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RECAMO, Brno, Czech Republic

Adam Krejčı́
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Peptidové knihovny

Laboratornı́ metody
Využı́vajı́ rozsáhlné knihovny obsahujı́cı́ až 109 různých
náhodných peptidů
Cı́l: selektovat peptidy interagujı́cı́ s cı́lem (protein, DNA, povrch
buněk...)
Phage display, ribosome display, mRNA display...
Typické využitı́: mapovánı́ epitopů
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Phage display

Modifikované fágy nesou krátkou (12 AA) sekvenci na povrchu ( =
mimotop)
Fág spojuje selektovatelný peptid s čitelnou (DNA) informacı́
Protein upevněný na povrchu - cı́l

Postup:
1 Vystavenı́ proteinu fágové knihovně.
2 Vymyti fágů, které neinteragovaly (nejsou přichyceny na povrchu

proteinu).
3 Uvolněnı́ interagujı́cı́ch fágů a jejich amplifikace v bakteriı́ch.

Opakovánı́ všech kroků. Nakonec sekvenace interagujı́cı́ch fágů.
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Adam Krejčı́
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Problémy

Fágy interagujı́ nespecificky (s povrchem, s jinými fágy...)
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Problémy

Rozdı́ly v úspěšnosti amplifikace fágů (”parazitnı́ fágy” )
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Shlukovánı́ sekvencı́

Využitı́ NGS

Výrazně většı́ množstvı́ dat
→ Méně kol selekce/amplifikace
→ Sekvenovánı́ po každém kole selekce/amplifikace
Vı́ce různých interagujı́cı́ch sekvencı́→ určenı́ vazebného motivu
Možnost zkoumat vı́ce interakcı́ naráz
→ vı́cenásobně specifické proteiny, proteinové komplexy, celé
buňky, krevnı́ sérum...
→ Možnost zı́skat řádově miliony unikátnı́ch sekvencı́
Jak identifikovat významné sekvenčnı́ motivy reprezentujı́cı́
jednotlivé interakce v tak rozsáhlých datech?
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Experiment - Doména SH3

Hammock - software pro shlukovánı́ sekvencı́

KREJCI, A. et al. Hammock: a hidden Markov model-based peptide clustering algorithm to identify protein-interaction
consensus motifs in large datasets.
Bioinformatics. sep 2015, s. btv522, doi: 10.1093/bioinformatics/btv522
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Postup algoritmu

1 Vytvořenı́ iniciálnı́ch shluků (”jader”) hladovým algoritmem
2 Vybrána největšı́ jádra, zbytek sekvencı́ chápán jako

neshlukované
3 Shluky (jádra) reprezentovány pomocı́ HMM
4 Několik iteracı́:

1 Rozšiřovánı́ shluků - prohledánı́ zbylých sekvencı́ pomocı́ HMM
2 Slučovánı́ shluků - s využı́tı́m porovnánı́ HMM-HMM

5 Výsledek: Finálnı́ shluky + zbylé (neshlukované) sekvence
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Shlukovánı́ sekvencı́
Hammock - software pro shlukovánı́ sekvencı́

Experiment - Doména SH3

HMM - Skrytý Markovův Model

Účel: zarovnánı́ + skóre MSA vs. sekvence
Stochastický konečný automat s výstupem
Původnı́ využitı́: rozpoznánı́ signálu
varianta pHMM (profile HMM) určena pro reprezentaci MSA
3 druhy stavů - match, insertion, deletion
Rozdı́l oproti PSSM - lze reprezentovat vnitřnı́ mezery
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Hladový (greedy) shlukovacı́ algoritmus

1 Seřazenı́ sekvencı́
2 1. sekvence je reprezentantem 1. shluku
3 2. až n. seknvence: porovnánı́ se všemi reprezentanty shluků,

následně:
Dostatečné skóre→ vložena do nejpodobnějšı́ho shluku
Nedostatečné skóre→ označena jako reprezentant nového shluku

O(n2)

Využitı́ substitučnı́ matice
Omezené zarovnánı́ bez vnitřnı́ch mezer
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Rlozšiřovánı́ shluků

Hmmer
Iterativnı́ přidávánı́ nalezených sekvencı́ do MSA
Omezenı́ délky zarovnánı́, počtu match stavů HMM, entropie
pozic MSA, počtu vnitřnı́ch mezer
FINN, R. D. – CLEMENTS, J. – EDDY, S. R. HMMER web server: interactive sequence similarity searching.
Nucleic Acids Research. 2011, 39, 2, s. 29–37.
ISSN 0305-1048
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Slučovánı́ shluků

Založeno na HMM-HMM porovnánı́ (HH-suite)
Kompletnı́ aglomerativnı́ hierarchické shlukovánı́ (shluků)
Výpočetně náročné ( O(n3))

→ Heuristika
→ Využitı́ informacı́ z minulého kroku
→ Nalezené sekvence vypovı́dajı́ o podobnosti shluků

Omezenı́ délky zarovnánı́, počtu match stavů HMM, entropie
pozic MSA, počtu vnitřnı́ch mezer
SÖDING, J. Protein homology detection by HMM-HMM comparison.
Bioinformatics. 2005, 21, 9, s. 2144.
ISSN 1367-4803
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Implementace

Java + externı́ procesy
Všechny kroky paralelizovány
Modul pro Galaxy
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Rychlost

106 sekvencı́ za ∼ 3h (Desktop, 8 jader)
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Experiment - Doména SH3

Malý soubor dat (2457 sekvencı́)
Dřı́ve použito pro testovánı́ obdobných nástrojů
Phage Display, Src SH3 doména
Doména váže 2 motivy
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Hammock - software pro shlukovánı́ sekvencı́
Experiment - Doména SH3
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Porovnánı́ výsledků

Nástroj Čas Počet shluků Počet sekvencı́ KLD match KLD all
Hammock 17 s 2 2153 28.165 24.858
Gibbs 39 min 2 2450 25.151 22.369
MUSI 17 s 2 2456 20.96 19.89

KIM, T. et al. MUSI: an integrated system for identifying multiple specificity from very large peptide or nucleic acid data
sets.
Nucleic Acids Research. 2012, 40, 6

ANDREATTA, M. – LUND, O. – NIELSEN, M. Simultaneous alignment and clustering of peptide data using a Gibbs
sampling approach.
Bioinformatics. 2013, s. 8 – 14.
ISSN 1367-4803
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Experiment - Monoklonálnı́ protilátky

Phage display, selekce pomocı́ 3 monoklonálnı́ch protilátek
3 kola selekce, 2 kola amplifikace
Sekvenováno po každém S/A kole
74 041 unikátnı́ch sekvencı́, 316 119 sekvencı́ celkem
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Experiment - Monoklonálnı́ protilátky
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Teoreticky...

Shluky sekvencı́ specificky rozpoznaných protilátkou
→ Obohaceny pouze v selekčnı́ch krocı́ch této protilátky
Shluky sekvencı́ s nespecifickou vazbou:
→ Obohaceny ve všech selekčnı́ch krocı́ch
Shluky fágů, které se lépe amplifikujı́
→ Obohaceny ve všech amplifikačnı́ch krocı́ch
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Největšı́ shluky

CHIP - FDPVTR
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Experiment - Monoklonálnı́ protilátky
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Největšı́ shluky

p53 - FSDLWKLL
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Největšı́ shluky

HSP90-alpha - LKEFEGKT
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Porovnánı́ výsledků

Nástroj Čas Počet shluků Počet sekvencı́ KLD match KLD all
Hammock 2 m 35 s 74 14421 17.897 17.635
Gibbs >72 h - - - -
Gibbs -g 100 14 h 13 m 100 74040 12.622 11.335
MUSI 8 h 20 m 1 74041 0.0 3.22

Shluky obsahujı́:
14 421 (19.5 %) unikátnı́ch skvencı́
316 119 (81.1 %) sekvencı́ celkem
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Experiment - Pouze selekce

Phage display, selekce pomocı́ protilátky DO-1
pouze 1 kolo selekce, žádná amplifikace
Duplikát, sekvenovánı́ knihovny + čistého G-proteinu
690 491 unikátnı́ch sekvencı́
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Největšı́ shluky
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Největšı́ shluky

Cluster 4

Cluster 17
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Shrnutı́

Hammock shlukuje krátké peptidové sekvence
Až 106 sekvencı́ na desktopu
Umožňuje provádět Phage display experimenty bez amplifikace
Aplikace

Phage display - charakterizace protilátek
Phage display - polyklonálnı́ sérum po vakcinaci
Shlukovánı́ CDR3 sekvencı́
...
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