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Summary of this dissertation 

 

 

Chapter 1 

General introduction 

P r o t e i n s  a r e  a  c r u c i a l  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t  o f  a l l  c e l l s  i n  t h e  b o d y  

a n d  a c t  a s  o n e  o f  t h e  p r i n c i p a l  p a r t s  o f  l i f e  l i k e  p i t c h i n g  p h y s i c a l  

p a r a m e t e r s  a n d  c a t a l y z i n g  c h e m i c a l  p r o c e s s e s .  S i n c e  1 9 8 3 ,  a f t e r  

U l m e r  p r o p o s e d  “ P r o t e i n  e n g i n e e r i n g , ”  w e  s t i l l  c a n n o t  d e s i g n  

p r o t e i n s  l o n g e r  t h a n  1 0 0  a m i n o  a c i d  r e s i d u e s  ( U l m e r ,  1 9 8 3 ) .  

 P r e s e n t l y ,  p r o t e i n  e n g i n e e r i n g  h a s  t h e  f o l l o w i n g  t w o  m a i n  

a p p r o a c h e s :  r a t i o n a l  d e s i g n  a n d  d i r e c t e d  e v o l u t i o n .  T h e  r a t i o n a l  

p r o t e i n  d e s i g n  a p p r o a c h  i s  b a s e d  o n  t h e  k n o w l e d g e  o f  p r o t e i n  

p h y s i c s ,  s t r u c t u r e s  a n d  f u n c t i o n s .  T h i s  d e s i g n  a i m s  a t  m o d i f y i n g  

t h e  e x i s t i n g  p r o t e i n  b y  c h a n g i n g  i t s  f u n c t i o n  v i a  s i t e - d i r e c t e d  

m u t a g e n e s i s  m e t h o d  ( m u t a g e n e s i s  a p p r o a c h  f o r  r a t i o n a l  d e s i g n ) .  

B y  u s i n g  t h e  c o m p u t a t i o n a l  p r e d i c t i o n  ( m o l e c u l a r  s i m u l a t i o n ) ,  

s o m e  p r o t e i n  c a n  b e  d e s i g n e d  f r o m  t h e  w h o l e  a m i n o  a c i d  r e s i d u e  o f  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 

p a r t i a l  a m i n o  a c i d  r e s i d u e  o f  s h o r t  p r o t e i n  ( c o m p u t a t i o n a l  

a p p r o a c h  f o r  r a t i o n a l  d e s i g n )  ( K u h l m a n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  W u  e t  a l . ,  

2 0 1 0 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i n  t h e  d i r e c t e d  e v o l u t i o n  a p p r o a c h  

a p p r o p r i a t e  p r o t e i n  i s  s c r e e n e d  f r o m  t h e  r a n d o m  p r o t e i n  l i b r a r y .  

H o w e v e r ,  t h i s  a p p r o a c h  r e q u i r e s  h u g e  d i v e r s i t y  o f  l i b r a r i e s  a n d  

h i g h - t h r o u g h p u t  s c r e e n i n g  t e c h n o l o g i e s  ( r a n d o m  l i b r a r y  

s c r e e n i n g )  ( S m i t h ,  1 9 8 5 ;  Y a n g  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .   

E a c h  e x i s t i n g  a p p r o a c h  h a s  i t s  o w n  p r o s  a n d  c o n s .  B o t h  

m u t a g e n e s i s  a n d  c o m p u t a t i o n a l  a p p r o a c h  f o r  r a t i o n a l  d e s i g n  h a v e  

t o  c o n s i d e r  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e ,  w h i c h  i s  d i f f i c u l t  t o  b e  s o l v e d  

b u t  i s  i m p o r t a n t .  T h e  r a n d o m  l i b r a r y  s c r e e n i n g  a p p r o a c h  f o r  

e v o l u t i o n a l  d e s i g n  r e m a i n s  a s  s c r e e n i n g  r e s u l t ,  w h i c h  c a u s e s  

d i f f i c u l t y  i n  g a i n i n g  b a c k g r o u n d  k n o w l e d g e  f r o m  t h i s  a p p r o a c h .  I n  

a d d i t i o n ,  s o m e t i m e s  t h e  r e s u l t  i s  v e r y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  

e x p e c t a t i o n ,  b e c a u s e  t h e s e  a r e  b l a c k  b o x  p r o c e s s e s  a n d  t h e  

s c i e n t i s t  c a n  o n l y  r e b u i l d  t h e  s c r e e n i n g  l i b r a r y  o r  c h a n g e  t h e  

p a r a m e t e r s  l i k e  w a s h i n g  b u f f e r ,  w a s h i n g  t i m e ,  t a r g e t  m o l e c u l e  

p r e p a r a t i o n ,  a n d  s o  o n  (Lu tz ,  2010) .  

 T o  s o l v e  t h e s e  p r o b l e m s ,  w e  p r o p o s e  “ P r i m a r y  s t r u c t u r e  

d r i v e n  c o m p u t a t i o n a l  a p p r o a c h . ”  T h i s  a p p r o a c h  a i m s  t o  g a i n  
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k n o w l e d g e  f r o m  p r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  i n t e r a c t i n g  m o l e c u l e s  f o r  

p r o t e i n  d e s i g n .  T o  d e s i g n  b i o  m o l e c u l e ,  t h i s  a p p r o a c h  f o c u s e d  o n  

c o l l e c t i n g  p r i m a r y  s t r u c t u r e  i n f o r m a t i o n  a n d  a n a l y z i n g  t h o s e  

d a t a s e t  v i a  c o m p u t a t i o n a l  a l g o r i t h m .  T h e  p r o c e s s  o f  c o l l e c t i n g  

p r i m a r y  s t r u c t u r e  l i k e  D N A ,  R N A  o r  p r o t e i n  s e q u e n c e s  a s  s o u r c e  

i n f o r m a t i o n  f o r  t h e  p r o t e i n  d e s i g n  i s  e a s i e r  t h a n  c o l l e c t i n g  t e r t i a r y  

s t r u c t u r e  i n f o r m a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  c a l c u l a t i o n  c o s t  f o r  p r i m a r y  

s t r u c t u r e  a n a l y s i s  i s  l o w e r  t h a n  t h e  c o s t  i n c u r r e d  i n  m o l e c u l a r  

d y n a m i c s  s i m u l a t i o n .  C o m p a r e d  w i t h  t h e  r a n d o m  l i b r a r y  s c r e e n i n g ,  

t h i s  m e t h o d  i s  a b l e  t o  h a v e  k n o w l e d g e  i n f o r m a t i o n  t h r o u g h  d e s i g n  

p r o c e s s e s .   

I n  t h i s  d i s s e r t a t i o n ,  w e  p r o p o s e  o u r  n o v e l  p r o t e i n  d e s i g n i n g  

m e t h o d  w i t h  “ p r i m a r y  s t r u c t u r e  d r i v e n  a p p r o a c h . ”  T h i s  a p p r o a c h  

f o c u s e s  o n  g a i n i n g  k n o w l e d g e  f r o m  p r i m a r y  s t r u c t u r e  f r o m  b i n d i n g  

b i o  m o l e c u l e  a n d  d e s i g n i n g  v i a  t h a t  k n o w l e d g e .  T o  v e r i f y  t h i s  

a p p r o a c h ,  w e  s e t  t w o  m i l e s t o n e s .  T h e  f i r s t  m i l e s t o n e  w a s  

D N A - h i s t o n e  i n t e r a c t i o n  a n a l y s i s  a s  p r o o f - o f - c o n c e p t  a n d  t h e  

s e c o n d  m i l e s t o n e  w a s  a n t i b o d y  d e s i g n  b a s e d  o n  a n t i b o d y - a n t i g e n  

i n t e r a c t i o n  a n a l y s i s  a s  p r a c t i c a l  e x p e r i m e n t  ( F i g u r e  1 ) .  
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F i g u r e  1  S c h e m a t i c  o f  t w o  m i l e s t o n e s  o f  t h i s  s t u d y .  

T o p  p a n e l  s h o w s  s c h e m a t i c  o f  D N A - h i s t o n e  i n t e r a c t i o n  a n d  b o t t o m  

p a n e l  s h o w s  s c h e m a t i c  o f  a n t i b o d y - a n t i g e n  i n t e r a c t i o n .  

 

Chapter 2 

Computational prediction of DNA-histone interaction 

F o r  t h e  f i r s t  m i l e s t o n e  t h e m e ,  w e  s e l e c t e d  h i s t o n e - D N A  i n t e r a c t i o n  

a s  a  p r o o f - o f - c o n c e p t .  H i s t o n e  p r o t e i n  b i n d i n g  p a r t n e r  i s  1 4 7  b p  

D N A  s e q u e n c e  a n d  h i s t o n e  b i n d i n g  p o s i t i o n  o n  g e n o m i c  D N A  

d e p e n d s  o n  t h e  D N A  s e q u e n c e s .  T h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  m i l e s t o n e  w a s  

t o  d e t e c t  k n o w l e d g e  f r o m  h i s t o n e  b i n d i n g  p a r t n e r  a n d  t o  p r e d i c t  

antigen 
(IZUMO1PFF)antibody

DNA histone
Binder: 147 bp DNA 
Sequence space: 4147 
Dataset: 
already exists via ChIP-chip and ChIP-seq

proof of concept: DNA-histone interaction

practical experiment: antibody-antigen interaction

Binder: 130 residue antibody 
Sequence space: 20130 
Dataset: 
none (We had to design experiment  
for data collection.)

interaction

interaction
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h i s t o n e - D N A  b i n d i n g  w i t h  h i g h  a c c u r a c y .  T h i s  i s  a p p r o p r i a t e  t o  t h e  

f i r s t  m i l e s t o n e  b e c a u s e  g a i n i n g  k n o w l e d g e  a b o u t  D N A  s e q u e n c e  

w i t h  h i s t o n e  b i n d i n g  p a r t n e r  i s  e a s i e r  t h a n  p r o t e i n  s e q u e n c e  a s  

p r o t e i n  b i n d i n g  p a r t n e r .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  s e q u e n c e  s p a c e  o f  

h i s t o n e  p r o t e i n  b i n d i n g  p a r t n e r  i s  m u c h  s m a l l e r  t h a n  t h e  s e q u e n c e  

s p a c e  o f  p r o t e i n  b i n d i n g  p a r t n e r .  A s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  h i s t o n e  

p r o t e i n  b i n d i n g  p a r t n e r  i s  1 4 7  b p  D N A  s e q u e n c e ;  t h e r e f o r e ,  s i z e  o f  

s e q u e n c e  s p a c e  i s  4 1 4 7  ( 3 . 1 8 e + 8 8 ) .  I n  c o n t r a s t  t o  h i s t o n e  b i n d i n g  

p a r t n e r ,  s e q u e n c e  s p a c e  s i z e  o f  p r o t e i n  b i n d i n g  p a r t n e r  p r o t e i n  i s  

a t  l e a s t  b i g g e r  t h a n  2 0 1 0 0  ( 1 . 2 7 e + 1 3 0 )  b e c a u s e  p r o t e i n  l e n g t h  

d i s t r i b u t i o n  i s  a p p r o x i m a t e d  g a m m a  d i s t r i b u t i o n  ( a l p h a  i s  1  t o  3 )  

a n d  m e a n  l e n g t h  i s  2 7 0  r e s i d u e  ( Z h a n g ,  2 0 0 0 ;  B r o c c h i e r i  a n d  K a r l i n ,  

2 0 0 5 ) .  F u r t h e r m o r e ,  d a t a s e t  o f  h i s t o n e  b i n d i n g  D N A  s e q u e n c e s  a l s o  

e x i s t s .  I n  C h a p t e r  2 ,  w e  s h o w e d  o u r  m e t h o d  v i a  m a c h i n e  l e a r n i n g  

t e c h n o l o g y  t o  p r e d i c t  h i s t o n e  b i n d i n g  D N A  s e q u e n c e  o n  g e n o m i c  

D N A .  H e r e ,  w e  u s e d  t h e  r e l a t i v e  f r a g m e n t  f r e q u e n c y  i n d e x  ( w e  

d e v e l o p e d )  a n d  a  s u p p o r t  v e c t o r  m a c h i n e  t o  s c r e e n  f o r  h i s t o n e  

b i n d i n g  a n d  l i n k e r  D N A  s e q u e n c e s .   
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F i g u r e  2  C o m p a r i s o n  o f  R O C  c u r v e s  o f  t h e  S V M  t h a t  w a s  t r a i n e d  

b y  o u r  m e t h o d  a n d  P e c k h a m ’ s  m e t h o d  ( t r a i n e d  b y  C h I P - c h i p  

d a t a ,  t e s t e d  b y  S e g a l ’ s  s e q u e n c e d  d a t a ) .  

( a )  C o m p a r i s o n  o f  a c c u r a c y  b e t w e e n  P e c k h a m ’ s  m e t h o d  ( 1 -  t o  6 - m e r )  a n d  

R F F I  ( 1 -  t o  6 - m e r ) .  A U C  o f  P e c k h a m ’ s  m e t h o d  w a s  0 . 7 5 ,  A U C  o f  R F F I  w a s  

0 . 7 8 . ( b )  C o m p a r i s o n  o f  a c c u r a c y  b e t w e e n  P e c k h a m ’ s  m e t h o d  ( 1 -  t o  6 - m e r )  

a n d  R F F I  ( 1 -  t o  8 - m e r ) .  A U C  o f  P e c k h a m ’ s  m e t h o d  w a s  0 . 7 5 ,  A U C  o f  R F F I  

w a s  0 . 8 1 .  

 

Comparison of accuracy between
Peckham’s method (1- to 6-mer) 

and RFFI (1- to 8-mer)

Comparison of accuracy between
Peckham’s method (1- to 6-mer) 

and RFFI (1- to 6-mer)
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O u r  2 - f o l d  c r o s s - v a l i d a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  t h e  a c c u r a c y  o f  

o u r  m e t h o d  b a s e d  o n  a r e a  u n d e r  t h e  r e c e i v e r  o p e r a t i n g  

c h a r a c t e r i s t i c  c u r v e  w a s  8 1 % ,  w h e r e a s ,  t h a t  o f  p r e v i o u s  m e t h o d  

w a s  7 5 %  ( F i g u r e  2 ) .  T h i s  w a s  r e v e a l e d  w h e n  b o t h  C h I P - c h i p  a n d  

C h I P - s e q  d a t a  w e r e  u s e d  f o r  v a l i d a t i o n .  T h u s ,  w e  s u g g e s t  t h a t  o u r  

m e t h o d  i s  m o r e  e f f e c t i v e  i n  p r e d i c t i n g  h i s t o n e  b i n d i n g  D N A  o n  

g e n o m i c  D N A .  

 

Chapter 3 

Antibody sequence design method combined with phage 

display l ibrary screening and next generation sequencing 

F o r  t h e  s e c o n d  m i l e s t o n e ,  a n t i g e n - a n t i b o d y  i n t e r a c t i o n  w a s  

s e l e c t e d  f o r  t h e  p r a c t i c a l  e x p e r i m e n t .  A n t i b o d y  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  

p r a c t i c a l  p r o t e i n s  u s e d  f o r  c l i n i c a l  p u r p o s e s .  A n t i b o d i e s  a r e  

i m p o r t a n t  p r o t e i n  o f  t h e  i m m u n e  s y s t e m  a n d  c o n s i d e r e d  a s  a  n e w  

m e d i c a l  m o l e c u l e .  I n  C h a p t e r  3 ,  w e  c o m p a r e d  a n t i b o d y  b i n d i n g  

a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  b o t h  v i a  o u r  m e t h o d  a n d  a s  w e l l  a s  b y  t h e  

c o n v e n t i o n a l  m e t h o d .  W e  d e v e l o p e d  h i g h l y  s e n s i t i v e  a n t i b o d y  

d e t e c t i n g  m e t h o d  a c c o r d i n g  t o  “ P r i m a r y  s t r u c t u r e  d r i v e n  a p p r o a c h ”  

b y  c o m b i n i n g  p h a g e  d i s p l a y  s c r e e n i n g  m e t h o d  w i t h  n e x t  g e n e r a t i o n  
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s e q u e n c i n g .  W e  d e t e c t e d  t w o  a n t i b o d y  c l u s t e r s  t h a t  w e r e  n o t  

d e t e c t e d  w i t h  t h e  e x i s t i n g  m e t h o d s .  W e  g a i n e d  a n t i b o d i e s  w i t h  9 %  

l i b r a r y  c o n t e n t  r a t e  a f t e r  t h e  p a n n i n g  p r o c e s s  w i t h  t h e  e x i s t i n g  

m e t h o d .  H o w e v e r ,  u s i n g  o u r  n e w  m e t h o d  w e  f o u n d  t w o  n e w  a n t i b o d y  

c l u s t e r s  t h a t  c o n t a i n e d  o n l y  0 . 2 %  a n d  1 . 1 %  o f  l i b r a r y  c o n t e n t  r a t e .  

A l l  a b o v e  f a c t s  s u p p o r t i n g  t h i s  m e t h o d  h a v e  h i g h l y  s e n s i t i v e  

a n t i b o d y  d e t e c t i n g  f u n c t i o n s  t h a n  t h e  e x i s t i n g  m e t h o d s  ( F i g u r e  3 ) .  

 

�

�

Figure  3  C lus ter ing  o f  top  100  am pl i f i ca t ion  ra t io  V H H  ant ibody  sequences  

(par t ia l ly  shown) .  

T h i s  f i g u r e  s h o w s  t h e  c l u s t e r i n g  r e s u l t  v i a  c l u s t a l W 2 .  O u r  m e t h o d  

d e t e c t e d  n e w  a n t i b o d y  c l u s t e r s  i n c l u d i n g  C l u s t e r  0 ,  w h i c h  w a s  t h e  o n l y  

c l u s t e r  f o u n d  b y  t h e  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d .  

Cluster 0

Data Not Shown
Data Not 
Shown 

Cluster 2

Cluster 1

Cluster 3
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T h e  a m p l i f i c a t i o n  r a t i o  o f  a l l  s e q u e n c e s  e l u c i d a t e d  b y  N G S  

w a s  e x a m i n e d .  W e  d e t e c t e d  1 3  n e w  a n t i b o d y  c l u s t e r s  a n d  C l u s t e r  0 .  

W e  c h o s e  t h e  t h r e e  s e q u e n c e s  w i t h o u t  C l u s t e r  0  a s  c a n d i d a t e s  f o r  

f u n c t i o n a l  s e q u e n c e s  t o  f i n d  t h e  f u n c t i o n a l  V H H  s e q u e n c e s .  W e  

n a m e d  t h e m  C l u s t e r s  1 ,  2 ,  a n d  3 ,  a n d  e x a m i n e d  t h e m  w i t h  

d i f f e r e n t  a m p l i f i c a t i o n  r a t i o s .  C l u s t e r  1  a n d  2  V H H  p h a g e s  

d i s p l a y e d  a  c l e a r  b i n d i n g  a b i l i t y  t o  I Z U M O 1 P F F ;  h o w e v e r ,  C l u s t e r  

3  d i d  n o t .  M o r e o v e r ,  t h e s e  V H H s  a n d  C l u s t e r  0  w e r e  e x p r e s s e d  i n  E .  

c o l i  a n d  c o m p l i e d  t o  t h e  a f f i n i t y  a n a l y s i s  o n  S P R .  C l u s t e r s  0 ,  1  a n d  

2  V H H s  i n d i c a t e d  h i g h  a f f i n i t y  t o  I Z U M O 1 P F F  w i t h  K D 8 . 5  n M ,  6 . 8  

n M  a n d  1 3 . 6  n M .  

 

Chapter 4.  

Concluding remarks 

L a s t l y ,  i n  C h a p t e r  4 ,  w e  h a v e  d i s c u s s e d  m y  n o v e l  a p p r o a c h  a n d  i t s  

c o n t r i b u t i o n s  a n d  f u t u r e  p r o s p e c t s .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  o u r  

a p p r o a c h  h a d  h i g h e r  a b i l i t y  t o  n a r r o w  d o w n  s e q u e n c e  s p a c e  t h a n  t h e  

c o n v e n t i o n a l  a p p r o a c h .  I n  c o n c l u s i o n ,  p r i m a r y  s e q u e n c e  d r i v e n  

a p p r o a c h  c o u l d  d e s i g n  h i g h  s p e c  a n t i b o d i e s ,  w h i c h  o t h e r w i s e  c o u l d  

n o t  b e  d e v e l o p e d  v i a  c o n v e n t i o n a l  a p p r o a c h .  
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