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Visualisierung der Ahnlichkeit zwischen
Sequenzen des Spike-Proteins aus benachbarten
Landern mithilfe der 3D-Struktur

Die Arbeit beschdftigt sich mit der Varianz der Virussequenz
des Coronavirus anhand des Spike-Proteins in Deutschland
und Frankreich. Dazu wurden die beiden Konservierungswerte
der beiden Sequenzen verglichen und grafisch dargestellt. Es
lief$ sich feststellen, dass die Varianz der Sequenzen in beiden
Léindern dhnlich hoch ist, dhnliche Stellen gut konserviert und
somit fiir das Virus essentiell sind. c
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Visualisierung der Ahnlichkeit zwischen Sequenzen
des Spike-Proteins aus benachbarten Landern mithilfe
der 3D-Struktur

Seit 2020 hat das Coronavirus die Welt
im Griff. Diese neuartige Virusvarian-
te wurde schnellstmoglich erforscht,
um beispielsweise einen Impfstoft oder
ein Medikament gegen den Krankheits-
erreger zu entwickeln. Dabei fielen in
verschiedenen Landern viele Daten zur
Analyse an.

Besonders interessant an einem Virus
ist der Aufbau seines Spike-Proteins an
der Oberfliche, das auch fiir die Erken-
nungssysteme unseres Immunsystems
eine wichtige Rolle spielt, und auf des-
sen Information beispielsweise auch die
Wirkungsweise des mRNA-Impfstof-
fes von BioNTech-Pfizer basiert. In vie-
len Landern sind Forschungen diesbe-
ziiglich angestellt worden, im Rahmen
derer auch eine genetische Aufschliis-
selung des Spike-Proteins stattfand. Es
existieren also eine Menge an Sequen-

/w

zen, die an unterschiedlichen Standor-
ten in unterschiedlichen Lindern ent-
standen sind.

Ich habe mir die Frage gestellt, ob man
Unterschiede im Spike-Protein zwi-
schen den einzelnen Landern feststel-
len kann, also ob die Virusvarianten
von Land zu Land stark variieren. Um
dies herauszufinden, ermittelte ich die

Ahnlichkeiten und die Erhaltung mit-
hilfe von Methoden der Bioinformatik
und stellte diese grafisch anschaubar
und vergleichbar dar. Im Idealfall sind
hierbei die Ergebnisse benachbarter
oder nah beieinander liegender Lander
vergleichbar, jedoch niemals identisch,
da die Mutationsrate des Coronavirus
sehr hoch ist und Veranderungen sehr
schnell auftreten.

Zur Veranschaulichung wird die Ahn-
lichkeit zwischen den einzelnen Se-
quenzen mithilfe der Konservierung
visualisiert. In einem Visualisierungs-
Programm wie PyMOL [12], eine Open-
Source-Software, ldsst sich ein Attribut
der Struktur, der B-Faktor, farblich dar-
stellen, weshalb ich fiir meine Analyse
diesen durch die Konservierungswerte
ersetze und dann farbig markiere.

PyMOL benétigt hierzu eine sogenann-
te PDB-Datei, die alle relevanten Daten
zur grafischen Darstellung enthalt.

Um zu einem anschaulichen Ergeb-
nis zu gelangen, miissen die folgenden
Schritte durchlaufen werden:

Einlesen der
SARS-CoV-2-Sequenzen
Multiples Sequenzalignment
Berechnen der Konservierung
Konsensussequenz

Einlesen der PDB-Datei
Anderung des B-Faktors
Visualisierung

>Spike|hCoV-19/England/CAMB-7EE03/2020]2020-04
MEVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSEFTRGVYYPDKVEFRSS
>Spike | hCoV-19/England/CAMB-81447/2020]2020-04
MEVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSEFTRGVYYPDKVEFRSS
>Spike|hCoV-19/France/IDF-5850/202012020-03-26
MEVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSEFTRGVYYPDKVEFRSS
>Spike | hCoV-19/France/IDF-3359/202012020-03-23
MEVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSEFTRGVYYPDKVEFRSS

Abb. 1: Ausschnitt aus der Spike-Protein-Datei
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2.1 Einlesen der
SARS-CoV-2-Sequenzen

Um einen Vergleich zweier Lander dar-
zustellen zu kénnen, miissen die ent-
sprechenden Sequenzen der jeweili-
gen Lander aus der Datei, welche von
GISAID [4] stammt, mit den gesammel-
ten Sequenzen sortiert werden.

Der Pythoncode, der verwendet wird,
um die erste Datei mit den Daten tiber
die Spike-Proteine einzulesen, ldsst sich
grob in zwei Teile gliedern: Zuerst wird
eine Funktion definiert, die es ermog-
licht, grofle Fasta-Dateien einzulesen,
da immer nur eine Zeile ausgewertet
wird (sieche Abb. 1). Anschlieflend wird
mit dieser Funktion die tatsdchliche
Datei bearbeitet und nach dem angege-
benen Land sortiert.

Dieser Vorgang besteht aus vier Ar-
beitsschritten:

1. Existenz der Datei priifen, wenn
noétig entpacken

2. Befreien der Zeilen von auflertext-
lichen Zeichen

3. Aufnehmen jeder Zeile als Paar aus
einem Namen und dazugehoériger
Sequenz

4. Eintragen der Sequenzen aus dem
entsprechenden Land

if len(segs) != 0:

yield seq name, “”

segs.append (line)

if line.startswith(“"):

seq name = line[1:]
segs = []
else:
seq name = line[1:]
else:

Abb. 2: Sequenz-Namenpaare bilden

# there was a sequence before

.join (seqgs)

h

Ist die Datei vorhanden, so kann sie als
Klartext oder gzip-codiert vorliegen.
Ist letzteres der Fall, wird sie entpackt.
Schliefllich wird die Datei im Lesemo-
dus gedfinet.

Es werden alle Zeilen bearbeitet, die
keine Leerzeilen sind. Das Programm
initialisiert nun je eine Variable fiir die
Sequenz und ihren dazugehoérigen Na-
men. Danach wird jede zu bearbeitende
Zeile von auflertextlichen Zeichen wie
z. B. Leerzeichen befreit.

Nun wird anhand des Kriteriums ,,>
welches im Fasta-Format fiir den Na-
men einer Sequenz steht, fiir jede Zeile
tiberpriift (sieche Abb. 2), ob es sich um
einen Namen handelt. Ist das nicht der

Fall, so handelt es sich um die Sequenz
selbst, die dann der Variable segs hin-
zugefiigt wird.

Durch das Messen der Linge der Vari-
able segs wird festgestellt, ob es sich
um die erste Sequenz der Datei han-
delt. Ist dies der Fall, so wird die letz-
te Sequenz mit ihrem Namen zuriickge-
geben, danach wird die neue Zeile, von
der man bereits festgestellt hat, dass
sie den Namen einer Sequenz bein-
haltet, als neuer Wert der Variable
seq _name genommen, die Variab-
le seqgs wird wieder ,,geleert” damit sie
im néchsten Schritt die neue Sequenz,
die jetzt zu dem Namen passt, aufneh-
men kann.

germany file = open (“spike germanyl.fasta”,

! )

w7
france file = open (“spike francel.fasta”,
for seq id, seq in read fasta gen(“spikeprotOlll.fasta”):
if “France” in seq id:

france file.write(seq id + “\n”)

france file.write(seq + “\n”)
elif “Germany” in seq id:

germany file.write(seq id + “\n”)

germany file.write(seq + “\n”)

france file.close()

germany file.close()

Abb. 3: Klassifizierung der Sequenzen nach Deutschland/Frankreich
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Ist die Sequenz jedoch die erste, das
heifit es gab keinen Eintrag vorher, so
wird die Zeile einfach nur als Name an-
genommen.

Nun startet die if-Verzweigung wie-
der von vorne, die Zeile beginnt je-
doch nicht mit einem >, sondern mit
der Sequenz, was bedeutet, dass dieser
Zeile der vom vorherigen Schritt noch
entleerten Variable angefiigt wird, be-
vor dann das ganze Verfahren fiir die
néchste Zeile wiederholt wird.

Yield erzeugt die Ausgabe dieser
Funktion, speichert anders als eine re-
turn-Anweisung jedoch die Werte der
lokalen Variablen, kann also direkt bei
dem gespeicherten Zustand fortfahren.

Die letzte Zeile der Datei wird eine leere
sein, worauthin die letzte if-Verzwei-
gung greift, der die Sonderregelung fiir
dieletzte Sequenz beinhaltet. Diese wird
mitsamt ihrem Namen ausgegeben, die
Variablen werden nicht mehr neu initi-
alisiert, die Generatorfunktion endet.

Im nachsten Teil werden zuerst zwei
neue Dateien initialisiert, in die spa-

ter die entsprechenden Sequenzen ein-
getragen werden. Nun lauft die Funkti-
on, die im Code vorher definiert wurde,
tiber die grofle Datei mit allen Spike-
Protein-Dateien und filtert jene heraus,
in deren Namen entweder ,France®,
steht, was bedeutet, dass dieses Prote-
in in Frankreich sequenziert wurde,
oder ,,Germany* fiir Deutschland (siehe
Abb. 3). Fiir diese Sequenzen schreibt
das Programm Name und Sequenz in
die jeweilige Datei und priift schlieflich
die nichste Zeile.

Dieser ~ Abschnitt  bendtigt  mit
3,6875 Sekunden 58 % der Gesamtlauf-
zeit des Programms.

Am Ende der Spike-Protein-Datei wer-
den die beiden Dateien, die nun alle Se-
quenzen aus Frankreich bzw. Deutsch-
land enthalten, geschlossen.

2.2 Multiples Sequenzalignment

Ein Sequenzalignment lagert zwei oder
mehrere Sequenzen optimal {ibereinan-
der, d. h. es lagert sie so, dass moglichst
viele Positionen chemisch dhnlich oder
identisch sind. [7]

Dabei wird jeder méglichen Uberein-
anderlagerung ein Score zugewiesen,
der darauf basiert, wie viele ibereinan-
derliegende Stellen identisch sind. Dies
wird durch das Einfiigen sogenannter
»Gaps® (engl. fiir Liicken) erreicht. So-
mit ldsst sich die Ausrichtung der Se-
quenzen finden, bei der mdglichst vie-
le Stellen gleich sind, zudem erhalten
alle Sequenzen durch die Gaps die glei-
che Lange.

Diese Eigenschaften sind sehr wertvoll
fiir die weitere Analyse einer Reihe von
Sequenzen, die in diesem optimal auf-
einander abgepassten Zustand nun z. B.
im Hinblick auf ihre Konservierung un-
tersucht werden konnen.

In dieser Arbeit wurde das Software-
produkt ClustalOmega genutzt, welches
multiple Sequenzalignments ausfithren
kann, also drei oder mehr Sequenzen
miteinander aligniert.[3]

ClustalOmega kann maximal 4000 Se-
quenzen miteinander alignieren, die
gefilterten Sequenzen sind allerdings
deutlich zahlreicher. Daher musste die
Grofle der zu alignierenden Datei an-

#Dicitionary
D= {,A:0, ,R:1, ,NV
,L':10, ,K‘:11, ,M‘:12,
D back = {}
for x in D:

D back[D[x]] = x

w, h = 20, len(aln[0])

list of lists

for y in aln
0
for B in y

X

if B in D
list of lists

x x+1

else

X x+1

12,
BN

[[0 for x in range

[(D[B]]

,DY:3,
:13,

,CY:4,
,PY:14,

,QY:5,
,S5V':15,

,EY:0,
,TY:16

(h) ]

for y in range

[x] list of lists [D[B]]

Abb. 4: Berechnung der 1ist_of lists

4

4

G‘:7, ,H':8, ,I':9,\
,Wye17, ,Y':18, ,V':19}
(w) ]

[x]+1
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gepasst werden. Ich habe beschlossen,
mich zunichst auf einen Testwert von
2000 Sequenzen zu beschranken.

Hierzu wurde ein Hilfsprogramm ge-
schrieben, das nur die ersten 2000 Se-
quenzen einer Datei mitsamt ihrem
Namen ausgibt und dem Fasta-Format
angleicht, sodass ClustalOmega diese
Daten verarbeiten kann.

2.3 Berechnung der
Konservierung

Wenn biologische Strukturen (bspw.
Aminosdure- oder Nukleotidsequen-
zen) im Laufe der Evolution weitestge-
hend erhalten und gleichgeblieben sind,
so werden sie als konserviert bezeich-

net.[6]

Durch die Konservierung lassen sich
Stellen in der Sequenz mit vielen Ab-
weichungen darstellen, weshalb dieser
Wert fiir den grafischen Vergleich der
Varianz wichtig ist.

Schematisch ldsst sich der Code zur

Berechnung in fiinf Arbeitsschritte
gliedern, die den groben Ablauf
skizzieren.

Einlesen der Fasta-Datei
Berechnen der Haufigkeit
Einlesen der Substitutionsmatrix
Berechnen der Konservierung
Ausgabe der Daten

Wichtige Komponenten sind hierbei die
Alignmentdatei, eine BLOSUM-Sub-
stitutionsmatrix, die die Ahnlichkeit
der einzelnen Aminosiauren und ihre
Wahrscheinlichkeit, im Laufe der Zeit
ineinander zu mutieren, festhilt, und
die folgende Formel zur Berechnung der
Konservierung [14]:

K K
V=>"Y" papsM(a,b) M
a b

Die Formel besteht aus der Summe
tiber alle moglichen Kombinationen der
Aminosauren, deren Produkt aus den

f\
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1. ABQR Lo l[AI[01=1,1 0|
2. ABNL Lo l[AI01=2,] 0|
3. BNQT Lo l[Bl[0]=1,10.
4. AKLM Lo

Abb. 5: Beispiel fiir Aminosaurelisten

beiden Haufigkeiten und dem zugehori-
gen Eintrag in der Substitutionsmatrix.

Die Haufigkeit einer Aminosiure
wird berechnet tiber ihre Anzahl, wel-
che durch eine Matrix list of
lists erfasst wird. In dieser befin-
den sich 20 Listen, die jeweils fiir eine
Aminosdure stehen und die Lange der
Alignments haben (siehe Abb. 4).

Fiir jede Sequenz in dem Alignment
wird nun jede Position erfasst und die
entsprechende Stelle in der entspre-
chenden Aminosdure-Liste um eins
nach oben gezéhlt.

In dem Beispiel in Abb. 5 wird zuerst die
erste Sequenz Position fiir Position un-
tersucht, die 1ist of 1lists fiir
A wird an der 1. Stelle (0) um eins nach
oben gezéhlt, B an der 2. Stelle, Q an
der 3. und R an der 4. Danach wird die
zweite Sequenz untersucht, die A-Lis-
te wird an der 1. Stelle wieder um eins
nach oben gezdhlt und alle weiteren Po-
sitionen der Sequenz ebenfalls erfasst.
In der dritten Sequenz steht B an erster
Stelle, daher wird fiir die Position 0 nun
die B-Liste um eins nach oben gezahlt.

Nach diesem Schema verfahrt das Pro-
gramm und erhélt zum Schluss fiir jede
Position die genaue Anzahl der Amino-
sdauren, die an dieser Stelle in allen Se-
quenzen stehen. Die Haufigkeit fiir eine
Aminosdure wird dann berechnet, in-
dem man die Anzahl durch die Anzahl
aller betrachteten Sequenzen teilt.

In der BLOSUM-Substitutionsmatrix
wird aus der chemischen Ahnlichkeit
der Aminosiduren und auf Basis der
Haufigkeit ihres Vorkommens ein Wert
ermittelt, mit dessen Rate die Amino-

doi: 10.7795/320.202309

Lo l[BI[1]=1,1 0 1[Q[21=1,1 o | [RI[3]=1
1[B][1]=2,]

o lINI[2]=1,1 0 L] [3]=1

Lo lINI[1]=1,l o llQ][2]=2,] o I[T][3]=1

LN P

Lo llAl[01=3,l o [KI[1]=1,L o I[LI[2]1=1, o |[M][3]=1
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siauren im Laufe der Zeit ineinander
tibergehen.

Aus diesen Informationen kann man
nun den Konservierungswert berech-
nen, der sich zusammensetzt aus dem
Vorkommen der Aminosiuren und de-
ren Eintrdgen in der Matrix, welche Er-
setzungen bewerten.

Dieser Konservierungswert wird nun
grafisch dargestellt, um ihn durch die
3D-Struktur des Spike-Proteins ver-
gleichbar zu machen.

Die Berechnung der Konservierung be-
notigt 1,125 Sekunden, also 18 % der
Gesamtlaufzeit.

2.4 Konsensussequenz

Aus den maximalen Vorkommen an je-
der Position wird eine Sequenz konst-
ruiert, die pro Position die am haufigs-
ten auftretende Aminosdure enthalt.
Diese nennt man Konsensussequenz.[5]
In dieser Konsensussequenz entspricht
jede Position einem Konservierungs-
wert, der im vorherigen Schritt be-
rechnet wurde. Somit eignet sich diese
Sequenz im weiteren Verlauf als Hilfs-
mittel fiir das korrekte Zuordnen der
Konservierungswerte.

Um die Konsensussequenz zu bilden,
muss zuerst die Alignment-Datei er-
neut eingelesen werden. Das Fasta-For-
mat-typische ,,>“ entscheidet zwischen
der eigentlichen Sequenz und ihrem
Namen. Beide Komponenten werden in
separate Listen sortiert.

In einem Dictionary wird zunichst je-
der Aminosaure ein Index zugeordnet,
damit diese als Listen weiterbearbei-

F


https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/09/JUWI-09-23-img-04.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/09/JUWI-09-23-img-05.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2019/06/JUWI-06-19-img-01.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/09/JUWI-09-23-img-05.jpg

tet werden kénnen. Zur spéteren Riick-
tibersetzung der Indizes in Aminosiu-
ren, wird auch noch die Invertierung
dieser Zuordnung als ein Dictionary
D back angelegt (siche Abb. 4). Um
die einzelnen Aminosaurepositionen in
den Sequenzen zu erfassen, wird zuerst
eine Art Matrix erzeugt. Diese besteht
aus 20 verschiedenen Listen, welche je-
weils flir eine mogliche Aminosédure
stehen. Die Indizes, die im Dictionary
Aminosduren zugewiesen wurden, er-
lauben eine Erstellung von 20 Listen.
Jede dieser 20 Listen in der allgemeinen
list of 1lists ist eine Liste der
gleichen Linge wie die Alignments, die
aufgrund des Algorithmus alle die glei-
che Lange besitzen. So kann fiir jede Po-
sition in den alignierten Sequenzen die
Anzahl der Aminosdure nach dem glei-
chen Verfahren wie bei der Berechnung
der Konservierung bestimmt werden.

Bei der Konsensussequenz soll nun an
jeder Stelle die Aminoséure stehen, die
am hdufigsten vorkommt. Dazu priift
der Algorithmus in Abb. 6 an jeder Po-
sition der Alignments, welche Amino-
sdure an die zugehorige Stelle der Kon-
sensussequenz gehort.

Es wird ein Counter c initialisiert, der
die aktuelle Position speichert, fiir die
die hiufigste Aminosaure gepriift wird.
Y durchléuft hierbei alle Positionen der

Alignments und zdhlt ¢ immer eine

Seite 6

Position weiter, nachdem die héufigste
Aminosdure fir die vorherige Position
ermittelt wurde.

Die Variable Haufigste speichert den
Index der Liste, die die Aminosiu-
re reprasentiert, die momentan an die-
ser Stelle das hochste Vorkommen hat.
Sie startet bei 0, was in diesem Fall der
Aminosdure ,,A“ entspricht. x durch-
lauft als Index alle 20 Aminosdurelis-
ten. Fiir jede Liste wird geschaut, ob der
Wert an der aktuellen Position ¢ gro-
Ber ist als der Wert der bisherigen ,,hdu-
figsten® Liste. Ist dies der Fall, wird der
neue Index als haufigster Index ange-
nommen.

Ist die Anzahl von Aminosiduren der
ersten Liste, also ,R“ grofler als die
Anzahl der ,A% so wird der neue Wert
der Variable Haufigste = 1 be-
tragen. Kommt ,,A“ ofter vor, bleibt
Hiufigste = 0 bestehen.

Sind alle 20 Listen durchlaufen und abge-
glichen, steht die Liste mit dem grofiten
Vorkommen fest und wird durch das um-
gekehrte Dictionary D back wieder
von einer Indexzahl in eine Aminosau-
re umgeschrieben, die dann in der Kon-
sensussequenz-Datei gespeichert wird.

Schliefllich erhoht sich der Counter c
um eins und das Verfahren priift die
niachste Position.

Das Erstellen der Konsensussequenz
benoétigt 0,875 Sekunden, also 14 % der
Gesamtlaufzeit.

2.5 Einlesen der PDB-Datei

Um nun weiterzuarbeiten, muss man
zundchst die PDB-Datei, die die struk-
turellen Daten des Spike-Proteins zur
Visualisierung erhalt, einlesen. PDB
steht fur Protein Data Bank.[10] Hier
werden die Koordinaten und ande-
re Attribute von Atomen in Proteinen
oder anderen Makromolekiilen gespei-
chert. Dieses Dateiformat wird zur Un-
tersuchung von Proteinen wie in diesem
Fall verwendet [9]. Biopython besitzt
fiir solche Untersuchungen das Modul
Bio.PDB.

Dazu wird die Datei zunichst geparst,
also typspezifisch in ihre einzelnen
Komponenten eingelesen (siehe Abb. 7).
PDB-Dateien haben einen besonderen
Aufbau, der sie in mehrere, ineinander
verschachtelte Elemente unterteilt.

Uns interessiert hier besonders der B-
Faktor, ein Attribut der Atome in der
Struktur des Proteins, aus welchen die
Residuen [13], also die chemischen Un-
tereinheiten des Proteins, aufgebaut
sind. Der grafische Vergleich ldsst sich
durch den B-Faktor der CA-Atome op-
timieren, weshalb man in der Struk-
tur der Datei zuerst das erste Model

Ausgabe = open (new file name, “u”)
c = 0 #Counter durchlauft alle Positionen v. Alignment
for y in aln[l]: #y enthdlt Namen v. Aminosdure bei c
Haufigste = 0
for x in range (20): #durchlauft alle Aminosauren 0-19
if list of lists [x] [c] > list of lists [Haufigste] [c]

Haufigste = x

Ausgabe.write (D_back[Haufigste])

c = c+l

Ausgabe.close ()

Abb. 6: Bildung der Konsensussequenz

f‘\
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parser = PDBParser ()

Seite 7

Struktur = parser.get structure(,Datei™,“ovxx.pdb™)

Model = Struktur[0]
chain A = Model[“A"]
chain B = Model[“B”]
chain C = Model [“C"]

Abb. 7: Einlesen der PDB-Struktur

(also das erste und in dieser Datei ein-
zige Experiment) und dann die einzel-
nen Chains (Ketten) durchlduft und die
Residuen abgreift, von deren CA-Atome
man den B-Faktor andern mdchte.

Jetzt erhidlt man eine Liste, die die Resi-
duen enthilt. Um diese mit der Konsen-
sussequenz vergleichen und iiber diesen
Vergleich schliefilich auch die Konser-
vierungswerte zuweisen zu konnen,
muss man die Buchstabencodes jedoch
noch umwandeln.

In der Datei sind die Aminosiuren als
niedergeschrie-
ben, in den hier verwendeten Sequen-
zen jedoch nur als Ein-Buchstabencode.

Drei-Buchstabencode

seql ist eine Funktion in Biopython,
die eine Riicktranslation vom 3-Buch-
stabencode in den 1-Buchstabencode
durchfithrt. Man ruft also nur jede Po-
sition des Chains auf, speichert ihren
momentanen Namen und konvertiert
ihn entsprechend. Zum Schluss wird
diese neue Bezeichnung in einer extra
Variable gespeichert, mit der man im
Weiteren arbeitet.

In einem Chain befinden sich alle Re-
siduen. Allerdings sind nicht alle Resi-
duen Aminosauren, jedoch besitzen nur
Aminosduren das CA-Atom, dessen B-
Faktor gedndert werden soll.

Aminosdure-Residuen erkennt man an
ihrer ID, die in einem PDB-File aus drei
Informationen besteht. Ist die erste In-
formation unbesetzt, so handelt es sich
um eine Aminosaure.

’W

(\

Um also ein korrektes Alignment und
auch ein korrektes Mapping im weite-
ren Verlauf zu gewihrleisten, diirfen
nur die Aminosdure-Residuen anhand
ihrer unbesetzten ersten Information
der ID herausgefiltert werden.

Fiir den weiteren Vergleich braucht man
zwei Werte aus vorherigen Arbeits-
schritten, die Konsensussequenz, die
fir das Vergleichen und Positionieren
der Konservierungswerte wichtig ist,
und natiirlich die richtigen Konservie-
rungswerte, durch welche man den B-
Faktor ersetzen will.

Diese beiden Dateien werden im Fol-
genden Zeile fiir Zeile in das Programm
eingelesen und von allen auflertextli-
chen Zeichen befreit.

Im nichsten Schritt wird die Konsen-
sussequenz mit der Sequenz der Re-
siduen aligniert. Diese Pairwise-Ali-
gnment-Funktion in Biopython gibt
vier Argumente zuriick: die erste Se-
quenz, die man eingelesen hat, ein
Chart, das die Matches verdeutlicht, die
zweite Sequenz mit den entsprechenden
Gaps und ein viertes, leeres Argument.

Von der Alignment-Funktion werden
mehrere Alignments erstellt, da es meh-
rere Moglichkeiten gibt, die beiden Se-
quenzen {ibereinander zu lagern. Diese
verschiedenen Alignments werden ab-
steigend gespeichert. Die ersten Align-
ments haben daher den héchsten Score
und somit konnte ich fiir den weiteren
Verlauf des Programms mit dem besten
Alignment weiterarbeiten.

Danach wird das Alignment-Objekt wie
bereits beschrieben in diese vier Kom-
ponenten aufgeteilt, da man jetzt die
beiden alignierten Sequenzen zur Ver-
fiigung hat, um den B-Faktor auszutau-
schen.

Die Laufzeit des Einlesens betrigt
0,40625 Sekunden, was rund 7 % der
Gesamtlaufzeit entspricht.

Disarderadintity Wrappaer

Abb. 8: Die Struktur einer PDB-Datei [8]

doi: 10.7795/320.202309



https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/09/JUWI-09-23-img-08.jpg
https://www.junge-wissenschaft.ptb.de/fileadmin/paper/2023/09/JUWI-09-23-img-07.jpg

Verlag
Physikalisch-
Technische
Bundesanstalt

2.6 Anderung des B-Faktors

Der B-Faktor, auch Temperaturfaktor
oder Deplatzierungsfaktor genannt, re-
préasentiert die Streuung der Atome [1].
Um die dargestellten Werte in der Gra-
fik vergleichen zu konnen, muss der B-
Faktor in die entsprechenden, vorher
berechneten Konservierungswerte um-
getauscht werden. Dazu muss fiir jedes
der 972 CA-Atome (C-alpha, das zent-
rale C-Atom einer Aminosdure [2]) in
der PDB-Datei 6vxx der entsprechende,
durch das vorherige Alignment zuge-
ordnete, Konservierungswert gefunden
und durch den B-Faktor ersetzt werden.

Fiir jede Position wird also gepriift, ob
ein Konservierungswert zu dem pas-
senden Aminosdure-Residuum vorliegt
und anschlieflend der B-Faktor entspre-
chend getauscht.

Dazu initialisiere ich eine Schleife, die
nun jede Position eines Alignment-Ob-
jektes durchlduft (siehe Abb. 9). Da bei-
de Alignments gleich lang sind, ist es
egal, wessen Liange genommen wird. In
diesem Fall wurde die erste Sequenz ge-
wihlt.

Dann werden drei Counter initiali-
siert: x, der jede Position durchliuft,

res counterundaln3 counter,
die fiir das Uberspringen von Gaps in
der jeweiligen Liste zustandig sind. Dies
ist notwendig, da durch das Alignment
Gaps eingefiigt wurden, also in den Se-
quenzen jetzt Positionen existieren, de-
nen gar kein Wert gegeniibersteht, bei
denen man also den B-Faktor durch
nichts ersetzen kann.

Es gibt drei Fille der Ubereinanderlage-
rung, die im Folgenden betrachtet wer-
den:

1. Es gibt ein Residuum, das mit ei-
ner Position der Konsensussequenz

x =0
aln3 counter = 0

res_counter = 0

residue =

res _counter += 1

ats =
for atom in ats

name =

if name ==

richtig

aln3 counter =

X = xX+1

aln3 counter =

X = xX+1

res counter =

x = xX+1

if res alignment[x]

“CA”

elif res alignment [x]

elif res alignment [x]

def counting mechanism(conservation value, residue list,
res_alignment, cons_alignment) :

for y in range(len(res_alignment))
!= “-” and cons alignment [x]
conservierungswert = float(conservation valuel[aln3 counter])

residue list[res_ counter]

residue.get atoms ()

atom.get name ()

atom

richtig.set bfactor (conservierungswert)

aln3 counter+l

== “-” and cons_alignment

aln3 counter+l

!= “-” and cons alignment

res counter+l

Abb. 9: Zahlmechanismus fiir jede Position

[x]

N _

©
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def (chain) :

for residue in chain

if residue.get id()

Seite 9

[O] == W Ww.

for x in residue.get atoms():

if x.get name ()

B Faktor

AN} ”

= x.get bfactor()

if B Faktor > 1:

ResiduumId =

chain.

Abb. 10: Ausschneiden der Aminosauren ohne Wert

und damit einem Konservierungs-
wert korrespondiert.

2. Es gibt zwar einen Konservierungs-
wert, aber kein dazu korrespondie-
rendes Residuum.

3. Es gibt ein Residuum, aber keinen
dazu passenden Konservierungs-
wert.

In Fall 2 und 3 kann man den B-Faktor
nicht ersetzen, daher werden diese bei-
den Fille damit abgehandelt, dass man
den Counter der jeweiligen Sequenz, in
der der Gap nicht aufgetreten ist, um
eins nach vorne stellt, um sicherzuge-
hen, dass an der nichsten Position nicht
dieselbe Aminosédure iiberpriift wird.

residue.get id()

detach child(ResiduumId)

(\

Nur im ersten Fall lasst sich der B-Fak-
tor ersetzen. Mittels der Sequenzcoun-
ter greift das Programm nun den zu
der Position dazugehorigen Konservie-
rungswert und das Residuum der PDB-
Datei.

Von allen Atomen, aus denen ein Resi-
duum besteht, will man, dass nur der
B-Faktor des CA-Atoms geandert wird.
Diesen kann man im Visualisierungs-
programm extra herausfiltern. Da-
her miissen alle Atome auf ihren Na-
men untersucht werden und schliefllich
muss das CA-Atom herausgefiltert und
weiterbearbeitet werden. Nachdem man
den B-Faktor durch den korrespondie-
renden Konservierungswert ersetzt hat,
werden die beiden Sequenzcounter eins

nach oben gesetzt, damit beim néchsten
Durchlauf die niachste Position betrach-
tet wird.

Aufgrund der Fille 2 und 3 existieren
jedoch auch CA-Atome, deren B-Faktor
nicht ausgetauscht wurde, da an dieser
Stelle kein korrespondierender Konser-
vierungswert vorhanden war (also ein
Gap in aln3). Dies ist bei der Konser-
vierung von Frankreich beispielsweise
dreimal der Fall.

Fiir diese Aminosdaurepositionen gibt es
keinen Wert, daher miissen sie ausge-
schnitten werden.

Fiir jedes Residuum wird geschaut, ob es
sich um eine Aminosaure handelt, dann
werden ihre Atome nach dem CA-Atom
untersucht. Dessen B-Faktor wird dann
gepriift, Konservierungswerte sind im-
mer Werte zwischen 0 und 1, B-Fakto-
ren sind immer grofler. Durch diese Be-
dingung ldsst sich entscheiden, welche
Residuen ausgeschnitten, also von dem
zugehorigen Proteinkette losgeldst wer-
den miissen.

Die Funktion detach _child iber-
springt jedoch nach einmaligem Aus-
fuhren das nichste Residuum, weshalb
dieser Block zweimal ablaufen muss,
um sicherzustellen, dass alle Stellen ent-
fernt wurden.

Abb. 11: Spikeprotein mit farblicher Markierung

der Konservierung in Frankreich

/‘\

(‘\
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Abb. 12: Spikeprotein mit farblicher Markierung
der Konservierung in Deutschland
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Die Chains A, B und C der entsprechen-
den PDB-Datei eignen sich, um einen
grafischen Vergleich darzustellen [11],
deshalb lauft das Programm fiir diese
drei Chains ab, die sich dann einfarben
lassen. Anschlieflend wird die neu bear-
beitete PDB-Datei ausgegeben.

Die Anderung des B-Faktors bendtigt
0,21875 Sekunden, ca. 4 % der Gesamt-
laufzeit von 6, 3125 Sekunden.

3.1 Visualisierung

Liadt man die ausgegebene PDB-Datei
in einem Visualisierungsprogramm wie
PyMOL und ldsst die B-Faktoren farb-
lich darstellen, ergeben sich die Abb. 11
und Abb. 12. Diese sind sich sehr dhn-
lich, woraus man schlieflen kann, dass
die Varianz in den beiden Landern dhn-
lich hoch ist. Die Vermutung, die Viren
in Deutschland und Frankreich seien
sich sehr dhnlich, kann man damit be-
statigen.

Wie man im Boxplot (Abb. 13) sehen
kann, gibt es jedoch eine kleine Ab-
weichung zwischen Deutschland und
Frankreich: Der Median in Frankreich
ist etwas hoher, es sind also mehr Po-

sitionen besser konserviert und somit
nicht so haufig verdndert.

Betrachtet man die Proteinstruktur mit
der Einfarbung, sieht man jedoch, dass
die Lage der konservierten und nicht
konservierten Stellen grundsitzlich bei
beiden Proteinen ibereinstimmt, die
am wenigsten verdnderten und wich-
tigsten Positionen sind also bei beiden
gleich.

3.2 Ergebnisdiskussion

Wie bereits vermutet, sind sich die bei-
den Konservierungen relativ dhnlich,
die einzelnen Aminosduren sind also
gleich gut erhalten. Zwischenzeitlich
sah es jedoch nicht so aus, als bestiinde
eine grofe Ahnlichkeit. Durch dieses
Projekt sind die Sequenzen durch die
Beriicksichtigung der Konservierung
vergleichbar geworden. Die Unterschie-
de in der Sequenzierung, die auf experi-
mentelle Unterschiede in verschiedenen
Laboren zuriickgehen, sind mit meiner
Methode irrelevant geworden.

Technisch gesehen gab es Probleme
beim Austauschen der B-Faktoren an
den CA-Atomen, was dadurch beho-
ben wurde, dass nur noch die Amino-
sdure-Residuen betrachtet wurden. Das

0,9

0,8

0,7

0,6 4-7
0,5

B Deutschland
B Frankreich

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

Abb. 13: Boxplot der Konservierung
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Auftauchen der Liicken im Alignment-
objekt der Konservierungswerte wurde
schlussendlich durch das Herausschnei-
den der tiberfliissigen Werte gelost. Bei
der Visualisierung wurden fiir eine op-
timale Darstellung Residuen ohne Kon-
servierungswert weggelassen.

Schlussendlich waren die deutschen
und franzoésischen Konservierungen
gut visualisierbar und vergleichbar. Um
weitere Erkenntnisse zu erhalten, konn-
te man in einer Untersuchung Daten aus
anderen Landern (innerhalb und aufler-
halb Europas) einbeziehen, sowie unter-
schiedliche Zeitrdume getrennt vonein-
ander betrachten.

Abschlielend kann man festhalten,
dass mit der hier vorgelegten Methode
neue Coronavirus-Mutationen optisch
aufgezeigt werden konnen.
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