Antitest repertoar jellemzese: egy példan keresztul  p300¢s cep

transzkripcios ko-aktivatorok
hiszton acetiltranszferaz aktivitas
9 rendezett domén és >50% rendezetlen régiok

Antitestek..., de miéert is?
Két érdekes fehérje szerkezeti és

funkcionalis tanulmanyozasara... >150 poszt-transzlaciés modositas,
/\/b >500 ismert kdlcsdnhatd partner
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Szerkezetvizsgalat alacsony felbontasu

egymolekulas maddszerekkel... A dinamikus SGD-t az

EM atlagolas soran elveszitjuk.
Specifikus jelolés kéne!

3) Alignment 2D:

average of

762 particles
after

Nagy globularis domén (LGD) koriil mozog egy kicsi 2d alignment

(SGD). A kettd kozti tavolsag frame-enként mérhetd
~22 nm

HS-AFM




Specifikus jelolés specifikus antitestekkel

Allat immunizélasa az antigénnel

- specifikus antitesteket kddold immunsejtek szelektdlédnak a természetes
immunvalasz soran (szomatikus hipermutacio)

Antiszérum } F6leg detektalasra,
Tisztitott poliklondlis antitest J izolalasra alkalmas

Monoklonalis antitest 2 molekularis jelolésre is alkalmas
Probléma: nagy és 4 alegység komplexe

Izolalt limfocitakbdl RNS-t tisztitanak
Reverz transzkripcioval cDNS-sé irjak a VHH régiokat
PCR, klénozas fag vektorba

Hagyomanyos
antitest ~150 kDa

Fag bemutatas (phage C
display) = szelektalas Nanobody
~15 kDa

Fagemiddel transzformalt
baktériumok periplazmajaban

Nehézlanc antitest expresszalhat6—> clonal screening
~100 kDa




Nanobody scaffold, CDRs, structure
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Modell szerkezet az egyik izolalt és
részletesen jellemzett, CBP KIX doménra
specifikus nanobody-ra.

A CDR3 régioban azonosithato a jellegzetes
KIX k6té motivum is (Oxx®PD, pirossal jeldlve
a szerkezetben).




Szisztematikus szelektalas - az alkonyvtarak jellemzése NGS-sel

B 20X
= wtCBP L}W‘tCBP-113 = witp300 ——>wtp300-114
23X 2X
> wtp300 > wtp300-113 SWICBP " - wtCBP-114
Lib113— % Lib114- ax
- HATnCBP ——=HATnCBP-113 —= HATnp300 ——>HATnp300-114
= blank > blank-113 = blank —>blank-114

8 alkonyvtar szekvenalasa:
8 féle szekvenciakdd ligalasa a 8 mintahoz (index), adapter ligalas
Szekvenalasi konyvtar készitése PCR-rel (1 szekvenaldsban a 8 minta)

cél: Szekvenalas: 2X300 bp read-ek, [llumina MiSec platform

* teljes lefedettség a nanobody-t kodold régiokra
* Minél mélyebb szekvenalas > minél tobb klon elolvasasa
e Az egyes klonok elé6fordulasi gyakorisaganak mérése a kilonb6z6 mintakban

Problémak:

* A nagyon hasonld szekvenciak miatt okozott PCR egyensulytalansag
kikiszobolésére spike-in DNS-t is kevertek a mintakhoz

e Szekvendlasi/PCR hibak elkilonithetetlensége a szomatikus hipermutdcio
okozta valtozatoktol

* A rokon valtozatok klaszterezése

A frekvencia adatok dsszehasonlitasa és érthet6 abrazolasa



Eredmények  (sszesen 11,3 Gb, 18,85 millid raw read a 8 konyvtarra és a spikein-ra egyiitt
—> quality filter: a readek ~80%-a Q20-as vagy jobb

— —(Qscore/10 , . . -
P(error) =10-(Q /10) 99% biztonsaggal hivott bazisok
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—> trimming: az alacsony Qscore-u régiok és az esetleges adapter szekvenciak levagasa, 35 b-nél
rovidebb read-ek eliminalasa (~99,5% maradt), tovabbi mindségi sziirés: ~90% maradt
—> Stitching: a mindseégi szlrdk miatt eléfordul, hogy a read parok egyike esik csak ki...
~10% forward, és ~4% reverz read volt ilyen ,broken pair”

> 13,1 millié fragmens (nanobody) DNS szekvencia szintjén a 8 konyvtarra egyutt
—> 559 988 egyedi aminosav szekvencia...



Eredmények  (sszesen 11,3 Gb, 18,85 millid raw read a 8 konyvtarra és a spikein-ra egyiitt
—> quality filter: a readek ~80%-a Q20-as vagy jobb
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—> trimming: az alacsony Qscore-u régiok és az esetleges adapter szekvenciak levagasa, 35 b-nél
rovidebb read-ek eliminalasa (~99,5% maradt), tovabbi mindségi sziirés: ~90% maradt
—> Stitching: a mindseégi szlrdk miatt eléfordul, hogy a read parok egyike esik csak ki...
~10% forward, és ~4% reverz read volt ilyen ,broken pair”

> 13,1 millié fragmens (nanobody) DNS szekvencia szintjén a 8 konyvtarra egyutt
—> 559 988 egyedi aminosav szekvencia...



539 988 egyedi aminosav szekvencia: = tul nagy és a szekvenalasi hibak miatt redundans
adatszett...

* 1aa eltérés miatt mar kiilon kezeli a szekvenciakat, igy a vonatkozo frekvencia adatok is
Szétaprozodnak...

* a kalszterezés nem volt kivitelezheté... az 6sszes szekvencia 6sszes masik szekvenciaval valo
0sszehasonlitasa kb. 360 milliard paronkénti 6sszehasonlitast jelenten

Clonotype profiling

Klonotipusokat definialtunk a CDR3 régid alapjan
- Osszesen 355 023 klonotipus lett

MIXCR v2.1 / VDJtools

- VDJ alignment: a parositott el6processzalt read-ek
Referencidhoz (human(!) V/D/J/C gének) vald illesztése
- Assemble: a CDR3 régidk alapjan osszeallitja

az egyedi klonotipusokat

- ExportClones: out-of-frame és

stop kodonos klonotipusok kisz(irése

- JoinSamples: a 8 mintara vonatkozd klonotipusok osszevetése, frekvencia
adatokkal (a klonotipushoz illesztett readek szdma / 6sszes readek szdma a
mintaban) =2 xIs file

- Annotate: a CDR3 szekvencia jellegzetességei alapjan prediktal ktilonb6z6
tulajdonsagokat...




Eredmények abrazolasa frekvencia korrelacios grafikonon

vdjtools OverlapPair
Itt csak a két mintaban kozds
klonotipusok szerepelnek

Neklnk az is érdekes, ami a kihuzottban
megvan, de a blank-ben nem jott ki...

Médositott plot Origin 8.6-ban
CBP-lib113 vs blank-lib113 "
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Ezen a grafikonon kb. 80ezer adatpont van
Osszesen162 igéretes jelolt Korabbi kisérletekben azonositottak...

« 91 egyedi klonotipus Igéretes jeloltek
» 71 klonotipus 0sszesen 17 csaladba sorolhat6

- 2 0
clones-vdjtools.blank@lib113@S4




Néhany karakterizalt nanobody-ra megnéztem, van-e rokona.
A CDR3 szekvenciakbol egy helyi blast adatbazis készitettem, és blast-tal kerestem a

kiszemeltekhez hasonldkat

A C6 egy népes csaladhoz tartozik, aminek tobb tagja az erfs jeloltek kozé tartozik.
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A fenti anyag egy esttanulmany, aminek a specifikus részleteit
nem kell megtanulni!
Ami kell beldle:

1)
2)

3)

4)

Megérteni az antitestek mibenlétét, és keletkezésiik madjat
(szomatikus hipermutacio és mikroevolucio)

Az antitestek variabilis régioinak, pl. a nanobody-knak az
alapvet6 felépitése (CDRs)

Az NGS-sel torténd antitest repertoar jellemzés f6bb kihivasai
(teljes lefedettség a variabilis régiora, frekvencia szamolas,
szekvenaldsi/PCR hibak elkulonitése a SHM okozta
valtozatoktdl... egy ilyen antitest repertoar valtozatossaganak
atgondolasa)

Az NGS-es adatok értékelésének lehetdségei, néhany
alapfogalom ismerete (quality check, Q20 értelmezése,
trimming, stitching, klonotipizalas, overlap pair plot
értelmezése, eszkdzok, mint a VDJ Tools...)



