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Aus einer Hand voll Erde —
Metagenomik

Prof. Daniel Huson
UNIVERSITAT ZBIT Center for
TUBINGEN Bioinformatics

UNIVERSITAT ? . . .
s * Wie viele Arten gibt es?
Ungel6ste Hauptfrage: ?

@ Anzahl der verschiedenen Arten?
@ Nicht mal bis auf einige GroRenordnungen genau beantwortet

@ Einige Schatzungen
@ 3-50 Millionen Arten von Arthropoden
@ 1-100 Millionen Arten von Fadenwiirmer

Once the diversity of the microbial world is
catalogued, it will make astronomy look like a pitiful
science

- Julian Davies, #rofessor emeritus, Microbiology and Immunology, UsC
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i, * Benannte Arten
~1.7 Million benannte Arten

@ 287,655 plants, including: ® ~1,250,000 animals,
@ 15,000 mosses including:
@ 13,025 ferns @ 1,190,200 invertebrates:
@ 950,000 insects
@ 70,000 mollusks
© 40,000 crustaceans
. @ 130,200 others
74,000-120,000 fungi © 58,808 vertebrates:
10,000 lichens ° 29,300 fish
@ 5,743 amphibians
@ 8,240 reptiles
@ 5,700 prokaryotes o 10,234 birds
@ 5,416 mammals

Quelle: http://en.wikipedia.org/wiki/Biodiversity SequenZen fiir -200,000

@ 980 gymnosperms
@ 199,350 dicotyledons
@ 59,300 monocotyledons
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wlBNGN* Metagenomik
@ “Das Studium der DNA von

unkultivierten Organismen”
@ >99% aller Mikroben nicht kultivierbar

® Genom:
@ Gesamtheit der genetischen Informationen
eines einzelnen Organismus

@ Metagenom:

® Gesamtheit der genetischen Informationen T :
einer Ansammlung von Organismen |

@ Meta-Transkriptom: Gesamtheit aller RNA Sequenzen, u.s.w.

JTUBNGEY i Typische Quellen fiir Metagenome

@ Bodenproben
@ Meeresproben

@ Bohrkerne aus dem
Meeresgrund

@ Luftproben
@ Uralte Knochen
@ Mikrobiota des Menschen

o \'fﬁ,\',T ? Global Ocean Sampling Expedition

@ Craig Venter und Kollegen vom Venter Institut
segeln um die Welt und sammeln Wasserproben
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N i Global Ocean Sampling Expedition

(€)

@ DNA wird extrahiert und sequenziert

@ 2007 (Sonderausgabe von PLoS Biology):
@ 41 Proben sequenziert
@ 7.7 Millionen Reads mittels Sanger Sequenzierung
@ Mittlere Lange der Reads: 882bp
@ Menge an Sequenz: 5.9 Gb

Viruses,
Eukaryota 3.7% Archae Alpha
oo 2 7% Unc:

Bacteria Plenctomycetes o002
o0 8
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Global Ocean Sampling Expedition

Zwei Hauptergebnisse:
@ Sequenzen sehr inhomogen

@ Ca. 6 Millionen neue Gene entdeckt,
lineare Entdeckungsrate

RSITAT

NG i Metagenomik in der Medizin

@ Gibt es eine Beziehung zwischen Krankheiten und
der Darmflora bei Menschen?

@ Mausmodelle
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@ Vergleich der Darmflora einer normalen Maus
und einer obesen Maus (Turnbaugh et al, Nature, 2006)
@ Sanger Sequenzierung: 40 Mb

@ Roche(454) Sequenzierung: 160 Mb I

Ergebnisse:
@ Verdanderung in der Zusammensetzung der Arten:
@ Firmicutes vs Bacteroidetes
@ Verdanderung in der Zusammensetzung der Gene:
@ Zunahme energieverarbeitender Gene
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ol UBNOIN t Darmflora des Menschen

[P — nawre

ARTICLES

A human gut microbial gene catalogue
established by metagenomic sequencing

Junie Qin'*, Ruigiang Li"*, Jeroen Raes™, Manimozhiyan Arumugarr?, Kritoffer Solvsten Burgdorf'

Songgang L', Nan Qin’, Huaniming Yang,Jan Wang', Saren Brunak’,Joe Doré",Francisco Guarner',
Korsten Krisiansen”, Oluf Pedersen, uan Parkhil, Jean Weissenbach °, MetaHIT Consortum, Peer Bork
. Dusko Enlich" & Jin Wang

ferabial A The gene set,

cohrt, Over

576 Gb DNA von 124 Individuen
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Darm Mikrobiom =

i i SLss
oc

Rosebura nfostials M50 1
acteroides sp.2.1.7
£ imsi

7703
rodes Gstasons ATCC 8503
acteroides p.9.1_42FAA

@ 57 Spezien =
vorhanden in 290% &==zii
der Individuen mit e
Anteil >1%

@ Hohe Varibilitat

@ Bacteroidetes und
Firmicutes die
haufigsten
Bakterien

3 E
Relative abundance (0g,,)




YR T Human Microbiome Project
@ Ziel des HMP:
Charakterisierung der | N
Mikrobiota, die auf dem |
menschlichen Korper Oral —
leben. PR

@ Hauptfrage: Welche
Rolle spielen diese
Mirkobiota fir die

menschliche
Gesundheit und flr
Krankheiten?

http://commonfund.nih.gov/hmp/
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Structure, function and diversity of the healthy human microbiome OP £
‘The Human Microbome Project Consortum

The Human Microbiome Project Consortium reports the first resuts of their analysis of microbial
communities from distinct, ciinically relevant body habitats in a human cohort; the insights into
the microbial communities of a healthy population lay foundations for future exploration of the
epidemiology, ecology and translational applications of the human microbiome.

S00 aiso News & Views by Relman

A framework for human microbiome research O N
“Tho Human Microbiome Proect Consorium
The Human Microblome Project Consortium has established a population-scale framework to
study a variety of microbial communities that exist throughout the human body, enabling the
generation of a range of quality-controlled data as well as community resources.
Seoaiso News & Views by Rolman

FeLLow
J TRAVELLERS Human gut microbiome viewed across age and geography

Tanya Yatsunenko, Federico E. Rey, Mark J. Manary, Indi Trehan, Maria Gloria Dominguez-Balo + o al

The human gut microbiome from a large cohort of more than 500 indivduals living on three
continents with three distinct cultures s analysed, emphasizing the effect of host age, diet and
environmant on tha composition and functional reoertoira of facal miorobiota.
e

R ¥ ikrobi
ol BINGEN, Pansen Mikrobiom

REPORT

ic Discovery of Bi De ing Genes and
from Cow Rumen

Matthias Hessb2”, Alexander Sczyrba2~, Rob Egan’<, Tae-Wan KimZ, Harshal ChokhawalaZ,
Gary Schroth?, Shujun Luo?, Douglas S. Clark®, Feng Chen’2, Tao Zhang!2, Roderick I. Mackief,

Len A. Pennacchiol, Susannah G. Tringe<, Axel Visel:, Tanja Woyke 2, Zhong Wang>Z, and
Edward M. Rubinb2:t.

@ Ziel: Entdeckung von Genen zur Verdauung von
Zellulose (Anwendungen in Biotreibstoffen)
@ 268 Gb Sequenz

@ Ergebnis: 27 000 neue Gene zur Verdauung von
Biomasse
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Hochdurchsatz
DNA Sequenzierung

Umwelt
Probe
Erste

bioinformatische

: Analyse

Frage 1: Wer ist da? Frage 2: Was machen sie?

UNIVERSITAT

. i Frage 3: Wie vergleichen sie sich?

‘www.compostinfo.comftutorialimicrobes. htm,
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co IR Taxonomische Analyse
Taxonomische Analyse — Who is out there?
@ Um dieses zu beantworten, werden die Reads mit
einer Referenzdatenbank verglichen:

L ACTGTGCACGTTGACGTAAGTTT. . . CGTGT -
- NCBI

@ Ergebnis sind BLAST Treffer:

>gi|57241447 |ref|2P_00369393.1| flagellar motor switch protein
[Campylobacter lari RM2100]

Score = 33.9 bits (76), Expect =0.Q1

Identities = 13/26 (50%), Positive,

Query: 79 LMFVFDDLATVEENGIREIINI
LMF FDD++ + N IRE++
Sbjct: 243 LMFTFDDISQLSTNAIREVLI

[ Campylobacter lari RM2100]
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Center or Bioinformatics

Ein Read wird oft mehr als ein BLAST Treffer haben:

* Campylobacter fetus
(FaiIs 28T ret 27 00369753.1 flageiiar motor sviteh proveinriie
‘Campylobacter jejuni Identities = 13/26 (50%), Positives = 19/26 (73%)
Campylobacter CR D e e
RM2228 (bjcl‘ 243 LMFIFDDISQLSTNAIREVLKAADKR 268
RIZT0
C D) @ AT Fiageiias ot suitan seotata 71t
LCA = 33.5 bits (75), Expect = 0.01
upsalionsis RM3195 TooneitienZ 13726 b Forkeives = 20726 aon)

|Cempyiobacierales
Quory: 79 LNFVFDDLATVEENGIRELINRADKK 2

Sbjct: 244 WHFIFEDISKLONNATREILKIADKK 269

— Helcabacter pylor J99
Holcobacter| =
L ATCCSTAHS - | FLAGELLAR MOTOR SWITCH PROTEIN FLIG
e e e
Helicobacteraczae Taenticias o 13736 (3000, Posisives = 19/26 (13%)

)
Query: 79 LMFVFDDLATVEENGIREIIKRADKK 2
(it 342 seorrmormmamazssrievaonx 267

o Thiomicrospira denitrificans ATCC 33889

"_Neue, unbekannte Art |

l[‘\‘\\:l[{\llr\'l ? .
TUBINGEN NCBI Taxonomie des Lebens

Center for Bioinformatics

NCBI Taxonomie:

@ Enthalt alle Spezies
die durch Sequenzen
representiert sind

@ >1,000,000 Knoten
@ (2007: 280,000 Knoten)

@ King Phillip Came
Over For Green
Soup...

kJN\\j[[?ilf«‘}r .. .
LSRG Beispiel Ergebnis

- MEGAN
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ann
CBEMETen R EE o bEa

OActinobacteria (class)
Bacteroides - OBacteroides dorei

C—(———Bacterodes . 9_1_42FAR
——0—CBacteroides vulgatus ATCC 8482

Porphyromonadaceae] Barnesiella
Bacteroidales Odoribacter
acteroidetes ——()—( Parabacteroides.

=0 L revemiptn

Prevotellaceae [ Paraprevotella
O—Oprevotella

yanibacter
Baceria X
e O Oistpes

oot

Proteobacteria

Taxonomische Ubersicht fiir Darmproben von Méausen (490,000 Reads)
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Funktionale Analyse — What are they doing?
@ Auch diese Frage wird mittels eines

Vergleiches mit einer Referenzdatenbank
beanwortet:

>gi|57241447 | ref|2P_00369393.1| [flagellar motor switch protein)
[Campyloba: Tari RM2T00T

Score = 33.9 bits (76), Expect =0.

Identities = 13/26 (50%), Positive

Query: 79 LMFVFDDLATVEENGIREIINI
LMF FDD++ + N IRE++
Sbjct: 243 LMFTFDDISQLSTNAIREVLI

[flagellar motor switch protein ]
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YR T KEGG Pathways

KEGG Home KEGG Overview
Release notes
Current statistics 1, Genomes to Biological System

Plea from KEGG

KEGG is a database resource for understanding high-level functions and utilities of the

KEGG Database biological system, such as the cel, the organism and the ecosystem, from genomic
and

KEGG overview

It is a computer of the biological
Searching KEGG system, consisting of molecular building blocks of genes and proteins (genomic
KEGG mapping information) and chemical substances (chemical information) that are integrated with
Color codes the knowledge on molecular wiring diagrams of interaction, reaction and relation
networks (systems information).
KEGG Objects

Pathway maps.
Brite hierarchies

Basic principles in
Practical applications for use in society

Disease genes, Imaging probes,

KEGG Software Drug targets, e 11 Drug leads, otc
KegTools P — 1
KEGG APT / S Molociarsystoms <7 \

KGML DISEASE /DRUG
PATHWAY | BRITE
KEGG FTP. Syvioms formaton
‘Subscription B A\ @ ~
croaning N L3 Scroaning
Cramica informaton
DBGET/LinkDB
Feedback \C X 5/

i
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Analyse

PCoA Analyse

7 Metagenome functional genes

Frozen

Day 2

i)

021 /Day 7frgzen

oDay2
01 pay'2 OB 7
Frozeh Day7
Day 2\ Day7

| PC2(22.3%)

Frozen
5z 6o oz oa4 06
PC1 (43.4%)

Core 1 permarost  ® Core 2 permafrost

Mackelprang et al, 2011
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¥ Funktionale Analyse mit SEED

@ Die SEED Klassifikation bildet Gene auf functional roles in
subsystems ab

@ Ein subsystem is eine Menge von functional roles die ein
spezifisches biologisches System ergeben

@ Grundlage der RAST und MG-RAST Dienste:
Rapid Annotation using Subsystem Technology

@ Graph hat =13,000 Knoten

The SEED

Home of the SEED.

® www.theSEED.org

Overbeek et al., Nucleic Acids Res 33(17), 2005
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Metagenomic analysis of a permafrost microbial
community reveals a rapid response to thaw

‘Rachel Mackelprang'?, Mark P. Waldrop®, Kristen M. DeAngelis*, Maude M. David', Krystle L. Chavarria®, Steven J. Blazewicz®,
Edward M, Rubia® & Janet K, Jansson’s"

40i110.1038/mature10576

@ Welche Folgen hat das Schmelzen der Permafrost?
@ 12 Proben, 250 Millionen lllumina reads
@ 800,000 CPU Stunden fiir KEGG Analyse

@ Ein Hauptergebnis: Permafrost Proben werden sich
beim schmelzen funktional dhnlicher

10
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1 Permafrost Study

@ Proben:

@ 2 cores, each with a y ¥ Metagenome functional genes
sample from active Frozen
layer and permafrost 04 Day2

_ A
© Thawed for 2 and 7 § 021 /Day 7Frqzen
@
days o Day 2
Y & 001, 4 Day7 eDay
@ Ergebnis: O _pp] ¢ Frozen eDay 7
. & Day2 Day7

@ Active layer samples o4
functionally similar Frozen

@ Permafrost samples -02 00 02 04 06
PR . 0
initially different, PC1 (43.4%)

. L Core 1 permafrost ® Core 2 permafrost
becoming more similar
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Projekt Tiibingen - Miinchen

Role des Mikrobioms in Yersinia
Infektionen

Role des Mikrobioms in
Darmentziindungen

Objective 4
AUTENRIETH/
HEESEMANN

METAGENOMICS
HUSON

Gnotobiotisches Mausmodel

BMBF Medizinische Infektionsgenomik

UNIVE RSITAT

ol BINGEN, Darm Mikrobiom

Ziel 1: Charakterisierung der Darmflora bei einer
Darmentziindung (Kolitis)

@ Taxonomischer Vergleich:

Maus mit konventionellem Mikrobiom

)

@ Welche Bakterien verursachen eine
Darmentziindung (IBD)?

Maus mit modifiziertem Mikrobiom

Julia Frick (UKT)
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Center or Bioinformatics

g 10 5“1
2 + Antibiotika 2
EMiBlo Miuse anfillig 5 ° + B. vulgatus 8*
fiir KOLITIS § +TZellen 2
g £o
%’PA e, C’r& 0"%
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Verminderung von Enterobacteriaceae vs Bacteroidetes: Verhindet Kolitis
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g 2
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Erhchung von Enterobacteriaceae vs Bacteroidetes : Induziert Kolitis

Julia Frick (UKT)
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Bacillales

Bacillales R Lactobacillales Lo Lactobacillales
Lactobacillales Bacillales
Gctobsilies Bacillales
Lactobacillales Lactobacillales Lactobacilaes Lactabacillales Lactobacillales

bacillal Lactobacilales Lactobacillales

Lactobacillles Lactobacillales

Lactobacillles

2 s Bacillales

Bacillales
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co IR i Das GEBA Projekt

@ Genomic Encyclopedia for Bacteria and Archaea
@ Projekt von JGI und DSMZ
1,200

B GEBA genomes
8 Pre-GEBA genomes
0 Organisms from the greengenes database
1,000 - @ Organisms from the greengenes database
(excluding environmental samples)

@ Systematische -
i g 80 120
Sequenzierungvon  §
. 5 100)
Mikroben aus £ o0 o
unterreprasentierten 60
Phyla & o “
20)
200 o
0 400 800 1,200

5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000 40,000
http://www.jgi.doe.gov/programs/GEBA/ Number of organisms
Dongying Wu et al,

green
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o Zusammenfassung

@ Ein Metagenom ist die vollstandige DNA einer
Ansammlung von Organismen
@ Das “Human Microbiome Project” untersucht
Metagenome von Mensch-assozierten
Mikrobiota
@ Die drei grundlegenden bioinformatischen Fragen
sind:
@ Taxonomische Analyse (Who is out there - Wer ist
da?)
@ Funktionale Analyse (What are they doing? Was
machen sie?)
@ Vergleiche Analyse (How do they compare - Welche
Unterschiede gibt es?)
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