nach Daefinition 21, dadurch gekennzeichnst,

Lkor vorgesze-

a

dass dasz ACE2 codierznds Polynuklectid anf sinem V
hen ist.

23. Verfahren nach Definiticn 21 oder 22, dadurch gekenn-
zzichnet, daszs dis ACEZ-Expression mit einsm Macker, vorzugswei-

2
()

s
. Verfahren nach Definiticn 23

‘

, dadurch gelkennzsichnet,
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dass der Marker auf dem Vektor vorliegt.

35. Verfahren nach Definition 34, dadurch gekennzeichnet,
dass der Vektor eine IRES fir die exprimierte ACE2 mRNA auf-
weist.

36. Verfahren nach einer der Definitionen 31 bis 35, dadurch
gekennzeichnet, dass die eukaryontischen Zellen CHO Zellen sind.

37. Rekombinantes ACE2 Polypeptid oder Prdparation von re-
kombinanten ACE2 Polypeptiden erhdltlich durch ein Verfahren der
vorhergehenden Definitionen. ‘

38. Stabil mit einem ACE2 codierenden Polynukleotid transfi-
zierte eukaryontische Zellinie, vorzugsweise CHO Zelllinie, die
ACE2 nach einer der Definitionen 1 bis 30 exprimiert.

39. Zelle nach Definition 38, die eine ACE2-Produktivitat
von mindestens 10 pg/Zelle/Tag, vorzugsweise mindestens 15
pg/Zelle/Tag, insbesondere bevorzugt von mindestens 20
pg/Zelle/Tag aufweist.

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Figuren

und Beispiele weiter illustriert ohne auf diese beschrdnkt zu
sein.

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

klongeschichte

Fig.3: SDS-PAGE Analytik des ACE2Z2 Monomers

Fig.4: Klonauswahl

Fig.5: LC-MS Glykosylierungsanalytik

Fig.6: Praparative Groflentrennung von ACE2

Fig.7: Pharmakokinetik von ACE2Z in 3 Spezies

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

Die Peptide wurden im angefihrten Konzentrationsbereich mittels
RP-HPLC auf Waters C18 uBondapak RP, 2,1x300mm, 10um, 1254 saule
aufgetrennt.

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

Fig. 10: Sequenz von ACEZ2 und N-Glykosylierungs-Vorhersage

Fig. 11: aufgeschlisseltes Spektrum fiir 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
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etrukturzlle Suordnung muass als pvuh~ weise klaszifiziesrt werdsn.
3: LC-MS fr
A
a

: Bestimmung der ACEZ Dimerstruktur mittels nativem PAGE

igesetzter Glykane.

il

(linkes, Froteinbanden wurden mittelszs Silberfirbung visualigisrt)
( rha

und SEC (rechts, Trennung aui einer Zoo

wart von 220 mM Na-Phosphat bhei pH 7.0 in 10% Acstonitril, das
sam wurde kel 214 nm aufgencmmen.
5: Chromat
Dimeren ACEZ (Fetention 3,55 min, 3,92 min). Standavd: Thyroglo-
lobulin (158 kDa), Ovalbumin
), Myoglobulin (17 kDa, 11,03 min), Vitamin
2,71 min) .

Chromatogr
Fig. 15 togramm 2inzr Gréfenausschlusschromatographie des
bulin (£70 kDa, 7,42 min), Gamma-g
(42 kD&, 10,08

B-12 (1,3 kbDa,

Beispiele:

Bzispisl 1: Exprassion von hochglykosyliesrtem ACED
Der 1l&sliche Abachnitt der humanen ACED Sequenz (3EQ ID NO:
vektor klo

n
rker DHFP eingsfigt wurds, um zu

(Y
=
o
'-.)
O,
0]
|_1
-]
M
l_l
=
M
]
1

o
Uy}
m
[47]
0
F
(]
=
(0

iert, in welchen zuvor

r
zrhihten Evpresszion des ACE2 Geanes zu fithren. Hisr-u wurde

nnd DEHP kodierzanden Gens eine attenuierte

[®]
<
b
|-
i
9]
oy
(]
ja]
O,
ot =
yl
o
I~
&
=1
(IS

icht. Die ACE2 Bupressiong- und
Zelektionskassette ist in Figur 1 graphisch dargastellt. Nachdam
bzide Proteine unter Hontrolle desselben Promotors sxprimisrt

werdzn, kann idbsr DHFR Sslsbkiion unter Verwendung dss Antagonis-

i
en MTY zZiezlstrebig disz ACEZ Bupressicon gesteigert warden. Durch
i
zzlllinien zZu erhalten, die hohe Auszkauten einss Produls

C
stanter Qualitét lisfern. Diez ermdglicht es auch in Zelllinien
1 i

verninftigs FProdukititer zu erzielen, diz mdg

eser Valktor wurdes in CHOdhfr- transfiziert und unter kon-

.
oy
]
.
l=-
T
et
|5
")
n

ich gesteigertem MTY Druck wuards Jdie Iopienanzahl dzr

ACE2 Gene amplifiziert. fber mehrere Selsktionz- und Sukklonie-
&

rungssundsn wurden dis beszten Produczent

i

rzr FACS Analytilk und proteinchemischsr zowis encymatischer-
Analysen anf cptimale FProdukiteigenschafien seleltiert: Es wurden
ifi

fir dis Auswahl des hestgezignetsn Flons vor allem die speci
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sche enzymatische Aktivitdt, welche mit 3 verschiedenen Substra-
ten gemessen wurde, die Produkthomogenitdt, die zelluldre Pro-
duktivitdt jedoch auch die Zuckerkomplexizit&t in Betracht
gezogen. In Fig. 2 ist eine rekapitulative Western Blot Analyse
der sukzessiven Kulturiliberstdnde einzelner Klone dargestellt,
die zur Etablierung der Produktionszelllinie verwendet wurden.
Die Produkteigenschaften der einzelnen Klone unterscheiden sich
insofern, dass der Zuckeranteil der Expressionsprodukte von
rechts nach links zunimmt, was durch eine deutliche Massenzunah-
me erkennbar ist. Dies wurde durch spezifische Selektion hoch-
glykosylierender Klone erreicht. (Letztendlich wurde Klon 5B9,
welcher das Expressionsprodukt mit dem hdchstem Molekulargewicht
aufwies, zur Etablierung der Produktionszelllinie 1B4 verwen-
det.)

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 ACE2 Standard (Lane A). Wahrend das erfindungsge-
mdfle ACEZ Polypeptid - hier als Monomer analysiert - homogen,
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 andeu-
tet.

Die prdlimindren 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 iberprift. 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 Heterogenitit analysiert. Letztendlich wurde Klon
1B4 ausgewdhlt. Er wies iber den gesamten Produktionsverlauf eine
homogene Zuckerstruktur auf. Es waren alle 7 N-Glykosylierungs-

X
.
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stzllen prozesaziert, wobel diese mindsstens eins ki-, manche je-

doch auch 2ins tri-antennare hompleze Glylkosylierung mit termi-

Auf der Baziz diezes Hlonss wurds einz Mastzrcellbank hsrge-
stellt und getesztet, sowiz ein GMP tauglicher FPeinigungzs- und in
weiterer Folge ein GMP Produkticnsprozess aufgzhaut.

SEQ ID NO: 1 (ACEZ Proteinzfequznz, die autologe Signalzequenc
(unterztrichen) wicd durch die Wirtszelle fir die 2uszchleusung

abgespaltet) :

=
[95]
47}

SSWLLLST.VAVTAA
DANTELOGENHEAEDLEYOSSLASWNYNTNITEENVONMNNAGDEIWSAFLRKEQS T~
MYPLOEIQNLTVELOLOALOONGESVLSEDESEELNTILNTMSTIVSTGIIVCNPDNPQE -
LLLEPGLHEIMANZLDYNEFLWAWESWESEVGHOLEPLYERVVVLINCMARANHYEDY GDYWE
GDYEVNGVDGYDY SRGOLIEDVEHTFEET N FLYEHLHAYVRARLMHNAYESYISPIGCL -
PAHLLGDMWGFEFWTHLY SLTVEFGORENIDVTDAMVDOAWDAQR I FIIEAEIZFVSVGLENMT ~
IGTWENSMLTDPGHNVOEAVCHPTAWDLGIGDERILMCTIIVTMDODELTAHHEMGHI OV DMAY ARQ
PELLENGANEGEHEAVGEIMSLSAATFIHLESIGLLEFDFOEDNETEINPLLEQAL -
TIVSTLPETYMLEIWFWMVET GET FLDOWMITTWWEMI REIVGYVVEPVEPHDETYCODPASLE -
HVENDY SFIRY YT TLY QPO rOALCOAARHEGFLHIIC DI SHETEAGOELENMLRLGLSEFWTL
ALENVVGAIINMUVEFPLLN Y FEPLETWLIDONINEEVGWETOWS PYADOSIIVEISLIISALGD-
LAYEWNDNEMYLERSSVAY Mf"'"’LI VIINOMILEGECDVEVANLII PR ISTNEEVTARPIINVS -
DITPPTEVEFAIFMIRSEINDAFRLNDNSLEFLGIQPTLGEFPNQEPEVS

L]
97}
=3
-
l"'J

(

4'7 [
>
)

p“’

Beispiel 2: Produkteigenscha

Kompleres, hochglykosylizves rhACED weict aufgrund dar kova-
lent gebundensn Juckerstruktursn zin deutlich hdheres Maoleshular-
gewicht auf. S0 wurds mittsls Peptidemap =zins Molma

s
FDa gzmesszssn, wihrend dis von nicht-glykosyliceriem 2

kDa betrigh. Der Juchkeranteil llegL dementaprechend hei 23% und
ist fir dis im Waitsren baschrisbenen Produkteiganschaftzan von
essenticeller Redentung.

Nicht das natirliche ACEZ wurde sxprimizrt, sondern aus-
gchlieflich der 1l&sliche Anteil von ACE2. Aufgrund der fehlandan
Membrandoméne wird ez vollstindiger glykosyliceri. Fernzr wurde
eine cellinterne Signalweitevleitung nach sxtrazellulicver Stimu-

lation von ACE2 auageschlessen, welche m#glicherweize ilikher dan

cytoplazmizchen Anteil des membrangebundsensn, natiirlichen ACE?
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erfolgt.

Aufgrund der komplexen, hoch-sialylierten und somit stark
negativ geladenen Zuckerstrukturen besitzt ACE2 eine deutlich
hohere Loslichkeit im Vergleich zu nicht glykosyliertem oder un-
vollstédndig glykosyliertem ACEZ. Somit koénnen physiologisch ge-
pufferte Proteinformulierungen von bis zu 15 mg/ml problemlos
hergestellt werden.

Das Produkt verh&lt sich ferner auch stabil in Loésung und
verliert Uber einen langeren Lagerungszeitraum weder Aktivitat,
noch neigt es zum Abbau oder zur Aggregation, abgesehen von der
Dimerisierung. Deglykosyliertes ACE2 hingegen f&allt bereits im
geringen Konzentrationsbreich aus. Dies konnte in einem prédpara-
tiven Deglykosylierungsansatz mittels PNGaseF gezeigt werden.
Der fiur ACEZ berechnete, theoretische Stabilitatsindex betragt
41,2 und klassifiziert das Protein als instabil, wobei die
Zuckerstrukturen auBer Acht gelassen wurden. Nachdem sich diese
Formulierung jedoch monatelang stabil in Lésung verhdlt, ist .

dies auf den hohen Zuckeranteil zurilickzufiihren. Die bessere Sol-
vatisierung von ACE2 fihrt ferner dazu, dass diese Formulierung
ausschlieflich aus ACE2 Dimeren (bzw. nach Trennung zum Monomer
ausschliefflich aus Monomeren) besteht, wdhrend nicht glykosy-
liertes ACE2 zur Multimerisierung und ferner zur Aggregation
neigt. Aggregate sind generell immunogen und werden generell
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 Uber GrdBentrennungssiu-
len genutzt werden, wo das hier ausschlieBlich als Dimer vorlie-
gende Protein bei einem scheinbaren Molekulargewicht von 250 kDa ‘
im Vergleich zu den berechneten 83 kDa erscheint. Ein Chromato-

gramm einer praparativen ACE2 Reinigung ist in Fig. 6 wiedergege-
ben. ACE2 (erste Abbildung) eluiert mit einer Retentionszeit von
69 Minuten. Dies entspricht einem scheinbaren Molekulargewicht
zwischen dem von Thyroglobulin (erste Abbildung bei 58 Minuten,
670 kDa) und Gamma-Globulin (erste Abbildung bei 74 Minuten, 158
kDa). In diesem Bereich hoher Molekulargewichte kommen in Kultu-
riberstanden so gut wie keine Kontaminationen vor, sodass hoch-
‘reines Produkt in einem sehr einfachen Trennungsschritt
abgetrennt werden kann.
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Beispizl 4: EBsstimmung der spezifischen ACEZ Aktivitit

Diz specifischs Aktiviitit von ACED Prapavationzn wurds durch
Mezzung des Umsatzes von Ang IT (Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-Hiz-Pro-Pha)
beztimmt. Siamiliche Mezsungsen wurdan zls Dreifachhestimmungsn in
cinem Rnzatzvolumsn ven 100 pl durchgefihet. Die enzymatiszche
Feaktion wurds durch Zugabe von 250 ng/ml ACEZ zu ziner 20 pM
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dienten von 10 bis 60% CH;CN in 0,08% H;PO, tGber 20 Minuten bei
einer Flussrate von 1 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 Fig. 8 dargestellten Kalibrationskurven ermittelt. Ferner
wurde der enzymatische Umsatz sowie die spezifische Enzymaktivi-
tat bestimmt.

Die Aktivitat des ACE2 Produktes wurde wie zuvor beschrieben
bestimmt. In Tabelle 1 sind die jeweiligen Resultate der Peakin-
tegration sowie die berechneten Enzymdaten dargestellt.

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

Enzymatische Reaktivitét

Peak Flédche Umsatz Reaktionszeit = ACE2 Konz. kkat Spezif. Aktivitéat
mAU.min pmol.mi’ min ng.mi* st umol.mg*.min’!
Ang li .
17149890 62,1 18 250 8,0+0,3 4,7+0,2
Ang 1-7
4720141 23,1 18 250 8,8+0,2 5,2+0,1

Die ACE2 Praparation weist eine katalytische Aktivitat kkat
von 8,0+0,3 /s gemessen anhand des Ang II Umsatzes und
8,8+0,2 /s in Bezug auf den Ang 1-7 Umsatz auf. Beide Werte
stimmen gut Uberein und sind deutlich hoher als die Angaben von
Vickers et al., (J Biol Chem. 277 (17) (2002):14838-43) der neu-
lich eine katalytische ACE2 Aktivitat von 3,5 /s verdffentlicht
hat. Die Reaktionbedingungen waren identisch. Die Ursache der
240% hoheren Aktivitdt unserer Pradparation dirften post-transla- '
tionelle Modifikationen und hier vor allem die N-Glykosylierung
sein, die in dem Material, das Vickers verwendet hat, deutlich
geringer ausgeprdagt war. Sein Material wurde in Insektenzellen
exprimiert und wies zwar dieselbe Amino-sauresequenz auf, war
jedoch zu einem deutlich geringeren Anteil und Verzweigungsgrad
glykosyliert. Es wurde ferner auch eine im Handel erh&ltliche
ACE2 Prdparation von R&D systems (cat. 933-ZN), die ebenfalls
eine deutlich geringere Aktivitat kkat von 2,0+0,1 /s aufwies,

untersucht. Eine wesentliche Eigenschaft der erfindungsgemabe
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Priparation ist die zrstaunlich hohe Altivitit, die vor allem
cdurch pozt-translationells Modifikationsn srmdglicht wird.

5 Glycoproteomische Analyse von rekonbinantem ACED

Die Proke von gersinigtem, CHO-sxprimisrtem ACED wurde auf
1 Arten analysiert:

ens wurden tryptizche Peptide nach SDS-PAGE vund S-Alky-
und mittels LC-ESI-MS (und MSMS) analysiert. Das

tid und mehrere interne Peptide wurden gefunden.

ih £iell N-glykosylierten Stzllen wurden in
glykosyliecter Form mit Glyhanstrukturen gsfunden, die haupt-
géchlich diantenndre Glykans mit Fucose und vzrschizdans Mengen

an fialingiure enthieslten, Das C-terminale Feptid scheint O-gly-

mit Fucose konnte geszeigt werdzsn, da
ol, 6-verbunden izt und die 2Si
tzli. 1

in

, >-verkanden izt. Ju-

n
o
i1
1

a
h zu mono~ oder disialysisrien, diantsnniren Glykanan wur-

Q.
)
(l’

betrdchtlichs Msnge an triantenniveam Qligosaccharid

(l'

gefunden, Vezrmutlich zind diese griferen Glykans hauptzdchlich
an jenen Glykopeptiden befestigt, diz der Deteltion entgingen.
Einz groks Schitcung der Masse das glylosylicerten ACE2 =zicht die
Haupt-Glykoformen mit etwa 101-102 kDa, d.h. khestehend aus etwa
17% Kohlehydrat.

Proteslytizcher Verdau von mittels SDS-FAGE getrenntsn hEChE
Aliquots von ACEZ wurden einsr SD3-PAGE unterzogsen, ent-
farbt, carkbamidomethyliseri, mit Trypsin ven Sequencisr-0Qualitic
verdaut und aus Gel-Sticken, wie hzschriehen, =xtrzhisrt. Die
Excrakte wurdan in sinem Spe
bracht und mit Waszszer, das 0,1% Ameizensziure enthizlt, ver der
nachfsolgzenden LC-MS-Analyse mehonatituisrt. Flur die Oligeosaccha-
rid-Analyze wurden die Paptide mik PNGase F verdaut, und die

Glykane wurden unter Verwendung von Cl2 SPE-3pitzan gersinigt.

wurde auf O-TOF Ultima

3
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, ausgardstet mit einer Standard-Ele

[
trosprihzinheit, einem Cap-LC-Syztem (Waters Micromass) und ei-
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nem 10-Port-Lésungsmittel-Wechsel-Modul (Rheodyne), wie kiirzlich
beschrieben [Kolarich 2006} durchgefiihrt. Die Proben wurden zu-
erst auf einer Aquasil Cl1l8-Vorsdule (30 x 0,32 mm, Thermo Elec-
tron) unter Verwendung von Wasser als Losungsmittel eingefangen.
Die Analyse-S&ule, eine Biobasic C18-Sdule (100 x 0,18 mm, Ther-
mo Electron) wurde vor dem Losungsmittel-Wechsel auf 5% Acetoni-
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% Ameisensidure.

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 pordsen gra-
phitischen Kohlenstoff-S&ule 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, im WWW unter
psort.ims.u-tokyo.ac.jp).

Das N-terminale Peptid wiirde 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-
glutaminsaure am N-Terminus anzeigt. Der MS/MS-Lauf bestidtigte
die Identit&t dieses Signals mit dem Peptid QSTIEEQAK (Fig. 9).

Das C-terminale Peptid konnte zuerst nicht gefunden werden.
Eine Untersuchung von ACE2 mittels dem Net-0O-Glyc-Programm .
(im WWW unter www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) deutete auf ei-

ne hohe Wahrscheinlichkeit einer O-Glykosylierung an Ser740 hin.
Tatsdchlich fand die Zugabe der Massen-Inkremente fir 1-2
HexNAc-Reste, 1 Hex und 1-2 NeubSAc-Reste Signale mit dazu pas-
senden 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



- 25 -

(im WWW unter www.chs.diu.dk/ssrvices /NetNGlyc/). Daher kdnnte
man varmuten, dazs die {brigen ¥Y-5tellen ebensa glyhosylicsrt
gind (Fig. 10). Fig. 11 zeigt die Maszsznspsktren und dis zuge-
ordneten Glykan-Strukturen dsr N-Glylkozylierungsstelle.

Die Prokben-Herztellung war fiir Jdie Fonservisrung von sialy-
cierten Glykansn nicht optimal. Daher find:t man einen bemsr-
kenswerten Grad an Pseudo-Desialyzisrung, was Zu Interschiesden

1

i
n Oligogaccharid-Analyse fihrt

zeigt das Spektrum des C-term

i
P=ptids. Disz ztrukturells Sucrdnung mnss als

1 by
Die MS-Analyse freier Glykane zeigt das Vorhandenszein veon:
n

naren N-Glylanen, hauptsichlich mit Fucose und hiz zu-
banen, haupt=zachlich mit Fucosze und biz zn
g zu drei Sialinsdursen, gega-

i
- Spuren von tsbraantasnniren N—Glyk=nen mit visr Zialinzduren
(nicht in Fig. 13 gezeigt).

Die TFucoszz kann mit haoviner Nicrenfuccosidaze zntfernt wer-
den, was einz Farn «l, A-Ri

(und keins Lewis-An-

|_.
o
L
=
Jom
(]
£L
(i}
[}
-
=
O
[}
{i)
m

tigene) zeigt.
Die defucosylizrten, diantenndren, disialysisrten U-Glykane
co—2lulsren mit =inem behannten Nal-4Nal-4-Standard, d.h. mic
nem Glykan mit beiden Sialinsduren in o2, 3-Verbindung. Dies
ist fir CHO-I:zllen-suprimiesrte Glykoprobzine —u srwartsn.
Zusitczlich zu triantennidren, trisialyzizrten Glykansn mit
Fucoge (22 22 F) (Fig. 12). Man bemerkt, dass die gsceighan
Strukturen fur die triantenniren Glykane probsweisze zind. Die
halbvicletten,/hallbweilen Fhomben zind 2in anderzr Wag ancuzai-
gaii, dazs dis Sialin-Verhindung o2, 3 ist.
Triantennidve Glykane wurden nicht an Pephiden nachgewieszan.,
I w

Es gibt ein Glykopeptid, welches hisher nichi gefunden wurds. Es

dizse Glykans ¢in Obertrag von
dzr vorherigen Probe war

1‘
(I_l

. Dahsr wurds die gesamte Hersiellung
und Analyze wisderholt - die triantennirzn Glykane wurden wis-

1
dzrum nachgewiesen. Esz wird angencrmen, dazs diz triantennirzn
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Glykane (3A 3S F usw.) an jenen Stellen anhaften, filir welche
keine Glykopeptide gefunden werden konnten.

Bestimmung der Molekiilmasse von ACE2

Berechnete Proteinmasse: 85313,7

Ohne Signalpeptid: 83595, 7
Mit Pyroglutaminsaure: 83578, 7
Mit 4 SS-Bindungen: 83570,7

2A28F-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 2A2SF-Glykanen und Corel 2S: 100,984 Da
Mit 5 x 2A2SF +2 x 3A3SF und Core 1 2S: 102,298 Da

Das heifit (unter der Annahme, dass Stelle 53 und 322 glykosy-
liert sind), dass die Hauptglykoformen 100 bis 102 kDa haben

werden und es auch mehrere etwas kleinere Glykoformen gibt.

Beispiel 6: Dimerisierung von rhACE2

Nach Beispiel 1 hergestellte rACE2 wird als Dimer erhalten
und in diesem Beispiel als solches analysiert. Bedingt durch die
Dimerisierung von ACE2 sind samtliche hydrophobe Proteineinhei-
ten in das Innere des Komplexes gerichtet, wobei die geladenen
Reste, wie N-gebundenen Zuckerketten nach auBen ragen und die
Struktur im ebenfails geladenen physiologischen Milieu solvati-

sieren. Diese Dimerisierung durch Expression eines vollstédndig .

N-Glykosylierten ACE2 wurde in Gegenwart von Zn?' festgestellt.
Der Dimer-Komplex besteht hierbei aus 2 identischen Untereinhei-
ten, die elektrostatisch aneinander gebunden sind und sich auch
nicht mehr in physiologischen L&sungen trennen. Es kommt hierbei
zur Sekretion eines Glykoproteins mit jeweils 14 stark geladenen
Sialinsdurestrukturen auf jedem ACE2 Molekiil sowie 28 Sialinsdu-
restrukturen im Dimer. Jeweils 2 Zn?* Atome werden in den Komplex
eingebaut und stabilisieren dessen Struktur. Die starke Ladung
der Zuckerketten solvatisiert das Molekiil in physiologischen
wdBrigen Losungen und zwingt die zugehdrigen geladenen Protein-

AL
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deminen nach auben. Der Produbkticonsprozel wurds =o aufgebant,
dafi im Endprodukt auzschlisflich ACEZ Dimesrs vorkommen.

Dies wird dadurch =rmdglicht, dazs kei Gensrisrung dez rACED
geniigend IZn**-Icnen vorhanden sind (vorzugswsisze kommen 1, 5-5 mi-

cromolar Zn” zur Anwendung, inzbszondere kann die Fermentation

N B C

hzi 2,5-2,5% uM on® durchgefithrct w

we

18
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o 24

rden) und anschlicfend die
ziteren Beshandlungsschritts in Anwssenheit von Sn*'-Io

il

nomuen werden.

In Figur 14 und 1% wurds dis Dimsriziszrung dez ACEZ Nomple-
tzg mit untervzchiedlichen Methoden nachgswizzen. In der natciven
-Elektrophorsse wurds das Protein nach Sil-

ne Pande =iner Grafs van ca. 250 kDa nach-
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gewiesen. Mittels Grilentrennungschromatographie auf siner

Zorbax G-450 Fiuls in Cegenwari von 10% Acetonitril in 220 M

Na-Phozphatpuffer hei pH 7,0 erschzint das Produkt zkenfallzs als
1

einzelner Peak bel einer einem Molslkulargewizht von ca. 250 kDa

- e

enteprachendsn Petentionezeit. Pemsrkenswert izt in beiden Fial-

o

len, dal ausschlizflich dimerisisrtes Protein chyewizsen wesr-

EY
den kann. Wader Monomerstrubktursn, noch héhermolzlulare

r
Aggregate konnten nachgewiss:en werden.
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Anspriche:

1. Rekombinantes ACED Polypeptid, dadurch gekennceichnst, dass
ez glykosiliert ist, wokszi die Glycogruppen sines ACED Polypep-
tid Monomerz in Summes mindsstens 14 Sialylsiure-FPest

und das ACE2 Polypstid alz Dimsr vorlisgt.
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Polypeptid nach Anspruch 1, dadurch ge-
bennzeichnet, dasz =2 an mindestans 80% der mdglichen N-Glykasy-
lierungzspozitionen Jglykosylizsrt ist und einen Zuckeranteil von
gréfier als 10% (Massen-%, kezogen auf das gsgambs ACE2-Molehiil),

vorzugsweise guedfler als 15%, inskhesondere gréfer als 20 %, auf-

(i

welst.

K Fzlombinantes ACEZ Polypsptid nach Anzpruch 1 odsr 2, da-
durch geshkennz-zichnet, dasz wmindestens 70% der glyhkosyliesrtan N-
1

yvhosylizrungspositionen eins Strukiur unabhingig voneinander

2) 4)

(Formel 5) (Formel €)

wobei
GIleNAC

ist, aufweisen.

/l%
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4. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
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 das ACE2 Monomer ein Molekular-
gewicht von mindestens 101 kDa, vorzugsweise mindestens 105 kDa,
besonders bevorzugt mindestens 109 kDa, insbesondere mindestens
113 kDa, speziell bevorzugt mindestens 117 kDa, am meisten bevor-
zugt mindestens 119 kDa, aufweist.

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

7. Rekombinantes ACE2 Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis
6, dadurch gekennzeichnet, dass mind. 70%, vorzugsweise mind.
80%, insbesondere mind. 90%, am meisten bevorzugt 100% der gly-
kosyliertén N-Glykosylierungsstellen Sialinsdure aufweisen, vor-
zugsweise sind die N-Glykosylierungsstellen entsprechend Asn53,
Asn90, Asnl03, Asn322, Asnd432, Asnb546, Asn690 der SEQ ID NO: 1
sialysiert.

8. 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-

sauren aufweisen. ‘.

9. Pradparation von rekombinanten ACE2 Polypeptiden, umfassend
ein Polypeptid nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Anteil von ACE2 Polypeptiden mit einem Mole-
kulargewicht 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.

9
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Zusanmenfassung:

ACE2 Polypentid

Die vorlizgends Criindung betrifft rehombinantez ACEZ Polypesptid
wzlcohes glykosiliert iz, wobel dis Glycogruppsn sines ACE2 Po-
lypeptid Monomers in Summe mindzsitenz 14 Sialylsiure-Feste au

weizen und das ACE2 Polypetid als Dimesr vorliegt.
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Bame: Sequenz
N33 T7LLLS WU TREQST
NHNNAGDEWS AFLEEQSTLA

5/9

Lange : 740

IEEQARTEFLD
OMYPLREIGH

EFNHEALDLEY
LTVELLOAL

YOIILASWNY
QINGSSVLSE

NTNITEZNVQ
DESKRLNTIL

RTMSTIYSTS EVCHPDHPQE
EEYVVLENEM APANHYEDYS
HAYVFAFLMN AZPSYISPIG
AWDAQPIFEE AEEFTVSVGL
CTRVTHMDDFL TAHHEMGHIQ

CLLLEPGLHE
DYWRGDYEVH
CLPAHLLGDHM
PNMT o 5FWEN
TDHATARQEF

IGLLSEDFGE DRETEINFLL EQALTIVGTL

EREIVGYVEP VPHLETYCDP
ECDISHSTEA GpELFRMLRL
HSFVSWSTDW SPYADQSIEV
GMILFGEEDV RVANLIPRIS
SLEFLGIQPT LGPPNQPPVS

ASLFHVIHDY
GHSEPWTLAL
RISLESALGGD
FRFFVTAPENR

TMAKNSLDTHE
GVDREYDYSES
WERFWTHLTS
SMLTDEGNVE
LLRNSANEGE
PFTYMLEEWR
SFIRYYTRTL
ENVVGAENMN
FAYEWNDNEM

VSDIIPRTEV

Position

Potzntial

Jury-

RLHAWESWRS
QLIEDVEHTF
LTVPF3QEPN
KAVCHPTAWD
HEAVGEIMSL
WHVFESEIPE
YQFQFQEALC
VRPLLRYFEP
YLFRSSVAYA
EKAIRMSRESR

K-Glyc

EVSEQLRPLY
EEIFPLYEHL
IDVTDAMVDQ
LGESDFRILM
SAATPFHLES
DOWMEEWWEM
QAAFHEGPLH
LETWLEDQNE
MRGYFLEVEN
THDAFRLHDN

Oberginstimmung Ergebnis

Sequenz
Sequenz
Sequenz
Sequenz
Sequenz

HLTV

HMTY)

NETE

0.7857
0.7979
D.70348
0.6542
0.7101
0.4684

(9/9)
(8/9)
(8/9)
(9/9)
(7/9)
(5/9)

+++

++ JA
++ JA
+4

Sequenz £46 NSTE
Sequenz 690 NVSD  9.5351

Fig. 10
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<110
<120
<130
<160>
<170
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Ser S

1

Ala Gln
Asn His
Asn Tyr

50

Ala Gly
65

Gln Met
Leu GIn

ser Lys

Thr Gly

Arg Leu

Arg Pro

Ala asn

1

SEQUENCE LISTING

Apeiron Biologics Forschungs- und Entwicklungs GmhH

ACE2 Polypeptid
r51676

1

PatentIn version

1
740
PRT
homo

ser
Glu
35

Asn
Asp
TVF
Ala
Arg
1158

Lys

Leu

His
195

sapiens

Ser

Thr
20

Ala

Thr .

Ly's

Pro

Leu

100

Leu

val

Leu .

Ala

Tyr
130

Tyr

Ser
5
Ile

Glu

Trp

Leu
85

GIn

Asn

Trp
165

Glu

Ile

ser

70

Gln

aIn

Thr

Glu

ASp

(V5]
$a

Leu

Thr
5%

Ala

Glu

Ile

Pro

135

Tyr

TYr G

Leu

Gln

Phe
40

Ila

Leu
Ala

25

Tyr

Leu

Gn

Ser

105

ASN

Ala

Arg

val

13

Asp

LyS

A

Lys

Asn
90

Pro

Asn

ser

170

Leu

Thr

val

Met

Sin

cer
155

Lys .

Trp.

val

Phe

7
U
-

GIn

60

Gln

Thr

Leu

Ala

Gly

Glu

val

Asp

30

ala

Met

Thr

Lys

Met
190

©ASp

Thr
15

T)” r

leu

5 Gln

175

ala

Tyr

Ala

s Phe

Trp
Asn
Ala
80

Lys

ser

Glu
160
Leu

Arg

slu






Leu

ser .

545

Gly

Lys

Arg
705

Pro

)
<
[7,]

Lys

ASn

Trp

Trp
610

©
fy’]
b

yir Lau

5 Val

aAsn
(90

Met &

Leu

Pro

Met

Leu
595

'Phe

LYS

Lau
675

val

[ X2}
v
P

Glu

val

Pro A

500

TYr

Ala

Thr

Glu

ASn

580

Ly5

Pro

Arg

.
ASN

1)

Lys

Ser 4

Arg ¢

Pha

ser
740

Thr

Ala

Glu

Pro

565

val

ssp

Tyr

Gly

sear

G45

Pro

Leu

2 C
o2

Arg

Arg

GIn

Ala

Arg

Ile

Arg
710

His

Gly

Thr

Pro

Ash

T B

=
[y 1

-
~7
]

val

Ila

Ala

2 Ser

&80

Pro

a Tyr

Tyr

Pha
605

Phe

Arg

Asp

Pro

490

val

Pro

Ser

Ile

Thr

Thr
730

Phe
715

Leu

His
540

2 AsSn

Asn

Phe

arg

Glu .

Phe

val
700

arg

Lys

Met

val

val
685

Glu

Pro

Tyr
510

Gin

Leu
val
Pio
590
Trp
Ile
Asn
Tyr
val
670

Thr

Pro

495

(73]
v
-

aclu

Asp

Arg

Gly

Leu

ser

Ser

Glu

Phe

€55

Arg

Ala

ala

ASp

Asn
735

Ala

Ile

Leu

560

Ala

Phe

Thr

Leu

Met
640

Pro

Asn
720



