bioscience | explained Vol 3 | No 1

Henrik Brandén

Vetenskapsradet
103 78 Stockholm
Sverige

Undersokning av influensavirus med
hjalp av slakttrad

Introduktion

Influensavirus delas in i olika stammar beroende pa vil-
ka varianter viruset bar med avseende tva ytproteiner.
Dessa ytproteiner kallas hemagluttinin (HA) och neuro-
aminidas (NA). De olika stammarna bar darfér namn
som H5N1 eller H4N2. Idag klassificeras virus genom
att man analyserar DNA-sekvensen fér dessa proteiner.
Darigenom kan man inte bara snabbt konstatera vilken
stam ett virus tillhér utan ocksd slaktskapen mellan oli-
ka virus och man kan dessutom fa ledtradar till att for-
klara spridningen av viruset.

I denna 6vning ska du fa sekvensen fér hemagluttinin-
genen som hittats hos en influensasjuk manniska eller
fran en upphittad sjuk fagel. Sedan skall du ta reda pa
vilken stam viruset kommer fran genom att bygga ett
slakttrad dar din sekvens fér HA-genen ingdr, samt ett
antal andra sekvenser fran HA-gener fran olika stam-
mar av influensavirus som hittats i faglar och manni-
skor runt om i varlden.

1. Férberedelser

Till 6vningen finns tio olika virussekvenser att underso6-

ka, bendmnda virus 1 — 10. Ni skall férdela dessa mel-
o M

lan er, sa att inte alla arbetar med samma sekvens.

For att hamta sekvenserna:

a. Ga till
http://forskning.se/nyabiologin/larare/material, klicka
pa lanken till “"Underlag fér larare” och sedan pa "Influ-
ensasekvenser - underlag évning”. I det word-
dokument du da far upp, kopierar du den sekvens du
skall arbeta med och skapar ett nytt word-dokument,
dar du klistrar in sekvensen.

b. Om du far problem med radldngden i worddokumen-
tet, ga in pa Arkiv>Utskriftsformat och valj liggande
papper, samt anpassa radlangden och valj eventuellt en
mindre teckenstorlek. Notera p& ett papper varifrén

KORRESPONDENS TILL sekvensen ar tagen.

Ze”f,’f 5f5‘”_dkég g c. Ovanfor sekvensen skriver ni en rad dar det star
- henrik.branden@vr.se ”>Min_ok&nda_gen” (Med understrukna mellanslag.)
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2. Hémta fler sekvenser till sldakttradet

Du skall nu ga till en databas och hamta 8 - 10 ytterli-
gare hemagluttinin-sekvenser fran olika stammar av in-
fluensaviruset, hittade hos olika arter i olika delar av
varlden.

a. Ga till http://www.flu.lanl.gov. Klicka pa "Search” i
listan upptill pa sidan.

Fh{f The Influenza Sequence Database

Home | Search | Vaccine Selection | Reviews | Links | Contact Us | Help | Report a

search Search

Search Search FluSpecies: v A B[ C IHA(4) | Ivl
Search Refine [~ 50T Any of | in | All Fields =l
Help

Display Options Sortbylyear (newest first) vl Results per pagelmo 'I resetl
Analysis
and
Figur 1.

b. P& sidan du da ser (Fig 1), gor du féljande val: vid
"Flu species”, klicka "A”. I fonstret dar man kan valja
segment av viruset, valj "HA(4)". I fonstret invid dar
man kan vélja varddjur, valj "Human”. Klicka pa "Go".

c. Du far nu upp en lang lista (Fig 2) pa olika se-
kvenser fran influensavirus hittade i méanniska i olika
delar av varlden. Valj en post dar sekvensens "Length”
anges till dver 1600 baser. Klicka pa den understrukna
koden till vanster pa raden.

F[l-i’ / The Influenza Sequence Database

Home | Search | Vaccine Selection | Reviews | Links | Contact Us | Help | Report a Bug | Login

Sganch Search Results

Search

Search Help You have 5281 records in Search Results, showing 1 through 100
Search [ Next > ]

Results (5281)

Addto: |Working Set vI EI

?22:!53 and [ Accession Strain Seg Length Year  Serotypd
| | U37727 AMNWSIGTOC HA (4) 1743 HIN1

Download —

Results O AB255385 AfA1chif103/2006 HA (4 978 2006 HIN1
o AB258107 AfA1chif104/2006 HA (4) 987 2006 H3N2

Figur 2.

d. Du kommer nu till en sida (Fig 3) med sekvens
och (oftast) information om var och nar provet ar taget.
Om sadan information saknas, valj en annan sekvens.
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|Pap-Up Blocker Is OFF|

| ISD Nucleotide Record
[Accession | ISDN140818

[Gi [ 15D 140818

[Locus [1SDIN140818

[Strain | AfIndonesia/538H/2006
[Deﬁnjtion ‘

‘Source ‘

ol ction Indonesia

Country

Lengthof | 1716

Sequence

Collection

Date 2006

(YYYY)

[Host Species ‘ Human

[Segment ‘ 4
[Serotype  |HSN1

ISOLATE_DATE: 05/09/2006
additional information: Bronchial suction from Indonesia Case 538 (19M)

[Comments ‘Direct Web Submission by h5. Virus provided by Drs T. Soendoro & N. Kandun, Ministry of Health, Republic of Indonesia.

ATCTGTCAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAACAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGG =
TTACCATGCAAACAATTCAACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTCACTGTCACACATGCCCAAGA
CATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTAAGAGATTGTAG
TGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTACCGGAATGGTCTTACATAGTGGA
GAAGGCCAATCCAGCCAATGGCCTCTGTTACCCAGGGAATTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAG

DEComments

Raw CAGAATAAATCATTTTGAAAAACTTCAGATAATCCCCARAAGTTCTTGGTCCGATCATGAAGCCTCATTAGGGGT

Sequence GAGCTCAGCATGTCCATACCTGGGAAGGTCCTCCTTCTTTAGAAATGTGGTATGGCTTATCAAAAAGAACAATAC
ATACCCAACAATAAAGAGAAGCTACAATAATACCAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCC
TAATGATGCAGCAGAGCAGACAAGGCTATATCAAAACCCAACCACTTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTALL
CCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAATGGGCAAAGTGGAAGGATGGAATTCTTCTGGAC v
Kl ;lJ

Figur 3.

e. Nar du valt en sekvens, atervand till ditt worddo-
kument, och skriv pa raden efter den tidigare inklistra-
de sekvensen en rad med information om den nya se-
kvensen. Du skall ange virusets varddjur, plats och ar
det hittats samt virusets stam (serotyp). Borja raden
med ”">" och anvand understrukna mellanslag for att
separera ord. Raden kan t ex se ut sd har:

>human_cambodja_2004_H5N1.

f. Atervand till databasens sida med sekvensen och
kopiera denna. Klistra in den i ditt worddokument sd att
den bérjar pa raden efter den identifikationsrad du just
skrivit.

g. Sedan fortsatter du pd samma satt och fyller pd
ditt worddokument med 4-5 ytterligare DNA-sekvenser
fran virus funna i manniskor. Varje sekvens du klistrar
in skall féregas av en identifikationsrad, som specifice-
rar var och nar viruset ar hittat och vilken stam det till-
hoér. Valj bland de olika sekvenserna i databasen enligt
foljande principer: (a) Sekvensen ska vara minst 1600
baser 18ng (annars &r endast del av genen sekvense-
rad). (b) Ta med virus av olika stammar (serotypes).
(Observera att H3 ar lika med H3N2, och att H1 innebar
H1N1). Om du inte hittar lampliga sekvenser pa den
sida som visas, scrolla och anvand "Next-knappen” i
bérjan eller slutet av sidan.

h.  Nar du har 4-5 sekvenser fran virus funna i man-
niskan gar du tillbaka till “Search” (se Fig 1) och andrar
sOkningen till “avian”. Valj darefter ut 4 -5 olika se-

www.bioscience-explained.org 3 COPYRIGHT © bioscience-explained, 2006



bioscience | explained Vol 3 | No 1

kvenser fran virus i faglar efter samma principer som
tidigare (minst 1600 baser, olika orter, olika stammar).
Klistra in dessa en efter en i worddokumentet, fore-
gangna av var sin rad i samma form som tidigare (
vardart, plats, &r och virusstam).

3. Redigera dokumentet

Nu ska du redigera worddokumentet, sd det far en form
som accepteras av det dataprogram som gor slakttrad.

a. Genom att pa Arkiv>Utskriftsformat vélja liggande
papper, och mixtra med teckenstorlek och radléangd kan
du fa raderna att rymmas i dokumentet.

b. Kontrollera att varje sekvens du klistrat in féoregas
av en rad med information om vilken art sekvensen
kommer fran och att dessa rader bérjar med ett ”">",
inte innehdller ndgra “tomma” mellanslag utan
bara_tecken_och_understrukna_mellanslag.

c. Setill att det inte finns ndgra tomma rader mellan
eller inne i de olika sekvenserna, samt att det inte finns
nagra mellanslag i bérjan av raderna. Mellanslag inne i
sekvenserna ar déaremot inget problem, inte heller om
raderna &r olika Ianga. Ett exempel pa hur ditt worddo-
kument kan se ut efter redigeringen visas i rutan ned-
an.

>Hum_lrak_2006_H5N1
GATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTAACT
GTTACACACGCCCAAGACATACTGGAAAAGACACACAACGGGAAACTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTA
ATTTTAAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCCTCAATGTGCCGGAA
TGGTCTTACATAGTGGAGAAGATCAATCCAGCCAATGACCTCTGTTACCCAGGGAATTTCAACGACTATGAAGAA
CTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATACCCAAAAGTTCTTGGTCAGATCAT
GAAGCCTCATCAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAGGTCCTCCTTTTTTAGAAATGTGGTATGGCTT
ATCAAAAAGGACAATGCATACCCAACAATAAAGAGAAGTTACAATAATACCAATCAAGAAGATCTTTTGGTACTG
TGGGGGATTCACCATCCAAGTGATGCGGCAGAGCAGACAAGGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTT
GGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCTACTAGATCCAAGGTAAACGGGCAAAGTGGAAGG
ATGGAGTTCTTTTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATAAACTTTGAGAGTAATGGAAATTTCATTGCTCCA
GAAAATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAACAATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAAC
ACCAAGTGTCAAACTCCAATAGGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAACATCCACCCTCTCACCATAGGG
GAATGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGCCCTCAAGGAGAGAGA
AGAAGAAAAAAGAGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATGGT
TGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAGTGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATA
GATGGAGTCACCAATAAGGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCTGTTGGAAGGGAATTT
AATAACTTAGAAAGGAGAATAGAAAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGATTCCTAGATGTCTGGACTTATAAT
GCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTAGACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGAC
AAGGTCCGACTACAGCTTAGGGATAATGCAAAGGAGCTTGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAGATGTGAT
AATGAATGTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAAGATTAAAAAGA
GAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGC
TCCCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCTGGTCTATCTTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAAA
>Hum_Kambodja_2005_H5N1
ATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGCGATAGTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCA
AACAACTCGACAGAGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTGGAA
AAGACCCACAACGGGAAGCTCTGTGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTTGAGAGATTGTAGTGTAGCTGGA
TGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCATCAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAAT

4. L8t datorn géra ett slakttrad

Du &r nu klar att 13ta en dator jamfora dessa sekvenser
med varandra.

a. Ga till http://align.genome.jp. Kopiera och klistra in
dokumentet du gjort med sekvenserna i den stora
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rutan en bit ner pa sidan (Fig 4), se till att du har
valt DNA, inte protein i raden strax ovanfor rutan,
klicka pa "Execute multiple alignment” och vénta.

Multiple Sequence Alignment by CLUSTALW

CLUSTALW MAFFT PRRN

Help
General Setting Parameters:

Output Format: ]CLUSTAL vI

Pairwise Alignment: & FAST/APPROXIMATE ¢ SLOW/ACCURATE

Enter your sequences (with labels) below (copy & paste): ¢ PROTEIN  DNA
Support Formats: FASTA (Pearson), NBRF/PIR, EMBL/Swiss Prot, GDE, CLUSTAL, and GCG/MSF

=l
=
Or give the file name containing your query
| Bladdra...
| Execute Multiple Alignment | Reset |
Figur 4.

b. Programmet underséker nu den parvisa likheten
mellan de olika sekvenser du matat in. Efter en stund
skapas en sida med namnet "CLUSTALW RESULT".
Scrolla till botten av sidan dar du ser ett fonster, dar du
kan vadlja olika slags slakttrad. Valj ” N-J Tree with
bransch length” och klicka pa knappen "Exec” till héger.

c. Du far efter en stund en ny sida pa skarmen med ett
slakttrad for dessa gener, avseende hemagluttinin. Ge-
nom att peka pa trddet med musen och hégerklicka,
kan du kopiera bilden, klistra in den i ett nytt word-
dokument och skriva ut det.

5. Analysera trddet

Titta pa slakttradet. Beteckningen H1, H3 o s v i bérjan
av namnet pa virusets serotyp (stam) betecknar vilken
variant viruset har av detta hemagluttinin-protein.

Fundera éver:

e Samlas virus som enligt databasen har samma
grundtyp av hemagluttinin p& samma huvudgrenar
i tradet?

e Vilken variant forefaller det virus ha, som du skulle
undersdka?

e Kan du urskilja spar av en utveckling dven inom de
olika virusstammarna?
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Till lararen

Syfte: Denna 6vning illustrerar hur generna for influ-
ensavirusets ytprotein hemagluttinin skiljer sig drama-
tiskt mellan virusstammar och hur denna kunskap ut-
nyttjas nar man idag avgoér vilken stam ett nyhittat vi-
rus kommer ifran.

Férkunskaper: Eleverna m8ste veta
e vad en gen ar

e att mutationer andrar baser i en gen och att man
kan avgora grad av sléktskap genom att studera
skillnader i gensekvenser.

e att influensavirus, och i synnerhet generna fér deras
ytproteiner, fordandras mycket snabbt och att detta
leder till att forra arets influensa sallan ger en full-
standig immunitet mot arets.

Genvég:

Om ni har ont om tid, kan eleverna hamta ett doku-
ment dar ett antal virussekvenser redan ar samlade,
och endast fora in sin egen okanda sekvens och ytterli-
gare ett par som de hamtar ur databaserna. Ett sddant
dokument finns att hdmta pa

www.forskning.se/nyabiologin/larare/material

>Underlag for larare
>slakttrad influensavirus — underlag lararkurs.

Om de “okédnda” sekvenserna: De sekvenser eleverna
tilldelas ar nagot “muterade” varianter av sekvenser
fran influensavirus som deponerats i databasen, med
korrekt angivelse av var och nar de hittats. Anledning-
en till att sekvenserna ar férandrade ar bara att undvi-
ka att ndgra elever skall raka hitta en exakt kopia av
sitt virus i databasen.
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