GIPARIEAT VO

* Bundesmmisterum
fiir Bildung

und Ferschung

Verdffentlichung der Ergebnisse von Forschungsvorhaben im BMBF-Programm

BIOLOGIE

Forschungsvorhaben: Verbundprojekt: Technologieplattform
Projekt I: DNA Sequenzierung, Annotation, Bioinformatik, Transkritomics;

Projekt III: Entwicklung und Anwendung neuer vergleichender "Omics"-
Technologien fur industriell relevante Organismen (ComTech)

Forderkennzeichen: 0315592A

Zuwendungsempfanger: Georg-August-Universitat Goéttingen,
37070 Goéttingen

Ausfiihrende Stelle: Georg-August-Universitat Goéttingen - Biologische Fakultat -
Institut flir Mikrobiologie und Genetik, Grisebachstr. 8, 37077 Gdéttingen

Projektleitung: Herr Prof. Dr. Rolf Daniel

Laufzeit: 01.02.2010 bis 30.09.2013

"Das diesem Bericht zugrundeliegende BMBF-Forschungsvorhaben wurde mit Mitteln

des Bundesministeriums fur Bildung und Forschung unter dem Fdrderkennzeichen

0315592A gefdrdert. Die Verantwortung fur den Inhalt dieser Veroffentlichung liegt
beim Autor".



Technologieplattform Gottingen / Prof. Dr. R. Daniel
Forderkennzeichen 0315592A

Schlussbericht
(geméaR BNBest-BMBF 98 (Stand: April 2006) Nr. 3.2)

Zuwendungsempfanger: Forderkennzeichen:
Georg-August-Universitat Gottingen 0315592A

Prof. Dr. R. Daniel

Vorhabenbezeichnung:
Technologieplattform

Projekt I:

DNA Sequenzierung, Annotation, Bioinformatik, Transkriptomics;

Projekt Ill: Entwicklung und Anwendung neuer vergleichender "Omics"-Technologien fur

industriell relevante Organismen (ComTech)

Laufzeit des Vorhabens:
01.02.2010 - 30.09.2013

I. Kurzdarstellung

1. Aufgabenstellung

Die Technologieplattform Géttingen hat im Rahmen der GenoMik-Transfer Initiative die
folgenden zentralen Aufgaben erfullt:

1.

Bereitstellung der Sequenzierkapazitat der im Netzwerk untersuchten DNA- und
cDNA-Fragmente, Genome und Transkriptome, sowie die anschlieRende
Analyse der Sequenzdaten

Bereitstellung der bioinformatischen Infrastruktur zur Auswertung von DNA- und
RNA-Sequenzdaten, Assemblierung von Sequenzen, ORF-Vorhersage und
Annotation

Erweiterung des Technologieservices im Hinblick auf die Genomanalyse kleiner
Eukaryoten

Etablierung und Bereitstellung neuer Sequenziertechnologien fur kurze
Leselangen (lllumina-Sequenzierung)

Anwendung von neu etablierten OMICS-Technologien im Bereich der
angewandten funktionellen Genomik

Charakterisierung und Monitoring von physiologischen Antworten industriell
relevanter Mikroorganismen

Transfer der erzielten Ergebnisse von einzelnen Mikroorganismen auf mikrobielle
Gemeinschaften

Schulungen von Mitarbeitern anderer Netzwerkprojekte im Bereich der
funktionellen Genom- und Transkriptomanalyse

Prasentation der erzielten Forschungsergebnisse
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2. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefuhrt wurde

Die Voraussetzungen fur die Erfillung der vorgesehenen Aufgaben Im Rahmen der
Technologieplattform und der Etablierung neuer OMICS-Methoden waren sehr gut, da
in vorangegangen Forderinitiativen die notwendige Gerateinfrastruktur aufgebaut und
im Laufe dieser Forderperiode aus anderen Mitteln erweitert wurde. Ferner standen
Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler mit der nétigen Erfahrung fir die
Durchfuihrung von Genom-, Metagenom- und Transkriptom-Sequenzierungsprojekten
und die Analyse der dabei erhaltenen Daten, sowie weitere erfahrene Mitarbeiter
(Technische Angestellte, Management) (ber die gesamte Forderperiode zur
Verfugung. Darlber hinaus konnte die vorhandene bioinformatische Infrastruktur zur
wissenschaftlichen Auswertung der generierten Daten im Laufe der Foérderperiode aus

anderen Mittel erweitert und damit den steigenden Anforderungen angepasst werden.

3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Die einzelnen Verfahrensschritte der Isolierung von DNA bzw. RNA aus
Einzelorganismen und mikrobiellen Gemeinschaften sowie die Sequenzierung von
DNA-Fragmenten und prokaryotischen Genomen und Metagenomen im Hochdurchsatz
waren etabliert. Ferner lagen erste Erfahrungen mit der Transkriptomanalyse durch
direkte RNA(cDNA)-Sequenzierung (RNAseq) vor. In der Férderphase musste die neue
"short-read" Sequenzierungstechnologie (lllumina) etabliert werden. Das hierfir
notwendige Gerat wurde im Fodrderzeitraum aus anderen Mitteln angeschafft. Das
Know-How fiir die anschlielienden Schritte des Zusammenfliigens der Sequenzen und
des SchlieRens verbleibender Lucken war vorhanden, ebenso wie fur die
arbeitsaufwendigen Schritte der manuellen ORF-Korrektur, der funktionellen
Annotation, der Stoffwechselrekonstruktion und der vergleichenden Genom- und
Transkriptomanalyse.

Die bioinformatische Infrastruktur fir die Transkriptomanalysen wurde im
Forderzeitraum optimiert. Die Genomanalyse fiir prokaryotische Mikroorganismen war
etabliert. Die Arbeitsschritte mussten fir die Sequenzierung kleiner eukaryotischer
Organismen angepasst werden. Diese Arbeiten profitierten davon, dass die notwendige
Hard- und Software hier im Hause zur Verfigung stehen. Diese wurden im Laufe der
Forderperiode ebenfalls erweitert bzw. durch eigene Software-Entwicklungen erganzt.
Insgesamt waren die Voraussetzungen fir einen erfolgreichen Ablauf der zu
bearbeitenden DNA-Fragmente, Genome, Metagenome und Transkriptome sowie fir

die Weiter- und Neuentwicklung von OMICs-Methoden zur Analyse von industriell
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relevanten Mikroorganismen geschaffen und wurden durch die Erweiterung der

apparativen Ausstattung verbessert.

. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknipft wurde

Die funktionelle Genomforschung gehort weltweit zu den wichtigsten Gebieten der
Lebenswissenschaften. Sie beeinflusst schon heute ganz unterschiedliche Bereiche in
Wirtschaft und Gesellschaft, von der Gesundheit des Menschen Uber Fragen des
Klimawandels bis hin zu den verschiedenen Facetten der Biotechnologie einschliellich
der synthetischen Biologie. Zentren fiir Genomsequenzierung und funktionelle
Genomanalyse mit extrem hoher Kapazitat bestehen in den USA, in GroRbritannien,
sowie in China und Frankreich. In Deutschland sind entsprechende Kapazitaten in
einigen Max-Planck- und Leibniz-Instituten vorhanden. Hier liegt der Schwerpunkt
jedoch auf funktioneller Genomanalyse héherer Organismen. Daher bilden die in den
Technologieplattformen der GenoMik-Transfer Initiative (Géttingen, Greifswald und
Bielefeld) bereitgestellten und im Rahmen der Foérderung etablierten "OMICS-
Technologien" und Expertisen einen international renommierten Schwerpunkt auf dem

Gebiet der funktionellen mikrobiellen Genomforschung.

. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Es bestand eine sehr enge und konstruktive Zusammenarbeit mit vielen Verbunden
der GenoMik-Transfer-Forderinitiative (z.B. mit den Verbinden "Autotrophe
Produktion", "BioFung", "ChemBiofilm", "Essigsaurebakterien”, "ExpressSys", "MiPro").
Darlber hinaus erfolgten intensive Kooperationen mit verschiedenen Projekten aus der
BMBF-Fdorderinitiative "Medizinische Infektionsgenomik." Schliellich entwickelten sich
die Industriekooperationen weiter, aber auch nationale und internationale

Kooperationen mit Arbeitsgruppen uber die Forderinitiative hinaus.
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Il. Eingehende Darstellung

1.

Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit

Gegenuberstellung der vorgegebenen Ziele

Im zeitlichen Rahmen der Foérderphase wurden fir viele Verblinde ("Autotrophe
Produktion”, "BioFung", "ChemBiofilm", "Essigsaurebakterien", "ExpressSys", "MiPro")
des GenoMik-Transfer-Netzwerkes Arbeiten durchgefihrt. DarGber hinaus wurden
neue Technologien (lllumina) etabliert und intensive Kooperationen mit Projekten der
Medizinischen Infektionsgenomik-Initiative gepflegt. Die im Projektantrag formulierten
Ziele wurden im Wesentlichen erreicht. Im Verlauf der Forderphase wurde durch die
Arbeiten die international renommierte Stellung der Technologieplattform in Goéttingen
als ein Zentrum fur funktionelle mikrobielle Genomanalyse weiter gestarkt.

Eine besondere Auszeichnung erhielt in diesem Zusammenhang die langjahrige
erfolgreiche Kooperation der Technologieplattformen Géttingen und Greifswald im
Bereich der mikrobiellen  Genomforschung durch die Verleihung des
Wissenschaftspreises der Norddeutschen Bundeslander im November 2013.

Die intensiven gemeinsamen Bemuhungen beider Einrichtungen haben letztendlich
auch zur Eroffnung des Norddeutschen Zentrums fiir Mikrobielle
Genomforschung (NZMG) im Januar 2013 in Gottingen geflhrt. Dieses auf Dauer
angelegte Zentrum adressiert durch die Vernetzung der vorhandenen exzellenten
Forschungsinfrastruktur ~ sowie  durch landerlbergreifende, komplementare
Forschungsarbeiten hoch relevante, aktuelle wissenschaftliche Fragen in einer neuen,

umfassenden Qualitat.

Auf die wesentlichen Ergebnisse der Kooperationen innerhalb des GenoMik-

Transfer Netzwerks soll im Folgenden naher eingegangen werden:

In Kooperation mit Verbund "MiPro” wurde ein industrieller Lipase-Produktionsstamm
sequenziert und mit dem Wildtypstamm verglichen. Ferner wurde an Beispiel dieses
Stammes neue OMICS-Technologien im Bereich der Transkriptomanalyse durch direkte

RNA-Sequenzierung im Verlauf einer produktiven Bacillus-Fermentation etabliert.

[Die Ergebnisse zur Zusammenarbeit mit dem Verbund MiPro wurden entfernt,

da sie vertraulich sind.]
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In Kooperation mit dem Verbund "BioFung" wurde eine Rohsequenzierung des Pilzes
Verticillium longisporum durchgefihrt. Hierfir wurden neu etablierte "paired-end"-
Sequenzierungsprotokolle angewendet. Im Rahmen der Weiterentwicklung der
vorhandenen Technologien der Plattform in Goéttingen wurde die "paired-end"-
Sequenziertechnologie fur 3-, 8- und 20 kb DNA-Fragmentabstand erstellt. Hierdurch
wird eine Steigerung der Effizienz und der Verlasslichkeit beim Ordnen von Contigs
und beim Lickenschluss im Rahmen von Sequenzierprojekten ermdglicht. Im Rahmen
der Sequenzierung des Pilzes Verticillium longisporum wurden auch die vorhandenen
bioinformatischen Analysenmethoden (Mapping und Assemblierung) im Hinblick auf

die Analyse von Eukaryoten-Genomen und Genen erweitert (Abb. 5)
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Abb. 5. Etablierung und Assemblierung von paired-end reads.

Weiterhin wurden fir den Verbund "Autotrophe Produktion” die funktionellen
Genomanalysen von Cupriavidus necator N1 und Gordonia polyisoprenivorans
abgeschlossen und publiziert C. necator verfigt Uber Hydrogenasen zur Hx-Produktion
und kann Biopolymere mit Anwendungspotential synthetisieren. G. polyisoprenivorans

ist ein potenter Isopren-Produzent.
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In  Kooperation mit dem Verbund "ChemBiofilm" (AG Streit) wurden
Transkriptomanalysen unter  verschiedenen  Biofilm-relevanten = Bedingungen
durchgefihrt. Fir die Analyse der Transkriptome und Proteome (Technologieplattform
Greifswald) von definierten mikrobiellen Konsortien (Biofilmen) wurden die
Voraussetzungen geschaffen und zunachst die Methoden (mRNA-Isolierung, cDNA-
Synthese, cDNA-Sequenzierung) fur die enthaltenen Einzelorganismen. Die Analyse
des Transkriptoms von zwei Pseudomonas aeruginosa-Stammen, dem Wildtyp und
einem Stamm, der eine plasmidkodierte Lactonase (BpiB09) exprimiert, wurden
durchgefihrt und publiziert. Es zeigte sich, dass die aus einem Metagenom
stammende Lactonase die Virulenz von Caenorhabditis elegans und die Biofilmbildung
von Pseudomonas aeruginosa beeinflusst Fur die weitere Analyse der Transkriptome
von definierten mikrobiellen Konsortien (Biofilmen) wurden die Methoden (mRNA-
Isolierung, cDNA-Synthese, strangspezifische Sequenzierung) weiter optimiert. Ferner
wurden Methoden fir die Sequenzierung und Analyse von Transkriptomen und
Metatranskriptomen etabliert. Hierbei gelang im Hinblick auf die Analyse von
Transkriptomen aus mikrobiellen Konsortien ein technologischer Durchbruch. Die
Methoden zur Isolierung von RNA, Abtrennung von rRNA, Umschreiben der mRNA in
cDNA, und anschlieBende Sequenzierung der cDNA wurden soweit optimiert, dass im
Gegensatz zu vergleichbaren Publikationen keine Amplifizierungsschritte der RNA oder
cDNA mehr notwendig sind. Ferner wurden in Kooperation mit der AG Streit die neu
entwickelten OMICS-Technologien zur metagenomischen Charakterisierung eines mit
Algen assoziierten mikrobiellen Biofilms in einem Photobioreaktor angewendet und

publiziert.

Die oben erwahnten optimierten Metagenomanalysen wurden auch in Kooperation mit
den AGs Antranikian und Liebl (ExpressSys-Verbund) eingesetzt, um mikrobielle
Gemeinschaften und Metagenome aus thermophilen Standorten zu analysieren bzw.
potentielle neue Biokatalysatoren zu identifizieren. Diese Arbeiten wurden teilweise
publiziert. Ferner wurden im Rahmen der Kooperation mit der AG Streit innerhalb
dieses Verbunds Genome weitere potentielle Expressionsstamme (Geobacillus sp. und

Sinorhizobium fredii) fir Gene aus Metagenomen sequenziert, analysiert und publiziert.

Mit der AG Ehrenreich/Liebl aus dem Verbund "Essigsaurebakterien” wurden
Hydrolasen-tragende Metagenomklone und das Metagenom der mikrobiellen
Gemeinschaften in Essigsduremutter unter Einbeziehung der etablierten "Next

Generation"-Sequenziertechnologien bestimmt. Ziel hierbei war die Gewinnung von
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neuen Dehydrogenasen aus bisher unkultivierten Essigsaurebakterien fir
biotechnologische Anwendungen. Essigsaurebakterien konnen eine Vielzahl von
Zuckern und Polyolen unvollstdndig und stereoselektiv mit Hilfe ihres grofen
Repertoires an membranstandigen Dehydrogenasen oxidieren. Diese Eigenschaft wird
bereits in industriellen biotechnologisch-chemischen Prozessverfahren ausgenutzt. In
weiteren Arbeiten wurde das Genom eines weiteren Essigsaurebakteriums

(Gluconobacter) vollstandig sequenziert und vergleichend analysiert.

Neben der Sequenzierung und Analyse von Genomen, Transkriptomen und
Metagenomen wurden auch neue state-of-the-art Sequenziertechnologien (RNAseq,
lllumina short read-Technologie) etabliert und durch Kombination mit bewahrten "long
read"-Technologien die Geschwindigkeit und Genauigkeit der Genomanalysen stark
gesteigert und der notwendige Aufwand fir den Lickschluss stark reduziert. Weiterhin
wurden neue bioinformatische Auswertemoglichkeiten insbesondere fir kleine
Eukaryoten, Transkriptome, und Metagenome sowie im Bereich der komparativen und
funktionellen Genomik implementiert bzw. optimiert. Ferner wurden alle
Sequenzierungsprojekte sowie die Annotation und die komparative Genomik und
Transkriptomanalyse von der Bioinformatikgruppe im Hause betreut und Schulungen
fir alle Kooperationspartner im Umgang mit Genom-, Transkriptom- und
Metagenomsequenzen durchgefiihrt. Dem wichtigen Ziel der Nachwuchsférderung
wurde durch die Vorbereitung eines 3-tagigen "International Workshop on Prokaryotic
Genomics & Bioinformatics" in Gottingen Rechnung getragen. Die groRe Nachfrage
und aulBerordentlich positive Resonanz nach Abschluss der ersten Veranstaltung im
Oktober 2013 hat uns zu dem Entschluss bewogen, diesen Workshop zukunftig jahrlich
im Rahmen des NZMG anzubieten.

Es soll auch erwahnt werden, dass die Technologieplattform weitere nationale und
internationale Kooperationen entwickelte. Besonders intensiv war die Zusammenarbeit
mit Projekten aus der Medizinischen Infektionsgenomik-Initiative. Diese flhrten zur
Sequenzierung und Publikation einer Reihe von Genomen aus pathogenen Stammen

wie z.B. Staphylococcus-, und E. coli-Stammen.



Technologieplattform Gottingen / Prof. Dr. R. Daniel
Forderkennzeichen 0315592A

2. Wichtigste Positionen des zahlenméaRigen Nachweises

Die im Projekt getatigten Ausgaben betrafen hauptsachlich Personalkosten fir die
Mitarbeiter, die die Genomsequenzierung, die Metagenomsequenzierung,
Transkriptomanalysen und die bioinformatische Auswertung der erhaltenen
Sequenzdaten sowie die Weiterentwicklung und Etablierung neuer Sequenzier- und
Analyse-Technologien durchfihrten. Die Sachausgaben betrafen vorwiegend
Sequenzierchemikalien, Reagenzien fir PCR sowie Chemikalien fur Isolierung und
Analyse von Nukleinsauren. Es standen keinerlei Investitionsmittel im Rahmen dieses
Projekts zur Verfigung. Die notwendigen Investitionen wurden mit anderen Mitteln

getatigt.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die im Projekt geleistete Arbeit diente dem Erreichen der im Projektantrag aufgefiihrten
Ziele. Da alle Ziele Im Wesentlichen erreicht und neue OMICS-Technologien etabliert
und entwickelt wurden, waren die durchgeflhrten Arbeiten sowohl notwendig, als auch

dem Umfang nach angemessen.

4. Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere der Verwertbarkeit des Ergebnisses im

Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Aus den Kooperationen der Géttinger Technologieplattform mit dem Verbund "MiPro"
wurden in Verbindung mit den Firmen BASF und Henkel Produktionsstdmme
analysiert. Die Verwertung der Daten in Bezug auf Schutzrechtsanmeldungen und
Publikationen wird durch den MiPro-Verbund (AG Jaeger) bzw. die beteiligten Firmen

gepruft und vorgenommen.

Die Verwertung der Ergebnisse zu Verticillium longisporum erfolgt Uber den Verbund
BioFung (AG Braus). Gleiches gilt fir die Zusammenarbeit mit den anderen
Verblinden. Die im Rahmen dieser Kooperationen sequenzierten und analysierten
Genome, Transkriptome und Metagenomfragmente flihrten zu Erkenntnissen, deren

Verwertung bzw. Publikation von den zustéandigen Projektleitern gepruft wird.

Publikationen der Ergebnisse der Optimierung der Methoden zur Transkriptomanalyse
sowie die Analyse der Biofilme (Kooperation mit Verbund ChemBiofilm, AG Streit) sind
bereits erschienen oder in Vorbereitung. Die Auswertung der vollstadndig sequenzierten
Genome von Geobacillus sp., Sinorhizobium fredii, Cupriavidus necator und Gordonia
polyisoprenivorans sowie bioinformatische Vorgehensweisen wurden bereits in

Fachzeitschriften veroffentlicht. Weitere Arbeiten der Technologieplattform bzw. unter



Technologieplattform Gottingen / Prof. Dr. R. Daniel
Forderkennzeichen 0315592A

Einschluss von Ergebnissen der Technologieplattform sind im Berichtszeitraum in
Fachzeitschriften erschienen oder wurden auf Fachtagungen prasentiert

Die Technologieplattform in Goéttingen befindet sich im Hinblick auf ihre technische
Ausstattung und personelle Besetzung in einem sehr guten Zustand und konnte im
Laufe der Forderperiode ihre nationale und internationale Stellung als
Technologieplattform fur funktionelle Mikrobielle Genomforschung weiter starken. Dies
wird auch deutlich an der Grindung des Norddeutschen Zentrums fir Mikrobielle
Genomforschung (NZMG), welches im Januar 2013 in Géttingen eroffnet wurde. Das
NZMG ist ein auf Dauer angelegtes Zentrum und vernetzt die vorhandenen exzellenten
Forschungsinfrastrukturen sowie landerlbergreifende, komplementare
Forschungsarbeiten im Bereich der mikrobiellen Genomforschung. Die NZMG-
Grindung geht auf intensive gemeinsame Bemuhungen der Technologieplattformen in
Goéttingen und Greifswald zuriick und basiert auf der langjahrigen Férderung beider
Plattformen durch die BMBF-Férderinitiativen im Bereich der mikrobiellen
Genomforschung. Ferner wurde die langjahrige erfolgreiche Kooperation der
Technologieplattformen Gottingen und Greifswald im Bereich der mikrobiellen
Genomforschung 2013 mit dem Wissenschaftspreis der Norddeutschen Bundeslander

ausgezeichnet.

. Wahrend der Durchfuhrung des Vorhabens dem ZE bekannt gewordener

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Die mikrobielle Genomforschung gehort weltweit zu den wichtigsten Gebieten der
Lebenswissenschaften mit Einfluss auf ganz unterschiedliche Bereiche in Wirtschaft
und Gesellschaft: von der Gesundheit des Menschen uber Fragen des Klimawandels
bis hin zu den verschiedenen Facetten der Biotechnologie einschliellich der
synthetischen Biologie. Das Gebiet der funktionellen mikrobiellen Genomforschung hat
in den letzten Jahren eine rasante Entwicklung genommen. Die Zahl der sequenzierten
mikrobiellen Genome, Transkriptome und Metagenome sowie die Durchfihrung
funktioneller Genomanalysen wachsen schnell. Mit unseren Arbeiten sind wir also

einem starken Konkurrenzdruck ausgesetzt.

Die Starken der Gottinger Technologieplattform liegen in der groflen Erfahrung auf den
Gebieten der funktionellen Annotation, der Stoffwechselrekonstruktion sowie der
komparativen funktionellen Genom- und Transkriptomanalysen. Dieses ermdglicht
Ableitungen in Bezug auf die mikrobielle Physiologie und Dynamik von
Einzelorganismen und mikrobiellen = Gemeinschaften und deren weitere

biotechnologische Optimierung. Die Kombination und systematische Anwendung der
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von den Technologienplattformen etablierten und entwickelten OMICS-Technologien
im Rahmen der Bearbeitung aller Fragestellungen der Biotkonomie, die auf
Mikroorganismen zurlickgehen, erlaubt es national und international wettbewerbsfahig
zu sein. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass mit Hilfe der Forderinitiative
die Rolle der Technologieplattform als leistungsfahiges und international geschéatztes

Zentrum fur mikrobielle Genomforschung gestarkt wurde.
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