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ELJARAS HATEKONY REKOMBINANS SZERIN-PROTEAZ INHIBITOROK
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ELOALLITASARA ES EZEK ALKALMAZASA
KIVONAT

A taldlmany targya eljards rekombindns szerin-proteéz
inhibitor eld&&llitédsdra. Az eldallitott rekombindns szerin-
-protedz inhibitor alkalmas szerin-protedz aktivitéds mdédosi-
tadsédra, és igy olyan kompozicidkban alkalmazhatd, amelyek
sejtek, illetve szovetek gyulladésos folyamatok kovetkeztében
fellépd karosodésanak megeldzésére és kezelésére alkalmazha-

tok.
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A taldlmény tdrgya eljérds hatékony rekombindns szerin-
-protedz inhibitorok elédllitésédra és ezek alkalmazasa.

A szerin-protedz inhibitorok vagy "szerpin"-ek az olyan
inhibitorok alcsoportjat képezik, amelyek egy gazdaszerve:zet
tuléléséhez alapvetSen sziikséges kiilonbozé bioldgiai folyama-
tok kozvetitésében vesznek részt. A szerpin csoport tagjai
szamos biolégiai folyamatban, igy példdul gyulladésos folya-
matokban, megtermékenyitésben, daganatos sejtek vandorlasa-
ban, neurotropizmusban és a hé-sokkos folyamatokban jétszanak
szerepet. Nemrégen azonositottdk és jellemezték a maspint,
mint egy védd szerpint, amely normadlisan jelen van az emldsdk
epitéliuméban, de hié&nyzik a legtébb emlds karcinoma sejt-
vonalbél. A szerpinek megtaldlhaték a novényekben, prokarid-
tédkban, rovarokban és &allatokban. A szerpinek természetes mu-
tdnsai és moédosulatai szamos sUlyos betegséggel kapcsola-
tosak. A szerpin hibads mikodése a tids, maj és vér koagula-
cidés betegségeivel, példaul tiudétédgulédssal, méj-cirrdzissal,
trombdzissal és tidSembdlidval kapcsolatos.

A szerpinek és az endogén, valamint a mikrobialis pro-
tedzok kolcsdnhatasa szamos olyan molekuldt eredményez, ame-
lyek egy evolucidésan nagymértékben konzervativ olyan hemo-
sztatikus mechanizmusban vesznek részt, amely biztositja,
hogy egy gazdaszervezet tuléléséhez alapvetden sziikséges, in-
takt, aktiv szerpinek koncentraciéja fennmaradjon. fgy példé—
ul a szerpin-protedz komplex és a szerpin hidrolizalt inaktiv

formdja stimuldlja az interleukin-6 termelését, jelet ad a
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hepatocitéaknak, hogy fokozzadk az akut fézisu proteinek, igy a
szerpin-csoport egy alpopulacidéjénak a termelését. Mig a
szerpin-enzim komplexek gyorsan kiiritilnek a keringésbdél, ezen
komplexek hasitott és intakt formdi gyulladasos helyeken fel-
szaporodhatnak. Ez a felszaporodads a kemoattraktiv ényagok és
a kemotaxis inhibitorok, valamint a neutrofil degranulacié
aktivatorainak és inhibitorainak, a leukotriéneknek, a
vérlemezke aktivaldé faktornak  (PAF) és a szuperoxid-
termelésnek a komplex mikrokdrnyezetét hozza 1létre. Egyes
himlévirusok extrém virulenciajat részben eqgy olyan
szerpinnek tulajdonitjék, amelynek a célpontja a cisztein-
proteinaz ICE, az interleukin 1-B &talakitd enzim.

Kiilonboz& allatmodelleken bemutattdk, hogy a nem-kont-
rollalt szerin-proteédz aktivitéds nagymértékben hozzajérul a
tiidé karosodédsdhoz, és hogy egy megfeleld szerpin-valasz sza-
balyozza a karosodés mértékét. fgy pé1daul az antitrombin III
(ATIII) az a-l-protedz inhibitorral (alPl) kombinalva védel-
met nydjt a birka szémara az endotoxinnal indukalt tuddkaro-
sodads ellen, mig az egyes szerpinek nem olyan hatékonyak,
mint a kombinadcidé [Redens et al., Circ. Shok, 26, 15 (1988)].
Redens és munkatarsai azt is kimutattdk, hogy az ATIII védel-
met nyajt az elterjedt intravaszkuldris koagulacid kifejlédeé-
sével szemben endotoxémias patkényok esetén [Emerson et al.,
Circ. Shock, 21, 1 (1987)]. A H;0, egy befogdja és az
elasztéz eqgy kl6r-metil-keton inhibitora blokkolja a

neutrofil elasztaz &ltal kozvetitett akut o©démas tuddkaro-



sodds reaktiv oxigén altal torténé meginditésat patkényban,
és az alPl csokkenti a bleomycin &ltal kozvetitett tidégyul-
ladéast, valamint az uténa fellépd fibrézist ([Baird et al.,
Physiol., 61, 2224 (1986); Nagai et al., Am. Rev. Resp. Dis.,
145, 651 (1992)]. Mas rendszerben azonban a neutrofil
elasztdz inhibitorok, az Eglin C és egy kis molekulatdmegd
vegyilet, az L 658 758 nem gédtoltdk a leukotrién B4 &ltal in-
dukdlt neutrofil 4&altal kozvetitett megtapaddst, diapedezist
és a véredények szivargasadt [Rosengren et al., Am. J.
Physiol., 259, H1288 (1990)]. Amint ezek a tanulmanyok mutat-
jadk, a terdpiédsan adagolt proteolitikus enzim inhibitorok ga-
tolhatjdk a gyulladésos folyamatok molekudris és celluléaris
mechanizmusat és csodkkenthetik a szdvetkarosodést.

A szerpin csoportnak két alcsoportja van. Az egyik cso-
portba olyan proteinek tartoznak, amelyekhez még nem azonosi-
tottak kbzds eredetd szerin-protedzokat. Ebbe a csoportba
tartoznak példaul az ovalbumin, angiotenzinogén és a szteroid
ko6té globulinok. A mésik csoportba olyan proteinek tartoznak,
amelyekhez legaldbb egy szerin-protedz taldlhatdé mint inhibi-
tor célpont. A szerpinek azon csoportja, amelyeknek tagjail
gadtoljdk a szerin-proteédzokat, olyan jellegzetességekkel ren-
delkezik, amelyek meghatdrozzdk az inhibitor aktivitéasat, az-
az kozds eredetd enzimjeik méasodrendd sebességi konstansai
102 és 10’ M!s™ k&6zé esnek; az enzim-inhibitor komplex bizo-
nyos koriilmények kozott stabil és SDS-poliakril-amid gélen a

kiil6ndlldé komponensekénél nagyobb molekulatomeggel rendelkezd



anyagként detektdlhatd; és a reaktiv centrumban taldlhaté
roégzilt koétés hasitdsénak hatésdra nagymértékben konform val-
tozas k&vetkezik be, ami a protein fokozott héstabilitéséhoz
vezet. Egy e csoportba tartozé szerpin példéaul az
o-l-antikimotripszin (ACT), a kimotripszin (Chtr) inhibitora.
Az ACT-t els8sorban a maj szintetizalja, és ez az akut fazis
egyik olyan reagense, amelynek a szintje sz&mos sériilés, igy
sebészi Dbeavatkozds, akut szivizom-infarktus, é&gési sérilé-
sek, autoimmun betegségek, rosszindulatu daganatok, fertdzé-
sek és Atiiltetett szerv kildkddési majreakcid hatasara gyor-
san emelkedik t&6bb mint Otszorésére. Az ACT Osszefligg az
idegrendszer plaszticitédséaval is, és az Alzheimer-betegségben
felléps B-amiloid 1lerakdédésokkal az 1iddés agyban, a Down-
tiinetegylittessel és az amiloiddézissal Jard oOrdkletes agyi
hemorragia holland valtozatéval kapcsolatos. Kimutattédk, hogy
mind a nativ ACT, mind a rekombindns ACT (rACT) szuszpenzid-
ban gatolja a humé&n neutrofilek szuperoxid képzését.

A gatlé szerpinen taldlhatd reaktiv hurok &altaléban egy
viszonylag révid aminosav-szekvencidbdél 4ll. A szerpinek sze-
lektivitidsa a protedzok egyes tipusainak gatlasara nézve a
szerpin felliletén elhelyezkedS reaktiv centrum aminosav-
szekvenci&jatsél fligg. Jiang H. és munkatérsai [J. Biol.
Chem., 269, 55-58 (1994)] igazoltédk, hogy egy lepidoptera ro-
varbdl, a Manduca sextd-bdl szarmazd szerpinek szelektivitéasa
médosithatd, ha a reaktiv hurok aminosav-szekvencidjat meg-

valtoztatjak. Ugy talaltak, hogy a pre-mRNS kotése az inhibi-



tor diverzitdsadt és proteindzok széles valasztékédnak szaba-
lyozasi lehetf6ségét alakitja ki, ugyanazon protein-keret al-
kalmazasaval, amely a kiloénboz6 reaktiv-hely kazettékhoz
csatlakozik.

A kisméretd inhibitorok (kb. 50 aminosav) és cél-enzim-
jeik 4ltal alkotott komplexek haromdimenziés szerkezete alap-
jan feltételezhetd, hogy a P3-P3' teriulet, az ACT-ben a
356-361. aminosav [Schechter I. és Berger A.C. noémenklatu-
rdja, Biochemistry Biophysics Research Communication, 26, 157
(1967)] a szerpin hurkéban, vagy az ugynevezett "aktiv hely
terlilet" (vagy csalétek tertilet) a protedzzal vald elsédleges
érintkezési teriiletként vagy kotéhelyként szolgédl. Mostanédban
ugy talaltédk, hogy a hurok masik része (a P14-té61 a P9-igq),
amelyet "horgonyzdéhelynek" neveznek, szintén fontos a szer-
pinek inhibitor aktivitédsa szempontjabdl.

Kisérleteink sorédn kidolgoztunk egy eljdrést szerin-
-protedz aktivitds mbdositésdra a sejtekben vagy szovetek-
ben, ami abban &ll, hogy kivalasztjuk azt a cél-proteédzt,
amely felhalmozddik a sejtekben vagy szovetekben, rekombinéns
szerin-protedz inhibitort &llitunk el$, amelynek olyan mdédon
megvaltoztatott aminosav-szekvenciédju reaktiv centrum hurok
protedz kotéhelye és horgonyzdhelye van, hogy az inhibitor és
a cél-protedz kozotti kolcsonhatéds megvaltozik, és a sejteket
vagy szdveteket a megvaltoztatott szerin-protedz inhibitorral
hozzuk érintkezésbe Ugy, hogy a szerin-protedz aktivitéds meg-

valtozzék. Olyan kompozicidkat is létrehoztunk, amelyek képe-



sek hatékonyan mbédositani a szerin-protedz aktivitéast, és
amelyek olyan rekombindns szerin-protedz inhibitort tartal-
maznak, amelynek megvdltoztatott aminosav-szekvencidju reak-
tiv centrum hurok protedz kétbhelye és horgonyzdhelye van.
Ezek a kompozicidk gyulladasos folyamatok szabdlyozésara al-
kalmazhatdk. Emellett kifejlesztettiink egy mbédszert olyan
szerin-protedz inhibitorok elfallitdséara, amelyek képesek ha-
tékonyan médositani a szerin-protedzok aktivitasét, ami abban
411, hogy meghatdrozzuk egy szerin-protedz inhibitor szekven-
cidjét; azonositjuk az illetd szerin-protedz inhibitor reak-
tiv hurkdt, amely reaktiv hurok egy elsd, protedz koétéhely
aminosav-szekvencidt és egy méasodik, horgonyzdbhely aminosav-
szekvencidt tartalmaz; uUgy mdédositjuk az elsé, protedz kotéd-
hely aminosav-szekvencidt, hogy a rekombinéns szerin-proteéz
inhibitor szelektivitidsa mé&s protedzokra nézve megvaltozzék;
ugy médositjuk a madsodik, horgonyzdhely aminosav-szekvenciat,
hogy a rekombindns szerin-protedz inhibitor képes legyen ha-
tékonyan médositani a szerin-protedz aktivitasat; és szin-
tetizaljuk ezt a mbébdositott szerin-protedz inhibitort.

A talalmany térgya tehat eljards olyan rekombinans sze-
rin-protedz inhibitor el&allitéséra, amely képes hatékonyan
‘médositani a szerin-protedzok aktivitasat, ami abban 4&l1l,
hogy meghatdrozzuk egy kivalasztott szerin-proteaz inhibitor
szekvencidjat; azonositjuk az illetd szerin-proteadz inhibitor
reaktiv hurkéat, amely reaktiv hurok egy elsd, protedz koté-

hely aminosav-szekvencidt és egy mésodik, horgonyzdhely ami-
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nosav-szekvenciat tartalmaz; Ggy mdédositjuk az elsd, proteéaz
kotShely aminosav-szekvencidt, hogy a rekombindns szerin-
-proteaz inhibitor szelektivitdsa mé&s protedzokra nézve meg-
vadltozzék; Ugy mdébdositjuk a masodik, horgonyzdhely aminosav-
-szekvencidt, hogy a rekombindns szerin-protedz inhibitor ké-
pes legyen hatékonyan médositani a protedz aktivitasat; és
szintetizadljuk ezt a mdédositott szerin-proteédz inhibitort.

A talédlmény té&rgya tovabbad olyan kompozicid, amely ké-
pes hatékonyan mbédositani a szerin-protedz aktivitast, és
amely olyan rekombindns szerin-protedz inhibitort tartalmaz,
amelynek megvaltoztatott aminosav-szekvenciadju reaktiv hurok
protedz kotéhelye és horgonyzdhelye van.

A taldlmény térgya ezenkivill eljaras szerin-proteéz ak-
tivitéds mbédositésara a sejtekben vagy szbdvetekben, ami abban
4ll, hogy kivalasztjuk azt a cél-protedzt, amely felhalmozb-
dik a sejtekben vagy szovetekben; rekombindns szerin-proteaz
inhibitort &llitunk eld, amelynek olyan mdédon megvaltoztatott
aminosav-szekvencidju reaktiv centrum hurok protedz kotdhelye
és horgonyzdhelye van, hogy az inhibitor és a cél-proteédz ko-
zotti kolcsonhatéds megvaltozik; és a sejteket vagy szoveteket
a megvaltoztatott szerin-protedz inhibitorral hozzuk érintke-
zésbe Ugy, hogy a szerin-protedz aktivitéds megvaltozzék.

A taldlmany ezenkiviil humén a-l-antikimotripszin-ana-
légokra vonatkozik, amelyek a kimotripszin hatékony inhi-
bitorai.

Meghatdroztunk és rendelkezésre bocsadtunk nukleinsav-



-szekvencidkat, amelyek szerin-proteaz inhibitorokat, t&bbek
k6z0tt az a-l-antikimotripszin-analégokat kédoljék, expresz-i
szibs vektorokat, amelyek ezeket a nukleinsav-szekvenciikat
tartalmazzak, transzformalt gazdasejteket, amelyek ezen nuk-
leinsav-szekvencidkat fejezik ki, sejttenyészeteket, amelyek
szerin-proteéz inhibitorokat fejeznek ki és protein-
készitményeket, amelyek ezen szerin-protedz inhibitorokat
tartalmazzak.

A szerpin glikoprotein-csoportba tartozé szerin-proteaz
inhibitorok fontosak a test homeosztézisdnak fenntartéasa
szempontjabél. A szerpinek olyan proteédzokat szabélyoznak,
amelyek széamos fontos biolégiai folyamatban vesznek részt,
igy példadul a vérkoagulacibdban, megtermékenyitésben és a
gyulladédsos folyamatokban. Kiilénféle, 4&llatokban és rova-
rokban el&forduld szerpinekrdl feltételezhetd, hogy génmeg-
duplazddas és divergencia ké&vetkeztében fejlédtek ki, ami
nagyszamia szerpin-gént eredményezett egyetlen szervezeten be-
141, amelyek mindegyike egyedi reaktiv-hely teriilettel és fi-
zioldégiai funkciéval rendelkezd proteint kédol. Egy ilyen
szerpin példadul az antikimotripszin (ACT), amely a kimo-
tripszint, a hasnydlmirigy elasztazt, a hizésejt kimazt és a
katepszin G-t gadtolja. Az ACT megemelkedett szintje figyelhe-
té6 meg szamos sérilés, igy sebészi beavatkozés, akut sziv-
izom-infarktusok, égési sériilések, autoimmun betegségek,
rosszindulati daganatok, fert&zések és beililtetett szervek ki-

16k8&dési majreakcidi esetén.
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Az ACT kapcsolatos bizonyos, sejtek &ltal kézvetitett
és citokinek 4&ltal kézveti£ett eseményekkel. Ifgy példaul a
tumor nekrdézis faktor fokozza a katepszin G neutrofilekbél
térténd, TNF &ltal kozvetitett felszabaduldsénak vérlemezkék
dltal valé aktivalasat. Ezt a hatést az ACT blokkolhatja.
Emellett a 1leukotrién B4 és a vérlemezke aktivalé faktor
TNF-fel stimuldlt neutrofilek 4ltal torténd szintézise és
felszabaduldsa blokkolhaté ACT-vel. A neutrofil eredetd
katepszin G és a hizbésejt eredetd kimé&z a legfontosabb kompo-
nensek a bdr és tidé gyulladésos valaszfolyamataiban. Igy
feltételezhetd, hogy az ACT szabdlyozd szerepet jatszik a
gyulladdsos folyamatok korlédtozésdban, amelyek masodlagosan
jonnek létre a granulémédk enzimtartalmdnak felszabadulésa
utédn. Mind a nativ, mind a rekombinidns ACT-r&1 kimutattik,
hogy gé&tolja a humén neutrofilek szuperoxid-képzését. Az in-
takt sejtrendszerben mind az intakt ACT, mind a kimo-
tripszinnel komplexet képzett ACT egyforman hatékonynak bizo-
nyult abban, hogy gétoltdk az f-Met-Leu-Phe, Con A, illetve
PMA 4&ltal stimulalt human neutrofilek szabadgydk termelését.
Olyan csalddokban, akik a normélis, keringésben levé ACT-nek
csak az 50 %$-aval rendelkeznek, nagy visszamaradd térfogattal
jaré tiudérendellenességek és az atopiids betegségek nagyobb
gyakorisaga fordul eld. Ugy tunik tehat, hogy az intakt ACT,
valamint az ACT hasitott és komplexbe vitt formdi kodzponti
szerepet jétszanak a gyulladédsos folyamatok szabdlyozidséban

és bizonyos fejl&dési eseményekben.
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Az ACT bizonyos tulajdonsdgaiban megegyezik a szerpin
csoport mas tagjaival. Az ACT és mas, inhibitor aktivitéssal
és specificitéassal rendelkezd szerpinek legfontosabb tulaj-
donsé&ga egy mobilis reaktiv hurok jelenléte.

A szerin—proteéz inhibitorok vagy "szerpinek" feltéte-
lezhet&leg a kdvetkezd &ltalédnos mechanizmus szerint gatoljak
cél szerin-protedzukat. A szerin-protedznak szubsztratként
szerpinre van sziiksége és proteolitikus témadast indit be. A
szerpinek szigoruan 1:1 aranyd komplexet képeznek cél-pro-
tedzukkal, egy specifikus helyen, a Pl maradékon torténd kol-
csdnhatéson keresztiil. A standard jelolés a Pl helyzetet koz-
vetleniil a hasitdsi helyhez képest N-termindlisként jelsli, a
P2 N-terminédlis a Pl-hez képest és igy tovédbb. A Pl helyzet a
szerpinnek egy kitett teriletén, a reaktiv huroknak nevezett
teriileten helyezkedik el. Nagyszami, a peptid inhibitorokra
jellemz8 szerkezeti adat &1l rendelkezésre, amelyek azt iga-
zoljak, hogy az inhibitor reaktiv hurka antiparallel f-léanc-
konforméaciéval rendelkezik, amelyet "kanonikus"-nak Jjeldlnek.
Ugy talaltuk azonban, hogy az intakt szerpin reaktiv hurka
egy kissé torzitott hélikus konformaciét vesz fel ugy, hogy a
P1 oldalldnc a szerpin tobbi részétdl kifelé terjed. A reak-
tiv hurok nem rendezd&dik kanonikus, antiparallel R-1l&nc kon-
formdcibéba, hanem inkabb ugy tlnik, hogy a hélix késdébb des-
tabilizaldédik a proteazzal vald kotddéshez. A proteazzal vald
k6t8dés a szerpin konformacibévaltozasat indukéalja, ami bizo-

nyos koriilmények kozott magédnak a protedznak a megvaltozésat
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eredményezi. A protedz megvadltozott konformadcidja megsziinte-
ti az enzim aktivitdsat, és igy a protedz enzimreakcidé-utija
megszakad.

A szerpinkutatds egy fontos teriilete a szerpinek és
cél-enzimjeik kozotti egyensily hidnya, valamint a szdvet-
kdrosoddsok és degenerativ betegségek kozotti Osszefliggés
feltarésa. A szerpinek és genetikailag manipuldlt valtozataik
cél-protedzaikkal vald kolcs6bnhatdsadnak biokémiai és szerke-
zeti sajdtossédgai részletes tanulmdnyozédsa alapjan 4j, terd-
pids aktivitéssal rendelkezd proteinek tudatos tervezése és
kifejlesztése tortént. Kis (kb. 50 aminosav méretd) peptid-
inhibitorok és cél-enzimjeik kozotti komplexek haromdimenzids
modellje alapjén feltételezhetd, hogy a szerpinek hurkénak
P3-P3' teriilete, amelyet "aktivhely terulet";ként vagy
"csalétek terilet"-ként is emlitenek, az enzimmel vald elsdd-
leges érintkezési helyként vagy kotdhelyként szolgdl. A
szerpin egy meghatdrozott enzim irédnti inhibitor aktivitésa
megvaltoztathatdé a protedz kotbhely teriiletében levé amino-
savaknak mutécid vagy kiiktatas utjén torténd mdédositasaval.
fgy példaul ugy talaltuk, hogy ha a vadtipusu ACT P1l' helyze-
tében egy leucint metioninnal helyettesitiink, olyan muténst
kapunk, amely részben gdtolja a humén neutrofil elasztézt,
katepszin-G-t és kimézt (lasd az 1. és 2. téablazatot). Ugy
taldltuk tovébbéa, hogy egy olyan valtozat, amelyben a reaktiv
hurok P6'-P9' maradékait kiiktattuk, megtartotta szerin-

protedz inhibitor aktivitésat kimotripszinnel szemben és fo-
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kozddott az aktivitdsa humén neutrofil elasztézzal szemben. A
humé&n neutrofil elasztédz, kimotripszin, katepszin G és kiméaz
aktivitésat az alébbiakban, a 2-5. példédban bemutatott mddon
mértiik. A plazmin és a trombin aktivitdsat szintén mértiik,
ismert médon, példaul a Cooperman et al., J. Biol. Chem.,
268, 23615 (1993) irodalmi helyen ismertetett médon.

Ezenkiviil ugy taldltuk, hogy a horgonyzdhely teriilet
(P14-P9) a huroknak fontos teriilete a szerpinek inhibitor-
aktivitasédnak megtartasa szempontjdbdél. Az aminosav-szek-
vencia kiiradsa azt mutatja, hogy minden inhibitor szerpin
horgonyzé terilete nagymértékben konzervativ olyan amino-
savakra nézve, amelyek kicsi és semleges oldallancot, példaul
alanint vagy glutaminsavat tartalmaznak. A rekombinans ACT-
ben (rACT) a P14 helyzetben levd treonin argininnel valéd ﬁe-
lyettesitése olyan szubsztrdtot eredményez, amely elveszti
inhibitor aktivitésat (lédsd az 1. és 2. téablazatot).

A taldlmény értelmében kidolgoztunk egy eljarast olyan
rekombindns szerin-protedz inhibitor elé&llitaséra, amelynek
hatékonyan médosithatd az aktivitédsa. Az eljaras értelmében
egy kivalasztott szerin-proteédz inhibitornak megallapitjuk a
szekvencidjat, és azonositjuk a reaktiv hurkdt. Ezutéan e hu-
rok proteaz-két8helyének aminosav-szekvenciajat mddositjuk
igy, hogy a szerin-protedz inhibitor més proteézok iranti
szelektivitdsa médosuljon. A protedz-koétdhely mbébdositésa tor-
ténhet a szekvencidban levd egy vagy tobb aminosav helyette-

sitésével vagy kiiktatésdval. Egy eldény6s megvaldsitdsi mdd
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szerint a médositéds abban &l1, hogy a proteédz-kdtéhely teri-
letben levé néhdny aminosavat olyan aminosavakkal helyettesi-
tink, amelyekrél ismeretes, hogy mids szerin-protedz inhibito-
rokban fordulnak elé. fgy példaul az ACT P1' helyzetében levs
leucin metioninnal (azon aminosavval, amely a szerpinnek, egy
a human neutrofil elasztéz inhibitoranak alPl helyzetében van
Jelen) torténd kicserélése olyan mutdnst eredményez, amely
gatolja a kimotripszint, katepszin-G-t, kimézt és a humén
neutrofil elasztézt (lasd az 1. és 2. téabléazatot). A proteaz-
kotbShely aminosav-szekvencidjaban végrehajtandd megfeleld he-
lyettesités meghatdrozasa szakember szamara rutin feladat a
talalmany szerinti kitanitas alapjén. A horgonyzbéhely amino-
sav-szekvenciidja szintén médosithaté. Egy eldnyds megvaldsi-
tasi méd szerint a horgonyzdhelyet ugy médositjuk, hogy elsé-
sorban olyan aminosavakat tartalmazzon, amelyek kis, semleges
oldallancot tartalmaznak, igy példaul alanint vagy treonint.
Ezt a médositott rekombindns szerin-protedz inhibitort azutan
szintetiz&ljuk. A mbédositasokat végezhetjiik standard helyspe-
cifikus mutagenezissel, ami szakemberek szamara ismert tech-
nika.

A talalmény szerinti megoldads egy eldnyds megvaldsitasi
médja szerint a médszert ACT analdgjainak eldallitésara hasz-
naljuk. Az ACT egyediildllénak tinik a szerpinek ko6zdtt azon
képessége szempontjabdl, hogy kétd8dik a DNS-hez. Az ACT-t bi-
zonyos rosszindulatu és nem-rosszindulatu sejtek sejtmagjaban

lokaliz&altak, és megallapitottdk, hogy gétolja a DNS-poli-
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meraz-alfét, a permeabilizA&lt humén karcinoma sejtekben a DNS
szintézist és a poli-C-t61 fliggé primédzt, valamint stimulélja
a poli-dT-t&l fiiggdé prim&zt. Ugy talaltuk, hogy az rACT két
rovid tertletében levd lizinmaradékok fontosak a DNS-kotés
szempontjabdél. Az rACT két komponenst tartalmaz, egy lizin-
csoportot (210-212. maradékok) és a C-termindlis 390-398,
peptidet, amely két, a DNS~kotési kdlcsénhatdsban résztvevd
lizint tartalmaz. A 210-212. lizinek glutamattal vagy
treoninnal torténd kicserélése a DNS-kotési aktivitas teljes
elvesztését eredményezi. A DNS-kotési aktivitds részben meg-
marad, ha csak egy vagy két lizint cseréliink ki treoninnal. A
C-termindlis peptid esetén ugy taldltuk, hogy az rACT-ben a
K396, a legaktivabb lizin acetilezése csdkken DNS jelenlét-
ében, és két lizin, a K391 és K396 treoninnal vald helyette-
sitése olyan proteint eredményez, amely nagyon csekély DNS-
kdt8 képességgel rendelkezik. fgy a rekombinans ACT-analédgok
termelésekor és kivélasztésakor tovabbi médositésok hajthatdk
végre a 210-212. 1lizinek és a C-termindlis 390-398. peptid
esetén, hogy az inhibitor DNS-kotését megvaltoztassuk.

A szerpinek és szerin-protedzok kozotti kolcsdnhatés
tanulményozadsa azt mutatta, hogy a szerpinnek a proteadzhoz
vald kotésével jard konformacidvaltozéas fontos az illetd sze-
rin-proteédz aktivitédséanak gatlésa szempontjabodl.

A taldlmdny értelmében olyan kompozicidkat 1is létre-
hoztunk, amelyek hatékonyan képesek megvéltoztatni a szerin-

-protedz aktivitédst. Egy taldlmény szerinti kompozicid egy
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olyan rekombinadns szerin-protedz inhibitort tartalmaz, amely
megvaltoztatott aminosav-szekvencidval rendelkezd proteéz-
kotéhelyet és horgonyzbébhelyet tartalmaz a reaktiv hurokban.
Egy eldnyds megvaldsitdsi mdd szerint a horgonyzdhely mddo-
sitott aminosav-szekvencidja kis és neutralis oldalléanccal
rendelkezd aminosavakat, példdul alanint és treonint tar-
talmaz. A taldlmany szerinti kompozicidk kiiléndsen hasznosak
a sejtekben és a szbvetekben felgyiilemld szerin-proteédzzal
kapcsolatos gyulladasos folyamatok szabdlyozaséra.

A taldlmény értelmében egy a szerin-protedz aktivités
sejtekben és szovetekben torténd moédositdsdra szolgdld mod-
szert is kidolgoztunk. A mddszer értelmében kivalasztunk egy
a sejtekben vagy szovetekben felhalmozédd cél-proteazt, els-
d4llitunk egy olyan rekombindns szerin-protedz inhibitort,
amelynek oly mdédon megvaltoztatott aminosav-szekvenciaval
rendelkezd protedz-kétbShelye és horgonyzdbhelye van a reaktiv
centrum hurokban, hogy az inhibitor és a cél-protedz kozotti
kdlcstbnhatéas megvaltozzék, és a mbédositott szerin-protedz in-
hibitorral érintkezésbe hozzuk a sejteket vagy szoveteket,
hogy a szerin-proteédz aktivitédsa megvaltozzék. Eldnyds, ha a
szerin-protedz inhibitor horgonyzdhelyének aminosav-szekven-
ciajat olyan aminosavakkal mdédositjuk, amelyek kis és neut-
rdlis oldalléancot tartalmaznak, igy példaul alaninnal vagy
treoninnal.

Egy elényds megvaldsitési méd szerint a mdédositott sze-

rin-protedz aktivitéds a kimaz aktivitds. Ebben az esetben
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elény6s, ha a szerin-protedz inhibitor a humdn vadtipusu
a-l-antikimotripszin olyan anlégja, amely a 358. vagy a
356-361. helyen tartalmaz aminosav-médositéast.

Egy mésik megvaldésitidsi méd szerint a médositott sze-
rin-proteédz aktivitéds az elasztdz aktivités. Ebben az eset-
ben eldnyés, ha a szerin-protedz inhibitor a humén vadtipusu
a-l-antikimotripszin olyan analdégja, amely a 358. vagy a
356-361. helyen tartalmaz aminosav-mdédositést.

Kozelebbr6l a taldlmédny értelmében olyan rekombinéns
uton eldallitott szerin-protedz inhibitorokat készitiink, ame-
lyek az a-l-antikimotripszin analdégjai. Ezek az analdgok ha-
tékonyan gatoljdk a kimotripszint. fgy példaul eldallitjuk az
oa-l-antikimotripszin egy olyan analdgjét, amelyben a vad-
tipusi oa-l-antikimotripszin 350-helyzetben 1levd alaninjat
argininnel cseréljik ki. Szintén el&adllitottuk a vadtipusu
humédn «a-l-antikimotripszin olyan analégjat, amelyben a
349-368. helyzetben levd Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-
Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu-Thr~-Arg-Thr-Ile-Val (31. szekvencia)
aminosav-szekvencidt Gly-Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-
Ser-Ile-Pro-Pro-Glu-Val-Lys-Phe~-Asn-Thr (32. szekvencia) ami-
nosav-szekvenciara cseréltik ki. Ezt az analbébgot rACT-P10P10'
jellel jeloltik. Emellett eldallitottuk a vadtipust humén
oa-l-antikimotripszin olyan analbégjat is, amelyben a 349-363.
helyzetben 1levé Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-

Ala-Leu-Val-Glu (33. szekvencia) aminosav-szekvenciat Gly-
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Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Pro-Glu (34.
szekvencia) aminosav-szekvenciédra, mig a 368. helyzetben levd
Val-t Ala-ra cseréltitk ki. Ezt az analdédgot rACT-P10OP5' jellel
jeldltiik. A taladlmény szerinti analdgok eldillithatdék az azo-
nositott aminosavhelyettesitésekkel rendelkezd szekvenciédnak
megfeleld nukleotidszekvencidkrél. Az olyan proteinek, ame-
lyek tobb vagy kevesebb aminosavat tartalmazé aminosav-
~-szekvenciaval, fragmenssel rendelkeznek vagy egy vagy tobb
aminosavban kiuloénbdznek az itt ismertetett a-l-antikimo-
tripszin-analdgoktdl, és antikimotripszin, antitripszin,
antitrombin, anti-human neutrofil elasztaz (HNE) aktivitassal
rendelkeznek, szintén a taldlmény targykoérébe tartoznak.

Meghataroztunk tovabbd nukleinsav-szekvencidkat, ame-
lyek rekombinéns szerin-protedz inhibitorokat, tobbek koézott
a-l-antikimotripszin analdgokat kédolnak, kialakitottunk
expresszidés vektorokat, amelyek ezeket a nukleinsav-szekven-
cidkat tartalmazzak, olyan transzforméans gazdasejteket, ame-
lyek ezen nukleinsav-szekvencidkat képesek kifejezni, és
olyan sejttenyészeteket, amelyek képesek kifejezni a rekom-
bindns szerin-proteaz inhibitorokat, igy a talélmany szerinti
human o-l-antikimotripszin analdégokat, tovadbba proteinké-
szitményeket, amelyek a rekombinédns szerin-protedz inhibi-
torokat, igy a human a-l-antikimotripszin analdgokat tartal-
mazzak.

A rekombinans szerin-proteaz inhibitorokat, igy az a-1-

—antikimotripszin analégokat &ltaldban olyan gazdasejtekben
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4llitjuk els, amelyek az illeté rekombindns szerin-proteéaz
inhibitort kédold nukleinsav-szekvenciédt tartalmazd expresz-
szibés vektorral vannak transzformdlva. A gazdasejteket olyan
korilmények kozott tenyésztjik, hogy az illetd szerin-proteéd:z
inhibitort k6dold nukleinsav-szekvencia kifejez&édjék. Megfe-
leld, a termék feldusulasdhoz sziikséges idé utédn az inhibi-
tort a gazdasejtb8l vagy az azt korilvevd kozegbbl tisz-
titjuk.

A taldlmany szerinti megoldédsban alkalmazhatd, rekom-
binans szerin-protedz inhibitort, példédul o-l-antikimo-
tripszin termelésére képes expresszibés rendszert képezd gaz-
dasejtek és expresszids vektorok kivalasztésa szakember szé-
méra rutin feladat. A taldlmény szerinti megoldésban alkal-
mazhatd gazdasejtek az olyan prokariota és eukariota sejtek,
amelyek Ugy transzformélhatdk, hogy stabilan tartalmazzdk és
kifejezzék az illetd rekombindns szerin-proteédz inhibitoro-
kat. Ilyen sejtek példadul a baktérium, élesztd és emlds sej-
tek. Ha prokariota gazdasejteket alkalmazunk, akkor a szerin-
protedz inhibitor glikozilezése nem kovetkezik be. Meglepd
médon azonban ugy talaltuk, hogy a nem-glikozilezett szerin-
protedz inhibitor, a humdn oa-l-antikimotripszin funkciona-
lisan lényegében véve hasonldé a nativ humén szérum a-l-anti-
kimotripszinhez, és 1igy a nem-glikozilezett rekombinéns
szerin-protedz inhibitorok teréapias alkalmazas eéetén vélhe-
téleg hatékonyan helyettesitik a nativ szerin-proteaz inhibi-

torokat. Protein termékek eldallitdsdhoz elénydsen E. coli



.o . e
e & e0 & & o
. . L]

ceose

. .
ee0~ e ousse .

20

baktériumot alkalmazunk, mivel a klénozds és expresszalas
egyszerden és gyorsan elvégezhetd. Emellett E. coli termelése
alkalmas gazdasdgos és nagyméretd fermentédcidhoz és protein
tisztitédsédhoz. Egy rekombindns szerin-proted&z inhibitort ké-
dolé nukleinsav-szekvencidt tartalmazd expresszids vektor
gazddasejtbe torténd bevitele szémos mddszerrel elvégezhetd,
igy kalcium-kloridos vagy 1litium-kloridos kezeléssel vagy
elektroporécidval.

A rekombindns szerin-protedz inhibitort, példaul egy
humén o-l-antikimotripszin-analdgot kdédold expresszids vektor
elénydsen tovabbi, transzlaciét és transzkripcidét szabldlyozd
elemeket is tartalmaz, mikodSképesen kapcsolva a rekombinéns
szerin-protedz inhibitort kbédold nukleinsav-szekvencidhoz;
igy példaul felfelé egy promotert, amelyet egy, riboszdma k&-
téhelyet tartalmazd transzldcidés inicidcids szigndl és egy
inicidcidés kodon kovet, mig lefelé egy transzkripcidés ter-
mindcidés kodont. A transzkripcids és transzlécids szabdlyozd
elemek bérmilyen funkcids kombindcidban vagy sorrendben
ligadlhaték. A talédlmédny szerinti megoldés barmelyik megvald-
sitdsi médjéban alkalmazott transzkripcids és transzlaciéds
szabdlyozd elemeket azon sejtnek megfeleléen kell megvalasz-
tani, amelybe az expresszidés vektort bevinni kivanjuk, gy
hogy expresszibés rendszer jojjdn létre.

Elényds, ha erds promotert alkalmazunk, igy példaul E.
coli trp-lac promotert vagy a T7 Pp promotert, hogy a protein

termék magasszintd expressziéjat biztositsuk. Ugy talaltuk,
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hogy a plNomp és RB-laktamdz promoterek az o-l-antikimo-
tripszin alacsony vagy semmilyen hozamat sem eredményezik, ha
az o-l-antikimotripszint kédoldé DNS-sel mikddS8képesen kap-
csoljuk. Elényés tovébb&, ha a promoter induk&lhatd, mint
példadul a P, promoter, hogy elkeriiljuik a termék felhalmo-
zbdédsa sorén az esetleges gazdasejt toxicitéast.

Eljarhatunk dgy is, hogy T7 bakteriof&g RNS-polimerézon
alapuléd génexpressziéé rendszert alkalmazunk, amint azt
Studier és Moffatt, a J. Mol. Biol. 189, 113-130 (1986) iro-
dalmi helyen ismertetik. Ebben a rendszerben egy kivalasztott
rekombinédns szerin-protedz inhibitort kédolé nukleinsav-
—-szekvencidhoz mikoddképesen kapcsolt T7 bakteriofadg promo-
tert tartalmazd plazmiddal transzformalt E. coli sejteket
olyan A-faggal fertdzink, amely a T7 RNS-polimeradz kifejezhe-
t8é génjet tartalmazza. A sejteket azutédn fertézziik a faggal,
miutédn a plazmid elegendd képidja van jelen a gazdasejtekben,
és a protein szintézise a fertdzés utén hamarosan bekdvetke-
zik.

A rekombinédns szerin-proteédz inhibitort kédold nuklein-
sav-szekvenciat tartalmazé transzforméns gazdasejtek azutén
egy a gazdasejt szémara alkalmas tenyészkdzegen tenyészt-
hetdk. Ha indukalhatdé promotert alkalmaztunk, a gazdasejteket
nagy sejtslrliségig tenyésztjik, majd a promotert bekapcsoljuk
a fuzids protein és a protedz expresszalédsidra. Ha nem-in-
dukélhatdé promoter van jelen, a protein termék kotelezd ter-

melése kovetkezik be. Az ilyen inhibitorok kotelezd termelése
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csak olyan expresszidés rendszerekben eldényds, ha lényegében
véve nem toxikus a gazdasejtre nézve. A sejteket addig
tenyésztjik, amig a termék képz&dése nem emelkedik tovabb,
vagy ha a termék képzbdéséhez fogyasztott tépanyag arénya egy
elére meghatdrozott szint al& csékken, amikoris a sejteket
Osszegydjtjik, 1liz&ljuk, és a kapott protein terméket szoka-
sos mbédszerrel tisztitjuk. A megfeleld expresszidés vektorral
transzformdlt gazdasejtek és az ilyen gazdasejtek tenyészete
a taldlmadny szerinti rekombindns szerin-protedz inhibitor
szintetizaladsdra alkalmazhatdék. A rekombindns szerin-proteéd:z
inhibitor protein-termékek eléadllithatédk a gazdasejtekbsl és
a sejttenyészetekbdl.

A gazdasejteket olyan tenyészkdzegen tenyésztjiik, ame-
lyek alkalmasak arra, hogy a sejteket fenntartsuk, és a sej-
tek és a tenyészkdzeg olyan elegyét hozzuk létre, amely a
rekombindns szerin-protedz inhibitort tartalmazza. Eljarha-
tunk ugy is, hogy az elegyet tisztitjuk. E célra alkalmazhatéd
tisztitési médszerek példadul — de nem kizardlag — az ion-
csere-kromatografia, affinitéds-kromatografia, elektroforézis,
dializis és mas, a technika &llésa szerint ismert protein-
-tisztitédsi mddszerek. A gazdasejtekbdl szdrmazd, tisztitott
vagy nem-tisztitott rekombindns szerin-proteidz inhibitort
tartalmazdé protein-készitményeket 4&llitunk el8. Ezek a ké-
szitmények tartalmazzdk a rekombindns szerin-proteédz inhibi-
torokat és esetleg mas anyagokat a sejtek és a tenyészkdzeg

keverékébdl, a protein tisztaségi foka&tdl fiiggben.
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A taldlmdny targya tehdt eljarés rekombindns szerin-
-proteé&z inhibitorok, igy példdul humén a-l-antikimotripszin
analdgok eldallitésadra, amelynek sordn a rekombindns szerin-
-proteé&z inhibitorokat expressz&lni képes gazdasejtet ten-
yésztjik, és adott esetben az elegyet tisztitjuk és kinyerjiik
a tisztitott rekombindns szerin-protedz inhibitorokat.

A tal&lmdny szerinti "tiszta", illetve "tisztitott"
nukleinsav-szekvencidn olyan nukleinsav-szekvencidt értink,
amely lényegében véve mentes olyan nukleinsavaktdl, amelyek
nem a rekombindns szerin-proteaz inhibitort kédoljék, illetve
mas olyan anyagoktdl, amelyek a nem-rekombinidns sejtekkel
kapcsolatosak.

A taldlmédny szerinti "tiszta", illetve "tisztitott™
rekombindns szerin-protedz inhibitor protein kifejezésen
celluldris anyagoktdé6l — 1legalédbbis bizonyos fokig — mentes
rekombindns szerin-protedz inhibitort értiink. A rekombinéns
szerin-proteaz inhibitor tisztasdga vagy homogenitasa el&-
nydsen legalabb 25-100 %. Még eldénybsebben a tisztasdg mint-
egy 50 % vagy ennél nagyobb.

A taldlmény szerinti eljarédssal elddllitott rekombinéns
szerin-proteédz inhibitorok olyan betecgségek kezelésére alkal-
mazhatdék, amelyek a protedzok vagy azok inhibitorainak abnor-
mélis mikodésével kapcsolatosak. Igy példaul szerin-pro-
tedzok, mint az elasztdz, katepszin G, kimdzok és triptéazok
kapcsolatosak a fagocitdzissal. Ezen protedzok vagy inhibi-

toraik abnormalis mikodése a gyulladédsos folyamatokkal, kotd-
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szoveti gézgyililemmel, felnSttkori légzési distressz tiinettel
(ARDS) és reuméds 1iziileti gyulladidssal kapcsolatos. Szerin-
—proteézok, igy a tripszin, kimotripszin, elasztaz és en-
terokinadz résztvesznek az emésztésben. Ezen protedzok vagy
inhibitoraik abnorméalis mik&dése kapcsolatos a hasnyalmirigy-
-gyulladéssal. Szerin-protedzok, igy a plazmin és a plazmi-
nogén aktivator kapcsolatos a fibrinolizissel. Ezen protedzok
vagy inhibitoraik abnormédlis mikodése kapcsolatos a daganatok
elterjedésével. Szerin-proteédzok, igy a IX-faktor, Xa-faktor,
XIa-faktor, XIIa-faktor, ViIa-faktor, trombin, aktivalt
C-protein és a plazma-kallikrein résztvesznek a vérkoaguléa-
cidéban. Ezen protedzok barmelyikének vagy inhibitoraiknak ab-
normalis mikodése kapcsolatos az érrendszeri alvadéasokkal,
agyinfarktussal és koszoruér infarktussal. Szerin-proteéazok,
igy a Clr-faktor, Cls-faktor, D-faktor, B-faktor és a C3-
-konvertéz résztvesznek a komplement-aktivédlasban. Ezen pro-
tedzok vagy inhibitoraik abnormdlis mikddése kapcsolatos a
reumds izlleti gyulladéssal és a gyulladésos folyamatokkal.
Szerin-protedzok, 1igy a szoveti kallikrein és a prolin utéan
hasitdé enzimek résztvesznek a hormonképzésben és -lebontés-
ban. Ezen protedzok és inhibitoraik abnormédlis miikédése kap-
csolatos a gyulladasos folyamatokkal. Szerin-proteédzok, igy a
plazmin, plazminogén aktivator és az akrozin résztvesznek a
peteérésben és a megtermékenyitésben. Ezen protedzok vagy in-
hibitoraik abnormalis mikodése kapcsolatos a termékenység

szabdlyozadsdval. ATP-fliggd protedzok vesznek részt a protein-
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korfolyamatban. Az ezen prote&dzokkal és inhibitoraikkal kap-
csolatos abnormalitésok szerepet jatszanak az izomsorvadasban
és a léazban.

A talalmény szerinti rekombindns szerin-protedz inhibi-
torokat hatékony mennyiségben, farmakolégiailag elfogadhatéd
vivéanyaggal egylitt adagoljuk. A "hatékony mennyiség" kifeje-
zésen a rekombindns szerin-protedz inhibitor olyan koncent-
racibéjat értjik, amely alkalmas a kivalasztott protedz akti-
vitdsdnak modositédsdra. E mennyiség meghatarozasa szakember
szamara rutin feladat a kezelend§ személy testtémege, kora és
klinikai &llapota alapjan. Az alkalmas farmakolégiailag elfo-
gadhatdé viv&anyagok a technika &llasa szerint j6l1 ismertek,
ilyeneket ir le példaul az e terilleten standard kiadvéanyként
ismert Gennaro, Alfonso (szerk.), Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18. kiadéas, 1990, Mack Publishing Co., Easton, PA.
Az alkalmas farmakolégiailag elfogadhatdé vivdanyagokat az
adagolas mdédja és a szokdsos gydgyszerészeti gyakorlat alap-
jan véalasztjuk ki. Az ilyen kompozicidk barmilyen alkalmas
uton adagolhatoék, igy — azonban nem kizdrbélag — intravénésan,
ordlisan, intraperitonedlisan, intramuszkulérisan, szubkutéan,
topikalisan, valamint a bdérén vagy kotészoveten, példaul
orr-, szaj-, hively-, végbél- és a tépcsatorna-kétészoveten
keresztil torténd abszorpcidés uton. Az aktiv komponens és a
vivéanyag egymédshoz viszonyitott ardnya a rekombinans szerin-
-protedz inhibitor kémiai természetétdl, oldhatésigatdl és

stabilitésatél fiugg. A taldlmény szerinti megoldas értelmében
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eldéallitott kompozicidk adagolhatdk oOnmagukban vagy mas ve-
gyliletekkel kombinalva, ideértve — de nem kizardlag — mas
rekombindns szerin-protedz inhibitorokat, antitesteket, toxi-
nokat és antiszensz oligonukleotidokat. Ezen vegyiiletek hasz-
nosithaték olyan betegek diagnosztizalasaban és kezelésében
is, akik vadtipusu szerin-protedz inhibitor hiadnyban szenved-
nek. Csal&di eléforduldsban a norméalis plazmaszint 64 %-&nal
kevesebb a-l-antikimotripszinnel (ACT) rendelkezd betegeket
(ACT-hidnyos betegek), valamint a normalisnak 50 %-aval ren-
delkez& rokonaikat vizsgdltuk. Nyolc, 25 évnél id&8sebb ACT-
hidnyos beteg ko6zil hat majrendellenességekben szenvedett,
mig a nyolcbdl harman tiudSrendellenességekben szenvedtek.
Ezek a rendellenességek a sulyos megbetegedés és az enyhe la-
boratdériumi eltérés kozott valtoztak, és ugy tinik, hogy az
ACT-nek a génjében eléforduld eqgy vagy két allél torldédésébdl
addédd normélistdl eltérd expresszadlddéassal fiigg Ossze, ami a
Chtr protedz szabalyozatlan aktivitéséat okozza [Eriksson et
al., Acta. Med. Scand., 220, 447 (1986)]. A humdn oa-l-an-
tikimotripszin (ACT) két hiadnyos muténsa kapcsolatos a kréni-
kus obstrutiv tidébetegséggel (COPD) [Poller W. et al.,
Genomics, 17, 740 (1993)]. Egy csaldd harom egymds utani ge-
neracidjédban olyan hidnyos allélt figyeltek meg, amelyet az
55-helyzetben levd leucin prolinnal tortént helyettesitése
okozott. Egy masik, a 229-helyzetben levd prolin alaninnal
valdé helyettesitésébdl adddd mutacid ACT szérumbeli hidnyaval

volt kapcsolatos négy, pozitiv csalddi torténettel rendelke:zd
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beteg esetén. Ezen mutacidék mindegyike esetén a mutaciéval
kapcsolatos fizioldgiai megnyilvanuléds enyhithetd korai diag-
n6zissal és a hidny kezelésével. A muténsok azonositédsa jol
ismert PCR vagy RT-PCR médszerekkel, valamint a taldlmany
szerinti rekombindns szerin-protedz inhibitorokkal valdé kor-
relacié megkonnyiti az ilyen 4&llapotok diagnosztizalasat.
Emellett a taldlmény szerinti kompozicidk felhasznalhatdk az
ilyen hié&nyossdgok kezelésére.

A taldlmény szerinti megoldast a kovetkezd példakkal

szemléltetjlik, a korlatozids szé&ndéka nélkiil.

1. példa

ACT analdgok készitése és tisztitéasa

Az ACT expresszids vektorbdl, pACT-bSl kiindulva ismert
helyspecifikus mutagenezissel, az Ala-Ala szekvencia Gly-Thr
szekvenciara vald cseréjével egyedi Kpnl restrikciés helyet
alakitottunk ki a P10-P9 helyen, és a Val Thr-re vald cseré-
jével egyedi Mlul-helyet a P10'-P11' helyen. Az ezen expresz-
szi6s vektor &ltal kédolt rACT varidns asszocidcids sebességi
konstansa 5x10° M7'S™, és az SI-értéke a vadtipushoz viszo-
nyitva 1 ekvivalens. Ezutan kazetta-varidnsokat hoztunk létre
ugy, hogy eltéavolitottuk a KpnI-Mlul fragmenst, és megvalasz-
tott kodonszekvencidval rendelkezd szintetikus kettdsszalu
oligonukleotidot iktattunk be a helyére. A kazetta vektorok-
ban rACT-P10P10', rACT-P210P5" és rACT-OM mutdnsokat hoztunk

létre.
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PCR mdbdszerrel, ismert technikdk alkalmazasaval rACT-
T345R, rACT-A347R és rACT-A350R pontmuténsokat hoztunk létre.
Emellett két PCR reakcidhoz egy specifikus mutaciét koédold
belsd primer komplementer-padrt alkalmaztunk megfeleld kuléé
primerjeikkel vald parképzéssel. A két PCR reakcid két olyan
szekvencidt eredményezett, amelyek tartalmaztdk a mutélciés
helyeket és komplementer végekkel rendelkeztek. A két szek-
venciat ekvimolaris koncentrécidéban tartalmazd keveréket al-
kalmaztuk muténst templatként két kilsé primerrel egy PCR re-
akciéban a mutdns gén amplifikdlésdra. Az igy kapott rACT-
T345R, rACT-A347R és rACT-A350R pontmuténsokat nukleinsav-
szekvenalassal igazoltuk.

A vadtipusu rACT-t és muténsait a baktériumok francia-
sajtdéban torténé lizaldséval, majd centrifugdléassal és a fe-
lildszd anioncseréld oszlopra torténd felvitelével és sb-
gradienssel vald eludlédsaval tisztitottuk. Az aktiv frakciét
egy DNS-celluldz oszlopra vittiuk fel és sbdoldattal eludltuk.
A tisztitott termék egyetlen csikot mutatott az SDS-PAGE gé-
len. Az 1igy kapott muténsokat az 1. téblézatban foglaltuk

Ossze.
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1. tablazat

Az antikimotripszin reaktiv k&ézponti hurké&nak mutdnsai

Szekv. Név Szekvencia/Mutacid
sz. P10 PS5 P1P1' P5' P10O'
3 rACT (vadtipusu) TEASAATAVKITLLSALVETRTIVRFN
4 rACT-L358M HESE S SIS U S S SR S B O
5 rACT-L358R R S R S R Y S R R
6 rACT-L358W S S S S S RS HEE R S R
7 rACT-V-P3" HE S R R R R A A S
8 rACT-P3P3' ttrrrts s s IPMSIPr st
S rACT-P6-P3 iy s LEAIPMSIP:: e
10 rACT-CAS R CY N A
11 rACT-CAS-F st iGTesss st Fosrsrs et T
12 rACT-CAS-M trelGTesvs v Myt s Tose
13 rACT-CAS-P3-P3"' te::GTee et IPSMIP: s Teee
14 rACT-CAS-P3-P3'/L t:::GT:::::IPLSIP::::::T:::
15 rACT~-CAS-ElasW ¢ :GT: i VISAEWM: s st Tese
16 rACT-CAS-Try ¢ :GTMFLEAIPMSIPPE::::T:
17 rACT-P10P5" ¢ :GTMFLEAIPMSIPPE: :::A:::
18 rACT-P10P10" ¢ :GTMFLEAIPMSIPPEVKFENT: : :
19 rACT-T345R A SIM E E E E TE E SHE I
20 rACT-T347R S S R
21 rACT-T350R HEEHE S S S S S -
22 rACT-PZM/P3P4'AP6'9" ::::GTTAVKIIPMSIPPE////T:::
23 rACT-PI-P3'R ttrrrrr sttt IPRSIPrs v i
24 rACT-Hep Cof II trrrrtrt it tMPLSTQes s s rsrsse
25 rACT-Anti-Trombin trstrrrt s tAGRSLN: st
26 rACT-Ci inhibitor trrrrrrtt ttVARTLL s v sn st
27 rACT-PAI trrtiirtr i SARMAP s st
28 rACT-antiplazmin trrrrrri i MSRMSLiiirir
29 rACT-protein C inhibitor ::::::i::::iTFRSAR::::::::::
30 alPl (vad tipusi) TEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFET

A fenti tablézatban ":" jelentése: azonos a vadtipusu-
val; és "/" jelentés: egy aminosav torlése.

2. példa

Human neutrofil-elasztiz aktivitas gatlasa

100 mmél/1l-es, 500 mmél/1 NaCl-t tartalmazd Hepes-ben,
pH=7,5-nél, szobahémérsékleten, 00,0053 abszorbancia-egység

(410 nm)/perc/pmol/ml fajlagos aktivitdst feltételezve, N-



.o . oe
o oo o o o
.
.

.
eese o0 osoe .

30

-MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA-val (1. szekvencia; végsd kon-
centracié 1,0 mmdél/l 1 %-os Me,SBSO-ban) mértik a humén
neutrofil elasztdz koncentracidét. 500 ﬁmél/l-es, 0,025 %
Tx~100-t tartalmazé Tris-HCl-ben, pH=8,3-ndl, szobah&mérsék-
leten, 0,02 abszorbancia-egység (410 nm)/perc/pmol/ml fajla-
gos aktivitast feltételezve, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA-val (2.
szekvencia; végsé koncentricié 0,2 mm6él/l 0,2 %-os Me,SO-ban)
mértiik a Chtr aktivitdst. A gatlads sztéchiometridjénak (SI)
elemzését 1 ml, 100 mmél/1l Tris-HCl-t és 0,005 térfogat® Tri-
ton X-100-t tartalmazdé oldatban, pH=8,3-ndl végeztiik, kons-
tans (mintegy 180 um6l/1) mennyiségd Chtr és valtozd koncent-
racidéban vett rACT és mutansok jelenlétében. Az rACT mutan-
sok altal a Chtr ellen kifejtett gatlas aranyat 25 °C-on, mé-
sodrendd koérilmények kozott, ekvimolaris koncentrécidban
Chtr-t és inhibitor aktivitédssal rendelkezd muténsokat tar-
talmazd reakcibéelegyben mértitk. A kisérlettel kapott eredmé-
nyeket a 2. téblazatban foglaltuk Ossze.

3. példa

Katepszin G aktivitas gatlasa

Humidn neutrofil eredetd katepszin G-t szereztink be az
Athenes Research and Technology, Inc.-tél (Atén, GR) és tisz-
titds nélkill alkalmaztuk. A katepszin G koncentracidéjat stan-
dard koriilmények kozott mértik (0,1 moél/1 Hepes, 7,5 és
1 mmbél/1 Suc-AAPF-p-NA, 37 °C), 250 pmdl termék/perc fajlagos
aktivitast feltételezve. A katepszin G (250 mmél/1l) és rACT

variansok reakcidéjat 25 °C-on, 0,1-0,2 ml oldatban hajtottuk
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végre, amely a kovetkezd pufferek valamelyikét tartalmazta:
PBS, pH=7,4; 0,1 mél/1l Tris-HCl, pH=8,3; 0 m6é6l/1l Tris-HCI,
pH=7;O; 1,0 mé1/1 NaPi, pH=7,0; 1 mbél/ NaPi, pH=8,3. Kiilon-
b6z8 mennyiségd inhibitorral 15-30 percig végzett inkubalas
utdn mértitk a maradék aktivitast spektrofotometriésan,
alikvot minta 0,8 ml standard vizsgalati puferrel készilt
4-8-szoros higitasaval, amely 4 mmdél/1 Suc-AAPF-pNA szubszt-
ratot tartalmazott. A szubsztrat hidrolizisének sebessége a
maradék aktivitads meghatarozasdhoz vett 2 percen belil kons-
tans volt, ami arra utal, hogy a katepszin G--ACT komplex a
higitadssal szemben stabil volt. A kisérletek erdményét a
2. tédblazatban foglaltuk Ossze.

4. példa

Kimotripszin aktivitas gatlasa

A kimotripszin (Chtr) aktivitast 500 mmél/l-es, 0,025 3%
Tx-100-t tartalmazd Tris-HCl-ben, pH=8,3-nal, szobahdémérsék-
leten, 0,02 abszorbancia-egység (410 nm)/perc/pmol/ml faj-
lagos aktivitéast feltételezve, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA-val
(2. szekvencia; végsé koncentrécié 0,2 mmél/1l 0,2 %-os Me,SO-
ban) mértitk. A gatlas sztochiometridjénak (SI) elemzését
1 ml, 100 mmél/1 Tris-HCl-t és 0,005 térfogat® Triton X-100-t
tartalmazé oldatban, pH=8,3-ndl végeztiik, konstans (mintegy
180 pumél/1l) mennyiségd Chtr és valtozd koncentraciodban vett
rACT és mutansok jelenlétében. Az rACT muténsok &ltal a Chtr
ellen kifejtett gatlas aranyat 25 °C-on, mésodrendd koéril-

mények kozott, ekvimolaris koncentracidéban Chtr-t és inhi-
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bitor aktivitdssal rendelkezd muténsokat tartalmazé reakcid-
elegyben mértik. A kisérlettel kapott eredményeket a 2. téb-
lazatban foglaltuk Ossze.

5. példa

Kimiz aktivitas gatlasa

A kimdzt a Schecter et al., J. Biol. Chem., 268, 23626
(1993) irodalmi helyen ismertetett médon tisztitottuk és ha-
tdroztuk meg a koncentrécidéjat. A kimédz kilénbodzd rACT inhi-
bitorok &ltal tortént gatlasat titréléassal hataroztuk megq.
200 nmél/1 kimdzt emelkedd mennyiségd rACT variadnsokkal tit-
raltunk, 1-2 mél/1 NaCl-t, 0,1 mdél/ Tris-HCl-t és 0,01 térf%
Triton X-100-t tartalmazd reakcidelegyben, pH=8, 0-nal,
25 °C-on, 50-100 pl oldattérfogatban. A megfeleld inkubaciébs
id6é uténi maradék aktivitéast 0gy mértik, hogy alikvot mintéat
vettink a reakcidoldatokbdl, higitottuk szubsztratként
1 mmdél/1 Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA-t (2. szekvencia) tartalmazd
1 ml vizsgalépufferrel, és a pNA felszabaduldst 410 nm-nél 3
percig spektrofotometridsan figyeltik. A szubsztrdt hidro-
lizise konstans volt a 3 perc megfigyelési id6 alatt, ami ar-
ra utal, hogy a kimé&z--ACT komplexek a higitédssal szemben
stabilak voltak, és a mbébdszerrel kapott maradék aktivitéasi
értékek a szabad enzim megbizhatdé mértékének tekinthetdk. Az
adatokat részleges aktivitas értékekre szamoltuk at, és min-
den reakcid esetén az [(I)lo/[Elo érték figgvényében abréazoltuk
a gatléas sztochiometridjanak meghatéarozasédhoz. A kiméaz kulénf

bdz& rACT inhibitorok altal bekovetkezett gatlasédnak sebessé-
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szubsztradt Jjelenlétében pszeudo-elsd-

Az inhibitor-koncentraciodk

mint az SI-vel szorzott

enzim-koncentracidk. Az adatokbél szaémitott megfigyelt gatla-

si sebességi 4llanddét a szubsztradt jelenlétére korrigaltuk,

hogy megkapjuk a kews/I értékeket. Az eredményeket a 2. tabla-

zatban foglaltuk &ssze.

2. téblazat
Kimotrip- | Katepszin Human
Szekv. szin G Kimaz neutrofil | Trombin Plazmin
szama gatlasa gatlas gatlas elsztiz gatlas gatlas
gatlés
3 a a p i p
4 a a o) p
5 o) p i a a
6 v
7 a a
8 a a a a
9 a P
10 a a P i P
11 \'/ v P
12 a a P P
13 a a a a
14 a i
15 i i
16 i
17 jo) i
18 P i
19 i i i
22 a a
30 a
Jelmagyaréazat:
v: igen aktiv, jobban, mint a természetes szerpin inhi-
bitor
a: aktiv
p: részlegesen aktiv

inaktiv
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SZEKVENCIALISTA

(1) ALTALANOS INFORMACIO:
(i) BEJELENT®: The Trustees of the University of Pennsylvania,
Philadelphia, PA, US

(ii) A TALALMANY CIME: ELJARAS HATEKONY REKOMBINANS
SZERIN-PROTEAZ INHIBITOROK ELOSALLITASARA ES EZEK
ALKALMAZASA

(iii) A SZEKVENCIAK SZAMA: 34

(iv) LEVELEZESI CIM:

(v) KOMPUTERREL OLVASHATO FORMA:

(vi) AKTUALIS BEJELENTESI ADATOK:

(viii) KEPVISELO:

(ix) TELEKOMMUNIKACIOS ADATOK:

(2) INFORMACIOK AZ 1. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 4
(B) TIiPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linedris
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 1. szekvencia
Ala Ala Pro Val

(2) INFORMACIOK A 2. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 4
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 2. szekvencia
Ala Ala Pro Phe

(2) INFORMACIOK A 3. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linedaris
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(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 3. szekvencia
Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Lue Leu Ser
1 5 10 15

Ala Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 4. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 4. szekvencia
Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Met Ser
1 5 10 15

Ala Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK AZ 5. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéaris
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 5. szekvencia
Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Arg Ser
1 5 10 15

Ala Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 6. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 6. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Trp Ser
1 5 10 15
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Ala Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 7. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TiPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 7. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser

1 5 10 15

Ala Val Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 8. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linedris

(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 8. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Met Ser

1 5 10 15

Ile Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 9. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéaris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 9. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser

1 5 10 15

Ile Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25
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INFORMACIOK A 10. SZEKVENCIAHOZ
(1) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 10. szekvencia

Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser
5 10 15

Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 11. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TipPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéaris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 11. szekvencia

Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Phe Ser
5 10 15

Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 12. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIiPUS:aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéaris
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 12. szekvencia

Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Thr Zeu Met Ser
5 10 15

Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 13. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
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(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 13. szekvencia

Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Met Ser
5 10 15

Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 14. SZEKVENCIAHOZ
(1) SZEKVENCIAJELLEMZ@K:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linedris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 14. szekvencia

Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Leu Ser
5 10 15

Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 15. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 15. szekvencia

Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Val Ile Ser Ala Glu
5 10 15

Trp Met Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn

20 25

INFORMACIOK A 16. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 16. szekvencia
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Thr Glu Ala Ser Gly Thr Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser
1 5 10 15

Ile Pro Pro Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 17. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 17. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Gly Thr Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser
1 5 10 15

Ile Pro Pro Glu Thr Arg Thr Ile Ala Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 18. SZEKVENCIAHOZ
(1) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 18. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Gly Thr Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser
1 5 10 15

Ile Pro Pro Glu Val Lys Phe Asn Thr Arg Phe Asn
20 : 25

(2) INFORMACIOK A 19. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TiPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéaris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 19. szekvencia

Arg Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser
1 5 10 15

Ala Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25
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INFORMACIOK A 20. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: line&ris
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 20. szekvencia

Glu Arg Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser
5 10 15

Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 21. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineédris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 21. szekvencia

Glu Ala Ser Ala Arg Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser
5 10 15

Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 22. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 23
(B) TIPUS: aminosav
(ii) A MOLEKULA TIPUSA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 22. szekvencia

Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Met Ser
5 10 15

Pro Pro Glu Thr Arg Phe Asn
20

INFORMACIOK A 23. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
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(B) TiPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 23. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Arg Ser
1 : 5 10 15

Ile Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) iNFORMACIOK A 24. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 24. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Met Pro Leu Ser
1 5 10 15

Thr Gln Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 25. SZEKVENCIAROZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéaris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 25. szekvencia
Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Ala Gly Arg Ser
1 5 10 15

Leu Asn Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIOK A 26. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linedris
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 26. szekvencia



Thr

Leu

Thr

Ala

(2)

Thr

Ser

o . (2] .
- ¢ co v o oe
. 3 - .

42 seae a2 eere te

Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Val Ala Arg Thr
5 10 15

Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 27. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIiPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 27. szekvencia

Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Ser Ala Arg Met
5 10 15

Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 28. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TiPuS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEIfRASA: 28. szekvencia

Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Met Ser Arg Met
5 10 15

Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

INFORMACIOK A 29. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 29. szekvencia

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Phe Arg Ser

1

5 10 15

Ala Arg Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn

20 25
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(2) INFORMACIOK A 30. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 27
(B) TiPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 30. szekvencia

Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser

1 5 10 15

Ile Pro Pro Glu Val Lys Phe Asn Lys Pro Phe Thr
20 25

(2) INFORMACICK A 31. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 20 |
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEfRASA: 31. szekvencia

Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser Ala Leu Val Glu

1 5 10 15

Thr Arg Thr Ile Val
20

(2) INFORMACIOK A 32. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 20
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 32. szekvencia

Gly Thr Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser Ile Pro Por Glu

1 5 10 15

Val Lys Phe Asn Thr
20

(2) INFORMACIOK A 33. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ: 15
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(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: lineéris
(xi) A SZEKVENCIA LEIfRASA: 33. szekvencia

Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser Ala Leu Val Glu
1 5 10 15

(2) INFORMACIOK A 34. SZEKVENCIAHOZ
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK:
(A) HOSSZ:15
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A SZEKVENCIA LEIRASA: 34. szekvencia

Gly Thr Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser Ile Pro Por Glu
1 5 10 15
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljarads rekombindns szerin-prote&z inhibitor el&al-
litédséra, amely képes egy szerin-protedz aktivitasanak mdédo-
sitédsdra és adott esetben DNS kotésére, azzal jellemezve,
hogy

i) meghatdrozzuk egy kivélasztott szerin-proteédz inhi-
bitor szekvenciajat;

ii) azonositjuk az emlitett szerin-proteédz inhibitor
reaktiv hurkat, amely tartalmaz egy els8, egy proteadz koté-
hely aminosav-szekvenciat és egy méasodik, egy horgonyzbéhely
aminosav-szekvenciat;

iii) az emlitett elsd, proteaz kodtdhely aminosav-szek-
vencia mébdositdsédval megvaltoztatjuk a rekombindns szerin-
-proteaz inhibitor szelektivitdsat més protedzokra nézve;

iv) az emlitett mésodik, horgonyzdbéhely aminosav-szek-
vencia médositésdval alkalmassd tesszilk a protedz inhibitort
arra, hogy hatékonyan médositsa a proteadz aktivitéasat; és

v) szintetizaljuk az emlitett mbédositott rekombinans
szerin-protedz inhibitort.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy a médsodik, horgonyzéhely aminosav-szekvenciat kicsi és
semleges oldallancokat tartalmazd aminosavakkal mdédositjuk.

3. Kompozicid szerin-protedz aktivitds hatékony mdédosi-
téasara, amely egy az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaréassal

eldllitott rekombinadns szerin-protedz inhibitort tartalmaz.
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4. A 3. igénypont szerinti kompozicidé alkalmazésa gyul-
ladésos folyamatok szabdlyozédsara sejtekben vagy szdvetekben.

5. Eljéréds szerin-protedz szabdlyoztéséra, azzal jelle-
mezve, hogy

i) kivéalasztunk egy cél-protedzt, amely akkumulalédik a
sejtekben vagy szovetekben;

ii) el&dllitunk egy rekombindns szerin-protedz inhi-
bitort egy az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaréssal;

iii) sejteket vagy olyan szoveteket, amelyekben akkumu-
l&ld6dnak gyulladasos sejtek, a mdédositott szerin-protedz in-
hibitorral érintkeztetve mdbédositjuk a szerin-protedz akti-
vitasat.

6. Eljarads szerin-proteédz inhibitort kbédold génjében
feltételezetten olyan mutdcidét hordozé beteg diagnosztiza-
lédsara, amely egy szerin-protedz szabdlyozatlan aktivitésat
eredményezi, azzal jellemezve, hogy

i) mintat veszink egy olyan betegtd&l, aki feltételez-
hetben proteéz szabdlyozatlan aktivitésaval jellemezhetd al-
lapottal, kilontsen m&j- és tiuddérendellenességgel rendel-
kezik;

ii) azonositjuk a szerin-protedz inhibitort, amely az
emlitett &llapottal kapcsolatos;

iii) detektdljuk az emlitett szerin-protedz inhibitort
k6édold génben levd mutécidt.

7. Eljadrds a gyulladdsos folyamatok molekuléaris és

celluladris mechanizmusdnak gétlasara, valamint sejt- és szo-
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vetkdrosodas csdkkentésére, azzal jellemezve, hogy a sejtet
vagy szovetet egy az 1. vagy 2. igénypont szerinti rekom-
bindns szerin-protedz inhibitor hatékony mennyiségével érint-
keztetjik.

8. Humén vadtipusi o-l-antikimotripszin analdgja,
amelyben a vadtipusi o-l-antikimotripszin 350. helyzetében

levé aminosav alaninra van cserélve, vagy a vadtipusua a-1-
-antikimotripszin 349-368. helyzetében levé Ala-Ala-Thr-Ala-
Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu-Thr-Arg-Thr-Ile-
Val aminosav-szekvencia Gly-Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-
Met-Ser-Ile-Pro-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Thr aminosav-szekven-
cidra van cserélve, vagy a vadtipusu a-l-antikimotripszin
349-363. helyzetében levé Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-
Leu-Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu aminosav-szekvencia Gly-Thr-Met-
Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Pro-Glu aminosav-szek-
venciara van cserélve.

9. Nukleinsav-szekvencidk, amelyek egy a 8. igénypont
szerinti, humdn vadtipusi a-l-antikimotripszin analdégjat koé-
doljék.

10. Expresszids vektorok, amelyek egy a 9. igénypont
szerinti nukleinsav-szekvenciat tartalmaznak.

11. Gazdasejtek, amelyek egy a 9. igénypont szerinti
nukleinsav-szekvenciat képesek kifejezni.

12. Sejttenyészetek, amelyek egy a 8. igénypont szerin-

ti humén a-l-antikimotripszin-analbgot képesek kifejezni.
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13. Protein-készitmények, amelyek egy a 8. igénypont

szerinti humdn a-l-antikimotripszin-analégot tartalmaznak.

A meghatalmazott:
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