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INFOLEHT

“PVRIG immuunkontrollpunkti retseptori vastaste monoklonaalsete antikehade uurimine

kasvajarakkude vastases NK-rakkude aktivatsioonis”

PVRIG on T- ja NK-rakkudel ekspresseeritav immuunkontrollpunkti retseptor, mille ligandi
ekspresseerivad oma pinnal paljude viahitiiiipide rakud. Retseptori ja ligandi seondumine pérsib
immuunrakkude kasvajavastast aktivatsiooni, mistdttu vdib immuunkontrollpunkti blokeerimine

monoklonaalse PVRIG-valgu vastase antikehaga parandada véhipatsientide ravitulemust.

Kéesoleva bakalaureuseto6 eesmirk oli uurida Icosagenis avastatud PVRIG-valgu vastaste
antikehade efekti NK-rakkude kasvajavastase aktivatsiooni suurendamises. Tulemused niitavad,
et kaks spetsiifiliselt PVRIG-valgule seonduvat antikeha voivad iseseisvalt voi kombinatsioonis
NK-rakke aktiveeriva trastuzumab antikehaga voimendada HCC1954 kasvajarakkude tapmist,

kuid erinevate immuunrakkude doonorite vahel efekt varieerub.
Mirksonad: vdhkkasvaja, immuunkontrollpunkt, NK-rakud, PVRIG-valk

CERCS kood: B500 Immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia; B740 Farmakoloogia,

farmakognoosia, farmaatsia, toksikoloogia

“Investigation of monoclonal antibodies against the PVRIG immune checkpoint receptor in

the activation of NK cells against tumor cells”

PVRIG is an immune checkpoint receptor expressed on T and NK cells; its ligand is expressed on
the surface of many types of cancer cells. Binding of the receptor and ligand inhibits antitumor
activation of immune cells, therefore blocking the immune checkpoint with a monoclonal antibody

against the PVRIG protein may improve the treatment outcome of cancer patients.

The aim of this bachelor's thesis was to investigate the effect of anti-PVRIG antibodies discovered
in Icosagen in increasing the antitumor activation of NK cells. The results show that two antibodies
that bind specifically to the PVRIG protein can enhance the killing of HCC1954 tumor cells either
independently or in combination with the NK cell-activating antibody trastuzumab, but the effect

varies between different immune cell donors.
Keywords: tumor, immune checkpoint, NK cells, PVRIG protein
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KASUTATUD LUHENDID

ADCC — antikehast sdltuv rakuline tsiitotoksilisus (antibody dependant cellular cytotoxicity)
APC — allofiikotsiianiin (allophycocyanin)

BSA — veise seerumi albumiin (bovine serum albumin)

CD - rakkude pinnatunnuste klassifitseerimissiisteem (cluster of differentiation)

CFSE — karboksiifluorestseiini suktsiinimidiiiilester (carboxyfluorescein succinimidyl ester)
CHO rakud — Hiina hamstri munasarjarakud (Chinese Hamster Ovary cells)

CTLA-4 — tstitotoksiline T-llimfotsiitidi antigeen 4 (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4)
DMSO - dimetiiiilsulfoksiid (dimethyl sulfoxide)

E:T suhe — efektor- ja sihtmérkrakkude suhe (effector cell: target cell ratio)

EC50 — poolmaksimaalne efektiivne kontsentratsioon (half maximal effective concentration)
EDTA — etiileendiamiintetradddikhape (ethylenediaminetetraacetic acid)

FBS — veise loote seerum (fetal bovine serum)

Fc-fragment — antikeha 10ikamisel proteaasiga papaiin tekkiv antikeha efektorfunktsiooni eest

vastutav raske ahela domeenidest CH2-CH3 koosnev piirkond (fragment crystallizable)
FC — labivoolutsiitomeetria (flow cytometry)

FITC — fluorestseiini isotiotsiianaat (fluorescein isothiocyanate)

FSC-A — ettepoole hajumise signaali pindala (forward scatter height)

FSC-H — ettepoole hajumise signaali kdrgus (forward scatter height)

HEK?293 rakud — inimese embriionaalsest neerukoest parinevad 293 rakud (human embryonic

kidney 293 cells)

HER2 — inimese epidermaalse kasvufaktori retseptor 2 (human epidermal growth factor receptor

2)

HI — kuum-inaktiveeritud (heat inactivated)



IgG — immunoglobuliin G (immunoglobulin G)
IL-2 — interleukiin-2 (interleukin-2)

ITIM — immuunretseptori tiirosiinipohine inhibeeriv motiiv (immunoreceptor tyrosine-based

inhibitory motif)

KinExA — meetod valkudevahelise seondumise kineetika madramiseks reaalajas (kinetic exclusion

assay)

MACS — magnet-aktiveeritud rakusorteerimine (magnetic activated cell separation)
MFI — fluorestsentsi intensiivsuse mediaanviirtus (median fluorescence intensity)
MHC — koesobivusantigeen (major histocompatibility complex)

NK-rakud — loomulikud tapjarakud (natural killer cells)

NKT-rakud — loomulikud tapja-T-rakud (natural killer T cells)

PBMC - perifeerse vere mononukleaarsed rakud (peripheral blood mononuclear cells)
PBS — fostaatpuhver (phosphate buffered saline)

PD-1 — programmeeritud rakusurma valk 1 (programmed cell death protein 1)
PD-L1 — programmeeritud rakusurma ligand 1 (programmed death-ligand 1)

PE — fiikoeriitriin (phycoerythrin)

PVRIG - polioviiruse retseptoriga seotud immunoglobuliini domeeni sisaldav valk (poliovirus

receptor related immunoglobulin domain containing)
PVRL2 — polioviiruse retseptoriga seotud valk 2 (poliovirus receptor-related 2)
SSC-H — kiilghajumise signaali korgus (side scatter height)

TIGIT — T-raku immuunretseptor immunoglobuliini ja ITIM domeenidega (7 cell immunoreceptor

with Ig and ITIM domains)

VLP — viiruslaadne partikkel (virus-like particle)



SISSEJUHATUS

Vihk on tidnapéeval {iks levinuimaid inimeste surmapdhjuseid, pdhjustades ligikaudu kuuendiku
kdigist surmadest (Bray jt, 2024). 2022. aastal diagnoositi iilemaailmselt umbes 20 miljonit esmast
véahijuhtu ning haigusesse suri umbes 9,7 miljonit inimest (Bray jt, 2024). Haigestumine on ka
pidevas tousus: 2045. aastaks prognoositakse 33 miljonit vdhijuhtu ja 17 miljonit surma aastas

(Global Cancer Observatory). Seega on tegu tdsise ja iiha siiveneva probleemiga.

Viimaste aastakiimnete jooksul on toimunud suured arengud vidhiravis ning voimekuses haigust
varajases staadiumis diagnoosida, mille tulemusena on oluliselt tdusnud patsientide elulemus.
USA-s tousis koigi vahitiitipide keskmine viie aasta suhteline elulemus ehk patsientide osakaal, kes
on elus viis aastat peale diagnoosi saamist, vahemikus 1975-2016 50 protsendilt 72 protsendini
(National Cancer Institute). Samas varieerub elulemus oluliselt vahitiiiibiti: nditeks oli Eestis
aastatel 2017-2021 naha mitte-melanoomi viie aasta suhteline elulemus umbes 100%, maksavahi
puhul aga 8% ja pankreasevihi puhul 6% (Zimmermann jt, 2024). Seega leidub mitmeid véhitiilipe,

mille puhul on endiselt vajadus uute tohusamate ravimite jirele.

Vihiravis koige sagedamini kasutatavad ravimeetodid on opereerimine, keemiaravi ja kiiritusravi.
Sageli pole voimalik kirurgiliselt kogu kasvajat eemaldada; keemia- ja kiiritusravi mdjutavad lisaks
kasvajarakkudele ebaspetsiifiliselt ka normaalseid rakke ning seetdttu pdhjustavad tugevaid
korvaltoimeid. Ténapédeval on vdhiravis iiha olulisemaks muutumas aga immuunravi, mille kdigus

stimuleeritakse spetsiifiliselt patsiendi enda immuunrakke voitlema kasvajarakkudega.

Immuunkontrollpunktid on immuunsiisteemi regulaatorid, mis vdhendavad immuunrakkude
aktiivsust (Ishida jt, 1992). Uheks niiteks on teatud immuunrakkude pinnal paiknev retseptor
polioviiruse retseptoriga seotud immunoglobuliini domeeni sisaldav valk ehk PVRIG, mis
seondumisel oma ligandiga inhibeerib immuunrakkude vdimet teisi rakke hévitada (Zhu jt, 2016).
Kontrollpunktide blokeerimine kasvajates on praegu kodige levinum immuunravi viis. Ravi
tulemusena immuunrakkude aktiivsus taastatakse ja need saavad kasvajarakke efektiivsemalt
tappa. Blokeerimiseks saab kasutada antikehi, mis seonduvad kontrollpunkti valgule ja ei voimalda

ligandiga seondumist, mistottu inhibeerivad signaalid ei vallandu (Leach jt, 1996).

Antud uurimistdd eesmérk on teada saada, kas varasemalt avastatud PVRIG-valgu vastaste
monoklonaalsete antikehade hulgas leidub spetsiifilisi antikehi, mis suurendavad NK-rakkude

vdimet in vitro kasvajarakke tappa. T60 teostati Icosagen Cell Factory OU arendusosakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Immuunsiisteemi roll kasvajate kontrollis ning kasvajarakkude kaitsemehhanismid

Immuunsiisteemil on keskne roll organismi sisekeskkonna jélgimisel ning ebanormaalsete
rakkude, sealhulgas kasvajarakkude dratundmisel ja elimineerimisel. Kasvajarakkude hévitamises
osalevad nii loomuliku immuunsuse rakud, sh NK-rakud (loomulikud tapjarakud), makrofaagid ja
dendriitrakud, kui ka omandatud immuunsuse rakud, sh abistavad T-rakud ja tsiitotoksilised T-
rakud (Dunn jt, 2002). Immuunsiisteem suudab sageli ebanormaalsed rakud elimineerida juba
nende varases arengujdrgus, ennetades seeldbi kasvajate kujunemist - niiteks on leitud, et
immuunpuudulikkusega hiirtel esineb nii kantserogeenidest indutseeritud kui ka spontaanseid
kasvajaid oluliselt sagedamini kui normaalsete immuunfunktsioonidega hiirtel (Shankaran jt,
2001). Siiski ei suuda immuunsiisteem alati kasvajate arengut takistada ning kasvajaid esineb ka

immuunkompetentsetel patsientidel.

Kasvajarakkudel on mitmeid mehhanisme enda kaitseks immuunsiisteemi eest. Need mehhanismid
saab iildiselt jagada kolme riihma - kasvajarakkude peitmine immuunsiisteemi dratundmise eest,
kaitse immuunrakkude tsiitotoksiliste mdjude eest ning immuunrakkude aktivatsiooni parssimine
(Galassi jt, 2024). Esimene rithm hdolmab defekte antigeenide presenteerimises, sealhulgas
mutatsioone koesobivusantigeeni MHC 1 kompleksis, mille tottu kasvajarakkudele spetsiifilisi
antigeene ei presenteerita rakkude pinnal ning immuunrakud ei tunne neid dra (Rooney jt, 2015).
Teine rithm holmab néiteks defekte immunoloogilise siinapsi tekkes kasvaja- ja immuunraku vahel
ning kasvajaraku védhenenud tundlikkust tsiitotoksiliste T-rakkude ning NK-rakkude poolt
eritatavate tsiitotoksiinide perforiini ja gransiitimi vastu (Liu jt, 2021; Al Absi jt, 2018). Kolmas
rihm holmab muuhulgas defekte kasvajarakkude signaaliradades, mis normaalsel toimimisel
pdddiks immuunrakke aktiveerivate ainete eritamisega (Ritchie jt, 2022), ning
immuunkontrollpunkte. Neid mehhanisme rakendavad kasvajarakud on paremini kohastunud
immuunsiisteemi juuresolekul ellu jidma, mistdttu toimub kasvaja arenedes valik selliste rakkude
kasuks ning hilisemates arengustaadiumites koosnevad kasvajad peamiselt just immuunvastusele

vastupidavatest rakkudest (Urban jt, 1982).



1.2 Immuunkontrollpunktid

Immuunkontrollpunktid on immuunrakkude aktiivsust vihendavad immuunsiisteemi regulaatorid,
mis normaalses fiisioloogilises seisundis on olulised liiga tugeva, organismi kahjustava
immuunvastuse  véltimiseks  (Ishida jt, 1992). Immuunkontrollpunktid koosnevad
immuunrakkudel, nditeks T- voi NK-rakkudel, ekspresseeritavast retseptorist ning partnerrakul
paiknevast ligandist; retseptori ja ligandi seondumine vallandab immuunrakus selle aktiivsuse

vihenemiseni viiva signaaliraja (Walunas jt, 1994).

Teatud immuunkontrollpunktide ligande voivad ekspresseerida ka kasvajarakud, mis vdimaldab
neil inhibeerida immuunrakkude aktivatsiooni ning seelédbi kaitsta end immuunvastuse eest (Leach
jt, 1996). Immuunkontrollpunkti ligandi ja retseptori interaktsiooni blokeerimine aga takistab
immuunrakkude inhibeerimist, mille tulemusel piisivad nad aktiivsena ning tapavad kasvajarakke
efektiivsemalt (Leach jt, 1996). Seondumise blokeerimiseks saab kasutada immuunkontrollpunkti
retseptorile voi ligandile seonduvaid antikehi ehk immuunkontrollpunkti inhibiitoreid, mille
manustamine kasvajaga organismile voib teatud juhtudel viia kasvaja suuruse drastilise
vihenemiseni (Leach jt, 1996). Leach jt demonstreerisid seda efekti esimesena CTLA-4 (ingl k
cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) puhul, kuid niitidseks on kirjeldatud veel mitmeid

teisi vahiravi seisukohalt olulisi immunkontrollpunkte (Guo jt, 2023).

Immuunkontrollpunkti inhibiitorid on tidnapdeval saavutamas iiha olulisemat rolli vidhiravis.
Ameerika Uhendriikide Toidu- ja Ravimiamet on 2024. aasta alguse seisuga vihiravimina heaks
kiitnud 11 immuunkontrollpunkti inhibiitorit 43 erineva ndidustuse vastu (Paul jt, 2024). Enim
uuritud immuunkontrollpunkti valgud, mille vastased antikehad on ravimitena kasutuses, on
CTLA-4, PD-1 (ingl k programmed cell death protein 1) ja PD-1 retseptori ligand PD-L1 (ingl k
programmed  death-ligand 1), kuid kliinilistes katsetes on ka paljude teiste
immuunkontrollpunktide inhibiitoreid (Marin-Acevedo jt, 2021). Kuigi CTLA-4 ning PD-1/PD-
L1 immuunkontrollpunkte blokeerivad antikehad on teatud kasvajate puhul darmiselt efektiivsed,
ei piisa vaid nende immuunkontrollpunktide blokeerimisest kdikide patsientide jaoks. Seetdttu
voiksid uute immuunkontrollpunktide inhibiitorid vdimaldada laiendada nende patsientide hulka,

keda suudetakse aidata tdnu kasvajavastase immuunvastuse aktiveerimisele.



1.2.1 PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkt

PVRIG, teise nimega CD112R (Uniprot a), on immuunkontrollpunkti retseptor, mida kirjeldasid
esimesena Zhu jt aastal 2016. Inimese PVRIG on 36 kDa suurune transmembraanne valk, mis l1dbib
ithe korra rakumembraani (Zhu jt, 2016). Valgu intratsellulaarsel osal on immuunretseptori
tiirosiinipdhise inhibeeriva motiivi (ITIM, ingl k immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)
sarnane jérjestus, mille fosforiileerimine on oluline osa immuunraku inhibeerimiseni viivast
signaalirajast (Zhu jt, 2016). PVRIG retseptori ligand on PVRL?2, teiste nimedega CD112 (ingl k
Cluster of Differentiation 112) vdi Nectin-2 (Zhu jt, 2016, Uniprot b). PVRL2 on samuti iihe korra

rakumembraani ldbiv transmembraanne valk (Takahashi jt, 1999).

Tervetes inimestes ekspresseerivad PVRIG-valku pohiliselt tsiitotoksilised T-rakud ja NK-rakud
(Zhu jt, 2016). Kasvajasse tunginud liimfotsiiiitides on tavapidrasest korgem PVRIG-valgu
ekspressiooni tase, lisaks esineb seal PVRIG-valk ka abistaja T-rakkude pinnal (Whelan jt, 2019).
PVRL2-valku ekspresseerivad tervetes rakkudes mitmed rakutiilibid, néiteks epiteeli- ja
endoteelirakud ning fibroblastid (Takai jt, 2008); valk osaleb rakkude vaheliste adhesioonide
moodustamises (Takahashi jt, 1999). Samas on PVRL2-valgu ekspressioonitase korge paljudes
kasvajates, seda nii kasvaja enda rakkudel kui osadel kasvajasse tunginud immuunrakkudel, nditeks
monotsiiiitidel (Zhu jt, 2016). Whelan jt (2019) leidsid, et kdrge PVRIG-valgu ekspressioon T- ja
NK-rakkudel ning korge PVRL2-valgu ekspressioon kasvajarakkudel, monotstiitidel ja
makrofaagidel v4ib esineda rinna-, munasarja-, endomeetriumi- ja kopsuvéhi puhul. Seega esineb
mitmeid véhitiitipe, mille puhul on kasvajasisestel rakkudel tdheldatud korget PVRIG- ja PVRL2-
valgu ekspressiooni ehk kasvajas voOib toimuda laialdane immuunkontrollpunkti valkude

omavaheline seondumine.

PVRIG- ja PVRL2-valgu seondumine pirsib T- ja NK-rakkude funktsiooni. Zhu jt (2016) niitasid,
et nende valkude seondumise blokeerimine antikehaga suurendab T-rakkude proliferatsiooni ja
tsiitokiinide tootmist, Xu jt (2017) tiheldasid tsiitokiinide tootmise tdusu ka NK-rakkude puhul.
Nii T- kui NK-rakkude puhul on in vitro kasvajarakkude tapmiskatsetes tdheldatud, et
PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti blokeerimine suurendab nende vdimet hdvitada teatud
kasvajarakke, eriti kombinatsioonis teiste immuunravimitega, nditeks TIGIT (ingl k 7 cell
immunoreceptor with Ig and ITIM domains) immuunkontrollpunkti inhibiitoritega (Whelan jt,
2019 ja Xu jt, 2017). Seega viitavad uuringud sellele, et PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti

blokeerimine voib suurendada immuunrakkude kasvajarakkude vastast aktivatsiooni.
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PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti rolli kasvajavastases immuunvastuses ning selle
blokeerimise efekti on demonstreeritud ka in vivo loomkatsetes. Murter jt (2019) tekitasid hiirtele
kasvajad, siistides neile kasvajarakke, ning manustasid neile antikehi. Ilmnes, et PVRIG-valgu
vastane antikeha iksinda ei omanud kasvajavastast efekti, kuid manustamisel koos
immuunkontrollpunkti PD-1/PD-L1 inhibiitoriga, mis samuti liksinda efekti ei omanud, suurenes
kasvajate ruumala oluliselt acglasemalt ja hiirte elulemus oli korgem kui neil hiirtel, kellele siistiti
vastavaid isotliiibi kontrolli antikehi. Li jt (2021) 16id sarnased kasvaja mudelid hiirtes, kuid
kasutasid selleks immuunpuudulikke hiiri ja siistisid neile inimese immuunrakke ning inimese
véhirakuliini rakke, voimaldades uurida PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti mdju inimesele
spetsiifilises ~ immunoloogilises ~ kontekstis. Selles  uurimuses  tuvastati  samuti
immuunkontrollpunkti antikehaga blokeerimise kasvajate kasvu aeglustav ja hiirte elulemust
suurendav efekt; lisaks leiti, et immuunkontrollpunkti blokeerimine suurendab nii T- kui NK-
rakkude kasvajavastast tsiitotoksilisust. Kokkuvotlikult viitavad need in vivo uuringud sellele, et in
vitro tdheldatud PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti blokeerimise efekt immuunrakkude
aktivatsioonile avaldub ka elusorganismides ning PVRIG-valgu vastased antikehad, eriti
kombineerituna teiste immuunravimitega, voivad ka inimestel oluliselt tugevdada kasvajavastast

immuunvastust ning parandada véhipatsientide ravitulemust.

Praeguseks pole iihtegi PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti inhibiitorit veel kliiniliseks
kasutamiseks heaks kiidetud. Kdige kaugemasse arendusetappi on joudnud ettevdttes Compugen
Ltd. arendatud antikeha COM701, mis joudis esimese PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti
inhibiitorina kliinilistesse katsetesse; praegu on kdimas kliiniliste katsete esimene faas. Seniste
tulemuste pdhjal on antikeha ohutu ning sellel on tuvastatud kasvajavastane toime munasarja-
(Gaillard jt, 2023), rinna- (Dumbrava jt, 2023) jm vihitiiiipidega patsientidel. Antikeha uuritakse
nii monoteraapiana kui kombinatsioonis teiste immuunravimitega, nditeks PD-1/PD-L1 ja TIGIT

(Dumbrava jt, 2021) immuunkontrollpunkti inhibiitoritega.

1.3 NK-rakkude kasvajavastane aktivatsioon

NK-rakud on loomuliku ehk kaasasiindinud immuunsussiisteemi osad. Nende pinnal on erinevaid
aktiveerivaid ja inhibeerivaid retseptoreid, mille kaudu saadavatest signaalidest soltub NK-rakkude
immuunvastus (Lanier jt, 1997). Teatud inhibeerivad retseptorid tunnevad d&ra MHC I kompleksi,

mida ekpresseerivad peaaegu koik organismi rakud; nendest retseptoritest saadav signaal takistab
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NK-rakkude riinnakut organismi enda normaalsete rakkude vastu (Kérre jt, 1986). Inhibeerivate
retseptorite hulka kuulub ka PVRIG. Aktiveerivate retseptorite hulka kuuluvad muuhulgas enamik
Fcy-retseptoreid, mis tunnevad &ra antikehade Fc-fragmendi (ingl k fragment crystallizable)
(Metes jt, 1998). Seega saadavad sihtmirkraku pinnale seondunud antikehad NK-rakule
aktiveeriva signaali selle riindamiseks; selle protsessi nimetus on antikehadest sdltuv rakuline
tsiitotoksilisus (ADCC, ingl k antibody-dependant cellular cytotoxicity) (Ojo ja Wigzell, 1978).
Kui NK-rakk saab korraga nii aktiveerivaid kui inhibeerivaid signaale, méérab otsuse tsiitotoksilise
vastuse kdivitamise osas ning kéivitumise korral vastuse tugevuse signaalide suhteline tugevus

(Lanier jt, 1997).

Spetsiifiliselt kasvajarakkudele seonduvate terapeutiliste antikehadega saab vidhiraviks ADCC
protsessi esile kutsuda. Uheks niiteks on inimese epidermaalse kasvufaktori retseptori 2 ehk
HER2-valgu vastane Kkliinilises kasutuses olev antikeha trastuzumab, mille {iheks
toimememhhanismiks on HER2-valku ekspresseerivate kasvajarakkude opsoniseerimine, mille

tulemusel vahendab antikeha kasvajarakkude tapmist NK-rakkude poolt (Petricevic jt, 2013).

PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti blokeerimine takistab NK-rakkudele inhibeeriva signaali
saatmist. Selleks, et immuunkontrollpunkti blokeerimisega kaasneks NK-raku suurenenud
immuunvastus kasvajarakkude vastu, on vaja aga ka NK-rakku aktiveerivat signaali, mis
inhibeeriva signaali blokeerimise jirel tugevemalt mdjule pddseb. Uks vdimalus on
immuunkontrollpunkti inhibiitori kombineerimine NK-rakke aktiveeriva immuunraviga; niiteks
ilmnes ka eelnevalt vilja toodud Xu jt (2017) uurimuses PVRIG-valgu vastaste antikehade toime
just kombinatsioonis trastuzumab antikehaga ehk immuunkontrollpunkti inhibiitor voimendas
trastuzumab antikeha poolt vahendatud ADCC-d (vt joonis 1). Seega voib ka kliinilises kasutuses

PVRIG-valgu vastaste antikehade raviefekt ilmneda kombinatsioonis teiste immuunravimitega.
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Immuunkontrollpunkti valkude omavaheline , PVRIG-valgu vastased antikehad blokeerivad

seondumine inhibeerib NK-raku aktivatsiooni ' inhibeeriva signaali
Nérk voi puuduv \ .
immuunriinnak ' Tugev immuunriinnak o .
NK-rakk ’_\A | NK-rakk ’—\ -t P
trastuzumab N E . .
. | : )

ﬂ-_// HER2

=7 D,
PVRIG k’ PVRL2

Kasvajarakk ! 2 PVRIG-valgu Kasvajaraku surm
| vastane antikeha

Joonis 1. PVRIG-valgu vastaste antikehade toimemehhanism trastuzumabi vahendatud
ADCC voimendamisel. Joonise tegemiseks on kasutatud Biorender platvormi (Biorender.com).

PVRIG-valgu vastaste antikehade kasvajavastast efekti on demonstreeritud ka monoteraapiana ehk
ilma teiste immuunravimiteta. Xue jt (2024) niditasid oma antikeha vdimet iseseisvalt in vitro
suurendada leukeemia rakuliini K562 rakkude tapmist NK-rakkude poolt; Li jt (2021) sama efekti
mitmete teiste véhirakuliinide puhul. K562 rakud ei ekspresseeri MHC 1 kompleksi (Drew jt,
1977), mistdttu ei tunne NK-rakud seda dra organismi enda normaalse rakuna; ka ilma antikehade
lisamiseta riindavad NK-rakud neid kasvajarakke ning PVRIG-valgu vastase antikeha lisamine
voimendab veelgi kasvajavastast aktivatsiooni. Teatud véahirakkude pinnal esineb ka NK-rakke
aktiveerivaid ligande, mistottu NK-rakud riindavad neid samuti ka ilma antikehade lisamiseta
(Pende jt, 2002). Lisaks sellele aktiveeriti Xue jt (2024) ning Li jt (2021) uuringutes NK-rakke
enne katseid kultuuris interleukiin-2-ga, mis on levinud samm NK-rakkudega tehtavates
sihtméarkrakkude tapmist uurivates katsetes ning suurendab NK-rakkude tsiitotoksilist aktiivsust
(Domzig jt, 1983). Kokkuvdtlikult viitavad uuringute tulemused sellele, et PVRIG/PVRL2
immuunkontrollpunkti blokeerimise NK-rakkude kasvajavastast aktivatisooni suurendav efekt
voib ilmneda ka ilma teiste immuunravimite lisamiseta, kui NK-rakkudel esineb uuritavate
kasvajarakkude vastu piisav basaalne, lisatavatest antikehadest sdltumatu aktivatsioon. Basaalse
aktivatsiooni tugevus aga varieerub erinevate vihirakutiilipide vahel, mistottu voib PVRIG-valgu
vastase antikeha efekti ilmnemiseks siiski olla vajalik tdiendav NK-rakkude aktivatsioon teise

immuunravimiga.
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1 Too eesmiirgid

Antud bakalaureusetod eesmargiks oli uurida Icosagenis arendatud PVRIG-valgu vastaste

antikehade seondumist ja funktsiooni. Tdpsemalt olid t06 eesmirgid jargmised:

1. Uurida, kas antikehad seonduvad PVRIG-valku endogeenselt ekspresseerivatele Jurkat

rakkudele.

2. Uurida, kas antikehad seonduvad HEK?293 {iileekspressioonimudelis spetsiifiliselt PVRIG-valku

ekspresseerivatele rakkudele.

3. Uurida, kas leitud spetsiifilised PVRIG-valgu vastased antikehad suudavad stimuleerida
trastuzumabi vahendatud kasvajarakkude tapmist (ADCC).

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 PVRIG-valgu ekspressiooni miiramine valku endogeenselt ekspresseerivatel ja

iileekspresseerivatel rakkudel

Antikehade seondumist PVRIG-valgule uuriti valku endogeenselt ekspresseerivate ning
iileekspresseerivate rakkude abil. Valku endogeenselt ekspresseeriva liinina kasutati inimese T-
rakulise leukeemia rakuliini Jurkat (saadud Alar Aintsi kiiest Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini
instituudist). Rakke kasvatati 1x RPMI 1640 sootmes (Gibco), kuhu lisati 10% kuum-
inaktiveeritud veise loote seerumit (HI FBS, Gibco). Rakke kasvatati suspensioonikultuurina T-75
rakukultuurikolvis (Greiner Bio-One) 37°C juures ning kiillastunud veeauru ja 5% CO:

keskkonnas. Rakud lahjendati iga 3-4 pédeva tagant tihedusele 0,5 miljonit rakku milliliitris.

PVRIG-valgu iile-ekspresseerimiseks kasutati inimese embriio neerust eraldatud HEK293-ALL
rakuliini (Icosagen), mis loomulikult PVRIG-valku ei ekspresseeri. Rakud transfekteeriti ehk
rakkudesse sisestati soovitud valku kodeeriv plasmiid kasutades QMCF meetodit (Karro jt, 2015).
Transfektsioon viidi 14bi keemilisel meetodil, kasutades peptiidipdhist keemilise transfektsiooni
reagenti Reagent 007 (Icosagen, kat. nr: RO07-P010). Reagent 007 voimaldab plasmiidi sisenemist
rakku, moodustades nukleiinhappega rakumembraani ldbiva kompleksi (Arukuusk jt, 2013). Rakke
transfekteeriti Icosagenis toodetud PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga (PVRIG isovorm 3) ja

kontrolliks samuti Icosagenis toodetud inimese CD19-valku (ingl k Cluster of Differentiation 19)
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kodeeriva plasmiidiga. CDI9 on loomulikult B-limfotsiiiitide pinnal ekspresseeritud
transmembraanne valk; seda iileekspresseerivate rakkude kasutamine kontrollina antikehade
seondumiskatsetes voimaldab hinnata antikehade ebaspetsiifilist seondumist transfekteeritud
rakkudele. Mdlemad plasmiidid kodeerivad valgu N-terminaalsesse otsa FLAG-maérgise ehk
DYKDDDDK aminohappejirjestusega poliipeptiidahela, mis paikneb soovitud valku iile-
ekspresseerivate rakkude pinnal. FLAG-mérgise vastase antikehaga on vdimalik tuvastada rakud,

mis ekspresseerivad soovitud valku ehk milles toimus edukas transfektsioon.

HEK?293 rakke kasvatati HEK TF Medium s66tmes (Sartorius), kuhu lisati Ioppkontsentratsioonis
4 mM GlutaMAX (Gibco). Rakke kasvatati suspensioonikultuurina 50 ml kolvis (Greiner Bio-
One) 37°C juures ning kiillastunud veeauru ja 5% COz keskkonnas loksutiga (120 rpm)
inkubaatoris. Rakud lahjendati iga 3-4 pédeva tagant tihedusele 0,5 miljonit rakku milliliitris. 24
tundi enne transfektsiooni lahjendati HEK293 rakususpensioon tihedusele 2 miljonit rakku
milliliitris. Vahetult enne transfektsiooni lahjendati rakususpensioon tihedusele 1,5 miljonit rakku
milliliitris ning 6-kannulise suspensioonikultuuriplaadi (Greiner Bio-One) kannudesse lisati 2 ml

suspensiooni.

Rakke transfekteeriti PVRIG- ja CD19-valke kodeerivate plasmiididega vastavalt publitseeritud
eeskirjale (Karro jt, 2015); tépsed tingimused on optimeeritud Icosageni tootmisosakonnas. 2 ug
plasmiidi lahjendati steriilse veega (B. Braun) ruumalale 30 pl ning sellele lisati 20 ul 189 mM
Reagent 007 lahust. Kompleksi moodustumiseks hoiti segu 5 minutit toatemperatuuril. Seejirel
lisati eelnevalt lahjendatud HEK293 rakususpensioonile tilkhaaval segu, kukutades tilgad kannu
erinevatesse osadesse ja plaati samal ajal loksutades. Uhe kannu kohta kasutati 50 pl segu. Uhes
kannus transfekteeriti PVRIG- ja ithes CD19-valku kodeeriv plasmiid, iihele kannule lisati
negatiivseks kontrolliks 50 pl Brauni vett ja transfektsiooni ei toimunud. Rakke inkubeeriti 24 tundi

37°C juures ning kiillastunud veeauru ja 5% CO: keskkonnas loksutiga (120 rpm) inkubaatoris.

Kinnitamaks PVRIG-valgu ekspressiooni Jurkat rakkudel ning PVRIG-valku kodeeriva
plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakkudel, teostati ldbivoolutsiitomeetria (FC, ingl k flow
cytometry) eksperiment PVRIG-valgu vastase kommertsiaalse antikehaga. Lébivoolutsiitomeetria
on meetod rakkude analiilisimiseks, kus rakususpensioon lébib hiidrodiinaamilise fokusseerimise
abil peenikese joana kiiveti ning rakkude omadusi moddetakse iikshaaval laserkiirte abil.
Libivoolutsiitomeetriaga saab médrata rakkude suurust, granulaarsust ja fluorestsentsmargistust;

viimase puhul ergastab laser raku pinnale kinnitunud fluorestsentsmérgise, mis seejirel kiirgab
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valgust, mille intensiivsust moddetakse sobiva lainepikkusega kanalis. Vérvides rakke
fluorestsentmaérgistega konjugeeritud antikehadega, kasutades vajadusel primaarsetele,
mérgistamata antikehadele seonduvaid sekundaarseid margistatud antikehi, saab méérata
antikehade seondumist rakkudele. Kdigis t60s teostatud ldbivoolutsiitomeetria eksperimentides
kasutati Beckman Coulter CytoFLEX V5-B5-R3 ldbivoolutsiitomeetrit, millel on 3 laserit ja 13
fluorestsentsi detekteerimise kanalit. Katsete kordamisel kasutati igal kordusel samu kanalite

voimendusparameetreid.

Labivoolutsiitomeetria eksperiment teostati 24 tundi peale transfektsiooni. FC-puhvri
valmistamiseks lisati 1x PBS fosfaatpuhvrile (Gibco) 1% kuum-inaktiveeritud FBS-i ning 500mM
etlileendiamiin-tetradddikhappe (EDTA) lahust 1dppkontsentratsiooniga 1mM. Fiikoertitriin (PE)
fluorestsentsmirgisega konjugeeritud inimese PVRIG-valgu spetsiifilist roti 1gG2-x antikeha
(BioLegend, kat. nr: 301503) ning PE fluorestsentsmérgisega konjugeeritud roti [gG2-k isotiiiibi
kontrolli antikeha (BioLegend, kat. nr: 400607) lahjendati 1:50 suhtes FC-puhvris. 96-kannulise
V-pdhjaga plaadi (Greiner Bio-One) kannudesse lisati 100 000 Jurkat rakku, PVRIG- ja CD19-
valke kodeerivate plasmiididega transfekteeritud HEK293 rakku voi transfekteerimata HEK293
rakku. Plaati tsentrifuugiti 3 minutit 500-kordse gravitatsioonikiirenduse (500 x g) juures.
Rakkudelt eemaldati supernatant ning rakud resuspendeeriti 50 pl PVRIG-valgu vastase voi
isotiilibi kontrolli antikeha lahuses. Ko6ikidest rakkudest valmistati lisaks iiks kontrollkann, kus
rakud resuspendeeriti 50 pl FC-puhvris ilma antikehaga vérvimata. Plaati inkubeeriti 30 minutit
kiilmkapis 4 °C juures. Seejarel pesti rakke kaks korda FC-puhvriga. Selleks lisati kannudesse 100
ul FC-puhvrit ning tsentrifuugiti 3 minutit 500 x g juures. Rakkudelt eemaldati supernatant,
resuspendeeriti 150 pl FC-puhvris ning tsentrifuugiti uuesti 3 minutit 500 x g juures. Rakkudelt
eemaldati supernatant ning resuspendeeriti 150 pl FC-puhvris. Seejdrel analiilisiti rakke
labivoolutsiitomeetriga ldbivoolukiirusel 60 pl minutis; igast kannust mdodeti 10 000 siindmust.

Katses kasutati sinist laserit ning signaal mdddeti B585 kanalist.

2.2.2 Antikehade seondumise mo6tmine libivoolutsiitomeetriaga

Toos testiti liheksat PVRIG-valgu vastast antikeha, millest ONK0345, ONKO0395, ONKO0396,
ONKO0397 ja ONKO0398 saadi Icosagenis HybriFree meetodil ning ICF1527, ICF1528, ICF1529 ja
ICF1530 faagidisplei meetodil. Lisaks kasutati kontrollidena ettevdttes Compugen arendatud ja
patenteeritud PVRIG-valgu vastast antikeha CHA.7.518 (patendist EP3295951, SEQ ID NO:1434
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ja SEQ ID NO:1453; White jt, 2018), ning inimese IgG1 (immunoglobuliin G1) isotiiiibi kontrolli
antikeha (anti-HEL, Icosagen, kat. nr: R1-146-100), sest ka uuritavad Icosagenis arendatud
antikehad on IgG1 formaadis. Patent, millest voeti CHA.7.518 jérjestus, sisaldab lisaks suurele
hulgale teistele PVRIG-valgu vastastele antikehadele ka kliinilisse arendusse joudnud antikeha
COMT701 jérjestust, kuid kasutatud on teist nime. Patendis ning COM701 antikeha kirjeldavas
teaduskirjanduses esitatud andmete vordlemisel jireldati, et antikeha CHA.7.518 vdiks vastata

COM701-le, kuid seda ei ole voimalik kinnitada.

Katsele eelnenud pédeval lahjendati Jurkat rakud tihedusele 1 miljon rakku milliliitris. Antikehadest
valmistati 200 nM lahused FC-puhvris. 96-kannulise V-pdhjaga plaadi kannudesse lisati 100 000
Jurkat rakku. Plaati tsentrifuugiti 3 minutit 500 x g juures. Rakkudelt eemaldati supernatant ning
rakud resuspendeeriti 50 ul primaarsete antikehade lahustes. Lisaks valmistati kaks kontrollkannu,
milles olevad rakud resuspendeeriti 50 pul FC-puhvris. Plaati inkubeeriti 30 minutit kiilmkapis 4°C

juures, seejdrel pesti rakke kaks korda FC-puhvriga peatiikis 2.2.1 kirjeldatud meetodil.

Sekundaarse antikeha lahuse valmistamiseks lisati FC-puhvrile 1:500 suhtes Alexa Fluor® 488
fluorestsentsmirgisega margistatud inimese IgG Fcy fragmendi spetsiifilise poliiklonaalset kitse
antikeha (Jackson Immunoresearch, kat. nr: 109-545-008) 1 mg/ml lahust 50% gliitserooli
vesilahuses. Rakkudelt eemaldati supernatant ning resuspendeeriti 50 pl sekundaarse antikeha
lahuses. Uhes kontrollkannus olevad eelnevalt primaarse antikehaga tddtlemata rakud
resuspendeeriti samuti sekundaarse antikeha lahuses (ainult sekundaarse antikehaga vérvitud
kontroll), teises kontrollkannus olevad rakud resuspendeeriti 50 pl FC-puhvris (védrvimata
kontroll). Plaati inkubeeriti 30 minutit kiilmkapis 4°C juures. Seejirel pesti rakke kaks korda FC-
puhvriga. Rakkudelt eemaldati supernatant ning resuspendeeriti 150 pl FC-puhvris. Rakke
analiitisiti ldabivoolutsiitomeetriga 1&dbivoolukiirusel 60 pl minutis; igast kannust mdddeti 10 000

osakest. Katses kasutati sinist laserit ning signaal mdddeti B525 kanalist.

HEK?293 rakkudel teostati ldbivoolutsiitomeetria eksperiment 24 tundi peale transfektsiooni.
PVRIG- ning CD19-valke kodeerivate plasmiididega transfekteeritud ning transfekteerimata
HEK293 rakud t66deldi ja moddeti analoogselt Jurkat rakkudel kirjeldatud protokollile. Lisaks
tehti koigist kolmest rakutiilibist transfektsiooniefektiivsuse médramiseks tidiendav kontrollkann,
milles vérviti rakke 1:500 suhtes FC-puhvris lahjendatud Alexa Fluor® 488 fluorestsentsmérgisega
mirgistatud FLAG-maérgise vastase hiire antikehaga (Sigma-Aldrich, kat. nr: F1804) analoogselt

eelnevalt kirjeldatud protokollile, kuid ilma sekundaarse antikehata.
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2.2.3 Spetsiifiliste antikehade kontsentratsioonisoltuv seondumine

Eelnevate katsete kidigus tuvastatud spetsiifiliselt PVRIG-valgule seonduvate antikehade
seondumise iseloomustamiseks teostati ldbivoolutsiitomeetria eksperiment, mille kdigus mdddeti
seondumist erinevatel antikehade kontsentratsioonidel ja moodustati kontsentratsioonikdver.
Lisaks moodustati kontsentratsioonikdver ka eelnevates katsetes kasutatud inimese IgG1 isotiilibi
kontrolli antikehast. Antikehadest valmistati 100 nM lahused FC-puhvris, millest tehti
kolmekordse sammuga lahjenduste rida kokku 12 eri kontsentratsiooniga. Jurkat rakkude puhul
kasutati ICF1527 ja isotiiiibi kontrolli antikehade algkontsentratsioonina 300 nM ning tehti kokku
13 eri kontsentratsiooni, sest madalamalt kontsentratsioonilt alustades ei saavutatud seondumise
kiillastuspunkti. Antikehade seondumist moddeti nii Jurkat kui CD19- ja PVRIG-valke kodeerivate
plasmiididega transfekteeritud HEK293 rakkudel. HEK?293 rakud transfekteeriti analoogselt
peatiikile 2.2.1 ning ldbivoolutsiitomeetria teostati analoogselt peatiikile 2.2.2, erines vaid

sekundaarsel varvimisel kasutatud antikeha lahus.

Sekundaarse antikehaga samaaegselt virviti HEK293 rakud FLAG-mirgise vastase antikehaga,
mis vOimaldas detekteerida ja hiljem analiilisida ainult edukalt transfekteerunud ehk soovitud valke
ekspresseerivaid rakke. FC-puhvrile lisati 1:500 suhtes peatiikis 2.2.2 kasutatud FLAG-margise
vastast antikeha. Primaarsete antikehade seondumise detekteerimiseks kasutati teist sekundaarset
antikeha kui peatiikis 2.2.2, sest Alexa Fluor® 488 fluorestsentsmarker oli juba kasutusel FLAG-
margise vastasel antikehal. FLAG-mérgise vastast antikeha sisaldavale lahusele lisati 1:500 suhtes
Alexa Fluor® 647 fluorestsentsmarkeriga méargistatud inimese IgG F(ab'). fragmendi spetsiifilise
kitse antikeha (Jackson Immunoresearch, kat. nr: 109-606-006) 1 mg/ml lahust 50% gliitserooli
vesilahuses. Lisaks valmistati molema plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakkudest
kontrollkann, millele lisati ainult 1:500 suhtes sekundaarset antikeha sisaldavat lahust. Rakkude
analiilisil kasutati ldbivoolutsiitomeetris sinist ja punast laserit; Alexa Fluor® 647 mirgis
detekteeriti R660 kanalist ning Alexa Fluor® 488 margis B525 kanalist. Jurkat rakkudele FLAG-
mirgise vastast antikeha ei lisatud, kuid sekundaarse antikehana kasutati samuti Alexa Fluor® 647

fluorestsentsmérgisega margistatud sekundaarset antikeha.

2.2.4 NK-rakkude eraldus

NK-rakud eraldati inimese perifeerse vere mononukleaarsetest rakkudest (ingl k peripheral blood

mononuclear cells ehk PBMC-d), mille olid eelnevalt teised laboritdotajad Tartu Ulikooli
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Kliinikumi Verekeskusest saadud separeeritud leukotsiiiitide-trombotsiiiitide kihist eraldanud ja
kiilmutanud (Tervise Arengu Instituudi inimuuringute eetikakomitee otsus nr 1068, ,,Uudsete
antikehade immuunsiisteemi mdjutavate omaduste organismiviline uurimine). Uks kriioviaal
rakke, mis sisaldas 1 ml kiilmutuss66tmes ehk 10% dimetiiiilsulfoksiidi (DMSO) sisaldavas FBS-
is kiilmutatud 60 miljonit PBMC-d, sulatati 1 minuti jooksul 37-kraadises vesivannis.
Rakususpensioon lisati 25 ml 10% FBS-i sisaldava RPMI 1640 so6tmega tuubi ning tuubi

tsentrifuugiti 300 x g juures 5 minutit.

NK-rakkude eraldamiseks kasutati magnetaktiveeritud rakusorteerimist (MACS, ingl k magnetic
activated cell sorting). MACS-puhvri valmistamiseks lisati autoMACS® pesulahusele (Miltenyi
Biotec, kat. nr: 130-091-222) 0.5% loppkontsentratsioonis MACS® BSA Stock Solution (Miltenyi
Biotec, kat. nr: 130-091-376) veise seerumi albumiini (BSA). Tsentrifuugitud PBMC rakkudelt
eemaldati aspireerimise teel supernatant ning rakud resuspendeeriti 20 ml MACS-puhvris. 5 pl
rakususpensiooni segati 5 ul 0,4% triipaansinise lahusega (Gibco) ning rakkude tihedus
suspensioonis maddrati automaatse rakuloenduriga (Invitrogen Countess). Rakususpensiooni
MACS-puhvris tsentrifuugiti uuesti 300 x g juures 5 minutit ning rakkudelt eemaldati aspireerimise
teel supernatant. Rakkudest eraldati NK-rakud kasutades NK-rakkude eraldamise komplekti
(Miltenyi Biotec, kat. nr: 130-092-657) ja jargides tootja protokolli. Liihidalt, PBMC-d
resuspendeeriti 10 miljoni raku kohta 40 pl MACS-puhvris ning rakkudele lisati 10 miljoni raku
kohta 10 pl biotiiniga konjugeeritud antikehade segu (ingl k NK Cell Biotin-Antibody Cocktail),
mis S-minutilise 4°C juures toimunud inkubatsiooni kdigus seondusid muudele rakkudele peale
NK-rakkudele. Seejirel lisati rakkudele 10 miljoni raku kohta 20 pl ferromagneetiliste
mikrokerakeste segu, mis 10-minutilise 4°C juures toimunud inkubatsiooni kéigus seondusid
eelnevalt rakkudele seondunud antikehade kiilge. Rakkude eraldamiseks kasutati MidiMACS™
magnetilist eraldusseadet (Miltenyi Biotec, kat. nr: 130-042-301) ja LS kolonni (Miltenyi Biotec,
kat. nr: 130-042-401). Eraldusseadme kiilge kinnitatud kolonni mérjati esmalt 1 ml MACS-
puhvriga. Seejdrel lisati kolonni eelnevalt toddeldud rakususpensioon, milles olevad
mikrokerakestega seotud rakud jdid kolonni kinni. Kolonnist 1dbivoolav NK-rakke sisaldav
rakususpensioon koguti tuubi. Kolonn pesti 3 ml MACS-puhvriga, mis koguti samuti samasse

tuubi.

Saadud rakususpensiooni MACS-puhvris tsentrifuugiti 300 x g juures 5 minutit. Rakkudelt

eemaldati aspireerimise teel supernatant ning rakud resuspendeeriti 2 ml 10% FBS-i sisaldavas
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RPMI 1640 so6tmes. 5 pl rakususpensiooni segati 5 pl 0,4% triipaansinise lahusega ning rakkude
tihedus suspensioonis médrati automaatse rakuloenduriga. Rakud lahjendati samas s06tmes
tihedusele 1 miljon rakku milliliitris. Rakususpensioonile lisati 1dppkontsentratsioonis 200 IU/ml
inimese interleukiin-2 (IL-2; Miltenyi Biotec, kat. nr: 130-097-744) 20 000 IU/ml vesilahust.
Rakususpensioon jaotati 2-3 ml kaupa 6-kannulise suspensioonikultuuri plaadi kannudesse ning

rakke inkubeeriti 72 h 37°C juures ning kiillastunud veeauru ja 5% CO> keskkonnas.

2.2.5 FEraldatud rakkude iseloomustus ning NK-rakkude osakaalu méiidramine

libivoolutsiitomeetriaga

Peale NK-rakkude kolmepéevast aktivatsiooni lisati 96-kannulise V-pohjaga plaadi nelja kannu 30
000 rakku ning plaati tsentrifuugiti 3 minutit 500 x g juures. Esimese lahuse tegemiseks lisati FC-
puhvrile 1:50 suhtes allofiikotsiianiin (APC) fluorestsentsmérgisega margistatud inimese CD56-
valgu (ingl k Cluster of Differentiation 56) spetsiifilise hiire antikeha 50 pg/ml lahust (BioLegend,
kat. nr: 318310), 1:200 suhtes fluorestseiini isotiotsiianaat (FITC) fluorestsentsmérgisega
margistatud inimese CD3-valgu (ingl k Cluster of Differentiation 3) spetsiifilise hiire antikeha 200
ug/ml lahust (BioLegend, kat. nr: 300306) ning 1:1000 suhtes LIVE/DEAD™ Fixable Aqua surnud
rakkude virvi (Invitrogen, kat. nr: L34965) tootja protokolli jargi lahjendatud lahust DMSO-s.
Teise lahuse tegemiseks lisati FC-puhvrile 1:1000 suhtes LIVE/DEAD™ Fixable Aqua vérvi ning
1:50 suhtes peatiikis 2.2.1 kasutatud PVRIG-valgu vastast antikeha. Kolmanda lahuse tegemiseks
lisati FC-puhvrile 1:1000 suhtes LIVE/DEAD™ Fixable Aqua vérvi ning 1:50 suhtes PVRIG-
valgu vastase antikeha peatiikis 2.2.1 kasutatud isotiiiibi kontrolli antikeha. Lisaks valmistati kolme
jargnevates tapmiskatsetes kasutatava antikeha, ONK1172, ONK1173 ja vastava isotiilibi kontrolli
100 nM lahused.

Tsentrifuugitud plaadi kannudes olevatelt rakkudelt eemaldati supernatant. Kuue kannu rakud
resuspendeeriti 50 pl eelnevalt valmistatud antikehade ja vérvi lahustes, iihe kannu rakud 50 pl FC-
puhvris. Plaati inkubeeriti 30 minutit kiilmkapis 4°C juures. Seejérel pesti rakke kaks korda FC-
puhvriga. Rakkudelt, mida oli vérvitud fluorestsentsmirgistega konjugeeritud antikehadega,
eemaldati supernatant ja resuspendeeriti 150 pl FC-puhvris analiiiisiks 1dbivoolutsiitomeetris.
Rakkudelt, mida oli vérvitud fluoretstsentsmirgisega konjugeerimata antikehadega, eemaldati
supernatant ja resuspendeeriti 1:500 peatiikis 2.2.2 kasutatud sekundaarse antikeha lahuses. Rakke

inkubeeriti 30 minutit kiilmkapis 4°C juures. Seejérel pesti rakke kaks korda FC-puhvriga. Rakud
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resuspendeeriti  1:100 suhtes surnud rakke tuvastavat 7-aminoaktinomiitsiin D (7-AAD;
BioLegend, kat. nr: 420404) vérvi sisaldavas FC-puhvris. Rakke inkubeeriti 5 minutit kiilmkapis

4°C juures.

Rakke analiitisiti 1abivoolutsiitomeetriga labivoolukiirusel 60 pl minutis; igast kannust moddeti 10
000 osakest. Katses kasutati sinist, punast ja lillat laserit. LIVE/DEAD™ Fixable Aqua vérvile
vastav signaal moodeti V525 kanalist, APC virvile vastav signaal R660 kanalist, PE virvile vastav
signaal B585 kanalist, FITC vérvile vastav signaal B525 kanalist ja 7-AAD virvile vastav signaal
B690 kanalist. Kuna kasutatud virvide emissioonispektrites esineb kattuvusi, teostati enne
proovide modtmist ldbivoolutsiitomeetris ka kompensatsioon VersaComp antikeha sidumise

komplektiga (Beckman Coulter, kat. nr: B22804).

2.2.6 Tapmiskatsed trastuzumab antikehaga

PVRIG-valgu vastaste antikehade efekti uurimiseks sobiliku trastuzumabi kontsentratsiooni
madramiseks uuriti esmalt trastuzumabi efekti NK-rakkude vahendatud kasvajarakkude tapmise
stimuleerimisel. Trastuzumab toodeti Icosagenis nime all ICF1083. Sihtmérkrakuliinina kasutati
rinna duktaalse kartsinoomi rakuliini HCC1954 (ATCC). Rakke kasvatati 10% FBS-i sisaldavas
1x RPMI 1640 s66tmes kinnituva kultuurina T-75 rakukultuurikolvis 37°C juures ning kiillastunud

veeauru ja 5% CO; keskkonnas. Rakud passeeriti iga 3-4 pdeva tagant.

Tapmiskatseks voeti rakud esmalt kolvi pinnalt lahti. Selleks eemaldati kolvist aspireerimise teel
rakkudel olev s66de, kolbi loputati 5 ml PBS-iga ning lisati 2 ml 0,25% triipsiinilahust (Gibco).
Plaati hoiti 3-5 minutit 37°C juures inkubaatoris ning seejdrel neutraliseeriti triipsiinis
suspendeerunud rakud 4 ml 10% FBS-i sisaldava RPMI 1640 s66tmega. Rakutihedus méérati
automaatse rakuloenduriga ning kahte eraldi tuubi lisati 2 miljonit rakku. Tuube tsentrifuugiti 500

X g juures 3 minutit.

Sihtmirkrakkude vérvimiseks kasutati karboksiifluorestseiini suktsiinimidiitilestri (CFSE, ingl k
carboxyfluorescein succinimidyl ester) 5 mM lahust DMSO-s, mis lahjendati 2% FBS-i sisaldavas
PBS-is kontsentratsioonile 1 uM. Tsentrifuugitud tuubides eemaldati rakkudelt supernatant ning
ithes tuubis suspendeeriti rakud CFSE lahuses, teises vdrvimata kontrolliks 2% FBS-i sisaldavas
PBS-is. Rakke hoiti toatemperatuuril pimedas 5 minutit, seejirel lisati virvingu 1dpetamiseks
molemasse tuubi 2 ml FBS-i ning rakke hoiti uuesti toatemperatuuril pimedas 5 minutit. Tuube

tsentrifuugiti 500 x g juures 3 minutit, rakud suspendeeriti 5 ml 2% FBS-i sisaldavas PBS-is ning
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tsentrifuugiti uuesti 500 x g juures 3 minutit. Rakke pesti sel viisil kokku kolm korda. Seejérel
resuspendeeriti rakud 2 ml 10% FBS-i sisaldavas RPMI 1640 so6tmes ning rakkude tihedus

méiirati automaatse rakuloenduriga.

Trastuzumab antikehast valmistati 40 nM lahus 10% FBS-i sisaldavas RPMI 1640 s66tmes, millest
tehti kiimnekordse sammuga lahjenduste rida kokku viie eri kontsentratsiooniga. 96-kannulise U-
pohjaga plaadi kannudesse lisati 10 000 CFSE-ga virvitud HCC1954 rakku, lisaks tehti
kontrollkann vérvimata rakkudega. Sihtmarkrakke sisaldavatesse kannudesse lisati NK-rakke
vastavalt testitavale E:T suhte (ingl k effector cell: target cell ratio, efektor- ehk NK-rakkude ning
sihtmirk- ehk kasvajarakkude arvu suhe) véértusele, osadesse kannudesse jéeti kontrolliks ainult
sthtmérkrakud. CFSE-ga vérvitud sihtmérkrakke ja NK-rakke sisaldavatesse kannudesse lisati 50
pl valmistatud antikeha lahuseid; lisaks tehti ilma antikehata kontrollkannud. Koikidesse
kannudesse lisati selline hulk 10% FBS-i sisaldavat RPMI 1640 soodet, et 10plik maht oleks igas
kannus 200 pl. Plaati hoiti 4 tundi 37°C juures inkubaatoris.

Peale inkubatsiooni tsentrifuugiti plaati 5 minutit 300 x g juures. Surnud rakke tuvastava vérvi TO-
PRO-3 (Invitrogen, kat nr: T3605) 10 uM lahust lahjendati 1:40 suhtes FC-puhvris. Rakkudelt
eemaldati supernatant ning resuspendeeriti 150 pul TO-PRO-3 lahuses; plaati hoiti 15 minutit
toatemperatuuril pimedas. Uhe kontrollkannu rakud resuspendeeriti TO-PRO-3 lahuse asemel FC-
puhvris. Plaati tsentrifuugiti 5 minutit 300 x g juures, rakkudelt eemaldati supernatant ning
resuspendeeriti 100 ul FC-puhvris. Seejdrel analiilisiti rakke ldbivoolutsiitomeetriga
labivoolukiirusel 90 pl minutis; igat kannu moddeti 40 sekundit. Katses kasutati sinist ja punast
laserit; CFSE vérvile vastav signaal mooddeti B525 kanalist ning TO-PRO-3 vérvile vastav signaal

R660 kanalist.

2.2.7 Tapmiskatsed trastuzumabi ja PVRIG-valgu vastaste antikehadega

Eelnevate seondumiskatsete tulemuste pdhjal teostati tapmiskatsed antikehadega ONKO0396 ja
ICF1527. Tapmiskatsetes kasutati antikehade ONKO0396 ja ICF1527 modifitseeritud Fc-
fragmendiga versioone, uute nimedega vastavalt ONK1172 ja ONK1173, mis valmistati Icosageni
tuumiklaborites. Antikehade raske ahela Fc-fragmendi jarjestuses tehti kolm asendust: Kabat’
nummerdussiisteemi jirgi asendati aminohappe positsioonidel 234 ja 235 alaniin leutsiiniga ning
positsioonil 331 proliin seriiniga. Nende mutatsioonide tulemusena ei seondu antikeha Fc-fragment

enam immuunrakkudel, sh NK-rakkudel, ekspresseeritavatele Fcy-retseptoritele, mistottu ei kdivitu
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ADCC protsess ning NK-rakud ei riinda rakke, millele antikehad seondunud on (Kurnellas jt,
2023). Kuna PVRIG-valgu vastased antikehad blokeerivad immuunkontrollpunkti signaali,
seondudes immuunrakkudel ekspresseeritavale PVRIG-valgule, kiivituks antikehade Fc-
fragmendi seondumisel Fcy-retseptoritele immuunvastus hoopis immuunrakkude endi vastu,
mistdttu on see seondumine ebasoovitav. Kuna muudeti vaid antikehade Fc-fragmenti ning
antigeeni seondumissaidid jdid endiseks, on antikehadel ONKI1172 ja ONKI1173 samad
seondumisomadused kui nende eellasmolekulidel ONKO0396 ja ICF1527. Isotiiiibi kontrollina
kasutati antud katsetes Icosagenis toodetud mitterelevantse valgu vastast samade Fc-fragmendi

modifikatsioonidega antikeha ONK1092.

Peatiikis 2.2.6 kirjeldatud katsete tulemuste ning eelkatsete pohjal, milles testiti erinevaid
trastuzumabi kontsentratsioone kombinatsioonis PVRIG-valgu vastaste antikehadega erinevatel
E:T suhete véartustel, valiti edasisteks katseteks trastuzumabi kontsentratsiooniks 0,05 nM ning
E:T suhte vddrtuseks 5:1. ONK1172, ONK1173 ja isotiiiibi kontrolli antikehadest valmistati 400
nM lahused 10% FBS-i sisaldavas RPMI 1640 s66tmes, millest tehti kiimnekordse sammuga
lahjenduste rida kokku kuue eri kontsentratsiooniga. Katse viidi 14bi peatiikis 2.2.6 kirjeldatud
meetodil, lisades kannudesse 50 ul ONK1172, ONK1173 ja isotiilibi kontrolli antikeha lahuseid
ning 50 pl 0,2 nM trastuzumabi lahust. Lisaks tehti ainult trastuzumabi, CFSE-ga virvitud
sihtmirkrakke ning NK-rakke sisaldavad kontrollkannud.

Paralleelselt kirjeldatud tingimustele testiti ka ONK1172, ONKI1173 ja isotiilibi kontrolli
antikehade efekti tapmiskatsetes ilma trastuzumab antikehata. Selleks teostati katse analoogselt

eelmises 10igus kirjeldatule, kuid ei lisatud trastuzumab antikeha.

2.2.8 Andmeanaliiiis

Labivoolutsiitomeetria katsete toorandmed analiiiisiti FlowJo tarkvaras (FlowJo LLC, versioon
10.9.0). Seondumiskatsete (peatiikkid 2.2.1-2.2.3) analiiiisiks eraldati andmetest esmalt
andmepunktid, mis vastasid tervetele rakkudele. Selleks tehti FlowJo tarkvaras kdikidest moddetud
proovidest hajuvusdiagrammid, mille iihel teljel on osakeste FSC-H ehk valguse ettepoole
hajumise signaali kdrgus (ingl k forward scatter height) ja teisel teljel SSC-H ehk valguse
kiilghajumise signaali korgus (ingl k side scatter height). FSC-H védrtus on seotud mdddetud
osakese suurusega ning SSC-H véirtus osakese granulaarsusega, mistdttu moodustavad sama

rakuliini rakud sellisel hajuvusdiagrammil selge klastri ning neid on vdimalik eristada surnud
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rakkude jadnustest, rakuviélistest vesiikulitest jm edasiseks analiiiisiks ebasobivatest osakestest (vt
joonis 2A). Eraldatud klastrisse kuuluvatest andmepunktidest tehti uus hajuvusdiagramm, mille
iihel teljel on osakeste FSC-H ja teisel teljel FSC-A ehk ettepoole hajumise signaali pindala (ingl
k forward scatter area). Kui laser 1dbib iiksiku raku, on sama rakuliini rakkude puhul FSC-H ja
FSC-A signaalide suhe vordlemisi konstante, kuid agregeerunud rakkude puhul on signaalide suhe
erinev. Seetdttu moodustavad iiksikrakud sellisel hajuvusdiagrammil kitsa diagonaalse klastri, mis

voimaldab need eristada edasiseks analiiiisiks ebasobivatest rakukobaratest (vt joonis 2B).
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Joonis 2. Edasiseks analiiiisiks sobivate rakkude eraldamine koigist libivoolutsiitomeetriga
mooddetud andmepunktidest. Joonisel on toodud ndide analiiiisist {ihe Jurkat rakke sisaldava
proovi puhul. A) Tervete rakkude eraldamine koigist andmepunktidest. Terved rakud
moodustavad {imara klastri FSC-H ja SSC-H hajuvusdiagrammil. B) Uksikrakkude eraldamine
tervetest rakkudest. Uksikrakud moodustavad kitsa diagonaalse klastri FSC-H ja FSC-A
hajuvusdiagrammil.

FlowJo programmiga arvutati eraldatud tiksikrakkude populatsiooni fluorestsentsi intensiivsuse
pindala mediaanvdiartus (MFI, ingl k median fluorescence intensity) kasutatud
fluorestsentsmairgisele vastavas kanalis. Proovidele arvutati MFI suhte viirtus, jagades uuritava
antikehaga véarvitud proovi MFI viértuse vastava rakutiitibi (Jurkat, PVRIG- ja CD19-valke
kodeerivate plasmiididega transfekteeritud ning transfekteerimata HEK293) samas korduskatses
isotliiibi kontrolli antikehaga véarvitud proovi MFI viairtusega. MFI suhte vairtus iile 1,5 viitab
uuritava antikeha seondumisele rakkudele; mida kdrgem on MFI suhe, seda tugevam on
seondumine. MFI suhte vdirtust mojutab ka seondumissaitide hulk: mida rohkem on kohti, kuhu
antikeha seonduda saab, seda rohkem antikehamolekule rakkudele seondub ning seda korgem on

fluorestsentsi vaartus.

Spetsiifiliste antikehade ja isotiiiibi kontrolli kontsentratsioonisdltuva seondumise HEK293

rakkude katsetulemuste andmetes eraldati iiksikrakkudest FLAG-positiivsed rakud, millele oli
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seondunud FLAG-mérgise vastane antikeha. Selleks tehti FlowJo tarkvaraga iiksikrakkudest
histogramm, mille x-teljel on kiimnendlogaritm modddetud fluorestsentsi intensiivsuse pindalast
kanalis B525; x-telg on jaotatud 256 vordse laiusega tulbaks ning y-teljel on vastavasse tulpa
kuuluvate fluorestsentsi intensiivsusega osakeste arv. Histogrammi pohjal eraldati iiksikrakkudest
rakud, mille pinnal oli FLAG-mérgis ehk mis olid edukalt transfekteerunud ning ekspresseerisid
PVRIG-vdi CD19-valku (vt joonis 3). Edasi arvutati selle populatsiooni pdhjal MFI viirtused
analoogselt eelmises 10igus kirjeldatule. Jurkat rakkudel arvutati MFI vaartused koigi tiksikrakkude

pohjal.
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Joonis 3. FLAG-mirgist ekspresseerivate rakkude eraldamine PVRIG- voi CD19-valku
kodeeriva plasmidiga transfekteeritud HEK293 iiksikrakkudest. Graafikul on esitatud niide
ithe PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud rakke sisaldava proovi puhul (sinine),
kontrolliks on samade rakkude vérvimata proov (punane). FLAG-mirgise detekteerimiseks
inkubeeriti rakke samaaegselt sekundaarse antikehaga ka Alexa Fluor® 488 FLAG-maérgise vastase
antikehaga (vt ptk 2.2.3), millele vastava signaali tugevus on esitatud histogrammi x-teljel.

Spetsiifiliste antikehade ja isotiiiibi kontrolli jaoks arvutati GraphPad Prism tarkvaras koikidele
rakutiiiipidele seondumise kontsentratsioonikdverad, kasutades 4-parameetrilist logistilist mudelit
(vt joonis 8). Sama mudeliga arvutati modlemale PVRIG-valgu vastasele antikehale Jurkat ja
PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakkudele seondumise niiline Kp
(ingl k equilibrium dissociation constant) ehk kontsentratsioon, millel seondumise tugevus ehk

MFTI viirtus on pool maksimaalsest.

Mairamaks, kas PVRIG-valku ekspresseerivatele rakkudele seondumise Kp véértused erinevad
kahel spetsiifilisel antikehal statistiliselt oluliselt, teostati 4-parameetrilise logistilise mudeliga
kontsentratsioonikdverate arvutamisel GraphPad Prism tarkvaras lisaks ka mudeleid vordlev

statistiline test, ingliskeelse nimega extra sum-of-squares F test. Testis vorreldi ainult PVRIG-
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valgu vastaseid antikehi ilma isotiiiibi kontrollita. See statistiline test méérab, kas keerukam mudel,
millel on eraldi parameetrid, antud juhul Kp vairtused, kummagi antikeha jaoks, kirjeldab andmeid
oluliselt paremini kui lihtsam mudel, kus need on modlemale antikehale samad. Testi tulemusena
arvutatakse p-véirtus, mis vastab tdendosusele, et erinevus kahe antikeha parameetrites on
tekkinud juhuslikult, eeldusel, et tegelikult parameetrid ei erine. Test teostati molema antikeha

seondumisel modlemale rakutiiiibile.

PBMC-dest eraldatud NK-rakkude analiiiisil eraldati LIVE/DEAD™ Fixable Aqua virvile vastava
V525 kanali signaali abil iiksikrakkudest elusad rakud. Selleks tehti analoogselt eelnevalt
kirjeldatud FLAG-positiivsete rakkude eraldamisele histogramm, millest eraldati edasiseks
analiiisiks LIVE/DEAD™ Fixable Aqua virviga mittevarvunud ehk madalama signaaliga
populatsioon. Seejirel tehti elusrakkudest hajuvusdiagramm, mille x-teljel on APC virvile ehk
CD56-valgu ekspressioonile vastav R660 kanalis mdddetud signaal ning y-teljel FITC vérvile ehk
CD3-valgu ekspressioonile vastav B525 kanalis moddetud signaal. NK-rakkude osakaal miérati
kui CD56-positiivsete ja CD3-negatiivsete rakkude osakaal elusrakkudest (vt joonis 4). NK-
rakkude PVRIG-valgu ekspressiooni ja antikehade ONKI1172 ning ONKI1173 seondumise
analiiiisil eraldati esmalt analoogselt elusad tliksikrakud ning seejirel arvutati MFI suhte vaartused
jagades proovi MFI viirtuse vastava isotiilibi kontrolli antikehaga varvitud proovi MFI véértusega.
Kahe doonori MFI suhete erinevuse statistilise olulisuse testimiseks teostati GraphPad Prism

tarkvaras kahepoolne t-test.
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Joonis 4. NK-rakkude osakaalu miiramine elusatest iiksikrakkudest. Graafikul on esitatud
ndide ithe doonori PBMC-dest NK-rakkude eraldamise komplektiga eraldatud rakkude puhul
(sinine), kontrolliks on samade rakkude virvimata proov (punane). Graafikul on niidatud
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LIVE/DEAD™ Fixable Aqua surnud rakkude vérviga mitte viarvunud ehk elus rakkude APC-
konjugeeritud CD56-valgu vastase antikeha ja PE-konjugeeritud CD3-valgu vastase antikeha
varving (vt ptk 2.2.5). CD56-valgu ekspressioonile vastava signaali tugevus on esitatud x-teljel,
CD3-valgu oma y-teljel. NK rakud on CD56-positiivsed ja CD3-negatiivsed.

Tapmiskatsete tulemuste analiitisil tehti mdddetud osakestest hajuvusdiagramm, mille y-teljel on
moddetud signaali vadrtus B525 kanalis ning x-teljel signaali vairtus R660 kanalis. B525 kanali
signaali pohjal eraldati CFSE-ga vérvitud rakud ehk sihtmirkrakud (vt joonis 5A). Sellest
rakupopulatsioonist eraldati R660 kanali signaali pdhjal surnud rakud ning méérati surnud

sthtmirkrakkude osakaal koigi sihtmérkrakkude hulgas (vt joonis 5B).
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Joonis 5. Surnud rakkude osakaalu méiramine koigist sihtmirkrakkudest. Joonisel on
toodud nédide analiiiisist {ihe sihtmérk- ja NK-rakke sisaldava proovi puhul. A) Sihtméarkrakkude
eraldamine koigist moodetud osakestest. Sihtmirkrakud on virvitud CFSE-ga (vt ptk 2.2.6),
mistottu on nende signaal B525 kanalis teiste osakeste omast tugevam. Sinisega on esitatud
varvitud sihtmirkrakkudega proov, punasega CFSE-ga viérvimata sihtmérkrakkudega
kontrollproov. B) Surnud rakkude osakaalu méiramine koigist sihtmirkrakkudest. Surnud
rakud on vdrvunud TO-PRO-3 vérviga (vt ptk 2.2.6), mistottu on nende signaal R660 kanalis teiste
osakeste omast tugevam. Sinisega on esitatud virvitud rakkudega proov, punasega TO-PRO-3-ga
varvimata kontrollproov.

Madratud surnud rakkude osakaalud normaliseeriti samas korduskatses moddetud kontrollproovide
suhtes. Kuna igas korduskatses tehti kontrollproovidest mitu kannu, arvutati eelnevalt ka nende
aritmeetiline keskmine. Soltuvalt vajadusest kasutati kontrollproovidena kas ainult sihtmirk- ja
NK-rakke sisaldavaid proove voi sihtmérkrakke, NK-rakke ja konstantsel kontsentratsioonil

trastuzumabi sisaldavaid proove. Normaliseerimiseks arvutati spetsiifiline liilis valemiga
x-y
100-y

% 100, kus x on surnud sihtméarkrakkude protsent uuritavas tingimuses ja y keskmine surnud
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sihtmirkrakkude protsent kontrollproovides. See arvutuskiik normaliseerib tulemused uuritavast
antikehast mitte sdltuva rakusurma suhtes, mis v3ib varieeruda erinevate korduskatsete ja erinevate
doonorite vahel, ning vdimaldab hinnata antikehast pShjustatud tapmise efektiivsust. Spetsiifilise
liiisi véartus 0 viitab kontrollprooviga vordsele surnud sihtmérkrakkude osakaalule, vaartus 100

kdigi sihtmérkrakkude surmale.

Tapmiskatsete andmetest arvutati antikehadele kontsentratsioonikdverad, mis nditavad spetsiifilise
liisi  sOltuvust antikeha kontsentratsioonist.  Selleks kasutati sarnaselt seondumise
kontsentratsioonikdveratele GraphPad Prism tarkavaras 4-parameetrilist logistilist mudelit.
Poolmaksimaalne efektiivne kontsentratsioon EC50 ehk antikeha kontsentratsioon, mille puhul
spetsiifilise liilisi suurus on pool katses tdheldatud maksimaalsest tasemest, arvutati sama mudeliga.
Erinevate kurvide vordlemiseks teostati ka eelnevalt kirjeldatud statistiline test extra sum-of-

squares F test, vorreldes korraga koiki parameetreid ehk terveid kurve.

Lisaks GraphPad Prism ja FlowJo tarkvaradele kasutati andmeanaliiiisiks ka programmi Microsoft
Excel. Graafikutel esitatud andmepunktid on leitud katsekorduste aritmeetilise keskmisena,
vearibad véljendavad keskmise standardviga. Statistiliste testide, extra sum-of-squares F test voi t-
testi tulemused on esitatud vastavatel joonistel, kus “ns” vastab testi p-véartusele >0,05, * p-
vadrtusele <0,05, ** p-véirtusele <0,01, *** p-véirtusele <0,001 ja **** p-vairtusele <0,0001.
Katsekorduste arv on toodud iga joonise all. Illustratiivsete jooniste tegemiseks kasutati Biorender

platvormi.

2.3 Tulemused ja arutelu
2.3.1 Seondumiskatsed

Icosagenis on varasemalt loodud iiheksa PVRIG-valgu vastast antikeha, et hinnata nende
voimekust blokeerida PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti ning seeldbi aktiveerida
kasvajavastast immuunvastust. Viie antikeha loomiseks kasutati Icosagenis vilja to6tatud kanade
immuniseerimise ja HybriFree B-rakkude kloneerimise meetodeid (Kivi jt, 2016). Esmalt
immuniseeriti kanad PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga ning PVRIG-valku kandvate
viiruslaadsete partiklitega (VLP), misjirel kanade pdrnad eemaldati ja homogeniseeriti
iiksikrakulise suspensioonini. PVRIG-valku kandvatele VLP-dele seonduvad B-rakud liiiisiti ja
nende antikeha kerget ja rasket ahelat kodeerivad jirjestused kloneeriti antikeha kodeerivasse

vektorisse, mis ekspresseeriti CHO (ingl k Chinese Hamster Ovary) rakkudes. Toodetud
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antikehadest valiti vilja vaid PVRIG VLP-dele ning mitte mock-VLP-dele seonduvad kloonid,
mida edasi testiti kiesoleva bakalaureuset6d raames. Lisaks leiti neli antikeha faagidisplei
meetodil, kus faagi raamatukogu loodi Hybrifree selekteeritud materjali alusel ning selektsioonis
kasutati lisaks VLP-dele ka Jurkat rakke. Faagi pinnal ekspresseeritud antikehad, mis seondusid
vaid PVRIG VLP-dele ning mitte mock-VLP-dele, valiti vélja ja toodeti CHO rakkudes kéesoleva

to0 raames testimiseks.

Icosagenis avastatud PVRIG-valgu vastaste antikehade spetsiifilise seondumise hindamiseks
kasutati Jurkat ja transfekteeritud HEK293 rakke. Esmalt hinnati antud rakuliinide sobivust,
modtes nende PVRIG-valgu ekspressiooni labivoolutsiitomeetriaga (vt Lisa 1). Tulemustest
ilmneb, et Jurkat ja PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakud
ekspresseerivad PVRIG-valku, CD19-valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud ning
transfekteerimata HEK293 rakud mitte. Seega sobivad esimesed kaks rakutiiiipi iseloomustamaks
testitavate antikehade seondumist PVRIG-valgule ning teised kaks rakutiilipi kontrollimaks

seondumise spetsiifilisust voi ebaspetsiifilisust.

2.3.1.1 Koik uuritud antikehad seonduvad PVRIG-valku endogeenselt ekspresseerivatele
Jurkat rakkudele

Jurkat rakkudel baseeruva mudeli sobivuse kinnitamise jargselt uuriti, kas Icosagenis avastatud
PVRIG-valgu vastased antikehad seonduvad endogeenselt PVRIG-valku ekspresseerivatele
rakkudele. Voime seonduda endogeenselt ekspresseeritud PVRIG-valgule on oluline antikehade
funktsionaalsuse seisukohast, sest nende potentsiaalne kasvajavastane immuunvastus pohineb
seondumisel immuunrakkudel ekspresseeritavale PVRIG-valgule. Jurkat rakkude vérvimisel

uuritud antikehadega saadud MFI suhete véértused on esitatud joonisel 6.
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Joonis 6. Icosagenis loodud PVRIG-valgu vastaste antikehade seondumine Jurkat rakkudele.
Rakke inkubeeriti 200 nM antikeha lahustes, seondumise detekteerimiseks kasutati Alexa Fluor®
488 fluorestsentsmargisega konjugeeritud sekundaarset antikeha (vt ptk 2.2.2). MFI suhte vairtus
arvutati testitava PVRIG-valgu vastase antikeha MFI véirtuse jagamisel samas korduskatses
isotiilibi kontrolli antikehaga vérvitud proovi MFI viirtusega. Kontrollidena on kasutatud ainult
sekundaarse antikehaga ja CHA.7.518 antikehaga varvitud proovi. Katsetulemused pohinevad
kolmel iseseisval korduskatsel. Horisontaalne katkendjoon graafikutel vastab MFI suhte viirtusele
L,5.

Jooniselt 6 ilmneb, et kdikide testitud antikehade puhul on Jurkat rakkudele seondumisel MFI suhte

vadrtus tile 1,5. Seega seonduvad antikehad PVRIG-valku endogeenselt ekspresseerivatele Jurkat

rakkudele.

2.3.1.2 Antikehad ONK0396, ICF1527 ja ICF1528 seonduvad spetsiifiliselt PVRIG-valgule

Transfekteeritud HEK293 rakkudel baseeruva mudeli sobivuse ning ko&ikide antikehade
endogeenselt PVRIG-valku ekspresseerivatele rakkudele seondumise kinnitamise jargselt uuriti,
kas antikehad seonduvad spetsiifiliselt just PVRIG-valgule. Selleks moddeti seondumist PVRIG-
valku tileekspresseerivatele ja mitte-ekspresseerivatele HEK293 rakkudele. Rakkude vérvimine
FLAG-mirgise vastase antikehaga kinnitas transfektsiooni dnnestumise kdigis korduskatsetes (vt
Lisa 2). PVRIG- ja CD19- valke kodeerivate plasmiididega transfekteeritud ning transfekteerimata
HEK293 rakkude vérvimisel uuritud antikehadega saadud MFI suhete véirtused on esitatud

joonisel 7.
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Joonis 7. PVRIG-valgu vastaste antikehade seondumine PVRIG-valku (A) ja CD19-valku (B)
kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud ja transfekteerimata (C) HEK-293 rakkudele. Rakke
inkubeeriti 200 nM antikeha lahustes, seondumise detekteerimiseks kasutati Alexa Fluor® 488
sekundaarset antikeha (vt ptk 2.2.2). MFI suhte vairtus arvutati PVRIG-valgu vastase antikeha
MFI védrtuse jagamisel sama rakutiiiibi samas korduskatses isotiilibi kontrolli antikehaga vérvitud
proovi MFI véirtusega. Kontrollidena on kasutatud ainult sekundaarse antikehaga ja CHA.7.518
antikehaga vérvitud proovi. Katsetulemused pdhinevad kolmel iseseisval korduskatsel.
Horisontaalne katkendjoon graafikutel vastab MFI suhte vairtusele 1,5.

Jooniselt 7A ilmneb, et koikide testitud antikehade puhul on PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga
transfekteeritud HEK293 rakkudele seondumisel MFI suhte vairtus iile 1,5 ehk antikehad
seonduvad PVRIG-valku iileekspresseerivatele HEK293 rakkudele. Jooniselt 7B ilmneb, et
koikide testitud antikehade puhul peale ONK0396, ONKO0398, ICF1527 ja ICF1528 on ka CD19-

valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud rakkudele seondumisel MFI suhte véirtus iile 1,5.
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Kuna need rakud PVRIG-valku ei ekspresseeri, on neile scondumine ebaspetsiifiline. Jooniselt 7C
ilmneb sama trend seondumisel transfekteerimata HEK293 rakkudele, kuid antikehal ONK0398
on keskmine MFI suhte véirtus tile 1,5. Seega seonduvad ainult antikehad ONK 0396, ICF1527 ja
ICF1528 spetsiifiliselt PVRIG-valgule.

Terapeutiliste antikehade arendamisel on antikeha spetsiifilisus ehk vdime seonduda ainult
soovitud sihtmérgiga, viltides mittespetsiifilisi interaktsioone teiste molekulidega, olulise
tahtsusega. Ebaspetsiifilised interaktsioonid voOivad organismis tekitada soovimatuid
korvaltoimeid, samuti eemalduvad ebaspetsiifiliselt seonduvad antikehad kiiremini organismist
(Datta-Mannan, 2015). Jain jt (2016) analiitisisid 137 kliiniliste katsete teise v1 kolmandasse faasi
joudnud voi kasutusele lubatud terapeutilist antikeha, sealhulgas mitmeid immuunkontrollpunkti
inhibiitoreid, ning leidsid, et kliinilised katsed edukalt ldbinud antikehadel on keskmiselt
madalamad ebaspetsiifilist seondumist néitavate tunnuste viirtused kui antikehadel, mis kliinilisi
katseid ldbinud pole. Jooniselt 7 ilmneb huvitaval kombel, et positiivse kontrollina kasutatud
antikeha CHA.7.518 seondub PVRIG-valku mitte-ekspresseerivatele CD19-valku kodeeriva
plasmiidiga transfekteeritud ja transfekteerimata HEK293 rakkudele tugevamalt kui Icosagenis

arendatud antikehad, seega on sellel tugevam ebaspetsiifiline seondumine.

COM701 antikeha on teaduskirjanduses kirjeldatud spetsiifiliselt PVRIG-valgule seonduva
antikehana (Whelan jt, 2019), mistottu ei pruugi CHA.7.518 antikeha siiski vastata COM701-le.
Spetsiifilisus on oluline nii antikehade ohutuse kui tohususe seisukohast, seetdttu mindi kdesolevas
t00s jargnevate katsetega edasi spetsiifiliselt PVRIG-valgule seonduvate antikehadega; CHA.7.518

antikeha kontrollina edasistes katsetes ei kaasatud.

Edasistes katsetes testimiseks valiti antikehad ONK0396 ja ICF1527, sest pilootkatsetes (andmeid
kdesolevas t00s ei esitata), mille pdhjal algselt valik tehti, tdheldati ICF1528 antikeha puhul
seondumist transfekteerimata HEK293 rakkudele. Kuigi t66s esitatud pohjalikumate
seondumiskatsete tulemused niitavad ka ICF1528 antikeha puhul spetsiifilist scondumist PVRIG-
valgule, otsustati kdesolevas t60s ajakava ja t60 mahuga arvestades edasi litkuda siiski vaid
antikehadega ONKO0396 ja ICF1527. Projekti edasisel arendamisel viljaspool kiesolevat

bakalaureusetodd voib olla otstarbekas edasi uurida ka antikeha ICF1528 funktsiooni.
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2.3.1.3 ICF1527 on madalama niilise Kp véirtusega kui ONK0396

Edasi analiiiisiti spetsiifiliste antikehade ONKO0396 ja ICF1527 kontsentratsioonisdltuvat
seondumist, et vorrelda nende seondumise afiinsust. Selleks moddeti seondumist erinevatel
antikeha kontsentratsioonidel PVRIG-valku endogeenselt ekspresseerivatel Jurkat rakkudel,
iileekspresseerivatel HEK?293 rakkudel ning mitte-ekspresseerivatel HEK293 rakkudel.
Antikehade kdigile rakutiiiipidele seondumise kontsentratsioonikdverad on esitatud joonisel 8,
lisaks on esitatud statistilise testi tulemused niilise Kp vordlemisel. Antikehade Jurkat ja PVRIG-
valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakkudele seondumise néilised Kp vaértused

on esitatud tabelis 1.

A Jurkat rakud B PVRIG HEK293 rakud
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Joonis 8. Antikehade ONK0396 ja ICF1527 kontsentratsioonist soltuv seondumine Jurkat
(A) ja PVRIG- (B) voi CD19-plasmiidiga (C ja D) transfekteeritud HEK293 rakkudele.
Joonistel C ja D on kujutatud samad andmed eri teljestikes; joonis C sobivas y-telje vahemikus
vordluseks joonisega B ning joonis D sobivas vahemikus molekulide omavaheliseks vordluseks.
Rakke inkubeeriti eri kontsentratsiooniga antikeha lahustes, seondumise detekteerimiseks kasutati
Alexa Fluor® 647 fluorestsentsmérgisega konjugeeritud sekundaarset antikeha. HEK293 rakkude
puhul kasutati lisaks FLAG-mirgise vastast antikeha ning edasises analiiiisis kasutati vaid FLAG-
mirgist ekspresseerivaid rakke (vt ptk 2.2.3). MFI védrtus arvutati Alexa Fluor® 647
fluorestsentsmargisele vastavas kanalis. Katsetulemused pohinevad kolmel iseseisval korduskatsel.
Joonistel A ja B on kujutatud ka statistilise testi tulemused antikehade ONK0396 ja ICF1527 niilise
Kp véirtuste vordlusel.
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Tabel 1. Antikehade Ab3 ja Ab6 niilise Kp parimad sobivusviirtused seondumisel Jurkat ja
PVRIG valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakkudele. Niilised Kp
védartused arvutati, rakendades joonisel 8 kujutatud MFI véértustele 4-parameetrilist logistilist
mudelit. Arvutused pohinevad kolmel iseseisval korduskatsel.

Antikeha Jurkat niiline Kp | PVRIG HEK?293 niiline Kp

ONK0396 | 0,891 nM 1,74 nM
ICF1527 0,0811 nM 0,877 nM

Jooniselt 8C ilmneb, et testitud kontsentratsioonivahemikus ONKO0396 ega ICF1527 antikeha
CD19-valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakkudele ei seondu ehk
ebaspetsiifilist seondumist ei toimu, nagu varasemalt demonstreeriti ka kontsentratsioonil 200 nM
joonisel 7B. Joonistelt 8A ja 8B ilmneb, et nii Jurkat kui PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga
transfekteeritud HEK293 rakkudele seonduvad mdlemad antikehad. Mdlema rakutiitibi puhul on
antikehal ICF1527 kontsentratsioonikdvera iilemisel platootasemel MFI vdirtus korgem kui
antikehal ONKO0396. Erinevus viitab sellele, et molemal rakutiiiibil on antikeha ICF1527
seondumissaite rohkem kui antikecha ONKO0396 omi. See voOib tuleneda sellest, et antikeha
ONKO0396 epitoop ehk spetsiifiline regioon PVRIG-valgul, mida antikeha &ra tunneb, on antud
rakutiitipidel vdhem kittesaadav kui antikeha ICF1527 oma, nditeks valgu struktuuri,

posttranslatsiooniliste modifikatsioonide, steerilise takistuse vms tottu.

Tabelist 1 ilmneb, et antikehal ICF1527 on Kp vaartus madalam kui antikehal ONK 0396 nii Jurkat
kui PVRIG-valku kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud HEK293 rakkudele seondumisel.
Joonistelt 8A ja 8B ilmneb, et olulisuse nivoo p < 0,05 korral on niilise Kp védrtused kahel
antikehal molemale rakutiilibile seondumisel statistiliselt oluliselt erinevad. Seega on antikehal
ICF1527 nii seondumisel PVRIG-valku endogeenselt ekspresseerivatele rakkudele kui ka
seondumisel tlileekspresseeritud PVRIG-valgule madalam Kp vairtus kui antikehal ONK0396.

Kp védrtus iseloomustab antikeha afiinsust ehk mittekovalentse sideme tugevust antikeha ja
antigeeni vahel, kirjeldades iihe konkreetse molekulaarse interaktsiooni tugevust. Kp on
seondumise dissotsiatsioonikontsandi kofr ja assotsiatsioonikonstandi kon jagatis; kon iseloomustab
antikeha-antigeeni kompleksi moodustumise ning ko selle spontaanse lagunemise kiirust. Madal
Kp véiértus viitab antikehale, mille puhul ko on madal ja kon on korge ehk antikeha-antigeeni
kompleks moodustub kiirelt ning on stabiilne; kdrge Kp véértusega antikeha puhul on seondumine
aeglasem ja kompleks vihem piisiv. Seega, mida madalam on antikeha Kp, seda tugevamalt seob

see antikeha ning seda kdrgem on afiinsus.
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Terapeutiliste antikehade arendamisel on antikeha afiinsus olulise tdhtsusega. Korge afiinsusega
terapeutilised antikehad seonduvad sihtmérkidele tugevalt juba madalal kontsentratsioonil, mis
tostab madala afiinsusega antikehadega vorreldes ravimi efektiivsust ja vdimaldab kasutada
madalamaid ravimidoose, mis omakorda vdib vihendada ravi maksumust ning korvaltoimete riski
(Shulgin jt, 2020). Immuunkontrollpunkti inhibiitorite puhul on oluline, et antikeha
seondumiskohad oleksid pidevalt maksimaalselt hdivatud, et tohusalt takistada kontrollpunkti
ligandide ja retseptorite omavahelist seondumist. Cowles jt (2022) leidsid PD-1/PD-L1
immuunkontrollpunkti inhibiitorite uurimisel in vivo hiiremudelis, et korgema afiinsusega
antikehad avaldasid sama doseerimisskeemi juures tugevamat toimet kui madalama afiinsusega
antikehad. Siiski tdheldati, et teatud maksimaalse efektiivsuse tasemest edasi afiinsuse
suurenemine toimet enam ei parandanud, kuna kdik seondumiskohad olid juba téielikult hdivatud.
Antikeha viga korge afiinsus voib kasvajate ravis osutuda lausa ebasoodsaks, kuna viga tugev
seondumine antigeenidega vOib pohjustada antikehade kuhjumist kasvaja perifeersetes
piirkondades, takistades nende tungimist kasvaja sligavamatesse kihtidesse (Juweid jt, 1992).
Seetottu on terapeutiliste antikehade, sealhulgas PVRIG immuunkontrollpunkti inhibiitorite puhul
oluline leida tasakaal piisava afiinsuse ja kudedesse tungimise voime vahel, et tagada maksimaalne

ravi efektiivsus.

Kéesolevas t60s moddeti antikehade ndiline Kp véirtus, leides ldbivoolutsiitomeetria abil
kontsentratsioon, mille puhul on PVRIG-valku ekspresseerivatele rakkudele seondumise tugevus
pool maksimaalsest. Sellel meetodil mdddetakse tegeliku afiinsuse asemel hoopis aviidsust, mis
peegeldab mitme samaaegse interaktsiooni kogumoju ning annab seeldbi summaarse seondumise
tugevust (Owen jt, 2013). Kéesolevas t60s uuritavad PVRIG-valgu vastased antikehad on IgG
formaadis ning neil on kaks antigeeni seondumiskohta, mis vdivad mdlemad seonduda rakupinnal
paiknevatele antigeenidele, suurendades sellega kogu seondumise tugevust vorreldes tksikut
seondumissaiti iseloomustava afiinsusega. Antikehade rakkudele seondumise tugevus soltub ka
PVRIG-valgu ekspressioonitasemest rakupinnal; Jurkat rakkude puhul ei saa lisaks kindlalt
vilistada seondumist monele teisele sarnasele antigeenile. Seetdttu on labivoolutsiitomeetria abil
méidratud néiline Kp véirtus tdendoliselt tegelikust, iihe antikeha paratoobi ja PVRIG-valgul

paikneva epitoobi vahelist interaktsiooni kirjeldavast Kp védartusest madalam.

Ettevotte Compugen arendatud antikehal COM701 on afiinsuse kirjeldamiseks moddetud tegelik
Kp véértus (Ophir jt, 2017). Tépset Kp védrtust teaduskirjanduses avaldatud ei ole, kuid ettevotte
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teatel jadb see alla 1 nM, viidates eeldatavalt tugevale, kuid mitte d4rmuslikult kdrgele afiinsusele
(Ophir jt, 2017). See véartus on aga saadud KinExA (ingl k kinetic exclusion assay) meetodil, mille
puhul mdddetakse interaktsioone eelnevalt puhastatud ja immobiliseeritud antigeeni ja antikeha
vahel ning méiiratakse selle pohjal Kp (Darling ja Brault, 2005). Kuna ldbivoolutsiitomeetria
meetodil médratud néilist Kp vadrtust COM701 puhul avaldatud pole, ei saa selle afiinsust otseselt

vorrelda kdesolevas t60s uuritud antikehade omaga.

Kéesolevas to0s moddeti afiinsuse asemel ldbivoolutsiitomeetria abil aviidsust meetodi lihtsuse ja
kittesaadavuse tottu. Kuigi kasutatud meetod ei voimalda uuritavate antikehade afiinsuse
vordlemist praecguseks kdige kaugemasse arendusetappi joudnud PVRIG-valgu vastase antikehaga
COM701, on samal ldbivoolutsiitomeetrial pohineval meetodil mootnud enda arendatud PVRIG-
valgu vastase antikeha seondumise tugevust nditeks Xue jt (2024), kes on demonstreerinud oma
antikeha tuumorivastast efekti prekliinilistes loomkatsetes. Selle antikeha néiliseks Kp vairtuseks
PVRIG-valku iileekspresseerivatel CHO rakkudel saadi 2 nM (Xue jt, 2024), mis on kdrgem
kéesolevas t60s uuritud antikehade ONKO0396 ja ICF1527 néilise Kp véértustest, sealhulgas ka
sarnasel, HEK293 rakkudel pohineval iileekspressioonimudelil leitud véartustest. Seega viitavad
tulemused sellele, et antikehad ONKO0396 ja ICF1527 vdivad oma seondumisvdime poolest olla
piisavalt tugevad, et omada potentsiaali edasiseks arendamiseks PVRIG-valgu vastasteks

terapeutilisteks kandidaatideks.

2.3.2 Tapmiskatsed

PVRIG/PVRL2 immuunkontrollpunkti blokeerimine vdib suurendada nii T-rakkude kui NK
rakkude kasvajavastast aktivatsiooni (Zhu jt, 2016 ja Xu jt, 2017). Kéesolevas to0s viidi 14dbi
antikehade ONK1172 ja ONK1173, vastavalt antikehade ONK0396 ja ICF1527 modifitseeritud
Fc-fragmendiga versioonide funktsionaalsed tapmiskatsed, et hinnata nende vdimet suurendada
NK-rakkude vahendatud kasvajarakkude tapmist; antikehade mdju T-rakkudele ei uuritud. Katsetes
kasutati NK-rakkude tsiitotoksilise vastuse esmaseks esilekutsumiseks HER2-valgu vastast
antikeha trastuzumab, mis opsoniseerib HER2-valku ekspresseerivad tuumorirakud, voimaldades
NK-rakkudel need &dra tunda ning tappa antikehavahendatud tsiitotoksilisuse (ADCC) mehhanismi
kaudu (Petricevic jt, 2013). NK-rakkudel ekspresseeritava PVRIG- ning sihtmérkrakkudel
ekspresseeritava PVRL2-valgu seondumine aga annab NK-rakkudele inhibeeriva signaali, mis

parsib nende aktiivsust. PVRIG-valgu vastased antikehad vdiksid blokeerida selle inhibeeriva
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signaali, suurendades seeldbi NK-rakkude tsiitotoksilist aktiivsust ning vdimendades nende
kasvajarakkude vastast toimet. Seega vOiks PVRIG-valgu vastaste antikehade lisamine
stimuleerida trastuzumabi vahendatud kasvajarakkude tapmist ning viia suurema kasvajarakkude
surmani kui samal kontsentratsioonil ainult trastuzumabi antikeha kasutamine. Varasemalt on
trastuzumabist ja PVRIG-valgu blokaadist soltuvat NK-rakkude kasvajavastast aktivatsiooni
demonstreeritud rinnavéhi rakuliinidel (Xu jt, 2017); kdesolevas t00s kasutati méarklaudrakkudena
samuti HER2-positiivseid HCC1954 rinnavidhi rakuliini rakke. Eelnevate seondumiskatsete
tulemuste pohjal piistitati jirgnev hiipotees: PVRIG-valgu vastased antikehad ONK1172 ja
ONK1173 véimendavad trastuzumabi vahendatud HCC1954 rakkude tapmist NK-rakkude poolt,
kusjuures korgema afiinsuse tottu avaldub antikehal ONKI1173 efekt madalamatel

kontsentratsioonidel kui antikehal ONK1172.

2.3.2.1 NK-rakkude eraldus tagab korge puhtusastmega rakupopulatsiooni

Enne tapmiskatsete teostamist analiiiisiti NK-rakkude eraldamise komplektiga PBMC-dest
eraldatud rakke labivoolutsiitomeetria abil, et kinnitada eralduse edukust ja méédrata NK-rakkude
osakaal saadud rakkude hulgas. Selleks analiiiisiti rakkude CD3- ja CD56-valkude ekspressiooni.
NK-rakud ekspresseerivad CD56-valku ja ei ekspresseeri CD3-valku, mistottu leiti NK-rakkude
osakaalu hindamiseks CD3-negatiivsete ja CD56-positiivsete rakkude osakaal (vt joonis 4). Kdigi
doonorite puhul jii kdigis katsetes NK-rakkude osakaal vahemikku 86-93%. Ulejiinud rakkudest
enamuse moodustavad CD3- ja CD56-negatiivsed rakud, mis vdivad koosneda monotsiiiitidest, B-
rakkudest jm rakkudest, mis ei ekspresseeri kumbagi nimetatud markerit. Viga viiksel hulgal
esineb ka CD3-positiivseid rakke, mis voivad olla T-rakud (CD56-negatiivsed) voi NKT-rakud
(ingl k natural killer T-cells, CD56-positiivsed). Seega ei ole NK-rakkude eraldus téielikult
selektiivne ainult NK-rakkude suhtes ning tapmiskatsetes kasutatud immuunrakkude hulgas on ka
teisi rakutiitipe. Siiski on NK-rakkude osakaal eraldatud rakupopulatsioonis viga korge ning ei
varieeru oluliselt erinevate doonorite ega katsete vahel, samuti on viga véike teiste potentsiaalselt
tiistotoksiliste immuunrakkude osakaal. Seetdttu voib eeldada, et jérgnevad tapmiskatsed
kajastavad peamiselt just NK-rakkude poolt vahendatud tsiitotoksilist toimet ning NK-rakkude
osakaalu viikesed erinevused erinevate doonorite ja korduskatsete vahel ei mdjuta oluliselt

katsetulemuste vorreldavust.
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2.3.2.2 Tapmiskatsete tingimuste optimeerimine

Esmalt viidi 1dbi tapmiskatsed erinevate trastuzumabi kontsentratsioonide ja E:T suhte viirtustega,
et médrata katsetingimused, mille juures oleks sobiv hinnata PVRIG-valgu vastaste antikehade
ONKI1172 ja ONK1173 vdimet suurendada trastuzumabi vahendatud kasvajarakkude tapmist.
Tulemuste normaliseerimiseks arvutati igale proovile spetsiifilise liiiisi véértus, kasutades
kontrolltingimusena samas korduskatses moddetud sama E:T suhtega proovi, kus
sihtmérkrakkudele lisati ainult NK-rakud ilma antikehata. Saadud spetsiifilise liiiisi vaartused eri
tingimustel on esitatud joonisel 9, igale E:T suhtele vastavad EC50 viirtused tabelis 2. Antud katse
teostati tihe doonori, VKLeuoko014 PBMC-dest eraldatud NK-rakkudega.

*or o ET1:1
-~ ET2:1
-o- E:T 51

40

30
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Joonis 9. HCC1954 rakkude NK-rakkude vahendusel toimuva spetsiifilise liiiisi soltuvus
trastuzumabi kontsentratsioonist eri E: T suhte viirtustel. Kasvajarakke inkubeeriti koos NK-
rakkude ja trastuzumabiga 4 tundi (vt ptk 2.2.6). Katsetulemused pohinevad kahel iseseisval
korduskatsel, milles kasutati sama doonori PBMC-sid.

Tabel 2. HCC1954 rakkude NK-rakkude vahendusel toimuva spetsiifilise liiiisi ECS50
vidrtused eri E:T suhte viirtustel. Kasvajarakke inkubeeriti koos NK-rakkude ja
trastuzumabiga 4 tundi (vt ptk 2.2.6). Arvutused pohinevad kahel iseseisval korduskatsel.

E:T suhe 1:1 2:1 5:1
EC50 0,149 nM 0,0956 nM | 0,0394 nM

Jooniselt 9 ilmneb, et kdigil testitud E:T suhte véirtustel on spetsiifilise liilisi suurus positiivselt
soltuv trastuzumabi kontsentratsioonist. Tabelist 2 ilmneb, et kdigil E:T suhte véartustel jadb EC50
védrtus ehk trastuzumabi kontsentratsioon, mille puhul spetsiifilise liilisi vdértus on pool samal E:T
suhtel tdheldatud maksimumist, ligikaudu vahemikku 0,01-0,04 nM. PVRIG-valgu vastaste

antikehade tdiendavat moju tuumorirakkude tapmisele otsustati uurida ECS50-ldhedastel
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trastuzumabi kontsentratsioonidel. Nendel kontsentratsioonidel on trastuzumabi vahendatud NK-
rakkude aktivatsioon ja sellest tulenev kasvajarakkude tapmine juba moddukas, kuid mitte
maksimaalne, vdimaldades paremini hinnata PVRIG-antikehade lisamise vdimalikku tdiendavat
toimet, mis kdrgematel kontsentratsioonidel voib jddda varju juba maksimaalse trastuzumabi efekti

tottu.

Sama doonori, VKLeuoko014 PBMC-dest eraldatud NK-rakkudega testiti eelkatsete kéigus
(andmeid kéesolevas t60s ei esitata) PVRIG-valgu vastaste antikehade ONK1172 ja ONK1173
efekti HCC1954 rakkude tapmiskatses erinevatel E:T suhte véirtustel ja trastuzumabi
kontsentratsioonidel. Nende katsete pdhjal leiti, et sobivaimad tingimused PVRIG-valgu vastaste
antikehade efekti uurimiseks on trastuzumabi kontsentratsioon 0,05 nM ning E:T suhe 5:1. Kuna
antud doonori PBMC-sid polnud piisavalt, et leitud sobivatel tingimustel testida antikehade
ONKI1172 ja ONKI1173 efekti kolmes iseseisvas korduskatses, jitkati katseid teiste doonorite
PBMC-dega, ldhtudes eeldusest, et ithe doonori rakkudega optimeeritud katsetingimused on

rakendatavad ka teiste doonorite rakkude puhul.

2.3.2.3 Antikehad ONK1172 ja ONK1173 suurendavad kasvajarakkude suremust, kuid

esineb oluline doonoritevaheline varieeruvus

Antikehade ONK 1172 ja ONK1173 efekti uuriti tapmiskatsetes eelnevalt médratud tingimustel
uute doonorite PBMC-dest eraldatud NK-rakkudega. Doonoritevahelise varieeruvuse hindamiseks
kasutati kahte eri doonorit: VKLeuko004 ja VKLeuko013. Tulemuste normaliseerimiseks arvutati
igale proovile spetsiifilise liiiisi vddrtus, kasutades kontrolltingimusena samas korduskatses
moddetud proovi, kus sihtméarkrakkudele lisati ainult sama doonori NK-rakud ja trastuzumab ilma

PVRIG-valgu vastase antikehata. Saadud spetsiifilise liiiisi védrtused on esitatud joonisel 10.
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Joonis 10. HCC1954 rakkude NK-rakkude vahendusel toimuva spetsiifilise liiiisi soltuvus
antikehade ONKI1172 ja ONK1173 kontsentratsioonist konstantsel trastuzumabi
kontsentratsioonil. Kasvajarakke inkubeeriti koos NK-rakkude, 0,05 nM kontsentratsioonil
trastuzumabi ning eri kontsentratsioonil ONK1172 ja ONK1173 antikehadega 4 tundi (vt ptk
2.2.7). Katsetulemused pdhinevad kolmel iseseisval korduskatsel, milles kasutati doonorite
VKLeuko004 (A) ja VKLeukoO13 (B) PBMC-dest eraldatud NK-rakke. Lisaks on esitatud
statistilise testi tulemused kontsentratsioonikdverate vordlemisel.

Antikehade ONK1172 ja ONK1173 toimet uuriti lisaks ka ilma trastuzumabita, et ndha, kas
PVRIG-valgu vastased antikehad suudavad suurendada tuumorirakkude suremust ka ilma
trastuzumabi poolt NK-rakkudele saadetava aktiveeriva signaalita. Spetsiifilise liilisi vaartused,

mis on arvutatud ainult kasvaja- ja NK-rakke sisaldavat proovi kontrollina kasutades, on esitatud

joonisel 11.
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Joonis 11. HCC1954 rakkude NK-rakkude vahendusel toimuva spetsiifilise liitisi soltuvus
antikehade ONK1172 ja ONK1173 kontsentratsioonist ilma trastuzumabita. Kasvajarakke
inkubeeriti koos NK-rakkude ning eri kontsentratsioonil ONK1172 ja ONK1173 antikehadega 4
tundi (vt ptk 2.2.7). Katsetulemused pohinevad kolmel iseseisval korduskatsel, milles kasutati
doonorite VKLeuko004 (A) ja VKLeukoO13 (B) PBMC-dest eraldatud NK-rakke. Lisaks on
esitatud statistilise testi tulemused kontsentratsioonikoverate vordlemisel.

Paralleelselt antikehade ONK1172 ja ONK1173 testimisega uuriti mdlema doonori puhul ka
spetsiifilise liiiisi sOltuvust trastuzumabi kontsentratsioonist, viies 14bi katsed analoogselt eelnevalt

doonori VKLeuko014 puhul teostatule, kuid kasutades seekord vaid E:T suhet 5:1. Sellega uuriti,
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kas spetsiifilise liilisi sdltuvus trastuzumabi kontsentratsioonist ilmneb ka uute doonorite puhul
sarnaselt doonori VKLeukoO14 tulemustega ning kontrolliti eeldust, et VKLeuko014 pdhjal
médratud katsetingimused sobivad rakendamiseks ka teiste doonorite rakkude puhul. Leitud
kontsentratsioonikdverad on esitatud lisades (vt Lisa 3). Tulemustest ilmneb, et ka nende doonorite
puhul on sarnaselt VKLeukoO14 doonorile trastuzumabi kontsentratsioonil 0,05 nM antikehast
tulenev kasvajarakkude tapmine moddukas, kuid mitte veel maksimaalne, mistdttu on tegu PVRIG-

valgu vastaste antikehade efekti modtmiseks sobiliku kontsentratsiooniga.

Jooniselt 10A ilmneb, et doonori VKLeuko004 puhul suureneb kasvajarakkude spetsiifiline liiiis
nii  antikecha ONKI1172 kui ONKI1173 kontsentratsiooni toustes. Modlema antikeha
kontsentratsioonikover erineb statistiliselt oluliselt isotiiiibi kontrolli omast, viidates NK-rakkude
kasvajavastase aktivatsiooni tugevnemisele PVRIG-valgu vastaste antikehade toimel. Kuigi
ONK1172 ja ONKI1173 maksimaalne efekt ehk spetsiifilise liilisi tase korgeimal testitud
kontsentratsioonil on sarnane, on ONKI1173 toime madalatel kontsentratsioonidel tugevam
ONK1172 omast. See on kooskdlas peatiikis 2.3.2 piistitatud hiipoteesiga, mille kohaselt avaldub

antikeha ONK 1173 efekt korgema afiinsuse tottu madalamatel kontsentratsioonidel.

Jooniselt 10B selgub, et doonori VKLeuko013 NK-rakkudega teostatud katsete tulemused erinevad
VKLeuko004 omadest. Kasvajarakkude spetsiifilist liiiisi suurendab VKLeukoO13 puhul ainult
ONK1173; antikeha ONKI1172 kontsentratsioonikdveral pole statistiliselt olulist erinevust
vorreldes isotiilibi kontrolliga, viidates kasvajavastase toime puudumisele selle doonori puhul.
Antikehade kontsentratsioonikoverate vordlus kahe doonori tulemuste vahel néitab, et ONK1172
efektis esineb statistiliselt oluline erinevus (p < 0,0001), samas kui ONK 1173 ja isotiiiibi kontrolli

puhul olulist doonoritevahelist erinevust ei ole.

Joonisel 11 ilmneb taaskord varieeruvus doonorite vahel. Doonori VKLeuko004 puhul erinevad
antikehade ONK1172 ja ONK1173 kontsentratsioonikdverad isotiiiibi kontrolli omast, viidates
antikehade kasvajavastasele efektile; doonori VKLeukoO13 puhul ei esine erinevust isotiiiibi

kontrollist kummagi antikeha puhul.

Doonoritevahelise varieeruvuse pdhjuste uurimiseks moddeti ldbivoolutsiitomeetriaga PVRIG-
valgu ekspressiooni molema doonori PBMC-dest eraldatud NK-rakkudel, kasutades
kommertsiaalset PVRIG-valgu vastast antikeha. Lisaks mdddeti ka antikehade ONK1172 ja
ONK1173 seondumist rakkudele (vt joonis 12).
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Joonis 12. VKLeuko004 ja VKLeuko013 doonorite PBMC-dest eraldatud NK-rakkude
PVRIG-valgu ekspressioon (A) ning ONK1172 ja ONK1173 antikehade seondumine neile
rakkudele (B). MFI suhe arvutati PE-konjugeeritud PVRIG-valgu vastase kommertsiaalse
antikehaga (A) vo1 100 nM kontsentratsioonil ONK1172 v61 ONK1173 antikehaga (B) vérvitud
rakkude MFI véirtuse jagamisel vastava isotiiiibi kontrolli antikehaga varvitud rakkude MFI
vadrtusega (vt ptk 2.2.5). Joonise A katsetulemused pohinevad neljal iseseisval korduskatsel,
joonise B omad kolmel tehnilisel replikaadil, mis teostati sama eralduse kdigus saadud rakkudel.
Mbdlemal joonisel on vélja toodud ka t-testi tulemus.

Jooniselt 12A ilmneb, et kommertsiaalne PVRIG-valgu vastane antikeha seondub molemale
doonorile sarnase MFI suhte vdirtusega, viidates sarnasele PVRIG-valgu ekspressioonitasemele
erinevate doonorite rakkudel. Jooniselt 12B ilmneb aga, et nii antikeha ONK1172 kui ONK 1173
seondumisel VKLeuko004 rakkudele on MFI suhte véértus oluliselt kdrgem kui seondumisel
VKLeuko0O13 rakkudele. Seda erinevust vdib pohjustada nditeks PVRIG-valgu epitoopide erinev
kittesaadavus erinevate doonorite NK-rakkude pinnal. ONK1172 ja ONK1173 vdivad PVRIG-
valgu pinnal seonduda teistele epitoopidele kui kommertsiaalne antikeha; moni epitoop voib NK-
rakkudel olla osaliselt varjestatud, takistades antikehade ligipdésu koikidele PVRIG-molekulidele.
Epitoopide varjestamist voib pdhjustada niiteks valkude posttranslatsiooniline modifitseerimine
(Doyle ja Mamula, 2001), seega on vdimalik, et doonoril VKLeuko013 esineb VKLeuko004-ga
vorreldes rohkem posttranslatsioonilisi PVRIG-valgu modifikatsioone, mis takistavad seondumist
antikehade ONK1172 ja ONK1173, aga mitte kommertsiaalse PVRIG-valgu vastase antikeha
epitoobile. Sellisel juhul vdib kahel doonoril PVRIG-valgu ekspressioon olla vordne, aga
VKLeuko0O13 NK-rakkudel blokeerivad ONK1172 ja ONKI1173 molekulid vidiksema osa
rakupinnal ekspresseeritavatest PVRIG-molekulidest kui VKLeuko004 rakkudel, mistdttu jiéb
VKLeukoO13-1 suurem osa PVRIG-valgu molekulidest vabaks. Blokeerimata PVRIG-molekulid
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saavad interakteeruda kasvajarakkude pinnal ekspresseeritud PVRL2-valguga, mistottu
VKLeukoO13  NK-rakud saavad  jitkuvalt inhibeerivat  signaali PVRIG/PVRL2
immuunkontrollpunkti kaudu. See voib seletada madalamat NK-rakkude aktivatsiooni ja sellest
tulenevalt vdiksemat kasvajarakkude tapmist vorreldes VKLeuko004-ga, nagu on nidha joonisel 10
antikeha ONK 1172 puhul. Kuigi seondumise erinevus doonorite vahel esineb joonisel 12B ka
antikeha ONK1173 puhul, ilmneb jooniselt samuti, et molema doonori puhul on ONK1173
seondumisel MFI suhte véartus suurem kui ONK1172 antikehal. Seega voib ONK1173 puhul
seondumine ka osaliselt varjestatud epitoopidega VKLeukoO13 NK-rakkudele olla piisavalt
ulatuslik, et NK-rakkude tsiitotoksilisuse suurenemiseks vajalikul madral PVRIG/PVRL2
immuunkontrollpunkti inhibeerida, mistottu selle antikeha kasvajarakkude tapmist suurendav efekt

doonorite vahel oluliselt ei erine (vt joonis 10).

Jooniselt 11 on nidha, et ilma NK-rakke aktiveeriva trastuzumab antikehata ilmneb antikehade
ONK1172 ja ONKI1173 efekt ainult doonori VKLeuko004 puhul. Antud juhul vd&ib
doonoritevaheline varieeruvus tuleneda niiteks NK-rakke aktiveeriva signaali tugevuse
erinevusest kahe doonori rakkude vahel. Cooley jt (1999) niitasid, et [L-2 suurendab NK-rakkude
tsiitotoksilisust HER2-positiivsete rinnavahirakkude vastu, samas aktiveeriti NK-rakke korgema
IL-2 kontsentratsiooniga ja pikema aja jooksul kui kdesolevas bakalaureusetdds. I1L-2 moju NK-
rakkudele voib doonorite vahel varieeruda, mida néditasid nditeks Kikuchi-Maki jt (2003) iihe NK-
rakkude retseptori uurimisel. On voimalik, et kéesolevas t00s kasutatud tingimustel said
VKLeuko004 NK-rakud IL-2-1t piisavalt tugeva aktiveeriva signaali, et PVRIG/PVRL2
immuunkontrollpunkti inhibeeriva signaali blokeerimisel avaldus tsiitotoksiline toime HCC1954
rakkude vastu, samas kui VKLeuko013 NK-rakkude puhul vois aktiveeriv signaal olla piisavalt
palju norgem, et PVRIG/PVRL2 inhibeeriva signaali blokeerimine polnud piisav NK-rakkude
kasvajavastase aktiivsuse initsieerimiseks. Siiski on selles ja eelmises 10igus esitatud vaid kaks
voimalikku hiipoteesi doonoritevaheliste erinevuste selgitamiseks ning neid ei ole kidesolevas t60s
kogutud andmetega voOimalik kinnitada. Doonoritevahelise varieeruvuse paremaks
iseloomustamiseks tuleks katset korrata suurema hulga erinevate doonoritega ning NK-rakke

pohjalikumalt iseloomustada.

Tulemused néditavad, et PVRIG-valgu vastaste antikehade efekt ilmneb tugevamalt
kombinatsioonis trastuzumab antikehaga kui ilma selleta ehk immuunkontrollpunkti inhibeerimine

on tohusam NK-rakkude samaaegsel aktiveerimisel. Jooniselt 10 ilmneb, et kombinatsioonis
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trastuzumabiga on PVRIG-valgu vastaste antikehade puhul maksimaalne spetsiifiline liiiis
ligikaudu vahemikus 10-15% ehk antikehade lisamisel suri tdiendavalt ligikaudu 10-15% sellest
kasvajarakkude hulgast, mis oleks ellu jdinud ainult trastuzumabi sisaldava proovi puhul. Xue jt
(2024) uurimuses teostatud sarnase in vitro NK-rakkudega tapmiskatse tulemuste pdhjal oli nende
arendatud PVRIG-valgu vastase antikeha puhul vastav oskaal ligikaudu 14%; artiklis
demonstreeriti ka sama antikeha olulist kasvajavastast toimet in vivo hiiremudelis.
Kontrollmolekulina kasutasid Xue jt in vitro tapmiskatsetes ettevotte Compugen arendatud
antikeha COM701, mille puhul tdheldati vaid ligikaudu 5-protsendilist tdiendavat kasvajarakkude
surma, testides antikeha kédesolevas bakalaureusetdos kasutatud korgeima PVRIG-valgu vastaste
antikehade kontsentratsiooni, 100 nM, ldhedasel kontsentratsioonil. Whelan jt (2019)
demonstreerisid aga T-rakkudega tapmiskatses COM701 antikeha puhul ligikaudu 20-protsendilist
tdiendavat kasvajarakkude surma vorreldes isotiiiibi kontrolli antikehaga; COM701 ja TIGIT
immuunkontrollpunkti inhibiitori kombineerimisel oli vastav osakaal lausa ligikaudu 50%. Seega
ei ole kdesolevas to6s demonstreeritud ligikaudu 10- kuni 15-protsendiline tdiendav rakusurm kiill
vaga suur, kuid sarnases suurusjirgus tulemusi on ndhtud ka monede teiste PVRIG-valgu vastaste
antikehade puhul, mis on osutunud efektiivseteks loom- voi ka inimkatsetes. Leitud efekti suurus
vOib oluliselt varieeruda soltuvalt katsetingimustest, sh efektor- ja sihtmirkrakkude valik,
inkubatsiooni kestus, efektorrakkude aktiveerimise viis jm; seda iseloomustab hidsti COM701
antikeha puhul moddetud efekti suuruse erinevus Xue jt (2024) ning Whelan jt (2019) uurimustes.
Kuna kéesolevas t60s ei kaasatud tapmiskatsetesse kontrollantikeha, ei ole voimalik tdheldatud
efekti tugevust otseselt vorrelda teiste PVRIG-valgu vastaste antikehadega. Siiski viitavad
kdesolevas to0s saadud tulemused ning monede teiste PVRIG-valgu vastaste antikehade kohta
publitseeritud andmed sellele, et antikehade ONK1172 ja ONK1173 kasvajavastast aktivatsiooni
stimuleeriv efekt voib olla piisavalt tugev, et omada potentsiaali edasiseks arendamiseks PVRIG-

valgu vastasteks terapeutilisteks kandidaatideks.

Antikehade ONK 1172 ja ONKI1173 terapeutilise potentsiaali pdhjalikumaks hindamiseks tuleks
labi viia tdiendavaid katseid; samuti voiks katsetesse kaasata spetsiifiliselt PVRIG-valgule
seonduva antikeha ICF1528, mida kdesolevas t60s funktsionaalsetes katsetes ei uuritud. Lisaks
antud t00s teostatud tapmiskatsetele NK-rakkudega voiks sarnaselt uurida ka antikehade efekti T-
rakkude tsiitotoksilisuse tdstmisel. Antikehade toimet voiks samuti uurida kombinatsioonis teiste
immuunkontrollpunktide, nditeks PD-1/PD-L1 vd&i TIGIT vastaste antikehadega, sest mitmetes

to0s vilja toodud artiklites (nt Whelan jt, 2019 ja Xu jt, 2017) ja on ndidatud suuremat
44



kasvajavastast  efekti =~ PVRIG-valgu  vastaste antikehade  kombineerimisel  teiste
immuunkontrollpunktide inhibiitoritega. Lisaks tuleks katseid teostada rohkemate erinevate
doonorite immuunrakkudega, sest kdesolevas to0s kogutud kahe doonori andmete pdhjal pole
voimalik teha iildistusi doonoritevahelisi varieeruvuse kohta; varieeruvuse ja selle pdhjuste
mdistmine on aga oluline, et hinnata antikehade rakendatavust potentsiaalse ravimina
véhipatsientidel. Kui ka jargnevad in vitro katsed toetavad uuritavate PVRIG-valgu vastaste
antikehade potentsiaali terapeutiliste kandidaatidena, oleks jirgmine samm antikehade toime

uurimine loomkatsetes.
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KOKKUVOTE

Kiesoleva bakalaureusetdd eesmirk oli uurida, kas Icosagen Cell Factory OU-s arendatud PVRIG-
valgu vastased monoklonaalsed antikehad suudavad suurendada NK-rakkude kasvajavastast
aktivatsiooni. PVRIG-valgu seondumine oma ligandi PVRL2-ga pérsib immuunrakkude
tsiitotoksilisust ning selle interaktsiooni blokeerimine v3ib parandada immuunvastust kasvajate

vastu.

To66 tulemusena tuvastati kolm spetsiifiliselt PVRIG-valgule seonduvat antikeha, millest kahega
teostati in vitro tapmiskatsed. Tapmiskatsed viidi ldbi kahe doonori PBMC-dest eraldatud NK-
rakkude ning HCCI1954 rinnavédhirakkudega, testides PVRIG-valgu vastaseid antikehi
kombinatsioonis HER2-valgu vastase antikehaga trastuzumab, mis aktiveerib NK-rakke ldbi
ADCC. Tulemused niitasid, et molemad PVRIG-valgu vastased antikehad, ONKI1172 ja
ONK1173, suurendasid NK-rakkude vOimet tappa kasvajarakke vdhemalt iihe doonori puhul.
ONK1173 avaldas toimet madalamatel kontsentratsioonidel ja oli efektiivne mdlemal doonoril,
viidates selle suuremale potentsiaalile terapeutilise kandidaadina. Uhe doonori puhul tiheldati
tsiitotoksilisust suurendavat efekti ka ilma trastuzumabita, kuid see efekt oli ndrgem vorreldes
trastuzumabi juuresolekuga. Doonoritevahelise varieeruvuse paremaks hindamiseks tuleks korrata

katseid tdiendavate doonoritega.

Kokkuvdttes tuvastati kdesolevas t60s kaks PVRIG-valgu vastast monoklonaalset antikeha, mis
suudavad suurendada NK-rakkude tsiitotoksilisust kasvajarakkude vastu. Uuritud antikehadel voib

olla potentsiaali edasiseks arendamiseks immunoteraapilisteks vdhiravimiteks.
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SUMMARY

“Investigation of monoclonal antibodies against the PVRIG immune checkpoint receptor in
the activation of NK cells against tumor cells”

Liis Siigur

Summary
This bachelor’s thesis aimed to investigate whether anti-PVRIG monoclonal antibodies developed
in Icosagen Cell Factory OU can enhance the antitumor activity of NK cells. PVRIG is an immune
checkpoint receptor which is known to inhibit immune cell cytotoxicity through binding with its
ligand PVRL2. Blocking this interaction may enhance immune response against tumors and holds

potential as a therapeutic strategy for improving cancer treatment outcomes.

Antibody binding to PVRIG was assessed using flow cytometry on cells that either overexpress
PVRIG, express it endogenously, or do not express it at all. Three antibodies were identified that
specifically bind to PVRIG. For two of these, binding affinity for PVRIG was evaluated and
functional killing assays were carried out. Killing assays were conducted using PBMC-derived NK
cells from two different donors in combination with trastuzumab, a HER2-targeting monoclonal
antibody, against HCC1954 breast cancer cells. Trastuzumab binds to the HER2 positive tumor
cells and provides an activating signal to NK cells through antibody-dependent cellular
cytotoxicity; the addition of anti-PVRIG antibodies may block the inhibitory signaling of the
PVRIG/PVRL2 immune checkpoint, thereby enhancing NK cell-mediated tumor cell killing.

The results showed that both antibodies, ONK 1172 and ONK1173, enhanced NK cell-mediated
killing of tumor cells in at least one donor. ONK1173 demonstrated enhanced efficacy at lower
concentrations and showed consistent activity across both donors, suggesting its superior potential
as a therapeutic candidate. For one donor, the antibodies also exhibited a cytotoxicity-enhancing
effect even without trastuzumab; however, this effect was less pronounced than in the presence of
trastuzumab. The variability in the effects of anti-PVRIG antibodies between the two donors may
be attributed to differences in antibody binding levels to their NK cells; however, further studies
are necessary to more accurately evaluate inter-donor variability and its potential implication for

the further development of antibodies ONK1172 and ONK1173.

In conclusion, this study identified two anti-PVRIG monoclonal antibodies capable of augmenting
NK cell cytotoxicity. These antibodies could be further developed as potential immunotherapeutic

agents for cancer treatment.
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LISAD

Lisa 1. PVRIG-valgu ekspressiooni méiramine PVRIG-valgu vastase kommertsiaalse

antikehaga
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Joonis 1. Jurkat rakkude, PVRIG- ja CDI19-valke kodeerivate plasmiididega
transfekteeritud HEK293 rakkude ning transfekteerimata HEK293 rakkude PVRIG-valgu
ekspressioon. MFI suhe arvutati PE-konjugeeritud PVRIG-valgu vastase kommertsiaalse
antikehaga varvitud rakkude MFI véértuse jagamisel vastava isotiiiibi kontrolli antikehaga varvitud
rakkude MFI véirtusega (vt ptk 2.2.1). Katsetulemused pohinevad kolmel iseseisval korduskatsel.
Horisontaalne katkendjoon graafikul vastab MFI suhte vaartusele 1,5.
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Lisa 2. Transfektsiooniefektiivsuse mairamine FLAG-miirgise vastase antikehaga
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Joonis 2. FLAG-positiivsete rakkude osakaal PVRIG- ja CD19- plasmiidiga transfekteeritud
HEK?293 rakkude hulgas. FLAG-positiivsete ehk edukalt transfekteerunud rakkude osakaal koigi
rakkude hulgas maiérati Alexa Fluor® 488 fluorestsentsmargisega margistatud FLAG-maérgise
vastase antikehaga ldbivoolutsiitomeetria teel (vt ptk 2.2.2). Joonisel esitatud punktid vastavad
leitud véartustele erinevates korduskatsetes, tulba korgus korduskatsete aritmeetilisele keskmisele.
Molema plasmiidi puhul jddb koigis korduskatsetes transfektsiooniefektiivsus ligikaudu
vahemikku 40-50%.
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Lisa 3. Spetsiifilise liiiisi soltuvus trastuzumabi kontsentratsioonist doonorite VKLeuko(004
ja VKLeuko013 puhul
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Joonis 3. HCC1954 rakkude NK-rakkude vahendusel toimuva spetsiifilise liiiisi soltuvus
trastuzumabi kontsentratsioonist doonorite VKLeuko004 ja VKLeuko013 PBMC-dest
eraldatud NK-rakkude puhul. Kasvajarakke inkubeeriti koos NK-rakkude ja trastuzumabiga 4
tundi, kasutades E:T suhet 5:1 (vt ptk 2.2.6). Katsetulemused pohinevad kolmel iseseisval
korduskatsel. Vertikaalne katkendjoon graafikul vastab kontsentratsioonile 0,05 nM, mida kasutati
PVRIG-valgu vastaste antikehade uurimisel tapmiskatsetes.
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