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Qumanize rakenduse analiiiis ja sellele veebiliidese loomine

Liihikokkuvote:

Kéesolevas magistritods kirjeldatakse rakendust nimega Qumanize, mis loodi PERMIDES
projekti raames mitte-inimese monoklonaalsete antikehade humaniseerimisprotsessi
labiviimiseks. Monoklonaalseid antikehi kasutatakse mitmesuguste véhkkasvajate ja
autoimmuunhaiguste ravis. Nende eeliseks teiste ravimite ees on véga korge spetsiifilisus ja
vahem korvaltoimeid. Kuna antikehade avastamine toimub katseloomade immuunsiisteemis,
voib nende aminohapete koostis kutsuda inimkehas esile immuunvastuse, millel on rasked
tagajarjed. Qumanize on vahend erinevates loomaliikides avastatud antikehade aminohappelise
jérjestuste  humaniseerimiseks. Qumanize loodi  kédsurearakendusena, kasutamise

lihtsustamiseks loodi magistritoo praktilise osana programmile veebipdhine kasutajaliides.
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Analysis and web interface generation for the Qumanize application
Abstract:

This master thesis describes an application called Qumanize that was created to carry out a
humanization process for non-human monoclonal antibodies. Monoclonal antibodies are used
as therapeutics for various cancers and autoimmune diseases. They are credited for their high
specificity and reduced side effects compared to other drugs. However, since they are
discovered in non-human immune systems, their amino-acid composition may induce an
immune response in the human body with severe consequences. Qumanize is a tool for
humanizing antibody amino acid sequences discovered in various species. It was created as a
command line application, so one part of this thesis project was to create a web interface to this

application for better accessibility - this process is also described in detail.
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1. Sissejuhatus

Ravimite puhul Oeldakse tihti, et kui on toime, on ka korvaltoime. Siiski iiritatakse
ravimitdostuses leida preparaate, mille korvaltoimed oleksid voimalikult leebed ja ravimi poolt
tekitatav kahju ei varjutaks saadavat kasu. Uks viis vdimalike kdrvaltoimete vihendamiseks on
voimalikult spetsiifiliste ravimite véljatootamine, mis avaldaksid toimet ainult haiguskolletes
ja ei mojutaks muid keha kudesid voi rakke. Monoklonaalsed antikehad (mAB) on iihed sellised
terapeutikumid, mida saab arendada véga spetsiifiliste sihtmérkide vastu ning seetdttu
vihendada toOsiseid korvaltoimeid. mMAB-id on leidnud rakendust nditeks erinevate
vihkkasvajate ravis ning on patsiendile oluliselt lihtsamad taluda kui kemoteraapia.

Siiski on mAB-idel samuti oht pohjustada patsiendile vaevusi, mille iiheks pShjuseks on, et
mAB-ide avastamine toimub tavaliselt katseloomas ning seega antikehade aminohappeline
jarjestus on omane kasutatud loomale ja voib inimesel tekitada immuunvastust (anti-antikeha
vastust). Tanapdeva biotehnoloogia vdoimaldab valke modifitseerida ning rekombinantselt (n6
katseklaasis) suures mahus toota ja puhastada, seega on vdimalik loomas tekitatud mABI
aminohappelist jarjestust muuta inimesele omasemaks ehk humaniseerida. Antikehade
humaniseerimise abil on eesmérgiks toota molekule, mis oleks inimestele minimaalse
immunogeensusega e tekitaks voimalikult ndrga immuunvastuse kuid séilitaks samas algse
mitte-inimese antikeha spetsiifilisuse ja afiinsuse.

Eesti biotehnoloogiafirma Icosagen Cell Factory (ICF) pakub antikehade avastamise teenust
ravimifirmadele ja teadusasutustele ning arendab ka ise uusi terapeutilisi molekule. ICF-is on
kasutusel patenteeritud Hybrifree tehnoloogia, kus kasutatakse antikehade avastamiseks
katseloomadena kana ja kiiilikut. Valdav enamus mAB-e on leitud hiires, seega
kommertsiaalsed humaniseerimisplatvormid on arendatud ja testitud hiire mudelil. Selleks, et
osana antikehade arenduse teenusest pakkuda klientidele ka kanas ja kiililikus avastatud
antikehade humaniseerimist loodi ICF-is koost6os tervisevaldkonna IT-lahendusi pakkuva
ettevottega Quretec humaniseerimistarkvara Qumanize.

Kéesoleva magistritod keskendub Qumanize rakenduse kirjeldamisele (peatiikk 4 ja peatiikk 5)
avades eelnevalt antikehade avastamise ja humaniseerimise tagamaid (peatiikk 3). Antud
magistritdo autor todtab ICF-is, kuid rakenduse loomise protsessis ei osalenud, kiill aga osales
ICF-i poolses rakenduse juurutamise protsessis ja koostas rakendusele kasutusjuhendi.
Qumanize rakendus oli algselt loodud to6tama kasurealt - programmi lihtsamaks kasutamiseks
loodi magistritoé raames rakendusele veebipohine liides kasutades Flask raamistikku. Seda
protsessi on detailselt tutvustatud peatiikis 5.



2. Moisted ja terminid

CDR (complementarity determining region) — antikeha afiinsuse eest vastutavad piirkonnad raske

ja kerge ahela variaabelregioonidel

Dekoraator — funktsioon, mis vOtab argumendiks teise funktsiooni ning viljastab

modifitseeritud funktsiooni

Humaniseeritud antikeha — mitte-inimese immuunsiisteemist parinevad antikehad, mille
valgujarjestusi on modifitseeritud nii, et suurendada sarnasust inimese antikeha iduliini

jérjestustega

IMGT (international ImMunoGeneTics information system) — Immuunogeneetika andmebaas,
mis pakub avalikku juurdepddsu kvaliteetselt annoteeritud andmetele immuunoglobiinide,
koesobivuskomplekside ja T-raku retseptorite genoomi, proteoomi, geneetika ja struktuuri
kohta

mAB (monoclonal antibody) — monoklonaalne antikeha e antikeha, mis on valmistatud identsete

immuunrakkude poolt, mis kdik on unikaalse lahteraku kloonid

Antikehade nummerdamisskeem — antikeha variaabelregioonis olevatele aminohappejadkide
positsioonidele numbriliste vaértuste andmine, et erinevaid variaableid oleks voimalik omavahel

vorrelda

PFM (position frequency matrix) — positsioonisagedusmaatriks e maatriks, mis saadakse jérjestuste
joondamisel ning mis nditab erinevate nukleotiidide voi aminohapete sagedusi jérjestuse iga

positsiooni kohta.
Renderdamine (rendering) — kdesoleva to6 kontekstis HTML koodist visuaalse pildi loomine

URL (Uniform Resource Locator) - Internetis igale dokumendile vdi muule ressursile vastav

unikaalne internetiaadress.

WSGI (Web Server Gateway Interface) — veebiserveri vorguvérava kasutajaliides, mis
kirjeldab, kuidas veebiserver suhtleb veebirakendusega ja kuidas veebirakendusi saab

omavahel péringu protsessimiseks ithendada



3. Kirjanduse iilevaade

3.1 Antikehade struktuur ja immuunvastus

Antikehad ehk immuunoglobuliinid (Ig) on immuunsussiisteemi valgud, mis kaitsevad keha
erinevate patogeenide eest. Antikehasid esineb viie erineva klassina ehk isotiilibina, mis
erinevad raske ahela struktuuri ja funktsiooni spetsiifika poolest: 19G, IgH, IgA, 1gM, IgD, IgE.
Nendest IgG on kdige levinum moodustades 10-20% vereplasma valkudest. K&ikidel Ig-del on
sama pohistruktuur koosnedes kahest kergest ja kahest raskest ahelast. Need omakorda
jagunevad konstantseteks ja varieeruvateks piirkondadeks (variaabel-regioon). Konstantsed
piirkonnad on oma Ig alatiiiibi sees iildiselt samad ning varieeruvad piirkonnad soltuvad
konkreetsest antigeenist, mille kiilge antikeha seondub. Varieeruvad piirkonnad (VH — variable
heavy ja VL — variable light) koos kerge ahela konstandi (CL — constant light) ning raske ahela
konstandiga CH1 (Constant Heavy 1) moodustavad antigeeni siduva osa (Fab — Fragment
antigen binding) ning raske ahela piirkonnad CH2 ja CH3 moodustavad FC (Fragment
Christallisable) piirkonna, mis seondub teiste immuunsiisteemi komponentidega nagu
fagotsiitidid voi komplemendi raja valgud, mis aitavad antigeeni neutraliseerida. Fab ja FC

piirkonda tthendab nn Hinge piirkond (Joonis 1). [1]

FC piirkond

|
= R2sked ahelad Kerged ahelad

Joonis 1 1gG 3D struktuur [2] kahe erineva nurga alt (Vidarsson et al., 2014 ainetel , struktuur PDB: 1HZH)[3].

Tépsemalt médratlevad antikeha afiinsuse kolm spetsiifilist piirkonda raske ja kerge ahela
variaabelregioonis, mida kutsutakse komplementaarsust méaravateks regioonideks (CDR e
complementarity determining region). CDRid vahelduvad nelja raamistikuregiooniga (FR,

framework region), mille jérjestused on antikeha perekonna sees suhteliselt piisivad ja mis ei



ole otseselt seotud antikeha afiinsusega. Raamistikuregioonid paiknevad enamasti iiksteise
korval ning nende otstes paiknevad CDR-id moodustavad silmuseid, see iilesehitus annab
variaabelregioonile kdesormede kuju, kus sdrme otsas on afiinne CDR piirkond. Raske ahela
CDR-id koos vastavalt seotud kerge ahela CDR-idega moodustavadki antikehamolekulile

antigeeni sidumise saidi. [4]

Antikehi toodetakse plasma B rakkude poolt, mis on tiiiip liimfotsiilite mida toodetakse pidevalt
luuiidis. Kui B-raku pinnal olev retseptor (BCR — B-Cell Receptor) seondub mdnele organismis
ringlevale voorale antigeenile, siis tekib immuunvastus: B-rakk aktiveerub ning diferentseerub
plasmarakukus, mis hakkab eritama antikehasid. Seejarel B-rakk jaguneb ja tekivad B-
mélurakud, mis on vdimelised tulevikus seda sama antigeeni dra tundma moodustades
immunoloogilise mélu: sama antigeeni sattumisel organismi hakkavad B-mélurakud jagunema
ning diferentseeruvad antikehi tootvateks plasmarakkudeks. Kuna teine aktivatsioon toimub
1abi vihem rangema regulatsioonimehhanismi, tekib immuunvastus kiiremini ning antikehad

on voimelised haigustekitaja kiiresti neutraliseerima. [1,5]

Selleks, et antikehad ei moodustuks organismi enda antigeenide vastu testitakse ebakiipseid B-
rakke enne luuiidist véaljumist. Ebakiipsele B-rakule eksponeeritakse organismi enda antigeene
ning kui mdni BCR sellele liiga tugevalt seondub, siis vastav B-rakk kas hévitatakse voi

modifitsteeritakse BCR iimber. Seda protsessi nimetatakse negatiivseks selektsiooniks. [1]

3.2 Monoklonaalsed antikehad ravimitena

Monoklonaalsed antikehad (mAB) on vdimelised tugevalt ja spetsiifiliselt seonduma oma
sihtmérgile (antigeenile) ja seelabi omavad olulist rolli haiguste diagnostikas ja ravis [6]. Kuna
MAB-e saab pohimotteliselt toota iga antigeeni vastu, on vdimalused nende terapeutiliseks
kasutamiseks laialdased. Peamiselt on terapeutilisi antikehi rakendatud vdhi ja
autoimmuunhaiguste puhul, mis on seotud talitlushdirega inimeste enda rakkudes [7]. Labi
spetsiifilise seondumise rakupinna retseptoritele on mABide abil voimalik kéivitada rakusurma
(apoptoosi) signaaliradasid voi blokeerida/muuta raku ainevahetust. mABidele on vdimalik
kiilge pookida (konjugeerida) ka erinevaid ballastiihendeid nagu toksiine, kemoterapeutikume,
radioaktiivseid isotiitipe jne [8]. Seega kui tuumorrakk on keha teistest rakkudest eristatav
mingi rakupinna retseptori lébi, siis selle vastu saab leida mABi, mis on vdimeline toksilise

tihendi toimetama otse vihikoldesse viahendades oluliselt ravi korvaltoimeid [8,9].

Kuigi tdnapdeval on kasutusele voetud ka teisi metoodikaid, on traditsiooniline ja siiani

laialdaselt levinud uute mABide avastamine 14dbi loomade (peamiselt nériliste) immuunvastuse



[10]. Esimene samm antikehade avastamisel on leida sobiv sihtmérk-molekul, mille vastased
antikehad voiksid omada terapeutilist potentsiaali. Selle sihtmark-molekuliga loomi
immuniseerides (puhastatud molekul siistitakse looma) tekib neil loomuliku reaktsioonina
immuunvastus, mille iihe osana hakkavad B-rakud tootma vajalikke antikehi. Tavapérase
hiibridoomide tekitamise metoodika puhul fuseeritakse pdrna B-rakud miieloomi
tiivirakkudega saades hiibriidset antikeha tootva rakuliini [11]. Seda metoodikat on peamiselt
rakendatud hiires. Icosagen CF poolt vilja arendatud Hybrifree tehnoloogia jitab vahele
hiibridoomide tekitamise sammu. Selle asemel eraldatakse porna B-rakkudest cDNA, antikeha
variaabelregioonid isoleeritakse ning kloneeritakse ekspressioonivektorisse [12]. Hybrifree
metoodika puhul on kasutatud kanu ning kiiiilikuid. Eelnevalt kirjeldatud meetoditel avastatud
antikehi soovitakse 16puks kasutada peamiselt inimeste ravimiseks, kuid nende aminohappeline
jarjestus on omane teistele loomadele ja seega inimesele vdoras tekitades immuunvastust (anti-
antikeha vastus) [13,14], mis v0ib vdhendada ravimi efekti voi halvemal juhul tekitada
stisteemset pdletikuvastust, mis voib 10ppeda surmaga. Pracgu kiibel olevatest mABidest
esineb osadel patsientidel anti-antikeha vastust néiteks cetuximab, infliximab ja basiliximab

puhul, mis on hiire variaablitega kimaérsed antikehad [15,16].

3.3 Antikehade humaniseerimine

Immuunvastuse viahendamiseks soovitakse hiires voi muus loomas avastatud antikeha muuta
voimalikult inimese sarnaseks, samas siilitades afiinsuse antigeeni suhtes. Seda protsessi
nimetatakse humaniseerimiseks. Antikehade humaniseerimise abil on eesmérgiks toota
molekule, mis oleks inimestele minimaalse immunogeensusega e tekitaks voimalikult norga
immuunvastuse kuid sdilitaks samas esialgse antikeha spetsiifilisuse ja afiinsuse. Koige
suurema efekti immuunvastuse vdhendamisel annab immunoglobuliini konstantsete osade
vahetamine inimese omade vastu [13]. Sellisel kiméddrsel antikehal siilitavad ainult
variaabelregioonid oma algse kuju ja tilejddnud antikeha vastab inimese immunoglobuliinile.
Samas pohjustavad katselooma variaabelregioonid jatkuvalt inimorganismis immuunvastust,
mille tottu identifitseeritakse piirkonnad, mis ei vastuta antikeha-antigeen interaktsiooni eest
ning iritatakse neid vahetada rohkem inimestele ,,sarnaste” vastu (Joonis 2) [4]. Nende
kaotamiseks kasutatakse nn ,,CDR crafting” meetodit, mille puhul katseloomades (tavaliselt
hiires) avastatud antikehade antigeeni siduvad piirkonnad kantakse iile inimese
variaabelregioonile [4]. Selle jaoks on vaja leida iiksteisele voimalikult sarnased katselooma ja
inimese (homoloogilised) variaabelregioonid, et CDR-ide vahelistel aladel kasutada

aminohappeid, mis teeksid jarjestuse voimalikult ,,humaanseks® e inimesele sarnaseks [4]. On



leitud, et ka CDR-i piires ei ole kdik piirkonnad antigeeni sidumiseks vajalikud, seega CDR-i
enda jarjestust saab samuti humaniseerida jéttes muutmata ainult spetsiifilisust méaédravad

piirkonnad (SDR — Specificity-Determining Residues)[17].

VEVY

Katselooma antikeha Kimaarne antikeha  Humaniseeritud antikeha Inimese antikeha
(-xi-) (-zu-) (-u-)

Joonis 2 Antikeha humaniseerimine. Sinised piirkonnad humaniseeritud antikehal on afiinsust médravad
piirkonnad ehk CDR-id.

3.3.1 CDR-ide identifitseerimine

Kuna enamasti antikeha humaniseerimisel CDR piirkondi ei modifitseerita voi tehakse seda
minimaalselt, siis esmalt on need vaja identifitseerida. CDR-ide identifitseerimiseks on to6tatud
vélja mitmeid skeeme, iiks algsemaid ja ka praegu laialdaselt kasutusel olev kannab nime
Kabati skeem. Kabat ja kolleegid joondasid erinevaid antikeha variaabelregioone ning eeldusel,
et CDR-id on kdige varieeruvama jarjestusega madrati neile numbrilised asukohad (rasketel
ahelatel positsioonides 31-35h, 5065, 95-102 ja kergetel ahelatel positsioonides 24-34, 50—
56, 89-97) [18,19]. Kabati skeem toGtati vilja piiratud hulga mABide sekveneerimisandmete
pohjal ajal, kui ei olnud veel antikehade struktuuri kohta palju infot ja seega on hilisemad

meetodid CDR-ide positsioone tépsustanud.

Veidi hilisem Chothia skeem on pea identne Kabat-i omale, kuid raske ja kerge ahela esimesed
CDR-id asuvad struktuurselt digemas kohas [20]. Hilisemalt on antikeha struktuure arvesse

vottes Chothia skeemi tdiendatud ning http://www.bioinf.org.uk/abs/abnum/ lehel on tileval ka

tooriist, millega antikehasid nummerdada [21]. Seda tooriista kasutades vorreldi Kabat
andmebaasis olevat antikehade nummerdust tdiendatud (struktuurselt korrektse) Chothia
skeemiga (Martin-i skeem) ning leiti, et Kabat andmebaasis on kuskil 10% antikehadel vale

nummerdus [21] hoolimata sellest on see veel praegugi laialdaselt kasutusel.

Vilja on todtatud ka antikehade nummerdamissiisteem, mis arvestab paremini antikeha

ruumilist struktuuri. WolfGuy nummerdamisskeem maééaratleb CDRid Kabat ja Clothia


http://www.bioinf.org.uk/abs/abnum/

skeemide iihisosa jargi, kuid lisaks sellele méadratletakse seal CDRIi silmuste tipud ning tipule
eelnevad aminohappejaagid nummerdatakse kui ,tousvad“ ning sellele jargnevad kui
,laskuvad“ [22,23] (Tabel 1). WolfGuy on konstrueeritud nii, et aminohappe jaagid, mille
ruumiline paiknemine on konserveerunud (evolutsiooniliselt stabiilne) nummerdatakse
voimalikult suurel médédral samavéarsete indeksitega [22,23], mistdttu on voimalik selle kaudu

mudeldada antikehade homoloogiat.
Tabel 1 Wolfguy ja Chothia nummerdamisskeemide vordlus iihe kana antikeha kerge ahela variaabelregiooni

nditel. TGusvad ja laskuvad ahelad identifitseeritud WolfGuy skeemi jérgi. CDR piirkonnad Chothia jargi
margitud rohelisega.

| tdusev I laskuv Il tdusev Il laskuv
WolfGuy Chothia WolfGuy Chothia WolfGuy | Chothia WolfGuy Chothia
A 503 3 N 596 28 N 694 51 G 751 89
L 504 4 Y 597 29 D 695 52 | 752 90
T 505 5 Y 598 30 K 696 53 P 753 91
Q 506 6 G 599 34 R 697 54 D 754 92
P 507 7 W 601 35 P 698 55 N 755 93
S 509 8 Y 602 36 S 699 56 T 795 94
S 510 9 Q 603 37 D 701 57 Y 796 95
\Y 511 11 Q 604 38 I 702 58 | 797 95
S 512 12 K 605 39 P 703 59 A 798 96
A 513 13 AS 605 39 S 704 60 | 799 97
N 514 14 P 606 40 R 705 61 F 801 98
L 515 15 G 607 41 F 706 62 G 802 99
G 516 16 S 608 42 S 707 63 A 803 100
G 517 17 A 609 43 G 708 64 G 804 101
T 518 18 P 610 44 S 709 65 T 805 102
\Y 519 19 \Y 611 45 K 710 66 T 806 103
E 520 20 T 612 46 S 711 67 L 807 104
| 521 21 L 613 47 G 712 68 T 808 105
T 522 22 | 614 48 S 715 69 Vv 809 106
C 523 23 Y 615 49 T 716 70 L 810 107
S 551 24 N 651 50 A 717 71
G 552 25 T 718 72
G 553 26 L 719 73
G 554 27 T 720 74
| 721 75
T 722 76
G 723 77
\% 724 78
Q 725 79
\% 726 80
E 727 81
D 728 82
E 729 83
A 730 84
\% 731 85
Y 732 86
F 733 87
C 734 88

IMGT (international ImMunoGeneTics information system) on todtanud vélja oma
nummerdamisskeemi, mis pohineb terve andmebaasi referentsgeenide joondamisel, kus on

arvesse voetud kogu immunoglobuliinide superpereckonda [24-26]. IMGT standardiseeritud



késitlus mutatsioonidest, alleelsetest poliimorfismidest, 2D ja 3D struktuuridest jne on
voimaldanud neil vilja arendada mitmeid immunogeneetikas ja immunoinformaatikas
kasulikke tooriistu [27] ning IMGT standardeid (sealhulgas nummerdusskeemi) tunnustab ja
kasutab ka WHO-IUIS (World Health Organization - International Union of Immunological
Societies) [28].

Lisaks eelnevalt kasitletule on mitmeid erinevaid nummerdamisskeeme ja neid on késitletud
paljudes iilevaateartiklites, tiks hilisemaid ja pdhjalikumaid on Dondelinger et al. [29]

http://opig.stats.ox.ac.uk/webapps/newsabdab/sabpred/anarci/ lehel asub rakendus, mis

vOimaldab jirjestusi nummerdada erinevate skeemide alusel.

3.3.2 Inimese antikeha raamistik

Antikeha variaabelregiooni CDR piirkondi nimetatakse hiipervarieeruvateks piirkondadeks
ning nende kiilgnevaid alasid ,,raamistikuks* (FR - framework region). Sellel, millise antikeha
variaabeljérjestuse peale CDR-id poogitakse, voib olla suur mdju antikeha omadustele [30].
Uks vodimalus, mis on ka laialdaselt kasutusel, on kasutada algseid no iduliini
immuunglobuliinide variaabelregioone. Need kaasasiindinud jérjestused on aluseks kdigile
organismi poolt toodetud antikehadele ning nende sihtmaérgispetsiifilisus saavutatakse 1abi
genoomsete limberpaigutuste ja mutatsioonide [31]. Iduliini jarjestused, mis on saadud inimese,
hiire ja ka teiste loomade sekveneerimisel on koondatud IMGT/GENE-DB andmebaasi [32].
Iduliini raamistiku kasutamise pooldajad viidavad, et kuna iduliini jarjestused on vdhem
immunogeensed, sest ,kiipsed” jarjestused ldbivad afiinsuse saavutamiseks mitmesuguseid
timberkorraldusi, vdiks neid immuunreaktsiooni valtimiseks eelistada [33,34]. Kui iduliini
raamistikud lahtuvad genoomsest DNA-st ja on arvuliselt piiratud, siis ,kiipsed” raamistikud
kajastavad bioloogiliselt aktiivseid molekule pdhinedes immuunglobuliini aminohappelisel
jarjestusel [31]. ,Kiipsed” jarjestused moodustuvad iduliini jdrjestuse mitmetes
kombinatsioonides timberkorraldamisel ja seega nende arv on ka kordades suurem [31].
Jarjestuste rohkust ning vastavust reaalselt afiinsetele immuunglobuliinidele peetakse ka
,Hkiipsete® jéarjestuste peamisteks eelisteks [35]. Vastavaid jérjestusi voib leida néiteks NCBI-
GenBank [36], UniProtkKB/trEMBL [37] ja Protein DataBank (PDB) [38] andmebaasidest.
Selliste andmebaaside kasutamisel tasub aga olla ettevaatlik, sest tihtipeale esineb seal vigu ja
vaatamata mérksonade/otsinguparameetrite tépsustamisele voivad valimisse sattuda mitte-
inimese jarjestused [39]. Raamistiku valikuga voib minna veelgi kitsamaks — néiteks tasulisse
andmebaasi TABS on koondatud ainult terapeutiliste antikehade jarjestused, mis on kas

kliiniliste vdi prekliiniliste uuringute faasis [40,41]. Tdendoliselt on seal muidugi péris
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humaansete jarjestuste arv piiratud ja voib olla raske leida sobivat raamistikku, kuid
onnestumise korral voiks sellise andmebaasiga humaniseerimine anda stabiilseid, hea

tootlikkusega ning madalat immuunvastust tekitavaid antikehi.

3.3.3 Humaansuse hindamine

Kuna ravimi manustamisel tekkiv immuunvastus voib vidhendada ravimi efekti voi halvemal
juhul tekitada siisteemset podletikuvastust, mis voib 16ppeda surmaga [42], on antikehade
humaansuse hindamiseks vilja tootatud erinevaid meetodeid. Laialdaselt on kasutusel
IMGT/DomainGapAlign, mille antavat humaniseerituse skoori peetakse ka kuldseks
standardiks ,,humaansuse* hindamisel. Antud t66riist voimaldab aminohappeliste jérjestuste ja
2D struktuuride analiitisi. Kasutades IMGT antikehade andmebaasi leitakse sisendjérjestusele
koige sarnasemad jérjestused, kdige tdendolisem pdritolulitk ning jérjestuste homoloogia
protsent [27]. WHO-INN (International Nonproprietary Names) ja selle aluseks olev AMA
(American Medical Association) on kasutanud IMGT skoori uutele MAB-idele universaalse
ning standardiseeritud nime andmisel [43]. Tunnustatud mABide nimed koosnevad -mab
jarelliitest, millele eelneb tdhekombinatsioon, mis viitab antikeha tiilibile, néditeks kiméarne (-
xi-), humaniseeritud (-zu-), véi inimese (-u-) antikeha ning millele omakorda eelneb antikeha
sihtmaérk, nditeks kasvaja(-t(u)-), narvististeem (-n(e)-) jne [44]. Nime algus on vabalt valitav.
Seega nditeks rinnavdhi ravis kasutusel olev tras-tu-zu-mab viitab monoklonaalsele
humaniseeritud antikehale, mille sihtmérgiks on kasvaja. Jones ja kolleegid kritiseerisid -zu-
liite jaoks vajalikuks piirmédraks seatud IMGT ,,humaansuse® skoori > 85%, mille jargi ka
inimestest avastatud antikehad ei pruugi saada inimese antikeha klassifikatsiooni [43]. Samuti
toid nad vilja, et skoor > 85% teeb voimatuks humaniseeritud (-zu-) ja inimese (-u-) jéarjestuste
eristamise ning kirjanduse jargi ei ole antikehadel, mis kvalifitseeruvad inimese jarjestuseks
immuunvastus oluliselt vdhenenud vorreldes nendega, mis ei kvalifitseeru [43]. WHO-INN
komisjon vastas kriitikale, et nemad ei kasuta protsentuaalset lavevédrtust humaansuse
hindamisel ning ei ennusta immuunvastust vaid kasutavad jarjestuse andmeid ainult nime
panemiseks [45].

Peale IMGT skoori on ,humaansuse® hindamiseks kasutusel ka antikehade arendusteenust
pakkuva firma LakePharma poolt arendatud T20 skoor. Nende rakenduses leitakse CDR-id
kasutades Kabat nummerdamisskeemi, CDR-id eemaldatakse ning variaabelregiooni voi
taisjarjestust vorreldakse iga antikehaga andmebaasis kasutades blastp valgu BLASTimis
algoritmi. Top 20 sisendjarjestusele koige 1dhedasema inimese jérjestusega leitud kattuvuse %

keskmistatakse T20 skooriks [46]. T20 skoori jargi hinnati tiisjarjestusi (konstantsed regioonid



+ variaabelregioon), mille skoor oli iile 80% ja variaabelregioone, mille skoor oli iile 85%

inimese sarnaseks [46].

4. PERMIDES projekt

4.1 PERMIDES projekti iilevaade

Projekt sai kiivitatud biotehnoloogiafirma lIcosagen Cell Factory (ICF) soovist omada
humaniseerimisrakendust, mida saaks kasutada nii omaarenduste raames kui pakkuda
klientidele osana antikehade arenduse teenusest. ICFis on vdimalik teostada mitmeid
terapeutiliste antikehade arenduseks vajalikke etappe: prekliinilises osas Hybrifree
tehnoloogiaga antikehade avastamine kanadest ja kiitilikutest [12], rekombinantsete antikehade
tootmine transientselt (ajutiselt) imetaja rakuliinis ning 2016-2018 kestnud IcoCell projekti
raames arendati vilja ka suuremas mahus antikehade tootmine piisiliini abil, mida on vaja
Kliinilises faasis [47]. Vo6imaldamaks {ileminekut prekliinilisest faasist Kkliinilisse (st
inimorganismi) sooviti arendada koost66s Quretec-iga antikehade humaniseerimist voimaldav
tarkvara. Selleks kasutati osaliselt EU projekti PERMIDES (Personalised Medicine Innovation
through Digital Enterprise Solutions) rahasid. Rahastuse eesmirk on tugevdada
personaalmeditisiini  kui esilekerkiva toostusharu konkurentsivdimelisust Euroopas 1abi

innovaatiliste IT lahenduste.

Kuigi humaniseerimise teenust saab ka sisse osta ning on olemas isegi tasuta rakendused nagu
Tabhu [48] sooviti ICFis omada personaalset tarkvara, sest konkurents teiste antikehasid
arendavate firmadega on tihe ja et konkurentsis piisida tuleb pakkuda vdimalikult terviklikku
teenust. Lisaks on tavaliselt prekliinilises staadiumis olevad antikeha jarjestused juba
patenteeritud ja konfidentsiaalsuslepinguga kaetud ning nende levitamine ja avalikesse

veebirakendustesse laadimine ei ole lubatud.

4.2 Qumanize rakendus

Quretecis arendatud rakendus nimega Qumanize votab sisendiks antikeha kerge ja raske ahela
variaabelregioonid ning véljastab humaniseeritud jarjestused. Kuna suur osa antikehade
avastustest on toimunud hiires, on ka paljude ettevotete humaniseerimisteenus hiirekeskne.
Qumanize eeliseks on see, et sisendiks voib olla tiks kdik mis looma variaabelregioon. Samuti
on humaniseerimisteenuse pakkujatel tavaliselt kindel andmebaas, mille hulgast leitakse

inimese antikeha variaablite raamistikud, kuhu CDR-id peale pookida. Olenevalt pakkujast



eelistatakse siis vastavalt iduliini voi ,.kiipseid antikeha raamistikke. Qumanize vdimaldab

kasutada iikskdik millist andmebaasi, tingimusel, et jarjestused on digele kujule to6deldud.

Projekti kdigus kasutati sisendina NCBI geenipangast (NCBI GenBank) kopeeritud jirjestusi
kasutades otsingus mirksonu ,,immunoglobulin heavy/light/kappa chain variable region®.
Otsingute tulemusena saadi ~80000 raske ja ~29000 kappa (k) ja lambda (A) ahela jarjestust.
Avalikes andmebaasides voib leiduda eksitavat voi puudulikku infot, seetottu eemaldati

kopeeritud andmeid filtreerides mitte-terviklikud ja mitte-inimese jérjestused.

Selleks, et tuvastada inimese jarjestused, mis on looma sisendjérjestusele kdige sarnasemad,
koostab Qumanize programm positsioonisageduse maatriksi (PFM — Position Frequency
Matrix). Muutmata jadvad CDR piirkonnad, et sdiliks antikeha afiinsus. Qumanize tarkvaras ei
ole kasutatud enamlevinud nummerdamiskeeme nagu Kabat ja Clothia vaid CDRid
tuvastatakse WolfGuy definitsiooni jargi [22]. WolfGuy numeratsiooniskeem omistab variaabli
igale konserveerunud positsioonile unikaalse indeksi, identifitseerib CDR-ahelate silmuste
tipud ja eristab iiksteisest tdusva ja laskuva ahela segmente [22]. Selline indekseerimine annab
andmeanaliiiisiks lisaparameetri voimaldades siilitada infot variaabelregioonide struktuuri

kohta.

Qumanize koostab leitud jarjestuste pohjal ,,humaanse* konsensusjérjestuse ning hakkab sellest
sammhaaval aminohappeid muutes minema tagasi sisendjarjestuse poole. Asendusi tehakse
vastavalt PAM120 (Percent Accepted Mutation) sarnasusmaatriksile. PAM maatriksid on
kalkuleeritud loodusliku valiku teel akumuleerunud aminohappe mutatsioonide sageduste jargi
ning PAM120 vastab ajale, mil 100 aminohappe kohta tekib 120 mutatsiooni [50]. Qumanize
rakenduse poolt tekitatud gradiendis vahetatakse PAMI120 maatriksi jérgi sarnasemad
(omavahel ldhemas suguluses) olevad aminohapped varem vilja kui evolutsiooniliselt kaugel

olevad aminohapped.

Rakendus arvutab ka IMGT skoori ning T20 skoori. Eeldatavasti oleks parim jérjestus

voimalikult algjérjestuse sarnane, kuid saavutaks veel IMGT ja T20 skoori iile 85%.

4.3 PERMIDES projekti tulemused

Rakenduse voimekust hinnati ka eksperimentaalselt — selleks et rakenduse poolt vélja pakutud
variaabeljérjestused oleksid reaalselt kasutatavad, peavad véljapakutud antikehad olema hea
tootlikkusega, hea afiinsusega antigeenile ning mitte tekitama immuunvastust. Esimest kahte
nendest parameetritest oli voimalik ICF-is testida. Katse sisendiks oli iiks ICF-is avastatud kana

antikeha, mille variaabelregioonid humaniseeriti lisaks Qumanize rakendusele veel kahe teise



pakkuja poolt. Humaniseeritud variaabelregioonid fuseeriti inimese antikeha konstantsete
osadega (hlgGl/lambda) ning erinevaid kerge ja raske ahela variaablite kandidaate
kombineerides viidi 1dbi mitu tootmistsiiklit CHO rakuliinis. Esimese tsiikli eesmérk oli
elimineerida kerge ja raske ahela kombinatsioonid, mis {ildse ei ekspresseeru, ei saa rakust vilja
vOi ei tunne dra antigeeni. Selleks teostati vdga véikses mahus liihiajaline tootmine koikide
voimalike variaablite kombinatsioonidega ning teostati antigeenile seondumise katse. Kahe
teise algoritmiga humaniseeritud antikehade valimist jéi katsesse edasi vastavalt 42% ja 67%,
Qumanize algoritmiga 42%. Teise tsiikliga toodeti vilja valitud antikehi veidi suuremas mahus,
et saaks testida nende afiinsust sihtméarkvalgule — igast vordluses olevast grupist valiti vélja liks
koige korgema potentsiaaliga antikeha mille afiinsus ei olnud humaniseerimisprotsessi kéigus
vdahenenud ning viidi 1dbi veel kolmas tootmistsiikkel. Sedakorda toodeti antikehi suuremas
mahus, puhastati afiinsuskromatograafia abil ning teostati seondumiskineetika analiilis
sihtmérkmolekulile, et hinnata véljavalitud antikehade ,,arendamispotentsiaali“ ehk seda, kui
kiiresti ja tugevalt antikehad sihtmérkvalgule seonduvad. Tootlikkuses olid viikesed
koikumised, kuid Qumanize rakendusega humaniseeritud antikeha andis keskmise tootlikkuse

ning afiinsuses suuri erinevusi erinevate algoritmide vahel polnud.

Viimane etapp oleks testida immuunvastust inimesel, kuid selleni pole veel joutud. Pracguste
katsete jargi vOib Gelda, et Qumanize rakendus vdimaldab produtseerida sama hea tootlikkuse

ja afiinsusega antikehasid, mis teised kommertsiaalselt pakutavad lahendused.

5. Kasutajaliidese loomine

Kéesoleva magistritod praktiliseks eesméargiks oli luua PERMIDES projekti kédigus arendatud
antikehade humaniseerimise rakendusele kasutajakeskkond. Rakendus oli kattesaadav serveri
kaudu ning funktsioneeris kédsureaprogrammina (LISA 1: kdsureaprogrammile loodud juhend),
sest see lahendus tiitis rakenduse loomise hetkel kasutajate vajadusi, kes olid 1-2 iisna heade
tehniliste oskustega inimest. Kaugemaks eesmérgiks on siiski rakenduse kasutajate ringi
suurendada ning teha rakendus kéttesaadavaks ja mdistetavaks ka uutele kasutajatele, seetdttu
otsustati alustada ka veebipohise kasutajaliidese loomist. Kéesoleva magistritdd raames
valmiski kasutajaliidesele esimene funktsionaalne pohi. Lisaks sujuvamale kasutuskogemusele
pakub veebipdhine kasutajaliides voimaluse rakenduse véljundi vdlimust vastavalt kasutaja
soovile modifitseerida (mérgistades nditeks hiidrofoobsed ja hiidrofiilsed aminohapped

erinevalt voi markides jirjestustele CDRid). Kuna antud tooriistale on vdimalik lisada véga



paljusid proteoomikast ja immuunoinformaatikast périt lisafunktsioone, siis klient otsustas, et
inimressursi koige efektiivsem kasutus oleks lisada neid alles siis kui rakenduse kasutamisel

ilmneb nende jirele vajadus.

Veebiliidese loomise eelduseks on Qumanize rakenduse pohjalik tundmine (vt ptk 5.1), sest
késurea rakenduse muutmine veebirakenduseks eeldab koodi modifitseerimist. Veebiliidese
loomiseks kasutati Pythoni pShist Flask raamistikku (vt ptk 5.2) ning kujunduse jaoks saadi abi

Bootstrapiga integreeruvast laiendusest Flask-Bootstrap (vt ptk 5.3).

5.1 Qumanize rakenduse toopohimotted

Qumanize rakendus, nagu paljud teised bioinformaatika tarkvarad, on arendatud kasutades
Python  programeerimiskeelt. ~ Python on  saanud  bioteadustes  populaarseks
programmeerimiskeeleks peamiselt seetottu, et see on korgetasemeline keel, mille loomisel oli
eesmargiks nii hea koodi loetavus, kui ka sobilikkus kiireks prototiilipimiseks. Pythoni paljud
saadaolevad raamatukogud ja kolmanda osapoole todriistakomplektid laiendavad pdhikeele
funktsionaalsust praktiliselt igasse bioloogia valdkonda (jarjestuse ja struktuuri analiiiisid,

fillogenoomika, to6voo juhtimissiisteemid jne) [51].

5.1.1 Qumanize rakenduse jaoks vajalikud Pythoni paketid

Erinevate bioinformaatikas vajalike moodulite ja skriptide koondamiseks on loodud Biopython

Projekt (http://www.biopython.org). Biopython-i funktsioonide hulka kuuluvad mitmesuguste

bioinformaatikas kasutusel olevate failivormingute parserid (BLAST, Clustalw, FASTA,
Genbank jne), juurdepdds veebiteenustele (NCBI, Expasy jne), liidesed levinud ja
viahemlevinud programmidele (Clustalw, DSSP, MSMS ...), standardsete jarjestuste klass

(Seq), erinevad klasterdamise moodulid, KD-puu andmestruktuur jne [52].

Qumanize rakenduses, nagu ka bioinformaatikas iildiselt on keskseks objektiks jarjestused.
Qumanize saab kasutajalt sisendiks antikeha variaabeljarjestuse FASTA formaadis:
>12H3 VL

ALTQPSSVSANLGGTVEITCSGGGNYYGWYQQKSPGSAPVTLIYNNDKRPSDIPSRESGSKSGSTATLTITGVQV
EDEAVYFCGIPDNTYIAIFGAGTTLTVL

Biopythoni abil tehakse sellest SeqRecord objekt, kust on voimalus tuvastada atribuudid ,,id*,
mis on antud juhul 1213 VL ja jérjestuse atribuudi ,,5eq“, mille kaudu saab kétte Seq objekti

Seq (,ALTQPSSV..“).

Jarjestuste identifitseerimiseks ja joondamiseks tehakse neist edasi ANARCI klassi objektid

[53]. ANARCI on vahend antikehade ja T-raku retseptori aminohapete varieeruva domaéni
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jérjestuste klassifitseerimiseks ja nummerdamiseks. ANARCI voimaldab votta sisendiks tihe
voi mitu antikeha jarjestust ning markida neid populaarsemate numeratsiooniskeemide alusel:
Kabat, Chothia, Enhanced Chothia, IMGT, Wolfguy ja AHo. [53] Programm teeb koost66d
HMMER3 paketiga, mis otsib andmebaasidest ja joondab konkreetse liigi (inimese, hiire, roti,
jénese, sea vOi reesusahvi) domeenitiitibi (VH, VA vdi Vk, Va voi VP) oletatavaid iduliini
jérjestusi kasutades tdendosuslikke mudeleid, mida nimetatakse varjatud Markovi mudeliteks
(HMM) [54].

ANARCI to6tab ainult Linux platvormil ja seega rakenduse jooksutamiseks Windowsi peal
kasutati Dockerit. Docker Desktop on rakendus MacOS- ja Windows-masinatele
konteineripdhiste rakenduste ja mikroteenuste loomiseks ja jagamiseks, kus konteineris saab
ise médrata Linux pShise operatsioonisiisteemi [55]. Qumanize arendustd6 puhul oli kasutusel
CentOS.

5.1.2 Qumanize rakenduse struktuur

| katrin@DESKTOP-UU4AGLG ~|% tree /home/katrin/Documents/ico-qumanize
/home/katrin/Documents/ico-qumanize
—— anarci.py
— annotate.py
— Documentation

I: README.rst

requirements.txt

— home. py
— human_db_uniq_germline.anarci
— templates

L— template.html
— utils.py

Joonis 3 Qumanize rakenduse failipuu

Rakendus kiivitatakse failis home.py — 14bi selle lactakse iiles veebileht renderdades malli
template.html. Fail home.py saab labi FlaskWTForms (vt ptk 5.2) sisendiks kasutaja sisestatud
variaabeljarjestused ning kasutaja poolt médratud lisaargumendid (nagu WHO kriteeriumitele
vastavus jne) ning suunab need funktsiooni humanize. Lisaks voetakse sisendiks inimese
antikehade referentsandmebaasi anarci formaadis (human_db_unig_germline.anarci), mis on
hetkel vaikimisi méaaratud, kuid teoorias saaks rakenduse juurde lisada ka teiste liikide
andmebaase, mille seast kasutaja saab sobiva valida. Funktsioon numanize koondab kogu
humaniseerimise protsessi iihte tervikusse ning véljastab veebilehele humaniseeritud
jarjestused. Referentsandmebaasist leitakse kasutaja sisestatud variaabeljérjestustele kindel arv

(k) koige sarnasemaid inimese jérjestusi. Need liiguvad edasi faili anarci.py, kus leitud



jérjestustest omakorda sdelutakse vélja omavahel koige sarnasemad, mille alusel koostatakse
positsioonisageduse maatriks (PFM). Jargnevalt leitakse jarjestuste CDRid ning vastavalt
kasutaja sisestatud jérjestusele hakatakse iilejdédnud raamistikku jark-jargult muutma, nii et iga
jargneva iteratsiooni tulem on uus PFMi konsensusjérjestus. Ldppkokkuvottes saadakse
gradient, mis algab kasutaja sisestatud jéarjestusega ja aminohappe haaval muundub kokku

pandud inimese konsensusjarjestusele sarnasemaks.

Sealt suunatakse jdrjestused edasi faili annotate.py, kus lisatakse jdrjestustele erinevaid

parameetreid (loomaliik IMGT andmebaasi jargi, humaniseeritusse skoorid jne).

Fail utils.py sisaldab funktsioone, mille abil luua humaniseeritud jérjestusi sisaldavaid fasta
faile (esialgu veebirakenduses kasutuses pole). Samuti kontrollitakse seal humaniseeritud
jérjestuste vastavust WHO kriteeriumile, mis voimaldab kasutaja soovil Kriteeriumile mitte
vastavad jarjestused vilja filtreerida. Lisaks on seal funktsioon add triplets, mille abil
jagatakse humaniseeritud jérjestus koikideks voimalikeks 3-aminohappelisteks motiivideks
ning vorreldakse neid sama moodi jagatud inimese antikehade variaabelregioonidega. Juhul kui
humaniseeritud jérjestus sisaldab selliseid 3-aminohappelisi kombinatsioone, mida natiivselt
inimeses ei leidu (voi leidub viaga madalas sageduses), siis need vdivad olla potentsiaalsed

immunogeensuse allikad, seega peaks need ka humaniseeritavas jarjestuses dra muutma.

5.2 Flaski veebiraamistik

Flask on Pythoni veebiraamistik. Veebiraamistikud standardiseerivad veebirakenduste
loomisest ja juurutamist automatiseerides iildisi ja korduvaid tegevusi veebiarenduses. Néiteks
pakuvad paljud veebiraamistikud teeke andmebaasidele juurdepddsu, malliraamide ja
seansihalduse jaoks ning soodustavad koodi taaskasutamist. Flask pohineb Werkzeug and Jinja
2 raamatukogudel. Werkzeug on kdikehdlmav veebiserveri liiiisiliidese (WSGI e Web Server
Gateway Interface) veebirakenduste raamatukogu, mis sisaldab suurt hulka teenuseid ja
tooriistu veebirakenduste loomiseks [56]. Jinja 2 on Pythonile loodud keel mallide (template)
loomiseks e mallimootor, mille aluseks on kasutatud Django sisse-ehitatud malle [57]. Sisuliselt
sisaldab Jinja2 malli fail vastust péringule ning vastuse diinaamilised osi muutujatena:

{{muutuja}} [@]

Flask ning Django on koige levinumad pythoni pShised veebiraamistikud jattes teised kaugele
maha, sealjuures Flask on viimastel aastatel muutunud populaarsemaks kui Django [59]. Nii
Flask kui Django on tasuta ja avatud koodiga, kuid Flaskil puuduvad andmebaasi

abstraktsioonikiht, vormi kinnitamine ning muud komponendid, kus olemasolevad kolmanda



osapoole teegid pakuvad tihiseid funktsioone — seetdttu nimetatakse Flaski mikroraamistikuks
[58]. Seega Django pakub rohkem funktsionaalsust n6 out-of-the-box kuid Flask on paindlikum,

kompaktsem ning mis antud t66 kontekstis oluline — kergem oppida [60].

5.2.1 Flask veebiraamistik Qumanize kasutajaliidese loomisel

class SubmitFo F orm):
name = T d( 'Insert variable sequences in FASTA format', render_kw={"rows": , "cols":

"How many most similar sequences to the source should be used from the

Fault= )
es to be more dissimilar to each-

long time)')

@app- ('/ hods=['GET', 'POST'])
def index():

hum = None

out = None
form = SubmitForm()

():

.fasta', 'w') as f:

(utils. (

( *human_db_unig_ger

(source, db, top, long, thr, diss, who)
)

return render_template('template.html', form=form, hum=hum, out=out)

_ __main__
(host='0.0.0.0', debug=True)

Joonis 4 Flaski komponendid Qumanize rakenduse veebilahenduses failis home.py

Qumanize rakendusele veebiliidese puhul suunatakse brauserist saadetud péring
veebiserverisse 1abi Flaski klassi objekti, kus on kaardistatud milline Pythoni kood on seotud
iga taotletud URL-iga. Seost URL-i ja seda haldava funktsiooni vahel nimetatakse route ning
selleks kasutatakse eapp.route dekoraatorit (decorator — Pythoni funktsioon, mis votab

argumendiks teise funktsiooni ning viljastab modifitseeritud funktsiooni) (Joonis 4).

Selleks, et kdivitada Flaski integreeritud veebiserverit, kasutatakse run meetodit:
if name == "' main_ ':
app.run (host= '0.0.0.0', debug=True)
Vormide kuvamiseks ning nende kaudu rakendusele sisendi saamiseks kasutati Flask-

WTForms laiendust, mis aitab lihtsate Pythoni mudelitega veebivorme luua ja kasutada



pakkudes ka lisa turvakihti, mis on vajalik veebirakendusele Interneti-kasutaja kaudu esitatud
andmete kasutamiseks [61]. Iga vormi vili on defineeritud klassi muutujana klassis
SubmitForm, kus saab médrata viljade parameetrid, vaikevéartused, validaatoreid jne (Joonis
4).

Funktsioon render template @app.route dekoraatori juures seob Jinja2 mallimootori
rakendusega vottes esimeseks argumendiks faili nime (template.html) ning iilejadnud
argumendid on votme/vaartuse paarid, mis annavad mallis kirjeldatud muutujatele vaartused

(form=form) (JOOHiS 4).

Joonis 5 vilja toodud Jinja2 mallis (template.html) on maaratud muutujad, mis saavad endale
véaartuse programmi poolt tekitatud andmetest siis kui malli sisu teisendatakse (renderdatakse)
(nditeks {{out}} kuvab humaniseerimise kédigus loodud gradiendi sisendjérjestusest
humaniseeritud jérjestuseni). Jinja2 pakub ka kontrollstruktuure, mis voimaldavad kasutada

nditeks if ja for lauseid (Joonis 5).

</tr>
</thead><tbody>

e hum %}
class="tr
<td

<pre>{{out}}<!pre>
{% else %}
<p>

Joonis 5 Qumanize rakenduse kasutajaliidese koodi viljavote Jinja2 mallis failis template.html



5.2.2 Bootstrapi raamistiku kasutamine kujunduses

WTForms vorme peetakse tdnapdeva standardite jargi ,.koledaks™ - Flask-Bootstrap pakub
nendele vormidele professionaalset poleerimiskihti varjutamise, esiletdstmise ja
hiipikakendega. Twitteri poolt loodud Bootstrap on avatud ldhtekoodiga tooriistakomplekt
HTML-i, CSS-i ja JS-iga arendamiseks [62]. Bootstrap voimaldab hoida sama kujundust koigis
veebibrauserites, saab hakkama erinevate ekraanisuurustega, pakub valmis paigutusega
lahendusi (layout-e), mida saab oma soovile vastavalt {imber kujundada ning stiliseeritud
vorme, navigeerimisribasid, nuppe jne. Flask-Bootstrap pakendab Bootstrapi laienduseks, mis
pakub kasutamiseks valmis malli, kuhu on installitud Bootstrap-raamistik [63]. Flask-Bootstrap
pakub ka meetodit "quick form", mis késib Jinja2-1 terve veebilehe iihe koodireaga

renderdada.

Qumanize rakenduse jaoks kasutati veebis vabalt saada olevat Bootstrapi veebilehe malli

https://maxcdn.bootstrapcdn.com/bootstrap/3.4.0/css/bootstrap.min.css.  Kuigi ~ Bootstrap

pakub ilusaid valmislahendusi, pidi siiski nende stylesheet’i iisna palju CSS-i abil iile kirjutama.
Kohati on modifikatsioone ka keeruline sisse viia, sest stylesheet’i CSS failist tuleb iiles leida

igale muudetavale elemendile vastavad klassinimed.

5.2.3 Qumanize rakenduse kasutajaliides

Valminud Qumanize rakenduse kasutajaliidese arhitektuuri on illustreeritud joonisel 6.


https://maxcdn.bootstrapcdn.com/bootstrap/3.4.0/css/bootstrap.min.css

kasutaja sisestab
jarjestused

home.py

Flask Wi

rﬁk SubmitForm klass

Plaal

humanize aparchpy
@app.route
pp - firktsiconil T 3g?st;;ate.py

template.html

.4 B

veebilehe valimuse
renderdamine viimistlemine

f

veebilehel kuvatakse
jarjestused ja nende
juurde kuuluv info

Joonis 6 Flaski veebirakenduse arhitektuur. The veebirakenduse aju on failis home.py, mis sisaldab Flaski
@app.route dekoraatorit, kuhu lackub kliendi paring. See suunatakse sealt humanize funktsiooni, mis alustab
humaniseerimise protsessi pendeldades jérjestusi erinevate funktsioonide ja failide vahel. Kui
humaniseerimisprotsess on lopetatud suunatakse viljund veebilehele tagasi kasutades template.html malli.
Kohandatud John Sobanski jérgi [64]

Kuna Qumanize rakendus on mdeldud majasiseseks kasutamiseks, siis rohuti veebiliidese
disainis pigem lihtsusele ja arusaadavusele, ainukese vérviniiansina kasutati veebiliidese
kujunduses tooni #701010, mis on Icosagen Cell Factory ,,brandi iiks ametlikke vérve, mida
leidub nii veebilehel kui reklaammaterjalidel. Vormide kujundus pidrineb enamalt jaolt
Bootstrap mallilt, mdned komponendid on késitsi CSS-ga viimistletud. Selleks, et tagada hea
jélgitavus sisestab klient jarjestused (Joonis 7) ja saab humaniseeritud véljundi (Joonis 8) samal

lehel. Tulemuse ootamise ajaks on plaanis lisada laadimisriba.



& > C (@ Notsecure | 0.0.0.05

Qumanize

Insert variable sequences in FASTA format

QEQLEESGGGLYQPEGSLTLTCKASGFSFSAIAMCWVRQAPGKGLEWIGCIATDTGSTY YANWAKGRFTISNPSSTTVTLOQMTSLTAADTATYFCARNFYLWGPGTLVTVSS

How many most similar sequences to the source should be used from the database?

10

Treshold for germline identity score

0.95

Value 0.1 -1, lower value requires sequences to be more dissimilar to each-other

0.9

Create more candidate sequences (takes a long time)
Display only WHO compliant output sequences

OK!

Output

Your results will be displayed here

0.0.0.0:5000/#

Joonis 7 Qumanize veebiliidese avaleht koos kliendi sisestatud jarjestusega localhost testkeskkonnas.



& > @ © Notsecure | 0.0.0.0:5000/4 w 6 O

How many most similar sequences to the source should be used from the database?

10

Treshold for germline identity score

0.95

Value 0.1 -1, lower value requires sequences to be more dissimilar to each-other

0.9

[J Create more candidate sequences (takes a long time)

[J Display only WHO compliant output sequences

OK!
Output
D Humanized sequence Parent organism T20 Score IMGT Score
1VH nghiifigggE_z?&;;RLSCAASGFSFSAIAMCWVRQAPGKG LEWVSCIATDTGSTYYANWAKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY TS ETE e 90.76927 5.7
15VH ngltisfviggg\ﬁsf\?ssslﬂLSCAASGFSFSAIAMC\JWRQAPGKGLEWVSC\ATDTGSTVYANWAKGRFT\SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY TS ETE e 90.76927 847
16VH ngltisfviggé\;ﬁf%i%ﬂLSCAASGFSFSAIAMC\JWRQAPGKGLEWVSC\ATDTGSTVYANWAKGRFT\SRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY TS ETE e 87.30777 847
18VH nghisfveggé\;g?%(}si:ﬂLSCAASGFSFSAIAMCVWRQAPGKGLEWVSC\ATDTGSTYYANWAKGRFT\SRPNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY TS ETE e 87.30777 837
20VH ngltisfveggé\;ﬁs%(}s%ﬂLSCKASGFSFSAIAMCVWRQAPGKGLEWVGCIATDTGSTYYANWAKGRFTISRF‘NSKNTLYLQMNSLRAEDTAWY TS ETE e 87.30777 82.7
S0VH nghisfveggé\;g?%(}si:ﬂLSCAASGFSFSAIAMCVWRQAPGKGLEWVGCIATDTGSTYYANWAKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY TS ETE e 87.30777 837
S1VH ngltisfveg(:é\;g:%(}s%ﬂLSCAASGFSFSAIAMCVWRQAPGKGLEWVGCIATDTGSTYYANWAKGRFTISRF‘NSKNTLYLQMNSLRAEDTAWY TS ETE e 87.30777 82.7
95VH ngltisfvig(:é\;gl:%(}s?ﬂLSCKASGFSFSAIAMCVWRQAPGKGLEWVGCIATDTGSTYYANWAKGRFTISRF‘NSKNTLYLQMTSLRAEDTAVYY TS ETE e 87.30777 816
0.0.0.0:5000/# -

Joonis 8 Qumanize rakenduse viljund, kus kuvatakse humaniseeritud jérjestuse liik (algne jarjestus oli antud juhul kiiiiliku oma), T20 skoor ja IMGT skoor. WHO kriteeriumitele
vastavaks loetakse humaniseeritud jérjestust, mille IMGT skoor on iile 85%.



6. Kokkuvote

Kéesolev magistritod tutvustab iihe biotehnoloogilise tarkvara loomist alustades rakenduse
ideest, toOpohimottest ning joudes selle testimiseni laboris. Magistritdo teoreetilise osa
cesmirgiks oli tervisevaldkonna IT-lahendusi pakkuva ettevotte Quretec poolt 2017-2018
aastatel loodud humaniseerimistarkvara Qumanize detailne analiiiis. Tausta avamiseks
kirjeldati monoklonaalsete antikehade struktuuri, avastamist ja terapeutilist tdhtsust. Sellele
jérgnes humaniseerimise tdhtsuse ja metoodika kirjeldus. Jargnevalt kirjeldati nii rakenduse
loomist kui to6pohimdtet. Biotehnoloogiafirmas Icosagen Cell Factory-s eelnevalt tehtud
katsete pohjal analiilisiti ka rakenduse poolt tekitatud humaniseeritud antikehajdrjestuste

kommertsiaalset potentsiaali.

Kuna tegemist oli késurearakendusega, siis piistitati ka praktiline eesmirk luua
kasutajamugavuse suurendamiseks veebipohine kasutajaliides. Selle jaoks kasutati Pythoni
pohist veebiliidese raamistikku Flask. Magistritoos pdhjendatakse antud valikut ning

tutvustatakse loodud lahendust.

Kuna loodud kasutajaliides on pigem algne funktsioneeriv prototiiiip mitte valmis produkt, siis
kdesolevas magistritoos késitletud rakenduse edasiarendusena voiks ellu viia jargmised

tegevused:

1. Selgitada kliendi tagasiside pohjal vélja nduded rakenduse 16plikule vdlimusele ning
programmi viljundile.

2. Kasutajaliidesele proteoomikast ja immuunoinformaatikast périt lisafunktsioonide
lisamine vastavalt kliendi vajadusele.

3. Jouda rakenduse poolt tekitatud humaniseeritud jirjestuste analiiiisiga ka
immuunvastuse tekke testimiseni inimorganismis.

4. Rakenduse kommertsiaalne kasutuselevott biotehnoloogia firmas Icosagen Cell

Factory.
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LISA2: QUMANIZE KASUREARAKENDUSE KASUTUSJUHEND

Programmi info:

Qumanize wolfguy.py [-h] [-t TOP] [--long]
[--ref germline thr REF GERMLINE THR]
[--dissimilarity index DISSIMILARITY INDEX]
[--who compliant]

source fn db fn
Python program to humanise foreign antibody variable region sequence.

positional arguments:

source fn file with source sequence to humanise (in fasta
format)
db fn human ab sequences in anarci (wolfguy) format to be

used for template

optional arguments:

-h, --help show this help message and exit

-t TOP, --top TOP how many most similar sequences to source to be used
(default: 10)

--long more creative way how to combine similar sequences,
generates a *lot* more candidate sequences, takes a
long time

-—-ref germline thr REF GERMLINE THR
reference sequences that have germline identity score
less that this threshold will be omitted (default:
0.95)

-—dissimilarity index DISSIMILARITY INDEX
framework dissimilarity index for reference sequence
set, lower value will require sequences in PFM to be
more dissimilar to each other (default: 0.9)

--who compliant only output sequences that are WHO compliant, i.e. in
IMGT domainGapAlign first organism is human and

identity score is > 85

Uue jérjestusefaili lisamine

e Kasutada tekstiredaktorit nano (kdsureale kirjutada nano ja vajutada Enter)
e Paste-da fasta formaadis oma jirjestused redaktorisse (paremkops)



Naiteks:

>VH
AVTLDESGGGLOQTPGGALSLVCKGSGFTFSSYSLGWVRQAPGKGLEYVAAIDNTGSWTNYGAVVKGRATISRDNGQSTVRLQL
NNLRADDTATYYCAKAAGIGHSYTYGDDIDAWGHGTEVIVSS

>VL
ALTQPSSVSANLGGTVEITCSGGGNYYGWYQQOKSPGSAPVTLIYNNDKRPSDIPSRFSGSKSGSTATLTITGVQVEDEAVYFC
GIPDNTYIAIFGAGTTLTVL

e Seejirel véljumiseks vajutada Cntrl + w
e Kiisib, kas salvestada? Vajutada y
e Kirjutada faili nimi, nditeks mouse.fa + Enter

Programmi jooksutamine

Qumanize wolfguy.py mouse.fa _

source_fn (tekitatud fasta formaadis fail looma variaablitega)

16ppu voib lisada kdske valukust “optional arguments”

Naiteks:

Qumanize wolfguy.py mouse.fa /opt/icosagen-

qumanize/data/human db unig germline.anarci -t 10 --who compliant

Kui programm on 16puni jooksnud, siis ta tekitab eraldi VH ja VL faili sinna samma kausta.

Kausta sisu vaatamiseks v0ib kasutada kéasku Is.

Faili sisu vaatamiseks kasutada kdsku cat + faili nimi. Faili nime on késureal lihtsam kirjutada

kasutades Tab klahvi (otsib automaatselt sarnase algusega faile)
Viljund

>88VH attr:5.7|7.0/0.0(14|76.84 | HoMoNSapLens(85M6)] | 0.066

AVQLDESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTEFSSYSLGWVRQAPGKGLEYVSAIDNTGSWTNY
GAVVKGRFTISRDNSKNTLRLOMNSLRAEDTAVYYCAKAAGIGHSYTYGDDIDAWGQGTE

T20 skoor (Peaks olema iile 85) ja _ (peaks olema iile 85)



Kasulikud Kkésud kéisureal
Is néitab kausta sisu
cat failinimi niitab vastava faili sisu

nano tekstiredaktor, kus saab tekitada faile



