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ENZIMAS DE DNASE PROJETADAS E USO NA TERAPIA
PRIORIDADE
[001] Este Pedido reivindica o beneficio e a prioridade dos Pedidos N° 62/611.166
depositado em 28 de dezembro de 2017 e 62/547.220 depositado em 18 de agosto de 2017,
cada um dos quais ¢ incorporado por referéncia em sua totalidade.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO
[002] A inflamagdo ¢ uma resposta essencial do hospedeiro para controlar microbios
invasores e curar tecidos danificados. A inflamacao descontrolada e persistente causa lesao
tecidual em uma infinidade de disturbios inflamatorios. Os neutrdfilos sdo os leucdcitos
predominantes na inflamacao aguda. Durante as infec¢des, os neutréfilos geram armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs), trelicas de filamentos de DNA decoradas com histonas
e enzimas toxicas que imobilizam e neutralizam bactérias. A relevancia das NETs na defesa
do hospedeiro ¢ ilustrada pelo fato de que as DNases extracelulares servem como fatores de
viruléncia em vérias bactérias patogénicas. No entanto, as NETs liberadas de maneira
inadequada podem prejudicar as células hospedeiras devido a sua atividade citotoxica, pro-
inflamatoria e protrombotica. De fato, as NETs sdo frequentemente associadas a danos
inflamatérios ou isquémicos nos 6rgaos e a infusdo terapéutica de DNases limita a lesdo do
hospedeiro em varios modelos animais.
[003] A formacdo da armadilha extracelular (ET) ndo se limita aos neutrofilos, como
outros leucdcitos, como mondcitos, macrdfagos, basofilos, eosindfilos, e mastocitos também
liberam ETs. Além disso, células cancerigenas, incluindo células de leucemia promielocitica
aguda (APL) e células endoteliais lesionadas, podem expor filamentos de DNA, que
possuem caracteristicas semelhantes a ET.
[004] Como o hospedeiro degrada as NETs in vivo para limitar os danos nos tecidos
durante os episddios de inflamagao € pouco conhecido. Foi demonstrado que a DNasel (D1)
no soro digere a espinha dorsal do DNA das NETs in vitro. Outras DNases extracelulares
foram identificadas, incluindo DNasel tipo 3 (D1L3) em circulagdo, que pode digerir
cromatina extracelular associada a microparticulas.
[005] DI e D1L3 formam junto com a DNasel-tipo 1 (D1L1) e DNasel-tipo 2 (D1L2) a
familia de proteinas DNasel, um grupo de enzimas homologas secretadas pela DNase que

sdo expressas em humanos e fornecem medicamentos candidatos a doencas associadas a
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NET. No entanto, as propriedades fisicas, enzimaticas e farmacocinéticas dessas enzimas
nao sao ideais para terapia.

[006] A presente invencao fornece DNases projetadas, incluindo DNasel semelhante a 3
e DNasel, para terapia, inclusive para prevenir ou tratar oclusdes vasculares que podem
resultar da liberagao de NETs durante episddios inflamatdrios agudos.

SUMARIO DA INVENCAO

[007] A presente invencao fornece proteinas DNase projetadas (incluindo DNasel tipo 3 e
DNasel) que sao uteis no tratamento de condigdes caracterizadas por acimulo e¢/ou liberagao
de armadilha extracelular de neutrofilos (NET). Em alguns aspectos, a invenc¢ao fornece
composi¢des e métodos para prevenir ou tratar a oclusdo vascular envolvendo NETs.
Conforme demonstrado neste documento, as NETs participam de um mecanismo nao
candnico de oclusao vascular, que nao depende de fibrina ou plaquetas.

[008] Em alguns aspectos, a inven¢do fornece variantes do DNasel tipo 3 (DI1L3)
projetadas para ter propriedades fisicas, farmacodinamicas e/ou enzimaticas mais adequadas
para a terapia, por exemplo, para reduzir ou impedir o acimulo de NET em um individuo.
Em algumas modalidades, a enzima D1L3 tem vantagens na fabricacdo, proporcionando a
producao da enzima recombinante adequada para uso em terapia. Em varias modalidades, a
invengao fornece uma variante D1L3 recombinante compreendendo uma ou mais alteragoes
de aminoacidos resultando em uma ou mais glicosilagdes, inativacdo de um sinal de
localizag@o nuclear e/ou exclusdo de toda ou parte de uma cauda C-terminal.

[009] Em varias modalidades, a variante de proteina D1L3 aumentou a estabilidade da
proteina, maior resisténcia a inibicdo por proteases, maior biodisponibilidade e
substancialmente a mesma ou melhor atividade de degradacdo de DNA e/ou cromatina e/ou
NET (in vitro ou in vivo) em comparacgdo a proteina D1L3 do tipo selvagem. Em vérias
modalidades, a variante D1L3 compreende uma ou mais das seguintes propriedades em
relagdao ao D1L3 tipo selvagem (por exemplo, SEQ ID NO: 2): a mesma ou substancialmente
a mesma (ou superior) atividade de degradacdo de DNA livre de proteina (DNA nu), a
mesma ou substancialmente a mesma (ou maior) atividade de degradacdo do DNA
cromossdmico (cromatina), resisténcia a protease, meia-vida circulatoria aumentada e niveis
mais altos de producao com sistemas de expressao in vitro (por exemplo, células de ovario

de hamster chinés e/ou Pichia pastoris).
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[010] Em algumas modalidades, a variante D1L3 inclui uma ou uma pluralidade de
substituigdes de bloco da DNasel humana (SEQ ID NO: 1), aqui descrita como substituigdes
de bloco de construcao.

[011] Em alguns aspectos, a invencao fornece variantes do DNasel (D1) projetadas para
ter propriedades fisicas, farmacodindmicas e/ou enzimaticas mais adequadas para a terapia,
por exemplo, para reduzir ou impedir o acimulo de NET em um individuo. Em algumas
modalidades, a enzima DI tem vantagens na fabricagdo, proporcionando a producao da
enzima recombinante adequada para uso em terapia. Em varias modalidades, a variante D1
projetada compreende uma sequéncia de aminoacidos que ¢ pelo menos 80% idéntica a
enzima madura da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, com uma ou mais
substituigdes de aminodcidos, adi¢cdes (incluindo inser¢des) ou delecdes resultando em um
ou mais de um sitio de ligagdo ao DNA mutado, um sitio de ligagao a cromatina mutado, um
sitio de ligacdo a actina mutado, um sotio de glicosilagdo mutado, adi¢do de um sinal de
localizagdo nuclear (por exemplo, tendo semelhanca ou identidade com NLS1 ou NLS2 de
DI1L3) e/ou um dominio C-terminal semelhante ou idéntico a cauda C-terminal de D1L3.
[012] Em varias modalidades, a variante D1 ¢ projetada para compreender uma ou mais
das seguintes caracteristicas em relacdo a enzima do tipo selvagem: a mesma ou maior
atividade de degradagao do DNA livre de proteina (DNA nu), maior atividade de degradacao
do DNA cromossdmico (cromatina), semelhante ou resisténcia melhorada a protease,
resisténcia a actina, penetragdo semelhante ou melhorada do sangue na urina e/ou bile e
niveis mais altos de producao em sistemas de expressdo in vitro (por exemplo, células de
ovario de hamster chinés e/ou Pichia pastoris).

[013] As variantes de D1 aqui descritas podem ter uma combinagdo de mutagdes pontuais,
incluindo adi¢do de residuos catidnicos, e/ou podem compreender uma ou mais substituigdes
de blocos de DIL3 (SEQ ID NO: 2). Tais substituicdes de bloco sdo descritas aqui e
denominadas "substitui¢des de bloco de construcao".

[014] Em alguns aspectos, a invengdo fornece composicdes farmacéuticas compreendendo
as variantes D1L3 e/ou D1, ou polinucleotideos ou vetores que codificam os mesmos, € um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em varias modalidades, a composi¢ao ¢ formulada
para administragdo parenteral ou pulmonar. Em algumas modalidades, a composicao ¢
formulada para administragdo intravenosa, intra-arterial, intraperitoneal, intra-articular,

intramuscular, topica ou subcutanea. Em algumas modalidades, a composi¢ao compreende

Peticdo 870200048759, de 17/04/2020, pag. 11/152



4/100

DIL3 e DI, que s3o cada uma opcionalmente variantes projetadas descritas aqui. Em
algumas modalidades, a composi¢do compreende uma proteina quimérica contendo
sequéncias de blocos tanto de D1 quanto de DIL3. As substitui¢des de bloco exemplares
entre D1 e D1L3 sdo mostradas na FIG 31.

[015] Ainda em outros aspectos, a invengdo fornece um processo para projetar enzima
DNase, produzindo sequéncias quiméricas. Por exemplo, nesses aspectos, o método
compreende o fornecimento de um alinhamento proteina-proteina das enzimas DNase
doadora e receptora; a identificacdo de sequéncias varidveis de aminoacidos para
transferéncia ("bloco de construgao"). O aminoacido variavel ou aminoacidos sao ladeados
por um ou mais aminodcidos conservados nas enzimas DNase doadora e receptora (a
montante ¢ a jusante do bloco de constru¢do). Esses componentes podem ser trocados entre
as proteinas receptora e doadora. A enzima quimérica ¢ entdo produzida de forma
recombinante.

[016] Aindaem outros aspectos, a inven¢do fornece um método para fazer uma composicao
farmacéutica para reduzir ou prevenir o acimulo da armadilha extracelular de neutrofilos
(NET). Nestas modalidades, a inven¢do emprega um camundongo geneticamente
modificado deficiente na atividade D1 e DI1L3, e expressdo heter6loga do polinucleotideo
G-CSF (por exemplo, em células de hepatocitos) ou que induz uma expressao enddogena
sustentada de G-CSF (por exemplo, via administragdo repetitiva de compostos microbianos).
Este modelo de camundongo acumula NETs e desenvolve rapidamente oclusdes vasculares
relacionadas a NET. Nestas modalidades, a invencao compreende a administragdo de um
inibidor NET candidato ou enzima DNase candidata (incluindo uma variante D1L3 ou DI
de acordo com esta divulga¢do) ao camundongo geneticamente modificado e a selegdo de
um inibidor de NET ou enzima DNase que reduz o acimulo de NETs. O inibidor ou enzima
selecionado ¢ formulado para administra¢do a um paciente humano.

[017] Em alguns aspectos, a inven¢do fornece um método para o tratamento de um
individuo em necessidade de degradacdo da armadilha extracelular de neutrofilos (NET). O
método compreende administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de um D1L3 e/ou
D1 e/ou variantes dos mesmos de acordo com esta divulgacao. A variante D113 ou D1 pode
ser administrada como composi¢des farmacéuticas compreendendo a proteina recombinante,
ou em algumas modalidades o0 DNA ou RNA de codifica¢do, ou em algumas modalidades,

vetores compreendendo o mesmo.
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[018] Em véarias modalidades, a presente invencao refere-se ao tratamento de doengas ou
condigoes caracterizadas pela presenga ou acimulo de NETs. Tais doengas ou condigdes
incluem, mas nao se limitam a, doengas associadas a neutrofilia cronica (por exemplo, um
aumento no nimero de neutrdfilos), agregacdo e leucostase de neutrofilos, trombose e
oclusdo vascular (por exemplo, doenca das células falciformes), lesio de isquemia-
reperfusdo (por exemplo, volvulo do intestino médio, tor¢do testicular, reperfusdo de
isquemia e reperfusdao de orgdos vitais, transplante de 6rgaos), lesao de tecido cirargico e
traumatico, reagao ou doenca inflamatéria aguda ou cronica, doenca autoimune (por
exemplo, lapus eritematoso sist€émico (SLE), nefrite lupica, artrite reumatoide, vasculite,
esclerose sistémica), doenca cardiovascular (por exemplo, infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral, aterosclerose, tromboembolismo venoso, incluindo terapia trombolitica),
doenca metabolica (por exemplo, diabetes), inflamacao sistémica (por exemplo, sindrome
da resposta inflamatdria sistémica (SIRS), sepse, choque séptico, coagulagdo intravascular
disseminada (DIC) e microangiopatia trombdtica (TMA)), doengas inflamatérias do trato
respiratorio (por exemplo, fibrose cistica, doenga pulmonar obstrutiva cronica (COPD),
lesdo pulmonar aguda (ALI), lesdo pulmonar induzida por fumaga, lesdo pulmonar induzida
por transfusdo (TRALI), sindrome da angustia respiratéria aguda (ARDS) e asma,
atelectasia, bronquite, empiema), doengas inflamatdrias renais (doencas renais agudas e
cronicas, incluindo lesdo renal aguda (AKI) e doenca renal cronica (CKD), doengas
inflamatorias relacionadas ao tecido transplantado (por exemplo, doenga do enxerto contra
o hospedeiro) e cancer (por exemplo, leucemia, metastase de tumor e tumores solidos).
[019] Em algumas modalidades, o individuo tem ou estd em risco de uma oclusao ductal
em um sistema ductal. Exemplos ndo limitativos de um sistema ductal ou de um 6rgao ou
tecido que contém um sistema ductal incluem duto biliar, duto lacrimal, duto lactifero, duto
cistico, duto hepatico, duto ejaculatério, duto parédtido, duto submandicular, duto sublingual
principal, duto de bartolino, cerebral aqueduto, pancreas, glandula mamaria, duto deferente,
ureter, bexiga urindria, vesicula biliar e figado. Como tal, a presente invengao ¢ util para
tratar um individuo que tem pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, doenca do olho
seco, uma obstrucdo do canal deferente ou doenga renal.

[020] Em outras modalidades, o individuo tem ou corre o risco de acumular NETs nas
superficies endoteliais (por exemplo, aderéncias ciraurgicas), na pele (por exemplo,

feridas/cicatrizes, tlceras) ou nas articulagdes sinoviais (por exemplo, gota, artrite). Por
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exemplo, as NETs podem contribuir para aderéncias cirargicas, por exemplo, apdés um
procedimento médico invasivo. A presente invencao pode ser administrada durante a cirurgia
para prevenir ou inibir a formacdo de aderéncias cirtrgicas. Em alguns casos, D1, D1L3
(incluindo variantes dos mesmos), ou a combinacdo de DI e DIL3 (ou variantes dos
mesmos), conforme descrito aqui, pode ser administrado topicamente a pele para prevenir
ou tratar feridas e/ou cicatrizes. Em outros casos, D1, D1L3 ou variantes, ou as combinagoes
dos mesmos, conforme descrito neste documento, podem ser administrados as articulagdes
sinoviais para prevenir ou tratar a gota e a artrite.

[021] Em algumas modalidades, o individuo tem ou estd em risco de uma oclusdo vascular
compreendendo NETs.

[022] Em varias modalidades, a presente invencdo refere-se ao tratamento de doencas
trataveis com a enzima DNase, incluindo D1 e estreptodornase. Tais doengas ou condig¢des
incluem trombose, acidente vascular cerebral, sepse, lesdo pulmonar, aterosclerose, infec¢ao
viral, doenca falciforme, infarto do miocardio, infeccao no ouvido, cicatrizacao de feridas,
lesdo hepatica, endocardite, infeccdo hepatica, pancreatite, disfungdo primaria do enxerto,
reperfusdo de isquemia de membros, lesdo renal, coagulagdo sanguinea, inflamagao induzida
por alume, lesdo hepatorenal, exsudagdes pleurais, hemotdrax, codgulos sanguineos, anemia
pOs-pneumatica, ulceras, condi¢des otorrinolaringoldgicas, infecgdes orais, lesdes leves,
sinusite, rinoplastias pos-operatorias, infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de feridas,
teste de reacdo cutanea, meningite pneumocdcica, gota, Ulceras de perna, fibrose cistica,
sindrome de Kartegener, asma, atelectasia lobar, bronquite cronica, bronquiectasia, lupus,
discinesia ciliar priméaria, bronquiolite, empiema, infec¢des pleurais, cancer, doenga dos
olhos secos, infecgdes do trato respiratdrio inferior, hematomas cronicos, doenca de
Alzheimer e doenga pulmonar obstrutiva.

[023] Ainda em outras modalidades, a inven¢do fornece um método para a produgdo
recombinante de D1 ou D1L3, ou variantes dos mesmos, utilizando um sistema de expressao
nao mamifero, como Pichia pastoris. Em algumas modalidades, a Pichia pastoris codifica a
enzima DNase com o peptideo sinal nativo, permitindo a secrecao das células hospedeiras.
[024] Outros objetivos, modalidades e vantagens da presente invencdo sdo evidentes na
Descri¢ao Detalhada a seguir.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
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[025] As FIG. 1A - A FIG. 1IF ilustram que DNasel e DNasel13 na circulagdo degradam
NETs in vitro e caracterizam a atividade degradante de DNA do soro de WT, camundongos
DNasel -/- (D1 -/-), DNasell3 -/- (D1L3 -/-), DNasel/DNasel13-/- (D1/D1L3 -/-). A FIG.
1A fornece detecgao de DNasel (D1), DNasell3 (D1L3) e atividade total da DNase pelos
ensaios zimograficos DPZ e SRED. A FIG. 1B fornece imagens e a FIG. 1C fornece a
quantificacdo de coloracdes de DNA de NETs geradas in vitro apds incubagdo com soros
dos gendtipos indicados (N = 6). Barra de escala: 50 um. A FIG. 1C mostra a analise DPZ e
SRED de soros de camundongos D1/D1L3 -/- expressando estavelmente um plasmideo com
DNasel (D1), DNasell3 (D1L3) ou um plasmideo de controle (Ctrl). A FIG. 1E mostra
imagens e a FIG. 1F mostra a quantificacdo da coloragdo de DNA de NETs geradas in vitro
apods incubacao com tampao ou soro de camundongos D1/D1L3 -/- expressando D1, D1L3
ou Ctrl (N = 5). Barra de escala: 50 pum. As imagens sdo representativas de dois ou mais
experimentos independentes. Estatisticas: (FIG. 1C e FIG. 1F) ANOVA unidirecional,
seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni apds o teste; § P <0,001 vs. todos
0S outros grupos.

[026] As FIG. 2A-FIG. 2I ilustram que a DNasel ou a DNasell3 ¢ necessaria para
tolerar neutrofilia cronica. A neutrofilia cronica foi induzida por injecdo de um plasmideo
de expressao de G-CSF (CSF3). Os controles receberam um plasmideo vazio (Ctrl). A FIG.
2A mostra a contagem de neutrofilos no sangue de camundongos WT e controles apds 2
semanas (N = 3-6). A FIG. 2B mostra estruturas do tipo NET (seta) em coloracdes de DNA
de esfregacos de sangue de camundongos WT ap6s 1 semana (N = 3). Barra de escala: 20
um. A FIG. 2C mostra a sobrevivéncia de camundongos WT (N = 7), DNasel -/- (D1 -/-, N
=6), DNasell3 -/- (D1L3 -/-, N = 6), DNasel/DNasell3 -/- (D1/D1L3 -/-, N = 6) e controles
(Ctrl, N = 4). A FIG. 2D mostra a sobrevivéncia de camundongos DI1/DIL3 -/- co-
expressando CSF3 com DNasel (CSF3/D1, N = 5), DNasell3 (CSF3/D1L3, N = 6) ¢
controles (CSF3/Ctrl, N =4). As FIGS. 2E-2I caracterizam a mortalidade durante neutrofilia
cronica (N =4). A FIG. 2E mostra mudanc¢a na temperatura corporal periférica. A FIG. 2F
fornece fotografias de plasma e urina. A FIG. 2G fornece a concentra¢do de hemoglobina no
sangue. A FIG. 2H fornece imagens de esfregacos de sangue. As setas apontam para
esquistocitos. Barra de escala: 20 um. A FIG. 21 mostra a concentragdo de LDH no plasma.
UT: camundongos ndo tratados (N = 5-6). As imagens sdo representativas de trés ou mais

camundongos. Estatisticas: (FIGS. 2A, 2H, 2I) ANOVA unidirecional e (FIG. 2E)
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bidirecional, seguida pelo pos-teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, (FIG. 2B) teste
t de Student (FIGS. 2C, 2D) teste de classificagdo; # P <0,01, § P <0,001 vs. todos os outros
grupos ou linha de base (BL).

[027] A FIG. 3A-FIG. 3G ilustra que a DNasel e a DNasell3 impedem a oclusdo
vascular por coagulos de NET durante a neutrofilia cronica. A analise histologica de
camundongos DNasel/DNasell3 -/- (DI/D1L3 -/-) coexpressando CSF3 com DNasel
(CSF3/D1,N=4), DNasel13 (CSF3/D1L3, N =4) ou um plasmideo de controle ( CSF3/Ctrl,
N =4). AFIG. 3A fornece coloracdes de hematoxilina e eosina (H&E) dos pulmdes. Barras
de escala: 500 um (visdo geral), 25 um (detalhe). A FIG. 3B mostra a quantificagdo de vasos
sanguineos nos pulmodes ocluidos por codgulos positivos para hematoxilina por campo de
visao (FOV). Camundongos WT nao tratados (UTWT, N = 4), camundongos D1/D1L3 -/-
nao tratados (UT; N =4). A FIG. 3C mostra imunocoloragdo de vasos sanguineos ocluidos
para a mieloperoxidase marcadora de neutréfilos (MPO) e cromatina. As FIGS. 3D e 3E
mostram imunocoloracdo para fator de von Willebrand (vWF), fibrina e DNA. Foram
detectados trés tipos de coagulos de NET (o, vWF +/fibrina-; B, vVWF +/fibrina +; y, vWF-
/fibrina-). A FIG. 3F fornece quantificagdo de vWF e fibrina em coagulos de NET. Dados
mostrados como média = SD, n = 108. A FIG. 3G mostra a sobrevivéncia de camundongos
D1/D1L3 -/- expressando CSF3 tratados com IgG (N = 4), IgG anti-plaquetaria (N = 5) e
dabigatrano (N = 5). Barras de escala: 50 um. As imagens sao representativas de trés ou mais
camundongos. (FIGS. 3C, 3D, 3E) linha pontilhada indica a parede do vaso. Estatistica:
(FIG. 3B) ANOVA unidirecional seguida pelo pos-teste de comparagdes multiplas de
Bonferroni; § P <0,001 vs. todos os outros grupos, (FIG. 3G) Teste de log-rank; P> 0,05 IgG
anti-plaquetaria ou Dabigatran vs. IgG.

[028]  As FIG. 4A-FIG. 41 ilustram que a DNasel e a DNasell3 protegem contra lesao
do hospedeiro na septicemia. Camundongos WT (N = 5) e camundongos com uma
deficiéncia combinada em DNasel e DNasell3 (D1/D1L3 -/-) expressando DNasel (D1, N
=7), DNasell3 (D1L3, N = 8) ou um plasmideo de controle (Ctrl, N = 11) foram tratados
com lipopolissacarideo e E. coli sacrificada pelo calor para induzir septicemia. A FIG. 4A
mostra o tempo de sobrevivéncia de camundongos sépticos. A FIG. 4B mostra a
concentracao de hemoglobina no sangue. A FIG. 4C mostra fotografias de plasma e urina.
A FIG. 4D fornece concentracao de LDH no plasma. A FIG. 4E mostra a quantificagdo de

esquistocitos no sangue por campo de visao (FOV). A FIG. 4F mostra a quantificagdo de
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vasos sanguineos ocluidos nos pulmdes por FOV. A FIG. 4G mostra coloragdes de
hematoxilina e eosina (H&E) dos pulmdes. As pontas de flecha apontam para vasos
sanguineos ocluidos. Barras de escala: 500 um. As FIGS. 4H e 4] mostram coloragio por
H&E de vaso sanguineo parcial e totalmente ocluido. As setas apontam para NETs que
cobrem o espago intercelular. Inser¢des sdo visdes gerais. Barras de escala: 50 pm.
Estatistica: (FIG. 4A) Teste de log-rank; # P <0,01 vs. todos os outros grupos (FIGS. 4B-4F)
ANOVA unidirecional, seguida por pds-testes de comparagdes multiplas de Bonferroni; § P
<0,001, # P <0,01.

[029]  As FIG. 5A-FIG. S5E mostram um modelo de murino de neutrofilia cronica. Os
camundongos WT com quatro semanas de idade foram injetados com um plasmideo de
expressao em CSF3 (CSF3) ou com um plasmideo de controle vazio (Ctrl). A FIG. 5A
mostra os niveis de G-CSF no plasma (N = 3-6). BL: linha de base, antes da injecao; Ctrl:
camundongos que expressam o plasmideo de controle sem CSF3 por 2 semanas (N = 4-5).
A FIG. 5B mostra imunocoloragdo para elastase de neutrofilos de pulmdes, rins e figado.
Barras de escala: 200 um. A FIG. 5C mostra fotografias e pesos dos bagos (N = 5-6). Barra
de escala: 1 cm. A FIG. 5D mostra o peso corporal dos camundongos nos horarios indicados
(N = 3-5). A FIG. 5E mostra contagens de neutré6filos no sangue total e niveis plasmaticos
de ALT, AST, BUN e creatinina 2 semanas apos a inje¢dao. As imagens sao representativas
de trés ou mais camundongos. Estatisticas: (FIGS. 5A, 5C) ANOVA unidirecional e (FIG.
5D) bidirecional, seguida pelo pds-teste de comparagdes multiplas de Bonferroni e (FIG. 5E)
teste t de Student; # P <0,01, § P <0,001 vs. (FIG. 5A) BL ou (FIG. 5C) UT.

[030]  ASFIG. 6A-FIG. 6D mostram que a DNasel e a DNasell3 impedem a formagao
de coagulos de NET e lesdo de 6rgdos no figado e rins durante a neutrofilia cronica. Anélise
de camundongos DNasel/DNasell3 -/- (D1/D1L3 -/-) coexpressando CSF3 um plasmideo
de controle (CSF3/Ctrl, N = 4), com DNasel (CSF3/DI, N = 4) ou com DNasell3 (
CSF3/DI1L3, N =4). Os controles incluem WT nao tratados (UTWT, N = 4) e camundongos
DI1/D1L3 -/- ndo tratados (UT; N =4). A FIG. 6A mostra os niveis plasmaticos de alanina e
aspartato aminotransferases (ALT, AST). A FIG. 6B mostra os niveis plasmaticos de
nitrogénio da ureia no sangue (BUN) e creatinina. A FIG. 6C fornece quantificacdo de
coagulos intravasculares ricos em hematoxilina em figados por se¢do e em rins por campo
de visdo (FOV). A FIG. 6D fornece coloracdes H&E de figado e rins. Barras de escala: 500

um (visdes gerais), S0 um (detalhes). As imagens sdo representativas de trés ou mais
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camundongos. Estatistica: (FIGS. 6A, 6B, 6C) ANOVA unidirecional seguida pelo pos-teste
de comparagdes multiplas de Bonferroni; # P <0,01, § P <0,001 vs. todos os outros grupos.
[031] ASFIG. 7A-FIG. 7C mostram que coagulos positivos para hematoxilina sdo
compostos de NETs. Analise de pulmdes de camundongos DNasel/DNasell3 -/- (D1/D1L3
-/-) com neutrofilia cronica (D1/D1L3 -/- + CSF3/Ctrl) mostrada nas FIGS. 3A-3G. A FIG.
7A fornece coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E), para DNA, e para cromatina de
segoes pulmonares consecutivas. Barras de escala: 200 pum. A FIG. 7B fornece
imunocoloragdo de vaso sanguineo ocluido para cromatina, CRAMP (peptideo
antimicrobiano relacionado a catelina) e DNA. Barras de escala: 50 um. A FIG. 7C fornece
imunocoloracdo de vaso sanguineo ocluido para cromatina, histona citrulinada 3 (citH3) e
DNA. Barras de escala: 50 um. As imagens sdo representativas de trés ou mais
camundongos.

[032] ASFIG. 8A ¢ FIG. 8B mostram que NETs humanas formam coéagulos in vitro. A
FIG. 8A fornece uma fotografia do codgulo NET (seta) gerado por neutr6filos humanos
ativados por PMA in vitro. Neutréfilos ndo tratados (UT) ou neutroéfilos ativados na presenga
de DNasel humana recombinante (PMA + D1) serviram como controle. Barras de escala: 5
mm. A FIG. 8B fornece coloracdes de hematoxilina e eosina (H&E) e imunocoloracdo para
cromatina e a mieloperoxidase marcadora de neutrofilos (MPO) de coagulos NET gerados
in vitro. Barras de escala: 200 pm. As imagens sdo representativas de trés ou mais
experimentos independentes.

[033] ASFIG. 9A e FIG. 9B mostram que a degradacao de NET se correlaciona com a
atividade da doengca em STEC-HUS. A FIG. 9A mostra imagens ¢ a FIG. 9B mostra a
quantificagdo da coloracdo de DNA de NETs geradas in vitro apds incubag¢do com tampao,
plasma de doadores saudaveis normais (N = 7) ou plasma coletado no estado de doenga
aguda (Aguda) e em remissao (Rem.) de 11 pacientes com STEC-HUS. Barra de escala: 50
um. Estatisticas: ANOVA unidirecional, seguida pelo pds-teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni apos o teste; § P <0,001 vs. todos os outros grupos.

[034] A FIG. 10 fornece uma tabela de descri¢des de tecido humano de varios pacientes
examinados, como nimero de pacientes, causa de morte, conforme indicado no relatério de
autopsia (ARDS, sindrome do desconforto respiratorio agudo). Sexo e idade do paciente.
Tipo de tecido analisado. Os tecidos foram analisados em um procedimento de trés etapas:

primeiro, identificacdo de codgulos/agregados ricos em hematoxilina nas coloragdes de
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hematoxilina e eosina; segundo, identificacio de NETs em codgulos ricos em hematoxilina
por imunocoloragcdo para cromatina e mieloperoxidase (MPO); terceiro, identificacdo da
localizag@o dos codgulos NET na arquitetura pulmonar.

[035] ASFIG. 11A-FIG. 11D mostram que NETs humanas formam codgulos in situ.
Tecido pulmonar coletado na autopsia de dois pacientes com sepse (Paciente n° 6 e n° 7 na
FIG. 10). A FIG. 11A mostra a coloracdo por H&E de dois codgulos intravasculares ricos
em hematoxilina no tecido pulmonar do paciente n® 6. A FIG. 11B mostra a imunocoloracao
da secdo consecutiva para cromatina e mieloperoxidase (MPO) do vaso sanguineo esquerdo
mostrado no painel A. A FIG. 11C mostra o vaso sanguineo de colora¢cao de H&E no tecido
pulmonar do paciente n® 7 mostra coagulos intravasculares ricos em hematoxilina. A FIG.
11D mostra imunocoloracao de secao consecutiva para cromatina e MPO. As setas apontam
para coagulos de NETs. Barra de escala: 50 pm.

[036] A FIG. 12 mostra que os coagulos NET ocluem vasos sanguineos em
camundongos sépticos. Imunocolora¢do de vaso sanguineo completamente ocluido em
camundongos sépticos DNasel/DNasell3 -/- para DNA, cromatina e mieloperoxidase
(MPO). As coloracdes de DNA e cromatina das NETs (setas) parecem mais escuras do que
as nucleares (asteriscos) e cobrem o espaco intercelular. Barras de escala: 10 um.

[037] A FIG. 13A-FIG. 13F mostra que DNasel e DNasell3 degradam NETs por
mecanismos distintos. A FIG. 13A fornece coloragdes de DNA de NETs fixadas por PFA
geradas in vitro apds incubacdo com soros de camundongos WT, DNasel -/- (D1 -/-),
DNasell3 -/- (D1L3 -/-), DNasel/DNasel13 -/- (D1/D1L3-/-). Os dados sdo representativos
de >3 experimentos independentes. Barra de escala: 50 uym. A FIG. 13B mostra a
concentracao de fragmentos de DNA sem células liberados de NETs fixados por PFA apo6s
incubagdo com soros de camundongos WT, D1-/-, D1L3-/- e D1/D1L3-/- A FIG. 13C mostra
coloragdes de DNA de NETs nao fixas geradas in vitro apds incubacao com veiculo, DNasel
de murino recombinante (rmD1) ou DNase113 de murino recombinante (rmD1L3). A FIG.
13D mostra a concentra¢do de fragmentos de DNA sem células liberados de NETs nao
fixadas geradas in vitro ap6s incubag@o com veiculo, rmD1 ou rmD1L3. A FIG. 13E mostra
coloragdes de DNA de NETs fixadas em PFA geradas in vitro ap6s incubagdo com veiculo,
rmD1 ou rmD1L3. A FIG. 13F mostra a concentragdo de fragmentos de DNA sem células

liberados de NETs nao fixadas por PFA geradas in vitro ap6s incubagao com veiculo, rmD1
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ou rmD1L3. Estatisticas por ANOVA unidirecional, seguida de pds-teste de comparagdes
multiplas de Bonferroni; § P <0,0001.

[038] A FIG. 14A-FIG. 14G fornecem atividade DNasel e DNasell3 na circulagdo de
humanos e camundongos. As FIG. 14A-FIG. 14E mostram a atividade da DNase no plasma
humano e murino quantificado por SRED. A FIG. 14A ilustra a suplementacdo de plasma
de doadores saudaveis normais (NHD) com anticorpos policlonais contra a DNasel humana
(a-hDNasel), mas ndo com IgG, bloqueia a atividade de degradacdo do DNA de maneira
dependente da concentragao (*: p <0,05 vs. IgG) . A FIG. 14B mostra plasma suplementado
com 200 pg/ml de a-hDNasel e heparina, um inibidor da DNasell3, bloqueia a atividade
residual da DNase no plasma suplementado com 200 pg/ml de a-hDNasel (*: p <0,05 vs.
NHD). As FIG. 14C-FIG. 14E fornecem uma compara¢do da atividade da DNase em
dilui¢des em série de plasma de camundongos ¢ NHD. A FIG. 14C ilustra que a atividade
total da DNase de camundongos WT ¢ aproximadamente 10 vezes maior que na NHD. A
FIG. 14D mostra que a atividade da DNasel no plasma de camundongos DNasell3 -/- ¢
aproximadamente 10 vezes maior que o plasma humano suplementado com 500 pg/ml de
heparina. (E atividade da DNasell3 no plasma de camundongos DNasel -/- ¢
aproximadamente 10 vezes maior que o plasma humano suplementado com 200 pg/ml de a-
hDNasel. (F, G) A degradacao de NET in vitro ¢ ilustrada na FIG. 14F e FIG. 14G. A FIG.
14F mostra neutrofilos ativados incubados com plasma apenas de NHD ou suplementados
com 200 pg/ml de a-hDNasel, plasma de pacientes com TMA e plasma de camundongos
WT, DNasel -/- e DKO (barras de escala: 200 um). A FIG. 14G mostra DNA sem células
em sobrenadantes de neutrofilos ativados incubados com plasma de fontes indicadas (§: p
<0,001 vs. NHD). A degradagao de NET in vitro pelo plasma humano depende da DNasel,
pois a DNasel13 no plasma humano ndo ¢ suficiente para degradar as NETs.

[039] A FIG. 15A-FIG. 15C mostram um curso letal de neutrofilia cronica em uma cepa
alternativa de camundongos DNasel/DNasel3 -/-. Uma cepa alternativa de camundongos
DNasel -/- (ver Métodos do Exemplo 1) foi cruzada com camundongos DNasell3 -/- para
gerar camundongos com uma deficiéncia combinada. A FIG. 15A fornece curvas de
sobrevivéncia de neutrofilia em camundongos WT (N = 9), DNasel -/- (D1 -/, N=15) ¢
DNasel/DNasell3 -/- (DI/D1L3 -/-, N = 5). A neutrofilia cronica foi induzida por inje¢@o
de um plasmideo de expressdo de CSF3 (CSF3). A FIG. 15B fornece coloragdes de

hematoxilina e eosina (H&E) das se¢des pulmonares. A seta aponta para coagulos positivos
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para hematoxilina em camundongos D1/D1L3 -/-. Barra de escala: 500 um. A FIG. 15C
fornece sobrevivéncia de camundongos DI1/D1L3 -/- coexpressando CSF3 com um
plasmideo de controle (CSF3/Ctrl, N = 6), com DNasel (CSF3/D1, N =5) ou com DNasel13
(CSF3/D1L3, N = 6 ) Estatistica: Teste de log-rank; § P <0,001.

[040] A FIG. 16A-FIG. 16B mostram a abordagem de triagem para identificar variantes
hiperativas da DNasel e DNaselL3 in vitro. A FIG. 16A mostra uma biblioteca de DNases
incluidas DNaselL3 do tipo selvagem (I, D1L3), DNasel do tipo selvagem (II, D1) e suas
variantes. As variantes D1 e D1L3 foram projetadas transferindo aminoacidos de D1L3 para
D1 (III, D1Y) e D1 para DIL3 (IV, DIL3Y). A atividade da DNase foi testada usando a
degradacdo do DNA de alto peso molecular (HMW), dsDNA e cromatina, como substrato.
Na FIG. 16B, a zimografia mostrou atividade de degradagao do dsDNA como circulos
escuros. A atividade de degradacdo do dsDNA se correlaciona com o didmetro. As amostras
sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo,
D1, 0,0005 ng). D1 degrada o dsDNA aproximadamente 100 vezes mais eficientemente que
o DIL3. A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da cromatina digerida
mostra uma mudang¢a do DNA de alto peso molecular para o DNA de peso molecular inferior
ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradacdo da cromatina. D1L3 degrada a
cromatina aproximadamente 100 vezes mais eficientemente que D1. Na razao de 10: 1 ou 1:
1 (m/m), D1 e D1L3 mostram efeitos sinérgicos na degradagdo da cromatina.

[041] A FIG. 17 mostra um alinhamento da sequéncia de aminoéacidos da DNasel
humana (SEQ ID NO: 1) e da DNaselL3 humana (SEQ ID NO: 2). Sao destacados o
peptideo sinal, aminoacidos conservados, residuos adicionais de arginina e lisina em regides
variaveis de D1L3 e a cauda C-terminal de D1L3. As réguas de sequéncia indicam a posi¢ao
dos aminoacidos.

[042] A FIG. 18 mostra uma lista de residuos de arginina e lisina que estdo presentes
apenas na DNaselL3. O aminoacido correspondente na DNasel e a substituicdo de
aminoacidos na DNasel sdo indicados. Os nimeros entre parénteses sdo a posicao de
aminoacidos na proteina madura sem peptideo sinal. Os residuos de arginina e lisina que
estdo localizados na cauda C-terminal de DIL3 sdo mostrados nas pistas 29-37. Este
aplicativo testou 22 das 37 variantes possiveis do DNasel.

[043] A FIG. 19 mostra a caracterizacdo de variantes da DNasel com substitui¢des

unicas de aminoacidos arginina e lisina listados na FIG. 18. A zimografia mostrou atividade
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de degradacdao do dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradacao do dsDNA se
correlaciona com o diametro. A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da
cromatina digerida mostra uma mudanc¢a do DNA de alto peso molecular para o DNA de
peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradacdo da
cromatina. As substituicdes de aminoacidos que causam um aumento na atividade de
degradacdo da cromatina sdo destacadas em azul. As amostras sem esse efeito sdo mostradas
em azul claro.

[044] A FIG. 20 mostra o alinhamento da sequéncia de aminoacidos da DNasel humana
(SEQ ID NO: 1), DNasel de camundongo (SEQ ID NO: 3), DNasel de rato (SEQ ID NO:
4) e DNaselL3 humana (SEQ ID NO: 2). As réguas de sequéncia indicam a posi¢do dos
aminoacidos. Os peptideos de sinal sdo destacados em cinza. Os residuos de aminoacidos
cationicos (arginina: R, lisina: K) que estdo presentes na DNasel de camundongo/rato € na
DNaselL3 humana, mas ndo na DNasel humana, sdo destacados. Quatro desses residuos
R/K sdo mostrados na DNasel do camundongo (Q31R, Q49K, Q79R, W209R). A DNasel
de rato contém dois residuos R/K adicionais (Q177K, G262K).

[045] A FIG. 21A-FIG. 21B mostra uma comparagao entre DNasel murina e humana.
(FIG. 21A) A zimografia mostra a atividade de degradacdo do dsDNA como circulos
escuros. A atividade de degradagdo do dsDNA se correlaciona com o didmetro. As amostras
sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo,
Ctrl). A DNasel murina (mD1) e a DNasel humana (D1) mostram niveis semelhantes de
atividade de degradacdo do dsDNA. A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA
isolado da cromatina digerida mostra uma mudanga do DNA de alto peso molecular para o
DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradagao
da cromatina. A DNasel murina (mD1) mostra mais atividade de degradacdo da cromatina
que a DNasel humana (D1). (FIG. 21B) A terapia genética com DNasel humana fornece
apenas protecdo parcial da oclusdo vascular letal por NETs. A neutrofilia cronica com
formacao intravascular de NET concomitante foi induzida pela expressao hepatica de Csf3,
que codifica com G-CSF. Os dados mostram a curva de sobrevivéncia de camundongos
Dnasel” Dnasell3”" que expressam Csf3. Os animais foram injetados com Csf3 e um vetor
de controle vazio (Ctrl, N = 6), com uma mistura de Csf3 e DNasel humana (hDnasel, N =
12) e com Csf3 e DNasel murina (mDnasel, N = 5). Os valores de P foram calculados

usando o teste log-rank.

Peticdo 870200048759, de 17/04/2020, pag. 22/152



15/100

[046] A FIG. 22A-FIG. 22B mostra a caracteriza¢ao de variantes de DNasel humana do
tipo roedor in vivo e in vitro. (FIG. 20A) A terapia genética com variantes de DNasel do
tipo roedor fornece protegao total contra oclusao vascular letal por NETs. A neutrofilia
cronica com formagdo intravascular de NET concomitante foi induzida pela expressao
hepatica de Csf3, que codifica para G-CSF. Os dados mostram a curva de sobrevivéncia de
camundongos Dnasel”” Dnasell3”" que expressam Csf3. Os animais foram injetados com
Csf3 e um vetor de controle vazio (Ctrl, N = 6), com uma mistura de Csf3 ¢ DNasel humana
(hDnasel, N =12), como mostrado na FIG. 21. Um terceiro grupo de camundongos Dnasel”
’ Dnasell3”" recebeu uma injecdo de Csf3 e o gene que codifica a variante DNasel de tipo
murino, que contém 4 mutagdes de aminoacidos Q31R/Q49K/Q79R/W209R
(O31R/Q49K/Q79R/W209R, N = 6). Um quarto grupo de camundongos Dnasel”” Dnasell3"
" recebeu uma injegdo de Csf3 e o gene que codifica a variante DNasel do tipo rato, que
contém 6 mutagdes de aminoacidos Q31R, Q49K, Q79R, Q177K, W209R e G262K
(Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K, N = 6). Os valores de P foram calculados
usando o teste log-rank. (FIG. 22B) A zimografia mostrou atividade de degradacdao do
dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradacdo do dsDNA se correlaciona com o
didmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena
mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado
da cromatina digerida mostra uma mudanga do DNA de alto peso molecular para o DNA de
peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradagdo da
cromatina. A variante tipo murino da DNasel humana (Q31R/Q49K/Q79R/W209R) e a
variante tipo rato da DNasel humana (Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K)
mostram dsDNA semelhante, mas mais atividade de degradagao da cromatina que a DNasel
humana selvagem tipo.

[047] A FIG. 23 mostra um alinhamento da sequéncia de aminoacidos da DNasel
humana (D1, SEQ ID NO: 1) e da DNase1L3 humana (D1L3, SEQ ID NO: 2). As réguas de
sequéncia marcam as posi¢des dos aminoacidos. Os aminoécidos de D1 com mutacdes
publicadas sdo destacados. O D1L3 humano contém trés mutagdes associadas ao ganho de
funcao na DNasel humana (Q31R/T227K/A136F) e quatro mutagdes que ndo estao ligadas
ao aumento da atividade.

[048]  As FIG. 24A-24B mostram a caracterizagio de variantes da DNasel (D1Y) com as
mutagdes Q31R, T227K e/ou A136F. (FIG. 24A) Os sobrenadantes da cultura de células
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HEK?293 transfectadas foram analisados. As células HEK transfectadas com DNasel do tipo
selvagem (D1) e DNaselL3 (DI1L3) serviram como controle. A zimografia mostrou
atividade de degradagdo do dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradacdo do
dsDNA se correlaciona com o didmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento
bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose
(AGE) do DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudanca do DNA de alto peso
molecular para o0 DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a
atividade de degradacdo da cromatina. O D1V que apresenta trés mutagdes de aminoacidos
Q31R/T227K/A136F possui atividade degradante de dsDNA semelhante, mas uma
capacidade maior de degradar a cromatina do que D1 e D1V, apresentando Q31R, T227K,
A136F ou Q31R/T227K. (FIG. 24B) A terapia genética com um D1V hiperativo fornece
protecdao parcial total da oclusdo vascular letal por NETs. A neutrofilia cronica com
formagao intravascular de NET concomitante foi induzida pela expressdo hepatica de Csf3,
que codifica com G-CSF. Os dados mostram a curva de sobrevivéncia de camundongos
Dnasel” Dnasell3” que expressam Csf3. Os animais foram injetados com Csf3 e um vetor
de controle vazio (Ctrl, N = 6), com uma mistura de Csf3 e DNasel humana (hDnasel, N =
12), como mostrado na FIG. 21. Além disso, um grupo de camundongos Dnasel”” Dnasell3
/ receberam uma inje¢do de Csf3 e o gene que codifica uma variante DNasel humana, que
contém a mutacao tripla de aminodcidos Q31R/T227K/A136F (Q31R/T227K/A136F, N =
6). Os valores de P foram calculados usando o teste log-rank.

[049] A FIG. 25 mostra uma comparagdo da DNasel do tipo selvagem (D1) e das
variantes da DNasel (D1V) caracterizando as mutagdes Q31R/T227K/A136F. As proteinas
purificadas foram analisadas nas quantidades indicadas. A zimografia mostrou atividade de
degradagdo do dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradacdo do dsDNA se
correlaciona com o didmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como
uma pequena mancha preta (por exemplo, 0 ng). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do
DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudanga do DNA de alto peso molecular
para o DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de
degradacdo da cromatina. A variante DNasel que apresenta as mutagdes
Q31R/T227K/A136F degrada a cromatina aproximadamente 10 a 20 vezes mais

eficientemente do que a DNasel de tipo selvagem.

Peticdo 870200048759, de 17/04/2020, pag. 24/152



17/100

[050] A FIG. 26 mostra uma comparacdo das variantes da DNasel (D1Y) com as
mutagdes de aminoacidos A164K, A136F e A164K/A136F com DNasel do tipo selvagem
(D1) e tipo selvagem (D1L3). Os sobrenadantes da cultura de células HEK transfectadas
foram analisados. A zimografia mostrou atividade de degradacdo do dsDNA como circulos
escuros. A atividade de degradagdo do dsDNA se correlaciona com o didmetro. As amostras
sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo,
Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da cromatina digerida mostra
uma mudanga do DNA de alto peso molecular para o DNA de peso molecular inferior ou
baixo que se correlaciona com a atividade de degradacdo da cromatina. As variantes DNase1
com A136F/A164K degradam a cromatina com mais eficiéncia.

[051] A FIG. 27A-FIG. 27B mostra o desenvolvimento de uma variante DNasel com a
mutagdo A226 T227insK. (FIG. 26A) Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da
DNasel humana (SEQ ID NO: 1) e da DNaselL3 humana (SEQ ID NO: 2). As réguas de
sequéncia marcam as posi¢cdes dos aminodcidos. Os residuos criticos de arginina na
DNaselL3 sdo destacados. Os aminoacidos compartilhados entre a DNasel ¢ a DNaselL3
sdo destacados e servem como ancoras para substituir a sequéncia de aminoacidos ATP da
DNasel por VKKS da DNaselL3. (FIG. 26B) A zimografia mostrou atividade de
degradacao do dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradagao do dsDNA se
correlaciona com o diametro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como
uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). O gel foi carregado com as variantes
DNasel (D1), DNasel do tipo selvagem (D1Y) que apresentam as mutagdes
A226 T227insK, T227K e A226 P228delinsVKKS. A226 T227insK, mas ndo
A226 P228delinsVKKS, estd associado a uma atividade reduzida de degradagao do dsDNA.
[052] A FIG. 28 mostra a estrutura da DNasel humana [4AWN]. A folha beta do N-
terminal e a folha beta do C-terminal sdo destacados € o motivo S272/D273/H274, que ¢é
conservado entre os membros da familia da proteina D1.

[053] A FIG. 29 mostra o conceito de engenharia de blocos de construgdo de proteinas
homologas. A tecnologia transfere aminoacidos varidveis Unicos ou multiplos, que sdo
ladeados por aminodcidos variaveis unicos ou multiplos conservados, entre uma proteina
doadora e receptora.

[054] A FIG. 30 mostra um alinhamento de sequéncia de aminoacidos de DNasel e

DNaselL3 de camundongo (SEQ ID NOS: 3 e 34), rato (SEQ ID NOS: 4 e 35), chimpanzé
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(SEQ ID NOS: 36 e 37) e humano (SEQ ID NOS: 1 e 2). O peptideo sinal N-terminal e os
aminoacidos conservados sdo destacados. Os aminoacidos variaveis nao sdo destacados e
servem como blocos de construgao que podem ser transferidos da DNasel para a DNaselL3
e vice-versa. Abreviagoes: AA, aminoacido.

[055] AsFIG. 31A-FIG. 31B mostram listas de blocos de constru¢cdo na DNasel humana
(D1) e na DNasel1L3 humana (D1L3). A FIG. 31 A mostra aminoacidos que sdo conservados
em D1 e DIL3, que servem como ancoras N e C, respectivamente. Os blocos de construcao
sao aminoacidos varidveis em D1 e DIL3. As mutagdes que transferem os Blocos de
Construgdo de D1L3 para D1 sdo mostradas. A FIG. 31B mostra ancoras N e C em DIL3.
As mutagdes que transferem os Blocos de Constru¢ao de D1 para D1L3 sdo listadas. AA:
aminoécido.

[056] A FIG. 32 mostra uma aplicagdo da engenharia de blocos de construgdo de
proteinas homologas. O aplicativo usa como uma etapa inicial de triagem a transferéncia de
grupos de blocos de constru¢do entre um doador homologo e uma proteina receptora. As
etapas opcionais adicionais sdo a transferéncia de blocos de construcao individuais, seguida
pela transferéncia de aminoacidos individuais. Em uma etapa final (ndo mostrada), varios
aminoacidos, blocos de constru¢do e aglomerados de blocos de constru¢do podem ser
combinados para degenerar uma enzima quimérica.

[057] A FIG. 33 mostra a caracterizagio de variantes da DNasel (D1Y) que apresentam
blocos de construgdo da DNaselL3 (D1L3). A zimografia mostrou atividade de degradacao
do dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradacao do dsDNA se correlaciona
com o didmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como uma
pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA
isolado da cromatina digerida mostra uma mudanca do DNA de alto peso molecular para o
DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradagao
da cromatina. As substituigdes de blocos de construg¢do que causam um aumento na atividade
de degradacdo da cromatina sdo destacadas na sombra escura. As amostras sem esse efeito
sdo mostradas em leve nuance. Uma variante da DNasel que caracteriza a combinacdo dos
blocos de construgdo 11, 12-14, 26, 41-48 e 49 mostra atividade degradante da cromatina
semelhante a DNase1L3 do tipo selvagem.

[058] A FIG. 34A-FIG.34B mostra o desenvolvimento de uma variante DNase1L3 sem

a cauda C-terminal da DNaselL3 do tipo selvagem. A FIG. 34A mostra um alinhamento da
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sequéncia de aminoacidos da DNasel humana (SEQ ID NO: 1) e da DNaselL.3 humana
(SEQ ID NO: 2). As réguas de sequéncia marcam as posicoes dos aminoacidos. A cauda C-
terminal da DNaselL3 ¢ destacada e seu sinal de localizagdo nuclear ¢ encaixotado. Os
aminoacidos compartilhados entre DNasel e DNaselL3 sdo indicados. Os aminoacidos
localizados ap6s o motivo SDH conservado foram trocados pelo grupo de blocos de
construcdo 60-62 entre DNasel e DNaselL3. A FIG. 34B mostra zimografia mostrando
atividade de degradagcdo do dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradacao do
dsDNA se correlaciona com o didmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento
bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose
(AGE) do DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudanca do DNA de alto peso
molecular para o DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a
atividade de degradagao da cromatina. Os géis foram carregados com DNasel (D1), variante
DNasel (D1Y) do tipo selvagem que apresenta o grupo BB 60-62 de D1, variante DNase1L3
(D1L3Y) que apresenta o grupo BB 60-62 de D1 e um D1L3Y com duas mutagdes (K301A,
K303A) foram feitas para desativar o NLS2. O D1L3" com o grupo BB 60-62 de D1 mostrou
atividade degradante da cromatina aumentada em comparagdo com o DIL3 do tipo
selvagem.

[059] A FIG. 35A-FIG. 35B mostra o desenvolvimento de variantes de DNaselL3
glicosiladas (D1L3Y). A FIG. 35A mostra o alinhamento da sequéncia de aminoécidos da
DNasel humana (SEQ ID NO: 1) e da DNaselL3 humana (SEQ ID NO: 2). As réguas de
sequéncia marcam as posi¢des dos aminoacidos. Os motivos de glicosilacdo N40-X-T42 e
N128-X-T130 da DNasel sao destacados. Os sitios fazem parte do bloco de construg¢ao (BB)
4 e do grupo de construciao (BB) 23-25. Os aminoacidos compartilhados relevantes entre
DNasel e DNaselL3 sdo destacados. (FIG. 35B) A zimografia mostrou atividade de
degradacao do dsDNA como circulos escuros. A atividade de degradacdo do dsDNA se
correlaciona com o didmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como
uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do
DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudan¢a do DNA de alto peso molecular
para o DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de
degradacdo da cromatina. Os géis foram carregados com DNaselL3 tipo selvagem (D1L3),
variante DNase1L3 (D1L3") que apresenta BB4 de D1 e variante DNaselL3 (D1L3V) que
apresenta o grupo BB 23-25 de D1. Um Western Blot (WB) com anticorpos contra D1L3
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detectou que D1L3Y apresentava quantidades aumentadas de proteinas maiores. As duas
variantes da DNaselL3 glicosilada (D1L3Y) mantiveram sua capacidade de degradar a
cromatina.

[060] A FIG. 36A-FIG. 36F mostra o efeito terapéutico da DNaselL3 (SEQ ID NO: 2)
e uma sua variante (SEQ ID NO: 17) contra NETs in vivo. A FIG. 36 A mostra uma coloragdo
de H&E de um coragdo de camundongo com um coagulo denso de NETs rico em
hematoxilina dentro de uma camara cardiaca. A FIG. 36B mostra uma linha do tempo
comegando com a inducdo de NETs, levando a oclusao vascular por NETs e morte.
Hematuaria e hipotermia sdo sinais externos para codgulos de NET in vivo. (FIG. 36C)
Esbogo do desenho experimental: Csf3 foi expresso em Dnasel” Dnasell3” para induzir
coagulos vasculares de NETs. Os camundongos que apresentaram hematuria e hipotermia
foram randomizados por injecdo de veiculo (N = 3), dornase alfa (D1, N = 3), DNaselL3
purificada (D1L3, N = 3) ou uma variante DNase1L3 purificada (SEQ ID NO: 17, D1L3V,
N = 3). Ap6s 30 minutos, foram coletados pulmdes e soro. A terapia com D1L3 ou D1L3Y,
mas nao com solugao salina ou D1, reduziu significativamente a oclusdo vascular por NETs
nos pulmodes (FIG. 36D) e aumentou os niveis de DNA no soro (FIG. 36E). A FIG. 36F
mostra oligo-nucleossomos no soro de camundongos que recebem a terapia DIL3. Os
camundongos que recebem D1L3Y mostraram mono- e di-nucleossomos menores. Isolados
de DNA do soro de camundongos que receberam terapia D1 mostraram leves manchas de
DNA de varios tamanhos, enquanto nenhum DNA pdde ser isolado do soro de camundongos
injetados com veiculo.

[061] A FIG. 37A-FIG.37C mostra o efeito terapéutico de uma variante DNaselL3
(SEQ ID NO: 17) em um modelo de rato de lesdao de isquemia-reperfusdo (IR). (FIG: 37A)
Esboco do desenho experimental: Um testiculo de ratos machos do tipo selvagem foi
submetido a tor¢do testicular. O procedimento causa uma lesdo no tecido isquémico. Os
camundongos foram randomizados. Foi realizada uma tor¢ao do testiculo, seguida por uma
inje¢do de veiculo (N = 6), dornase alfa (D1, N = 6) ou uma variante DNaselL3 purificada
(SEQ ID NO: 17, DIL3Y, N = 6) . O testiculo ndo tratado e o isquémico foram coletados
ap6s 7 dias. A FIG. 37B mostra que a terapia com o D1L3", mas niio com solucio salina ou
D1, reduziu significativamente a atrofia no testiculo isquémico. A FIG. 37C quantificou a
lesdo tecidual macroscopica. Todos os testiculos ndo tratados sdo acastanhados e

vascularizados, indicando tecido saudavel (Ctrl, pontuacao: 0). Torcao testicular seguida de
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tecido danificado por reperfusdo, que parecia esbranquicado (IR, Pontuacdo: 4). A terapia
com D1L3"Y, mas ndo com solucdo salina ou D1, reduziu substancialmente a lesdo tecidual
e 4/6 dos testiculos ndo mostraram sinais de lesdo. Barra de escala: 1 cm.
[062]  As FIG. 38A-FIG. 38C mostram os niveis de expressdo de DNasel, DNaselL3 e
variantes dos mesmos. (FIG. 38A) Conjuntos estaveis de células CHO produzindo DNasel
do tipo selvagem (D1), uma variante do mesmo (D1Y, SEQ ID NO: 7), D1L3 do tipo
selvagem e uma variante do mesmo (D1L3Y, SEQ ID NO: 17) foram cultivadas em
biorreatores. As amostras foram coletadas periodicamente e analisadas por Western Blot. A
expressdo de D1 e D1V foi detectada, mas apenas baixos niveis de D1L3 e DI1L3". (FIG.
38B) A expressio robusta de D1L3 e D1L3V foi alcangada em Pichia pastoris. (FIG. 38C)
A zimografia mostrou atividade de degradacdo do dsDNA como circulos escuros. A
atividade de degradacdo do dsDNA se correlaciona com o didmetro. As amostras sem
atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo,
DIL3, 0,0005 ng). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da cromatina
digerida mostra uma mudanca do DNA de alto peso molecular para o DNA de peso
molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradagao da cromatina.
D1L3Y degrada a cromatina aproximadamente 10 vezes mais eficientemente que D1L3.
[063] A FIG. 39 ilustra certas variantes da DNase de acordo com esta divulgagdo. Sao
listadas as mutagdes de aminoacidos na DNasel e DNaselL3 com peptideo sinal, bem como
as proteinas maduras sem peptideo sinal. As mutagdes que foram geradas usando a
Engenharia de blocos de constru¢ao sao marcadas com “+” e os Blocos de construgdo sao
indicados entre colchetes.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[064] A presente invencdo fornece proteinas DNase projetadas, membros da familia de
proteina DNasel (incluindo DNasel tipo 3 e DNasel) que sdo tuteis no tratamento de
condigoes caracterizadas por acimulo e/ou liberagdo de armadilha extracelular de neutréfilos
(NET). Em alguns aspectos, a invencao fornece composi¢des € métodos para prevenir ou
tratar a oclusao vascular envolvendo NETs. Conforme demonstrado neste documento, as
NETs participam de um mecanismo ndo candnico de oclusdo vascular, que ndo depende de
fibrina ou plaquetas.
[065] Como usado aqui, o termo "armadilha extracelular de neutréfilos" ou "NET" refere-

se a qualquer armadilha extracelular ("ET") compreendendo DNA extracelular formado por
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células como, mas nao limitado a, neutréfilos, mondcitos, macrofagos, basofilos, eosinofilos,
mastocitos células, células cancerigenas, células lesionadas (por exemplo, células endoteliais
lesionadas) e semelhantes. A menos que o contexto indique o contrario, os termos NET e ET
sao usados aqui de forma intercambiavel.

[066] Existem duas enzimas extracelulares de DNase encontradas na circulagdo de
humanos e camundongos, DNasel (D1) e DNasel tipo 3 (D1L3). Essas enzimas podem ser
deficientes em sua capacidade e mecanismo de degradar NETs in vitro e in vivo e sdo
encontradas em concentragdes relativamente baixas em humanos e camundongos. As
enzimas naturais ndo possuem propriedades fisicas, enzimaticas e/ou farmacodinamicas
ideais para terapia recombinante e, particularmente, para terapia sistémica.

[067] D1 e DIL3 pertencem, junto com DNasel tipo 1 (D1L1) e DNasel tipo 2 (D1L2), a
familia de proteinas DNasel. D1 e DI1L3 sdo expressos em uma variedade de espécies,
incluindo humanos, primatas e roedores. Em humanos e camundongos, D1 e D1L3 mostram
uma similaridade proteica de 49-52%. No entanto, apesar de sua homologia, D1 e DIL3
diferem na origem celular, na sensibilidade aos inibidores e na afinidade do substrato. D1
preferivelmente cliva DNA livre de proteinas (por exemplo, DNA bacteriano, DNA de
plasmideo), enquanto D1L3 tem como alvo a cromatina, o complexo de DNA e histonas,
que ¢ comumente encontrado no nucleo das células eucaridticas. A atividade D1 ¢ inibida
por ligacdo a actina monomérica e sensivel a concentragdes fisiologicas de sal. Além disso,
D1 ¢ glicosilado em N40 (corresponde a N18 na enzima madura sem peptideo sinal) e N128
(N106), que torna a enzima resistente a inativacdo por proteases séricas. Ao contrario, o
D1L3 carece de sitios de glicosilacdo e de ligagdo a actina, o que causa sua suscetibilidade
a varias proteases e resisténcia a actina, respectivamente.

[068] Em alguns aspectos, a invengdo fornece variantes D1L3 projetadas para ter
propriedades fisicas, farmacodinamicas e/ou enzimaticas mais adequadas para a terapia, por
exemplo, para reduzir ou impedir o acimulo de NET em um individuo. Em varias
modalidades, a invencdo fornece uma variante de proteina DI1L3 recombinante
compreendendo: uma ou mais glicosilagdes, uma ou mais alteragdes de aminoécidos
resultando em maior afinidade do substrato, inativacdo de um sinal de localizagdo nuclear,
exclusdo de toda ou parte de uma cauda C-terminal, pegilacao e fusdo a uma proteina ou
porcdo transportadora. Em vérias modalidades, a variante D1L3 aumentou a estabilidade da

proteina, aumentou a resisténcia a protease, aumentou a biodisponibilidade, aumentou a
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meia-vida em circula¢do e/ou substancialmente o mesmo ou melhor DNA e/ou cromatina
e/ou atividade de degradacdo da NET, maior producao niveis com sistemas de expressao in
vitro (por exemplo, células de ovario de hamster chinés e/ou Pichia pastoris) em comparagao
com a proteina D1L3 de tipo selvagem da SEQ ID NO: 2.

[069] Em varias modalidades, a variante D113 compreende uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 80% de identidade de sequéncia com a enzima definida pela sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 2, com uma ou mais modificacdes de aminoacidos em relagao
a SEQ ID NO: 2 como aqui descrito. Em algumas modalidades, a variante D1L3 compreende
uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% ou pelo menos 95% ou pelo menos
97% ou pelo menos 98% de identidade de sequéncia com a enzima DNase definida pela SEQ
ID NO: 2.

[070] Tal como aqui utilizado, quando se refere a identidade de sequéncia com enzimas
DNase do tipo selvagem e, salvo indicagdo em contrario, sequéncias referem-se a enzimas
maduras sem o peptideo sinal. Além disso, salvo indicacdo em contrario, as posi¢des dos
aminoacidos sdo numeradas em relagdo a sequéncia completa da DNase traduzida, incluindo
o peptideo sinal, para maior clareza. Desta forma, por exemplo, a referéncia a identidade de
sequéncia com a enzima da SEQ ID NO: 2 refere-se a uma porcentagem de identidade com
a enzima madura que tem M21 no N-terminal. Do mesmo modo, a referéncia a identidade
de sequéncia com a enzima da SEQ ID NO: 1 (D1 humano) refere-se a uma identidade
percentual com a enzima madura tendo L23 no N-terminal.

[071] A semelhanga das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, isto ¢, a porcentagem
de identidade de sequéncia, pode ser determinada através de alinhamentos de sequéncia,
como conhecido na técnica. Tais alinhamentos podem ser realizados com vérios algoritmos
conhecidos na técnica, como com o algoritmo matematico de Karlin e Altschul (Karlin &
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), com hmmalign (pacote
HMMER, http://hmmer.wustl.edu/) ou com o algoritmo CLUSTAL (Thompson, J.D.,
Higgins, D.G. & Gibson, TJ (1994) Nucleic Acids Res.22 4673-80). Algoritmos exemplares
sdo incorporados nos programas BLASTN e BLASTP de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol.
215: 403-410. Ao utilizar programas BLAST, sdo utilizados os pardmetros padrao dos
respectivos programas.

[072] Em algumas modalidades, a variante da proteina D1L3 recombinante compreende

uma ou mais sequéncias de consenso de glicosilacao, por exemplo, NX (T/S). A enzima de
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tipo selvagem humana (SEQ ID NO: 2) ndo contém uma sequéncia de glicosilagdo de
consenso. No entanto, o projeto de uma sequéncia de consenso de glicosilacdo em DI1L3
pode fornecer glicosilagdo (e resisténcia a protease) sem impacto substancial na atividade da
enzima. Em algumas modalidades, a sequéncia de consenso de glicosilagdo inclui uma
substitui¢do D38N e uma substituicdo N40T ou N40S e/ou uma substituicdo A127N e uma
substituicao V129T ou V129S da sequéncia do tipo selvagem (por exemplo, SEQ ID NO:
2). Em algumas modalidades, a enzima D1L3 recombinante possui um, dois, trés ou quatro
sitios de glicosilagdo. A sequéncia de consenso pode ser introduzida na proteina em um sitio
que ndo afeta sua atividade enzimatica e, em algumas modalidades, esta localizada perto de
partes da enzima importantes para manter a estrutura da enzima (por exemplo, nos
aminoacidos 25 a 289 e, em algumas modalidades, dentro dos aminoacidos 24 a 150).

[073] Em algumas modalidades, a inven¢do fornece uma enzima DNase compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos que ¢ pelo menos 80% idéntica a sequéncia de aminoacidos
da enzima definida pela SEQ ID NO: 2, em que a enzima tem uma substitui¢do de asparagina
na posi¢ao correspondente para a posi¢ao 38 e/ou posicao 127 da SEQ ID NO: 2, e o N38
e/ou N127 ¢ glicosilado. Em algumas modalidades, a substitui¢ao na posicao 38 e/ou 127 ¢
feita através de uma substituicdo de bloco de constru¢do da SEQ ID NO: 1, como aqui
descrito.

[074] Em varias modalidades, as variantes de D1L3 com uma ou mais glicosila¢des exibem
maior resisténcia a degradagdo da protease sérica e/ou uma meia-vida sérica aumentada em
comparacao com a proteina D1L3 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 2).

[075] Em algumas modalidades, a variante de proteina D1L3 compreende uma inativagao
de um sinal de localizacdo nuclear (NLS). O DIL3 apresenta dois sitios de localizagao
nuclear (NLS1, NLS2), que direcionam a enzima para o ntcleo durante a apoptose. De fato,
o DIL3 ¢ necessario para a fragmentacdo do DNA nuclear em células apoptoticas e
necroéticas in vivo. NLSI1 esta localizado proximo ao N-terminal (cerca das posigdes de
aminoacidos 80 a 96 em relacdo a SEQ ID NO: 2). NLS2 (posi¢des de aminodcidos 291 a
304 em relacdo a SEQ ID NO: 2) ¢ incorporado dentro de uma cauda C-terminal (posi¢des
de aminoacidos 283 a 305 em relagdo a SEQ ID NO: 2) que ¢ exclusiva para DIL3 e ndo
estd presente em DI1. Pensa-se que a cauda do C-terminal seja necessaria para o D1L3
degradar diferentes substratos do DNA extracelular, a saber o DNA encapsulado em lipideos

e a cromatina nos corpos apoptéticos. Os lipideos encapsulam o DNA durante as
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transfecgcdes. Em resumo, cDNA, DNA livre de proteinas e lipideos catidnicos formam um
complexo que penetra através da membrana plasmatica das células-alvo. D1L3 interfere nas
transfecgoes e a cauda do C-terminal € critica para esta funcdo. Os substratos fisiologicos de
DI1L3 sdo corpos apoptoticos, vesiculas lipidicas extracelulares cheias de cromatina de
células apoptoticas. A cauda do C-terminal permite que o DIL3 penetre através das
membranas lipidicas dos corpos apoptoticos e degrade a carga da cromatina. Pensa-se
também que a cauda do C-terminal seja necessaria para a degradacdo da cromatina
extracelular sem lipideos por D1L3. Assim, a cauda do C-terminal, uma caracteristica
molecular tnica de D1L3, parece ser responsavel pelas afinidades de substrato distintas de
D1 e DIL3.

[076] A inativacdo de um ou mais NLSs melhora a disponibilidade e/ou atividade da
enzima na circulacao. Em algumas modalidades, a inativagao do NLS ¢ por exclusao de todo
ou parte de NLS1 e/ou NLS2. Em algumas modalidades, o NLS ¢ inativado por substitui¢ao
e/ou exclusdao de aminodcidos no NLS1 e/ou NLS2. Em algumas modalidades, o NLS2 ¢
excluido, total ou parcialmente. Em algumas modalidades, a variante de proteina D1L3
compreende uma exclusdo de toda ou parte da cauda do C-terminal e/ou substitui¢do de um
ou mais aminoacidos na cauda do C-terminal.

[077] Em certas modalidades, a variante D1L3 contém uma ou mais, por exemplo, 1, 2, 3,
4, 5 ou mais substituicdes, adi¢des (por exemplo, inser¢des) ou delegdes de aminoacidos no
dominio NLS1. O dominio NLS2 ou uma por¢do dele pode ser excluido. Em certas
modalidades, a variante de proteina D1L3 contém uma ou mais, por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5
ou mais substitui¢cdes, adi¢coes ou dele¢des de aminoadcidos no dominio da cauda do C-
terminal. O dominio da cauda do C-terminal ou uma por¢do do mesmo pode ser excluido.
Em vérias modalidades, a variante de proteina D1L3 contém uma ou mais, por exemplo, 1,
2, 3, 4, 5 ou mais substitui¢des, adicdes ou delegdes de aminoacidos no dominio NLS2 que
estd localizado no dominio da cauda do C-terminal. O dominio NLS2 ou uma porg¢ado dele
pode ser excluido na variante de proteina D1L3.

[078] Em varios aspectos, a invencao fornece uma tecnologia de projeto de proteinas que
se baseia na transferéncia de um unico aminoacido ou de aminoacidos adjacentes multiplos,
denominados "blocos de construgao", entre dois membros de uma familia de proteinas, como
membros da familia de proteinas DNasel para gerar variantes enzimaticamente ativas dos

membros da familia da proteina DNasel (incluindo a variante de D1 e D1L3). Um "bloco de
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constru¢do" ¢ definido pelos aminodcidos que sdo variaveis entre dois ou mais membros da
familia da proteina DNasel. Esses aminoécidos variaveis sao ladeados por aminoacidos que
sao conservados entre dois ou mais membros da familia da proteina DNasel ("ancoras"). A
variavel de aminoacido nico ou varios aminoacidos contiguos ("blocos de constru¢ao") sdo
trocados entre membros da familia de proteinas DNasel, implantando-os entre um unico
aminoacido conservado ou varios aminoécidos contiguos ("ancoras").

[079] Essaabordagem ¢ referida aqui como "projeto de proteinas de blocos de construgao".
Onde trés ou mais aminoacidos sdo transferidos, at¢ 1/3 dos aminoacidos pode ser
posteriormente substituido. Por exemplo, onde trés ou seis aminoacidos sdo transferidos
como um bloco de constru¢do, um ou até dois residuos podem ser substituidos
adicionalmente, respectivamente. Em algumas modalidades, quatro ou mais aminoacidos sao
transferidos como uma substitui¢ado de bloco de construg¢ao e até 25% dos aminoacidos
transferidos sdo substituidos adicionalmente, por exemplo, com modificagdes conservadoras
ou ndo conservadoras de aminoacidos. Por exemplo, onde quatro, oito ou doze aminoacidos
sdo transferidos, um, dois ou trés aminoacidos (respectivamente) podem ser substituidos
adicionalmente na substitui¢cao do bloco de construgao.

[080] Em varios aspectos (incluindo em conexdo com as modalidades descritas
anteriormente), a variante D1L3 compreende pelo menos uma substituicdo de bloco de
construgdo de D1. A FIG. 31 ilustra 62 substituicdes de blocos de constru¢ao entre D1 e
DI1L3.

[081] As substituicdes exemplares de blocos de constru¢ao de D1 incluem uma ou mais
dos seguintes:

[082] substitui¢do de 1-20 (MSRELAPLLLLLLSIHSALA) da SEQ ID NO: 2 por 1-22
(MRGMKLLGALLALAALLQGAVS) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 21-25 (MRICS)
da SEQ ID NO: 2 por 23-27 (LKIAA) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 28-30 (VRS) da
SEQ ID NO: 2 por 30-32 (IQT) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 33-34 (ES) da SEQ ID
NO: 2 por 35-36 (ET) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 36-45 (QEDKNAMDVI) da SEQ
ID NO: 2 por 38-47 (MSNATLVSYI) da SEQ ID NO: 1; substitui¢dao de 47-51 (KVIK) da
SEQ ID NO: 2 por 49-53 (QILS) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 52 (C) da SEQ ID NO:
2 por 54 (Y) da SEQ ID NO: 1; substituicdo de 54-58 (IILVM) da SEQ ID NO: 2 por 56-60
(IALVQ) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 60-61 (IK) da SEQ ID NO: 2 por 62-63 (VR)
da SEQ ID NO: 1; substituicdo de 63-70 (SNNRICPI) da SEQ ID NO: 2 por 65-72
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(SHLTAVGK) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 72-74 (MEK) da SEQ ID NO: 2 por 74-
76 (LDN) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 77-84 (RNSRRGIT) da SEQ ID NO: 2 por 79-
84 (QDAPDT) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 86 (N) da SEQ ID NO: 2 por 86 (H) da
SEQ ID NO: 1; substituicao de 88-89 (VI) da SEQ ID NO: 2 por 88-89 (VV) da SEQ ID
NO: 1; substitui¢ao de 91-92 (SR) da SEQ ID NO: 2 por 91-92 (EP) da SEQ ID NO: 1;
substitui¢ao de 96-97 (NT) da SEQ ID NO: 2 por 96-97 (NS) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao
de 101 (Q) da SEQ ID NO: 2 por 101 (R) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 103 (A) da SEQ
ID NO: 2 por 103 (L) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 105 (L) da SEQ ID NO: 2 por 105
(V) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 107-110 (KEKL) da SEQ ID NO: 2 por 107-110
(RPDQ) da SEQ ID NO: 1; substituicdo de 113-116 (VKRS) da SEQ ID NO: 2 por 113-116
(AVDS) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 118 (H) da SEQ ID NO: 2 por 118 (Y) da SEQ
ID NO: 1; substituicdo de 120 (H) da SEQ ID NO: 2 por 120 (D) da SEQ ID NO: 1;
substitui¢dao de 122-127 (YQDGDA) da SEQ ID NO: 2 por 122-128 (GCEPCGN) da SEQ
ID NO: 1; substituicdo de 129 (V) da SEQ ID NO: 2 por 130 (T) da SEQ ID NO: I;
substitui¢ao de 131 (S) da SEQ ID NO: 2 por 132 (N) da SEQ ID NO: 1; substitui¢do de
135-136 (FV) da SEQ ID NO: 2 por 136-137 (AIV) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 138
(W) da SEQ ID NO: 2 por 139 (R) da SEQ ID NO: 1; substituicdo de 140-143 (QSPH) da
SEQ ID NO: 2 por 141-144 (FSRF) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 145-148 (AVKD) da
SEQ ID NO: 2 por 146-149 (EVRE) da SEQ ID NO: 1; substitui¢cdo de 150 (V) da SEQ ID
NO: 2 por 151 (A) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 152 (I) da SEQ ID NO: 2 por 153 (V)
da SEQ ID NO: 1; substituicao de 156-157 (TT) da SEQ ID NO: 2 por 157-158 (AA) da
SEQ ID NO: 1; substituicao de 159-161 (ETS) da SEQ ID NO: 2 por 160-162 (GDA) da
SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 163 (K) da SEQ ID NO: 2 por 164 (A) da SEQ ID NO: 1;
substituicdo de 167 (E) da SEQ ID NO: 2 por 168 (A) da SEQ ID NO: 1; substituicdo de
169-170 (VE) da SEQ ID NO: 2 por 170-171 (YD) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 173
(T)da SEQ ID NO: 2 por 174 (L) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 176-178 (KHR) da SEQ
ID NO: 2 por 177-179 (QEK) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 180-181 (KA) da SEQ ID
NO: 2 por 181-182 (GL) da SEQ ID NO: 1; substituicdo de 183-186 (NFIF) da SEQ ID NO:
2 por 184-187 (DVML) da SEQ ID NO: 1; substitui¢do de 198-201 (PKKA) da SEQ ID NO:
2 por 199-202 (RPSQ) da SEQ ID NO: 1; substitui¢dao de 203-204 (KN) da SEQ ID NO: 2
por 204-205 (SS) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 208 (R) da SEQ ID NO: 2 por 209 (W)
da SEQ ID NO: 1; substituicao de 210 (D) da SEQ ID NO: 2 por 211 (S) da SEQ ID NO: 1;
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substitui¢do de 212 (R) da SEQ ID NO: 2 por 213 (T) da SEQ ID NO: 1; substituicdo de 214
(V) da SEQ ID NO: 2 por 215 (Q) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 218 (G) da SEQ ID
NO: 2 por 219 (P) da SEQ ID NO: 1; substitui¢do de 220-221 (QE) da SEQ ID NO: 2 por
221-222 (SA) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 225-228 (VKKS) da SEQ ID NO: 2 por
226-228 (ATP) da SEQ ID NO: 1; substitui¢do de 230 (N) da SEQ ID NO: 2 por 230 (H) da
SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 238-240 (LRG) da SEQ ID NO: 2 por 238-240 (VAG) da
SEQ ID NO: 1; substitui¢do de 241-246 (QEIVSS) da SEQ ID NO: 2 por 241-246
(MLLRGA) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 250 (K) da SEQ ID NO: 2 por 250 (D) da
SEQ ID NO: 1; substituicdo de 252-254 (NSV) da SEQ ID NO: 2 por 252-254 (ALP) da
SEQ ID NO: 1; substituicao de 256 (D) da SEQ ID NO: 2 por 256 (N) da SEQ ID NO: 1;
substitui¢do de 259-260 (KA) da SEQ ID NO: 2 por 259-260 (AA) da SEQ ID NO: 1;
substitui¢do de 262 (K) da SEQ ID NO: 2 por 262 (G) da SEQ ID NO: 1; substitui¢do de
264-267 (TEEE) da SEQ ID NO: 2 por 264-267 (SDQL) da SEQ ID NO: 1; substitui¢do de
269-271 (LDV) da SEQ ID NO: 2 por 269-271 (QAI) da SEQ ID NO: 1; substituicao de 275
(F) da SEQ ID NO: 2 por 275 (Y) da SEQ ID NO: 1; substitui¢ao de 279-280 (FK) da SEQ
ID NO: 2 por 279-280 (VM) da SEQ ID NO: 1; e substituigdo de 282-305
(QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS) da SEQ ID NO: 2 por 282 (K) da SEQ ID NO: 1.

[083] Estas substituigdes de bloco de construgao de D1 resultam em variantes de D1L3 que

apresentam uma ou mais das seguintes mutacdes:
M1 A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS, M21_S25delinsLKIAA,
V28 S30delinsIQT, E33 S34delinsET, Q36 145delinsMSNATLVSY],
K47 K50delinsQILS, C52Y, 154 M58delinsIALVQ, 160 K61delinsVR,

S63 170delinsSSHLTAVGK, M72 K74delinsLDN, R77 T84delinsQDAPDT, N86H,
V88 189delinsVV, S91 R92delinsEP, N96 T97delinsNS, QI101R, AI03L, LI105V,
K107 _L110delinsRPDQ, V113 _S116delinsAVDS, HI118Y, H120D,
Y122 A127delinsGCEPCGN,  VI129T, S131IN, 135F 136VdelinsAl, @ WI138R,
Q140 _H143delinsFSRF, A145 D148delinsAVKD, VI150A, 1152A, T156_T157delinsAA,
E159 S161delinsGDA, KI163A, 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,
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K259 A260delinsAA, K262G, T264 E267delinsSDQL, L269 V271delinsQAI, F275Y,
F279 K280delinsVM, Q282 S305delinsK.

[084] O termo "delins" refere-se a uma exclusdo entre e incluindo dois aminodcidos
indicados, com uma inser¢ao de um aminoacido ou sequéncia de aminoacidos no sitio da
exclusdo. Por exemplo, a notagdo E91 P92delinsSR significa que os aminoacidos de E91 a
P92 sdo excluidos e os aminoacidos SR sdo inseridos no sitio da exclusdo (por exemplo, a
sequéncia de aminodacidos resultante tera S91 e R92).

[085] O termo "ins" refere-se a uma inser¢cao de aminoacidos entre dois aminodcidos
indicados. Por exemplo, a notacdo E91 P92insSR significa que os aminoacidos SR sdo
inseridos entre E91 e P92, resultando na sequéncia E91, S92, R93 e P94.

[086] Varias mutagdes em uma enzima sao separadas por "/", por exemplo, T227K/A136F
ou

R199 Q202delinsPKKA/S204 S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22
1 _A222delinsQE.

[087] Em algumas modalidades, a variante D1L3 compreende uma ou mais substituicdes
de blocos de constru¢do adjacentes. Por exemplo, a variante D1L3 pode compreender em
relacdo a SEQ ID NO: 2 a mutacdo F275Y/F279 K280delinsVM/Q282 S305delinsK (SEQ
ID NO: 17). Em algumas modalidades, a variante D1L3 pode compreender em relagao a
SEQ ID NO: 2 a mutagdo Q36 145delinsMSNATLVSYT (SEQ ID NO: 19). Em algumas
modalidades, a variante D1L3 pode compreender em relacdo a SEQ ID NO: 2 a mutagdo
Y122 A127delinaGCEPCGN/V129T/S131N (SEQ ID NO: 20).

[088] Em uma modalidade exemplar, a variante D1L3 compreende 2 ou 3 substitui¢cdes
selecionadas das mutagdes em relacdo a SEQ ID NO:2: Q36 145delinsMSNATLVSY],
Y122 A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N,

F275Y/F279 K280delinsVM/Q282 S305delinsK

[089] Assim, em algumas modalidades, a invengdo fornece uma enzima DNase
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 80% idéntica a sequéncia
de aminoécidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 2 e compreende pelo menos uma
substitui¢ao de bloco de construg¢do da sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. As
substituigdes de blocos de construcao entre SEQ ID NOS: 1 e 2 sao ilustradas e numeradas
na FIG. 31. Por exemplo, em algumas modalidades, a enzima compreende a mutagdo

F275Y/F279 K280delinsVM/Q282 S305delinsK e que opcionalmente compreende a
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sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 17. Em algumas modalidades, a enzima
compreende as mutagdes Q36 [45delinsMSNATLVSYI, Y122 A127delinsGCEPCGN,
V129T ou S131N e, opcionalmente, possui a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19
ou SEQ ID NO: 20.

[090] Exemplos de variantes de D1L3 incluem as que compreendem a sequéncia de
aminoacidos das SEQ ID Nos: 17 a 20. A invenc¢do, em algumas modalidades, inclui
derivados com 1 a 10 (por exemplo, 1 a 5) insercdes, delecdes ou substituicdes de
aminoacidos em relagdo a qualquer uma das SEQ ID NOS: 17 a 20. Em algumas
modalidades, a variante D1L3 compreende uma ou mais substitui¢des de aminoacidos em
bloco adicionais de uma DNase homologa (por exemplo, de D1). Tais substitui¢cdes de bloco
podem substituir pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4 ou pelo menos 5 aminoacidos.
Em algumas modalidades, as substitui¢cdes de bloco substituem de 2 a 20 aminoacidos, como
de 3 a 15 aminoécidos ou de 3 a 10 aminoécidos, com bloco de constru¢do comparéavel da
DNase homologa.

[091] As variantes projetadas da proteina DI1L3 podem compreender uma ou mais
substitui¢oes, adi¢des (inser¢des), delecdes ou truncamentos de aminoacidos adicionais na
sequéncia de aminoacidos do DIL3 humano (SEQ ID NO: 2). As substituicoes de
aminoacidos podem incluir substituigdes conservadoras e/ou nao conservadoras.

[092] Por exemplo, as "substituigdes conservativas" podem ser feitas, por exemplo, com
base na semelhanca ma polaridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade, hidrofilicidade e/ou
na natureza anfipatica dos residuos de aminoacidos envolvidos. Os 20 aminoacidos de
ocorréncia natural podem ser agrupados nos seguintes seis grupos de aminoacidos padrao:
(1) hidrofébico: Met, Ala, Val, Leu, Ile; (2) hidrofilico neutro: Cys, Ser, Thr; Asn, Gln; (3)
acido: Asp, Glu; (4) basico: His, Lys, Arg; (5) residuos que influenciam na orientagdo da
cadeia: Gly, Pro; e (6) aromatico: Trp, Tyr, Phe. “Substitui¢cdes conservativas” sdo definidas
como trocas de um aminodcido por outro aminoacido listado dentro do mesmo grupo dos
seis grupos de aminoécido padrdo mostrados anteriormente. Por exemplo, a troca de Asp por
Glu mantém uma carga negativa no polipeptideo assim modificado. Além disso, a glicina e
a prolina podem ser substituidas entre si com base na sua capacidade de interromper as
hélices a. Tal como aqui utilizadas, "substituicdes ndo conservativas" sdo definidas como
trocas de um aminoacido por outro aminodcido listado em um grupo diferente dos seis

grupos de aminoacidos padrao (1) a (6) mostrados anteriormente.
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[093] Em algumas modalidades, a variante de proteina D1L3 compreende uma fusao N-
terminal ou C-terminalom uma fracdo de meia-vida prolongada, como albumina,
transferrina, uma proteina Fc ou elastina. Ver US 9.458.218, que ¢ aqui incorporado por
referéncia na sua totalidade. Em algumas modalidades, o D1L3 ¢ dimerizado por uma regido
de dobradica de imunoglobulina. Por exemplo, as enzimas projetadas aqui descritas também
podem incluir um dominio de fusdo Fc (por exemplo, dominios de dobradica e CH2 e
dominios CH3 de uma imunoglobulina). Em outros casos, a proteina D1L3 projetada ¢
fundida a albumina, por exemplo, albumina humana ou um fragmento da mesma. Ver WO
2015/066550; US 9.221.896, que sdo aqui incorporadas por referéncia na sua totalidade. A
albumina pode ser unida no N-terminal ou no C-terminal da proteina D1 projetada e pode
opcionalmente compreender um ligante de aminoacido. Em algumas modalidades, D1L3 e
D1 sdo juntos dimerizados por uma regido de dobradi¢a Fc, criando uma molécula dimérica
com propriedades funcionais sinérgicas para NETs de degradacdo.

[094] Em algumas modalidades, a variante da proteina D1L3 recombinante compreende
uma ou mais porg¢des de polietileno glicol (PEG), que podem ser conjugadas em uma ou
mais posi¢des ou no C-terminal. Em algumas modalidades, o aminoéacido nativo nessa
posi¢cdo ¢ substituido por um aminoacido possuindo uma cadeia lateral adequada para
reticulagdo com por¢des hidrofilicas para facilitar a ligagao da porg¢ao hidrofilica ao peptideo.
Em outras modalidades, um aminoacido modificado para compreender um grupo hidrofilico
¢ adicionado ao peptideo no C-terminal. A(s) cadeia(s) de PEG pode(m) ter um peso
molecular na faixa de cerca de 500 a cerca de 40.000 Daltons. Em algumas modalidades,
a(s) cadeia(s) de PEG tem um peso molecular na faixa de cerca de 500 a cerca de 5.000
Daltons. Em algumas modalidades, a(s) cadeia(s) de PEG tem um peso molecular de cerca
de 10.000 a cerca de 20.000 Daltons.

[095] Em varias modalidades, a variante da proteina DI1L3 aumentou a estabilidade da
proteina, a disponibilidade sérica aumentada e substancialmente a mesma ou melhor
atividade de degradacdo da NET (conforme determinado in vitro ou in vivo) em comparagao
com a proteina DIL3 do tipo selvagem. Em vérias modalidades, a variante D1L3
compreende uma ou mais das seguintes propriedades em relagdo ao tipo selvagem D1L3:
maior atividade de degradacdo do DNA livre de proteinas (DNA nu), a mesma ou
substancialmente a mesma (por exemplo, pelo menos 50%) degradacdo cromossdmica do

DNA atividade, resisténcia a protease, meia-vida aumentada e niveis mais altos de produgao
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com sistemas de expressao in vitro (por exemplo, células de ovario de hamster chinés e/ou
Pichia pastoris).

[096] A fragmentacdo do DNA pode ser medida usando métodos conhecidos pelos
versados na técnica, como eletroforese em gel e ensaios de atividade da DNase. Os métodos
para quantificar NETs, a degrada¢do de NET e a atividade de fragmentacao de DNA sdo
descritos em, por exemplo, Hakkim et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 2010, 107 (21): 9813-
9818; Napirei et al. Biochem J, 2005, 389: 355-364. Fuchs et al., J. Cell Biol, 2007, 176 (2):
231-241, Sisirak et al. Cell, 2016, 166: 88-101, e Jiménez-Alcazar et al. J Thromb Haemost,
2015, 13, 732-742.

[097] Em alguns aspectos, a invencao fornece variantes do DNasel (D1) projetadas para
ter propriedades fisicas, farmacodinamicas e/ou enzimaticas mais adequadas para a terapia,
por exemplo, para reduzir ou impedir o acumulo de NET em um individuo. Em algumas
modalidades, a variante ¢ mais passivel de expressdo recombinante, proporcionando desse
modo vantagens consideraveis de fabricacdo. Em vérias modalidades, a variante D1
projetada compreende uma sequéncia de aminoacidos que ¢ pelo menos 80% idéntica a
enzima madura definida pela sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, com uma ou mais
substitui¢oes, adi¢oes ou delecdes de aminoacidos resultando em um ou mais de um sitio de
ligacdo ao DNA mutado, adi¢ao de um sitio de ligagdo a cromatina, um sitio de ligagdo a
actina mutado, mutacdo de um sitio de glicosilagdo, adi¢do de um sinal de localizagdo
nuclear (por exemplo, tendo semelhanga ou identidade com NLS1 ou NLS2 de D1L3) e/ou
um dominio C-terminal semelhante ou idéntico a cauda C-terminal de D1L3. A variante D1
compreende uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80% de identidade com a
sequéncia de aminoacidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 1, com uma ou mais
modifica¢des de aminoacidos em relagdo a SEQ ID NO: 1, como aqui descrito. Em algumas
modalidades, a variante D1L3 compreende uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos
90% ou pelo menos 95% ou pelo menos 97% ou pelo menos 98% de identidade com a
enzima de SEQ ID NO: 1.

[098] Em varias modalidades, a variante D1 compreende uma ou mais substituicdes,
adigdes, delecdes ou truncamentos de aminodcidos na sequéncia de aminoacidos de D1
humano (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, as substituicdes de aminoacidos e

podem incluir substituicdes conservadoras e/ou ndo conservadoras, conforme descrito. Por
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exemplo, a variante D1 pode ter de 1 a 20 (oude 1 a 10 ou de 1 a 5) substitui¢des, delecdes
ou inser¢des de aminoacidos em relagdo a enzima de SEQ ID NO: 1.

[099] Em algumas modalidades, a variante D1 compreende uma ou mais substituicdes de
aminoacidos em bloco adicionais de uma DNase homologa (por exemplo, de D1L3). Tais
substitui¢des de bloco podem substituir cada um de 1 a 24 aminoacidos, como de 3 a 15
aminoacidos, ou de 3 a 10 aminoacidos, da DNase homologa. Em algumas modalidades, a
variante D1 compreende de 2 a 5 substitui¢des de bloco da DNase homologa (por exemplo,
D1L3). Em algumas modalidades, 2 ou 3 substituicdes contiguas de blocos de construcao
sdo transferidas.

[100] Em véarias modalidades, a variante D1 ¢ projetada para compreender uma ou mais
das seguintes caracteristicas em relagdo a enzima do tipo selvagem: substancialmente a
mesma ou maior atividade de degradacdo do DNA livre de proteina (DNA nu) (por exemplo,
pelo menos 50% ou melhor ), maior atividade de degradacdo do DNA cromossomico,
resisténcia semelhante ou melhorada a protease, resisténcia a actina, meia-vida sérica
aumentada, penetracdo aprimorada do sangue na urina ou bile ou uma combinagdo dessas
propriedades.

[101] Em algumas modalidades, a enzima D1 projetada compreende uma sequéncia de
aminoacidos compreendendo pelo menos 50% (ou pelo menos 70%, 80%, 90%) de
identidade de sequéncia com o dominio C-terminal da proteina D1L3 de tipo selvagem (por
exemplo, aminoécidos 283 a 305 da SEQ ID NO: 2).

[102] Em algumas modalidades, a enzima D1 compreende uma sequéncia de aminoacidos
com pelo menos 50% ou pelo menos 75% de identidade de sequéncia com o NLS1 do D1L3
do tipo selvagem (aminoécidos 35 a 51 da SEQ ID NO: 2), um sinal de localizacao nuclear
2 (NLS2) possuindo uma identidade de sequéncia substancial ao NLS2 da proteina D1L3 de
tipo selvagem (aminoécidos 296 a 304 da SEQ ID NO: 2).

[103] Em varios aspectos, a variante D1 recombinante compreende uma ou mais
substituicoes de bloco de construcdo selecionadas de: substituicio de 1-22
(MRGMKLLGALLALAALLQGAVS) da SEQ ID NO:1 por 1-20 (MSRELAPLLL
LLLSIHSALA) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 23-27 (LKIAA) da SEQ ID NO:1 por 21-
25 (MRICS) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 30-32 (IQT) da SEQ ID NO:1 por 28-30
(VRS) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 35-36 (ET) da SEQ ID NO:1 por 33-34 (ES) da
SEQ ID NO:2; substituicado de 38-47 (MSNATLVSYI) da SEQ ID NO:1 por 36-45
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(QEDKNAMDVI) da SEQ ID NO:2; substituicao de 49-52 (QILS) da SEQ ID NO:1 por 47-
50 (KVIK) da SEQ ID NO:2; substituicao de 54 (Y) da SEQ ID NO:1 por 52 (C) da SEQ
ID NO:2; substituicdo de 56-60 (IALVQ) da SEQ ID NO:1 por 54-58 (IILVM) da SEQ ID
NO:2;substituicao de 62-63 (VR) da SEQ ID NO:1 por 60-61 (IK) da SEQ ID NO:2;
substitui¢ao de 65-72 (SHLTAVGK) da SEQ ID NO:1 por 63-70 (SNNRICPI) da SEQ ID
NO:2; substitui¢do de 74-76 (LDN) da SEQ ID NO:1 por 72-74 (MEK) da SEQ ID NO:2;
substituicao de 79-84 (QDAPDT) da SEQ ID NO:1 por 77-84 (RNSRRGIT) da SEQ ID
NO:2; substituicao de 86 (H) da SEQ ID NO:1 por 86 (N) da SEQ ID NO:2; substituicao de
88-89 (VV) da SEQ ID NO:1 por 88-89 (VI) da SEQ ID NO:2; substituicdo de 91-92 (EP)
da SEQ ID NO:1 por 91-92 (SR) da SEQ ID NO:2; substituicao de 96-97 (NS) da SEQ ID
NO:1 por 96-97 (NT) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 101 (R) da SEQ ID NO:1 por 101
(Q) da SEQ ID NO:2; substituicao de 103 (L) da SEQ ID NO:1 por 103 (A) da SEQ ID
NO:2; substituicao de 105 (V) da SEQ ID NO:1 por 105 (L) da SEQ ID NO:2; substituicdo
de 107-110 (RPDQ) da SEQ ID NO:1 por 107-110 (KEKL) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao
de 113-116 (AVDS) da SEQ ID NO:1 por 113-116 (VKRS) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao
de 118 (Y) da SEQ ID NO:1 por 118 (H) da SEQ ID NO:2, substitui¢ao de 120 (D) da SEQ
ID NO:1 por 120 (H) da SEQ ID NO:2; substituicao de 122-128 (GCEPCGN) da SEQ ID
NO:1 por 122-127 (YQDGDA) da SEQ ID NO:2, substituicao de 130 (TF) da SEQ ID NO:1
por 129 (V) da SEQ ID NO:2; substituicao de 132 (N) da SEQ ID NO:1 por 131 (S) da SEQ
ID NO:2; substitui¢ao de 136-137 (AI) da SEQ ID NO:1 por 135-136 (FV) da SEQ ID NO:2;
substitui¢dao de 139 (R) da SEQ ID NO:1 por 138 (W) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 141-
144 (FSRF) da SEQ ID NO:1 por 140-143 (QSPH) da SEQ ID NO:2; substituicao de 146-
149 (EVRE) da SEQ ID NO:1 por 145-148 (AVKD) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 151
(A) da SEQ ID NO:1 por 150 (V) da SEQ ID NO:2; substitui¢do de 153 (V) da SEQ ID
NO:1 por 152 (I) da SEQ ID NO:2; substituicao de 157-158 (AA) da SEQ ID NO:1 por 156-
157 (TT) da SEQ ID NO:2; substituicao de 160-162 (GDA) da SEQ ID NO:1 por 159-161
(ETS) da SEQ ID NO:2; substituicdo de 164 (A) da SEQ ID NO:1 por 163 (K) da SEQ ID
NO:2; substituicao de 168 (A) da SEQ ID NO:1 por 167 (E) da SEQ ID NO:2; substitui¢do
de 170-171 (YD) da SEQ ID NO:1 por 169-171 (VE) da SEQ ID NO:2; substituicao de 174
(L) da SEQ ID NO:1 por 173 (T) da SEQ ID NO:2; substituicao de 177-179 (QEK) da SEQ
ID NO:1 por 176-178 (KHR) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 181-182 (GL) da SEQ ID
NO:1 por 180-181 (KA) da SEQ ID NO:2; substituicao de 184-187 (DVML) da SEQ ID
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NO:1 por 183-187 (NFIF) da SEQ ID NO:2; substituicao de 199-202 (RPSQ) da SEQ ID
NO:1 por 198-201 (PKKA) da SEQ ID NO:2; substituicao de 204-205 (SS) da SEQ ID NO:1
por 203-204 (KN) da SEQ ID NO:2; substituicdo de 209 (W) da SEQ ID NO:1 por 208 (R)
da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 211 (S) da SEQ ID NO:1 por 210 (D) da SEQ ID NO:2;
substitui¢ao de 213 (T) da SEQ ID NO:1 por 212 (R) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 215
(Q)da SEQID NO:1 por 214 (V) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 219 (P) da SEQ ID NO:1
por 218 (G) da SEQ ID NO:2; substituicao de 221-222 (SA) da SEQ ID NO:1 por 220-221
(QE) da SEQ ID NO:2; substituicao de 226-228 (ATP) da SEQ ID NO:1 por 225-228
(VKKS) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 230 (H) da SEQ ID NO:1 por 230(N) da SEQ ID
NO:2; substituicao de 238-239 (VA) da SEQ ID NO:1 por 238-239 (LR) da SEQ ID NO:2;
substituicdo de 241-246 (MLLRGA) da SEQ ID NO:1 por 241-246 (QEIVSS) da SEQ ID
NO:2; substituicdo de 250-251 (D) da SEQ ID NO:1 por 250-251 (K) da SEQ ID NO:2;
substituicao de 252-254 (ALP) da SEQ ID NO:1 por 252-254 (NSV) da SEQ ID NO:2;
substitui¢do de 256 (N) da SEQ ID NO:1 por 256 (D) da SEQ ID NO:2; substituicao de 259-
260 (AA) da SEQ ID NO:1 por 259-260 (KA) da SEQ ID NO:2; substitui¢ao de 262 (G) da
SEQ ID NO:1 por 262 (K) da SEQ ID NO:2; substituicao de 264-267 (SDQ) da SEQ ID
NO:1 por 264-267 (TEEE) da SEQ ID NO:2; substitui¢do de 269-271 (QAI) da SEQ
ID NO:1 por 269-271 (LDV) da SEQ ID NO:2; substituicao de 275 (Y) da SEQ ID NO:1
por 275 (F) da SEQ ID NO:2; substituicao de 279-280 (VM) da SEQ ID NO:1 por 279-280
(FK) da SEQ ID NO:2; e substituicdo de 282 (K) da SEQ ID NO:1 por 282-305
(QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS) da SEQ ID NO:2.

[104] Estes blocos de construgao de D1L3 resultam em variantes de D1, que apresentam

uma ou mais das seguintes mutacdes: 1M S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA,

L23 A27delinsMRICS, I30_T32delinsVRS, E35 T36delinsES,
M38 147delinsQEDKNAMDVI, Q49 S52delinsKVIK, Y54C, 156 Q60delinsIILVM,
V62 R63delinslK, S65 K72delinsSNNRICPI, L74 N76delinsMEK,
Q79 _T84delinsRNSRRGIT, H86N, V88 V89delinsVI, E91 P92delinsSR,

N96 S97delinsNT, R101Q, L103A, VI0SL, R107_Q110delinsKEKL,
A113 S116delinsVKRS, Y118H, D120H, G122 N128delinsYQDGDA, T130S, N132S,
A136_I137delinsFV, R139W, F141 F144delinsQSPH, E146 E149delinsAVKD, A151V,
V153], A157 A158delinsTT, G160_A162delinsETS, Al164K, A168E,
Y170 D171delinsVE, L174T, Q177 _K179delinsKHR, G181 L182delinsKA,
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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 1.267delinsTEEE, Q269 1271delinsLDV,
Y275F, V279 M280delinsFK, K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.

[105] Em algumas modalidades, uma variante D1 recombinante compreende as seguintes
modificagdes em relacdo a SEQ ID NO: 1: Y275F, V279 M280delinsFK e
K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID NO: 16). Tais variantes
compreendem uma cauda C-terminal e exibem maior afinidade por complexos DNA-
lipideos.

[106] Em algumas modalidades, uma variante D1 recombinante compreende as seguintes
modifica¢des de aminoacidos em relagao a SEQ ID NO: 1: Q79 _T84delinsRNSRRGIT (por
exemplo, SEQ ID NO: 10); H86N e/ou V88 V89delinsVI e/ou E91 P92delinsSR (por
exemplo, SEQ ID NO: 11, que inclui todos os trés); A136_1137delinsFV (por exemplo, SEQ
ID NO: 12); R199 Q202delinsPKKA e/ou S204 S205delinsKN e/ou W209R e/ou S211D
e/ou T213R e/ou Q215V e/ou P219G e/ou S221 A222delinsQE (por exemplo, SEQ ID NO:
13, que inclui todos os oito) ; e A226 P228delinsVKKS (por exemplo, SEQ ID NO: 14).
[107] Em algumas modalidades, onde a variante D1 compreende a substituigdo H86N, a
variante compreende pelo menos uma modificagdo de adigdo, como uma substitui¢do de
bloco de constru¢do ou outra mutacdo pontual aqui descrita (como a adicdo de um
aminodcido catidnico ou substitui¢do que resulta em resisténcia a actina).

[108] Em algumas modalidades, a variante D1 compreende pelo menos duas substituigdes
contiguas adjacentes de blocos de constru¢do que resultam em mutag¢des em relagdo a SEQ
ID NO: 1 de: H86N/V88 V89delinsVI (por exemplo, SEQ ID NO: 11);
R199 Q202delinsPKKA/S204 S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22

1 _A222delinsQE (por exemplo, SEQ ID NO: 13);
Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID
NO: 16).

[109] Em algumas modalidades, a invencao fornece uma enzima DNase compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos que ¢ pelo menos 80% idéntica a sequéncia de aminoacidos
da enzima definida pela SEQ ID NO: 1, e compreendendo pelo menos uma substituicao de

blocos de constru¢cdo da sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2, em que a enzima
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DNase tem atividade de degradacao da cromatina aumentada em compara¢ao com a enzima
DNase da SEQ ID NO: 1. Em algumas modalidades, a enzima compreende pelo menos duas
substitui¢des de blocos de constru¢do adjacentes da SEQ ID NO: 2. As substitui¢des de
blocos de construgdo entre D1 (SEQ ID NO: 1) e DIL3 (SEQ ID NO: 2) sao ilustradas na
FIG. 31.

[110] Em algumas modalidades, a enzima compreende a seguinte modificagdo em relacao
a SEQ ID NO: 1: Q79 T84delinsRNSRRGIT e, opcionalmente, compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

[111] Em algumas modalidades, a enzima compreende a seguinte modificagdo em relacao
a SEQ ID NO: 1: H86N/V88 V89delinsVI/E91 P92delinsSR e, opcionalmente,
compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 11.

[112] Em algumas modalidades, a enzima compreende as seguintes modificagdes em
relacdo a SEQ ID NO: 1: A136_1137delinsFV e, opcionalmente, compreende a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 12.

[113] Em algumas modalidades, a enzima compreende duas ou mais das seguintes
modificagdes em relagio a SEQ ID NO: 1: R199 Q202delinsPKKA e/ou
S204 S205delinsKN, e/ou W209R e/ou S211D e/ou T213R e/ou Q215V, e/ou P219G e/ou
S221 A222delinsQE, e opcionalmente compreende a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO: 13 (que compreende todas as oito).

[114] Em algumas modalidades, a enzima compreende as seguintes modificacdes em
relagdo a SEQ ID NO: 1: A226 P228delinsVKKS e, opcionalmente, compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14.

[115] Em algumas modalidades, a enzima compreende duas ou mais das seguintes
modifica¢des em relacdo a SEQ ID NO: 1: Q79 T84delinsRNSRRGIT e/ou H86N e/ou
V88 V89delinsVI  e/ou  E91 P92delinsSR  e/ou  A136 1137delinsFV  e/ou
R199 Q202delinsPKKA e/ou S204 S205delinsKN e/ou W209R e/ou S211D e/ou T213R
e/ou Q215V e/ou P219G e/ou S221 A222delinsQE e/ou A226 P228delinsVKKS e,
opcionalmente, compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ NO: 15.

[116] Em algumas modalidades, a enzima compreende duas ou mais as seguintes
modificagdes em relagdo a SEQ ID NO: 1: Y275F e/ou V279 M280delinsFK e/ou
K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS, e opcionalmente compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.
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[117] Exemplos de variantes de DI incluem as que compreendem a sequéncia de
aminoacidos de 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 e SEQ ID NO: 16. A inveng¢do, em algumas modalidades, inclui
derivados com 1 a 10 (por exemplo, 1 a 5) insergdes, delecdes ou substitui¢des de
aminoacidos em relagdo a qualquer uma das SEQ ID NOS: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 ou 16. Em algumas modalidades, a variante D1 compreende uma ou mais substituigdes
de aminoacidos em bloco adicionais de uma DNase homoéloga (por exemplo, de D1L3).
Essas substituigdes de bloco podem substituir de 2 a 20 aminoacidos, como de 3 a 15
aminoacidos ou de 3 a 10 aminodcidos da variante DI, por aminoécidos de bloco de
constru¢do da DNase homologa (por exemplo, D1L3, SEQ ID NO : 2). As substitui¢des de
blocos de construgdo entre D1 e D1L3 sdo ilustradas na FIG. 31. Em algumas modalidades,
a enzima DNase compreende uma sequéncia de aminoéacidos que ¢ pelo menos 95% ou pelo
menos 97% idéntica a SEQ ID NO: 15.

[118] Em algumas modalidades, a enzima exibe uma ou mais propriedades selecionadas
de: afinidade semelhante ou superior ao DNA livre de proteinas em comparagdo com a
enzima da SEQ ID NO: 1, uma atividade de degradacdo da cromatina mais alta em
comparacao com a enzima da SEQ ID NO: 1, uma atividade enzimatica que € resistente a
inibicdo pela actina em comparag@o com a enzima da SEQ ID NO: 1 e uma combinagao das
mesmas.

[119] Em algumas modalidades, a variante D1 compreende uma fusdo N-terminal ou C-
terminalom uma fragdo de meia-vida prolongada, como albumina, transferrina, um Fc ou
uma proteina tipo elastina, como descrito para D1L3. Em algumas modalidades, a enzima
D1 ¢ dimerizada por uma regido de dobradi¢a de imunoglobulina.

[120] Em varias modalidades, a variante D1 exibe uma ou mais propriedades selecionadas
de: a mesma ou maior atividade de degradacdo do DNA livre de proteina (DNA nu), maior
atividade de degradacdo do DNA cromossomico (cromatina), semelhante ou resisténcia
melhorada a protease, resisténcia a actina, penetracdo semelhante ou melhorada do sangue
na urina e/ou bile e niveis mais altos de produg¢@o em sistemas de expressao in vitro (por
exemplo, células de ovario de hamster chinés e/ou Pichia pastoris), e uma combinagao dos

mesmos.
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[121] Em varias modalidades, a enzima DNase compreende uma sequéncia de aminoacidos
que ¢ pelo menos 80% idéntica a sequéncia de aminodcidos da enzima da SEQ ID NO: 1 e
compreende a substituicdo, insercdo ou adicdo de um ou mais residuos de arginina e/ou
lisina, em que a enzima DNase tem atividade de degradacdo da cromatina aumentada em
comparagdo com a enzima da SEQ ID NO: 1. Em algumas modalidades, os um ou mais
residuos de arginina e/ou lisina sdo substituigdes de aminoacidos selecionadas de
substituigdes nas posicoes correspondentes as posicoes 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 ¢ 280 da SEQ
ID NO: 1. Modificagdes exemplares nessas posi¢des incluem Q31R, A41K, Q49R, S52K,
T68R, N76K, Q79R, D80 A8linsR, A8IR, P92R, D109K, V114K, DI115R, A164K,
Q177K, GI8IK, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, A226 T227insK, T227K,
A239R, D250K, A259K, G262K e K280M. Em varias modalidades, a enzima compreende
a substituicdo e/ou inser¢do de pelo menos dois ou pelo menos trés ou pelo menos quatro ou
pelo menos cinco ou pelo menos seis residuos de arginina e/ou lisina. Em algumas
modalidades, a enzima DNase compreende uma arginina ou lisina em uma ou mais posigoes
correspondentes as posicoes 31, 49, 76, 79, 92, 109, 164, 177, 200, 201, 204, 209, 213 ¢ 262
da SEQ ID NO: 1, que sao opcionalmente selecionados de Q31R, Q49R, N76K, Q79R,
P92R, D109K, A164K, Q177K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, W209R, ¢ G262K.
Essas posigoes/substituicdes podem fornecer independentemente uma atividade melhor,
incluindo a atividade para degradar a cromatina.

[122] Em véarias modalidades, se a enzima compreender uma substituicdo de Q31R ou
T227K, a enzima compreendera pelo menos duas modifica¢des de aminoacidos selecionadas
de Q31R, A41K, Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80 AS81linsR, A81R, P92R, D109K,
V114K, DI115R, Al164K, Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R,
A226 T227insK, T227K, A239R, D250K, A259K, G262K e K280M. Em algumas
modalidades, as substituigdes de aminoacidos incluem Q31R e T227K em relagdo a SEQ ID
NO: 1.

[123] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem uma arginina ou lisina nas posicdes
correspondentes as posi¢des 31, 49, 79 e 209 da SEQ ID NO: 1 e pode opcionalmente
compreender as seguintes substituicdes de aminoacidos: Q31R, Q49K, Q79R ¢ W209R .
Essas posi¢gdes abrigam uma arginina ou lisina no D1 de murino, mas ndo o D1 humano do

tipo selvagem, e podem transferir a atividade de degradagao da cromatina para o D1 humano.
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[124] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem uma arginina ou lisina nas posigdes
correspondentes as posi¢des 31, 49, 79, 177, 209 e 262 da SEQ ID NO: 1 e pode
opcionalmente compreender as substituicdes de aminoacidos Q31R, Q49K, Q79R, A136F,
Q177K, W209R, G262K. Quatro dessas posi¢cdes abrigam uma arginina ou lisinano D1 de
rato, mas ndo o D1 humano tipo selvagem, e juntos podem transferir a atividade de
degradacdo da cromatina para o D1 humano.

[125] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem um residuo de lisina ou arginina nas
posig¢des correspondentes as posi¢des 31 e 227 da SEQ ID NO: 1.

[126] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem uma lisina ou arginina na posi¢ao
correspondente a posi¢ao 164 da SEQ ID NO: 1, que é opcionalmente lisina (A164K).
[127] Em varias modalidades, a proteina D1 projetada contém uma ou mais modificagdes
de aminoacidos (por exemplo, substitui¢des, adi¢des e delegdes) no sitio de ligacao a actina
(por exemplo, substitui¢do de A136, como A136F), impedindo ou evitando a ligacdo a
actina. Como tal, a proteina D1 projetada pode ser resistente a actina ou substancialmente
resistente a actina. Ver Ulmer et al., PNAS USA4, vol. 93, pp 8225-8229 (1996). Assim, em
varias modalidades, a enzima DNase compreende uma substitui¢do de aminoacidos na
posi¢ao 136 em relacao a SEQ ID NO: 1, e que ¢ opcionalmente A136F. As mutagdes em
D1 que proporcionam resisténcia a actina, como mutagdes na posi¢ao 136 (por exemplo,
A136F, ou substituicdo de outro aminoacido volumoso, hidrofébico, ciclico ou aromatico
nesta posi¢do), podem ser combinadas com qualquer outra mutacao aqui descrita, incluindo
a adicao de residuos catidnicos ou substitui¢oes de blocos de construcao.

[128] Em algumas modalidades, a variante D1 ¢ resistente a inibicao de actina e capaz de
degradar a cromatina. Por exemplo, a variante D1 pode compreender as seguintes
substituigdes de aminoacidos: Q31R, T227K e A136F em relagdo a SEQ ID NO: 1. Em
algumas modalidades, a enzima DNase compreende as seguintes substituicdoes de
aminodcidos: A164K e A136F.

[129] Em algumas modalidades, a enzima DNase compreende uma sequéncia de consenso
de glicosilagdo que compreende uma substituigdo N40S e/ou uma substitui¢do N128S em
relacdo a SEQ ID NO: 1. Por exemplo, em algumas modalidades a enzima compreende as
substitui¢des de aminoacidos: Q31R, N40S, A136F, N128S e T227K em relagdao a SEQ ID
NO: 1.
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[130] Em varias modalidades, a variante D1 contém uma ou mais modificagdes de
aminodcidos (por exemplo, substituicdes, adigdes, insercoes e delecdes) nos sitios de
glicosilacdo, aumentando assim a afinidade para o DNA encapsulado em lipideos. Como tal,
a proteina D1 projetada pode degradar o DNA encapsulado em lipideos em reacdes de
transfeccdo. Ver Wilber et al., Mol Ther 6, 35-42 (2002).

[131] Em véarias modalidades, a variante D1 ¢ glicosilada ou pode ndo ser glicosilada,
particularmente onde a meia-vida de circulacao longa nao ¢ necessaria. As alteracdes de
aminoacidos aqui descritas podem ser feitas no contexto de variantes glicosiladas ou nao
glicosiladas.

[132] Em algumas modalidades, a variante D1 ¢ resistente a inibi¢cdo de actina e capaz de
degradar a cromatina desntro das vesiculas de lipideo. Exemplos de variantes de DI
compreendem uma ou mais modificagdes de aminoacidos selecionadas entre: Q31R, T227K,
A136F, N40D ou N40A e N128D ou N128S, com aminoacidos numerados de acordo com a
SEQ ID NO: 1. Tais variantes podem nao ter sitios de glicosilagdo, que sdo benéficos de uma
perspectiva de fabricagao.

[133] Em algumas modalidades, a variante D1 ¢ resistente a inibicdo da actina e capaz de
degradar a cromatina nas vesiculas de lipideo e compreende modifica¢des de aminoécidos
Q31R, T227K, A136F, N40D e N128D em relacao a SEQ ID NO: 1.

[134] Outras modificagdes em D1 podem ser como descrito em Pan et al. J Biol Chem,
1998, 273, 11701-11708 e no documento US 2014/0199329, cuja divulgacdo completa ¢
aqui incorporada por referéncia na sua totalidade.

[135] A variante D1 projetada pode ter uma meia-vida sérica aumentada ou prolongada em
comparagdo com a proteina D1 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades,
o D1 projetado compreende um dominio de fusdo Fc (por exemplo, uma regido de dobradica
e/ou dominios CH2 e dominios CH3 de uma imunoglobulina). Em algumas modalidades, o
D1 projetado ¢ fundido a albumina, por exemplo, albumina humana ou um fragmento do
mesmo. A albumina pode ser unida no N-terminal ou no C-terminal da enzima D1 projetada,
opcionalmente através de um ligante de aminoécido.

[136] Em alguns aspectos, a invengao fornece composicdes farmacéuticas compreendendo
as variantes D1L3 e/ou D1 recombinantes, ou polinucleotideos ou vetores que codificam as
mesmas, ¢ um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em varias modalidades, a variante da

proteina D1L3 recombinante ¢ formulada para administragdo parenteral ou pulmonar. Em

Peticao 870200048759, de 17/04/2020, pag. 49/152



42/100

algumas modalidades, a composi¢ao ¢ formulada para administragdo intravenosa, intra-
arterial, intraperitoneal, intra-articular, intramuscular, topica ou subcutanea, ou outra via
aqui descrita. Em algumas modalidades, a composi¢dao compreende D1L3 e D1, que sdo cada
uma opcionalmente variantes projetadas descritas aqui. Em algumas modalidades, a variante
DIL3 recombinante e a variante D1 recombinante sdo formuladas para administragao
parenteral ou pulmonar.

[137] O termo "veiculo farmaceuticamente aceitavel" inclui, mas nao se limita a, qualquer
veiculo que ndo interfira na eficacia da atividade bioldgica dos ingredientes e que nao seja
toxico para o paciente ao qual ¢ administrado. Exemplos de veiculos farmacéuticos
adequados sdo bem conhecidos na técnica e incluem solugdes salinas tamponadas com
fosfato, dgua, emulsdes, como emulsdes Oleo/agua, varios tipos de agentes umectantes,
solucdes estéreis etc. Tais veiculos podem ser formulados por métodos convencionais e
podem ser administrados ao individuo em uma dose adequada. Preferivelmente, as
composicdes sdo estéreis. Estas composi¢des também podem conter adjuvantes, tais como
conservantes, agentes emulsificantes e agentes dispersantes. A preven¢ao da acdo de micro-
organismos pode ser garantida pela inclusdo de varios agentes antibacterianos e antifingicos.
[138] As vias de administracdo incluem, por exemplo: intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intra-articular, intravenosa, subcutanea, intra-arterial, oral, sublingual,
pulmonar ou transdérmica. Em algumas modalidades, a administracao ¢ efetuada oralmente
ou por injecdo ou infusdo parenteral. Em algumas modalidades, a via de administracao ¢
tdpica, inclusive como colirios ou lavagem bucal.

[139] Aindaem outros aspectos, a invengao fornece um método para fazer uma composigao
farmacéutica para reduzir ou prevenir o acimulo da armadilha extracelular de neutrofilos
(NET). Nestas modalidades, a inven¢do emprega um camundongo geneticamente
modificado deficiente na atividade D1 e DIL3, e expressdao heterologa de um
polinucleotideo G-CSF (por exemplo, em células de hepatdcitos) ou inducdo de uma
expressdao endodgena sustentada de G-CSF (por exemplo, por meio da administragdo
repetitiva de compostos microbianos). Este modelo de camundongo acumula NETs e
desenvolve rapidamente oclusdes vasculares relacionadas a NET. Nestas modalidades, a
invencdo compreende a administragdo de um inibidor NET candidato ou enzima DNase
candidata (incluindo uma variante DI1L3 ou D1 de acordo com esta divulgacdo) ao

camundongo geneticamente modificado e a selegao de um inibidor de NET ou enzima DNase
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que reduz o acimulo de NETs. O inibidor ou enzima selecionado ¢ formulado (como
descrito) para administragdo a um paciente humano.

[140] Um versado na técnica reconhece métodos padrio para gerar camundongos Dnasel
“Dnasell3" nocaute duplo. Descri¢des detalhadas podem ser encontradas, por exemplo, no
Pedido Europeu n® EP 17152528.0.

[141] Em alguns aspectos, a inven¢do fornece um método para o tratamento de um
individuo em necessidade de degradagao da armadilha extracelular de neutréfilos (NET). O
método compreende administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de D1L3 e/ou D1
(que pode incluir variantes aqui descritas, ou em algumas modalidades uma ou mais enzimas
do tipo selvagem, incluindo para terapia de combinagdo D1L3 e DI1) de acordo com esta
divulgacdo. DIL3 ou D1 pode ser administrado como composicdes farmacéuticas
compreendendo a proteina recombinante, ou em algumas modalidades compreendendo o
DNA ou RNA de codificacio ou vetores compreendendo o mesmo.

[142] Em algumas modalidades, o método compreende administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um D1L3 ou uma variante do mesmo ¢ um D1 ou uma variante
do mesmo. O DI1L3 ou sua variante, e o0 D1 ou sua variante, podem ser administrados em
uma unica composi¢ao farmacéutica ou em composi¢cdes farmacéuticas separadas. Em
algumas modalidades, a razao de D1L3 ou sua variante para D1 ou sua variante ¢ na faixa
de 100: 1 a 1: 100 em massa, ou 10: 1 a 1:10 em massa, e é opcionalmente cerca de 1: 1.
[143] Em algumas modalidades, o individuo exibe degradacdo de NET prejudicada e/ou
exibe acumulo de NET patologico. Em algumas modalidades, o individuo tem um distarbio
inflamatério cronico ou agudo. Em algumas modalidades, o individuo tem uma infecgao
aguda ou crdnica.

[144] Em varias modalidades, a presente invencao refere-se ao tratamento de doencas ou
condigoes caracterizadas pela presenga ou acimulo de NETs. Tais doengas ou condigdes
incluem, mas nao se limitam a, doengas associadas a neutrofilia cronica (por exemplo, um
aumento no nimero de neutrdfilos), agregacdo e leucostase de neutrofilos, trombose e
oclusdo vascular (por exemplo, doenca das células falciformes), lesdo de isquemia-
reperfusdo (por exemplo, volvulo do intestino médio, tor¢do testicular, reperfusdo de
isquemia e reperfusdo de 6rgdos vitais, transplante de 6rgaos), lesdo de tecido cirurgico e
traumatico, reacdo ou doenca inflamatéria aguda ou cronica, doenga autoimune (por

exemplo, lapus eritematoso sistémico (SLE), nefrite lipica, artrite reumatoide, vasculite,
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esclerose sistémica), doenga cardiovascular (por exemplo, infarto do miocérdio, acidente
vascular cerebral, aterosclerose, tromboembolismo venoso, incluindo terapia trombolitica),
doenca metabolica (por exemplo, diabetes), inflamagao sistémica (por exemplo, sindrome
da resposta inflamatdria sist€émica (SIRS), sepse, choque séptico, coagulagdo intravascular
disseminada (DIC) e microangiopatia trombotica (TMA)), doengas inflamatoérias do trato
respiratorio (por exemplo, fibrose cistica, doenga pulmonar obstrutiva cronica (COPD),
lesdao pulmonar aguda (ALI), lesdo pulmonar induzida por fumaca, lesdo pulmonar induzida
por transfusdo (TRALI), sindrome da angustia respiratéria aguda (ARDS) e asma,
atelectasia, bronquite, empiema), doencas inflamatorias renais (doencas renais agudas e
cronicas, incluindo lesdo renal aguda (AKI) e doenca renal cronica (CKD), doengas
inflamatoérias relacionadas ao tecido transplantado (por exemplo, doenga do enxerto contra
o hospedeiro) e cancer (por exemplo, leucemia, metastase de tumor e tumores solidos).
[145] Em algumas modalidades, o individuo tem ou estd em risco de sistemas
ducturais de oclusdo de NETs. A presente inven¢do pode ser administrada a um individuo
para tratar pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, doenga do olho seco, obstrugdes do
canal deferente ou doencgas renais. Em tais modalidades, o método compreende administrar
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um D1L3 ou uma variante do mesmo e/ou uma
quantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou uma variante do mesmo. Por exemplo, o
individuo pode ser administrado com uma enzima compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos com 80% ou mais de identidade de sequéncia com a enzima definida pela SEQ
ID NO: 2 e uma enzima compreendendo uma sequéncia de aminoacidos com 80 % ou mais
de identidade de sequéncia com a enzima definida pela SEQ ID NO: 1. Em algumas
modalidades, as enzimas compreendem a sequéncia de aminoacidos da enzima definida pela
SEQ ID NO: 2 e a sequéncia de aminoacidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 1.

[146] Em algumas modalidades, o sistema ductal ¢ o duto biliar, duto lacrimal, duto
lactifero, duto cistico, duto hepatico, duto ejaculatorio, duto parétido, duto submandicular,
duto sublingual principal, duto de Bartholin, aqueduto cerebral, pancreas, glandula mamaria,
canal deferente, ureter, bexiga urindria, vesicula biliar e figado. Por exemplo, o individuo
pode ter pancreatite, colangite (por exemplo, colangite esclerosante primaria), conjuntivite,
mastite, doenga do olho seco, obstrugdo do canal deferente ou doenga renal. Em algumas
modalidades, a enzima DNase ¢ administrada por administracdo intravenosa, intra-arterial

ou intraperitoneal. Em varias modalidades, a DNase, quando aplicada, por exemplo, por via
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intravenosa, estard presente na forma enzimaticamente ativa em varios sistemas ductais,
como no fluido biliar.

[147] Em algumas modalidades, o individuo tem ou corre o risco de acumular NETs
nas superficies endoteliais (por exemplo, aderéncias cirurgicas), na pele (por exemplo,
feridas/cicatrizes) ou nas articulagdes sinoviais (por exemplo, gota e artrite). A presente
inven¢do pode ser administrada a um individuo para tratar uma condicdo caracterizada por
um acimulo de NETs em uma superficie endotelial como, mas nao limitado a, uma aderéncia
cirargica. Em varias modalidades, a presente invencao pode ser administrada a um individuo
para tratar uma condi¢@o caracterizada por um acimulo de NETs na pele, como, mas nao
limitado a, feridas e cicatrizes. Em certas modalidades, a presente invencdo pode ser
administrada a um individuo para tratar uma condicdo caracterizada por um acumulo de
NETs em uma articulagdo sinovial, como, mas ndo limitado a, gota e artrite.

[148] Em algumas modalidades, o individuo tem ou est4d em risco de uma oclusao
vascular compreendendo NETs. Em tais modalidades, o método compreende administrar
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um D1L3 ou uma variante do mesmo e/ou uma
quantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou uma variante do mesmo. Por exemplo, o
individuo pode ser administrado com uma enzima compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos possuindo 80% ou mais de identidade de sequéncia com a enzima definida pela
SEQ ID NO: 2. Em algumas modalidades, a enzima compreende a sequéncia de aminoacidos
da enzima definida pela SEQ ID NO: 2. Em algumas modalidades, o individuo ¢ ainda
administrado com uma enzima compreendendo uma sequéncia de aminoacidos possuindo
80% ou mais de identidade de sequéncia com a enzima definida pela SEQ ID NO: 1, tal
como a enzima definida pela SEQ ID NO: 1.

[149] Em algumas modalidades, o individuo tem uma condicdo relacionada as NETs,
conforme descrito em WO 2016/118476 e US 9.642.822, que sdo aqui incorporadas por
referéncia em sua totalidade.

[150] Em varias modalidades, o individuo tem uma doenca que € ou foi tratada com DNases
do tipo selvagem, incluindo D1 e estreptodornase. Tais doengas ou condi¢des incluem
trombose, acidente vascular cerebral, sepse, lesdo pulmonar, aterosclerose, infec¢do viral,
doenga falciforme, infarto do miocardio, infec¢ao no ouvido, cicatrizagao de feridas, lesao
hepatica, endocardite, infeccdo hepatica, pancreatite, disfuncdo primaria do enxerto,

reperfusdo de isquemia de membros, lesdo renal, coagulacdo sanguinea, inflamacao induzida
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por alume, lesdo hepatorenal, exsudagoes pleurais, hemotorax, coagulos sanguineos, anemia
pOs-pneumatica, ulceras, condicdes otorrinolaringoldgicas, infecgdes orais, lesdes leves,
sinusite, rinoplastias pos-operatorias, infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de feridas,
teste de reacdo cutanea, meningite pneumocdcica, gota, ulceras de perna, fibrose cistica,
sindrome de Kartegener, asma, atelectasia lobar, bronquite cronica, bronquiectasia, lupus,
discinesia ciliar primaria, bronquiolite, empiema, infec¢des pleurais, cancer, doenca dos
olhos secos, infecgcdes do trato respiratorio inferior, hematomas crdonicos, doenca de
Alzheimer e doenga pulmonar obstrutiva.

[151] Em certas modalidades, a presente invengdo refere-se ao tratamento de doengas ou
condi¢des caracterizadas por deficiéncia de D1, deficiéncia de D1L3 e deficiéncia de D1 e
DIL3. .Em alguns casos, o individuo tem uma mutagdo no gene Dnasel e/ou Dnasell3 Esses
individuos também podem ter uma doenga autoimune (por exemplo, SLE, esclerose
sistémica) ou uma doenga inflamatéria. Em alguns casos, o individuo possui um inibidor
adquirido de D1 (por exemplo, anticorpo anti-DNasel e actina) e/ou de D1L3 (por exemplo,
anticorpo anti-DNase113). Esses individuos também podem ter uma doenca autoimune (por
exemplo, SLE, esclerose sistémica) ou uma doenca inflamatoria (por exemplo, sepse e lesdo
por isquemia-reperfusao).

[152] Em algumas modalidades, o individuo tem fibrose cistica e a composicao da DNase
¢ administrada por administragdo pulmonar.

[153] Em varias modalidades, por exemplo, onde o individuo estd em risco ou exibe
sintomas de oclusao vascular relacionada a NET, a proteina ou composigao (por exemplo,
compreendendo D1L3, D1 ou uma variante de DIL3 ou D1, incluindo variantes aqui
descritas ) pode ser administrada por via intravenosa, intramuscular, subcutinea ou intra-
arterial.

[154] Em varias modalidades, o individuo ¢ monitorado quanto a atividade de degradagao
de NET de sangue, plasma ou soro. Por exemplo, o individuo pode ser monitorado por cerca
de uma semana a cerca de quatro semanas, para reduzir o risco de oclusdo vascular ou ductal
pelas NETs, ou danos aos 6rgdos relacionados a NET. Em algumas modalidades, o individuo
pode receber de uma a quatro administragdes ao longo de uma semana a um més (ou 1-2
semanas), conforme necessario para evitar ou reduzir o acimulo intravascular de NET
(incluindo oclusoes intravasculares relacionadas a NET) durante uma infeccdo aguda ou

evento inflamatério. Em outras modalidades, o individuo pode receber infusdao continua ao
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longo de uma hora a um més (ou 1-2 semanas). Em alguns casos, o individuo pode receber
pelo menos uma, por exemplo, 1, 2, 3, 4 ou mais infusdes diarias, por exemplo (sem
limitagdo), no caso de doengas criticas, como sepse, acidente vascular cerebral ou infarto do
miocardio.

[155] O tratamento de doengas ou condicdes relacionadas a NETs pode envolver a
administracao de uma variante D1, uma variante D1L3 ou uma combinac¢ao compreendendo
uma variante D1 e uma variante D1L3. Em algumas modalidades, duas ou mais variantes da
proteina D1 aqui descritas sao administradas. Em algumas modalidades, duas ou mais
variantes da proteina D1L3 aqui descritas sdo administradas.

[156] As presentes variantes de proteina D1 e variantes de proteina D1L3 podem
ser administradas como uma terapia profilatica, como antes do inicio de um ou mais sintomas
da doenca ou condigao.

[157] Conforme usado neste documento, "tratamento" ou "tratar" ou "tratado"
refere-se ao tratamento terapéutico em que o objetivo ¢ retardar (diminuir) uma condigdo
fisiologica, disturbio ou doenca indesejada, ou obter resultados clinicos benéficos ou
desejados. Os resultados clinicos benéficos ou desejados incluem, mas nao estdo limitados
a, alivio dos sintomas; diminuicdo da extensdo da condi¢do, disturbio ou doenga;
estabilizagao (isto ¢, ndo piora) do estado da condigao, distirbio ou doenga; atraso no inicio
ou lentidao da progressao da condi¢do, distirbio ou doenga; melhoria da condi¢do, disturbio
ou estado da doenca; e remissdo (parcial ou total), detectavel ou indetectavel, ou
aprimoramento ou melhoria da condi¢ao, distirbio ou doenga. O tratamento inclui provocar
uma resposta clinicamente significativa sem niveis excessivos de efeitos colaterais. Em
outras modalidades, "tratamento" ou "tratar" ou "tratado" refere-se a medidas profilaticas,
em que o objetivo ¢ atrasar o inicio ou reduzir a gravidade de uma condicao fisioldgica
indesejada, disturbio ou doenga, como, por exemplo, uma pessoa que esta predisposto a uma
doenca (por exemplo, um individuo que carrega um marcador genético para uma doenca
como o lipus).

[158] Nos métodos da invengdo, a terapia ¢ usada para fornecer uma resposta
terapéutica positiva em relagdo a uma doenga ou condi¢do. Por "resposta terapéutica
positiva" entende-se uma melhoria na doenca ou condi¢do e/ou uma melhoria nos sintomas
associados a doenga ou condicdo. Por exemplo, uma resposta terapéutica positiva se refere

a uma ou mais das seguintes melhorias na doenca: (1) uma redugdo nas armadilhas
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extracelulares de neutréfilos; (2) uma reducao de coagulos intravasculares; (3) redugdo de
coagulos ductais; (4) uma redugdo do acimulo de NETs nas articulagdes sinoviais; (5) um
aumento na degradacdo de armadilhas extracelulares de neutrdfilos; (6) um aumento na
degradacdo do DNA livre de proteinas extracelulares; (7) um aumento na degradagdo do
DNA cromossdmico extracelular ou DNA ligado a proteina; (8) um aumento na degradagao
de armadilhas extracelulares de neutréfilos na presencga de autoanticorpos; (9) uma redugao
na inflamacao de tecido/6rgao; (10) uma reducgdo na lesao de tecido/6rgao; (11) uma redugao
na atrofia de tecidos/orgaos; (12) um aumento na taxa de sobrevida do paciente; e (13) algum
alivio de um ou mais sintomas associados a doeng¢a ou condicao.

[159] Respostas terapéuticas positivas em qualquer doenca ou condi¢cdo podem ser
determinadas por critérios de resposta padronizados especificos para essa doenca ou
condicdo. A resposta clinica pode ser avaliada quanto a alteragdes na oclusao vascular e na
presenca de NETs, usando técnicas de triagem como ressondncia magnética (MRI),
ultrassonografia, histologia e contagem de NETs na circulagdo. Além dessas respostas
terapéuticas positivas, o individuo sob terapia pode experimentar o efeito benéfico de uma
melhora nos sintomas associados a doenga.

[160] Os regimes de dosagem sdo ajustados para prover a resposta desejada ideal (por
exemplo, uma resposta terapéutica). Por exemplo, pode ser administrado um bolo tnico,
varias doses divididas podem ser administradas ao longo do tempo, ou a dose pode ser
proporcionalmente reduzida ou aumentada conforme indicado pelas exigéncias da situagdo
terapéutica. As composigdes parenterais podem ser formuladas na forma de unidade de
dosagem para facilitar a administra¢ao e uniformidade da dosagem. A forma de unidade de
dosagem neste documento refere-se a unidades discretas fisicamente adequadas como doses
unitdrias para os individuos a ser tratados; cada unidade contém uma quantidade
predeterminada de composto ativo, calculada para produzir o efeito terapéutico desejado, em
associagdo com o veiculo farmacéutico necessario.

[161] Em varias modalidades, a presente invencdo fornece um vetor de expressdo,
compreendendo um 4cido nucleico que codifica uma variante tipo selvagem ou DIL3 ou
D1 aqui descrita, que pode ser util para terapia genética. A terapia genética pode ser util para
doengas cronicas, como uma deficiéncia genética de DI1L3 e/ou D1 (como uma mutagao
deletéria). Em varias modalidades, o vetor de expressdo compreende DNA ou RNA. Em

varias modalidades, o vetor de expressao ¢ um vetor de expressao de mamifero.
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[162] Em algumas modalidades, os vetores de expressao compreendem um acido nucleico
que codifica as variantes de proteinas operacionalmente ligadas a uma regiao de controle de
expressao, ou complemento da mesma, que ¢ funcional em uma célula hospedeira (por
exemplo, célula procariotica, eucaridtica ou de mamifero). A regido de controle da expressao
¢ capaz de acionar a expressdo do acido nucleico que codifica o agente de bloqueio e/ou de
estimulagdo operativamente ligado, de tal modo que o agente de bloqueio e/ou estimulagdo
seja produzido em uma célula humana transformada com o vetor de expressao.

[163] Asregides de controle de expressao sao polinucleotideos reguladores (por vezes aqui
referidos como elementos), tais como promotores e intensificadores, que influenciam a
expressao de um acido nucleico operativamente ligado. Uma regido de controle de expressao
de um vetor de expressao da invengao ¢ capaz de expressar dcido nucleico de codificacao
operativamente ligado em uma célula humana. Em uma modalidade, a regido de controle da
expressdo confere expressao regulavel a um acido nucleico operativamente ligado. Um sinal
(as vezes denominado estimulo) pode aumentar ou diminuir a expressdo de um &cido
nucleico operativamente ligado a essa regido de controle de expressdo. Essas regides de
controle de expressdo que aumentam a expressao em resposta a um sinal sdo frequentemente
denominadas induziveis. Essas regides de controle de expressdo que diminui a expressao em
resposta a um sinal sdo frequentemente denominadas repressiveis. Normalmente, a
quantidade de aumento ou diminui¢do conferida por esses elementos ¢ proporcional a
quantidade do sinal presente; quanto maior for a quantidade de sinal, maior serd o aumento
ou a diminui¢do na expressao.

[164] Os sistemas de expressdo funcionais em células humanas sdo bem conhecidos na
técnica e incluem sistemas virais. Geralmente, um promotor funcional numa célula humana
¢ qualquer sequéncia de DNA capaz de ligar a RNA polimerase de mamifero e iniciar a
transcricao a jusante (3') de uma sequéncia de codificagdio em mRNA. Um promotor tera
uma regido de iniciagao de transcrigdo, que ¢ normalmente colocada proxima da extremidade
5'da sequéncia de codificagado, e tipicamente uma TATA box localizada 25-30 pares de bases
a montante do sitio de inicia¢ao da transcri¢ao. Acredita-se que a caixa TATA direcione a
RNA polimerase II para iniciar a sintese de RNA no sitio correto. Um promotor também
contera tipicamente um elemento promotor a montante (elemento intensificador),
tipicamente localizado dentro de 100 a 200 pares de bases a montante da caixa TATA. Um

elemento promotor a montante determina a taxa na qual a transcri¢do ¢ iniciada e pode atuar
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em qualquer orientacdo. De particular utilidade como promotores sdo os promotores de
genes virais de mamifero, uma vez que os genes virais sdo frequentemente altamente
expressos € possuem uma ampla faixa de hospedeiros. Exemplos incluem o promotor
precoce de SV40, o promotor de LTR do virus do tumor mamario de camundongo, o
promotor tardio principal de adenovirus, o promotor do virus herpes simplex e o promotor
de CMV.

[165] Quando apropriado, os agentes de administragdo de genes, como, por exemplo, as
sequéncias de integracdo, também podem ser usados. Varias sequéncias de integracdo sao
conhecidas na técnica (ver, por exemplo, Nunes-Duby et al., Nucleic Acids Res. 26:391-406,
1998; Sadwoski, J. Bacteriol., 165:341-357, 1986; Bestor, Cell, 122(3):322-325, 2005;
Plasterk et al., TIG 15:326-332, 1999; Kootstra ef al., Ann. Rev. Pharm. Toxicol., 43:413-
439, 2003). Estes incluem recombinases e transposases. Exemplos incluem Cre (Sternberg
and Hamilton, J. Mol. Biol., 150:467-486, 1981), lambda (Nash, Nature, 247, 543-545,
1974), Flp (Broach, et al., Cell, 29:227-234, 1982), R (Matsuzaki, et al., J. Bacteriology,
172:610-618, 1990), cpC31 (ver, por exemplo, Groth et al., J. Mol. Biol. 335: 667-678,
2004), sleeping beauty, transposases de uma familia marinha (Plasterk, et al, supra) e
componentes para integracao de virus, como AAV, retrovirus e antivirus com componentes
que proporcionam a integracdo de um virus, como as sequéncias de LTR de retrovirus e
lentivirus e as sequéncias de ITR de AAV (Kootstra et al., Ann. Rev. Pharm. Toxicol.,
43:413-439, 2003). Adicionalmente, podem ser utilizadas estratégias de integracdo genética
direta e direcionada para inserir sequéncias de acidos nucleicos que codificam as proteinas
de fusdo quiméricas incluindo as tecnologias de edicdo de gene CRISPR/CAS9, dedo de
zinco, TALEN e meganuclease.

[166] Todas as referéncias citadas sdo aqui expressamente incorporadas por referéncia na
sua totalidade.

EXEMPLOS

Exemplo 1: DNases hospedeiras impedem a oclusdo vascular por armadilhas
extracelulares de neutroéfilos

[167] Coagulos de plaquetas e fibrina obstruem os vasos sanguineos na hemostasia e
trombose. Aqui relatamos um mecanismo ndo candnico para oclusdo vascular baseado em
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs), fibras de DNA antimicrobianas liberadas

por neutrofilos ativados. Mostramos que duas DNases, DNasel e DNasel-3, degradam as
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NETs na circulagdo durante episodios de inflamacdo murina. Na auséncia de ambas as
DNases, as NETs intravasculares formam codgulos que obstruem os vasos sanguineos e
causam danos aos o0rgdos. As oclusdes vasculares em pacientes com infec¢des bacterianas
graves estdo associadas a um defeito de degradacdo de NETs ex vivo e a formagdo de
coagulos intravasculares de NET. A DNasel e a DNasel tipo 3 sdo expressas
independentemente e, portanto, fornecem prote¢do dupla ao hospedeiro contra efeitos
deletérios das NETs na inflamacao.

[168] A inflamagdao ¢ uma resposta essencial do hospedeiro para controlar microbios
invasores e curar tecidos danificados (1). A inflamacdo descontrolada e persistente causa
lesdo tecidual em uma infinidade de disturbios inflamatorios. Os neutrofilos sdo os
leucéceitos predominantes na inflamagdo aguda. Durante as infecgdes, os neutrofilos geram
armadilhas extracelulares (NETs), trelicas de filamentos de DNA decoradas com histonas e
enzimas toxicas que imobilizam e neutralizam bactérias (2). A relevancia das NETs na
defesa do hospedeiro ¢ ilustrada pelo fato de que as DNases extracelulares servem como
fatores de viruléncia em varias bactérias patogénicas (3, 4). No entanto, as NETs liberadas
de maneira inadequada podem prejudicar as células hospedeiras devido a sua atividade
citotoxica, pro-inflamatoria e protrombética (5-7). De fato, as NETs sdo frequentemente
associadas a danos inflamatorios ou isquémicos nos 6rgaos e a infusao terapéutica de DNases
limita a lesdo do hospedeiro em varios modelos animais (8, 9).

[169] Como o hospedeiro degrada as NETs in vivo para limitar os danos nos tecidos
durante os episddios de inflamacao ¢ pouco conhecido. Trabalhos anteriores mostraram que
a DNasel no soro digere a espinha dorsal do DNA das NETs in vitro (10). Analisamos o
soro de camundongos do tipo selvagem por zimografia e detectamos duas DNases
enzimaticamente ativas, DNasel e DNasel tipo 3 [(DNasel13) (FIG. 1A). Ambas as enzimas
sao membros da familia da proteina DNasel, mas diferem na origem e na afinidade do
substrato. A DNasel ¢ expressa por tecidos ndo hematopoiéticos e preferivelmente cliva o
DNA livre de proteinas (11,12). A DNase113, também conhecida como DNase v, ¢ secretada
pelas células imunologicas e tem como alvo complexos DNA-proteina-proteinas, como
nucleossomos (11,13). Geramos camundongos que ndo tinham atividade de degradagdo do
DNA no soro devido a uma deficiéncia combinada de DNasel e DNasell3 (FIG. 1A). As
NETs geradas in vitro permaneceram intactas apds a exposicdo aos soros de

DNasel/DNasell3 -/-, enquanto os soros de camundongos tipo selvagem, DNasel -/- e
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DNasell3-/- degradaram as NETs (FIG. 1B e FIG. 1C). Utilizamos um plasmideo de
expressao especifico para hepatdcitos em conjunto com a administragdo de genes
hidrodinamicos para expressar estavelmente o cDNA da DNasel ou DNasell3 no figado de
camundongos DNasel/DNasel13 -/-. Dado que ambas as enzimas contém uma sequéncia de
sinal de proteina secretora (11), essa abordagem restaurou a atividade da DNasel ou
DNasell3 na circulagdo (FIG. 1D) e a capacidade dos soros de camundongos
DNasel/DNasel13 -/- de degradar NETs (FIG. 1E e FIG. 1F). Tomados em conjunto, esses
dados mostram que duas enzimas hospedeiras expressas independentemente, DNasel e
DNasell3, degradam NETs in vitro.

[170] Para testar a exigéncia de DNasel e DNasell3 para a degrada¢do de NET in vivo,
objetivamos estimular cronicamente camundongos do tipo selvagem DNasel -/-, DNasel13
-/- e DNasel/DNasel13 -/- com o fator estimulador de colonias de granuldcitos (G -CSF). O
G-CSF desencadeia neutrofilia, uma caracteristica da inflamagdo aguda, e estimula uma
subpopulacdo de neutrofilos para liberar espontaneamente as NETs ex vivo (14). Clonamos
o ¢cDNA do CSF3, que codifica G-CSF, no plasmideo de expressdo especifico para
hepatocitos. A injecao hidrodindmica de camundongos do tipo selvagem com o plasmideo
CSF3 resultou em niveis cronicamente elevados de G-CSF no plasma (FIG. 5A).
Consequentemente, o hemograma de neutrofilos aumentou constantemente e as NETs
formadas espontaneamente foram detectadas em esfregacgos de sangue (FIG. 2A e FIG. 2B).
Além disso, observamos um niimero aumentado de neutrofilos residentes em 6rgaos vitais e
esplenomegalia (FIG. 5B e FIG. 5C). E importante ressaltar que os camundongos do tipo
selvagem injetados no CSF3 cresceram normalmente, ndo desenvolveram lesdo de 6rgaos e
ndo mostraram sinais macroscopicos de angustia ou comportamento anormal (FIG. 5D e
FIG. 5E). Coletivamente, esses dados sugerem que a neutrofilia cronica com formacgao
concomitante de NET ¢ bem tolerada em camundongos do tipo selvagem.

[171] A seguir, expressamos estavelmente CSF3 no figado de camundongos DNasel -/-,
DNasell3 -/- e DNasel/DNasell3 -/-. Os camundongos com uma unica deficiéncia na
DNasel ou DNasell3 ndo mostraram sinais de anglstia (ndo mostrados), enquanto todos os
camundongos com uma deficiéncia combinada morreram dentro de 6 dias apds a inje¢ao do
CSF3 (FIG. 2C). Os camundongos DNasel/DNasell3 -/- que receberam o plasmideo de
controle sem CSF3 sobreviveram sem mostrar quaisquer anomalias (FIG. 2C, ndo mostrada).

Coexpressamos DNasel ou DNasell3 com CSF3 em camundongos DNasel/DNasell3 -/-
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para induzir neutrofilia ¢ NETs e, simultaneamente, restaurar DNasel ou DNasell3 na
circulacdo. A expressio de qualquer DNase foi suficiente para os camundongos
DNasel/DNasell3 -/- sobreviverem sem mostrar nenhum sinal de angustia (FIG. 2D). Os
camundongos DNasel/DNasel13 -/- que coexpressam CSF3 com um plasmideo de controle
sem DNasel e DNasell3 morreram dentro de 5 dias apos a administracao do gene (FIG.
2D). A mortalidade nesses camundongos foi precedida por uma hipotermia de rapido
progresso, que foi evidenciada como uma forte diminuigdo da temperatura corporal
periférica dentro de 8 horas antes do exitus (FIG. 2E). A hipotermia foi acompanhada de
anemia hemolitica demonstrada por plasma e urina avermelhados e reducdo da hemoglobina
no sangue (FIG. 2F e FIG. 2G). Esquistdcitos abundantes em esfregacos de sangue indicaram
que a anemia hemolitica foi causada pela fragmentacao dos eritrocitos (FIG. 2H). Além
disso, detectamos niveis plasmaticos elevados de lactato desidrogenase (LDH),
transaminases hepaticas e os marcadores de lesdo renal, nitrogénio da ureia no sangue e
creatinina, que indicaram danos a multiplos orgaos (FIG. 2I, FIG. 6A e FIG. 6B). A
coexpressdo def DNasel ou DNasell3 com CSF3 manteve a temperatura corporal e a
integridade dos eritrocitos e 6rgaos (FIG. 2E a FIG. 2I; FIG. 6A e FIG. 6B). Em conclusao,
esses dados indicam que a DNasel ou a DNasell3 ¢ necessaria para evitar lesdes no
hospedeiro durante a neutrofilia cronica.

[172] A andlise histoldgica de camundongos DNasel/DNase113-/- com neutrofilia cronica
mostrou coagulos intravasculares positivos para hematoxilina com eritrocitos retidos que
ocluiram total ou parcialmente vasos sanguineos nos pulmoes, figado e rins (FIG. 3A e B;
FIG. 6C e FIG. 6D). A expressdao de DNasel ou DNasell3 na circulagcao impediu essas
oclusdes vasculares. Os codgulos positivos para hematoxilina mostraram um padrdo de
coloracdo violeta claro abundante que foi esporadicamente corado com uma coloragdo
violeta escuro de nucleos de leucocitos individuais, sugerindo que o DNA nao condensado
¢ o principal componente do coagulo (FIG. 3A). Dado que o colapso nuclear e o
desdobramento da cromatina firmemente compactada sdo uma caracteristica da formagado da
NET (/5), coramos os coagulos positivos para hematoxilina para os marcadores da NET.
Observamos uma coloragao robusta com corantes fluorescentes intercalantes de DNA de fita
dupla e anticorpos contra a cromatina (FIG. 7A). A colocalizagdo de cromatina
descondensada com a enzima mieloperoxidase derivada de granulos de neutréfilos,

peptideos antimicrobianos de catelicidina e histonas citrulinadas com marcador substituto de
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NET confirmou que os coagulos foram compostos de NETs (FIG. 3C, FIG. 7B e FIG. 7C).
Para identificar os componentes dos trombos canonicos, coramos os coagulos de NET para
fibrina e fator de von Willebrand (vWF), uma proteina armazenada nas vesiculas secretoras
de plaquetas e no endotélio vascular. Os codgulos de NET foram muito heterogéneos em seu
teor de vWF e fibrina (FIG. 3D e FIG. 3E). As se¢oes transversais dos coagulos NET foram
cobertas em média com 46% de vWF, enquanto 9% dos coagulos NET ndo coraram para o
vWEF (FIG. 3E e FIG. 3F). A fibrina foi praticamente ausente e detectada em menos de 23%
dos vasos ocluidos (FIG. 3E). Esses dados estao de acordo com as descobertas de que as
NETs servem como andaime independente de fibrina para imobilizar plaquetas e eritrocitos
in vitro (6). A auséncia de vVWF e fibrina em alguns coagulos sugere que as NETs podem ser
suficientes para a oclusdo vascular. Para corroborar essa nogao, objetivamos gerar coagulos
de NET a partir de neutrofilos puros in vitro. Isolamos neutréfilos do sangue e induzimos a
formagdo de NET, enquanto expomos as células a forgas de cisalhamento para imitar o fluxo
sanguineo. Nesta configuragdo, observamos coagulos macroscopicamente visiveis e
sensiveis @ DNase (FIG. 8A), que se assemelhavam a aparéncia de codgulos de NET na
vasculatura de murino (FIG. 8B). Agora, reduzimos as plaquetas da circulagao e inibimos
farmacologicamente a trombina para bloquear a formagdo de fibrina em camundongos
DNasel/DNasell3 -/- que expressam CSF3. Ao contrario da expressdo de DNasel- ou
DNasel13-, nenhum tratamento antitrombdtico poderia impedir a mortalidade nesses animais
(FIG. 3H). Coletivamente, os dados sugerem que coagulos de NETs sdo suficientes para
obstruir os vasos sanguineos durante a neutrofilia cronica em camundongos
DNasel/DNasell3 -/-.

[173] A formacdo de codgulos de NET em camundongos DNasel/DNasell3 -/- esta
associada a caracteristicas de microangiopatias trombdticas induzidas por infecgao (TMAS)
e coagulacdo intravascular disseminada em pacientes, incluindo esquistocitos, anemia
hemolitica e faléncia de 6rgdos devido a oclusdes vasculares. Analisamos o plasma de
pacientes com TMA com sindrome hemolitico-urémica devido a uma infec¢do por
Escherichia coli produtora de toxina Shiga [STEC-HUS, (16)]. Sepse e choque séptico eram
complicagdes frequentes nesses pacientes (/7). As NETs geradas in vitro permaneceram
intactas apos a exposicdo ao plasma do paciente coletado no estado de doenga aguda,
enquanto o plasma de pacientes em remissdo degradou as NETs (FIG. 9A e FIG. 9B). Os

dados indicam um defeito adquirido e temporario na degradagdo da NET, estendendo assim
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relatérios anteriores (18,19). E importante notar que os pacientes com STEC-HUS foram
efetivamente tratados com um regime que incluia infusdo de plasma de doadores saudaveis
(17), uma fonte de DNases, que potencialmente restaurou a degradacao da NET.

[174] E reportado que grandes agregados de NETs sdo formados no liquido sinovial e nos
dutos pancreaticos dos pacientes (27,22), mas ainda ndo foram descritos em outros tecidos.
Portanto, nosso objetivo foi identificar agregados intravasculares de NETs em pacientes com
doencas inflamatorias graves. Examinamos o tecido pulmonar coletado na autopsia de
pacientes com sindrome do desconforto respiratério agudo e/ou sepse (FIG. 10). Detectamos
coagulos positivos para hematoxilina nos vasos sanguineos de dois pacientes sépticos (FIG.
11A e FIG. 11C). Em ambos os casos, os coagulos foram compostos por cromatina e MPO
(FIG. 11B e FIG. 11D), indicando que as NETs podem formar coagulos intravasculares na
sepse humana.

[175] A septicemia ¢ um gatilho potente e rapido da formagao intravascular de NET em
camundongos (7). Portanto, levantamos a hipotese de que um defeito na degradacdo da NET
pode agravar a doenga. De fato, observamos que camundongos com uma deficiéncia
combinada de DNasel ¢ DNasel13, mas ndo de tipo selvagem, foram altamente suscetiveis
a baixas doses de lipopolissacarideo e E. coli morta pelo calor (FIG. 4A). Semelhante aos
camundongos DNasel/DNasell3-/- neutrofilicos, a analise sanguinea de camundongos
DNasel/DNasell3 -/- sépticos mostrou anemia hemolitica e hematuria (FIG. 4B e FIG. 4C),
juntamente com niveis aumentados de LDH plasmatico e esquistocitos em esfregacos de
sangue ( FIG. 4D e FIG. 4E). Além disso, detectamos vasos sanguineos parcial ou totalmente
ocluidos abundantes no pulmao (FIG. 4F e FIG. 4G). A andlise detalhada de vasos
parcialmente ocluidos revelou coagulos de NETs dentro do limen vascular (FIG. 4H). Em
vasos completamente ocluidos, os coagulos de NET foram congestionados com eritrocitos e
leucécitos retidos (FIG. 41; FIG. 12A e FIG. 12B). E importante ressaltar que a expressio
hepatica de DNasel ou DNasell3 em camundongos DNasel/DNasell3 -/- impediu a
oclusdo vascular e restaurou o fenétipo do tipo selvagem. Tomados em conjunto, esses dados
indicam que a DNasel ou DNasell3 circulante impede a formacao de codgulos de NET e a
lesdo do hospedeiro na septicemia.

[176] Em resumo, enquanto plaquetas e fibrina formam coagulos hemostaticos e trombos
patoldgicos (23), nossos dados introduzem coagulos de NET como um mecanismo nao

candnico para oclusao vascular em estados inflamatorios. Semelhante aos fios de fibrina, as
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NETs sdao moléculas ultra grandes e estaveis (6). Em altas concentracdes, como as
encontradas na neutrofilia cronica ou na septicemia, as NETs intravasculares podem formar
coagulos, com tamanho suficiente para obstruir os vasos sanguineos e, assim, causar danos
aos eritrocitos e oOrgdos. Para manter a integridade do sangue e do tecido durante a
inflamacdo, o hospedeiro expressa independentemente a DNasel e a DNasell3 como um
sistema de protecao dupla contra NETs intravasculares. No entanto, os defeitos genéticos e
adquiridos nesses fatores hospedeiros podem atrasar a degradacao das NETs e, assim,
precipitar a doenca. Os defeitos adquiridos podem envolver a inibigao da DNasel por actina
monom¢érica externa a partir de tecido danificado e a inativagao da DNasel13 por proteases
séricas (/7). As mutacdes na DNasel e DNasel13 foram identificadas em pacientes e estdo
associadas ao lupus eritematoso sistémico (SLE), uma doenga autoimune sistémica (24,25).
Curiosamente, os camundongos deficientes em DNasel e DNasell3 desenvolvem
espontaneamente doenca do tipo SLE com a idade (/3,26). As NETs sdo compostas por
autoantigenos proeminentes e os neutrdfilos de pacientes com SLE tém uma capacidade
aumentada de liberar NETs (27). Uma capacidade de depuragdo reduzida pode aumentar as
NETs de meia-vida e, assim, promover a doenca autoimune (/0,27). Em conclusio, defeitos
nas DNases hospedeiras podem antecipar os efeitos deletérios das NETs em uma infinidade
de doencas inflamatorias.

[177] Consequentemente, a degradacao de NET mediada por DNasel- e DNasel13 fornece
uma oportunidade terapéutica atraente para pacientes que sofrem de condigdes inflamatorias.
Para testar se a DNasel e a DNasell3 degradam as NETs pelo mesmo ou por mecanismos
distintos, reticulamos proteinas nas NETs usando fixador. As NETs fixas foram degradadas
eficientemente pelos soros DNasel113 -/-, mas resistiram a degradacao pelos soros DNasel -
/- (FIG. 13A e FIG. 13B). De acordo com esses resultados, a exposicao de NETs a DNasel
ou DNase113 recombinante mostrou que ambas as DNases degradam NETs naive (FIG. 13C
e FIG. 13D), enquanto as NETs fixas sdo resistentes a atividade da DNasel13 (FIG. 13E e
FIG. 13F). Coletivamente, esses dados in vitro sugerem que a DNasel e a DNasell3
degradam NETSs por meio de mecanismos distintos.

[178] Finalmente, comparamos a atividade da DNasel e DNasell3 na circulacdo de
camundongos para humanos. Para discriminar a atividade da DNasel e DNasel13, geramos
anticorpos contra a DNasel humana (a-hDNasel), que bloqueiam a atividade da DNasel no

plasma de doadores saudaveis normais (NHD) (FIG. 14A). A heparina ¢ um inibidor
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conhecido da DNasel13 e foi usada para bloquear a atividade de degradacdo do DNA pela
DNasell3 (FIG. 14B). O plasma de murino apresentou atividade DNase total
aproximadamente 10 vezes maior (FIG. 14C), atividade DNasel (FIG. 14D) e atividade
DNasell3 (FIG. 14E) que o plasma humano. Além disso, a DNase1l3 no plasma de murino,
mas nao no plasma humano, degrada as NETs de maneira eficiente (FIG. 14F e FIG. 14G).
Os dados sugerem que a concentragdo de DNasell13 na circulagdo humana nio ¢ suficiente
para degradar NETs. Portanto, possibilitando a degradacao de NET mediada por DNase113
em pacientes uma nova e promissora estratégia terapéutica para doengas inflamatorias.
Materiais e Métodos

Plasma do paciente

[179] Amostras de plasma com citrato foram obtidas de pacientes durante o surto de STEC-
HUS em 2011 na Alemanha (7/6). Os critérios de inclusdo em nosso estudo foram
identificacdo positiva de STEC/E. coli entero-hemorragica ou diarreia com sangue,
contagem de plaquetas <150 x 109/L ou diminui¢do de >25% em 1 semana, evidéncia de
hemolise (LDH acima do limite normal, haptoglobina) abaixo do limite normal ou presenga
de esquistocitos) e estagio agudo da lesdo renal >1.

Tecido humano

[180] Os tecidos humanos foram fixados a temperatura ambiente durante a noite em
formalina tamponada com fosfato a 5%. Todos os tecidos foram coletados na autopsia e
submetidos originalmente para fins de diagnostico e estudados de acordo com os principios
¢ticos nacionais. A causa da morte dos pacientes ¢ indicada na FIG. 10.

Camundongos

[181] Todos os camundongos estavam em um contexto genético C57BL/6. Cruzamos
camundongos DNasel-/- e DNasel tipo 3-/-(26,28) descritos anteriormente para gerar
camundongos DNasel/DNasell3-/-. Recentemente, foi relatado que esta cepa de
camundongos DNasel-/- contém uma mutagdo fora do alvo no gene de sobreposicao de
DNasel Trapl/Hsp75, que codifica uma acompanhante mitocondrial (29). Portanto,
incluimos uma cepa DNase1-/- alternativa (30) para gerar camundongos DNasel/DNasel13-
/- para experimentos de controle (FIG. 15A-FIG. 15C)

Deteccio de DNasel por desnaturacdo por zimografia por eletroforese em gel de

poliacrilamida (DPZ)
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[182] Realizamos DPZ, como descrito anteriormente com modificagdes (/9). Em resumo,
os géis de dodecil sulfato de so6dio (SDS) - poliacrilamida foram preparados com géis de
empilhamento de 4% (v/v) sem DNA e géis de resolucao de 10% (v/v) contendo 200 pg/ml
de DNA de testiculos de salmdo (Sigma-Aldrich, Alemanha). Para a detec¢cdo de DNasel,
0,5 pl de soro de murino foram misturados com 14,5 pl de 4gua e 5 pl de tampao de
carregamento de gel SDS (BioRad, Alemanha). A mistura foi fervida durante 5 minutos e
carregada nos géis. A eletroforese foi realizada a 120 V usando tampao de eletroforese
Tris/glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS a 0,1% (p/v), pH 8,7). Ap0s eletroforese, as
proteinas foram redobradas incubando os géis durante a noite a 37 °C em um tampao de
redobragem contendo 5% (p/v) de leite em p6, 10 mM de Tris/HCI pH 7,8, 3 mM de CaCl,,
3 mM de MgCl,, 100 U/mL de penicilina e estreptomicina 100 pg/mL. Os géis foram
transferidos para um tampao de redobragem sem leite em p6 e incubados por mais 24 horas
a 37 °C. O DNA foi marcado fluorescentemente com 1x SYBR Safe (Thermo Scientific,
Alemanha) e as imagens fluorescentes de géis foram gravadas usando um escaner de
fluorescéncia (Molecular Imager FX, BioRad, Alemanha).

Deteccio de DNasell3 por DPZ

[183] Paraa deteccdo de DNasell3, 2 ul de soro foram misturados com 12 pl de agua, 5 pl
de tampao de gelificagdo de SDS e 1 ul de beta-mercaptoetanol (BME, Sigma-Aldrich). A
BME reduz as pontes dissulfeto da DNasel, causando sua inativacao (/7). A mistura foi
fervida durante 5 minutos e carregada nos géis. A eletroforese foi realizada como descrito
para a DNasel. O SDS foi removido lavando os géis com 10 mM de Tris/HCI pH 7,8 por 30
minutos a 50 °C duas vezes. As proteinas foram redobradas incubando os géis por 48 horas
a 37 °C em um tampao de redobragem contendo 10 mM de Tris/HCl pH 7,8, 1 mM de BME,
100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Os géis foram entdo incubados por
48 horas adicionais a 37 °C em tampao de redobragem suplementado com CaCl2 3 mM e
MnCI2 3 mM. A adigdo de Mn2" é necessaria para permitir a degradagio eficiente do DNA
livre de proteinas pela DNasel13 (/7). O DNA foi marcado e imageado como descrito para
DNasel.

Deteccao da atividade total da DNase pelo ensaio de difusdo de enzima radial unica
(SRED)

[184] Para medir a atividade total da DNase, dissolvemos 55 pg/ml de DNA dos testiculos
de salmdo em um tampéo contendo Mn2" (20 mM Tris-HCI pH 7.8, 10 mM MnCl,, 2 mM
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CaCl,, e 2x SYBR Safe). A solucao de DNA foi aquecida a 50 °C por 10 minutos € misturada
com um volume igual de agarose ultrapura a 2% (Thermo Scientific). A mistura foi vertida
em bandejas de plastico e armazenada a temperatura ambiente até a solidificacdo. Dois pl de
soro de murino foram carregados em cavidades de 1,0 mm de didmetro. Os géis foram
incubados por 4 horas a 37 °C em uma camara umida. A fluorescéncia do DNA dos géis foi
registrada com um escaner de fluorescéncia.

Ensaio de degradac¢ao de NET in vitro

[185] A degradacao da NET foi analisada como descrito anteriormente (/9). Os neutréfilos
humanos purificados em DMEM sem soro foram semeados em placas estéreis de 96 pogos
(Falcon, BD Technologies, Alemanha) revestidas com polisisina 0,001% (Sigma) a uma
concentragdo de 5 x10* células por poco. Para induzir a formagdo de NET, os neutrofilos
foram ativados com 100 nM de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA; Sigma-Aldrich) por 4
h a 37 °C com 5% de CO; e umidade. Adicionamos solucao salina tamponada com fosfato
(PBS) e armazenamos as placas de 96 pocos durante a noite a 4 °C. As NETs foram lavadas
com PBS, tratadas por 5 minutos com PBS contendo Triton X-100 a 0,5% e lavadas com
PBS novamente. As NETs foram incubadas com soro de murino a 10% ou plasma humano
com citrato a 10% suplementado com PPACK 10 uM (Santa Cruz, Heidelberg, Alemanha)
em HBSS com cétions divalentes (HBSS +; Thermo Scientific). As NETs foram degradadas
por 3 horas a 37 °C com 5% de CO2 e umidade. Descartamos os sobrenadantes e
interrompemos a degradagdo da NET adicionando PFA a 2% em PBS por 1 hora a
temperatura ambiente. O PFA foi descartado ¢ as NETs nao degradadas foram marcadas
fluorescentemente pela adi¢do de 2 uM do corante de DNA fluorescente SytoxGreen
(Thermo Scientific) em PBS. As imagens de NETs coradas com fluorescéncia foram
adquiridas com um microscopio de fluorescéncia invertida (Axiovert 200M, Zeiss,
Alemanha). Quantificamos as NETs nado degradadas registrando a intensidade da
fluorescéncia com um leitor de placas (Excitagcdao: 485 nm; Emissdo: 535 nm) ou medindo a
cobertura da area das NETs em imagens de microscopia usando o software ImageJ (NIH,
EUA).

Preparacio de vetores de expressio in vivo

[186] Utilizamos o plasmideo pLIVE (Mirus Bio, EUA) para expressar proteinas em
camundongos. O vetor permite uma expressao duradoura e especifica para hepatdcitos de

proteinas. Geramos plasmideos pLIVE com DNasel, DNasell3, e CSF3 de murino. Para
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DNasel de murino, foi realizado um PCR do cDNA (Numero de Acessao Genbank
NMO010061) usando o par de iniciadores DNasel-F 5'- GTCGACATGCGGTACACAGG
(SEQ ID NO: 27) e DNasel-R 5'- CTCGAGTCAGATTTTTCTGAGTGTCA (SEQ ID NO:
28) ) contendo sitios de restricdo Sall e Xhol. Para DNasell3, foi realizado um PCR do
cDNA (Numero de Acessdao ao Genbank AF047355) usando o par de iniciadores DNase113-
F 5-GAAGTCCCAGGAATTCAAAGATGT (SEQ ID NO: 29) e DNasell3-R 5'-
GCGTGATACCCGGGAGCGATTG (SEQ ID NO: 30) contendo sitios de restricao BamHI
e Sacl. Ambos os cDNAs foram clonados usando a ligase T4 (New England Biolabs,
Alemanha) no sitio de multiclonagem (MCS) do vetor pLIVE, que foi pré-digerido com as
enzimas apropriadas. O vector contendo pLIVE DNasell3 foi submetido a mutagénese
dirigida no sitio com o par de iniciadores mutDNasell3-F  5'-
AGTCGACTCCCGGCCACCATGTCCCTGCA (SEQ ID NO: 31) e a sua complementar
mutDNasel113-R 5'-TGCAGGGACATGGTGGCCGGGAGTCGACT (SEQ ID NO: 32)
para coincidir com a sequéncia consenso de Kozak e otimizar a expressdo de proteinas. A
geracdo do vetor pLIVE contendo o cDNA de CSF3 foi terceirizada (Eurofins Genomics,
Alemanha). O ¢cDNA de CSF3 (Numero de Acessao Genbank BC120761) foi inserido no
MCS entre os sitios de restrigdo Sall e Xhol. A sequéncia de todos os vetores gerados foi
confirmada por sequenciamento de DNA de fita dupla. Como controle, usamos o plasmideo
de pLIVE original sem inser¢des adicionais. Todos os plasmideos foram purificados usando
o kit PureLink HiPure Plasmid Maxiprep e as contaminagdes em potencial da endotoxina
foram removidas usando colunas de rotagao de remocao de endotoxina de alta capacidade
(ambas da Thermo Scientific).

Expressao in vitro de DNasel e DNasell3 de murino

[187] Os plasmideos contendo o cDNA da DNasel ou DNasel13, descritos em outra parte,
foram transfectados para células do Rim Embrionario Humano (HEK) com Lipofectamine
3000 (Thermo Scientific) em condig¢des livres de soro com meio DMEM (Thermo Scientific)
suplementado com 10% de reposi¢do de soro nocaute (Thermo Scientific ) Apds 72 horas,
os sobrenadantes foram coletados, centrifugados a 500 xg por 10 minutos, filtrados estéreis
e concentrados por ultracentrifugacdo com colunas 3K (Amicon Ultra, Millipore, Darmstadt,
Alemanha).

Expressao genética in vivo
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[188] Osplasmideos pLIVE contendo DNasel, DNasell3, CSF3 ou plasmideos de controle
vazios foram administrados a camundongos por injecao hidrodindmica de veias da cauda.
Em resumo, 50 pg de plasmideo foram diluidos em solucdo salina a 0,9% em um volume
equivalente a 10% da massa corporal do camundongo. Os camundongos foram anestesiados
com isoflurano e a solugdo de plasmideo foi entdo injetada intravenosamente por 5 a 8
segundos através da veia da cauda. Em casos raros, os camundongos ndo se recuperaram
completamente da inje¢ao nas primeiras 24 horas e esses animais foram excluidos do estudo.
Para estudos de coexpressao, 50 pug do plasmideo CSF3foram misturados com 50 pg do
plasmideo controle vazio, ou os plasmideos contendo DNasel e DNasell3. A solucdo
contendo ambos os plasmideos foi administrada por inje¢do hidrodinamica das veias da
cauda.

Neutrofilia cronica

[189] Camundongos fémeas com 4 semanas ou § a 12 semanas de idade foram injetados
com 50 pg do plasmideo pLIVE contendo CSF3 para induzir superexpressao de G-CSF e
neutrofilia. Os camundongos foram monitorados a cada 8 horas durante a primeira semana
apos a inje¢do e diariamente depois. A temperatura foi medida na area perianal por um
termOmetro infravermelho sem contato (Etekcity, Alemanha). Para estudos de
sobrevivéncia, os camundongos foram sacrificados e classificados como "nao sobreviventes"
se 0s animais apresentassem sinais de angustia (sem movimento espontaneo, olhos fechados,
ofegantes ocasionais). Em todos os casos, esses sinais de angustia foram acompanhados de
uma hipotermia grave e de rapido progresso, definida como diminui¢do da temperatura
corporal de >4 °C em compara¢do com a temperatura corporal antes da injecao do plasmideo
e com hematuiria. Os camundongos nao hipotérmicos ndo mostraram sinais de angustia e
foram sacrificados no final do experimento. Para coleta de orgdos, sangue e urina,
analisamos quatro grupos de trés camundongos D1/D1L3-/-. Os camundongos de cada grupo
foram injetados com uma mistura de CSF'3 com plasma vazio, DNasel, ou DNasell3. Cada
grupo de camundongos foi sacrificado para a coleta de bioamostras, quando o primeiro
animal do grupo mostrou sinais de angustia, hipotermia grave e hemattria. Este ponto no
tempo foi definido como “exitus” e ocorreu dentro de 3 a 6 dias ap0s a injegao.

Reducio de plaquetas

[190] Os camundongos receberam uma injecao intraperitoneal de 2 pg/g de anticorpo que

esgota plaquetas ou anticorpo de controle de isotipo (ambos Emfret, Alemanha). Este
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tratamento esgota > 95% das plaquetas da circulagdo. O tratamento foi iniciado 24 horas
apos a injecao de CSF3 e repetido a cada 48 horas até a conclusao do experimento.
Inibicao da trombina

[191] O etexilato de dabigatrano em p6 (Pradaxa, Boehringer Ingelheim, Alemanha) foi
misturado com p6 de ragdo normal (Altromin, Alemanha) na dose de 40 mg/g. As pastilhas
foram preparadas misturando o p6 com agua destilada e deixadas secar a temperatura
ambiente. A alimentacdo do dabigtrano foi iniciada 24 horas apos a injecao do CSF3. Os
camundongos WT alimentados com a dieta de dabigratano por 1 dia mostraram um aumento
do tempo de tromboplastina parcial ativada em 6,48 + 1,19 vezes (Média = SD, N = 4)
quando comparados aos camundongos que receberam ragdo normal sem dabigratao (teste t
de Student; P <0,001) .

Preparacao de bactérias para septicemia

[192] Escherichia coli (XEN 14, Perkin Elmer) foi cultivada durante a noite em meio de
caldo de lisogenia contendo 50 pg/ml de canamicina. As bactérias foram sedimentadas por
centrifugacao a 4000 xg por 10 minutos, lavadas e ressuspensas em PBS. Aliquotas de 1,5 x
10° bactérias/ml foram incubadas a 70 °C por 15 minutos para matar as bactérias pelo calor.
As aliquotas foram armazenadas a -20 °C até uso posterior.

Septicemia

[193] Camundongos machos de 8 a 15 semanas de idade receberam trés injegdes
intraperitoneais diarias de 1 pg/g de LPS do sorotipo thyphimurium de Salmonella enterica
(Sigma-Aldrich) em solu¢do salina a 0,9%. Juntamente com a terceira injecdo de LPS, os
camundongos receberam uma injecao intravenosa de 1,5 x 107 E.coli/ g mortas pelo calor.
O tempo de sobrevivéncia mostrado indica o tempo apds a inje¢do de E.coli. Sangue e 6rgaos
foram coletados no momento da eutandsia. Foram obtidas bioamostras insuficientes de dois
animais (1x D1/DI1L3-/- + Ctrl, 1x D1/D1L3-/- + DIL3) para realizar a analise completa
mostrada na FIG. 4A-FIG 41. Os camundongos foram sacrificados e classificados como
"ndo sobreviventes" se o0s animais apresentassem sinais de sofrimento grave
(irresponsividade ao toque). Todos os camundongos ndo sobreviventes apresentaram
hematiria e palidez das extremidades. Todos os camundongos sobreviventes foram
sacrificados e classificados como "sobreviventes" 24 horas apds a injecdo intravenosa de
E.coli morta pelo calor.

Coleta de sangue, plasma e tecidos de murinos
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[194] O sangue foi coletado por punc¢ao submandibular ou pelo seio retro-orbital. O sangue
foi coletado em tubos de soro de 200 pl (Monovette; Sarstedt, Alemanha) e tubos de EDTA
de 200 pl (GK 150, KABE labortechnik, Alemanha). O plasma foi obtido coletando o
sobrenadante de sangue apds centrifugacdo a 3.000 x g por 15 minutos. O soro foi obtido
deixando o sangue coagular por 1 hora em temperatura ambiente, seguido de uma
centrifugacdo por 15 minutos a 3.000 x g. As amostras de soro e plasma foram armazenadas
em aliquotas a -20 °C até uso posterior. Para anélise de 6rgdos, os camundongos foram
perfundidos por infusdo intracardiaca de PBS. Os 6rgaos foram coletados e fixados por 24
horas em PFA a 4% a 4 °C. Os 6rgaos fixos foram embebidos em parafina.

Analise de sangue e plasma

[195] LDH, AST, ALT, creatinina ¢ BUN no plasma foram quantificados usando kits
padronizados (Biotron Diagnostics, CA, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. O G-
CSF de camundongo foi quantificado com um Quantikine ELISA Kit (R&D, Reino Unido).
A hemoglobina no sangue com EDTA foi quantificada por um hemocitometro automatizado
(Idexx ProCyte Dx Hematology Analyzer, Holanda). Para quantificar neutrofilos por FACS,
o sangue total foi incubado em gelo por 15 minutos com 0,2 pg de CD11b anti-camundongo
marcado com fitoeritrina (M1/70, Biolegend, Alemanha) e 0,5 pg de Ly6G anticamundongo
Alexa Fluor 488 (1AB, Biolegend Alemanha). O sangue foi entdo diluido com 0,5 ml de
PBS e analisado com um FACSCalibur (BD Bioscience, EUA). Esfregacos de sangue de
sangue anticoagulado com EDTA foram preparados em laminas revestidas com polilisina
(Hecht Assistant, Alemanha). Apos a secagem ao ar, foram incubados por 1 minuto em
metanol suplementado com 1 uM SytoxGreen em gelo seco ou corados com Giemsa usando
kit comercial (In Vitro Diagnostikum, Alemanha).

Coloraciao por imunofluorescéncia

[196] As secdes embebidas em parafina foram depiladas, reidratadas e submetidas a
recuperagao de antigeno por 25 minutos a 100 °C em tampao de citrato (citrato de sodio 10
mM, Tween 0,1%, pH 6). Posteriormente, as se¢des foram bloqueadas durante 30 minutos
com soro normal de cabra a 2,5% (Vector, Reino Unido) seguido de incubag@o com um kit
de bloqueio camundongo em camundongo (Vector) durante uma hora. As se¢des foram
entdo incubadas durante a noite a 4 °C com 2 pg/ml do anticorpo primario contra MPO
(A0398, Agilent, Alemanha), CRAMP (PA-CRLP-100, Innovagen, Suécia), histona
citrulinada 3 (ab5103, Abcam, Reino Unido), fibrina [clone 59D8] ou o complexo de histona
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H2A, H2B e DNA para detectar cromatina (2). As se¢des foram incubadas com anticorpos
IgG anti-coelho e anti-camundongo conjugados com AlexaFluor488 ou AlexaFluor555
(todos Thermo Scientific) durante 1 hora. Apds a lavagem, o DNA foi marcado com 1 pg/ml
de DAPI por 2 minutos. A autofluorescéncia foi extinta por uma incubagao de 25 minutos
com Sudan Black (0,1% em etanol a 70%) e as se¢des foram montadas com Fluoromount G
(Southern Biotech, EUA). As imagens de secdes marcadas com fluorescéncia foram
adquiridas com um microscopio de fluorescéncia invertida (Axiovert 200M, Zeiss,
Alemanha) ou um microscopio confocal (TCS SP5, Leica, Alemanha). As imagens dos
coagulos de NET foram quantificadas usando o software (ImageJ). Uma area de coloragdo
de vWF ou fibrina inferior a 3% dos codgulos de NET foi considerada negativa.
Imuno-histoquimica

[197] Apos a recuperagdao do antigeno, as secdes desparafinizadas foram bloqueadas por
30 minutos com soro de cavalo normal a 2,5% (Vector). As se¢des foram incubadas durante
anoite a 4 °C com 2 pg/ml do anticorpo primario contra a elastase de neutréfilos (ab68672,
Abcam). Apds a lavagem, as se¢des foram coradas utilizando o kit IgG-AP anti-coelho
(ImmPRESS, Vector) de acordo com as instru¢des do fabricante. As sec¢des foram
contrastadas com hemalum (Merck, Alemanha) e montadas com meios Neo-Mount (Merck).
Imagens de cortes corados foram obtidas com um microscopio invertido (Axiovert 200M,
Zeiss).

Geracao de coagulos de NET in vitro

[198] Os neutrofilos humanos purificados foram semeados em placas de cultura de tecidos
a 3 x 107 células/ml em DMEM suplementado com 2% de BSA. As células foram ativadas
com 0,1 uM de PMA por 4 horas a 37 °C, 5% de CO> com condi¢des de umidade e rotagdo
(300 rpm). Utilizamos neutrdfilos ndo estimulados e neutréfilos ativados com PMA na
presenca de 10 U/ml de DNasel humana recombinante (dornase alfa, Roche, Alemanha)
como controle. Os codgulos de NET foram fixados com PFA a 2% durante a noite a 4 °C.
Os coagulos de NET fixados foram incorporados em parafina e as se¢des foram coradas para
NETs como descrito anteriormente.

Avaliacao estatistica

[199] Os dados s3o mostrados como média = desvio padrdo. A analise estatistica foi

realizada usando o Prism Software (GraphPad, EUA) e incluiu o teste t de Student, ANOVA
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unidirecional e bidirecional, seguido pelo teste de comparagao multipla de Bonferroni e pelo
teste Log-rank. Os resultados foram considerados significativos com P < 0,05.

Movies

[200] A neutrofilia cronica ¢ tolerada em camundongos do tipo selvagem. Um filme gerado
mostra os camundongos do tipo selvagem uma semana apds a inje¢do de um plasmideo de
expressdo CSF3 (CSF3) ou um plasmideo de controle sem CSF3 (Ctrl). Ambos os animais
mostram comportamento normal e sem sinais de angustia.

[201] A neutrofilia cronica causa angustia em camundongos sem DNasel ¢ DNasell3. O
filme mostra camundongos DNasel/DNasel13 -/- coexpressando CSF3 com um plasmideo
de controle (CSF3/Ctrl), com DNasel (CSF3/D1) ou DNasell3 (CSF3/D1L3). Os
camundongos que expressam DNases, DNasel ou DNasell3 circulatorias mostram
comportamento normal. Camundongos sem DNases circulatorias (CSF3/Ctrl) mostram
sinais de angustia (sem movimento espontaneo, olhos fechados, ofegantes ocasionais).
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Exemplo 2: Desenvolvimento e uso de DNaselL.3 e variantes para terapia
Introduciao

[202] A inflamag¢do descontrolada causa uma infinidade de condi¢des (/). As armadilhas

extracelulares de neutrofilos (NETs) sao filamentos de DNA decorados com proteinas
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toxicas (2). As NETs protegem contra infec¢cdes microbianas, mas a formagao excessiva de
NET desencadeia e exacerba doengas inflamatorias e autoimunes (3). A DNasel (D1), uma
enzima de degradacdo do DNA encontrada no sangue, tem sido amplamente utilizada para
desarmar as NETs in vitro e in vivo. De fato, a infusdo de D1 humano recombinante, um
medicamento aprovado pela FDA (dornase alfa) para fibrose cistica (CF), impede os efeitos
patoldgicos das NETs em varios modelos de doencas (3), apoiando o uso de D1 para terapia

profilatica.

O DNasel tipo 3 é um novo candidato a medicamentos para doencgas associadas a NET
[203] No Exemplo 1, descobrimos que, além de D1, o DNasel tipo 3 (D1L3) também
degrada NETs. Ambas as enzimas mantém a homeostase do sangue e do tecido durante as
respostas inflamatdrias. Em resumo, mostramos que as NETs sdo geradas dentro dos vasos
sanguineos durante a neutrofilia, uma caracteristica da inflamag¢do, tanto em condigdes
estéreis quanto em infecciosas. D1 e D1L3 clivam as NETs e, assim, impedem a agregac¢ao
de filamentos de DNA de NETs aos coagulos vasculares. Na auséncia de D1 e DIL3, os
coagulos de NETs obstruem o fluxo sanguineo e causam danos aos 6rgdos e morte. Os
coagulos de NET sao formados independentemente de plaquetas ou fibrina e, portanto, sdo
resistentes a terapia antitrombotica convencional. Assim, descobrimos codgulos de NETs
cOmMo um novo mecanismo para oclusdo vascular e D1L3, uma nova terapia profilatica contra
NETs (ver Exemplo 1).

[204] D1 e D1L3 pertencem, junto com DNasel tipo 1 (D1L1) e DNasel tipo 2 (D1L2),
a familia de proteinas DNasel (4). D1 e D1L3 sdo expressos em uma variedade de espécies,
incluindo humanos, primatas e roedores. D1 ¢ expresso predominantemente no trato
gastrointestinal e nas glandulas exdcrinas (5), enquanto as células hematopoiéticas,
nomeadamente macrofagos e células dendriticas, produzem DI1L3 (6, 7). Encontramos
ambas as DNases em baixas concentragcdes no soro de camundongos e humanos (Exemplo
1, FIG. 14), mas a origem de D1 e DIL3 na circulacdo ¢ desconhecida (7, §). D1
preferivelmente cliva DNA livre de proteinas (por exemplo, DNA bacteriano, DNA de
plasmideo), enquanto D1L3 tem como alvo a cromatina, o complexo de DNA e histonas,
que ¢ comumente encontrado no nucleo das células eucaridticas (7, 9, 10). A atividade de
D1 ¢ inibida por ligacdo a actina monomérica e sensivel a concentragdes fisiologicas de sal

(11-13). Além disso, D1 ¢ glicosilado em N40 (corresponde a N18 na enzima madura sem
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peptideo sinal) e N128 (N106), que torna a enzima resistente a inativagdo por proteases
séricas (9). Ao contrario, o D1L3 nao tem sitios de glicosilacdo e de ligagdo a actina, o que
causa sua suscetibilidade a varias proteases e resisténcia a actina, respectivamente (9).
[205] O D1 foi descoberto pela primeira vez em fluidos corporais do trato gastrointestinal
e na urina, participando da digestdio do DNA da ingestdo de alimentos. Observamos no
decorrer desta divulgagdo que a DNasel administrada sistemicamente (por exemplo, por
injecdo intraperitoneal ou intravenosa) tem uma meia-vida relativamente curta na circulagao
e ¢ secretada de forma enzimaticamente ativa na urina e, inesperadamente, na bile. Sua
secrec¢ao no fluido biliar abre a oportunidade de direcionar DNA extracelular e/ou NETs no
duto biliar através da terapia com DNasel sistémica.

[206] O DIL3 foi descrito pela primeira vez no contexto da morte celular programada
(1/4). O D1L3 possui dois sitios de localizacdo nuclear (NLS1, NLS2). O NLS2 ¢ incorporado
a uma cauda do C-terminal exclusiva de D1L3 e ndo presente em D1. Ambos os NLS
direcionam a enzima para o nlcleo durante a apoptose (/4). De fato, o DIL3 intracelular &
necessario para a fragmentacdo do DNA nuclear dentro das células apoptdticas e necroticas
in vivo (15). O D1L3 exige que a cauda do C-terminal degrade o DNA extracelular, ou seja,
o DNA encapsulado em lipideos, como o encontrado nas transfecgdes, € a cromatina nos
corpos apoptéticos (7, 10). Em transfeccdes, cDNA e lipideos catidonicos formam um
complexo que penetra através da membrana plasmatica das células alvo. D1L3 interfere nas
transfeccdes e a cauda do C-terminal ¢ critica para esta funcdo (/0). Corpos apoptdticos,
vesiculas de lipideo preenchidas com cromatina de células apoptoticas, sdo substratos
fisiologicos de D1L3 (7). Aqui, a cauda do C-terminal permite que o D1L3 penetre através
das membranas lipidicas dos corpos apoptoticos e degrade a carga da cromatina. E
importante ressaltar que a cauda do C-terminal também ¢é necessaria para a degradagdo da
cromatina extracelular livre de lipideos por D1L3 (7). Acredita-se que a cauda do C-terminal
seja critica para as fungdes de D1L3 no espaco extracelular.

[207] Embora o hD1 esteja efetivamente direcionando NETs em modelos animais,
principalmente camundongos, ele mostrou efeito terapéutico limitado ou inexistente em
ensaios clinicos de CF (/6) e enfisema (/7), respectivamente. As NETs sdo formadas em CF
(18), indicando que o hDI1 do tipo selvagem ndo ¢ ideal para direcionar as NETs em
pacientes. Variantes hiperativas foram geradas para contornar as limitacdes terapéuticas de

D1, mas sua fabricacdo clinica ¢ desafiadora (/2). Notavelmente, o NET-DNA contém
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histonas e ¢ estruturalmente organizado como cromatina (2). Assim, especulamos que a
degradacao eficiente da cromatina ¢ necessaria para uma terapia ideal contra as NETs.

[208] Uma terapia combinada de hD1 e ativador do plasminogénio tecidual (tPA,
alteplase) de pacientes com enfisema foi descrita (/7). Os dados estao de acordo com nossa
hipétese, porque o tPA permite que D1 degrade a cromatina in vitro (/9). A US 9.642.822,
que ¢ aqui incorporada por referéncia, divulga ainda terapia de combinacdao com tPA e D1
para direcionamento terapéutico de NETs (20). No entanto, o tratamento com tPA ¢
comumente associado a um risco aumentado de sangramento devido a sua atividade
fibrinolitica (/7). O D1L3 pode fornecer uma estratégia mais segura para direcionar as NETs
sem colocar os pacientes em risco de sangramento, mas uma terapia com a proteina D1L3

nao foi explorada.

Projeto de variantes de DNasel e DNasel tipo 3 por transferéncia de aminodcidos

[209] Neste exemplo, geramos variantes de D1 e DIL3 que sdo projetadas para terapia
contra cromatina extracelular (incluindo NETs). Para projetar variantes, hipotetizamos que
a capacidade do DIL3 humano de degradar a cromatina ¢ codificada por aminoécidos
individuais e/ou sequéncias de aminoacidos, que estdo ausentes no D1 humano. Além disso,
especulamos que a transferéncia desses aminoacidos individuais e/ou uma sequéncia de
aminodcidos do D1L3 humano para o D1 gera variantes D1 hiperativas com maior atividade
de degradacdo da cromatina. Da mesma forma, propriedades enzimaticas (por exemplo,
glicosilagdo) podem ser transferidas de D1 para DI1L3. Para testar nossa hipotese,
empregamos mutagdes convencionais de aminoacidos e desenvolvemos uma nova
tecnologia de blocos de construgdo (BB) para projetar variantes de DNases da familia da
proteina DNasel.

[210]  Para produzir variantes de D1 e D1L3, usamos sistemas de expressao in vitro [por
exemplo, células de ovario de hamster chinés (CHO), células de rim embrionario humano
(HEK), Pichia pastoris]. A atividade enzimatica foi caracterizada usando a degradacdo do
DNA de alto peso molecular (HMW) como uma leitura (FIG. 16). Escolhemos dois tipos de
HMW-DNA: (a) DNA de fita dupla (dsDNA) que foi isolado de testiculos de salmdo. A
degradacio do HMW-dsDNA foi analisada por zimografia; (b) cromatina de nucleos
purificados de células HEK293. Para analisar sua degradacdo, a HMW-cromatina foi

primeiro incubada com as variantes de DNase, seguida pelo isolamento e visualizagdo do
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DNA por meio de eletroforese em gel de agarose (AGE). A degradagdo da cromatina foi
detectada pelo DNA de baixo peso molecular (LMW). Nesta configuragdo, o D1 humano do
tipo selvagem (SEQ ID NO: 1) possui aproximadamente 100 vezes mais atividade para
degradar dsDNA que o D1L3 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 2), enquanto o D1L3 do tipo
selvagem degrada a cromatina com aproximadamente 100 vezes mais eficiéncia que o D1
tipo selvagem (FIG. 16). Encontramos efeitos sinérgicos de D1 e DI1L3 na cromatina de
degradacao, mas nao no dsDNA. Se D1 e D1L3 forem misturados na razao de 10: 1 ou 1: 1,
observamos um aumento da degradagdao da cromatina, em comparacao com cada D1 ou
DIL3 sozinho (FIG. 16). Assim, examinamos as variantes D1 e/ou D1L3, que mostram
aumento da atividade de degradagdo da cromatina e/ou dsDNA.

[211]  As variantes D1 e D1L3 selecionadas foram ainda testadas para degradar NETs
intravasculares, usando um sistema de expressdo in vivo para membros da familia de
proteinas D1. Ver PCT/EP2018/051444, que ¢ aqui incorporado por referéncia na sua
totalidade. O sistema ¢ baseado em dois componentes, (a) um plasmideo de expressdo que
permite a transfecgdo estavel in vivo de hepatdcitos com cDNA de D1, D1L3, e variantes
dos mesmos em camundongos receptores, ¢ (b) camundongos deficientes de Dnasel”
Dnasell3”, caracterizados pela auséncia de atividade da DNase no soro. Em resumo, o
cDNA das DNases candidatas ¢ clonado no vetor de expressao hepatica. A seguir, o vetor ¢
coexpresso em camundongos deficientesde Dnasel” Dnasell3” junto com o cDNA do Csf3
de murino, que codifica o fator estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF). A
expressao de Csf3 induz neutrofilia com formagao intravascular de NET concomitante, que
por sua vez causa a agregacao de NETs ndo digeridas nos vasos sanguineos € a morte em
camundongos  Dnasel” Dnasell3”". Para identificar os candidatos a medicamentos,
examinamos D1, D1L3 e suas variantes que degradam eficientemente as NETs e, assim,

impedem a morbidade e mortalidade neste modelo.

Resultados

Projeto de variantes da DNasel através de substitui¢oes convencionais de aminodcidos
[212] Nossa hipotese central ¢ que a capacidade do DIL3 humano de degradar a
cromatina ¢ mediada por aminoacidos que ndo estdo presentes no D1. O alinhamento da

sequéncia mostrou que 44% dos aminoacidos em D1 humano e D1L3 humano sao idénticos

Peticao 870200048759, de 17/04/2020, pag. 80/152



73/100

(FIG. 17). Mutamos exclusivamente apenas aminoacidos variaveis (56% de aminoacidos
nao compartilhados) para gerar variantes D1 e DL3.

[213] DI1L3 é uma proteina catidnica com um ponto isoelétrico de 9,35, enquanto D1 ¢ os
outros membros sao proteinas mais basicas. Especulamos, portanto, que a natureza cationica
de DIL3 permite a enzima degradar a cromatina. Através do alinhamento de sequéncia,
identificamos 37 residuos de arginina ou lisina nos aminoacidos varidveis, ausentes no D1
(FIG. 17). Esses residuos de aminoacidos estao localizados nas posi¢des de aminoacidos 29
(posi¢ao 9 com o peptideo sinal), 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) em relacao a SEQ ID NO: 2.

[214]  Vinte e seis desses residuos de arginina ou lisina adicionais em D1L3 correspondem
as seguintes posicoes de aminoacidos em D1 (SEQ ID NO: 1): 31 (posi¢ao 9 com o peptideo
sinal), 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) e 280 (260). Além disso,
DI1L3 apresenta 3 sitios de inser¢des de residuos de arginina ou lisina: R80, K226 ¢ uma
cauda C-terminal (ap6s a posi¢do de aminoacido 282 na SEQ ID NO: 2), que apresenta 3
residuos de arginina e 6 de lisina.

[215] Nosso objetivo foi transferir os residuos de arginina e lisina que fazem parte do
corpo central de DIL3 para D1, introduzindo as seguintes mutagdes no D1 tipo selvagem
(FIG. 18): Q31R, A41K, Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80 AS81linsR, A81R, P92R,
DI109K, V114K, D115R, A164K, Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R,
A226 T227insK, T227K, A239R, D250K, A259K, G262K, e K280Mcom relagdo a SEQ ID
NO:1, gerando 28 variantes de D1.

[216] Neste exemplo, conseguimos gerar variantes D1 que contém 23 das 28 substitui¢des
de aminoacidos. Expressamos o cDNA dessas variantes D1 nas células HEK293 e
analisamos a atividade de degradagdo do dsDNA e da cromatina nos sobrenadantes da
cultura. Observamos que as seguintes modificacdes de aminoacidos aumentaram
parcialmente a atividade de degradacdo da cromatina, enquanto ndo foram observadas

grandes diferencas na degradacdo do dsDNA (FIG. 19): Q31R, Q49K, N76K, Q79R, P92R,
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D109K, A164K, Q177K, P200K, S201K, S204R, T213R. Curiosamente, D1 de
camundongo e rato (SEQ ID NO: 4), que compartilham 79% e 78% dos aminoacidos de D1
humano, respectivamente, apresentam varias das substitui¢des de aminoacidos analisadas,
incluindo Q31R, Q49K e Q79K (FIG. 20) A anélise de sobrenadantes das cé¢lulas HEK293
que expressam D1 murino e D1 humano mostrou que o DI murino tem uma atividade
aumentada para degradar a cromatina, quando comparado ao D1 humano (FIG. 21).
Injetamos camundongos Dnasel” Dnasell3”~ com uma mistura de Csf3 e D1 murino
(mDnasel, SEQ ID NO: 3), D1 humano (hDnasel, SEQ ID NO: 1) ou um plasmideo de
controle vazio (Ctrl). Os camundongos que receberam o plasmideo de controle morreram
dentro de 7 dias, enquanto a expressao de D1 murino forneceu uma prote¢do completa por
pelo menos 28 dias (FIG. 21). Inesperadamente, a expressdo de D1 humano mostrou apenas
uma prote¢ao parcial da morte e mais da metade dos animais morreu dentro de 14 dias (FIG.
21), indicando que o D1 humano ¢ menos eficiente na degradacdo de NETs intravasculares
que o D1 murino. Agora, mutamos Q31R, Q49K, Q79R e W209R em D1 humano para gerar
uma variante D1 tipo murino (SEQ ID NO: 5). Um total de seis mutagdes (Q31R, Q49K,
Q79R, Q177K, W209R, G262K) foram feitas para gerar uma variante D1 do tipo rato (SEQ
ID NO: 6). Ambas as variantes D1 do tipo roedor foram clonadas no vetor de expressao de
hepatécitos e administradas juntamente com Csf3 em camundongos Dnasel”"Dnasell3”.
Observamos que a terapia genética com a variante do tipo murino e rato de D1 forneceu uma
protegdo completa contra oclusdes vasculares mediadas por NET e morte (FIG. 22). E
importante ressaltar que a expressao in vitro das variantes de D1 humano do tipo roedor
mostrou uma atividade aumentada para degradar a cromatina (FIG. 22). Coletivamente, os
dados ilustram que (a) D1 humano tem uma capacidade limitada de degradar NETs in vivo;
(b) a transferéncia de multiplos aminoacidos cationicos de D1L3 humano para D1 humano
gera variantes hiperativas.

[217] Varias tentativas foram feitas para gerar variantes hiperativas de D1 (6, 12, 13, 21-
29). Encontramos 184 mutagdes, que alteraram 82 dos 282 aminoacidos de D1 humano de
tipo selvagem (FIG. 23). O alinhamento de sequéncias de amino4cidos de D1 humano de
tipo selvagem e D1L3 humano revelou trés mutagdes de ganho de fungcdo em D1 humano
que ja estdo presentes em D1L3 humano de tipo selvagem (FIG. 23): Q31R (corresponde a
QIR em D1 sem sinal peptideo), T227K (T205K) e A136F (A114F). Enquanto as mutagdes
Q31R e T227K podem alterar as propriedades de ligacdo ao DNA de hD1 e, portanto, causar
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hiperatividade, o A136F confere resisténcia a inibicao pela actina monomérica (27-24, 26,
29).

[218] Projetamos uma nova variante D1 que carrega a combina¢do de Q31R/T227K/A136F
(SEQ ID NO: 7) e comparamos sua atividade enzimatica a D1 do tipo selvagem (SEQ ID
NO: 1), bem como as variantes D1 que transportam mutagdes Unicas em Q31R, T227K,
A136F ou uma mutagdao combinada em Q31R e T227K (SEQ ID NO: 8). Caracterizamos a
atividade de degradacdo do dsDNA e da cromatina nos sobrenadantes da cultura de células
HEK?293 transfectadas. Nao observamos grandes diferengas na atividade de degradagao do
dsDNA com variantes D1 portadoras de mutagdes Uinicas ou combinatorias de Q31R e
T227K (FIG. 24). Curiosamente, a cromatina foi parcial e totalmente degradada em
mutantes A136F e a mutacao combinatoria de Q31R/T227K/A136F, respectivamente (FIG.
24). Em seguida, testamos se a variante Q31R/T227K/A136F de D1 ¢ capaz de impedir
oclusdes vasculares letais mediadas por NET em  Dnasel” Dnasell3”". Todos os
camundongos que receberam um plasmideo de controle sem DNases morreram, enquanto
todos os camundongos que expressam a variante D1 (SEQ ID NO: 7) sobreviveram até o
final do experimento sem mostrar sinais de angustia (FIG. 24). Utilizando proteinas
purificadas, observamos que a substitui¢ao tripla de aminoacidos aumenta a atividade de
degradacao da cromatina em aproximadamente 10 a 20 vezes em comparagao com o tipo
selvagem D1, sem diferencas detectaveis na atividade de degradacdo do dsDNA (FIG. 25).
Cromatina de ntcleos e NETs contém actina (30, 37). Os dados sugerem que a degradagdo
da cromatina pelas variantes D1 requer substituigdes de aminodcidos cationicos, bem como
mutagdes que conferem resisténcia a actina - duas caracteristicas que estdo presentes no
DI1L3 do tipo selvagem. Para corroborar ainda mais essa no¢ao, geramos uma variante D1
que apresenta a combinacdo das mutagdes A164K e A136F (SEQ ID NO: 9). De fato,
observamos um forte aumento na atividade de degradagdo da cromatina na variante D1 com

ambas as mutagdes (FIG. 26), apoiando nossa hipotese.

Desenvolvimento do projeto de blocos de construg¢dao dos membros da familia da proteina
DNasel

[219] DI1L3 apresenta trés sitios que contém aminoacidos adicionais: a cauda do C-terminal
comecando apos Q282 (NH2-SSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS-COOH) (SEQ ID NO:
33) e em dois sitios dentro da enzima em S79/R80 e em K226 (FIG. 17). Os 23 aminoacidos
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da cauda C-terminal de D1L3 foram ligados ao C-terminal de D1 (70, 28). Observamos que
a inser¢ao de um residuo de arginina na posi¢do 226 da DNasel (A226 T227insK) gerou
uma variante D1 com atividade enzimadtica reduzida para degradar dsDNA, enquanto esse
efeito ndo foi observado com a substitui¢do T227K (FIG. 27). Assim, a inser¢cdo de um
residuo K/R acarreta um risco de reducdo da funcdo de D1. A inser¢do de um aminoacido
carregado pode influenciar a estrutura da proteina local. Dado que D1 ¢ uma enzima globular
que compreende uma cadeia de aminoacidos [FIG. 28, (27)], € concebivel que essa alteracao
sitio possa inativar toda a enzima. De fato, inimeras mutag¢des nao conservativas ao longo
da sequéncia de aminodcidos D1 inativam a enzima (/2, 25, 26). Nossa hipotese foi de que
a transferéncia de estruturas proteicas locais, implantando ndo apenas residuos de arginina e
lisina, mas também as sequéncias de aminoacidos vizinhas, reduz o risco de inativagao.
Pesquisamos dentro de D1 e D1L3 por aminodcidos conservados nas proximidades de
A226 T227insK que podem ser usados como ancoras para a insercdo. Identificamos um
motivo D223/T224/T225 e um T229 conservado em D1 como ancoras nos N-terminal e C-
terminal, respectivamente (FIG. 27). Substituimos 3 aminoéacidos dentro de D1 (ATP) por 4
aminoacidos, incluindo K226, de D1L3 (VKKS) em silico. A expressao do cDNA da nova
variante D1 (A226 P228delinsVKKS) nas células HEK239 revelou uma enzima
funcionalmente ativa com uma atividade de degradacdo do dsDNA semelhante, quando
comparada com D1 tipo selvagem (FIG. 27). Os dados sugerem que os aminoacidos
varidveis entre os aminoacidos conservados sao intercambiéaveis entre D1 e D1L3.

[220]  Concebemos uma tecnologia de blocos de construgao para transferir propriedades
enzimaticas de um membro da familia das proteinas D1 para outro. As seguintes etapas

cardinais caracterizam a tecnologia (FIG. 29):

(1) Fornecer alinhamento proteina-proteina da DNase doadora e receptora
(2) Identificar a sequéncia varidvel de aminoacidos ou de aminoacidos para transferéncia
(bloco de construgao)
(3) Identificar aminoéacidos conservados na DNase doadora e receptora que estdo
localizadas
a montante ¢ a jusante do bloco de construgao (ancoras), respectivamente.
(4) Substituir a codificacdo de cDNA pelo bloco de construcao entre as ancoras C e N na

DNase receptora, com cDNA entre as ancoras na DNase doadora.

Peticdo 870200048759, de 17/04/2020, pag. 84/152



77/100

(5) Sintetizar o cDNA da DNase quimérica, seguido pela expressdo in vitro/in vivo em um
organismo receptor que ¢ preferivelmente deficiente em DNase doadora e receptora (por

exemplo, células CHO ou camundongos Dnasel”Dnasell3™).

Projeto de variantes de DNasel através da tecnologia de blocos de construgdo

[221]  Um alinhamento de vérias espécies de D1 e D1L3 de humanos, camundongos, ratos
e chimpanzés (FIG. 30) mostrou que as ancoras nos N- e C-terminais sao conservadas entre
essas espécies. Esses aminodcidos ancora ou sequéncias de aminoacidos ladeiam 62 blocos
de aminodcidos variaveis e sequéncias de aminodcidos, que incluem a sequéncia de
aminoacidos em D1 (ATP) e D1L3 (VKKS) das experiéncias mencionadas anteriormente
como blocos de construcao n° 49 (FIG 31).

[222] A transferéncia desses blocos de construcao de D113 em D1 gera variantes D1 com

as seguintes mutacdes (FIG. 31): 1M _S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA,

L23 A27delinsMRICS, [30 _T32delinsVRS, E35 T36delinsES,
M38 147delinsQEDKNAMDVI, Q49 S52delinsKVIK, Y54C, 156 Q60delinsIILVM,
V62 R63delinsIK, S65 K72delinsSNNRICPI, L74 N76delinsMEK,
Q79 T84delinsRNSRRGIT, H86N, V88 V89delinsVI, E91 P92delinsSR,

N96 S97delinsNT, R101Q, L103A, VIO0SL, R107_Q110delinsKEKL,
A113 Sl16delinsVKRS, Y118H, D120H, G122 N128delinsYQDGDA, T130S, N132S,
A136_I137delinsFV, R139W, F141 F144delinsQSPH, E146 E149delinsAVKD, A151V,
V1531, A157 A158delinsTT, G160 _A162delinsETS, Al64K, 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 1271delinsLDV,
Y275F, V279 M280delinsFK e K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.

[223]  As seguintes variantes D1L3 sdo geradas, se os blocos de construcdo forem

transferidos de Dl para DIL3 (FIG. 31):
M1 A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS, M21_S25delinsLKIAA,
V28 S30delinsIQT, E33 S34delinsET, Q36_145delinsMSNATLVSYI,
K47 K50delinsQILS, C52Y, 154 M58delinsIALVQ, 160 K61delinsVR,
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S63 170delinsSHLTAVGK, M72 K74delinsLDN, R77 T84delinsQDAPDT, N86H,
V88 189delinsVV, S91 R92delinsEP, N96 T97delinsNS, QI101R, A103L, LI105V,
K107 L110delinsRPDQ, V113 _S116delinsAVDS, H118Y, H120D,
Y122 A127delinsGCEPCGN,  VI129T, SI13IN, 135F 136VdelinsAI, = WI138R,
Q140 H143delinsFSRF, A145 D148delinsAVKD, V150A, 1152A, T156 T157delinsAA,
E159 S161delinsGDA, KI163A, 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 V271delins QAI, F275Y,
F279 K280delinsVM e Q282 S305delinskK.

[224] Em seguida, conceituamos uma abordagem sequencial para projetar variantes D1
com atividade D1L3 que comega com a transferéncia de vérios blocos de construgdo
adjacentes (grupos), continua com a transferéncia de blocos de constru¢do individuais e
termina com a transferéncia de aminoacidos individuais ou a combinagdo de multiplos
blocos de construcdo em novas enzimas quiméricas (FIG. 32). Essa abordagem reduz o
numero de quimeras D1-D1L3 na triagem inicial.

[225] Paratestar nosso método, projetamos um total de 19 variantes de D1, compreendendo
seja blocos de constru¢do individuais ou conjuntos de aglomerados de blocos de construgdo
de DIL3 (FIG. 31). Estas variantes de D1 apresentam as seguintes mutacdes de aminoacido:
IM_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA,

L23 A27delinsMRICS/I30 T32delinsVRS/E35 T36delinsES,

M38 147delinsQEDKNAMDVI, Q49 S52delinsKVIK/Y54C/156_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/V1531/A157 _A158delin
sTT/G160_A162delinsETS/A164K, A168E/Y170 _D171delinsVE/L174T,

Q177 _K179delinsKHR/G181 L182delinsKA/D184 L187delinsNFIF,
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R199 Q202delinsPKKA/S204 S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22
1_A222delinsQE, A226 P228delinsVKKS,
H230N/V238 A239delinsLR/M241 A246delinsQEIVSS/D250K/A252 P254delinsNSV,
N256D/A259 A260delinsKA/G262K/S264 1.267delinsTEEE/Q269 1271delinsLDV, e
Y275F/V279 M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.

[226] Em seguida, clonamos o cDNA em um vetor de expressao, que foi transfectado para
cé¢lulas HEK293. A anélise dos sobrenadantes celulares mostrou degradacdo do dsDNA para
todas as amostras (FIG. 33). Além disso, observamos que a transferéncia de blocos de
construcdo (BB) 11 (ver SEQ ID NO: 10), BB 12-14 (ver SEQ ID NO: 11), BB 26 (ver SEQ
ID NO: 12), BB 41- 48 (ver SEQ ID NO: 13)e BB 49 (ver SEQ ID NO: 14) de D1L3 a D1
resultou em enzimas com maior atividade de degradacao da cromatina. Todas essas enzimas
quiméricas exibiram a mesma ou mais atividade para degradar substratos de dSDNA que D1
do tipo selvagem. Os blocos de construcao 11 (RNSRRGI na SEQ ID NO: 2) e 49 (VKKS
na SEQ ID NO: 2) de DIL3 contém R80/R81 e K227, respectivamente, que ndo estdo
presentes em D1. O grupo D1L3-BB 41-48 (PKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQE da SEQ
ID NO: 2) apresenta 5 residuos de arginina e lisina adicionais que o seu equivalente em D1
(RPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSA da SEQ ID NO: 1). Esses aminoacidos cationicos
adicionais podem ser responsaveis pela hiperatividade. Os blocos de construgao de D1 12-
14 e 26 contém as sequéncias de aminoacidos H86 a R95 e A136 a V138 na SEQ ID NO: 1,
que inclui residuos de aminoécidos necessarios para a ligacdo da actina inibidora de D1.
Assim, a substituicdo dessas sequéncias de aminoacidos pelos respectivos blocos de
constru¢do de D1L3, que ndo interagem com a actina, provavelmente gera variantes de D1
resistentes a actina. Agora combinamos BB 11, 14, 26, 41-19 em uma nova variante D1
(SEQ ID NO: 15). Observamos que a combinacao desses BBs de ganho de fun¢cdo aumentou
a degradagdo da cromatina da variante D1 para niveis de D1L3 do tipo selvagem (FIG. 33).

Assim, a tecnologia BB fornece um método robusto para gerar variantes D1 hiperativas.

Projeto de variantes de DNasel tipo 3 através da tecnologia de blocos de construgdo

[227] O grupo BB 60 a 62 de D1L3 inclui o aminoacido de sua cauda C-terminal (FIG.
33). A cauda comeca apos L281 (FIG. 34) e compreende a sequéncia de aminoacidos
QSSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID NO: 33), que inclui um NLS bipartido.

DI1L3 requer que a cauda C-terminal degrade o DNA nas vesiculas de lipideo, incluindo
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reagentes de transfec¢ao e corpos apoptoticos (7, 10, 28). Além disso, a cauda do C-terminal
¢ necessaria para a degradacao da cromatina livre de lipideos e células por D1L3 (7). Ambas
as descobertas sao baseadas em uma variante D1L3 que nao possui os aminoacidos apos o
Q282 e, portanto, ¢ inativa na degradagdo desses substratos. Wilbert et al. anexou a extensao
C-terminal de D1L3 ao C-terminal de D1 e assim transferiu a capacidade de degradar o DNA
dentro das vesiculas de lipideo para D1 (10, 28). Aqui, empregamos nossa tecnologia BB
para transferir o C-terminal de DIL3 para D1 e vice-versa. Utilizamos o motivo
S272/D273/H274 conservado, localizado na frente da folha beta do terminal em D1 (FIG.
28), como ancora em N e trocamos os blocos de constru¢ao do terminal 3 entre D1 e DIL3
(FIG. 34). Essa abordagem gerou uma variante D1 que apresenta a extensdo C-terminal de
DIL3 devido as mutagoes
Y275F/V279 M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID
NO: 16) e uma variante DIL3  truncada devido as  mutagdes
F275Y/F279 K280delinsVM/Q282 S305delinsK (SEQ ID NO: 17). Expressamos tanto as
variantes quanto as enzimas do tipo selvagem nas células HEK293 e caracterizamos a
atividade da DNase no sobrenadante. Inesperadamente, observamos que a variante D1 com
o C-terminal de D1L3 ndo degradou a cromatina, enquanto a variante DIL3 sem o C-
terminal da enzima do tipo selvagem ainda foi capaz de clivar a cromatina (FIG. 34). De
fato, observamos um aumento da atividade de degradacdo da cromatina com essa variante
D1L3. Para corroborar essa descoberta, testamos se a variante truncada de D1L3 in vivo e
observamos que sua expressao protegida da mortalidade mediada por NET de camundongos
neutrofilicos Dnasel”"Dnasell3” (FIG. 34). Em conclusdo, a delecio do C-terminaldo
inibe, mas aumenta a fun¢do de D1L3 para degradar a cromatina livre de lipideos e livre de
células.

[228]  As proteases séricas, em particular a plasmina, degradam D1L3, mas nao D1 (9). A
sensibilidade do D1L3 a atividade da protease limitaria seu uso na pratica clinica. As
proteinas glicosiladas apresentam uma protecao aumentada contra as proteases (32). Usando
analise de software, ndo foi possivel identificar uma sequéncia de consenso conhecida para
glicosilacdo em D1L3 humano e murino. A andlise de software do D1 humano revelou 2
sitios de glicosilagdo, como observado tanto em silico quanto in vitro (9). Nossa hipotese foi
de que as variantes glicosiladas de D1L3 podem aumentar a meia-vida na circulagdo devido

a uma resisténcia melhorada as proteases séricas. Um sitio de glicosilagao requer uma
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sequéncia de consenso minima de N-X-T/S. D1 contém dois sitios conhecidos de N-
glicosilagdo, N40 (N18 sem peptideo sinal) e N128 [(N106 sem peptideo sinal, (9)]. Os
aminoacidos dos sitios de glicosilagdo D1 N40-X-T42 e N128-X-T130 correspondem aos
D38-X-N40 e A127-X-V129 em DI1L3. Assim, uma versdo glicosilada de D1L3 precisa
apresentar as mutagdes de aminodcidos D38N, N40T, A127N e V129T (ver SEQ ID NO:
18). Em vez de usar mutagdes pontuais convencionais para inserir essas substituicdes de
aminoacidos, usamos a tecnologia BB para transferir os sitios de glisilagdo de D1 N40-X-
T42, que ficam dentro de BB4 (MSNATLVSY na SEQ ID NO: 1) e N128-X-T130, que se
encontra no grupo BB 23-25 (GCEPCGNDTFN na SEQ ID NO: 1), de DI a D1L3 (FIG.
35). Assim, geramos duas novas variantes de DIL3, que apresentam as mutagdes
Q36 _145delinsMSNATLVSYI (SEQ ID NO: 19) e
Y122 A127delinsGCEPCGN/V129T/S13IN (SEQ ID NO: 20), respectivamente.
Expressamos essas variantes de D1L3 juntamente com a enzima WT nas células HEK293.
Em seguida, analisamos o sobrenadante por Western Blot usando um anticorpo policlonal
direcionado a um epitopo na cauda C-terminal da enzima WT para detectar a enzima WT,
bem como as variantes de D1L3. Como esperado, as variantes de D113 mostraram bandas
de maior peso molecular presumivelmente a glicosilagdo, quando comparadas a enzima WT
(FIG. 35). A variante de D1L3 com glicosilagdo em N40 ou N128 reteve sua atividade de
degradacao da cromatina (FIG. 35). Em conclusdo, os dados sugerem que a tecnologia BB
pode ser usada para transferir os sitios de glicosilagdo de D1 para D1L3, o que pode gerar

variantes de D1L3 com maior resisténcia e meia-vida da protease em pacientes.

Terapia com DNasel tipo 3 e uma variante do mesmo

[229]  Finalmente, testamos os efeitos terapéuticos de D1L3 in vivo. A andlise histologica
de coagulos vasculares de NETs mostra agregados densos de cromatina (FIG. 36A),
indicando que os sitios de clivagem sem histona para D1 s3o raros in vivo. Assim,
levantamos a hipotese de que uma terapia aguda com D1L3 do tipo selvagem ¢é mais eficaz
na degradagdo de NETs intravasculares que D1 do tipo selvagem. Para testar nossa hipodtese,
expressamos Csf3 em camundongos com deficiéncia Dnasel” Dnasell3” para induzir
coagulos vasculares de NETs. E importante ressaltar que, antes do exitus, os camundongos
com oclusdo vascular por NETs desenvolvem hematuria e hipotermia, que podem ser

detectadas de forma ndo invasiva. Portanto, o modelo animal permite identificar e, portanto,
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selecionar camundongos, que formaram NETs, para testar candidatos a medicamentos para
uma terapia aguda contra NETs (FIG. 36B). Aqui, testamos o D1 humano purificado do tipo
selvagem (dornase alfa; SEQ ID NO: 1), o D1L3 humano do tipo selvagem (SEQ ID NO: 2)
e uma variante hiperativa do D1L3 [D1L3Y; (SEQ ID NO: 17)] para uma terapia aguda
contra NETSs. Injetamos Csf3 em camundongos com deficiéncia de Dnasel” Dnasell3™.
Ap6s 72 horas, os primeiros animais individuais comecaram a desenvolver hipotermia e
hematuria. Utilizamos uma queda na temperatura corporal de 4 °C ou mais e a presenca de
urina vermelha como critério de inclusdao. Os camundongos, que desenvolveram esses
fenotipos, foram randomizados nos diferentes grupos de tratamento. Os animais receberam
uma dose Unica, injecdo intravenosa através da veia da cauda de 1 mg/kg de D1, DIL3 ou
veiculo. Apds 30 minutos, os animais foram submetidos a eutandsia para coleta de
bioamostras (sangue e 6rgaos). A quantificagdo de coagulos de NETs na vasculatura dos
pulmdes mostrou que NETs ocluiam vasos sanguineos em camundongos que receberam
terapia com veiculo ou D1 (FIG. 36D). E importante ressaltar que os camundongos injetados
com DIL3 e DIL3Y mostraram pouco ou nenhum codgulo de NETs (FIG. 36D). Em
pacientes, 0 DNA circulante tem o tamanho do DNA em mono-nucleossomos [ 180 pares de
bases (33)], indicando que ¢ um produto de degradacdo do DNA de alto peso molecular na
cromatina. O DNA circulante é comumente usado como marcador substituto da formacgao
intravascular de NET, mas também pode derivar de tecido necrético e danificado (34).
Quantificamos o DNA no soro usando uma sonda de DNA fluorescente. Observamos que a
injecio de D1L3 e D1L3Y, mas ndo D1 ou veiculo, causou um forte aumento nos niveis de
DNA circulante (FIG. 36E). O isolamento e a visualizacdo do DNA circulante mostraram
fragmentos de 180 pares de bases de multimeros, indicando a presenca de mono- e oligo-
nucleossomos no soro de camundongos que receberam a terapia com D1L3 (FIG. 36F). Os
camundongos que recebem D1L3Y mostraram somente mono- e di-nucleossomos. Os dados
confirmam a hiperatividade do D1L3" in vivo. Os isolados de DNA do soro de camundongos
que receberam terapia D1 mostraram leves manchas de DNA de varios tamanhos, enquanto
nenhum DNA pdde ser isolado do soro de camundongos injetados com veiculo (FIG. 36F).
Assim, o D1L3 pode ser utilizado ndo apenas na profilaxia, mas também na terapia aguda
de doengas associadas a NETSs.

[230]  Exploramos ainda a aplicagio terapéutica de D1L3Y em um modelo de lesido de

isquemia-reperfusao (FIG. 37A). Em resumo, um testiculo de ratos machos do tipo selvagem
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foi submetido a tor¢do testicular, conforme descrito anteriormente por nds (35). O
procedimento causa uma lesdo no tecido isquémico. Apos a randomizagdo e destor¢do do
testiculo, os ratos receberam trés injecdes diarias de veiculo dornase alfa (D1, Img/kg) ou
uma variante DNaselL3 purificada (SEQ ID NO: 17, DIL3Y, 1mg/kg). Apds 7 dias, o
testiculo isquémico e o testiculo ndo tratado foram coletados. A terapia com o D1L3", mas
ndo com solugdo salina ou D1, reduziu significativamente a atrofia testicular (FIG. 37B).
Além disso, a terapia com o DIL3Y, mas ndo com solugdo salina ou DI, reduziu
substancialmente a lesdo no tecido € a maioria dos animais nao apresenta sinais de lesao
(FIG. 37C). Coletivamente, os dados identificam D1L3 como uma terapia potente contra

lesao de isquemia-reperfusao.

Desenvolvimento de medicamentos de variantes DNasel, DNasel tipo 3 e variantes

[231]  Quase 70% de todas as terapéuticas proteicas sdo produzidas usando o Ovério de
Hamster Chinés (CHO) (36). De fato, a DNasel do tipo selvagem (dornase alfa) ¢ produzida
nas células CHO. Apesar das vantagens significativas, o desenvolvimento da linha celular e
a producdo em larga escala de CHO ainda permanece um grande desafio devido a um grau
consideravel de variabilidade e a inexisténcia de métodos confidveis para prever ou modelar
as caracteristicas do crescimento celular (36). E importante ressaltar que as células CHO ndo
foram capazes de produzir de forma estavel variantes hiperativas de D1, o que impediu sua
fabricacao clinica (/2). As propriedades de fabricagdo do D1L3 s3o desconhecidas. Assim,
desenvolvemos linhas celulares CHO estaveis produzindo D1 do tipo selvagem (SEQ ID
NO: 1), uma variante D1 hiperativa (SEQ ID NO: 7), DI1L3 do tipo selvagem (SEQ ID NO:
2) e uma variante D1L3 hiperativa ( SEQ ID NO: 17). Cultivamos as linhas celulares em
biorreatores e observamos uma expressao estavel de proteina com o tipo selvagem D1 e a
variante de D1, com a ultima tendo niveis de expressao fortemente aumentados (FIG. 38),
ilustrando a viabilidade de produzir uma variante de D1 hiperativa em CHO.
Inesperadamente, observamos apenas niveis menores de proteina de D1L3 tipo selvagem e
da variante de D1L3 (FIG. 38), apontando para um grande desafio para a fabricagdo clinica
de D1L3 e suas variantes.

[232] Devido a alta densidade celular em biorreatores em larga escala, as células competem
por recursos e sofrem tensdo celular, levando ao aumento da morte celular, chamado

apoptose, um programa de morte celular usado por organismos multicelulares, incluindo
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mamiferos (37). D1L3 tem como alvo o DNA em corpos apoptéticos (7). Especulamos que
os baixos niveis de DIL3 s3o devidos a eliminacdo da enzima por essas vesiculas
apoptoticas. Para superar essas limitagdes, testamos a produgao de D1, D1L3 e suas variantes
usando o sistema de expressdo microbiana Pichia pastoris, um organismo estabelecido,
aprovado pela FDA e organismo geralmente reconhecido como seguro (GRAS) com
capacidade de secretar proteinas (38, 39). Uma limitacdo importante dessa abordagem ¢ que
as proteinas produzidas por P. pastoris geralmente sdo hipergliciladas e podem resultar em
maior imunogenicidade (40). A composicao de D1L3 e sua variante ndo ¢ glicosilada e ¢
ideal para expressdo em P. pastoris. Mutamos os sitios de glicosilacdo em D1 e sua variante
em N40S e N128S, respectivamente, para gerar proteinas desglicosiladas (SEQ ID NO: 21,
23). A expressdo de proteinas em P. pastoris ¢ geralmente alcancada acoplando proteinas de
interesse a peptideos sinal secretores de varias origens. Omitimos essa etapa para evitar a
geracdo de proteinas quiméricas imunogénicas. Especulamos que o peptideo sinal nativo de
D1 e/ou DIL3 seja reconhecido por P. pastoris. Depois da otimizacdo do codon,
expressamos o cDNA em P. pastoris (SEQ ID NO: 22, 24-26). Atingimos a expressao de
D1 e a variante D1 (ndo mostrada). E importante ressaltar que essa abordagem também
permitiu a expressao de D1L3 e a variante de D1L3, com a ultima mostrando niveis de
expressao aumentados (FIG. 38). Purificamos as proteinas e confirmamos que o D1L3 tem
atividade aumentada (FIG. 38). Em conclusdo, os dados sugerem que o uso de sistemas de
expressdo nao mamiferos, como P. pastoris, permite a fabricagdo clinica de D1L3 e suas

variantes.

Discussao

[233] Duas enzimas de degradacio de DNA foram amplamente utilizadas
terapeuticamente em modelos e pacientes experimentais. A estreptodornase, uma DNase
secretada de Streptococcus spp., foi testada em modelos de doencas de homoenxerto de pele,
coagulos de bexiga, desbridamento de feridas, meningite. A DNasel (incluindo a DNasel
pancreatica) foi utilizada terapeuticamente em modelos experimentais de cancer, fibrose
cistica, lipus, trombose, acidente vascular cerebral, sepse, lesdo pulmonar, aterosclerose,
infec¢do viral, doenga falciforme, infarto do miocardio, infec¢ao no ouvido, cicatrizagao de
feridas, lesdo hepatica, endocardite, infec¢do hepatica, pancreatite, disfungdo primaria do

enxerto, reperfusdo de isquemia e membros, lesdo renal, coagulacdo sanguinea, asma,
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inflamag¢ao induzida por alume, lesdao hepatorenal. A estreptodornase também foi usada para
tratar pacientes com exsudacdes pleurais, hemotoérax, codgulos sanguineos intrabiliarios,
anemia pos-pneumatica, ulceras, condigdes otorrinolaringologicas, infec¢des orais, lesoes
menores, sinusite, rinoplastias pds-operatdrias, infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de
feridas, teste de reacio da pele. E importante ressaltar que a DNasel foi testada
terapeuticamente em pacientes com meningite pneumococica, gota, tlcera de perna, fibrose
cistica, sindrome de Kartegener, asma, atelectasia lobar, bronquite cronica, bronquiectasia,
lupus, discinesia ciliar primaria, bronquiolite, empiema, infec¢des pleurais, cancer, seca
doenga ocular, infecgdes do trato respiratorio inferior, hematomas cronicos, doenca de
Alzheimer e doenca pulmonar obstrutiva. Neste exemplo, identificamos DIL3, suas
variantes, bem como variantes de D1 como novos candidatos a uma terapia com DNase

(FIG. 39).

Métodos

Detecgdo de atividade de degradag¢do da cromatina

[234] Para medir a atividade de degradacdo da cromatina, misturamos amostras com
nucleos isolados de HEK293 (1.500.000 - 3.000.000 por reagao), Tris-HCI 20 mM, pH 7.4,
2 mM MgCl,, 2 mM CaClz, 50 mM NaCl e inibidores de protease. Apds incubar as amostras
por 1 hora a 37 °C, elas foram aquecidas a 65 °C por 10 minutos. Prosseguimos com o
isolamento do DNA usando o Mini Kit QIAamp DNA Blood (Qiagen) de acordo com o
protocolo do fabricante. O eluente foi entdo carregado sobre um gel de agarose e os
fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel. A fluorescéncia do DNA dos

géis foi registrada com um escaner de fluorescéncia.

[235] Métodos adicionais sao descritos no Exemplo 1.
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SEQID NO: 1

DNasel humana (P24855), sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD
SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY
PVEVMLK

SEQ ID NO: 2

DNaselL3 humana (Q13609), sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina

madura):

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILV
MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV
KRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELV
EVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT
TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEF
KLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

SEQ ID NO: 3

DNasel murino (P49183): Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRYTGLMGTLLTLVNLLQLAGTLRIAAFNIRTFGETKMSNATLSVYFVKILSRYDI
AVIQEVRDSHLVAVGKLLDELNRDKPDTYRYVVSEPLGRKSYKEQYLFVYRPDQ
VSILDSYQYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTEVQEFAIVPLHAAPTEAVSEIDA
LYDVYLDVWQKWGLEDIMFMGDFNAGCSY VTSSQWSSIRLRTSPIFQWLIPDSAD
TTVISTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPNSAVPFDFQAEYGLSNQLAEAISDHYPVE
VTLRKI

SEQ ID NO: 4
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DNasel de rato (P21704), sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):
MRYTGLMGILLTLVNLLQLAATLRIAAFNIRTFGDTKMSNATLSSYIVKILSRYDIA
VVQEVRDTHLVAVGKLLDELNRDIPDNYRYISEPLGRKSYKEQYLFVYRPSQVSV
LDSYHYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTEVREFAIVPLHSAPTEAVSEIDALY
DVYLDVRQKWGLEDIMFMGDFNAGCSYVTSSQWSSIRLRTSPIFQWLIPDSADTT
ATSTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPSSAVPFDFQAEYRLTNQMAEAISDHYPVEVT
LRKT

SEQ ID NO: 34

DNaselL3 murino (055070): Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina

madura):

MSLHPASPRLASLLLFILALHDTLALRLCSFNVRSFGASKKENHEAMDIIVKIIKRC
DLILLMEIKDSSNNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNY VISSRLGRNTYKEQYAFVYKE
KLVSVKTKYHYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFHSPFTAVKDFVIVPLHTTPETSVK
EIDELVDVYTDVRSQWKTENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWQNIRLRTDPKFVWLIG
DQEDTTVKKSTSCAYDRIVLCGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYDLSEEEALDVSDH
FPVEFKLQSSRAFTNNRKSVSLKKRKKGNRS

SEQ ID NO: 35

DNaselL3 de rato (O89107): Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina

madura):

MSLYPASPYLASLLLFILALHGALSLRLCSFNVRSFGESKKENHNAMDIIVKIIKRC
DLILLMEIKDSNNNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNY VISSRLGRNTYKEQYAFLYKE
KLVSVKAKYLYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFQAPFTAAKDFVIVPLHTTPETSVK
EIDELADVYTDVRRRWKAENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPNFVWLIG
DQEDTTVKKSTSCAYDRIVLRGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYELSEEEALDVSDH
FPVEFKLQSSRAFTNSRKSVSLKKKKKGSRS

SEQ ID NO: 36
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DNasel do chimpanzé (H2QAH1): Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina

madura):

MRSMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VRPSQWSSIRLRTSPAFQWLIPD
SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLQGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY
PVEVMLK

SEQ ID NO: 37
DNaselL3 do chimpanz¢é¢ (H2QMU?7): Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal;

proteina madura):
MSRELTPLLLLLLSIHSTLALRICSFNVRSFGESKQEDQNAMDVIVKVIKRCDIILVM
EIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNY VISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKR
SYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEV
YTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDTTV
KKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKL
QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

SEQ ID NO: 38
DNasel tipo 1 humano (NM_006730): Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal;

proteina madura):
MHYPTALLFLILANGAQAFRICAFNAQRLTLAKVAREQVMDTLVRILARCDIMVL
QEVVDSSGSAIPLLLRELNRFDGSGPYSTLSSPQLGRSTYMETYVYFYRSHKTQVL
SSYVYNDEDDVFAREPFVAQFSLPSNVLPSLVLVPLHTTPKAVEKELNALYDVFLE
VSQHWQSKDVILLGDFNADCASLTKKRLDKLELRTEPGFHWVIADGEDTTVRAST
HCTYDRVVLHGERCRSLLHTAAAFDFPTSFQLTEEEALNISDHYPVEVELKLSQAH
SVQPLSLTVLLLLSLLSPQLCPAA

SEQ ID NO: 39
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DNasel tipo 2 humano (NM_001374): Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal;

proteina madura):
MGGPRALLAALWALEAAGTAALRIGAFNIQSFGDSKVSDPACGSIIAKILAGYDLA
LVQEVRDPDLSAVSALMEQINSVSEHEYSFVSSQPLGRDQYKEMYLFVYRKDAVS
VVDTYLYPDPEDVFSREPFVVKFSAPGTGERAPPLPSRRALTPPPLPAAAQNLVLIP
LHAAPHQAVAEIDALYDVYLDVIDKWGTDDMLFLGDFNADCSYVRAQDWAAIR
LRSSEVFKWLIPDSADTTVGNSDCAYDRIVACGARLRRSLKPQSATVHDFQEEFGL
DQTQALAISDHFPVEVTLKFHR

Cauda C-terminal da DNaselLL3 humano

SEQ ID NO: 33
Sequéncia de aminodacidos:

SSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

Sequéncias de variantes da DNasel

SEQ ID NO: 5

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VRPSQWSSIRLRTSPTFQWLIPD
SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY
PVEVMLK

SEQ ID NO: 6

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLOQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
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VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVKEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLRTSPTFQWLIPD
SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYKLSDQLAQAISDHY
PVEVMLK

SEQ ID NO: 7

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEID
ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS
ADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP
VEVMLK

SEQ ID NO: 8

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLOQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD
SADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY
PVEVMLK

SEQ ID NO:9

Sequéncia de aminodacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLOQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVKEID
ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS
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ADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP
VEVMLK

SEQ ID NO: 10

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRNSRRGITYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPD
QVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAE
IDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIP
DSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDH
YPVEVMLK

SEQ ID NO: 11

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYNY VISSRLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD
SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY
PVEVMLK

SEQ ID NO: 12

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD
SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY
PVEVMLK
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SEQ ID NO: 13

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIG
DQEDTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDH
YPVEVMLK

SEQ ID NO: 14

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLOQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD
SADTTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDH
YPVEVMLK

SEQ ID NO: 15

Sequéncia de aminodacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLOQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNSYKERYLFVYRPD

QVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVA

EIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWL
IGDQEDTTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAI
SDHYPVEVMLK

SEQ ID NO: 16
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Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI
DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD
SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHF
PVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

Sequéncias de variantes de DNaselL.3

SEQ ID NO: 17

Sequéncia de aminodacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILV
MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV
KRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELV
EVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT
TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHYPVEV
MLK

SEQ ID NO: 18

Sequéncia de aminodacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQENKTAMDVIVKVIKRCDIILV
MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV
KRSYHYHDYQDGDNDTFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELV
EVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT
TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEF
KLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

SEQ ID NO: 19
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Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKMSNATLVSYIVKVIKRCDIILVM
EIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNY VISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKR
SYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEV

YTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDTTV

KKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKL

QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

SEQ ID NO: 20

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILV
MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV
KRSYHYHDGCEPCGNDTFNREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDEL
VEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSY VPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQED
TTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVE
FKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS

Sequéncias usadas em Pichia pastoris

SEQ ID NO: 21

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLOQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEID
ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS
ADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP
VEVMLK

SEQ ID NO: 22
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cDNA otimizado para codon de SEQ ID NO: 21 (codon de partida, peptideo de sinal):

ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAA
GGAGCAGTTTCTCTAAAGATTGCTGCTTTCAATATTCAAACCTTTGGCGAGACT
AAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCAGATCCTTTCTCGTTAC
GACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACTGCCGTCGGTAA
GCTGCTAGACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTA
GTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAGAGATACCTATTTGTCTACCGT
CCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCT
TGTGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCAGCTATCGTTAGATTTTTCTCCAGA
TTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCATCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGA
TGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTATGATGTCTACCTGGACGTTCAGGAAA
AATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCT
TACGTTAGGCCATCTCAATGGTCAAGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTC
CAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCACTCCCACTCATTGTGCA
TATGACAGAATTGTTGTCGCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGAT
TCTGCTCTGCCATTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCT
CAAGCCATCTCTGATCACTACCCTGTGGAAGTTATGCTTAAG

SEQ ID NO: 23

Sequéncia de aminoacidos (peptideo de sinal; proteina madura):

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDI
ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHY VVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
VSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEID
ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS
ADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP
VEVMLK

SEQ ID NO: 24
cDNA otimizado para cddon de SEQ ID NO: 23 (c6don de partida, peptideo de sinal):
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ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAA
GGAGCAGTTTCTCTAAAGATTGCTGCTTTCAATATTAGAACCTTTGGCGAGACT
AAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCAGATCCTTTCTCGTTAC
GACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACTGCCGTCGGTAA
GCTGCTAGACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTA
GTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAGAGATACCTATTTGTCTACCGT
CCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCT
TGTGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCATTCATCGTTAGATTTTTCTCCAGA
TTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCATCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGA
TGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTATGATGTCTACCTGGACGTTCAGGAAA
AATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCT
TACGTTAGGCCATCTCAATGGTCAAGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTC
CAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCAAGCCCACTCATTGTGCA
TATGACAGAATTGTTGTCGCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGAT
TCTGCTCTGCCATTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCT
CAAGCCATCTCTGATCACTACCCTGTGGAAGTTATGCTTAAG

SEQ ID NO: 25
cDNA otimizado para cddon de SEQ ID NO: 2 (c6don de partida, peptideo de sinal):

ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCA
CTCGCCATGAGAATTTGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCTAAGCAG
GAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCATTAAGAGATGTGATAT
CATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGCCCCATCCTTAT
GGAAAAGCTGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCT
CTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAGCAATATGCATTTCTATACAAG
GAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGG
CGATGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTTGTTTGGTTTCAGTCTCCTCA
CACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTATCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTC
TGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAAGTTTACACCGACGTGAAGCACAGAT
GGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATAT
GTCCCTAAAAAGGCTTGGAAAAACATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGT
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CTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTACCAACTGTG
CTTACGACAGAATTGTTCTGCGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAA
AGTCCAACTCCGTCTTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAA
GCTTTAGACGTGTCCGACCACTTCCCTGTAGAGTTTAAGCTGCAATCCTCCAGA
GCATTCACTAACTCTAAAAAGTCAGTCACTTTGCGTAAAAAGACTAAGTCTAA
GAGATCG

SEQ ID NO: 26
cDNA otimizado para codon de SEQ ID NO: 17 (c6don de partida, peptideo de sinal):

ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCA
CTCGCCATGAGAATTTGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCTAAGCAG
GAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCATTAAGAGATGTGATAT
CATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGCCCCATCCTTAT
GGAAAAGCTGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCT
CTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAGCAATATGCATTTCTATACAAG
GAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGG
CGATGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTTGTTTGGTTTCAGTCTCCTCA
CACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTATCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTC
TGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAAGTTTACACCGACGTGAAGCACAGAT
GGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATAT
GTCCCTAAAAAGGCTTGGAAAAACATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGT
CTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTACCAACTGTG
CTTACGACAGAATTGTTCTGCGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAA
AGTCCAACTCCGTCTTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAA
GCTTTAGACGTGTCCGACCACTACCCTGTAGAGGTCATGTTGAAG
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REIVINDICACOES

1. Variante de DNase 1 do tipo 3 (D1L3), caractet&zpelo fato de que compreende
uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menosd#tica a enzima definida pela SEQ
ID NO:2, com uma ou mais modificagcdes em comparagaoa SEQ ID NO:2 selecionada
de: um sitio de ligacdo ao DNA mutado ou um sigidigacdo a cromatina mutado, um sitio
de glicosilagéo, inativagdo de um sinal de locghpanuclear e exclusdo de toda ou parte de

uma cauda C-terminal.

2. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaocatacterizada pelo fato de que a
variante de proteina D1L3 possui estabilidade mataumentada, resisténcia a protease
aumentada, biodisponibilidade aumentada, meiaaderculagdo aumentada, niveis mais
altos de producédo com sistemas de expressao mevitiou substancialmente a mesma ou
melhor atividade de degradacédo de DNA e / ou crioma& / ou NET em comparacao com
a proteina D1L3 de tipo selvagem da SEQ ID NO:2.

3. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaocatacterizada pelo fato de que a

variante € fundida ou conjugada com uma fracdaakeima ou transportador.

4. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacéoatacterizada pelo fato de que a

variante compreende uma ou mais sequéncias densande glicosilacdo de NX(T/S).

5. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaoadacterizada pelo fato de que a
sequéncia de consenso de glicosilagdo inclui urbatisuicdo D38N e uma substituicdo
N40T ou N40S e / ou uma substituicdo A127N e unistiuicdo V129T ou V129S, com

posicdes de aminoacidos correspondentes a SEQ IR.NO

6. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacacatacterizada pelo fato de que a

variante compreende um sinal de localizacdo nu¢Ma®) inativado.

7. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacdoa®acterizada pelo fato de que
um NLS é inativado pela excluséo de todo ou patHIdS1 e / ou NLS2 da SEQ ID NO:2.
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8. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacadoabacterizada pelo fato de que
um NLS é inativado por substituicdo e / ou exclud@@aminoacidos dentro de NLS1 e / ou
NLS2.

9. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacacaBacterizada pelo fato de que o
NLS2 da SEQ ID NO:2 é excluido.

10. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacacatacterizada pelo fato de que
compreende a delecéao total ou parcial da caudan@r@ definida pela SEQ ID NO: 33 e/

ou substituicdo de aminoé&cidos na cauda C-terminal.

11. Variante D1L3, de acordo com qualquer uma damgndicacdes 1 a 10,
caracterizada pelo fato de que a variante possoimpenos uma substituicdo de blocos de

construcdo da DNasel (D1).

12. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaochtacterizada pelo fato de que

a variante tem uma ou mais substituicdes de blamsconstrucdo selecionadas de:

M1 A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS, M21 S25delinsLHAA,
V28 S30delinsIQT, E33 _S34delinsET, Q36_145delinsMINVSYI,
K47_K50delinsQILS, C52Y, 154 M58delinsIALVQ, 160 HK6elinsVR,

S63_170delinsSHLTAVGK, M72_K74delinsLDN, R77_T84usiQDAPDT, N86H,
V88_189delinsVV, S91_R92delinsEP, N96_T97delinsNQ101R, A103L, L105V,
K107_L110delinsRPDQ, V113_S116delinsAVDS, H118Y, 20D,
Y122_A127delinsGCEPCGN,  V129T, S131IN, 135F_136Voi, W138R,
Q140_H143delinsFSRF, A145 D148delinsAVKD, V150A52A, T156_T157delinsAA,
E159_S161delinsGDA, K163A, E167A, V169_E170delinsYD T173L,
K176_R178delinsQEK, K180_A181delinsGL, N183_F186t#dVML,
P198_A201delinsRPSQ, K203_N204delinsSS, R208W, B2R®12T, V214Q, G218P,
Q220_E221delinsSA, V225_S5228delinsATP, N230H, LEB39delinsVA,
Q241_S246delinsMLLRGA, K250D, N252_V254delinsALP, 23BN,
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K259 _A260delinsAA, K262G, T264_E267delinsSDQL, L28271delinsQAI, F275Y,
F279_K280delinsVM, e Q282_S305delinsK na SEQ ID NO:

13. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaochtacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificacbes de aminoaeioselacdo a SEQ ID NO:2:
F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinskK.

14. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaochtacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificacbes de aminoaeioselacdo a SEQ ID NO:2:
Q36_145delinsMSNATLVSYI.

15. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaochtacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificacbes de aminoaeioselacdo a SEQ ID NO:2:
Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N.

16. Variante D1L3, de acordo com a reivindicacaochtacterizada pelo fato de que
compreende 2 ou 3 modificacbes em relacdo a SEQNM2 selecionadas de:
F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK,  Q36_I4B®SNATLVSYI, e
Y122 A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N.

17. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de qugmende uma sequéncia de
aminoacidos que € pelo menos 80% idéntica a endansaquéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:2 e compreendendo pelo menos uma substituieddocos de construcdo da DNasel

humana.

18. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagdracterizada pelo fato de que
a enzima compreende substituicdes de blocos de trooas
F275Y/F279 _K280delinsVM/Q282_S305delinsK e que opaimente compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

19. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagdracterizada pelo fato de que

a enzima compreende as seguintes modificagcbes ¢agdoe & SEQ ID NO:2:
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Q36_145delinsMSNATLVSYI/ Y122_A127delinsGCEPCGN/N\AIRS131N e,

opcionalmente, tem a sequéncia de aminoacidos QelSBEO: 19 ou SEQ ID NO:20

20. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de qugende uma sequéncia de
aminoéacidos que é pelo menos 80% idéntica a endaBEQ ID NO:2, em que a enzima
tem uma substituicdo de asparagina na posicaospomdente a posicdo 38 e / ou 127 da
SEQ ID NO:2, e a asparagina N38 e / ou N127 é gjlada.

21. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo @& que codifica a variante D1L3

como definida em qualquer uma das reivindicacte2Q.

22. Vetor, caracterizado pelo fato de que compmreemdoolinucleotideo como

definido na reivindicacao 21.

23. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato uwde apmpreende o vetor como
definido na reivindicagao 22.

24. Composicao farmacéutica, caracterizada pebodatgue compreende a variante
D1L3 como definida em qualquer uma das reivindieach a 20, o polinucleotideo como
definido na reivindicagdo 21, ou o vetor como ddbnna reivindicagdo 22, e um

transportador farmaceuticamente aceitavel.

25. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 24, caracterizada pelo
fato de que compreende a variante D1L3 formulada administracdo topica, parenteral ou

pulmonar.
26. Composicdo farmacéutica, de acordo com a mBoagdo 24, formulada para

intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, irdréicular, intravenosa, subcutanea, intra-

arterial, oral, sublingual, pulmonar ou transdéanic
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27. Composicao farmacéutica, de acordo com qualguardas reivindicacdes 24 a
26, caracterizada pelo fato de que compreende anmante D1L3 produzida em um sistema

de expressdo ndao mamifero.

28. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 24, caracterizada pelo

fato de que o sistema de expressao ndo mamiféiahié pastoris.

29. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 28, caracterizada pelo
fato de quéPichia pastoris codifica uma variante D1L3 que compreende o peptidel de
D1L3 humano de tipo selvagem da SEQ ID NO:2.

30. Composicao farmacéutica, de acordo com qualguardas reivindicacdes 24 a
29, caracterizada pelo fato de que compreende aim@aproteina DNasel ou variante da
mesma, um polinucleotideo isolado que codifica yr@eina DNasel ou variante da

mesma, ou um vetor compreendendo o referido pdéntideo isolado.

31. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 30, caracterizada pelo
fato de que compreende a variante D1L3 e a pro@i&sel ou variante da mesma, a uma
razao (m/m) de 100:1 a 1:100.

32. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 31, caracterizada pelo

fato de que arazdo € de 10:1 a 1:10 e € opcion&tnde cerca de 1:1.

33. Variante DNasel (D1), caracterizada pelo fatquk compreende uma sequéncia
de aminoacidos que é pelo menos 80% idéntica anarda SEQ ID NO: 1 e com uma ou
mais modificacoes em relacdo a SEQ ID NO:1 quessBawionadas de: uma ou mais sitios
de ligagdo ao DNA mutados ou sitios de ligagdooenatina, um sitio de ligacdo a actina
mutado, um sitio de glicosilacdo mutado, adicdardesinal de localizacdo nuclear, adicdo
de uma cauda C-terminal com pelo menos 50% deid#ele de sequéncia a cauda C-
terminal da proteina D1L3 de tipo selvagem da SBEQO:2; e/ou uma fusdo N-terminal

ou C-terminal com uma fracdo que se estende avitaa-
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34. Variante D1, de acordo com a reivindicacaoc3Bacterizada pelo fato de
gue compreende uma ou mais substituicdes de bldeosonstrucdo selecionadas de:
1M _S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA, L23 A27delinsMRISE, I130_T32delinsVRS,
E35 T36delinsES, M38 147delinsQEDKNAMDVI, Q49 S5RkadeKVIK, Y54C,
156_Q60delinslILVM, V62_R63delinsiK, S65_K72delifdSRICPI,
L74_N76delinsMEK, Q79_T84delinsRNSRRGIT, H86N, V889delinsVI,
E91 P92delinsSR, N96_S97delinsNT, R101Q, L103A,5(11R107_Q110delinsKEKL,
Al113 S116delinsVKRS, Y118H, D120H, G122 N128deli@DGDA, T130S, N132S,
A136_1137delinsFV, R139W, F141_F144delinsQSPH, EE619delinsAVKD, A151V,
V153l, A157_A158delinsTT, G160_A162delinsETS, Al164K AI168E,
Y170 _D171delinsVE, L174T, Q177 _K179delinsKHR, G1B182delinskA,
D184 L187delinsNFIF, R199 Q202delinsPKKA, S204 M0iHskKN, W209R, S211D,
T213R, Q215V, P219G, S221 A222delinsQE, A226 P2R8&IKKS, H230N,
V238 _A239delinsLR, M241_A246delinsQEIVSS, D250K, 52 P254delinsNSV,
N256D, A259 A260delinsKA, G262K, S264 L267delinsEEEQ269_[271delinsLDV,
Y275F, V279 _M280delinsFK, e K282delinsQSSRAFTNSKKIRYRKKTKSKRS na SEQ
ID NO:1.

35. Variante D1, de acordo com a reivindicagaocadacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificagbes em relacdo EQ SID NO:1:
Q79 _T84delinsRNSRRGIT.

36. Variante D1, de acordo com a reivindicagaocadacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificagbes em relacdo EQ SID NO:1:

H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR.

37. Variante D1, de acordo com a reivindicagaocadacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificacdes em relacBQAZINO:1: A136_1137delinsFV.

38. Variante D1, de acordo com a reivindicacaocadacterizada pelo fato de que

compreende as seguintes modificacdes em relacBQABZNO:1:
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R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S21TNBR/Q215V/P21
9G/S221_A222delinsQE.

39. Variante D1, de acordo com a reivindicagaocadacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificacbes em relacdo EQ SID NO:1:
A226_P228delinsVKKS.

40. Variante D1, de acordo com a reivindicacaocadacterizada pelo fato de que
compreende as seguintes modificacdes em relacBQABZNO:1:
Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRERKSKRS.

41. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de qugmende uma sequéncia de
aminoacidos que € pelo menos 80% idéntica a endan&EQ ID NO: 1 e compreendendo
a substituicao, insercao ou adicao de um ou msidues de arginina e / ou lisina, em que a
enzima DNase tem atividade de degrada¢éo da crareatimentada em comparacdo com a
enzima da SEQ ID NO: 1.

42. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacaragcterizada pelo fato de que
0 um ou mais residuos de arginina e / ou lisinasstituicdes de aminoécidos selecionadas
de substituicBes nas posicdes correspondentesgde® 31, 41, 49, 52, 68, 76, 79, 81, 92,
109, 114, 115, 164, 177, 181, 200, 201, 204, 208, 227, 239, 250, 259, 262 e 280 da SEQ
ID NO: 1.

43. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacaragcterizada pelo fato de que

compreende a substituicdo e / ou insercdo de daisais residuos de arginina e / ou lisina.

44. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacatacterizada pelo fato de que

compreende a substituicdo e / ou insercéo de trésais residuos de arginina e / ou lisina.

45. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma demdieacbes 41 a 44,

caracterizada pelo fato de que compreende umairaagin lisina em uma ou mais posicoes
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correspondentes as posicoes 31, 49, 76, 92, 1@91718, 201, 204 e 213 da SEQ ID NO:
1.

46. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacarhgcterizada pelo fato de que
compreende uma arginina ou lisina nas posicoessmondentes as posi¢cdes 31, 49, 79 e
209 da SEQ ID NO: 1.

47. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacaragcterizada pelo fato de que
compreende uma arginina ou lisina nas posicéessmondentes as posicoes 31, 49, 79, 177,
209, 262 da SEQ ID NO: 1.

48. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacaragcterizada pelo fato de que
compreende um residuo de lisina ou arginina nasgesscorrespondentes as posicoes 31 e
227 da SEQ ID NO: 1.

49. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacatagcterizada pelo fato de que
a enzima possui uma lisina ou arginina na posiga@spondente a posicao 164 da SEQ ID
NO: 1.

50. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma desdieacbes 41 a 49,
caracterizada pelo fato de que compreende umaitsiig#d de aminoacidos na posi¢cao 136

em relacdo a SEQ ID NO: 1, e que é opcionalmen86A1

51. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacaca2cterizada pelo fato de que
compreende uma ou mais modificacdes de aminoadedlesionadas de Q31R, A41K,
Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R2R9D109K, V114K, D115R,
Al64K, Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R,13R, A226 T227inskK,
T227K, A239R, D250K, A259K, G262K e K280M e, opcatmente, com uma modificacao
gue resulta em resisténcia a actina, em que a iteghb que resulta em resisténcia a actina
€ opcionalmente A136F SEQ ID NO: 1.
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52. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacaoatacterizada pelo fato de que,
se a enzima compreender uma substituicdo de Q3TIR2MK, a enzima compreendera pelo
menos duas modificacbes de aminoacidos seleciordald331R, A41K, Q49R, S52K,
T68R, N76K, Q79R, D80 A8linsR, A81R, P92R, D109Kl1¥K, D115R, Al64K,
Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R2&Z227insK, T227K,
A239R, D250K, A259K, G262K e K280M.

53. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacadc&2cterizada pelo fato de que

compreende as substituicdes de aminoacidos Q3R &Tem relacdo a SEQ ID NO:1.

54. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacacd&acterizada pelo fato de que
compreende a substituicdo de aminoacidos A164Ketagdo a SEQ ID NO: 1.

55. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacdcaacterizada pelo fato de que
compreende uma ou mais substituicdbes de aminoasielesionadas de Q31R, Q49K,
N76K, Q79R, P92R, D109K, A164K, Q177K, P200K, S208R04R, T213R, e G262K.

56. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacaad&acterizada pelo fato de
gue compreende as seguintes substituicées de aninsaQ31R, Q49K, Q79R, A164K e
W209R.

57. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacaa&®acterizada pelo fato de
gue compreende as seguintes substituicées de annsaQ31R, Q49K, Q79R, A136F,

Q177K, W209R, G262K.

58. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacaca&®@cterizada pelo fato de

gue compreende as seguintes substituicfes de anosdQ31R, T227K e A136F.

59. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacaca@gcterizada pelo fato de que

compreende as seguintes substituicdes de amingaédid64K e A136F.
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60. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma desdieacoes 41 a 59,
caracterizada pelo fato de que a enzima compreante sequéncia de consenso de
glicosilagdo que compreende uma substituicdo N40$Leuma substituicdo N128S em
relacdo a SEQ ID NO: 1.

61. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagd&@cterizada pelo fato de que
compreende as substituicdes de aminoacidos Q3168$,N4136F, N128S, e T227K em
relacdo a SEQ ID NO:1.

62. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma desdieacoes 41 a 61,
caracterizada pelo fato de que a enzima é pelo sr#¥b idéntica a enzima da SEQ ID NO:
1 ou pelo menos cerca de 95% idéntica a enzim&@alB NO: 1, ou pelo menos cerca de
97% idéntica a enzima da SEQ ID NO: 1.

63. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de qugrende uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 80% idéntica a end&n&EQ ID NO: 1 e compreendendo
pelo menos uma substituicdo de blocos de constaegdequéncia de aminoacidos da SEQ
ID NO:2, em que a DNase enzima tem atividade deadlagao da cromatina aumentada em

comparacao com a enzima DNase da SEQ ID NO: 1.

64. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagcd&@acterizada pelo fato de que
a enzima compreende pelo menos duas substituiedel®cbs de construcdo adjacentes da
SEQ ID NO:2.

65. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagc&@acterizada pelo fato de que
a enzima compreende a substituicdo de blocos da#ragéo Q79 T84delinsRNSRRGIT, e
opcionalmente, compreende a sequéncia de aming&ad&SEQ ID NO: 10.

66. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagcd&4cterizada pelo fato de que
a enzima compreende substituicbes de blocos ddérgoiis H86N / V88 _V89delinsVI /
E91 P92delinsSR, e opcionalmente, compreende &iseiqude aminoacidos de SEQ ID
NO: 11.
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67. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagc&@acterizada pelo fato de que
a enzima compreende a substituicdo de blocos dstragdo A136_1137delinsFV, e
opcionalmente, compreende a sequéncia de aming&d&SEQ ID NO: 12.

68. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagcd&4cterizada pelo fato de que
a enzima compreende substituicdes de blocos de trooas
R199 Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S21DBR/Q215V/P219G/S22
1 A222delinsQE, e opcionalmente, compreende a se@uée aminoacidos da SEQ ID
NO: 13

69. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacagc&acterizada pelo fato de que
a enzima compreende a substituicdo de blocos deragéo A226 P228delinsVKKS, e

opcionalmente, compreende a sequéncia de amingad&SEQ ID NO: 14.

70. Enzima DNase, de acordo com a reivindicacac#&agcterizada pelo fato de
gue compreendendo substituicbes de blocos de ugastrQ79 T84delinsRNSRRGIT,
H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR, A136_1137dshV,
R199_Q202delinsPKKA/S204 _S205delinsKN/W209R/S21PDBR/Q215V/P219G/S22
1 A222delinsQE, A226 P228delinsVKKS, e opcionalmertmpreendendo a sequéncia
de aminoéacidos de SEQ ID NO:.15

71. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma dasdieacdes 41 a 70,
caracterizada pelo fato de que compreende as tsugEtis de blocos de construgéo
Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRERKSKRS.

72. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma desdieacoes 41 a 71,
caracterizada pelo fato de que a enzima exibe wmaais propriedades selecionadas de:
afinidade semelhante ou superior ao DNA livre ddginas em comparacdo com a enzima
da SEQ ID NO: 1, uma atividade de degradacao daaiipa mais alta em comparagcédo com
a enzima da SEQ ID NO: 1, uma atividade enzimafieaé resistente a inibicdo pela actina

em comparacao com a enzima da SEQ ID NO: 1 e umbinag&do das mesmas.
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73. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de casnpee uma sequéncia de

aminoacidos que é pelo menos 95% idéntica a SEQAD15.

74. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo ¢kt que codifica a enzima DNase

como definida em qualquer uma das reivindicacoes 43

75. Vetor, caracterizado pelo fato de que compremdoolinucleotideo como

definido na reivindicacao 74.

76. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato we @pmpreende o vetor da

reivindicacdo 75.

77. Composicao farmacéutica, caracterizada petodatque compreende a enzima
como definida em qualquer uma das reivindica¢des A3, o polinucleotideo isolado como
definido na reivindicagdo 74, ou o vetor como ddbnna reivindicagdo 75, e um

transportador farmaceuticamente aceitavel.

78. Composicao farmacéutica, de acordo com a mioagéo 77, caracterizada pelo
fato de que compreende a enzima DNase formulada g@@ministracdo parenteral ou

pulmonar.

79. Composicao farmacéutica, de acordo com a Boagdo 77, formulada para
administracdo intradérmica, intramuscular, intrapeeal, intra-articular, intravenosa,

subcutanea, intra-arterial, oral, sublingual, pularptopica ou transdérmica.

80. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 77, caracterizada pelo
fato de que a enzima € produzida em células déood@mhamster chinés.

81. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 77, caracterizada pelo

fato de que a enzima néao é glicosilada e produgidaum sistema de expressdo nao

mamifero.
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82. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 81, caracterizada pelo

fato de que o sistema de expressao ndo mamiféiahié pastoris.

83. Composicao farmacéutica, de acordo com a wioagao 82, caracterizada pelo
fato de quePichia pastoris codifica a enzima, juntamente com o peptideo sladdEQ ID
NO:1.

84. Composicao farmacéutica, de acordo com qualguardas reivindicacdes 77 a
83, caracterizada pelo fato de que compreende amaaproteina DNase 1 tipo 3 (D1L3)

Ou uma variante da mesma.

85. Método para tratar um sujeito em necessidaddedeadacdo extracelular de
DNA, degradacéo extracelular de cromatina, degéade armadilha extracelular (ET) e /
ou degradacédo de armadilha extracelular de nelosdNET), o método, caracterizado pelo
fato de que compreende administrar uma quantidad@duticamente eficaz da variante
D1L3 como definida em qualquer uma das reivindiea¢ba 16, ou a enzima DNase como
definida em qualquer uma das reivindicacdes 17, 2@ composicdo como definida em
qualquer uma das reivindicac¢des 24 a 32, ou antar@1 como definida em qualquer uma
das reivindicagbes 33 a 40, ou a enzima DNase atefioida em qualquer uma das
reivindicacdes 41 a 73, ou a composi¢cdo como dkfiem qualquer uma das reivindicacoes
77 a 84.

86. Método, de acordo com a reivindicagdo 85, taraado pelo fato de que,
mediante tratamento, o sujeito exibe degradacdcaaettlar do DNA, degradacao
extracelular da cromatina, degradacdo da armaeitracelular (ET) e / ou degradacéo da

armadilha extracelular de neutréfilos (NET).

87. Método, de acordo com a reivindicacdo 85 ow8@cterizado pelo fato de que

0 sujeito tem um disturbio inflamatério crénico agudo.
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88. Método, de acordo com a reivindicacdo 85 owc8@cterizado pelo fato de que

0 sujeito tem uma infeccéo aguda ou cronica.

89. Método, de acordo com qualquer uma das renagdies 85 a 88, caracterizado
pelo fato de que o sujeito tem ou esta em riscanda oclusdo vascular compreendendo
NETSs.

90. Método, de acordo com a reivindicacdo 85, taraado pelo fato de que o
sujeito tem neutrofilia cronica (por exemplo, ummamto no numero de neutrofilos),
agregacao e leucostase de neutrofilos, trombosleiséo vascular (por exemplo, doenca das
células falciformes), lesdo de isquemia-reperfpépexemplo, volvulo do intestino médio,
torcao testicular, reperfusdo de isquemia e rep@ofude Orgdos vitais, transplante de
orgaos), lesédo de tecido cirurgico e traumaticacde ou doenca inflamatdria aguda ou
cronica, doenca autoimune (por exemplo, lUpusredteso sistémico (SLE), nefrite lupica,
artrite reumatoide, vasculite, esclerose sist@naenca cardiovascular (por exemplo,
infarto do miocardio, acidente vascular cerebrarasclerose, tromboembolismo venoso,
incluindo terapia trombolitica), doenca metabdl{par exemplo, diabetes), inflamacgéao
sistémica (por exemplo, sindrome da resposta iafi@na sistémica (SIRS), sepse, choque
séptico, coagulacgdo intravascular disseminada (BlI@icroangiopatia trombadtica (TMA)),
doencas inflamatérias do trato respiratorio (paneplo, fibrose cistica, doenga pulmonar
obstrutiva crénica (COPD), lesdo pulmonar agudal)Alesdo pulmonar induzida por
fumaca, lesdo pulmonar induzida por transfuséo {IRAindrome da angustia respiratéria
aguda (ARDS) e asma, atelectasia, bronquite, eng)jedoencas inflamatdrias renais
(doencas renais agudas e cronicas, incluindo les@d aguda (AKI) e doencga renal cronica
(CKD), doencas inflamatorias relacionadas ao tetramtsplantado (por exemplo, doenca do
enxerto contra o hospedeiro) e cancer (por exerfgalogmia, metastase de tumor e tumores

solidos).
91. Método, de acordo com qualquer uma das resdigdies 85 a 90, caracterizado

pelo fato de que a proteina ou composicéo é admasidaspor via intravenosa, intra-arterial,

intra-articular, intramuscular, subcutanea, tépiegor administracéo pulmonar.
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92. Método, de acordo com a reivindicacao 85, taraado pelo fato de que o

sujeito tem ou estad em risco de uma ocluséao destalm sistema ductal.

93. Método, de acordo com a reivindicagcdo 92, taraado pelo fato de que o
sistema ductal € ducto biliar, ducto lacrimal, dueictifero, ducto cistico, ducto hepatico,
ducto ejaculatorio, ducto pardétido, ducto submauldig ducto sublingual principal, ducto
de Bartholin, aqueduto cerebral, pancreas, glandataaria, ducto deferente, ureter, bexiga

urinaria, vesicula biliar e figado.

94. Método, de acordo com a reivindicacado 93, taraado pelo fato de que o
sujeito tem pancreatite, colangite, conjuntivit@stite, doenca do olho seco, uma obstrucao
do ducto deferente ou doencga renal.

95. Método, de acordo com qualquer uma das reséigdies 90 a 94, caracterizado
pelo fato de que a enzima DNase é administradagromistracao intravenosa, intra-arterial

ou intraperitoneal.

96. Método, de acordo com a reivindicacdo 95, taraado pelo fato de que o

sujeito tem colangite esclerosante primaria.

97. Método, de acordo com a reivindicacdo 85, taraado pelo fato de que o
sujeito tem ou corre o risco de acumular NETs ngersicies endoteliais (por exemplo,
aderéncias cirargicas), na pele (por exemplo, dsfacatrizes, Ulceras) ou nas articulacdes
sinoviais (por exemplo, gota, artrite).

98. Método, de acordo com a reivindicacdo 97, taraado pelo fato de que o
sujeito teve ou esta tendo um procedimento médicasivo e estd em risco de aderéncias

cirdrgicas.
99. Método, de acordo com a reivindicacdo 98, taraado pelo fato de que a

terapia com DNase é administrada durante a cirgayia prevenir ou inibir a formacgéo de

aderéncias cirurgicas.
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100. Método, de acordo com a reivindicacdo 97,ctaraado pelo fato de que a
terapia com DNase é administrada topicamente apgaebe prevenir ou tratar feridas e/ou

cicatrizes.

101. Método, de acordo com a reivindicacdo 97,ctarazado pelo fato de que a
terapia com DNase é administrada as articulacdesisis para prevenir ou tratar a gota e

a artrite.

102. Método, de acordo com a reivindicacao 85,ctari@ado pelo fato de que o
sujeito temtrombose, acidente vascular cerebral, sepse, |psBoonar, aterosclerose,
infeccdo viral, doencga falciforme, infarto do miadid, infec¢cdo no ouvido, cicatrizacao de
feridas, lesdo hepatica, endocardite, infeccaotlmapgancreatite, disfuncdo primaria do
enxerto, reperfusdo de isquemia de membros, les@d coagulacdo sanguinea, inflamacao
induzida por alume, lesdo hepatorenal, exsudacdesraps, hemotorax, codgulos
sanguineos, anemia pos-pneumética, Ulceras, casdmdrrinolaringoldgicas, infeccdes
orais, lesbes leves, sinusite, rinoplastias posabgeas, infertilidade, cateter da bexiga,
limpeza de feridas, teste de reacdo cutanea, menprgeumococica, gota, Ulceras de perna,
fibrose cistica, sindrome de Kartegener, asmagedésia lobar, bronquite cronica,
bronquiectasia, lUpus, discinesia ciliar primabiaynquiolite, empiema, infeccdes pleurais,
cancer, doenca dos olhos secos, infec¢des dadésimatorio inferior, hematomas crénicos,

doenca de Alzheimer e doenca pulmonar obstrutiva.

103. Método, de acordo com qualquer uma das reocagdes 85 a 102, caracterizado

pelo fato de que o sujeito ainda exibe uma doerngeaa coronariana.

104. Método, de acordo com a reivindicacdo 10Zatarizado pelo fato de que o

sujeito tem fibrose cistica.
105. Método, de acordo com qualquer uma das recagdes 85 a 104, caracterizado

pelo fato de que compreende monitorar a atividaggadiadora de NET de sangue, plasma

ou soro do sujeito.
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106. Método para tratar um sujeito exibindo ou &uoorde ocluséo intravascular
envolvendo NETs, o método, caracterizado pelo datgue compreende administrar uma
guantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3noa variante da mesma e / ou uma

guantidade terapeuticamente eficaz de uma D1 owanente da mesma.

107. Método, de acordo com a reivindicacdo 106Gatarizado pelo fato de que é
administrado ao sujeito uma enzima compreendenda seguéncia de aminoacidos
possuindo 80% ou mais de identidade de sequénpiaacenzima definida pela SEQ ID
NO:2.

108. Método, de acordo com a reivindicacdo 107atarizado pelo fato de que a

enzima compreende a sequéncia de aminoacidos masedefinida pela SEQ ID NO:2.

109. Método para tratar um sujeito que tem ou @stdisco de uma oclusao ductal
em um sistema ductal, caracterizado pelo fato de cpmpreende administrar uma
guantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3noa variante da mesma e / ou uma

guantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou umantarda mesma.

110. Método, de acordo com a reivindicacdo 109atarizado pelo fato de que o
sujeito € administrado com uma enzima compreendemadosequéncia de aminoacidos com
80% ou mais de identidade de sequéncia com a emgfirada pela SEQ ID NO:2 e / ou
uma enzima compreendendo uma sequéncia de amios&cich 80 % ou mais de identidade

de sequéncia com a enzima definida pela SEQ IDINO:

111. Método, de acordo com a reivindicacado 11(gatarizado pelo fato de que a
enzima compreende a sequéncia de aminoacidos oazedafinida pela SEQ ID NO:2 e /
ou compreende a sequéncia de aminoacidos da edefinala pela SEQ ID NO: 1.

112. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 109 a 111,

caracterizado pelo fato de que o sistema ductattddbiliar, ducto lacrimal, ducto lactifero,

ducto cistico, ducto hepatico, ducto ejaculatdtiato parétido, ducto submandicular, ducto
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sublingual principal, ducto de Bartholin, aquedaerebral, pancreas, glandula mamaria,

ducto deferente, ureter, bexiga urinaria, vesibiliar e figado.

113. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 109 a 112,
caracterizado pelo fato de que o sujeito tem patitee colangite, conjuntivite, mastite,

doenca do olho seco, uma obstrucéo do ducto défeperdoenca renal.

114. Método, de acordo com qualquer uma das reocagdes 109 a 113,
caracterizado pelo fato de que a enzima DNase énadrada por administracao

intravenosa, intra-arterial ou intraperitoneal.

115. Método, de acordo com a reivindicacdo 114atarizado pelo fato de que o

sujeito tem colangite esclerosante primaria.

116. Método para tratar um sujeito em necessidadéedradacao extracelular de
DNA, degradacéo extracelular de cromatina, degéalde armadilha extracelular (ET) e /
ou degradacéo de armadilha extracelular de nelosdMET), 0 método, caracterizado pelo
fato de que compreende administrar uma quantigadpeauticamente eficaz de uma D1L3

ou de uma variante da esma e uma D1 ou uma vadantesma.

117. Método, de acordo com a reivindicacado 1l@atarizado pelo fato de que a
D1L3 ou uma variante da mesma, e a D1 ou variamteebma, sdo administradas em uma
Unica composicao farmacéutica ou composicoes fautiaas separadas, e em que a razédo
de D1L3 ou variante da mesma para D1 ou variantaetana esta opcionalmente na faixa

de 100:1 a 1:100 em massa, 10:1 a 1:10 em maspaienalmente, cerca de 1:1.

118. Método, de acordo com a reivindicacdo 11l7aatarizado pelo fato de que,
mediante tratamento, o sujeito exibe degradacioacettilar do DNA, degradacao
extracelular da cromatina, degradacdo da armaeitracelular (ET) e / ou degradacéo da

armadilha extracelular de neutréfilos (NET).
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119. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 116 a 118,

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem undidi® inflamatorio crénico ou agudo.

120. Método, de acordo com qualquer uma das reocagdes 116 a 118,

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem ureg@do aguda ou crénica.

121. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 116 a 120,
caracterizado pelo fato de que o sujeito tem oé est risco de uma oclusédo vascular

compreendendo NETSs.

122. Método, de acordo com a reivindicacdo 11610y taracterizado pelo fato de
gue o sujeito tem neutrofilia crénica (por exempilim aumento no nimero de neutréfilos),
agregacao e leucostase de neutrofilos, trombosleiséo vascular (por exemplo, doenca das
células falciformes), lesdo de isquemia-reperfpaoexemplo, volvulo do intestino médio,
torcao testicular, reperfusdo de isquemia e rep@ofude Orgdos vitais, transplante de
orgaos), lesédo de tecido cirdrgico e traumaticagde ou doenca inflamatéria aguda ou
cronica, doenca autoimune (por exemplo, lUpusredteso sistémico (SLE), nefrite lUpica,
artrite reumatoide, vasculite, esclerose sist@nbaenca cardiovascular (por exemplo,
infarto do miocardio, acidente vascular cerebrarasclerose, tromboembolismo venoso,
incluindo terapia trombolitica), doenca metabdl{par exemplo, diabetes), inflamagéo
sistémica (por exemplo, sindrome da resposta iafi@na sistémica (SIRS), sepse, choque
séptico, coagulacao intravascular disseminada (Bl@jcroangiopatia trombdética (TMA)),
doencas inflamatérias do trato respiratorio (paneplo, fibrose cistica, doenga pulmonar
obstrutiva crénica (COPD), lesdo pulmonar agudal)Alesdo pulmonar induzida por
fumaca, lesdo pulmonar induzida por transfuséo {IRAindrome da angustia respiratéria
aguda (ARDS) e asma, atelectasia, bronquite, eng)jedoencas inflamatorias renais
(doencas renais agudas e cronicas, incluindo les@d aguda (AKI) e doencga renal cronica
(CKD), doencas inflamatdrias relacionadas ao tetatwsplantado (por exemplo, doencga do
enxerto contra o hospedeiro) e cancer (por exerfgalogmia, metastase de tumor e tumores

solidos).

Peticdo 870200023733, de 18/02/2020, pag. 55/62



20/25

123. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 116 a 122,
caracterizado pelo fato de que cada uma das D1hMaante da mesma e D1 ou variante
da mesma € administrada por uma via selecionadgémdientemente de administracédo

intravenosa, intra-arterial, intra-articular, immascular, subcutanea, topica e pulmonar.

124. Método, de acordo com a reivindicacdo 123atarizado pelo fato de que o

sujeito tem ou estd em risco de uma ocluséo destalm sistema ductal.

125. Método, de acordo com a reivindicacdo 124atarizado pelo fato de que o
sistema ductal € ducto biliar, ducto lacrimal, dueictifero, ducto cistico, ducto hepatico,
ducto ejaculatério, ducto parétido, ducto submaudic ducto sublingual principal, ducto
de Bartholin, aqueduto cerebral, pancreas, glandataaria, ducto deferente, ureter, bexiga

urinaria, vesicula biliar e figado.

126. Método, de acordo com a reivindicacdo 125gatarizado pelo fato de que o
sujeito tem pancreatite, colangite, conjuntivit@stite, doenca do olho seco, uma obstrucao

do ducto deferente ou doenca renal.

127. Método, de acordo com qualquer uma das reocagdes 124 a 126,
caracterizado pelo fato de que as enzimas DNasadsamistradas como uma composi¢cao

Unica administrada por administracao intravenageg-arterial, ou intraperitoneal.

128. Método, de acordo com a reivindicacdo 127atarizado pelo fato de que o

sujeito tem colangite esclerosante primaria.

129. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 116 a 118,
caracterizado pelo fato de que o sujeito tem ouecorrisco de acumular NETs nas
superficies endoteliais, na pele ou nas articulg@®viais.

130. Método, de acordo com a reivindicacdo 12%atarizado pelo fato de que o

sujeito teve ou esta tendo um procedimento meédizasivo e estd em risco de aderéncias

cirdrgicas.
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131. Método, de acordo com a reivindicacado 13(atarizado pelo fato de que a
terapia com DNase é administrada durante a cirg@ia prevenir ou inibir a formacéo de

aderéncias cirurgicas.

132. Método, de acordo com a reivindicacao 12%atarizado pelo fato de que a
terapia com DNase é administrada topicamente apaeteprevenir ou tratar feridas e / ou
cicatrizes.

133. Método, de acordo com a reivindicacado 12%atarizado pelo fato de que a
terapia com DNase é administrada as articulacdesisis para prevenir ou tratar a gota e
a artrite.

134. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 116 a 118,
caracterizado pelo fato de que o sujeito temmbose, acidente vascular cerebral, sepse,
lesdo pulmonar, aterosclerose, infec¢do viral, dadialciforme, infarto do miocérdio,
infeccdo no ouvido, cicatrizacao de feridas, |ds&gatica, endocardite, infeccdo hepatica,
pancreatite, disfuncao primaria do enxerto, rep@dude isquemia de membros, leséo renal,
coagulacdo sanguinea, inflamacdo induzida por allesgio hepatorenal, exsudacgbes
pleurais, hemotorax, codgulos sanguineos, anensgpm&umatica, Ulceras, condi¢des
otorrinolaringoldgicas, infeccdes orais, lesde®$e\sinusite, rinoplastias pos-operatorias,
infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de fesjdieste de reacdo cutanea, meningite
pneumocadcica, gota, Ulceras de perna, fibrosecajsindrome de Kartegener, asma,
atelectasia lobar, bronquite crénica, bronquieata$ipus, discinesia ciliar primaria,
bronquiolite, empiema, infec¢des pleurais, caramenca dos olhos secos, infec¢des do trato
respiratorio inferior, hematomas cronicos, doenea Alzheimer e doencga pulmonar

obstrutiva.

135. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 116 a 134,

caracterizado pelo fato de que o sujeito aindaeenibha doenca arterial coronariana.
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136. Método, de acordo com a reivindicacdo 134atarizado pelo fato de que o

sujeito tem fibrose cistica.

137. Método, de acordo com qualquer uma das reocagdes 116 a 136,
caracterizado pelo fato de que compreende monitoedividade degradadora de NET de

sangue, plasma ou soro do sujeito.

138. Método para tratar um sujeito exibindo ou &uorde ocluséo intravascular
envolvendo NETs, o método, caracterizado pelo datgue compreende administrar uma
guantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3noa variante da mesma e / ou uma

guantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou umantarda mesma.

139. Método, de acordo com a reivindicacdo 13&atarizado pelo fato de que o
sujeito € administrado com uma enzima compreendemadosequéncia de aminoacidos com
80% ou mais de identidade de sequéncia com a emzafimda pela SEQ ID NO:2.

140. Método, de acordo com a reivindicacao 13%atarizado pelo fato de que a

enzima compreende a sequéncia de aminoacidos masedefinida pela SEQ ID NO:2.

141. Método para tratar um sujeito que tem ou @stdisco de uma oclusao ductal
em um sistema ductal, caracterizado pelo fato de cpumpreende administrar uma
guantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3noa variante da mesma e / ou uma

guantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou umantarda mesma.

142. Método, de acordo com a reivindicacdo 14laatarizado pelo fato de que o
sujeito € administrado com uma enzima compreendemadosequéncia de aminoacidos com
80% ou mais de identidade de sequéncia com a erefirada pela SEQ ID NO:2 e / ou
uma enzima compreendendo uma sequéncia de amios&cich 80 % ou mais de identidade

de sequéncia com a enzima definida pela SEQ IDINO:
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143. Método, de acordo com a reivindicacdo 14atarizado pelo fato de que as
enzimas compreendem a sequéncia de aminoacidowitaaedefinida pela SEQ ID NO:2

e / ou a sequéncia de aminoacidos da enzima defir@ih SEQ ID NO: 1.

144. Método, de acordo com qualquer uma das reoagdes 141 a 143,
caracterizado pelo fato de que o sistema ductattodbiliar, ducto lacrimal, ducto lactifero,
ducto cistico, ducto hepatico, ducto ejaculatdtiaito parétido, ducto submandicular, ducto
sublingual principal, ducto de Bartholin, aguedaesebral, pancreas, glandula mamaria,

ducto deferente, ureter, bexiga urinaria, vesibiliar e figado.

145. Método, de acordo com qualquer uma das reocagdes 141 a 143,
caracterizado pelo fato de que o sujeito tem patitge colangite, conjuntivite, mastite,

doenca do olho seco, uma obstrucéo do ducto défeperdoenca renal.

146. Método, de acordo com qualquer uma das reocagdes 141 a 145,
caracterizado pelo fato de que a enzima DNase énedrada por administracdo

intravenosa, intra-arterial ou intraperitoneal.

147. Método, de acordo com a reivindicacdo 146atarizado pelo fato de que o

sujeito tem colangite esclerosante primaria.

148. Método para fazer uma composicao farmacépéiareduzir a acumulacéo de
armadilha extracelular de neutréfilos (NET), cagdebdo pelo fato de que compreende:
fornecer um camundongo geneticamente modificado defmiéncia na atividade DNasel
e DNasel tipo 3 e expressar um polinucleotideo GB&Erologo ou € repetidamente
estimulado com compostos microbianos, em que aidefeamundongo geneticamente
modificado acumula NETSs; administrar um inibidor dET candidato ou enzima DNase
candidata; selecionar um inibidor de NET ou enzibiNase que reduz a acumulagao de
NETSs; e formulacao do inibidor de NET ou enzima B&lpara administracdo a um paciente

humano.
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149. Método, de acordo com a reivindicacao 148atarizado pelo fato de que a

composicao é formulada para administracéo parémenaulmonar.

150. Método, de acordo com a reivindicacdo 14&atarizado pelo fato de que é
formulado para administracdo intravenosa, intrareatt intra-articular, intramuscular,

subcutanea, tépica ou pulmonar.

151. Método, de acordo com a reivindicacdo 14&atarizado pelo fato de que o
camundongo geneticamente modificado expressa umuptdotideo G-CSF heterdlogo em

hepatdcitos.

152. Método para produgdo recombinante de uma am2itase selecionada de D1
humana, D1L3 humana ou uma variante da mesma, tearado pelo fato de que
compreende: cultivar uma célula hospedeirRidbia pastoris que codifica a enzima DNase

com o peptideo sinal nativo; e recuperar a DNasarios de cultura.

153. Método, de acordo com a reivindicacado 1523atarizado pelo fato de que a
enzima DNase é D1L3 humana ou uma variante da mesmapelo menos 80% de

identidade de sequéncia com a enzima da SEQ ID.NO:2

154. Método, de acordo com a reivindicacao 153atarizado pelo fato de que a

enzima DNase é D1L3 humana.

155. Método para engenharia de enzimas DNase,tedraclo pelo fato de que

compreende:

proporcionar um alinhamento proteina-proteina e@asmas DNase doadora e
receptora; identificar sequéncias variaveis de aéuilos para transferéncia, sendo os
aminoacidos variaveis flanqueados por um ou maisa@uidos conservados nas enzimas
DNase doadora e receptora; substituir os aminogaiddaveis da DNase receptora pelos
aminoacidos variaveis da DNase doadora para crisa DNase quimérica; producéo

recombinante da DNase quimérica.
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156. Método, de acordo com a reivindicacdo 1595atarizado pelo fato de que as
enzimas DNase sdo selecionadas de D1 humana, Dhpsell humana (D1L1) definida
por SEQ ID NO: 38, DNasel tipo 2 humana (D1L2)mda por SEQ ID NO: 39, e D1L3

humana.

157. Método, de acordo com a reivindicacdo 15558, d¢aracterizado pelo fato de
gue a substituicdo de blocos de construcao tenmpetms dois aminoacidos, ou pelo menos

trés aminoacidos, ou pelo menos quatro aminoacippgelo menos cinco aminoacidos.
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FiG. 3A- FIG. 3G
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FiG. 11A-FIG. 11D
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FiG. 14A-FIG. 14G
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FIG. 18
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FIG. 29
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FIG. 32
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FIG, 33
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RESUMO

ENZIMAS DE DNASE ENGENHEIRADAS E USO NA TERAPIA

A presente invencéo fornece proteinas DNase eegadhas (incluindo DNasel tipo
3 e DNasel) que séo uteis no tratamento de cordogacterizadas por acumulacao e / ou
liberacdo de armadilha extracelular de neutr6fild&T). Em alguns aspectos, a invencéo
fornece composicdes e métodos para prevenir @r gaiclusao vascular envolvendo NETS.
Conforme demonstrado neste documento, as NETsciparti de um mecanismo nao
candnico de oclusédo vascular, que ndo dependérigafou plaquetas.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

2 9 FFAD182A5233ES

Campo 2

6 F 6E 35 1A387 3C59E

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 202000252 LISTAGEM.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 17/04/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 18:09:13
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 29FFAD182A5233E5
- Campo 2: 6F6E351A3873C59E
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