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명 세 서

청구범위

청구항 1 

돌연변이된 DNA 결합 자리 또는 돌연변이된 크로마틴 결합 자리, 글리코실화 자리, 핵 국소화 신호의 불활성화,

및 C-말단 테일의 전부 또는 일부의 결실로부터 선택된 서열 번호: 2에 비해 하나 이상의 변형을 갖는, 서열 번

호: 2에 의해 정의된 효소와 적어도 80% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 DNase 1-유사 3 (D1L3) 변이형.

청구항 2 

제1항에  있어서,  상기  D1L3  단백질  변이형이,  서열  번호:  2의  야생형  D1L3  단백질에  비해  증가된  단백질

안정성, 증가된 프로테아제-저항성, 증가된 생체이용률, 순환에서 증가된 반감기, 시험관내 발현 시스템에서의

보다 높은 생성 수준, 및/또는 실질적으로 동일한 또는 보다 우수한 DNA 및/또는 크로마틴 및/또는 NET-분해 활

성을 갖는 것인 D1L3 변이형.

청구항 3 

제1항에 있어서, 단백질 또는 담체 모이어티에 융합 또는 컨쥬게이션된 D1L3 변이형.

청구항 4 

제1항에 있어서, NX(T/S)의 하나 이상의 글리코실화 공통 서열을 포함하는 D1L3 변이형.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 글리코실화 공통 서열이, 서열 번호: 2에 상응하는 아미노산 위치에 대하여, D38N 치환

및 N40T 또는 N40S 치환, 및/또는 A127N 치환 및 V129T 또는 V129S 치환을 포함하는 것인 D1L3 변이형.

청구항 6 

제1항에 있어서, 불활성화된 핵 국소화 신호 (NLS)를 포함하는 D1L3 변이형.

청구항 7 

제6항에 있어서, NLS가 서열 번호: 2의 NLS1 및/또는 NLS2의 전부 또는 일부의 결실에 의해 불활성화된 것인

D1L3 변이형.

청구항 8 

제6항에 있어서, NLS가 NLS1 및/또는 NLS2 내의 아미노산의 치환 및/또는 결실에 의해 불활성화된 것인 D1L3 변

이형.

청구항 9 

제8항에 있어서, 서열 번호: 2의 NLS2가 결실된 것인 D1L3 변이형.

청구항 10 

제1항에 있어서, 서열 번호: 33에 의해 정의된 C-말단 테일의 전부 또는 일부의 결실, 및/또는 C-말단 테일의

아미노산의 치환을 포함하는 D1L3 변이형.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, DNase1 (D1)로부터의 적어도 하나의 빌딩 블록 치환을 갖는 D1L3

변이형.

청구항 12 
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제11항에 있어서, 상기 변이형은 서열 번호: 2에서 M1_A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS, M21_S25delinsLKIAA,

V28_S30delinsIQT,  E33_S34delinsET,  Q36_I45delinsMSNATLVSYI,  K47_K50delinsQILS,  C52Y,

I54_M58delinsIALVQ,  I60_K61delinsVR,  S63_I70delinsSHLTAVGK,  M72_K74delinsLDN,  R77_T84delinsQDAPDT,

N86H,  V88_I89delinsVV,  S91_R92delinsEP,  N96_T97delinsNS,  Q101R,  A103L,  L105V,  K107_L110delinsRPDQ,

V113_S116delinsAVDS,  H118Y,  H120D,  Y122_A127delinsGCEPCGN,  V129T,  S131N,  135F_136VdelinsAI,  W138R,

Q140_H143delinsFSRF, A145_D148delinsAVKD, V150A, I152A, T156_T157delinsAA, E159_S161delinsGDA, K163A,

E167A,  V169_E170delinsYD,  T173L,  K176_R178delinsQEK,  K180_A181delinsGL,  N183_F186delinsDVML,

P198_A201delinsRPSQ,  K203_N204delinsSS,  R208W,  D210S,  R212T,  V214Q,  G218P,  Q220_E221delinsSA,

V225_S228delinsATP, N230H, L238_R239delinsVA, Q241_S246delinsMLLRGA, K250D, N252_V254delinsALP, D256N,

K259_A260delinsAA,  K262G,  T264_E267delinsSDQL,  L269_V271delinsQAI,  F275Y,  F279_K280delinsVM,  및

Q282_S305delinsK로부터 선택된 하나 이상의 빌딩 블록 치환을 갖는 D1L3 변이형.

청구항 13 

제11항에 있어서, 서열 번호: 2에 대한 F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK 아미노산 변형을 포함하는

D1L3 변이형.

청구항 14 

제11항에 있어서, 서열 번호: 2에 대한 Q36_I45delinsMSNATLVSYI 아미노산 변형을 포함하는 D1L3 변이형.

청구항 15 

제11항에 있어서, 서열 번호: 2에 대한 Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N  아미노산 변형을 포함하는 D1L3

변이형.

청구항 16 

제11항에  있어서,  F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK,  Q36_I45delinsMSNATLVSYI,  및

Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N으로부터 선택된 서열 번호: 2에 대한 2 또는 3개의 변형을 포함하는 D1L3

변이형. 

청구항 17 

서열 번호: 2의 아미노산 서열의 효소와 적어도 80% 동일한 아미노산 서열을 포함하고, 인간 DNase1로부터의 적

어도 하나의 빌딩 블록 치환을 포함하는 DNase 효소.

청구항 18 

제17항에 있어서, 빌딩 블록 치환 F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK를 포함하고, 임의로 서열 번호:

17의 아미노산 서열을 포함하는 DNase 효소.

청구항 19 

제17항에  있어서,  상기  효소는  서열  번호:  2에  대한  하기  변형을  포함하고:  Q36_I45delinsMSNATLVSYI/

Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N,  임의로  서열  번호:  19  또는  서열  번호:  20의  아미노산  서열을  갖는

DNase 효소.

청구항 20 

서열 번호: 2의 효소와 적어도 80% 동일인 아미노산 서열을 포함하는 DNase 효소로서, 상기 효소는 서열 번호:

2의 위치 38 및/또는 127에 상응하는 위치에서 아스파라긴의 치환을 갖고, N38 및/또는 N127 아스파라긴이 글리

코실화된 것인 DNase 효소.

청구항 21 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항의 D1L3 변이형을 코딩하는 단리된 폴리뉴클레오티드.

청구항 22 
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제21항의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터.

청구항 23 

제22항의 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 24 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항의 D1L3 변이형, 제21항에 따른 폴리뉴클레오티드, 또는 제22항에 따른 벡터,

및 제약상 허용가능한 담체를 포함하는 제약 조성물.

청구항 25 

제24항에 있어서, 국소, 비경구, 또는 폐 투여를 위해 제제화된 D1L3 변이형을 포함하는 제약 조성물.

청구항 26 

제24항에 있어서, 피내, 근육내, 복강내, 관절내, 정맥내, 피하, 동맥내, 경구, 설하, 폐, 또는 경피를 위해 제

제화된 제약 조성물.

청구항 27 

제24항 내지 제26항 중 어느 한 항에 있어서, 비포유류 발현 시스템에서 생성된 D1L3 변이형을 포함하는 제약

조성물.

청구항 28 

제24항에 있어서, 상기 비포유류 발현 시스템이 피키아 파스토리스인 제약 조성물.

청구항 29 

제28항에 있어서, 상기 피키아 파스토리스가 서열 번호: 2의 야생형 인간 D1L3의 신호 펩티드를 포함하는 D1L3

변이형을 코딩하는 것인 제약 조성물.

청구항 30 

제24항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, DNase1 단백질 또는 그의 변이형, DNase1 단백질 또는 그의 변이

형을 코딩하는 단리된 폴리뉴클레오티드, 또는 상기 단리된 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 추가로 포함하

는 제약 조성물.

청구항 31 

제30항에 있어서, 상기 D1L3 변이형 및 DNase1 단백질 또는 그의 변이형을 100:1 내지 1:100의 비율 (m/m)로 포

함하는 제약 조성물.

청구항 32 

제31항에 있어서, 상기 비율이 10:1 내지 1:10이고, 임의로 약 1:1인 제약 조성물.

청구항 33 

서열 번호: 1의 효소와 적어도 80% 동일한 아미노산 서열을 포함하고, 하나 이상의 돌연변이된 DNA 결합 자리

또는 돌연변이된 크로마틴 결합 자리, 돌연변이된 액틴 결합 자리, 돌연변이된 글리코실화 자리, 핵 국소화 신

호의 부가, 서열 번호: 2의 야생형 D1L3 단백질의 C-말단 테일과 적어도 50% 서열 동일성을 갖는 C-말단 테일의

부가; 및/또는 반감기 연장 모이어티에 대한 N-말단 또는 C-말단 융합으로부터 선택된 서열 번호: 1에 대한 하

나 이상의 변형을 갖는 DNase1 (D1) 변이형.

청구항 34 

제33항에  있어서,  서열  번호:  1에서  1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA,  L23_A27delinsMRICS,

I30_T32delinsVRS,  E35_T36delinsES,  M38_I47delinsQEDKNAMDVI,  Q49_S52delinsKVIK,  Y54C,
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I56_Q60delinsIILVM,  V62_R63delinsIK,  S65_K72delinsSNNRICPI,  L74_N76delinsMEK,  Q79_T84delinsRNSRRGIT,

H86N,  V88_V89delinsVI,  E91_P92delinsSR,  N96_S97delinsNT,  R101Q,  L103A,  V105L,  R107_Q110delinsKEKL,

A113_S116delinsVKRS,  Y118H,  D120H,  G122_N128delinsYQDGDA,  T130S,  N132S,  A136_I137delinsFV,  R139W,

F141_F144delinsQSPH, E146_E149delinsAVKD, A151V, V153I, A157_A158delinsTT, G160_A162delinsETS, A164K,

A168E,  Y170_D171delinsVE,  L174T,  Q177_K179delinsKHR,  G181_L182delinsKA,  D184_L187delinsNFIF,

R199_Q202delinsPKKA,  S204_S205delinsKN,  W209R,  S211D,  T213R,  Q215V,  P219G,  S221_A222delinsQE,

A226_P228delinsVKKS,  H230N,  V238_A239delinsLR,  M241_A246delinsQEIVSS,  D250K,  A252_P254delinsNSV,

N256D, A259_A260delinsKA, G262K, S264_L267delinsTEEE, Q269_I271delinsLDV, Y275F, V279_M280delinsFK, 및

K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS로부터 선택된 하나 이상의 빌딩 블록 치환을 포함하는 D1 변이형.

청구항 35 

제34항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 Q79_T84delinsRNSRRGIT 변형을 포함하는 D1 변이형.

청구항 36 

제34항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 H86N/ V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR 변형을 포함하는 D1 변이형.

청구항 37 

제34항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 A136_I137delinsFV 변형을 포함하는 D1 변이형. 

청구항 38 

제34항에  있어서,  서열  번호:  1에  대한

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE  변형을  포함하는

D1 변이형.

청구항 39 

제34항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 A226_P228delinsVKKS 변형을 포함하는 D1 변이형.

청구항 40 

제34항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 Y275F/ V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 변형을

포함하는 D1 변이형.

청구항 41 

서열 번호: 1의 효소와 적어도 80% 동일한 아미노산 서열을 포함하고, 하나 이상의 아르기닌 및/또는 리신 잔기

의 치환, 삽입, 또는 부가를 포함하고, 서열 번호: 1의 효소에 비해 증가된 크로마틴-분해 활성을 갖는 DNase

효소.

청구항 42 

제41항에 있어서, 하나 이상의 아르기닌 및/또는 리신 잔기가 서열 번호: 1의 위치 31, 41, 49, 52, 68, 76,

79, 81, 92, 109, 114, 115, 164, 177, 181, 200, 201, 204, 209, 213, 227, 239, 250, 259, 262, 및 280에

상응하는 위치에서의 치환으로부터 선택된 아미노산 치환인 DNase 효소.

청구항 43 

제41항에 있어서, 2개 이상의 아르기닌 및/또는 리신 잔기의 치환 및/또는 삽입을 포함하는 DNase 효소.

청구항 44 

제43항에 있어서, 3개 이상의 아르기닌 및/또는 리신 잔기의 치환 및/또는 삽입을 포함하는 DNase 효소.

청구항 45 

제41항 내지 제44항 중 어느 한 항에 있어서, 서열 번호: 1의 위치 31, 49, 76, 92, 109, 164, 177, 201, 204,
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및 213에 상응하는 하나 이상의 위치에서 아르기닌 또는 리신을 포함하는 DNase 효소.

청구항 46 

제41항에 있어서, 서열 번호: 1의 위치 31, 49, 79, 및 209에 상응하는 위치에서 아르기닌 또는 리신을 포함하

는 DNase 효소.

청구항 47 

제41항에 있어서, 서열 번호: 1의 위치 31, 49, 79, 177, 209, 262에 상응하는 위치에서 아르기닌 또는 리신을

포함하는 DNase 효소.

청구항 48 

제41항에 있어서, 서열 번호: 1의 위치 31 및 227에 상응하는 위치에서 리신 또는 아르기닌 잔기를 포함하는

DNase 효소.

청구항 49 

제41항에 있어서, 서열 번호: 1의 위치 164에 상응하는 위치에서 리신 또는 아르기닌을 갖는 DNase 효소.

청구항 50 

제41항 내지 제49항 중 어느 한 항에 있어서, 서열 번호: 1에 대하여 위치 136에서 아미노산 치환을 포함하고,

임의로 A136F인 DNase 효소.

청구항 51 

제42항에  있어서,  Q31R,  A41K,  Q49R,  S52K,  T68R,  N76K,  Q79R,  D80_A81insR,  A81R,  P92R,  D109K,  V114K,

D115R,  A164K,  Q177K,  G181K,  P200K,  S201K,  S204R,  W209R,  T213R,  A226_T227insK,  T227K,  A239R,  D250K,

A259K, G262K, 및 K280M으로부터 선택된 하나 이상의 아미노산 변형을 포함하고, 임의로 액틴 저항성을 제공하

는 변형을 갖고, 여기서 액틴 저항성을 제공하는 변형은 임의로 서열 번호: 1에 대하여 A136F인 DNase 효소.

청구항 52 

제42항에 있어서,  효소가 Q31R  또는 T227K의 치환을 포함하는 경우, 상기 효소는 Q31R,  A41K,  Q49R,  S52K,

T68R,  N76K,  Q79R,  D80_A81insR,  A81R,  P92R,  D109K,  V114K,  D115R,  A164K,  Q177K,  G181K,  P200K,  S201K,

S204R, W209R, T213R, A226_T227insK, T227K, A239R, D250K, A259K, G262K, 및 K280M으로부터 선택된 적어도 2

개의 아미노산 변형을 포함하는 DNase 효소.

청구항 53 

제52항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 아미노산 치환 Q31R 및 T227K를 포함하는 DNase 효소.

청구항 54 

제51항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 아미노산 치환 A164K를 포함하는 DNase 효소.

청구항 55 

제45항에 있어서,  Q31R,  Q49K,  N76K,  Q79R,  P92R,  D109K,  A164K,  Q177K,  P200K,  S201K,  S204R,  T213R,  및

G262K로부터 선택된 하나 이상의 아미노산 치환을 포함하는 DNase 효소.

청구항 56 

제55항에 있어서, Q31R, Q49K, Q79R, A164K, 및 W209R 아미노산 치환을 포함하는 DNase 효소.

청구항 57 

제55항에 있어서, Q31R, Q49K, Q79R, A136F, Q177K, W209R, G262K 아미노산 치환을 포함하는 DNase 효소.
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청구항 58 

제48항에 있어서, Q31R, T227K, 및 A136F 아미노산 치환을 포함하는 DNase 효소.

청구항 59 

제49항에 있어서, A164K 및 A136F 아미노산 치환을 포함하는 DNase 효소.

청구항 60 

제41항 내지 제59항 중 어느 한 항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 N40S 치환 및/또는 N128S 치환을 포함하는

글리코실화 공통 서열을 포함하는 DNase 효소.

청구항 61 

제60항에 있어서, 서열 번호: 1에 대한 아미노산 치환 Q31R, N40S, A136F, N128S, 및 T227K를 포함하는 DNase

효소.

청구항 62 

제41항 내지 제61항 중 어느 한 항에 있어서, 서열 번호: 1의 효소와 적어도 90% 동일한, 또는 서열 번호: 1의

효소와 적어도 약 95% 동일한, 또는 서열 번호: 1의 효소와 적어도 약 97% 동일한 DNase 효소.

청구항 63 

서열 번호: 1의 효소와 적어도 80% 동일한 아미노산 서열을 포함하고, 서열 번호: 2의 아미노산 서열로부터의

적어도 하나의 빌딩 블록 치환을 포함하고, 서열 번호: 1의 DNase 효소에 비해 증가된 크로마틴-분해 활성을 갖

는 DNase 효소.

청구항 64 

제63항에 있어서, 서열 번호: 2로부터의 적어도 2개의 인접 빌딩 블록 치환을 포함하는 DNase 효소.

청구항 65 

제63항에 있어서, 빌딩 블록 치환 Q79_T84delinsRNSRRGIT를 포함하고, 임의로 서열 번호: 10의 아미노산 서열을

포함하는 DNase 효소.

청구항 66 

제64항에 있어서, 빌딩 블록 치환 H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR을 포함하고, 임의로 서열 번호: 11의

아미노산 서열을 포함하는 DNase 효소.

청구항 67 

제63항에 있어서, 빌딩 블록 치환 A136_I137delinsFV를 포함하고, 임의로 서열 번호: 12의 아미노산 서열을 포

함하는 DNase 효소.

청구항 68 

제64항에  있어서,  빌딩  블록  치환

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE를  포함하고,  임의

로 서열 번호: 13의 아미노산 서열을 포함하는 DNase 효소.

청구항 69 

제63항에 있어서, 빌딩 블록 치환 A226_P228delinsVKKS를 포함하고, 임의로 서열 번호: 14의 아미노산 서열을

포함하는 DNase 효소.

청구항 70 
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제63항에  있어서,  빌딩  블록  치환  Q79_T84delinsRNSRRGIT,  H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR,

A136_I137delinsFV,

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE,

A226_P228delinsVKKS를 포함하고, 임의로 서열 번호: 15의 아미노산 서열을 포함하는 DNase 효소.

청구항 71 

제41항  내지  제70항  중  어느  한  항에  있어서,  빌딩  블록  치환

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS를 포함하는 DNase 효소.

청구항 72 

제41항 내지 제71항 중 어느 한 항에 있어서, 서열 번호: 1의 효소에 비해 유사한 또는 보다 높은 무단백질 DNA

에 대한 친화도, 서열 번호: 1의 효소에 비해 보다 높은 크로마틴 분해 활성, 서열 번호: 1의 효소에 비해 액틴

에 의한 억제에 대해 저항성인 효소 활성, 및 이들의 조합으로부터 선택된 하나 이상의 특성을 나타내는 DNase

효소.

청구항 73 

서열 번호: 15와 적어도 95% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 DNase 효소.

청구항 74 

제41항 내지 제73항 중 어느 한 항의 DNase 효소를 코딩하는 단리된 폴리뉴클레오티드.

청구항 75 

제74항에 따른 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터.

청구항 76 

제75항에 따른 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 77 

제41항 내지 제73항 중 어느 한 항의 효소, 제74항에 따른 단리된 폴리뉴클레오티드, 또는 제75항에 따른 벡터,

및 제약상 허용가능한 담체를 포함하는 제약 조성물.

청구항 78 

제77항에 있어서, 비경구 또는 폐 투여를 위해 제제화된 DNase 효소를 포함하는 제약 조성물.

청구항 79 

제77항에 있어서, 피내, 근육내, 복강내, 관절내, 정맥내, 피하, 동맥내, 경구, 설하, 폐, 국소, 또는 경피 투

여를 위해 제제화된 제약 조성물.

청구항 80 

제77항에 있어서, 상기 효소가 차이니즈 햄스터 난소 세포에서 생성된 것인 제약 조성물.

청구항 81 

제77항에 있어서, 상기 효소가 비-글리코실화되고, 비포유류 발현 시스템에서 생성된 것인 제약 조성물.

청구항 82 

제81항에 있어서, 상기 비포유류 발현 시스템이 피키아 파스토리스인 제약 조성물.

청구항 83 

제82항에 있어서, 상기 피키아 파스토리스가, 서열 번호: 1의 신호 펩티드에 따라 효소를 코딩하는 것인 제약
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조성물.

청구항 84 

제77항 내지 제83항 중 어느 한 항에 있어서, DNase 1-유사 3 단백질 (D1L3) 또는 그의 변이형을 추가로 포함하

는 제약 조성물.

청구항 85 

치료 유효량의, 제1항 내지 제16항 중 어느 한 항에 따른 D1L3 변이형, 또는 제17항 내지 제20항 중 어느 한 항

에 따른 DNase 효소, 또는 제24항 내지 제32항 중 어느 한 항의 조성물, 또는 제33항 내지 제40항 중 어느 한

항에 따른 D1 변이형, 또는 제41항 내지 제73항 중 어느 한 항에 따른 DNase 효소, 또는 제77항 내지 제84항 중

어느 한 항의 조성물을 투여하는 것을 포함하는, 세포외 DNA 분해, 세포외 크로마틴 분해, 세포외 트랩 (ET) 분

해 및/또는 호중구 세포외 트랩 (NET) 분해를 필요로 하는 대상체의 치료 방법.

청구항 86 

제85항에 있어서, 치료에 따라 대상체가 세포외 DNA 분해, 세포외 크로마틴 분해, 세포외 트랩 (ET) 분해 및/또

는 호중구 세포외 트랩 (NET) 분해를 나타내는 것인 방법.

청구항 87 

제85항 또는 제86항에 있어서, 상기 대상체가 만성 또는 급성 염증성 장애를 갖는 것인 방법.

청구항 88 

제85항 또는 제86항에 있어서, 상기 대상체가 급성 또는 만성 감염을 갖는 것인 방법.

청구항 89 

제85항 내지 제88항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 NET를 포함하는 혈관 폐색을 갖거나 그의 위험이

있는 것인 방법.

청구항 90 

제85항에 있어서, 상기 대상체가 만성 호중구증가증 (예: 호중구 수의 증가), 호중구 응집 및 백혈구울혈, 혈전

증 및 혈관 폐색 (예: 겸상 적혈구 질환), 허혈-재관류 손상 (예: 중장 염전, 고환 비틀림, 사지 허혈 재관류,

중요 기관 허혈-재관류, 기관 이식), 외과적 및 외상성 조직 손상, 급성 또는 만성 염증성 반응 또는 질환, 자

가면역 질환 (예: 전신성 홍반성 루푸스 (SLE), 루푸스 신염, 류마티스 관절염, 혈관염, 전신성 경화증), 심혈

관 질환 (예: 심근 경색, 뇌졸중, 죽상경화증, 혈전용해 치료를 포함한 정맥 혈전색전증), 대사 질환 (예: 당뇨

병), 전신성 염증 (예: 전신성 염증 반응 증후군 (SIRS), 패혈증, 패혈성 쇼크, 파종성 혈관내 응고 (DIC), 및

혈전성 미소혈관증 (TMA)), 호흡기의 염증성 질환 (예: 낭포성 섬유증, 만성 폐쇄성 폐 질환 (COPD), 급성 폐

손상 (ALI), 연기 유발 폐 손상, 수혈 유발 폐 손상 (TRALI), 급성 호흡 장애 증후군 (ARDS), 및 천식, 무기폐,

기관지염, 농흉), 신장 염증성 질환 (급성 신장 손상 (AKI) 및 만성 신장 질환 (CKD)을 포함한 급성 및 만성 신

장 질환, 이식 조직 관련 염증성 질환 (예: 이식-대-숙주 질환) 및 암 (예: 백혈병, 종양 전이, 및 충실성

종양)을 갖는 것인 방법.

청구항 91 

제85항 내지 제90항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 단백질 또는 조성물을 정맥내, 동맥내, 관절내, 근육내, 피

하, 국소, 또는 폐 투여에 의해 투여하는 것인 방법. 

청구항 92 

제85항에 있어서, 상기 대상체가 도관 시스템에서 도관 폐색을 갖거나 그의 위험이 있는 것인 방법.

청구항 93 

제92항에 있어서, 상기 도관 시스템이 담관, 누관, 유관, 담낭관, 간관, 사정관, 이하선관, 악하선관, 주요 설
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하선관, 바르톨린관, 대뇌수도관, 췌장, 유선, 수정관, 수뇨관, 방광, 담낭, 및 간인 방법.

청구항 94 

제93항에 있어서, 상기 대상체가 췌장염, 담관염, 결막염, 유방염, 안구 건조 질환, 수정관의 폐색, 또는 신장

질환을 갖는 것인 방법.

청구항 95 

제90항 내지 제94항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 DNase 효소를 정맥내, 동맥내, 또는 복강내 투여에 의해 투

여하는 것인 방법.

청구항 96 

제95항에 있어서, 상기 대상체가 원발 경화 담관염을 갖는 것인 방법.

청구항 97 

제85항에 있어서, 상기 대상체가 내피 표면 상의 (예: 수술 유착), 피부 상의 (예: 상처/흉터, 궤양), 또는 활

막 관절 내의 (예: 통풍, 관절염) NET 축적을 갖거나 그의 위험이 있는 것인 방법.

청구항 98 

제97항에 있어서, 상기 대상체가 침습성 의료 절차를 가졌거나 갖고 있는 중이고, 수술 유착의 위험이 있는 것

인 방법.

청구항 99 

제98항에 있어서, 상기 DNase 치료를, 수술 유착의 형성을 예방하거나 억제하기 위해 수술 동안 투여하는 것인

방법.

청구항 100 

제97항에 있어서, 상기 DNase 치료를, 상처 및/또는 흉터를 예방하거나 치료하기 위해 피부에 국소 투여하는 것

인 방법.

청구항 101 

제97항에 있어서, 상기 DNase 치료를, 통풍 및 관절염을 예방하거나 치료하기 위해 활막 관절에 투여하는 것인

방법.

청구항 102 

제85항에 있어서, 상기 대상체가 혈전증, 뇌졸중, 패혈증, 폐 손상, 죽상경화증, 바이러스 감염, 겸상 적혈구

질환, 심근 경색, 귀 감염, 상처 치유, 간 손상, 심내막염, 간 감염, 췌장염, 일차 이식 장애, 사지 허혈 재관

류, 신장 손상, 혈액 클롯팅, 알룸-유도 염증, 간신장 손상, 흉막 삼출, 혈흉증, 담관내 혈액 클롯, 후 공압 빈

혈,  궤양,  이비인후과 병태,  경구 감염,  경미한 부상,  부비강염,  수술후 비성형,  불임,  방광 카테터,  상처

세정, 피부 반응 시험, 폐렴구균 수막염, 통풍, 족부 궤양, 낭포성 섬유증, 카르테게너 증후군, 천식, 엽성 무

기폐, 만성 기관지염, 기관지확장증, 루푸스, 일차 섬모 이상운동증, 세기관지염, 농흉, 흉막 감염, 암, 안구

건조 질환, 하부 호흡기 감염, 만성 혈종, 알츠하이머병, 및 폐쇄성 폐 질환을 갖는 것인 방법.

청구항 103 

제85항 내지 제102항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 관상 동맥 질환을 추가로 나타내는 것인 방법.

청구항 104 

제102항에 있어서, 상기 대상체가 낭포성 섬유증을 갖는 것인 방법.

청구항 105 
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제85항 내지 제104항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체로부터의 혈액, 혈장, 또는 혈청의 NET-분해 활성을

모니터링하는 것을 포함하는 방법.

청구항 106 

치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형, 및/또는 치료 유효량의 D1 또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함하는,

NET가 관여되는 혈관내 폐색을 나타내거나 그의 위험이 있는 대상체의 치료 방법.

청구항 107 

제106항에 있어서, 상기 대상체에게 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 포함하는 효소를 투여하는 것인 방법.

청구항 108 

제107항에 있어서, 상기 효소가 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 109 

치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형, 및/또는 치료 유효량의 D1 또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함하는,

도관 시스템에서 도관 폐색을 갖거나 그의 위험이 있는 대상체의 치료 방법.

청구항 110 

제109항에 있어서, 상기 대상체에게 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 포함하는 효소, 및/또는 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 포함하는 효소를 투여하는 것인 방법.

청구항 111 

제110항에 있어서, 상기 효소가 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열을 포함하고/거나 서열 번호:

1에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 112 

제109항 내지 제111항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 도관 시스템이 담관, 누관, 유관, 담낭관, 간관, 사정관,

이하선관, 악하선관, 주요 설하선관, 바르톨린관, 대뇌수도관, 췌장, 유선, 수정관, 수뇨관, 방광, 담낭, 및 간

인 방법.

청구항 113 

제109항 내지 제112항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 췌장염, 담관염, 결막염, 유방염, 안구 건조 질

환, 수정관의 폐색, 또는 신장 질환을 갖는 것인 방법.

청구항 114 

제109항 내지 제113항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 DNase 효소를 정맥내, 동맥내, 또는 복강내 투여에 의해

투여하는 것인 방법.

청구항 115 

제114항에 있어서, 상기 대상체가 원발 경화 담관염을 갖는 것인 방법.

청구항 116 

치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형 및 D1 또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함하는, 세포외 DNA 분해, 세

포외 크로마틴 분해, 세포외 트랩 (ET) 분해 및/또는 호중구 세포외 트랩 (NET) 분해를 필요로 하는 대상체의

치료 방법.

청구항 117 
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제116항에 있어서, 상기 D1L3 또는 그의 변이형, 및 D1 또는 그의 변이형을 단일 제약 조성물 또는 별도의 제약

조성물로 투여하고, D1L3 또는 그의 변이형 대 D1 또는 그의 변이형의 비율이 임의로 100:1 내지 1:100 (질량

기준), 10:1 내지 1:10 (질량 기준)의 범위이고, 임의로 약 1:1인 방법.

청구항 118 

제117항에 있어서, 치료에 따라 상기 대상체가 세포외 DNA 분해, 세포외 크로마틴 분해, 세포외 트랩 (ET) 분해

및/또는 호중구 세포외 트랩 (NET) 분해를 나타내는 것인 방법.

청구항 119 

제116항 내지 제118항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 만성 또는 급성 염증성 장애를 갖는 것인 방법.

청구항 120 

제116항 내지 제118항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 급성 또는 만성 감염을 갖는 것인 방법.

청구항 121 

제116항 내지 제120항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 NET를 포함하는 혈관 폐색을 갖거나 그의 위험이

있는 것인 방법.

청구항 122 

제116항 또는 제117항에 있어서, 상기 대상체가 만성 호중구증가증 (예: 호중구 수의 증가), 호중구 응집 및 백

혈구울혈, 혈전증 및 혈관 폐색 (예: 겸상 적혈구 질환), 허혈-재관류 손상 (예: 중장 염전, 고환 비틀림, 사지

허혈 재관류, 중요 기관 허혈-재관류, 기관 이식), 외과적 및 외상성 조직 손상, 급성 또는 만성 염증성 반응

또는 질환, 자가면역 질환 (예: 전신성 홍반성 루푸스 (SLE), 루푸스 신염, 류마티스 관절염, 혈관염, 전신성

경화증), 심혈관 질환 (예: 심근 경색, 뇌졸중, 죽상경화증, 혈전용해 치료를 포함한 정맥 혈전색전증), 대사

질환 (예: 당뇨병), 전신성 염증 (예: 전신성 염증 반응 증후군 (SIRS), 패혈증, 패혈성 쇼크, 파종성 혈관내

응고 (DIC), 및 혈전성 미소혈관증 (TMA)), 호흡기의 염증성 질환 (예: 낭포성 섬유증, 만성 폐쇄성 폐 질환

(COPD), 급성 폐 손상 (ALI), 연기 유발 폐 손상, 수혈 유발 폐 손상 (TRALI), 급성 호흡 장애 증후군 (ARDS),

및 천식, 무기폐, 기관지염, 농흉), 신장 염증성 질환 (급성 신장 손상 (AKI) 및 만성 신장 질환 (CKD)을 포함

한 급성 및 만성 신장 질환, 이식 조직 관련 염증성 질환 (예: 이식-대-숙주 질환) 및 암 (예: 백혈병, 종양 전

이, 및 충실성 종양)을 갖는 것인 방법.

청구항 123 

제116항 내지 제122항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 D1L3 또는 그의 변이형 및 D1 또는 그의 변이형을 각각 정

맥내, 동맥내, 관절내, 근육내, 피하, 국소, 및 폐 투여로부터 독립적으로 선택된 경로에 의해 투여하는 것인

방법.

청구항 124 

제123항에 있어서, 상기 대상체가 도관 시스템에서 도관 폐색을 갖거나 그의 위험이 있는 것인 방법.

청구항 125 

제124항에 있어서, 상기 도관 시스템이 담관, 누관, 유관, 담낭관, 간관, 사정관, 이하선관, 악하선관, 주요 설

하선관, 바르톨린관, 대뇌수도관, 췌장, 유선, 수정관, 수뇨관, 방광, 담낭, 및 간인 방법.

청구항 126 

제125항에 있어서, 상기 대상체가 췌장염, 담관염, 결막염, 유방염, 안구 건조 질환, 수정관의 폐색, 또는 신장

질환을 갖는 것인 방법.

청구항 127 

제124항 내지 제126항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 DNase 효소를 정맥내, 동맥내, 복강내 또는 투여에 의해
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투여되는 단일 조성물로서 투여하는 것인 방법.

청구항 128 

제127항에 있어서, 상기 대상체가 원발 경화 담관염을 갖는 것인 방법.

청구항 129 

제116항 내지 제118항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 내피 표면, 피부 상의, 또는 활막 관절 내의 NET

축적을 갖거나 그의 위험이 있는 것인 방법.

청구항 130 

제129항에 있어서, 상기 대상체가 침습성 의료 절차를 가졌거나 갖고 있는 중이고, 수술 유착의 위험이 있는 것

인 방법.

청구항 131 

제130항에 있어서, 상기 DNase 치료를, 수술 유착의 형성을 예방하거나 억제하기 위해 수술 동안 투여하는 것인

방법.

청구항 132 

제129항에 있어서, 상기 DNase 치료를, 상처 및/또는 흉터를 예방하거나 치료하기 위해 피부에 국소 투여하는

것인 방법.

청구항 133 

제129항에 있어서, 상기 DNase 치료를, 통풍 및 관절염을 예방하거나 치료하기 위해 활막 관절에 투여하는 것인

방법.

청구항 134 

제116항 내지 제118항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 혈전증, 뇌졸중, 패혈증, 폐 손상, 죽상경화증,

바이러스 감염, 겸상 적혈구 질환, 심근 경색, 귀 감염, 상처 치유, 간 손상, 심내막염, 간 감염, 췌장염, 일차

이식 장애, 사지 허혈 재관류, 신장 손상, 혈액 클롯팅, 알룸-유도 염증, 간신장 손상, 흉막 삼출, 혈흉증, 담

관내 혈액 클롯, 후 공압 빈혈, 궤양, 이비인후과 병태, 경구 감염, 경미한 부상, 부비강염, 수술후 비성형, 불

임, 방광 카테터, 상처 세정, 피부 반응 시험, 폐렴구균 수막염, 통풍, 족부 궤양, 낭포성 섬유증, 카르테게너

증후군, 천식, 엽성 무기폐, 만성 기관지염, 기관지확장증, 루푸스, 일차 섬모 이상운동증, 세기관지염, 농흉,

흉막 감염, 암, 안구 건조 질환, 하부 호흡기 감염, 만성 혈종, 알츠하이머병, 및 폐쇄성 폐 질환을 갖는 것인

방법.

청구항 135 

제116항 내지 제134항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 관상 동맥 질환을 추가로 나타내는 것인 방법.

청구항 136 

제134항에 있어서, 상기 대상체가 낭포성 섬유증을 갖는 것인 방법.

청구항 137 

제116항 내지 제136항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체로부터의 혈액, 혈장, 또는 혈청의 NET-분해 활성을

모니터링하는 것을 포함하는 방법.

청구항 138 

치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형, 및/또는 치료 유효량의 D1 또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함하는,

NET가 관여되는 혈관내 폐색을 나타내거나 그의 위험이 있는 대상체의 치료 방법.
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청구항 139 

제138항에 있어서, 상기 대상체에게 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 포함하는 효소를 투여하는 것인 방법.

청구항 140 

제139항에 있어서, 상기 효소가 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 141 

치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형, 및/또는 치료 유효량의 D1 또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함하는,

도관 시스템에서 도관 폐색을 갖거나 그의 위험이 있는 대상체의 치료 방법.

청구항 142 

제141항에 있어서, 상기 대상체에게 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 포함하는 효소, 및/또는 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 포함하는 효소를 투여하는 것인 방법.

청구항 143 

제142항에 있어서, 상기 효소가 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열, 및/또는 서열 번호: 1에 의

해 정의된 효소의 아미노산 서열을 포함하는 것인 방법.

청구항 144 

제141항 내지 제143항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 도관 시스템이 담관, 누관, 유관, 담낭관, 간관, 사정관,

이하선관, 악하선관, 주요 설하선관, 바르톨린관, 대뇌수도관, 췌장, 유선, 수정관, 수뇨관, 방광, 담낭, 및 간

인 방법.

청구항 145 

제141항 내지 제143항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체가 췌장염, 담관염, 결막염, 유방염, 안구 건조 질

환, 수정관의 폐색, 또는 신장 질환을 갖는 것인 방법.

청구항 146 

제141항 내지 제145항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 DNase 효소를 정맥내, 동맥내, 또는 복강내 투여에 의해

투여하는 것인 방법.

청구항 147 

제146항에 있어서, 상기 대상체가 원발 경화 담관염을 갖는 것인 방법.

청구항 148 

DNase1 및 DNase1-유사-3 활성이 결핍된, 또한 이종 GCSF 폴리뉴클레오티드를 발현하는 또는 미생물 화합물로

반복적으로 자극된, 호중구 세포외 트랩 (NET)을 축적하는 유전자 변형된 마우스를 제공하고; 후보물질 NET 억

제제 또는 후보물질 DNase 효소를 투여하고; NET의 축적을 감소시키는 NET 억제제 또는 DNase 효소를 선택하고;

인간 환자로의 투여를 위해 NET 억제제 또는 DNase 효소를 제제화하는 것을 포함하는, NET 축적의 감소를 위한

제약 조성물의 제조 방법.

청구항 149 

제148항에 있어서, 상기 조성물을 비경구 또는 폐 투여를 위해 제제화하는 것인 방법.

청구항 150 

제148항에 있어서, 정맥내, 동맥내, 관절내, 근육내, 피하, 국소, 또는 폐 투여를 위해 제제화하는 방법.
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청구항 151 

제148항에 있어서, 유전자 변형된 마우스가 간세포에서 이종 G-CSF 폴리뉴클레오티드를 발현하는 것인 방법.

청구항 152 

상기 네이티브 신호 펩티드로 DNase  효소를 코딩하는 피키아 파스토리스 숙주 세포를 배양하고;  배지로부터

DNase를 회수하는 것을 포함하는, 인간 D1, 인간 D1L3, 또는 그의 변이형으로부터 선택된 DNase 효소의 재조합

생성 방법.

청구항 153 

제152항에 있어서, 상기 DNase 효소가 서열 번호: 2의 효소와 적어도 80% 서열 동일성을 갖는 인간 D1L3 또는

그의 변이형인 방법.

청구항 154 

제153항에 있어서, 상기 DNase 효소가 인간 D1L3인 방법.

청구항 155 

DNase 효소 엔지니어링 방법으로서,

공여자 및 수용자 DNase 효소의 단백질-단백질 정렬을 제공하고; 

공여자 및 수용자 DNase 효소에서 하나 이상의 보존 아미노산에 의해 플랭킹된, 전달을 위한 가변 아미노산 서

열을 규명하고; 수용자 DNase의 가변 아미노산을 공여자 DNase의 가변 아미노산으로 치환하여 키메라 DNase를

생성하고; 키메라 DNase를 재조합 생성하는 것을 포함하는, DNase 효소 엔지니어링 방법.

청구항 156 

제155항에 있어서, 상기 DNase 효소가 인간 D1, 서열 번호: 38에 의해 정의된 인간 DNase1-유사 1 (D1L1), 서

열 번호: 39에 의해 정의된 인간 DNase1-유사 2 (D1L2), 및 인간 D1L3으로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 157 

제155항 또는 제156항에 있어서, 상기 빌딩 블록 치환이 적어도 2개의 아미노산, 또는 적어도 3개의 아미노산,

또는 적어도 4개의 아미노산, 또는 적어도 5개의 아미노산을 갖는 것인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

우선권[0001]

본 출원은 2017년 12월 28일 출원된 미국 출원 번호 62/611,166 및 2017년 8월 18일 출원된 62/547,220의 이익[0002]

및 그에 대한 우선권을 청구하며, 이들 각각은 그 전체가 본원에 참조로 포함된다.

배 경 기 술

염증은 침입하는 미생물을 통제하고 손상된 조직을 치유하기 위한 필수적 숙주 반응이다. 통제되지 않는 지속적[0003]

염증은 과다 염증성 장애에서 조직 손상을 유발한다. 호중구는 급성 염증에서 우세한 백혈구이다. 감염 동안 호

중구는, 박테리아를 부동화시키고 중화시키는 효소 및 독성 히스톤으로 장식된 DNA-필라멘트의 격자, 호중구 세

포외 트랩 (NET)을 생성한다. 숙주 방어에서 NET의 관련성은, 세포외 DNase가 여러 병원성 박테리아에서 독성

인자로서 작용한다는 사실에 의해 나타난다. 그러나, 부적절하게 방출된 NET는 그의 세포독성, 전염증성, 및 전

혈전성 활성으로 인해 숙주 세포를 해칠 수 있다. 실로, NET는 빈번히 염증성 또는 허혈성 기관 손상과 관련되

고, DNase의 치료적 주입은 다양한 동물 모델에서 숙주 손상을 제한한다.

세포외 트랩 (ET) 형성은, 다른 백혈구, 즉 단핵구, 대식세포, 호염기구, 호산구, 및 비만 세포 또한 ET를 방출[0004]

함에 따라, 호중구로 제한되지 않는다. 또한, 암 세포, 예컨대 급성 전골수성 백혈병 (APL) 세포, 및 손상된 내
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피 세포는, ET-유사 특징을 갖는 DNA-필라멘트를 노출시킬 수 있다.

숙주가  염증의  에피소드  동안  생체내에서  어떻게  NET를  분해하여  조직  손상을  제한하는지는  잘  이해되지[0005]

않는다. 혈청 내의 DNase1  (D1)은 시험관내에서 NET의 DNA-백본을 소화시키는 것으로 나타났다. 다른 세포외

DNase가 규명되었고, 이는 순환에서 DNase1-유사 3 (D1L3)을 포함하며, 이는 세포외 마이크로입자-관련 크로마

틴을 소화시킬 수 있다.

D1 및 D1L3은 DNase1-유사 1 (D1L1) 및 DNase1-유사 2 (D1L2)와 함께, 인간에서 발현되는 상동 분비 DNase 효[0006]

소의 그룹인 DNase1-단백질 패밀리를 형성하고, 이는 NET-관련 질환에 대한 약물 후보물질을 제공한다. 그러나,

이들 효소의 물리적, 효소적, 및 약동학적 특성은 치료용으로 이상적이지 않다.

본 발명은, 급성 염증성 에피소드 동안 NET의 방출로부터 유래될 수 있는 혈관 폐색의 예방 또는 치료를 위한[0007]

것을 포함한, 치료를 위한, 엔지니어링된 DNase, 예컨대 DNase1-유사 3 및 DNase1을 제공한다.

발명의 내용

본 발명은 호중구 세포외 트랩 (NET) 축적 및/또는 방출을 특징으로 하는 병태의 치료에 유용한 엔지니어링된[0008]

DNase 단백질 (DNase1-유사 3 및 DNase1 포함)을 제공한다. 일부 양태에서, 본 발명은 NET가 관여되는 혈관 폐

색의 예방 또는 치료를 위한 조성물 및 방법을 제공한다. 본원에서 입증되는 바와 같이, NET는 피브린 및 혈소

판에 의존하지 않는 혈관 폐색에 대한 비정규적인 메커니즘에 참여한다.

일부 양태에서, 본 발명은, 예를 들어, 대상체에서의 NET 축적을 감소시키거나 예방하기 위해, 치료용으로 보다[0009]

적합한 물리적, 약역학적, 및/또는 효소적 특성을 갖도록 엔지니어링된 DNase1-유사 3 (D1L3) 변이형을 제공한

다. 일부 구현예에서, D1L3 효소는, 치료에서 사용하기에 적합한 재조합 효소의 생성을 제공하는 제조에 있어서

의 이점을 갖는다. 다양한 구현예에서, 본 발명은 하나 이상의 글리코실화, 핵 국소화 신호의 불활성화, 및/또

는 C-말단 테일의 전부 또는 일부의 결실을 제공하는 하나 이상의 아미노산 변경을 포함하는 재조합 D1L3 변이

형을 제공한다.

다양한 구현예에서, D1L3 단백질 변이형은, 야생형 D1L3 단백질에 비해, 증가된 단백질 안정성, 프로테아제에[0010]

의한 억제에 대한 증가된 저항성, 증가된 생체이용률, 및 실질적으로 동일한 또는 보다 우수한 DNA 및/또는 크

로마틴 및/또는 NET-분해 활성 (시험관내 또는 생체내)을 갖는다. 다양한 구현예에서, D1L3  변이형은 야생형

D1L3 (예: 서열 번호: 2)에 비해 하기 특성 중 하나 이상을 포함한다: 동일한 또는 실질적으로 동일한 (또는 보

다 높은) 무단백질 DNA (네이크드 DNA) 분해 활성, 동일한 또는 실질적으로 동일한 (또는 보다 높은) 염색체

DNA (크로마틴) 분해 활성, 프로테아제 저항성, 증가된 순환 반감기, 및 시험관내 발현 시스템 (예: 차이니즈

햄스터 난소 세포 및/또는 피키아 파스토리스(Pichia pastoris))에서의 보다 높은 생성 수준.

일부 구현예에서, D1L3 변이형은 빌딩 블록 치환으로서 본원에 기재된, 인간 DNase1 (서열 번호: 1)로부터의 하[0011]

나 또는 복수의 블록 치환을 포함한다.

일부 양태에서, 본 발명은, 예를 들어, 대상체에서의 NET 축적을 감소시키거나 예방하기 위해, 치료용으로 보다[0012]

적합한 물리적, 약역학적, 및/또는 효소적 특성을 갖도록 엔지니어링된 DNase1 (D1) 변이형을 제공한다. 일부

구현예에서, D1 효소는, 치료에서 사용하기에 적합한 재조합 효소의 생성을 제공하는 제조에 있어서의 이점을

갖는다. 다양한 구현예에서, 엔지니어링된 D1 변이형은, 돌연변이된 DNA 결합 자리, 돌연변이된 크로마틴 결합

자리, 돌연변이된 액틴 결합 자리, 돌연변이된 글리코실화 자리, 핵 국소화 신호의 부가 (예: D1L3의 NLS1 또는

NLS2와 유사성 또는 동일성을 가짐), 및/또는 D1L3의 C-말단 테일과 유사한 또는 동일한 C-말단 도메인 중 하나

이상을 제공하는 하나 이상의 아미노산 치환, 부가 (삽입 포함), 또는 결실을 가지며, 서열 번호: 1의 아미노산

서열의 성숙 효소와 적어도 80% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

다양한 구현예에서, D1 변이형은 야생형 효소에 비해 하기 특징 중 하나 이상을 포함하도록 엔지니어링된다: 동[0013]

일한 또는 보다 높은 무단백질 DNA (네이크드 DNA) 분해 활성, 보다 높은 염색체 DNA (크로마틴) 분해 활성, 유

사한 또는 향상된 프로테아제 저항성, 액틴 저항성, 혈액으로부터 소변 및/또는 담즙으로의 유사한 또는 향상된

침투, 및 시험관내 발현 시스템 (예: 차이니즈 햄스터 난소 세포 및/또는 피키아 파스토리스)에서의 보다 높은

생성 수준.

본원에 기재된 D1 변이형은 양이온 잔기의 부가를 포함한 점 돌연변이의 조합을 가질 수 있고/거나, D1L3 (서열[0014]

번호: 2)으로부터의 하나 이상의 블록 치환을 포함할 수 있다. 이러한 블록 치환은 본원에 기재되며, "빌딩 블

록 치환"이라 불린다.
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일부 양태에서, 본 발명은 D1L3 및/또는 D1 변이형, 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 또는 벡터, 및 제약[0015]

상 허용가능한 담체를 포함하는 제약 조성물을 제공한다. 다양한 구현예에서, 조성물은 비경구 또는 폐 투여를

위해 제제화된다. 일부 구현예에서, 조성물은 정맥내, 동맥내, 복강내, 관절내, 근육내, 국소 또는 피하 투여를

위해 제제화된다. 일부 구현예에서, 조성물은, 각각 본원에 기재된 임의로 엔지니어링된 변이형인 D1L3 및 D1

둘 다를 포함한다. 일부 구현예에서, 조성물은 D1 및 D1L3 둘 다로부터의 블록 서열을 함유하는 키메라 단백질

을 포함한다. D1과 D1L3 사이의 예시적 블록 치환이 도 31에 나타나 있다.

또한 다른 양태에서, 본 발명은, 키메라 서열 생성에 의한 DNase 효소 엔지니어링 방법을 제공한다. 예를 들어,[0016]

이들 양태에서 방법은, 공여자 및 수용자 DNase 효소의 단백질-단백질 정렬을 제공하고; 전달을 위한 가변 아미

노산 서열 ("빌딩 블록")을 규명하는 것을 포함한다. 가변 아미노산 또는 아미노산들은 공여자 및 수용자 DNase

효소에서 하나 이상의 보존 아미노산에 의해 플랭킹된다 (빌딩 블록의 상류 및 하류에서). 이들 빌딩 블록은 수

용자와 공여자 단백질 사이에서 교환될 수 있다. 이에 따라 키메라 효소가 재조합 생성된다.

또한 다른 양태에서, 본 발명은 호중구 세포외 트랩 (NET) 축적의 감소 또는 예방을 위한 제약 조성물의 제조[0017]

방법을 제공한다. 이들 구현예에서, 본 발명은, D1 및 D1L3 활성이 결핍된 유전자 변형된 마우스, 및 G-CSF 폴

리뉴클레오티드의 이종 발현 (예: 간세포 세포 내) 또는 지속된 내인성 G-CSF 발현의 유도 (예: 미생물 화합물

의 반복적 투여를 통함)를 사용한다. 이 마우스 모델은 NET를 축적하고, NET-관련 혈관 폐색을 빠르게 발달시킨

다. 이들 구현예에서, 본 발명은, 후보물질 NET 억제제 또는 후보물질 DNase 효소 (본 개시내용에 따른 D1L3 또

는 D1 변이형 포함)를 유전자-변형 마우스에게 투여하고, NET의 축적을 감소시키는 NET 억제제 또는 DNase 효소

를 선택하는 것을 포함한다. 선택된 억제제 또는 효소는 인간 환자로의 투여를 위해 제제화된다.

일부 양태에서, 본 발명은 호중구 세포외 트랩 (NET) 분해를 필요로 하는 대상체의 치료 방법을 제공한다. 방법[0018]

은, 치료 유효량의 본 개시내용에 따른 D1L3 및/또는 D1, 및/또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함한다. D1L3

또는 D1 변이형은 재조합 단백질, 또는 일부 구현예에서는 코딩 DNA 또는 RNA, 또는 일부 구현예에서는 이를 포

함하는 벡터를 포함하는 제약 조성물로서 투여될 수 있다.

다양한 구현예에서, 본 발명은 NET의 존재 또는 축적을 특징으로 하는 질환 또는 병태의 치료에 관한 것이다.[0019]

이러한 질환 또는 병태는, 만성 호중구증가증 (예: 호중구 수의 증가), 호중구 응집 및 백혈구울혈과 관련된 질

환, 혈전증 및 혈관 폐색 (예: 겸상 적혈구 질환), 허혈-재관류 손상 (예: 중장 염전, 고환 비틀림, 사지 허혈

재관류, 중요 기관 허혈-재관류, 기관 이식), 외과적 및 외상성 조직 손상, 급성 또는 만성 염증성 반응 또는

질환,  자가면역  질환  (예:  전신성  홍반성  루푸스  (SLE),  루푸스  신염,  류마티스  관절염,  혈관염,  전신성

경화증), 심혈관 질환 (예: 심근 경색, 뇌졸중, 죽상경화증, 혈전용해 치료를 포함한 정맥 혈전색전증), 대사

질환 (예: 당뇨병), 전신성 염증 (예: 전신성 염증 반응 증후군 (SIRS), 패혈증, 패혈성 쇼크, 파종성 혈관내

응고 (DIC), 및 혈전성 미소혈관증 (TMA)), 호흡기의 염증성 질환 (예: 낭포성 섬유증, 만성 폐쇄성 폐 질환

(COPD), 급성 폐 손상 (ALI), 연기 유발 폐 손상, 수혈 유발 폐 손상 (TRALI), 급성 호흡 장애 증후군 (ARDS),

및 천식, 무기폐, 기관지염, 농흉), 신장 염증성 질환 (급성 신장 손상 (AKI) 및 만성 신장 질환 (CKD)을 포함

한 급성 및 만성 신장 질환, 이식 조직 관련 염증성 질환 (예: 이식-대-숙주 질환) 및 암 (예: 백혈병, 종양 전

이, 및 충실성 종양)을 포함하나 이에 제한되지는 않는다. 

일부 구현예에서, 대상체는 도관 시스템에서 도관 폐색을 갖거나 그의 위험이 있다. 도관 시스템 또는 도관 시[0020]

스템을 함유하는 기관 또는 조직의 비제한적 예는 담관, 누관, 유관, 담낭관, 간관, 사정관, 이하선관, 악하선

관, 주요 설하선관, 바르톨린관, 대뇌수도관, 췌장, 유선, 수정관, 수뇨관, 방광, 담낭, 및 간을 포함한다. 이

와 같이, 본 발명은 췌장염, 담관염, 결막염, 유방염, 안구 건조 질환, 수정관의 폐색, 또는 신장 질환을 갖는

대상체의 치료에 유용하다.

다른 구현예에서, 대상체는 내피 표면 상의 (예: 수술 유착), 피부 상의 (예: 상처/흉터, 궤양), 또는 활막 관[0021]

절 내의 (예: 통풍, 관절염) NET 축적을 갖거나 그의 위험이 있다. 예를 들어, NET는, 예를 들어, 침습성 의료

절차 후, 수술 유착에 기여할 수 있다. 본 발명은 수술 유착의 형성을 예방하거나 억제하기 위해 수술 동안 투

여될 수 있다. 일부 경우에, 본원에서 요약된 바와 같은 D1, D1L3 (그의 변이형 포함), 또는 D1 및 D1L3 (또는

그의 변이형)의 조합은 상처 및/또는 흉터를 예방하거나 치료하기 위해 피부에 국소 투여될 수 있다. 다른 경우

에, 본원에서 요약된 바와 같은 D1, D1L3, 또는 그의 변이형, 또는 이들의 조합은 통풍 및 관절염을 예방하거나

치료하기 위해 활막 관절에 투여될 수 있다.

일부 구현예에서, 대상체는 NET를 포함하는 혈관 폐색을 갖거나 그의 위험이 있다.[0022]
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다양한 구현예에서, 본 발명은 D1 및 스트렙토도르나제를 포함한 DNase 효소로 치료가능한 질환의 치료에 관한[0023]

것이다. 이러한 질환 또는 병태는 혈전증, 뇌졸중, 패혈증, 폐 손상, 죽상경화증, 바이러스 감염, 겸상 적혈구

질환, 심근 경색, 귀 감염, 상처 치유, 간 손상, 심내막염, 간 감염, 췌장염, 일차 이식 장애, 사지 허혈 재관

류, 신장 손상, 혈액 클롯팅(clotting), 알룸-유도 염증, 간신장 손상, 흉막 삼출, 혈흉증, 담관내 혈액 클롯,

후 공압 빈혈(post pneumatic anemia), 궤양, 이비인후과 병태, 경구 감염, 경미한 부상, 부비강염, 수술후 비

성형, 불임, 방광 카테터, 상처 세정, 피부 반응 시험, 폐렴구균 수막염, 통풍, 족부 궤양, 낭포성 섬유증, 카

르테게너 증후군(Kartegener's syndrome), 천식, 엽성 무기폐, 만성 기관지염, 기관지확장증, 루푸스, 일차 섬

모 이상운동증, 세기관지염, 농흉, 흉막 감염, 암, 안구 건조 질환, 하부 호흡기 감염, 만성 혈종, 알츠하이머

병, 및 폐쇄성 폐 질환을 포함한다.

또한 다른 구현예에서, 본 발명은, 피키아 파스토리스와 같은, 비포유류 발현 시스템을 사용한, D1 또는 D1L3,[0024]

또는 그의 변이형의 재조합 생성 방법을 제공한다. 일부 구현예에서, 피키아 파스토리스는 숙주 세포로부터의

분비를 가능하게 하는 네이티브(native) 신호 펩티드로 DNase 효소를 코딩한다.

본 발명의 다른 목적, 구현예 및 이점은 하기 상세한 설명에서 명백하다.[0025]

도면의 간단한 설명

도 1a - 도 1f는 순환에서 DNase1 및 DNase1l3이 시험관내에서 NET를 분해함을 보여주며, WT, DNase1-/- (D1-[0026]

/-), DNase1l3-/- (D1L3-/-), DNase1/DNase1l3-/- (D1/D1L3-/-) 마우스로부터의 혈청의 DNA-분해 활성을 특성

화한다. 도 1A는 지모그래픽 검정 DPZ 및 SRED에 의한 DNase1 (D1), DNase1l3 (D1L3), 및 총 DNase 활성의 검

출을 제공한다. 도 1b는 이미지를 제공하고, 도 1c는 지시된 유전자형으로부터의 혈청과 인큐베이션 후 시험관

내에서  생성된  NET의  DNA-염색의  정량화를  제공한다  (N=6).  스케일  바:  50  μm.  도  1c는  DNase1  (D1),

DNase1l3 (D1L3), 또는 대조군 플라스미드 (Ctrl)로 플라스미드를 안정적으로 발현하는 D1/D1L3-/- 마우스로부

터의 혈청의 DPZ 및 SRED 분석을 나타낸다. 도 1e는 이미지를 나타내고, 도 1f는 D1, D1L3, 또는 Ctrl을 발현하

는 D1/D1L3-/- 마우스로부터의 혈청 또는 완충제와 인큐베이션 후 시험관내에서 생성된 NET의 DNA-염색의 정량

화를 나타낸다 (N=5). 스케일 바: 50 μm. 이미지는 2개 이상의 독립적 실험을 대표하는 것이다. 통계: (도 1c

및 도 1f) 일원 ANOVA 후 본페로니(Bonferroni)의 시험 후 다중 비교; § P < 0.001 vs. 모든 다른 그룹.

도 2A-도 2I는, DNase1 또는 DNase1l3이 만성 호중구증가증을 용인하기 위해 필요함을 보여준다. 만성 호중구증

가증을 G-CSF-발현 플라스미드 (CSF3)의 주사에 의해 유도하였다. 대조군은 비어있는 플라스미드를 수용하였다

(Ctrl). 도 2A는 2주 후 WT 마우스 및 대조군의 혈액 호중구 카운트를 나타낸다 (N=3-6). 도 2B는 1주 후 WT 마

우스로부터의 혈액 도말의 DNA-염색에서 NET-유사 구조 (화살표)를 나타낸다(M=3). 스케일 바: 20 μm. 도 2C는

WT (N=7),  DNase1-/-  (D1-/-,  N=6), DNase1l3-/- (D1L3-/-, N=6), DNase1/DNase1l3-/- 마우스 (D1/D1L3-/-,

N=6)  및 대조군 (Ctrl,  N=4)의 생존율을 나타낸다. 도 2D는 DNase1  (CSF3/D1,  N=5),  DNase1l3  (CSF3/D1L3,

N=6), 및 대조군 (CSF3/Ctrl, N=4)으로 CSF3을 공동-발현하는 D1/D1L3-/- 마우스의 생존율을 나타낸다. 도 2E-

2I는 만성 호중구증가증 동안 치사율을 특성화한다 (N= 4). 도 2E는 주변 체온 변화를 나타낸다. 도 2F는 혈장

및 소변의 사진을 제공한다. 도 2G는 혈액 중 헤모글로빈의 농도를 제공한다. 도 2H는 혈액 도말의 이미지를 제

공한다. 화살표는 분열적혈구를 가리킨다. 스케일 바: 20 μm. 도 2I는 혈장 중 LDH 농도를 나타낸다. UT: 비처

리된 마우스 (N=5-6). 이미지는 3마리 이상의 마우스를 대표하는 것이다. 통계: (도 2A, 2H, 2I) 일원 및 (도

2E) 이원 ANOVA 후, 본페로니의 시험 후 다중 비교, (도 2B) 스튜던츠 t-시험(student's t-test), (도 2C, 2D)

로그-랭크 시험(Log-rank test); # P < 0.01, § P < 0.001 vs. 모든 다른 그룹 또는 베이스라인 (BL).

도 3A-도 3G는, DNase1 및 DNase1l3이 만성 호중구증가증 동안 NET-클롯에 의한 혈관 폐색을 막음을 보여준다.

DNase1 (CSF3/D1, N=4), DNase1l3 (CSF3/D1L3, N=4), 또는 대조군 플라스미드 (CSF3/Ctrl, N=4)로의 CSF3을 공

동-발현하는 DNase1/DNase1l3-/-  마우스 (D1/D1L3-/-)의 조직학적 분석. 도 3A는 폐의 헤마톡실린 및 에오신

염색 (H&E)을 제공한다. 스케일 바: 500 μm (개요), 25 μm (상세). 도 3B는 시야 (FOV) 당 헤마톡실린-양성

클롯에 의해 폐색된 폐에서의 혈관의 정량화를 나타낸다. 비처리된 WT 마우스 (UTWT, N=4), 비처리된 D1/D1L3-

/- 마우스 (UT; N=4). 도 3C는 호중구-마커 미엘로퍼옥시다제 (MPO) 및 크로마틴에 대한 폐색된 혈관의 면역염

색을 나타낸다. 도 3D 및 3E는 폰 빌레브란트 인자(von Willebrand factor) (vWF), 피브린, 및 DNA에 대한 면

역염색을 나타낸다. 세가지 유형의 NET-클롯이 검출되었다 (α, vWF+/피브린-; β, vWF+/피브린+; γ, vWF-/피

브린-). 도 3F는 NET-클롯에서의 vWF 및 피브린의 정량화를 제공한다. 데이터는 평균±SD로 나타내었고, n =

108이다.  도  3G는  IgG  (N=4),  항-혈소판-IgG  (N=5),  및  다비가트란  (N=5)으로  처리된  CSF3를  발현하는

D1/D1L3-/-  마우스의  생존율을  나타낸다.  스케일  바:  50  μm.  이미지는  3마리  이상의  마우스를  대표하는
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것이다. (도 3C, 3D, 3E) 점선은 용기 벽을 나타낸다. 통계: (도 3B) 일원 ANOVA 후, 본페로니의 시험 후 다중

비교; § P < 0.001 vs. 모든 다른 그룹, (도 3G) 로그-랭크 시험; P > 0.05 항-혈소판-IgG 또는 다비가트란

vs. IgG.

도 4A-도 4I는, DNase1 및 DNase1l3이 패혈증에서 숙주 손상에 대하여 보호함을 보여준다. DNase1 (D1, N=7),

DNase1l3  (D1L3,  N=8),  또는 대조군 플라스미드 (Ctrl,  N=11)를 발현하는 DNase1  및 DNase1l3의 조합 결핍

(D1/D1L3-/-)을 갖는 마우스 및 WT 마우스 (N=5)를 리포폴리사카라이드 및 열-사멸 대장균으로 처리하여 패혈증

을 유도하였다. 도 4A는 패혈성 마우스의 생존 시간을 나타낸다. 도 4B는 혈액 중 헤모글로빈의 농도를 나타낸

다. 도 4C는 혈장 및 소변의 사진을 나타낸다. 도 4D는 혈장 중 LDH 농도를 제공한다. 도 4E는 시야 (FOV) 당

혈액 중의 분열적혈구의 정량화를 나타낸다. 도 4F는 FOV 당 폐에서의 폐색된 혈관의 정량화를 나타낸다. 도 4G

는 폐의 헤마톡실린 및 에오신 염색 (H&E)을 나타낸다. 화살촉은 폐색된 혈관을 가리킨다. 스케일 바: 500 μm.

도 4H 및 4I는 부분 및 완전 폐색된 혈관의 H&E 염색을 나타낸다. 화살표는 세포간 공간을 커버하는 NET를 가리

킨다. 삽입물은 개요이다. 스케일 바: 50 μm. 통계: (도 4A) 로그-랭크 시험; # P < 0.01 vs. 모든 다른 그룹,

(도 4B-4F) 일원 ANOVA 후, 본페로니의 시험 후 다중 비교; § P < 0.001, # P < 0.01.

도 5A-도 5E는 만성 호중구증가증의 뮤린 모델을 나타낸다. 4주령 WT 마우스에게 CSF3-발현 플라스미드 (CSF3)

또는 비어있는 대조군 플라스미드 (Ctrl)를 주사하였다. 도 5A는 혈장 중의 G-CSF 수준을 나타낸다 (N=3-6).

BL: 베이스라인, 주사 전; Ctrl: 2주 동안 CSF3을 갖지 않는 대조군 플라스미드를 발현하는 마우스 (N=4-5). 도

5B는 폐, 신장, 및 간의 호중구 엘라스타제에 대한 면역염색을 나타낸다. 스케일 바: 200 μm. 도 5C는 비장의

사진 및 체중을 나타낸다 (N=5-6). 스케일 바: 1 cm. 도 5D는 지시된 시간에 마우스의 체중을 나타낸다 (N=3-

5). 도 5E는 주사 2주 후 ALT, AST, BUN, 및 크레아티닌의 전혈 및 혈장 수준에서의 호중구 카운트를 나타낸다.

이미지는 3마리 이상의 마우스를 대표하는 것이다. 통계: (도 5A, 5C) 일원 및 (도 5D) 이원 ANOVA 후, 본페로

니의 시험 후 다중 비교, 및 (도 5E) 스튜던츠 t-시험; # P < 0.01, § P < 0.001 vs. (도 5A) BL, 또는 (도

5C) UT.

도 6A-도 6D는, DNase1 및 DNase1l3이 만성 호중구증가증 동안 간 및 신장에서의 NET-클롯의 형성 및 기관 손상

을  막음을  보여준다.  대조군  플라스미드  (CSF3/Ctrl,  N=4),  DNase1  (CSF3/D1,  N=4),  또는  DNase1l3

(CSF3/D1L3, N=4)로의 CSF3을 공동-발현하는 DNase1/DNase1l3-/- 마우스 (D1/D1L3-/-)의 분석. 대조군은 비처

리된 WT 마우스 (UTWT, N=4) 및 비처리된 D1/D1L3-/- 마우스 (UT; N=4)를 포함한다. 도 6A는 알라닌 및 아스파

르테이트 아미노트랜스퍼라제 (ALT, AST)의 혈장 수준을 나타낸다. 도 6B는 혈액 우레아 질소 (BUN) 및 크레아

티닌의 혈장 수준을 나타낸다. 도 6C는 섹션 당 간에서의, 또한 시야 (FOV) 당 신장에서의 혈관내 헤마톡실린-

풍부 클롯의 정량화를 제공한다. 도 6D는 간 및 신장의 H&E 염색을 제공한다. 스케일 바: 500 μm (개요), 50

μm (상세). 이미지는 3마리 이상의 마우스를 대표하는 것이다. 통계: (도 6A, 6B, 6C) 일원 ANOVA 후, 본페로

니의 시험 후 다중 비교; # P < 0.01, § P < 0.001 vs. 모든 다른 그룹.

도 7A-도 7C는, 헤마톡실린-양성 클롯이 NET로 구성됨을 보여준다. 도 3A-3G에 나타낸 만성 호중구증가증을 갖

는 DNase1/DNase1l3-/- 마우스 (D1/D1L3-/-) (D1/D1L3-/- + CSF3/Ctrl)로부터의 폐의 분석. 도 7A는 연속적 폐

섹션의 DNA에 대한, 또한 크로마틴에 대한, 헤마톡실린 및 에오신 (H&E)으로의 염색을 제공한다. 스케일 바:

200 μm. 도 7B는 크로마틴, CRAMP (카텔린-관련 항미생물 펩티드), 및 DNA에 대한 폐색된 혈관의 면역염색을

제공한다. 스케일 바: 50 μm. 도 7C는 크로마틴, 시트룰린화 히스톤 3 (citH3), 및 DNA에 대한 폐색된 혈관의

면역염색을 제공한다. 스케일 바: 50 μm. 이미지는 3마리 이상의 마우스를 대표하는 것이다.

도 8A 및 도 8B는, 인간 NET가 시험관내에서 클롯을 형성함을 보여준다. 도 8A는 시험관내에서 PMA-활성화된 인

간  호중구에  의해  생성된  NET-클롯  (화살표)의  사진을  제공한다.  비처리된  호중구  (UT)  또는  재조합  인간

DNase1의 존재 하에 활성화된 호중구 (PMA + D1)를 대조군으로서 제공하였다. 스케일 바: 5 mm. 도 8B는 시험관

내 생성된 NET-클롯의 헤마톡실린 및 에오신 염색 (H&E) 및 크로마틴 및 호중구-마커 미엘로퍼옥시다제 (MPO)에

대한 면역염색을 제공한다. 스케일 바: 200 μm. 이미지는 3개 이상의 독립적 실험을 대표하는 것이다.

도 9A 및 도 9B는, NET-분해가 STEC-HUS에서 질환 활성과 상관됨을 보여준다. 도 9A는 이미지를 나타내고, 도

9B는 완충제, 정상적 건강 공여자로부터의 혈장 (N=7), 또는 STEC-HUS를 갖는 11명의 환자의 급성 질환 상태

(급성) 및 차도 상태 (Rem.)에서 수집된 혈장과 인큐베이션 후 시험관내에서 생성된 NET의 DNA-염색의 정량화를

나타낸다. 스케일 바: 50 μm. 통계: 일원 ANOVA 후, 본페로니의 시험 후 다중 비교; § P < 0.001 vs. 모든 다

른 그룹.

도 10은 환자 번호, 부검 보고서에 지시된 사망 원인 (ARDS, 급성 호흡 장애 증후군)과 같은 다양한 검사 환자
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로부터의 인간 조직의 기술 표를 제공한다. 환자의 성별 및 연령. 분석된 조직의 유형. 조직은 3 단계 절차로

분석하였다: 첫째, 헤마톡실린 & 에오신 염색에서의 헤마톡실린-풍부 클롯 / 응집물의 규명; 둘째, 크로마틴 &

미엘로퍼옥시다제 (MPO)에 대한 면역염색에 의한 헤마톡실린-풍부 클롯에서 NET의 규명; 셋째, 폐 아키텍처 내

의 NET-클롯의 국소화의 규명. 

도 11A-도 11D는, 인간 NET가 계내에서 클롯을 형성함을 보여준다. 패혈증을 갖는 2명의 환자 (도 10에서 환자

#6 및 #7)로부터 부검에서 폐 조직을 수집하였다. 도 11A는 환자 #6으로부터의 폐 조직에서의 두 헤마톡실린-풍

부 혈관내 클롯의 H&E 염색을 나타낸다. 도 11B는 패널 A에 나타낸 좌측 혈관의 크로마틴 및 미엘로퍼옥시다제

(MPO)에 대한 연속 섹션의 면역염색을 나타낸다. 도 11C는, 환자 #7로부터의 폐 조직에서 H&E 염색 혈관이 헤마

톡실린-풍부 혈관내 클롯을 나타냄을 보여준다. 도 11D는 크로마틴 및 MPO에 대한 연속 섹션의 면역염색을 나타

낸다. 화살표는 NET의 클롯을 가리킨다. 스케일 바: 50 μm.

도  12는,  NET-클롯이  패혈성  마우스에서  혈관을  폐색시킴을  보여준다.  DNA,  크로마틴  및  미엘로퍼옥시다제

(MPO)에 대한 패혈성 DNase1/DNase1l3-/- 마우스에서의 완전 폐색된 혈관의 면역염색. NET의 DNA 및 크로마틴

염색 (화살표)은 핵 염색 (별표)에 비해 이량체로 보이고, 세포간 공간을 커버한다. 스케일 바: 10 μm.

도  13A-도  13F는,  DNase1  및  DNase1l3이  별개의 메커니즘에 의해 NET를  분해함을 보여준다.  도  13A는  WT,

DNase1-/- (D1-/-), DNase1l3-/- (D1L3-/-), DNase1/DNase1l3-/- 마우스 (D1/D1L3-/-)로부터의 혈청과 인큐베

이션 후 시험관내에서 생성된 PFA-고정 NET의 DNA-염색을 제공한다. 데이터는 ≥3개 독립적 실험을 대표하는 것

이다. 스케일 바: 50 μm. 도 13B는 WT, D1-/-, D1L3-/-, 및 D1/D1L3-/- 마우스로부터의 혈청과 인큐베이션 후

PFA-고정 NET로부터 방출된 무세포 DNA 단편의 농도를 나타낸다. 도 13C는 비히클, 재조합 뮤린 DNase1 (rmD1),

또는 재조합 뮤린 DNase1l3 (rmD1L3)과 인큐베이션 후 시험관내에서 생성된 비고정 NET의 DNA-염색을 나타낸다.

도 13D는 비히클, rmD1, 또는 rmD1L3과 인큐베이션 후 시험관내에서 생성된 비고정 NET로부터 방출된 무세포

DNA 단편의 농도를 나타낸다. 도 13E는 비히클, rmD1, 또는 rmD1L3과 인큐베이션 후 시험관내에서 생성된 PFA-

고정 NET의 DNA-염색을 나타낸다. 도 13F는 비히클, rmD1, 또는 rmD1L3과 인큐베이션 후 시험관내에서 생성된

PFA-고정 NET로부터 방출된 무세포 DNA 단편의 농도를 나타낸다. 일원 ANOVA 후, 본페로니의 시험 후 다중 비교

에 의한 통계; § P < 0.0001.

도 14A-도 14G는 인간 및 마우스의 순환에서의 DNase1 및 DNase1l3 활성을 제공한다. 도 14A-도 14E는 SRED에

의해 정량화된 인간 및 뮤린 혈장의 DNase 활성을 나타낸다. 도 14A는, 인간 DNase1에 대한 폴리클로날 항체

(α-hDNase1)를 갖는 (그러나 IgG는 갖지 않음) 정상적 건강 공여자 (NHD)로부터의 혈장의 보충이 농도-의존적

방식으로 DNA 분해 활성을 차단함을 보여준다 (*: p < 0.05 vs. IgG). 도 14B는, 200 μg/ml α-hDNase1 및 헤

파린 (DNase1l3의 억제제)으로 보충된 혈장이 200 μg/ml α-hDNase1로 보충된 혈장에서의 잔류 DNase 활성을

차단함을 보여준다 (*: p < 0.05 vs. NHD). 도 14C-도 14E는 마우스 및 NHD로부터의 혈장의 일련의 희석액에서

DNase 활성의 비교를 제공한다. 도 14C는, WT 마우스의 총 DNase 활성이 NHD에서보다 대략 10배 높음을 보여준

다. 도 14D는, DNase1l3-/- 마우스로부터의 혈장에서 DNase1 활성이 500 μg/ml 헤파린으로 보충된 인간 혈장보

다  대략  10배  높음을  보여준다.  (DNase1-/-  마우스로부터의  혈장에서  E  DNase1l3  활성은  200  μg/ml  α-

hDNase1로 보충된 인간 혈장보다 대략 10배 높다. (F, G) 시험관내에서의 NET-분해가 도 14F 및 도 14G에 나타

나 있다. 도 14F는, NHD 단독으로부터의 또는 200 μg/ml α-hDNase1로 보충된 혈장, TMA 환자로부터의 혈장,

및 WT, DNase1-/-, 및 DKO 마우스로부터의 혈장과 인큐베이션된 활성화된 호중구를 나타낸다 (스케일 바: 200

μm). 도 14G는 지시된 공급원으로부터의 혈장과 인큐베이션된 활성화된 호중구의 상청액 중의 무세포 DNA를 나

타낸다 (§: p < 0.001 vs. NHD). 인간 혈장에 의한 시험관내 NET-분해는 DNase1에 의존한다 (인간 혈장에서

DNase1l3은 NET를 분해하기에 충분하지 않음).

도 15A-도 15C는 DNase1/DNasel3-/- 마우스의 대안적 균주에서 만성 호중구증가증의 치명적인 과정을 나타낸다.

DNase1-/- 마우스의 대안적 균주 (실시예 1의 방법 참조)를 DNase1l3-/- 마우스와 교차시켜 조합 결핍을 갖는

마우스를 생성하였다. 도 15A는 WT (N=9), DNase1-/- (D1-/-, N=5), 및 DNase1/DNase1l3-/- 마우스 (D1/D1L3-

/-, N=5)에서의 호중구증가증의 생존율 곡선을 제공한다. 만성 호중구증가증을 CSF3-발현 플라스미드 (CSF3)의

주사에 의해 유도하였다. 도 15B는 폐 섹션의 헤마톡실린 및 에오신 염색 (H&E)을 제공한다. 화살표는 D1/D1L3-

/-  마우스에서  헤마톡실린  양성  클롯을  가리킨다.  스케일  바:  500  μm.  도  15C는  대조군  플라스미드

(CSF3/Ctrl,  N=6),  DNase1  (CSF3/D1,  N=5),  또는  DNase1l3  (CSF3/D1L3,  N=6)으로의  CSF3을  공동발현하는

D1/D1L3-/- 마우스의 생존율을 제공한다. 통계: 로그-랭크 시험; § P < 0.001.

도 16A-도 16B는 시험관내에서 DNase1 및 DNase1L3의 과다활성 변이형을 규명하기 위한 스크리닝 접근을 나타낸
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다. 도 16A는, DNase의 라이브러리가 야생형 DNase1L3 (I, D1L3), 야생형 DNase1 (II, D1), 및 그의 변이형을

포함하였음을 보여준다. D1 및 D1L3 변이형은 D1L3으로부터 D1 (III, D1
V
) 및 D1로부터 D1L3 (IV, D1L3

V
)으로의

전달에 의해 디자인되었다. DNase 활성을, 기질로서, 고분자량 (HMW) DNA, dsDNA 및 크로마틴의 분해를 사용하

여 시험하였다. 도 16B에서, 지모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었다. dsDNA 분해 활성은

직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예: D1, 0.0005 ng). D1

은 D1L3에 비해 대략 100배 더 효율적으로 dsDNA를 분해한다. 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스

겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과

상관됨)을 나타낸다. D1L3은 D1에 비해 대략 100배 더 효율적으로 크로마틴을 분해한다. 10:1 또는 1:1 (m/m)의

비율에서, D1 및 D1L3은 크로마틴의 분해에서 상승적 효과를 나타낸다.

도 17은 인간 DNase1 (서열 번호: 1) 및 인간 DNase1L3 (서열 번호: 2)의 아미노산 서열 정렬을 나타낸다. 신호

펩티드, 보존 아미노산, D1L3의 가변 영역에서의 부가적 아르기닌- 및 리신-잔기, 및 D1L3의 C-말단 테일이 강

조되어 있다. 시퀀스 룰러는 아미노산 위치를 나타낸다.

도 18은 단지 DNase1L3 중에 존재하는 아르기닌- 및 리신-잔기의 목록을 나타낸다. DNase1에서의 상응하는 아미

노산 및 DNase1에서의 아미노산 치환이 나타나 있다. 괄호 안의 숫자는 신호 펩티드가 없는 성숙 단백질에서의

아미노산 위치이다. D1L3의 C-말단 테일에 위치하는 아르기닌- 및 리신-잔기는 레인 29-37에 나타나 있다. 본

출원은 37개의 가능한 DNase1 변이형 중 22개를 시험하였다.

도 19는 도 18에 열거된 단일 아르기닌 및 리신 아미노산 치환을 갖는 DNase1 변이형의 특성화를 나타낸다. 지

모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 소화된 크로

마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또는 저분자량 DNA

로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관됨)을 나타낸다. 크로마틴 분해 활성 증가를 유발하는 아미노산 치

환이 청색으로 강조되어 있다. 이러한 효과가 없는 샘플은 밝은 청색으로 나타나 있다.

도 20은 인간 DNase1 (서열 번호: 1), 마우스 DNase1 (서열 번호: 3), 래트 DNase1 (서열 번호: 4), 및 인간

DNase1L3 (서열 번호: 2)의 아미노산 서열 정렬을 나타낸다. 시퀀스 룰러는 아미노산 위치를 나타낸다. 신호 펩

티드는 회색으로 강조되어 있다. 마우스/래트 DNase1 및 인간 DNase1L3 중에 존재하는, 그러나 인간 DNase1 중

에는 존재하지 않는 양이온성 아미노산 잔기 (아르기닌: R, 리신: K)가 강조되어 있다. 4개의 이러한 R/K-잔기

는 마우스 DNase1  (Q31R,  Q49K,  Q79R,  W209R)에서 나타난다. 래트 DNase1은 2개의 부가적 R/K-잔기 (Q177K,

G262K)를 함유한다.

도 21A-도 21B는 뮤린과 인간 DNase1의 비교를 나타낸다. (도 21A) 지모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해

활성을 나타낸다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰

을 나타낸다 (예: Ctrl). 뮤린 DNase1 (mD1) 및 인간 DNase1 (D1)은 유사한 수준의 dsDNA 분해 활성을 나타낸

다. 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또

는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관됨)을 나타낸다. 뮤린 DNase1 (mD1)은 인간 DNase1

(D1)에 비해 더 큰 크로마틴 분해 활성을 나타낸다. (도 21B) 인간 DNase1로의 유전자 치료는 NET에 의한 치명

적인 혈관으로부터의 단지 부분적 보호를 제공한다. 부수적 혈관내 NET-형성을 갖는 만성 호중구증가증이 Csf3

의 간 발현에 의한 것과 같이 유도되었고, 이는 G-CSF로 코딩된다. 데이터는 Csf3-발현 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/- 
마

우스의 생존율 곡선을 나타낸다. 동물에게 Csf3 및 비어있는 대조군 벡터 (Ctrl, N = 6), Csf3과 인간 DNase1의

혼합물 (hDnase1, N = 12), 및 Csf3 및 뮤린 DNase1 (mDnase1, N = 5)을 주사하였다. P-값을 로그-랭크 시험을

사용하여 계산하였다.

도 22A-도 22B는 생체내 및 시험관내에서의 설치류-유사 인간 DNase1-변이형의 특성화를 나타낸다. (도 20A) 설

치류-유사 DNase1-변이형으로의 유전자 치료는 NET에 의한 치명적인 혈관으로부터 완전한 보호를 제공한다. 부

수적 혈관내 NET-형성을 갖는 만성 호중구증가증이 Csf3의 간 발현에 의한 것과 같이 유도되었고, 이는 G-CSF로

코딩된다. 데이터는 Csf3-발현 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/- 
마우스의 생존율 곡선을 나타낸다. 동물에게 Csf3 및 비어있

는 대조군 벡터 (Ctrl, N = 6), Csf3과 인간 DNase1의 혼합물 (hDnase1, N = 12) (도 21에 나타냄)을 주사하였

다. Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스의 제3 그룹은, 4개 아미노산 돌연변이 Q31R/Q49K/Q79R/W209R을 함유하는 뮤린-

유사 DNase1-변이형으로 코딩하는 유전자 (Q31R/Q49K/Q79R/W209R, N = 6) 및 Csf3으로의 주사를 수용하였다.

Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스의 제4 그룹은, 6개 아미노산 돌연변이 Q31R, Q49K, Q79R, Q177K, W209R, 및 G262K
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를 함유하는 래트-유사 DNase1-변이형으로 코딩하는 유전자 (Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K,  N  =  6)  및

Csf3으로의 주사를 수용하였다. P-값을 로그-랭크 시험을 사용하여 계산하였다. (도 22B) 지모그래피는 어두운

원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은 작은

흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예: Ctrl). 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전기이동

(AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관됨)을

나타낸다.  인간  DNase1의  뮤린-유사  변이형  (Q31R/Q49K/Q79R/W209R),  및  인간  DNase1의  래트-유사  변이형

(Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K)은 야생형 인간 DNase1에 비해 유사한 dsDNA를 나타내지만 보다 큰 크로마

틴 분해 활성을 나타낸다.

도 23은 인간 DNase1 (D1, 서열 번호: 1) 및 인간 DNase1L3 (D1L3, 서열 번호: 2)의 아미노산 서열 정렬을 나

타낸다. 시퀀스 룰러는 아미노산 위치를 나타낸다. 공개된 돌연변이를 갖는 D1의 아미노산이 강조되어 있다. 인

간 D1L3은 인간 DNase1에서의 기능획득과 관련된 3개의 돌연변이 (Q31R/T227K/A136F) 및 증가된 활성과 관련된

4개의 돌연변이를 함유한다.

도 24A-24B는 돌연변이 Q31R,  T227K,  및/또는 A136F를 갖는 DNase1  변이형 (D1
V
)의 특성화를 나타낸다. (도

24A) 트랜스펙션된 HEK293 세포의 배양물 상청액을 분석하였다. 야생형 DNase1 (D1) 및 DNase1L3 (D1L3)으로

트랜스펙션된 HEK 세포를 대조군으로서 제공하였다. 지모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었

다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다

(예: Ctrl). 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다

낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관됨)을 나타낸다. 3개 아미노산 돌연변이

Q31R/T227K/A136F를 특징으로 하는 D1
V
는, Q31R, T227K, A136F, 또는 Q31R/T227K를 특징으로 하는 D1 및 D1

V
에

비해 유사한 dsDNA 분해 활성, 그러나 보다 큰 크로마틴 분해 능력을 갖는다. (도 24B) 과다활성 D1
V
로의 유전

자 치료는 NET에 의한 치명적인 혈관으로부터의 완전한 부분적 보호를 제공한다. 부수적 혈관내 NET-형성을 갖

는 만성 호중구증가증이 Csf3의 간 발현에 의한 것과 같이 유도되었고, 이는 G-CSF로 코딩된다. 데이터는 Csf3-

발현 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스의 생존율 곡선을 나타낸다. 동물에게 Csf3 및 비어있는 대조군 벡터 (Ctrl, N

=  6),  Csf3과 인간 DNase1의 혼합물 (hDnase1,  N  =  12)  (도 21에 나타냄)을 주사하였다. 추가로, Dnase1
-/-

Dnase1l3
-/-
 마우스는, 삼중 아미노산 돌연변이 Q31R/T227K/A136F (Q31R/T227K/A136F, N = 6)를 함유하는, 인간

DNase1-변이형으로 코딩하는 유전자 및 Csf3으로의 주사를 수용하였다. P-값을 로그-랭크 시험을 사용하여 계산

하였다.

도 25는 돌연변이 Q31R/T227K/A136F를 특징으로 하는 야생형 DNase1 (D1) 및 DNase1-변이형 (D1
V
)의 비교를 나

타낸다. 정제된 단백질을 지시된 양으로 분석하였다. 지모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내

었다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다

(예: 0 ng). 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다

낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관됨)을 나타낸다. 돌연변이 Q31R/T227K/A136F

를 특징으로 하는 DNase1-변이형은 야생형 DNase1에 비해 대략 10-20배 더 효율적으로 크로마틴을 분해한다.

도 26은 아미노산 돌연변이 A164K, A136F, 및 A164K/A136F를 갖는 DNase1 변이형 (D1
V
)과 야생형 DNase1 (D1)

및 야생형 (D1L3)의 비교를 나타낸다. 트랜스펙션된 HEK 세포의 배양물 상청액을 분석하였다. 지모그래피는 어

두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은

작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예: Ctrl). 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전

기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관

됨)을 나타낸다. A136F/A164K를 특징으로 하는 DNase1-변이형이 크로마틴을 가장 효율적으로 분해한다.

도 27A-도 27B는 돌연변이 A226_T227insK를 갖는 DNase1 변이형의 개발을 나타낸다. (도 26A) 인간 DNase1 (서

열  번호:  1)  및  인간  DNase1L3  (서열  번호:  2)의  아미노산  서열  정렬.  시퀀스  룰러는  아미노산  위치를

나타낸다. DNase1L3에서의 중요 아르기닌 잔기가 강조되어 있다. DNase1와 DNase1L3 사이의 공유 아미노산이 강

조되어 있고, 이는 DNase1의 아미노산 서열 ATP를 DNase1L3의 VKKS로 교체하기 위한 앵커로서 작용한다. (도

26B) 지모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성

을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예: Ctrl). 겔을 야생형 DNase1 (D1), 돌연변
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이  A226_T227insK를  특징으로  하는  DNase1  변이형  (D1
V
),  T227K,  및  A226_P228delinsVKKS로  로딩하였다.

A226_T227insK는 감소된 dsDNA 분해 활성과 관련되지만, A226_P228delinsVKKS는 그렇지 않다.

도  28은  인간  DNase1  [4AWN]의  구조를  나타낸다.  N-말단  베타-시트  및  C-말단  베타-시트  및  모티브

S272/D273/H274 (D1-단백질 패밀리 구성원에서 보존됨)가 강조되어 있다.

도 29는 상동 단백질의 빌딩 블록 엔지니어링의 개념을 나타낸다. 기술은, 공여자와 수용자 단백질 사이에서,

보존된 단일 또는 다중 가변 아미노산에 의해 플랭킹된, 단일 또는 다중 가변 아미노산을 전달한다.

도 30은 마우스 (서열 번호: 3 및 34), 래트 (서열 번호: 4 및 35), 침팬지 (서열 번호: 36 및 37), 및 인간

(서열 번호: 1 및 2)의 DNase1 및 DNase1L3의 아미노산 서열 정렬을 나타낸다. N-말단 신호 펩티드 및 보존 아

미노산이 강조되어 있다. 가변 아미노산은 강조되어 있지 않고, DNase1로부터 DNase1L3으로, 또한 그 반대로 전

달될 수 있는 빌딩 블록으로서 작용한다. 약어: AA, 아미노산.

도 31A-도 31B는 인간 DNase1 (D1) 및 인간 DNase1L3 (D1L3)에서의 빌딩 블록의 목록을 나타낸다. 도 31A는,

각각 N- 및 C-앵커로서 작용하는, D1 및 D1L3에서 보존된 아미노산을 나타낸다. 빌딩 블록은 D1 및 D1L3에서의

가변 아미노산이다. D1L3으로부터 D1로 빌딩 블록을 전달하는 돌연변이가 나타나 있다. 도 31B는 D1L3에서의 N-

및 C-앵커를 나타낸다. D1로부터 D1L3으로 빌딩 블록을 전달하는 돌연변이가 열거되어 있다. AA: 아미노산.

도 32는 상동 단백질의 빌딩 블록 엔지니어링의 적용을 나타낸다. 적용은 초기 스크리닝 단계로서, 상동 공여자

와 수용자 단백질 사이의 빌딩 블록의 클러스터의 전달을 사용한다. 추가의 임의적 단계는 개별 빌딩 블록의 전

달, 그 후 개별 아미노산의 전달이다. 최종 단계 (나타내지 않음)에서는, 다중 아미노산, 빌딩 블록, 및 빌딩

블록 클러스터가 조합되어 키메라 효소를 변성시킬 수 있다.

도 33은 DNase1L3 (D1L3)으로부터의 빌딩 블록을 특징으로 하는 DNase1 변이형 (D1
V
)의 특성화를 나타낸다. 지

모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지

않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예: Ctrl). 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아

가로스 겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해

활성과 상관됨)을 나타낸다. 크로마틴 분해 활성 증가를 유발하는 빌딩 블록 치환이 어두운 음영으로 강조되어

있다. 이러한 효과를 갖지 않는 샘플은 밝은 음영으로 나타나 있다. 빌딩 블록 11, 12-14, 26, 41-48, 및 49의

조합을 특징으로 하는 DNase1 변이형은 야생형 DNase1L3과 유사한 크로마틴 분해 활성을 나타낸다.

도 34A-도 34B는 야생형 DNase1L3의 C-말단 테일을 갖지 않는 DNase1L3 변이형의 개발을 나타낸다. 도 34A는 인

간 DNase1 (서열 번호: 1) 및 인간 DNase1L3 (서열 번호: 2)의 아미노산 서열 정렬을 나타낸다. 시퀀스 룰러는

아미노산 위치를 나타낸다. DNase1L3의 C-말단 테일이 강조되어 있고, 그의 핵 국소화 신호가 박스화되어 있다.

DNase1과 DNase1L3 사이의 공유 아미노산이 지시되어 있다. 보존 SDH 모티브 후에 위치하는 아미노산은 DNase1

과 DNase1L3 사이에서 빌딩 블록 클러스터 60-62가 교환되었다. 도 34B는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을

나타내는 지모그래피를 보여준다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스

폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예: Ctrl). 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전기이동 (AGE)

은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관됨)을 나타낸

다. 겔을 야생형 DNase1 (D1), D1로부터의 BB 클러스터 60-62를 특징으로 하는 DNase1 변이형 (D1
V
), D1로부터

의 BB 클러스터 60-62를 특징으로 하는 DNase1L3 변이형 (D1L3
V
)으로 로딩하였고, 2개 돌연변이 (K301A, K303

A)를 갖는 D1L3
V
은 NLS2를 불활성화시키도록 구성되었다. D1로부터의 BB 클러스터 60-62를 갖는 D1L3

V
는 야생형

D1L3에 비해 증가된 크로마틴 분해 활성을 나타내었다.

도 35A-도 35B는 글리코실화된 DNase1L3 변이형 (D1L3
V
)의 개발을 나타낸다. 도 35A는 인간 DNase1 (서열 번호:

1) 및 인간 DNase1L3 (서열 번호: 2)의 아미노산 서열 정렬을 나타낸다. 시퀀스 룰러는 아미노산 위치를 나타낸

다. DNase1의 글리코실화 모티브 N40-X-T42 및 N128-X-T130이 강조되어 있다. 자리는 빌딩 블록 (BB) 4 및 빌

딩 블록 클러스터 (BB) 23-25의 부분이다. DNase1과 DNase1L3 사이의 관련 공유 아미노산이 강조되어 있다. (도

35B) 지모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA 분해 활성을 나타내었다. dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성

을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예: Ctrl). 소화된 크로마틴으로부터 단리된

DNA의 아가로스 겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의 보다 낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로

마틴  분해  활성과  상관됨)을  나타낸다.  겔을  야생형  DNase1L3  (D1L3),  D1로부터의  BB  4를  특징으로  하는
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DNase1L3 변이형 (D1L3
V
), 및 D1로부터의 BB 클러스터 23-25를 특징으로 하는 DNase1L3 변이형 (D1L3

V
)으로 로

딩하였다. D1L3에 대한 항체로의 웨스턴 블롯 (WB)은, D1L3
V
가 증가된 양의 보다 큰 단백질을 나타냄을 검출하

였다. 글리코실화된 DNase1L3 변이형 (D1L3
V
)은 그의 크로마틴 분해 능력을 보유하였다.

도 36A-도 36F는 생체내에서의 NET에 대한 DNase1L3 (서열 번호: 2) 및 그의 변이형 (서열 번호: 17)의 치료적

효과를 나타낸다. 도 36A는 심실 내의 NET의 헤마톡실린-풍부 및 치밀 클롯을 갖는 마우스 심장의 H&E 염색을

나타낸다. 도 36B는, NET에 의한 혈관 폐색을 일으키는, NET의 유도로 시작하는 시간 라인을 나타낸다. 혈뇨 및

저체온증은 생체내 NET-클롯에 대한 외부적 징후이다. (도 36C) 실험 디자인의 개요: Csf3을 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-

/-
에서 발현시켜 NET의 혈관 클롯을 유도하였다. 혈뇨 및 저체온증을 나타낸 마우스를 비히클 (N = 3), 도르나제

알파 (D1, N = 3), 정제된 DNase1L3 (D1L3, N = 3), 또는 정제된 DNase1L3 변이형 (서열 번호: 17, D1L3
V
, N =

3)의 주사에 의해 랜덤화하였다. 30분 후 폐 및 혈청을 수집하였다. 식염수 또는 D1은 아니었지만, D1L3 또는

D1L3
V
로의 치료는, 폐에서 NET에 의한 혈관 폐색을 현저히 감소시켰고 (도 36D), 혈청 중의 DNA의 수준을 증가

시켰다 (도  36E).  도  36F는  D1L3  치료를 수용한 마우스로부터의 혈청에서의 올리고-뉴클레오솜을 나타낸다.

D1L3
V
를 수용한 마우스는 보다 작은 모노- 및 디-뉴클레오솜을 나타내었다. D1 치료를 수용한 마우스의 혈청으

로부터의 DNA 단리물은 다양한 크기의 희미한 DNA 도말을 나타내었지만, 비히클로 주사된 마우스의 혈청으로부

터 DNA가 단리될 수 있었다.

도 37A-도 37C는 허혈-재관류 (IR) 손상의 래트 모델에서의 DNase1L3 변이형 (서열 번호: 17)의 치료적 효과를

나타낸다. (FIG: 37A) 실험 디자인의 개요: 수컷 야생형 래트의 1개 고환에 고환 비틀림이 적용되었다. 절차는

허혈성 조직 손상을 유발한다. 마우스를 랜덤화하였다. 고환의 비틀림-교정(de-torsion)을 수행한 후, 비히클

(N = 6), 도르나제 알파 (D1, N = 6), 또는 정제된 DNase1L3 변이형 (서열 번호: 17, D1L3
V
, N = 6)을 주사하였

다. 7일 후 비처리된 및 허혈 고환을 수집하였다. 도 37B는, 식염수 또는 D1은 아니었지만, D1L3
V
로의 치료는

허혈 고환에서 위축을 현저히 감소시켰음을 보여준다. 도 37C에서는 거시적 조직 손상을 정량화하였다. 모든 비

처리된 고환은 갈색을 띠고 혈관화되었고, 이는 건강 조직 (Ctrl, 스코어: 0)을 나타낸다. 고환 비틀림 후 재관

류는 조직을 손상시켰고, 이는 백색을 띠었다 (IR, 스코어: 4). 식염수 또는 D1은 아니었지만, D1L3
V
로의 치료

는 조직 손상을 실질적으로 감소시켰고, 4/6 고환은 손상 징후를 나타내지 않았다. 스케일 바: 1cm.

도 38A-도 38C는 DNase1, DNase1L3, 및 그의 변이형의 발현 수준을 나타낸다. (도 38A) 야생형 DNase1 (D1),

그의 변이형 (D1
V
, 서열 번호: 7), 야생형 D1L3, 및 그의 변이형 (D1L3

V
, 서열 번호: 17)을 생성하는 CHO 세포

의 안정적 풀을 생물반응기에서 배양하였다. 샘플을 주기적으로 수집하고, 웨스턴 블롯에 의해 분석하였다. D1

및 D1
V
의 발현, 그러나 단지 낮은 수준의 D1L3 및 D1L3

V
가 검출되었다. (도 38B) D1L3 및 D1L3

V
의 강력한 발현이

피키아 파스토리스에서 달성되었다. (도 38C)  지모그래피는 어두운 원으로서 dsDNA  분해 활성을 나타내었다.

dsDNA 분해 활성은 직경과 상관된다. 활성을 갖지 않는 샘플은 작은 흑색 스폿으로서 로딩 웰을 나타낸다 (예:

D1L3, 0.0005 ng). 소화된 크로마틴으로부터 단리된 DNA의 아가로스 겔 전기이동 (AGE)은 고분자량 DNA로부터의

보다 낮은 또는 저분자량 DNA로의 이동 (이는 크로마틴 분해 활성과 상관됨)을 나타낸다. D1L3
V
는 D1L3에 비해

대략 10배 더 효율적으로 크로마틴을 분해하였다.

도 39는 본 개시내용에 따른 특정 DNase 변이형을 나타낸다. 신호 펩티드를 갖는 DNase1 및 DNase1L3에서의 아

미노산 돌연변이 뿐만 아니라 신호 펩티드가 없는 성숙 단백질이 열거되어 있다. 빌딩 블록 엔지니어링을 사용

하여 생성된 돌연변이는 "+"로 표시되어 있고, 빌딩 블록은 괄호 안에 나타나 있다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 호중구 세포외 트랩 (NET) 축적 및/또는 방출을 특징으로 하는 병태의 치료에 유용한 엔지니어링된[0027]

DNase 단백질, DNase1-단백질 패밀리의 구성원 (DNase1-유사 3 및 DNase1 포함)을 제공한다. 일부 양태에서, 본

발명은 NET가 관여되는 혈관 폐색의 예방 또는 치료를 위한 조성물 및 방법을 제공한다. 본원에서 입증되는 바

와 같이, NET는 피브린 및 혈소판에 의존하지 않는 혈관 폐색에 대한 비정규적인 메커니즘에 참여한다.

본원에서 사용되는 바와 같이, 용어 "호중구 세포외 트랩" 또는 "NET"는, 호중구, 단핵구, 대식세포, 호염기구,[0028]
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호산구, 비만 세포, 암 세포, 손상된 세포 (예: 손상된 내피 세포) 등과 같은 (이에 제한되지는 않음) 세포에

의해 형성된 세포외 DNA를 포함하는 임의의 세포외 트랩 ("ET")을 지칭한다. 문맥에서 달리 지시하지 않는 한,

용어 NET 및 ET는 본원에서 상호교환가능하게 사용된다.

인간 및 마우스의 순환에서 나타나는 2종의 세포외 DNase 효소, DNase1 (D1) 및 DNase1-유사 3 (D1L3)이 존재[0029]

한다. 이들 효소는 시험관내 및 생체내에서 NET를 분해하는 이들의 능력 및 메커니즘에 있어 결핍될 수 있고,

인간 및 마우스에서 비교적 저농도로 나타난다. 자연 효소는 재조합 치료, 또한 특히 전신 치료를 위한 이상적

인 물리적, 효소적, 및/또는 약역학적 특성을 갖지 않는다.

D1 및 D1L3은, DNase1-유사 1 (D1L1) 및 DNase1-유사 2 (D1L2)와 함께, DNase1-단백질 패밀리에 속한다. D1 및[0030]

D1L3은, 인간, 영장류, 및 설치류를 포함한 다양한 종에서 발현된다. 인간 및 마우스에서, D1 및 D1L3은 49-52%

의 단백질 유사성을 나타낸다. 그러나, 이들의 상동성에도 불구하고, D1 및 D1L3은 세포 기원, 억제제에 대한

민감성, 및 기질 친화도에 있어 상이하다. D1은 우선적으로 무단백질 DNA (예: 박테리아 DNA, 플라스미드 DNA)

를 분열시키지만, D1L3은, 진핵 세포의 핵에서 통상적으로 나타나는, DNA 및 히스톤의 복합체, 크로마틴을 표적

화한다. D1 활성은 단량체 액틴으로의 결합에 따라 억제되고, 이는 생리학적 염 농도에 민감하다. 추가로, D1은

N40 (신호 펩티드가 없는 성숙 효소에서 N18에 상응함) 및 N128 (N106)에서 글리코실화되고, 이는 효소를 혈청

프로테아제에 의한 불활성화에 대해 저항성으로 만든다. 반면, D1L3은 글리코실화 및 액틴-결합 자리가 없고,

이는 각각 여러 프로테아제에 대한 그의 감수성 및 액틴에 대한 저항성을 유발한다.

일부 양태에서, 본 발명은, 예를 들어, 대상체에서의 NET 축적을 감소시키거나 예방하기 위해, 치료용으로 보다[0031]

적합한 물리적, 약역학적, 및/또는 효소적 특성을 갖도록 엔지니어링된 D1L3 변이형을 제공한다. 다양한 구현예

에서, 본 발명은 하나 이상의 글리코실화, 증가된 기질 친화도를 제공하는 하나 이상의 아미노산 변경, 핵 국소

화 신호의 불활성화, C-말단 테일의 전부 또는 일부의 결실, 페길화(pegylation), 및 담체 단백질 또는 모이어

티에 대한 융합을 포함하는 재조합 D1L3 변이형을 제공한다. 다양한 구현예에서, D1L3 변이형은, 서열 번호: 2

의 야생형 D1L3 단백질에 비해, 증가된 단백질 안정성, 증가된 프로테아제-저항성, 증가된 생체이용률, 순환에

서 증가된 반감기, 및/또는 실질적으로 동일한 또는 보다 우수한 DNA 및/또는 크로마틴 및/또는 NET-분해 활성,

시험관내 발현 시스템 (예: 차이니즈 햄스터 난소 세포 및/또는 피키아 파스토리스)에서의 보다 높은 생성 수준

을 갖는다.

다양한 구현예에서, D1L3 변이형은, 본원에 기재된 바와 같은 서열 번호: 2에 대한 하나 이상의 아미노산 변형[0032]

을 갖는, 서열 번호: 2의 아미노산 서열에 의해 정의된 효소와 적어도 80% 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을

포함한다. 일부 구현예에서, D1L3 변이형은 서열 번호: 2에 의해 정의된 DNase 효소와 적어도 90%, 또는 적어도

95%, 또는 적어도 97%, 또는 적어도 98% 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포함한다.

본원에서 사용되는 바와 같이, 야생형 DNase 효소와의 서열 동일성을 언급할 때, 또한 달리 언급되지 않는 한,[0033]

서열은 신호 펩티드가 없는 성숙 효소를 지칭한다. 또한, 달리 언급되지 않는 한, 아미노산 위치는, 명확성을

위해, 신호 펩티드를 포함한, 완전 번역된 DNase 서열에 대하여 번호부여된다. 따라서, 예를 들어, 서열 번호:

2의  효소와의  서열  동일성의  언급은  N-말단에서  M21을  갖는  성숙  효소와의  퍼센트  동일성을  지칭한다.

유사하게, 서열 번호: 1의 효소 (인간 D1)와의 서열 동일성의 언급은 N-말단에서 L23을 갖는 성숙 효소와의 퍼

센트 동일성을 지칭한다.

뉴클레오티드 및 아미노산 서열의 유사성, 즉 서열 동일성의 백분율은, 당업계에 공지된 서열 정렬을 통해 결정[0034]

될 수 있다. 이러한 정렬은 여러 당업계에 공지된 알고리즘, 예컨대 카를린(Karlin) 및 알츠슐(Altschul)의 수

학 알고리즘 (Karlin & Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), hmmalign (HMMER 패키

지, http://hmmer.wustl.edu/)  또는 CLUSTAL  알고리즘 (Thompson,  J.  D.,  Higgins,  D.  G. & Gibson, T. J.

(1994)  Nucleic  Acids  Res.  22,  4673-80)으로  수행될  수  있다.  예시적  알고리즘은 문헌 [Altschul  et  al

(1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410]의 BLASTN 및 BLASTP 프로그램에 도입되어 있다. BLAST 프로그램 활용시,

각각의 프로그램의 디폴트 파라미터가 사용된다.

일부 구현예에서, 재조합 D1L3 단백질 변이형은 하나 이상의 글리코실화 공통 서열, 예를 들어, NX(T/S)를 포함[0035]

한다. 인간 야생형 효소 (서열 번호: 2)는 공통 글리코실화 서열을 함유하지 않는다. 그러나, 글리코실화 공통

서열의 D1L3으로의 엔지니어링은 효소 활성에 대한 실질적인 영향 없이 글리코실화 (및 프로테아제 저항성)를

제공한다. 일부 구현예에서, 글리코실화 공통 서열은 야생형 서열 (예: 서열 번호: 2)로부터의 D38N 치환 및

N40T  또는 N40S  치환, 및/또는 A127N  치환 및 V129T 또는 V129S 치환을 포함한다. 일부 구현예에서, 재조합

D1L3 효소는 1, 2, 3, 또는 4개의 글리코실화 자리를 갖는다. 공통 서열은 단백질의 효소 활성에 영향을 주지
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않는 위치에서 단백질 내로 도입될 수 있고, 일부 구현예에서는 효소의 구조 유지를 위해 중요한 효소의 부분

근처 (예를 들어, 아미노산 25 내지 289 이내, 또한 일부 구현예에서, 아미노산 24 내지 150 이내)에 위치한다.

일부 구현예에서, 본 발명은 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열과 적어도 80% 동일한 아미노산[0036]

서열을 포함하는 DNase 효소를 제공하며, 여기서 효소는 서열 번호: 2의 위치 38 및/또는 위치 127에 상응하는

위치에서 아스파라긴의 치환을 갖고, N38 및/또는 N127은 글리코실화된다. 일부 구현예에서, 위치 38 및/또는

127에서의 치환은 본원에 기재된 바와 같은 서열 번호: 1로부터의 빌딩 블록 치환을 통해 이루어진다.

다양한 구현예에서, 하나 이상의 글리코실화를 갖는 D1L3 변이형은 야생형 D1L3 단백질 (서열 번호: 2)에 비해[0037]

혈청 프로테아제 분해에 대한 증가된 저항성 및/또는 증가된 혈청 반감기를 나타낸다.

일부 구현예에서, D1L3 단백질 변이형은 핵 국소화 신호 (NLS)의 불활성화를 포함한다. D1L3은, 둘 다 아팝토시[0038]

스 동안 효소를 핵에 대해 표적화하는 2개의 핵 국소화 자리 (NLS1, NLS2)를 특징으로 한다. 실로, D1L3은 생체

내에서 아팝토시스 및 괴사성 세포에서 핵 DNA의 단편화를 위해 요구된다. NLS1은 N-말단 근처 (서열 번호: 2에

대하여 대략 아미노산 위치 80 내지 96)에 위치한다. NLS2 (서열 번호: 2에 대하여 아미노산 위치 291 내지

304)는 C-말단 테일 (서열 번호: 2에 대하여 아미노산 위치 283 내지 305) 내에 매립되어 있고 이는 D1L3에 있

어 독특하고 D1에는 존재하지 않는다. C-말단 테일은 세포외 DNA의 상이한 기질, 즉 아팝토시스 바디 내의 지질

-캡슐화된 DNA 및 크로마틴을 분해하기 위해 D1L3에 대해 요구되는 것으로 여겨진다. 지질은 트랜스펙션 동안

DNA를 캡슐화한다. 간단히, cDNA, 무단백질 DNA, 및 양이온성 지질은 표적 세포의 혈장 막을 통해 침투하는 복

합체를 형성한다. D1L3은 트랜스펙션을 방해하고, C-말단 테일이 이 기능에 있어 중요하다. D1L3의 생리학적 기

질은, 아팝토시스 세포로부터의 크로마틴으로 채워진 세포외 지질 소포, 아팝토시스 바디이다. C-말단 테일은

D1L3이  아팝토시스 바디의 지질 막을 통해 침투하고 크로마틴 로드를 분해할 수 있게 한다.  C-말단 테일은

또한, D1L3에 의한 무지질, 세포외 크로마틴의 분해를 위해 요구되는 것으로 여겨진다. 따라서, D1L3에 있어 독

특한 분자적 특징인 C-말단 테일은, D1 및 D1L3의 별개의 기질 친화성의 원인이 되는 것으로 보인다.

하나 이상의 NLS의 불활성화는 순환에서 효소의 유용성 및/또는 활성을 향상시킨다. 일부 구현예에서, NLS 불활[0039]

성화는 NLS1 및/또는 NLS2의 전부 또는 일부의 결실에 의한 것이다. 일부 구현예에서, NLS는 NLS1 및/또는 NLS2

내의 아미노산의 치환 및/또는 결실에 의해 불활성화된다. 일부 구현예에서, NLS2는 전체적으로 또는 부분적으

로 결실된다. 일부 구현예에서, D1L3 단백질 변이형은 C-말단 테일의 전부 또는 일부의 결실, 및/또는 C-말단

테일 내의 하나 이상의 아미노산의 치환을 포함한다.

특정 구현예에서, D1L3 변이형은 NLS1 도메인에서의 하나 이상의, 예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5개, 또는 그 초과의[0040]

아미노산 치환, 부가 (예: 삽입), 또는 결실을 함유한다. NLS2 도메인 또는 그의 일부가 결실될 수 있다. 특정

구현예에서, D1L3 단백질 변이형은 C-말단 테일 도메인에서의 하나 이상의, 예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5개, 또는

그 초과의 아미노산 치환, 부가, 또는 결실을 함유한다. C-말단 테일 도메인 또는 그의 일부가 결실될 수 있다.

다양한 구현예에서, D1L3 단백질 변이형은 C-말단 테일 도메인에 위치하는 NLS2 도메인에서의 하나 이상의, 예

를 들어, 1, 2, 3, 4, 5개, 또는 그 초과의 아미노산 치환, 부가, 또는 결실을 함유한다. NLS2 도메인 또는 그

의 일부가 D1L3 단백질 변이형에서 결실될 수 있다.

다양한 양태에서, 본 발명은, DNase1-단백질 패밀리 구성원의 효소 활성 변이형 (D1 및 D1L3의 변이형 포함)을[0041]

생성하기 위한 DNase1-단백질 패밀리 구성원과 같은 단백질 패밀리의 2개 구성원 사이에서의, "빌딩 블록"이라

불리는 단일 아미노산 또는 다중-인접 아미노산의 전달에 기초한 단백질 엔지니어링 기술을 제공한다. "빌딩 블

록"은 DNase1-단백질 패밀리의 둘 이상의 구성원 사이의 가변적인 아미노산에 의해 정의된다. 이들 가변 아미노

산은 DNase1-단백질 패밀리의 둘 이상의 구성원 사이에서 보존되는 아미노산 ("앵커")에 의해 플랭킹된다. 가변

단일 아미노산 또는 다중 근접 아미노산 ("빌딩 블록")은 보존 단일 아미노산 또는 다중 근접 아미노산 ("앵

커") 사이에 이들을 이식함으로써 DNase1-단백질 패밀리의 구성원 사이에서 교환된다.

이 접근은 본원에서 "빌딩-블록 단백질 엔지니어링"으로서 언급된다. 3개 이상의 아미노산이 전달되는 경우, 아[0042]

미노산의 최대 1/3이 추가로 치환될 수 있다. 예를 들어, 3 또는 6개의 아미노산이 빌딩 블록으로서 전달되는

경우, 각각 1개 또는 최대 2개의 잔기가 추가로 치환될 수 있다. 일부 구현예에서, 4개 이상의 아미노산이 빌딩

블록 치환으로서 전달되는 경우, 전달된 아미노산의 최대 25%가, 예를 들어, 보존적 또는 비보존적 아미노산 변

형을 가지며, 추가로 치환된다. 예를 들어, 4, 8, 또는 12개의 아미노산이 전달되는 경우, (각각) 1, 2, 또는 3

개의 아미노산이 빌딩 블록 치환에서 추가로 치환될 수 있다.

다양한 양태 (상기에 기재된 구현예와 관련된 것 포함)에서, D1L3 변이형은 D1로부터의 적어도 하나의 빌딩 블[0043]
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록 치환을 포함한다. 도 31은 D1과 D1L3 사이의 62개의 빌딩 블록 치환을 나타낸다.

D1로부터의 예시적 빌딩 블록 치환은 하기 중 하나 이상을 포함한다:[0044]

서열 번호: 2의 1-20 (MSRELAPLLLLLLSIHSALA)의, 서열 번호: 1로부터의 1-22 (MRGMKLLGALLALAALLQGAVS)로의 치[0045]

환; 서열 번호: 2의 21-25 (MRICS)의, 서열 번호: 1로부터의 23-27 (LKIAA)로의 치환; 서열 번호: 2의 28-30

(VRS)의, 서열 번호: 1로부터의 30-32 (IQT)로의 치환; 서열 번호: 2의 33-34 (ES)의, 서열 번호: 1로부터의

35-36 (ET)로의 치환; 서열 번호: 2의 36-45 (QEDKNAMDVI)의, 서열 번호: 1로부터의 38-47 (MSNATLVSYI)로의

치환; 서열 번호: 2의 47-51 (KVIK)의, 서열 번호: 1로부터의 49-53 (QILS)로의 치환; 서열 번호: 2의 52 (C)

의, 서열 번호: 1로부터의 54 (Y)로의 치환; 서열 번호: 2의 54-58 (IILVM)의, 서열 번호: 1로부터의 56-60

(IALVQ)로의 치환; 서열 번호: 2의 60-61 (IK)의, 서열 번호: 1로부터의 62-63 (VR)로의 치환; 서열 번호: 2의

63-70 (SNNRICPI)의, 서열 번호: 1로부터의 65-72 (SHLTAVGK)로의 치환; 서열 번호: 2의 72-74 (MEK)의, 서열

번호:  1로부터의 74-76  (LDN)로의 치환;  서열 번호:  2의 77-84  (RNSRRGIT)의,  서열 번호:  1로부터의 79-84

(QDAPDT)로의 치환; 서열 번호: 2의 86 (N)의, 서열 번호: 1로부터의 86 (H)로의 치환; 서열 번호: 2의 88-89

(VI)의, 서열 번호: 1로부터의 88-89 (VV)로의 치환; 서열 번호: 2의 91-92 (SR)의, 서열 번호: 1로부터의 91-

92 (EP)로의 치환; 서열 번호: 2의 96-97 (NT)의, 서열 번호: 1로부터의 96-97 (NS)로의 치환; 서열 번호: 2의

101 (Q)의, 서열 번호: 1로부터의 101 (R)로의 치환; 서열 번호: 2의 103 (A)의, 서열 번호: 1로부터의 103

(L)로의 치환; 서열 번호: 2의 105 (L)의, 서열 번호: 1로부터의 105 (V)로의 치환; 서열 번호: 2의 107-110

(KEKL)의, 서열 번호: 1로부터의 107-110 (RPDQ)로의 치환; 서열 번호: 2의 113-116 (VKRS)의, 서열 번호: 1로

부터의 113-116 (AVDS)로의 치환; 서열 번호: 2의 118 (H)의, 서열 번호: 1로부터의 118 (Y)로의 치환; 서열

번호: 2의 120 (H)의, 서열 번호: 1로부터의 120 (D)로의 치환; 서열 번호: 2의 122-127 (YQDGDA)의, 서열 번

호: 1로부터의 122-128 (GCEPCGN)로의 치환; 서열 번호: 2의 129 (V)의, 서열 번호: 1로부터의 130 (T)로의 치

환; 서열 번호: 2의 131 (S)의, 서열 번호: 1로부터의 132 (N)로의 치환; 서열 번호: 2의 135-136 (FV)의, 서

열 번호: 1로부터의 136-137 (AIV)로의 치환; 서열 번호: 2의 138 (W)의, 서열 번호: 1로부터의 139 (R)로의

치환;  서열 번호:  2의 140-143  (QSPH)의,  서열 번호: 1로부터의 141-144  (FSRF)로의 치환; 서열 번호: 2의

145-148 (AVKD)의, 서열 번호: 1로부터의 146-149 (EVRE)로의 치환; 서열 번호: 2의 150 (V)의, 서열 번호: 1

로부터의 151 (A)로의 치환; 서열 번호: 2의 152 (I)의, 서열 번호: 1로부터의 153 (V)로의 치환; 서열 번호: 2

의 156-157 (TT)의, 서열 번호: 1로부터의 157-158 (AA)로의 치환; 서열 번호: 2의 159-161 (ETS)의, 서열 번

호: 1로부터의 160-162 (GDA)로의 치환; 서열 번호: 2의 163 (K)의, 서열 번호: 1로부터의 164 (A)로의 치환;

서열 번호: 2의 167 (E)의, 서열 번호: 1로부터의 168 (A)로의 치환; 서열 번호: 2의 169-170 (VE)의, 서열 번

호: 1로부터의 170-171 (YD)로의 치환; 서열 번호: 2의 173 (T)의, 서열 번호: 1로부터의 174 (L)로의 치환;

서열 번호: 2의 176-178  (KHR)의,  서열 번호: 1로부터의 177-179  (QEK)로의 치환; 서열 번호: 2의 180-181

(KA)의, 서열 번호: 1로부터의 181-182 (GL)로의 치환; 서열 번호: 2의 183-186 (NFIF)의, 서열 번호: 1로부터

의 184-187 (DVML)로의 치환; 서열 번호: 2의 198-201 (PKKA)의, 서열 번호: 1로부터의 199-202 (RPSQ)로의 치

환;  서열  번호:  2의  203-204  (KN)의,  서열  번호:  1로부터의 204-205  (SS)로의  치환;  서열  번호:  2의  208

(R)의, 서열 번호: 1로부터의 209 (W)로의 치환; 서열 번호: 2의 210 (D)의, 서열 번호: 1로부터의 211 (S)로

의 치환; 서열 번호: 2의 212 (R)의, 서열 번호: 1로부터의 213 (T)로의 치환; 서열 번호: 2의 214 (V)의, 서

열 번호: 1로부터의 215 (Q)로의 치환; 서열 번호: 2의 218 (G)의, 서열 번호: 1로부터의 219 (P)로의 치환; 서

열 번호: 2의 220-221 (QE)의, 서열 번호: 1로부터의 221-222 (SA)로의 치환; 서열 번호: 2의 225-228 (VKKS)

의,  서열 번호: 1로부터의 226-228  (ATP)로의 치환; 서열 번호: 2의 230  (N)의, 서열 번호: 1로부터의 230

(H)로의 치환; 서열 번호: 2의 238-240 (LRG)의, 서열 번호: 1로부터의 238-240 (VAG)로의 치환; 서열 번호: 2

의 241-246 (QEIVSS)의, 서열 번호: 1로부터의 241-246 (MLLRGA)로의 치환; 서열 번호: 2의 250 (K)의, 서열

번호: 1로부터의 250 (D)로의 치환; 서열 번호: 2의 252-254 (NSV)의, 서열 번호: 1로부터의 252-254 (ALP)로

의  치환;  서열  번호:  2의  256  (D)의,  서열  번호:  1로부터의  256  (N)로의  치환;  서열  번호:  2의  259-260

(KA)의, 서열 번호: 1로부터의 259-260 (AA)로의 치환; 서열 번호: 2의 262 (K)의, 서열 번호: 1로부터의 262

(G)로의 치환; 서열 번호: 2의 264-267 (TEEE)의, 서열 번호: 1로부터의 264-267 (SDQL)로의 치환; 서열 번호:

2의 269-271 (LDV)의, 서열 번호: 1로부터의 269-271 (QAI)로의 치환; 서열 번호: 2의 275 (F)의, 서열 번호:

1로부터의 275 (Y)로의 치환; 서열 번호: 2의 279-280 (FK)의, 서열 번호: 1로부터의 279-280 (VM)로의 치환;

및 서열 번호: 2의 282-305 (QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS)의, 서열 번호: 1로부터의 282 (K)로의 치환.

D1로부터의 이들 빌딩 블록 치환은 하기 돌연변이 중 하나 이상을 특징으로 하는 D1L3의 변이형을 제공한다:[0046]

M1_A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS,  M21_S25delinsLKIAA,  V28_S30delinsIQT,  E33_S34delinsET,

Q36_I45delinsMSNATLVSYI,  K47_K50delinsQILS,  C52Y,  I54_M58delinsIALVQ,  I60_K61delinsVR,
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S63_I70delinsSHLTAVGK,  M72_K74delinsLDN,  R77_T84delinsQDAPDT,  N86H,  V88_I89delinsVV,  S91_R92delinsEP,

N96_T97delinsNS,  Q101R,  A103L,  L105V,  K107_L110delinsRPDQ,  V113_S116delinsAVDS,  H118Y,  H120D,

Y122_A127delinsGCEPCGN,  V129T,  S131N,  135F_136VdelinsAI,  W138R,  Q140_H143delinsFSRF,

A145_D148delinsAVKD,  V150A,  I152A,  T156_T157delinsAA,  E159_S161delinsGDA,  K163A,  E167A,

V169_E170delinsYD,  T173L,  K176_R178delinsQEK,  K180_A181delinsGL,  N183_F186delinsDVML,

P198_A201delinsRPSQ,  K203_N204delinsSS,  R208W,  D210S,  R212T,  V214Q,  G218P,  Q220_E221delinsSA,

V225_S228delinsATP, N230H, L238_R239delinsVA, Q241_S246delinsMLLRGA, K250D, N252_V254delinsALP, D256N,

K259_A260delinsAA,  K262G,  T264_E267delinsSDQL,  L269_V271delinsQAI,  F275Y,  F279_K280delinsVM,

Q282_S305delinsK.

용어 "delins"는, 결실 자리에서의 아미노산 또는 아미노산의 서열의 삽입을 갖는, 2개의 지시된 아미노산을 포[0047]

함한 이들 사이의 결실을 지칭한다. 예를 들어, 표기 E91_P92delinsSR은, E91 내지 P92의 아미노산이 결실되고

아미노산 SR이 결실 자리에 삽입됨을 의미한다 (예: 생성된 아미노산 서열은 S91 및 R92를 가질 것임).

용어 "ins"는 2개의 지시된 아미노산 사이의 아미노산의 삽입을 지칭한다. 예를 들어, 표기 E91_P92insSR은, 아[0048]

미노산 SR이 E91과 P92 사이에 삽입되어, 서열 E91, S92, R93, 및 P94를 형성함을 의미한다.

하나의  효소에서의  다중  돌연변이는  "/"로  분리되고,  예를  들어,  T227K/A136F  또는[0049]

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE이다.

일부 구현예에서, D1L3 변이형은 하나 이상의 인접 빌딩 블록 치환을 포함한다. 예를 들어, D1L3 변이형은 서열[0050]

번호: 2에 대하여 돌연변이 F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK (서열 번호: 17)를 포함할 수 있다. 일

부 구현예에서, D1L3 변이형은 서열 번호: 2에 대하여 돌연변이 Q36_I45delinsMSNATLVSYI (서열 번호: 19)를

포함할  수  있다.  일부  구현예에서,  D1L3  변이형은  서열  번호:  2에  대하여  돌연변이

Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N (서열 번호: 20)을 포함할 수 있다.

예시적 구현예에서, D1L3 변이형은 서열 번호: 2에 대한 하기 돌연변이로부터 선택된 2 또는 3개 치환을 포함한[0051]

다:  Q36_I45delinsMSNATLVSYI,  Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N,

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK.

따라서,  일부  구현예에서,  본  발명은  서열  번호:  2에  의해  정의된  효소의  아미노산  서열과  적어도  80%[0052]

동일하며, 서열 번호: 1의 아미노산 서열로부터의 적어도 하나의 빌딩 블록 치환을 포함하는 아미노산 서열을

포함하는 DNase 효소를 제공한다. 서열 번호: 1과 2 사이의 빌딩 블록 치환은 도 31에 나타나 있고 번호부여되

어 있다. 예를 들어, 일부 구현예에서, 효소는 돌연변이 F275Y/F279_K280delinsVM/ Q282_S305delinsK를 포함하

고,  또한  이는  임의로  서열  번호:  17의  아미노산  서열을  포함한다.  일부  구현예에서,  효소는  돌연변이

Q36_I45delinsMSNATLVSYI, Y122_A127delinsGCEPCGN, V129T, 또는 S131N을 포함하고, 임의로 서열 번호: 19 또

는 서열 번호: 20의 아미노산 서열을 갖는다.

예시적 D1L3 변이형은 서열 번호: 17 내지 20의 아미노산 서열을 포함하는 것들을 포함한다. 본 발명은 일부 구[0053]

현예에서, 서열 번호: 17 내지 20 중 임의의 하나에 대한 1 내지 10 (예: 1 내지 5)개의 아미노산 삽입, 결실,

또는 치환을 갖는 유도체를 포함한다. 일부 구현예에서, D1L3 변이형은 상동 DNase로부터의 (예: D1로부터의)

하나 이상의 부가적 블록 아미노산 치환을 포함한다. 이러한 블록 치환은 적어도 2, 적어도 3, 적어도 4, 또는

적어도 5개의 아미노산을 대체할 수 있다. 일부 구현예에서, 블록 치환은 2 내지 20개의 아미노산, 예컨대 3 내

지 15개의 아미노산, 또는 3 내지 10개의 아미노산을, 상동 DNase로부터의 유사한 빌딩 블록으로 대체한다.

D1L3 단백질의 엔지니어링된 변이형은 인간 D1L3의 아미노산 서열 (서열 번호: 2)에서의 하나 이상의 부가적 아[0054]

미노산 치환, 부가 (삽입), 결실, 또는 절단을 포함할 수 있다. 아미노산 치환은 보존적 및/또는 비보존적 치환

을 포함할 수 있다.

예를 들어, "보존적 치환"은, 예를 들어, 관여된 아미노산 잔기의 극성, 전하, 크기, 용해도, 소수성, 친수성,[0055]

및/또는 양친매성 성질에서의 유사성에 기초하여 이루어질 수 있다. 20개의 자연 발생 아미노산은 하기 6개의

표준 아미노산 그룹으로 그룹화될 수 있다: (1)  소수성: Met,  Ala,  Val,  Leu,  Ile;  (2)  중성 친수성: Cys,

Ser, Thr; Asn, Gln; (3) 산성: Asp, Glu; (4) 염기성: His, Lys, Arg; (5) 사슬 배향에 영향을 주는 잔기:

Gly, Pro; 및 (6) 방향족: Trp, Tyr, Phe. "보존적 치환"은 상기에 나타낸 6개의 표준 아미노산 그룹의 동일한

그룹 내에 열거된 또 다른 아미노산에 의한 아미노산의 교환으로서 정의된다. 예를 들어, Glu에 의한 Asp의 교

환은 이와 같이 변형된 폴리펩티드에서 하나의 음 전하를 보유한다. 추가로, 글리신 및 프롤린은 α-나선을 파
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괴하는 이들의 능력에 기초하여 서로에 대해 치환될 수 있다. 본원에서 사용되는 바와 같이, "비보존적 치환"은

상기에 나타낸 6개의 표준 아미노산 그룹 (1) 내지 (6)의 상이한 그룹에 열거된 또 다른 아미노산에 의한 아미

노산의 교환으로서 정의된다.

일부 구현예에서, DlL3 단백질 변이형은, 알부민, 트랜스페린, Fc, 또는 엘라스틴-유사 단백질과 같은, 반감기[0056]

연장 모이어티에 대한 N-말단 또는 C-말단 융합을 포함한다. 그 전체가 본원에 참조로 포함되는 US 9,458,218을

참조한다. 일부 구현예에서, D1L3은 면역글로불린 힌지 영역에 의해 이량체화된다. 예를 들어, 본원에 기재된

엔지니어링된 효소는 또한 Fc-융합 도메인 (예: 면역글로불린의 힌지 및 CH2 도메인 및 CH3 도메인)을 포함할

수 있다. 다른 경우에, 엔지니어링된 D1L3 단백질은 알부민, 예를 들어, 인간 알부민 또는 그의 단편에 융합된

다. 그 전체가 본원에 참조로 포함되는 WO 2015/066550; US 9,221,896을 참조한다. 알부민은 엔지니어링된 D1

단백질의 N-말단 또는 C-말단에서 연결될 수 있고, 이는 임의로 아미노산 링커를 포함할 수 있다. 일부 구현예

에서, D1L3 및 D1은 Fc 힌지 영역에 의해 함께 이량체화되어, NET 분해에 대한 상승적 기능적 특성을 갖는 이량

체 분자를 생성한다.

일부 구현예에서, 재조합 D1L3 단백질 변이형은, 하나 이상의 위치 또는 C-말단에서 컨쥬게이션될 수 있는 하나[0057]

이상의 폴리에틸렌 글리콜 (PEG) 모이어티를 포함한다. 일부 구현예에서, 그 위치에서 네이티브 아미노산은, 펩

티드에 대한 친수성 모이어티의 연결을 용이하게 하기 위해, 친수성 모이어티와의 가교에 적합한 측쇄를 갖는

아미노산으로 치환된다. 다른 구현예에서, 친수성 기를 포함하도록 변형된 아미노산이 C-말단에서 펩티드에 부

가된다. PEG 사슬(들)은 약 500 내지 약 40,000 달톤 범위의 분자량을 가질 수 있다. 일부 구현예에서, PEG 사

슬(들)은 약 500 내지 약 5,000 달톤 범위의 분자량을 갖는다. 일부 구현예에서, PEG 사슬(들)은 약 10,000 내

지 약 20,000 달톤의 분자량을 갖는다.

다양한 구현예에서, D1L3 단백질 변이형은, 야생형 D1L3 단백질에 비해 증가된 단백질 안정성, 증가된 혈청 유[0058]

용성, 및 실질적으로 동일한 또는 보다 우수한 NET-분해 활성 (시험관내 또는 생체내에서 측정)을 갖는다. 다양

한 구현예에서, D1L3 변이형은 야생형 D1L3에 대하여 하기 특성 중 하나 이상을 포함한다: 보다 높은 무단백질

DNA (네이크드 DNA) 분해 활성, 동일한 또는 실질적으로 동일한 (예: 적어도 50%) 염색체 DNA 분해 활성, 프로

테아제 저항성, 증가된 반감기, 및 시험관내 발현 시스템 (예: 차이니즈 햄스터 난소 세포 및/또는 피키아 파스

토리스)에서의 보다 높은 생성 수준.

DNA  단편화는 겔 전기이동 및 DNase  활성 검정과 같은 당업자에게 공지된 방법을 사용하여 측정될 수 있다.[0059]

NET, NET 분해, 및 DNA 단편화 활성의 정량화 방법은, 예를 들어, 하기 문헌에 기재되어 있다: Hakkim et al.,

Proc.  Natl.  Acad.  Sci  USA,  2010,  107(21):9813-9818;  Napirei  et  al.  Biochem  J,  2005,  389:  355-364.

Fuchs et al., J Cell Biol, 2007, 176(2):231-241, Sisirak et al. Cell, 2016, 166:88-101, and Jimιnez-

Alcαzar et al. J Thromb Haemost, 2015, 13, 732-742.

일부 양태에서, 본 발명은, 예를 들어, 대상체에서의 NET 축적을 감소시키거나 예방하기 위해, 치료용으로 보다[0060]

적합한 물리적, 약역학적, 및/또는 효소적 특성을 갖도록 엔지니어링된 DNase1 (D1) 변이형을 제공한다. 일부

구현예에서, 변이형은 재조합 발현에 보다 적합하고, 이로써 상당한 제조 이점을 제공한다. 다양한 구현예에서,

엔지니어링된 D1  변이형은,  돌연변이된 DNA  결합  자리,  크로마틴 결합 자리의 부가,  돌연변이된 액틴 결합

자리, 글리코실화 자리의 돌연변이, 국소화 신호의 부가 (예: D1L3의 NLS1 또는 NLS2와 유사성 또는 동일성을

가짐), 및/또는 D1L3의 C-말단 테일과 유사한 C-말단 도메인 중 하나 이상을 제공하는 하나 이상의 아미노산 치

환, 부가, 또는 결실을 갖는, 서열 번호: 1의 아미노산 서열에 의해 정의된 성숙 효소와 적어도 80% 동일한 아

미노산 서열을 포함한다. D1 변이형은, 본원에 기재된 바와 같은 서열 번호: 1에 대한 하나 이상의 아미노산 변

형을 갖는, 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열과 적어도 80% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포

함한다. 일부 구현예에서, D1L3 변이형은 서열 번호: 1의 효소와 적어도 90%, 또는 적어도 95%, 또는 적어도

97%, 또는 적어도 98% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포함한다.

다양한 구현예에서, D1 변이형은 인간 D1의 아미노산 서열 (서열 번호: 1)에서의 하나 이상의 아미노산 치환,[0061]

부가, 결실, 또는 절단을 포함한다. 일부 구현예에서, 아미노산 치환은 기재된 바와 같은 보존적 및/또는 비보

존적 치환을 포함할 수 있다. 예를 들어, D1 변이형은 서열 번호: 1의 효소에 대한 1 내지 20 (또는 1 내지 10,

또는 1 내지 5)개의 아미노산 치환, 결실, 또는 삽입을 가질 수 있다.

일부 구현예에서, D1 변이형은 상동 DNase로부터의 (예: D1L3으로부터의) 하나 이상의 부가적 블록 아미노산 치[0062]

환을 포함한다. 이러한 블록 치환은 각각 상동 DNase로부터의 1 내지 24개의 아미노산, 예컨대 3 내지 15개의

아미노산, 또는 3  내지 10개의 아미노산을 대체할 수 있다. 일부 구현예에서, D1 변이형은 상동 DNase  (예:

공개특허 10-2020-0047588

- 30 -



D1L3)로부터의 2 내지 5개의 블록 치환을 포함한다. 일부 구현예에서 2 또는 3개의 근접 빌딩 블록 치환이 전달

된다.

다양한 구현예에서, D1 변이형은 야생형 효소에 대하여 하기 특징 중 하나 이상을 포함하도록 엔지니어링된다:[0063]

실질적으로 동일한 또는 보다 높은 무단백질 DNA (네이크드 DNA) 분해 활성 (예: 적어도 50% 또는 그 초과), 보

다 높은 염색체 DNA 분해 활성, 유사한 또는 향상된 프로테아제 저항성, 액틴 저항성, 증가된 혈청 반감기, 혈

액으로부터 소변 또는 담즙으로의 개선된 침투, 또는 이러한 특성의 조합.

일부 구현예에서, 엔지니어링된 D1 효소는 야생형 D1L3 단백질의 C-말단 도메인 (예: 서열 번호: 2의 아미노산[0064]

283 내지 305)과 적어도 50% (또는 적어도 70%, 80%, 90%) 서열 동일성을 포함하는 아미노산 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, D1 효소는 야생형 D1L3의 NLS1 (서열 번호: 2의 아미노산 35 내지 51)과 적어도 50% 또는 적[0065]

어도 75% 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열, 야생형 D1L3 단백질의 NLS2 (서열 번호: 2의 아미노산 296 내지

304)와 실질적인 서열 동일성을 갖는 핵 국소화 신호 2 (NLS2)를 포함한다.

다양한 양태에서, 재조합 D1 변이형은 하기로부터 선택된 하나 이상의 빌딩 블록 치환을 포함한다: 서열 번호:[0066]

1로부터의 1-22 (MRGMKLLGALLALAALLQGAVS)의, 서열 번호: 2로부터의 1-20 (MSRELAPLLL LLLSIHSALA)로의 치환;

서열 번호: 1로부터의 23-27 (LKIAA)의, 서열 번호: 2로부터의 21-25 (MRICS)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의

30-32 (IQT)의, 서열 번호: 2로부터의 28-30 (VRS)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 35-36 (ET)의, 서열 번호:

2로부터의 33-34  (ES)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 38-47  (MSNATLVSYI)의, 서열 번호: 2로부터의 36-45

(QEDKNAMDVI)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 49-52 (QILS)의, 서열 번호: 2로부터의 47-50 (KVIK)로의 치환;

서열 번호: 1로부터의 54 (Y)의, 서열 번호: 2로부터의 52 (C)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 56-60 (IALV

Q)의, 서열 번호: 2로부터의 54-58 (IILVM)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 62-63 (VR)의, 서열 번호: 2로부

터의  60-61  (IK)로의  치환;  서열  번호:  1로부터의  65-72  (SHLTAVGK)의,  서열  번호:  2로부터의  63-70

(SNNRICPI)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 74-76 (LDN)의, 서열 번호: 2로부터의 72-74 (MEK)로의 치환; 서

열 번호: 1로부터의 79-84 (QDAPDT)의, 서열 번호: 2로부터의 77-84 (RNSRRGIT)로의 치환; 서열 번호: 1로부터

의 86 (H)의, 서열 번호: 2로부터의 86 (N)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 88-89 (VV)의, 서열 번호: 2로부터

의 88-89 (VI)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 91-92 (EP)의, 서열 번호: 2로부터의 91-92 (SR)로의 치환; 서

열 번호:  1로부터의 96-97  (NS)의,  서열 번호:  2로부터의 96-97  (NT)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 101

(R)의, 서열 번호: 2로부터의 101 (Q)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 103 (L)의, 서열 번호: 2로부터의 103

(A)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 105 (V)의, 서열 번호: 2로부터의 105 (L)로의 치환; 서열 번호: 1로부터

의 107-110 (RPDQ)의, 서열 번호: 2로부터의 107-110 (KEKL)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 113-116 (AVDS)

의, 서열 번호: 2로부터의 113-116 (VKRS)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 118 (Y)의, 서열 번호: 2로부터의

118 (H)로의 치환, 서열 번호: 1로부터의 120 (D)의, 서열 번호: 2로부터의 120 (H)로의 치환; 서열 번호: 1로

부터의 122-128  (GCEPCGN)의, 서열 번호: 2로부터의 122-127  (YQDGDA)로의 치환, 서열 번호: 1로부터의 130

(TF)의, 서열 번호: 2로부터의 129 (V)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 132 (N)의, 서열 번호: 2로부터의 131

(S)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 136-137 (AI)의, 서열 번호: 2로부터의 135-136 (FV)로의 치환; 서열 번

호: 1로부터의 139 (R)의, 서열 번호: 2로부터의 138 (W)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 141-144 (FSRF)의,

서열 번호: 2로부터의 140-143 (QSPH)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 146-149 (EVRE)의, 서열 번호: 2로부터

의 145-148 (AVKD)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 151 (A)의, 서열 번호: 2로부터의 150 (V)로의 치환; 서열

번호: 1로부터의153 (V)의, 서열 번호: 2로부터의 152 (I)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 157-158 (AA)의,

서열 번호: 2로부터의 156-157 (TT)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 160-162 (GDA)의, 서열 번호: 2로부터의

159-161 (ETS)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 164 (A)의, 서열 번호: 2로부터의 163 (K)로의 치환; 서열 번

호: 1로부터의 168 (A)의, 서열 번호: 2로부터의 167 (E)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 170-171 (YD)의, 서

열 번호: 2로부터의 169-171 (VE)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 174 (L)의, 서열 번호: 2로부터의 173 (T)

로의  치환;  서열  번호:  1로부터의  177-179  (QEK)의,  서열  번호:  2로부터의 176-178  (KHR)로의  치환;  서열

번호: 1로부터의 181-182 (GL)의, 서열 번호: 2로부터의 180-181 (KA)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 184-

187 (DVML)의, 서열 번호: 2로부터의 183-187 (NFIF)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 199-202 (RPSQ)의, 서열

번호: 2로부터의 198-201 (PKKA)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 204-205 (SS)의, 서열 번호: 2로부터의 203-

204 (KN)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 209 (W)의, 서열 번호: 2로부터의 208 (R)로의 치환; 서열 번호: 1로

부터의 211 (S)의, 서열 번호: 2로부터의 210 (D)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 213 (T)의, 서열 번호: 2로

부터의 212 (R)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 215 (Q)의, 서열 번호: 2로부터의 214 (V)로의 치환; 서열 번

호: 1로부터의 219 (P)의, 서열 번호: 2로부터의 218 (G)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 221-222 (SA)의, 서
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열 번호: 2로부터의 220-221  (QE)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 226-228  (ATP)의, 서열 번호: 2로부터의

225-228 (VKKS)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 230 (H)의, 서열 번호: 2로부터의 230(N)로의 치환; 서열 번

호: 1로부터의 238-239 (VA)의, 서열 번호: 2로부터의 238-239 (LR)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 241-246

(MLLRGA)의, 서열 번호: 2로부터의 241-246 (QEIVSS)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 250-251 (D)의, 서열 번

호: 2로부터의 250-251 (K)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 252-254 (ALP)의, 서열 번호: 2로부터의 252-254

(NSV)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 256 (N)의, 서열 번호: 2로부터의 256 (D)로의 치환; 서열 번호: 1로부

터의 259-260 (AA)의, 서열 번호: 2로부터의 259-260 (KA)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 262 (G)의, 서열

번호: 2로부터의 262  (K)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 264-267  (SDQ)의, 서열 번호: 2로부터의 264-267

(TEEE)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 269-271 (QAI)의, 서열 번호: 2로부터의 269-271 (LDV)로의 치환; 서

열 번호: 1로부터의 275 (Y)의, 서열 번호: 2로부터의 275 (F)로의 치환; 서열 번호: 1로부터의 279-280 (VM)

의, 서열 번호: 2로부터의 279-280 (FK)로의 치환; 및 서열 번호: 1로부터의 282 (K)의, 서열 번호: 2로부터의

282-305 (QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS)로의 치환.

D1L3으로부터의 이들 빌딩 블록 치환은 하기 돌연변이 중 하나 이상을 특징으로 하는 D1의 변이형을 제공한다:[0067]

1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA,  L23_A27delinsMRICS,  I30_T32delinsVRS,  E35_T36delinsES,

M38_I47delinsQEDKNAMDVI,  Q49_S52delinsKVIK,  Y54C,  I56_Q60delinsIILVM,  V62_R63delinsIK,

S65_K72delinsSNNRICPI,  L74_N76delinsMEK,  Q79_T84delinsRNSRRGIT,  H86N,  V88_V89delinsVI,

E91_P92delinsSR,  N96_S97delinsNT,  R101Q,  L103A,  V105L,  R107_Q110delinsKEKL,  A113_S116delinsVKRS,

Y118H,  D120H,  G122_N128delinsYQDGDA,  T130S,  N132S,  A136_I137delinsFV,  R139W,  F141_F144delinsQSPH,

E146_E149delinsAVKD,  A151V,  V153I,  A157_A158delinsTT,  G160_A162delinsETS,  A164K,  A168E,

Y170_D171delinsVE,  L174T,  Q177_K179delinsKHR,  G181_L182delinsKA,  D184_L187delinsNFIF,

R199_Q202delinsPKKA,  S204_S205delinsKN,  W209R,  S211D,  T213R,  Q215V,  P219G,  S221_A222delinsQE,

A226_P228delinsVKKS,  H230N,  V238_A239delinsLR,  M241_A246delinsQEIVSS,  D250K,  A252_P254delinsNSV,

N256D,  A259_A260delinsKA,  G262K,  S264_L267delinsTEEE,  Q269_I271delinsLDV,  Y275F,  V279_M280delinsFK,

K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.

일부 구현예에서, 재조합 D1 변이형은 서열 번호: 1에 대한 하기 변형을 포함한다: Y275F, V279_M280delinsFK,[0068]

및 K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (서열 번호: 16). 이러한 변이형은 C-말단 테일을 포함하고, DNA-지질

복합체에 대한 보다 높은 친화도를 나타낸다.

일부  구현예에서,  재조합  D1  변이형은  서열  번호:  1에  대한  하기  아미노산  변형을  포함한다:[0069]

Q79_T84delinsRNSRRGIT (예: 서열 번호: 10); H86N, 및/또는, V88_V89delinsVI, 및/또는 E91_P92delinsSR (예:

서열 번호: 11, 이는 3개 모두를 포함함); A136_I137delinsFV (예: 서열 번호: 12); R199_Q202delinsPKKA, 및/

또는 S204_S205delinsKN, 및/또는 W209R, 및/또는 S211D, 및/또는 T213R, 및/또는 Q215V, 및/또는 P219G, 및/

또는 S221_A222delinsQE (예: 서열 번호: 13, 이는 8개 모두를 포함함); 및 A226_P228delinsVKKS (예: 서열 번

호: 14).

일부 구현예에서, D1 변이형이 치환 H86N을 포함하는 경우, 변이형은 적어도 하나의 부가 변형, 예컨대 본원에[0070]

기재된 빌딩 블록 치환 또는 다른 점 돌연변이 (예컨대 양이온성 아미노산의 부가 또는 액틴에 대한 저항성을

제공하는 치환)를 포함한다.

일부 구현예에서, D1 변이형은 하기의 서열 번호: 1에 대한 돌연변이를 제공하는 적어도 2개의 인접, 근접, 빌[0071]

딩  블록  치환을  포함한다:  H86N/V88_V89delinsVI  (예:  서열  번호:  11);

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE  (예:  서열  번호:

13); Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (서열 번호: 16).

일부 구현예에서, 본 발명은, 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열과 적어도 80% 동일하며, 서열[0072]

번호: 2의 아미노산 서열로부터의 적어도 하나의 빌딩 블록 치환을 포함하는 아미노산 서열을 포함하는 DNase

효소를  제공하고,  여기서  DNase  효소는  서열  번호:  1의  DNase  효소에  비해  증가된  크로마틴-분해  활성을

갖는다. 일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 2로부터의 적어도 2개의 인접 빌딩 블록 치환을 포함한다. D1 (서

열 번호: 1)과 D1L3 (서열 번호: 2) 사이의 빌딩 블록 치환은 도 31에 나타나 있다.

일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 1에 대한 하기 변형을 포함하고: Q79_T84delinsRNSRRGIT, 임의로 서열 번[0073]

호: 10의 아미노산 서열을 포함한다.
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일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 1에 대한 하기 변형을 포함하고: H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR,[0074]

임의로 서열 번호: 11의 아미노산 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 1에 대한 하기 변형을 포함하고: A136_I137delinsFV, 임의로 서열 번호:[0075]

12의 아미노산 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 1에 대한 하기 변형 중 2개 이상을 포함하고: R199_Q202delinsPKKA, 및/또[0076]

는 S204_S205delinsKN, 및/또는 W209R, 및/또는 S211D, 및/또는 T213R, 및/또는 Q215V, 및/또는 P219G, 및/또

는 S221_A222delinsQE, 임의로 서열 번호: 13 (이는 8개 모두를 포함함)의 아미노산 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 1에 대한 하기 변형을 포함하고: A226_P228delinsVKKS, 임의로 서열 번호:[0077]

14의 아미노산 서열을 포함한다.

일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 1에 대한 하기 변형 중 2개 이상을 포함하고: Q79_T84delinsRNSRRGIT, 및/[0078]

또는  H86N,  및/또는  V88_V89delinsVI,  및/또는  E91_P92delinsSR,  및/또는  A136_I137delinsFV,  및/또는

R199_Q202delinsPKKA,  및/또는 S204_S205delinsKN,  및/또는 W209R,  및/또는 S211D,  및/또는 T213R,  및/또는

Q215V, 및/또는 P219G, 및/또는 S221_A222delinsQE, 및/또는 A226_P228delinsVKKS, 임의로 서열 번호: 15의 아

미노산 서열을 포함한다.

일부  구현예에서,  효소는  서열  번호:  1에  대한  2개  이상의  하기  변형을  포함하고:  Y275F,  및/또는[0079]

V279_M280delinsFK,  및/또는 K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS,  임의로 서열 번호: 16의 아미노산 서열을

포함한다.

예시적 D1 변이형은 서열 번호:5, 서열 번호:6, 서열 번호:7, 서열 번호:8, 서열 번호:9, 서열 번호: 10, 서열[0080]

번호: 11, 서열 번호: 12, 서열 번호: 13, 서열 번호: 14, 서열 번호: 15, 및 서열 번호: 16의 아미노산 서열을

포함하는 것들을 포함한다. 본 발명은 일부 구현예에서, 서열 번호: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,

또는 16 중 임의의 하나에 대한 1 내지 10 (예: 1 내지 5)개의 아미노산 삽입, 결실, 또는 치환을 갖는 유도체

를 포함한다. 일부 구현예에서, D1 변이형은 상동 DNase로부터의 (예: D1L3로부터의) 하나 이상의 부가적 블록

아미노산 치환을 포함한다. 이러한 블록 치환은, D1 변이형의 2 내지 20개의 아미노산, 예컨대 3 내지 15개의

아미노산, 또는 3 내지 10개의 아미노산을, 상동 DNase (예: D1L3, 서열 번호: 2)로부터의 빌딩 블록 아미노산

으로 대체할 수 있다. D1과 D1L3 사이의 빌딩 블록 치환은 도 31에 나타나 있다. 일부 구현예에서, DNase 효소

는 서열 번호: 15와 적어도 95% 또는 적어도 97% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

다양한 구현예에서, 효소는 하기로부터 선택된 하나 이상의 특성을 나타낸다: 서열 번호: 1의 효소에 비해 유사[0081]

한 또는 보다 높은 무단백질 DNA에 대한 친화도, 서열 번호: 1의 효소에 비해 보다 높은 크로마틴 분해 활성,

서열 번호: 1의 효소에 비해 액틴에 의한 억제에 대해 저항성인 효소 활성, 및 이들의 조합.

일부 구현예에서, D1 변이형은, D1L3에 대해 기재된 바와 같이, 알부민, 트랜스페린, Fc, 또는 엘라스틴-유사[0082]

단백질과 같은, 반감기 연장 모이어티로의 N-말단 또는 C-말단 융합을 포함한다. 일부 구현예에서, D1 효소는

면역글로불린 힌지 영역에 의해 이량체화된다.

다양한 구현예에서, D1 변이형은 하기로부터 선택된 하나 이상의 특성을 나타낸다: 동일한 또는 보다 높은 무단[0083]

백질 DNA (네이크드 DNA) 분해 활성, 보다 높은 염색체 DNA (크로마틴) 분해 활성, 유사한 또는 향상된 프로테

아제 저항성, 액틴 저항성, 혈액으로부터 소변 및/또는 담즙으로의 유사한 또는 향상된 침투, 및 시험관내 발현

시스템 (예: 차이니즈 햄스터 난소 세포 및/또는 피키아 파스토리스)에서의 보다 높은 생성 수준, 및 이들의 조

합.

다양한 구현예에서, DNase 효소는 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열과 적어도 80% 동일하며,[0084]

하나 이상의 아르기닌 및/또는 리신 잔기의 치환,  삽입,  또는 부가를 포함하고,  여기서 DNase  효소는 서열

번호: 1의 효소에 비해 증가된 크로마틴-분해 활성을 갖는다. 일부 구현예에서, 하나 이상의 아르기닌 및/또는

리신 잔기는 서열 번호: 1의 위치 31, 41, 49, 52, 68, 76, 79, 81, 92, 109, 114, 115, 164, 177, 181, 200,

201, 204, 209, 213, 227, 239, 250, 259, 262, 및 280에 상응하는 위치에서의 치환으로부터 선택된 아미노산

치환이다. 이들 위치에서의 예시적 변형은 Q31R, A41K, Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R,

P92R,  D109K,  V114K,  D115R,  A164K,  Q177K,  G181K,  P200K,  S201K,  S204R,  W209R,  T213R,  A226_T227insK,

T227K, A239R, D250K, A259K, G262K, 및 K280M을 포함한다. 다양한 구현예에서, 효소는 적어도 2개, 또는 적어

도 3개, 또는 적어도 4개, 또는 적어도 5개, 또는 적어도 6개의 아르기닌 및/또는 리신 잔기의 치환 및/또는 삽
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입을 포함한다. 일부 구현예에서, DNase 효소는, 임의로 Q31R, Q49R, N76K, Q79R, P92R, D109K, A164K, Q177K,

P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, W209R, 및 G262K로부터 선택된, 서열 번호: 1의 위치 31, 49, 76, 79,

92, 109, 164, 177, 200, 201, 204, 209, 213, 및 262에 상응하는 하나 이상의 위치에서의 아르기닌 또는 리신

을 포함한다. 이들 위치/치환은 독립적으로, 크로마틴 분해에 대한 활성을 포함한, 보다 우수한 활성을 제공할

수 있다.

다양한 구현예에서, 효소가 Q31R 또는 T227K의 치환을 포함하는 경우, 효소는 Q31R, A41K, Q49R, S52K, T68R,[0085]

N76K,  Q79R,  D80_A81insR,  A81R,  P92R,  D109K,  V114K, D115R, A164K, Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R,

W209R, T213R, A226_T227insK, T227K, A239R, D250K, A259K, G262K, 및 K280M으로부터 선택된 적어도 2개의 아

미노산 변형을 포함한다. 일부 구현예에서, 아미노산 치환은 서열 번호: 1에 대한 Q31R 및 T227K를 포함한다.

일부 구현예에서, DNase 효소는 서열 번호: 1의 위치 31, 49, 79, 및 209에 상응하는 위치에서의 아르기닌 또는[0086]

리신을 갖고, 임의로 하기 아미노산 치환을 포함할 수 있다: Q31R, Q49K, Q79R, 및 W209R. 이들 위치는 뮤린 D1

에서 아르기닌 또는 리신을 보유하지만, 야생형 인간 D1에서는 그렇지 않고, 크로마틴-분해 활성을 인간 D1에게

전달할 수 있다.

일부 구현예에서, DNase 효소는 서열 번호: 1의 위치 31, 49, 79, 177, 209, 및 262에 상응하는 위치에서의 아[0087]

르기닌 또는 리신을 갖고, 임의로 아미노산 치환 Q31R, Q49K, Q79R, A136F, Q177K, W209R, G262K를 포함할 수

있다. 4개의 이들 위치는 래트 D1에서 아르기닌 또는 리신을 보유하지만, 야생형 인간 D1에서는 그렇지 않고,

함께 크로마틴 분해 활성을 인간 D1에게 전달할 수 있다.

일부 구현예에서, DNase 효소는 서열 번호: 1의 위치 31 및 227에 상응하는 위치에서의 리신 또는 아르기닌을[0088]

갖는다.

일부 구현예에서, DNase 효소는, 임의로 리신 (A164K)인, 서열 번호: 1의 위치 164에 상응하는 위치에서의 리신[0089]

또는 아르기닌을 갖는다.

다양한 구현예에서,  엔지니어링된 D1  단백질은 액틴 결합 자리에서 하나 이상의 아미노산 변형 (예:  치환,[0090]

부가, 및 결실) (예: A136의 치환, 예컨대 A136F)을 함유하고, 이로써 액틴 결합을 저해하거나 막는다. 이와 같

이, 엔지니어링된 D1 단백질은 액틴-저항성 또는 실질적으로 액틴-저항성일 수 있다. 문헌 [Ulmer et al., PNAS

USA Vol. 93, pp 8225-8229 (1996)]을 참조한다. 따라서, 다양한 구현예에서, DNase 효소는 서열 번호: 1에 대

한 위치 136에서의 아미노산 치환을 포함하고, 이는 임의로 A136F이다. 액틴 저항성을 제공하는 D1에 대한 돌연

변이, 예컨대 위치 136에서의 돌연변이 (예: A136F, 또는 이 위치에서의 또 다른 벌키, 소수성, 시클릭 또는 방

향족 아미노산의 치환)는, 양이온 잔기의 부가 또는 빌딩 블록 치환을 포함한 본원에 기재된 임의의 다른 돌연

변이와 조합될 수 있다.

일부 구현예에서, D1 변이형은 액틴-억제에 대해 저항성이고 크로마틴을 분해할 수 있다. 예를 들어, D1 변이형[0091]

은 하기 아미노산 치환을 포함할 수 있다: 서열 번호: 1에 대한 Q31R,  T227K,  및 A136F.  일부 구현예에서,

DNase 효소는 하기 아미노산 치환을 포함한다: A164K 및 A136F.

일부 구현예에서, DNase 효소는 서열 번호: 1에 대한 N40S 치환 및/또는 N128S 치환을 포함하는 글리코실화 공[0092]

통 서열을 포함한다. 예를 들어, 일부 구현예에서 효소는 하기 아미노산 치환을 포함한다: 서열 번호: 1에 대한

Q31R, N40S, A136F, N128S, 및 T227K.

다양한 구현예에서, D1 변이형은 글리코실화 자리에서 하나 이상의 아미노산 변형 (예: 치환, 부가, 삽입, 및[0093]

결실)을 함유하고, 이로써 지질 캡슐화된 DNA에 대한 친화도가 증가된다. 이와 같이, 엔지니어링된 D1 단백질은

트랜스펙션 반응에서 지질 캡슐화된 DNA를 분해할 수 있다. 문헌 [Wilber et al., Mol Ther 6, 35-42 (2002)]

을 참조한다.

다양한 구현예에서, D1 변이형은 글리코실화되거나, 또는 특히 긴 순환 반감기가 필요하지 않은 경우에는 비-글[0094]

리코실화될 수 있다. 본원에 기재된 아미노산 변경은 글리코실화된 또는 비-글리코실화된 변이형과 관련하여 이

루어질 수 있다.

일부 구현예에서, D1 변이형은 액틴-억제에 대해 저항성이고 지질 소포 내에서 크로마틴을 분해할 수 있다. 예[0095]

시적 D1 변이형은 하기로부터 선택된 하나 이상의 아미노산 변형을 포함하고: Q31R, T227K, A136F, N40D 또는

N40A, 및 N128D 또는 N128S, 여기서 아미노산은 서열 번호: 1에 따라 번호부여된다. 이러한 변이형은 글리코실

화 자리를 갖지 않을 수 있고, 이는 제조 관점에서 유리하다.
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일부 구현예에서, D1 변이형은 액틴-억제에 대해 저항성이고 지질 소포 내에서 크로마틴을 분해할 수 있고, 서[0096]

열 번호: 1에 대한 아미노산 변형 Q31R, T227K, A136F, N40D, 및 N128D를 포함한다.

D1에 대한 다른 변형은 문헌 [Pan et al. J Biol Chem, 1998, 273, 11701-11708] 및 US 2014/0199329에 기재된[0097]

바와 같을 수 있고, 그 전체 개시내용은 그 전체가 본원에 참고로 포함된다.

엔지니어링된 D1 변이형은 야생형 D1 단백질 (서열 번호: 1)에 비해 증가된 또는 연장된 혈청 반감기를 가질 수[0098]

있다. 일부 구현예에서, 엔지니어링된 D1은 Fc-융합 도메인 (예: 면역글로불린의 힌지 영역, 및/또는 및 CH2 도

메인 및 CH3 도메인)을 포함한다. 일부 구현예에서, 엔지니어링된 D1은 알부민, 예를 들어, 인간 알부민 또는

그의 단편에 융합된다. 알부민은, 임의로 아미노산 링커를 통해, 엔지니어링된 D1 효소의 N-말단 또는 C-말단에

서 연결될 수 있다.

일부 양태에서, 본 발명은 재조합 D1L3 및/또는 D1 변이형, 또는 이를 코딩하는 폴리뉴클레오티드 또는 벡터,[0099]

및 제약상 허용가능한 담체를 포함하는 제약 조성물을 제공한다. 다양한 구현예에서, 재조합 D1L3 단백질 변이

형은 비경구 또는 폐 투여를 위해 제제화된다. 일부 구현예에서, 조성물은 정맥내, 동맥내, 복강내, 관절내, 근

육내, 국소 또는 피하 투여. 또는 본원에 기재된 다른 경로를 위해 제제화된다. 일부 구현예에서, 조성물은

D1L3 및 D1 둘 다를 포함하고, 이들은 각각 본원에 기재된 임의로 엔지니어링된 변이형이다. 일부 구현예에서,

재조합 D1L3 변이형 및 재조합 D1 변이형은 비경구 또는 폐 투여를 위해 제제화된다.

용어 "제약상 허용가능한 담체"는 성분의 생물학적 활성의 유효성을 방해하지 않고 이것이 투여되는 환자에게[0100]

독성이 아닌 임의의 담체를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 적합한 제약학적 담체의 예는 당업계에 널리 공

지되어 있고 인산염 완충 식염수 용액, 물, 에멀젼, 예컨대 오일/물 에멀젼, 다양한 유형의 습윤제, 멸균액 등

을 포함한다.  이러한 담체는 종래의 방법에 의해 제제화될 수 있고 적합한 용량으로 대상체에게 투여될 수

있다. 바람직하게는, 조성물은 멸균성이다. 이들 조성물은 아주반트, 예컨대 보존제, 유화제 및 분산제를 또한

함유할 수 있다. 미생물의 작용 방지는 다양한 항균 및 항진균제의 포함에 의해 보장될 수 있다.

투여 경로는, 예를 들어: 피내, 근육내, 복강내, 관절내, 정맥내, 피하, 동맥내, 경구, 설하, 폐, 또는 경피를[0101]

포함한다. 일부 구현예에서, 투여는 경구로 또는 비경구 주사 또는 주입에 의해 수행된다. 일부 구현예에서, 투

여 경로는, 점안액 또는 구강 세척제를 포함한, 국소 경로이다.

또한 다른 양태에서, 본 발명은 호중구 세포외 트랩 (NET) 축적의 감소 또는 예방을 위한 제약 조성물의 제조[0102]

방법을 제공한다. 이들 구현예에서, 본 발명은, G-CSF 폴리뉴클레오티드의 이종 발현 (예: 간세포 세포에서) 또

는 지속된 내인성 G-CSF 발현의 유도 (예: 미생물 화합물의 반복적 투여를 통함), 및 D1 및 D1L3 활성이 결핍된

유전자  변형된  마우스를  사용한다.  이  마우스  모델은  NET를  축적하고,  NET-관련  혈관  폐색을  빠르게

발달시킨다. 이들 구현예에서, 본 발명은, 후보물질 NET 억제제 또는 후보물질 DNase 효소 (본 개시내용에 따른

D1L3  또는 D1  변이형 포함)를 유전자-변형 마우스에게 투여하고, NET의 축적을 감소시키는 NET  억제제 또는

DNase 효소를 선택하는 것을 포함한다. 선택된 억제제 또는 효소는 인간 환자로의 투여를 위해 (기재된 바와 같

이) 제제화된다.

당업자는 이중 녹아웃(knockout) Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스를 생성하는 표준 방법을 인식한다. 상세한 설명은,[0103]

예를 들어, 유럽 출원 번호 EP 17152528.0에서 찾아볼 수 있다.

일부 양태에서, 본 발명은 호중구 세포외 트랩 (NET) 분해를 필요로 하는 대상체의 치료 방법을 제공한다. 방법[0104]

은, 치료 유효량의 본 개시내용에 따른 D1L3 및/또는 D1 (이는 본원에 기재된 변이형, 또는 일부 구현예에서는

D1L3  및 D1  조합 치료용을 포함한, 하나 이상의 야생형 효소를 포함할 수 있음)을 투여하는 것을 포함한다.

D1L3 또는 D1은 재조합 단백질을 포함하는, 또는 일부 구현예에서는 코딩 DNA 또는 RNA 또는 이를 포함하는 벡

터를 포함하는 제약 조성물로서 투여될 수 있다.

일부 구현예에서, 방법은 치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형 및 D1 또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함[0105]

한다. D1L3 또는 그의 변이형, 및 D1 또는 그의 변이형은, 단일 제약 조성물 또는 별도의 제약 조성물로 투여될

수 있다. 일부 구현예에서, D1L3 또는 그의 변이형 대 D1 또는 그의 변이형의 비율은 100:1 내지 1:100 (질량

기준), 또는 10:1 내지 1:10 (질량 기준)의 범위이고, 임의로 약 1:1이다.

일부 구현예에서, 대상체는 손상된 NET 분해를 나타내고/거나 병리적 NET 축적을 나타낸다. 일부 구현예에서,[0106]

대상체는 만성 또는 급성 염증성 장애를 갖는다. 일부 구현예에서, 대상체는 급성 또는 만성 감염을 갖는다.

다양한 구현예에서, 본 발명은 NET의 존재 또는 축적을 특징으로 하는 질환 또는 병태의 치료에 관한 것이다.[0107]
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이러한 질환 또는 병태는 만성 호중구증가증 (예: 호중구 수의 증가), 호중구 응집 및 백혈구울혈과 관련된 질

환, 혈전증 및 혈관 폐색 (예: 겸상 적혈구 질환), 허혈-재관류 손상 (예: 중장 염전, 고환 비틀림, 사지 허혈

재관류, 중요 기관 허혈-재관류, 기관 이식), 외과적 및 외상성 조직 손상, 급성 또는 만성 염증성 반응 또는

질환,  자가면역  질환  (예:  전신성  홍반성  루푸스  (SLE),  루푸스  신염,  류마티스  관절염,  혈관염,  전신성

경화증), 심혈관 질환 (예: 심근 경색, 뇌졸중, 죽상경화증, 혈전용해 치료를 포함한 정맥 혈전색전증), 대사

질환 (예: 당뇨병), 전신성 염증 (예: 전신성 염증 반응 증후군 (SIRS), 패혈증, 패혈성 쇼크, 파종성 혈관내

응고 (DIC), 및 혈전성 미소혈관증 (TMA)), 호흡기의 염증성 질환 (예: 낭포성 섬유증, 만성 폐쇄성 폐 질환

(COPD), 급성 폐 손상 (ALI), 연기 유발 폐 손상, 수혈 유발 폐 손상 (TRALI), 급성 호흡 장애 증후군 (ARDS),

및 천식, 무기폐, 기관지염, 농흉), 신장 염증성 질환 (급성 신장 손상 (AKI) 및 만성 신장 질환 (CKD)을 포함

한 급성 및 만성 신장 질환, 이식 조직 관련 염증성 질환 (예: 이식-대-숙주 질환) 및 암 (예: 백혈병, 종양 전

이, 및 충실성 종양)을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

일부  구현예에서,  대상체는  도관  시스템을  폐색하는  NET를  갖거나  그의  위험이  있다.  본  발명은  췌장염,[0108]

담관염, 결막염, 유방염, 안구 건조 질환, 수정관의 폐색, 또는 신장 질환을 치료하기 위해 대상체에게 투여될

수 있다. 이러한 구현예에서, 방법은 치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형, 및/또는 치료 유효량의 D1 또는 그

의 변이형을 투여하는 것을 포함한다. 예를 들어, 대상체에게, 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소와 80% 이상의

서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 효소, 및 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열

동일성을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 효소를 투여할 수 있다. 일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 2에 의

해 정의된 효소의 아미노산 서열 및 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열을 포함한다.

일부  구현예에서,  도관  시스템은  담관,  누관,  유관,  담낭관,  간관,  사정관,  이하선관,  악하선관,  주요[0109]

설하선관, 바르톨린관, 대뇌수도관, 췌장, 유선, 수정관, 수뇨관, 방광, 담낭, 및 간이다. 예를 들어, 대상체는

췌장염, 담관염 (예: 원발 경화 담관염), 결막염, 유방염, 안구 건조 질환, 수정관의 폐색, 또는 신장 질환을

가질 수 있다. 일부 구현예에서, DNase 효소는 정맥내, 동맥내, 또는 복강내 투여에 의해 투여된다. 다양한 구

현예에서, DNase는, 예를 들어 정맥내로 적용시, 담즙액에서와 같이, 다양한 도관 시스템에서 효소 활성 형태로

존재할 것이다.

일부 구현예에서, 대상체는 내피 표면 (예: 수술 유착), 피부 (예: 상처/흉터) 상에, 또는 활막 관절 내에 (예:[0110]

통풍 및 관절염)  축적되는 NET를 갖거나 그의 위험이 있다.  본 발명은 수술 유착과 같은 (이에 제한되지는

않음) 내피 표면 상의 NET의 축적을 특징으로 하는 병태의 치료를 위해 대상체에게 투여될 수 있다. 다양한 구

현예에서, 본 발명은 상처 및 흉터와 같은 (이에 제한되지는 않음) 피부 상의 NET의 축적을 특징으로 하는 병태

의 치료를 위해 대상체에게 투여될 수 있다. 특정 구현예에서, 본 발명은 통풍 및 관절염과 같은 (이에 제한되

지는 않음) 활막 관절 내의 NET의 축적을 특징으로 하는 병태의 치료를 위해 대상체에게 투여될 수 있다.

일부 구현예에서, 대상체는 NET를 포함하는 혈관 폐색을 갖거나 그의 위험이 있다. 이러한 구현예에서, 방법은[0111]

치료 유효량의 D1L3 또는 그의 변이형, 및/또는 치료 유효량의 D1 또는 그의 변이형을 투여하는 것을 포함한다.

예를 들어, 대상체에게 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포

함하는 효소를 투여할 수 있다. 일부 구현예에서, 효소는 서열 번호: 2에 의해 정의된 효소의 아미노산 서열을

포함한다. 일부 구현예에서, 대상체에게 추가로, 서열 번호: 1에 의해 정의된 효소와 같은, 서열 번호: 1에 의

해 정의된 효소와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 효소를 투여한다.

일부 구현예에서, 대상체는, 그 전체가 본원에 참조로 포함되는 WO 2016/118476 및 US 9,642,822에 기재된 바와[0112]

같은 NET 관련 병태를 갖는다.

다양한 구현예에서, 대상체는, D1 및 스트렙토도르나제를 포함한, 야생형 DNase로 치료되는 또는 치료된 질환을[0113]

갖는다. 이러한 질환 또는 병태는 혈전증, 뇌졸중, 패혈증, 폐 손상, 죽상경화증, 바이러스 감염, 겸상 적혈구

질환, 심근 경색, 귀 감염, 상처 치유, 간 손상, 심내막염, 간 감염, 췌장염, 일차 이식 장애, 사지 허혈 재관

류, 신장 손상, 혈액 클롯팅, 알룸-유도 염증, 간신장 손상, 흉막 삼출, 혈흉증, 담관내 혈액 클롯, 후 공압 빈

혈,  궤양,  이비인후과 병태,  경구 감염,  경미한 부상,  부비강염,  수술후 비성형,  불임,  방광 카테터,  상처

세정, 피부 반응 시험, 폐렴구균 수막염, 통풍, 족부 궤양, 낭포성 섬유증, 카르테게너 증후군, 천식, 엽성 무

기폐, 만성 기관지염, 기관지확장증, 루푸스, 일차 섬모 이상운동증, 세기관지염, 농흉, 흉막 감염, 암, 안구

건조 질환, 하부 호흡기 감염, 만성 혈종, 알츠하이머병, 및 폐쇄성 폐 질환을 포함한다.

특정 구현예에서, 본 발명은 D1의 결핍, D1L3의 결핍, 및 D1 및 D1L3의 결핍을 특징으로 하는 질환 또는 병태의[0114]

치료에 관한 것이다. 일부 경우에, 대상체는 Dnase1 및/또는 Dnase1l3 유전자에서의 돌연변이를 갖는다. 이러한
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대상체는 또한 자가면역 질환 (예: SLE, 전신성 경화증) 또는 염증성 질환을 가질 수 있다. 일부 경우에, 대상

체는 D1 (예: 항-DNase1-항체 및 액틴) 및/또는 D1L3 (예: 항-DNase1l3-항체)의 획득된 억제제를 갖는다. 이러

한 대상체는 또한 자가면역 질환 (예:  SLE,  전신성 경화증)  또는 염증성 질환 (예:  패혈증 및 허혈-재관류

손상)을 가질 수 있다.

일부 구현예에서, 대상체는 낭포성 섬유증을 갖고, DNase 조성물은 폐 전달에 의해 투여된다.[0115]

다양한 구현예에서, 예를 들어, 대상체가 NET-관련 혈관 폐색의 증상의 위험이 있거나 이를 나타내는 경우, 단[0116]

백질 또는 조성물 (예를 들어 D1L3, D1, 또는 D1L3 또는 D1의 변이형, 예컨대 본원에 기재된 변이형을 포함함)

은 정맥내, 근육내, 피하, 또는 동맥내 투여될 수 있다.

다양한 구현예에서, 대상체는 혈액, 혈장, 또는 혈청의 NET-분해 활성에 대해 모니터링된다. 예를 들어, 대상체[0117]

는, NET에 의한 혈관 또는 도관 폐색, 또는 NET-관련 기관 손상의 위험을 감소시키기 위해, 약 1주 내지 약 4주

동안 모니터링될 수 있다.  일부 구현예에서,  대상체는,  급성 감염 또는 염증 이벤트 동안 혈관내 NET  축적

(NET-관련 혈관내 폐색 포함)을 예방하거나 감소시키기 위해 필요에 따라, 1주 내지 1개월 (또는 1-2주) 동안에

걸쳐 1 내지 4회 투여를 수용할 수 있다. 다른 구현예에서, 대상체는 1시간 내지 1개월 (또는 1-2주) 동안에 걸

쳐 연속적 주입을 수용할 수 있다. 일부 경우에, 대상체는, 예를 들어 (비제한적으로), 패혈증, 뇌졸중, 또는

심근 경색과 같은 중요 질병의 경우, 매일 적어도 1회, 예를 들어, 1, 2, 3, 4회 또는 그 초과의 주입을 수용할

수 있다.

NET 관련 질환 또는 병태의 치료는 D1 변이형, D1L3 변이형, 또는 D1 변이형 및 D1L3 변이형을 포함하는 조합의[0118]

투여를 포함할 수 있다. 일부 구현예에서, 본원에 기재된 D1 단백질의 변이형 중 둘 이상이 투여된다. 일부 구

현예에서, 본원에 기재된 D1L3 단백질의 변이형 중 둘 이상이 투여된다.

본 발명의 D1 단백질 변이형 및 D1L3 단백질 변이형은, 질환 또는 병태의 하나 이상의 증상의 발병 전과 같이,[0119]

예방적 치료로서 투여될 수 있다.

본원에서 사용되는 바와 같이, "치료" 또는 "치료하는" 또는 "치료된"은, 목표가 원치않는 생리학적 상태, 장애[0120]

또는 질환을 둔화시키거나 (줄이거나), 유리한 또는 요망되는 임상적 결과를 얻는 것인, 치료적 치료를 지칭한

다. 유리한 또는 요망되는 임상적 결과는, 증상의 경감; 병태, 장애 또는 질환의 정도의 감소; 병태, 장애 또는

질환의 상태의 안정화 (즉, 악화되지 않음); 병태, 장애 또는 질환의 발병의 지연 또는 진행의 둔화; 병태, 장

애 또는 질환 상태의 개선; 및 차도 (부분적 또는 전체적) (검출가능함 또는 검출가능하지 않음), 또는 병태,

장애 또는 질환의 향상 또는 개선을 포함하나 이에 제한되지는 않는다. 치료는 과도한 수준의 부작용 없이 임상

적으로 중요한 반응을 도출하는 것을 포함한다. 다른 구현예에서, "치료" 또는 "치료하는" 또는 "치료된"은, 목

표가 원치않는 생리학적 상태, 장애 또는 질환의 발병을 지연시키거나 중증도를 감소시키는 것인, 예컨대 대상

이 질환에 취약한 사람 (예를 들어, 루푸스와 같은 질환에 대한 유전적 마커를 갖는 개인)인, 예방적 수단을 지

칭한다.

본 발명의 방법에서, 치료는 질환 또는 병태에 대한 긍정적 치료 반응을 제공하기 위해 사용된다. "긍정적 치료[0121]

반응"이란, 질환 또는 병태의 개선, 및/또는 질환 또는 병태와 관련된 증상의 개선으로 의도된다. 예를 들어,

긍정적 치료 반응은 질환의 하기 개선 중 하나 이상을 지칭할 것이다: (1) 호중구 세포외 트랩의 감소; (2) 혈

관내 클롯의 감소; (3) 도관 클롯의 감소; (4) 활막 관절 내의 NET의 축적 감소; (5) 호중구 세포외 트랩의 분

해 증가; (6) 세포외 무단백질 DNA의 분해 증가; (7) 세포외 염색체 DNA 또는 단백질-결합 DNA의 분해 증가;

(8) 자가항체의 존재 하에 호중구 세포외 트랩의 분해 증가; (9) 조직/기관 염증의 감소; (10) 조직/기관 손상

의 감소; (11) 조직/기관 위축의 감소; (12) 증가된 환자 생존율; 및 (13) 질환 또는 병태와 관련된 하나 이상

의 증상으로부터의 일부 경감.

임의의 주어진 질환 또는 병태에서의 긍정적 치료 반응은 그 질환 또는 병태에 대해 특이적인 표준화된 반응 기[0122]

준에 의해 결정될 수 있다. 스크리닝 기술, 예컨대 자기 공명 이미징 (MRI) 스캔, 초음파 스캔, 조직학, 및 순

환에서의 NET의 카운팅을 사용하여 혈관 폐색의 변화 및 NET의 존재에 대한 임상 반응이 평가될 수 있다. 이들

긍정적 치료 반응에 추가로, 치료를 받는 대상체는 질환과 관련된 증상 개선의 유리한 효과를 경험할 수 있다.

투여 요법은 최적의 요망되는 반응 (예: 치료적 반응)을 제공하도록 조정된다. 예를 들어, 단일 볼루스가 투여[0123]

될 수 있거나, 여러 분할된 용량이 시간에 따라 투여될 수 있거나, 또는 용량이 치료 상황의 긴급성에 의해 지

시된 바와 같이 비례적으로 감소 또는 증가될 수 있다. 비경구 조성물은 투여 용이성 및 투여량의 균일성을 위

해 투여량 단위 형태로 제제화될 수 있다. 투여량 단위 형태는 본원에서 사용되는 바와 같이 치료할 대상체에
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대한 단일 투여량으로서 적합화된 물리적으로 별개의 단위를 지칭하며; 각각의 단위는 필요한 제약학적 담체와

관련하여 요망되는 치료적 효과를 생성하기 위해 계산된 미리 정해진 양의 활성 화합물을 함유한다.

다양한 구현예에서, 본 발명은, 유전적 치료를 위해 사용될 수 있는, 본원에 기재된 야생형 또는 D1L3 또는 D1[0124]

변이형을 코딩하는 핵산을 포함하는 발현 벡터를 제공한다. 유전적 치료는 D1L3 및/또는 D1의 유전적 결핍 (예

컨대 해로운 돌연변이)과 같은 만성 질병에 유용할 수 있다. 다양한 구현예에서, 발현 벡터는 DNA 또는 RNA를

포함한다. 다양한 구현예에서, 발현 벡터는 포유류 발현 벡터이다.

일부 구현예에서, 발현 벡터는, 숙주 세포 (예: 원핵, 진핵, 또는 포유류 세포)에서 기능성인, 발현 제어 영역,[0125]

또는 그의 보체에 작동가능하게 연결된 단백질 변이형을 코딩하는 핵산을 포함한다. 발현 제어 영역은, 블록킹

및/또는 자극제가 발현 벡터에 의해 변환된 인간 세포에서 생성되도록, 작동가능하게 연결된 블록킹 및/또는 자

극제의 발현을 구동시킬 수 있다.

발현 제어 영역은, 작동가능하게 연결된 핵산의 발현에 영향을 주는, 조절성 폴리뉴클레오티드 (때로는 본원에[0126]

서 요소로서 언급됨), 예컨대 프로모터 및 인핸서이다. 본 발명의 발현 벡터의 발현 제어 영역은 인간 세포에서

작동가능하게 연결된 코딩 핵산을 발현할 수 있다. 구현예에서, 발현 제어 영역은 작동가능하게 연결된 핵산에

조절가능 발현을 부여한다. 신호 (때로는 자극제로서 언급됨)는 이러한 발현 제어 영역에 작동가능하게 연결된

핵산의 발현을 증가 또는 감소시킬 수 있다. 신호에 반응하여 발현을 증가시키는 이러한 발현 제어 영역은 종종

유도성으로서 언급된다. 신호에 반응하여 발현을 감소시키는 이러한 발현 제어 영역은 억제성으로서 언급된다.

전형적으로, 이러한 요소에 의해 부여된 증가량 또는 감소량은 존재하는 신호의 양에 비례하고; 신호의 양이 클

수록, 발현의 증가 또는 감소가 크다.

인간  세포에서  기능성인  발현  시스템은  당업계에  널리  공지되어  있고,  바이러스  시스템을  포함한다.[0127]

일반적으로, 인간 세포에서 기능성인 프로모터는 포유류 RNA 폴리머라제에 결합하고 mRNA로의 코딩 서열의 하류

(3') 전사를 개시할 수 있는 임의의 DNA 서열이다. 프로모터는, 통상적으로 코딩 서열의 5' 말단의 근위에 위치

하는 전사 개시 영역을 갖고, 전형적으로 TATA 박스는 전사 개시 자리의 25-30 염기 쌍 상류에 위치한다. TATA

박스는 정확한 자리에서 RNA 합성을 시작하도록  RNA 폴리머라제 II를 지향시키는 것으로 여겨진다. 프로모터는

또한 전형적으로 상류 프로모터 요소 (인핸서 요소)를 함유할 것이며, 이는 전형적으로 TATA 박스의 100 내지

200 염기 쌍 상류 내에 위치한다. 상류 프로모터 요소는, 전사가 개시되고 한쪽 배향으로 작용할 수 있는 비율

을 결정한다. 바이러스 유전자가 종종 고도로 발현되고 광범위한 숙주 범위를 갖기 때문에, 포유류 바이러스 유

전자로부터의 프로모터가 특히 프로모터로서 사용된다. 예는 SV40 조기 프로모터, 마우스 유방 종양 바이러스

LTR 프로모터, 아데노바이러스 주요 후기 프로모터, 단순 헤르페스 바이러스 프로모터, 및 CMV 프로모터를 포함

한다.

적절한 경우, 예를 들어, 통합 서열과 같은 유전자 전달제가 사용될 수도 있다. 수많은 통합 서열이 당업계에[0128]

공지되어  있다  (예를  들어  하기  문헌  참조:  Nunes-Duby  et  al.,  Nucleic  Acids  Res.  26:391-406,  1998;

Sadwoski, J. Bacteriol., 165:341-357, 1986; Bestor, Cell, 122(3):322-325, 2005; Plasterk et al., TIG

15:326-332, 1999; Kootstra et al., Ann. Rev. Pharm. Toxicol., 43:413-439, 2003). 이들은 재조합효소 및

유전자전위효소를 포함한다. 예는 Cre (Sternberg  and  Hamilton,  J.  Mol.  Biol.,  150:467-486, 1981), 람다

(Nash,  Nature,  247,  543-545,  1974),  FIp  (Broach,  et  al.,  Cell,  29:227-234,  1982),  R  (Matsuzaki,  et

al., J. Bacteriology, 172:610-618, 1990), cpC31 (예를 들어 하기 문헌 참조: Groth et al., J. Mol. Biol.

335:667-678, 2004), 슬리핑 뷰티, 마리너 패밀리의 유전자전위효소 (Plasterk et al., supra), 및 레트로바이

러스 또는 렌티바이러스의 LTR 서열 및 AAV의 ITR 서열과 같은 바이러스 통합을 제공하는 성분을 갖는 AAV, 레

트로바이러스,  및  항바이러스와  같은  바이러스의  통합을  위한  성분  (Kootstra  et  al.,  Ann.  Rev.  Pharm.

Toxicol., 43:413-439, 2003)을 포함한다. 추가로, 직접적 및 표적화된 유전적 통합 전략을 사용하여 키메라 융

합 단백질을 코딩하는 핵산 서열을 삽입할 수 있고, 이는 CRISPR/CAS9, 아연 핑거, TALEN, 메가뉴클레아제 유전

자-편집 기술을 포함한다.

모든 인용 참조문헌은 명백히 그 전체가 본원에 포함된다.[0129]

실시예[0130]

실시예 1:  숙주 DNase는 호중구 세포외 트랩에 의한 혈관 폐색을 막는다.[0131]

혈소판 및 피브린 클롯은 울혈 및 혈전증에서 혈관을 폐색시킨다. 여기서 본 발명자들은, 활성화된 호중구에 의[0132]

해 방출된 항미생물 DNA-섬유, 호중구 세포외 트랩 (NET)에 기초한 혈관 폐색에 대한 비정규적인 메커니즘을 보
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고한다. 본 발명자들은, 두 DNase, DNase1 및 DNase1-유사 3이 뮤린 염증의 에피소드 동안 순환에서 NET를 분해

함을 보인다. 두 DNase의 부재 하에, 혈관내 NET는 혈관을 막고 기관 손상을 유발하는 클롯을 형성한다. 중증

박테리아 감염을 갖는 환자에서의 혈관 폐색은 생체외에서 NET를 분해하는 결함 및 혈관내 NET-클롯의 형성과

관련된다. DNase1 및 DNase1-유사 3은 독립적으로 발현되고, 따라서 염증에서 NET의 해로운 효과에 대한 이중적

숙주 보호를 제공한다.

염증은 침입하는 미생물을 통제하고 손상된 조직을 치유하기 위한 필수적 숙주 반응이다 (1). 통제되지 않는 지[0133]

속적 염증은 과다 염증성 장애에서 조직 손상을 유발한다. 호중구는 급성 염증에서 우세한 백혈구이다. 감염 동

안 호중구는, 박테리아를 부동화시키고 중화시키는 효소 및 독성 히스톤으로 장식된 DNA-필라멘트의 격자, 호중

구 세포외 트랩 (NET)을 생성한다 (2). 숙주 방어에서 NET의 관련성은, 세포외 DNase가 여러 병원성 박테리아에

서 독성 인자로서 작용한다는 사실에 의해 나타난다 (3, 4). 그러나, 부적절하게 방출된 NET는 그의 세포독성,

전염증성, 및 전혈전성 활성으로 인해 숙주 세포를 해칠 수 있다 (5-7). 실로, NET는 빈번히 염증성 또는 허혈

성 기관 손상과 관련되고, DNase의 치료적 주입은 다양한 동물 모델에서 숙주 손상을 제한한다 (8, 9).

숙주가  염증의  에피소드  동안  생체내에서  어떻게  NET를  분해하여  조직  손상을  제한하는지는  잘  이해되지[0134]

않는다. 보다 조기의 작업은, 혈청 내의 DNase1이 시험관내에서 NET의 DNA-백본을 소화시키는 것으로 나타났다

(10). 본 발명자들은, 지모그래피에 의해 야생형 마우스로부터의 혈청을 분석하고, 두 효소 활성 DNase, DNase1

및 DNase1-유사 3 [(DNase1l3)을 검출하였다 (도 1A). 두 효소 모두 DNase1 단백질 패밀리의 구성원이지만, 이

들의 기원 및 기질 친화도에 있어 상이하다. DNase1은 비조혈 조직에 의해 발현되고, 우선적으로 무단백질 DNA

를 분열시킨다 (11,12). 또한 DNase γ로서 공지된 DNase1l3은 면역 세포에 의해 분비되고 뉴클레오솜과 같은

DNA-단백질-복합체를 표적화한다 (11,13). 본 발명자는 DNase1 및 DNase1l3의 조합된 결핍으로 인해 혈청 내의

DNA-분해 활성을 갖지 않는 마우스를 생성하였다 (도 1A). 시험관내 생성된 NET는 DNase1/DNase1l3-/- 혈청으로

의 노출 후 온전하게 남아있었지만, 야생형, DNase1-/-, 및 DNase1l3- /- 마우스로부터의 혈청은 NET를 분해하

였다 (도 1B 및 도 1C). 본 발명자들은, DNase1/DNase1l3-/- 마우스의 간에서 DNase1 또는 DNase1l3의 cDNA를

안정적으로 발현하도록 수력학적 유전자 전달과 함께 간세포-특이적 발현 플라스미드를 사용하였다. 두 효소 모

두 분비 단백질 신호 서열을 함유함을 고려하여 (11), 이 접근은 순환에서 DNase1 또는 DNase1l3의 활성 (도

1D) 및 NET를 분해하는 DNase1/DNase1l3-/- 마우스로부터의 혈청의 능력 (도 1E 및 도 1F)을 회복시켰다. 종합

하면, 이들 데이터는, 독립적으로 발현된 두 숙주 효소, DNase1 및 DNase1l3이, 시험관내에서 NET를 분해함을

보여준다.

생체내에서 NET-분해를 위한 DNase1 및 DNase1l3의 요건을 시험하기 위해, 본 발명자들은 과립구-콜로니 자극[0135]

인자 (G-CSF)로 야생형, DNase1-/-, DNase1l3-/-, 및 DNase1/DNase1l3-/- 마우스를 만성적으로 자극하는 것을

목표로 하였다. G-CSF는 급성 염증의 특질인 호중구증가증을 촉발시키고, 호중구의 부분집단을 자극하여 생체외

에서 NET를 자발적으로 방출시킨다 (14). 본 발명자들은, G-CSF를 코딩하는 CSF3의 cDNA를 간세포-특이적 발현

플라스미드로 클로닝하였다. 야생형 마우스에게 CSF3-플라스미드를 수력학적 주사하면, 혈장 내의 G-CSF의 수준

이 만성적으로 상승되었다 (도 5A). 그 결과, 호중구 혈액 카운트가 꾸준히 증가하였고, 자발적으로 형성된 NET

가 혈액 도말에서 검출되었다 (도 2A 및 도 2B). 본 발명자들은 또한, 중요 기관에서의 증가된 수의 체류 호중

구 및 비장비대증을 관찰하였다 (도 5B 및 도 5C). 중요하게, CSF3-주사된 야생형 마우스는 정상적으로 성장하

였고, 기관 손상이 발달하지 않았고, 곤란 또는 비정상적 거동의 거시적 징후를 나타내지 않았다 (도 5D 및 도

5E). 총체적으로, 이들 데이터는, 부수적 NET 형성을 갖는 만성 호중구증가증이 야생형 마우스에서는 잘 용인됨

을 시사한다.

다음으로, 본 발명자들은 DNase1-/-, DNase1l3-/-, 및 DNase1/DNase1l3-/- 마우스의 간에서 CSF3을 안정적으로[0136]

발현시켰다. DNase1 또는 DNase1l3의 단일 결핍을 갖는 마우스는 곤란의 징후를 나타내지 않았지만 (나타내지

않음), 조합된 결핍을 갖는 모든 마우스는 CSF3-주사 후 6일 내에 사망하였다 (도 2C). CSF3이 없는 대조군 플

라스미드를 수용한 DNase1/DNase1l3-/- 마우스는 임의의 이상을 나타내지 않으면서 생존하였다 (도 2C, 나타내

지 않음). 본 발명자들은 호중구증가증 및 NET를 유도하고 동시에 순환에서 DNase1 또는 DNase1l3을 회복시키기

위해 DNase1/DNase1l3-/-  마우스에서 CSF3과 DNase1  또는 DNase1l3을 공동-발현시켰다. 한쪽 DNase의 발현은

임의의 곤란 징후를 나타내지 않으면서 DNase1/DNase1l3-/- 마우스를 생존시키기에 충분하였다 (도 2D). DNase1

및 DNase1l3이 없는 대조군 플라스미드와 CSF3을 공동-발현하는 DNase1/DNase1l3-/- 마우스는 유전자 전달 후 5

일 내에 사망하였다 (도 2D). 이들 마우스에서 사망 전에 빠르게 진행하는 저체온증이 선행되었고, 이는 엑시투

스(exitus) 전 8시간 내에 주변 체온의 강한 감소로서 입증되었다 (도 2E). 저체온증에는 붉은 혈장 및 소변에

의해 나타나는 용혈성 빈혈 및 감소된 혈액 헤모글로빈이 동반되었다 (도 2F 및 도 2G). 혈액 도말에서 풍부한
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분열적혈구는, 용혈성 빈혈이 적혈구 단편화에 의해 유발되었음을 나타내었다 (도 2H). 또한, 본 발명자들은 락

테이트 데히드로게나제 (LDH), 간 트랜스아미나제, 및 신장 손상 마커 혈액 우레아 질소 및 크레아티닌의 상승

된 혈장 수준을 검출하였고, 이는 다중 기관 손상을 나타내었다 (도 2I, 도 6A, 및 도 6B). CSF3과 DNase1 또는

DNase1l3의 공동발현은 체온 및 적혈구 및 기관의 온전성을 유지하였다 (도 2E 내지 도 2I; 도 6A 및 도 6B).

결론적으로, 이들 데이터는, DNase1 또는 DNase1l3이 만성 호중구증가증 동안 숙주 손상을 막기 위해 요구됨을

나타낸다.

만성 호중구증가증을 갖는 DNase1/DNase1l3-/- 마우스의 조직학적 분석은, 폐, 간, 및 신장에서 혈관을 완전 또[0137]

는 부분 폐색시킨 트랩핑된 적혈구를 갖는 혈관내 헤마톡실린-양성 클롯을 나타내었다 (도 3A 및 B; 도 6C 및

도 6D). 순환에서 DNase1 또는 DNase1l3의 발현은 이들 혈관 폐색을 막았다. 헤마톡실린-양성 클롯은, 개별 백

혈구 핵의 어두운 보라색 염색으로 산발적으로 얼룩진 풍부한 밝은 보라색 염색 패턴을 나타내었고, 이는 용해

된 DNA가 주요 클롯 성분임을 시사한다 (도 3A). 치밀 패킹된 크로마틴의 핵 분해 및 언폴딩이 NET-형성의 특질

임을 고려하여 (15), 본 발명자들은 NET-마커에 대한 헤마톡실린-양성 클롯을 염색하였다. 본 발명자들은 형광

성 이중-가닥 DNA-개재 염료 및 크로마틴에 대한 항체로의 강력한 염색을 관찰하였다 (도 7A). 호중구 과립-유

래된 효소 미엘로퍼옥시다제, 항미생물 카텔리시딘 펩티드, 및 NET-대용물 마커 시트룰린화 히스톤과 용해된 크

로마틴의 공동-국소화는, 클롯이 NET로 구성되었음을 확인시켰다 (도 3C, 도 7B 및 도 7C). 정규적 혈전의 성분

을 규명하기 위해, 본 발명자들은, 혈소판의 분비 소포 및 혈관 내피에 저장된 단백질, 피브린 및 폰 빌레브란

트 인자 (vWF)에 대한 NET-클롯을 염색하였다. NET-클롯은 이들의 vWF 및 피브린 함량에 있어 매우 불균질하였

다 (도 3D 및 도 3E). NET-클롯의 단면은 평균적으로 46%의 vWF로 커버되었으며, NET-클롯의 9%는 vWF에 대해

염색되지 않았다 (도 3E 및 도 3F). 피브린은 주로 부재하였고, 폐색된 혈관의 23% 미만에서 검출되었다 (도

3E). 이들 데이터는, NET가 시험관내에서 혈소판 및 적혈구를 부동화시키는 피브린-독립적 스캐폴드로서 작용한

다는 발견과 일치한다 (6). 일부 클롯에서 vWF 및 피브린의 부재는, NET가 혈관 폐색에서 충분할 수 있음을 시

사한다. 이 개념을 확증하기 위해, 본 발명자들은 시험관내에서 순수 호중구로부터 NET-클롯을 생성하는 것을

목표로 하였다. 본 발명자들은 혈액으로부터 호중구를 단리하고, 세포를 혈류을 모방하는 전단력에 노출시키면

서 NET-형성을 유도하였다. 이 셋업에서, 본 발명자들은 육안으로 가시적인 DNase-민감성 클롯을 관찰하였고

(도 8A),  이는 뮤린 혈관구조 내의 NET-클롯의 외관과 유사하였다 (도 8B).  이제, 본 발명자들은 CSF3-발현

DNase1/DNase1l3-/- 마우스에서 순환으로부터 혈소판을 고갈시키고 약리학적으로 트롬빈을 억제하여 피브린 형

성을 블록킹하였다. DNase1- 또는 DNase1l3- 발현과 달리, 항-혈전 치료는 이들 동물에서 사망을 막을 수 있었

다 (도 3H). 총체적으로, 데이터는, NET의 클롯이 DNase1/DNase1l3-/- 마우스에서 만성 호중구증가증 동안 혈관

을 막기에 충분함을 시사한다.

DNase1/DNase1l3-/- 마우스에서 NET-클롯의 형성은, 분열적혈구, 용혈성 빈혈, 및 혈관 폐색에 기인하는 장기[0138]

부전을 포함한, 환자에서의 감염-유도된 혈전 미소혈관증 (TMA) 및 파종성 혈관내 응고의 특징과 관련된다. 본

발명자들은  시가(Shiga)  독소-생성  대장균으로의  감염에  기인하는  용혈성-요독성  증후군을  갖는  TMA  환자

[STEC-HUS,  (16)]로부터의 혈장을 분석하였다. 패혈증 및 패혈성 쇼크는 이들 환자에서 빈번한 합병증이었다

(17). 시험관내에서 생성된 NET는 급성 질환 상태에서 수집된 환자 혈장으로의 노출 후 온전하게 남아있었지만,

차도 환자로부터의 혈장은 NET를 분해하였다 (도 9A 및 도 9B). 데이터는 NET-분해에서의 획득된 및 일시적 결

함을 나타내고, 이에 따라 이전 보고를 확장시킨다 (18,19). 중요하게, STEC-HUS 환자는, 잠재적으로 NET-분해

를 회복시킨, DNase의 공급원, 건강 공여자로부터의 혈장의 주입을 포함하는 체제 (17)로 효과적으로 치료되었

다.

보고에 따르면 NET의 큰 응집물이 환자의 활막액 및 췌장관에서 형성되지만 (21,22), 다른 조직에서는 아직 기[0139]

재된 바 없다. 따라서, 본 발명자들은 중증 염증성 질환을 갖는 환자에서 NET의 혈관내 응집물을 규명하는 것을

목표로 하였다. 본 발명자들은 급성 호흡 장애 증후군 및/또는 패혈증을 갖는 환자로부터의 부검에서 수집된 폐

조직을 스크리닝하였다 (도 10). 본 발명자들은 2명의 패혈증 환자의 혈관에서 헤마톡실린-양성 클롯을 검출하

였다 (도 11A 및 도 11C). 두 경우 모두에, 클롯은 크로마틴 및 MPO로 구성되었고 (도 11B 및 도 11D), 이는

NET가 인간 패혈증에서 혈관내 클롯을 형성할 수 있음을 나타낸다. 

패혈증은 마우스에서 혈관내 NET-형성의 강력하고 빠른 촉발원이다(7). 따라서, 본 발명자들은, NET-분해의 결[0140]

함이 질환을 악화시킬 수  있음을 가정하였다.  실로,  본  발명자들은,  야생형 마우스는 아니지만,  DNase1  및

DNase1l3의 조합된 결핍을 갖는 마우스는 저용량 리포폴리사카라이드 및 열-사멸 대장균에 고도로 감수성이었음

을 관찰하였다 (도 4A). 호중구 DNase1/DNase1l3-/- 마우스와 유사하게, 패혈성 DNase1/DNase1l3-/- 마우스의

혈액 분석은, 혈액 도말에서 혈장 LDH 및 분열적혈구의 증가된 수준 (도 4D 및 도 4E)과 함께, 용혈성 빈혈 및
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혈뇨를 나타내었다 (도 4B 및 도 4C). 또한, 본 발명자들은 폐에서 풍부한 부분 또는 완전 폐색된 혈관을 관찰

하였다 (도 4F 및 도 4G). 부분 폐색된 혈관의 상세 분석은 혈관 내강 내의 NET의 클롯을 나타내었다 (도 4H).

완전 폐색된 혈관에서 NET-클롯은 트랩핑된 적혈구 및 백혈구와 정체되었다 (도 4I; 도 12A 및 도 12B). 중요하

게, DNase1/DNase1l3-/- 마우스에서 DNase1 또는 DNase1l3의 간 발현은 혈관 폐색을 막았고, 야생형 표현형을

회복시켰다. 종합하면, 이들 데이타는, 순환 DNase1 또는 DNase1l3이 패혈증에서 NET-클롯의 형성 및 숙주 손상

을 막음을 나타낸다.

요약하면, 혈소판 및 피브린은 울혈성 클롯 및 병리적 혈전을 생성하지만 (23), 본 발명자들의 데이터는 염증[0141]

상태에서 혈관 폐색에 대한 비정규적 메커니즘으로서 NET-클롯을 도입한다. 피브린 가닥과 유사하게, NET는 초

대형이고 안정적 분자이다 (6).  만성 호중구증가증 또는 패혈증에서 나타나는 것과 같이 고농도에서, 혈관내

NET는 클롯을 형성할 수 있고, 이는 혈관을 막고 그에 따라 적열구 및 기관에 손상을 유발하기에 크기가 충분하

다.  염증  동안 혈액 및  조직  온전성을 유지하기 위해,  숙주는 혈관내 NET에  대한 이중 보호 시스템으로서

DNase1 및 DNase1l3을 독립적으로 발현한다. 그러나, 이들 숙주 인자에서 획득된 및 유전적 결함은 NET의 분해

를 지연시키고, 그에 따라 질환을 촉진시킬 수 있다. 획득된 결함은 손상된 조직으로부터 외부화된 단량체 액틴

에 의한 DNase1-억제  및  혈청  프로테아제에 의한 DNase1l3의  불활성화를 포함할 수 있다 (11).  DNase1  및

DNase1l3에서의 돌연변이가 환자에서 규명되었고, 이는 전신성 홍반성 루푸스 (SLE), 전신성 자가면역 질환과

관련된다 (24,25). 흥미롭게도, DNase1 및 DNase1l3-결핍 마우스는 자발적으로 연령에 따라 SLE-유사 질환을 발

달시킨다 (13,26). NET는 두드러진 자가항원으로 구성되고, SLE 환자로부터의 호중구는 증가된 NET 방출 능력을

갖는다 (27). 감소된 클리어런스(clearance) 능력은 반감기 NET를 증가시키고, 그에 따라 자가면역 질환을 촉진

시킬 수 있다 (10,27). 결론적으로, 숙주 DNase에서의 결함은 과다 염증성 질환에서 NET의 해로운 영향을 야기

할 수 있다.

그 결과, DNase1- 및 DNase1l3 매개 NET-분해는 염증 병태를 앓고 있는 환자에 대한 매력적인 치료 기회를 제공[0142]

한다. DNase1 및 DNase1l3이 동일한 또는 별개의 메커니즘에 의해 NET를 분해하는지를 시험하기 위해, 본 발명

자들은 고정액을 사용하여 NET에서 단백질을 가교시켰다. 고정된 NET는 DNase1l3-/- 혈청에 의해 효율적으로 분

해되었지만, DNase1-/- 혈청에 의해서는 분해에 대해 저항성이었다 (도 13A 및 도 13B). 이들 결과와 함께, 재

조합 DNase1 또는 DNase1l3에 대한 NET의 노출은, 두 DNase가 나이브 NET를 분해하지만 (도 13C 및 도 13D),

고정된 NET는 DNase1l3 활성에 대해 저항성임을 보여주었다 (도 13E 및 도 13F). 총체적으로, 이들 시험관내 데

이터는, DNase1 및 DNase1l3이 별개의 메커니즘으로 NET를 분해함을 시사한다.

마지막으로,  본 발명자들은 마우스의 순환에서 DNase1  및 DNase1l3의 활성을 인간과 비교하였다. DNase1  및[0143]

DNase1l3 활성을 구별하기 위해, 본 발명자들은 정상적 건강 공여자 (NHD)로부터의 혈장에서 DNase1 활성을 블

록킹하는 인간 DNase1에 대한 항체 (α-hDNase1)를 생성하였다 (도 14A). 헤파린은 DNase1l3의 공지된 억제제이

고, 이를 사용하여 DNase1l3에 의한 DNA-분해 활성을 블록킹하였다 (도 14B). 뮤린 혈장은 인간 혈장에 비해 대

략 10배 더 높은 총 DNase 활성 (도 14C), DNase1 활성 (도 14D), 및 DNase1l3 활성 (도 14E)을 나타내었다.

또한, 인간 혈장에서는 아니지만, 뮤린 혈장에서 DNase1l3은 NET를 효율적으로 분해한다 (도 14F 및 도 14G).

데이터는, 인간 순환에서 DNase1l3의 농도는 NET를 분해하기에 충분하지 않음을 시사한다. 따라서, 환자에서

DNase1l3 매개 NET-분해를 가능하게 하는 것은, 염증성 질환을 위한 신규하고 유망한 치료적 전략이다.

물질 및 방법[0144]

환자 혈장[0145]

시트로산화 혈장 샘플을 독일에서 STEC-HUS 발생 2011년 동안 환자로부터 얻었다 (16). 본 발명자들의 연구에서[0146]

의 포함 기준은 STEC/장출혈 대장균 또는 혈성 설사의 양성 규명, 혈소판 카운트 ≤150 × 109 /L 또는 1주 내

에 ≥25%만큼 감소, 용혈의 증거 (정상 한계 초과의 LDH, 정상 한계 미만의 합토글로빈, 또는 분열적혈구의 존

재) 및 급성 신장 손상 단계 ≥1이었다.

인간 조직[0147]

인간 조직을 5% 인산염 완충 포르말린 중에서 실온에서 밤새 고정시켰다. 모든 조직은 부검에서 수집되고, 원래[0148]

진단 목적으로 본 발명자들에게 제출되어 국가 윤리 원칙에 따라 연구되었다. 환자의 사망 원인은 도 10에 나타

내었다.

마우스[0149]

모든 마우스는 C57BL/6 유전적 백그라운드 상에 있다. 본 발명자들은 이전에 기재된 DNase1-/- 및 DNase1-유사[0150]
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3-/- 마우스를 교차시켜 (26,28) DNase1/DNase1l3-/- 마우스를 생성하였다. DNase1-/- 마우스의 이 균주는 최

근에 미토콘드리아 샤페론을 코딩하는 DNase1 중첩 유전자 Trap1/Hsp75에서 표적외 돌연변이를 함유하는 것으로

보고되었다 (29). 따라서, 본 발명자들은 대조군 실험을 위한 DNase1/DNase1l3-/- 마우스를 생성하기 위해 대안

적 DNase1-/- 균주 (30)를 포함시켰다 (도 15A-도 15C).

변성 폴리아크릴아미드 겔 전기이동 지모그래피 (DPZ)에 의한 DNase1의 검출[0151]

본 발명자들은, 변형과 함께 이전에 기재된 바와 같이 DPZ를 수행하였다 (19). 간단히, 나트륨 도데실 술페이트[0152]

(SDS)-폴리아크릴아미드  겔을,  DNA가  없는  4%  (v/v)  스태킹  겔  및  200  μg/ml의  연어  정소  DNA  (Sigma-

Aldrich, 독일)를 함유하는 10% (v/v) 분리 겔로 제조하였다. DNase1의 검출을 위해, 0.5 μl의 뮤린 혈청을

14.5 μl의 물 및 5 μl SDS 겔-로딩 완충제 (BioRad, 독일)의 혼합물과 혼합하였다. 혼합물을 5분 동안 비등시

키고, 겔 상에 로딩하였다. 전기이동을 트리스(Tris)/글리신 전기이동 완충제 (25 mM 트리스, 192 mM 글리신,

0.1% (w/v) SDS, pH 8.7)를 사용하여 120 V에서 수행하였다. 전기이동 후, 5% (w/v) 분유, 10 mM 트리스/HCl

pH 7.8, 3 mM CaCl2, 3 mM MgCl2, 100 U/mL 페니실린, 및 100 μg/mL 스트렙토마이신을 함유하는 리폴딩 완충제

중에서 37℃에서 밤새 겔을 인큐베이션시킴으로써 단백질을 리폴딩하였다. 겔을 분유가 없는 리폴딩 완충제로

전달하고, 37℃에서 추가의 24시간 동안 인큐베이션시켰다. DNA를 1x SYBR Safe (Thermo Scientific, 독일)로

형광 라벨링하고, 겔의 형광 이미지를 형광 스캐너 (Molecular Imager FX, BioRad, 독일)를 사용하여 기록하였

다.

DPZ에 의한 DNase1l3의 검출[0153]

DNase1l3의 검출을 위해, 2 μl의 혈청을 12 μl의 물, 5 μl SDS 겔로딩 완충제, 및 1 μl of 베타-메르캅토에[0154]

탄올 (BME, Sigma-Aldrich)과 혼합하였다. BME는 DNase1의 디술파이드 브릿지를 환원시키고, 이는 그의 불활성

화를 유발한다 (11). 혼합물을 5분 동안 비등시키고, 겔 상에 로딩하였다. DNase1에 대해 기재된 바와 같이 전

기이동을  수행하였다.  겔을  50℃에서  30분  동안  10  mM  트리스/HCl  pH  7.8로  2회  세척함으로써  SDS를

제거하였다. 10 mM 트리스/HCl pH 7.8, 1 mM BME, 100 U/mL 페니실린 및 100 μg/mL 스트렙토마이신을 함유하

는 리폴딩 완충제 중에서 37℃에서 48시간 동안 겔을 인큐베이션시킴으로써 단백질을 리폴딩하였다. 이어서, 겔

을 3 mM CaCl2 및 3 mM MnCl2로 보충된 리폴딩 완충제 중에서 37℃에서 추가의 48시간 동안 인큐베이션시켰다.

DNase1l3에 의한 무단백질 DNA의 효율적인 분해를 가능하게 하기 위해 Mn
2+
의 첨가가 요구된다 (11).  DNA를

DNase1에 대해 기재된 바와 같이 라벨링하고 이미지화하였다.

단일 방사상 효소 확산 (SRED) 검정에 의한 총 DNase 활성의 검출[0155]

총 DNase 활성을 측정하기 위해, 본 발명자들은 연어 정소로부터의 55 μg/ml DNA를 Mn
2+
 함유 완충제 (20 mM[0156]

트리스-HCl pH 7.8, 10 mM MnCl2, 2 mM CaCl2, 및 2x SYBR Safe) 중에 용해시켰다. DNA 용액을 50℃에서 10분

동안 가열하고, 동일한 부피의 2% 초순수 아가로스 (Thermo Scientific)와 혼합하였다. 혼합물을 플라스틱 트레

이에 붓고, 고화시까지 실온에서 저장하였다. 2 μl의 뮤린 혈청을 1.0 mm 직경의 웰로 로딩하였다. 겔을 습윤

챔버 내에서 37℃에서 4시간 동안 인큐베이션시켰다. 겔의 DNA 형광을 형광 스캐너로 기록하였다.

시험관내 NET-분해 검정[0157]

NET-분해를 이전에 기재된 바와 같이 분석하였다 (19). 무혈청 DMEM 중의 정제된 인간 호중구를, 웰 당 5 x 10
4

[0158]

세포의 농도로 0.001% 폴리리신 (Sigma)으로 코팅된 멸균 96-웰 플레이트 (Falcon, BD Technologies, 독일)로

시딩하였다. NET-형성을 유도하기 위해, 호중구를 5% CO2 및 습기와 함께 37℃에서 4 시간 동안 100 nM 포르볼

12-미리스테이트  13-아세테이트  (PMA;  Sigma-Aldrich)로  활성화시켰다.  본  발명자들은  인산염  완충  식염수

(PBS)를 첨가하고, 96-웰 플레이트를 4℃에서 밤새 저장하였다. NET를 PBS로 세척하고, 0.5% Triton X-100을

함유하는 PBS로 5분 동안 처리하고, 다시 PBS로 세척하였다. NET를, 2가 양이온을 갖는 HBSS (HBSS+; Thermo

Scientific) 중의 10 μM PPACK (Santa Cruz, Heidelberg, 독일)로 보충된 10% 뮤린 혈청 또는 10% 시트로산화

인간 혈장과 인큐베이션시켰다. NET를 5% CO2 및 습기와 함께 37℃에서 3시간 동안 분해시켰다. 본 발명자들은

상청액을 폐기하고 실온에서 1시간 동안 PBS 중의 2% PFA를 첨가하여 NET-분해를 중단시켰다. PFA를 폐기하고,

PBS 중의 2 μM의 형광 DNA 염료 SytoxGreen (Thermo Scientific)를 첨가하여 분해되지 않은 NET를 형광 라벨

링하였다. 형광 염색된 NET의 이미지를 역상 형광 현미경 (Axiovert 200M, Zeiss, 독일)으로 획득하였다. 본 발

명자들은 플레이트 판독기 (여기: 485 nm; 방출: 535 nm)로 형광 강도를 기록함으로써 또는 ImageJ 소프트웨어

(NIH, 미국)를 사용하여 현미경검사 사진에서 NET의 면적 커버리지를 측정함으로써 분해되지 않은 NET를 정량화
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하였다.

생체내 발현 벡터의 제조[0159]

본 발명자들은 pLIVE 플라스미드 (Mirus Bio, 미국)를 사용하여 마우스에서 단백질을 발현시켰다. 벡터는 단백[0160]

질의 오래 지속되는 간세포-특이적 발현을 가능하게 한다. 본 발명자들은 뮤린 DNase1, DNasel13, 및 CSF3을 갖

는  pLIVE  플라스미드를  생성하였다.  뮤린  DNase1에  대하여,  cDNA  (진뱅크  수탁  번호(Genbank  Accession

Number) NM010061)의 PCR을, SalI 및 XhoI 제한 자리를 함유하는 프라이머 DNase1-F 5'-GTCGACATGCGGTACACAGG

(서열 번호: 27) 및 DNase1-R 5'-CTCGAGTCAGATTTTTCTGAGTGTCA (서열 번호: 28)의 쌍을 사용하여 수행하였다.

DNase1l3에 대하여, cDNA (진뱅크 수탁 번호 AF047355)의 PCR을, BamHI 및 SacI 제한 자리를 함유하는 프라이

머 DNase1l3-F 5'-GAAGTCCCAGGAATTCAAAGATGT (서열 번호: 29) 및 DNase1l3-R 5'-GCGTGATACCCGGGAGCGATTG (서

열 번호:  30)의 쌍을 사용하여 수행하였다.  두 cDNA를 T4  리가제 (New  England  Biolabs,  독일)를 사용하여

pLIVE 벡터의 다중-클로닝 자리 (MCS)로 클로닝하였고, 이는 적절한 효소로 전소화되었다. DNase1l3을 함유하는

pLIVE  벡터를 프라이머 mutDNase1l3-F  5'-AGTCGACTCCCGGCCACCATGTCCCTGCA  (서열  번호:  31)  및  그의  상보적

mutDNase11l3-R 5'-TGCAGGGACATGGTGGCCGGGAGTCGACT (서열 번호: 32)의 쌍으로 자리-지향된 돌연변이생성에 적

용시켜 공통 Kozak 서열을 매칭시키고 단백질 발현을 최적화하였다. CSF3의 cDNA를 함유하는 pLIVE 벡터의 생성

은 외부에 위탁하였다 (Eurofins  Genomics,  독일).  CSF3의 cDNA  (진뱅크 수탁 번호 BC120761)를 제한 자리

SalI 및 XhoI 사이의 MCS에 삽입하였다. 모든 생성된 벡터의 서열을 이중 가닥 DNA 시퀀싱에 의해 확인하였다.

대조군으로서  본  발명자들은  부가적  삽입이  없는  모체  pLIVE  플라스미드를  사용하였다.  PureLink  HiPure

Plasmid  Maxiprep  Kit를  사용하여  모든  플라스미드를  정제하고,  High  Capacity  Endotoxin  Removal  Spin

Columns를 사용하여 내독소의 잠재적 오염물을 제거하였다 (둘 다 Thermo Scientific).

뮤린 DNase1 및 DNase1l3의 시험관내 발현[0161]

다른 부분에 기재된, DNase1  또는 DNase1l3에 대한 cDNA를 함유하는 플라스미드를, 10%  녹아웃 혈청 대체물[0162]

(Thermo  Scientific)로 보충된 DMEM  배지 (Thermo  Scientific)로 무혈청 조건에서 리포펙타민 3000  (Thermo

Scientific)으로 인간 배아 신장 (HEK) 세포로 트랜스펙션시켰다. 72시간 후, 상청액을 수집하고, 500 xg로 10

분 동안 원심분리하고, 멸균 여과시키고, 3K 컬럼 (Amicon Ultra, Millipore, Darmstadt, 독일)으로 초원심분

리에 의해 농축시켰다.

생체내 유전자 발현[0163]

DNase1, DNase1l3, CSF3을 함유하는 pLIVE-플라스미드, 또는 비어있는 대조군 플라스미드를 수력학적 꼬리 정맥[0164]

주사를 통해 마우스에 투여하였다.  간단히,  50  μg의 플라스미드를 마우스의 체질량의 10%와 동등한 부피로

0.9% 식염수 중에서 희석하였다. 마우스를 이소플루란으로 마취시키고, 이어서 플라스미드 용액을 꼬리 정맥을

통해 5 내지 8초에 걸쳐 정맥내 주사하였다. 드문 경우에, 마우스는 최초 24시간 내에 주사로부터 완전히 회복

되지 않았고, 이들 동물은 연구로부터 배제되었다. 공동발현 연구를 위해, 50 μg의 CSF3-플라스미드를 50 μg

의 비어있는 대조군 플라스미드, 또는 DNase1 및 DNase1l3을 함유하는 플라스미드와 혼합하였다. 두 플라스미드

모두를 함유하는 용액을 수력학적 꼬리 정맥 주사를 통해 투여하였다. 

만성 호중구증가증[0165]

4주 또는 8-12주령의 암컷 마우스에 CSF3을 함유하는 50 μg의 pLIVE-플라스미드를 주사하여 G-CSF 과발현 및[0166]

호중구증가증을 유도하였다. 마우스를 주사 후 최초 1주 동안 8시간마다, 또한 그 후 매일 모니터링하였다. 비

접촉 적외선-온도계 (Etekcity, 독일)에 의해 항문주위 영역에서 온도를 측정하였다. 생존 연구를 위해, 마우스

를 안락사시키고, 동물이 곤란 징후 (자발적 운동 없음, 감긴 눈, 가끔 숨가쁨)를 나타낸 경우, "비생존"으로서

스코어링하였다. 모든 경우에, 이들 곤란 징후에는 빠르게 진행하는 및 중증 저체온증 (플라스미드 주사 전 체

온에 비해 ≥4℃의 체온 감소로서 정의됨) 및 혈뇨가 동반되었다. 비-저체온 마우스는 임의의 곤란 징후를 나타

내지 않았고, 실험 종료시에 안락사시켰다. 기관, 혈액, 및 소변 수집을 위해, 본 발명자들은 3마리의 D1/D1L3-

/- 마우스의 4개 그룹을 분석하였다. 각 그룹의 마우스에게 CSF3과 비어있는 혈장, DNase1, 또는 DNase1l3의 혼

합물을 주사하였다.  마우스의 각 그룹을,  그룹의 제1  동물이 곤란 징후,  중증 저체온증,  및 혈뇨를 나타낸

경우, 바이오샘플 수집을 위해 안락사시켰다. 이 시점을 "엑시투스"로서 정의하였고, 이는 주사 후 3 내지 6일

내에 나타났다.

혈소판 고갈[0167]

마우스는 2 μg/g 혈소판-고갈 항체 또는 이소타입 대조군 항체 (both Emfret, 독일)의 복강내 주사를 수용하였[0168]

공개특허 10-2020-0047588

- 43 -



다. 이 처리는 순환으로부터 혈소판의 > 95%를 고갈시킨다. 처리를 CSF3의 주사 24시간 후에 시작하고, 실험 완

료시까지 48시간마다 반복하였다.

트롬빈 억제[0169]

분말화된 다비가트란 에텍실레이트 (Pradaxa,  Boehringer Ingelheim, 독일)를 40 mg/g의 용량으로 정상 차우[0170]

분말 (Altromin, 독일)과 혼합하였다. 분말을 증류수와 혼합하여 펠릿을 제조하고, 실온에서 건조시켰다. 다비

가트란의 공급은 CSF3 주사 후 24 시간에 시작되었다. 1일 동안 다비가트란 식이가 공급된 WT 마우스는, 다비가

트란 없이 정상 차우를 수용한 마우스에 비해 6.48±1.19배 (평균± SD, N=4) 증가된 활성화된 부분 트롬보플라

스틴 시간을 나타내었다 (스튜던트 t-시험; P < 0.001).

패혈증에 대한 박테리아의 제조[0171]

대장균 (XEN 14, Perkin Elmer)을, 50 μg/ml 카나마이신을 함유하는 용원성 브로쓰 배지 내에서 밤새 성장시켰[0172]

다. 박테리아를 4000 x g로 10분 동안 원심분리하여 펠릿화하고, PBS로 세척하고, 그에 재현탁시켰다. 1.5 x

10
9
 박테리아/ml의 분취액을 70℃에서 15분 동안 인큐베이션시켜 박테리아를 열-사멸시켰다. 분취액을 추가 사

용시까지 -20℃에서 저장하였다.

패혈증[0173]

8-15주령의  수컷  마우스는  0.9%  식염수  중의  살모넬라  엔테리카(Salmonella  enterica)  혈청형  티피무리움[0174]

(thyphimurium) (Sigma-Aldrich)으로부터의 1 μg/g의 LPS의 복강내 주사를 매일 3회 수용하였다. 제3 LPS 주

사와 함께, 마우스는 1.5 x 107 열-사멸 대장균/g의 정맥내 주사를 수용하였다. 나타낸 생존 시간은 대장균의

주사 후 시간을 나타낸다. 안락사시 혈액 및 기관을 수집하였다. 도 4A-도 4I에 나타낸 완전한 분석을 수행하기

에는 2마리 동물 (1x D1/D1L3-/- + Ctrl, 1x D1/D1L3-/- + D1L3)로부터 불충분한 샘플이 얻어졌다. 마우스를

안락사시키고, 동물이 중증 곤란 징후 (터치에 대한 무반응)를 나타낸 경우, "비생존"으로서 스코어링하였다.

모든 비생존 마우스는 혈뇨 및 사지의 창백을 나타내었다. 모든 생존 마우스를 열-사멸 대장균의 정맥내 주사

24시간 후 안락사시키고 "생존"으로서 스코어링하였다.

뮤린 혈액, 혈장, 및 조직 수집[0175]

혈액을 턱밑 천자에 의해 또는 후안와 공동(retroorbital sinus)에 의해 수집하였다. 혈액을 200 μl 혈청 튜브[0176]

(Monovette;  Sarstedt,  독일) 및 200  μl EDTA  튜브 (GK  150,  KABE  labortechnik,  독일) 내로 수집하였다.

3000 x g로 15분 동안 원심분리 후 혈액의 상청액을 수집하여 혈장을 얻었다. 혈액을 실온에서 1시간 동안 클롯

팅시킨 후 3000 x g로 15분 동안 원심분리하여 혈청을 얻었다. 혈청 및 혈장 샘플을 추가 사용시까지 -20℃에서

분취액 중에서 저장하였다. 기관 분석을 위해, 마우스를 PBS의 심장내 주입에 의해 관류시켰다. 기관을 수집하

고, 4℃에서 4% PFA 중에서 24시간 동안 고정시켰다. 고정된 기관을 파라핀 중에 매립시켰다.

혈액 및 혈장의 분석[0177]

제조업체의 지시에 따라 표준화된 키트 (Biotron Diagnostics, 미국 캘리포니아주)를 사용하여 혈장 중의 LDH,[0178]

AST, ALT, 크레아티닌 및 BUN을 정량화하였다. 마우스 G-CSF를 Quantikine ELISA Kit (R&D, 영국)로 정량화하

였다. EDTA 혈액 중의 헤모글로빈을 자동화된 혈구계 (Idexx ProCyte Dx Hematology Analyzer, 네덜란드)에 의

해 정량화하였다. FACS에 의해 호중구를 정량화하기 위해, 전혈을 0.2 μg의 피코에리트린-라벨링된 항-마우스

CD11b (M1/70, Biolegend, 독일) 및 0.5 μg의 Alexa Fluor 488 항-마우스 Ly6G (1AB, Biolegend, 독일)와 15

분  동안  아이스  상에서  인큐베이션시켰다.  이어서,  혈액을  0.5  ml  PBS로  희석하고,  FACSCalibur  (BD

Bioscience,  미국)로  분석하였다.  EDTA-항응고화된  혈액의  혈액  도말을  폴리리신-코팅된  슬라이드  (Hecht

Assistant, 독일) 상에서 제조하였다. 통풍-건조 후 드라이 아이스 상에서 1μM SytoxGreen으로 보충된 메탄올

중에서  1분  동안  인큐베이션시키고,  시판  키트  (In  Vitro  Diagnostikum,  독일)를  사용하여  Giemsa로

염색하였다.

면역형광 염색[0179]

파라핀-매립된 섹션을 왁스제거하고, 재수화시키고, 시트레이트 완충제 (10 mM 나트륨 시트레이트, 0.1% 트윈[0180]

(Tween),  pH  6)  중에서 100℃에서 25분 동안 항원 복구에 적용하였다. 그 후, 섹션을 2.5%  정상 염소 혈청

(Vector, 영국)으로 30분 동안 블록킹한 후 마우스-온-마우스 블록킹 키트 (Vector)로 1시간 동안 인큐베이션시

켰다. 이어서, 섹션을 MPO (A0398, Agilent, 독일), CRAMP (PA-CRLP-100, Innovagen, 스웨덴), 시트룰린화 히
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스톤 3 (ab5103, Abcam, 영국), 피브린 [클론 59D8], 또는 히스톤 H2A, H2B, 및 DNA의 복합체에 대한 1차 항체

2  μg/ml와  4℃에서  밤새  인큐베이션시켜  크로마틴을  검출하였다  (2).  섹션을  AlexaFluor488  또는

AlexaFluor555 (모두 Thermo Scientific)와 컨쥬게이션된 항-토끼 및 항-마우스 IgG 항체와 1시간 동안 인큐베

이션시켰다. 세척 후, DNA를 2분 동안 1 μg/ml DAPI로 라벨링하였다. 자가형광을 수단 블랙 (70% 에탄올 중

0.1%)과의 25-분 인큐베이션에 의해 켄칭시키고, 섹션을 Fluoromount G (Southern Biotech, 미국)로 모니터링

하였다. 형광 라벨링된 섹션의 이미지를 역상 형광 현미경 (Axiovert 200M, Zeiss, 독일) 또는 공초점 현미경

(TCS SP5, Leica, 독일)으로 획득하였다. NET-클롯의 이미지를 소프트웨어 (ImageJ)를 사용하여 정량화하였다.

NET-클롯의 3% 미만의 vWF 또는 피브린 염색 영역은 음성으로 고려되었다.

면역조직화학[0181]

항원 복구 후, 탈파라핀된 섹션을 2.5% 정상 말 혈청 (Vector)으로 30분 동안 블록킹하였다. 섹션을 호중구 엘[0182]

라스타제에 대한 1차 항체 (ab68672, Abcam) 2 μg/ml와 4℃에서 밤새 인큐베이션시켰다. 세척 후, 섹션을 제조

업체의 지시에 따라 항-토끼 IgG-AP 키트 (ImmPRESS, Vector)를 사용하여 염색하였다. 섹션을 헤말룸 (Merck,

독일)으로 대비염색하고 여기에 Neo-Mount 배지 (Merck)를 마운팅하였다. 염색된 섹션의 이미지를 역상 현미경

(Axiovert 200M, Zeiss)을 사용하여 획득하였다.

시험관내에서 NET-클롯의 생성[0183]

정제된 인간 호중구를, 2% BSA로 보충된 DMEM 중의 3 x 10
7
 세포 / ml로 조직 배양 플레이트로 시딩하였다. 세[0184]

포를  5% CO2와 습기 및 회전 조건 (300 rpm)으로 37℃에서 4시간 동안 0.1 μM PMA로 활성화시켰다. 본 발명자

들은 대조군으로서 10 U/ml 재조합 인간 DNase1 (도르나제 알파, Roche, 독일)의 존재 하에 PMA로 활성화된 호

중구 및 비자극된 호중구를 사용하였다. NET-클롯을 4℃에서 밤새 2% PFA로 고정시켰다. 고정된 NET-클롯을 파

라핀 중에 매립시키고, 섹션을 상기에 기재된 바와 같이 NET에 대해 염색하였다. 

통계적 평가[0185]

데이터는 평균 ± 표준 편차로서 나타내었다. 통계 분석은 프리즘(Prism) 소프트웨어 (GraphPad, 미국)를 사용[0186]

하여 수행하였고, 이는 스튜던츠 t-시험, 일원 및 이원 ANOVA 후, 본페로니의 다중 비교 시험, 및 로그-랭크 시

험을 포함하였다. 결과는 P < 0.05에서 유의한 것으로 고려되었다.

무비[0187]

만성 호중구증가증은 야생형 마우스에서 용인된다. 생성된 무비는, CSF3-발현 플라스미드 (CSF3) 또는 CSF3이[0188]

없는 대조군 플라스미드 (Ctrl)의 주사 1주 후 야생형 마우스를 나타낸다. 두 동물 모두 정상적 거동을 나타내

고 곤란 징후를 나타내지 않는다.

만성 호중구증가증은 DNase1 및 DNase1l3이 없는 마우스에서 곤란을 유발한다. 무비는, CSF3과 대조군 플라스미[0189]

드 (CSF3/Ctrl), DNase1 (CSF3/D1,), 또는 DNase1l3 (CSF3/D1L3)을 공동-발현하는 DNase1/DNase1l3-/- 마우스

를 보여준다. 순환 DNase, DNase1 또는 DNase1l3을 발현하는 마우스는 정상적 거동을 나타낸다. 순환 DNase가

없는 마우스 (CSF3/Ctrl)는 곤란 징후 (자발적 운동 없음, 감긴 눈, 가끔 숨가쁨)을 나타낸다.
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실시예 2: 치료를 위한 DNase1L3 및 변이형의 개발 및 사용[0220]

도입[0221]

통제되지 않는 염증은 과다 병태를 유발한다 (1). 호중구 세포외 트랩 (NET)은 독성 단백질로 장식된 DNA 필라[0222]

멘트이다 (2). NET는 미생물 감염에 대하여 보호하지만, 과도한 NET 형성은 염증 및 자가면역 질환을 촉발하고

악화시킨다 (3). 혈액에서 나타나는 DNA-분해 효소, DNase1 (D1)은, 시험관내 및 생체내에서 NET를 무력화하기

위해 폭넓게 사용되고 있다. 실로, 낭포성 섬유증 (CF)을 위한 FDA-승인 약물 (도르나제 알파), 재조합 인간 D1

의 주입은, 다양한 질환 모델에서 NET의 병리적 영향을 막고 (3), 이는 예방적 치료를 위한 D1의 사용을 지지한
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다.

DNase1-유사 3은 NET-관련 질환에 대한 신규 약물 후보물질임 [0223]

실시예 1에서, 본 발명자들은, D1에 추가로, DNase1-유사 3 (D1L3) 또한 NET를 분해함을 확인하였다. 두 효소[0224]

모두 염증 반응 동안 혈액 및 조직 항상성을 유지한다. 간단히, 본 발명자들은, NET가, 멸균 뿐만 아니라 감염

조건 하에, 염증의 특질인 호중구증가증 동안 혈관 내에 생성됨을 보여주었다. D1 및 D1L3은 NET를 분열시키고,

따라서 NET의 DNA-필라멘트의 혈관 클롯으로의 응집을 막는다. D1 및 D1L3의 부재 하에, NET의 클롯은 혈류를

막고 기관 손상 및 사망을 유발한다. NET-클롯은 혈소판 또는 피브린에 대해 독립적으로 형성되고, 따라서 종래

의 항-혈전 치료에 대해 저항성이다. 따라서, 본 발명자들은 혈관 폐색에 대한 신규한 메커니즘으로서 NET의 클

롯을, 또한 NET에 대한 새로운 예방적 치료로서 D1L3을 알아내었다 (실시예 1 참조).

D1 및 D1L3은, DNase1-유사 1 (D1L1) 및 DNase1-유사 2 (D1L2)와 함께, DNase1-단백질 패밀리에 속한다 (4).[0225]

D1 및 D1L3은, 인간, 영장류, 및 설치류를 포함한 다양한 종에서 발현된다. D1은 위장관 및 외분비샘에서 우세

하게 발현되지만 (5), 조혈 세포, 즉 대식세포 및 수지상 세포는 D1L3을 생성한다 (6, 7). 본 발명자들은 마우

스 및 인간의 혈청에서 저농도의 두 DNase를 확인하였지만 (실시예 1, 도 14), 순환에서 D1 및 D1L3의 기원은

알려져 있지 않다 (7, 8). D1은 우선적으로 무단백질 DNA (예: 박테리아 DNA, 플라스미드 DNA)를 분열시키지만,

D1L3은,  진핵 세포의 핵에서 통상적으로 나타나는, DNA  및 히스톤의 복합체, 크로마틴을 표적화한다 (7,  9,

10). D1 활성은 단량체 액틴으로의 결합에 따라 억제되고, 이는 생리학적 염 농도에 민감하다 (11-13). 추가로,

D1은 N40 (신호 펩티드가 없는 성숙 효소에서 N18에 상응함) 및 N128 (N106)에서 글리코실화되고, 이는 효소를

혈청 프로테아제에 의한 불활성화에 대해 저항성으로 만든다 (9). 반면, D1L3은 글리코실화 및 액틴-결합 자리

가 없고, 이는 각각 여러 프로테아제에 대한 그의 감수성 및 액틴에 대한 저항성을 유발한다 (9).

D1은 위장관의 체액 및 소변에서 최초로 발견되었고, 이는 식품 섭취로부터 DNA의 소화에 참여한다. 본 발명자[0226]

들은 본 개시내용의 과정에서, 전신 투여된 DNase1 (예: 복강내 또는 정맥내 주사를 통해)이 순환에서 비교적

짧은 반감기를 갖고 효소 활성 형태로 소변으로, 또한 예상외로 담즙으로 분비됨을 관찰하였다. 그의 담즙액으

로의 분비는, 전신 DNase1 치료를 통해 담관에서 세포외 DNA 및/또는 NET를 표적화할 기회를 열어준다.

D1L3은  프로그래밍된 세포 사망과 관련하여 최초로 기재되었다 (14).  D1L3은 2개의 핵 국소화 자리 (NLS1,[0227]

NLS2)를 특징으로 한다. NLS2는 D1L3에 있어 독특하고 D1에는 존재하지 않는 C-말단 테일 내에 매립되어 있다.

두 NLS 모두 아팝토시스 동안 효소를 핵에 대해 표적화한다 (14). 실로, 세포내 D1L3은 생체내에서 아팝토시스

및 괴사성 세포 내에서 핵 DNA의 단편화를 필요로 한다 (15). D1L3은, 세포외 DNA, 즉 지질-캡슐화된 DNA (트랜

스펙션에서 나타나는 것 등), 및 아팝토시스 바디 내의 크로마틴을 분해하기 위해 그의 C-말단 테일을 필요로

한다 (7, 10). 트랜스펙션에서, cDNA 및 양이온성 지질은 표적 세포의 혈장 막을 통해 침투하는 복합체를 형성

한다. D1L3은 트랜스펙션을 방해하고, C-말단 테일이 이 기능에 있어 중요하다 (10). D1L3의 생리학적 기질은,

아팝토시스 세포로부터의 크로마틴으로 채워진 지질 소포, 아팝토시스 바디이다 (7).  여기서, C-말단 테일은

D1L3이 아팝토시스 바디의 지질 막을 통해 침투하고 크로마틴 로드를 분해할 수 있게 한다. 중요하게, C-말단

테일은 또한, D1L3에 의한 무지질 세포외 크로마틴의 분해를 위해 요구된다(7). C-말단 테일은 세포외 공간에서

D1L3의 기능에 있어 중요한 것으로 믿어진다.

hD1은 동물 모델, 주로 마우스에서 NET를 효과적으로 표적화하지만, 각각 CF (16) 및 기종 (17)의 임상 시험에[0228]

서는 제한된 치료적 효과를 나타내거나 치료적 효과를 나타내지 않았다. NET는 CF에서 형성되고 (18), 이는 야

생형 hD1이 환자에서 NET를 표적화하기에 최적이 아님을 나타낸다. 과다활성 변이형이 D1의 치료적 한계를 피하

기 위해 생성되었지만, 이들의 임상적 제조는 도전적이다 (12). 특히, NET-DNA는 히스톤을 함유하고, 크로마틴

과 같이 구조적으로 조직화된다 (2). 따라서, 본 발명자들은, 크로마틴의 효율적인 분해가 NET에 대한 최적 치

료를 위해 요구됨을 추측한다.

기종 환자의 hD1 및 조직 플라스미노겐 활성화제 (tPA, 알테플라제)의 조합 치료가 기재되었다 (17). tPA는 D1[0229]

이 시험관내에서 크로마틴을 분해할 수 있기 때문에 (19), 데이터는 본 발명자들의 가설과 일치한다. 본원에 참

조로 포함되는 US 9,642,822는 추가로, NET를 치료 표적화하기 위한 tPA 및 D1의 조합 치료를 개시한다 (20).

그러나, tPA로의 치료는 통상적으로 그의 피브린용해 활성으로 인해 증가된 출혈 위험과 관련된다 (17). D1L3은

환자를 출혈 위험에 놓이게 하지 않으면서 NET를 표적화하기 위한 보다 안전한 전략을 제공할 수 있지만, D1L3

단백질로의 치료는 탐구되지 않았다.

아미노산 전달을 통한 DNase1 및 DNase1-유사 3 변이형의 엔지니어링[0230]
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본 실시예에서, 본 발명자들은 세포외 크로마틴 (NET 포함)에 대한 치료를 위해 엔지니어링된 D1 및 D1L3의 변[0231]

이형을 생성하였다. 변이형을 디자인하기 위해, 본 발명자들은, 인간 D1L3이 크로마틴을 분해하는 능력은 인간

D1에 부재하는 개별 아미노산 및/또는 아미노산 서열에 의해 코딩됨을 가정하였다. 또한, 본 발명자들은, 인간

D1L3으로부터의 이들 개별 아미노산 및/또는 아미노산 서열의 D1로의 전달이 증가된 크로마틴-분해 활성을 갖는

과다활성 D1 변이형을 생성함을 추측하였다. 유사하게, 효소적 특성 (예: 글리코실화)이 D1로부터 D1L3으로 전

달될 수 있다. 본 발명자들의 가설을 시험하기 위해, 본 발명자들은 종래의 아미노산 돌연변이를 사용하였고,

DNase1-단백질 패밀리로부터의 DNase의 변이형을 엔지니어링하기 위한 신규한 빌딩-블록 (BB) 기술을 개발하였

다.

D1 및 D1L3의 변이형을 생성하기 위해, 본 발명자들은 시험관내 발현 시스템 [예: 차이니즈 햄스터 난소 (CHO)[0232]

세포, 인간 배아 신장 (HEK) 세포, 피키아 파스토리스]을 사용하였다. 효소 활성을 판독치로서 고분자량 (HMW)-

DNA의 분해를 사용하여 특성화하였다 (도 16). 본 발명자들은 하기 두가지 유형의 HMW-DNA를 선택한다: (a) 연

어 정소로부터 단리된 이중-가닥 DNA (dsDNA). HMW-dsDNA의 분해를 지모그래피에 의해 분석하였다; (b) HEK293

세포로부터의 정제된 핵의 크로마틴. 그의 분해를 분석하기 위해, HMW-크로마틴을 먼저 DNase 변이형과 인큐베

이션시킨 후, DNA 단리 및 아가로스 겔 전기이동 (AGE)을 통한 가시화가 이어졌다. 크로마틴 분해를 저분자량

(LMW)-DNA에 의해 검출하였다. 이 셋업에서, 야생형 인간 D1 (서열 번호: 1)은 야생형 D1L3 (서열 번호: 2)에

비해 대략 100배 더 높은 dsDNA 분해 활성을 갖지만, 야생형 D1L3은 야생형 D1에 비해 대략 100배 더 효율적으

로 크로마틴을 분해한다 (도 16). 본 발명자들은, 크로마틴 분해에 있어 D1 및 D1L3의 상승적 효과를 확인하였

지만, dsDNA는 그렇지 않았다. D1 및 D1L3이 10:1 또는 1:1의 비율로 혼합되는 경우, 본 발명자들은, 각각의 D1

또는 D1L3 단독에 비해, 증가된 크로마틴 분해를 관찰하였다 (도 16). 따라서, 본 발명자들은 D1 및/또는 D1L3

변이형에 대해 스크리닝하였고, 이는 증가된 크로마틴 및/또는 dsDNA 분해 활성을 나타낸다.

D1-단백질 패밀리의 구성원에 대한 생체내-발현 시스템을 사용하여,  혈관내 NET를 분해하도록 선택된 D1  및[0233]

D1L3 변이형을 추가로 시험하였다. 그 전체가 본원에 참조로 포함되는 PCT/EP2018/051444를 참조한다. 시스템은

하기 두 성분을 기반으로 한다: (a) 수용자 마우스에서 D1, D1L3, 및 그의 변이형의 cDNA로의 간세포의 안정적

인 생체내 트랜스펙션을 가능하게 하는 발현 플라스미드, 및 (b) 혈청에서 DNase 활성의 부재를 특징으로 하는

Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 결핍 마우스. 간단히, 후보물질 DNase의 cDNA를 간 발현 벡터로 클로닝한다. 다음으로, 벡

터를, 과립구 콜로니-자극 인자 (G-CSF)에 대해 코딩하는 뮤린 Csf3의 cDNA와 함께 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 결핍 마

우스에서 공동-발현시킨다. Csf3의 발현은 부수적 혈관내 NET-형성을 갖는 호중구증가증을 유도하고, 이는 또한

Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스에서 혈관 내의 소화되지 않은 NET의 응집 및 사망을 유발한다. 약물 후보물질을 규

명하기 위해, 본 발명자들은 NET를 효율적으로 분해하고 그에 따라 이 모델에서 이환 및 사망을 막는 D1, D1L3,

및 그의 변이형을 스크리닝하였다.

결과[0234]

종래의 아미노산 치환을 통한 DNase1 변이형의 엔지니어링[0235]

본 발명자들의 중심 가설은, 크로마틴을 분해하는 인간 D1L3의 능력이 D1에 존재하지 않는 아미노산에 의해 매[0236]

개된다는 것이다. 서열 정렬은, 인간 D1 및 인간 D1L3에서 아미노산의 44%가 동일함을 보여주었다 (도 17). 본

발명자들은 D1 및 DL3 변이형을 생성하기 위해 단지 가변 아미노산 (56% 비공유 아미노산)을 독점적으로 돌연변

이시켰다.

D1L3은 9.35의 등전점을 갖는 양이온성 단백질이지만, D1 및 다른 구성원은 보다 염기성인 단백질이다. 따라서,[0237]

본 발명자들은,  D1L3의  양이온성 성질이 효소가 크로마틴을 분해할 수 있게 함을 추측하였다.  서열 정렬을

통해, 본 발명자들은, D1에 부재하는 가변 아미노산에서의 37개의 아르기닌 또는 리신 잔기를 규명하였다 (도

17). 이들 아미노산 잔기는 서열 번호: 2에 대하여 아미노산 위치 29 (신호 펩티드를 갖는 위치 9), 39 (9), 47

(7), 50 (30), 66 (46), 74 (54), 77 (57), 80 (60), 81 (61), 92 (72), 109 (89), 114 (94), 115 (95), 163

(143),  176  (156),  180  (160), 199 (179), 200 (180), 203 (183), 208 (188), 212 (192), 226 (206), 227

(207),  239  (219),  250  (230), 259 (239), 262 (242), 280 (260), 285 (265), 291 (271), 292 (272), 297

(277), 298 (278), 299 (279), 301 (281), 303 (283), 304 (284)에 위치한다.

D1L3에서 26개의 이들 부가적 아르기닌 또는 리신 잔기는 D1 (서열 번호: 1)에서 하기 아미노산 위치에 상응한[0238]

다: 31 (신호 펩티드를 갖는 위치 9), 41 (19), 49 (40), 52 (30), 68 (46), 76 (54), 79 (57), 81 (59), 92

(70), 109 (87), 114 (92), 115 (93), 164 (142), 177 (155), 181 (159), 200 (178), 201 (179), 204 (182),
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209  (187),  213  (191),  227  (205),  239  (217),  250  (228),  259  (237),  262 (240), 및 280 (260). 추가로,

D1L3은 아르기닌 또는 리신 잔기의 3 자리 삽입을 특징으로 한다: R80, K226 및 3개의 아르기닌 및 6개의 리신

잔기를 특징으로 하는 C-말단 테일 (서열 번호: 2에서 아미노산 위치 282 이후).

본 발명자들은, 야생형 D1로 하기 돌연변이를 도입함으로써 D1L3 내지 D1의 코어 바디의 부분인 아르기닌 및 리[0239]

신 잔기를 전달하여, D1의 28개 변이형을 생성하는 것을 목표로 하였다 (도 18): 서열 번호: 1에 대하여 Q31R,

A41K, Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R, P92R, D109K, V114K, D115R, A164K, Q177K, G181K,

P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, A226_T227insK, T227K, A239R, D250K, A259K, G262K, 및 K280M.

본 실시예에서, 본 발명자들은 28개 중 23개의 아미노산 치환을 함유하는 D1 변이형을 생성할 수 있었다. 본 발[0240]

명자들은 HEK293 세포에서 이들 D1-변이형의 cDNA를 발현시키고, 배양물 상청액에서 dsDNA 및 크로마틴 분해 활

성을 분석하였다. 본 발명자들은 하기 아미노산 변형이 크로마틴 분해 활성을 부분적으로 증가시킴을 관찰하였

지만, dsDNA 분해에서는 큰 차이가 관찰되지 않았다 (도 19): Q31R, Q49K, N76K, Q79R, P92R, D109K, A164K,

Q177K, P200K, S201K, S204R, T213R. 흥미롭게도, 각각 인간 D1의 아미노산의 79% 및 78%를 공유하는 마우스

및 래트 D1 (서열 번호: 4)은, Q31R, Q49K, 및 Q79K를 포함한, 분석된 아미노산 치환 중 여럿을 특징으로 한다

(도 20). 뮤린 D1 및 인간 D1을 발현하는 HEK293 세포로부터의 상청액의 분석은, 인간 D1에 비해, 증가된 크로

마틴 분해 활성을 갖는다 (도 21). 본 발명자들은 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스에게 Csf3 및 뮤린 D1 (mDnase1,

서열 번호: 3), 인간 D1 (hDnase1, 서열 번호: 1), 또는 비어있는 대조군 플라스미드 (Ctrl)의 혼합물을 주사하

였다. 대조군 플라스미드를 수용한 마우스는 7일 내에 사망하였지만, 뮤린 D1의 발현은 적어도 28일 동안 완전

한 보호를 제공하였다 (도 21). 예상외로, 인간 D1의 발현은 사망으로부터의 단지 부분적 보호를 나타내었고,

동물의 절반 초과가 14일 내에 사망하였고 (도 21), 이는 인간 D1이 뮤린 D1에 비해 혈관내 NET 분해에 있어 덜

효율적임을 나타낸다. 이제, 본 발명자들은 인간 D1에서 Q31R, Q49K, Q79R, 및 W209R을 돌연변이시켜 뮤린-유사

D1-변이형 (서열 번호: 5)을 생성하였다. 6개 돌연변이 모두 (Q31R, Q49K, Q79R, Q177K, W209R, G262K) 래트-

유사 D1-변이형 (서열 번호: 6)을 생성하도록 이루어졌다. 두 설치류-유사 D1 변이형 모두를 간세포 발현 벡터

로 클로닝하고 Csf3과 함께 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스로 전달하였다. 본 발명자들은, D1의 뮤린- 및 래트-유사

변이형으로의 유전자 치료가 NET 매개 혈관 폐색 및 사망에 대한 완전한 보호를 제공하였음을 관찰하였다 (도

22). 중요하게, 설치류-유사 인간 D1-변이형의 시험관내 발현은 증가된 크로마틴 분해 활성을 나타내었다 (도

22). 총체적으로, 데이터는, (a) 인간 D1이 생체내에서 제한된 NET 분해 능력을 갖고; (b) 인간 D1L3으로부터

인간 D1로의 다중 양이온성 아미노산 전달은 과다활성 변이형을 생성함을 보여준다.

D1의 과다활성 변이형을 생성하기 위해 여러 시도가 이루어졌다 (6, 12, 13, 21-29). 본 발명자들은, 야생형 인[0241]

간 D1의 282개 중 82개 아미노산을 변경시킨 184개의 돌연변이를 확인하였다 (도 23). 야생형 인간 D1 및 인간

D1L3의 아미노산 서열의 정렬은, 야생형 인간 D1L3에 이미 존재하는 인간 D1에서의 3개의 기능획득 돌연변이를

나타내었다 (도 23): Q31R (신호 펩티드가 없는 D1에서 Q9R에 상응함), T227K (T205K), 및 A136F (A114F). 돌

연변이 Q31R 및 T227K는 hD1의 DNA-결합 특성을 변경시키고 그에 따라 과다활성을 유발할 수 있지만, A136F는

단량체 액틴에 의한 억제에 대한 저항성을 부여한다 (21-24, 26, 29). 

본 발명자들은 Q31R/T227K/A136F의 조합을 갖는 새로운 D1-변이형 (서열 번호: 7)을 디자인하였고, 그의 효소[0242]

활성을 야생형 D1  (서열 번호: 1)과,  뿐만 아니라 Q31R,  T227K,  A136F에서의 단일 돌연변이, 또는 Q31R  및

T227K에서의  조합  돌연변이를  갖는  D1-변이형  (서열  번호:  8)과  비교하였다.  본  발명자들은  트랜스펙션된

HEK293 세포의 배양물 상청액에서 dsDNA 및 크로마틴-분해 활성을 특성화하였다. 본 발명자들은 Q31R 및 T227K

의 단일 또는 조합 돌연변이를 갖는 D1-변이형 사용시 dsDNA-분해 활성에 있어 큰 차이가 없음을 관찰하였다

(도 24). 흥미롭게도, 크로마틴은 각각 A136F 돌연변이체 및 Q31R/T227K/A136F의 조합 돌연변이에서 부분적으로

및 완전히 분해되었다 (도 24). 다음으로, 본 발명자들은, D1의 Q31R/T227K/A136F 변이형이 호중구 Dnase1
-/-

Dnase1l3
-/-
에서 NET 매개 치명적 혈관 폐색을 막을 수 있는지를 시험하였다. DNase가 없는 대조군 플라스미드를

수용한 모든 마우스는 사망하였지만, D1-변이형 (서열 번호: 7)을 발현하는 모든 마우스는 곤란 징후를 나타내

지 않으면서 실험 종료시까지 생존하였다 (도 24). 정제된 단백질 사용시, 본 발명자들은, 삼중 아미노산 치환

이 dsDNA 분해 활성에서의 검출가능한 차이 없이 야생형 D1에 비해 대략 10-20배로 크로마틴 분해 활성을 증가

시킴을 관찰하였다 (도 25). NET 및 핵으로부터의 크로마틴은 액틴을 함유한다 (30, 31). 데이터는, D1 변이형

에 의한 크로마틴 분해가 양이온성 아미노산 치환 뿐만 아니라 액틴 저항성을 부여하는 돌연변이 (야생형 D1L3

에 존재하는 두가지 특징)를 필요로 함을 시사한다. 이 개념을 추가로 확증하기 위해, 본 발명자들은 돌연변이

A164K 및 A136F의 조합을 특징으로 하는 D1 변이형 (서열 번호: 9)을 생성하였다. 실로, 본 발명자들은, 두 돌
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연변이 모두를 갖는 D1 변이형에서 크로마틴 분해 활성의 강한 증가를 관찰하였고 (도 26), 이는 본 발명자들의

가설을 지지한다.

DNase1-단백질 패밀리 구성원의 빌딩 블록 엔지니어링의 개발 [0243]

D1L3은 부가적 아미노산: Q282  후에 시작하는 C-말단 테일 (NH2-SSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS-COOH)  (서열 번호:[0244]

33), 및 S79/R80 및 K226에서의 효소 내의 2개의 자리를 함유하는 3개의 자리를 특징으로 한다 (도 17). D1L3의

C-말단 테일의 23개 아미노산은 D1의 C-말단에 부착되었다 (10, 28). 본 발명자들은, DNase1의 위치 226에서의

아르기닌-잔기의 삽입 (A226_T227insK)은 dsDNA 분해에 대한 감소된 효소 활성을 갖는 D1-변이형을 생성함을 관

찰하였지만, 이러한 효과가 치환 T227K에서는 관찰되지 않았다 (도 27). 따라서, K/R-잔기의 삽입은 D1 기능 감

소 위험을 함께 갖는다. 대전된 아미노산의 삽입은 국소 단백질 구조에 영향을 줄 수 있다. D1이 하나의 아미노

산 사슬을 포함하는 구상(globular) 효소임을 고려하여 [도 28, (27)], 이러한 국소 변경은 전체 효소를 불활성

으로 만들 수 있음을 생각할 수 있다. 실로, D1 아미노산 서열 전반에 걸친 수많은 비보존적 돌연변이는 효소를

불활성화시킨다 (12, 25, 26). 본 발명자들은, 단일 아르기닌 및 리신 단기 뿐만 아니라 이웃한 아미노산 서열

을 이식하는 것에 의한 국소 단백질 구조의 전달은 불활성화 위험을 감소시킴을 가정하였다. 본 발명자들은 삽

입에 대한 앵커로서 사용될 수 있는 A226_T227insK 부근의 보존 아미노산을 D1 및 D1L3 내에서 검색하였다. 본

발명자들은 각각 N-말단 및 C-말단 앵커로서 D1에서의 D223/T224/T225 모티프 및 보존 T229를 규명하였다 (도

27). 본 발명자들은 D1 내의 3개 아미노산 (ATP)을 D1L3으로부터의 K226을 포함한 4개 아미노산 (VKKS)으로 대

체하였다 (가상환경에서(in silico)). HEK239 세포에서 새로운 D1-변이형 (A226_P228delinsVKKS)의 cDNA의 발

현은 야생형 D1과 비교시 유사한 dsDNA-분해 활성을 갖는 기능적으로 활성인 효소를 나타내었다 (도 27). 데이

터는, 보존 아미노산 사이의 가변 아미노산이 D1과 D1L3 사이에서 상호교환가능함을 시사한다.

본 발명자들은 D1-단백질 패밀리의 하나의 구성원으로부터 또 다른 것으로의 효소적 특성의 전달을 위한 빌딩[0245]

블록-기술을 개념화하였다. 하기 기본적 단계가 기술을 특성화한다 (도 29): 

(1) 공여자 및 수용자 DNase의 단백질-단백질 정렬을 제공함.[0246]

(2) 전달을 위한 가변 아미노산 또는 아미노산 서열 (빌딩 블록)을 규명함.[0247]

(3) 각각 빌딩 블록 상류 및 하류에 위치하는 공여자 및 수용자 DNase에서의 보존 아미노산 (앵커)을 규명함.[0248]

(4) 수용자 DNase에서의 C- 및 N-앵커 사이의 빌딩 블록에 대해 코딩하는 cDNA를, 공여자 DNase에서의 앵커 사[0249]

이의 cDNA로 대체함.

(5) 키메라 DNase의 cDNA를 합성한 후, 바람직하게는 공여자 및 수용자 DNase 둘 다 결핍된 수용자 유기체 (예:[0250]

CHO 세포 또는 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스)로 시험관내/생체내 발현시킴.

빌딩 블록 기술을 통한 DNase1 변이형의 엔지니어링[0251]

인간, 마우스, 래트, 및 침팬지로부터의 D1 및 D1L3의 다중-종 정렬 (도 30)은, N- 및 C-말단 앵커가 이들 종[0252]

사이에서 보존됨을 보여주었다. 이들 앵커 아미노산 또는 아미노산 서열은, 빌딩 블록 #49로서 상기 언급된 실

험으로부터의 D1 (ATP) 및 D1L3 (VKKS)에서의 아미노산 서열을 포함하는 가변 아미노산 및 아미노산 서열의 62

개 빌딩 블록을 플랭킹한다 (도 31). 

D1L3으로부터  D1로의  이들  빌딩  블록의  전달은  하기  돌연변이를  갖는  D1-변이형을  생성한다  (도  31):[0253]

1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA,  L23_A27delinsMRICS,  I30_T32delinsVRS,  E35_T36delinsES,

M38_I47delinsQEDKNAMDVI,  Q49_S52delinsKVIK,  Y54C,  I56_Q60delinsIILVM,  V62_R63delinsIK,

S65_K72delinsSNNRICPI,  L74_N76delinsMEK,  Q79_T84delinsRNSRRGIT,  H86N,  V88_V89delinsVI,

E91_P92delinsSR,  N96_S97delinsNT,  R101Q,  L103A,  V105L,  R107_Q110delinsKEKL,  A113_S116delinsVKRS,

Y118H,  D120H,  G122_N128delinsYQDGDA,  T130S,  N132S,  A136_I137delinsFV,  R139W,  F141_F144delinsQSPH,

E146_E149delinsAVKD,  A151V,  V153I,  A157_A158delinsTT,  G160_A162delinsETS,  A164K,  A168E,

Y170_D171delinsVE,  L174T,  Q177_K179delinsKHR,  G181_L182delinsKA,  D184_L187delinsNFIF,

R199_Q202delinsPKKA,  S204_S205delinsKN,  W209R,  S211D,  T213R,  Q215V,  P219G,  S221_A222delinsQE,

A226_P228delinsVKKS,  H230N,  V238_A239delinsLR,  M241_A246delinsQEIVSS,  D250K,  A252_P254delinsNSV,

N256D, A259_A260delinsKA, G262K, S264_L267delinsTEEE, Q269_I271delinsLDV, Y275F, V279_M280delinsFK, 및

K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.
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빌딩  블록이  D1로부터  D1L3으로  전달되는  경우에는  하기  D1L3-변이형이  생성된다  (도  31):[0254]

M1_A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS,  M21_S25delinsLKIAA,  V28_S30delinsIQT,  E33_S34delinsET,

Q36_I45delinsMSNATLVSYI,  K47_K50delinsQILS,  C52Y,  I54_M58delinsIALVQ,  I60_K61delinsVR,

S63_I70delinsSHLTAVGK,  M72_K74delinsLDN,  R77_T84delinsQDAPDT,  N86H,  V88_I89delinsVV,  S91_R92delinsEP,

N96_T97delinsNS,  Q101R,  A103L,  L105V,  K107_L110delinsRPDQ,  V113_S116delinsAVDS,  H118Y,  H120D,

Y122_A127delinsGCEPCGN,  V129T,  S131N,  135F_136VdelinsAI,  W138R,  Q140_H143delinsFSRF,

A145_D148delinsAVKD,  V150A,  I152A,  T156_T157delinsAA,  E159_S161delinsGDA,  K163A,  E167A,

V169_E170delinsYD,  T173L,  K176_R178delinsQEK,  K180_A181delinsGL,  N183_F186delinsDVML,

P198_A201delinsRPSQ,  K203_N204delinsSS,  R208W,  D210S,  R212T,  V214Q,  G218P,  Q220_E221delinsSA,

V225_S228delinsATP, N230H, L238_R239delinsVA, Q241_S246delinsMLLRGA, K250D, N252_V254delinsALP, D256N,

K259_A260delinsAA,  K262G,  T264_E267delinsSDQL,  L269_V271delinsQAI,  F275Y,  F279_K280delinsVM,  및

Q282_S305delinsK.

다음으로, 본 발명자들은, 다중 인접 빌딩 블록 (클러스터)의 전달로 시작하여, 개별 빌딩 블록의 전달로 계속[0255]

되고, 개별 아미노산 또는 다중 빌딩 블록의 조합의 새로운 키메라 효소로의 전달로 종료되는, D1L3 활성을 갖

는 D1-변이형을 엔지니어링하기 위한 순차적 접근을 개념화하였다 (도 32). 이 접근은 개시 스크리닝에서 D1-

D1L3-키메라의 수를 감소시킨다.

본 발명자들의 방법을 시험하기 위해, 본 발명자들은, D1L3으로부터의 개별 빌딩 블록 또는 빌딩 블록 클러스터[0256]

의 클러스터를 포함하는 총 19개의 D1-변이형을 디자인하였다 (도 31). 이들 D1-변이형은 하기 아미노산 돌연변

이를  특징으로  한다:  1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA,

L23_A27delinsMRICS/I30_T32delinsVRS/E35_T36delinsES,  M38_I47delinsQEDKNAMDVI,

Q49_S52delinsKVIK/Y54C/I56_Q60delinsIILVM,  V62_R63delinsIK/S65_K72delinsSNNRICPI/L74_N76delinsMEK,

Q79_T84delinsRNSRRGIT,  H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR,  N96_S97delinsNT/R101Q/L103A/V105L,

R107_Q110delinsKEKL/A113_S116delinsVKRS/Y118H/D120H,  G122_N128delinsYQDGDA/T130S/N132S,

A136_I137delinsFV,

R139W/F141_F144delinsQSPH/E146_E149delinsAVKD/A151V/V153I/A157_A158delinsTT/G160_A162delinsETS/A164K,

A168E/Y170_D171delinsVE/L174T,  Q177_K179delinsKHR/G181_L182delinsKA/D184_L187delinsNFIF,

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE,

A226_P228delinsVKKS,  H230N/V238_A239delinsLR/M241_A246delinsQEIVSS/D250K/A252_P254delinsNSV,

N256D/A259_A260delinsKA/G262K/S264_L267delinsTEEE/Q269_I271delinsLDV,  및

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.

다음으로, 본 발명자들은 cDNA를 발현 벡터로 클로닝하였고, 이는 HEK293 세포로 트랜스펙션되었다. 세포 상청[0257]

액의 분석은 모든 샘플에 의한 dsDNA 분해를 나타내었다 (도 33). 또한, 본 발명자들은, D1L3으로부터 D1로의

빌딩 블록 (BB) 11 (서열 번호: 10 참조), BB 12-14 (서열 번호: 11 참조), BB 26 (서열 번호: 12 참조), BB

41-48 (서열 번호: 13 참조), 및 BB 49 (서열 번호: 14 참조)의 전달이 증가된 크로마틴 분해 활성을 갖는 효소

를 제공함을 관찰하였다. 모든 이들 키메라 효소는 야생형 D1에 비해 동일한 또는 보다 큰 dsDNA 기질 분해 활

성을 나타내었다. D1L3으로부터의 빌딩 블록 11 (서열 번호: 2에서 RNSRRGI) 및 49 (서열 번호: 2에서 VKKS)는

각각,  D1에  존재하지  않는  R80/R81  및  K227을  함유한다.  D1L3-BB  클러스터  41-48  (서열  번호:  2로부터

PKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQE)은 D1에서의 그의 대응부 (서열 번호: 1의 RPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSA)에 비해 5개의

부가적 아르기닌 및 리신 잔기를 특징으로 한다. 이들 부가적 양이온성 아미노산이 과다활성의 원인이 될 수 있

다.  D1-빌딩  블록  12-14  및  26은  서열  번호:  1에서  아미노산  서열  H86  내지  R95  및  A136  내지  V138을

함유하고, 이는 D1-억제제 액틴의 결합을 위해 요구되는 아미노산 잔기를 포함한다. 따라서, 액틴과 상호작용하

지 않는, D1L3으로부터의 각각의 빌딩 블록으로의 이들 아미노산 서열의 대체는, D1의 액틴-저항성 변이형을 생

성할 가능성이 있다. 본 발명자들은 이제, 하나의 신규 D1-변이형에서 BB 11, 14, 26, 41-19를 조합하였다 (서

열 번호: 15). 본 발명자들은, 이들 기능획득 BB의 조합이 D1 변이형의 크로마틴 분해를 야생형 D1L3의 수준까

지 증가시킴을 관찰하였다 (도 33). 따라서, BB 기술은 과다활성 D1 변이형을 생성하기 위한 강력한 방법을 제

공한다.

빌딩 블록 기술을 통한 DNase1-유사 3 변이형의 엔지니어링[0258]

D1L3의 BB 클러스터 60 내지 62는 그의 C-말단 테일로부터의 아미노산을 포함한다 (도 33). 테일은 L281 후에[0259]

시작되고 (도 34) 아미노산 서열 QSSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS (서열 번호: 33)을 포함하고, 이는 2-부분 NLS를
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포함한다. D1L3은 트랜스펙션 시약 및 아팝토시스 바디를 포함한 지질 소포 내의 DNA 분해를 위한 C-말단 테일

을 필요로 한다 (7, 10, 28). 또한, C-말단 테일은 D1L3에 의한 무지질 및 무세포 크로마틴의 분해를 위해 요구

된다 (7). 두 결과는 Q282 이후 아미노산이 없고 따라서 이들 기질 분해에 있어 불활성인 D1L3-변이형에 기초한

것이다. 윌버트(Wilbert)  등은 D1의 C-말단에 D1L3의 C-말단 연장을 부착하였고, 따라서 지질 소포 내에서의

DNA의 분해 능력을 D1에 전달하였다 (10, 28). 여기서, 본 발명자들은, C-말단 D1L3으로부터 D1로의, 또한 그

반대의 전달을 위한 본 발명자들의 BB 기술을 사용하였다. 본 발명자들은, N-앵커로서, D1에서 말단 베타-시트

의 전방에 위치하는 보존 S272/D273/H274 모티프를 사용하였고 (도 28), D1과 D1L3 사이에서 말단 3개 빌딩 블

록을 교환하였다 (도 34). 이 접근은, 돌연변이 Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

로  인한  D1L3의  C-말단  연장을  특징으로  하는  D1-변이형  (서열  번호:  16)  및  돌연변이

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK로 인한 절단된 D1L3-변이형 (서열 번호: 17)을 생성하였다. 본 발

명자들은 HEK293 세포에서 변이형 및 야생형 효소 둘 다를 발현시키고, 상청액에서 DNase 활성을 특성화하였다.

예상외로, 본 발명자들은, D1L3의 C-말단을 갖는 D1-변이형이 크로마틴을 분해하지 않았지만, 야생형 효소의 C-

말단이 없는 D1L3-변이형은 여전히 크로마틴을 분열시킬 수 있었음을 관찰하였다 (도 34). 사실상, 본 발명자들

은, 이 D1L3 변이형으로 증가된 크로마틴 분해 활성을 관찰하였다. 이 결과를 확증하기 위해, 본 발명자들은 생

체내에서 D1L3의 절단된 변이형을 시험하였고, 그의 발현이 호중구 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 마우스에서 NET 매개 사

망으로부터 보호함을 관찰하였다 (도 34). 결론적으로, C-말단의 결실은 무지질 및 무세포 크로마틴을 분해하는

D1L3의 기능을 억제하지 않고 오히려 증가시킨다.

혈청 프로테아제, 특히 플라스민은, D1L3을 분해하지만, D1은 분해하지 않는다 (9).  프로테아제 활성에 대한[0260]

D1L3의 민감성은 임상 실용에서의 그의 사용을 제한할 것이다. 글리코실화된 단백질은 프로테아제에 대한 증가

된 보호를 나타낸다 (32). 소프트웨어 분석을 사용하여, 본 발명자들은 인간 및 뮤린 D1L3에서 글리코실화에 대

한  공지된  공통  서열을  규명할  수  있었다.  인간  D1의  소프트웨어  분석은,  가상환경에서  및  시험관내에서

관찰시, 2개의 글리코실화 자리를 나타내었다 (9). 본 발명자들은, D1L3의 글리코실화된 변이형이 혈청 프로테

아제에 대한 개선된 저항성으로 인해 순환에서 반감기를 증가시킬 수 있음을 가정하였다. 글리코실화 자리는 N-

X-T/S의 최소 공통 서열을 필요로 한다. D1은 2개의 공지된 N-글리코실화 자리, N40 (신호 펩티드가 없는 N18)

및 N128 [(신호 펩티드가 없는 N106, (9)]을 함유한다. D1-글리코실화 자리 N40-X-T42 및 N128-X-T130의 아미

노산은 D1L3에서 D38-X-N40 및 A127-X-V129에 상응한다. 따라서, D1L3의 글리코실화된 버전은 아미노산 돌연변

이 D38N, N40T, A127N, 및 V129T (서열 번호: 18 참조)를 특징으로 할 것을 필요로 한다. 이들 아미노산 치환을

삽입하기 위해 종래의 점 돌연변이를 사용하는 것 대신에, 본 발명자들은 BB 기술을 사용하여 D1-글리코실화 자

리 N40-X-T42 (이는 BB4 (서열 번호: 1에서 MSNATLVSY) 내에 있음), 및 N128-X-T130 (이는 BB 클러스터 23-25

(서열  번호:  1에서  GCEPCGNDTFN)  내에  있음)를,  D1로부터  D1L3으로  전달하였다  (도  35).  따라서,  본

발명자들은, 각각 돌연변이 Q36_I45delinsMSNATLVSYI (서열 번호: 19) 및 Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N

(서열 번호: 20)을 특징으로 하는 2개의 새로운 D1L3 변이형을 생성하였다. 본 발명자들은 이들 D1L3 변이형을

WT 효소와 함께 HEK293 세포에서 발현시켰다. 다음으로, 본 발명자들은 WT 효소의 C-말단 테일에서 에피토프를

표적화하는 폴리클로날 항체를 사용하여 웨스턴 블롯에 의해 상청액을 분석하여 WT 효소 뿐만 아니라 D1L3 변이

형을 검출하였다. 예상과 같이, D1L3 변이형은, WT 효소와 비교할 때, 아마도 글리코실화에 대한 보다 고분자량

의 밴드를 나타내었다. (도 35). N40 또는 N128에서 글리코실화를 갖는 D1L3 변이형은 이들의 크로마틴 분해 활

성을 보유하였다 (도 35). 결론적으로, 데이터는, BB 기술을 사용하여 D1로부터 D1L3으로 글리코실화 자리를 전

달할 수 있고, 이는 환자에서 증가된 프로테아제-저항성 및 반감기를 갖는 D1L3 변이형을 생성할 수 있음을 시

사한다.

DNase1-유사 3 및 그의 변이형으로의 치료[0261]

마지막으로, 본 발명자들은 생체내에서 D1L3의 치료적 효과를 시험하였다. NET의 혈관 클롯의 조직학적 분석은[0262]

크로마틴의 치밀 응집물을 보여주고 (도 36A), 이는 D1에 대한 무히스톤 분열 자리가 생체내에서 드물게 있음을

나타낸다. 따라서, 본 발명자들은, 야생형 D1L3으로의 급성 치료가 야생형 D1에 비해 혈관내 NET 분해에 있어

더 효과적임을 가정하였다. 본 발명자들의 가설을 시험하기 위해, 본 발명자들은 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 결핍 마우

스에서 Csf3을 발현시켜 NET의 혈관 클롯을 유도하였다. 중요하게, 엑시투스 전에, NET에 의한 혈관 폐색을 갖

는 마우스는 혈뇨 및 저체온증을 발달시키고, 이는 비-침입적으로 검출될 수 있다. 따라서, 동물 모델은, NET에

대한 급성 치료에 대한 약물 후보물질을 시험하기 위해, NET를 형성한 마우스를 규명하고 그에 따라 선택할 수

있게 한다 (도 36B). 여기서, 본 발명자들은 NET에 대한 급성 치료에 대하여 정제된 야생형 인간 D1 (도르나제
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알파; 서열 번호: 1), 야생형 인간 D1L3 (서열 번호: 2), 및 과다활성 D1L3 변이형 [D1L3
V
; (서열 번호: 17)]을

시험하였다. 본 발명자들은 Csf3을 Dnase1
-/-
Dnase1l3

-/-
 결핍 마우스로 주사하였다. 72시간 후, 최초 개별 동물

은 저체온증 및 혈뇨를 발달시키기 시작하였다. 본 발명자들은 포함 기준으로서 4℃ 이상의 체온 강하 및 적색

소변의 존재를 사용하였다. 이들 표현형을 발달시킨 마우스를 상이한 치료 그룹으로 랜덤화하였다. 동물은 1

mg/kg의 D1, D1L3, 또는 비히클의 꼬리 정맥을 통한 정맥내 주사의 단일 용량을 수용하였다. 30분 후, 동물을

안락사시켜 바이오샘플 (혈액 및 기관)을 수집하였다. 폐의 혈관구조 내의 NET의 클롯의 정량화는, 비히클 또는

D1 치료를 수용한 마우스에서 NET가 혈관을 폐색시켰음을 보여주었다 (도 36D). 중요하게, D1L3 및 D1L3
V
가 주

사된 마우스는 NET의 클롯을 나타내지 않거나 거의 나타내지 않았다 (도 36D). 환자에서, 순환 DNA는 모노-뉴클

레오솜에서의 DNA의 크기 [180개 염기 쌍, (33)]를 갖고, 이는 이것이 크로마틴에서 고분자량 DNA의 분해 생성

물임을 나타낸다. 순환 DNA는 통상적으로 혈관내 NET 형성의 대용물 마커로서 사용되지만, 또한 손상된 및 괴사

성 조직으로부터 유래될 수 있다 (34). 본 발명자들은 형광 DNA 프로브를 사용하여 혈청 내의 DNA를 정량화하였

다. 본 발명자들은, D1 또는 비히클은 아니지만, D1L3 및 D1L3
V
의 주사는 순환 DNA의 수준의 강한 증가를 유발

함을 관찰하였다 (도 36E). 순환 DNA의 단리 및 가시화는 다량체 180개 염기 쌍 단편을 보여주었고, 이는 D1L3

치료를 수용한 마우스에서 혈청 내의 모노- 및 올리고-뉴클레오솜의 존재를 나타낸다 (도 36F). D1L3
V
를 수용한

마우스는 단지 모노- 및 디-뉴클레오솜을 나타내었다. 데이터는 생체내에서의 D1L3
V
의 과다활성을 확인시켜준다.

D1 치료를 수용한 마우스의 혈청으로부터의 DNA 단리물은 다양한 크기의 희미한 DNA 도말을 나타내었지만, 비히

클로 주사된 마우스의 혈청으로부터 DNA가 단리될 수 있었다 (도 36F). 따라서, D1L3은, NET와 관련된 질환의

예방을 위해서 뿐만 아니라 급성 치료를 위해서 사용될 수 있다.

본 발명자들은 추가로, 허혈-재관류 손상의 모델에서의 D1L3
V
의 치료적 응용을 탐구하였다 (도 37A). 간단히,[0263]

수컷 야생형 래트의 1개 고환을 본 발명자들에 의해 이전에 기재된 바와 같이 고환 비틀림에 적용하였다 (35).

절차는 허혈성 조직 손상을 유발한다. 고환의 랜덤화 및 비틀림-교정 후, 래트는 비히클 도르나제 알파 (D1,

1mg/kg), 또는 정제된 DNase1L3 변이형 (서열 번호: 17, D1L3
V
, 1mg/kg)의 매일 3회 주사를 수용하였다. 7일

후, 허혈 고환 및 비처리된 고환을 수집하였다. 식염수 또는 D1은 아니었지만, D1L3
V
로의 치료는 고환 위축을

현저히 감소시켰다 (도 37B). 또한, 식염수 또는 D1은 아니었지만, D1L3
V
로의 치료는 조직 손상을 실질적으로

감소시켰고, 대부분의 동물은 손상 징후를 나타내지 않았다 (도 37C). 총체적으로, 데이터는 허혈-재관류 손상

에 대한 강력한 치료로서 D1L3을 규명한다.

DNase1 변이형, DNase1-유사 3 및 변이형의 약물 개발[0264]

모든 단백질 치료의 거의 70%는 차이니즈 햄스터 난소 (CHO)를 사용하여 생성된다 (36). 실로, 야생형 DNase1[0265]

(도르나제 알파)은 CHO 세포에서 생성된다. 중요한 이점에도 불구하고, CHO에서의 세포 라인 개발 및 대규모 생

성은 상당한 정도의 변동성 및 세포 성장 특징을 예측 및 모델링하기 위한 신뢰성 있는 방법의 부재로 인해 여

전히 큰 도전으로 남아있다 (36). 중요하게, CHO 세포는 D1의 과다활성 변이형을 안정적으로 생성할 수 없었고,

이는 이들의 임상 제조를 막았다 (12). D1L3의 제조 특성은 알려져 있지 않다. 따라서, 본 발명자들은 야생형

D1 (서열 번호: 1), 과다활성 D1 변이형 (서열 번호: 7), 야생형 D1L3 (서열 번호: 2) 및 과다활성 D1L3 변이형

(서열 번호: 17)을 생성하는 안정적인 CHO 세포 라인을 개발하였다. 본 발명자들은 생물반응기에서 세포 라인을

배양시키고 야생형 D1 및 D1 변이형을 갖는 안정적 단백질 발현을 관찰하였고, 이들 중 후자는 강하게 증가된

발현  수준을  가졌으며  (도  38),  이는  CHO에서의  과다활성  D1  변이형의  생성의  실행가능성을  보여준다.

예상외로, 본 발명자들은 야생형 D1L3 및 D1L3 변이형의 단지 부수적 단백질 수준을 관찰하였고 (도 38), 이는

D1L3 및 그의 변이형의 임상 제조에 대한 주요 도전을 가리킨다.

대규모 생물반응기에서의 높은 세포 밀도로 인해, 세포는 자원에 대해 경쟁하고 세포 스트레스에 놓여, 포유류[0266]

를 포함한 다세포 유기체에 의해 사용되는 세포 사망 프로그램, 아팝토시스라 불리는 세포 사망을 증가시킨다

(37). D1L3은 아팝토시스 바디에서 DNA를 표적화한다 (7). 본 발명자들은, 낮은 수준의 D1L3은 이들 아팝토시스

소포에 의한 효소의 스캐빈징에 기인한다고 추측하였다. 이들 한계를 극복하기 위해, 본 발명자들은, 단백질 분

비 능력을 갖는 확립된, FDA 승인된 및 일반적으로 안정한 것으로 인식되는 (GRAS) 유기체, 피키아 파스토리스,

미생물 발현 시스템을 사용하여 D1, D1L3 및 이들의 변이형의 생성을 시험하였다 (38, 39). 이 접근의 핵심적

한계는, 피. 파스토리스에 의해 생성된 단백질이 종종 과다글리코실화되고 향상된 면역원성을 초래할 수 있다는
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점이다 (40). D1L3 및 그의 변이형의 조성물은 비-글리코실화되고 피. 파스토리스에서의 발현에 대해 최적이다.

본 발명자들은 각각 N40S 및 N128S에서 D1 및 그의 변이형에서의 글리코실화 자리를 돌연변이시켜 데글리코실화

된 단백질 (서열 번호: 21, 23)을 생성하였다. 피. 파스토리스에서의 단백질 발현은 일반적으로, 관심 단백질을

다양한 기원의 분비 신호 펩티드에 커플링함으로써 달성된다. 본 발명자들은 면역원성 키메라 단백질의 생성을

피하기 위해 이 단계를 생략하였다. 본 발명자들은, D1 및/또는 D1L3의 네이티브 신호 펩티드가 피. 파스토리스

에 의해 인식됨을 추측하였다. 코돈-최적화를 수행한 후, 본 발명자들은 피. 파스토리스에서의 cDNA를 발현시켰

다 (서열 번호: 22, 24-26). 본 발명자들은 D1 및 D1 변이형 (나타내지 않음)의 발현을 달성하였다. 중요하게,

이 접근은 또한 D1L3 및 D1L3 변이형의 발현을 가능하게 하였고, 이들 중 후자는 증가된 발현 수준을 나타낸다

(도 38). 본 발명자들은 단백질을 정제하였고, D1L3이 증가된 활성을 가짐을 확인하였다 (도 38). 결론적으로,

데이터는, 피. 파스토리스와 같은 비포유류 발현 시스템의 사용이 D1L3 및 그의 변이형의 임상 제조를 가능하게

함을 시사한다. 

논의[0267]

두 DNA-분해 효소는 실험 모델 및 환자에서 치료적으로 폭넓게 사용되고 있다. 스트렙토콕쿠스종(Streptococcus[0268]

spp.)으로부터의  분비  DNase,  스트렙토도르나제는  피부  동종이식,  방광  클롯,  상처  죽은조직제거(wound

debridement), 뇌막염의 질환 모델에서 시험되고 있다. DNase1 (췌장 DNase1 포함)은 암, 낭포성 섬유증, 루푸

스, 혈전증, 뇌졸중, 패혈증, 폐 손상, 죽상경화증, 바이러스 감염, 겸상 적혈구 질환, 심근 경색, 귀 감염, 상

처 치유, 간 손상, 심내막염, 간 감염, 췌장염, 일차 이식 장애, 사지 허혈 재관류, 신장 손상, 혈액 클롯팅,

천식, 알룸-유도 염증, 간신장 손상의 실험 모델에서 치료적으로 사용되고 있다. 스트렙토도르나제는 또한, 흉

막  삼출,  혈흉증,  담관내  혈액  클롯,  후  공압  빈혈,  궤양,  이비인후과  병태,  경구  감염,  경미한  부상,

부비강염, 수술후 비성형, 불임, 방광 카테터, 상처 세정, 피부 반응 시험을 갖는 환자의 치료를 위해 사용되고

있다. 중요하게, DNase1는 폐렴구균 수막염, 통풍, 족부 궤양, 낭포성 섬유증, 카르테게너 증후군, 천식, 엽성

무기폐, 만성 기관지염, 기관지확장증, 루푸스, 일차 섬모 이상운동증, 세기관지염, 농흉, 흉막 감염, 암, 안구

건조 질환, 하부 호흡기 감염, 만성 혈종, 알츠하이머병, 및 폐쇄성 폐 질환을 갖는 환자에서 치료적으로 시험

되고 있다. 본 실시예에서, 본 발명자들은 D1L3, 그의 변이형, 뿐만 아니라 D1 변이형을 DNase 치료를 위한 신

규한 후보물질로서 규명하였다 (도 39).

방법[0269]

크로마틴 분해 활성의 검출[0270]

크로마틴 분해 활성을 측정하기 위해, 본 발명자들은 샘플을 HEK293으로부터 단리된 핵 (반응 당 1,500,000 -[0271]

3,000,000), 20 mM 트리스-HCl pH 7.4, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2
 
, 50 mM NaCl 및 프로테아제 억제제와 혼합하였

다. 샘플을 37℃에서 1시간 동안 인큐베이션시킨 후, 이들을 10분 동안 65℃까지 가열하였다. 본 발명자들은 제

조업체의 프로토콜에 따라 QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)를 사용하여 DNA 단리를 진행하였다. 이어서,

용리제를 아가로스 겔 상에 로딩하고, DNA 단편을 겔 전기이동에 의해 분리하였다. 겔의 DNA 형광을 형광 스캐

너로 기록하였다.

추가의 방법은 실시예 1에 기재되어 있다.[0272]
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야생형 DNase의 서열[0314]

서열 번호: 1[0315]

인간 DNase1 (P24855), 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0316]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0317]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 2[0318]

인간 DNase1L3 (Q13609), 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0319]
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MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQY[0320]

AFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKN

IRLRTDPRFVWLIGDQEDTTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

서열 번호: 3[0321]

뮤린 DNase1 (P49183): 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0322]

MRYTGLMGTLLTLVNLLQLAGTLRIAAFNIRTFGETKMSNATLSVYFVKILSRYDIAVIQEVRDSHLVAVGKLLDELNRDKPDTYRYVVSEPLGRKSYKEQY[0323]

LFVYRPDQVSILDSYQYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTEVQEFAIVPLHAAPTEAVSEIDALYDVYLDVWQKWGLEDIMFMGDFNAGCSYVTSSQWS

SIRLRTSPIFQWLIPDSADTTVTSTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPNSAVPFDFQAEYGLSNQLAEAISDHYPVEVTLRKI

서열 번호: 4[0324]

래트  DNase1 (P21704), 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0325]

MRYTGLMGILLTLVNLLQLAATLRIAAFNIRTFGDTKMSNATLSSYIVKILSRYDIAVVQEVRDTHLVAVGKLLDELNRDIPDNYRYIISEPLGRKSYKEQY[0326]

LFVYRPSQVSVLDSYHYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTEVREFAIVPLHSAPTEAVSEIDALYDVYLDVRQKWGLEDIMFMGDFNAGCSYVTSSQWS

SIRLRTSPIFQWLIPDSADTTATSTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPSSAVPFDFQAEYRLTNQMAEAISDHYPVEVTLRKT

서열 번호: 34[0327]

뮤린 DNase1L3 (O55070): 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0328]

MSLHPASPRLASLLLFILALHDTLALRLCSFNVRSFGASKKENHEAMDIIVKIIKRCDLILLMEIKDSSNNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNYVISSRLGRNT[0329]

YKEQYAFVYKEKLVSVKTKYHYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFHSPFTAVKDFVIVPLHTTPETSVKEIDELVDVYTDVRSQWKTENFIFMGDFNAGCSYVPK

KAWQNIRLRTDPKFVWLIGDQEDTTVKKSTSCAYDRIVLCGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYDLSEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNNRKSVSLKKRKK

GNRS

서열 번호: 35[0330]

래트 DNase1L3 (O89107): 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0331]

MSLYPASPYLASLLLFILALHGALSLRLCSFNVRSFGESKKENHNAMDIIVKIIKRCDLILLMEIKDSNNNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNYVISSRLGRNT[0332]

YKEQYAFLYKEKLVSVKAKYLYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFQAPFTAAKDFVIVPLHTTPETSVKEIDELADVYTDVRRRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPK

KAWKNIRLRTDPNFVWLIGDQEDTTVKKSTSCAYDRIVLRGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYELSEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSRKSVSLKKKKK

GSRS

서열 번호: 36[0333]

침팬지 DNase1 (H2QAH1): 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0334]

MRSMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0335]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLRTSPAFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLQGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 37[0336]

침팬지 DNase1L3 (H2QMU7): 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0337]

MSRELTPLLLLLLSIHSTLALRICSFNVRSFGESKQEDQNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQY[0338]

AFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKN

IRLRTDPRFVWLIGDQEDTTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

서열 번호: 38[0339]

인간 DNase1-유사 1 (NM_006730): 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0340]

MHYPTALLFLILANGAQAFRICAFNAQRLTLAKVAREQVMDTLVRILARCDIMVLQEVVDSSGSAIPLLLRELNRFDGSGPYSTLSSPQLGRSTYMETYVYF[0341]

YRSHKTQVLSSYVYNDEDDVFAREPFVAQFSLPSNVLPSLVLVPLHTTPKAVEKELNALYDVFLEVSQHWQSKDVILLGDFNADCASLTKKRLDKLELRTEP

GFHWVIADGEDTTVRASTHCTYDRVVLHGERCRSLLHTAAAFDFPTSFQLTEEEALNISDHYPVEVELKLSQAHSVQPLSLTVLLLLSLLSPQLCPAA

서열 번호: 39[0342]
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인간 DNase1-유사 2 (NM_001374): 아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0343]

MGGPRALLAALWALEAAGTAALRIGAFNIQSFGDSKVSDPACGSIIAKILAGYDLALVQEVRDPDLSAVSALMEQINSVSEHEYSFVSSQPLGRDQYKEMYL[0344]

FVYRKDAVSVVDTYLYPDPEDVFSREPFVVKFSAPGTGERAPPLPSRRALTPPPLPAAAQNLVLIPLHAAPHQAVAEIDALYDVYLDVIDKWGTDDMLFLGD

FNADCSYVRAQDWAAIRLRSSEVFKWLIPDSADTTVGNSDCAYDRIVACGARLRRSLKPQSATVHDFQEEFGLDQTQALAISDHFPVEVTLKFHR

인간 DNase1L3의 C-말단 테일[0345]

서열 번호: 33[0346]

아미노산 서열:[0347]

SSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS[0348]

DNase1 변이형의 서열[0349]

서열 번호: 5[0350]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0351]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0352]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLRTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 6[0353]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0354]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0355]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVKEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLRTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYKLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 7[0356]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0357]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0358]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 8[0359]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0360]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0361]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 9[0362]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0363]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0364]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVKEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 10[0365]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0366]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRNSRRGITYHYVVSEPLGRNSYKE[0367]

RYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQ

WSSIRLWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 11[0368]
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아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0369]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYNYVISSRLGRNSYKERY[0370]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 12[0371]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0372]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0373]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 13[0374]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0375]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0376]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVPKKAWK

NIRLRTDPRFVWLIGDQEDTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 14[0377]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0378]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0379]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 15[0380]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0381]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNSYKE[0382]

RYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVPKKA

WKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDTTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 16[0383]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0384]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0385]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

DNase1L3 변이형의 서열[0386]

서열 번호: 17[0387]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0388]

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQY[0389]

AFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKN

IRLRTDPRFVWLIGDQEDTTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHYPVEVMLK

서열 번호: 18[0390]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0391]

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQENKTAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQY[0392]

AFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDNDTFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKN

IRLRTDPRFVWLIGDQEDTTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS
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서열 번호: 19[0393]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0394]

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKMSNATLVSYIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQY[0395]

AFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKN

IRLRTDPRFVWLIGDQEDTTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 

서열 번호: 20[0396]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0397]

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQY[0398]

AFLYKEKLVSVKRSYHYHDGCEPCGNDTFNREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWK

NIRLRTDPRFVWLIGDQEDTTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 

피키아 파스토리스에서 사용된 서열[0399]

서열 번호: 21[0400]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0401]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0402]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 22[0403]

서열 번호: 21의 코돈-최적화된 cDNA (출발 코돈, 신호 펩티드):[0404]

ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAAGGAGCAGTTTCTCTAAAGATTGCTGCTTTCAATATTCAAACCTTTGGC[0405]

GAGACTAAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCAGATCCTTTCTCGTTACGACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACT

GCCGTCGGTAAGCTGCTAGACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTAGTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAGAGATAC

CTATTTGTCTACCGTCCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCTTGTGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCAGCT

ATCGTTAGATTTTTCTCCAGATTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCATCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGATGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTAT

GATGTCTACCTGGACGTTCAGGAAAAATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCTTACGTTAGGCCATCTCAATGGTCA

AGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTCCAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCACTCCCACTCATTGTGCATATGACAGAATTGTTGTC

GCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGATTCTGCTCTGCCATTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCTCAAGCCATCTCT

GATCACTACCCTGTGGAAGTTATGCTTAAG

서열 번호: 23[0406]

아미노산 서열 (신호 펩티드; 성숙 단백질):[0407]

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERY[0408]

LFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWS

SIRLWTSPTFQWLIPDSADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

서열 번호: 24[0409]

서열 번호: 23의 코돈-최적화된 cDNA (출발 코돈, 신호 펩티드):[0410]

ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAAGGAGCAGTTTCTCTAAAGATTGCTGCTTTCAATATTAGAACCTTTGGC[0411]

GAGACTAAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCAGATCCTTTCTCGTTACGACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACT

GCCGTCGGTAAGCTGCTAGACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTAGTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAGAGATAC

CTATTTGTCTACCGTCCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCTTGTGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCATTC

ATCGTTAGATTTTTCTCCAGATTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCATCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGATGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTAT

GATGTCTACCTGGACGTTCAGGAAAAATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCTTACGTTAGGCCATCTCAATGGTCA

AGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTCCAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCAAGCCCACTCATTGTGCATATGACAGAATTGTTGTC

GCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGATTCTGCTCTGCCATTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCTCAAGCCATCTCT

GATCACTACCCTGTGGAAGTTATGCTTAAG
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서열 번호: 25[0412]

서열 번호: 2의 코돈-최적화된 cDNA  (출발 코돈, 신호 펩티드):[0413]

ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCACTCGCCATGAGAATTTGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCT[0414]

AAGCAGGAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCATTAAGAGATGTGATATCATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGC

CCCATCCTTATGGAAAAGCTGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCTCTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAGCAATAT

GCATTTCTATACAAGGAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGGCGATGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTT

GTTTGGTTTCAGTCTCCTCACACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTATCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTCTGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAA

GTTTACACCGACGTGAAGCACAGATGGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATATGTCCCTAAAAAGGCTTGGAAAAAC

ATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGTCTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTACCAACTGTGCTTACGACAGAATTGTTCTG

CGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAAAGTCCAACTCCGTCTTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAAGCTTTAGACGTGTCC

GACCACTTCCCTGTAGAGTTTAAGCTGCAATCCTCCAGAGCATTCACTAACTCTAAAAAGTCAGTCACTTTGCGTAAAAAGACTAAGTCTAAGAGATCG

서열 번호: 26[0415]

서열 번호: 17의 코돈-최적화된 cDNA (출발 코돈, 신호 펩티드):[0416]

ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCACTCGCCATGAGAATTTGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCT[0417]

AAGCAGGAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCATTAAGAGATGTGATATCATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGC

CCCATCCTTATGGAAAAGCTGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCTCTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAGCAATAT

GCATTTCTATACAAGGAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGGCGATGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTT

GTTTGGTTTCAGTCTCCTCACACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTATCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTCTGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAA

GTTTACACCGACGTGAAGCACAGATGGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATATGTCCCTAAAAAGGCTTGGAAAAAC

ATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGTCTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTACCAACTGTGCTTACGACAGAATTGTTCTG

CGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAAAGTCCAACTCCGTCTTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAAGCTTTAGACGTGTCC

GACCACTACCCTGTAGAGGTCATGTTGAAG
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