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Abstract

Protein aggregation has been identified as one of the main problems in the man-
ufacture and storage of biotherapeutics. Mechanistic understanding and quan-
titative predictions of aggregation kinetics would enable design of effective miti-
gation strategies. A comprehensive understanding of the aggregation process at
the molecular level is essential to gain better structural insights and a quantita-
tive understanding of protein-protein interactions (PPIs) and to predict kinetic
parameters involved in each stage (folding/unfolding, nucleation, and fibrillation).
However, studying the entire process at a single resolution is not feasible due to
the different time and length scales at which these stages occur. In the present
thesis, we have developed a multiscale computational model to accurately predict
protein aggregation kinetics parameters, provide insights into molecular determi-
nants of PPIs involved in aggravating aggregation, and quantify the effects of
various stress factors (monomer concentration, excipients, temperature) on the
aggregation kinetics. Two representative biotherapeutic proteins were studied: in-
sulin, a small globular protein, and rituximab, an IgG1 antibody, as representative
biotherapeutic proteins. These proteins are of commercial significance and neces-
sitate stable formulation designs. However, due to the substantial disparity in size
(with rituximab being approximately 25 times larger than insulin), computational
complexities arise, particularly in terms of computational resource requirements
and achieving convergence in sampling. The designed predictive model was used
successfully to make accurate predictions for insulin aggregation kinetics and dis-
cover FDA approved inactives to inhibit its aggregation. Finally, we developed a
protocol to sample aggregation prone regions (APRs) of rituximab, which can be
extended to other classes of monoclonal antibodies.

Even at its lowest complexity, understanding protein aggregation requires com-
prehensive knowledge of single molecule conformational flexibility and bio-molecular
assembly over a broad range of timescales. For insulin and mAbs, this spans
timescales on the order of femtoseconds (bond vibrations) to seconds and hours
(aggregation nucleation). We combined kinetic, thermodynamic, and structural
information from single molecule (protein folding) and two molecules (association)
explicit-solvent simulations for the determination of kinetic parameters in protein
aggregation nucleation with insulin as a model protein. We observed this ”early-
events” enough to accurately predict the kinetic parameters up to the nucleation
event. A structural bioinformatics approach was developed to account for hetero-
geneity of aggregation-prone species with the transition complex theory applicable
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in modelling association kinetics involving non-native species. Specifically, the ki-
netic pathway for formation of aggregation-prone oligomeric species was found to
contain a structurally specific dominant binding mode, making the kinetic pro-
cess similar to native protein association. The kinetic parameters thus obtained
were used in a population balance model and accurate predictions for aggregation
nucleation time varying over two orders of magnitude with changes in either in-
sulin concentration or an aggregation-inhibitor ligand concentration were obtained,
while an empirical parameter set was not found to be transferable for prediction
of ligand effects. Further, this physically determined kinetic parameter set pro-
vided several mechanistic insights, such as the identification of the rate-limiting
step in aggregation nucleation and a quantitative explanation for the switch from
Arrhenius to non-Arrhenius aggregation kinetics around the melting temperature
of insulin.

Establishing structural and interaction specificity in insulin self-association
along the non-native aggregation pathway enabled us to use structure-based, com-
puter aided methods for identification of ligands with high-specificity for inhibiting
protein-protein interactions (PPIs) implicated in early-stage aggregation nucle-
ation. We proceeded to identify lead molecules from the FDA inactives database
that can inhibit insulin aggregation using a multi-level virtual screening proto-
col. Some key challenges specific to the present problem, when compared with
native protein association, include structural heterogeneity of the protein species
involved, multiple association pathways, and relatively higher probability of con-
formational rearrangement of the association complex. A first-level screening of the
inactives database was based on dominant pharmacophore features of three short
peptides and an organic fluorogen, both shown to significantly inhibit insulin ag-
gregation nucleation by binding to aggregation-prone conformations of insulin. We
then performed ensemble docking of various low-energy ligand conformations on
aggregation-prone conformers of insulin followed by molecular dynamics simula-
tions and binding affinity calculations on a subset of docked complexes to identify
a subset of lead molecules with a high probability for inhibiting insulin aggregation
nucleation. We then applied our designed aggregation nucleation kinetics model
to account for protein-ligand interaction details and conformational rearrangement
effects during protein oligomerization to determine ligand concentration for effec-
tive aggregation inhibition. The effect of these select ligands (lead compounds)
aggregation inhibition was extensively investigated by incubating insulin at var-
ious concentrations under aggregation-prone aqueous buffer conditions (low pH,
high temperature). Herein, aggregation kinetics were quantified using size exclu-
sion chromatography and the secondary structure was determined using circular
dichroism spectroscopy to quantify effect of ligand on native structure content after
co-incubation with insulin under aggregation-prone conditions. Specifically, two
lead compounds (Riboflavin and Aspartame) showed significant retardation of in-
sulin aggregation at formulation concentration when used at a 2:1 ligand: protein
molar concentration.

The second biotherapeutic of interest, rituximab, is a IgG1 monoclonal an-
tibody used in the treat chronic lymphocytic leukemia. Linear response driven
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molecular dynamics simulations, based on accelerating conformational transition
along the slow normal modes, were used to efficiently and extensively explore the
configuration space, and thus, identify partially-folded aggregation-prone confor-
mations of rituximab at acidic conditions. A structural bioinformatic protocol
based on combining information on residue hydrophobicity, solvent accessible sur-
face area, �-propensity, and protein tertiary structure (3D structure) was used
to identify potential aggregation hotspots in these partially-folded rituximab con-
formers. A set of putative non-native dimeric complexes, totaling 57 complexes,
was generated through a multi-step approach involving rigid body docking with
APRs as the target and subsequent molecular dynamics simulations for conforma-
tional rearrangement. MMPBSA calculations were performed on these complexes
to evaluate the contribution of APRs to the non-native binding free energy. Based
on the ranking obtained from these calculations, we identified nine critical APRs
(six in Fc, two in Fab, and one in Hinge) that play a key role in driving the aggre-
gation of rituximab. The APRs identified in the Fc region were explicitly localized
within the CH2 domain, which aligns with the findings from Differential scanning
calorimetry (DSC) investigations conducted on IgG1 antibodies under different
pH conditions. Additionally, the presence of the identified APR in the hinge
region has already been substantiated through mutation studies. Furthermore,
the APRs in the Fab region were found to reside within the complementarity-
determining region (CDR) loop, with their sequences overlapping with residues
involved in antigen binding. These findings provide valuable insights into the un-
derlying mechanisms of rituximab aggregation and its potential implications in
bio-pharmaceuticals development.
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सार

प्रोटीन एक�त्र�त को �नमा�ण और भडंारण में मुख्य समस्याओं में से एक के रूप में पहचाना गया ह।ै
एकै�कक अवलोकन और मात्रात्मक पूवा�नुमान की मृदतुा के साथ एकै�कक अवलोकन ने प्रोटीन-प्रोटीन
संवादों में शा�मल एक�द्वतीयता के बेहतर संरचना अदंाज और प्रत्येक चरण (फो�ल्डग/अनफो�ल्डग,
न्यू�क्लएशन, और फाइ�ब्रलेशन) में शा�मल होने वाले �कने�टक परैामीटरों की यथात्मक समझ प्राप्त
करने की संवा�दक समझ होना आवश्यक ह।ै हालां�क, इन चरणों का एक ही संकलन में अध्ययन
करना योग्य नहीं है क्यों�क इन चरणों को प्राप्त करने के �लए अलग-अलग समय और लबंाई की
स्था�यता होती ह।ै वत�मान थी�सस में, हमने प्रोटीन एक�त्र�त की ग�तकी परैामीटरों का सटीक अनुमान
लगाने, एक�त्र�त को बढ़ाने वाले प्रोटीन-प्रोटीन संवादों के मौ�लक �नधा�रकों के बारे में अदंाज़ा देने,
और �व�भन्न तनाव कारकों (मोनोमर संघटन, अल्पका, तापमान) के प्रभाव को न्यूनतम करने के
प्रभाव को मात्रात्मक रूप से मापन करने के �लए एक बहुमानक संगणन मॉडल �वक�सत �कया ह।ै दो
प्र�त�न�धत्वकता� बायोथेरपे्यू�टक प्रोटीनों का अध्ययन �कया गया: इसंु�लन, एक छोटे गोल मौ�लक
प्रोटीन, और �रट�क्समबै, एक IgG1 एंटीबॉडी, जो व्यापा�रक महत्व के हैं और �स्थर रूप से �नमा�ण
�डज़ाइन की आवश्यकता ह।ै हालां�क, आकार में �वशाल अतंर (�रट�क्समबै लगभग इसंु�लन के 25
गुना बड़ा होने के बावजूद), �वशेष रूप से संगणन संसाधन आवश्यकताओं और समै्प�लग में संघटन
प्राप्त करने के प्र�क्रयाक�लत मुद्दे उत्पन्न होते हैं। �डज़ाइन �कया गया पूवा�नुमा�नत मॉडल सफलतापूव�क
इसं�ुलन एक�त्र�त की ग�तकी परैामीटरों के �लए सटीक पूवा�नुमान बनाने के �लए उपयोग �कया गया और
उसकी एक�त्र�त को रोकने के �लए FDA द्वारा मजूंर �कए गए अस�क्रय तत्वों की खोज की। आ�खरकार,
हमने �रट�क्समबै के एक�त्र�त प्रव�ृ� के्षत्रों (एएपीआर) को समै्पल करने के �लए प्रोटोकॉल �वक�सत
�कया, जो अन्य प्रकार की मोनोक्लोनल एंटीबॉ�डयों के �लए बढ़ाया जा सकता ह।ै

प्रोटीन एक�त्र�त को समझने के �लए उसके सबसे न्यून संघटन में भी, एक मोलेक्यूल के आकार
बदलने की लचीलापन और बाइओ-मोलेक्यूलर समूह को बडे़ सं�वदान घड़ी के स्तर पर जानकारी
की आवश्यकता होती ह।ै इसंु�लन और mAbs के �लए, इसमें फेम्टोसेकंड्स (बॉन्ड वाइब्रेशन) से
सेकंड और घटंों (एग्रीगेशन न्यू�क्लएशन) के आदेश के काय�काल प�रसर होते हैं। हमने इसंु�लन को
मॉडल प्रोटीन के रूप में प्रोटीन एग्रीगेशन न्यू�क्लएशन में �कने�टक परैामीटस� की �नधा�रण के �लए �सगल
मोलेक्यूल (प्रोटीन फो�ल्डग) और दो मोलेक्यूल (संघटन) स्पष्ट-सोल्वेंट �समुलेशन से �कने�टक,
थम�डायन�मक, और संरचनात्मक जानकारी को �मलाया। हमने इस "प्रार�ंभक घटनाओ"ं को काफी
समय तक देखा ता�क हम न्यूक्लीएशन घटना तक �कने�टक परैामीटस� की सटीक पूवा�नुमान कर सकें ।
हमने एक संरचनात्मक जवै-सूचना �वज्ञान दृ�ष्टकोण �वक�सत �कया ता�क एकजुटता प्रोटीन संघटन
प्रव�ृ� के �व�भन्न प्रजा�तयों को मनमानी रूप से �वचार �कया जा सके, जो गरै-प्राकृ�तक प्रजा�तयों को
शा�मल करने के �लए पया�प्त था। �वशेष रूप से, संघटन-प्रवृ�� घ�नष्ठ प्रजा�तयों के गठन के �कने�टक
पथ में एक संरचनात्मक �व�शष्ट प्रमुख बाइ�ंडग मोड होने का पता चला, �जससे �कने�टक प्र�क्रया मूल
प्रोटीन संघटन के समान हो गई। इस तरीके से प्राप्त �कने�टक परैामीटर सेट का उपयोग एक जनसंख्या
संतुलन मॉडल में �कया गया और इसं�ुलन की �च�कत्सा में प�रवत�न के साथ दो आदेशों की �व�भन्नता
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वाले समय के अनुसार एक�त्र�त न्यूक्लीएशन का समय का सटीक पूवा�नुमान �मला, जब�क एक प्राकृ�तक
परैामीटर सेट का प्रशसंा परमीकरण के पूवा�नुमान के �लए स्थायी नहीं �मला। इसके अलावा, यह भौ�तक
रूप से �नधा��रत �कने�टक परैामीटर सेट ने कई यां�त्रक अशंों की समझ प्रदान की, जसेै �क एक�त्र�त
न्यूक्लीएशन में ग�त सी�मत करने वाली कदम की पहचान और इसं�ुलन के �पघलाने के तापमान के चारों
ओर अर�ेनयस से गरै-अर�ेनयस एक�त्र�त �कने�टक्स की ओट देने के �लए एक मात्रबादी परैामीटर सेट
के बदलाव के �लए क्वां�टटे�टव व्याख्या।

इसंु�लन स्व-संघटन में गरै-प्राकृ�तक एक�त्र�त माग� के साथ संरचनात्मकऔर इटंरएक्शन �व�शष्टता
स्था�पत करने ने हमें इस्प्राकृ�तक संघटन न्यूक्लीएशन के प्रार�ंभक चरण में शा�मल प्रोटीन-प्रोटीन
इटंरएक्शन (PPIs) को �नरो�धत करने के �लए उच्च-�व�शष्टता वाले �लगैंड्स की पहचान के �लए
संरचना-आधा�रत, कंप्यूटर सहा�यत �व�धयों का उपयोग करने की संभावना दी। हम एफडीए अन�ैक्टव्स
डेटाबेस से वो नेतृत्वक अणओुं की पहचान करने के �लए एक मल्टी-स्तर वचु�अल स्क्री�नग प्रोटोकॉल
का उपयोग करके इसंु�लन एक�त्र�त को �नरो�धत कर सकने वाले �डज़ाइन �कया। परैम्यूफोर फीचस�
के द्वारा तीन छोटे पेप्टाइड्स और एक आग��नक फ्लोरोजेन की प्रमुख फामा�कोफोर फीचस� के आधार
पर इन�ैक्टव्स डेटाबेस की पहली स्तर की स्क्री�नग पर आधा�रत थी, �जनमें इसंु�लन की एक�त्र�त
न्यूक्लीएशन को बा�धत करने के �लए बाइ�ंडग करते समय एक�त्र�त-प्रव�ृ� संरचनाओं के साथ बाइडं
करने के रूप में �दखाया गया था। �फर हमने इसं�ुलन के एक�त्र�त-प्रव�ृ� संरचनाओं पर �व�भन्न लो-
ऊजा� �लगैंड संरचनाओं का एन्सेम्बल डॉ�कग �कया, और मॉलेक्यलुर डायने�मक्स �सम्यलेुशन और
बाइ�ंडग अफी�नटी गणनाएँ करने के बाद एक�त्र�त न्यूक्लीएशन को �नरो�धत करने के �लए उपयोग �कए
जाने वाले नेतृत्वक अणु संरचनाओं पर �व�भन्न लो-ऊजा� �लगैंड संरचनाओं के डॉक करने के रूप
में एक सबसेट की पहचान के साथ एक सबसेट की पहचान करने के �लए मॉलेक्यलुर डायने�मक्स
�सम्यलेुशन और बाइ�ंडग अफी�नटी गणनाएँ की। �फर हमने प्रोटीन-�लगैंड इटंरएक्शन �ववरण और
प्रोटीन ओ�लगोम�रजे़शन के दौरान संरचनात्मक पुनव्य�व�स्थ�त प्रभाव को शा�मल करने के �लए हमारे
�डज़ाइन �कए गए एग्रीगेशन न्यूक्लीएशन �कने�टक्स मॉडल का अप्लाई �कया ता�क प्रभावी एक�त्र�त
�नरोधन के �लए �लगैंड ग�त का �नधा�रण �कया जा सके। इन चय�नत �लगैंड्स (लीड कॉम्पाउंड्स)
के एक�त्र�त �नरोधन पर इसके प्रभाव की खोज बडे़ पमैाने पर की गई द्वारका, इसं�ुलन को �व�भन्न
ग�तसंघटन-प्रवृ�� जलीय बफर �स्थ�तयों (कम pH, उच्च तापमान) में �व�भन्न ग�तसंघटन की ताप
संरखेण का उपयोग करके �कया गया, यहां, आकार �वच्छेदन क्रोमेटोग्राफी का उपयोग �कया गया और
सकु� लर �डच्रोइज्म स्पेक्ट्र ोस्कोपी का उपयोग �कया गया था ता�क ग�तसंघटन परैामीटरों का प्रभाव
�लगैंड के साथ को-इकं्यूबेशन के बाद मूल संरचना सामग्री पर �कतना होता ह।ै �वशेष रूप से, दो
लीड कॉम्पाउंड्स (राइबोफे्ल�वन और एस्पारटेम) जब इन्सु�लन: प्रोटीन मौलर ग�त में 2:1 �लगैंड के
अनुपात पर प्रयकु्त �कए जाते हैं, तो इसं�ुलन की एक�त्र�त को प्रमुख रूप से �वल�ंबत करते हैं।

दसूरी बायोथेराप्यू�टक �जस पर ध्यान �दया जा रहा ह,ै �रटक्सीमबै, एक आईजीजी1 मोनोक्लोनल
एंटीबॉडी है जो क्रॉ�नक �लम्फो�स�टक लीकी�मया का इलाज करने में प्रयकु्त होता ह।ै ली�नयर प्र�त�क्रया
द्वारा पे्र�रत मॉलेक्यलुर डायने�मक्स �समुलेशन, धीमे सामान्य मोड के साथ संरचनात्मक संवाद को ग�त
देने के रूप में, कॉ�न्�गरशेन स्पेस को प्रभावी और बडे़ पमैाने पर अन्वे�षत करने के �लए उपयोग �कए गए
थे, और इस तरह, �रटक्सीमबै के आम्लीय �स्थ�तयों में आं�शक फोल्डेड एग्रीगेशन-प्रवृ�� संरचनाओं
की पहचान की। एक स्था�नक बायोइन्फोम��टक प्रोटोकॉल, �जसमें अमीनो अम्लीयता, औद्यो�गक
पहुचंी हुई सतह के्षत्र, �-प्रव�ृ�, और प्रोटीन तृतीयक संरचना (3डी संरचना) की जानकारी को एक
साथ �मलाने का उपयोग उन आं�शक-फोल्डेड �रटक्सीमबै संरचनाओं में एग्रीगेशन हॉटस्पॉट्स की
संभा�वत पहचान के �लए �कया गया था। एक पूरी तरह �र�जड बॉडी डॉ�कग के साथ आपर के रूप
में आगतुंक को लक्ष्य के रूप में लेकर और �फर संरचनात्मक पुनव्य�व�स्थ�त के �लए आपक�ल्पत
गरै-न�ैटव डाइमे�रक संरचनाओं की तयैारी के एक मल्टी-स्टेप दृ�ष्टकोण में �द्व�मक्षासन �कया गया।
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इन संरचनाओं पर MMPBSA गणनाएँ की गई ं ता�क गरै-न�ैटव बाइ�ंडग स्वततं्र ऊजा� के योगदान का
मूल्यांकन �कया जा सके। इन गणनाओं से प्राप्त रैं�कग के आधार पर, हमने �रटक्सीमबै के एग्रीगेशन को
ड्र ाइव करने में महत्वपणू� एपीआस� की पहचान की (एफसी में छः, फैब में दो, और �हज में एक)। एफसी
के्षत्र में पहचाने गए एपीआस� की स्पष्ट स्था�नकता थी, जो आईजीजी1 एंटीबॉ�डयों के �व�भन्न pH शत�
के तहत �डफरें�शयल स्कै�नग कैलो�रमेट्र ी (डीएससी) अन्वेषणों के प�रणामों से मेल खाती ह।ै इसके
अलावा, फैब के्षत्र में पाए गए एपीआस� का पता चला �क वे संपे्रषकता-�नधा�रण के्षत्र (सीडीआर) लूप
के भीतर बसे हुए थे, �जनके अकंों में एंटीजन बाइ�ंडग में शा�मल रहने वाले अमीनो अम्ल शा�मल थे।
ये �फ�डग्स �रटक्सीमबै के एग्रीगेशन के पीछे के मेके�नज़्म के अदंर की �वचारों को प्रदान करती हैं और
इसके जीव-फामा�स्यू�टकल �वकास में संभा�वत प्रभावों की देन करती हैं।
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A.1 Plane Fitting on interface: The plane fitted to the C↵ atoms of the
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protein A moved along the normal by a distance of Debye length
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00 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 198
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need to be less than 0.5 nm to be considered as a contact and the

distance between two intra-protein contact needs to be more than
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[NA
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residues for A in blue (I) and N in red (II) in panel . . . . . . . . . 202

A.5 Kinetically favourable binding modes: Binding modes identified in

the present study with favourable binding energy (�G  0). The
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in blue and N shown in red. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 203
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A.6 Calculation of kr by fitting monomer data: Value of kr in Equation
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A.L on a given rotation (specified by the rotational angle �) away

from the bound complex. The data is shown for the highest ranked

A.L complex where the total number of contacts in the bound state

and in the transition state was equal to 17 and 5, respectively. . . . 204

A.8 Effect of ligand on insulin aggregation nucleation time. (A) Nucle-

ation time tnu calculated for three different KAL values: ( � � � )

KAL = 10 µm , (�+�)KAL = 5 µm and (�⇥�)KAL = 1 µm. ( ⇤ )

represents data from Hong et al. [235]. (B) Nucleation time calcu-

lated using the reduced kinetic model with parameter values for pro-

tein folding and various protein-protein association steps taken from

Murray et al. [120] and parameters for protein-ligand association-

dissociation kinetics were taken from the present study. . . . . . . . 205

A.9 Temperature scaling of kinetic parameters Linear scaling of log (rate)

against 1/T for kinetic parameters KA2,KNA,Ku, ka,kr,ku. . . . . . 206
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A.11 Stability of partially folded intermediates, PFi, with MARTINI CG force-

field: RMSD of theC↵ backbone atoms of the native(yellow) , PF1(pink),

PF2(red) and PF3(green) after running a simulation with MARTINI

force field with ElNeDyne elastic restraints on the secondary struc-

tures of the complex. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 210

A.12 Scaled vs Unscaled MARTINI: As a graphical representation, we re-

port two trajectories obtained through (A) Scaled parameters (B)

Unscaled parameters. Scaled parameters trajectory shows sufficient
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been shown in licorice view. (A)N.A
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4 . 231
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(0.01 N HCl and 0.1 N NaCl, pH 3.0) at 40 °C A) Riboflavin (0 h and

48 h); B) aspartame (0 h and 48 h); C) Benzoin (0 h and 48 h) . 237
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