Hammock: nastroj pro shlukovani velkého mnozstvi
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Motivace: peptidové knihovny

Peptidové knihovny

@ Laboratorni metody

@ VyuZivaji rozsahiné knihovny obsahujici az 10° riznych
nahodnych peptidl

@ Cil: selektovat peptidy interagujici s cilem (protein, DNA, povrch
bunék...)

@ Phage display, ribosome display, mRNA display...
@ Typické vyuziti: mapovani epitopl
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Motivace: peptidové knihovny

Phage display

Modifikované fagy nesou kratkou (12 AA) sekvenci na povrchu ( =
mimotop)

Fag spojuje selektovatelny peptid s Citelnou (DNA) informaci

Protein upevnény na povrchu - cil

Postup:
@ Vystaveni proteinu fagové knihovné.
@ Vymyiti fagu, které neinteragovaly (nejsou pfichyceny na povrchu
proteinu).
© Uvolnéni interagujicich fagu a jejich amplifikace v bakteriich.

Opakovani vSech kroku. Nakonec sekvenace interagujicich fagu.
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Motivace: peptidové knihovny

Phage display

Filamentous phage M13 ﬂ ﬂ
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Motivace: peptidové knihovny

Problémy

Problémy

Adam Krejci



Motivace: peptidové knihovny

Problémy

@ Fagy interaguji nespecificky (s povrchem, s jinymi fagy...)
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Motivace: peptidové knihovny

Problémy

@ Rozdily v uspésnosti amplifikace fagu (“parazitni fagy”)
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Motivace: peptidové knihovny

Vyuziti NGS

@ Vyrazné vétsi mnozstvi dat

— Méné kol selekce/amplifikace

— Sekvenovani po kazdém kole selekce/amplifikace
@ Vice rlznych interagujicich sekvenci — ur¢eni vazebného motivu
@ Moznost zkoumat vice interakci naraz

— vicenasobné specifické proteiny, proteinové komplexy, celé
buriky, krevni sérum...

— Moznost ziskat radové miliony unikatnich sekvenci

Jak identifikovat vyznamné sekvencni motivy reprezentujici
jednotlivé interakce v tak rozsahlych datech?
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Shlukovani sekvenci

Shlukovani sekvenci
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Shlukovani sekvenci

Shluky sekvenci
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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

Hammock - software pro shlukovani sekvenci

raw sequences

|

unique sequences

I

<-----® clusters + sequence pool

extended clusters

resulting clusters
+ remaining sequences

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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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

Postup algoritmu

@ Vytvoreni inicidlnich shlukd ("jader”) hladovym algoritmem

© Vybrana nejvétsi jadra, zbytek sekvenci chapan jako
neshlukované

© Shluky (jadra) reprezentovany pomoci HMM

© Neékolik iteraci:

@ Rozsifovani shluku - prohledani zbylych sekvenci pomoci HMM
@ Slucovani shlukd - s vyuzitim porovnani HMM-HMM

© Vysledek: Finalni shluky + zbylé (neshlukované) sekvence
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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

HMM - Skryty Markoviv Model

Ugel: zarovnani + skére MSA vs. sekvence

Stochasticky koneCny automat s vystupem

PuUvodni vyuziti: rozpoznani signalu

varianta pHMM (profile HMM) ur¢ena pro reprezentaci MSA
3 druhy stavl - match, insertion, deletion

Rozdil oproti PSSM - Ize reprezentovat vnitfini mezery
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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

Hladovy (greedy) shlukovaci algoritmus

@ Serazeni sekvenci

© 1. sekvence je reprezentantem 1. shluku

© 2. az n. seknvence: porovnani se vsemi reprezentanty shlukd,
nasledné:

o Dostate¢né skére — vlozena do nejpodobnéjsiho shluku
o Nedostate¢né skére — oznalena jako reprezentant nového shluku

e O(n?)
@ Vyuziti substitucni matice
@ Omezené zarovnani bez vnitinich mezer
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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

Rlozsirovani shlukul

@ Hmmer
@ lterativni pfidavani nalezenych sekvenci do MSA

@ Omezeni délky zarovnani, poctu match stavi HMM, entropie
pozic MSA, poctu vnitfnich 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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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

Slucovani shluku

@ Zalozeno na HMM-HMM porovnani (HH-suite)
@ Kompletni aglomerativni hierarchické shlukovani (shluku)
@ Vypocetné narocné ( O(n?))
— Heuristika
— Vyuziti informaci z minulého kroku
— Nalezené sekvence vypovidaji o podobnosti shlukl
@ Omezeni délky zarovnani, poctu match stavii HMM, entropie
pozic MSA, pocCtu vnitfnich mezer
SODING, J. Protein homology detection by HMM-HMM comparison.

Bioinformatics. 2005, 21, 9, s. 2144.
ISSN 1367-4803
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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

Implementace

@ Java + externi procesy
@ VSechny kroky paralelizovany
@ Modul pro Galaxy
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Hammock - software pro shlukovani sekvenci

Rychlost

@ 10° sekvenci za ~ 3h (Desktop, 8 jader)

—e— Dataset 2
o |—*— Dataset1
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Dataset size (thousands of sequences)
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Experiment - Doména SH3
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Experiment - Doména SH3

Experiment - Doména SH3

@ Maly soubor dat (2457 sekvenci)

@ Drive pouzito pro testovani obdobnych nastroju
@ Phage Display, Src SH3 doména

@ Doména vaze 2 motivy
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Experiment - Doména SH3
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Experiment - Doména SH3

Porovnani vysledku

Nastroj Cas Pocet shlukli  Pocet sekvenci  KLD match  KLD all
Hammock 17s 2 2153 28.165 24.858
Gibbs 39min 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 - Monoklonalni protilatky

Obsah

e Experiment - Monoklonalni protilatky
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Experiment - Monoklonalni protilatky

Experiment - Monoklonalni protilatky

@ Phage display, selekce pomoci 3 monoklonalnich protilatek
@ 3 kola selekce, 2 kola amplifikace

@ Sekvenovano po kazdém S/A kole

@ 74041 unikatnich sekvenci, 316 119 sekvenci celkem
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Experiment - Monoklonalni protilatky

Teoreticky...

@ Shluky sekvenci specificky rozpoznanych protilatkou

— Obohaceny pouze v selek¢nich krocich této protilatky
@ Shluky sekvenci s nespecifickou vazbou:

— Obohaceny ve vSech selekCnich krocich
@ Shluky fagu, které se I1épe amplifikuji

— Obohaceny ve v§ech amplifikaCnich krocich
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Experiment - Monoklonalni protilatky

Nejvétsi shluky

Cluster 2 40 Cluster 4
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Experiment - Monoklonalni protilatky

Nejvétsi shluky
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Experiment - Monoklonalni protilatky

Nejvétsi shluky
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Experiment - Monoklonalni protilatky

Nejvétsi shluky

4.0
3.0
2
820
0 ~E E
. ==Y= !('i:, .
0.0 _—_ — -
5 10
WebLogo 3.4

HSP90-alpha - LKEFEGKT

Adam Krejci



Experiment - Monoklonalni protilatky

Porovnani vysledku

Nastroj Cas Pocet shluki  Pocet sekvenci  KLD match  KLD all
Hammock 2m35s 74 14421 17.897 17.635
Gibbs >72h - - - -
Gibbs -g100 14h13m 100 74040 12.622 11.335
MUSI 8h20m 1 74041 0.0 3.22

@ Shluky obsahuji:
14421 (19.5 %) unikatnich skvenci
316119 (81.1 %) sekvenci celkem
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Experiment - Pouze selekce
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Experiment - Pouze selekce

Experiment - Pouze selekce

@ Phage display, selekce pomoci protilatky DO-1

@ pouze 1 kolo selekce, zadna amplifikace

@ Duplikat, sekvenovani knihovny + Cistého G-proteinu
@ 690491 unikatnich sekvenci
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Experiment - Pouze selekce

Nejvétsi shluky
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Experiment - Pouze selekce

Nejvétsi shluky
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@ zaver
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Shrnuti

@ Hammock shlukuje kratké peptidové sekvence

@ Az 108 sekvenci na desktopu

@ Umoznuje provadét Phage display experimenty bez amplifikace
@ Aplikace

Phage display - charakterizace protilatek
Phage display - polyklonalni sérum po vakcinaci
Shlukovani CDR3 sekvenci
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