


Das Szenario ..ein neues tédliches Virus!

* Labor: Isolierung der Erbsubstanz und Sequenzierung
s
« Computer: Erkennen der Virusgene (de novo Genvorhersage)
Ahnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? Ausbreitung? Herkunft?
(Phylogenetische Rekonstruktion)

Struktur der Proteine?
(Struktur-Vorhersage, Modellierung)

Wirkstoff-Design

e Labor: Wirkstoff-Test



Molekulare Phylogenie

* Verwandtschaft von Organismen
(molekulare Systematik, Forensik)

e Verwandschaft zwischen Genen/Proteinen
(Genomevolution, Gen/Proteinfunktion)

e Ausbreitung von Lebewesen
(Anthropologie, Okologie, Epidemiologie)



(1.500 MYA) ©

Grundlage!

Das Leben ist nur einmal
(1 OO MYA) enstanden.

=> alle Organismen sind
miteinander verwandt, d.h.
haben einen Vorfahren, der in
der Vergangenheit gelebt hat.

(5 MYA) C
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Molekulare vs. klassische
Phylogenie

Macaque 100g =» §§

» Sequenzen sind direkt vererbt; keine Umwelteinflisse

» Sequenzdaten sind in grof3er Menge relativ kostengunstig und schnell zu erhalten
(Dank sei der PCRI!!)

» weitgehend frei von Interpretationseinflissen (,reduziert’, ,etwas abgeflacht” etc.)

» Sequenzen erlauben Vergleiche uber grolde Distanzen (Tiere, Pilze, Pflanzen)

Dennoch: auch molekulare Daten konnen zu falschen
Stammbaumen fuhren ®




Welche Vergleiche mache Sinn?
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Welche Vergleiche mache Sinn?

Similar due to Similar due to...
inheritance uh...other factors

http://evolution.berkeley.edu/evolibrary/article/similarity_hs_01

HOMOLOGIE heil3t das Zauberwort fur sinnvolle Vergleiche!



Welche Vergleiche mache Sinn?
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Allgemeine Vorgehensweise...

Sequenz 1
Sequenz 1: KIADKNFTYRHHNQLV Sequenz 4
Sequenz 2: KVAEKNMTFRRFNDII
Sequenz 3: KIADKDFTYRHW-QLV LT
Sequenz 4: KVADKNFSYRHHNNVV Sequenz 3
Sequenz 5: KLADKQFTFRHH-QLV * Sequenz 5

C> Multiples Sequenzalignment erstellen (DNA oder Protein)
:> Sequenzen vergleichen > Ahnlichkeit bestimmen

C> Aus AhnlichkeitsmaB die Verwandtschaft rekonstruieren (Baum)




Phylogenie-Rekonstruktion ist
keln tr|V|aIes Problem
» mit 3 Taxa kann man 1 unverwurzelten

Baum erstellen, aber 3 alternative

>< \<</ \<</ \<</ Baume mit Wurzel
>_< \<</ \<</ W * es ist viel leichter und sicherer,

einen ,unrooted” Baum zu

y \44/ \44/ \<\>/ erstellen:

d. h. nur dann ,,rooten*, wenn

\<</ \<</ v die ,,Outgroup® klar definiert ist



Phylogenie-Rekonstruktion ist
kein triviales Problem

TABLE 5.1 Possible numbers of rooted and
unrooted trees up to 10 OTUs
Number of Number of Number of
OTUs rooted trees unrooted trees
2 1 1
3 3 1
4 15 3
5 105 15
6 954 105
7 10,395 954
8 135,135 10,395
9 2,027,025 135,135
10 34,459,425 2,027,025
From Felsenstein (1978).




Nochmal die Frage...

Wann DNA? Wann Protein?

Eng verwandte SARS-Varianten Corona-Virus-Gruppen
in der menschlichen Population aus verschiedenen Spezies



Ein Alignment ist immer eine
Hypothese zur Sequenzevolution!

NAYLS NAKYLS NAF'S NAFLS

SeqgA N A - F +K -
SeqgB N A - F -
SeqC N A K Y

SeqgD N A - Y

=)

n n nh n

Wir waren ja leider nicht direkt dabei....®



Warum ist es nicht einfach, das
,obeste” Alignment zu konstruieren?

« 2 Sequenzen a 300 Bp
= 1088 mogliche Alignments!!!

« Computer-Algorithmen erforderlich, die
ohne Ausprobieren aller Moglichkeiten auskommen.

* ,Regelwerk® notwendig, um bestmogliches
Alignment zu erkennen




Warum ist es nicht einfach, das
,oeste” Alighment zu konstruieren?

seqA TCAGACGATTG (11)
seqB TCGGAGCTG (9)

I. TCAG-ACG-ATTG
TC-GGA-GC-T-G

ITI. TCAGACGATTG
TCGGAGCTG--
IITI. TCAG-ACGATTG

TC-GGA--GCTG

Annahmen uber den Ablauf
der Sequenz-Evolution:

|. Keine mismatches

ll. Keine internen Lucken

[1l. ,\Von beidem Etwas”

Aber was ist richtig?



Uberlegungen...

Jede Sequenz lasst sich mit einer
jeden anderen Sequenz alignen!

Aber macht das Alignment auch Sinn?
Also: Haben wir die richtigen An-

nahmen uber den Verlauf der Evolution
getroffen??

— =

@)

Wir brauchen ,,evolutionare Modelle®, um ein moglichst
richtiges Alignment zu erstellen!




Was bedeutet es, ein
,Evolutionsmodell* zu haben?

N B EE IS E e Il EEST S B B |
YIKXLNESY | NLKEXGTYEXYVKHPUYYHLL | GXAGYARXXVYLLFF | CCCTGCGXSCFK—==XCGXCCDXYXG-HXEXY | KTSXXHXD
1 1 1 1 1 1 1 1 1
1348 13568 13668 1378 1386 1396 14606 1418 1426
Bov Co-V  RIKVYLNOSY INLKDIGTYEYYYKWPHYYHLL | GFAGYAMLYLLFF | CCCTGCGTSCFK—--KCGGCCODYTG-HOELY | KTS--HOD
SARS YAKNLNESL | DLOELGKYEQY | KWPWYYHLGF |AGL IR 1VYMYT ILLCCHMTSC-CSCLKGACSCGSCCKFDED-DSEPYLKGYKLHYT

Mur HepV | KKLNESY | NLKEYGTYEMYYKWPHYVHLL | GLAGYAYCYLLFF | CCCTGCGSSCFK-—--TCGNCCDEYGGHHDS |V IHTSSSHED

mrror

Ein ,Evolutionsmodell‘ basiert auf empirischen Daten! Zum Beispiel:
Ich weil, die Aminosaure Cystein ist fiir die Proteinstruktur auBerst wichtig!

» Cysteine sind also konserviert wahrend der Evolution von Proteinen!
» Cysteine konnen daher beim Alignment zweier Proteinsequenzen als Ankerpunkte dienen

» ein Alignment mit Ubereinanderstehenden Cysteinen wirde danach mit Pluspunkten
,belohnt’



SARS: konservierte Cysteine
Im Alighment des spike-Proteins

I I ﬂ I I G3 cons
[ ‘ \ | I I] I G1 cons
| \ ' I[ l l]ﬂ éAés.Cov
[[II]III“]]]]][[I—\ T I II “ G2 cons

Figure 6 | The S1 domain of SARS-CoV spike is structurally related to group 2 coronaviruses. Schematic representation
of cysteine positions in the S1 domains of group 1, 2 and 3 coronaviruses, compared with the SARS-CoV spike protein. Horizontal
bars represent the S1 amino-acid sequences (in the case of SARS-CoV and IBV) or the consensus profies (generated from group 1,
(G1 cons) and from group 2 (G2 cons)). The bars are drawn to scale. Relative cysteine positions are indicated by rectangular bars.
Only cysteines that are conserved within each consensus are reported. Coloured lines connect cystenes that are conserved
between the SARS-CoV S1 domain and the consensus sequence generated from the group 1 (green), group 2 (red) and IBV S1
sequences (blue). .

Resultat: Verwandtschaft von SARS zu Gruppe 2-Coronaviren?



Ein einfacher Score-Wert zur
Bewertung eines Alignments

S=Y - I W, xZ,

S = Similarity-Score (,Belohnungspunkte*)
Y = Anzahl an Matches

Zk = Anzahl der gaps mit Lange k
Wk = gap penalty fiir gaps der Linge k

Mit Setzen der gap penalty trifft man Annahmen iiber die
relative Haufigkeit von indel-Mutationen wihrend der Evolution!



Eine einfache Substitutions-
matrix fur Nukleotidsequenzen

ACGT
!
0 1
0 0 1
0 0 0 |

» alle Richtungen von
Nt-Austauschen sind
gleich wahrscheinlich

* pbei jedem ,match”

beider Sequenzen

gibt es 1 Belohnungspunkt fur
den Ubereinstimmungs-Score



Substitutions-Matrizen
fur Proteine

Y-
 bei Proteinen gibt es 20 As! ' T

Arg Lys

« chemisch-funktionelle Ahnlichkeit bestimmt Wahrscheinlichkeit
eines Austauschs wahrend der Evolution. Daher...

« ...sind die ,Kosten” fur bestimmte Austausche (bzw. die Beloh-
nung fur gleiche As) unterschiedlich hoch!

* Definition der ,,Kosten/Belohnungen* erfolgt uber Matrizen:

z. B. PAM-Matrizen (Dayhoff 1978)
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Fig. 5.7 The PAM 250 matrix. For each pair of amino acids (see Table 3.1, p. 41, for key to
the one-letter codes for amino acids) the matrix gives the ratio of the frequency at which
the pair is observed in pairwise comparisons of proteins to that are expected due to chance
alone, expressed as a ‘log odd’. Amino acids that regularly replace each other have a
positive score, amino acids that rarely replace each other have negative scores. Note that
replacements more often occur among chemically related amino acids (indicated on the
left). From Dayhotf (1978: Fig. 84).

The first Atlas of Protein Sequence and Structure, presented information
about 65 proteins.

Margaret Dayhoff

...definieren ,Belohnungswerte’
fur zwei Aminosauren, die sich

in einem Alignment gegenuber-
stehen:

* positiver Wert = Aminosauren,
die sich haufig in Alignments
gegenuberstehen und somit
funktionell konserviert’ sind

z.B.W-W 17
C-C 12

aber W-V -6



Wir haben also Kriterien (Substitutionsmatrizen,
gap penalties), um Alignments zu bewerten.

Aber wie werden Alignments
uberhaupt erstelit?




Needleman-Wunsch (N-W) 1970

* Bel Erstellung des Alignments werden zunachst
Kleine Problem-Schritte gelost. Dann wird aus den
Teillosungen das Gesamtalignment rekonstruiert...

* Algorithmus: ,dynamic programming”




Needleman-Wunsch

(1)
A B c D A B C D
A 0 0 0 ABCD A } 0 0 0
‘{\ ABCD ‘{\ —
B 0 Q 0|0 _BloN3s|o]o
\ 3 . . [ \
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S~

Needleman-Wunsch Q{:,"

e ¢s wird zunichst eine zweidimensionale Matrix mit den beiden zu
vergleichenden Sequenzen erstellt

* in die Zellen der Matrix wird der Alignment-Score fir die jeweils
verglichenen Sequenzpositionen hineingeschrieben. Die Berechnung
des Score-Werts erfolgt natiirlich anhand einer Substitutionsmatrize.

e das Alignment ergibt sich als Pfad durch die Matrix. Der Pfad mit
der hochsten Endsumme gewinnt...

o N w »

(1) (2)

A B C D A B C D A C D E A C D E

0|00 ABCD A4 0|00 A 1o oo A cpe 2 NEIKIK
N ABCD AN — SES (AT ABCD I \

oN1| o] o B | o \ ol o Bl \? ) Bl o ; 0| o

N —— 1 - 1
addiert auf dem . : I
0| ON1| O W dirich C i 0ol o Y\ 0 c 0 i\ 0 0 .1d$:{rll g:::::: m C 0 # 5\ ol o
die Matrix i 5 i
ol o0/ o0 &1 D|(o| o] 0N\l D ol o }—4—0 die Matrix D 0 ’ 0 X—O




N-\W ist eine exakte Vorgehensweise und viel zu aufwandig
fur multiple Sequenzvergleiche!

Wir brauchen....

Heuristik (altgr. ebpiokw heurisko ,ich finde“; von e0piokelv heuriskein
,auffinden’, ,entdecken’) bezeichnet die Kunst, mit begrenztem Wissen
(unvollstandigen Informationen) und wenig Zeit dennoch zu
wahrscheinlichen Aussagen oder praktikablen Lésungen zu kommen.!'!
Es bezeichnet ein analytisches Vorgehen, bei dem mit begrenztem
Wissen uber ein System mit Hilfe mutmaRender Schlussfolgerungen

Aussagen uber das System getroffen werden. Die damit gefolgerten
Aussagen konnen von der optimalen Losung abweichen.

www.wikipedia.de



Progressives Alignment

1) Sequenzvergleich
A
C
D

Alle Sequenzen werden miteinander verglichen
(Option A: schnelles "quick and dirty" Alignment

Option B: exaktes, langsames Needleman-Wunsch)
=> Berechnen der Distanzen

30



Progressives Alignment

2) Ahnliche Sequenzen werden gruppiert

=> Cluster-Analyse = Erstellung eines
hierarchischen Stammbaums ("guide tree").

A

B

C

D

0.75

0.89

0.27

0.45

0.82

O ®™Oo >

ol O | ®©@| >

0.77

- [ —

"guide tree"

31



Progressives Alignment

3) Alignment von nahe verwandten
Sequenzen; die ahnlichsten zuerst.

- 0

nw;o>)

C

B \wem messsssssssss s

32



Progressives Alignment

4) Sukzessives globales Alignment

/A\ I
D
B . |
C
A
D £
B
C A messsssssssssssesn = am
D
I |

Lalte” gaps erhalten,

neue hinzugeflugt
33



Progressives Alignment &g

1. paarweiser Vergleich aller Sequenzen miteinander =>
Berechnung der Distanzen zweier Sequenzen

2. gruppiert Sequenzen nach Ahnlichkeit (Cluster-Bildung)

3. Erstellung paarweiser Alignments

4. sukzessives Alignment nach Ahnlichkeit,

dabei die ahnlichsten Sequenzpaare zuerst

Feng & Doolittle (1987): PileUp (GCG package)
Higgins and Sharp (1988), Thompson et al. (1994): CLUSTAL
Notredame et al. (2000): T-COFFEE °



Zur Erinnerung:

Allgemeine Vorgehensweise...

Sequenz 1
Sequenz 1: KIADKNFTYRHHNQLV Sequenz 4
Sequenz 2: KVAEKNMTFRRFNDII
Sequenz 3: KIADKDFTYRHW-QLV LT
Sequenz 4: KVADKNFSYRHHNNVV Sequenz 3
Sequenz 5: KLADKQFTFRHH-QLV * Sequenz 5

C> Multiples Sequenzalignment erstellen (DNA oder Protein)
:> Sequenzen vergleichen > Ahnlichkeit bestimmen

C> Aus AhnlichkeitsmaB die Verwandtschaft rekonstruieren (Baum)




Vom Alignment zu einem einfachen
Baum-Rekonstruktionsverfahren...

Aus dem Alignment ergibt sich zunachst, wie ahnlich oder unahnlich die
Sequenzen zueinander sind.

Meist wird eine Distanzmatrix erstellt:

. A B C D
orua 0 6 10 18

OTU B 0 12 20
OTU C 0O 19
OTU D 0

* OTU = operational taxonomic unit: z. B. Spezies, Gen, Protein



Vom Alignment zu einem einfachen
Baum-Rekonstruktionsverfahren...

Sokal and Michener 1967
UPGMA E

Unweighted Pair-Group Method using
Arithmetric Means

...eine Methode, die auf der Berechnung von Unahnlichkeiten
(Distanzen) der alignierten Sequenzen beruht (,,Distanz-Methode™)



UPGMA

Ausgangs-Distanz-Matrix

1. A B C D 3
OTUA O 6 10 18 A
OTU B 0 12 20 ‘

OTU C 0 19 3 B
OTU D 0
Neu berechnete Distanz-Matrix

3_A

2. A/B C D 2.5
OTU A/B. 0 11 19 {
OTU C 0 19 3 B
OTU D 0 C




UPGMA

Neu berechnete Distanz-Matrix

A/B/C D 3 A
Sequenz A/B/C 0 19 2.5 |
Sequenz D 0 4 |
3 B
5.5

9.5



UPGMA

(a)

(b)

d(ABC)D




UPGMA-Problem

Ausgangsmatrix

A B C D
orua O 6 10 18 3 A
OTU B 0 12 20 2-5‘
OTU C 0 19 4 B
OTU D 0 3

5.5 C

rekonstruierte Matrix

A B C_D 95 D
OTUA O 6
OTU B 0
OTU C :
OTU D 0

Astlangen des UPGMA-Baums passen nicht exakt zur Realitat...



Practical Exercises 4

RAN, AN DIE |

ARBEIT!'
* Build a phylogenetic tree manually using UPGMA

* Produce “multiple” nucleotide and amino acid sequence
alignment of SARS genes and proteins

* Where did SARS originate and how did it spread
in the population?
> Prepare a nt-based tree from different SARS genomes

 Which are the distant relatives of SARS coronavirus?
> Prepare an aa-based tree for the spike protein



SARS-Verwandschaft

RNA Polymerase (As) Spike Protein (As)

1 1A\

Unterschiedliche Datensatze und Rekonstruktionsmethoden kdnnen
leicht unterschiedliche Baum-Topologien ergeben!!

Aber: SARS Co-V ist alter Verwandter der Gruppe 2 Coronaviren




Boundary representation is
not necessanly suthontative,
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On 21 February, a Chinese doctor who had treated as yet

undiagnosed SARS patients in Guangdong Province checked

into the Metropole Hotel in Hong Kong. Within twenty-four

hours, 12 people who stayed in the same hotel became infected
with SARS and took the disease with them to Singapore, Hong

Kong, Vietnam, Ireland, Canada, and the United States,

infecting directly or indirectly more than 350 people. Eventually,
the World Health Organization estimated that more than 4,000

cases worldwide could be traced to this "superspreader”.

DI Cartography Center/MPG 764195A1 (R00602) 8-03



SARS-Phylogenie: Herkunft?

DNA (Komplettgenom)
TOR2 BI04 cupk-wi
HSR1
TW1 BJO3
éilt%SOO
?:QN Azmg BJO1
HKL-39849 B.J02
CUHK-Su10 TWC
Urbani @
SIN2774
SIN2748
SIN2677
Figure 4 | Whele Blationship of 20 SARS genomes.

The unrooted tree was obtained through the alignment of
whole-genome sequences considering only sequence variants
that occurred at keast twice. The analysis was performed using
the maximum Ikelihood criterion as implemented in the Phylp
package.

e Varianten sind >99%
identisch. Dennoch
ist eine geographische
Zuordnung moglich.

\Sequenz zeigt
Besonderheit:
Sein Spike-Gen hat
Insertion von 29 Bp, die
sonst nur in tierischen
SARS-Verwandten

gefunden worden ist!




SARS-Phylogenie: Herkunft?

Fig. 2. Phylogenetic analysis HKU 65806
of the nucleotide acid se- L Urbani
quence of the spike gene of 8 TOR2
SCoV-like viruses. Nucleotide e
sequences of representative 74 SIS
SCoV S genes (S gene coding YIS G90eS Human
region 21477 to 25244, 3768 | O ol
bp% were analyzed. The phy- HKU 3874
logenetic tree was construct- GZ50
ed by the neighbor-joining e GZ01
method with bootstrap anal- g GZs0
ysis (1000 replicates) using 94'3243
MEGA 2 (70). Number at the 873
nodes indicates bootstrap 821 .
values in percentage. The 100 Animal
scale bar shows genetic dis-  b—o % —|8213
§ 0.0005 5918216

tance estimated using Kimu-
ra's two-parameter substitution model (77). In addition to viruses sequenced in the present study,

the other sequences used in the analysis could be found in GenBank with accession number: from
AY304490 to AY304495, AY278741, AY278554, AY278491, AY274118, and AY278488.

Table 2. Prevalence of antibody to animal SCoV SZ16 in humans. Controls are serum specimens from
patients hospitalized for nonrespiratory diseases in Guangdong made anonymous.

Occupation Sample numbers Antibody positive (%)
Wild-animal trader 20 8 (40)
Slaughterer of animals 15 3(20)
Vegetable trader 20 1(5)

Control 60 0(0)




SARS: zoonotischer Ursprung

Larvenroller - palm civet
(Paguma larvata)

Marderhund - Raccoon dog
(Nyctereutes procyonoides)



Donnerstag, 22. August 2013

Genetisch 100-prozentige Ubereinstimmung mit MERS
Ubertragen Fledermause das Coronavirus?

Ein Forscherteam entdeckt in Fledermauskot ein mysterioses Virus, das dem
Coronavirus Mers vollstindig gleicht. Ob die Fledermausee bei der Ubertragung
des Virus auf den Menschen eine Rolle spielen, ist noch unklar - die exakte
Ubereinstimmung jedoch eine Sensation.



Das Szenario ...ein neues tédliches Virus!

* Labor: Isolierung der Erbsubstanz und Sequenzierung

gs
« Computer: Erkennen der Virusgene (de novo Genvorhersage)

Ahnlichkeit zu bekannten Genen? (Datenbanksuchen)

Verwandtschaft? Ausbreitung? Herkunft?
(Phylogenetische Rekonstruktion)

Struktur der Proteine?
(Struktur-Vorhersage, -Modellierung)
Wirkstoff-Design

e Labor: Wirkstoff-Test




