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REKOMBINANTINIY SERINO PROTEAZES INHIBITORIY
GAMYBOS BUDAS IR PANAUDOJIMAS

ISradimo pagrindas

Serino proteazés inhibitoriai, arba “serpinai”, yra inhibitoriy
grupé, kuriai priklausantys fermentai dalyvauja daugelyje
gyvybiSkai svarbiy biologiniy procesy. Serpiny grupés nariai
vaidina svarby vaidmenj daugelyje biologiniy procesy, iskaitant
(tac¢iau ne tik) uZdegiminius procesus, apvaisinima, navikiniy
lasteliy migracijg, neurotropizma bei kar$¢io Soka. Maspinas
neseniai buvo atrastas ir apibidintas kaip apsauginis serpinas,
normaliomis sglygomis esantis krities epitelio lastelése, bet
neaptiktas daugelyje kriities karcinomos lasteliy linijy. Serpinai
randami augaluose, prokarijotuose, vabzdZiuose ir aukstesniuose
gyvinuose. Gamtinés serpiny mutacijos ir modifikacijos yra
daugelio rimty ligy prieZastis. Serpiny funkcijos sutrikimas siejasi
su plaudiy, kepeny ir kraujo kre$éjimo sutrikimais, tokiais kaip
emfizema, kepeny cirozé, trombozé ir plaudiy embolija.

Serpiny saveika su endogeninémis bei mikroby proteazémis
sukuria visq spektrg jvairiy molekuliy risiy, kuriu kiekviena yra
labai evoliuciSkai pastovaus homeostatinio mechanizmo sudétiné
dalis. Sis mechanizmas padeda i8laikyti organizmo iSgyvenimui
bitinas serpiny koncentracijas. PavyzdZiui, serpino-proteazés
kompleksas ir hidrolizuota, neaktyvi intaktinio serpino forma
skatina interleukino-6 gamyba, kuris duoda signala hepatocitams
padidinti baltymy, bidingy fimiai fazei, gamyba, tarp ju serpiny
Seimos baltymy subpopuliacijos gamyba. Jei serpiny-baltymy
kompleksai yra greitai paSalinami i§ apykaitos, tai suskaidytos bei
intaktinés Siy kompleksy formos gali kauptis uZdegimo vietose.

Sios sankaupos sukuria kompleksine mikroaplinka, kurioje esama
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kaip chemoatraktanty, taip ir chemotakses inhibitoriuy, o taip pat
neutrofily degranuliacijos aktyvatoriy bei inhibitoriy, leukotrieny,
trombocitus aktyvuojan¢io faktoriaus (TAF) ir padidinta
superoksidy gamyba. Ekstremalus keliy virusy, sukeliandiy
iSbérimus, virulentiSkumas i§ dalies priskiriamas serpinui, kurio
taikinys yra cisteino proteinazé (ICE), interleuking 1-8
konvertuojantis fermentas.

[vairis gyviny modeliai parodé, kad nekontroliuojamas
serino proteazés aktyvumas yra vienas i§ svarbiausiy veiksniy,
apsprendZiandiy plaudiy paZeidimy mechanizmus ir 3is atitinkamas
serpinc atsakas kontroliuoja paZeidimo laipsnj. PavyzdZiui,
antitrombino III (ATIII) derinys su o-1-proteazés inhibitoriumi
(1P1) saugojo avis nuo endotoksiny sukeliamy plauciy paZeidimy,
kur atskiri serpinai nebuvo tokie efektyviis, kaip $is derinys
(Redens et al., Circ. Shock 1988, 26, 15). Redens ir kt. taip pat
parodé, kad ATIII apsaugo nuo iSsétinés intravaskuliarinés
koaguliacijos iSplitimo endotokseminése pelése (Emerson et al,
Circ. Shock 1987, 21, 1). HoO, ir elastazés chlormetil-ketono
inhibitorius blokuoja reaktyvy deguonies poveiki neutrofily
elastazés sukeltos plaudiy edemos atveju Ziurkése ir alP1 sumaZina
bleomicinu sukeltg plauéiy uZdegima bei tolesne fibroze. (Baird et
al., Physiol. 1986, 61, 2224 and Nagai et al., Am.Rev.Resp.Dis. 1992,
145, 651). Tafiau kitoje sistemoje neutrofily elastazés inhibitoriai,
eglinas C ir maZo molekulinio svorio junginys L 658, 758 nepajégé
inhibuoti leukotrienu B4 sukelto bei neutrofily tarpininkaujamo
sulipimo, diapedezés ar kraujo indy pralaidumo padidéjimo
(Rosengeren et al.,, Am J Physiol. 1990, 259, H1288). Kaip rodo Sie
tyrimai, proteolitiniy fermenty inhibitoriai, taikomi terapijoje, gali
apriboti molekulinius ir lastelinius uZdegimo mechanizmus bei

sumazinti audiniy paZeidima.



10

15

20

25

30

Yra dvi serpiny S$eimos poSeimés. Vienai i§ poSeimiy
priklauso baltymai, kuriems kol kas neapibiidinta jokiy atpaZistamy
serino proteaziy. Kaip ios poSeimés pavyzdj, galime pateikti
ovalbumina, angiotenzinogena ir  steroidinius  suriSancius
globulinus. Antrajai S$eimai priklauso nariai, kuriy inhibicinis
taikinys yra bent viena serino proteaze. Si serpiny poSeimé, kuri
inhibuoja serpiny proteazes, pasiZzymi budingomis savybémis,
kurios nulemia inhibitoriaus aktyvuma, t.y. atpaZistamo fermento
inhibavimo antros eilés grei¢io konstantos apima intervalg tarp 10?
ir 10° M'S™; esant tam tikroms salygoms fermento-inhibitoriaus
kompleksas yra stabilus ir gali biti nustatytas kaip darinys, kurio
molekulinis svoris didesnis nei atskiry komponenty SDS
poliakrilamido gelyje; ir po laikino rySio suskaidymo reaktyviame
centre atsiranda dideli konformaciniai pakitimai, kurie didina
baltymo terminj atsparuma. Sios pofeimés serpino pavyzdys yra al-
antichimotripsinas (ACT), kuris yra chimotripsino (Chtr)
inhibitorius. ACT didZa dalimi sintetinamas kepenyse ir yra vienas
i§ Qamios fazés veiksniy, kurio koncentracija greitai padidéja
daugiau nei 5 kartus jvykus jvairiy tipy paZeidimams, tokiems kaip,
chirurginé operacija, GUmus miokardo infarktas, nudegimai,
autoimuninés ligos, piktybiniai augliai, infekcijos ir kepeny
transplantato atmetimo reakcijos. ACT taip pat turi rysj su nervy
sistemos plastiSkumu ir siejasi su beta amiloidy sankaupomis
senstancCiose smegenyse, sergant Alzheimer'io liga, Dauno
sindromu ir paveldimy cerebraliniy hemoragijy su amiloidoze
olandiSku variantu. Buvo parodyta, kad kaip natyvi, taip ir
rekombinantiné ACT (rACT) inhibuoja Zmogaus neutrofily
superoksiduy gamybgq suspensijoje.

Bendrai, inhibuojanéio serpino reaktyvi kilpa yra sudaryta is

pakankamai trumpos amino riigséiy sekos. Serpiny selektyvumas,



10

15

20

25

30

inhibuojant specifinj proteazés tipa priklauso nuo reaktyvaus
centro, esan¢io ant serpino pavir§iaus, amino rags¢iy sekos (Jiang
H. et al, J.Biol.Chem. 1994, 269, 55-58), parodé, kad serpiny i$
lepidoptera genties vabzdZiy Manduca sexta selektyvumas gali buti
pakeistas, keifiant amino rigs¢iy seka reaktyvioje kilpoje. Buvo
parodyta, kad pre-iRNA splaisingas sukuria inhibicijos jvairove ir
galimybe reguliuoti daugelj proteinaziy, naudojant tg patj baltymy
tinkla, kuris prijungtas prie skirtingy reaktyvios srities kaseciy.
Remiantis nedideliy (apie 50 amino rigs¢iy) inhibitoriy ir
taikinio-fermento  suformuoty kompleksy trimate struktira,
manoma, kad P3-P3' sritis, 356-361 amino rigstys ACT, (Schecter I.
and Berger A.C. nomenklatiira, Biochemistry Biophysics Research
Communication 1967, 27#157) serpiny Kkilpoje arba taip
vadinamame “aktyvaus saito srityje" (arba “masalo” srityje)
tarnauja kaip pirminio kontakto vieta arba suri§imo su proteaze
vieta. Buvo nustatyta, kad kita Sios kilpos dalis (nuo P14 iki P9),
vadinama "Sarnyro sritis", taip pat yra svarbi inhibitoriniam serpiny
aktyvumui. Neseniai buvo sukurtas serino proteazés aktyvumo
moduliavimo lagstelése ar audiniuose metodas, kuris remiasi tuo,
kad parenkama proteazé-taikinys, kuri kaupiasi audiniuose ar
lastelése, gaminamas rekombinantinis serino proteazes inhibitorius,
turintj proteaze suriSancia sritj bei “Sarnyro"” sritj reaktyvaus centro
kilpoje, kurie modifikuoja amino riigSciy seka taip, kad saveika
tarp inhibitoriaus ir proteazés-taikinio pakeidiama ir, veikiant
lasteles arba audinius modifikuotu serino proteazés inhibitoriumi,
serino proteazés aktyvumas yra moduliuojamas. Taip pat
pateikiamos kompozicijos, galin¢ios efektyviai moduliuoti serino
proteazés aktyvuma, kuriy sudétyje yra rekombinantinis serino
proteazés inhibitorius, turintis reaktyvios kilpos proteaze surisancio

saito ir ¥arnyro srities modifikuotas amino riig¥tiy sekas. Sios

e
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kompozicijos yra naudingos reguliuojant uZdegiminius procesus.
Be to, pateikiamas serino proteazés inhibitoriy, galindiy efektyviai
moduliuoti serino proteazés aktyvuma, gamybos bidas, apimantis
serino proteazés inhibitoriaus sekos nustatymg; minétos serino
proteazés inhibitoriaus reaktyvios kilpos bei §ios reaktyvios kilpos,
turin¢ios pirmg amino rigsc¢iy sekq i§ proteaze suriSandios srities ir
antrqg amino r0gs¢iy seka i§S Sarnyro srities, identifikavima,;
pirmosios amino riagsiy sekos i§ proteaze suriSancios srities
modifikavimg tokiu bidu, kad yra pakeidiamas rekombinantineés
serino proteazés inhibitoriaus selektyvumas kitoms proteazéms;
antrosios amino rigs¢iy sekos Sarnyro srityje modifikavima tokiu
budu, kad rekombinantinés serino proteazés inhibitorius galéty
efektyviai moduliuoti $ios serino proteazés aktyvuma; ir Sio

modifikuoto serino proteazés inhibitoriaus sinteze.

ISradimo esmeé

Sio iSradimo tikslas yra rekombinantinio serino proteazeés
inhibitoriaus, galin&io efektyviai moduliuoti serino proteazes
aktyvuma, gamybos biido sukirimas. Sis biidas apima serino
proteazés inhibitoriaus sekos nustatyma, minétos serino proteazés
inhibitoriaus reaktyvios kilpos bei Sios reaktyvios kilpos, turinfios
pirma amino ragsciy seka i§ proteaze suriSancios srities ir antrg
amino rig38c¢iy seka i Sarnyro srities, identifikavima; pirmosios
amino riagsciy sekos i§ proteaze surifancdios srities modifikavima,
tokiu biidu, kad yra pakeifiamas rekombinantinés serino proteazés
inhibitoriaus selektyvumas kitoms proteazéms; antrosios amino
rigsciy sekos Sarnyro srityje modifikavima tokiu badu, kad
rekombinantinés serino proteazés inhibitorius galéty efektyviai
moduliuoti Sios serino proteazés aktyvuma; ir $io modifikuoto

serino proteazés inhibitoriaus sinteze.
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Kitas $io iSradimo aspektas yra kompozicijos, galincios
efektyviai moduliuoti serino proteazés aktyvuma, kuriy sudétyje
rekombinantinis serino proteazés inhibitorius, turintis reaktyvios
kilpos proteaze surifandio saito ir 3arnyro srities modifikuotas
amino ragsciy sekas.

Dar kitas $io iSradimo objektas yra serino proteazes
aktyvumo moduliavimo lastelése ar audiniuose bidas, kuris remiasi
tuo, kad parenkama proteazé-taikinys, kuri kaupiasi audiniuose ar
lastelése; gaminamas rekombinantinis serino proteazés inhibitorius,
turintis proteaze suriSandia sriti bei "Sarnyro" sritj reaktyvaus
centro kilpoje, kurie modifikuoja amino riigs€iy seka taip, kad
saveika tarp inhibitoriaus ir proteazés-taikinio pakeiciama ir,
veikiant lasteles arba audinius modifikuotu serino proteazeés
inhibitoriumi, serino proteazés aktyvumas yra moduliuojamas.

Dar kitas S$io iSradimo aspektas yra Zmogaus o-1-
antichimotripsino analogai, kurie yra efektyviis chimotripsino
inhibitoriai.

Taip pat pateikiamos nukleino rigi¢iy sekos, koduojanéios
serino proteazés inhibitorius, tame tarpe ir o-i-antichimotripsino
analogus, ekspresijos vektoriai, turintys Sias nukleino ragsdiy
sekas, transformuotos Seimininko lastelés, ekspresuojancios $ias
nukleino rugsciy sekas, lasteliy kultiros ekspresuojancios serino
proteazés inhibitorius ir baltymy preparatai, kuriy sudétyje yra

serino proteazés inhibitoriai.

ISradimo apra$ymas

Serino  proteazés inhibitoriai, priklausantys serpiny
glikoproteiny Seimai, yra svarbis organizmo homeostazés
palaikyme. Serpinai reguliuoja proteazes, dalyvaujancias daugelyje

svarbiy biologiniy procesy, tarp ju (tatiau tuo neapsiribojant)
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kraujo kre$éjime, apvaisinime bei uZdegiminiuose procesuose.
Manoma, kad jvairis serpinai gyvinuose ir vabzdZiuose
evoliucionavo dél geny duplikacijos ir persiskirstymo, del kuriy
atsirado didelis serpiny geny skai¢ius viename organizme,
kiekvienas $iy geny koduoja baltyma, pasiZymintj unikalia
reaktyvia sritimi bei fiziologine funkcija. Serpino pavyzdys yra
antichimotripsinas  (ACT), kuris inhibuoja  chimotripsing,
pankreatine elastaze, tukliyjy lasteliy chimaze ir katepsing G.
Padidéjusi ACT koncentracija stebima, esant daugeliui organizmo
paZeidimy, tarp ju: chirurginiy operaciju metu, esant {Umiam
miokardo infarktui, nudegimams, autoimuninéms ligoms,
piktybiniams augliams, infekcijoms ir kepeny transplantato
atmetimo reakcijoms.

ACT siejasi su tam tikrais lasteliy ir citokiny salygojamais
reiS$kiniais. PavyzdZiui, augliy nekrozés faktorius skatina trombocitu
aktyvacija per nuo TNF priklausancio katepsino G atpalaidavima, i8
neutrofily. Sis efektas gali biti blokuojamas ATC. Be to,
leukotrieno B4 sintezé ir atpalaidavimas, ir trombocitus
aktyvuojantis faktorius i§ TNF'u stimuliuoty neutrofily, gali buti
blokuojamas ATC. Neutrofily katepsinas G ir tukliyju lasteliy
chimazé yra svarbiausi prieSuZdegiminio atsako odoje ir
plaudiuose komponentai. Todél galima pasiiilyti teorija, kad ACT
vaidina svarby vaidmenj maZinant uZdegima ir tai yra antriné is
granuliy atsipalaidavusiy fermenty veiklos iSdava. Taip pat buvo
parodyta, kad natyvus ir rekombinantinis ACT inhibuoja ir
Zmogaus neutrofily sukeliamg superoksidy atsiradima. Buvo
nustatyta, kad intaktiniy lasteliy sistemoje ir intaktinis ACT, ir
ACT komplekse su chimotripsinu yra vienodai veiksmingi
inhibuojant laisvy radikaly gamybg Zmogaus neutrofiluose, kurie

buvo stimulioti vienu i$ Siy preparaty: f-Met-Leu-Phe, Con A ar

9L
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PMA. Buvo pastebéta, kad Seimose, kuriose konstatuojama tik 50%
normalios ACT cirkuliacijos, yra plau¢iy funkcijos sutrikimy su
dideliais liekamaisiais tiiriais bei padaZnéjusios atopinés ligos.
Todél pasirodo, kad intaktinis ACT, taip pat kaip ir suskaldytas ar
komplekse su kita medZaga, vaidina svarbiausia vaidmeni
reguliuojant uZdegima bei tam tikrus vystymosi veiksnius.

ACT turi daug bendry savybiy su kitais serpiny Seimos
nariais. Svarbiausia ACT ir kity serpiny savybé, kuri palaiko
inhibicinj aktyvuma bei specifiSkuma, yra judrios reaktyvios kilpos
buvimas.

Manoma, kad serino proteazés inhibitoriai, arba serpinai,
inhibuoja atitinkamas serino proteazes-taikinius pagal toliau
pateikiama bendrg mechanizma. Serino proteazei serpinas
reikalingas, kaip substratas proteolitinés atakos pradZiai. Serpinai
formuoja glaudZius (1:1) kompleksus su ju taikiniais-proteazémis
déka saveikos specifiniame saite (P! liekana). Standartinis
Zymeéjimas apibréZia P1 pozicija, kaip N-galine pozicija skaidymo
vietoje. P2 yra N galiné pozicija P1, ir taip toliau. P1 pozicija yra
eksponuojamoje serpino srityje ir vadinama reaktyvia Kilpa.
Surinkta daug struktdriniy duomeny apie peptidu inhibitorius,
parodandiy, kad reaktyvi inhibitoriaus kilpa yra antiparalelioje (-
grandies konformacijoje, kuri dar vadinama kanonine. Tadiau
nesenai buvo nustatyta, kad reaktyvi intaktinio serpino kilpa
pasiZymi tam tikru badu iSkreipta spiralés konformacine struktira
su i$ serpino iSorés issikiSusiomis P1 Soninémis grandimis. Reaktyvi
kilpa néra pertvarkyta j kanonine, antiparalelia beta grandies
konformacija, veikiau ten pasikeiia spiralés struktira taip, kad
galéty efektyviai susiristi su proteaze. SusiriS§imas su proteaze
sukelia konformacinius pakitimus serpine, kuris, esant tam tikroms

salygoms, gali pats pakeisti proteazés struktiira. Proteazés

5



10

15

20

25

30

konformacijos pakitimas efektyviai paSalina jos fermentinj
aktyvuma ir todél fermentiné reakcija, kurioje dalyvauja $i
proteazé, yra sustabdoma.

Svarbus serpiny tyrimo aspektas yra rySis tarp serpiny ir jy
fermenty-taikiniy  disbalanso ir audiniy destrukcijos bei
degeneratyviy ligy. Déka nuodugnaus biocheminiy bei struktiriniy
Sios serpiny bei geny inZinerijos bidu gauty serpiny varianty
saveikos su proteazémis-taikiniais savybiy tyrimo buvo gauti nauji
baltymai, pasiZymintys terapinémis savybémis. Pagal trimatj
kompleksy, kuriuos suformuoja nedideli (apie 50 amino ragsciy)
peptidiniai inhibitoriai su savo taikiniais-fermentais, modelj
manoma, kad P3-P3' sritis serpiny kilpoje arba kitaip vadinamoje
“aktyvaus saito srityje" (arba Sarnyro srityje) tarnauja kaip pirminio
kontakto vieta arba susiri§imo su fermentu vieta. Serpino
inhibicinis aktyvumas tam tikro fermento atZvilgiu gali buti
pakeistas, modifikuojant amino riagstis Sioje proteaze suriSancioje
srityje déka mutacijos ar delecijos. PavyzdZiui, buvo nustatyta, kad
“laukinio” tipo ACT P1' pozicijoje leucing pakeitus metioninu
gaunamas mutantas, galintis i§ dalies inhibuoti Zmogaus neutrofily
elastaze, palaikant jos sugebéjimg inhibuoti chimotripsing,
katepsing G ir chimaze (Zr. Lenteles 1 ir 2). Taip pat buvo
nustatyta, kad variantas, kuriame néra P6'-P9" liekany,
priklausandiy reaktyviai kilpai, i§saugo serino proteazés inhibicinj
aktyvuma, nukreipta prie$ chimotripsing, ir padidina aktyvumg
prie§ Zmogaus neutrofily elastaze. Zmogaus neutrofily elastazes,
chimotripsino, katepsino G bei chimazés aktyvumai buvo nustatyti
pagal metodika, aprasSyta 2 - 5 Sio iSradimo pavyzdZiuose.
Plazmino ir trombino aktyvumai taip pat buvo nustatyti, naudojant

gerai Zinomas metodikas, pavyzdZiui Cooperman et al,
J.Biol.Chem. 1993, 268, 23616.
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Be to buvo nustatyta, kad Sarnyro sritis (P14-P9) yra svarbi
kilpos dalis, palaikanti inhibitorinj serpiny aktyvuma. Amino
riigé¢iy sekos palyginimas parodé, kad kiekvieno inhibitorinio
serpino $arnyro sritis yra labai konservatyvi amino rigstims su
maZomis ir neutraliomis Soninémis grandimis, tokiomis Kkaip
alaninas ar treoninas, Kkitaip nei yra su kravi turinciomis
liekanomis, tokiomis kaip argininas ar glutamino riigstis. Treonino
pakeitimas argininu rekombinantinio ACT (rACT) P14 pozicijoje
sukelia substrato inhibitorinio aktyvumo praradima (Zr. Lenteles 1
ir 2).

Siame i¥radime pateikiamas rekombinantinio serino
proteazés inhibitoriaus, sugebandio efektyviai moduliuoti juy
aktyvuma, gamybos biidas. Siame biide nustatoma pasirinkto serino
proteazés inhibitoriaus seka ir identifikuojama reaktyvi serino
proteazés inhibitoriaus kilpa. Sios kilpos proteaze suri$anéio saito
amino rﬁgééiq‘ seka modifikuojama taip, kad pakisty serino
proteazés inhibitoriaus selektyvumas jvairiy kity proteaziy
atzvilgiu. Proteaze suriSancio saito modifikacijos gali biiti vienos ar
keliy Sios sekos amino rigsCiy pakeitimas ar delecija.
Optimaliausiame variante Si modifikacija apima keliy amino
rigsciy proteaze suriSancio saito srityje pakeitimg amino ragstimis,
kurios, kaip Zinoma, yra kituose serino proteazés inhibitoriuose.
PavyzdZiui, leucino, esanfio Pl' ACT pozicijoje, pakeitimas
metioninu (kuris yra amino rigstis, esanti toje pat pozicijoje
serpine alP1- Zmogaus neutrofily elsatazés inhibitoriuje) sukuria
mutanta, sugebantj inhibuoti chemotripsing, katepsing-G, chimaze
bei Zmogaus neutrofily elsataze (Zr. lenteles 1 ir 2). Atitinkami
pakeitimai proteaze suriSanc¢io saito amino rigsc¢iy sekoje gali buti
tikrinami vienu i$ specialisty nustatomy budy pagal § iSradima.

Sarnyro srityje amino rigsiy seka taip pat gali biti pakeista.
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Optimaliausiame variante Sarnyro sritis modifikuojama taip, kad
jame biity pirminés amino rugs&iy sekos, turinfios maZas,
neutralias grandines, tokias kaip alaninas ar treoninas. Tada
sintetinamas toks modifikuotas rekombinantinis serino proteazes
inhibitorius. Modifikacijos gali biti atliktos taikant standartine
kryptingos mutagenezés technika, kuri yra gerai Zinoma
specialistams.

Sio ifradimo variante $is biidas yra taikomas ACT analogy
pagaminimui. ACT nuo kity serpiny skiriasi unikalia savybe
susiristi su DNR. ACT randamas tam tikry piktybiniy ir
nepiktybiniy lasteliy branduoliuose ir, kaip yra paskelbta,
inhibuoja DNR polimeraze alfs, DNR sinteze pralaidZiose Zmogaus
karcinomos lastelése ir poli-C-priklausancia primaze, bei
stimuliuoja poli dT priklausanéia primaze. Neseniai buvo atrasta,
kad lizino liekanos, esandios dviejose trumpose rACT srityse yra
svarbios DNR suri§imui. rACT turi du elementus: liziny seka
(liekanos 210-212) ir C galinj peptidq 390-398, turintj du lizinus,
kurie dalyvauja DNR suri§imo saveikoje. Pakeitus lizinus 210-212
glutamatais ar treoninais, visiSkai prarandamas sugebéjimas
susiri$ti su DNR. Susiri$imo su DNR aktyvumas i§ dalies yra
iflaikomas, pakeitus tiktai viena i§ Siy dviejy liziny treoninu.
Atsizvelgus | C-galinj peptida, buvo nustatyta, kad K396,
reaktyviausio rACT lizino, acetilinimas sumaZéja, dalyvaujant DNR,
ir iy dviejy liziny, K391 ir K396 , pakeitimas treoninu sukuria
baltyma, pasiZyminti labai sumaZintu sugebéjimu susiristi su DNR.
Todél, gaminant ir selekcionuojant rekombinantinio ACT analogus,
kitos modifikacijos gali biti atlieckamos liziny 210-212 regione bei
C-galiniame peptide, 390-398, taip, kad pakisty inhibitoriaus DNR

-suriSancios savybeés.
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Saveikos tarp serpiny ir serino proteaziy tyrimai parode, kad
konformaciniai pakitimai, lydintys serpino susiriS§img su proteaze,
yra svarbiis inhibuojant pasirinktos serino proteazes aktyvuma.

Siame iSradime taip pat pateikiamos kompozicijos, galincios
veiksmingai pakeisti serino proteazés aktyvuma. Sio idradimo
kompozicija sudaro rekombinantinis serino proteazes inhibitorius,
turintis proteaze suriSandio saito ir reaktyvios kilpos Sarnyro srities
modifikuotas amino rig$diy sekas. Tinkamiausiu atveju
modifikuota Sarnyro srities amino rigs¢iy seka sudaro amino
rigstys, turindios maZas ar neutralias Sonines grandis, tokias, kaip
alaninas ir treoninas. Sio i¥radimo kompozicijos yra ypa¢
naudingos, reguliuojant uZdegiminius procesus, priklausancius nuo
serino proteazés kaupimosi lastelése ir audiniuose.

Siame iSradime taip pat pateikiamas serino proteazés
aktyvumo pakeitimo lastelése ir audiniuose bidas. Sis bidas
remiasi tuo, kad parenkama proteazé-taikinys, kuri kaupiasi
audiniuose ar lastelése; gaminamas rekombinantinis serino
proteazés inhibitorius, turintis proteaze suriSancia sritj bei
“Sarnyro" sritj reaktyvaus centro kilpoje, kurie modifikuoja amino
rigsciy seka taip, kad sgveika tarp inhibitoriaus ir proteazes-
taikinio pakei¢iama ir, veikiant lasteles arba audinius modifikuotu
serino proteazés inhibitoriumi, serino proteazés aktyvumas yra
moduliuojamas. Pageidautina, kad Sios serino proteazés
inhibitoriaus Sarnyro srities amino rigs¢iy seka biuty keic¢iama
amino ragstimis, turin¢iomis maZas bei neutralias Sonines grandis,
tokias kaip alaninai ir treoninai.

Viename variante moduliuotas serino proteazés aktyvumas

yra chimazés aktyvumas. Siuo atveju pageidautina, kad serino

proteazés inhibitorius bty Zmogaus laukinio tipo a-1-

v
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antichimotripsino analogas, turintis modifikuotq amino ragstj 358
arba modifikuotas amino rigstis 356-361.

Kitame variante moduliuotas serino proteazés aktyvumas yra
elastazés aktyvumas. Siuo atveju pageidautina, kad serino
proteazés inhibitorius biity Zmogaus laukinio tipo a-1-
antichimotripsino analogas, turintis modifikuota amino ragstj 358
arba modifikuotas amino rigstis 356-361.

I¥ esmés Sis iSradimas pateikia geny inZinerijos metodais
gautus serino proteazés inhibitorius, kurie yra = a-1-
antichimotripsino  analogai. Sie analogai yra efektyvis
chimotripsino inhibitoriai. PavyzdZiui, $iame iSradime pateikiamas
a-1-antichimotripsino analogas, kuriame amino rigstis, atitinkanti
laukinio tipo a-1-antichimotripsino alanina, esantj 350 pozicijoje,
yra pakeista argininu. Taip pat pateikiamas laukinio tipo a-1-
antichimotripsino analogas, kuriame amino riigstys, atitinkancios
Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu-Thr-
Arg-Thr-Ile-Val (sekos identifikavimo Nr.: 31), esandios 349 - 368
laukinio tipo a-1-antichimotripsino amino rigs¢iy pozicijose yra
pakeistos Gly-Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-
Pro-Glu-Val-Lys-Phe-Asn-Thr (sekos identifikavimo Nr.. 32). Sis
analogas pavadintas rACT-P10P10'. Be to pateikiamas Zmogaus
laukinio tipo a-1-antichimotripsino analogas, kuriame amino
rugstys, atitinkancios Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-
Ala-Leu-Val-Glu (sekos identifikavimo Nr.: 33), esan¢ios 349 - 363
laukinio tipo a-1-antichimotripsino amino riig$¢iy pozicijose yra
pakeistos Gly-Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-
Pro-Glu (sekos identifikavimo Nr.. 34) bei amino ruagstis valinas,
esanti 368 pozicijoje, pakeista Ala. Sis analogas pavadintas rACT-

P10P5'. Siame iSradime pateikiami analogai gali biti gaunami,
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naudojant nukleotidy sekas, kurios atitinka ¢ia nurodytus amino
rigs¢iy pakeitimus. Baltymai, turintys amino ragsciy seka, turincia
daugiau ar kiek ma¥iau amino rigsciy, fragmentus, ar
besiskirian¢ios viena ar keliomis amino rags$timis nuo  o-1-
antichimotripsino analogy seky, kurios pateikiamos Siame iSradime,
bei pasifymindios antichimotripsino, anti-tripsino, anti-trombino,
anti-Zmogaus neutrofily elastazés (ZNE) aktyvumu, taip pat yra $io
iSradimo sudétiné dalis.

Sis iSradimas taip pat pateikia nukleino ragsciy sekas,
koduojan¢ias rekombinantinius serino proteazés inhibitorius, tarp
ju minétus o-1-antichimotripsino analogus, ekspresijos vektorius,
apimancius $ias nukleino riigi¢iy sekas, transformuotas Seimininko
lasteles, galindias ekspresuoti $ias nukleino riigs€iy sekas, lasteliy
kultiiras, galinéias ekspresuoti rekombinantinius serino proteazes
inhibitorius, tokius, kaip a-1-antichimotripsino analogus, kurie
pateikti $iame iSradime ir baltyminius preparatus, kuriy sudétyje
yra rekombinantiniai serino proteazés inhibitoriai, tokie kaip «-1-
antichemotripsino analogai.

Apskritai, rekombinantiniai serino proteazés inhibitoriai, tarp
ju ir o-l-antichemotripsino analogai, sintetinami Seimininko
lastelése transformuotose ekspresijos vektoriumi, kuris sudarytas i3
nukleino riig8fiy sekos, koduojandios tam tikra rekombinantinj
serino proteazés inhibitoriy. Seimininko lastelés kultyvuojamos
esant tokioms salygoms, kad nukleino riigs¢iy seka, koduojanti tam
tikra rekombinantini serino  proteazés - inhibitoriy, yra
ekspresuojama. Kai susikaupia pakankamai S8io produkto,
inhibitorius yra i$skiriamas i$ lasteliy ar terpés, supancios lasteles.

Seimininko lastelés ir ekspresijos vektoriai, tinkami naudoti
Siame iéradimé gali buti jprastu badu atrenkami taip, kad

suformuoty ekspresijos sistemaq, galindia sintetinti rekombinantinius
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serino proteazés inhibitorius, tokius kaip o-1-antichimotripsino
analogus. Seimininko lastelés tinkamos naudoti Siame i§radime gali
biti prokarijoty ar eukarijoty lastelés, kurios gali bati
transformuotos taip, kad stabiliai iSlaikyty ir ekspresuoty Siuos
rekombinantinius serino proteazés inhibitorius. Tarp tinkamy
lasteliy gali buti bakterijy, mieliy bei Zinduoliy lastelés. Kai kaip
lastelés-Seimininkés yra naudojamos prokarijoty lastelés, nevyksta
serino proteazés inhibitoriaus glikozilinimas. Taciau netikétai buvo
pastebéta, kad Sis, neglikolizintas serino proteazés inhibitorius,
Ymogaus a-1-antichimotripsinas, pasiZzymi dideliais funkciniais
pana$umais su natyviu Zmogaus serumo a-1-antichimotripsinu,
todél yra tikimasi, kad Sie neglikolizinti rekombinantiniai serino
proteazés inhibitoriai bus efektyviis natyviy serino proteazes
inhibitoriy pakaitalai terapiniam vartojimui. E.coli bakterijos yra
pladiai naudojamos baltyminiy produkty gamybai, kadangi
ekspresija ir klonavimas gali biti greitai aptikti. Be to, sinteze
E.coli lastelése yra lengvai prieinama, pakankamai pigi, nesunkiai
pasiekiama pramoniné fermentacija bei gryninamas baltymas.
Ekspresijos vektoriaus, turindio nukleino rigs¢iy seka, koduojancia
rekombinantinj serino proteazés inhibitoriy, iterpimas j Seimininko
lastele, gali biti atliktas jvairiais budais, tokiais kaip veikimas
kalcio chloridu ar li¢io chloridu arba elektroporacija.

Ekspresijos vektorius, turintis nukleino rigsciu seka,
koduojan&ia rekombinantinj serino proteazés inhibitoriy, tokj kaip
¥mogaus a-1-antochimotripsino analoga, turéty tureti dar ir kitus
transkripcijos ir transliacijos kontrolés elementus, kurie efektyviai
sulieti su nukleino rigs¢iy seka, koduojandia rekombinantinj serino
proteazés inhibitoriy, pavyzdZiui, prie§ koduojancia sritj esantj
promotoriy, po kurio sekty transliacijos-iniciacijos signalas,

sudarytas i$ ribosoma suri$ancio saito bei iniciacijos kodono, ir po
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koduojan&ios srities iSsidésCiusio transkripcijos terminacijos
signalo. Transkripcijos bei transliacijos kontrolés elementai gali
buti liguojami bet kuria funkcine kombinacija bei tvarka.
Transkripcijos ir transliacijos kontrolés elementai, naudojami bet
kuriame $io iSradimo konkrefiame variante, parenkami,
atsiZvelgiant i lasteliy, i kurias bus jterpiamas ekspresijos vektorius,
tipa, taip kad bity sukurta ekspresijos sistema.

Naudinga naudoti stipry promotoriu, tokj, kaip E.coli trp-lac
promotoriy ar T7? P, promotoriy, tam, kad bty uZtikrintas aukstas
baltyminio produkto ekspresijos lygis. Pastebéta, kad naudojant
PINomp ir p-laktamazés promotorius, gaunama maZa o-1-
antochimotripsino iSeiga arba apskritai jos negaunama, esant
efektyviai saveikai su DNR, koduojandia a-1-antichimotripsina.
Taip pat naudinga naudoti indukcinj promotoriu, toki kaip P
promotorius, kad biity iSvengta toksinio poveikio Seimininkui, kuris
gali atsirasti Sio produkto kaupimosi lasteléje metu.

Kaip alternatyveq, galima naudoti geny ekspresijos sistema,
kurios sudétyje yra bakteriofagas T7 RNR polimerazeé, aprasytas
Studier ir Moffatt, J.Mol.Biol. 1986 189:113-130. Sioje sistemoje
E.coli lastelés transformuotos plazmidémis, kuriose yra baktriofago
T7 promotorius, veiksmingai sulietas su nukleino riigs¢iy seka,
koduojancdia  pasirinkta serino proteazés inhibitoriy, yra
uzkre¢iamas fagu liambda, turindiu T? RNR polimerazés
ekspresuojamg gena. Lastelés uZkrediamos fagu, po to Kkai
Seimininko lasteléje susikaupia pakankamas -plazmidés kopijy
kiekis, tokiu budu baltymo sintezé prasideda netrukus po
uzkretimo.

Transformuotos Seimininko lastelés, turindios nukleino
rig3¢iy seka, koduojandia rekombinantinj serino proteazés

inhibitoriy, gali biti auginamos tinkamoje terpéje. Tais atvejais, kai
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naudojamas indukcinis promotorius, $eimininko lastelés auginamos
tol, kol pasiekiamas didelis jy tankis ir promotorius pradeda sulieto
baltymo bei proteazés ekspresija. Tais atvejais, kai promotorius yra
ne indukcinis, prasideda konstituciné baltymo sintezé. Konstituciné
$iy inhibitoriy sintezé yra veiksminga tik tokiose ekspresijos
sistemose, Kkai jos, i§ esmés, yra netoksiSkos Seimininko lastelems.
Sios lastelés gali biiti auginamos tol, kol nedidéja produkto sintezé
arba kol santykis tarp sunaudoty mitybiniy medZiagy ir produkto
sintezés yra Zemesnis uZ nustatyta lygi, kuriam esant lasteles
surenkamos, lizuojamos, ir atpalaiduojamas baltymas, Kkuris
gryninamas, naudojant tinkama metodika.

Kaip minéta, transformuotos Seimininko lastelés, j kurias
jterptas atitinkamas ekspresijos vektorius, ir tokiy lasteliy kultaros,
gali buti naudojamos $io iSradimo rekombinantinio serino proteazés
inhibitoriy sintezei. Rekombinantinio serino proteazés inhibitoriaus
baltymy preparatai taip pat gali buti gaunami, naudojant
Seimininko lasteles ir lasteliy kultiras.

Seimininko lastelés kultyvuojamos terpéje, tinkamoje auginti
Sias lasteles bei pagaminti lasteliy ir terpés, kurioje yra
rekombinantinis serino proteazés inhibitorius, misinj. Arba, miSinys
gali biti gryninamas. Gryninimui galima naudoti toliau i$vardintus
metodus, kurie néra vieninteliai: jony mainy chromatografija,
afinine chromatografija, elektroforeze, dialize ir kitus baltymy
gryninimo metodus, naudojamus praktikoje. I§ Seimininko lgsteliy
gaminami baltymu preparatai, kuriy sudeétyje yra iSgryninty arba
neiégryhintq rekombinantiniy serino proteazés inhibitoriy. Siy
preparaty sudétyje yra rekombinantiniy serino proteazés inhibitoriy
bei, turbat, kity medZiagy i$ lasteliy bei terpés miSinio,

priklausomai nuo baltymo i$gryninimo laipsnio.

(7
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Sis isradimas pateikia rekombinantinio serino proteazés
inhibitoriy, tokiy kaip Zmogaus a-1-antichimotripsino analoguy,
gavimo buda, kuris apima Seimininko lasteliy, ekspresuojanciy
rekombinantinj serino proteazés inhibitoriy, kultyvavima bei
optimaly mi$inio gryninimg, tam, kad biity gauta rekombinantinio
serino proteazés inhibitoriaus iSgryninta forma.

Terminas "iSgrynintas”" naudojamas S$io iSradimo nukleino
rigsciy sekos biisenos apibﬁdinimui reiS$kia, kad nukleino riugsciy
seka yra i§ esmés iSvalyta nuo nukleino rigsciy, nekoduojanciy
rekombinantinio serino proteazés inhibitoriaus bei kity medzZiaguy,
kurios esant normalioms salygoms yra susijusios su nukleino
rigsStimis nerekombinantinése lastelése. Terminas “iSgrynintas"
arba “iSgryninta forma" naudojamas rekombinantinio serino
proteazés inhibitoriaus baltymo bisenos apibudinimui reiskia, kad
rekombinantinis serino proteazés inhibitorius yra isvalytas, arba
bent tam tikru laipsniu iSvalytas nuo lasteliniy komponenty.
Geriausia, kai rekombinantinio serino proteazés inhibitoriaus
grynumas arba homogeniS$kumas yra nuo 20 % iki 100 %. Dar
geriau, kai grynumas siekia 50 % arba dar daugiau.

Serino proteazés inhibitoriai, susintetinti pagal $j iSradima,
gali biti naudojami gydyti ligas, susijusias su nenormalia proteaziy
ar ju inhibitoriy funkcija. PavyzdZiui, serino proteazeés, tokios kaip
elastazé, katepsinas G, chimazé ir triptazé yra susijusios su
fagocitoze. Nenormali Siy proteaziy ar jy inhibitoriy funkcija yra
susijusi su uZdegimu, emfizema, suaugusiy kvépavimo distreso
sindromu (SKDS) bei reumatoidiniu artritu. Serino proteazés, tokios
kaip tripsinas, chimotripsinas, elastazé ir enterokinazé dalyvauja
virSkinime. Nenormali S$iy proteaziy ar jy inhibitoriy funkcija
stebima sergant pankreatitu. Serino proteazés, tokios Kkaip

plazminas bei plazminogeno aktyvatorius yra susijusios su
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fibrinolize. Nenormali $iy proteaziy ar ju inhibitoriy funkcija yra
susijusi su naviky skverbimysi i aplinkinius audinius. Serino
proteazes, tokios kaip faktorius IXI, faktorius Xa, faktorius Xla,
faktorius Xlla, faktorius VIla, trombinas, aktyvuotas baltymas C ir
plazmos kalikreinas dalyvauja kraujo kreSéjime. Sutrikusi bet kuriy
iy proteaziy ar juy inhibitoriy funkcija yra susijusi su kresuliy
atsiradimu kraujagyslése, insultu bei Sirdies kraujagysliy infarktu.
Serino proteazés, tokios kaip faktorius Clr, faktorius Cls, faktorius
D, faktorius B ir C3 konvertazé dalyvauja komplemento
aktyvacijoje. Nenormali iy proteaziy ar jy inhibitoriy funkcija yra
susijusi su reumatoidiniu artritu ar uZdegimu. Serino proteazeés,
tokios kaip audiniy kalikreinas ir post-proling skaidantys fermentai
dalyvauja hormono gamyboje bei degradacijoje. Nenormali $iy
proteaziy ar jy inhibitoriy funkcija yra susijusi su uZdegimu. Serino
proteazés, tokios kaip plazminas, plazminogeno aktyvatorius bei
akrosinas dalyvéuja ovuliacijoje ar apvaisinime. Siy proteaziy ar ju
inhibitoriy funkcija yra susijusi su apvaisinimo kontrole. Nuo ATP-
priklausand¢ios proteazés dalyvauja baltymy apykaitoje. Anomalijos,
susijusios su $iomis proteazémis bei jy inhibitoriais, turi jtakos
raumeny degradacijai bei kar$¢iavimui.

Sio ifradimo rekombinantiniai serino proteazés inhibitoriai
yra taikomi pacientui bet kuriuo veiksmingu kiekiu dalyvaujant
tinkamam  neSikliui. “Efektyvus  kiekis" reiSkia  tokia
rekombinantinio serino proteazés inhibitoriaus koncentracijg, kuri
gali moduliuoti pasirinktos proteazés aktyvuma. Sis kiekis gali buti
nustatomas vienu i§ Zinomy metody, atsiZvelgiant i paciento svorij,
amZiy ir klinikine biseng. Tinkami farmaciniai neSikliai yra gerai
Zinomi ir apraSyti, pvz.: Gennaro, Alfonso, ed., Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18" edition, 1990, Mack Publishing Co.,

Easton, PA, kuris yra standartinis Saltinis Sioje srityje. Tinkami
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farmaciniai nefikliai yra parenkami, atsiZvelgiant i ketinama
vartojimo biida ir standartine farmacing praktika. Sios kompozicijos
gali bati taikomos bet kuriuo tinkamu budu, tarp ju (bet ne vien
tik tai) intraveniniu badu, per os, i pilvo ertme, } raumenis, po oda,
i%oriskai, o taip pat per epitelinius audinius bei gleivine, pvz.. per
nosj, i burna, intravaginaliai, i analing anga bei per virskinamaji
trakta. Veikliosios medZiagos bei neSiklio santykis naturaliai
priklausys nuo cheminés prigimties, tirpumo bei rekombinantinio
serino proteazeés inhibitoriaus stabilumo. Kompozicijos paruostos
pagal §j iSradima, gali biti taikomos atskirai arba kombinacijoje su
kitais junginiais, jskaitant (bet ne tik): kitus rekombinantinius
serino proteazés inhibitorius, antikiinus, toksinus ir antisensinius
oligonukleotidus. Sios kompozicijos taip pat yra naudingos
diagnozuojant ir gydant pacientus, kuriems triksta laukinio tipo
serino proteazés inhibitoriaus. Giminingas ol-antitripsino (ACT)
trakumas, t.y. toks trikumas, kai koncentracija plazmoje yra
maZiau nei 64%, lyginant su normalia, buvo tiriamas pacientuose ir
ju giminése, turin¢iuose dalinj trikumg - maZiau nei 50%. Sedi i8
astuoniy pacienty su ACT trikumu, kurie buvo vyresni nei 25
mety amZaus, turéjo kepeny sutrikimy, kai tuo tarpu trys is
astuoniy pacienty su ACT trikumu turéjo plauciy sutrikimy. Sie
reiSkiniai svyravo nuo sunkios ligos formos iki nedideliy,
laboratoriniy tyrimy metu pastebimy sutrikimy, kurie, matyt, siejasi
su nenormalia ACT ekspresija, atsirandancia dél delecijos vienos ar
dvieju aleliy, esanéiy ACT koduojanfiame gene, sukeliandiy
nekontroliuojama Chtr. proteazés aktyvumo pakitima (Eriksson et
al., Acta Med Scand 1986, 220, 447). Du defektyviis Zmogaus ol-
antichimotripsino (ACT) geno mutantai taip pat turi jtakos létinés
obstrukcinés plauéiy ligos (COPD) atsiradimui (Poller, W. et al,

Genomics 1993, 17, 740). Leucino, esan&io 55 pozicijoje pakeitimas
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prolinu, lemiantis defektyvy ACT alelj, buvo pastebétas Seimoje,
kurioje trys kartos sirgo COPD. Kita mutacija - prolino, esancio
229 pozicijoje, pakeitimas alaninu siejosi su ACT trukumu serume
keturiems pacientams, kuriy Seimos istorijoje yra buve Sios ligos
atveju. Kiekvienoje i§ $iy mutacijy fiziologiniai pokyciai, atsirade
del mutacijos, gali biti susilpninti, jei Sis trikumas diagnozuojamas
anksti ir yra atitinkamai gydomas. Siy mutacijy nustatymas,
naudojant gerai Zinomas PCR ar RT-PCR metodus, ir koreliacija su
Sio iSradimo rekombinantiniais serino proteazés inhibitoriais
palengvina tokiy salygy diagnoze. Be to, Sio iSradimo kompozicijos
yra naudingos tokiy trikumy gydymui.

Toliau pateikiami pavyzdZiai $io iSradimo iliustravimui.
PAVYZDZIAI
1 PAVYZDYS: ACT analogy konstravimas ir gryninimas.

Pradedant ACT ekspresijos vektoriumi, pACT, ir naudojant
standartine, kryptingos mutagenezés technikg, unikalus Kpnl
restrikcijos saitas buvo sukurtas pozicijoje, atitinkancioje P10-P9,
kei¢iant Ala-Ala j Gly-Thr ir Mlul restikcijos saitas buvo sukurtas
P10'-P11' srityje, kei¢iant Val j Thr. rACT varianto, koduojamo
minéto ekspresijos vektoriaus, asociacijos grei¢io konstanta yra
5x10° M'S™ ir turi SI 1 ekvivalenta laukiniam tipui. Véliau buvo
sukurti kasetiniai variantai, pasalinus KpnI-Mlul fragmenta ir vietoj
jo iterpus sintetinj dvigrandj oligonukleotidq su parinktomis
koduojanc¢iomis sekomis. TACT-P10P10', tACT-P10P5" ir TACT-OM
mutantal buvo sukurti vektoriaus kasetéje.

Taskiniai mutantai rACT-T345R, rACT-A347R ir rACT-A350R

buvo  sukurti, taikant standartinf PCR metoda. Pora
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komplementariy vidiniy pradmeny, kurie kodavo specifine
mufaéija,, buvo naudojami atskirai, poruojant atitinkamus ju
iSorinius pradmenis per dvi PCR reakcijas. Sios dvi PCR reakcijos
davé dvi rasis, kuriose buvo mutacijos vieta bei komplementarus
galai. Dvi risys sumaisytos lygiomis moliarinémis koncentracijomis
buvo naudojamos, kaip mutantinis Sablonas su dviem iSoriniais
pradmenimis PCR reakcijai mutanto geno amplifikavimui.

Taskiniai mutantai rACT-T345R, rACT-A347R ir rACT-A350R
sukonstruoti Siuo biidu buvo tikrinami, nustatant nukleino riigsciy
seka.

Laukinis rACT tipas bei mutantai buvo iSgryninti lizuojant
bakterijas “pranctziSsku presu”, véliau centrifuguojant ir anijony
mainy chromatografijos biidu, leidZiant supernatanta per kolonéle,
kuri buvo eliuota druskos gradiente. Aktyvi frakcija buvo perleista
per DNR celiuliozés kolonéle ir eliuota druskoje. ISgrymintas
produktas davé viena juosta SDS-PAGE gelyje. Siuo budu

paruostos mutacijos yra parodytos Lenteléje 1.
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Lentelé 1

Antichimotripsino reaktyvaus centro kilpos mutacijos

Sekos
identifi-
kavimo
NI.

O WOk W

10

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Pavadinimas Seka/mutacija
P10 P1P1' PS5 P10’

nACT'ﬂaukhﬁsﬁpaQ TEASAATAVKITLLSALVETRTIVREN
rACT-L358M HEE SRR IR A | I
rACT-L358R HE I S S S S -
rACT-L358W S R R
rACT-V-P3' S A AR RN R
rACT-P3P3' tersrrr st IPMSIPr s
rACT-P6-P3 tist tLEAIPMSIP: s
rACT-CAS GT::rsssssrrszeee:T
rACT-CAS-F GT:::::::FssseeT
rACT-CAS-M GT:::s:s::Meses::T
rACT-CAS-P3-P3' GT:::::IPMSIP::::::T
rACT- CAS-P3-P3'/L GT:::::IPLSIP::::::T

rACT- CAS-ElasW
TACT- CAS-Try
rACT-P10PS’
rACT-P10P10’
rACT-T345R
rACT-T347R
rACT-T350R
rACT-PZM/P3P4'AP6'9'
rACT-PI-P3'R
rACT-Hep Cof II
rACT-Anti-Thrombin
rACT-Ci inhibitorius
rACT-PAI
rACT-Anti-Plasmin
rACT-prot C inhi
o1PI (laukinis tipas)

¢ :GTMFLEAIPMSIPPE::::T:::
: 1 :GTMFLEAIPMSIPPE::::A:::
:: :GTMFLEAIPMSIPPEVKFNT: : :

--------------------------
--------------------------

::::GTTAVKIIPMSIPPE////T:::
sesirsrt it IPRSIPrs s
tersrrr st tMPLSTQ: izt
tresrrr i tAGRSLN: s i

TEAAGAMFLEAIPMSIPPEVKFNKPFT

Sioje lenteléje ¥yméjimas “:" nurodo laukinio tipo amino

ragsti;

Zymeéjimas “/" nurodo amino riagsties delecija.
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2 PAVYZDYS: Zmogaus neutrofily elastazés aktyvumo inhibicija .

Zmogaus neutrofily elastazés koncentracija buvo matuojama
specifiniu aktyvumu laikant 0,0053 absorbcijos vienetus (410
nm)/min/pmol/ml su N-mMeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA, Sekos
identidikavimo (ID) Nr: 1 (galutiné koncentracija 1,0 mM 1%
Me,SBSO) 100 mM Hepes, 500 mM Nacl, pH 75 kambario
temperatiroje. Chtr akfyvumas buvo matuojamas specifiniu
aktyvumu laikant 0,02 absorbcijos vienetus (410 nm)/min/pmol/ml
su Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Sekos ID Nr: 2 (galutiné
koncentracija 0,2 mM 0,2% Me,;SO) 500 mM Tris-HCI, 0,025% Tx-
100, pH 8,3 kambario temperatiiroje. Inhibicijos stechiometrijos
(SI) analizé buvo atlikta 1 ml, kuriame buvo 100 mM Tris-HCl, pH
8,3, 0,005% (t/t) Triton X-100 ir pastovus Chtr kiekis (apie 180uM),
kei¢iant TACT bei mutanty koncentracija. Inhibicijos greitis TACT
mutantais prie§ Chtr buvo matuojamas, esant 25°C bei antros eilés
saglygoms reakcijos miSinyje, turinéiame ekvimoliarine Chtr
koncentracija bei mutantus, pasiZymindéius inhibiciniu aktyvumu.

Duomenys, gauti Siuose eksperimentuose, yra parodyti lenteléje 2.
3 PAVYZDYS: Katepsino G aktyvumo inhibicija

Zmogaus neutrofily katepsinas buvo gautas i§ Athens Research and
Technology, Inc (Aténai, GA) ir naudojamas be tolesnio gryninimo.
Katepsino G koncentracija buvo nustatyta, esant standartinéms
analizés salygoms (0,1M Hepes, 7,5 ir 1mM Suc-AAPF-p-NA esant
37°C), specifiniu aktyvumu laikant 250 pmol produkto per minute.
Katepsino G reakcija (250 nM) su rACT variantais, buvo atlikta,
esant 25°C 0,1-0,2 ml tirpalo, kuriame yra vienas i§ $iy buferiy:
FBT, pH 74; 0.1M Tris-HCI, pH 8,3; 1 M Tris-HC], pH 7,0; 1,0 M
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NaPi, pH 7,0 arba 1 M NaPi, pH 83. Inkubavus su jvairiais
inhibitoriaus kiekiais 15 - 20 minudiy liekamasis aktyvumas buvo
matuojamas spektrofotometru, pavyzdZio lygia dalj praskiedus (4-8
kartus) 0,8 ml standartinio analizés buferio, kuriame yra 4 mM
substrato tirpalas Suc-AAPF-pNA. Substrato hidrolizés greitis buvo
pastovus 2 minutes, per Kkurias buvo nustatomas liekamasis
aktyvumas, nurodantis, kad katepsino G:ACT kompleksai buvo
stabiliis praskiedimui. Duomenys, gauti Siuose eksperimentuose yra

parodyti Lenteléje 2.

4 PAVYZDYS: Chimotripsino aktyvumo inhibicija

Chimotripsino (Chtr) aktyvumas buvo matuojamas, specifiniu
aktyvumu laikant 0,02 absorbcijos vienetus (410 nm)/min/pmol/ml
su Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA, Sekos ID Nr: 2 (galutiné
koncentracija 0,2 mM 0,2% Me,SO) 500 mM Tris-HCl, 0,025% Tx-
100, pH 8,3 kambario temperatiiroje. Inhibicijos stechiometrijos
(SI) analizé buvo atlikta 1 ml, kuriame buvo 100 mM Tris-HCl, pH
8,3, 0,005% (t/t) Triton X-100 ir pastovus Chtr kiekis (apie 180uM),
kei¢iant TACT bei mutanty koncentracija. Inhibicijos greitis TACT
mutantais prie§ Chtr buvo matuojamas, esant 25°C bei antros eilés
salygoms reakcijos miSinyje, turindiame ekvimoliaring Chtr
koncentracija bei mutantus, pasiZymindius inhibiciniu aktyvumu.

Duomenys, gauti Siuose eksperimentuose yra parodyti Lenteléje 2.

5 PAVYZDYS: Chimazés aktyvumo inhibicija

Chimazé buvo iSgryninta ir jos koncentracija nustatyta pagal
Schecter et al., J.Biol.Chem. 1993, 268, 23626. Chimazés inhibicija
jvairiais rACT inhibitoriais buvo nustatyta titruojant. Chimazé (200
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nM) buvo titruojama su didéjandiais rACT varianty kiekiais, reakcijos
misiniuose, turinéiuose nuo 1 iki 2 M NaCl/0.1M Tris-HCl su 0,01%
Triton X-100, pH 8,0, esant 25°C. Tai buvo atlikta, naudojant kelias
reakcijas nuo 50 iki 100pl viso tiirio, kuriame buvo identiskas chimazés
kiekis ir jvairtis rACT varianty kiekiai. Liekamasis aktyvumas buvo
nustatytas po atitinkamo inkubacijos periodo, padalinus lygia dalj is
kiekvienos reakcijos, atskiedus iki 1 ml analizés buferiu kuriame buvo
1 mM Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNa (sekos identifikavimo Nr.:2) substrato
ir tiriant pNA atpalaidavimg spektrofotometriskai, esant 410 nm 3
minutes. Substrato hidrolizés greitis buvo pastovus visa 3 minudiy
stebéjimo perioda, o tai rodo, kad chimazés-ACT kompleksai buvo
stabiliis praskiedimui ir kad liekamasis aktyvumas, nustatytas Siuo
metodu, yra patikimas biidas nustatyti laisva fermentg titravimo
reakcijose. Duomenys buvo iSreiksti frakcinio aktyvumo vienetais ir
palyginti su [I]o/[E]o santykiu kiekvienoje reakcijoje, tam kad bty
nustatyta inhibicijos steichiometrija. Chimazés inhibicijos jvairiais
rACT greidio konstanta (Kqps/I) buvo matuojama, esant pseudo-pirmos
eilés salygoms ir substratui.  Inhibitoriaus koncentracija buvo
maziausiai 10 karty didesné, nei fermento koncentracija padauginta i3
SI. Sios inhibicijos greitio konstantos, paskaiiuotos pagal gautus
duomenis, buvo patikslintos, atsiZvelgiant j substrato buvima, tam kad
baty gautos (Kops/I) reikSmes. Eksperimenty duomenys pateikti 2

lenteléje.
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SEKU SARASAS

(1) BENDRA INFORMACIJA:

(i)  PAREISKEJAL Harvey Rubin, Barry Cooperman,
Norman Schecter, Michael Plotkin, Zhi Wang

(ii) ISRADIMO PAVADINIMAS: Rekombinantiniy serino
proteazeés inhibitoriy gamybos bidas ir panaudojimas

(iii) SEKU SKAICIUS: 34

(iv) SUSIRASINEJIMO ADRESAS:
(A) ADRESATAS: Jane Massey Licata, Esq.
(B) GATVE: 210 Lake Drive East, Suite 201
(C) MIESTAS: Cherry Hill
(D) VALSTIJA: NJ
(E) SALIS: JAV
(F) SALIES KODAS: 08002

(v) KOMPIUTERINE FORMA

(A) VIDUTINIS TIPAS: DISKETE, 3.5 COLIO, TALPA 1.44
Mb

(B) KOMPIUTERIS: IBM 486

(C) OPERACINE SISTEMA: “WINDOWS FOR
WORKGROUPS"

(D) REDAKTORIUS: WORDPERFECT 5.1.
(vi) SIOS PARAISKOS DUOMENYS:

(A) PARAISKOS NUMERIS:

L -~
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(C) KLASIFIKACIJA:
(vii) ANKSTESNES PARAISKOS DUOMENYS:
(A) PARAISKOS NUMERIS: 276 936
(B) PATEIKIMO DATA: 1994.07.19
(A) PARAISKOS NUMERIS: 221 078
(B) PATEIKIMO DATA: 1994.03.31
(A) PARAISKOS NUMERIS: 221 171
(B) PATEIKIMO DATA: 1994.03.31
(A) PARAISKOS NUMERIS: 005 908
(B) PATEIKIMO DATA: 1993.01.15
(A) PARAISKOS NUMERIS: 735 335

(B) PATEIKIMO DATA: 1991.07.24

(viii) INFORMACIJA APIE PATENTIN] PATIKETIN]/AGENTA;
(A) VARDAS. PAVARDE: Jane Massey Licata
(B) REGISTRACIJOS NUMERIS: 32 257
(C) NUORODOS/SARASO NUMERIS: PENN-0107
(ix) TELEKOMUNIKACINIU RYSIJ DUOMENYS:
(A) TELEFONAS: (609) 779-2400
(B) FAKSAS: (609) 779-8438
(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 1

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
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(A) ILGIS: 4
(B) TIPAS: Amino riagstys
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 1:
Ala Ala Pro Val
1

(2) INFORMACILJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 2
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A)ILGIS: 4
(B) TIPAS: Amino riagstys
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 2:
Ala Ala Pro Phe
1

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 3
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 3:
Thr 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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 4
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(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 27
(B) TIPAS: Amino riigstys
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 4:
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 5
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino ragstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 5:
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 6
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino riigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 6:
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Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys lle Thr Leu Trp Ser

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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 7
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 7:
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 8
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 8:
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 9
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 27
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(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 9:
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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 10
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 10:
Thr Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys lle Thr Leu Leu Ser

1 5 10 15
Ala Leu Val Glu Thr Arg Thr lle Thr Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 11:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rugstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 11:
Thr Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Phe Ser
1 5 10 15
Ala Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn

20 25
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 12:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 12:
Thr Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Met Ser

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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 13
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rugstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 13:
Thr Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Met Ser

1 5 10 15
Ile Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 14
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino riigitys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 14:
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Thr Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Leu Ser

1 5 10 15
Ile Pro Val Glu Thr Arg Thr Ille Thr Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 15
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino ragstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 15:
Thr Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Val Ile Ser Ala Glu

1 5 10 15
Trp MetVal Glu Thr Arg Thr Ile Thr Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 16
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 27
(B) TIPAS: Amino riigstys
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 16:
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 17
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
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(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 17
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 18
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 27
(B) TIPAS: Amino rigstys
(D) TOPOLOGIJA: linijine
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 18:
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 19:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino riagstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 19:
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

bl
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 20:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rugstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 20:
Thr Glu Arg 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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 21:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino riagstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 21:
Thr Glu Ala Ser Ala Arg 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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 22:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 23

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 22:
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Thr Glu Ala Ser Gly Thr Thr Ala Val Lys Ile Ile Pro Met Ser

1 5 10 15
Ile Pro Pro Glu Thr Arg Phe Asn
20

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 23:
(i) SIEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino riagstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 23:

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys lle Ile Pro Arg Ser

1 5 10 15
Ile Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 24:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGLJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 24:

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

1 5 10 15
Thr GIn Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 25
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
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(A) ILGIS: 27
(B) TIPAS: Amino rigstys
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 25:

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys lle Ala Gly Arg Ser

1 5 10 15
Leu Asn Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 26:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 26:

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

1 5 10 15
Leu Leu Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 27
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino ragstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 27

Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Ser Ala Arg Met
1 5 10 15
Ala Pro Val Glu Thr Arg Thr Ile Val Arg Phe Asn

28
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20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 28:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino riigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 28:
Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Met Ser Arg Met

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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 29:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino riagstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 29:
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

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 30:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27

(B) TIPAS: Amino rugstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 30:



42

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

1 5 10 15
Iie Pro Pro Glu Val Lys Phe Asn Lys Pro Phe Thr
20 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 31:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 20

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 31:
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) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 32:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 20

(B) TIPAS: Amino riigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 32:
Gly Thr Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser Ile Pro Pro Glu

1 5 10 15
Val Lys Phe Asn Thr
20

(2) INFORMACILJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 33:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
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(A) ILGIS: 15

(B) TIPAS: Amino rigstys

(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR: 33:
Ala Ala Thr Ala Val Lys Ile Thr Leu Leu Ser Ala Leu Val Glu
1 S 10 15

(2) INFORMACIJA APIE SEKA, IDENTIFIKAVIMO NR.: 34:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 15

(B) TIPAS: Amino riigstys

(C) TOPOLOGIJA: linijiné
(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKOS IDENTIFIKAVIMO NR.: 34:
Gly Thr Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser Ile Pro Pro Glu
1 5 10 15
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ISRADIMO APIBREZTIS:

1. Serino proteazés inhibitoriy, galin¢iy evektyviai moduliuoti
serino proteazés aktyvuma, gamybos biidas, besiskiriantis tuo,
kad:

a) nustato parinkto serino proteazés inhibitoriaus seka;

b) identifikuoja minétos serino proteazés inhibitoriaus reaktyvig
kilpa, kurioje nustato pirma amino rags¢iy seka i§ proteaze
suriSanéios srities ir antra amino riagséiy seka i§ Sarnyro
srities;

c) modifikuoja pirmaja amino riagsciy seka iS proteaze
suriS$an&ios srities tokiu budu, kad yra pakei¢iamas
rekombinantinés serino proteazés inhibitoriaus selektyvumas
kitoms proteazems;

d) modifikuoja antraja amino riigi¢iu seka Sarnyro srityje tokiu
biadu, kad rekombinantinés serino proteazés inhibitorius
galéty efektyviai moduliuoti Sios serino proteazés aktyvuma; ir

e) sintetina tokiu bidu modifikuota rekombinantinj serino

proteazés inhibitoriy.

2. Badas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad antroji amino

rugsciy seka minétoje Sarnyro srityje yra pakeista amino ragstimis,

turinc¢iomis nedideles ir neutralias Sonines grandis.

3. Budas pagal 2 punkts, besiskiriantis tuo, kad serino proteazés

inhibitorius gali prisiristi ir prie DNR.

4. Kompozicijos, skirtos moduliuoti  serino proteazés aktyvuma,

besiskirian¢ios tuo, kad ju sudétyje yra rekombinantinis serino

!
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7.

proteazés inhibitorius, turintis reaktyvios kilpos proteaze surisancios

srities ir $arnyro srities modifikuotas amino ragsciy sekas.
Kompozicija pagal 4 punkts, besiskirianti tuo, kad minétos
modifikuotos amino riig€iy sekos Sarnyro srityje yra amino ragstys,

kurios turi nedideles ir neutralias Sonines grandis.

Kompozicija pagal 4 punkta, naudojama uZdegiminio proceso

reguliavimui lgstelése ir audiniuose.

Serino proteazés moduliavimo budas, besiskiriantis tuo, kad:

a) parenka proteaze-taikinj, kuri kaupiasi audiniuose ar lastelése;

b) gamina rekombinantinj serino proteazés inhibitoriy, turintj proteaze

suriSandia sritj bei Sarnyro sritj reaktyvaus centro kilpoje, kuriuose
amino ragsc¢iy seka modifikuota taip, kad saveika tarp inhibitoriaus

ir proteazés-taikinio pakei¢iama;

c) lasteles arba audinius, kuriuose kaupiasi uzdegimo lastelés, veikia

modifikuotu serino proteazés inhibitoriumi taip, kad serino

proteazés aktyvumas yra moduliuojamas.

. Budas pagal 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad modifikuota amino

ragsciy seka Sarnyro srityje turi amino riagstis su nedidelémis ir

neutraliomis Soninémis grandimis.

Diagnozés - biidas, besiskiriantis tuo, kad tiriami pacientai,
kuriems jtariama geno, koduojanéid serino proteazés inhibitoriy,
mutacija, kuri sukelia nekontroliuojama proteazés aktyvumo biisena,
ir susidedantis i§ $iy pakopu:

a) biologinio pavyzdZio paémimas i§ pacienty, kuriems jtariama

nekontroliuojama proteazés aktyvumo biisena;
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b) serino proteazés inhibitoriaus, kuris susijes su Siomis
salygomis, identifikavimas
¢) mutacijy nustatymas gene, koduojandiame §j serino

proteazés inhibitoriy.

Biidas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad $i salyga yra

kepeny ir plaudiy veiklos sutrikimai.

. Gydymo biudas, besiskiriantis tuo, kad juo gydomi sutrikimai,

kylantys dél serino proteazés veiklos, besiskiriantys tuo, kad
pacientui skiriamas efektyvus rekombinantinés serino proteazés
inhibitoriaus, turinéio proteaze suriSancig sriti bei “Sarnyro" sritj
reaktyvaus centro kilpoje, kurie turi modifikuotas amino rigsciy

sekas, kiekis.

Biidas pagal 11 punqu, - besiskiriantis tuo, kad $§i busena yra
uZdegimas, apvaisinimo kontrolé, naviko lgsteliy | migracija,
neurotropizmas, kar$¢io $okas, imus miokardo infarktas, nudegimai,
autoimuninés ligos, piktybiniai navikai, infekcijos arba kepeny

transplantato atmetimo reakcijos.

13. Molekuliniy bei lasteliniy u¥degimo mechanizmy slopinimo btdas,

sumaZinant audiniy paZeidimg  lastelése ar audiniuose,
besiskiriantis tuo, kad lasteles arba audinius veikia efektyviu
rekombinantinés serino proteazés inhibitoriaus, turindio reaktyvaus
centro Kkilpoje proteaze suriSancios srities bei Sarnyro srities

modifikuotas amino rigs¢iy sekas, kiekiu.

Z
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14. Zmogaus laukinio tipo a-1-antichimotripsino analogas, kurio amino
rigstis, atitinkanti alaning, esantj 350 laukinio tipo o-1-

antichimotripsino amino rigsdiy pozicijoje, yra pakeista argininu.

15. Zmogaus laukinio tipo o-1-antichimotripsino analogas, kurio amino
rigdtys, atitinkan¢ios Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-lle-Thr-Leu-Leu-Ser-
Ala-Leu-Val-Glu-Thr-Ile-Val, esan¢ios nuo 349 iki 368 laukinio tipo
o-1-antichimotripsino amino rags$¢iy pozicijoje, yra pakeistos Gly-
Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Glu-Val-Lys-Phe-
Asn-Thr.

16. Zmogaus laukinio tipo o-1-antichimotripsino analogas, kurio amino
rugstys, atitinkandios Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-
Ala-Leu-Val-Glu, esandios nuo 349 iki 363 laukinio tipo a-1-
antichimotripsino amino ragsciy pozicijoje, yra pakeistos Gly-Thr-
Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Pro-Glu, bei amino
riugstis, atitinkanti Val esanti 368 pozicijoje, yra pakeista Ala.

17. Nukleino riigS&¢iy seka, kodliojanti zZmogaus laukinio tipo a-1-
antichimotripsino analoga, kuriame amino ragstis, atitinkanti
alaning, esantj 350 tipo «-1-antichimotripsino amino riugséiy

pozicijoje, yra pakeista argininu.

18. Ekspresijos vektorius, turintis nukleino rigsciy seka, aprasytg 17

punkte.

19. Lastelé Seimininké, ekspresuojanti nukleino riigs¢iy seka, aprasyta

17 punkte.

92
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20. Nukleino riagséiy seka, koduojanﬁ Zmogaus laukinio tipo a-1-
antichimotripsino analoga, kuriame amino ragstys, atitinkandios
Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu-Thr-
Arg-Thr-Ile-Val, esanfios nuo 349 iki 368 laukinio tipo o-1-
antichimotripsino amino riigs¢iy pozicijoje, yra pakeistos Gly-Thr-
Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Pro-Glu-Val-Glu-Lys-
Phe-Asn-Thr.

21. Ekspresios vektorius, turintis nukleino rig$¢iy seka, aprasyta 20

punkte.

22. Lastelé Seimininké, ekspresuojanti nukleino riig¢iy seka, aprasyta

20 punkte.

23. Nukleino riug8¢iy seka, koduojanti Zmogaus laukinio tipo o-1-
antichimotripsino. analoga, kurioje amino riigstys, atitinkancéios Ala-
Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu, esané&ios
nuo 349 iki 363 laukinio tipo a-1-antichimotripsino amino riigi¢iy
pozicijoje, yra pakeistos Gly-Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-
Ser-Ile-Pro-Pro-Glu bei amino rugstis, atitinkanti Val, esant] 368

pozicijoje, yra pakeista Ala.

24. Ekspresios vektorius, turintis nukleino riigé¢iy seka, aprasyta 23

punkte.

25. Lastelé Seimininké, ekspresuojanti nukleino rigs¢iy seka, aprasyta
23 punkte.

26. Lasteliy kultira, ekspresuojanti  ¥mogaus laukinio tipo o-1-

antichimotripsino analoga, kuriame amino rigitis, atitinkanti
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alanina, esantj 350 tipo o-1-antichimotripsino amino riigiciy

pozicijoje , yra pakeista argininu.

27. Lasteliy kultiira, ekspresuojanti  Zmogaus laukinio tipo a-1-
antichimotripsino analoga, kuriame amino rigstys, atitinkancios
Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu-Thr-
Arg-Thr-Ile-Val, esandios nuo 349 iki 368 laukinio tipo a-1-
antichimotripsino amino riags¢iy pozicijoje, yra pakeistos Gly-Thr-
Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Pro-Glu-Val-Glu-Lys-
Phe-Asn-Thr.

28. Lasteliy kultara, ekspresuojanti  Zmogaus laukinio tipo o-1-
antichimotripsino analoga, kuriame amino rigstys, atitinkandios
Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu,
esancios nuo 349 iki 363 laukinio tipo o-1-antichimotripsino amino
riagsciy pozicijojé, yra pakeistos Gly-Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-
Pro-Met-Ser-lle-Pro-Pro-Glu bei amino rugstis, atitinkanti Val,

esantj 368 pozicijoje, yra pakeista Ala.

29. Baltyminis preparatas, besiskiriantis tuo, kad baltymas yra
Zmogaus laukinio tipo o-1-antichimotripsino analogas, kuriame
amino rug$tis, atitinkanti alaning, esantj 350 tipo a-1-

antichimotripsino amino riig$¢iy pozicijoje, yra pakeista argininu.

30. Baltyminis preparatas, besiskiriéntis tuo, kad baltymas yra
Zmogaus laukinio tipo a-1-antichimotripsino analogas, kuriame
amino riigstys, atitinkanéios Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-
Leu-Sér-Ala-Leu-Val-Glu-Thr-Arg-'I'hr-Ile-Val, esancias nuo 349 iki

368 laukinio tipo o-1-antichimotripsino amino rag$¢iy pozicijoje, yra
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pakeistos Gly-Thr-Met-Phe-Leu-Glu;Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Pro-
Glu-Val-Glu-Lys-Phe-Asn-Thr.

31. Baltyminis preparatas, besiskiriantis tuo, kad baltymas yra
5 Zmogaus laukinio tipo «-1-antichimotripsino analogas, kuriame
amino rigstys, atitinkandios Ala-Ala-Thr-Ala-Val-Lys-Ile-Thr-Leu-
Leu-Ser-Ala-Leu-Val-Glu, esancias nuo 349 iki 363 laukinio tipo a-
1-antichimotripsino amino rigsciy pozicijoje , yra pakeistos Gly-
Thr-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-Ile-Pro-Met-Ser-Ile-Pro-Pro-Glu bei amino

10 rugstis, atitinkanti Val, esantj 368 pozicijoje, yra pakeista Ala.
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