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INFOLEHT

Immunoglobuliin G omaduste parandamine keelemudelite abil GLUT1 vastase antikeha

nditel

Glikoosi transporter tiitip 1 (GLUT1) valku ekspresseerivate vahirakkude vastu on loodud
antikeha, mis indutseerib nende apoptoosi. Immunoglobuliinil avastati ravimikandidaadiks
saamist takistav omadus, nimelt ei suudetud kontsentratsiooni tdsta piisavalt kdrgeks, et
sdiliks selle ravitoime. Probleemi lahendamisel voeti abiks keelemudelid, mis pakkusid

algmolekulile iheaminohappelisi mutatsioone.

Antud magistritods uuritakse keelemudelite vdimekust pakkuda valja iheaminohappelisi
mutatsioone antikeha jarjestuses. Mudeli poolt pakutud molekulidel sooviti valja selgitada

nende arendatavusega seotud omadused ja sobivus prekliinilisteks katseteks.
Marksonad: keelemudelid, antikehade arendatavus, ravimiarendus, GLUT1, vahk

CERCS kood: T490 Biotehnoloogia

Improving the properties of Immunoglobulin G using language models: the case of a GLUT1-

targeting antibody

An antibody has been developed against cancer cells expressing Glucose transporter type 1
(GLUT1) that induces apoptosis of these cells. A property was discovered that prevented the
immunoglobulin from becoming a drug candidate, specifically, its concentration could not be
increased high enough to maintain its therapeutic effect. Language models were used to help

with this problem, offering single amino acid changes to the initial molecule.

The effectiveness of language models to provide single amino acid mutations in the antibody
was studied in this master’s thesis. Molecules suggested by these models were assessed for

their developability parameters as well as their suitability for preclinical studies.
Keywords: language models, antibody developability, drug development, GLUT1, cancer
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KASUTATUD LUHENDID

AC-SINS — affinity-capture self-interaction nanoparticle spectroscopy
BCM — barutsentriline keskmine (Barycentric mean)

BLI — biointerferomeetria

CDR — komplementaarsust maarav piirkond (complementarity-determining region)
CH1, CH2, CH3 — konstantsed raske ahela piirkonnad

CL — konstantne kerge ahela piirkond

DLS — differential light scattering

DSC — diferentsiaalne skaneeriv kalorimeetria

DSF — diferentsiaalne skaneeriv fluorimeetria

Fab — fragment antigen-binding regioon

FACS — fluorestsentsiga aktiveeritud rakkude sorteerimine

Fc — fragment crystallizable regioon

Fv — variable fragment regioon

GLUT — passiivsed gliikoosi transporterid (Glucose transporters)
GLUT1 — gliikoosi transporter tiitip 1 (Glucose transporter type 1)
HPLC — High-performance liquid chomatography

Ilg —immunoglobuliin, antikeha

NanoDSF — nano differential scanning fluorimetry

SGLT — naatriumist séltuvad gliikoosi transporterid (Sodium-glucose cotransporter)
SLC2 — solute carrier family 2

SPR — pindmine plasmonresonants (surface plasmon resonance)

VH — varieeruv raske ahela piirkond

VLP —viiruse-sarnane osake (virus-like particle)

VL — varieeruv kerge ahela piirkond



SISSEJUHATUS

Ravimiarendus on ldbi aegade olnud pikk ja keeruline protsess, mis nduab palju aega ja
ressursse. Inimravimi turule toomine muutub ajaga aina keerukamaks ja kulukamaks, néudes
jarjest spetsiifilisemate haiguste ravimist, kulukamate analliliside teostamist ning
aegandudvamate Kkliiniliste katsete labiviimist. Ravimi avastamisest kuni selle turule
joudmiseni peavad ettevdtted investeerima sadu miljoneid voi isegi miljardeid dollareid.
Vaatamata suurtele kulutustele vdivad need Kkliinilistesse katsetesse joudes jaada ilma
ravimiloast, mille pdhjused vdivad tingitud olla naiteks molekuli liigsest toksilisusest, kiirest
degradeerumisest vdi agregeerumisest ning ebaspetsiifilistest interaktsioonidest. Loetletud
probleemide ennetamiseks tuleks ravimikandidaadile teha eelnevalt p&hjalik bioflilsikaliste,

biokeemiliste ja farmakokineetiliste omaduste analius.

Ravimite valjatootamisel on aina rohkem hakatud keskenduma korgele sihtmargi
spetsiifilisusele, valtides nii terve organismi méjutamist medikamentide poolt. Antikehad ehk
immunoglobuliinid on selle omaduse parast kdige eelistatumad ravimikandidaadid, omades
afiinsust ainult endale vastava antigeeni vastu. Niisiis otsitakse molekule haigust pdhjustava
raku pinnal oleva valgu vastu, mis ei mdjuks havitavalt inimese teistele kudedele.
Terapeutiliste antikehadega enim ravitud haiguseks on vahkkasvaja, mille suurimaks
probleemiks on haigete rakkude pinnavalkude erinevused nii inimeste vahel kui ka sama

kasvaja siseselt.

Antud magistritods uuritakse Icosagenis valja tootatud antigeeni glikoosi transporter tilp 1
(GLUT1) vastast antikeha. GLUT1 valku ekspresseerivad vahirakud on uuritava antikeha
terapeutiliseks sihtmargiks, indutseerides kasvajarakkude apoptoosi. Immunoglobuliinil
avastati ravimikandidaadiks saamist takistav omadus, nimelt ei suudetud selle
kontsentratsiooni tosta piisavalt kdrgeks, et sdiliks valgu ravitoime. Probleemi lahendamisel
voeti abiks keelemudelid, mis pakkusid algmolekulile (heaminohappelisi mutatsioone.
Keelemudelid suudavad andmebaasidest Oppida (ldiseid reegleid ning rakendada neid
jargnevate tundmatute probleemide lahendamiseks. Saadud antikehadel hinnati nende

arendatavusega seotud omadusi ja selgitati valja sobivus prekliinilisteks katseteks.

T66 eksperimentaalne osa teostati Icosagen Cell Factory OU analiiiitika laboris. Minu poolt
teostatud katsed on afiinsuskromatograafia antikehade kontsentratsioon mddmiseks,

antikehade kontsentreerimine, analiilitiline suuruseralduskromatograafia, ioonvahetus-
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kromatograafia, hiidrofoobse interaktsiooni kromatograafia, kapillaarelektroforees, nanoDSF
ja DLS analitsid, AC-SINS, seondumise ning polireaktiivsuse ELISA. Kdikide loetletud

analllsimeetodite andmeanallils teostati samuti t06 autori poolt.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Antikehad

Loomorganismid alustavad antikehade tootmist vdorvalkudega kokkupuutel, mis looduses
parinevad sageli bakteritelt, viirustelt voi teistelt patogeenidelt. Antikeha ehk
immunoglobuliin (Ig) on B-limfotsiilidi poolt toodetud valk, mis tunneb dra temale vastava
valgu ehk antigeeni ja seondub sellele. Antikeha seondumisel antigeenile aktiveerub
immuunsisteemi kaskaad, mille tulemusena havitatakse antigeeni ekspresseeriv rakk.
Immunoglobuliinid koosnevad neljast polUpeptiidahelast: kahest identsest raskest ahelast ja
kahest identsest kergest ahelast (Joonis 1) (Uibo et al., 2015). Vastavalt isotlitibile koosneb
antikeha raske ahel umbes 450 kuni 575 ja kerge ahel umbes 220 aminohappejaagist (Narciso
etal.,2011). Kerge ahel koosneb kahest domeenist: VL ja CL ning raske ahel neljast domeenist:
VH, CH1, CH2 ja CH3. Molekuli disulfiidsillad ihendavad omavahel CH1 ja CL domeenid, mis
seovad kovalentselt kerge ja raske ahela, samuti on tsisteiinidevaheliste sidemetega
Uhendatud omavahel kaks rasket ahelat. Raske ahela CH1 ja CH2 piirkondi Ghendavat
aminohappelist jarjestust nimetatakse hinge-regiooniks (ing keeles hinge region) ning see
tagab molekuli konformatsioonilise paindlikkuse (Mark et al., 2022). Nii raske kui ka kerge ahel
sisaldavad konstantseid ja varieeruvaid regioone. Varieeruvad piirkonnad sisaldavad
jarjestusi, mis seonduvad vastavale antigeenile, ning erinevad vastavalt antigeeni jarjestusele.
Konstantsed piirkonnad on sama isotiilibiga antikehade puhul sama jarjestusega (Uibo et al.,

2015).
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Joonis 1. Antikeha ehk immunoglobuliini lihtsustatud skemaatiline ehitus IgG naitel. Varviliste
kastide sees on vilja toodud piirkondade nimetused (VL — varieeruv kerge ahela piirkond; VH
— varieeruv raske ahela piirkond; CL — konstantne kerge ahela piirkond; CH1, CH2, CH3 —
konstantsed raske ahela piirkonnad). Paksu musta joonega on tdhistatud tsisteiinidevahelised
disulfiidsillad. Raske ahela CH1 ja CH2 piirkondi hendavat aminohappelist jarjestust
nimetatakse hinge-regiooniks (Mark et al., 2022).

Immunoglobuliinid jagunevad vastavalt nende raske ahela konstantse regiooni ehituse jargi
jargmisteks isotlitipideks ehk klassideks: 1gG, IgA, 1gM, IgD ja IgE (Joonis 2). 1gG ja IgA
jagunevad omakorda vastavalt - IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 ning IgA1 ja IgA2 alamklassideks (Uibo
et al., 2015). Alamklassid on nummerdatud nende kontsentratsiooni jargi vereseerumis: 1IgG1
esineb kdige rohkem (5-12 g/L), teisena IgG2 (2—6 g/L), kolmandana IgG3 (0,5-1 g/L) ja kdige
vahem esineb IgG4 (0,2-1 g/L) isotuupi. Sama kehtib ka 1gA1 (0,5-2 g/L) ja 1gA2 (0-0,2 g/L)
puhul (Hamilton, 1987). IgG alamklasside aminohappelised jarjestused jagavad 90%

homoloogiat, erinevused paiknevad pdhiliselt CH2 ja hinge-regioonis (Vidarsson et al., 2014).
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Joonis 2. Immunoglobuliinide isotlitibid ehk klassid. Pohilised erinevused klasside vahel on
raske ahela domeenide arv, disulfiidsildade paiknemine ning arv ja multimeeride
moodustamine IgA ning IgM puhul (Perdue ja Humphrey, 2025).

Terapeutiliste antikehade loomisel on kdige enam kasutusel immunoglobuliin G, kuna selle
isotlilibiga antikehadel on kdige tugevamad efektorfunktsioonid, nt antikehast sdltuva
rakulise tsiitotoksilisuse aktivatsioon (Vukovic et al., 2021). 1gG on umbes 150 kDa suurune
molekul, millest 100 kDa moodustavad kaks rasket ahelat ja llejaanud 50 kDa kerged ahelad
(Thomson, 2016). Antikeha piirkonnad jagunevad Fc (Fragment crystallizable), Fab (Fragment
antigen-binding) ja Fv (variable fragment) regioonideks (Joonis 1). Fc ei seo antigeeni, kuid on
vOimeline interakteeruma mitmete teiste molekulidega (Larsson, 2000). Fc piirkonnaga
seonduvad naiteks makrofaagide pinnal olevad Fc retseptorid (Mak ja Saunders, 2006). Fc-le
seondumine aktiveerib ka paljusid teisi immuunrakke, mis omakorda tekitavad kehas
immuunvastuse. Nt makrofaagid hakkavad sekreteerima molekule, mis I6ikavad Fc piirkonda,
mille tulemusel suureneb B-limfotsiltide elulemus (Weigle et al., 1985). Fab piirkond osaleb
antigeeni sidumisel ja sisaldab omakorda Fv regiooni, mis asub molekuli distaalses otsas ja

omab antigeenile komplementaarseid jarjestusi (Larsson, 2000).

Need komplementaarsed jarjestused moodustavad Fv regiooni otsast valjaulatuvaid linge ehk
aasasid. Selliseid antikeha spetsiifilisust antigeeni suhtes maaravaid linge nimetatakse
komplementaarsust madravateks piirkondadeks (ing keeles complementarity-determining
region) ehk CDR-deks (Uibo et al., 2015). Nii raske kui ka kerge ahela varieeruvas osas on kolm
antigeenile seonduvat CDR-i, mida nimetatakse ka hipervarieeruvateks regioonideks.
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Antikehal on kokku 12 CDR piirkonda, igal kergel ja raskel ahelal kolm CDR piirkonda: CDR1,
CDR2 ja CDR3 (Bona ja Bonilla, 2019). CDR-de aminohappelised jarjestused on koige
mitmekesisemad osad antikeha Fv regioonis ning nende pikkus vdib erineda vastavalt antikeha
spetsiifilisusele (Thomson, 2016). Kdikide ahelate komplementaarsust maaravad piirkonnad
asuvad tavaliselt esimese 140 aminohappe seas: CDR1 tavaliselt umbes 20—40, CDR2 umbes

60—-75 ning CDR3 umbes 110-135 (Dondelinger et al., 2018).

Valkude aminohapete loendamist alustatakse N-terminusest ehk vaba a-aminoriihmaga
aminohape on esimene ja vaba a-karbokstulrihmaga aminohape on viimane (Joonis 1).
Antikeha lingudes leiduvaid aminohappeid on vdimalik nummerdada Kabati, Chothia voi teiste
susteemide jargi (Joonis 3) (Dondelinger et al., 2018). Kuna erinevate slisteemide olemasolu
tottu voivad aminohapete identifitseerimisel tekkida vead, siis on antikehade aminohapete
jarjestuste joondamiseks valja tootatud algoritmid, mis vdimaldavad automatiseerida

aegandudvaid ja vigade tegemise ohuga manuaalseid joondamisi (Jarasch ja Skerra, 2017).

Kabat L24 L25 L26 L27 a b c d e f 128 L29 L30 L31 L32 L33 L34
ligm Q A S Q - - - - - - D i S N Y L A
2imm K S S Q S L L N S G N Q K N F L A
Chothia L24 L25 L26 L27 L28 L29 L30 a b Cc d e f ©L31 L32 L33 L34

Joonis 3. Kabat ja Chothia nummerdamise siisteemide erinevused inimese IgM Fv piirkonna
(PDB ID: ligm) ja hiire immunoglobuliini Fv piirkonna (PDB ID: 2imm) jarjestuste ndidetel
(Dondelinger et al., 2018).

CDR-piirkonnas olevate aminohapete muutmisel voib antikeha afiinsus ehk antigeeni ja
antikeha mittekovalentne seondumine kaduda, selle tugevus oluliselt vaheneda voi hoopis
suureneda. Samuti vdib ka lingudest valjaspool asuvate aminohapete muutmine mdjutada
CDR-piirkonna afiinsust antigeeni vastu, sest antikeha painduvus v6i CDR konformatsioon voib
selle tulemusel muutuda. Suuremat mdju avaldavad tavaliselt aminohapped, mis asuvad
ruumiliselt CDR-i laheduses (Dondelinger et al., 2018; Gonzdalez-Mufioz et al., 2012). Sellist
komplementaarsust madravate piirkondade viliste aminohapete mdju antigeenile
seondumisel on leitud umbes 20% antigeen-antikeha komplekside puhul (Kunik et al., 2012).
Aminohapete muutmine véib osutuda vajalikuks, kui on vaja muuta molekuli afiinsust,

stabiilsust voi vihendada immuunvastust v66ra antikeha vastu (Queen et al., 1989).
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Koikidele immunoglobuliinidele on iseloomulik glikosileerimine ning spetsiifiline
suhkrujaakidest moodustuv gliikomuster, mis voib erineda suhkrujaakide arvu ja tidbi ning
oligosahhariidi asukoha poolest (Zheng et al., 2011). Antikehadel esineb N-seoseline, vaga
harva ka O-seoseline gliikostileerimine. N-seoseline gliikoslileerimine toimub asparagiini jaagi
kdrvalahela ja N-atsetiililgliikoosamiidi Ghendamisel (Reily et al., 2019). Enamasti kinnituvad
oligosahhariidid 1gG molekulides mdlema raske ahela asparagiin-297 jaagi kilge (Jefferis,
2009). N-seoseline gliikosiileerimine mangib olulist rolli antikeha normaalses funktsioonis.
Antikehast séltuv tsiitotoksilisus ja komplemendist séltuv tsitotoksilisus on suuresti seotud
antikeha gliikomustriga. Nditeks vdimendab IgG1-It fukoosi eemaldamine antikehast sdltuvat
tsttotoksilisust, mida on oluline jalgida ravimiarenduses kasutatavate antikehade puhul (Niwa

etal., 2005).

1.2. Glukoosi transport ja tarbimine vahirakkudes

Hapniku olemasolul ehk aeroobsetes tingimustes toodavad normaalsed rakud energiat
okslidatiivse fosforileerimise kaudu. Anaeroobsetes tingimustes toodetakse energiat
glikolltsi kaudu. Erandiks on eritrotsiidid, mis ei sisalda mitokondreid (R. A. Harris ja
Johnson, 2019). Glukolidsi tulemusel tekib 2 molekuli ATP-d, okstidatiivsel fosforileerimisel
32 molekuli (Pfeiffer et al., 2001). Vahirakkudes seevastu on aga tdheldatud ebanormaalne
glikoosi kasutamine ATP tootmiseks, kus gliikoosi metabolismiks kasutatakse isegi hapniku
olemasolul lisaks okslidatiivsele fosforileerimisele ka gliikollisi (Hay, 2016). Seda, kasvajates
esinevat aeroobset glikolllsi, nimetatakse Warburgi efektiks (Warburg, 1924). Warburgi
efekt ei ole vahi kaasnahtus, vaid oluline mehhanism, mille takistamine vihendab vahirakkude
elulemust (Fantin et al., 2006). Vahirakkudes on glikoliisi kasutamise vajalikkusele antud
erinevaid pdhjendusi: glikoosist saab toota teisi raku paljunemiseks vajalikke biomolekule,
glikollits toodab rohkem redoksreaktsioonideks vajalikke kofaktoreid ning ebaefektiivsema
gliikoosi kasutamise arvelt kiireneb ATP tootmine. Kdik need tegurid annavad vahirakkudele

kasvueelise (Hosios et al., 2016; Pfeiffer et al., 2001).

Suurenenud tarbimise t6ttu tuleb rakku transportida rohkem gliikoosi. Gliikoos on polaarne
molekul, mille transpordiks rakku on vaja selleks spetsialiseerunud transportereid. Glikoosi
transporterid jagatakse kahte klassi — naatriumist soltuvad gliikoosi transporterid (SGLT) ja

passiivsed gliikoosi transporterid (GLUT) (Mora ja Pessin, 2004; Navale ja Paranjape, 2016).
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SGLT tootab naatriumioonide kontsentratsioonide erinevuste poolt tekitatud gradiendi
pohimdttel ning see esineb peensoole luumenis ja neerude tuubulites selleks, et eraldada
glikoos ja ulejaanud kehast viéljuv mass (Joonis 4). Diabeedi puhul on glikoosi
kontsentratsioon veres suurenenud ja transporterid killastuvad, mis pdhjustab liigse gliikoosi
eritumist uriiniga. Transport GLUT valkude abil toimub passiivselt, vastavalt gliikoosi
kontsentratsioonile, rakumembraani mdlemal pool. Kuna rakkudes kasutatakse gliikoosi
pidevalt energia tootmiseks, siis sdilib raku sees madalam gliikoosi kontsentratsioon, mis

omakorda soodustab gliikoosi pidevat liikkumist rakku (Mora ja Pessin, 2004).

(URVAY}
SGLT2 % Gliikoos
O =0
GlUkoos GLUT2
@
4 Na*/K*
Na pump
Na* » Na*
K+4JvL K*
% Neeru

tuubuli

qﬁﬂ] luumen
Joonis 4. SGLT todmehhanism neeru naitel. Aktiivne transport toimub gliikoosi ja naatriumi
samaaegsel rakku sisenemisel. loonide tasakaalu sailitamiseks tuleb 3 naatrumi iooni valja ja

2 kaaliumi iooni sisse pumbata. Edasine transport tuubuli luumenisse toimub GLUT abil
(Heerspink et al., 2016).

SLC2 (inglise keeles solute carrier family 2) geenide poolt kodeeritud GLUT-tllpi valke
ekspresseeritakse perifeersetes kudedes ja need osalevad gliikoosi normaalsel transpordil
rakku (Alpern ja Hebert, 2007). Siiani on iseloomustatud 14 erinevat GLUT valku ning neid
kodeerivat geeni (Mueckler ja Thorens, 2013). GLUT valgud on umbes 500 aminohappest
koosnevad transmembraansed valgud, mille alfa-heeliksid labivad rakumembraani 12 korda

(Mueckler et al., 1985).

GLUT1 transpordib lisaks gliikoosile ka galaktoosi ja askorbiinhapet (Carruthers et al., 2009).
GLUT1 ekspresseeritakse ajus, endoteeli rakkudes, platsentas, erltrotsiilitides ja
rinnandarmetes (Mora ja Pessin, 2004; Younes et al., 1996). Soole epiteelis valku ei leidu, kuid

seda esineb hilises staadiumis kasvajates, millega kaasnevad tihti metastaasid l[imfisdlmedes
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(Younes, Lechago, and Lechago 1996). Ka tleekspressioon kindlates kudedes, nt kbhunadrmes
ja rinnandaarmetes, on seotud agressiivsema ja suurema kasvaja ning metastaasidega (Jang et
al., 2012; Sung et al., 2010). See voimaldab GLUT1 ekspressiooni jargi eristada vahirakke

normaalsetest rakkudest ning tekitab vdimaluse luua vahi vastu terapeutilised antikehad.

1.3. GLUT1 vastane antikeha

Kuna GLUT1 ekspressiooni jargi saab eristada terveid rakke vahirakkudest, siis transporteri
vastu on loodud antikehad, mis havitavad kasvaja. GLUT1 vastane IgG1l on valja téotatud
Icosagen Cell Factory OU poolt ning saadud antigeeni siistimisel looma organismi. Kuna
tegemist on looma jaoks vddra molekuliga, siis hakkab organism tootma selle vastu
antikehasid. Parast antikeha eraldamist ja jarjestuse maaramist identifitseeriti CDR-piirkonna
aminohappeline jarjestus. Seejarel antikeha humaniseeriti ehk muudeti inimesele
sobivamaks, et vdhendada vOi eemaldada inimkehas immuunvastust. Immuunreaktsioon
tekib inimorganismi jaoks vOOraste jarjestuste tottu, kuna looma IgG sisaldab teatud
piirkondades jarjestusi, mis pole inimesele omased (Safdari et al., 2013). Humaniseerimist

saab teostada labi erinevate meetodite.

Kbige levinum humaniseerimise meetod on inimese Ig CDR jarjestuse asendamine loomas
toodetud antikeha CDR-ga (Safdari et al., 2013). Naiteks saab inimese 1gG1 ja 1gG4 CDR
jarjestused asendada hiire 1gG3 CDR jarjestustega, mille tulemusel tekkinud antikehad
tekitavad markimisvaarselt suurema antikehast sdltuva rakulise tsiitotoksilisuse (Cheung et
al., 2012). CDR-i asendamine sellise meetodiga vdib vahendada oluliselt antikeha afiinsust
antigeeni vastu. Nagu eelnevas peatiikis mainitud, siis ssondumist ei mdjuta ainult CDR vaid
ka seda konformatsiooniliselt imbritsevad aminohapped. Antikeha humaniseerimisel on
tdaheldatud selle afiinsuse vihenemist 40 korda. Afiinsust saab taastada, kui asendada CDR-i

laheduses olevad aminohapped antikeha tootnud organismi omadega (Makabe et al., 2008).

Teine humaniseerimise meetod pohineb inimese ja hiire CDR-piirkondade struktuursel
sarnasusel. Antikeha CDR-i vidlise jarjestuse valikul lahtutakse inimese idurakkude
geenijarjestustest. Sarnasust hinnatakse inimese ja hiire CDR jarjestuste homoloogia ning

CDR-piirkondade ruumiliste struktuuride pdhjal (Khee Hwang et al., 2005).
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Kolmandaks humaniseerimise meetodiks on loomas toodetud antikeha pinnal olevate
aminohapete asendamine inimese omadega. Humaniseeritud antikeha aminohapped
valitakse sellest ldahtuvalt, millised aminohapped esinevad inimese antikehades antud
positsioonides kdige sagedamini (Padlan, 1991). Labi erinevate modelleerimismudelite saab
hinnata aminohapete asendamise vajadust ning selle mdju CDR konformatsioonile. Kui mudeli
jargi mdjutab muudatus potentsiaalselt CDR konformatsiooni, siis seda muutust valditakse

(Staelens et al., 2006).

1.4. Ravimiarendus

Uute ravimite arendamine ja turule toomine on pikk protsess (Joonis 5), mis kestab keskmiselt
12 kuni 15 aastat (Singh et al., 2023). Uue ravimi turule toomise maksumus oleneb suuresti
arendatava ravimi eesmargist, kuid jaab Gldjuhul vahemikku 400 miljonit kuni 1,7 miljardit USA
dollarit ning keskmine maksumus koos kdikvdimalike kuludega on hinnanguliselt 900 miljonit
USA dollarit (Sertkaya et al., 2024). Ravimiarendus koosneb jargnevatest etappidest:
alusuuringud, ravimikandidaadi arendus ja prekliinilised katsed, kliinilised katsed inimestes,
ravimistaatusesse kinnitamine ja pikaajaline korvaltoimete jalgimine.

Ravimikandidaadi arendus Labivaatus ja
Uuringute faas ja prekliinilised katsed Kliinilised katsed kinnitamine Faas 4

Vaikesed molekulid
Alusuuringud

Kliinilised vaatlused

i il if it
it it it it /

Bioloogilised molekulid

e
E'D >

\
—q

L 5
L{S. -
= g
Haiguse tekkepBhjuste ja Ravimolekulide otsimine, Katsed inimestes Labivaatus, kinnitamine,
vSimalike sihtmarkide efektiivsuse hindamine, farmakokineetika, doosi, jélgimine pérast
SaStaiing katsed in silico, in vitro, in vivo efektiivsuse, toksilisuse hindamine turule tulekut

Joonis 5. Ravimiarenduse etapid. Esimesena on uuringute faas. Seejarel hakatakse otsima
ravimikandidaate ning katsetatakse neid erinevates in silico, in vitro ja in vivo katsetes.
Kolmandana hinnatakse ravimikandidaadi sobivust kliinilistes katsetes. Katsete tulemuste
labivaatuse ja ravimiloa saamise jarel jalgitakse ravimi pikaajalisi kbrvaltoimeid parast ravimi
turule tulekut (Singh et al., 2023).
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1.4.1. Uuringute faas

Enne uue ravimi arendust tuleb valja selgitada, mille vastu ravim luuakse. Selleks tuleb leida
haiguse tekkep®hjus ning ravimi vdimalikud sihtmargid. Naditeks on rinnakasvaja rakkudel
olevate tlirosiin-kinaas retseptorite vastu valja arendatud terapeutiline antikeha nimega
Trastusumaabemtansiin, mis parsib vahirakkude kasvu (Emens ja Davidson, 2004). Enamjaolt
teostatakse see etapp akadeemilistes asutustes, kus uuritakse haigusega seotud molekule,

signaalradasid vdi haiguse tekkemehhanisme (Singh et al., 2023).

1.4.2. Antikeha pdOhise ravimi arendamine ja prekliinilised katsed

Parast uuringute faasi saab hakata arendama ravimit haiguse vastu. Ravimiks saavad olla
madalmolekulaarsed Ghendid, naiteks antibiootikumid, voi kdrgmolekulaarsed bioloogilised
molekulid, naiteks antikehad (Singh et al., 2023). Kahe ravimigrupi vahele ei saa molekuli
suuruse pohjal selget piiri tommata, kuid lldiselt loetakse madalmolekulaarseteks Gihenditeks
alla 1000 Da suuruseid molekule (Dougherty ja Pucci, 2012). Ravimite arendamisel vidakse
testida erinevate anallilisimeetoditega tuhandeid molekule, mille tulemusel valitakse valja
piiratud arv molekule, mida kasutatakse loomkatsetes (Singh et al., 2023). Ravimikandidaatide
otsimisel kasutatakse jarjest enam juba olemasolevaid andmebaase. Tehisaru treenimisel
erinevate molekulide ja nende kombinatsioonidega saab olemasolevate ravimolekulide pdhjal

valja too6tada uusi ravimeid (Rani et al., 2024).

Bioloogiliste molekulide hulka kuuluvatest ravimitest moodustavad antikehadel pdhinevad
ravimid kdige suurema osa ning iga aastaga tuleb turule jarjest enam selliseid ravimeid (R.-M.
Lu et al., 2020). 2024. aasta seisuga on 148 erinevat antikehal pohinevat ravimit saanud
kasutusloa Euroopa Liidus ja Ameerika Uhendriikides, neist 66 on vilja té6tatud vahiraviks
(antibodysociety.org). Terapeutiliste antikehade valjaté6tamiseks on neli erinevat meetodit
(Joonis 6) — loomast eraldatud rakkude hiibridoomid, faagkuva, transgeensed loomad voi

vaktsineeritud/nakatunud inimese B rakkude eraldamine (R.-M. Lu et al., 2020).
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(A) Loomarakkude hiibridoomid (B) Faagkuva (C) Transgeensed loomad (D) Inimese B-rakud
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Joonis 6. Erinevad meetodid terapeutiliste antikehade valjaté6tamisks. (A) Loomarakkude
hibridoomid, (B) Faagkuva, (C) Transgeensed loomad, (D) Inimese B-rakkude eraldamine (R.-
M. Lu et al., 2020).

Loomarakkude hiibridoomi loomiseks tuleb esmalt loom immuniseerida huvipakkuva
antigeeniga, mille vastu hakkavad looma B-rakud tootma antikehi. Loomast eraldatud B—
rakkude ja miieloomi rakkude Uhendamisel tekivad hibridoomid, mis sekreteerivad
huvipakkuvat antikeha ning suudavad paljuneda (R.-M. Lu et al., 2020). Saadud rakkude poolt
toodetud antikehad on vddrad inimese immuunsiisteemile. Juba peale esimest manustamist
tekib inimeses loomorganismis toodetud antikeha vastu immuunreaktsioon ning antikeha
lagundatakse jargnevate manustamiste kdigus. Ravimivastased antikehad tekivad 7 kuni 15
pdeva pdrast ravi alustamist, mis parsib aga ravimi pikaajalise manustamise efektiivsust. Siiski,
osadel patsientidel on ravimi efektiivsus sailinud (Legouffe et al., 2008). Looma antikeha

immunogeensust saab viahendada labi antikeha humaniseerimise.

Faagkuva meetod pohineb inimese immunoglobuliini geenidelt toodetud antikehade
presenteerimisel bakteriofaagide pinnal. Bakteriofaagi ehk faagi pinnavalgu geeni sisestatakse
inimese antikeha varieeruva piirkonna (Fv piirkond) jarjestus. Parast bakteri nakatamist

hakkavad need sekreteerima bakteriofaage, mille pinnal on huvipakkuvad peptiidid
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(McCafferty et al., 1990). Bakteriofaagid, mille pinnal on osa inimese antikeha jarjestusest,
saab afiinsuse jargi eraldada (Ulejaanud faagidest (Parmley ja Smith, 1988).
Afiinsuskromatograafia abil saab eraldada antigeeni spetsiifilised bakteriofaagid ja teha
nendest raamatukogud. Raamatukogu koosneb erinevatest inimese antikeha varieeruva
piirkonna jarjestustest, mis omavad afiinsust antigeeni suhtes (McCafferty et al., 1990). Selle
meetodiga saadud molekulide puhul on vaja analiilisida nende biofiilsikalisi omadusi. Tihti
voivad faagkuva meetodiga saadud antikehad kdrgematel kontsentratsioonidel agregeeruda
ning on polireaktiivsed, mis tahendab, et need seonduvad mittespetsiifiliselt erinevate

molekulidega (Kaleli et al., 2019).

Antikehi saab toota ka transgeensetes loomades. Selleks tuleb looma immunoglobuliini geen
eemaldada ja asendada see inimese omaga (Lonberg et al., 1994). Naiteks saab hiire
idurakkudesse viia parmi tehisliku kromosoomi sees inimese kerge ja raske ahela jarjestused
(Green et al., 1994). Looma sistimisel antigeeniga hakkavad B-rakud tootma antigeeni
vastaseid inimese antikehi. Huvipakkuvad B-rakud saab loomast eraldada ning tekitada

nendest antikehi tootvad hiibridoomid (Lonberg et al., 1994).

Inimese verest on voimalik eraldada B-rakke, millest saab erinevate meetodite abil tekitada
antikehi tootvaid kultuure. B-rakkude eluiga on tsna lihike, mistdttu on vajalik nende eluea
pikendamine (Pedrioli ja Oxenius, 2021). Rakke saab pikaajaliselt kasvatada, kui nendest
tekitada hiibridoomid voi nakatades neid Epstein-Barri viirusega (Epstein et al., 1964; Strike et
al., 1984). Kuna B-rakud on inimesest parit, siis on sellisel meetodil toodetud antikehadel

Uldiselt hea afiinsus ja madal polireaktiivsus.

Erinevate meetodite abil saadud antikehade hulgast on vaja leida kdige sobilikumad
ravimikandidaadid kasutades in silico, in vitro ja in vivo anallisimeetodeid. Seejarel
anallusitakse potentsiaalseid ravimikandidaate loomkatsetes nariliste peal. Kui
ravimikandidaat on efektiivne ja oluliste kdrvalndhtudeta, manustatakse ravimikandidaate ka
suurematele loomadele nagu kiilikud ja sead (Acharya et al., 2017; Bajpayee et al., 2015).
Loomkatsete dnnestumisel saab taotleda luba Kkliiniliste katsete labiviimiseks (Singh et al.,
2023). Ravimi mittetoksiline md&ju katseloomale ei valista selle toksilisust inimeste puhul

(Pognan et al., 2023).
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1.4.3. Kliinilised katsed ehk ravimi mdju inimestele

Kliinilised katsed, mille eesmark on viélja selgitada ravimikandidaadi mdju inimestele,
jagunevad viieks pohiliseks faasiks. Faasis 0 hinnatakse ravimi vaga madalate dooside mdju,
mille raames anallilisitakse farmakokineetikat. Faasi 1 kaasatakse alla 50 inimese ning
selgitatakse valja ravimi ohutu ja maksimaalne doos. Faas 2 katsetesse kutsutakse 5—-100 ravi
vajavat patsienti, selle kaigus hinnatakse terapeutilist mdju ja doosi ning tulemusi vorreldakse
platseeboga. Faasi 3 raames kaasatakse 300-3000 patsienti, kellel hinnatakse ravimi
efektiivsust, ohutust ja kdrvalmdjusid ning vorreldakse platseeboga. Faas 4 hdlmab uuringuid
peale loa saamist ja ravimi turule toomist — jalgitakse voimalikke pikaajalisi korvaltoimeid ja

erinevaid koosmdjusid (Kandi ja Vadakedath, 2023).

1.5. Antikehade arendatavus

Antikeha arendatavus (ing keeles developability) viitab uuritava antikeha sobivusele saada
hasti toodetavaks, ohutuks ja efektiivseks ravimiks. Arendatavust tuleks hinnata enne kliinilisi
katseid, et vdhendada ravimikandidaadi ebadnnestumise voimalust kliinilistes katsetes.
Hindamine toimub mitmes etapis, alustades terapeutilise antikeha otsimise faasist, kus
potentsiaalsete kandidaatide arv vdib ulatuda tuhandetesse. Arvu piiramiseks on kasutusel
mitmeid erinevaid anallitisimeetodid, mille abil tuvastatakse molekulid, mis ei vasta soovitud
omadustele ning need kdrvaldatakse edasistest etappidest (W. Zhang et al., 2023). Katsete
tulemusel valitakse valja molekul, mis vastab kliinilisteks uuringuteks vajalikele nduetele

(Mieczkowski et al., 2023).

Ideaalsel ravimikandidaadil on jargnevad omadused: kdrge tootlikkus, lihtne suures koguses
puhastada (nt afiinsuskromatograafiaga), homogeenne, kerge taastoota, vesilahuses
pikaajaliselt stabiilne (ei toimu agregeerumist, fragmenteerumist, keemilist degradeerumist,
bioloogilise aktiivsuse langust), spetsiifilisus ainult soovitud antigeeni vastu, lahustub korgel
kontsentratsioonil, madala immunogeensusega (Jarasch et al., 2015). Hilisemate
komplikatsioonide valtimiseks Kkliinilistes katsetes ning aja ja raha sdastmiseks tuleks
analttsida koiki loetletud parameetreid. Naiteks avastati bispetsiifilise ehk kahele antigeenile
seonduva antikeha valjato6tamisel parast humaniseerimist madal stabiilsus, pollreaktiivsus,
korge toendosus iseendaga assostsieerumiseks ning deamidatsiooni oht molekuli CDR-is (Root
et al., 2021). Antud t66s kasutati faagkuva meetodit, et tekitada paremate parameetritega
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kandidaate, mille seast valiti erinevate analililisimeetodite abil vélja kbige paremate
omadustega molekulid. Samas on ka oluline markida, et ravimikandidaadi ihe omaduse
parendamine voib tuua kaasa teiste halvenemise, naiteks stabiilsuse parandamisel voib

vaheneda afiinsus.

1.5.1. Ekspressioon ja tootlikkus
Uks esimesi parameetreid, mida parast ravimikandidaatide tootmist hinnatakse, on
ekspressioonitase ja tootlikkus. Uldiselt kasutatakse esmase arendatavuse hindamise
analttsides molekule, mis on toodetud transientse geeniekspressiooni abil. Selle meetodi
puhul transfekteeritakse ehk viiakse rakutuuma huvipakkuva molekuli geen, misjarel hakkab
toimuma antikeha ekspressioon (da Silva Junior, 2022). Ekspressiooni saab hinnata rakkude
poolt toodetud valgu koguse jargi (Durocher, 2002). Spetsiifilise valgu kontsentratsiooni
lahuses saab hinnata afiinsuskromatograafia abil (Satzer ja Jungbauer, 2018). Seda metoodikat
kasutatakse tihti ka esimese sammuna antikehade puhastamisel, kuna see tagab korge
seondumisspetsiifilisuse, puhtuse ja saagise (Rathore ja Narnaware, 2022). Selliselt on
voimalik 2—4 nadala jooksul toota milligrammides kuni grammides antikehi, mida saab
kasutada jargnevates arendatavuse parameetrite hindamise katsetes (da Silva Junior, 2022;
Durocher, 2002). Madala ekspressioonitasemega molekulide tootmise hind kujuneb vaga

korgeks ning need eemaldatakse arendusest.

1.5.2. Homogeensus ja puhtus

Toodetud antikehaga vodivad aja jooksul toimuda muutused, mis muudavad lahuse
heterogeenseks. Heterogeensust voivad pd&hjustada protsessid, mis mdjutavad molekuli
suurust, laengut ja/vdi hidrofoobsust, nditeks N-terminuses asuva glutamiini tsiikliseerumine
ehk pliroglutamaadi moodustumine, asparagiini deamidatsioon ja aspartaadi isomerisatsioon
(Dick et al., 2007; R. J. Harris et al., 2001; Sydow et al., 2014). K6ik need muutused mdjuvad
tihtipeale negatiivselt terapeutilise antikeha efektiivsusele. Tavaliselt pohjustab molekulmassi
suurenemist molekulide agregeerumine ning vahenemist nende degradeerumine.
Molekulmassis toimuvaid muutuseid saab analiilisida suuruseralduskromatograafia,
geelelektroforeesi, kapillaarelektroforeesi véi massispektromeetri abil. Massispektromeeter

vBimaldab koige tdpsemat molekulmassi anallilisi ning suudab antikeha jarjestuses toimunud
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modifikatsioone eristada ka juhul, kui need erinevad vaid Uhe aminohappe voi
translatsioonijargse modifikatsiooni vorra (C. Lu et al., 2013). Antikeha pinnalaengu
muutumine vOib pdhjustada soovimatuid elektrostaatilisi interaktsioone lahuses olevate
antikehade voi inimkehas leiduvate molekulidega. Molekuli pinnalaengute muutust saab
analltsida kasutades isoelektrilise fokusseerimise voi ioonvahetuskromatograafia meetodit
(King et al., 2018; Y. T. Zhang et al., 2014). Antikehade hiidrofoobsuse liigsel suurenemisel
hakkavad immunoglobuliinid agregeeruma ja selle tulemusel lahusest valja sadenema (Zhang
etal., 2023). Hidrofoobsuse muutuste tuvastamiseks kasutatakse hiidrofoobse interaktsiooni

kromatograafiat (Wakankar et al., 2007).

1.5.3. Antikeha stabiilsus

Valkude termostabiilsust saab méaarata diferentsiaalse skaneeriva kalorimeetria (DSC) voi
diferentsiaalse skaneeriva fluorimeetria (DSF) meetoditega. DSC abil saab tuvastada molekuli
muutuseid labi referentsmaterjali ja huvipakkuva molekuli kuumutamise — mddtes nende
soojendamiseks vajaliku energia vahet (Haines et al., 1998). Kasutades molekuli
fluorestsentsispektri muutust, vdimaldab DSF samuti labi proovi kuumutamise méaarata valgu
termostabiilsust. Kuigi mélemad meetodid mdddavad molekulide termostabiilsust, siis DSF
sobib ravimi otsimise faasi paremini, kulutades vahem proovi ning véimaldades sama aja
jooksul rohkem proove analiitisida (He et al., 2010). M&lema meetodi abil saab antikeha lahti
pakkumise ehk sulamistemperatuuri (Tm) ja agregeerumise temperatuuri (Tagg) jargi hinnata
selle pikaajalist stabiilsust. Halva termostabiilsusega ehk termolabiilsete molekulide puhul
toimub 50% ulatuses lahti pakkumine vahem kui 55 °C juures ning agregeerumine veel

madalamal temperatuuril (Zhang et al., 2023).

1.5.4. Antigeenispetsiifilisus
Antikeha spetsiifilist ning mittespetsiifilist seondumist saab maarata biointerferomeetria ehk
BLI, pindmise plasmonresonantsi ehk SPR-i, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ja
fluorestsentsiga aktiveeritud rakkude sorteerimise ehk FACS-i abil. BLI ja SPR meetodid
mao&odavad molekulidevahelisi interaktsioone, jalgides, kuidas valguse omadused — SPR-i puhul
peegelduse nurk voi intensiivsus ning BLI puhul valguse interferentsimuster — muutuvad

molekuli seondumise ajal (Kim et al., 2019; Olaru et al., 2015). ELISA analisis tuvastatakse
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antikeha seondumine erinevatele molekulidele, mootes seondumise tulemusena tekkinud
varvusreaktsiooni optilist tihedust (OD), mille intensiivsus nditab seondumise ulatust
(Gorshkova et al., 2022). FACS véimaldab m&6ta molekulide seondumist nii antikehaga kaetud
rakkudele kui ka vastavalt toodeldud kerakestele (Makowski et al., 2021; Xu et al., 2013).
Ebaspetsiifiline seondumine vdib tekitada korvalndhte ravimi kasutamisel, naiteks
ninaneeluvahi raviks kasutatav Camrelizumab nimeline antikeha pdhjustab hemangioomi ehk
healoomulist veresoontekasvajat (Xuelian et al., 2019). Kasvaja tekkep&hjuseks on antikeha
mittespetsiifiline seondumine VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2)

molekuliga (Finlay et al., 2019).

1.5.5. Lahustuvus kdrgetel kontsentratsioonidel
Valgu lahustuvus naitab maksimaalset kontsentratsiooni, mille juures valk jadb lahusesse ega
hakka valja sadenema vdi agregeeruma (Shire et al., 2004). Valgul pohinev ravim loetakse
kdrge kontsentratsiooniga ravimiks, kui selle kontsentratsioon Uletab 50 mg/ml. Osade
antikehade terapeutiline toime avaldub alles suure koguse juures, ndudes vadikese ruumala
ststimisel kdrget kontsentratsiooni. Suurem osa nendest on mdeldud subkutaanseks ehk
nahaaluseks, osa ka intravenoosseks ehk veenisiseseks manustamiseks (Wang et al., 2021).
Valgulahuse kdrge kontsentratsioon on oluline, sest suure koguse (rohkem kui 3 ml) ravimi
subkutaansel sistimisel voib tekkida slistekohas valuaisting ja vastureaktsioon (Mathaes et
al., 2016). Ravimi jaoks piisavalt kdrge valgu kontsentratsiooni saavutamine véib aga osutuda

problemaatiliseks.

Lahustuvus sdltub enamjaolt valgu primaar-, sekundaar-, tertsiaar- ja kvaternaarstruktuurist.
Soltuvalt molekulist on lahustuvus suuremal v&i vahemal maaral mdojutatud ka
temperatuurist, réhust, pH-st, puhvri komponentidest (nt soolad, aminohapped, suhkrud) ja
komponentide kontsentratsioonidest (Manning et al., 1995; Pindrus et al., 2015; Terry Jenkins,
1998). Agregeerumine toimub molekulide omavaheliste interaktsioonide tulemusel ning seda
mdojutavad hidrofoobsed, van der Waalsi ja elektrostaatilised joud ning vee molekulide
polaarsus (Weiss et al., 2009; Yadav et al., 2011). Agregeerumise saab jagada viieks erinevaks
etapiks. Esmalt toimub valgu osaline lahtipakkumine, seejarel po6rduv interaktsioon teiste
osaliselt lahti pakkunud molekulidega. Kolmandas etapis moodustuvad p6drdumatud

agregatsiooni tuumad, millele jargneb tuumade suurenemine ja suuremate agregaatide teke.
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Loppfaasis vOib moodustunud agregaat olla kas lahustuv voi lahustumatu; kui see on
lahustumatu, siis sadeneb valk lahusest valja (Sahin et al., 2010). Lahustuvust saab parandada,
nditeks muutes vGi eemaldades komplementaarsust maaravas piirkonnas hidrofoobne
aminohape. Kuna CDR-s olevad aminohapped on Umbritsevale keskkonnale avatud, siis
saavad nad teise molekulidega interakteeruda, mis vbdib aga mdjutada valgu lahustuvust
(Pindrus et al., 2015). Antikehade puhul on lheks stabiliseerimise vdimaluseks ka alamklassi

muutmine, nditeks IgG4 asemel kasutada IgG1 jarjestust (Ito ja Tsumoto, 2013).

1.6. Keelemudelid antikehade omaduste parandamiseks
Erinevad kasutusel olevad arvutuslikud mudelid vdimaldavad ennustada valgu
konformatsiooni ning selle muutust, sekundaarstruktuuride (alfa-heeliksid ja beeta-lehed)
olemasolu, ligandile seondumist ja valgukomplekside moodustumist (Jumper et al., 2021;
Marks et al., 2012; Trigg et al., 2011). Ennustamiseks vajavad mudelid andmeid varasemalt
uuritud sarnase aminohappelise jarjestusega valkude kohta. Samas puudub nendel mudelitel
voime Oppida andmetes leiduvaid mustreid ning kasutada neid uue valgu parameetrite

ennustamiseks (Bepler ja Berger, 2021).

Erinevalt arvutuslikest mudelitest suudavad keelemudelid leida valkude aminohappelistes
jarjestustes mustreid ja luua seoseid individuaalsete aminohapete vahel (Alley et al., 2019).
Mudeleid saab treenida valkude andmebaaside (nt UniRef), antikehade andmebaaside (nt
BioPhi) voi seondumise afiinsuse pdhjal (Mason et al., 2021; Prihoda et al., 2022; Suzek et al.,
2007). Keelemudelid suudavad Gppimiseks kasutatud andmebaaside pdhjal vilja pakkuda
valkude jarjestusi, mis oleks evolutsiooniliselt vdimalikud. Soovitusi suudavad need pakkuda
ainulksi antikeha jarjestuse pdhjal, mis tdhendab, et ei vajata eraldi informatsiooni afiinsuse,

antigeeni, homoloogide voi struktuuri kohta (Hie et al., 2024).

Lisaks suudavad keelemudelid valja pakkuda mutatsioone antikeha omaduste parandamiseks,
voimaldades valtida aja- ja ressursikulukaid meetodeid nagu faagkuva. Ennustuste valiidsuse
tostmiseks saab kasutada paljusid erinevaid keelemudeleid, valides vélja aminohappe
muutused, mida soovitavad enamus vOi kdik mudelid. Naiteks on kirjeldatud kuue
keelemudeli kasutamine, millega parandati seitsme antikeha afiinsust nendele vastavate
antigeenide vastu. Lisaks afiinsusele paranesid ka teised antikeha omadused nagu

termostabiilsus ja viiruse neutraliseerimise vdime (Hie et al., 2024).

23



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TOO eesmark

Icosagenis on varasemalt valja tootatud antikeha, mis seondub vadga hea afiinsusega GLUT1
valgule ning sellel puuduvad interaktsioonid teiste inimkehas leiduvate molekulidega. Edasise
arenduse kdigus avastati immunoglobuliinil ebasoovitav omadus, nimelt hakkab see
terapeutilisel kontsentratsioonil ehk >10 mg/ml lahusest vilja sadenema. Selle omaduse
parendamiseks katsetati antikeha aminohapete muutmist, kasutades keelemudeleid, mille
tulemusel saadi 16 uut terapeutilise antikeha kandidaati. Igas kandidaadis oli tks kindel
aminohape asendatud teise, originaalmolekulist erineva aminohappega. Saadud antikehi
anallusiti erinevate biofiitisikaliste ja -keemiliste meetoditega, et hinnata nende

arendatavusega seotud omadusi ning selgitada valja nende sobivus prekliinilisteks katseteks.

Hiipotees: Keelemudelite poolt vilja pakutud Giheaminohappelised muudatused parendavad
GLUT1 vastase antikeha Ilahustuvusega seotud omadusi ning ei too endaga kaasa

ebasoovitavaid omadusi, nt madal termostabiilsus, madalam tootlikkus ja polireaktiivsus.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. GLUT1 vastaste antikehade tootmine ja puhastamine ning

keelemudeli pdhimote

Esmane antikeha valjatdotamine, humaniseerimine, tootmine ja keelemudelite rakendamine
teostati Icosageni arenduse, rakukultuuri ja valgupuhastuse labori poolt. GLUT1 vastane
antikeha saadi hiire immuniseerimisel GLUT1 antigeeniga. Hiirest eraldatud antikeha jarjestus
humaniseeriti. Humaniseeritud 1gG jarjestust anallilsiti erinevate keelemudelitega, mis
pakkusid valja 16 Gheaminohappelist muutust algse antikeha jarjestuses (Tabel 1). Osadesse
katsetesse  kaasati voOrdluseks ka turul olev terapeutiline antikeha nimega

Trastusumaabemtansiin.

Mutatsioonide tegemiseks kasutati kuut keelemudelit — ESM-1b ja ESM-1v, mis koosneb viiest
erinevast mudelist (Hie et al., 2024). Keelemudelite poolt pakutud jarjestused valiti to0sse, kui

vahemalt kaks nendest pakkusid samas positsioonis hesugust aminohappe muutust.

Tabel 1. Keelemudelitest saadud jarjestuste muudatused ja molekulidele antud nimed

Molekuli Nimi tulemuste
nr Tehtud mutatsioon analiisis

305 Originaal 305 Originaal
402 Raske ahela 42. positsioonis asuv aspartaat on muudetud glatsiiniks 402 D42G HC
403 Raske ahela 58. positsioonis asuv triiptofaan on muudetud seriiniks 403 W58S HC
404 Raske ahela 63. positsioonis asuv treoniin on muudetud aspartaadiks 404 T63D HC
405 Raske ahela 64. positsioonis asuv valiin on muudetud seriiniks 405 V64S HC
406 Raske ahela 64. positsioonis asuv valiin on muudetud alaniiniks 406 V64A HC
407 Raske ahela 90. positsioonis asuv alaniin on muudetud glutamaadiks 407 A90E HC
408 Raske ahela 116. positsioonis asuv histidiin on muudetud glutamiiniks 408 H116Q HC
409 Raske ahela 119. positsioonis asuv glutamaat on muudetud leutsiiniks 409 E119L HC
410 Kerge ahela 1. positsioonis asuv alaniin on muudetud glutamiiniks 410 A1Q LC
411 Kerge ahela 54. positsioonis asuv aspartaat on muudetud glitsiiniks 411 D54G LC
412 Kerge ahela 77. positsioonis asuv valiin on muudetud alaniiniks 412 V77A LC
413 Raske ahela 5. positsioonis asuv aspartaat on muudetud valiiniks 413 D5V HC
414 Raske ahela 12. positsioonis asuv glutamiin on muudetud valiiniks 414 Q12V HC
415 Raske ahela 17. positsioonis asuv alaniin on muudetud seriiniks 415 A17S HC
416 Raske ahela 21. positsioonis asuv valiin on muudetud seriiniks 416 V21S HC
417 Raske ahela 34. positsioonis asuv isoleutsiin on muudetud metioniiniks 417 134M HC
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2.2.2. Protein A afiinsuskromatograafia antikeha tiitri maaramiseks

Afiinsuskromatograafiat kasutatakse uuritavate antikehade eraldamiseks lilejadnud proovis
leiduvast materjalist. Kolonni maatriksi sisse fikseeritud ligandile seondub mittekovalentselt
huvipakkuv molekul. Omavahelist spetsiifilist afiinsust omavad naiteks ensiiiim ja substraat
vdi antikeha ja antigeen. Ulejdanud molekulid, mis ei oma afiinsust kolonni maatriksi vastu,

lahevad kolonnist labi.

Afiinsuskromatograafiaks kasutati HPLC silisteemi Agilent Infinity 1260 I, millega oli
Ghendatud Bio-Monolith Recombinant Protein A, 4,95 x 5,2 mm (Agilent) kolonn. M&&tmine
toimus rakkudest eraldatud supernatandist, eraldamine toimus rakukultuuri to6tajate poolt.
Kolonnile sidumiseks kasutati 50 mM Na-fosfaat pH 7,4 ja elueerimiseks 100 mM glitsiin pH
2,7 lahust, voolukiirusel 3 ml/min. Kolonniahi oli satitud 25 °C peale. Elueerunud piigid
detekteeriti lainepikkusel 280 nm ja vorreldi inimese anti-HEL IgG1 (Icosagen) lahjendusrea
vastu. 280 nm lainepikkust kasutati antikehade eristamiseks glitsiiniga puhvrist. Proovid

moddeti Ghes korduses.

2.2.3. Puhastatud antikehade kontsentreerimine

Proovid soojendati toatemperatuurile. Puhastatud antikehad kontsentreeriti Amicon Ultra 0,5
ml Ultracel-30 regenereeritud tselluloosist membraanfiltritega 18 000 xg juures. Proovid
kontsentreeriti voi lahjendati 1 mg/ml ning 6-10 mg/ml peale. Proovide kontsentreerimisel
6—10 mg/ml-ni Uletati k&ikide antikehade puhul nende lahustuvuspiir. Kontsentreeritud
proovid jdeti (leéd 4 °C juurde. Enne lahjendamist 10 mg/ml-ni lasti proovidel soojeneda
toatemperatuurile ning neid tsentrifuugiti 18 000 xg juures 5 min. Eemaldati supernatant, mis
lahjendati vajadusel 10 mg/ml peale 1x PBS lahusega. L&plikud kontsentratsioonid m&ddeti
kolmes korduses Nanodrop UV/Vis spektrofotomeetriga 280 nm juures, mikroruumala

reziimis.
2.2.4. Analudtiline suuruseralduskromatograafia

Analidtiline suuruseralduskromatograafia vdimaldab uurida valke, valgu agregaate voi
lagunemist natiivsetes tingimustes. Molekulid sdilitavad oma hidrodiinaamilise diameetri
ning liiguvad sellele vastavalt Iabi kolonni pooride. Kolonnist valjuvad esmalt kdige suurema
diameetriga molekulid ning jargnevad aina vdiksemad molekulid, kuna viimased liiguvad

siigavamale kolonni pooridesse, aeglustades nende liikumist [abi kolonni.
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Analidtiliseks suuruseralduskromatograafiaks kasutati HPLC siisteemi Agilent Infinity 1260 I,
millega oli Ghendatud BioSuite 250, 4 um UHR SEC, 4,6 mm x 300 mm (Waters) kolonn ja
sellele vastav eelkolonn BioSuite UHR SEC, 4,6 mm x 35 mm (Waters). M&6tmine toimus
puhastatud proovidest kontsentratsioonidel 1 mg/ml ja 6-10 mg/ml, mdlemal juhul
tsentrifuugiti proove 18 000 xg juures 5 min ja sustiti kolonnile 1 ug antikeha. Anallilisidele
eelnevat tsentrifuugimist teostati suuremate osakeste eemaldamiseks supernatandist.
Kolonnist Iabi voolutamiseks kasutati 0,2 M kaaliumfosfaat, 0,25 M kaaliumkloriid, pH 6,2
lahust, voolukiirusel 0,35 ml/min. Kolonniahi oli satitud 25 °C peale. Elueerunud signaalid
detekteeriti 220 nm juures, kuna sellel lainepikkusel neelavad valgust peptiidsidemed. 280 nm
lainepikkusel neelavad valgust ainult aromaatsete kdrvalahelatega aminohapped ning
lagunenud antikeha osad, mis ei sisalda aromaatseid aminohappeid, jadvad detekteerimata.

K&ik proovid moddeti triplikaatides.

2.2.5. Kapillaarelektroforees

Kapillaarelektroforeesi teostati stisteemiga LabChip GXII Touch (PerkinElmer). Antikehade
algne kontsentratsioon oli 1 mg/ml ning anallilisiti vastavalt tootja protokollile nimega
»ProteinEXactTM HR Assay Quick Guide LabChip ® GXIl Touch” (Revvity.com). Antikehi
anallusiti nii redutseerimata kui ka redutseeritud tingimustel, redutseerimiseks kasutati 1 M

DTT lahust, Idppkontsentratsiooniga 30 mM. Kdik proovid mdddeti triplikaatides.

2.2.6. Analudtiline ioonvahetuskromatograafia

Anallitilises ioonvahetuskromatograafias toimub molekulide lahutamine vastavalt nende
pinnalaengutele. Vastavalt molekuli omadustele saab kasutada katioon- voi
anioonvahetuskolonne. T66s kasutatud katioonvahetuskolonni osakesed omandavad pH 7
juures negatiivse laengu ning seob endaga positiivselt laetud osakesi. Soolagradiendiga
elueerides hakkavad esmalt elueeruma kdige negatiivsema pinnalaenguga ning jargnevad

jarjest positiivsema laenguga molekulid.

Analidtiliseks ioonvahetuskromatograafiaks kasutati HPLC siisteemi Agilent Infinity 1260 II,

millesse oli ihendatud Agilent Bio SCX, NP1.7, 4,6 x 50 mm kolonn ja Agilent Bio SCX, NP1.7,

4 x 10 mm, guard eelkolonn. Mddtmine toimus proovi kontsentratsioonil 1 mg/ml. Enne

mootmist tsentrifuugiti proove 18 000 xg juures 5 min ning kolonnile sistiti 20 pg proovi.

Kolonnile sidumiseks kasutatud puhver A: 20 mM MES, pH 6,0. Kolonnilt elueerimiseks

kasutatud puhver B: 20 mM MES, 1 M NaCl, pH 6,0. Sustile jargnev eluatsiooniprogramm algas
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2-minutilise isokraatilise hoidmisega 0% B juures, millele jargnes 0-35% B gradient 22 minuti
jooksul ja 35-100% B tdus 1 minuti jooksul. Kolonni pesti 3 minutit 100% B juures, misjarel
tasakaalustati statsionaarset faasi 5 minutit 0% B juures. Terve programmi valtel oli voolukiirus
0,6 ml/min ning kolonniahi satitud 30 °C peale. Elueerunud signaalid detekteeriti 220 nm

juures ning kdik proovid mdddeti triplikaatides.

2.2.7. Analutiline hiidrofoobse interaktsiooni kromatograafia

Hidrofoobse interaktsiooni kromatograafias toimub molekulide lahutamine sdltuvalt nende
pinna hidrofoobsusest. Kolonni tasakaalustamisel kasutatav kosmotroopne sool vahendab
lahuse polaarsust, takistades valgu hidrofiilsete osade interaktsiooni vee molekulidega ning
molekuli hidrofoobsed piirkonnad saavad seonduda kolonni maatriksile. Soola
kontsentratsiooni vahendamisel hakkavad esmalt elueeruma hidrofiilsemad molekulid,

vajades vahem interaktsioone lahuses olevate vee molekulidega.

Analltiliseks hidrofoobse interaktsiooni kromatograafiaks kasutati HPLC slisteemi Agilent
Infinity 1260 I, millesse oli thendatud MAbPac™ HIC-10, 5 um, 1000 A, 4,6 x 100 mm (Thermo
Scientific) kolonn. Enne mddtmist tsentrifuugiti proove 18 000 xg juures 5 min. Proovid
moddeti kontsentratsioonil 1 mg/ml ning kolonnile sustiti 10 pg antikeha. Kolonnile
seondumiseks kasutatud puhver A: 100 mM Na-fosfaat, 2 M ammooniumsulfaat, pH 7,0.
Kolonnilt elueerimiseks kasutatud puhver B: 100 mM Na-fosfaat, pH 7,0. Sistile jargnev
eluatsiooniprogramm algas 1-minutilise isokraatilise hoidmisega 0% B juures, millele jargnes
0-100% B gradient 14 minuti jooksul. Kolonni pesti 5 minutit 100% B juures, misjarel
tasakaalustati statsionaarset faasi 5 minutit 0% B juures. Terve programmi valtel oli voolukiirus
1 ml/min. Elueerunud signaalid detekteeriti 220 nm juures ning kd&ik proovid mdddeti

triplikaatides.

2.2.8. Seondumise ja pollreaktiivsuse ELISA

ELISA analliisimeetodi abil saab tuvastada uuritavate antikehade seondumist nii sihtmark
antigeenile kui ka mittesihtmark molekulidele. Molekul, mille vastu tahetakse
immunoglobuliine testida, seotakse plaadi kaevu p&hjas olevale membraanile.
Ebaspetsiifiliste interaktsioonide takistamiseks lisatakse valgulahust (nt BSA), poliireaktiivsuse
ELISA puhul seda ei lisata. Kaevudesse lisatakse primaarne ehk uuritav antikeha ning seejarel

sellega seonduv sekundaarne antikeha. Lopuks lisatakse substraat, mis tekitab
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varvusreaktsiooni sekundaarse antikehaga. Seondumist moddetakse proovi optilise tiheduse

(OD) moGtmise abil.

ELISA teostati Clear flat bottom Maxisorp 384-kaevuga plaatidel. Esmalt pipeteeriti katmiseks
igasse plaadi kaevu 30 pl katmispuhvris (1 x PBS, pH 7,4) 5 ug/ml-ni lahjendatud antigeeni.
Antigeenideks olid kaks erinevat viiruse-sarnast molekuli ehk VLP-d, mille pinnal on
ekspresseeritud GLUT1 ja CD19 valgud (Icosagen). Katse positiivse kontrollina kasutati GLUT1
ja negatiivse kontrollina CD19 molekule. Parast katmist inkubeeriti plaate tile66 4 °C juures.
Jargmisel pdeval pesti kdik kaevud plaadipesuriga (BioTek) 4 korda 90 pl pesulahusega (1x PBS,
0,05% Tween 20, 0,1% Proclin300) ning lisati igasse kaevu 90 ul blokeerimislahust (1x PBS, 2%
BSA , 0,05% Tween 20, 0,2% Proclin300). Plaate inkubeeriti 1 h toatemperatuuril. Peale
inkubeerimist pesti kdik kaevud plaadipesuriga eelnevalt kirjeldatud meetodil. Primaarsed ehk
uuritavad antikehad lahjendati analilsipuhvris (1x PBS, 1% BSA, 0,1% Tween 20, 0,1%
Proclin300) kontsentratsioonini 40 pg/ml ning nendest tehti 384-kaevusel plaadil 22
lahjendust 2x sammuga nii, et igasse plaadi kaevu jai I16puks 30 ul proovi. Originaalantikeha
(305 Originaal) oli igal plaadil positiivse kontrollina, Ulejadanud antikehad ma&oddeti
duplikaatidena. Kdige viimasesse kaevu lisati negatiivse kontrollina analliisipuhver. Plaate
inkubeeriti toatemperatuuril loksutil 1 h. Peale inkubeerimist pesti kdik kaevud plaadipesuriga
eelnevalt kirjeldatud meetodil, et eemaldada seondumata antikehad. Sekundaarne antikeha
Goat anti-Human IgG Fc Cross-Adsorbed HRP (Thermo Fisher) lahjendati kontsentratsioonini
0,08 pg/ml (1x PBS, 1% BSA, 0,1% Tween 20, 0,1% Proclin300 lahuses) ning igasse kaevu
pipeteeriti 30 pl saadud lahust. Plaate inkubeeriti toatemperatuuril loksutil 1 h. Peale
inkubeerimist pesti kdik kaevud plaadipesuriga eelnevalt kirjeldatud meetodil, et eemaldada
seondumata sekundaarsed antikehad. Seejarel pipeteeriti kaevudesse 30 pl TMB VI
(Biopanda) lahust ning inkubeeriti toatemperatuuril loksutil 3 min. Reaktsiooni peatamiseks
lisati kaevudesse 15 ul 0,5 M H;SO4 lahust. Plaadi kaevudest moddeti kohe Multiskan FC

Microplate spektrofotomeetriga (Thermo Fisher) optiline tihedus (OD) 450 nm juures.

Polireaktiivsuse ELISA teostati samuti Clear flat bottom Maxisorp 384-kaevuga plaatidel.

Pollreaktiivsuse hindamiseks kaeti plaadi kaevud jargneva kuue molekuliga: vasika tiiiimusest

eraldatud kaheahelaline DNA (ThermoFisher), vasika tliimusest eraldatud (iheahelaline DNA

(Sigma-Aldrich), molluskist eraldatud hemotsianiin (Sigma-Aldrich), inimese rekombinantne

insuliin (Sigma-Aldrich), HIV-le iseloomulikku antigeeni sisaldav VLP ehk HIV gag mock VLP

(Icosagen) ning kardiolipiin (Sigma-Aldrich). Kaheahelaline DNA, (heahelaline DNA,
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hemotstaniin ja HIV gag mock VLP lahjendati 1x PBS-s kontsentratsioonini 10 pg/ml. Insuliin
lahjendati 1x PBS-s kontsentratsioonini 5 pg/ml. Kardiolipiin lahustati 96% etanoolis
kontsentratsioonini 10 pg/ml. Plaadi kannudesse pipeteeriti 30 pl vastavaid lahjendusi ja
inkubeeriti ile6d 4 °C juures. Jargmisel paeval pesti kdik kaevud plaadipesuriga eelnevalt
kirjeldatud meetodil. Seejarel pipeteeriti igasse kaevu 90 ul blokeerimislahust (1x PBS, 0,05%
Tween 20, 1 mM EDTA). Plaate inkubeeriti 1 h toatemperatuuril. Primaarsed ehk uuritavad
antikehad lahjendati analttsipuhvris (1x PBS, 1% BSA, 0,1% Tween 20, 0,1% Proclin300)
kontsentratsioonini 1 ug/ml ning nendest tehti 384-kaevusel plaadil 4 lahjendust 3x sammuga,
igasse plaadi kaevu jdi I16puks 30 pl lahjendust. Kdik antikehad mdddeti duplikaatidena. Igale
plaadile pipeteeriti positiivne kontroll (poliireaktiivne molekul) ja negatiivne kontroll (ei
seondu mitte Uhelegi kuuest molekulist) ning lahjendused tehti samamoodi nagu uuritavate
antikehade puhul. Plaate inkubeeriti toatemperatuuril loksutil 1 h. Parast inkubeerimist pesti
koik kaevud plaadipesuriga eelnevalt kirjeldatud meetodil. Sekundaarne antikeha Goat anti-
Human IgG Fc Cross-Adsorbed HRP (ThermoFisher) lahjendati kontsentratsioonini 0,04 ug/ml
puhvris 1x PBS, 0,05% Tween 20, 1 mM EDTA ning igasse kaevu pipeteeriti 30 pl saadud
lahjendust. Plaate inkubeeriti toatemperatuuril loksutil 1 h. Parast inkubeerimist pesti koik
kaevud plaadipesuriga eelnevalt kirjeldatud meetodil. Seejarel pipeteeriti plaadi kaevudesse
30 pl TMB VIl (Biopanda) lahust ning inkubeeriti toatemperatuuril loksutil 3 min. Lopuks lisati
reaktsiooni peatamiseks kaevudesse 15 ul 0,5 M H;SO4. Plaadi kaevudest moddeti kohe
Multiskan FC Microplate spektrofotomeetriga (Thermo Fisher) optiline tihedus (OD) 450 nm

juures.

2.2.9. AC-SINS

AC-SINS (dffinity-capture  self-interaction  nanoparticle  spectroscopy) on suure
labilaskevdimega analililisimeetod, mis aitab ennustada antikehade kalduvust enesega
interakteeruda ja agregeeruda (Joonis 7). Esmalt tuleb kulla nanoosakestele konjugeerida
inimese IgG-vastane antikeha ning seejarel saab lisada uuritavad antikehad. Kuna konjugaadil
on afiinsus inimese IgG vastu, siis tekib osakeste U(mber kdrge uuritava antikeha
kontsentratsioon. Kui uuritava antikeha molekulide vahel esineb interaktsioone, siis nihkub

neeldumismaksimum pikemate lainepikkuste ehk punase spektri suunas (Liu et al., 2014).

Uuritavad antikehad lahjendati 1x PBS pH 7,4 puhvris kontsentratsioonini 0,25 mg/ml. Kulla
nanoosakestega konjugeeritud inimese IgG-Fc regiooni vastane kitse antikeha (AuNP-GAH Fc

konjugaat) valmistati valgupuhastuse labori poolt vahetult enne analiilsi ning kontsentreeriti
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10x. 96 siigava kaevuga plaadil pipeteeriti igasse kaevu 70 pl antikeha lahjendust ja 70 ul
konjugaati. Seejarel inkubeeriti plaati 50 min toatemperatuuril. Parast seda lisati kaevudesse
210 pl 1x PBS-i ja inkubeeriti 10 min toatemperatuuril. Jargmisena pipeteeriti igast kaevust
100 ul lahust kolmes korduses 384-kaevulise plaadi kaevudesse. Adsorptsiooni mdddeti 1 nm
sammuga lainepikkuste vahemikus 475 kuni 625 nm, kasutades moodtmiseks CLARIOstar Plus

(BMG Labtech) plaadilugejat.
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Joonis 7. AC-SINS meetodi pohimdte. Kulla nanoosakesed konjugeeritakse inimese IgG vastase
antikehaga. Seejarel konjugaadid kontsentreeritakse 10x ja segatakse kokku uuritavate
inimese antikehadega. Enesega interakteeruvad antikehad moodustavad suuremaid
agregaate ning mitteinterakteeruvad antikehad pusivad lahuses eraldatuna. Vorreldes
referentsiga (must joon) toimub piigi maksimumi nihe siniste lainepikkuste poole, kui
molekulid on enesega vahem interakteeruvad, ning punaste lainepikkuste poole, kui
molekulid on enesega rohkem interakteeruvad (Zhou et al., 2021).
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2.2.10. NanoDSF ja DLS

NanoDSF (nano differential scanning fluorimetry) ja DLS (differential light scattering)
mootmiseks kasutati Uncle (Unchained Labs) masinat. Masin kasutab nanoDSF-i puhul 266 nm
lainepikkusega laserit, et tuvastada valgumolekulis olevate aromaatsete aminohapete
fluorestsentsi abil selle sulamistemperatuur ja valguse hajumise jargi molekulide
agregeerumine. Sulamistemperatuur ehk Tm tdhistab temperatuuri, mille saavutamisel on
denatureerunud 50% lahuses olevatest valgu molekulidest. Agregeerumistemperatuuri ehk
Tagg-i maaratakse valguse hajumise jargi 266 vdi 473 nm lainepikkusel, vastavalt madalal
(tavaliselt alla 50 mg/ml) ja kérgel (tavaliselt tle 50 mg/ml) antikehade kontsentratsioonil.
Agregaatide teket saab tuvastada suurenenud valguse hajumise abil. Mida kdrgemad on
sulamis- ja agregeerumistemperatuur, seda stabiilsemaks loetakse molekuli struktuuri. DLS
abil saab hinnata proovi homogeensust ning selles olevate molekulide hiidrodinaamilist

diameetrit (unchainedlabs.com).

Proove tsentrifuugiti 18 000 xg juures 5 min ja igat proovi pipeteeriti kiivettidesse 9 pl kolmes
korduses. DLS mddtmine teostati temperatuuril 15 °C. NanoDSF mdddeti alates 15 °C-st kuni
95 °C-ni, temperatuuri tous toimus Ghtlaselt 0,3 °C/min. Masina UV ja Blue filter olid asendis
3. Tm-i madramine toimus Unchained Labs poolt vilja to6tatud baritsentrilise keskmise ehk
BCM valemi jargi. BCM arvestab 300-430 nm lainepikkuste vahele jaava piigi pindala keskkoha
nihkumist temperatuuri tdusmise mojul. Tagg maarati temperatuuril, mille juures oli 266 nm

lainepikkusel valguse hajumise intensiivsus tdusnud baasjoonest 10%.
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Tootlikkuse maaramine afiinsuskromatograafia abil

Rakukultuuri supernatantidest antikehade ekpressioonitaseme ja tootlikkuse modtmiseks
kasutati protein A afiinsuskromatograafiat. Varasemalt on kindlaks tehtud, et meetodi
variatsioonikoefitsent (proovide standardhdlve jagatud nende keskmisega ja korrutatud
100%-ga) jaab alla 5%, mis tadhendab, et kuigi proovid méd&deti Ghes korduses, on nende pdhjal
vOimalik anda usaldusvdarne hinnang tootlikkusele. Vd&rreldes originaalantikehaga oli
kaheteistkimnel muteeritud antikehal madalam ning kolmel sarnane tootlikkus (Joonis 8).
Raske ahela 116. positsioonis asuva histidiini muutmine glutamiiniks (408 H116Q HC) toi
vorreldes originaalantikehaga kaasa tootlikkuse suurenemise umbes 33% vorra. Seevastu
kerge ahela 77. positsioonis asuva valiini muutmine alaniiniks (412 V77A LC) pdhjustas umbes
kuuekordse tiitri vdahenemise (-86%). Tulemused korreleeruvad puhastusosakonnas
afiinsuskromatograafia kolonniga eraldatud proovide kogustega, ndidates mdlema kolonni

sarnast sidumise voimekust kdikide antikehade puhul (Lisa 1).

Tootlikkuse suurenemise voi vahenemise pdhjuseks voib vastavalt olla antikeha lahustuvuse
parenemine vOi halvenemine. Enne sekreteerimist tekib rakus immunoglobuliinide korge
lokaalne kontsentratsioon, mistdttu on madala lahustuvuse puhul nende tootmine takistatud
(Wu ja Yu, 2021). Tootlikkust voib vahendada ka antikehade vale kokkupakkimine, tekitades

rakkudes stressivastuse, mis vahendab nende sekreteerimist (Gregersen ja Bross, 2010).
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Joonis 8. Afiinsuskromatograafia abil rakukultuuri supernatandist méddetud antikehade
tiitrid. Tulpadel on naidatud standardhélve, mis on arvutatud meetodi varasemalt kindlaks
tehtud maksimaalse variatsioonikoefitsendi (5%) pd&hjal, kuna mddtmine toimus Uhes
korduses. Positiivse kontrollina kasutati Trastusumaabemtansiini.

2.3.2. Puhastatud antikehade kontsentreerimine

Valgupuhastuse osakonna tootajad puhastasid antikehad afiinsuskromatograafia abil.
Peaaegu koik puhastatud antikehad kontsentreeriti voi Ilahjendati nii, et nende
kontsentratsioonid olid kas 1 mg/ml vdi vahemikus 6—10 mg/ml. Kontsentratsioonil 1 mg/ml
ei toimunud margatavat antikehade valja sadenemist. Kontsentratsioonid mdddeti kohe
parast lahjendamist ning jargneval pdeval. Antikehade resuspendeerimiseks
kontsentratsioonil 10 mg/ml soojendati need toatemperatuurile, suspendeeriti vorteks
segajal ning tsentrifuugiti 18 000 xg juures. Peale tsentrifuugimist mododdeti
kontsentratsioonid, mille jargi arvestati antikehade koguseid analliliside teostamisel. Antikeha
412 V77A LC tootlikkus jai vaga madalaks, mistdttu sai seda kontsentreerida vaid 1 mg/mil-ni,
aga materjali ei olnud piisavalt 10 mg/ml-ni kontsentreerimiseks. Teine antikeha (409 E119L

HC) ei kontsentreerunud tle 6 mg/ml, sest hakkas lahusest vilja sadenema.

Neljateistkimnes 10 mg/ml-ni kontsentreeritud proovis olid (le6d 4 °C juures seismisega
immunoglobuliinid osaliselt lahusest valja sadenenud, kaks proovi (403 W58S HC ja 413 D5V
HC) sailitasid oma kontsentratsiooni (Joonis 9). 403 W58S HC puhul vdib molekuli
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stabiliseerida molekuli pinnal asuva hiidrofoobse aminohappe muutmine hidrofiilseks,
voimaldades puhvri molekulide poolset stabiliseerimist. 413 D5V HC molekulis on toimunud
toendoliselt lokaalne konformatsiooni muutus, mille pdhjustas negatiivselt laetud
aminohappe (aspartaat) asendamine hiidrofoobsega (valiin), ehk ruumiliselt lahedal asuvate
aminohapete asetus vdis muutuda ning tekitada molekuli stabiliseeriva piirkonna. Molekuli
409 E119L HC kergemale agregeerumisele ja sadenemisele viitab ka hidrofoobse
interaktsiooni kromatograafia tulemus, kus antikeha moodustab teistest molekulidest

suurema agregaatide piigi (peatiikk 2.3.3.2).
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B Kontsentratsioon jargmisel paeval m Algne kontsentratsioon

Joonis 9. Antikehade kontsentratsioon lahuses enne ja parast Gle66 inkubeerimist 4 °C juures.
Punase ja sinise tulba liitmisel saab antikehade kontsentratsiooni peale kontsentreerimist.
Sinised tulbad naitavad antikehade kontsentratsioone parast ile66 seismist. Graafikul on
kajastatud triplikaatide keskmised vaartused. Mo6tmiste standardhalve oli niivérd madal
(max 0,05), et see ei kajastu joonisel. NB! Molekuli 412 V77A LC tootlikkus oli niivérd madal,
et materjali ei olnud piisavalt katse teostamiseks.
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2.3.3. Homogeensuse ja puhtuse maaramine

Eraldatud immunoglobuliinide puhtuse ja homogeensuse hindamiseks kasutati jargmiseid
meetodeid: anallitiline suuruseralduskromatograafia, ioonvahetuskromatograafia ja
hidrofoobse interaktsiooni kromatograafia, kapillaarelektroforees ning DLS (differential light

scattering).

2.3.3.1. Suuruseralduskromatograafia
Antikehade puhul kasutatakse puhtuse maaramiseks monomeeride protsentuaalset sisaldust
proovis, afiinsuskromatograafia jarel on vdaga hea, kui puhtusaste (letab 95%.
Suuruseralduskromatograafia naitas suureparast puhtusastet nii madalal kontsentratsioonil
(1 mg/ml) kui ka kérgemal kontsentratsioonil (6—10 mg/ml), monomeeri sisaldus oli ile 96,5%
koikide uuritavate antikehade puhul (Joonis 10). See tdhendab, et s6ltumata mutatsioonist oli
afiinsuskromatograafia abil puhastatud molekulidel sarnane monomeersete vormide sisaldus
ning antikehade kontsentratsiooni tdstmine ei viinud lahustuvate agregaatide

moodustumiseni.
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Joonis 10. Suuruseralduskromatograafia kaigus eraldunud piikide protsentuaalne jaotus
proovide kontsentratsioonidel 1 ja 6-10 mg/ml. Sinised tulbad néaitavad antikeha monomeeri
protsentuaalset sisaldust proovide kontsentratsioonil 1 mg/ml, rohelised kontsentratsioonil
6-10 mg/ml. Punased tulbad tahistavad korgema molekulmassiga molekulide sisaldust.
Protsendid on arvutatud 220 nm juures detekteeritud piikide pindalade jargi. Graafikul on
kajastatud triplikaatide keskmised vaartused. Mddtmiste standardhalve oli niivord madal
(max 0,16), et see ei kajastu joonisel. NB! Molekuli 412 V77A LC tootlikkus oli niivord madal,
et materjali piisas ainult 1 mg/ml-ni kontsentreerimiseks.
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Kromatogrammidelt analliUsiti ka piikide kuju ning retentsiooniaega. Kontsentratsioonidel 1
mg/ml ning 6-10 mg/ml olid k&ikide antikehade piikide kujud sarnased nii kdrguselt kui ka
laiuselt, kromatogrammid on toodud lisas 2. Erandiks oli molekul 403 W58S HC, mille puhul
raske ahela 58. positsioonis asuva triptofaani muutmine seriiniks pdhjustas selle varasema
elueerumise vorreldes teiste uuritud antikehadega kontsentratsioonidel nii 1 mg/ml kui ka 10
mg/ml (Joonis 11). Retentsiooniaja vahenemine annab marku molekuli hidrodinaamilise
raadiuse suurenemisest. Antud juhul vis retentsiooniaja muutus olla tingitud hiidrofoobse

aminohappe asendamisest polaarsega, mis vdis muuta molekuli konformatsiooni.

3201

300+

280

260+

240

220

200+

1801

mAlJ

160

305 Originaal
140+
120
100 [\
01 . SRS [ 402 D42G HC
60
404
201
N 403 W58S HC

0 1 2 3 1 5 6 7 8 9 10 EE 12

Retentsiooniaeg (min)
Joonis 11. Suuruseralduskromatograafia abil saadud kromatogrammid kolmele molekulile
kontsentratsioonil 1 mg/ml. Piikide retentsiooniajad on antud minutites ning kd&rgused
neelduvusihikutes (mAU). Kromatogrammid on detekteeritud 220 nm lainepikkuse juures.
Triplikaatidest on valja valitud iga molekuli puhul (iks esinduslik korduskatse tulemus.
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2.3.3.2. Hudrofoobse interaktsiooni kromatograafia

Originaalantikeha  kromatogrammil on ndha kahte piiki, esimene elueerub
soolakontsentratsiooni languse ajal ning teine alles siis, kui ammooniumsulfaadi
kontsentratsioon on 0. Kromatogrammi pohipiigiks maarati kdige suurema pindalaga piik,
moodustades elueerunud materjalist 64%. Muteeritud antikehadele voéeti vordluseks
originaalantikeha kromatogrammi piikide retentsiooniajad, kujud ja protsentuaalsed
osakaalud (Joonis 12). Muteeritud antikehade piikide retentsiooniajad loeti ps&hipiigiga
samavaarseks, kui nende erinevus oli maksimaalselt 0,03 minutit. Aeg sai valitud anallisitud
molekulide triplikaatide maksimaalse k&ikumise jargi. Kolme molekuli (402 D42G HC, 404
T63D HC ning 407 A90E HC) retentsiooniajad kattusid originaalmolekuliga, Uks oli
hidrofoobsem (410 A1Q LC) ning kaksteist hiidrofiilsemad (Joonis 13). KGik peale ihe molekuli
elueerusid kahe piigina. Kuna analliiisimeetodis kasutati vaga kdrget ammooniumsulfaadi
kontsentratsiooni (1,5 M), vGisid uuritavad antikehad selle m&jul moodustada agregaate, mis
elueerusid teise piigina alles soola puudumisel. Enamusel molekulidest ei erinenud kahe piigi
osakaalud markimisvaarselt (pohipiik 60-64%), kuid Gihe molekuli (409 E119L HC) pd&hipiik jai
53% juurde, vihjates suuremal maaral agregeerumisele kdrge soolaga tingimustes. Varasemalt
selgus kontsentreerimise ajal, et 409 E119L HC agregeerus ja sadenes madalamatel
kontsentratsioonidel vorreldes teiste molekulidega. Molekul 403 W58S HC oli ainsana
originaalmolekulist tunduvalt hidrofiilsem ning elueerus (he piigina 0,3 min varem. Selle
pOhjustas hiidrofoobse triptofaani asendamine polaarse seriiniga, mis vdis p&hjustada

lahusega interakteeruva piirkonna hiidrofiilsuse suurenemise.
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Joonis 12. Hildrofoobse interaktsiooni kromatograafia tulemused, kdik proovid olid
kontsentratsioonidel 1 mg/ml. Algse antikeha kdige suurema pindalaga piik on maaratud
pOhipiigiks, mis on tahistatud punasega. PShipiigi jargi on maaratud muudetud antikehade
piigid — kui nende retentsiooniajad kattuvad (+/- 0,03 minutit), siis loetakse need vdrdseteks
pOhipiigiga. Pohipiigist htidrofiilsemate piikide protsentuaalne osakaal lahuses on tahistatud
sinisega ning hidrofoobsemate osakaal rohelisega. Kromatogrammid detekteeriti 220 nm
lainepikkuse juures. Graafikul on kajastatud triplikaatide keskmised vaartused. Mdotmiste
standardhélve oli niivord madal (max 0,57), et see ei kajastu joonisel.
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Joonis 13. Hidrofoobse interaktsiooni kromatograafia abil saadud kromatogrammid, proovide
kontsentratsioonil 1 mg/ml. Piikide retentsiooniajad on antud minutites ning kd&rgused
neelduvusihikutes (mAU). Kromatogrammid on detekteeritud 220 nm lainepikkuse juures.
Triplikaatidest on valja valitud iga molekuli puhul ks esinduslik korduskatse tulemus.
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2.3.3.3. loonvahetuskromatograafia

Originaalantikeha kromatogrammil on ndha kolme suuremat piiki ja nendest varem
elueeruvaid negatiivsema laenguga osakesi (Joonis 14). Kolm suuremat piiki on p&hjustatud
raske ahela posttranslatsioonilisest C-terminaalsete llsiinide eemaldamisest (Beck et al.,
2005). Lasiini korvalahel muudab molekuli pinnalaengu positiivsemaks ehk antikeha
lUsiinideta vorm on nahtav kdige kdrgema piigina, millele jargnevad eraldi piikidena antikeha
vormid, mille Ghe vdi mdlema raske ahela kiiljes on lisiin. Kolmele suuremale piigile véivad
eelneda molekuli Ghe aminohappe erinevad laenguvormid, mida naitab suuremate piikidega

sarnane osakeste jaotus.

Originaalmolekuli kromatogrammi retentsiooniaja ja profiili alusel maarati muteeritud
antikehade kromatogrammides pohipiikide asukohad. Enamik antikehadest elueerusid
originaalmolekuliga sarnase lisiinimustriga. Erandiks on molekul 410 A1Q LC, millel on
vOrreldes originaal- ja teiste antikehadega erinev piikide jaotus. Esimesena on 410 A1Q LC
puhul elueerunud pindalalt kdige suurem piik, jargnevad piigid nditavad sama mustri
kordumist pdhjustatuna (the aminohappe laenguvormi muutumisest. Profiili muutumist véib
pohjustada hilidrofoobset aminohapet (alaniin) sisaldava piirkonna podérdumine molekuli
hiidrofoobsest sisemusest immunoglobuliini pinnale, kui see asendada polaarse
aminohappega (glutamiin). Teistsuguse profiili vdivad pohjustada ka osaliselt O-
glikostleeritud kerged ahelad (tavaliselt need ei ole glikostleeritud) ja signaalpeptiidi
ebanormaalne 16ikus. Kergel ahelal ei saa olla N-gliikoslleerimine, sest puudub selleks vajalik

jarjestus.

Suuremad muutused toimusid piikide retentsiooniaegades. 7 molekuli (405 V64S HC, 406
V64A HC, 412 V77A LC, 414 Q12V HC, 415 A17S HC, 416 V21S HC, 417 134M HC) profiilid on
vdga sarnaste retsentsiooniaegadega (+/- 0,1 min) vdrreldes originaalantikehaga. 4
mutatsiooni (402 D42G HC, 409 E119L HC, 411 D54G LC, 413 D5V HC) puhul omandasid kdik
laenguvariandid positiivsema ehk elueerusid hiljem ning 5 mutatsiooni (403 W58S HC, 404
T63D HC, 407 A90E HC, 408 H116Q HC, 410 A1Q LC) puhul omandasid kdik laenguvariandid
negatiivsema pinnalaengu ehk elueerusid varem. Mutatsioonide tagajarjel tekkinud
pinnalaengu muutused voisid pdhjustada asendatud aminohapped ise v6i nende poolt
indutseeritud molekulide imberkorraldused. Naiteks on molekulidel 402 D42G HC ja 411
D54G LC tehtud sama asendus, aspartaat (negatiivse laenguga) on muudetud glitsiiniks

(laenguta). Kuigi modlema molekuli pinnalaengud muutuvad positiivsemaks, vorreldes
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originaalantikehaga, siis 411 D54G LC omandab suurema positiivsema laengu, naidates

laialdasemat laengute muutust molekuli pinnal. Laengu muutus vdib avaldada mdju

antikehade lahustuvusele (Yang et al., 2019).
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Joonis 14. loonvahetuskromatograafia abil saadud kromatogrammid kd&ikidele uuritud
molekulidele kontsentratsioonil 1 mg/ml. Piikide retentsiooniajad on antud minutites ning
korgused neelduvusihikutes (mAU). Kromatogrammid on detekteeritud 220 nm lainepikkuse
juures. Triplikaatidest on valja valitud iga molekuli puhul tiks esinduslik korduskatse tulemus.

42



2.3.3.4. Kapillaarelektroforees

Kapillaarelektroforees-SDS teostati denatureeritud antikehadele nii mitteredutseeritud kui ka
redutseeritud tingimustes. Mitteredutseeritud tingimustes saab hinnata denatureeritud
molekulide molekulmassi ning homogeensust (Joonis 15). Nii originaalmolekuli kui ka
muteeritud antikehade proovides oli protsentuaalselt umbes samal maaral intaktset antikeha
(90%), sellest madalama molekulmassiga 10% ning kdrgemaga alla 1% molekulidest.
Molekulmassid olid intaktsete molekulide puhul umbes 177 kDa, mis on arvutuslikust
molekulmassist umbes 25 vorra suurem. Meetodi eriparast tulenevalt on nailine molekulmassi

suurenemine normaalne.
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305 Originaa
402 D42G H
403 W58S H
404 T63D H
405V64S H
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409 E119LH
410 A1QL
411 D54G L
412 V77A L
413 D5V H
414 Q12VH
415A17SH
416 V21SH
417 134M H

Joonis 15. Mitteredutseerivates tingimustes teostatud kapillaarelektroforeesi tulemused.
Punasega on nadidatud ferogrammi pdhipiigi ehk kdige kérgema signaaliga piigi protsentuaalne
osakaal lahuses. Sinisega on nadidatud pohipiigist madalamate molekulmassidega ning
rohelisega pohipiigist kdrgemate molekulmassidega piikide osakaalud lahuses. Graafikul on
kajastatud triplikaatide keskmised vaartused. Mddtmiste standardhalve oli niivord madal
(max 0,38), et see ei kajastu joonisel.
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Redutseerivatel tingimustel taandati antikehas olevad disulfiidsillad, mille tulemusena
eraldusid kerged ja rasked ahelad teineteisest, voimaldades neid kapillaarelektroforeesis
eraldi visualiseerida (Joonis 16). Nii originaalmolekuli kui ka muteeritud antikehade puhul
moodustasid kerged ahelad 28-30%, rasked ahelad 69-71% ning muud piigid 1-2% proovi
koostisest, Uihe erandiga (Joonis 17). Molekulmassid jaid kergetel ahelatel umbes 36 kDa ja

rasketel ahelatel umbes 66 kDa juurde.

100
9
8
7
6
5
4
3
2
10

0
= O O O 0O O 0O O 0o o 0o o o o o o o

H Kerged ahelad B Rasked ahelad B Muud piigid

o O O O O o

Piigi pindala (%)
o

o

305 Originaa
402 D42G H
403 W58S H
404T63D H
405V64S H
406 V64AH
407 A90OE H
408 H116QH
409 E119LH
410 A1QL
411 D54G L
412V77AL
413 D5V H
414 Q12VH
415A17SH
416 V21SH
417 134M H

Joonis 16. Redutseerivates tingimustes teostatud kapillaarelektroforeesi tulemused. Sinisega
on ndidatud kergete ahelate, punasega raskete ahelate ja rohelisega muude piikide
protsentuaalne osakaal lahuses. Graafikul on kajastatud triplikaatide keskmised vaartused.
Mootmiste standardhélve oli niivord madal (max 0,17), et see ei kajastu joonisel.
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Molekuli 410 A1Q LC ferogrammilt on mitteredutseerivates tingimustes naha 177 kDa juures
teistest proovidest olulisemalt laiemat piiki. Sama antikeha redutseeritud proovi ferogrammil
taheldati kerge ahela kahte erinevat vormi (Joonis 17). Muutused vdivad olla pdhjustatud
osade kergete ahelate O-gliikosiileerimisest (tavaliselt need ei ole gliikoslleeritud), mis annab
molekulile negatiivsema laengu ja pdhjustab elektroforeesil teistest molekulidest erinevat

mobiilsust. Kdikide proovide elektroferogrammid on toodud lisades 3 ja 4.

1400
1200 A
1000
[\

800 |

600

Fluorestsents (FU)

— T T T — ]
Molekulmass (kDa) ¢ 100 110 120 140 150 200

1400

1200 \

1000 \

Fluorestsents (FU)
2 ©
8 3
LIl | |

Molekulmass (kDa)
Joonis 17. Kapillaarelektroforeesi meetodiga saadud elektroferogrammid kahest molekulist —
305 Originaal (sinisega) ning 410 A1Q LC (punasega). Molekulide molekulmassid (kDa) on
arvutatud  suurusstandardi  retsentsiooniaegade  pdhjal.  Piikide  kdrgused on
fluorestsentsilihikutes. Mdlemal graafikul on kahe molekuli tulemustest tehtud ulekate,
Ulemisel on mitteredutseeritud ning alumisel redutseeritud proovid. Triplikaatidest on vilja
valitud mdélema molekuli puhul ks esinduslik katsekordus.
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2.3.3.5. DLS
DLS (differential light scattering) abil saab mddta lahuses olevate molekulide keskmist
diameetrit ning polidisperssust ehk heterogeensust. Varasemalt sama masinaga moddetud
antikehade diameetrid on jaanud vahemikku 10-15 nm. Kontsentratsioonil 1 mg/ml jaid
peaaegu koikides uuritud proovidest mdddetud osakeste keskmised diameetrid vahemikku
11-13 nm (Joonis 18). Kahes proovis, 403 W58S HC ja 404 T63D HC, leiduvate molekulide
diameetrid olid vastavalt 29 ja 18,5 nm, mis on oluliselt kdrgemad antikehade tavalistest
vaartustest. Molekuli 403 W58S HC suurenenud hidrodiinaamiline raadius oli ndahtav ka
suuruseralduskromatograafia abil. Mdlema proovi puhul véib néiline diameetri suurenemine
olla pohjustatud kas lahuse viskoossuse tdusust, proovi halvast kvaliteedist voi pipeteerimise
veast. Viimase kahe pdhjuse tdendosus on kdrgem, sest kontsentratsioonil 6—-10 mg/ml jaid
kdikide antikehade diameetrid normaalsesse vahemikku ehk 13-15 nm. Kui kaks eelnevalt
valja toodud molekuli vélja arvata, siis kdikidel Glejaanud antikehadel téusis 6-10 mg/ml
kontsentratsioonil mdddetud diameeter 2—3 nm vdrreldes prooviga, mille kontsentratsioon
oli 1 mg/ml . Nailine diameetri suurenemine on ootusparane, kuna analtutsimeetod arvestab
diameetri arvutustes osakeste liikumise kiirust, mis sdltub proovi viskoossusest. Antikehade
kontsentratsiooni suurenemisel muutub proov viskoossemaks, aeglustub molekulide

lilkumine ning molekulid tunduvad seelabi suuremad.

Polldisperssus liigitatakse madalaks, kui polldisperssuse indeks jaadb alla 0,1, keskmiseks, kui
indeks jaab vahemikku 0,1-0,3 ning kdrgeks, kui indeks liletab vaartuse 0,3. Uuritud proovide
polldisperssuse indeksid jaid vahemikku 0,1 kuni 0,3, mis tdahendab, et kdikide lahuste
koostised olid keskmiselt poludisperssed (Joonis 18). Tulemused kattuvad
suuruseralduskromatograafia tulemustega, millelt oli ndha proovide ile 96,5-98,5%-st
puhtusastet. Eelneva meetodiarenduse kadigus on valja selgitatud, et indeksi vaartus alla 0,1

korreleerub 99-100% monomeeri sisaldusega.
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Joonis 18. DLS (differential light scattering) abil méddetud osakeste keskmine diameeter ja
pollidisperssuse indeks. Sinised tulbad naitavad proovis esinevate osakeste keskmist
diameetrit proovide kontsentratsioonil 1 mg/ml, rohelised kontsentratsioonil 6-10 mg/ml.
Punased tadpid naitavad proovide poliidisperssuse indeksit. Pollidisperssus liigitatakse
madalaks, kui poliidisperssuse indeks jaab alla 0,1, keskmiseks, kui indeks jaab vahemikku 0,1—
0,3 ning korgeks, kui see Uletab vaartuse 0,3. Graafikul on kajastatud nelja mdoGtmise
keskmised vaartused ning nende standardhdlve. NB! Molekuli 412 V77A LC tootlikkus oli
niivord madal, et materjali piisas ainult 1 mg/ml-ni kontsentreerimiseks.
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2.3.4. Stabiilsuse hindamine
Termostabiilsuse md&dtmiseks kasutati nanoDSF (nano differential scanning fluorimetry)
meetodit. Anallilisimeetodi abil maaratud lahtipakkumise algustemperatuur (Tonset), €Simene
sulamistemperatuur (Tm1), teine sulamistemperatuur (Tmz) ja agregeerumistemperatuur (Tagg)
on originaalmolekuli naitel esitatud joonisel 19. K&éikide molekulide individuaalsed graafikud
on toodud lisades 6 ja 7. Tm1 ja Tm2 tdhistavad antikeha erinevate piirkondade lahtipakkumise
sindmusi, regioonidest esimesena denatureerub tavaliselt CH2, millele jargnevad Fab ja CH3.
Meetod ei voimalda tapset lahti pakkunud regiooni maaramist, sest kaks stindmust vdivad

toimuda samaaegselt.
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Joonis 19. Originaalmolekuli naitel NanoDSF tulemused kontsentratsioonil 1 mg/ml
temperatuurigradiendiga 15-95 °C. Vasakul graafikul on antikeha fluorestsentsispektri pohjal
arvutatud BCM graafik, mille abil saab maarata molekuli lahtipakkumise algustemperatuuri
(Tonset), esimese sulamistemperatuuri (Tm1) ning teise sulamistemperatuuri (Tm2). Paremal
graafikul on proovi valguse hajumise intensiivsus 266 nm lainepikkusel, millega maaratakse
molekuli agregeerumistemperatuur (Tagg).
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Vaadrtused loetletud parameetritele (Tonset, Tm1, Tm2 ja Tagg) antikehade kontsentratsioonil 1
mg/ml on toodud joonisel 20. Uuritud molekulide vahel puuduvad markimisvaarsed
erinevused (rohkem kui 2 °C) termostabiilsuse puhul ning selle omaduse pdhjal pole véimalik
Uhtegi nendest nimetada teistest paremaks voi halvemaks ravimikandidaadiks. Kdik molekulid
on piisavalt kdrge esimese sulamistemperatuuri ja agregeerumistemperatuuriga (molemad
Ule 55 °C), et kvalifitseeruda hea termostabiilsusega molekulideks. Uuritud molekulide Tmi-d
olid sarnasel tasemel turul oleva terapeutilise antikehaga (Trastusumaabemtansiin) ning

Uletasid seda Tonset ja Tagg temperatuuride poolest.
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Joonis 20. NanoDSF abil saadud termostabiilsuse naitajad kontsentratsioonil 1 mg/ml. Sinine
nditab molekulide lahtipakkumise alguse temperatuuri, punane esimest sulamistemperatuuri,
heleroheline teist sulamistemperatuuri ning tumeroheline agregeerumise temperatuuri
(mooddetud 266 nm lainepikkusel). Graafikul on kajastatud triplikaatide keskmised vaartused
ning nende standardhalbed. NB! Positiivse kontrollina kasutati Trastusumaabemtansiini, millel
puudus eristatav Tma.
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Vadrtused loetletud parameetritele (Tonset, Tm1, Tm2 ja Tagg) antikehade kontsentratsioonil 6—
10 mg/ml on toodud joonisel 21. Termostabiilsus on jaanud vdrreldavaks madalamal
kontsentratsioonil tehtud anallilisiga, ainult Tm2 on 2-5 °C kdrgem. Agregeerumise
temperatuur on madalam kui Tma2, vihjates molekuli Fab ja CH3 regioonide lahtipakkumisele
alles agregaatide moodustumise jarel. Kdrgem kontsentratsioon voib molekuli hiljem
denatureeruvaid piirkondi stabiliseerida. Uuritud molekulide Tmi-d olid sarnasel tasemel turul
oleva terapeutilise antikehaga (Trastusumaabemtansiin) ning lletasid seda Tonset, Tm2 ja Tage
temperatuuride poolest. Molekul 408 H116Q HC eristus teistest uuritud molekulidest

kdrgema Tonset Ning madalamate Tagg ja Tm2 temperatuuride poolest.
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Joonis 21. NanoDSF abil saadud termostabiilsuse naitajad kontsentratsioonil 10 mg/ml.
Molekulide nimede taga olevates kandilistes sulgudes on toodud nende kontsentratsioonid
anallitsi teostamise hetkel. Sinine nditab molekulide lahtipakkumise alguse temperatuuri,
punane esimest sulamistemperatuuri, heleroheline teist sulamistemperatuuri ning
tumeroheline agregeerumise temperatuuri (mdddetud 266 nm lainepikkusel). Graafikul on
kajastatud nelja mootmise keskmised vaartused ning nende standardhalbed.
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2.3.5. Enesega interakteerumine
Antikehade enesega interakteerumise ja agregaatide moodustamise hindamiseks teostati AC-
SINS (affinity-capture self-interaction nanoparticle spectroscopy) analiils. Originaalantikeha
voeti andmete anallitisimisel referentsiks ehk sellega vorreldi teiste antikehade neelduvuse
maksimume (Joonis 22). Neelduvuse maksimumi rohkem kui 5 nm muutusel loetakse proov
markimisvaarselt erinevaks referentsist. Ainult molekul 403 W58S HC erines piisavat (-6 nm),
et mddrata see enesega viahem interakteeruvaks kui originaalmolekul. Kdikide ulejaanud
antikehade neelduvusmaksimumid erinesid originaalmolekulist vdhem kui 5 nm vorra ehk
nende enesega interakteerumise maar on sarnasel tasemel. Antud analiilsi tulemuste jargi ei

saa Uhtegi molekuli eemaldada potsentsiaalsete kandidaatide hulgast.
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Joonis 22. AC-SINS (affinity-capture self-interaction nanoparticle spectroscopy)
anallisimeetodiga saadud tulemused. Proovid on moddetud 1x PBS puhvris,
I6ppkontsentratsioonil 0,25 mg/ml. Uuritavate antikehade neelduvuste maksimume on
vorreldud originaalmolekuli vastu. Vasakule jaavad madalama ja paremale korgema
neelduvuse maksimumiga molekulid. Graafikul on naidatud triplikaatide keskmised vaartused
ja nende standardhalbed.
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2.3.6. Antigeenispetsiifilisus

ELISA analliUsiga tuvastati uuritavate antikehade seondumist sihtmarkantigeenile GLUT1
(Joonis 23). Poolmaksimaalne efektiivne kontsentratsioon (ECso) tdhistab antikeha
kontsentratsiooni, mis annab 50% maksimaalsest vBimalikust bioloogilisest toimest ehk ELISA
puhul pool maksimaalsest seondumise kontsentratsioonist. Enamiku molekulide ECso
vaartused olid vaga sarnased originaalantikeha vaartusega, kuid kahe molekuli puhul erines
see markimisvaarselt. Molekuli 404 T63D HC rohkem kui kolm korda kdrgemast ECso
vaartusest saab jareldada antikeha norgenenud seondumisvdimet, mistdttu nduab
efektiivseks seondumiseks suuremat kontsentratsiooni. Molekuli 403 W58S HC puhul
seondumist antigeeniga ei tuvastatud, mis tahendab, et peale aminohappe vahetust ei sobi
see terapeutiliseks antikehaks. Tulemus nditab aminohappe olulisust antikeha CDR-i

funktsioonile.
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Joonis 23. Uuritavate antikehade poolmaksimaalne efektiivne kontsentratsioon (ECso) GLUT1
antigeeni vastu. Molekulil 403 W58S HC puudus vdime antigeenile seonduda, mistéttu
puudub sellel ECsp vaartus. Vaartused on arvutatud 450 nm lainepikkusel mdddetud
lahjendusrea pdhjal. Graafikul on kajastatud duplikaatide keskmiste vaartused.

52



2.3.7. Pollreaktiivsus
Polireaktiivsuse hindamiseks ELISA abil kaeti plaadi kaevud jargneva kuue molekuliga:
kaheahelaline DNA, Giheahelaline DNA, hemotstianiin, insuliin, HIV-le iseloomulikku antigeeni
sisaldav VLP ehk HIV gag mock VLP ning kardiolipiin. Need kuus molekuli on katsesse valitud,
kuna nad on omadustelt vaga erinevad. Molekul liigitatakse polireaktiivseks, kui proovi
maoddetud optiline tihedus 450 nm lainepikkuse juures on vahemalt kahe antigeeni puhul lle
0,21. Koikidel uuritavatel antikehadel, kontsentratsioonil 1 ug/ml ning alla selle, oli madal
seondumise maar pollreaktiivsuse katses kasutatud molekulidega (Joonis 24).
Pollreaktiivsuse ELISA tulemuste pohjal on koik uuritud antikehad sobilikud

ravimikandidaadid.
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Joonis 24. Poliureaktiivsuse ELISA tulemused uuritavate antikehade kontsentratsioonil 1
ug/ml. Heleroheline naitab seondumist kaheahelalise DNA-ga, punane (heahelalise DNA-ga,
tumeroheline hemotsianiiniga, helesinine insuliiniga, lilla HIV-le iseloomulikku antigeeni
sisaldava VLP-ga ning sinine kardiolipiiniga. Optiline tihedus on md&ddetud 450 nm
lainepikkusel. Koik katsed on tehtud duplikaatidena.
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2.4, Hinnang uuritud antikehadele
Arendatavuse parameetreid arvestades olid originaalantikehaga vorreldes halvemate
omadustega jargnevad 5 antikeha: 403 W58S HC, 408 H116Q HC, 409 E119L HC, 410 A1Q LC
ning 412 V77A LC. 403 W58S HC puhul ei toimunud seondumist sihntmark antikehale, 408
H116Q HC Tagg ja Tm2 olid margatavalt vaiksemad vorreldes originaalmolekuliga, 409 E119L
HC oli kergesti agregeeruv juba madalamal kontsentratsioonil ning tootlikkus kehv, 410 A1Q
LC kapillaarelektroforeesi redutseeritud proovist selgus kerge ahela posttranslatsioonilise
modifikatsiooni kdorvalekalle ja 412 V77A LC ekspressioonitase oli oluliselt vdahenenud.

Molekulide omaduste halvenemise tottu ei ole mottekas neid edasi uurida.

Originaalantikehaga sarnaste omadustega olid 10 jargnevat antikeha: 402 D42G HC, 404 T63D
HC, 405 V64S HC, 406 V64A HC, 407 A9OE HC, 411 D54G LC, 414 Q12V HC, 415 A17S HC, 416
V21S HC, 417 134M HC. Omadusteks olid: lahusest vidlja sadenemine kdrgematel
kontsentratsioonidel sarnasel maaral, monomeeride korge osakaal, hea termostabiilsus,
ioonvahetuse profiil (kuid mitte retentsiooniaeg), seondumine antigeenile, madal
poliireaktiivsus. Osade molekulide tootlikkus oli vahenenud (kuni 50%), kuid ravimi tootmiseks
piisav. Antikehi pole mdistlik edasi uurida, sest olid enamjaolt vordvaarsete omadustega nagu

originaalmolekul ning voib seda kasutada, sest on juba teada omadustega.

Molekuli 413 D5V HC omadused ei halvenenud ja see lletas originaalmolekuli kahe omaduse
poolest. Antikehal oli 10% kdrgem tootlikkus ning see suutis plsida lahuses ilma
agregeerumise ja sadenemiseta kontsentratsioonil 10 mg/ml. 413 D5V HC oli ainus uuritav
antikeha, mida on maistlik edasi arendada ning prekliinilistesse katsetesse viia. Arendust6od
voiks vajadusel jatkata keelemudelite poolt pakutud kahe- ja kolmeaminohappeliste

mutatsioonidega.
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KOKKUVOTE

Kdesoleva magistrito0 eesmargiks oli vialja selgitada keelemudelite poolt pakutud
Uheaminohappeliste mutatsioonide sobivust GLUT1-vastasele antikehale erinevate
analtisimeetoditega, eesmargiga vahendada korgel kontsentratsioonil selle molekuli vilja
sadenemist. Mudelid pakkusid originaalmolekuli pdhjal kokku 16 erinevate
Uiheaminohappeliste mutatsioonidega antikeha. Kuna aminohapete muutmisega vdivad
molekuli omadused drastiliselt muutuda, siis tuli analllsida saadud immunoglobuliinide

arendatavuse parameetreid.

Kuueteistkiimnest uuritud antikehast viis olid selgemalt kehvemate omadustega, kuna neil
puudus seondumine antigeenile, olid halvemad termostabiilsuse nditajad, madal tootlikkus ja
maksimaalne kontsentratsioon ning soovimatud posttranslatsioonilised modifikatsioonid.
kiimme antikeha maarati originaalmolekuliga vordvaarseteks peaaegu ko&ikide uuritud
parameetrite pdhjal. Kuigi paljudel molekulidel oli tootlikkus vdhenenud, jaid need siiski
ravimikandidaadi tootmiseks piisavale tasemele. Uks keelemudelite poolt pakutud antikeha,
413 D5V HC, oli selgelt originaalmolekulist paremate omadustega. Enamus molekuli
parameetritest, nditeks homogeensus, seondumine antigeenile ja pollreaktiivsus olid
sarnaste vaartustega, kuid tootlikkus suurenes 10% ning see ei sadenenud lahusest valja ka

kontsentreerimisel 10 mg/ml juurde.

Tulemus naitab, et enamus keelemudelite poolt vilja pakutud mutatsioonidest ei avalda madju
vOi on negatiivse efektiga GLUT1 vastase antikeha lahustuvusega seotud omadustele. Samuti
t6id osad muudatused endaga kaasa ebasoovitavaid omadusi, nt madal termostabiilsus ja
madalam tootlikkus. Erandiks oli Giks uuritud antikeha, mille lahustuvus ja ekspressioonitase

paranesid ning Glejaanud uuritud parameetrid ei muutunud.

Keelemudelitel on sobiv vahend antikeha omadusi parandavate mutatsioonide pakkumiseks.
Molekuli 413 D5V HC saab veel keelemudelite abil edasi arendada ning viia prekliinilistesse

katsetesse. Mutatsioonide pakkumise voimekust tuleks edasi uurida ka teiste antikehadega.
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Improving the properties of Inmunoglobulin G using language models: the case of a

GLUT1-targeting antibody
Raimond Tilk
Summary

Drug development is a long and complicated process requiring an extensive amount of time
and resources and costs hundreds of millions to billions of dollars. Extensive analyses of the
candidates’ biophysical, -chemical properties and pharmacokinetics must be performed to
mitigate these costs. Researchers have started to shift focus towards antibody based drugs
due to their target specificity. These drugs mitigate the systemic effect of the pharmaceutical
and ease side effects. It may be difficult to find a fitting candidate for clinical trials, therefore
language models have become a tool to shorten the time and money spent on antibody

engineering.

This study examines an antibody that binds to glucose transporter type 1 (GLUT1) and induces
apoptosis of cells expressing this protein. The immunoglobulin had an undesirable property —
it was unstable at high concentrations. Language models were used to solve this problem by
providing singe amino acid changes in the original molecule. 16 of these antibodies were

selected for this study, each having different mutations.

5 out of 16 antibodies had worse developability characteristics, having atleast one of the
following undesirable attributes — no binding to the target antigen, lower thermostability
characteristics, limited yield and maximum concentration, unwanted posttranslational
modifications. 10 antibodies out of 16 were deemed equal to the original antibody by all
parameters. Even though many had reduced vyield, it was enough for production at a
reasonable level. One of the antibodies generated was clearly superior to the original, having

10% increased yield and not precipitating at a concentration of 10 mg/ml.

These results show that most of the mutations generated by language models had no effect
or were detrimental to the solubility characteristics of GLUT1 and created undesirable
properties, such as low thermostability and yield. Only one of the studied antibodies had
higher solubility and yield, while impacting none of the other characteristics, indicating that
language models can be used to enhance an antibody’s properties but require extensive

characterisation.
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Lisa 1

Rakukultuuri supernatandist afiinsuskromatograafia abil mdddetud kontsentratsiooni ja
afiinsuskromatograafia meetodil puhastatud antikeha koguse korrelatsioon kdikide uuritud

antikehade puhul.
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Lisa 2

Suuruseralduskromatograafia kromatogrammid kdikidele proovidele kontsentratsioonil 1

mg/ml.
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Lisa 3

Suuruseralduskromatograafia kromatogrammid kdikidele proovidele kontsentratsioonil 6—10

mg/ml.
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Lisa 4

Mitteredutseeritud proovide kapillaarelektroforeesi tulemused.
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Lisa 5

Redutseeritud proovide kapillaarelektroforeesi tulemused.
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Lisa 6

NanoDSF analiiisimeetodil saadud BCM ja SLS graafikud proovi kontsentratsioonil 1 mg/ml.

305 Originaal

355.00

350,00

¥
&
8

BCM (nm)

I
&
8

335.00

330,00

402

355.00

350,00

&
&
3

BCM (nm)

£
S
3

33500

33000

A1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)

Al- SLS266

25 35 45 55 65 75 85 95 15

Temperature (*C)

D42G HC

C1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)

s —%

25

35

45

55

Temperature (°C)

C1- 5LS266

s

25 35 45 55 65 75 85 95 15

Temperature (°C)

74

25

35

45

55

Temperature (°C)

65

—
—r

——y

=

a5

[-3e+05

f25e+05

[2e+05

F1,5e+05

~1e+05

F53e+04

2,6e+03

2,5+05

2e+05

158405

1e+05

520404

240403
%5

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)



403 W58S HC

355.00

350.00

®
&
8

BCM (nm)

g
8
g

335.00

330.00

404

355.00

350.00

&
8

BCM (nm)

£
8

33500

33000

405

355.00

350.00

4
&
8

BCM (nm)

®
S
8

33500

330.00

E1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)

35

T63D HC

25

G1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)

35

V64S HC

T1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)

55

Temperature (°C)

55

Temperature (*C)

55

Temperature (°C)

65

65

75

75

95

g5 15

g5 15

15

75

25

25

25

35

E1- SLS266

Temperature (°C)

G1- 515266

Temperature (°C)

I1- SLS266

Temperature (°C)

75

75

a5

85

3e+05

2,5e+05

2e+05

1,50+05

1e+05

53e+04

2,7e+03
o5

2,5e+05

2e+05

1,5e+05

le+05

53e+04

2,8e+03
95

256405

2e+05

158405

1e+05

530404

2,8e+03
5

SLS 266 (Counts.nm)

SL5 266 (Counts.nm)

LS 266 {Counts.nm)



406 V64A HC

K1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
355.00

35000 -

335.00 1

330.00 T T T T T T T

Temperature (°C)

407 ASOE HC

M1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
355.00

250.00 b

g
g
.-

BCM (nm)

g
g

335.00 b

33000 v v v v T T

Temperature (°C)

408 H116Q HC

O1- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
35500

350,00 1

33500 1

33000 v T v T T

Temperature (C)

K1- SLS266
¥ t t t t ]
95 15 25 35 45 55 65 75
Temperature (°C)
M1- 515266
y t t ' y T
95 15 25 35 45 55 (= 75
Temperature (°C)
01- 5LS266
_....d"‘
95 15 25 35 45 55 65 75

76

Temperature (°C)

- R

2,5e+05

2e+05

1,5e+03

1e+05

5,2e+04

24e+03

2,5e+05

2e+05

15e+05

1e+05

52404

2e+03
5

3e+05

2,5e+05

2e+05

1,5e+05

1e+05

5,2e+04

2e+03
95

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)



409 E119L HC

A2- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
355.00

350.00 -

BCM (nm)

335.00 4

330.00
15 25 35 45 55 65 75 85

Temperature (°C)

410 A1Q LC

C2- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
35500 -

350.00 -

BCM (nm})

335.00 -

33000
15 25 35 45 55 65 75 85

Temperature (*C)

411 D54G LC

E2- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
355.00

350.00 b

BCM (nm)

335.00 1

330.00
15 25 35 45 55 &5 75 85

Temperature (°C)

95 15

A2- 5LS266

25e+05

2e+05

15e+05

1e+05

54e+04

Temperature (°C)

C2- 5LS266

2,5+05

28405

1,5e+05

1e+05

5,3e+04

g5 15

95 15

77

3e+03
95

Temperature (°C)

E2- SLS266
3e+05

2,5e+05

2e+05

1,5e+05

1e+05

5,3e+04

Temperature (°C)

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)



412 V77A LC

350,00 -
345.00 -
E
£
240,00 4
335.00 1
230,00 T T

15 25 35

413 D5V HC

Temperature (*C)

12- Fluorescence : BCM (300-430 nm)

355.00

350.00 -

335.00 -

330.00 T T
15

414 Q12V HC

K2- Fluorescence : BCM (300-430 nm)

355.00

Temperature (°C)

330.00
15 25

Temperature (°C)

95 15 25

G2- SLS206

Temperature (°C)

12- SLS266

——

—

95 15

Temperature (°C)

K2- 515266

95 15

78

Temperature (°C)

3e+05

2,5e+05

2e+05

152405

1e+05

5,3e+04

[2,5e+05

F2e+05

F15e+05

1e+05

[5,3e+04

2,50+05

2e+05

1 15e+05

| 1e+05

5,3e+04

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)



415 A17S HC

M2- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
355.00

330.00 T T T
15

Temperature (°C)

416 V21S HC

02- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
355.00

330.00 T T T T — - T
15 25 35 45 55 65 73

Temperature (*C)

417 134M HC

A3- Fluorescence : BCM (300-430 nm)
355,00 -

350.00 b

33000 T T T T
5

Temperature (*C)

M2- SLS266
\ 3e+05

—h
5

2,5e+05

e

| 2e+05

1,5e+05

1e+05

53e+04

26e+03
95 15 25 35 45 55 65 95

Temperature (°C)

02- 515266

rk 3e+05

2,5+05

2e+05

1,5e+05

> B

’ 1e+05

5,3e+04

t - 2,7e+03
95 15 25 35 45 55 65 75 85 a5

Temperature (°C)

A3- SLS266

2,5e+05

2e+05

1,5e+05

1e+05

53e+04

35e+03
5

95 15 25 35 45

Temperature (°C)

79

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)

SLS 266 (Counts.nm)



Lisa 7

NanoDSF analliisimeetodil saadud BCM ja SLS graafikud proovi kontsentratsioonil 6-10

mg/ml.
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416 V21S HC
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