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Osszefoglalas

A véralvadas XII-es faktoranak (fXII) in vivo szerepe, valamint miikodésének
szabalyozasa a mai napig nem ismert részletesen. A fXII-t a véralvadas bels6
utvonalat elinditd szerin protedz enzimként irtak le [2]. Ugyanakkor koran
felismerték, hogy hidanya mégsem okoz vérzékenységet. Az in vitro és in vivo
tapasztalatok ellentmondasa évtizedek 6ta foglalkoztatja a kutatokat. Az elmult
évtizedben fXII deficiens egerekben kimutattak, hogy ezek az allatok védettek
a szivinfarktus és iszkémias stroke kialakulasaval szemben [3]. Egészen
friss felismerés, hogy a fXII részt vesz a keletkez6 vérrdg szerkezetének
stabilizaldsaban [4]. Ez merevebb vérrogdk kialakuldsdhoz vezet, amelyek
képesek vérereket elzarni. Az utdbbi években a fXII szerepét feltartdk a
véralvaddshoz nem kapcsolédd folyamatokban is. A fXII a kozelmultban
felismert fizioldgias aktivatorai, pl. polifoszfatok és heparin hatasara aktivalja
a kallikrein-kinin vagy kontakt rendszert [5, 6]. A kallikrein-kinin rendszer
aktivitdsa bradykinin felszabaduldsaval jar. A bradykinin gyulladasos és allergias
folyamatok fontos mediatora, tobbek kozott egy potencidlisan haldlos betegség,
az orokletes angioddéma tlineteinek okozodja is [7]. Ezek a megfigyelések igéretes
gyogyszercélpont molekuldva teszik a fXII-t. Gatlasan keresztil lehet6ség nyilhat
a koros vérrogképzodést és gyulladasos folyamatokat megakadalyozni gy, hogy
kozben a véralvadas képessége nem séril. Kutatocsoportjainkban rekombinans
uton allitunk eld fXII konstrukcidkat az aktivacié mechanizmusanak feltarasahoz
és iranyitott evollciés megkozelitéssel fejlesztettliink kanonikus szerin proteaz
inhibitorokat. Az inhibitorok segitségével megismerhetjik a fXII aktivalédasanak
és szabalyozasanak szerkezeti hatterét, valamint hosszabb tavon potencialis Uj
terapiak bevezetésére is mod nyilhat.

Bevezetés

A véralvadas XII-es faktora (fXII) tobb mas véralvadasi faktorhoz hasonldan
C-terminadlis szerin protedaz doménnel rendelkezd tébbdoménes fehérje. A
véralvadasi rendszerrdl alkotott klasszikus ismeretek szerint a fXII a véralvadas
belsé vagy kontakt aktivacios Utvonalanak inicializalé enzime (1. abra). Ismert,
hogy a fXII akkor aktivaldédik, amikor negativan toltott mesterséges felszinekkel
(pl. kaolin vagy dextran-szulfat) érintkezik. Az aktivalddott fXII (fXIIa) két
legfontosabb szubsztratjai maguk is szerin proteaz proenzimek (zimogének):
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a prekallikrein és a véralvadas XI-es faktora (fXI). Az aktivalt fXII-nek tobb
formaja létezik (2A. abra). Az ofXIla (aktivalt teljes hosszlisagu fXII) esetében
az egy peptidkdtés mentén torténd proteolizissel aktivaldodott szerin proteaz
domént és az N-terminalis doméneket még mindig 6sszekoéti egy diszulfidhid.
Ez a forma sokszor aktivator felszinhez kotott, és hatékonyan képes aktivalni
fXI-et és plazma kallikreint egyarant. Az ofXIla-t a plazma kallikrein képes mas
pozicidkban is elhasitani, aminek kdvetkeztében BfXIla (processzalt aktiv fXII)
keletkezik. A BfXIIa mar csak a szerin protedaz domént tartalmazza. A pfXIla nem
kotddik aktivator felszinekhez és nem képes fXI aktivalasara [8].

Az aktivalt fXI a véralvadasi kaszkad beinditasaért felel6s. A fXII hianya a
véralvadas belsd Utvonalanak épségét jellemz6 tesztben kapott érték, az un.
aktivalt parciadlis tromboplasztin id6 (APTT) megnovekedésével jar. Azaz a fXII
aktivitasa a belsO Utvonal aktivalasan keresztll - a teszt soran alkalmazott
korilmények kozott jelentdsen - hozzajarul a fibrin képzddéshez. Ezzel latszdlag
ellentmondasban van, hogy a fXII hidnya nem jar egyltt vérzékenységgel.
A jelenség magyarazata legalabbis részben az, hogy a fXI leghatékonyabb
aktivatora in vivo a véralvadasi kaszkad kozponti enzime, a trombin. A belso
utvonal tehat nem elsGsorban a véralvadas fliggetlen Utvonalaként mikadik,
szerepe a Vvéralvadasban inkabb egy trombin altal aktivalt erdsitd hurokként
képzelhet6 el [9, 10].
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Régota célozzak kutatasok a fXII in vivo szerepének minél pontosabb feltarasat
és a fXII aktivalasara az él6 szervezetben képes molekuldk azonositasat. A
kozelmultban fXII-/- egerekkel [3], kismolekulaju fXII inhibitorral [11], valamint
egy, a csokospoloskabdl (Triatoma infestans) izolalt inhibitor fehérjével [12, 13]
végzett kisérletek soran kimutattak, hogy a fXII aktivitasa hozzajarul kiilonbdz6
artérias trombdzissal 6sszefliggd betegségek kialakuldsahoz. Ezek az eredmények
a fXII-re, mint gydgyszercélpont molekulara iranyitottak a figyelmet. Kisérleteket
féeml6s modellen is végeztek mar hasonlé eredménnyel, de maig csak nagyon
kevés allat bevonasaval [14].

Az emberi vérplazmaval és izolalt vérrogokkel végzett kisérletekben azt mutattak
ki, hogy a fXII a merevebb, slrlbb fibrinhaloju vérrégok kialakuldsahoz jarul
hozza. Ezek a vérrogok képesek a vérereket elzarva trombotikus betegségeket
okozni. Fontos, hogy ez a hatas nem fligg a trombin jelenlétét6l, ugyanis olyan
trombin mentes szérumban is megfigyelték, amiben a véralvadast kigydméreg
protedzzal inditottak el. Vagyis a fXII nem a belsd Utvonalon keresztll térténd
trombin aktivalas révén jarul hozza a vérrog képzédéshez, hanem a keletkez6
vérrog szerkezetét modulalja [4]. Ez magyarazhatja, hogy miért jelenthet
védettséget a fXII aktivitas hidanya az artériakban keletkez6 vérrogok altal okozott
betegségek kialakulasaval szemben. Epidemioldgiai vizsgalatok ugyanakkor azt
talaltak, hogy a fXII-nek fontos szerepe van a szervezet védelmében. Egy kozel
9000 embert kovetd tanulmany azt mutatta ki, hogy a szérumban mért fXII
aktivitas és a tulélés (overall survival) kdzott U-alaku 6sszefliggés all fenn. A fXII
hiany és a nagyon alacsony (< 10%) fXII aktivitas el6nyt jelenthet, azonban az
atlagosnal alacsonyabb, de nem szélsGségesen alacsony szérum fXII aktivitas
inkabb altalanos rizikofaktornak tekintheto [15].

A fXII-nek a véralvadas mellett szerepe van a gyulladdsos mediator bradykinin
peptidhormon felszabaditdasaban is (1. abra). A fXII altal aktivalt plazma
kallikrein pozitiv visszacsatolassal tovabbi fXII-t aktival. A plazma kallikrein nagy
molekulatémeg( kininogént hasit. A reakcié terméke a gyulladasos mediator
bradykinin peptid. Ez a harom fehérje, a fXII, a plazma kallikrein és a nagy
molekulatdmegl kininogén alkotja az un. kallikrein-kinin rendszert. A bradykinin
hatasa az endotélsejtek membranjaba agyazott bradykinin receptorokon keresztil
érvényesil. A bradykinin receptorok (1-es és 2-es tipusu bradykinin G-fehérje
kapcsolt receptorok) gyulladasos folyamatokért felel0s jelatviteli Utvonalakat
aktivalnak, aminek kdovetkezménye az erek tagulasa, az érfal atjarhatdésaganak
novekedése és neutrofil granulocitak toborzasa.

A bradykinin jelentésége megmutatkozik patoldgias esetekben is. Az 6rokletes
angioddéma (HAE) egy 6démas rohamokkal jaré betegség, ami a duzzanat
helyétdl és mértékétdl fliggben akar életveszélyes allapotot is eldidézhet. A
HAE hatterében minden esetben a kallikrein-kinin rendszer szabalyozasanak
rendellenessége huzodik meg [16]. A kontakt rendszer aktivalédasakor a hibas
szabalyozas kovetkeztében nagy mennyiségl bradykinin keletkezik. A HAE I-es
tipusaban csdkkent mennyiségben van jelen a fXII és a plazma kallikrein gatlasara
képes inhibitor, a C1-inhibitor fehérje. A II-es tipusban a C1-inhibitor mennyisége
normalis, de mutacid kdvetkeztében nem képes a funkcidjat hatékonyan ellatni
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[7]. A kdzelmultban kimutattdk, hogy a n6i HAE betegek egy részénél a C1-
inhibitor koncentracidja és mikddése is normalis [17]. Ezeknél a betegeknél a
tinetek altalaban magas 0sztrogén szint esetén jelentkeznek, példaul terhesség
alatt. Ismert, hogy az 6sztrogén serkenti a fXII termelését. Ezek a betegek szinte
kivétel nélkll a fXII-nek egy, a vadtipusnal nagyobb enzimatikus aktivitassal
rendelkez6 valtozatat hordozzak [18, 19].

Az utobbi id6k egyik jelentdsebb kdzleménye szerint a hizdosejtek altal kozvetitett
allergias és gyulladasos folyamatok el6idézésében a hisztamin mellett a bradykinin
is részt vesz. Az elmult években kimutattak, hogy a hizdsejtek altal termelt
heparin in vivo is képes aktivalni a fXII-t, és altala a bradykinin felszabadulasaért
felel6s kontakt rendszert [6]. Ezzel 6sszhangban van az a megfigyelés is, hogy az
angioddémas rohamokat gyakran valamilyen allergénnel vald érintkezés valtja
ki [16]. A fXII tehat nem csak bizonyos trombotikus betegségek megel6zésében
lehet gydgyszercélpont molekula, hanem a HAE és bizonyos allergias rohamok is
kezelhetdek lehetnek fXII gatlasaval.

Az elmult években napvilagot latott tobb olyan eredmény is, ami a fXII és a
kontakt rendszer részleteiben nem ismert, finom és bonyolult szabalyozasara utal.
A kontakt rendszer aktivalasa ugyanis sok esetben nem jar egyiitt a véralvadasi
kaszkad beinditdsaval. A kontakt rendszer aktivalédasaval 6sszefliggd allergias
és gyulladasos betegségek esetében nem irtak le, hogy ezek megndvelnék a
trombotikus betegségek kialakulasanak valdszinliségét. Kilonbdz6 mesterséges
fXII aktivacids felszinek vizsgalata soran észlelték, hogy az alkalmazott felszin
mindségétdl fiiggben tapasztalhatd csak a kontakt rendszer vagy a kontakt és
a véralvadasi rendszer egyittes aktivaldodasa. A fXII szerin protedz doménjének
felismerésére fejlesztett ellenanyag fragmentumok segitségével kimutattak, hogy
a fXII-nek az alkalmazott aktivacids felszintdl fliggben eltéré formai jelennek
meg a szérumban [20]. Kimutattak azt is, hogy fehérje aggregatumok és amiloid
peptidek képesek aktivalni a fXII-t anélkil, hogy ez a véralvadasi kaszkad
beinditasaval jarna [21]. Azaz az aktivacids felszin minGsége befolyasolja, hogy
milyen aranyban keletkezik afXIIla és pfXIIa a rendszerben.

A természetbdl tdébb reverzibilis fXII inhibitor fehérje is ismert. Ezek kozul
kettd tekinthet6 igazan hatékonynak. Az ecotint az Escherichia coli baktérium
termeli. Ez az inhibitor szamos szerin proteaz hatékony gatlasara képes, azaz
nem specifikus a fXII-re [22]. Az infestin-4 a csdkospoloskabdl (Triatoma
infestans) szarmazik. Ez nemcsak hatékony, de viszonylag specifikusnak is
bizonyult a fXII-re [23]. A kutatasi projekt céljaként azt t(iztik ki, hogy fag
bemutatas alkalmazasaval feltarjuk a fXII gatlasat lehetévé tevé aminosav
mintazatot az SGPI-2 (Schistocerca gregaria protease inhibitor 2) kanonikus
szerin proteaz inhibitorbdl kiindulva. Az SGPI-2 vazat felhasznalva mar szamos
jelent6s eredmény sziletett kutatdcsoportjainkban. A feltart mintazat rengeteg
informaciot tartalmaz arrdl, hogy a fXII milyen aminosavakat preferal az
inhibitor enzimmel kapcsolatban levd pozicidiban. A mintazat alapjan ujfajta fXII
inhibitorok tervezésére és eldallitdsara nyilik lehet6ség, amelyek hatékonysaga
és specifitasa idedlis esetben vetekedhet az infestin-4 tulajdonsagaival.
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Kisérletes megkozelités és a kezdeti eredmények

A fXII zimogént 6 domén alkotja, amelyeket flexibilis linkerek kétnek dssze (2A
abra). A negativ toltés(i mesterséges felszinekkel érintkezve kdnnyen aktivalédik,
és a szérumban jelen levd mas proteazok tébb ponton hasithatjak. Ezenkivdl,
mint a vérben talalhatod fehérjék altalaban, a fXII poszttranszlacidsan glikozilalva
van. A fXII prolin gazdag régidja kiuloéndsen sdr(in van O-glikozilalva. Ezért
teljes lancu formajaban a szérumbdl tisztitott fehérje szerkezetileg rendkivl
heterogén.

fi
X1
kéinryd
Ll naieisn linc 2. abra. A zimogén fXII-t hat domén
' er. e ran | alkotja.A) Az N-termindlis fel6l rendre
X1 erar szeri b 2-es tipusu fibronectin, EGF-szerl, 1-es

LT e ' tipusd  fibronectin, EGF-szerd, ,perec”

(kringle), majd egy hosszu prolin gazdag

régiot kévetéen a szerin protedz domén

\ (SP) kévetkezik. Az aktivacid elsé lépése

afXlla M . sordn a szerin protedz domén N-terminélis

(aktiv forma) e végéhez kézel hasad el egy peptid kétés.
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(processzalt 5 . . . . . . P

altth Frva g és az immar aktiv szerin proteaz doment

(kénnyli lanc). Az aktiv plazma kallikrein

s
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diszulfidnid

egy masik peptid kétés elhasitasara is.

B Ez a hasitas BfXIla-t eredményez, ami
faktor Xlla szarvasmarha gyakorlatilag az aktiv szerin protedz
(SP domén) tripszin doménnek felel meg. B) A fXII szerin

protedz domén és a szarvasmarha tripszin
felszini téltésmintazata. A fXII felszine
tagoltabb, a szubsztratkété arkot savas
karakter( hurkok hataroljak. Az enzimek
szubsztrat  megkétése  szempontjabdl
kiemelt fontossagu S1 kétézsebét csillaggal
jeléltik. A szubsztratkété6 arkot sarga
szalaggal kiemeltik.

A heterogenitas problémajat a fXII rekombinans el6allitasaval oldottuk meg.
Els6 megkozelitésben a minimalis katalitikus egységet, a szerin proteaz
domént fejeztiik ki. A laboratériumunkban fehérjék szerkezetmegoldashoz valo
eldallitdsara mar sikeresen hasznalt Pichia pastoris éleszté rendszert hasznaltuk
[1, 24, 25]. A Pichia rendszer eukariéta expresszids rendszer, igy a bakterialis
Escherichia coli rendszerrel szemben képes a fehérje aktivitasahoz sziikséges
poszttranszlacios moddositasok végrehajtdsara. A fXII katalitikus doménje
szamos diszulfidhidat tartalmaz, amik sziikségesek a szerkezet stabilitasdhoz és
a katalitikus aktivitashoz.
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A kutatasainkhoz elegendé mennyiséget kivantunk elGallitani nemcsak
fagbemutatashoz, hanem a fXII szerkezetének rontgenkrisztallografias
madszerrel vald vizsgalatahoz is. A rontgenkrisztallografia a fehérjepreparatum
nagyfoku tisztasdaga mellett a minta konformacidos homogenitasat is igényli.
Ezért a fXII-nek maltdézkoté fehérjéhez (MBP) fuzionaltatott formajat fejeztik
ki és amiloz affinitds kromatografiaval tisztitottuk > 95%-o0s tisztasagura. A
glikozilacidos heterogenitast Endoglikozidaz H enzimes kezeléssel szlintettiik
meg. A fuzids fehérjét Ugy terveztilk meg, hogy a — fXII aktivalas soran - hasadd
kotés elé a DDDDK szekvenciat illesztettilk be a természetes szekvencia helyett.
Ezt a szekvenciat specifikusan hasitja a Lys utan a kereskedelemben kaphato
enterokindz protedz. A hasitdas eredményeképpen aktivalt fXII szerin proteaz
domént kapunk. A természetes szekvenciat nem egyetlen helyen hasithatjak a
szérumban jelen levo proteazok (lasd a és BfXII formak), igy az enterokinazos
hasitassal a heterogenitds egy lehetséges forrasat is megszintettik.
Végeredményben ~1-5 mg nagysagrendben tudtunk tisztitott és homogén fXIIa
preparatumot el6allitani, ami elégségesnek bizonyult arra, hogy feltérképezziik a
fXII gatlasat lehetdvé tevé aminosav mintazatot fag bemutatassal és a mintazat
alapjan el6allitott fXII inhibitorok tulajdonsagait meghatarozzuk oldatfazisu
aktivitasmérések soran.

A fag bemutatas a legsikeresebben alkalmazott iranyitott evollcios eljaras.
Segitségével lehetdség nyilik nagy kdlcsonhaté felszinek gyors feltérképezésére,
valamint Uj interakcidos partnerek kifejlesztésére [26]. A fag bemutatas
alkalmazhatd proteaz inhibitor fehérjék fejlesztésére is [27]. A fXII inhibitor
fejlesztés alapjaul az SGPI-2 nevl kis kanonikus inhibitor fehérjét valasztottuk.
Ebb6l a molekulabdl kiindulva korabban sikerllt hatékony inhibitorokat
fejlesztenlink a tripszin aktivitasanak szabalyozasaért felelds kimotripszin C
[28], valamint a komplement rendszer lektin Utjanak beinditasaért felelés MASP-
1 és MASP-2 enzimekkel szemben [29, 30]. Az SGPI-2 esetében feltérképeztiik
a szarvasmarha tripszinhez és kimotripszinhez, valamint a sertés pankreatikus
elasztazhoz valo koétédést lehetové tevd szekvencia mintazatot is.

-7

lehetséges valtozatat reprezentald fag-fehérje konyvtarat hoztunk létre. A
konyvtarban az inhibitor Schechter-Berger nevezéktan [31] szerinti P4-P4’ kozti
szakaszan minden pozicidban megengedtik az 6sszes aminosav el6fordulasat.
Ez aldl kivételt képeztek a P3 és P3’ pozicidokban talalhatd, a 3. abran sarga
szinnel feltlintetett ciszteinek. Ezek a ciszteinek az inhibitor hurok megfeleld
szerkezetének kialakitasa szempontjabol nélkilozhetetlen diszulfid hidakat
alkotnak. A konyvtarbdl kivalogattuk a fXIIa-hoz szelektiven koétd valtozatokat.
A szelekcid soran rekombinans fXIIa szerin proteaz domént alkalmaztunk célpont
fehérjeként. A szelekciét kovetden 52 egyedi fXIla kotd fehérje varians génjét
szekvenaltuk, és a fXIla kotés képességét az inhibitorok szamara biztosito
aminosav szekvencia mintazatot szekvencia logé formajaban abrazoltuk [32]
(3. abra).
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3. abra. A szekvencia logo egyes oszlopainak magassaga azt tiikrézi, hogy az adott
oszlopban az aminosavak el6fordulasi gyakorisaga milyen messze van az egyenletestol.
A legegyenetlenebb eloszlas az, amikor csak egyetlen aminosav fordul el6 egy pozicioban.
Ezeknek az oszlopoknak maximalis, bitekben kifejezve log,20 a magassaga. Ha egy pozicioban
mind a 20 aminosav el6fordul, raadasul egyforma gyakorisaggal, akkor tokéletesen egyenletes
az eloszlas. Ebben az esetben az adott pozicidban az oszlop magassaga nulla lenne. A magasabb
oszlopokban tehat kevesebb féle aminosav fordul el6 a megvizsgalt kldnokban, azaz itt komoly
feltétele van a vizsgalt enzimhez valé kétésnek. Az egyes betlik magassaga egy pozicioban az
aminosavak el6fordulasi gyakorisagaval aranyos. A betlik szine az aminosavak kémiai karakterére
utal: a hasonld karakterii aminosavak azonos szinnel vannak feltiintetve.

Az 3. abran lathatd, hogy az SGPI-2 inhibitor vazon végzett szelekcié hasonld
mintdzatot eredményezett a fXIIa (fels6 logd) és a szarvasmarha tripszin (also
logd) esetében. A legfontosabb kilénbség, hogy a fXIla az enzim-inhibitor
kolcsdnhatas szempontjabdl kiemelt jelent6ségl P1 pozicidban arginin mellett
kotelezodott el, mig a tripszin az arginint és a lizint egyarant elfogadja. A tripszin
emésztd enzim, feladata a taplalék fehérjéinek peptidekre torténd hasitasa. Ennek
megfelel6en szubsztratkot6 arka nyitott, szabadon hozzaférhetd. Ezzel szemben
a fXII felszine - homoldgia modellezett szerkezet alapjan - sokkal tagoltabb [1].
A szubsztratkot6 arkot savas karakterd felszini hurkok leszlkitik, igaz, a modell
alapjan nem torlaszoljak el azt (2B. abra). A fentiek alapjan mindenképpen
varatlan eredmény, hogy a két enzim ennyire hasonlé feltételeket tamaszt az
inhibitorokkal szemben. A jelenség hatterében meghlzddé szerkezeti okok
felderitése a terveink kdzott szerepel.

A szekvencia logd alapjan eldallitottunk harom fXII inhibitor molekulat, és
meghataroztuk ezek egyensulyi inhibiciés alland6 (K,) értékeit a fXIla szerin
protedaz doménjével szemben (1. Tablazat). Mindharom létrehozott inhibitor
gatolja a fXIIa szerin protedaz doménjét, azonban hatékonysaguk elmarad az
infestin-4-étdl. Az irodalmi adatok szerint az infestin-4 K, értéke a fXII-vel
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szemben 78 pM [33]. A leghatékonyabbnak bizonyult, a P4-P4’ szakaszon
ACTRMYCF szekvenciaval rendelkezd fXII inhibitor K, értékét meghataroztuk
szarvasmarha tripszinnel szemben is. Az inhibitor rendkivil hatékony tripszin
inhibitornak bizonyult, a kélcsénhatas K, értéke 10 pM-nal kisebb. A szekvencia
mintdzatok hasonldésaganak fényében nem meglepd, hogy a fXII gatlasara
kifejlesztett inhibitorok a tripszint is hatékonyan gatoljak.

1. tablazat. A létrehozott fXII inhibitorok K, értékei.
Ki (nM)

fXII tripszin

GCTRMYCF (100 -

ACTRMYCF |25 <0,01

GCTRRFCF [100 =

P4-P4'

Eloretekintés — ij munkahipotézis

A tovabbiakban a fXII szerkezeti biokémiai modszerekkel torténd vizsgalatat
tervezziik. Mi lehet annak a szerkezeti oka, hogy a természetbdl ismert,
illetve az iranyitott evollcidval kifejlesztett fXII inhibitorok specifitasa és
hatékonysaga ilyen nagy eltéréseket mutat? A fXII kilonbdz6 rekombinans
formainak kristalyositasat tervezzilk apo allapotban, illetve kilénbdz6
inhibitorokkal komplexben. A vizsgalatokba bevonjuk a panspecifikus szerin
protedz inhibitor ecotint [22], valamint az infestin-4-et [23, 33] is. A megoldott
kristalyszerkezetektol reméljik, hogy segitségiikkel fényt derithetlink a fXII mas
fehérjékkel kialakitott kdlcsdnhatasainak szerkezeti hatterére, valamint az egyes
inhibitorok eltérd tulajdonsagainak szerkezeti okaira.

heparin vagy
polifoszfat

——
proenzim fXII, proenzim fXII,
zart konformacidju, nyitott konformacioju,
hasadé kotés rejtett hasado kotés szabad

4. abra. A zimogén fXII aktivacidja soran hasadoé kotések aktivator hianyaban nem
hozzaférhetéek. Az aktivatorral valo kélcsénhatas eredményeképpen a fXII térszerkezete
megvaltozik és a hasadd kétés vagy kétések hozzaférhetévé valnak. A kiilbnbézé aktivatorokkal
a finom részletekben kiilbnb6z6 kapcsolatokat alakithat ki a fXII. Ennek kévetkezménye
lehet, hogy a kiilbnb6z6 aktivatorok hatasa egymastol eltér. Bizonyos aktivatorok hatasara
stabil, a kallikrein-kinin rendszert és a véralvadast is hatékonyan aktivalo afXIla keletkezik.
Mas aktivatorok hatasara a keletkezé afXIla gyorsanBfXIla-va alakul. Ez a forma mar csak a
kallikrein-kinin rendszer aktivalasara képes.
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A fXII aktivacio szerkezeti hatterének részletekbe mend vizsgalatara is
lehetdségiink nyilhat, ha sikeril teljes lancu zimogén fXII-t tiszta formaban
eldallitani. Ebbenazesetbenvizsgalhatnank, hogy akilénbdzo aktivacidsfelszinek,
szubsztratok és mas interakcidés partnerek pontosan hogyan befolyasoljak
azt, hogy els6sorban ofXIIa vagy pBfXIla keletkezik, és ennek fliggvényében a
kontakt rendszer mellett aktivalddik-e a véralvadas bels6 Utvonala is. A zimogén
fXII esetében feltételezhetd, hogy a nagyméretli negativan toltott felszinekkel
rendelkezd szerin protedaz domén az N-termindlis domének pozitivan toltott
felszineire fekszik. A szintén negativan toltott aktivator felszinek leszorithatjak
a szerin protedaz domént az N-terminalis doménekrdl. A fXII finom részleteiben
kildonb6z0 kolcsdnhatasokat alakithat ki az eltérd aktivator felszinekkel, aminek
kovetkeztében a fXII aktivacid soran hasaddé kotések hozzaférhetGsége is
kdlénbdzhet. Ez magyarazhatna, hogy az interakcid felszin min6sége hogyan
hatarozza meg, hogy milyen aktivalt fXII forma jelenik meg a szérumban (4.
abra).

Az SGPI-2-bdl kifejlesztett inhibitorok hatékonysaganak és specifitdsanak
novelésére is lehet6ség van Ujabb iranyitott evollciés kisérletekben. A
megnovelt hatékonysagu inhibitorok vagy az infestin-4 alkalmazasaval tervezziik
olyan szérum kisérletek elvégzését is, amelyek eredményei alapjan jobban
megérthetjik a fXII aktivalédasanak molekularis részleteit az él6 szervezetben,
illetve megismerhetjik a fXII mas folyamatok elinditdsaban és szabalyozasaban
betoltott szerepének jelentdségét.
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