
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201880068103.8

(22)申请日 2018.08.20

(30)优先权数据

62/547,220 2017.08.18 US

62/611,166 2017.12.28 US

(85)PCT国际申请进入国家阶段日

2020.04.18

(86)PCT国际申请的申请数据

PCT/US2018/047084 2018.08.20

(87)PCT国际申请的公布数据

WO2019/036719 EN 2019.02.21

(71)申请人 纽特雷斯股份有限公司

地址 美国马萨诸塞州

(72)发明人 托碧昂斯·A·富驰　

米格尔·吉姆茨-阿卡兹　

约瑟芬·戈贝尔（原名：约瑟芬·贝

特灵)　

汉娜·恩格勒特　

(74)专利代理机构 北京安杰律师事务所 11627

代理人 吴立　杨剑

(51)Int.Cl.

C12N 9/22(2006.01)

C12N 9/18(2006.01)

C12N 9/00(2006.01)

 

(54)发明名称

工程化的DNA酶酶及其在疗法中的用途

(57)摘要

本发明提供了可用于治疗以中性粒细胞胞

外诱捕网(NET)积聚和/或释放为特征的疾患的

工程化DNA酶蛋白(包括DNA酶1样3和DNA酶1)。在

一些方面，本发明提供了用于预防或治疗牵涉

NET的血管闭塞的组合物和方法。如本文所证明，

NET参与血管闭塞的非规范机制，所述机制不依

赖于纤维蛋白或血小板。
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1.一种DNA酶1样3(D1L3)变体，其包含与SEQ  ID  NO:2定义的酶至少80％同一的氨基酸

序列，与SEQ  ID  NO:2相比具有一个或多个选自以下的修饰：突变的DNA结合位点或突变的

染色质结合位点、糖基化位点、核定位信号失活以及C端尾部的全部或部分缺失。

2.如权利要求1所述的D1L3变体，其中所述D1L3蛋白变体与SEQ  ID  NO:2的野生型D1L3

蛋白相比，具有增加的蛋白质稳定性、增加的蛋白酶抗性、增加的生物利用率、增加的循环

半衰期、更高的在体外表达系统情况下的生产水平和/或基本上相同或更好的DNA和/或染

色质和/或NET降解活性。

3.如权利要求1所述的D1L3变体，其中所述变体与蛋白质或载体部分融合或缀合。

4.如权利要求1所述的D1L3变体，其中所述变体包含一个或多个NX(T/S)糖基化共有序

列。

5.如权利要求4所述的D1L3变体，其中所述糖基化共有序列包含D38N取代和N40T或

N40S取代，和/或A127N取代和V129T或V129S取代，其氨基酸位置与SEQ  ID  NO:2相对应。

6.如权利要求1所述的D1L3变体，其中所述变体包含失活的核定位信号(NLS)。

7.如权利要求6所述的D1L3变体，其中NLS因SEQ  ID  NO:2的NLS1和/或NLS2全部或部分

缺失而失活。

8.如权利要求6所述的D1L3变体，其中NLS因NLS1和/或NLS2内氨基酸的取代和/或缺失

而失活。

9.如权利要求8所述的D1L3变体，其中SEQ  ID  NO:2的NLS2缺失。

10.如权利要求1所述的D1L3变体，其包含由SEQ  ID  NO:33定义的C端尾部的全部或部

分缺失，和/或C端尾部中的氨基酸取代。

11.如权利要求1至10中任一项所述的D1L3变体，其中所述变体具有至少一个来自DNA

酶1(D1)的构建嵌段取代。

12.如权利要求11所述的D1L3变体，其中所述变体在SEQ  IDNO:2中具有选自以下的一

个或多个构建嵌段取代：M1_A20delinsM  RGMKLLGALLALAALLQGAVS、M21_S25delinsLKIAA、

V28_S30delinsIQT、E33_S34delinsET、Q36_I45delinsMSNATLVSYI、K47_K50delinsQILS、

C52Y、I54_M58delinsIALVQ、I60_K61delinsVR、S63_I70delinsSHLTAVGK、M72_

K74delinsLDN、R77_T84delinsQDAP  DT、N86H、V88_I89delinsVV、S91_R92delinsEP、N96_

T97delinsNS、Q101R、A103L、L105V、K107_L110delinsRPDQ、V113_S116delins  AVDS、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和Q282_S305delinsK。

13.如权利要求11所述的D1L3变体，其相对于SEQ  ID  NO:2包含以下氨基酸修饰：

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delins  K。

14.如权利要求11所述的D1L3变体，其相对于SEQ  ID  NO:2包含以下氨基酸修饰：Q36_
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I45delinsMSNATLVSYI。

15.如权利要求11所述的D1L3变体，其相对于SEQ  ID  NO:2包含以下氨基酸修饰：Y122_

A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N。

16.如权利要求11所述的D1L3变体，其相对于SEQ  ID  NO:2包含2个或3个选自以下的修

饰：F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK、Q36_I45delinsMSNATLVSYI和Y122_

A127delinsGCEP  CGN/V129T/S131N。

17.一种DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的酶至少80％同一的氨基酸序

列，并且包含至少一个来自人DNA酶1的构建嵌段取代。

18.如权利要求17所述的DNA酶酶，其中所述酶包含构建嵌段取代F275Y/F279_

K280delinsVM/Q282_S305delinsK，并且任选地包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列。

19.如权利要求17所述的DNA酶酶，其中所述酶相对于SEQ  ID  NO:2包含以下修饰：Q36_

I45delinsMSNATLVSYI/Y122_A127de  linsGCEPCGN/V129T/S131N，并且任选地具有SEQ  ID 

NO:19或SEQ  ID  NO:20的氨基酸序列。

20.一种DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:2的酶至少80％同一的氨基酸序列，其中所述酶

在与SEQ  ID  NO:2的位置38和/或127相对应的位置处具有天冬酰胺取代，并且所述N38和/

或N127天冬酰胺被糖基化。

21.一种分离的多核苷酸，其编码如权利要求1至20中任一项所述的D1L3变体。

22.一种载体，其包含如权利要求21所述的多核苷酸。

23.一种宿主细胞，其包含如权利要求22所述的载体。

24.一种药物组合物，其包含如权利要求1至20中任一项所述的D1L3变体，根据权利要

求21所述的多核苷酸，或根据权利要求22所述的载体，以及药学上可接受的载剂。

25.如权利要求24所述的药物组合物，其包含配制用于局部，肠胃外或肺部施用的D1L3

变体。

26.如权利要求24所述的药物组合物，其配制用于皮内、肌内、腹膜内、关节内、静脉内、

皮下、动脉内、经口、舌下、经肺或透皮。

27.如权利要求24至26中任一项所述的药物组合物，其包含在非哺乳动物表达系统中

产生的D1L3变体。

28.如权利要求24所述的药物组合物，其中所述非哺乳动物表达系统是巴斯德毕赤酵

母。

29.如权利要求28所述的药物组合物，其中所述巴斯德毕赤酵母编码包含SEQ  ID  NO:2

的野生型人D1L3的信号肽的D1L3变体。

30.如权利要求24至29中任一项所述的药物组合物，其还包含DNA酶1蛋白或其变体、编

码DNA酶1蛋白或其变体的分离的多核苷酸或包含所述分离的多核苷酸的载体。

31.如权利要求30所述的药物组合物，其包含所述D1L3变体和所述DNA酶1蛋白或其变

体，比率(m/m)为100:1至1:100。

32.如权利要求31所述的药物组合物，其中所述比率为10:1至1:10，并且任选地为约1:

1。

33.一种DNA酶1(D1)变体，其包含与SEQ  ID  NO:1的酶至少80％同一并且相对于SEQ  ID 

NO:1具有一个或多个修饰的氨基酸序列，所述修饰选自：一个或多个突变的DNA结合位点或
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突变的染色质结合位点、突变的肌动蛋白结合位点、突变的糖基化位点、添加核定位信号、

添加与SEQ  ID  NO:2的野生型D1L3蛋白的C端尾部具有至少50％序列同一性的C端尾部；和/

或与半衰期延长部分的N端或C端融合。

34.如权利要求33所述的D1变体，其在SEQ  ID  NO:1中包含一个或多个选自以下的构建

嵌段取代：1M_S22delinsMSRELAPLLLL  LLSIHSALA、L23_A27delinsMRICS、I30_

T32delinsVRS、E35_T36delinsES、M38_I47delinsQEDKNAMDVI、Q49_S52delinsKVIK、Y54C、

I56_Q60delinsIILVM、V62_R63delinsIK、S65_K72delinsSNNRIC  PI、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_I137del  insFV、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_A239delins  LR、M241_

A246delinsQEIVSS、D250K、A252_P254delinsNSV、N256D、A259_A260delinsKA、G262K、S264_

L267delinsTEEE、Q269_I271delinsLDV、Y275F、V279_M280delinsFK和K282delinsQSSRAF 

TNSKKSVTLRKKTKSKRS。

35.如权利要求34所述的D1变体，其相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：Q79_

T84delinsRNSRRGIT。

36.如权利要求34所述的D1变体，其相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：H86N/V88_

V89delinsVI/E91_P92delinsSR。

37.如权利要求34所述的D1变体，其相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：A136_

I137delinsFV。

38.如权利要求34所述的D1变体，其相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_

A222delinsQE。

39.如权利要求34所述的D1变体，其相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：A226_

P228delinsVKKS。

40.如权利要求34所述的D1变体，其相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLR  KKTKSKRS。

41.一种DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:1的酶至少80％同一并且包含一个、多个精氨酸

和/或赖氨酸残基的取代、插入或添加的氨基酸序列，其中所述DNA酶酶与SEQ  ID  NO:1的酶

相比，具有增加的染色质降解活性。

42.如权利要求41所述的DNA酶酶，其中所述一个或多个精氨酸和/或赖氨酸残基是选

自与SEQ  ID  NO:1的位置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和280相对应的位置处的取代的氨基酸取代。

43.如权利要求41所述的DNA酶酶，其包含两个或更多个精氨酸和/或赖氨酸残基的取

代和/或插入。

44.如权利要求43所述的DNA酶酶，其包含三个或更多个精氨酸和/或赖氨酸残基的取
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代和/或插入。

45.如权利要求41至44中任一项所述的DNA酶酶，其在与SEQ  ID  NO:1的位置31、49、76、

92、109、164、177、201、204和213相对应的一个或多个位置处包含精氨酸或赖氨酸。

46.如权利要求41所述的DNA酶酶，其在与SEQ  ID  NO:1的位置31、49、79和209相对应的

位置处包含精氨酸或赖氨酸。

47.如权利要求41所述的DNA酶酶，其在与SEQ  ID  NO:1的位置31、49、79、177、209、262

相对应的位置处包含精氨酸或赖氨酸。

48.如权利要求41所述的DNA酶酶，其在与SEQ  ID  NO:1的位置31和227相对应的位置处

包含赖氨酸或精氨酸残基。

49.如权利要求41所述的DNA酶酶，其中所述酶在与SEQ  ID  NO:1的位置164相对应的位

置处具有赖氨酸或精氨酸。

50.如权利要求41至49中任一项所述的DNA酶酶，其相对于SEQ  ID  NO:1在位置136处包

含氨基酸取代，并且其任选地是A136F。

51.如权利要求42所述的DNA酶酶，其包含一个或多个选自以下的氨基酸修饰：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和K280M，并且任选地具有产生肌动蛋白抗性的修饰，其中产生肌动蛋白抗性

的修饰相对于SEQ  ID  NO:1任选地是A136F。

52.如权利要求42所述的DNA酶酶，其中如果酶包含Q31R或T227K的取代，则所述酶包含

至少两个选自以下的氨基酸修饰：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和K280M。

53.如权利要求52所述的DNA酶酶，其相对于SEQ  ID  NO:1包含氨基酸取代Q31R和

T227K。

54.如权利要求51所述的DNA酶酶，其相对于SEQ  ID  NO:1包含氨基酸取代A164K。

55.如权利要求45所述的DNA酶酶，其包含一个或多个选自以下的氨基酸取代：Q31R、

Q49K、N76K、Q79R、P92R、D109K、A164K、Q177K、P200K、S201K、S204R、T213R和G262K。

56.如权利要求55所述的DNA酶酶，其包含以下氨基酸取代：Q31R、Q49K、Q79R、A164K和

W209R。

57.如权利要求55所述的DNA酶酶，其包含以下氨基酸取代：Q31R、Q49K、Q79R、A136F、

Q177K、W209R、G262K。

58.如权利要求48所述的DNA酶酶，其包含以下氨基酸取代：Q31R、T227K和A136F。

59.如权利要求49所述的DNA酶酶，其包含以下氨基酸取代：A164K和A136F。

60.如权利要求41至59中任一项所述的DNA酶酶，其中所述酶包含糖基化共有序列，所

述糖基化共有序列相对于SEQ  ID  NO:1包含N40S取代和/或N128S取代。

61.如权利要求60所述的DNA酶酶，其相对于SEQ  ID  NO:1包含氨基酸取代Q31R、N40S、

A136F、N128S和T227K。

62.如权利要求41至61中任一项所述的DNA酶酶，其中所述酶与SEQ  ID  NO:1的酶至少

90％同一，或与SEQ  ID  NO:1的酶至少约95％同一，或与SEQ  ID  NO:1的酶至少约97％同一。
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63.一种DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:1的酶至少80％同一的氨基酸序列，并且包含至

少一个来自SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列的构建嵌段取代，其中所述DNA酶酶与SEQ  ID  NO:1

的所述DNA酶酶相比，具有增加的染色质降解活性。

64.如权利要求63所述的DNA酶酶，其中所述酶包含来自SEQ  ID  NO:2的至少两个相邻

的构建嵌段取代。

65.如权利要求 6 3所述的 D N A酶酶 ，其中所述酶包含构建嵌段取代 Q 7 9 _

T84delinsRNSRRGIT，并且任选地包含SEQ  ID  NO:10的氨基酸序列。

66.如权利要求64所述的DNA酶酶，其中所述酶包含构建嵌段取代H86N/V88_

V89delinsVI/E91_P92delinsSR，并且任选地包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列。

67.如权利要求63所述的DNA酶酶，其中所述酶包含构建嵌段取代A136_I137delinsFV，

并且任选地包含SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列。

68.如权利要求6 4所述的 D N A酶酶 ，其中所述酶包含构建嵌段取代R 1 9 9 _

Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_

A222delinsQE，并且任选地包含SEQ  ID  NO:13的氨基酸序列。

69.如权利要求6 3所述的 D N A酶酶 ，其中所述酶包含构建嵌段取代A 2 2 6 _

P228delinsVKKS，并且任选地包含SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列。

70.如权利要求63所述的DNA酶酶，其包含构建嵌段取代Q79_T84delinsRNSRRGIT、

H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR、A136_I137delinsFV、R199_Q202delinsPKKA/

S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE、A226_

P228deli  nsVKKS，并且任选地包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列。

71.如权利要求41至70中任一项所述的DNA酶酶，其包含构建嵌段取代Y275F/V279_

M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKS  VTLRKKTKSKRS。

72.如权利要求41至71中任一项所述的DNA酶酶，其中所述酶表现出一种或多种选自以

下的特性：与SEQ  ID  NO:1的酶相比对无蛋白DNA相似或更高的亲和力，与SEQ  ID  NO:1的酶

相比更高的染色质降解活性，与SEQ  ID  NO:1的酶相比对肌动蛋白抑制具有抗性的酶促活

性，及其组合。

73.一种DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:15至少95％同一的氨基酸序列。

74.一种分离的多核苷酸，其编码如权利要求41至73中任一项所述的DNA酶酶。

75.一种载体，其包含根据权利要求74所述的多核苷酸。

76.一种宿主细胞，其包含根据权利要求75所述的载体。

77.一种药物组合物，其包含如权利要求41至73中任一项所述的酶，根据权利要求74所

述的分离的多核苷酸或根据权利要求75所述的载体，以及药学上可接受的载剂。

78.如权利要求77所述的药物组合物，其包含配制用于肠胃外或肺部施用的所述DNA酶

酶。

79.如权利要求77所述的药物组合物，其配制用于皮内、肌内、腹膜内、关节内、静脉内、

皮下、动脉内、经口、舌下、肺部、局部或透皮施用。

80.如权利要求77所述的药物组合物，其中所述酶在中国仓鼠卵巢细胞中产生。

81.如权利要求77所述的药物组合物，其中所述酶是非糖基化的并且在非哺乳动物表

达系统中产生。
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82.如权利要求81所述的药物组合物，其中所述非哺乳动物表达系统是巴斯德毕赤酵

母。

83.如权利要求82所述的药物组合物，其中所述巴斯德毕赤酵母编码所述酶，以及SEQ 

ID  NO:1的信号肽。

84.如权利要求77至83中任一项所述的药物组合物，其还包含DNA酶1样3蛋白(D1L3)或

其变体。

85.一种用于治疗需要胞外DNA降解、胞外染色质降解、胞外诱捕网(ET)降解和/或中性

粒细胞胞外诱捕网(NET)降解的受试者的方法，所述方法包括施用治疗有效量的根据权利

要求1至16中任一项所述的D1L3变体，或根据权利要求17至20中任一项所述的DNA酶酶，或

如权利要求24至32中任一项所述的组合物，或根据权利要求33至40中任一项所述的D1变

体，或根据权利要求41至73中任一项所述的DNA酶酶，或如权利要求77至84中任一项所述的

组合物。

86.如权利要求85所述的方法，其中在治疗后，所述受试者表现出胞外DNA降解、胞外染

色质降解、胞外诱捕网(ET)降解和/或中性粒细胞胞外诱捕网(NET)降解。

87.如权利要求85或86所述的方法，其中所述受试者患有慢性或急性炎症性病症。

88.如权利要求85或86所述的方法，其中所述受试者患有急性或慢性感染。

89.如权利要求85至88中任一项所述的方法，其中所述受试者患有包含NET的血管闭塞

或处于所述血管闭塞的风险中。

90.如权利要求85所述的方法，其中所述受试者患有慢性中性粒细胞增多症(例如，中

性粒细胞数目增加)、中性粒细胞聚集和白细胞淤滞、血栓形成和血管闭塞(例如，镰状细胞

病)、缺血-再灌注损伤(例如，中肠扭结、睾丸扭转、肢体缺血再灌注、重要器官缺血再灌注、

器官移植)、手术和创伤性组织损伤、急性或慢性炎性响应或疾病、自身免疫性疾病(例如，

全身性红斑狼疮(SLE)、狼疮性肾炎、类风湿性关节炎、脉管炎、全身性硬化症)、心血管疾病

(例如，心肌梗塞、中风、动脉粥样硬化、静脉血栓栓塞症，包括溶血栓疗法)、代谢性疾病(例

如，糖尿病)、全身炎症(例如，全身炎性响应综合征(SIRS)、脓毒症、脓毒性休克、弥漫性血

管内凝血(DIC)和血栓形成性微血管病(TMA))、呼吸道炎性疾病(例如，囊肿性纤维化、慢性

阻塞性肺疾病(COPD)、急性肺损伤(ALI)、烟致肺损伤、输血诱发的肺损伤(TRALI)、急性呼

吸窘迫综合征(ARDS)和哮喘、肺膨胀不全、支气管炎、积脓)、肾脏炎性疾病(急性和慢性肾

病，包括急性肾损伤(AKI)和慢性肾脏病(CKD))、与移植组织相关的炎性疾病(例如，移植物

抗宿主病)和癌症(例如，白血病、肿瘤转移和实体瘤)。

91.如权利要求85至90中任一项所述的方法，其中所述蛋白质或组合物经静脉内、动脉

内、关节内、肌内、皮下、局部施用或通过肺部施用。

92.如权利要求85所述的方法，其中所述受试者在导管系统中患有具有导管闭塞或处

于导管闭塞的风险中。

93.如权利要求92所述的方法，其中所述导管系统是胆管、泪管、输乳管、胆囊管、肝管、

射精管、腮腺管、下颌下腺管、舌下腺大管、巴多林氏管、大脑导水管、胰腺、乳腺、输精管、输

尿管、膀胱、胆囊和肝脏。

94.如权利要求93所述的方法，其中所述受试者患有胰腺炎、胆管炎、结膜炎、乳腺炎、

干眼病、输精管阻塞或肾病。
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95.如权利要求90至94中任一项所述的方法，其中所述DNA酶酶通过静脉内、动脉内或

腹膜内施用来施用。

96.如权利要求95所述的方法，其中所述受试者患有原发性硬化性胆管炎。

97.如权利要求85所述的方法，其中所述受试者在内皮表面(例如，手术粘连)、皮肤(例

如，创伤/瘢痕、溃疡)上，或在滑膜关节(例如，痛风、关节炎)中具有NET积聚或处于NET积聚

风险中。

98.如权利要求97所述的方法，其中所述受试者已经或正在接受侵入性医疗程序，并且

处于手术粘连的风险中。

99.如权利要求98所述的方法，其中所述DNA酶疗法在手术期间施用以预防或抑制手术

粘连的形成。

100.如权利要求97所述的方法，其中将所述DNA酶疗法局部施用于所述皮肤以预防或

治疗创伤和/或瘢痕。

101.如权利要求97所述的方法，其中将所述DNA酶疗法施用于滑膜关节以预防或治疗

痛风和关节炎。

102.如权利要求85所述的方法，其中所述受试者患有血栓形成、中风、脓毒症、肺损伤、

动脉粥样硬化、病毒感染、镰状细胞病、心肌梗塞、耳部感染、创伤愈合、肝损伤、心内膜炎、

肝脏感染、胰腺炎、原发性移植物功能障碍、肢体缺血再灌注、肾脏损伤、凝血、明矾诱发的

炎症、肝肾损伤、胸膜渗出物、血胸、胆道内血块、后气动贫血、溃疡、耳鼻喉科疾患、口腔感

染、轻伤、鼻窦炎、术后鼻整形、不育、膀胱导管、创伤清洁、皮肤反应测试、肺炎球菌性脑膜

炎、痛风、腿部溃疡、囊性纤维化、卡塔格内综合征、哮喘、肺叶膨胀不全、慢性支气管炎、支

气管扩张、狼疮、原发性纤毛运动障碍、细支气管炎、脓胸、胸膜感染、癌症、干眼病、下呼吸

道感染、慢性血肿、阿尔茨海默氏病和阻塞性肺病。

103.如权利要求85至102中任一项所述的方法，其中所述受试者还表现出冠状动脉疾

病。

104.如权利要求102所述的方法，其中所述受试者患有囊性纤维化。

105.如权利要求85至104中任一项所述的方法，其包括监测来自所述受试者的血液、血

浆或血清的NET降解活性。

106.一种用于治疗表现出涉及NET的血管内闭塞或处于涉及NET的血管内闭塞的风险

中的受试者的方法，所述方法包括施用治疗有效量的D1L3或其变体，和/或治疗有效量的D1

或其变体。

107.如权利要求106所述的方法，其中向所述受试者施用包含与SEQ  ID  NO:2所定义的

酶具有80％或更高序列同一性的氨基酸序列的酶。

108.如权利要求107所述的方法，其中所述酶包含由SEQ  ID  NO:2定义的酶的氨基酸序

列。

109.一种用于治疗在导管系统中具有导管闭塞或处于导管闭塞风险中的受试者的方

法，其包括施用治疗有效量的D1L3或其变体，和/或治疗有效量的D1或其变体。

110.如权利要求109所述的方法，其中向所述受试者施用包含与SEQ  ID  NO:2所定义的

酶具有80％或更高序列同一性的氨基酸序列的酶，和/或包含与SEQ  ID  NO:1所定义的酶具

有80％或更高序列同一性的氨基酸序列的酶。
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111.如权利要求110所述的方法，其中所述酶包含由SEQ  ID  NO:2定义的酶的氨基酸序

列，和/或包含由SEQ  ID  NO:1定义的酶的氨基酸序列。

112.如权利要求109至111中任一项所述的方法，其中所述导管系统是胆管、泪管、输乳

管、胆囊管、肝管、射精管、腮腺管、下颌下腺管、舌下腺大管、巴多林氏管、大脑导水管、胰

腺、乳腺、输精管、输尿管、膀胱、胆囊和肝脏。

113.如权利要求109至112中任一项所述的方法，其中所述受试者患有胰腺炎、胆管炎、

结膜炎、乳腺炎、干眼病、输精管阻塞或肾病。

114.如权利要求109至113中任一项所述的方法，其中所述DNA酶酶通过静脉内、动脉内

或腹膜内施用来施用。

115.如权利要求114所述的方法，其中所述受试者患有原发性硬化性胆管炎。

116.一种用于治疗需要胞外DNA降解、胞外染色质降解、胞外诱捕网(ET)降解和/或中

性粒细胞胞外诱捕网(NET)降解的受试者的方法，所述方法包括施用治疗有效量的D1L3或

其变体和D1或其变体。

117.如权利要求116所述的方法，其中所述D1L3或其变体以及所述D1或其变体以单一

药物组合物或单独的药物组合物施用，并且其中D1L3或其变体与D1或其变体的比率任选地

在按质量计100:1至1:100，按质量计10:1至1:10的范围内，并且任选地为约1:1。

118.如权利要求117所述的方法，其中在治疗后，所述受试者表现出胞外DNA降解、胞外

染色质降解、胞外诱捕网(ET)降解和/或中性粒细胞胞外诱捕网(NET)降解。

119.如权利要求116至118中任一项所述的方法，其中所述受试者患有慢性或急性炎性

病症。

120.如权利要求116至118中任一项所述的方法，其中所述受试者患有急性或慢性感

染。

121.如权利要求116至120中任一项所述的方法，其中受试者患有包含NET的血管闭塞

或处于包含NET的血管闭塞的风险中。

122.如权利要求116或117所述的方法，其中所述受试者患有慢性中性粒细胞增多症

(例如，中性粒细胞数目增加)、中性粒细胞聚集和白细胞淤滞、血栓形成和血管闭塞(例如，

镰状细胞病)、缺血-再灌注损伤(例如，中肠扭结、睾丸扭转、肢体缺血再灌注、重要器官缺

血再灌注、器官移植)、手术和创伤性组织损伤、急性或慢性炎症反应或疾病、自身免疫性疾

病(例如，全身性红斑狼疮(SLE)、狼疮性肾炎、类风湿性关节炎、脉管炎、全身性硬化症)、心

血管疾病(例如，心肌梗塞、中风、动脉粥样硬化、静脉血栓栓塞症，包括溶血栓疗法)、代谢

性疾病(例如，糖尿病)、全身炎症(例如，全身炎性响应综合征(SIRS)、脓毒症、脓毒性休克、

弥漫性血管内凝血(DIC)和血栓形成性微血管病(TMA))、呼吸道炎性疾病(例如，囊肿性纤

维化、慢性阻塞性肺疾病(COPD)、急性肺损伤(ALI)、烟致肺损伤、输血诱发的肺损伤

(TRALI)、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)和哮喘、肺膨胀不全、支气管炎、积脓)、肾脏炎性疾病

(急性和慢性肾病，包括急性肾损伤(AKI)和慢性肾脏病(CKD))、与移植组织相关的炎性疾

病(例如，移植物抗宿主病)和癌症(例如，白血病、肿瘤转移和实体瘤)。

123.如权利要求116至122中任一项所述的方法，其中所述D1L3或其变体和所述D1或其

变体中的每一种通过独立地选自静脉内、动脉内、关节内、肌肉内、皮下、局部和肺部施用的

途径来施用。
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124.如权利要求123所述的方法，其中所述受试者在导管系统中具有导管闭塞或处于

导管闭塞的风险中。

125.如权利要求124所述的方法，其中所述导管系统是胆管、泪管、输乳管、胆囊管、肝

管、射精管、腮腺管、下颌下腺管、舌下腺大管、巴多林氏管、大脑导水管、胰腺、乳腺、输精

管、输尿管、膀胱、胆囊和肝脏。

126.如权利要求125所述的方法，其中所述受试者患有胰腺炎、胆管炎、结膜炎、乳腺

炎、干眼病、输精管阻塞或肾病。

127.如权利要求124至126中任一项所述的方法，其中所述DNA酶酶作为通过静脉内、动

脉内、腹膜内或施用来施用的单一组合物施用。

128.如权利要求127所述的方法，其中所述受试者患有原发性硬化性胆管炎。

129.如权利要求116至118中任一项所述的方法，其中所述受试者在内皮表面、皮肤上

或在滑膜关节中具有NET积聚或处于NET积聚的风险中。

130.如权利要求129所述的方法，其中所述受试者已经或正在接受侵入性医疗程序，并

且处于手术粘连的风险中。

131.如权利要求130所述的方法，其中所述DNA酶疗法在手术期间施用以预防或抑制手

术粘连的形成。

132.如权利要求129所述的方法，其中将所述DNA酶疗法局部施用于所述皮肤以预防或

治疗创伤和/或瘢痕。

133.如权利要求129所述的方法，其中将所述DNA酶疗法施用于滑膜关节以预防或治疗

痛风和关节炎。

134.如权利要求116至118中任一项所述的方法，其中所述受试者患有血栓形成、中风、

脓毒症、肺损伤、动脉粥样硬化、病毒感染、镰状细胞病、心肌梗塞、耳部感染、创伤愈合、肝

损伤、心内膜炎、肝脏感染、胰腺炎、原发性移植物功能障碍、肢体缺血再灌注、肾脏损伤、凝

血、明矾诱发的炎症、肝肾损伤、胸膜渗出物、血胸、胆道内血块、后气动贫血、溃疡、耳鼻喉

科疾患、口腔感染、轻伤、鼻窦炎、术后鼻整形、不育、膀胱导管、创伤清洁、皮肤反应测试、肺

炎球菌性脑膜炎、痛风、腿部溃疡、囊性纤维化、卡塔格内综合征、哮喘、肺叶膨胀不全、慢性

支气管炎、支气管扩张、狼疮、原发性纤毛运动障碍、细支气管炎、脓胸、胸膜感染、癌症、干

眼病、下呼吸道感染、慢性血肿、阿尔茨海默氏病和阻塞性肺病。

135.如权利要求116至134中任一项所述的方法，其中所述受试者还表现出冠状动脉疾

病。

136.如权利要求134所述的方法，其中所述受试者患有囊性纤维化。

137.如权利要求116至136中任一项所述的方法，其包括监测来自所述受试者的血液、

血浆或血清的NET降解活性。

138.一种用于治疗表现出涉及NET的血管内闭塞或处于涉及NET的血管内闭塞的风险

中的受试者的方法，所述方法包括施用治疗有效量的D1L3或其变体，和/或治疗有效量的D1

或其变体。

139.如权利要求138所述的方法，其中向所述受试者施用包含与SEQ  ID  NO:2所定义的

酶具有80％或更高序列同一性的氨基酸序列的酶。

140.如权利要求139所述的方法，其中所述酶包含由SEQ  ID  NO:2定义的酶的氨基酸序
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列。

141.一种用于治疗在导管系统中具有导管闭塞或处于导管闭塞风险中的受试者的方

法，其包括施用治疗有效量的D1L3或其变体，和/或治疗有效量的D1或其变体。

142.如权利要求141所述的方法，其中向所述受试者施用包含与SEQ  ID  NO:2所定义的

酶具有80％或更高序列同一性的氨基酸序列的酶，和/或包含与SEQ  ID  NO:1所定义的酶具

有80％或更高序列同一性的氨基酸序列的酶。

143.如权利要求142所述的方法，其中所述酶包含由SEQ  ID  NO:2定义的酶的氨基酸序

列，和/或由SEQ  ID  NO:1定义的酶的氨基酸序列。

144.如权利要求141至143中任一项所述的方法，其中所述导管系统是胆管、泪管、输乳

管、胆囊管、肝管、射精管、腮腺管、下颌下腺管、舌下腺大管、巴多林氏管、大脑导水管、胰

腺、乳腺、输精管、输尿管、膀胱、胆囊和肝脏。

145.如权利要求141至143中任一项所述的方法，其中所述受试者患有胰腺炎、胆管炎、

结膜炎、乳腺炎、干眼病、输精管阻塞或肾病。

146.如权利要求141至145中任一项所述的方法，其中所述DNA酶酶通过静脉内、动脉内

或腹膜内施用来施用。

147.如权利要求146所述的方法，其中所述受试者患有原发性硬化性胆管炎。

148.一种制备用于减少中性粒细胞胞外诱捕网(NET)积聚的药物组合物的方法，其包

括：提供在DNA酶1和DNA酶1样3活性方面有缺陷的遗传修饰小鼠，并表达异源GCSF多核苷酸

或用微生物化合物重复刺激，其中所述遗传修饰小鼠积聚NET；施用候选NET抑制剂或候选

DNA酶酶；选择减少所述NET积聚的NET抑制剂或DNA酶酶；并且配制所述NET抑制剂或DNA酶

酶用于向人类患者施用。

149.如权利要求148所述的方法，其中将所述组合物配制成用于肠胃外或肺部施用。

150.如权利要求148所述的方法，其经配制用于静脉内、动脉内、关节内、肌内、皮下、局

部或肺部施用。

151.如权利要求148所述的方法，其中所述遗传修饰的小鼠在肝细胞中表达异源G-CSF

多核苷酸。

152.一种用于重组产生选自人D1、人D1L3或其变体的DNA酶酶的方法，其包括：培养编

码具有天然信号肽的所述DNA酶酶的巴斯德毕赤酵母宿主细胞；并从培养基中回收所述DNA

酶。

153.如权利要求152所述的方法，其中所述DNA酶酶是与SEQ  ID  NO:2的酶具有至少

80％序列同一性的人D1L3或其变体。

154.如权利要求153所述的方法，其中所述DNA酶酶是人D1L3。

155.一种用于DNA酶酶工程化的方法，其包括：

提供供体和受体DNA酶酶的蛋白-蛋白比对；

鉴定用于转移的可变氨基酸序列，在所述供体和受体DNA酶酶中所述可变氨基酸的侧

翼是一个或多个保守性氨基酸；用所述供体DNA酶的可变氨基酸取代所述受体DNA酶的可变

氨基酸以产生嵌合DNA酶；重组产生所述嵌合DNA酶。

156.如权利要求155所述的方法，其中所述DNA酶酶选自人D1、由SEQ  ID  NO:38定义的

人DNA酶1样1(D1L1)、由SEQ  ID  NO:39定义的人DNA酶1样2(D1L2)以及人D1L3。
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157.如权利要求155或156所述的方法，其中所述构建嵌段取代具有至少两个氨基酸，

或至少三个氨基酸，或至少四个氨基酸，或至少五个氨基酸。
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工程化的DNA酶酶及其在疗法中的用途

[0001] 优先权

[0002] 本申请要求2017年12月28日提交的美国申请第62/611,166号和2017年8月18日提

交的美国申请第62/547,220号，每个美国申请特此通过引用整体并入。

[0003] 发明背景

[0004] 炎症是控制入侵微生物和治愈受损组织必不可少的宿主响应。在多种炎性病症中

不受控制的且持续性炎症会导致组织损伤。中性粒细胞是急性炎症中的主要白细胞。在感

染期间，中性粒细胞会产生中性粒细胞胞外诱捕网(NET)，即装饰有毒性组蛋白及固定并中

和细菌的酶的DNA细丝网格。NET在宿主防御中的相关性通过以下事实得以说明：胞外DNA酶

在几种致病细菌中充当毒力因子。然而，释放不当的NET可能因其细胞毒性、促炎性和促血

栓形成活性而损害宿主细胞。实际上，NET经常与炎性或缺血性器官损伤相关，并且在各种

动物模型中DNA酶的治疗性输注限制了宿主损伤。

[0005] 胞外诱捕网(ET)的形成不限于中性粒细胞，因为其他白细胞(即单核细胞、巨噬细

胞、嗜碱性细胞、嗜酸性细胞和肥大细胞)也会释放ET。此外，癌细胞(包括急性早幼粒细胞

白血病(APL)细胞)和受损的内皮细胞也可以暴露出具有ET样特征的DNA细丝。

[0006] 对于宿主如何降解体内的NET以限制炎症发作期间的组织损伤知之甚少。已证实

血清中的DNA酶1(D1)会消化体外NET的DNA骨架。已经鉴定了其他胞外DNA酶，包括循环中的

DNA酶1样3(D1L3)，其可以消化胞外微粒相关的染色质。

[0007] D1和D1L3与DNA酶1样1(D1L1)和DNA酶1样2(D1L2)一起形成DNA酶1蛋白家族，其是

在人类中表达的并且为NET相关疾病提供了药物候选物的一类同源分泌性DNA酶酶。然而，

这些酶的物理、酶促和药代动力学特性对于治疗而言并不理想。

[0008] 本发明提供了工程化的DNA酶，包括DNA酶1样3和DNA酶1，用于治疗，包括用于预防

或治疗可因急性炎性发作期间NET释放而引起的血管闭塞。

发明内容

[0009] 本发明提供了可用于治疗以中性粒细胞胞外诱捕网(NET)积聚和/或释放为特征

的疾患的工程化的DNA酶蛋白(包括DNA酶1样3和DNA酶1)。在一些方面，本发明提供了用于

预防或治疗牵涉NET的血管闭塞的组合物和方法。如本文所证明，NET参与血管闭塞的非规

范机制，所述机制不依赖于纤维蛋白和血小板。

[0010] 在一些方面，本发明提供了经工程化为具有更适于治疗，例如减少或预防受试者

中的NET积聚的物理、药效学和/或酶促特性的DNA酶1样3(D1L3)变体。在一些实施方案中，

D1L3酶在制造方面具有优势，提供了适合用于治疗的重组酶的产生。在各种实施方案中，本

发明提供了重组D1L3变体，其包含导致一个或多个糖基化、核定位信号失活和/或C端尾部

全部或部分缺失的一个或多个氨基酸改变。

[0011] 在各种实施方案中，与野生型D1L3蛋白相比，D1L3蛋白变体具有增加的蛋白质稳

定性、增加的对蛋白酶抑制的抗性、增加的生物利用率以及基本上相同或更好的DNA和/或

染色质和/或NET降解活性(体外或体内)。在各种实施方案中，D1L3变体相对于野生型D1L3
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(例如，SEQ  ID  NO:2)包含以下一种或多种特性：相同或基本上相同(或更高)的无蛋白DNA

(裸DNA)降解活性，相同或基本上相同(或更高)的染色体DNA(染色质)降解活性，蛋白酶抗

性，增加的循环半衰期以及更高的在体外表达系统(例如中国仓鼠卵巢细胞和/或巴斯德毕

赤酵母(Pichia  pastoris)中的生产水平。

[0012] 在一些实施方案中，D1L3变体包括来自人DNA酶1(SEQ  ID  NO:1)的一个或多个嵌

段取代(block  substitution)，在本文中描述为构建嵌段取代(building  block 

substitution)。

[0013] 在一些方面，本发明提供了经工程化为具有更适于治疗，例如减少或预防受试者

中的NET积聚的物理、药效学和/或酶促特性的DNA酶1(D1)变体。在一些实施方案中，D1酶在

制造方面具有优势，提供了适合用于治疗的重组酶的生产。在各种实施方案中，工程化D1变

体包含与具有SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列的成熟酶至少80％同一的氨基酸序列，具有一个

或多个氨基酸取代、添加(包括插入)或缺失，产生以下的一种或多种：突变的DNA结合位点、

突变的染色质结合位点、突变的肌动蛋白结合位点、突变的糖基化位点、核定位信号(例如，

与D1L3的NLS1或NLS2具有相似性或同一性)的添加和/或与D1L3的C端尾部相似或同一的C

端结构域。

[0014] 在各种实施方案中，将D1变体工程化为相对于野生型酶包括以下一种或多种特

征：相同或更高的无蛋白DNA(裸DNA)降解活性、更高的染色体DNA(染色质)降解活性、相似

或提高的蛋白酶抗性、肌动蛋白抗性、相似或提高的从血液向尿液和/或胆汁的渗透，以及

更高的在体外表达系统(例如中国仓鼠卵巢细胞和/或巴斯德毕赤酵母)中的生产水平。

[0015] 本文所述的D1变体可以具有点突变的组合，包括添加阳离子残基，和/或可以包含

来自D1L3(SEQ  ID  NO:2)的一个或多个嵌段取代。此类嵌段取代在本文中有描述，并且称为

“构建嵌段取代”。

[0016] 在一些方面，本发明提供了药物组合物，其包含D1L3和/或D1变体，或编码所述变

体的多核苷酸或载体，以及药学上可接受的载剂。在各种实施方案中，将组合物配制成用于

肠胃外或肺部施用。在一些实施方案中，将组合物配制成用于静脉内、动脉内、腹膜内、关节

内、肌内、局部或皮下施用。在一些实施方案中，该组合物包含D1L3和D1两者，其各自任选地

是本文所述的工程化变体。在一些实施方案中，该组合物包含含有来自D1和D1L3的嵌段序

列的嵌合蛋白。在图31中示出了D1和D1L3之间的示例性嵌段取代。

[0017] 在其他方面，本发明提供通过产生嵌合序列，进行DNA酶酶工程化的方法。例如，在

这些方面，该方法包括提供供体和受体DNA酶酶的蛋白-蛋白比对；鉴定用于转移的可变氨

基酸序列(“构建嵌段”)。在供体和受体DNA酶酶中所述一个或多个可变氨基酸的侧翼是一

个或多个保守性氨基酸(在构建嵌段的上游和下游)。这些构建嵌段可以在受体蛋白和供体

蛋白之间交换。然后重组产生嵌合酶。

[0018] 在其他方面，本发明提供了制备用于减少或预防中性粒白细胞胞外诱捕网(NET)

积聚的药物组合物的方法。在这些实施方案中，本发明采用了在D1和D1L3活性和G-CSF多核

苷酸的异源表达(例如，在肝细胞中)或诱导持续的内源性G-CSF表达(例如，通过重复施用

微生物化合物)方面有缺陷的遗传修饰小鼠。该小鼠模型积聚NET，并迅速发展与NET相关的

血管闭塞。在这些实施方案中，本发明包括向遗传修饰小鼠施用候选NET抑制剂或候选DNA

酶酶(包括根据本公开的D1L3或D1变体)，并选择减少NET积聚的NET抑制剂或DNA酶酶。将选
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定的抑制剂或酶配制成用于向人类患者施用。

[0019] 在一些方面，本发明提供了一种用于治疗需要中性粒细胞胞外诱捕网(NET)降解

的受试者的方法。该方法包括施用治疗有效量的根据本公开的D1L3和/或D1和/或其变体。

D1L3或D1变体可以作为药物组合物施用，所述药物组合物包含重组蛋白，或在一些实施方

案中，包含编码DNA或RNA，或在一些实施方案中，包含含有编码DNA或RNA的载体。

[0020] 在各种实施方案中，本发明涉及以NET的存在或积聚为特征的疾病或疾患的治疗。

此类疾病或疾患包括但不限于与以下相关的疾病：慢性中性粒细胞增多症(例如，中性粒细

胞数目增加)、中性粒细胞聚集和白细胞淤滞、血栓形成和血管闭塞(例如，镰状细胞病)、缺

血-再灌注损伤(例如，中肠扭结、睾丸扭转、肢体缺血再灌注、重要器官缺血再灌注、器官移

植)、手术和创伤性组织损伤、急性或慢性炎性响应或疾病、自身免疫性疾病(例如，全身性

红斑狼疮(SLE)、狼疮性肾炎、类风湿性关节炎、脉管炎、全身性硬化症)、心血管疾病(例如，

心肌梗塞、中风、动脉粥样硬化、静脉血栓栓塞症，包括溶血栓疗法)、代谢性疾病(例如，糖

尿病)、全身炎症(例如，全身炎性响应综合征(SIRS)、脓毒症、脓毒性休克、弥漫性血管内凝

血(DIC)和血栓形成性微血管病(TMA))、呼吸道炎性疾病(例如，囊肿性纤维化、慢性阻塞性

肺疾病(COPD)、急性肺损伤(ALI)、烟致肺损伤、输血诱发的肺损伤(TRALI)、急性呼吸窘迫

综合征(ARDS)和哮喘、肺膨胀不全、支气管炎、积脓)、肾脏炎性疾病(急性和慢性肾病，包括

急性肾损伤(AKI)和慢性肾脏病(CKD))、与移植组织相关的炎性疾病(例如，移植物抗宿主

病)和癌症(例如，白血病、肿瘤转移和实体瘤)。

[0021] 在一些实施方案中，所述受试者在导管系统中患有导管闭塞或处于所述导管闭塞

的风险中。导管系统或含有导管系统的器官或组织的非限制性实例包括胆管、泪管、输乳

管、胆囊管、肝管、射精管、腮腺管、下颌下腺管、舌下腺大管、巴多林氏管、大脑导水管、胰

腺、乳腺、输精管、输尿管、膀胱、胆囊和肝脏。因而，本发明可用于治疗患有胰腺炎、胆管炎、

结膜炎、乳腺炎、干眼病、输精管阻塞或肾病的受试者。

[0022] 在其他实施方案中，所述受试者在内皮表面(例如，手术粘连)、皮肤(例如，创伤/

瘢痕、溃疡)上，或在滑膜关节(例如，痛风、关节炎)中具有NET积聚或处于NET积聚风险中。

例如，NET可造成手术粘连，例如在侵入性医疗程序之后。本发明可以在手术期间施用以预

防或抑制手术粘连的形成。在一些情况下，本文概述的D1、D1L3(包括其变体)或D1和D1L3

(或其变体)的组合可以局部施用于皮肤以预防或治疗创伤和/或瘢痕。在其他情况下，可以

将本文概述的D1、D1L3或其变体或其组合施用于滑膜关节以预防或治疗痛风和关节炎。

[0023] 在一些实施方案中，受试者患有包含NET的血管闭塞或处于所述血管闭塞的风险

中。

[0024] 在各种实施方案中，本发明涉及可用DNA酶酶(包括D1和链道酶)治疗的疾病的治

疗。此类疾病或疾患包括血栓形成、中风、脓毒症、肺损伤、动脉粥样硬化、病毒感染、镰状细

胞病、心肌梗塞、耳部感染、创伤愈合、肝损伤、心内膜炎、肝脏感染、胰腺炎、原发性移植物

功能障碍、肢体缺血再灌注、肾脏损伤、凝血、明矾诱发的炎症、肝肾损伤、胸膜渗出物、血

胸、胆道内血块、后气动贫血、溃疡、耳鼻喉科疾患、口腔感染、轻伤、鼻窦炎、术后鼻整形、不

育、膀胱导管、创伤清洁、皮肤反应测试、肺炎球菌性脑膜炎、痛风、腿部溃疡、囊性纤维化、

卡塔格内综合征、哮喘、肺叶膨胀不全、慢性支气管炎、支气管扩张、狼疮、原发性纤毛运动

障碍、细支气管炎、脓胸、胸膜感染、癌症、干眼病、下呼吸道感染、慢性血肿、阿尔茨海默氏
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病和阻塞性肺病。

[0025] 在其他实施方案中，本发明提供了使用非哺乳动物表达系统诸如巴斯德毕赤酵母

重组产生D1或D1L3或其变体的方法。在一些实施方案中，巴斯德毕赤酵母编码具有天然信

号肽的DNA酶酶，天然信号肽允许从宿主细胞中分泌。

[0026] 本发明的其他目的、实施方案和优点在以下的具体实施方式中显而易见。

附图说明

[0027] 图1A-图1F说明了循环中的DNA酶1和DNA酶1l3降解体外NET，并表征了来自于WT、

DNA酶1-/-(D1-/-)、DNA酶1l3-/-(D1L3-/-)、DNA酶1/DNA酶1l3-/-(D1/D1L3-/-)小鼠的血

清的DNA降解活性。图1A提供了通过酶谱测定DPZ和SRED对DNA酶1(D1)、DNA酶1l3(D1L3)和

总DNA酶活性的检测。图1B提供了图像并且图1C提供了在用来自指定基因型(N＝6)的血清

一起孵育后体外生成的NET的DNA染色的定量。比例尺：50μm。图1C示出了来自于稳定表达具

有DNA酶1(D1)、DNA酶1l3(D1L3)的质粒或对照质粒(Ctrl)的D1/D1L3-/-小鼠的血清的DPZ

和SRED分析。图1E示出了图像并且图1F示出了在用缓冲液或来自于表达D1、D1L3或Ctrl的

D1/D1L3-/-小鼠(N＝5)的血清一起孵育后体外生成的NET的DNA染色的定量。比例尺：50μm。

图像代表两个或更多个独立实验。统计数据：(图1C和图1F)单向ANOVA，然后进行

Bonferroni多重比较后检验；与所有其他组相比，§P<0.001。

[0028] 图2A-图2I说明DNA酶1或DNA酶1l3是耐受慢性中性粒细胞增多症所需的。通过注

射G-CSF表达质粒(CSF3)诱导慢性中性粒细胞增多症。对照接受空质粒(Ctrl)。图2A示出了

2周后WT小鼠和对照(N＝3-6)的血液中性粒细胞计数。图2B示出了1周后，来自WT小鼠(N＝

3)的血液涂片DNA染色中的NET样结构(箭头)。比例尺：20μm。图2C示出了WT(N＝7)、DNA酶

1-/-(D1-/-，N＝6)、DNA酶1l3-/-(D1L3-/-，N＝6)、DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠(D1/D1L3-/-，

N＝6)和对照(Ctrl,N＝4)的存活率。图2D示出了共表达CSF3与DNA酶1(CSF3/D1，N＝5)、DNA

酶1l3(CSF3/D1L3，N＝6)和对照(CSF3/Ctrl，N＝4)的D1/D1L3-/-小鼠的存活率。图2E-2I表

征了慢性中性粒细胞增多症期间的死亡率(N＝4)。图2E示出了外周体温的变化。图2F提供

了血浆和尿液的照片。图2G提供了血液中血红蛋白的浓度。图2H提供了血液涂片的图像。箭

头指向裂红细胞。比例尺：20μm。图2I示出了血浆中的LDH浓度。UT：未处理的小鼠(N＝5-6)。

图像代表三只或更多只小鼠。统计数据：(图2A、2H、2I)单向和(图2E)双向ANOVA，然后进行

Bonferroni多重比较后检验，(图2B)学生t检验，(图2C、2D)对数秩检验；与所有其他组或基

线(BL)相比，#P<0.01，§P<0.001。

[0029] 图3A-图3G说明DNA酶1和DNA酶1l3预防慢性中性粒细胞增多症期间由NET凝块引

起的血管闭塞。对共表达CSF3与DNA酶1(CSF3/D1，N＝4)、DNA酶1l3(CSF3/D1L3，N＝4)或对

照质粒(CSF3/Ctrl，N＝4)的DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠(D1/D1L3-/-)的组织学分析提供了

肺部的苏木精和伊红染色(H&E)。比例尺：500μm(概观)、25μm(细节)。图3B示出了肺部中每

个视野(FOV)中苏木精阳性凝块所闭塞的血管的定量。未经处理的WT小鼠(UTWT，N＝4)、未

经处理的D1/D1L3-/-小鼠(UT；N＝4)。图3C示出了闭塞血管针对中性粒细胞标志物髓过氧

化物酶(MPO)和染色质的免疫染色。图3D和3E示出了对冯维勒布兰德因子(vWF)、纤维蛋白

和DNA的免疫染色。检测到三种类型的NET凝块(α，vWF+/纤维蛋白-；β，vWF+/纤维蛋白+；γ，

vWF-/纤维蛋白-)。图3F提供了NET凝块中vWF和纤维蛋白的定量。数据示为平均值±SD，n＝
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108。图3G示出了用IgG(N＝4)、抗血小板-IgG(N＝5)和比加群酯(N＝5)处理的表达CSF3的

D1/D1L3-/-小鼠的存活率。比例尺：50μm。图像代表三只或更多只小鼠。(图3C、3D、3E)虚线

表示血管壁。统计数据：(图3B)单向ANOVA，然后是Bonferroni多重比较后检验；与所有其他

组相比，§P<0.001，(图3G)对数秩检验；抗血小板IgG或达比加群相比于IgG，P>0.05。

[0030] 图4A-图4I说明DNA酶1和DNA酶1l3防御败血病中的宿主损伤。将WT小鼠(N＝5)和

具有DNA酶1和DNA酶1l3组合缺陷(D1/D1L3-/-)的表达DNA酶1(D1，N＝7)、DNA酶1l3(D1L3，N

＝8)或对照质粒(Ctrl，N＝11)的小鼠用脂多糖和热灭活大肠埃希氏菌(E.coli)进行处理

以诱发败血病。图4A示出了败血病小鼠的存活时间。图4B示出了血液中血红蛋白的浓度。图

4C示出了血浆和尿液的照片。图4D提供了血浆中的LDH浓度。图4E示出了血液中每个视野

(FOV)的裂红细胞的定量。图4F示出了肺部每个FOV中闭塞血管的定量。图4G示出了肺部的

苏木精和伊红染色(H&E)。箭头指向闭塞血管。比例尺：500μm。图4H和4I示出了部分和完全

闭塞的血管的H&E染色。箭头指向覆盖细胞间隙的NET。插图是概观。比例尺：50μm。统计数

据：(图4A)对数秩检验；与所有其他组相比，#P<0 .01，(图4B-4F)单向ANOVA，然后进行

Bonferroni多重比较后检验；§P<0.001，#P<0.01。

[0031] 图5A-图5E示出了慢性中性粒细胞增多症的鼠类模型。为四周龄的WT小鼠注射

CSF3表达质粒(CSF3)或空的对照质粒(Ctrl)。图5A示出了血浆中的G-CSF水平(N＝3-6)。

BL：基线，注射前；Ctrl：表达不含CSF3的对照质粒2周的小鼠(N＝4-5)。图5B示出了针对肺

部、肾脏和肝脏的中性粒细胞弹性蛋白酶的免疫染色。比例尺：200μm。图5C示出了脾脏的照

片和重量(N＝5-6)。比例尺：1cm。图5D示出在指定时间的小鼠体重(N＝3-5)。图5E示出了注

射后2周全血中的中性粒细胞计数以及ALT、AST、BUN和肌酐的血浆水平。图像代表三只或更

多只小鼠。统计数据：(图5A、5C)单向和(图5D)双向ANOVA，然后进行Bonferroni多重比较后

检验，以及(图5E)学生t检验；相比于(图5A)BL或(图5C)UT，#P<0.01，§P<0.001。

[0032] 图6A-图6D显示DNA酶1和DNA酶1l3预防在慢性中性粒细胞增多症期间肝脏和肾脏

中NET凝块的形成和器官损伤。分析共表达CSF3对照质粒(CSF3/Ctrl，N＝4)与DNA酶1

(CSF3/D1，N＝4)或DNA酶1l3(CSF3/D1L3，N＝4)的DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠(D1/D1L3-/-)。

对照包括未处理的WT小鼠(UTWT，N＝4)和未处理的D1/D1L3-/-小鼠(UT；N＝4)。图6A示出了

丙氨酸和天冬氨酸氨基转移酶(ALT、AST)的血浆水平。图6B示出了血液尿素氮(BUN)和肌酐

的血浆水平。图6C提供了肝脏每个切片及肾脏每个视野(FOV)中富含苏木精的血管内凝块

的定量。图6D提供了肝脏和肾脏的H&E染色。比例尺：500μm(概观)、50μm(细节)。图像代表三

只或更多只小鼠。统计数据：(图6A、6B、6C)单向ANOVA，然后进行Bonferroni多重比较后检

验；与其他所有组相比，#P<0.01，§P<0.001。

[0033] 图7A-图7C显示苏木精阳性凝块由NET组成。图3A-3G中示出了对患有慢性中性粒

细胞增多症(D1/D1L3-/-+CSF3/Ctrl)的DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠(D1/D1L3-/-)小鼠的肺

部的分析。图7A提供了针对DNA以及连续肺部切片的染色质的苏木精和伊红(H&E)染色。比

例尺：200μm。图7B提供了闭塞血管针对染色质、CRAMP(cathelin相关抗菌肽)和DNA的免疫

染色。比例尺：50μm。图7C提供了闭塞的血管针对染色质、瓜氨酸化组蛋白3(citH3)和DNA的

免疫染色。比例尺：50μm。图像代表三只或更多只小鼠。

[0034] 图8A和图8B显示人NET在体外形成凝块。图8A提供了由PMA活化的人中性粒细胞在

体外生成的NET凝块(箭头)的照片。未经处理的中性粒细胞(UT)或在重组人DNA酶1(PMA+
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D1)的存在下活化的中性粒细胞用作对照。比例尺：5mm。图8B提供了针对体外生成的NET凝

块的染色质和中性粒细胞标志物髓过氧化物酶(MPO)的苏木精和伊红染色(H&E)以及免疫

染色。比例尺：200μm。图像代表三个或更多个独立实验。

[0035] 图9A和图9B显示NET降解与STEC-HUS中的疾病活性相关。图9A示出了图像，并且图

9B示出了在用缓冲液、来自正常健康供体的血浆(N＝7)或在11名STEC-HUS患者的急性疾病

状态(急性)和缓解期(缓解)收集的血浆一起孵育后，体外生成的NET的DNA染色的定量。比

例尺：50μm。统计数据：单向ANOVA，然后进行Bonferroni多重比较后检验；与所有其他组相

比，§P<0.001。

[0036] 图10提供了一份来自检查的各患者的人体组织描述表，诸如患者编号、尸检报告

中指出的死亡原因(ARDS，急性呼吸窘迫综合征)。患者的性别和年龄。所分析的组织的类

型。通过三步程序对组织进行分析：第一，在苏木精和伊红染色中鉴定富含苏木精的凝块/

聚集体；第二，通过染色质和髓过氧化物酶(MPO)的免疫染色来鉴定富含苏木精的血块中的

NET；第三，鉴定肺部结构内NET凝块的定位。

[0037] 图11A-图11D显示人NET在原位形成凝块。尸检时从两名脓毒症患者(图10中的6号

和7号患者)中收集了肺组织。图11A示出了来自6号患者的肺组织中的两个富含苏木精的血

管内凝块的H&E染色。图11B示出了连续切片针对图A所示左侧血管的染色质和髓过氧化物

酶(MPO)的免疫染色。图11C示出了来自7号患者的肺组织中的血管的H&E染色，示出了富含

苏木精的血管内凝块。图11D示出了连续切片针对染色质和MPO的免疫染色。箭头指向NET凝

块。比例尺：50μm。

[0038] 图12显示败血病小鼠中NET凝块使血管闭塞。败血病DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠中

完全闭塞血管的针对DNA、染色质和髓过氧化物酶(MPO)的免疫染色。NET的DNA和染色质染

色(箭头)看起来比核染色(星号)暗，并且覆盖了细胞间隙。比例尺：10μm。

[0039] 图13A-图13F显示DNA酶1和DNA酶1l3通过不同的机制降解NET。图13A提供了在用

来自WT、DNA酶1-/-(D1-/-)、DNA酶1l3-/-(D1L3-/-)、DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠(D1/

D1L3-/-)的血清一起孵育后体外生成的PFA固定的NET的DNA染色。数据代表≥3个独立实

验。比例尺：50μm。图13B示出了在用来自WT、D1-/-、D1L3-/-和D1/D1L3-/-小鼠的血清一起

孵育后，从PFA固定的NET释放的无细胞DNA片段的浓度。图13C示出了在用媒介物、重组鼠

DNA酶1(rmD1)或重组鼠DNA酶1l3(rmD1L3)一起孵育后体外生成的非固定NET的DNA染色。图

13D示出了在用媒介物、rmD1或rmD1L3一起孵育后体外生成的非固定NET释放的无细胞DNA

片段的浓度。图13E示出了在用媒介物、rmD1或rmD1L3一起孵育后体外生成的PFA固定的NET

的DNA染色。图13F示出了在用媒介物、rmD1或rmD1L3孵育后体外生成的PFA固定的NET释放

的无细胞DNA片段的浓度。通过单向方差分析，然后进行Bonferroni多重比较后检验进行统

计分析；§P<0.0001。

[0040] 图14A-图14G提供了人和小鼠循环中的DNA酶1和DNA酶1l3活性。图14A-图14E示出

了通过SRED定量的人和鼠血浆中的DNA酶活性。图14A说明为来自正常健康供体(NHD)的血

浆补充抗人DNA酶1的多克隆抗体(α-hDNA酶1)，但不补充IgG，会以浓度依赖性方式阻断DNA

降解活性(*：相比于IgG，p<0.05)。图14B显示补充了200μg/mlα-hDNA酶1和肝素(DNA酶1l3

的抑制剂)的血浆会阻断补充了200μg/mlα-hDNA酶1的血浆中的残留DNA酶活性(*：相比于

NHD，p<0.05)。图14C-图14E提供了来自小鼠和NHD的血浆的连续稀释液中的DNA酶活性的比
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较。图14C说明WT小鼠的总DNA酶活性是NHD的大约10倍。图14D显示来自DNA酶1l3-/-小鼠的

血浆中的DNA酶1活性是补充了500μg/ml肝素的人血浆的大约10倍。(E来自DNA酶1-/-小鼠

的血浆中的DNA酶1l3活性是补充了200μg/mlα-hDNA酶1的人血浆的大约10倍。(F、G)在图

14F和图14G中说明了体外NET降解。图14F示出了单独用来自NHD的血浆孵育或补充200μg/

mlα-hDNA酶1，用来自TMA患者的血浆，以及来自WT、DNA酶1-/-和DKO小鼠的血浆一起孵育的

活化中性粒细胞(比例尺：200μm)。图14G示出了用来自指定来源的血浆一起孵育的活化中

性粒细胞上清液中的无细胞DNA(§：相比于NHD，p<0.001)。人血浆的体外NET降解取决于DNA

酶1，因为人血浆中的DNA酶1l3不足以降解NET。

[0041] 图15A-图15C示出了DNA酶1/DNA酶l3-/-小鼠替代品系中慢性中性粒细胞增多症

的致死过程。将DNA酶1-/-小鼠替代品系(参见实施例1的方法)与DNA酶1l3-/-小鼠杂交以

产生具有组合缺陷的小鼠。图15A提供了WT(N＝9)、DNA酶1-/-(D1-/-，N＝5)和DNA酶1/DNA

酶1l3-/-小鼠(D1/D1L3-/-，N＝5)中中性粒细胞增多症的存活曲线。通过注射CSF3表达质

粒(CSF3)诱发慢性中性粒细胞增多症。图15B提供了肺部切片的苏木精和伊红染色(H&E)。

箭头指向D1/D1L3-/-小鼠中的苏木精阳性凝块。比例尺：500μm。图15C提供了共表达CSF3与

对照质粒(CSF3/Ctrl，N＝6)、DNA酶1(CSF3/D1，N＝5)或DNA酶1l3(CSF3/D1L3，N＝6)的D1/

D1L3-/-小鼠的存活率。统计数据：对数秩检验；§P<0.001。

[0042] 图16A-图16B示出了在体外鉴定DNA酶1和DNA酶1L3的高活性变体的筛选方法。图

16A示出了包括野生型DNA酶1L3(I，D1L3)、野生型DNA酶1(II，D1)及其变体的DNA酶文库。D1

和D1L3变体是通过将氨基酸从D1L3转移到D1(III，D1V)和从D1转移到D1L3(IV，D1L3V)设计

的。使用高分子量(HMW)DNA、dsDNA和染色质作为底物进行降解，测试DNA酶活性。在图16B

中，酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。没有活性的样品显示

上样孔为黑色小点(例如D1，0.0005ng)。D1降解dsDNA的效率是D1L3的大约100倍。从消化的

染色质分离的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转

变，这种转变与染色质降解活性相关。D1L3降解染色质的效率是D1的大约100倍。以10:1或

1:1(m/m)的比率，D1和D1L3在染色质降解中显示出协同作用。

[0043] 图17示出了人DNA酶1(SEQ  ID  NO:1)和人DNA酶1L3(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸序列

比对。突出显示了信号肽、保守性氨基酸、D1L3可变区中的额外精氨酸和赖氨酸残基以及

D1L3的C端尾部。序列尺指示氨基酸位置。

[0044] 图18示出了仅在DNA酶1L3中存在的精氨酸和赖氨酸残基的列表。指出了DNA酶1中

的相应氨基酸和DNA酶1中的氨基酸取代。括号中的数字是没有信号肽的成熟蛋白中的氨基

酸位置。位于D1L3的C端尾部的精氨酸和赖氨酸残基示于泳道29-37中。本申请测试了37种

可能的DNA酶1变体中的22种。

[0045] 图19示出了具有图18中列出的单个精氨酸和赖氨酸氨基酸取代的DNA酶1变体的

表征。酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。从消化的染色质分

离的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转

变与染色质降解活性相关。引起染色质降解活性增加的氨基酸取代以蓝色突出显示。没有

此类作用的样品以浅蓝色示出。

[0046] 图20示出了人DNA酶1(SEQ  ID  NO:1)、小鼠DNA酶1(SEQ  ID  NO:3)、大鼠DNA酶1

(SEQ  ID  NO:4)和人DNA酶1L3(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸序列比对。序列尺指示氨基酸位置。
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信号肽以灰色突出显示。突出显示了小鼠/大鼠DNA酶1和人DNA酶1L3中存在，但在人DNA酶1

中不存在的阳离子氨基酸残基(精氨酸：R，赖氨酸：K)。示出了小鼠DNA酶1中的四个此类R/K

残基(Q31R、Q49K、Q79R、W209R)。大鼠DNA酶1包含两个另外的R/K残基(Q177K、G262K)。

[0047] 图21A-图21B示出了鼠和人DNA酶1之间的比较。(图21A)酶谱显示dsDNA降解活性

为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。没有活性的样品显示上样孔为黑色小点(例如

Ctrl)。鼠DNA酶1(mD1)和人DNA酶1(D1)示出相似水平的dsDNA降解活性。从消化的染色质分

离的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转

变与染色质降解活性相关。鼠DNA酶1(mD1)显示出比人DNA酶1(D1)更高的染色质降解活性。

(图21B)用人DNA酶1进行的基因疗法仅提供对NET致死性血管闭塞的部分保护。伴有血管内

NET形成的慢性中性粒细胞增多症是由肝脏表达编码G-CSF的Csf3所诱发的。数据示出了表

达Csf3的DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠的存活曲线。为动物注射Csf3和空的对照载体(Ctrl，N

＝6)，以及Csf3和人DNA酶1(hDNA酶1，N＝12)的混合物，和Csf3和鼠DNA酶1(mDNA酶1，N＝

5)。P-值是使用对数秩检验计算的。

[0048] 图22A-图22B示出了体内和体外啮齿动物样人DNA酶1变体的表征。(图20A)用啮齿

动物样DNA酶1-变体进行的基因疗法提供了对NET致死性血管闭塞的全面保护。伴有血管内

NET形成的慢性中性粒细胞增多症是由肝脏表达编码G-CSF的Csf3所诱发的。数据示出了表

达Csf3的DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠的存活曲线。如图21所示，为动物注射Csf3和空的对照

载体(Ctrl，N＝6)，以及Csf3和人DNA酶1(hDNA酶1，N＝12)的混合物。第三组DNA酶1-/-DNA酶

1l3-/-小鼠接受注射Csf3以及编码鼠样DNA酶1变体的基因，所述变体含有4个氨基酸突变

Q31R/Q49K/Q79R/W209R(Q31R/Q49K/Q79R/W209R，N＝6)。第四组DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠

接受注射Csf3以及编码大鼠样DNA酶1变体的基因，所述变体含有6个氨基酸突变Q31R、

Q49K、Q79R、Q177K、W209R和G262K(Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K，N＝6)。P-值是使

用对数秩检验计算的。(图22B)酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径

相关。没有活性的样品显示上样孔为黑色小点(例如Ctrl)。从消化的染色质分离的DNA的琼

脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转变与染色质

降解活性相关。人DNA酶1的鼠样变体(Q31R/Q49K/Q79R/W209R)和人DNA酶1的大鼠样变体

(Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K)与野生型人DNA酶1相比显示出相似的dsDNA，但显

示出更高的染色质降解活性。

[0049] 图23示出了人DNA酶1(D1，SEQ  ID  NO:1)和人DNA酶1L3(D1L3，SEQ  ID  NO:2)的氨

基酸序列比对。序列尺标出了氨基酸位置。突出显示了具有已公布突变的D1氨基酸。人D1L3

含有三个与人DNA酶1功能获得相关的突变(Q31R/T227K/A136F)和四个与活性增加无关联

的突变。

[0050] 图24A-24B示出了具有突变Q31R、T227K和/或A136F的DNA酶1变体(D1V)的表征。

(图24A)对转染的HEK293细胞的培养上清液进行分析。用野生型DNA酶1(D1)和DNA酶1L3

(D1L3)转染的HEK细胞用作对照。酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直

径相关。没有活性的样品显示上样孔为黑色小点(例如Ctrl)。从消化的染色质分离的DNA的

琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转变与染色

质降解活性相关。特征在于三个氨基酸突变Q31R/T227K/A136F的D1V与D1和特征在于Q31R、

T227K、A136F或Q31R/T227K的D1V相比具有相似的dsDNA降解活性，但具有更强的降解染色
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质的能力。(图24B)用高活性D1V进行的基因疗法对NET致死性血管闭塞提供了全面部分保

护。伴有血管内NET形成的慢性中性粒细胞增多症是由肝脏表达编码G-CSF的Csf3所诱发

的。数据示出了表达Csf3的DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠的存活曲线。如图21所示，为动物注射

Csf3和空的对照载体(Ctrl，N＝6)，以及Csf3和人DNA酶1(hDNA酶1，N＝12)的混合物。另外，

一组DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠接受注射Csf3和编码人DNA酶1变体的基因，所述变体含有三

氨基酸突变Q31R/T227K/A136F(Q31R/T227K/A136F，N＝6)。P-值是使用对数秩检验计算的。

[0051] 图25示出了野生型DNA酶1(D1)和特征在于突变Q31R/T227K/A136F的DNA酶1变体

(D1V)的比较。以指定的量分析纯化蛋白。酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解

活性与直径相关。没有活性的样品显示上样孔为黑色小点(例如0ng)。从消化的染色质分离

的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转变

与染色质降解活性相关。特征在于突变Q31R/T227K/A136F的DNA酶1变体降解染色质的效率

是野生型DNA酶1的大约10-20倍。

[0052] 图26示出了具有氨基酸突变A164K、A136F和A164K/A136F的DNA酶1变体(D1V)与野

生型DNA酶1(D1)和野生型(D1L3)的比较。分析转染的HEK细胞的培养上清液。酶谱显示

dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。没有活性的样品显示上样孔为黑

色小点(例如Ctrl)。从消化的染色质分离的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量

DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转变与染色质降解活性相关。特征在于A136F/A164K

的DNA酶1变体降解染色质的效率更高。

[0053] 图27A-图27B示出了具有突变A226_T227insK的DNA酶1变体的开发。(图26A)人DNA

酶1(SEQ  ID  NO:1)和人DNA酶1L3(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸序列比对。序列尺标出了氨基酸

位置。突出显示了DNA酶1L3中的关键精氨酸残基。DNA酶1和DNA酶1L3之间的共有氨基酸突

出显示，并且用作锚点来以DNA酶1L3的VKKS置换DNA酶1的氨基酸序列ATP。(图26B)酶谱显

示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。没有活性的样品显示上样孔为

黑色小点(例如对照)。凝胶上样有野生型DNA酶1(D1)、特征在于突变A226_T227insK、T227K

和A226_P228delinsVKKS的DNA酶1变体(D1 V)。A226_T227insK，而不是A226_

P228delinsVKKS与dsDNA降解活性降低相关。

[0054] 图28示出了人DNA酶1[4AWN]的结构。突出显示的是N端β-折叠和C端β-折叠以及在

D1蛋白家族成员中是保守性的基序S272/D273/H274。

[0055] 图29示出了同源蛋白构建嵌段工程的概念。该技术在供体和受体蛋白之间转移单

个或多个可变氨基酸，可变氨基酸侧翼是保守性的单个或多个可变氨基酸。

[0056] 图30示出了小鼠(SEQ  ID  NO:3和34)、大鼠(SEQ  ID  NO:4和35)、黑猩猩(SEQ  ID 

NO:36和37)和人(SEQ  ID  NO:1和2)的DNA酶1和DNA酶1L3的氨基酸序列比对。N端信号肽和

保守性氨基酸突出显示。可变氨基酸未突出显示，并且用作可从DNA酶1转移到DNA酶1L3(反

之亦然)的构建嵌段。缩写：AA，氨基酸。

[0057] 图31A-图31B示出了人DNA酶1(D1)和人DNA酶1L3(D1L3)中的构建嵌段列表。图31A

示出了D1和D1L3中保守性的氨基酸，这些氨基酸分别用作N-锚点和C-锚点。构建嵌段是D1

和D1L3中的可变氨基酸。示出了将构建嵌段从D1L3转移到D1的突变。图31B示出了D1L3中的

N-锚点和C-锚点。列出了将构建嵌段从D1转移到D1L3的突变。AA：氨基酸。

[0058] 图32示出了同源蛋白构建嵌段工程的应用。该应用将构建嵌段簇在同源供体和受
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体蛋白之间的转移用作初始筛选步骤。其他任选步骤是转移单个构建嵌段，然后转移单个

氨基酸。在最后的步骤(未示出)中，可以将多个氨基酸、构建嵌段和构建嵌段簇组合以使嵌

合酶变性。

[0059] 图33示出了特征在于来自DNA酶1L3(D1L3)的构建嵌段的DNA酶1变体(D1V)的表

征。酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。没有活性的样品显示

上样孔为黑色小点(例如Ctrl)。从消化的染色质分离的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从

高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转变与染色质降解活性相关。引起染色质

降解活性增加的构建嵌段取代以深色阴影突出显示。没有此类作用的样品以浅色阴影示

出。特征在于构建嵌段11、12-14、26、41-48和49组合的DNA酶1变体与野生型DNA酶1L3相比

具有相似的染色质降解活性。

[0060] 图34A-图34B示出了无野生型DNA酶1L3的C端尾部的DNA酶1L3变体的开发。图34A

示出了人DNA酶1(SEQ  ID  NO:1)和人DNA酶1L3(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸序列比对。序列尺标

出了氨基酸位置。突出显示了DNA酶1L3的C端尾部，并在其核定位信号处加框。指出了DNA酶

1和DNA酶1L3之间的共有氨基酸。在DNA酶1和DNA酶1L3之间位于保守性SDH基序之后的氨基

酸交换了构建嵌段簇60-62。图34B示出的酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解

活性与直径相关。没有活性的样品显示上样孔为黑色小点(例如Ctrl)。从消化的染色质分

离的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转

变与染色质降解活性相关。凝胶上样有野生型DNA酶1(D1)，制备特征在于来自D1的BB簇60-

62的DNA酶1变体(D1V)、特征在于来自D1的BB簇60-62的DNA酶1L3变体(D1L3V)以及具有两个

突变(K301A、K303A)的D1L3V以使NLS2失活。具有来自D1的BB簇60-62的D1L3V与野生型D1L3

相比，显示出增加的染色质降解活性。

[0061] 图35A-图35B示出了糖基化DNA酶1L3变体(D1L3V)的开发。图35A示出了人DNA酶1

(SEQ  ID  NO:1)与人DNA酶1L3(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸序列比对。序列尺标出了氨基酸位

置。突出显示了DNA酶1的糖基化基序N40-X-T42和N128-X-T130。这些位点是构建嵌段(BB)4

和构建嵌段簇(BB)23-25的一部分。突出显示了DNA酶1和DNA酶1L3之间的相关共有氨基酸。

(图35B)酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。没有活性的样品

显示上样孔为黑色小点(例如Ctrl)。从消化的染色质分离的DNA的琼脂糖凝胶电泳(AGE)示

出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转变与染色质降解活性相关。凝胶上

样有野生型DNA酶1L3(D1L3)、特征在于来自D1的BB  4的DNA酶1L3变体(D1L3V)以及特征在

于来自D1的BB簇23-25的DNA酶1L3变体(D1L3V)。用D1L3抗体产生的蛋白质印迹(WB)检测到

D1L3V显示出增加量的较大蛋白质。两种糖基化的DNA酶1L3变体(D1L3V)均保持其降解染色

质的能力。

[0062] 图36A-图36F示出了DNA酶1L3(SEQ  ID  NO:2)及其变体(SEQ  ID  NO:17)对体内NET

的治疗作用。图36A示出了在心脏腔室内具有富含苏木精且致密的NET凝块的小鼠心脏的H&

E染色。图36B示出了从NET诱导开始，导致NET引起的血管闭塞和死亡的时间线。血尿和体温

过低是体内NET凝块的外部体征。(图36C)实验设计概要：在DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-中表达

Csf3以诱导血管NET凝块。显示出血尿和体温过低的小鼠通过注射媒介物(N＝3)、阿法链道

酶(dornase  alpha)(D1，N＝3)、纯化DNA酶1L3(D1L3，N＝3)或纯化DNA酶1L3变体(SEQ  ID 

NO:17，D1L3V,N＝3)进行随机分组。30分钟后，收集肺部和血清。用D1L3或D1L3V而不是盐水
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或D1进行的疗法，显著减少了肺部中NET引起的血管闭塞(图36D)，并且增加了血清中的DNA

水平(图36E)。图36F示出了来自接受D1L3疗法的小鼠的血清中的寡聚核小体。接受D1L3V的

小鼠显示出较小的单核小体和双核小体。来自接受D1疗法的小鼠血清的DNA分离物显示出

各种大小的微弱DNA涂片，而无法从注射媒介物的小鼠血清中分离出DNA。

[0063] 图37A-图37C示出了DNA酶1L3变体(SEQ  ID  NO:17)在缺血再灌注(IR)损伤大鼠模

型中的治疗作用。(图37A)实验设计概要：对雄性野生型大鼠的一侧睾丸进行睾丸扭转。该

程序会导致缺血性组织损伤。将小鼠随机分组。进行睾丸扭转矫正，然后注射媒介物(N＝

6)、阿法链道酶(D1，N＝6)或纯化DNA酶1L3变体(SEQ  ID  NO:17，D1L3V，N＝6)。7天后收集未

处理的睾丸和缺血性睾丸。图37B显示用D1L3V而不是盐水或D1进行的疗法显著减少了缺血

性睾丸的萎缩。图37C定量了宏观组织损伤。所有未处理的睾丸都呈褐色并且血管化，表明

组织健康(Ctrl，评分：0)。睾丸扭转然后再灌注使组织受损，看上去发白(IR，评分：4)。用

D1L3V而不是盐水或D1进行的疗法显著减少组织损伤，而4/6的睾丸未显示出损伤体征。比

例尺：1cm。

[0064] 图38A-图38C示出了DNA酶1、DNA酶1L3及其变体的表达水平。(图38A)在生物反应

器中培养产生野生型DNA酶1(D1)、其变体(D1V，SEQ  ID  NO:7)、野生型D1L3及其变体(D1L3V,

SEQ  ID  NO:17)的稳定CHO细胞库。定期收集样品并通过蛋白质印迹法进行分析。检测到D1

和D1V的表达，但只有低水平的D1L3和D1L3V。(图38B)在巴斯德毕赤酵母中获得D1L3和D1L3V

的稳健表达。(图38C)酶谱显示dsDNA降解活性为深色圆圈。dsDNA降解活性与直径相关。没

有活性的样品显示上样孔为黑色小点(例如D1L3，0.0005ng)。从消化的染色质分离的DNA的

琼脂糖凝胶电泳(AGE)示出从高分子量DNA向较低或低分子量DNA的转变，这种转变与染色

质降解活性相关。D1L3V降解染色质的效率是D1L3的大约10倍。

[0065] 图39说明了根据本公开的某些DNA酶变体。列出了具有信号肽的DNA酶1和DNA酶

1L3以及没有信号肽的成熟蛋白中的氨基酸突变。使用构建嵌段工程生成的突变标有“+”，

并且在括号中指出了构建嵌段。

具体实施方式

[0066] 本发明提供了工程化DNA酶蛋白，其为DNA酶1蛋白家族的成员(包括DNA酶1样3和

DNA酶1)，可用于治疗以中性粒细胞胞外诱捕网(NET)积聚和/或释放为特征的疾患。在一些

方面，本发明提供了用于预防或治疗牵涉NET的血管闭塞的组合物和方法。如本文所证明，

NET参与血管闭塞的非规范机制，所述机制不依赖于纤维蛋白或血小板。

[0067] 如本文所用，术语“中性粒细胞胞外诱捕网”或“NET”是指包含由细胞形成的胞外

DNA的任何胞外诱捕网(“ET”)，所述细胞例如但不限于中性粒细胞、单核细胞、巨噬细胞、嗜

碱性细胞、嗜酸性细胞、肥大细胞、癌细胞、受损细胞(例如，受损的内皮细胞)等。除非上下

文另外指出，否则术语NET和ET在本文中可互换使用。

[0068] 在人和小鼠的循环中发现两种胞外DNA酶酶，即DNA酶1(D1)和DNA酶1样3(D1L3)。

这些酶可能在体外和体内降解NET的能力和机理方面存在缺陷，并且发现在人和小鼠中的

浓度相对较低。对于重组疗法，尤其是对于全身疗法而言，天然酶类没有理想的物理、酶促

和/或药效学特性。

[0069] D1和D1L3以及DNA酶1样1(D1L1)和DNA酶1样2(D1L2)都属于DNA酶1蛋白家族。D1和
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D1L3在多种物种中表达，包括人、灵长类动物和啮齿动物。在人和小鼠中，D1和D1L3显示出

49-52％的蛋白质相似性。然而，尽管它们具有同源性，但D1和D1L3在细胞来源、对抑制剂的

敏感性和底物亲和力方面有所不同。D1优先裂解无蛋白的DNA(例如细菌DNA、质粒DNA)，而

D1L3靶向染色质(DNA和组蛋白的复合物，通常在真核细胞核中发现)。与单体肌动蛋白结合

后，D1活性受到抑制，并且对生理盐浓度敏感。另外，D1在N40(对应于无信号肽的成熟酶中

的N18)和N128(N106)处被糖基化，这使得该酶对血清蛋白酶灭活具有抗性。相反，D1L3缺乏

糖基化和肌动蛋白结合位点，这分别导致其对几种蛋白酶的敏感性和对肌动蛋白的抗性。

[0070] 在一些方面，本发明提供了经工程化为具有适于治疗，例如适于减少或预防受试

者中的NET积聚的药效学和/或酶促特性的D1L3变体。例如。在各种实施方案中，本发明提供

了一种重组D1L3蛋白变体，其包含：一个或多个糖基化、一个或多个氨基酸改变，导致底物

亲和力增加、核定位信号失活、C端尾部全部或部分缺失、聚乙二醇化以及与载体蛋白或部

分融合。在各种实施方案中，与SEQ  ID  NO:2的野生型D1L3蛋白相比，D1L3变体具有增加的

蛋白质稳定性、增加的蛋白酶抗性、增加的生物利用率、增加的循环半衰期和/或基本上相

同或更好的DNA和/或染色质和/或NET降解活性、更高的在体外表达系统中(例如中国仓鼠

卵巢细胞和/或巴斯德毕赤酵母)中的生产水平。

[0071] 在各种实施方案中，D1L3变体包含与由SEQ  ID  NO:2的氨基酸序列定义的酶具有

至少80％序列同一性的氨基酸序列，相对于如本文所述的SEQ  ID  NO:2具有一个或多个氨

基酸修饰。在一些实施方案中，D1L3变体包含与SEQ  ID  NO:2所定义的DNA酶具有至少90％

或至少95％或至少97％或至少98％的序列同一性的氨基酸序列。

[0072] 如本文所用，当提及与野生型DNA酶酶的序列同一性时，除非另有说明，否则序列

是指缺乏信号肽的成熟酶。此外，为清楚起见，除非另有说明，否则氨基酸位置是相对于完

整翻译的DNA酶序列(包括信号肽)进行编号的。因此，例如，提及与SEQ  ID  NO:2的酶的序列

同一性是指与N端具有M21的成熟酶的百分比同一性。类似地，提及与SEQ  ID  NO:1的酶(人

D1)的序列同一性是指与N端具有L23的成熟酶的百分比同一性。

[0073] 核苷酸和氨基酸序列的相似性，即序列同一性的百分比，可以通过本领域已知的

序列比对来测定。此类比对可以用几种本领域已知的算法进行，例如用Karlin和Altschul

的数学算法(Karlin&Altschul(1993)Proc .Natl .Acad .Sci .USA  90:5873-5877)，用

hmmalign(HMMER包,http://hmmer .wustl .edu/)或用CLUSTAL算法(Thompson ,J .D .,

Higgins ,D.G .&Gibson ,T.J .(1994)Nucleic  Acids  Res .22,4673-80)。示例性算法并入

Altschul等人(1990)J.Mol.Biol.215:403-410的BLASTN和BLASTP程序中。利用BLAST程序

时，使用各个程序的默认参数。

[0074] 在一些实施方案中，重组D1L3蛋白变体包含一个或多个糖基化共有序列，例如NX

(T/S)。人野生型酶(SEQ  ID  NO:2)不含共有糖基化序列。然而，将糖基化共有序列工程化到

D1L3中可以提供糖基化(和蛋白酶抗性)，而对酶促活性没有实质性影响。在一些实施方案

中，糖基化共有序列包括来自野生型序列(例如，SEQ  ID  NO:2)的D38N取代和N40T或N40S取

代，和/或A127N取代和V129T或V129S取代。在一些实施方案中，重组D1L3酶具有一个、两个、

三个或四个糖基化位点。共有序列可以引入蛋白质中不影响其酶促活性的位置处，并且在

一些实施方案中，位于对维持酶结构很重要的酶部分附近(例如，在氨基酸25至289内，并且

在一些实施方案中，在氨基酸24至150内)。
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[0075] 在一些实施方案中，本发明提供了DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:2所定义的酶的

氨基酸序列至少80％同一的氨基酸序列，其中该酶在于SEQ  ID  NO:2的位置38和/或位置

127相对应的位置具有天冬酰胺取代，并且N38和/或N127被糖基化。在一些实施方案中，如

本文所述，由SEQ  ID  NO:1通过构建嵌段取代在位置38和/或127处产生取代。

[0076] 在各种实施方案中，与野生型D1L3蛋白(SEQ  ID  NO:2)相比，具有一个或多个糖基

化的D1L3变体表现出对血清蛋白酶降解的抗性增加和/或血清半衰期增加。

[0077] 在一些实施方案中，D1L3蛋白变体包含核定位信号(NLS)的失活。D1L3的特征在于

两个核定位位点(NLS1、NLS2)，这两个位点在凋亡期间使酶靶向细胞核。实际上，D1L3是体

内凋亡细胞和坏死细胞中核DNA片段化所需的。NLS1位于N端附近(相对于SEQ  ID  NO:2大约

在氨基酸位置80至96处)。NLS2(相对于SEQ  ID  NO:2的氨基酸位置291至304)嵌入D1L3特有

的而在D1中不存在于的C端尾部(相对于SEQ  ID  NO:2的氨基酸位置283至305)中。C端尾部

被认为是D1L3降解胞外DNA不同底物(即脂质包封DNA和凋亡小体中的染色质)所需的。在转

染期间脂质包封DNA。简言之，cDNA，无蛋白DNA和阳离子脂质形成可穿透靶细胞质膜的复合

物。D1L3会干扰转染，而C端尾部对于这种功能至关重要。D1L3的生理底物是凋亡小体，填充

有来自凋亡细胞的染色质的胞外脂质囊泡。C端尾部使D1L3能够穿透凋亡小体的脂质膜并

降低染色质负载。C端尾部也被认为是D1L3降解无脂质的胞外染色质所需的。因此，C端尾

部，D1L3独有的分子特征，似乎是产生D1和D1L3不同底物亲和力的原因。

[0078] 一种或多种NLS的失活增强了循环中酶的可用性和/或活性。在一些实施方案中，

NLS失活因NLS1和/或NLS2全部或部分缺失而引起。在一些实施方案中，NLS因NLS1和/或

NLS2内氨基酸的取代和/或缺失而失活。在一些实施方案中，NLS2整体或部分缺失。在一些

实施方案中，D1L3蛋白变体包含C端尾部的全部或部分缺失，和/或C端尾部中一个或多个氨

基酸的取代。

[0079] 在某些实施方案中，D1L3变体在NLS1结构域中含有一个或多个，例如1、2、3、4、5个

或多个氨基酸取代、添加(例如，插入)或缺失。NLS2结构域或其一部分可以缺失。在某些实

施方案中，D1L3蛋白变体在C端尾部结构域中含有一个或多个，例如1、2、3、4、5个或更多个

氨基酸取代、添加或缺失。C端尾部结构域或其一部分可以缺失。在各种实施方案中，D1L3蛋

白变体在位于C端尾部结构域中的NLS2结构域中含有一个或多个，例如1、2、3、4、5个或更多

个氨基酸取代、添加或缺失。在D1L3蛋白变体中NLS2结构域或其一部分可以缺失。

[0080] 在各个方面，本发明提供了一种蛋白质工程技术，该技术基于蛋白家族的两个成

员(诸如DNA酶1-蛋白家族成员)之间的单个氨基酸或多个相邻氨基酸(称为“构建嵌段”)的

转移以生成DNA酶1蛋白家族成员的酶促活性变体(包括D1和D1L3变体)。“构建嵌段”由在

DNA酶1蛋白家族的两个或更多个成员之间可变的氨基酸定义。这些可变氨基酸的侧翼是在

DNA酶1蛋白家族的两个或更多个成员之间保守性的氨基酸(“锚点”)。可变的单个氨基酸或

多个连续氨基酸(“构建嵌段”)可以通过将它们植入保守性的单个氨基酸或多个连续氨基

酸(“锚点”)之间，在DNA酶1蛋白家族的成员之间进行交换。

[0081] 该方法在本文中称为“构建嵌段蛋白工程”。在转移三个或更多个氨基酸的情况

下，可进一步取代多达1/3的氨基酸。例如，在将三个或六个氨基酸作为构建嵌段进行转移

的情况下，可分别进一步取代一个或多达两个残基。在一些实施方案中，转移四个或更多个

氨基酸作为构建嵌段取代，并且进一步取代多达25％的转移的氨基酸，例如保守或非保守
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性氨基酸修饰。例如，在转移四个、八个或十二个氨基酸的情况下，可以在构建嵌段取代中

进一步取代一个、两个或三个氨基酸。

[0082] 在各个方面(包括结合上述实施方案)，D1L3变体包含至少一个来自D1的构建嵌段

取代。图31说明了D1和D1L3之间的62个构建嵌段取代。

[0083] 来自D1的示例性构建嵌段取代包括以下的一种或多种：

[0084] 来自SEQ  ID  NO:1的1-22(MRGMKLLGALLALAALLQGAVS)取代SEQ  ID  NO:2的1-20

(MSRELAPLLLLLLSIHSALA)；来自SEQ  ID  NO:1的23-27(LKIAA)取代SEQ  ID  NO:2的21-25

(MRICS)；来自SEQ  ID  NO:1的30-32(IQT)取代SEQ  ID  NO:2的28-30(VRS)of  SEQ  ID  NO:2；

来自SEQ  ID  NO:1的35-36(ET)取代SEQ  ID  NO:2的33-34(ES)；来自SEQ  ID  NO:1的38-47

(MSNATLVSYI)取代SEQ  ID  NO:2的36-45(QEDKNAMDVI)；来自SEQ  ID  NO:1的49-53(QILS)取

代SEQ  ID  NO:2的47-51(KVIK)；来自SEQ  ID  NO:1的54(Y)取代SEQ  ID  NO:2的52(C)；来自

SEQ  ID  NO:1的56-60(IALVQ)取代SEQ  ID  NO:2的54-58(IILVM)；来自SEQ  ID  NO:1的62-63

(VR)取代SEQ  ID  NO:2的60-61(IK)；来自SEQ  ID  NO:1的65-72(SHLTAVGK)取代SEQ  ID  NO:

2的63-70(SNNRICPI)；来自SEQ  ID  NO:1的74-76(LDN)取代SEQ  ID  NO:2的72-74(MEK)；

[0085] 来自SEQ  ID  NO:1的79-84(QDAPDT)取代SEQ  ID  NO:2的77-84(RNSRRGIT)；来自

SEQ  ID  NO:1的86(H)取代SEQ  ID  NO:2的86(N)；来自SEQ  ID  NO:1的88-89(VV)取代SEQ  ID 

NO:2的88-89(VI)；来自SEQ  ID  NO:1的91-92(EP)取代SEQ  ID  NO:2的91-92(SR)；来自SEQ 

ID  NO:1的96-97(NS)取代SEQ  ID  NO:2的96-97(NT)；来自SEQ  ID  NO:1的101(R)取代SEQ 

ID  NO:2的101(Q)；来自SEQ  ID  NO:1的103(L)取代SEQ  ID  NO:2的103(A)；来自SEQ  ID  NO:

1的105(V)取代SEQ  ID  NO:2的105(L)；来自SEQ  ID  NO:1的107-110(RPDQ)取代SEQ  ID  NO:

2的107-110(KEKL)；来自SEQ  ID  NO:1的113-116(AVDS)取代SEQ  ID  NO:2的113-116

(VKRS)；来自SEQ  ID  NO:1的118(Y)取代SEQ  ID  NO:2的118(H)；来自SEQ  ID  NO:1的120(D)

取代SEQ  ID  NO:2的120(H)；来自SEQ  ID  NO:1的122-128(GCEPCGN)取代SEQ  ID  NO:2的

122-127(YQDGDA)；来自SEQ  ID  NO:1的130(T)取代SEQ  ID  NO:2的129(V)；来自SEQ  ID  NO:

1的132(N)取代SEQ  ID  NO:2的131(S)；来自SEQ  ID  NO:1136-137(AIV)的取代SEQ  ID  NO:2

的135-136(FV)；来自SEQ  ID  NO:1的139(R)取代SEQ  ID  NO:2的138(W)；来自SEQ  ID  NO:1

的141-144(FSRF)取代SEQ  ID  NO:2的140-143(QSPH)；来自SEQ  ID  NO:1的146-149(EVRE)

取代SEQ  ID  NO:2的145-148(AVKD)；来自SEQ  ID  NO:1的151(A)取代SEQ  ID  NO:2的150

(V)；来自SEQ  ID  NO:1的153(V)取代SEQ  ID  NO:2的152(I)；来自SEQ  ID  NO:1的157-158

(AA)取代SEQ  ID  NO:2的156-157(TT)；来自SEQ  ID  NO:1的160-162(GDA)取代SEQ  ID  NO:2

的159-161(ETS)；来自SEQ  ID  NO:1的164(A)取代SEQ  ID  NO:2的163(K)；来自SEQ  ID  NO:1

的168(A)取代SEQ  ID  NO:2的167(E)；来自SEQ  ID  NO:1的170-171(YD)取代SEQ  ID  NO:2的

169-170(VE)；来自SEQ  ID  NO:1的174(L)取代SEQ  ID  NO:2的173(T)；

[0086] 来自SEQ  ID  NO:1的177-179(QEK)取代SEQ  ID  NO:2的176-178(KHR)；来自SEQ  ID 

NO:1的181-182(GL)取代SEQ  ID  NO:2的180-181(KA)；来自SEQ  ID  NO:1的184-187(DVML)

取代SEQ  ID  NO:2的183-186(NFIF)；来自SEQ  ID  NO:1的199-202(RPSQ)取代SEQ  ID  NO:2

的198-201(PKKA)；来自SEQ  ID  NO:1的204-205(SS)取代SEQ  ID  NO:2的203-204(KN)；来自

SEQ  ID  NO:1的209(W)取代SEQ  ID  NO:2的208(R)；来自SEQ  ID  NO:1的211(S)取代SEQ  ID 

NO:2的210(D)；来自SEQ  ID  NO:1的213(T)取代SEQ  ID  NO:2的212(R)；来自SEQ  ID  NO:1的

说　明　书 14/55 页

26

CN 111566207 A

26



215(Q)取代SEQ  ID  NO:2的214(V)；来自SEQ  ID  NO:1的219(P)取代SEQ  ID  NO:2的218(G)；

来自SEQ  ID  NO:1的221-222(SA)取代SEQ  ID  NO:2的220-221(QE)；来自SEQ  ID  NO:1的

226-228(ATP)取代SEQ  ID  NO:2的225-228(VKKS)；来自SEQ  ID  NO:1的230(H)取代SEQ  ID 

NO:2的230(N)；来自SEQ  ID  NO:1的238-240(VAG)取代SEQ  ID  NO:2的238-240(LRG)；来自

SEQ  ID  NO:1的241-246(MLLRGA)取代SEQ  ID  NO:2的241-246(QEIVSS)；来自SEQ  ID  NO:1

的250(D)取代SEQ  ID  NO:2的250(K)；来自SEQ  ID  NO:1的252-254(ALP)取代SEQ  ID  NO:2

的252-254(NSV)；来自SEQ  ID  NO:1的256(N)取代SEQ  ID  NO:2的256(D)；来自SEQ  ID  NO:1

的259-260(AA)取代SEQ  ID  NO:2的259-260(KA)；来自SEQ  ID  NO:1的262(G)取代SEQ  ID 

NO:2的262(K)；来自SEQ  ID  NO:1的264-267(SDQL)取代SEQ  ID  NO:2的264-267(TEEE)；来

自SEQ  ID  NO:1的269-271(QAI)取代SEQ  ID  NO:2的269-271(LDV)；来自SEQ  ID  NO:1的275

(Y)取代SEQ  ID  NO:2的275(F)；来自SEQ  ID  NO:1的279-280(VM)取代SEQ  ID  NO:2的279-

280(FK)；以及

[0087] 来 自 S E Q  I D  N O : 1 的 2 8 2 ( K ) 取 代 S E Q  I D  N O : 2 的 2 8 2 - 3 0 5

(QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS)。

[0088] 这些来自D1的构建嵌段取代产生D1L3的变体，这些变体的特征在于以下的一个或

多个突变：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、Q282_S305delinsK。

[0089] 术语“delins”是指在两个所示氨基酸之间并且包括两个所示氨基酸在内的缺失，

并且在缺失位点插入了一个氨基酸或氨基酸序列。例如，符号E91_P92delinsSR意指从E91

到P92的氨基酸缺失，并且氨基酸SR插入该缺失位点(例如，所得氨基酸序列将具有S91和

R92)。

[0090] 术语“ins”是指在两个所示氨基酸之间插入氨基酸。例如，符号E91_P92insSR意指

氨基酸SR插入E91和P92之间，从而产生序列E91、S92、R93和P94。

[0091] 一种酶中的多个突变用“/”分隔开，例如T227K/A136F或R199_Q202delinsPKKA/

S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_A222delinsQE。

[0092] 在一些实施方案中，D1L3变体包含一个或多个相邻的构建嵌段取代。例如，D1L3变

体可以相对于SEQ  ID  NO:2包含突变F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK(SEQ 

ID  NO:17)。在一些实施方案中，D1L3变体可以相对于SEQ  ID  NO:2包含突变Q36_

I45delinsMSNATLVSYI(SEQ  ID  NO:19)。在一些实施方案中，D1L3变体可以相对于SEQ  ID 
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NO:2包含突变Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N(SEQ  ID  NO:20)。

[0093] 在一个示例性的实施方案中，D1L3变体包含2个或3个选自相对于SEQ  ID  NO:2的

突变的取代：Q36_I45delinsMSNATLVSYI、Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N、F275Y/

F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK。

[0094] 因此，在一些实施方案中，本发明提供了一种DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:2所定

义的酶的氨基酸序列至少80％同一的氨基酸序列，并且包含至少一个来自SEQ  ID  NO:1的

氨基酸序列的构建嵌段取代。图31中说明了SEQ  ID  NO:1和2之间的构建嵌段取代并对其进

行了编号。例如，在一些实施方案中，该酶包含突变F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_

S305delinsK，并且任选地包含SEQ  ID  NO:17的氨基酸序列。在一些实施方案中，该酶包含

突变Q36_I45delinsMSNATLVSYI、Y122_A127delinsGCEPCGN、V129T或S131N，并且任选地具

有SEQ  ID  NO:19或SEQ  ID  NO:20的氨基酸序列。

[0095] 示例性的D1L3变体包括那些包含SEQ  ID  No:17至20的氨基酸序列的变体。在一些

实施方案中，本发明包括相对于SEQ  ID  NO:17至20中的任何一个具有1至10个(例如1至5

个)氨基酸插入、缺失或取代的衍生物。在一些实施方案中，D1L3变体包含来自同源DNA酶

(例如，来自D1)的一个或多个其他嵌段氨基酸取代。此类嵌段取代可以置换至少2个、至少3

个、至少4个或至少5个氨基酸。在一些实施方案中，嵌段取代用来自同源DNA酶的同等构建

嵌段置换2至20个氨基酸，诸如3至15个氨基酸，或3至10个氨基酸。

[0096] D1L3蛋白的工程化变体可以在人D1L3(SEQ  ID  NO:2)的氨基酸序列中包含一个或

多个其他氨基酸取代、添加(插入)、缺失或截短。氨基酸取代可包括保守性和/或非保守性

取代。

[0097] 例如，“保守性取代”可以例如基于所涉氨基酸残基的极性、电荷、大小、溶解性、疏

水性、亲水性和/或两亲性质的相似性来产生。这20种天然存在的氨基酸可以分为以下六个

标准氨基酸类别：(1)疏水性：Met、Ala、Val、Leu、Ile；(2)中性亲水性：Cys、Ser、Thr；Asn、

Gln；(3)酸性：Asp、Glu；(4)碱性：His、Lys、Arg；(5)影响链取向的残基：Gly、Pro；和(6)芳香

族：Trp、Tyr、Phe。“保守性取代”定义为一种氨基酸被以上所示六个标准氨基酸类别的同一

类中列出的另一种氨基酸交换。例如，Asp被Glu交换在这样修饰的多肽中保留一个负电荷。

另外，甘氨酸和脯氨酸基于其破坏α-螺旋的能力，可以彼此取代。如本文所用，“非保守性取

代”定义为一种氨基酸被以上所示六个标准氨基酸类别(1)至(6)的不同类别中列出的另一

种氨基酸交换。

[0098] 在一些实施方案中，DIL3蛋白变体包含N-端或C-端与半衰期延长部分(诸如白蛋

白、转铁蛋白、Fc或弹性蛋白样蛋白)的融合。参见US  9,458,218，其特此通过引用整体并入

本文。在一些实施方案中，D1L3通过免疫球蛋白铰链区二聚化。例如，本文所述的工程化酶

也可包括Fc融合结构域(例如免疫球蛋白的铰链及CH2结构域和CH3结构域)。在其他情况

下，工程化D1L3蛋白与白蛋白，例如人白蛋白或其片段融合。参见WO  2015/066550；US  9,

221,896，其特此通过引用整体并入本文。白蛋白可以接合在工程化D1蛋白的N-端或C-端，

并且可以任选地包含氨基酸接头。在一些实施方案中，D1L3和D1一起通过Fc铰链区二聚，产

生具有降解NET的协同功能特性的二聚体分子。

[0099] 在一些实施方案中，重组D1L3蛋白变体包含一个或多个聚乙二醇(PEG)部分，其可

以缀合在一个或多个位置或C端。在一些实施方案中，该位置的天然氨基酸被具有适合与亲
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水性部分交联的侧链的氨基酸取代，以促进亲水性部分与肽的连接。在其他实施方案中，将

经修饰为包含亲水基团的氨基酸添加至肽的C端。PEG链的分子量可以在约500至约40,000

道尔顿的范围内。在一些实施方案中，PEG链的分子量在约500至约5,000道尔顿的范围内。

在一些实施方案中，PEG链的分子量为约10,000至约20,000道尔顿。

[0100] 在各种实施方案中，与野生型D1L3蛋白相比，D1L3蛋白变体具有增加的蛋白稳定

性、增加的血清利用率以及基本上相同或更好的NET降解活性(如在体外或体内测定的)。在

各种实施方案中，相对于野生型D1L3，D1L3变体包含以下一种或多种特性：更高的无蛋白

DNA(裸DNA)降解活性、相同或基本上相同(例如，至少50％)的染色体DNA降解活性、蛋白酶

抗性、增加的半衰期和在体外表达系统(例如中国仓鼠卵巢细胞和/或巴斯德毕赤酵母)中

更高的生产水平。

[0101] 可以使用本领域技术人员已知的方法，诸如凝胶电泳和DNA酶活性测定法来测量

DN A片段化。定量NE T、N E T降解和DN A片段化活性的方法在例如Ha k k i m等人，

Proc.Natl.Acad.Sci  USA,2010,107(21):9813-9818；Napirei等人，Biochem  J,2005,389:

355-364.Fuchs等人，J  Cell  Biol,2007,176(2):231-241 ,Sisirak等人Cell,2016,166:

88-101，以及Jiménez-Alcázar等人J  Thromb  Haemost,2015,13,732-742中进行了描述。

[0102] 在一些方面，本发明提供了经工程化为具有更适于治疗，例如减少或预防受试者

中的NET积聚的物理、药效学和/或酶促特性的DNA酶1(D1)变体。在一些实施方案中，变体更

适合重组表达，从而提供了相当大的制造优势。在各种实施方案中，工程化D1变体包含与由

SEQ  ID  NO:1的氨基酸序列定义的成熟酶至少80％同一的氨基酸序列，具有一个或多个氨

基酸取代、添加或缺失，产生以下的一种或多种：突变的DNA结合位点、染色质结合位点添

加、突变的肌动蛋白结合位点、糖基化位点突变、核定位信号(例如，与D1L3的NLS1或NLS2具

有相似性或同一性)的添加和/或与D1L3的C端尾部相似的C端结构域。D1变体包含与SEQ  ID 

NO:1所定义的酶的氨基酸序列具有至少80％同一性的氨基酸序列，相对于如本文所述的

SEQ  ID  NO:1具有一个或多个氨基酸修饰。在一些实施方案中，D1L3变体包含与SEQ  ID  NO:

1的酶具有至少90％或至少95％或至少97％或至少98％同一性的氨基酸序列。

[0103] 在各个实施方案中，D1变体在人D1(SEQ  ID  NO:1)的氨基酸序列中包含一个或多

个氨基酸取代、添加、缺失或截短。在一些实施方案中，氨基酸取代，并且可以包括所述的保

守性和/或非保守性取代。例如，相对于SEQ  ID  NO:1的酶，D1变体可具有1至20个(或1至10

个，或1至5个)氨基酸取代、缺失或插入。

[0104] 在一些实施方案中，D1变体包含一个或多个来自同源DNA酶(例如，来自D1L3)的其

他嵌段氨基酸取代。此类嵌段取代可各自置换来自同源DNA酶的1至24个氨基酸，诸如3至15

个氨基酸，或3至10个氨基酸。在一些实施方案中，D1变体包含2至5个来自同源DNA酶(例如，

D1L3)的嵌段取代。在一些实施方案中，转移2个或3个连续的构建嵌段取代。

[0105] 在各种实施方案中，将D1变体工程化为相对于野生型酶包括以下一种或多种特

征：基本上相同或更高的无蛋白DNA(裸DNA)降解活性(如，至少50％或更多)、更高的染色体

DNA降解活性、相似或提高的蛋白酶抗性、肌动蛋白抗性、增加的血清半衰期、提高的从血液

向尿液或胆汁的渗透或此类特性的组合。

[0106] 在一些实施方案中，工程化的D1酶包含与野生型D1L3蛋白的C端结构域(例如SEQ 

ID  NO:2的氨基酸283至305)有至少50％(或至少70％、80％、90％)的序列同一性的氨基酸

说　明　书 17/55 页

29

CN 111566207 A

29



序列。

[0107] 在一些实施方案中，D1酶包含与野生型D1L3的NLS1(SEQ  ID  NO:2的氨基酸35至

51)具有至少50％或至少75％的序列同一性的氨基酸序列，与野生型D1L3蛋白的NLS2(SEQ 

ID  NO:2的氨基酸296至304)具有大幅序列同一性的核定位信号2(NLS2)。

[0108] 在各个方面，重组D1变体包含选自以下的一种或多种构建嵌段取代：来自SEQ  ID 

N O : 2的 1 - 2 0 (M S R E L A P L L L  L L L S I H S A L A) 取代来自SE Q  I D  N O : 1的 1 - 2 2

(MRGMKLLGALLALAALLQGAVS)；来自SEQ  ID  NO:2的21-25(MRICS)取代来自SEQ  ID  NO:1的

23-27(LKIAA)；来自SEQ  ID  NO:2的28-30(VRS)取代来自SEQ  ID  NO:1的30-32(IQT)；来自

SEQ  ID  NO:2的33-34(ES)取代来自SEQ  ID  NO:1的35-36(ET)；来自SEQ  ID  NO:2的36-45

(QEDKNAMDVI)取代来自SEQ  ID  NO:1的38-47(MSNATLVSYI)；来自SEQ  ID  NO:2的47-50

(KVIK)取代来自SEQ  ID  NO:1的49-52(QILS)；来自SEQ  ID  NO:2的52(C)取代来自SEQ  ID 

NO:1的54(Y)；来自SEQ  ID  NO:2的54-58(IILVM)取代来自SEQ  ID  NO:1的56-60(IALVQ)；来

自SEQ  ID  NO:2的60-61(IK)取代来自SEQ  ID  NO:1的62-63(VR)；来自SEQ  ID  NO:2的63-70

(SNNRICPI)取代来自SEQ  ID  NO:1的65-72(SHLTAVGK)；来自SEQ  ID  NO:2的72-74(MEK)取

代来自SEQ  ID  NO:1的74-76(LDN)；来自SEQ  ID  NO:2的77-84(RNSRRGIT)取代来自SEQ  ID 

NO:1的79-84(QDAPDT)；来自SEQ  ID  NO:2的86(N)取代来自SEQ  ID  NO:1的86(H)；来自SEQ 

ID  NO:2的88-89(VI)取代来自SEQ  ID  NO:1的88-89(VV)；来自SEQ  ID  NO:2的91-92(SR)取

代来自SEQ  ID  NO:1的91-92(EP)；来自SEQ  ID  NO:2的96-97(NT)取代来自SEQ  ID  NO:1的

96-97(NS)；来自SEQ  ID  NO:2的101(Q)取代来自SEQ  ID  NO:1的101(R)；来自SEQ  ID  NO:2

的103(A)取代来自SEQ  ID  NO:1的103(L)；来自SEQ  ID  NO:2的105(L)取代来自SEQ  ID  NO:

1的105(V)；来自SEQ  ID  NO:2的107-110(KEKL)取代来自SEQ  ID  NO:1的107-110(RPDQ)；来

自SEQ  ID  NO:2的113-116(VKRS)取代来自SEQ  ID  NO:1的113-116(AVDS)；来自SEQ  ID  NO:

2的118(H)取代来自SEQ  ID  NO:1的118(Y)；来自SEQ  ID  NO:2的120(H)取代来自SEQ  ID 

NO:1的120(D)；来自SEQ  ID  NO:2的122-127(YQDGDA)取代来自SEQ  ID  NO:1的122-128

(GCEPCGN)；来自SEQ  ID  NO:2的129(V)取代来自SEQ  ID  NO:1的130(TF)；来自SEQ  ID  NO:2

的131(S)取代来自SEQ  ID  NO:1的132(N)；来自SEQ  ID  NO:2的135-136(FV)取代来自SEQ 

ID  NO:1的136-137(AI)；来自SEQ  ID  NO:2的138(W)取代来自SEQ  ID  NO:1的139(R)；来自

SEQ  ID  NO:2的140-143(QSPH)取代来自SEQ  ID  NO:1的141-144(FSRF)；来自SEQ  ID  NO:2

的145-148(AVKD)取代来自SEQ  ID  NO:1的146-149(EVRE)；来自SEQ  ID  NO:2的150(V)取代

来自SEQ  ID  NO:1的151(A)；来自SEQ  ID  NO:2的152(I)取代来自SEQ  ID  NO:1的153(V)；来

自SEQ  ID  NO:2的156-157(TT)取代来自SEQ  ID  NO:1的157-158(AA)；来自SEQ  ID  NO:2的

159-161(ETS)取代来自SEQ  ID  NO:1的160-162(GDA)；来自SEQ  ID  NO:2的163(K)取代来自

SEQ  ID  NO:1的164(A)；来自SEQ  ID  NO:2的167(E)取代来自SEQ  ID  NO:1的168(A)；来自

SEQ  ID  NO:2的169-171(VE)取代来自SEQ  ID  NO:1的170-171(YD)；来自SEQ  ID  NO:2的173

(T)取代来自SEQ  ID  NO:1的174(L)；来自SEQ  ID  NO:2的176-178(KHR)取代来自SEQ  ID 

NO:1的177-179(QEK)；来自SEQ  ID  NO:2的180-181(KA)取代来自SEQ  ID  NO:1的181-182

(GL)；来自SEQ  ID  NO:2的183-187(NFIF)取代来自SEQ  ID  NO:1的184-187(DVML)；来自SEQ 

ID  NO:2的198-201(PKKA)取代来自SEQ  ID  NO:1的199-202(RPSQ)；来自SEQ  ID  NO:2的

203-204(KN)取代来自SEQ  ID  NO:1的204-205(SS)；来自SEQ  ID  NO:2的208(R)取代来自
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SEQ  ID  NO:1的209(W)；来自SEQ  ID  NO:2的210(D)取代来自SEQ  ID  NO:1的211(S)；来自

SEQ  ID  NO:2的212(R)取代来自SEQ  ID  NO:1的213(T)；来自SEQ  ID  NO:2的214(V)取代来

自SEQ  ID  NO:1的215(Q)；来自SEQ  ID  NO:2的218(G)取代来自SEQ  ID  NO:1的219(P)；来自

SEQ  ID  NO:2的220-221(QE)取代来自SEQ  ID  NO:1的221-222(SA)；来自SEQ  ID  NO:2的

225-228(VKKS)取代来自SEQ  ID  NO:1的226-228(ATP)；来自SEQ  ID  NO:2的230(N)取代来

自SEQ  ID  NO:1的230(H)；来自SEQ  ID  NO:2的238-239(LR)取代来自SEQ  ID  NO:1的238-

239(VA)；来自SEQ  ID  NO:2的241-246(QEIVSS)取代来自SEQ  ID  NO:1的241-246(MLLRGA)；

来自SEQ  ID  NO:2的250-251(K)取代来自SEQ  ID  NO:1的250-251(D)；来自SEQ  ID  NO:2的

252-254(NSV)取代来自SEQ  ID  NO:1的252-254(ALP)；来自SEQ  ID  NO:2的256(D)取代来自

SEQ  ID  NO:1的256(N)；来自SEQ  ID  NO:2259-260(KA)的取代来自SEQ  ID  NO:1的259-260

(AA)；来自SEQ  ID  NO:2的262(K)取代来自SEQ  ID  NO:1的262(G)；来自SEQ  ID  NO:2的264-

267(TEEE)取代来自SEQ  ID  NO:1的264-267(SDQ)；来自SEQ  ID  NO:2的269-271(LDV)取代

来自SEQ  ID  NO:1的269-271(QAI)；来自SEQ  ID  NO:2的275(F)取代来自SEQ  ID  NO:1的275

(Y)；来自SEQ  ID  NO:2的279-280(FK)取代来自SEQ  ID  NO:1的279-280(VM)；以及来自SEQ 

ID  NO:2的282-305(QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS)取代来自SEQ  ID  NO:1的282(K)。

[0109] 这些来自D1L3的构建嵌段取代产生D1的变体，这些变体的特征在于以下的一个或

多个突变：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、K282delinsQSSRAFTN

SKKSVTLRKKTKSKRS。

[0110] 在一些实施方案中，重组D1变体相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：Y275F、V279_

M280delinsFK和K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS(SEQ  ID  NO:16)。此类变体包含C

端尾部，并且对DNA-脂质复合物展示出更高的亲和力。

[0111] 在一些实施方案中，重组D1变体相对于SEQ  ID  NO:1包含以下氨基酸修饰：SEQ  ID 

NO:1:Q79_T84delinsRNSRRGIT(例如，SEQ  ID  NO:10)；H86N，和/或V88_V89delinsVI，和/或

E91_P92delinsSR(例如，SEQ  ID  NO:11，其包括全部三个修饰)；A136_I137delinsFV(例如，

SEQ  ID  NO:12)；R199_Q202delinsPKKA，和/或S204_S205delinsKN，和/或W209R，和/或

S211D，和/或T213R，和/或Q215V，和/或P219G，和/或S221_A222delinsQE(例如，SEQ  ID  NO:

13，其包括全部八个修饰)；以及A226_P228delinsVKKS(例如，SEQ  ID  NO:14)。

[0112] 在一些实施方案中，在D1变体包含取代H86N的情况下，该变体包含至少一个其他
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修饰，诸如构建嵌段取代或本文所述的其他点突变(诸如阳离子氨基酸的添加或产生肌动

蛋白抗性的取代)。

[0113] 在一些实施方案中，D1变体包含至少两个相邻的、连续的构建嵌段取代，其产生相

对于SEQ  ID  NO:1的突变：H86N/V88_V89delinsVI(例如，SEQ  ID  NO:11)；R199_

Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S221_

A222delinsQE(例如，SEQ  ID  NO:13)；Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSK

KSVTLRKKTKSKRS(SEQ  ID  NO:16)。

[0114] 在一些实施方案中，本发明提供了一种DNA酶酶，其包含与SEQ  ID  NO:1定义的酶

的氨基酸序列至少80％同一的氨基酸序列，并且包含至少一个来自SEQ  ID  NO:2氨基酸序

列的构建嵌段取代，其中该DNA酶酶与SEQ  ID  NO:1的DNA酶酶相比具有增加的染色质降解

活性。在一些实施方案中，该酶包含来自SEQ  ID  NO:2的至少两个相邻的构建嵌段取代。图

31中说明了D1(SEQ  ID  NO:1)和D1L3(SEQ  ID  NO:2)之间的构建嵌段取代。

[0115] 在一些实施方案中 ，该酶相对于S E Q  I D  N O : 1包含以下修饰 ：Q 7 9 _

T84delinsRNSRRGIT，并且任选地包含SEQ  ID  NO:10的氨基酸序列。

[0116] 在一些实施方案中，该酶相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：H86N/V88_

V89delinsVI/E91_P92delinsSR，并且任选地包含SEQ  ID  NO:11的氨基酸序列。

[0117] 在一些实施方案中，该酶相对于SEQ  ID  NO:1包含以下修饰：A136_I137delinsFV，

并且任选地包含SEQ  ID  NO:12的氨基酸序列。

[0118] 在一些实施方案中，该酶相对于SEQ  ID  NO:1包含以下的两个或更多个修饰：

R199_Q202delinsPKKA，和/或S204_S205delinsKN，和/或W209R，和/或S211D，和/或T213R，

和/或Q215V，和/或P219G，和/或S221_A222delinsQE，并且任选地包含SEQ  ID  NO:13的氨基

酸序列(包含全部八个修饰)。

[0119] 在一些实施方案中 ，该酶相对于SE Q  I D  N O : 1包含以下修饰：A 2 2 6 _

P228delinsVKKS，并且任选地包含SEQ  ID  NO:14的氨基酸序列。

[0120] 在一些实施方案中，该酶相对于SEQ  ID  NO:1包含以下的两个或更多个修饰：Q79_

T84delinsRNSRRGIT，和/或H86N，和/或V88_V89delinsVI，和/或E91_P92delinsSR，和/或

A136_I137delinsFV，和/或R199_Q202delinsPKKA，和/或S204_S205delinsKN，和/或W209R，

和/或S211D，和/或T213R，和/或Q215V，和/或P219G，和/或S221_A222delinsQE，和/或A226_

P228delinsVKKS，并且任选地包含SEQ  ID  NO:15的氨基酸序列。

[0121] 在一些实施方案中，该酶相对于SEQ  ID  NO:1包含以下的两个或更多个修饰：

Y275F，和/或V279_M280delinsFK，和/或K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS，并且任选

地包含SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列。

[0122] 示例性的D1变体包括那些包含SEQ  ID  NO:5、SEQ  ID  NO:6、SEQ  ID  NO:7、SEQ  ID 

NO:8,SEQ  ID  NO:9、SEQ  ID  NO:10、SEQ  ID  NO:11、SEQ  ID  NO:12、SEQ  ID  NO:13、SEQ  ID 

NO:14、SEQ  ID  NO:15和SEQ  ID  NO:16的氨基酸序列的变体。在一些实施方案中，本发明包

括相对于SEQ  ID  NO:5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15或16中的任何一个具有1至10个(例如

1至5个)氨基酸插入、缺失或取代的衍生物。在一些实施方案中，D1变体包含来自同源DNA酶

(例如，来自D1L3)的一个或多个其他嵌段氨基酸取代。此类嵌段取代可以用来自同源DNA酶

(例如，D1L3，SEQ  ID  NO:2)的构建嵌段氨基酸置换D1变体的2至20个氨基酸，诸如3至15个
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氨基酸，或3至10个氨基酸。图31中说明了D1和D1L3之间的构建嵌段取代。在一些实施方案

中，DNA酶酶包含与SEQ  ID  NO:15至少95％或至少97％同一的氨基酸序列。

[0123] 在各种实施方案中，该酶表现出一种或多种选自以下的特性：与SEQ  ID  NO:1的酶

相比，对无蛋白DNA相似或更高的亲和力；与SEQ  ID  NO:1的酶相比更高的染色质降解活性；

与SEQ  ID  NO:1的酶相比，抗肌动蛋白抑制的酶促活性；及其组合。

[0124] 在一些实施方案中，如同针对D1L3所述的，D1变体包含N-端或C-端与半衰期延长

部分(诸如白蛋白、转铁蛋白、Fc或弹性蛋白样蛋白)的融合。在一些实施方案中，D1酶通过

免疫球蛋白铰链区二聚化。

[0125] 在各种实施方案中，D1变体表现出一种或多种选自以下的特性：相同或更高的无

蛋白DNA(裸DNA)降解活性、更高的染色体DNA(染色质)降解活性、相似或提高的蛋白酶抗

性、肌动蛋白抗性、相似或提高的从血液向尿液和/或胆汁的渗透，以及更高的在体外表达

系统(例如中国仓鼠卵巢细胞和/或巴斯德毕赤酵母)中的生产水平，及其组合。

[0126] 在各种实施方案中，DNA酶酶包含与SEQ  ID  NO:1定义的酶的氨基酸序列至少80％

同一的氨基酸序列，并且包含一个或多个精氨酸和/或赖氨酸残基的取代、插入或添加，其

中DNA酶酶与SEQ  ID  NO:1的酶相比具有增加的染色质降解活性。在一些实施方案中，所述

一个或多个精氨酸和/或赖氨酸残基是氨基酸取代，其选自与SEQ  ID  NO:1的位置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和280相对应的位置的取代。这些位置的示例性修饰包括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和

K280M。在各种实施方案中，该酶包含至少两个、或至少三个、或至少四个、或至少五个、或至

少六个精氨酸和/或赖氨酸残基的取代和/或插入。在一些实施方案中，DNA酶酶在与SEQ  ID 

NO:1的位置31、49、76、79、92、109、164、177、200、201、204、209、213和262相对应的一个或多

个位置包含精氨酸或赖氨酸，所述位置任选地选自Q31R、Q49R、N76K、Q79R、P92R、D109K、

A164K、Q177K、P200K、S201K、S204R、W209R、T213R、W209R和G262K。这些位置/取代可以独立

提供更好的活性，包括降解染色质的活性。

[0127] 在各种实施方案中，如果酶包含Q31R或T227K取代，则该酶包含至少两个选自以下

的氨基酸修饰：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和K280M。在一些实施方案中，氨基酸取代包括相对于SEQ 

ID  NO:1的Q31R和T227K。

[0128] 在一些实施方案中，DNA酶酶在与SEQ  ID  NO:1的位置31、49、79和209相对应的位

置具有精氨酸或赖氨酸，并且可以任选地包含以下氨基酸取代：Q31R、Q49K、Q79R和W209R。

在鼠类D1中这些位置带有精氨酸或赖氨酸，但在野生型人D1中没有，可以将染色质降解活

性转移给人D1。

[0129] 在一些实施方案中，DNA酶酶在与SEQ  ID  NO:1的位置31、49、79、177、209和262相

对应的位置具有精氨酸或赖氨酸，并且可以任选地包含氨基酸取代Q31R、Q49K、Q79R、

A136F、Q177K、W209R、G262K。在大鼠D1中这些位置中的四个具有精氨酸或赖氨酸，但在野生

型人D1中没有，并且可以将染色质降解活性转移给人D1。
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[0130] 在一些实施方案中，DNA酶酶在与SEQ  ID  NO:1的位置31和227相对应的位置具有

赖氨酸或精氨酸残基。

[0131] 在一些实施方案中，DNA酶酶在与SEQ  ID  NO:1的位置164相对应的位置具有赖氨

酸或精氨酸，其任选地是赖氨酸(A164K)。

[0132] 在各种实施方案中，工程化D1蛋白在肌动蛋白结合位点包含一个或多个氨基酸修

饰(例如，取代、添加和缺失)(例如，A136的取代，诸如A136F)，从而阻碍或阻止肌动蛋白结

合。因而，工程化D1蛋白可以是抗肌动蛋白的或基本上抗肌动蛋白的。参见Ulmer等人，PNAS 

USA第93卷，第8225-8229页(1996)。因此，在各种实施方案中，DNA酶酶相对于SEQ  ID  NO:1

在位置136处包含氨基酸取代，并且该取代任选地是A136F。提供肌动蛋白抗性的D1突变，诸

如位置136的突变(例如A136F，或该位置上另一大体积、疏水性、环状或芳族氨基酸的取

代)，可以与本文所述的任何其他突变组合，包括添加阳离子残基或构建嵌段取代。

[0133] 在一些实施方案中，D1变体对肌动蛋白抑制具有抗性并且能够降解染色质。例如，

D1变体相对于SEQ  ID  NO:1可以包含以下氨基酸取代：Q31R、T227K和A136F。在一些实施方

案中，DNA酶酶包括以下氨基酸取代：A164K和A136F。

[0134] 在一些实施方案中，DNA酶酶包含糖基化共有序列，其相对于SEQ  ID  NO:1包含

N40S取代和/或N128S取代。例如，在一些实施方案中，所述酶相对于SEQ  ID  NO:1包含氨基

酸取代：Q31R、N40S、A136F、N128S和T227K。

[0135] 在各种实施方案中，D1变体在糖基化位点中包含一个或多个氨基酸修饰(例如，取

代、添加、插入和缺失)，从而增加了对脂质包封的DNA的亲和力。因而，工程化D1蛋白可以在

转染反应中降解脂质包封的DNA。参见Wilber等人，Mol  Ther  6,35-42(2002)。

[0136] 在各种实施方案中，D1变体是糖基化的，或者可以是非糖基化的，特别是在不需要

长循环半衰期的情况下。本文所述的氨基酸改变可在糖基化或非糖基化变体的背景下产

生。

[0137] 在一些实施方案中，D1变体对肌动蛋白抑制具有抗性并且能够降解脂质囊泡中的

染色质。示例性的D1变体包含一个或多个选自以下的氨基酸修饰：Q31R、T227K、A136F、N40D

或N40A和N128D或N128S，其氨基酸根据SEQ  ID  NO:1编号。此类变体可能缺乏糖基化位点，

这从制造的角度来说是有益的。

[0138] 在一些实施方案中，D1变体对肌动蛋白抑制具有抗性并且能够降解脂质囊泡中的

染色质，并且相对于SEQ  ID  NO:1包含氨基酸修饰Q31R、T227K、A136F、N40D和N128D。

[0139] 对D1的其他修饰可以如Pan等人J  Biol  Chem,1998,273,11701-11708和US  2014/

0199329所述，其全部公开内容通过引用整体并入本文。

[0140] 与野生型D1蛋白(SEQ  ID  NO:1)相比，工程化D1变体可以具有增加或延长的血清

半衰期。在一些实施方案中，工程化D1包含Fc融合结构域(例如，免疫球蛋白的铰链区和/或

CH2结构域和CH3结构域)。在一些实施方案中，工程化D1与白蛋白，例如人白蛋白或其片段

融合。白蛋白可以任选地通过氨基酸接头与工程化D1酶的N端或C端连接。

[0141] 在一些方面，本发明提供了药物组合物，其包含重组D1L3和/或D1变体，或编码所

述变体的多核苷酸或载体，以及药学上可接受的载剂。在各种实施方案中，将重组D1L3蛋白

变体配制用于肠胃外或肺部施用。在一些实施方案中，将组合物配制用于静脉内、动脉内、

腹膜内、关节内、肌内、局部或皮下，或本文所述的其他途径施用。在一些实施方案中，所述
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组合物包含D1L3和D1两者，其各自任选地是本文所述的工程化变体。在一些实施方案中，将

重组D1L3变体和重组D1变体配制用于肠胃外或肺部施用。

[0142] 术语“药学上可接受的载剂”包括但不限于不干扰成分的生物学活性的有效性并

且对所施用的患者无毒的任何载剂。合适的药物载剂的实例是本领域公知的，包括磷酸盐

缓冲盐溶液、水、乳液(诸如油/水乳液)、各种类型的润湿剂、无菌溶液等。此类载剂可以通

过常规方法配制，并且可以以合适的剂量施用给受试者。优选地，组合物是无菌的。这些组

合物也可以含有佐剂，诸如防腐剂、乳化剂和分散剂。可以通过包含各种抗细菌剂和抗真菌

剂来确保对微生物作用的防御。

[0143] 施用途径包括例如：皮内、肌内、腹膜内、关节内、静脉内、皮下、动脉内、经口、舌

下、肺部或透皮。在一些实施方案中，所述施用通过经口或通过肠胃外注射或输注来实现。

在一些实施方案中，施用途径是局部的，包括作为滴眼剂或漱口水。

[0144] 在其他方面，本发明提供了制备用于减少或预防中性粒细胞胞外诱捕网(NET)积

聚的药物组合物的方法。在这些实施方案中，本发明采用在D1和D1L3活性以及G-CSF多核苷

酸的异源表达(例如，在肝细胞中)或诱导持续的内源性G-CSF表达(例如，通过重复施用微

生物化合物)方面有缺陷的遗传修饰小鼠。该小鼠模型积聚NET，并迅速发展NET相关的血管

闭塞。在这些实施方案中，本发明包括向遗传修饰小鼠施用候选NET抑制剂或候选DNA酶酶

(包括根据本公开的D1L3或D1变体)，并选择减少NET积聚的NET抑制剂或DNA酶酶。配制选定

的抑制剂或酶(如上所述)向人类患者施用。

[0145] 本领域技术人员认识到产生双敲除DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠的标准方法。详细描

述可以在例如欧洲申请号EP  17152528.0中找到。

[0146] 在一些方面，本发明提供了一种用于治疗需要中性粒细胞胞外诱捕网(NET)降解

的受试者的方法。根据本公开，该方法包括施用治疗有效量的本文所述的D1L3和/或D1(其

可以包括本文所述的变体，或在一些实施方案中，包括一种或多种野生型酶，包括用于D1L3

和D1组合疗法)。D1L3或D1可以作为包含重组蛋白，或在一些实施方案中包含编码DNA或RNA

或包含其的载体的药物组合物施用。

[0147] 在一些实施方案中，该方法包括施用治疗有效量的D1L3或其变体和D1或其变体。

D1L3或其变体，以及D1或其变体，可以以单一药物组合物或单独的药物组合物的形式施用。

在一些实施方案中，D1L3或其变体与D1或其变体的比率在按质量计100:1至1:100，或按质

量计10:1至1:10的范围内，并且任选地为约1:1。

[0148] 在一些实施方案中，受试者表现出受损的NET降解和/或表现出病理性NET积聚。在

一些实施方案中，受试者患有慢性或急性炎性病症。在一些实施方案中，受试者患有急性或

慢性感染。

[0149] 在各种实施方案中，本发明涉及以NET的存在或积聚为特征的疾病或疾患的治疗。

此类疾病或疾患包括但不限于与以下相关的疾病：慢性中性粒细胞增多症(例如，中性粒细

胞数目增加)、中性粒细胞聚集和白细胞淤滞、血栓形成和血管闭塞(例如，镰状细胞病)、缺

血-再灌注损伤(例如，中肠扭结、睾丸扭转、肢体缺血再灌注、重要器官缺血再灌注、器官移

植)、手术和创伤性组织损伤、急性或慢性炎性响应或疾病、自身免疫性疾病(例如，全身性

红斑狼疮(SLE)、狼疮性肾炎、类风湿性关节炎、脉管炎、全身性硬化症)、心血管疾病(例如，

心肌梗塞、中风、动脉粥样硬化、静脉血栓栓塞症，包括溶血栓疗法)、代谢性疾病(例如，糖
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尿病)、全身炎症(例如，全身炎性响应综合征(SIRS)、脓毒症、脓毒性休克、弥漫性血管内凝

血(DIC)和血栓形成性微血管病(TMA))、呼吸道炎性疾病(例如，囊肿性纤维化、慢性阻塞性

肺疾病(COPD)、急性肺损伤(ALI)、烟致肺损伤、输血诱发的肺损伤(TRALI)、急性呼吸窘迫

综合征(ARDS)和哮喘、肺膨胀不全、支气管炎、积脓)、肾脏炎性疾病(急性和慢性肾病，包括

急性肾损伤(AKI)和慢性肾脏病(CKD))、与移植组织相关的炎性疾病(例如，移植物抗宿主

病)和癌症(例如，白血病、肿瘤转移和实体瘤)。

[0150] 在一些实施方案中，所述受试者具有闭塞导管系统的NET或处于该风险中。本发明

可以施用于受试者以治疗胰腺炎、胆管炎、结膜炎、乳腺炎、干眼病、输精管阻塞或肾病。在

此类实施方案中，该方法包括施用治疗有效量的D1L3或其变体和/或治疗有效量的D1或其

变体。例如，可以向受试者施用包含与SEQ  ID  NO:2所定义的酶具有80％或更高的序列同一

性的氨基酸序列的酶，以及包含与SEQ  ID  NO:1所定义的酶具有80％或更高的序列同一性

的氨基酸序列的酶。在一些实施方案中，所述酶包含由SEQ  ID  NO:2定义的酶的氨基酸序列

和由SEQ  ID  NO:1定义的酶的氨基酸序列。

[0151] 在一些实施方案中，所述导管系统是胆管、泪管、输乳管、胆囊管、肝管、射精管、腮

腺管、下颌下腺管、舌下腺大管、巴多林氏管、大脑导水管、胰腺、乳腺、输精管、输尿管、膀

胱、胆囊和肝脏。例如，受试者可以患有胰腺炎、胆管炎(例如原发性硬化性胆管炎)、结膜

炎、乳腺炎、干眼病、输精管阻塞或肾病。在一些实施方案中，DNA酶酶通过静脉内、动脉内或

腹膜内施用来施用。在各种实施方案中，当例如静脉内施用时，DNA酶将以酶促活性形式存

在于各种导管系统中，例如存在于胆汁中。

[0152] 在一些实施方案中，受试者在内皮表面(例如手术粘连)、皮肤(例如创伤/瘢痕)

上，或在滑膜关节(例如痛风和关节炎)中具有NET积聚或处于NET积聚风险中。本发明可以

施用于受试者以治疗以内皮表面上NET积聚为特征的疾患，诸如但不限于手术粘连。在各种

实施方案中，本发明可以施用于受试者以治疗以皮肤上NET积聚为特征的疾患，诸如但不限

于创伤和瘢痕。在某些实施方案中，本发明可以施用于受试者以治疗以滑膜关节中NET积聚

为特征的疾患，诸如但不限于痛风和关节炎。

[0153] 在一些实施方案中，受试者患有包含NET的血管闭塞或处于血管闭塞的风险中。在

此类实施方案中，该方法包括施用治疗有效量的D1L3或其变体，和/或治疗有效量的D1或其

变体。例如，可以向受试者施用包含与SEQ  ID  NO:2定义的酶具有80％或更高的序列同一性

的氨基酸序列的酶。在一些实施方案中，该酶包含由SEQ  ID  NO:2定义的酶的氨基酸序列。

在一些实施方案中，进一步向受试者施用包含与SEQ  ID  NO:1定义的酶具有80％或更高的

序列同一性的氨基酸序列的酶，诸如SEQ  ID  NO:1定义的酶。

[0154] 在一些实施方案中，受试者患有与NET有关的疾患，如WO2016/118476和US  9,642,

822中所述，其特此通过引用整体并入本文。

[0155] 在各种实施方案中，所述受试者患有用或已经用野生型DNA酶(包括D1和链道酶)

治疗的疾病。此类疾病或疾患包括血栓形成、中风、脓毒症、肺损伤、动脉粥样硬化、病毒感

染、镰状细胞病、心肌梗塞、耳部感染、创伤愈合、肝损伤、心内膜炎、肝脏感染、胰腺炎、原发

性移植物功能障碍、肢体缺血再灌注、肾脏损伤、凝血、明矾诱发的炎症、肝肾损伤、胸膜渗

出物、血胸、胆道内血块、后气动贫血、溃疡、耳鼻喉科疾患、口腔感染、轻伤、鼻窦炎、术后鼻

整形、不育、膀胱导管、创伤清洁、皮肤反应测试、肺炎球菌性脑膜炎、痛风、腿部溃疡、囊性
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纤维化、卡塔格内综合征、哮喘、肺叶膨胀不全、慢性支气管炎、支气管扩张、狼疮、原发性纤

毛运动障碍、细支气管炎、脓胸、胸膜感染、癌症、干眼病、下呼吸道感染、慢性血肿、阿尔茨

海默氏病和阻塞性肺病。

[0156] 在某些实施方案中，本发明涉及以D1缺陷、D1L3缺陷以及D1和D1L3缺陷为特征的

疾病或疾患的治疗。在一些情况下，受试者在DNA酶1和/或DNA酶1l3基因中具有突变。此类

受试者还可以患有自身免疫性疾病(例如，SLE、全身性硬化症)或炎性疾病。在一些情况下，

受试者具有获得性的D1抑制剂(例如，抗DNA酶1抗体和肌动蛋白)和/或D1L3抑制剂(例如，

抗DNA酶1l3抗体)。此类受试者还可以患有自身免疫性疾病(例如，SLE、全身性硬化症)或炎

性疾病(例如，脓毒症和局部缺血再灌注损伤)。

[0157] 在一些实施方案中，受试者患有囊性纤维化，并且所述DNA酶组合物通过肺部递送

进行施用。

[0158] 在各种实施方案中，例如，在受试者处于NET相关的血管闭塞的风险中或表现出

NET相关的血管闭塞的症状的情况下，蛋白质或组合物(例如，包含D1L3、D1，或D1L3或D1的

变体，包括本文所述的变体)可以静脉内、肌内、皮下或动脉内施用。

[0159] 在各种实施方案中，监测受试者的血液、血浆或血清的NET降解活性。例如，可以对

受试者进行约一周至约周的监测，以降低NET引起的血管或导管闭塞或与NET相关的器官损

伤的风险。在一些实施方案中，根据需要，受试者可以在一周至一个月(或1-2周)的过程中

接受1-4次施用，以预防或减少急性感染或炎症事件期间的血管内NET积聚(包括NET相关的

血管内闭塞)。在其他实施方案中，受试者可以在一小时至一个月(或1-2周)的过程中接受

连续输注。在一些情况下，在重大疾病如脓毒症、中风或心肌梗塞的情况下，受试者可以每

天接受至少一次，例如(但不限于)1、2、3、4次或更多次输注。

[0160] 与NET有关的疾病或疾患的治疗可涉及D1变体、D1L3变体或包含D1变体和D1L3变

体的组合的施用。在一些实施方案中，施用本文所述的D1蛋白的两种或更多种变体。在一些

实施方案中，施用本文所述的D1L3蛋白的两种或更多种变体。

[0161] 本发明的D1蛋白变体和D1L3蛋白变体可以作为预防性疗法，诸如在疾病或疾患的

一种或多种症状发作之前施用。

[0162] 如本文所用，“治疗(treatment/treating/treated)”是指治疗性治疗，其中目的

是减缓(减轻)不期望的生理疾患、病症或疾病，或获得有益的或期望的临床结果。有益的或

期望的临床结果包括但不限于症状的缓解；所述疾患、病症或疾病程度的减弱；所述疾患、

病症或疾病状态的稳定(即，不恶化)；所述疾患、病症或疾病发作的延迟或进展的减缓；所

述疾患、病症或疾病状态的转佳；和所述疾患、病症或疾病的缓解(部分或全部)(可检测的

或不可检测的)，或增强或改善。治疗包括引发临床上显著的响应，而无过度水平的副作用。

在其他实施方案中，“治疗”是指预防措施，其中目的是延迟不期望的生理疾患、病症或疾病

的发作或减轻其严重程度，例如是易感疾病的人(例如，携带疾病如狼疮的遗传标志物的个

体)。

[0163] 在本发明的方法中，疗法用于提供针对疾病或疾患的积极治疗响应。“积极治疗响

应”是指疾病或疾患的改善和/或与疾病或疾患相关的症状的改善。例如，积极治疗响应是

指该疾病的以下一种或多种改善：(1)中性粒细胞胞外诱捕网减少；(2)血管内凝块减少；

(3)导管凝块减少；(4)滑膜关节中NET的积聚减少；(5)中性粒细胞胞外诱捕网的降解增加；

说　明　书 25/55 页

37

CN 111566207 A

37



(6)胞外无蛋白DNA的降解增加；(7)胞外染色体DNA或蛋白质结合的DNA的降解增加；(8)在

自身抗体的存在下中性粒细胞胞外诱捕网的降解增加；(9)组织/器官炎症减少；(10)组织/

器官损伤减少；(11)组织/器官萎缩减少；(12)患者存活率增加；以及(13)与所述疾病或疾

患相关的一种或多种症状的减轻。

[0164] 可以通过对所述疾病或疾患有特异性的标准化响应标准来确定任何指定疾病或

疾患中的积极治疗响应。可以使用筛查技术(诸如磁共振成像(MRI)扫描、超声扫描、组织学

方法和循环中的NET计数)来评估临床响应的血管闭塞变化及NET的存在。除了这些积极治

疗响应外，接受治疗的受试者可体验到与该疾病相关的症状改善的有益效果。

[0165] 调整剂量方案以提供最佳的期望响应(例如，治疗响应)。例如，可以施用单一大剂

量，可以随时间推移施用若干分剂量，或者可移按治疗情形的紧急程度所示，按比例减少或

增加剂量。肠胃外组合物可以配制成剂量单位形式以便于施用和剂量的均一性。如本文所

用的剂量单位形式是指适合作为用于待治疗的受试者的单位剂量的物理离散单位；每个单

位含有经计算会产生所需治疗效果的预定量的活性化合物及所需的药物载剂。

[0166] 在各种实施方案中，本发明提供了包含编码本文所述的野生型或D1L3或D1变体的

核酸的表达载体，其可用于基因疗法。基因疗法可用于慢性疾病，诸如D1L3和/或D1的遗传

缺陷(诸如有害突变)。在各种实施方案中，表达载体包含DNA或RNA。在各种实施方案中，表

达载体是哺乳动物表达载体。

[0167] 在一些实施方案中，表达载体包含编码蛋白质变体的核酸，其与在宿主细胞(例如

原核、真核或哺乳动物细胞)中具有功能性的表达控制区或其补体可操作地连接。表达控制

区能够驱动可操作地连接的编码阻断剂和/或刺激剂的核酸的表达，使得在经该表达载体

转化的人细胞中产生阻断剂和/或刺激剂。

[0168] 表达控制区是影响可操作地连接的核酸的表达的调节性多核苷酸(有时在本文中

称为元件)，诸如启动子和增强子。本发明表达载体的表达控制区能够在人细胞中表达可操

作地连接的编码核酸。在一个实施方案中，表达控制区赋予可操作地连接的核酸可调节的

表达。信号(有时称为刺激)可以增加或减少与此类表达控制区可操作地连接的核酸的表

达。此类响应于信号而增加表达的表达控制区通常被称为诱导型。此类响应于信号而降低

表达的表达控制区通常称为抑制型。通常，此类元件赋予的增加或减少的量与存在的信号

的量成正比。信号量越大，表达的增加或减少越大。

[0169] 在人细胞中具有功能性的表达系统是本领域众所周知的，并且包括病毒系统。通

常，在人细胞中具有功能性的启动子是能够结合哺乳动物RNA聚合酶并启动编码序列的下

游(3')转录成mRNA的任何DNA序列。启动子将具有转录起始区，其通常位于编码序列的5'末

端附近，并且通常是位于转录起始位点上游25-30个碱基对的TATA框。TATA框被认为可以指

导RNA聚合酶II在正确的位置开始RNA合成。启动子通常还将含有上游启动子元件(增强子

元件)，其通常位于TATA框上游100至200个碱基对以内。上游启动子元件决定转录起始的速

率，并且可以在任一方向上起作用。作为启动子特别有用的是来自哺乳动物病毒基因的启

动子，因为病毒基因常常高度表达并且具有广泛的宿主范围。实例包括SV40早期启动子、小

鼠乳腺肿瘤病毒LTR启动子、腺病毒主要晚期启动子、单纯疱疹病毒启动子和CMV启动子。

[0170] 在适当的情况下，也可以采用基因递送剂，诸如整合序列。许多整合序列是本领域

已知的(参见，例如，Nunes-Duby等人，Nucleic  Acids  Res.26:391-406,1998；Sadwoski,
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J.Bacteriol.,165:341-357,1986；Bestor,Cell,122(3):322-325,2005；Plasterk等人，

TIG  15:326-332,1999；Kootstra等人，Ann.Rev.Pharm.Toxicol.,43:413-439,2003)。这些

包括重组酶和转座酶。实例包括Cre(Sternberg和Hamilton,J .Mol.Biol.,150:467-486,

1981)、lambda(Nash,Nature ,247 ,543-545,1974)、FIp(Broach等人，Cell,29:227-234 ,

1982)、R(Matsuzaki等人，J.Bacteriology,172:610-618,1990)、cpC31(参见，例如，Groth

等人，J.Mol .Biol .335:667-678,2004)、睡美人(sleeping  beauty)、水手家族的转座酶

(Plasterk等人，同上)以及用于整合具有提供病毒整合的组件的病毒(诸如AAV、逆转录病

毒和抗病毒)的组件(诸如逆转录病毒或慢病毒的LTR序列和AAV的ITR序列)(Kootstra等

人，Ann.Rev.Pharm.Toxicol.,43:413-439,2003)。另外，直接和靶向遗传整合策略可用于

插入编码嵌合融合蛋白的核酸序列，包括CRISPR/CAS9、锌指、TALEN和大范围核酸酶基因编

辑技术。

[0171] 引用的所有参考文献明确地通过引用整体并入。

[0172] 实施例

[0173] 实施例1：宿主DNA酶预防中性粒细胞胞外诱捕网引起的血管闭塞

[0174] 在止血和血栓形成中血小板和纤维蛋白凝块会使血管闭塞。在这里，我们报告了

基于中性粒细胞胞外诱捕网(NET)，由活化的中性粒细胞释放的抗微生物DNA纤维的非经典

血管闭塞机制。我们证实两种DNA酶，即DNA酶1和DNA酶1样3，在鼠类炎症发作期间会降解循

环中的NET。在两种DNA酶均不存在的情况下，血管内NET会形成凝块，凝块会闭塞血管并造

成器官损伤。患有严重细菌感染的患者中血管闭塞与离体NET降解的缺陷和血管内NET凝块

的形成相关。DNA酶1和DNA酶1样3独立表达，并从而提供针对炎症中的NET有害作用的双重

宿主保护。

[0175] 炎症是控制入侵微生物和治愈受损组织必不可少的宿主响应(1)。在多种炎性病

症中不受控制的且持续性炎症会导致组织损伤。中性粒细胞是急性炎症中的主要白细胞。

在感染期间，中性粒细胞会产生胞外诱捕网(NET)，即装饰有毒性组蛋白及固定并中和细菌

的酶的DNA细丝网格(2)。NET在宿主防御中的相关性通过以下事实得以说明：胞外DNA酶在

几种致病细菌中充当毒力因子(3,4)。然而，释放不当的NET可能因其细胞毒性、促炎性和促

血栓形成活性而损害宿主细胞(5-7)。实际上，NET经常与炎性或缺血性器官损伤相关，并且

在各种动物模型中DNA酶的治疗性输注限制了宿主损伤(8,9)。

[0176] 对于宿主如何降解体内的NET以限制炎症发作期间的组织损伤知之甚少。早期研

究已证实血清中的DNA酶1会消化体外NET的DNA骨架(10)。我们通过酶谱法分析了野生型小

鼠的血清，并检测到两种酶促活性的DNA酶，即DNA酶1和DNA酶1样3[(DNA酶1l3)(图1A)。两

种酶都是DNA酶1蛋白家族的成员，但是它们的来源和底物亲和力不同。DNA酶1由非造血组

织表达，并优先裂解无蛋白DNA(11,12)。DNA酶1l3，也称为DNA酶γ，是由免疫细胞分泌的并

且靶向DNA-蛋白复合物，诸如核小体(11,13)。我们产生了由于DNA酶1和DNA酶1l3的组合缺

陷而在血清中缺乏DNA降解活性的小鼠(图1A)。暴露于DNA酶1/DNA酶1l3-/-血清后，体外产

生的NET保持完整，而来自野生型、DNA酶1-/-和DNA酶1l3-/-小鼠的血清降解NET(图1B和图

1C)。我们将肝细胞特异性表达质粒连同流体动力学基因递送一起使用，以在DNA酶1/DNA酶

1l3-/-小鼠的肝脏中稳定地表达DNA酶1或DNA酶1l3的cDNA。考虑到两种酶均含有分泌蛋白

信号序列(11)，则该方法恢复了循环中DNA酶1或DNA酶1l3的活性(图1D)以及来自DNA酶1/
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DNA酶1l3-/-小鼠的血清降解NET的能力(图1E和图1F)。总的来说，这些数据表明两种独立

表达的宿主酶DNA酶1和DNA酶1l3降解体外的NET。

[0177] 为了测试体内NET降解对DNA酶1和DNA酶1l3的需求，我们旨在用粒细胞集落刺激

因子(G-CSF)长期刺激野生型、DNA酶1-/-、DNA酶1l3-/-和DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠。G-CSF

触发中性粒细胞增多症，这是急性炎症的标志，并且刺激中性粒细胞亚群离体自发释放NET

(14)。我们将编码G-CSF的CSF3的cDNA克隆到肝细胞特异性表达质粒中。为野生型小鼠流体

力学注射CSF3质粒导致血浆中G-CSF的水平长期升高(图5A)。因此，中性粒细胞血细胞计数

稳定增加，并且在血液涂片中检测到自发形成的NET(图2A和图2B)。我们进一步观察到重要

器官中的常驻型中性粒细胞的数量增加和脾大(图5B和图5C)。重要的是，注射CSF3的野生

型小鼠正常生长，未发展器官损伤，并且没有表现出窘迫或异常行为的宏观体征(图5D和图

5E)。总体而言，这些数据表明在野生型小鼠中，伴有NET形成的慢性中性粒细胞增多症耐受

良好。

[0178] 接下来，我们在DNA酶1-/-、DNA酶1l3-/-和DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠的肝脏中稳

定表达CSF3。具有DNA酶1或DNA酶1l3单一缺陷的小鼠未显示出窘迫体征(未示出)，而具有

组合缺陷的所有小鼠在注射CSF3后的6天内死亡(图2C)。接受缺乏CSF3的对照质粒的DNA酶

1/DNA酶1l3-/-小鼠存活，未显示出任何异常(图2C，未示出)。我们使DNA酶1或DNA酶1l3与

CSF3在DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠中共表达，以诱导中性粒细胞增多症和NET，并同时恢复循

环中的DNA酶1或DNA酶1l3。任一DNA酶的表达都足以使DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠存活而不

显示出任何窘迫体征(图2D)。共表达CSF3与缺少DNA酶1和DNA酶1l3的对照质粒的DNA酶1/

DNA酶1l3-/-小鼠在基因递送后的5天内死亡(图2D)。在这些小鼠中的死亡之前快速进展体

温过低，这被证明是在死亡前8小时内外周体温剧烈降低(图2E)。体温过低伴有通过红色血

浆和尿液的溶血性贫血及血液血红蛋白减少(图2F和图2G)。血液涂片中丰富的裂红细胞表

明溶血性贫血是由红细胞片段化引起的(图2H)。此外，我们检测到乳酸脱氢酶(LDH)、肝转

氨酶和肾损伤标志物即血尿素氮和肌酐的血浆水平升高，这表明存在多器官损伤(图2I、图

6A和图6B)。DNA酶1或DNA酶1l3与CSF3的共表达维持体温以及红细胞和器官的完整性(图2E

至图2I；图6A和图6B)。总之，这些数据表明，DNA酶1或DNA酶1l3是预防慢性中性粒细胞增多

症期间的宿主损伤所需的。

[0179] 患有慢性中性粒细胞增多症的DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠的组织学分析显示，带有

捕获的红细胞的血管内苏木精阳性凝块完全或部分闭塞了肺部、肝脏和肾脏中的血管(图

3A和图3B；图6C和图6D)。循环中的DNA酶1或DNA酶1l3的表达预防了这些血管闭塞。苏木精

阳性凝块显示出丰富的浅紫色染色图案，其零星地点缀着单个白细胞核的深紫色染色，表

明去凝聚的DNA是主要的凝块组分(图3A)。鉴于紧密堆积的染色质的核分解和去折叠是NET

形成的标志(15)，我们对苏木精阳性凝块的NET标志物进行染色。我们用荧光双链DNA嵌入

染料和抗染色质的抗体观察到稳健染色(图7A)。去凝聚的染色质与中性粒细胞颗粒来源的

酶即髓过氧化物酶、抗微生物抗菌肽(cathelicidin)和NET替代标志物即瓜氨酸化组蛋白

的共定位证实凝块由NET组成(图3C、图7B和图7C)。为了确定典型血栓的组分，我们对NET凝

块中的纤维蛋白和冯维勒布兰德因子(vWF)进行了染色，冯维勒布兰德因子是储存在血小

板和血管内皮的分泌囊泡中的蛋白质。NET凝块的vWF和纤维蛋白含量非常不均一(图3D和

图3E)。NET凝块的横截面平均被46％的vWF覆盖，而9％的NET凝块没有vWF染色(图3E和图
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3F)。很大程度上不存在纤维蛋白，并且在少于23％的闭塞血管中检测到了纤维蛋白(图

3E)。这些数据与在体外NET用作非纤维蛋白依赖性支架以固定血小板和红细胞的发现相符

(6)。在一些凝块中不存在vWF和纤维蛋白表明NET可能足以闭塞血管。为了确证这一观点，

我们旨在从体外的纯中性粒细胞中产生NET凝块。我们从血液中分离出中性粒细胞并诱导

NET形成，同时将细胞暴露于剪切力以模拟血流。在这种设置中，我们观察到宏观上可见且

对DNA酶敏感的凝块(图8A)，其类似于鼠脉管系统中NET凝块的外观(图8B)。现在，我们耗竭

来自循环的血小板，并在药理学上抑制凝血酶以阻断表达CSF3的DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠

中的纤维蛋白形成。与DNA酶1-或DNA酶1l3-的表达不同，抗血栓治疗都不能预防这些动物

中的死亡(图3H)。总体而言，数据表明在DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠的慢性中性粒细胞增多

症期间，NET凝块足以闭塞血管。

[0180] DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠中NET凝块的形成与患者中感染诱发的血栓形成性微血

管病(TMA)和弥漫性血管内凝血的特征(包括裂红细胞、溶血性贫血和由于血管闭塞引起的

器官衰竭)相关。我们分析了由于感染产生志贺毒素的大肠埃希氏菌而患有溶血尿毒综合

征的TMA患者的血浆[STEC-HUS，(16)]。脓毒症和脓毒性休克是这些患者中的常见并发症

(17)。体外生成的NET在暴露于在急性疾病状态下收集的患者血浆后仍保持完整，而来自缓

解中患者的血浆降解NET(图9A和图9B)。数据指示了NET降解中的获得性和暂时性缺陷，从

而扩展了先前的报告(18,19)。值得注意的是，STEC-HUS患者用包括输注来自健康供体的血

浆的方案得到有效治疗(17)，健康供体血浆是可能会恢复NET降解的DNA酶的来源。

[0181] 据报道大的NET聚集体形成于患者的滑液和胰管中(21,22)，但尚未在其他组织中

有描述。因此，我们旨在鉴定严重炎性疾病患者的血管内NET聚集体。我们筛选了在尸检时

从急性呼吸窘迫综合征和/或脓毒症患者中收集的肺组织(图10)。我们在两名脓毒症患者

的血管中检测到苏木精阳性凝块(图11A和图11C)。在两种情况下，凝块均由染色质和MPO组

成(图11B和图11D)，表明在人脓毒症中NET可以形成血管内凝块。

[0182] 败血病是小鼠中血管内NET形成的有效且迅速的触发因素(7)。因此，我们假设NET

降解缺陷可加重疾病。实际上，我们观察到具有DNA酶1和DNA酶1l3组合缺陷的小鼠(而非野

生型小鼠)对低剂量的脂多糖和热灭活的大肠埃希氏菌高度易感(图4A)。与嗜中性DNA酶1/

DNA酶1l3-/-小鼠类似，败血性DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠的血液分析显示出溶血性贫血和

血尿(图4B和图4C)，以及血液涂片中血浆LDH和裂红细胞的水平增加(图4D和图4E)。此外，

我们在肺部检测到丰富的部分或完全闭塞的血管(图4F和图4G)。对部分闭塞的血管的详细

分析揭示血管腔内有NET凝块(图4H)。在完全闭塞的血管中，NET凝块充满被捕获的红细胞

和白细胞(图4I；图12A和图12B)。重要的是，DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠中肝脏表达DNA酶1或

DNA酶1l3预防了血管闭塞并且恢复了野生型表型。总的来说，这些数据表明循环的DNA酶1

或DNA酶1l3防止败血病中NET凝块的形成和宿主损伤。

[0183] 总之，虽然血小板和纤维蛋白会形成止血凝块和病理性血栓(23)，但是我们的数

据将NET凝块作为炎症状态下血管闭塞的非经典机制进行介绍。与纤维蛋白链相似，NET是

超大且稳定的分子(6)。在高浓度下，诸如在慢性中性粒细胞增多症或败血病中发现的那

样，血管内NET可以形成凝块，凝块的大小足以闭塞血管并从而对红细胞和器官造成损害。

为了在炎症期间维持血液和组织的完整性，宿主独立表达DNA酶1和DNA酶1l3作为对血管内

NET的双重保护系统。然而，这些宿主因素中的获得性和遗传性缺陷可延迟NET的降解，并从
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而突然引发疾病。获得性缺陷可能涉及受损组织外部化的单体肌动蛋白引起的DNA酶1抑制

和血清蛋白酶引起的DNA酶1l3失活(11)。已在患者中鉴定出DNA酶1和DNA酶1l3中的突变，

并且与全身性红斑狼疮(SLE)(一种全身性自身免疫疾病)相关(24,25)。有趣的是，DNA酶1

和DNA酶1l3缺陷小鼠随着年龄的增长会自发地发展SLE样疾病(13,26)。NET由主要的自身

抗原组成，并且来自SLE患者的中性粒细胞释放NET的能力增强(27)。清除能力降低可能增

加NET半衰期，并从而促进自身免疫疾病(10，27)。总之，宿主DNA酶的缺陷可导致NET在多种

炎性疾病中的有害作用。

[0184] 因此，DNA酶1-和DNA酶1l3-介导的NET降解为患有炎性疾患的患者提供了诱人的

治疗机会。为了测试DNA酶1和DNA酶1l3是通过相同的还是不同的机制降解NET，我们使用固

定剂使NET中的蛋白质交联。固定的NET被DNA酶1l3-/-血清有效地降解，但是对DNA酶1-/-

血清的降解具有抗性(图13A和图13B)。与这些结果一致，将NET暴露于重组DNA酶1或DNA酶

1l3显示两种DNA酶均降解未进行实验的NET(图13C和图13D)，而固定的NET对DNA酶1l3活性

具有抗性(图13E和图13F)。总的来说，这些体外数据表明DNA酶1和DNA酶1l3通过不同的机

制降解NET。

[0185] 最后，我们比较了DNA酶1和DNA酶1l3在小鼠向人类循环中的活性。为了区分DNA酶

1和DNA酶1l3活性，我们生成了针对人DNA酶1(α-hDNA酶1)的抗体，该抗体阻断了正常健康

供体(NHD)血浆中的DNA酶1活性(图14A)。肝素是DNA酶1l3的已知抑制剂，并用于阻断DNA酶

1l3的DNA降解活性(图14B)。鼠血浆显示出为人血浆的大约10倍的总DNA酶活性(图14C)、

DNA酶1活性(图14D)和DNA酶1l3活性(图14E)。此外，鼠血浆中而不是人血浆中的DNA酶1l3

有效地降解NET(图14F和图14G)。数据表明，人体循环中的DNA酶1l3浓度不足以降解NET。因

此，使得患者中DNA酶1l3介导的NET降解成为一种新型且有前景的炎性疾病治疗策略。

[0186] 材料和方法

[0187] 患者血浆

[0188] 在2011年德国STEC-HUS爆发期间，从患者中获得了柠檬酸盐化的血浆样品(16)。

纳入我们研究的标准是对STEC/肠出血性大肠埃希氏菌或血性腹泻的鉴定为阳性，血小板

计数≤150×109/L或在1周内下降≥25％，有溶血体征(LDH高于正常限值，触珠蛋白低于正

常限值，或存在裂红细胞)和急性肾损伤期≥1。

[0189] 人体组织

[0190] 将人体组织在室温下于5％磷酸盐缓冲的福尔马林中固定过夜。所有组织均在尸

检时收集，并最初出于诊断的目的提交给我们，并根据国家伦理原则进行研究。患者的死亡

原因在图10中示出。

[0191] 小鼠

[0192] 所有小鼠都具有C57BL/6遗传背景。我们使先前描述的DNA酶1-/-和DNA酶1样3-/-

小鼠杂交(26,28)以产生DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠。最近有报道称这种DNA酶1-/-小鼠品系

在编码线粒体伴侣的DNA酶1重叠基因Trap1/Hsp75中含有脱靶突变(29)。因此，我们纳入替

代性的DNA酶1-/-品系(30)以产生DNA酶1/DNA酶1l3-/-小鼠用于对照实验(图15A-图15C)

[0193] 通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳酶谱法(DPZ)检测DNA酶1

[0194] 如前所述在有修改的情况下，我们进行了DPZ(19)。简言之，十二烷基硫酸钠

(SDS)-聚丙烯酰胺凝胶是用4％(v/v)不含DNA的积层凝胶和10％(v/v)含有200μg/ml鲑鱼
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睾丸DNA的分离凝胶(Sigma-Aldrich,Germany)制备的。为了检测DNA酶1，将0.5μl鼠血清与

14.5μl水和5μl  SDS凝胶上样缓冲液(BioRad ,Germany)混合。将混合物煮沸5分钟，并上样

到凝胶上。在120V下使用Tris/甘氨酸电泳缓冲液(25mM  Tris、192mM甘氨酸、0.1％(w/v)

SDS，pH  8.7)进行电泳。电泳后，通过将凝胶在37℃下于再折叠缓冲液中孵育过夜而使蛋白

质再折叠，再折叠缓冲液含有5％(w/v)奶粉、10mM  Tris/HCl  pH  7 .8、3mM  CaCl2、3mM 

MgCl2、100U/mL青霉素和100μg/mL链霉素。将凝胶转移至不含奶粉的再折叠缓冲液，并在37

℃下再孵育24小时。用1x  SYBR  Safe(Thermo  Scientific,Germany)对DNA进行荧光标记，

并使用荧光扫描仪(Molecular  Imager  FX,BioRad,Germany)记录凝胶的荧光图像。

[0195] 通过DPZ检测DNA酶1l3

[0196] 为了检测DNA酶1l3，将2μl血清与12μl水、5μl  SDS凝胶上样缓冲液和1μl β-巯基

乙醇(BME,Sigma-Aldrich)混合。BME还原DNA酶1的二硫桥，导致其失活(11)。将混合物煮沸

5分钟，并上样到凝胶上。如对于DNA酶1所述进行电泳。通过在50℃下用10mM  Tris/HCl  pH 

7.8两次洗涤凝胶30分钟，来去除SDS。通过将凝胶在37℃下在含有10mM  Tris/HCl  pH  7.8、

1mM  BME、100U/mL青霉素和100μg/mL链霉素的再折叠缓冲液中孵育48小时来使蛋白质再折

叠。然后将凝胶在37℃下在补充有3mM  CaCl2和3mM  MnCl2的再折叠缓冲液中再孵育48小

时。Mn2+的添加是使DNA酶1l3能够有效降解无蛋白DNA所需的(11)。如对于DNA酶1所述那样

对DNA进行标记并成像。

[0197] 通过单径向酶扩散(SRED)测定法检测总DNA酶活性

[0198] 为了测量总DNA酶活性，我们将来自鲑鱼睾丸的55μg/ml  DNA溶解在含有Mn2+的缓

冲液(20mM  Tris-HCl  pH  7.8、10mM  MnCl2、2mM  CaCl2和2x  SYBR  Safe)中。将DNA溶液在50

℃下加热10分钟，并与等体积的2％超纯琼脂糖(Thermo  Scientific)混合。将混合物倒入

塑料托盘中，并在室温下储存直至固化。将2μl鼠血清上样到直径为1.0mm的孔中。将凝胶在

湿度箱中于37℃孵育4小时。用荧光扫描仪记录凝胶的DNA荧光。

[0199] 体外NET降解测定

[0200] 如前所述分析NET降解(19)。将无血清DMEM中纯化的人中性粒细胞以每孔5x  104

个细胞的浓度接种到涂有0 .001％聚赖氨酸(Sigma)的无菌96孔板(Falcon ,BD 

Technologies,Germany)。为了诱导NET形成，中性粒细胞用100nM佛波醇12-肉豆蔻酸酯13-

乙酸酯(PMA；Sigma-Aldrich)在37℃及5％CO2和湿度下活化4小时。我们添加了磷酸盐缓冲

盐水(PBS)，并将96孔板在4℃下储存过夜。将NET用PBS洗涤，用含有0.5％Triton  X-100的

PBS处理5分钟，并再次用PBS洗涤。将NET与补充有10μM  PPACK(Santa  Cruz,Heidelberg ,

Germany)的10％鼠血清或10％柠檬酸化的人血浆一起在含二价阳离子的HBSS(HBSS+；

Thermo  Scientific)中孵育。使NET在37℃及5％CO2和湿度下降解3小时。我们丢弃上清液，

并通过在PBS中添加2％PFA，在室温下保持1小时来终止NET降解。丢弃PFA，并通过在PBS中

添加2μM荧光DNA染料SytoxGreen(Thermo  Scientific)来对未降解的NET进行荧光标记。用

倒置荧光显微镜(Axiovert  200M,Zeiss,Germany)获得荧光染色的NET的图像。我们通过用

读板仪(激发：485nm；发射：535nm)记录荧光强度或通过使用ImageJ软件(NIH,USA)测量显

微术照片中NET的面积覆盖率来定量未降解的NET。

[0201] 体内表达载体的制备

[0202] 我们使用pLIVE质粒(Mirus  Bio,USA)在小鼠中表达蛋白质。该载体使得蛋白质能

说　明　书 31/55 页

43

CN 111566207 A

43



够持久性和肝细胞特异性表达。我们用鼠DNA酶1、DNA酶l13和CSF3产生了pLIVE质粒。对于

鼠 D N A酶 1 ，我们使用一对含有Sa l I和X h o I限制位点的 引物D N A酶 1 - F  5’-

GTCGACATGCGGTACACAGG(SEQ  ID  NO:27)和DNA酶1-R  5’-CTCGAGTCAGATTTTTCTGAGTGTCA

(SEQ  ID  NO:28)进行cDNA(Genbank登录号NM010061)的PCR。对于DNA酶1l3，使用一对含有

BamHI和SacI限制位点的引物DNA酶1l3-F  5’-GAAGTCCCAGGAATTCAAAGATGT(SEQ  ID  NO:29)

和DNA酶1l3-R  5’-GCGTGATACCCGGGAGCGATTG(SEQ  ID  NO:30)进行cDNA(Genbank登录号

AF047355)的PCR。使用T4连接酶(New  England  Biolabs,Germany)将两种cDNA克隆到已用

适当的酶预先消化的pLIVE载体的多克隆位点(MCS)中。用一对引物mutDNA酶1l3-F  5’-

AGTCGACTCCCGGCCACCATGTCCCTGCA(SEQ  ID  NO:31)及其互补的mutDNA酶11l3-R  5’-

TGCAGGGACATGGTGGCCGGGAGTCGACT(SEQ  ID  NO:32)使含有DNA酶1l3的pLIVE载体进行定点

诱变以便匹配共有Kozak序列并优化蛋白质表达。含有CSF3的cDNA的pLIVE载体的产生是外

包的(Eurofins  Genomics,Germany)。将CSF3的cDNA(Genbank登录号BC120761)插入MCS的

限制位点SalI和XhoI之间。通过双链DNA测序确认产生的所有载体的序列。我们使用无其他

插入片段的亲本pLIVE质粒作为对照。使用PureLink  HiPure  Plasmid  Maxiprep试剂盒纯

化所有质粒，并使用高容量内毒素去除离心柱(均为Thermo  Scientific)去除潜在的内毒

素污染。

[0203] 鼠DNA酶1和DNA酶1l3的体外表达

[0204] 用Lipofectamine  3000(Thermo  Scientific)，在具有补充有10％敲除血清替代

品(Thermo  Scientific)的DMEM培养基(Thermo  Scientific)的无血清条件下，将含有DNA

酶1或DNA酶1l3的cDNA的质粒(在别处有描述)转染到人胚肾(HEK)细胞中。72小时后，收集

上清液，以500xg离心10分钟，无菌过滤，并用3K柱(Amicon  Ultra ,Millipore,Darmstadt,

Germany)通过超速离心进行浓缩。

[0205] 体内基因表达

[0206] 通过流体力学尾静脉注射，将含有DNA酶1、DNA酶1l3、CSF3或空的对照质粒的

pLIVE质粒施用给小鼠。简言之，将50μg质粒稀释于0.9％的盐水中，其体积相当于小鼠体质

的10％。用异氟烷麻醉小鼠，然后通过尾静脉在5至8秒内静脉注射质粒溶液。在极少数情况

下，小鼠在前24小时内未完全从注射中恢复过来，并将这些动物排除在研究范围之外。对于

共表达研究，将50μg的CSF3-质粒与50μg的空对照质粒或含有DNA酶1和DNA酶1l3的质粒混

合。通过流体力学尾静脉注射来施用含有两种质粒的溶液。

[0207] 慢性中性粒细胞增多症

[0208] 为4周龄或8-12周龄的雌性小鼠注射50μg含CSF3的pLIVE质粒以诱导G-CSF过度表

达和中性粒细胞增多症。在注射后的第一周期间及之后的每天，每8小时监测一次小鼠。用

非接触式红外测温仪(Etekcity,Germany)测量肛周区域的温度。为了进行存活研究，对小

鼠实施安乐死，并且如果动物表现出窘迫体征(无自发运动、闭眼、偶尔喘气)，则将其评分

为“不可存活的”。在所有情况下，这些窘迫体征都伴有快速进展且严重的体温过低和血尿，

体温过低定义为与质粒注射前的体温相比体温下降≥4℃。非体温过低小鼠并未显示出任

何窘迫体征，并在实验结束时实施安乐死。对于器官、血液和尿液的收集，我们分析了四组

各三只D1/D1L3-/-小鼠。每组小鼠都注射了CSF3与空血浆、DNA酶1或DNA酶1l3的混合物。当

每组的第一只动物显示出窘迫、严重的体温过低和血尿的体征时，对该组小鼠实施安乐死
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以收集生物样品。该时间点被定义为“死亡”并且出现在注射后3至6天内。

[0209] 血小板耗竭

[0210] 小鼠接受腹膜内注射2μg/g的血小板耗竭抗体或同种型对照抗体(均来自Emfret,

Germany)。这种治疗耗竭来自循环中的>95％血小板。在注射CSF3后24小时开始治疗并且每

48小时重复，直到实验完成。

[0211] 凝血酶抑制

[0212] 将粉末状达比加群酯(Pradaxa ,Boehringer  Ingelheim,Germany)与正常食物粉

末(Altromin,Germany)以40mg/g的剂量混合。通过将粉末与蒸馏水混合来制备球粒并使其

在室温下干燥。在CSF3注射后24小时开始喂食达比加群。与接受不含达比加群的正常食物

的小鼠相比时，喂食达比加群饮食1天的WT小鼠显示出增加6.48±1.19倍(平均值±SD，N＝

4)的活化部分促凝血酶原激酶时间(学生t检验；P<0.001)。

[0213] 败血病细菌的制备

[0214] 使大肠埃希氏菌(XEN  14,Perkin  Elmer)在含有50μg/ml卡那霉素(kanamycin)的

溶原性肉汤培养基中生长过夜。通过以4000x  g离心10分钟使细菌沉淀，用PBS洗涤并重悬

于PBS中。将1.5x  109个细胞/ml的等分试样在70℃下孵育15分钟以热灭活细菌。等分试样

储存在-20℃下直至进一步使用。

[0215] 败血病

[0216] 8-15周龄的雄性小鼠每天接受三次腹膜内注射在0.9％盐水中的1μg/g来自鼠伤

寒血清型肠道沙门氏菌(Salmonella  enterica  serotype  thyphimurium)的LPS(Sigma-

Aldrich)。伴随第三次LPS注射，小鼠接受静脉注射1.5x  107个热灭活的大肠埃希氏菌/g。

显示的存活时间表示注射大肠埃希氏菌后的时间。在安乐死时收集血液和器官。从两只动

物(1x  D1/D1L3-/-+Ctrl、1x  D1/D1L3-/-+D1L3)获得的生物样品不足以进行图4A-图4I所

示的完整分析。如果动物显示出严重的窘迫体征(对触摸无响应)，则对小鼠实施安乐死并

且评分为“不可存活的”。所有不可存活的小鼠均显示出血尿和四肢苍白。在静脉内注射热

灭活的大肠埃希氏菌后24小时，对所有存活小鼠实施安乐死并且评分为“存活的”。

[0217] 鼠血液、血浆和组织收集

[0218] 通过下颌下穿刺或眶后窦收集血液。将血液收集到200μl血清管(Monovette；

Sarstedt,Germany)和200μl  EDTA管(GK  150,KABE  labortechnik,Germany)中。通过在以

3000x  g离心15分钟后收集血液的上清液来获得血浆。通过使血液在室温下凝结1小时，然

后以3000x  g离心15分钟来获得血清。将血清和血浆样品等分储存在-20℃下直至进一步使

用。为了进行器官分析，通过心内输注PBS对小鼠进行灌注。收集器官并在4℃下于4％PFA中

固定24小时。将固定的器官包埋在石蜡中。

[0219] 血液和血浆分析

[0220] 使用标准化试剂盒(Biotron  Diagnostics,CA,USA)，按照制造商的说明书来定量

血浆中的LDH、AST、ALT、肌酐和BUN。用Quantikine  ELISA试剂盒(R&D,United  Kingdom)对

小鼠G-CSF进行定量。用自动血细胞计数器(Idexx  ProCyte  Dx  Hematology  Analyzer ,

Netherlands)对EDTA血液中的血红蛋白进行定量。为了通过FACS定量中性粒细胞，将全血

与0.2μg藻红蛋白标记的抗小鼠CD11b(M1/70，Biolegend,Germany)和0.5μg的Alexa  Fluor 

488抗小鼠Ly6G(1AB,Biolegend ,Germany)在冰上孵育15分钟。然后将血液用0.5ml  PBS稀
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释，并用FACSCalibur(BD  Bioscience ,USA)进行分析。在涂有聚赖氨酸的载玻片(Hecht 

Assistant,Germany)上制备EDTA抗凝血的血液涂片。风干后，在补充有1μM  SytoxGreen的

甲醇中于干冰上孵育1分钟，或使用商业试剂盒(In  Vitro  Diagnostikum ,Germany)用

Giemsa染色。

[0221] 免疫荧光染色

[0222] 将石蜡包埋的切片脱蜡、再水化，并在100℃下于柠檬酸盐缓冲液(10mM柠檬酸钠、

0.1％吐温(Tween)，pH  6)中进行抗原修复25分钟。此后，将切片用2.5％正常山羊血清

(Vector,United  Kingdom)封闭30分钟，然后与小鼠对小鼠封闭试剂盒(Vector)一起孵育1

小时。然后将切片与2μg/ml的针对MPO的一抗(A0398，Agilent,Germany)、CRAMP(PA-CRLP-

100，Innovagen,Sweden)、瓜氨酸化组蛋白3(ab5103，Abcam,United  Kingdom)、纤维蛋白

[克隆59D8]，或组蛋白H2A、H2B与DNA的复合物一起在4℃下孵育过夜以检测染色质(2)。将

切片和与AlexaFluor488或AlexaFluor555(全来自Thermo  Scientific)缀合的抗兔和抗小

鼠IgG抗体一起孵育1小时。洗涤后，用1μg/ml  DAPI标记DNA  2分钟。通过与苏丹黑(0.1％于

70％乙醇中)孵育25分钟来猝灭自发荧光，并用Fluoromount  G(Southern  Biotech,USA)封

固切片。用倒置荧光显微镜(Axiovert  200M,Zeiss ,Germany)或共聚焦显微镜(TCS  SP5,

Leica,Germany)获取荧光标记切片的图像。使用软件(ImageJ)对NET凝块的图像进行定量。

少于3％的NET凝块的vWF或纤维蛋白染色区域被认为是阴性。

[0223] 免疫组织化学

[0224] 抗原修复后，用2.5％的正常马血清(Vector)封闭脱蜡切片30分钟。将切片与2μg/

ml的抗中性粒细胞弹性蛋白酶的一抗(ab68672，Abcam)一起在4℃下孵育过夜。洗涤后，使

用抗兔IgG-AP试剂盒(ImmPRESS,Vector)根据制造商的说明书对切片染色。将切片用矾紫

(hemalum) (Merck ,Germany)复染，并用Neo-Mount介质(Merck)封固。用倒置显微镜

(Axiovert  200M,Zeiss)获得染色切片的图像。

[0225] 体外NET凝块的产生

[0226] 将纯化的人中性粒细胞以3x  107个细胞/ml接种到组织培养板的补充有2％BSA的

DMEM中。在37℃、5％CO2与湿润和旋转条件(300rpm)下，用0.1μM  PMA活化细胞4小时。我们

使用未刺激的中性粒细胞和在10U/ml重组人DNA酶1(阿法链道酶，Roche,Germany)的存在

下用PMA活化的中性粒细胞作为对照。在4℃下用2％PFA固定NET凝块过夜。将固定的NET凝

块包埋在石蜡中，并如上所述，对切片进行NET染色。

[0227] 统计学评价

[0228] 数据显示为平均值±标准偏差。使用Prism软件(GraphPad,USA)进行统计分析，并

且包括学生t检验、单向和双向ANOVA，然后进行Bonferroni多重比较检验和对数秩检验。P<

0.05时，认为结果显著。

[0229] 影像

[0230] 慢性中性粒细胞增多症在野生型小鼠中耐受。生成的影像显示在注射CSF3表达质

粒(CSF3)或缺乏CSF3的对照质粒(Ctrl)后一周的野生型小鼠。两只动物都显示出正常的行

为，并且没有窘迫体征。

[0231] 慢性中性粒细胞增多症在缺乏DNA酶1和DNA酶1l3的小鼠中引起窘迫。影像显示了

共表达CSF3与对照质粒(CSF3/Ctrl)、DNA酶1(CSF3/D1)或DNA酶1l3(CSF3/D1L3)的DNA酶1/
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DNA酶1l3-/-小鼠。表达循环DNA酶，即DNA酶1或DNA酶1l3的小鼠显示出正常行为。缺乏循环

DNA酶(CSF3/Ctrl)的小鼠显示出窘迫体征(无自发运动、闭眼、偶尔喘气)。
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[0262] 实施例2：用于疗法的DNA酶1L3及变体的开发和用途

[0263] 引言

[0264] 不受控制的炎症会导致多种疾患(1)。中性粒细胞胞外诱捕网(NET)是装饰有毒性

蛋白的DNA细丝(2)。NET防止微生物感染，但是过量的NET形成触发并加剧炎性和自身免疫

性疾病(3)。DNA酶1(D1)，是一种在血液中发现的DNA降解酶，已被广泛用于解除体外和体内

NET。实际上，输注重组人D1(一种FDA批准的用于囊性纤维化(CF)的药物(阿法链道酶))防

止了NET在各种疾病模型中的病理作用(3)，表明了D1对于预防性疗法的用途。

[0265] DNA酶1样3是NET相关疾病的新型候选药物

[0266] 在实施例1中，我们发现除D1外，DNA酶1样3(D1L3)也会降解NET。两种酶在炎性响

应期间均能维持血液和组织内平衡。简言之，我们证实在无菌及感染条件下，在中性粒细胞

增多症(炎症的标志)期间血管内产生了NET。D1和D1L3裂解NET，从而防止NET的DNA细丝聚

集成血管凝块。在不存在D1和D1L3的情况下，NET凝块闭塞血流并导致器官损害和死亡。NET

凝块独立于血小板或纤维蛋白形成，并因此对常规的抗血栓形成疗法具有抗性。因此，我们

揭示NET凝块是血管闭塞的新机制，而D1L3是针对NET的新的预防性疗法(参见实施例1)。

[0267] D1和D1L3与DNA酶1样1(D1L1)和DNA酶1样2(D1L2)一起属于DNA酶1蛋白家族(4)。

D1和D1L3在多种物种中表达，包括人、灵长类动物和啮齿动物。D1主要在胃肠道和外分泌腺

中表达(5)，而造血细胞(即巨噬细胞和树突状细胞)产生D1L3(6,7)。我们在小鼠和人的血

清中发现了低浓度的DNA酶(实施例1，图14)，但循环中D1和D1L3的起源未知(7,8)。D1优先

裂解无蛋白DNA(例如细菌DNA、质粒DNA)，而D1L3靶向染色质，染色质是DNA和组蛋白的复合

物，通常发现于真核细胞核中发现(7,9,10)。D1与单体肌动蛋白结合后活性受到抑制，并且

对生理盐浓度敏感(11-13)。另外，D1在N40(与无信号肽的成熟酶中的N18相对应)和N128

(N106)处被糖基化，这使得该酶对血清蛋白酶的灭活具有抗性(9)。相反，D1L3缺乏糖基化

和肌动蛋白结合位点，分别导致其对几种蛋白酶易感和对肌动蛋白有抗性(9)。

[0268] D1首先是在胃肠道体液和尿液中发现的，参与了食物摄入中DNA的消化。我们在本

公开的过程中观察到，全身施用的DNA酶1(例如通过腹膜内或静脉内注射)在循环中具有相

对较短的半衰期，并且以酶促活性形式分泌到尿液中，并且意外地分泌到胆汁中。其分泌到

胆汁中开启了通过全身性DNA酶1疗法靶向胆管中的胞外DNA和/或NET的机会。

[0269] D1L3首先是在程序性细胞死亡的背景下描述的(14)。D1L3的特征在于两个核定位

位点(NLS1、NLS2)。NLS2嵌入D1L3特有的C端尾部中，而在D1中不存在。两个NLS均使该酶在

凋亡期间靶向细胞核(14)。实际上，胞内D1L3是体内凋亡细胞和坏死细胞内的核DNA片段化

所需的(15)。D1L3需要其C端尾部来降解胞外DNA，即脂质包封的DNA(诸如在转染中发现的)

和凋亡小体中的染色质(7,10)。在转染中，cDNA和阳离子脂质形成穿过靶细胞质膜的复合

物。D1L3干扰转染，而C端尾部对这种功能至关重要(10)。凋亡小体，即充满来自凋亡细胞的

染色质的脂质囊泡，是D1L3的生理底物(7)。在这里，C端尾部使D1L3能够穿过凋亡小体的脂

质膜并降解染色质负载。重要的是，C端尾部也是D1L3降解无脂质的胞外染色质所需的(7)。

据信，C端尾部对于胞外间隙中D1L3的功能至关重要。

[0270] 虽然hD1在动物模型(主要是小鼠)中有效靶向NET，但在CF(16)和肺气肿(17)的临

床试验中分别显示出有限的治疗效果或没有治疗效果。NET是在CF中形成的(18)，表明野生

型hD1不是靶向患者中的NET最佳的。已经产生了高活性变体来规避D1的治疗局限性，但是
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它们的临床生产具有挑战性(12)。值得注意的是，NET-DNA含有组蛋白，并且结构组织类似

染色质(2)。因此，我们推测对NET的最佳疗法需要有效降解染色质。

[0271] 已经描述了hD1与组织纤溶酶原活化剂(tPA，阿替普酶(alteplase))对肺气肿患

者的组合疗法(17)。数据与我们的假设相符，因为tPA使D1能够在体外降解染色质(19)。特

此通过引用并入的US9,642,822进一步公开了tPA和D1用于NET治疗靶向的组合疗法(20)。

然而，由于tPA的纤溶活性，用tPA治疗通常与增加的出血风险相关(17)。D1L3可以提供更安

全的靶向NET的策略，而不会使患者处于出血的风险中，但是尚未探索使用D1L3蛋白的疗

法。

[0272] 通过氨基酸转移来工程化DNA酶1和DNA酶1样3变体

[0273] 在本实施例中，我们产生了D1和D1L3的变体，将这些变体进行工程化用于针对胞

外染色质的治疗(包括NET)。为了设计变体，我们假设人D1L3降解染色质的能力由人D1中不

存在的单个氨基酸和/或氨基酸序列编码。此外，我们推测将这些单个氨基酸和/或氨基酸

序列从人D1L3转移到D1会产生染色质降解活性增加的高活性D1变体。类似地，酶促性质(例

如糖基化)可以从D1转移到D1L3。为了检验我们的假设，我们采用常规的氨基酸突变并开发

了一种新型的构建嵌段(BB)技术，以工程化来自DNA酶1蛋白家族的DNA酶变体。

[0274] 为了产生D1和D1L3的变体，我们使用了体外表达系统[例如中国仓鼠卵巢(CHO)细

胞、人胚肾(HEK)细胞、巴斯德毕赤酵母]。使用高分子量(HMW)-DNA降解作为读出来表征酶

促活性(图16)。我们选择了两种类型的HMW-DNA：(a)从鲑鱼睾丸中分离出的双链DNA

(dsDNA)。通过酶谱法分析HMW-dsDNA的降解；(b)从HEK293细胞纯化的细胞核的染色质。为

了分析其降解，首先将HMW-染色质与DNA酶变体一起孵育，然后通过琼脂糖凝胶电泳(AGE)

进行DNA分离和可视化。通过低分子量(LMW)-DNA检测染色质降解。在这种设置中，野生型人

D1(SEQ  ID  NO:1)降解dsDNA的活性是野生型D1L3(SEQ  ID  NO:2)的大约100倍，而野生型

D1L3降解染色质的效率是野生型D1的大约100倍(图16)。我们发现D1和D1L3在降解染色质

而不是dsDNA方面具有协同作用。如果D1和D1L3以10:1或1:1的比率混合，我们观察到与每

种单独的D1或D1L3相比染色质降解增加(图16)。因此，我们筛选了显示出染色质和/或

dsDNA降解活性增加的D1和/或D1L3变体。

[0275] 使用D1蛋白家族成员的体内表达系统，进一步测试选定的D1和D1L3变体降解血管

内NET。参见PCT/EP2018/051444，其特此通过引用整体并入。该系统基于两个组分：(a)表达

质粒，其使得在受体小鼠中能够用D1、D1L3及其变体的cDNA稳定地体内转染肝细胞，以及

(b)DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-缺陷小鼠，其特征在于血清中不存在DNA酶活性。简言之，将候选

DNA酶的cDNA克隆到肝表达载体中。接下来，使载体与编码粒细胞集落刺激因子(G-CSF)的

鼠Csf3的cDNA一起在DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-缺陷小鼠中共表达。Csf3的表达诱导中性粒细胞

增多症并伴有血管内NET形成，继而在DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠中引起血管内未消化的NET

聚集并导致死亡。为了鉴定药物候选物，我们筛选了在该模型中有效降解NET并因此预防发

病率和死亡率的D1、D1L3及其变体。

[0276] 结果

[0277] 通过常规氨基酸取代来工程化DNA酶1变体

[0278] 我们的中心假设是，人D1L3降解染色质的能力是由D1中不存在的氨基酸介导的。

序列比对显示，人D1和人D1L3中44％的氨基酸同一(图17)。我们专门仅使可变氨基酸(56％
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非共有氨基酸)突变以生成D1和DL3变体。

[0279] D1L3是等电点为9.35的阳离子蛋白，而D1和其他成员是更基本的蛋白。因此，我们

推测D1L3的阳离子性质使酶能够降解染色质。通过序列比对，我们在可变氨基酸中鉴定出

37个在D1中不存在的精氨酸或赖氨酸残基(图17)。这些氨基酸残基相对于SEQ  ID  NO:2位

于氨基酸位置29(有信号肽时的位置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)处。

[0280] D1L3中这些额外的精氨酸或赖氨酸残基中的二十六个对应于D1(SEQ  ID  NO:1)中

的以下氨基酸位置：31(有信号肽时的位置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)、209(187)、213(191)、227(205)、239(217)、250(228)、259

(237)、262(240)和280(260)。另外，D1L3的特征在于插入精氨酸或赖氨酸残基的3个位点：

R80、K226和C端尾部(在SEQ  ID  NO:2的氨基酸位置282之后)，其特征在于3个精氨酸和6个

赖氨酸残基。

[0281] 我们旨在通过将相对于SEQ  ID  NO:1的以下突变引入野生型D1中，将作为D1L3核

心主体的一部分的精氨酸和赖氨酸残基转移至D1(图18)：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和K280M，从

而产生D1的28种变体。

[0282] 在该实施例中，我们能够产生含有28个氨基酸取代中的23个的D1变体。我们使这

些D1变体的cDNA在HEK293细胞中表达，并分析了培养物上清液中的dsDNA和染色质降解活

性。我们观察到以下氨基酸修饰部分增加了染色质降解活性，而未观察到dsDNA降解方面的

重大差异(图19)：Q31R、Q49K、N76K、Q79R、P92R、D109K、A164K、Q177K、P200K、S201K、S204R、

T213R。有趣的是，分别具有人D1的79％和78％氨基酸的小鼠和大鼠D1(SEQ  ID  NO:4)的特

征在于几个已分析的氨基酸取代，包括Q31R、Q49K和Q79K(图20)。对表达鼠D1和人D1的

HEK293细胞的上清液的分析显示，与人D1相比，鼠D1具有增加的降解染色质活性(图21)。我

们为DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠注射Csf3和鼠D1(mDNA酶1，SEQ  ID  NO:3)、人D1(hDNA酶1，

SEQ  ID  NO:1)或空对照质粒(Ctrl)的混合物。接受对照质粒的小鼠在7天内死亡，而鼠D1的

表达提供了至少28天的全面保护(图21)。出乎意料的是，人D1的表达仅显示出部分死亡保

护，并且超过一半的动物在14天内死亡(图21)，表明人D1在降解血管内NET方面的效率不及

鼠D1。现在我们突变人D1中的Q31R、Q49K、Q79R和W209R以产生鼠样D1变体(SEQ  ID  NO:5)。

总共产生了六种突变(Q31R、Q49K、Q79R、Q177K、W209R、G262K)以生成大鼠样D1变体(SEQ  ID 

NO:6)。将两种啮齿动物样D1变体克隆到肝细胞表达载体中，并与Csf3一起递送至DNA酶1-/-

DNA酶1l3-/-小鼠中。我们观察到，用鼠样和大鼠样D1变体进行的基因疗法提供了针对NET介

导的血管闭塞和死亡的全面保护(图22)。重要的是，啮齿动物样人D1变体的体外表达显示

出降解染色质的活性增加(图22)。总的来说，数据说明：(a)人D1在体内降解NET的能力有

限；(b)将多种阳离子氨基酸从人D1L3转移至人D1会产生高活性变体。
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[0283] 已经进行了几次尝试来生成D1的高活性变体(6,12,13,21-29)。我们发现了184个

突变，这些突变改变了野生型人D1的282个氨基酸中的82个(图23)。野生型人D1和人D1L3的

氨基酸序列比对揭示了人D1中已经存在于野生型人D1L3中的三个功能获得性突变(图23)：

Q31R(与不含信号肽的D1中的Q9R相对应)、T227K(T205K)和A136F(A114F)。虽然突变Q31R和

T227K可改变hD1的DNA结合特性，从而引起高活性，但A136F赋予了对单体肌动蛋白抑制的

抗性(21-24,26,29)。

[0284] 我们设计了一种携带Q31R/T227K/A136F组合的新D1变体(SEQ  ID  NO:7)，并将其

酶促活性与野生型D1(SEQ  ID  NO:1)以及携带Q31R、T227K、A136F单个突变或Q31R和T227K

组合突变的D1变体(SEQ  ID  NO:8)进行了比较。我们表征了转染的HEK293细胞的培养物上

清液中的dsDNA和染色质降解活性。我们用携带Q31R和T227K的单个或组合突变的D1变体，

在dsDNA降解活性方面未观察到重大差异(图24)。有趣的是，染色质在A136F突变体和Q31R/

T227K/A136F的组合突变中分别被部分和完全降解(图24)。接下来，我们测试了D1的Q31R/

T227K/A136F变体是否能够预防中性粒细胞增多症DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-中NET介导的致死

性血管闭塞。接受不含DNA酶的对照质粒的小鼠全部死亡，而表达D1变体(SEQ  ID  NO:7)的

小鼠全部存活到实验结束，没有显示出窘迫体征(图24)。使用纯化的蛋白质，我们观察到，

与野生型D1相比，三氨基酸取代使染色质降解活性增加大约10-20倍，而在dsDNA降解活性

上没有可检测的差异(图25)。来自细胞核和NET的染色质含有肌动蛋白(30,31)。数据表明，

D1变体降解染色质需要阳离子氨基酸取代以及赋予肌动蛋白抗性的突变-这是野生型D1L3

中存在的两个特征。为了进一步确证这一观点，我们产生了一种特征在于突变A164K和

A136F的组合的D1变体(SEQ  ID  NO:9)。实际上，我们观察到具有两种突变的D1变体中染色

质降解活性大大增加(图26)，这支持了我们的假设。

[0285] DNA酶1-蛋白家族成员构建嵌段工程化的开发

[0286] D1L3特征在于三个含有其他氨基酸的位点：从Q282后开始的C端尾部(NH2-

SSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS-COOH)(SEQ  ID  NO:33)，以及在该酶内两个位点S79/R80和K226

处(图17)。D1L3的C端尾部的23个氨基酸已附接到D1的C端(10,28)。我们观察到在DNA酶1的

位置226处插入精氨酸残基(A226_T227insK)产生了降解dsDNA的酶促活性降低的D1变体，

而用取代T227K未观察到此类作用(图27)。因此，插入K/R残基伴随着降低D1功能的风险。带

电荷的氨基酸的插入可影响局部蛋白质结构。考虑到D1是包含一条氨基酸链的球状酶[图

28，(27)]，可以想象此类局部改变可致使整个酶无活性。实际上，整个D1氨基酸序列中的许

多非保守性突变都使酶失活(12,25 ,26)。我们假设通过不仅植入单个精氨酸和赖氨酸残

基，而且还植入邻近的氨基酸序列来转移局部蛋白质结构，可降低失活的风险。我们在D1和

D1L3中搜索A226_T227insK附近的保守性氨基酸，这些保守性氨基酸可用作插入的锚点。我

们确定D1中的D223/T224/T225基序和保守性T229分别是N端和C端锚点(图27)。我们经由电

脑模拟将D1中的3个氨基酸(ATP)置换为来自D1L3的4个氨基酸，包括K226(VKKS)。新D1变体

(A226_P228delinsVKKS)的cDNA在HEK239细胞中的表达揭示了一种与野生型D1相比具有类

似dsDNA降解活性的功能活性酶(图27)。数据表明，保守性氨基酸之间的可变氨基酸在D1和

D1L3之间是可互换的。

[0287] 我们构思了一种构建嵌段技术将酶促特性从D1蛋白家族的一个成员转移到另一

个成员。以下基本步骤是该技术的特征(图29)：
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[0288] (1)提供供体和受体DNA酶的蛋白质-蛋白质比对

[0289] (2)鉴定要转移的可变氨基酸或氨基酸序列(构建嵌段)

[0290] (3)鉴定供体和受体DNA酶中分别位于构建嵌段(锚点)的上方和下游的保守性氨

基酸。

[0291] (4)将受体DNA酶中介于C-锚点和N-锚点之间编码构建嵌段的cDNA置换为供体DNA

酶中锚点之间的cDNA。

[0292] (5)合成嵌合DNA酶的cDNA，然后在体内/体外表达到优选有供体和受体DNA酶缺陷

的受体生物体(例如CHO细胞或DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠)中。

[0293] 通过构建嵌段技术来工程化DNA酶1变体

[0294] 来自人、小鼠、大鼠和黑猩猩的D1和D1L3的多物种比对(图30)，显示在这些物种中

N-和C-端锚点是保守的。这些锚点氨基酸或氨基酸序列侧翼是62个可变氨基酸和氨基酸序

列的构建嵌段，其包括来自上述实验的D1(ATP)和D1L3(VKKS)中的氨基酸序列作为构建嵌

段#49(图31)。

[0295] 将这些构建嵌段从D1L3转移到D1中会生成具有以下突变的D1变体(图31)：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和K282delinsQSSRAFT

NSKKSVTLRKKTKSKRS。

[0296] 如果将构建嵌段从D1转移到D1L3，则会生成以下D1L3变体(图31) ：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_
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E267delinsSDQL、L269_V271delinsQAI、F275Y、F279_K280delinsVM和Q282_S305delinsK。

[0297] 接下来，我们构思了一种依序方法来工程化具有D1L3活性的D1变体，该方法从转

移多个相邻构建嵌段(簇)开始，继续转移单个构建嵌段，并以将单个氨基酸或多个构建嵌

段的组合转移到新的嵌合酶中结束(图32)。这种方法减少了初始筛选中D1-D1L3-嵌合体的

数量。

[0298] 为了测试我们的方法，我们设计了总共19种包含来自D1L3的单个构建嵌段或构建

嵌段簇的 D 1变体 (图 3 1 ) 。这些 D 1变体的特征在于以 下的 氨基酸突变 ：1 M _

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和Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFT

NSKKSVTLRKKTKSKRS。

[0299] 接下来，我们将cDNA克隆到表达载体中，然后将表达载体转染到HEK293细胞中。细

胞上清液的分析显示所有样品均降解了dsDNA(图33)。此外，我们观察到将构建嵌段(BB)11

(参见SEQ  ID  NO:10)、BB  12-14(参见SEQ  ID  NO:11)、BB  26(参见SEQ  ID  NO:12)、BB  41-

48(参见SEQ  ID  NO:13)和BB  49(参见SEQ  ID  NO:14)从D1L3转移到D1产生染色质降解活性

增加的酶。与野生型D1相比，所有这些嵌合酶均表现出相同或更高的降解dsDNA底物的活

性。来自D1L3的构建嵌段11(SEQ  ID  NO:2中的RNSRRGI)和49(SEQ  ID  NO:2中的VKKS)分别

含有在D1中不存在的R80/R81和K227。D1L3-BB簇41-48 (来自SEQ  ID  NO:2的

P K K A W K N I R L R T D P R F V W L I G D Q E ) 与其在 D 1中的对应物 (S E Q  I D  N O : 1的

RPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSA)相比，特征在于5个额外的精氨酸和赖氨酸残基。这些额外的

阳离子氨基酸可负责高活性。D1构建嵌段12-14和26含有SEQ  ID  NO:1中的氨基酸序列H86

至R95和A136至V138，其包括结合D1抑制剂肌动蛋白所需的氨基酸残基。因此，将这些氨基

酸序列置换为来自D1L3的不与肌动蛋白相互作用的相应构建嵌段，可能产生D1的抗肌动蛋

白变体。现在，我们将BB11、14、26、41-19组合到一个新的D1变体中(SEQ  ID  NO:15)。我们观

察到，这些功能获得性BB的组合使D1变体的染色质降解提高至野生型D1L3的水平(图33)。

因此，BB技术提供了一种生成高活性D1变体的稳健方法。

[0300] 通过构建嵌段技术来工程化DNA酶1样3变体

[0301] D1L3的BB簇60至62包含来自其C端尾部的氨基酸(图33)。尾部从L281之后开始(图

34)并且包含氨基酸序列QSSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS(SEQ  ID  NO:33)，其包含二分NLS。

D1L3需要C端尾部降解脂质囊泡(包括转染试剂和凋亡小体)中的DNA(7,10,28)。此外，D1L3
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降解无脂质和无细胞的染色质也需要C端尾部(7)。两项发现均基于D1L3变体，该变体在

Q282之后缺少氨基酸并因此在降解这些底物方面无活性。Wilbert等人将D1L3的C端延伸段

附接到D1的C端，从而将降解脂质囊泡中的DNA的能力转移到D1(10,28)。在这里，我们采用

BB技术将C端从D1L3转移到D1，反之亦然。我们使用位于D1中的末端β-折叠前面的保守性

S272/D273/H274基序(图28)作为N-锚点，并在D1和D1L3之间交换末端的3个构建嵌段(图

34)。这种方法生成了一种D1变体，该变体的特征在于由于突变Y275F/V279_M280delinsFK/

K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS(SEQ  ID  NO:16)而导致的D1L3的C端延伸，以及由

于突变F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK(SEQ  ID  NO:17)而产生的截短的

D1L3变体。我们使变体和野生型酶均在HEK293细胞中表达，并表征了上清液中的DNA酶活

性。出乎意料的是，我们观察到带有D1L3的C端的D1变体不会降解染色质，而缺少野生型酶C

端的D1L3变体仍然能够裂解染色质(图34)。事实上，我们用这种D1L3变体观察到增加的染

色质降解活性。为了确证这一发现，我们测试了在体内并观察到其表达的D1L3的截短变体

是否可保护NET介导的中性粒细胞增多症DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-小鼠的死亡(图34)。总之，C

端的缺失不会抑制而是会增强D1L3降解无脂质和无细胞染色质的功能。

[0302] 血清蛋白酶，尤其是纤溶酶，降解D1L3，但不降解D1(9)。D1L3对蛋白酶活性的敏感

性将限制其在临床实践中的使用。糖基化蛋白对蛋白酶展示出增强的保护作用(32)。使用

软件分析，我们无法鉴定人和鼠D1L3中糖基化的已知共有序列。对人D1的软件分析揭示了2

个糖基化位点，正如在计算机和在体外观察到的那样(9)。我们假设D1L3的糖基化变体可能

由于对血清蛋白酶的抗性提高而增加了循环半衰期。糖基化位点需要N-X-T/S的最小共有

序列。D1含有两个已知的N-糖基化位点，即N40(无信号肽的N18)和N128[(无信号肽的N106，

(9)]。D1-糖基化位点的氨基酸N40-X-T42和N128-X-T130对应于D1L3中的D38-X-N40和

A127-X-V129。因此，D1L3的糖基化形式需要以氨基酸突变D38N、N40T、A127N和V129T为特征

(参见SEQ  ID  NO:18)。不使用常规的点突变来插入这些氨基酸取代，我们使用BB技术将位

于BB4(SEQ  ID  NO:1中的MSNATLVSY)内的D1-糖基化位点N40-X-T42和位于BB簇23-25(SEQ 

ID  NO:1中的GCEPCGNDTFN)内的N128-X-T130从D1转移到D1L3(图35)。因此，我们生成了两

种新的D1L3变体，其分别特征在于突变Q36_I45delinsMSNATLVSYI(SEQ  ID  NO:19)和Y122_

A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N(SEQ  ID  NO:20)。我们使这些D1L3变体以及WT酶在

HEK293细胞中表达。接下来，我们使用靶向WT酶C端尾部中的表位的多克隆抗体通过蛋白质

印迹法分析上清液，以检测WT酶以及D1L3变体。正如预期的那样，与WT酶相比，D1L3变体显

示出较高的分子量的带，可能是由于糖基化产生的(图35)。在N40或N128处糖基化的D1L3变

体保留了其染色质降解活性(图35)。总之，数据表明，BB技术可用于将糖基化位点从D1转移

到D1L3，从而可产生在患者体内的蛋白酶抗性和半衰期增加的D1L3变体。

[0303] 用DNA酶1样3及其变体进行的疗法

[0304] 最后，我们测试了D1L3在体内的治疗效果。对NET血管凝块的组织学分析显示染色

质密集聚集(图36A)，表明D1的无组蛋白裂解位点在体内很少见。因此，我们假设用野生型

D1L3的急性疗法比野生型D1更有效地降解血管内NET。为了检验我们的假设，我们使Csf3在

DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-缺陷小鼠中表达以诱导NET的血管凝块。重要的是，死亡之前，NET引起

血管闭塞的小鼠会发展出血尿和体温过低，其可以通过非侵入性方式检测到。因此，动物模

型允许鉴定并因此选择已经形成了NET的小鼠，以测试用于针对NET的急性疗法的药物候选
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物(图36B)。在这里，我们测试了纯化的野生型人D1(阿法链道酶；SEQ  ID  NO:1)、野生型人

D1L3(SEQ  ID  NO:2)和高活性D1L3变体[D1L3V；(SEQ  ID  NO:17)]用于针对NET的急性疗法。

我们将Csf3注入DNA酶1-/-DNA酶1l3-/-缺陷小鼠体内。72小时后，第一批各个动物开始发展

出体温过低和血尿。我们使用体温下降4℃或更多以及存在红色尿液作为纳入标准。将发展

出这些表型的小鼠随机分为不同的治疗组。动物通过尾静脉接受单剂量静脉内注射1mg/kg

的D1、D1L3或媒介物。30分钟后，对动物实施安乐死以收集生物样品(血液和器官)。肺脉管

系统中NET凝块的定量显示，NET闭塞了接受媒介物或D1疗法的小鼠中的血管(图36D)。重要

的是，注射了D1L3和D1L3V的小鼠显示没有或很少的NET凝块(图36D)。在患者中，循环DNA具

有单核小体中DNA的大小[180个碱基对，(33)]，表明它是染色质中高分子量DNA的降解产

物。循环DNA通常用作血管内NET形成的替代标志物，但也可以源自受损和坏死的组织(34)。

我们使用荧光DNA探针对血清中的DNA进行定量。我们观察到注射D1L3和D1L3V，而不是D1或

媒介物，导致循环DNA水平大大增加(图36E)。循环DNA的分离和可视化显示出多聚体180个

碱基对的片段，表明在接受D1L3疗法的小鼠血清中存在单核小体和寡聚核小体(图36F)。接

受D1L3V的小鼠仅显示出单核小体和双核小体。数据证实D1L3V在体内的高活性。来自于接受

D1疗法的小鼠血清的DNA分离物显示出各种大小的模糊DNA涂片，而无法从注射了媒介物的

小鼠的血清中分离出DNA(图36F)。因此，D1L3不仅可以用于预防，而且可以用于与NET相关

疾病的急性疗法。

[0305] 我们进一步探讨了D1L3V在缺血再灌注损伤模型中的治疗应用(图37A)。简言之，

如我们先前所描述的，对雄性野生型大鼠的一侧睾丸进行睾丸扭转(35)。该程序会导致缺

血性组织损伤。在将睾丸随机分组和扭转矫正之后，大鼠每天接受三次媒介物、阿法链道酶

(D1，1mg/kg)或纯化DNA酶1L3变体(SEQ  ID  NO:17，D1L3V，1mg/kg)的注射。7天后，收集缺血

性睾丸和未处理的睾丸。用D1L3V而不是盐水或D1进行的疗法显著减少了睾丸萎缩(图

37B)。而且，用D1L3V而不是盐水或D1进行的疗法大大减少组织损伤，而大多数动物未显示

出损伤体征(图37C)。总体而言，这些数据鉴定D1L3是一种有效的抗缺血再灌注损伤的疗

法。

[0306] DNA酶1变体、DNA酶1样3和变体的药物开发

[0307] 所有蛋白质治疗剂中有近70％是使用中国仓鼠卵巢(CHO)生产的(36)。实际上，野

生型DNA酶1(阿法链道酶)是在CHO细胞中产生的。尽管具有显著优势，但是由于可变性程度

相当大并且没有可靠的方法用于对细胞生长特征进行预测或建模，CHO中的细胞系开发和

大规模生产仍然面临巨大挑战(36)。重要的是，CHO细胞无法稳定地产生D1的高活性变体，

从而阻止了其临床制造(12)。D1L3的制造特性未知。因此，我们开发了产生野生型D1(SEQ 

ID  NO:1)、高活性D1变体(SEQ  ID  NO:7)、野生型D1L3(SEQ  ID  NO:2)和高活性D1L3变体

(SEQ  ID  NO:17)的稳定CHO细胞系。我们在生物反应器中培养细胞系，并观察到了野生型D1

和D1变体的稳定蛋白表达，其中后者的表达水平大大提高(图38)，说明在CHO中产生高活性

D1变体的可行性。出乎意料的是，我们仅观察到了野生型D1L3和D1L3变体的少量蛋白质水

平(图38)，指出了临床制造D1L3及其变体的重大挑战。

[0308] 由于大型生物反应器中的高细胞密度，细胞会竞争资源并经受细胞应激，导致细

胞死亡增加，称为凋亡，这是多细胞生物体(包括哺乳动物)使用的一种细胞死亡程序(37)。

D1L3靶向凋亡小体中的DNA(7)。我们推测低水平的D1L3是由于这些凋亡囊泡清除了该酶。
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为了克服这些局限性，我们使用微生物表达系统即巴斯德毕赤酵母(一种确立的、经FDA批

准并公认安全(GRAS)的具有蛋白质分泌能力的生物体)测试D1、D1L3及其变体的产生(38,

39)。这种方法的主要局限性在于巴斯德毕赤酵母产生的蛋白质经常被高度糖基化并且可

能导致免疫原性增强(40)。D1L3及其变体的组成是非糖基化的并且最适合在巴斯德毕赤酵

母中表达。我们使D1及其变体中的糖基化位点分别在N40S和N128S处突变以生成去糖基化

的蛋白质(SEQ  ID  NO:21、23)。巴斯德毕赤酵母中的蛋白表达通常通过将目标蛋白与各种

来源的分泌信号肽偶联来实现。我们省略了该步骤以避免生成免疫原性嵌合蛋白。我们推

测D1和/或D1L3的天然信号肽以被巴斯德毕赤酵母识别。进行密码子优化后，我们使cDNA在

巴斯德毕赤酵母中表达(SEQ  ID  NO:22、24-26)。我们实现了D1和D1变体的表达(未示出)。

重要的是，这种方法还可以使得D1L3和D1L3变体能够表达，后者显示出增加的表达水平(图

38)。我们纯化了蛋白质并证实D1L3具有增加的活性(图38)。总之，数据表明使用非哺乳动

物表达系统，诸如巴斯德毕赤酵母，使得能够临床制造D1L3及其变体。

[0309] 讨论

[0310] 两种DNA降解酶已在治疗上广泛用于实验模型和患者中。链道酶，一种从链球菌属

某些种(Streptococcus  spp.)分泌的DNA酶，已在皮肤同种移植、膀胱凝块、伤口清创、脑膜

炎的疾病模型中进行了测试。DNA酶1(包括胰腺DNA酶1)已在治疗上用于癌症、囊性纤维化、

狼疮、血栓形成、中风、脓毒症、肺损伤、动脉粥样硬化、病毒感染、镰状细胞病、心肌梗塞、耳

部感染、创伤愈合、肝损伤、心内膜炎、肝脏感染、胰腺炎、原发性移植物功能障碍、肢体缺血

再灌注、肾脏损伤、凝血、哮喘、明矾诱发的炎症、肝肾损伤的实验模型中。链道酶也已用于

治疗有胸膜渗出物、血胸、胆道内血块、后气动贫血、溃疡、耳鼻喉科疾患、口腔感染、轻伤、

鼻窦炎、术后鼻整形、不育、膀胱导管、创伤清洁、皮肤反应测试的患者。重要的是，DNA酶1已

在患有肺炎球菌性脑膜炎、痛风、腿部溃疡、囊性纤维化、卡塔格内综合征、哮喘、肺叶膨胀

不全、慢性支气管炎、支气管扩张、狼疮、原发性纤毛运动障碍、细支气管炎、脓胸、胸膜感

染、癌症、干眼病、下呼吸道感染、慢性血肿、阿尔茨海默氏病和阻塞性肺病的患者中进行了

治疗测试。在该实施例中，我们将D1L3及其变体以及D1变体鉴定为DNA酶疗法的新型候选物

(图39)。

[0311] 方法

[0312] 染色质降解活性的检测

[0313] 为了测量染色质降解活性，我们将样品与从HEK293分离的细胞核(每个反应1,

500,000–3,000,000)、20mM  Tris-HCl  pH  7.4、2mM  MgCl2、2mM  CaCl2、50mM  NaCl和蛋白酶

抑制剂混合。将样品在37℃下孵育1小时后，将其加热到65℃，保持10分钟。我们使用QIAamp 

DNA  Blood  Mini试剂盒(Qiagen)根据制造商的方案，进行DNA分离。然后将洗脱液上样到琼

脂糖凝胶上，并通过凝胶电泳分离DNA片段。用荧光扫描仪记录凝胶的DNA荧光。

[0314] 在实施例1中描述了其他方法。
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[0356] 野生型DNA酶的序列

[0357] SEQ  ID  NO：1

[0358] 人DNA酶1(P24855)，氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0359] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0360] SEQ  ID  NO:2

[0361] 人DNA酶1L3(Q13609)，氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0362] MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICP

ILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAV

KDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKT

KSKRS

[0363] SEQ  ID  NO:3

[0364] 鼠DNA酶1(P49183)：氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0365] MRYTGLMGTLLTLVNLLQLAGTLRIAAFNIRTFGETKMSNATLSVYFVKILSRYDIAVIQEVRDSHLVA
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VGKLLDELNRDKPDTYRYVVSEPLGRKSYKEQYLFVYRPDQVSILDSYQYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTE

VQEFAIVPLHAAPTEAVSEIDALYDVYLDVWQKWGLEDIMFMGDFNAGCSYVTSSQWSSIRLRTSPIFQWLIPDSAD

TTVTSTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPNSAVPFDFQAEYGLSNQLAEAISDHYPVEVTLRKI

[0366] SEQ  ID  NO:4

[0367] 大鼠DNA酶1(P21704)，氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0368] MRYTGLMGILLTLVNLLQLAATLRIAAFNIRTFGDTKMSNATLSSYIVKILSRYDIAVVQEVRDTHLVA

VGKLLDELNRDIPDNYRYIISEPLGRKSYKEQYLFVYRPSQVSVLDSYHYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTE

VREFAIVPLHSAPTEAVSEIDALYDVYLDVRQKWGLEDIMFMGDFNAGCSYVTSSQWSSIRLRTSPIFQWLIPDSAD

TTATSTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPSSAVPFDFQAEYRLTNQMAEAISDHYPVEVTLRKT

[0369] SEQ  ID  NO:34

[0370] 鼠DNA酶1L3(O55070)：氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0371] MSLHPASPRLASLLLFILALHDTLALRLCSFNVRSFGASKKENHEAMDIIVKIIKRCDLILLMEIKDSS

NNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNYVISSRLGRNTYKEQYAFVYKEKLVSVKTKYHYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFHS

PFTAVKDFVIVPLHTTPETSVKEIDELVDVYTDVRSQWKTENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWQNIRLRTDPKFVWLIG

DQEDTTVKKSTSCAYDRIVLCGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYDLSEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNNRKSVS

LKKRKKGNRS

[0372] SEQ  ID  NO:35

[0373] 大鼠DNA酶1L3(O89107)：氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0374] MSLYPASPYLASLLLFILALHGALSLRLCSFNVRSFGESKKENHNAMDIIVKIIKRCDLILLMEIKDSN

NNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKAKYLYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFQA

PFTAAKDFVIVPLHTTPETSVKEIDELADVYTDVRRRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPNFVWLIG

DQEDTTVKKSTSCAYDRIVLRGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYELSEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSRKSVS

LKKKKKGSRS

[0375] SEQ  ID  NO:36

[0376] 黑猩猩DNA酶1(H2QAH1)：氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0377] MRSMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLRTSPAFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLQGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0378] SEQ  ID  NO:37

[0379] 黑猩猩DNA酶1L3(H2QMU7)：氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0380] MSRELTPLLLLLLSIHSTLALRICSFNVRSFGESKQEDQNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICP

ILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAV

KDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKT

KSKRS

[0381] SEQ  ID  NO:38

[0382] 人DNA酶1样1(NM_006730)：氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0383] MHYPTALLFLILANGAQAFRICAFNAQRLTLAKVAREQVMDTLVRILARCDIMVLQEVVDSSGSAIPLL
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LRELNRFDGSGPYSTLSSPQLGRSTYMETYVYFYRSHKTQVLSSYVYNDEDDVFAREPFVAQFSLPSNVLPSLVLVP

LHTTPKAVEKELNALYDVFLEVSQHWQSKDVILLGDFNADCASLTKKRLDKLELRTEPGFHWVIADGEDTTVRASTH

CTYDRVVLHGERCRSLLHTAAAFDFPTSFQLTEEEALNISDHYPVEVELKLSQAHSVQPLSLTVLLLLSLLSPQLCP

AA

[0384] SEQ  ID  NO:39

[0385] 人DNA酶1样2(NM_001374)：氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0386] MGGPRALLAALWALEAAGTAALRIGAFNIQSFGDSKVSDPACGSIIAKILAGYDLALVQEVRDPDLSAV

SALMEQINSVSEHEYSFVSSQPLGRDQYKEMYLFVYRKDAVSVVDTYLYPDPEDVFSREPFVVKFSAPGTGERAPPL

PSRRALTPPPLPAAAQNLVLIPLHAAPHQAVAEIDALYDVYLDVIDKWGTDDMLFLGDFNADCSYVRAQDWAAIRLR

SSEVFKWLIPDSADTTVGNSDCAYDRIVACGARLRRSLKPQSATVHDFQEEFGLDQTQALAISDHFPVEVTLKFHR

[0387] 人DNA酶1L3的C端尾部

[0388] SEQ  ID  NO:33

[0389] 氨基酸序列：

[0390] SSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

[0391] DNA酶1变体的序列

[0392] SEQ  ID  NO:5

[0393] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0394] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLRTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0395] SEQ  ID  NO:6

[0396] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0397] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVKEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLRTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYKLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0398] SEQ  ID  NO:7

[0399] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0400] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0401] SEQ  ID  NO:8

[0402] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0403] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK
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[0404] SEQ  ID  NO:9

[0405] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0406] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVKEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0407] SEQ  ID  NO:10

[0408] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0409] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNRNSRRGITYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRF

TEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS

ADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0410] SEQ  ID  NO:11

[0411] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0412] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYNYVISSRLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0413] SEQ  ID  NO:12

[0414] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0415] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0416] SEQ  ID  NO:13

[0417] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0418] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQED

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0419] SEQ  ID  NO:14

[0420] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0421] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0422] SEQ  ID  NO:15

[0423] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0424] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA
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VGKLLDNLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRF

TEVREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQ

EDTTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0425] SEQ  ID  NO:16

[0426] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0427] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKT

KSKRS

[0428] DNA酶1L3变体的序列

[0429] SEQ  ID  NO:17

[0430] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0431] MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICP

ILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAV

KDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHYPVEVMLK

[0432] SEQ  ID  NO:18

[0433] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0434] MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQENKTAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICP

ILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDNDTFSREPFVVWFQSPHTAV

KDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKT

KSKRS

[0435] SEQ  ID  NO:19

[0436] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0437] MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKMSNATLVSYIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICP

ILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAV

KDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKT

KSKRS

[0438] SEQ  ID  NO:20

[0439] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0440] MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILVMEIKDSNNRICP

ILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKRSYHYHDGCEPCGNDTFNREPFVVWFQSPHTA

VKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQED

TTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKK

TKSKRS

[0441] 巴斯德毕赤酵母中使用的序列
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[0442] SEQ  ID  NO:21

[0443] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0444] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPAIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0445] SEQ  ID  NO:22

[0446] SEQ  ID  NO:21的密码子优化的cDNA(起始密码子，信号肽)：

[0447] ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAAGGAGCAGTTTCTCTA

AAGATTGCTGCTTTCAATATTCAAACCTTTGGCGAGACTAAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCA

GATCCTTTCTCGTTACGACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACTGCCGTCGGTAAGCTGCTAG

ACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTAGTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAG

AGATACCTATTTGTCTACCGTCCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCTTG

TGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCAGCTATCGTTAGATTTTTCTCCAGATTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCA

TCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGATGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTATGATGTCTACCTGGACGTTCAG

GAAAAATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCTTACGTTAGGCCATCTCAATG

GTCAAGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTCCAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCACTCCCA

CTCATTGTGCATATGACAGAATTGTTGTCGCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGATTCTGCTCTGCCA

TTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCTCAAGCCATCTCTGATCACTACCCTGTGGAAGTTAT

GCTTAAG

[0448] SEQ  ID  NO:23

[0449] 氨基酸序列(信号肽；成熟蛋白)：

[0450] MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDIALVQEVRDSHLTA

VGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQVSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPFIVRFFSRFTE

VREFAIVPLHAAPGDAVAEIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSAD

TTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYPVEVMLK

[0451] SEQ  ID  NO:24

[0452] SEQ  ID  NO:23的密码子优化的cDNA(起始密码子，信号肽)：

[0453] ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAAGGAGCAGTTTCTCTA

AAGATTGCTGCTTTCAATATTAGAACCTTTGGCGAGACTAAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCA

GATCCTTTCTCGTTACGACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACTGCCGTCGGTAAGCTGCTAG

ACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTAGTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAG

AGATACCTATTTGTCTACCGTCCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCTTG

TGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCATTCATCGTTAGATTTTTCTCCAGATTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCA

TCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGATGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTATGATGTCTACCTGGACGTTCAG

GAAAAATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCTTACGTTAGGCCATCTCAATG

GTCAAGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTCCAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCAAGCCCA

CTCATTGTGCATATGACAGAATTGTTGTCGCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGATTCTGCTCTGCCA

TTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCTCAAGCCATCTCTGATCACTACCCTGTGGAAGTTAT

说　明　书 54/55 页

66

CN 111566207 A

66



GCTTAAG

[0454] SEQ  ID  NO:25

[0455] SEQ  ID  NO:2的密码子优化的cDNA(起始密码子，信号肽)：

[0456] ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCACTCGCCATGAGAATT

TGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCTAAGCAGGAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCAT

TAAGAGATGTGATATCATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGCCCCATCCTTATGGAAAAGC

TGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCTCTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAG

CAATATGCATTTCTATACAAGGAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGGCGA

TGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTTGTTTGGTTTCAGTCTCCTCACACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTA

TCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTCTGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAAGTTTACACCGACGTGAAGCAC

AGATGGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATATGTCCCTAAAAAGGCTTGGAA

AAACATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGTCTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTA

CCAACTGTGCTTACGACAGAATTGTTCTGCGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAAAGTCCAACTCCGTC

TTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAAGCTTTAGACGTGTCCGACCACTTCCCTGTAGAGTTTAA

GCTGCAATCCTCCAGAGCATTCACTAACTCTAAAAAGTCAGTCACTTTGCGTAAAAAGACTAAGTCTAAGAGATCG

[0457] SEQ  ID  NO:26

[0458] SEQ  ID  NO:17的密码子优化的cDNA(起始密码子，信号肽)：

[0459] ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCACTCGCCATGAGAATT

TGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCTAAGCAGGAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCAT

TAAGAGATGTGATATCATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGCCCCATCCTTATGGAAAAGC

TGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCTCTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAG

CAATATGCATTTCTATACAAGGAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGGCGA

TGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTTGTTTGGTTTCAGTCTCCTCACACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTA

TCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTCTGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAAGTTTACACCGACGTGAAGCAC

AGATGGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATATGTCCCTAAAAAGGCTTGGAA

AAACATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGTCTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTA

CCAACTGTGCTTACGACAGAATTGTTCTGCGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAAAGTCCAACTCCGTC

TTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAAGCTTTAGACGTGTCCGACCACTACCCTGTAGAGGTCAT

GTTGAAG
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图1A-图1F
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图2A-图2I
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图3A-图3G
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图4A-图4I
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图5A-图5E
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图6A-图6D
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图7A-图7C

说　明　书　附　图 7/42 页

74

CN 111566207 A

74



图8A和图8B
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图9A和图9B
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图10
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图11A-图11D
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图12
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图13A-图13C
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图14A-图14G
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图15A-图15C
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图16
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图17
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图18
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图19
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