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Mikrobielle Analysemethoden

Die Grenzen der Bioinformatik in der
Erforschung von archaeellen Viren
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Archaeal viruses were studied by bioinformatics or isolation. While the
accuracy of viral genome assemblies has improved through hybrid
sequencing, this improvement is not observed in the prediction of
gene functions due to missing homologs in databases. Therefore, fur-
ther methods like powerful genetic systems are crucial to understand
these viruses. A specific example is the system for MetSV, where the
virus genome was cloned to create knockout mutants to better under-

stand gene function.
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B Dass Prokaryoten — Archaeen und Bakte-
rien - von Viren (Phagen) befallen werden,
ist bereits seit iber einem Jahrhundert
bekannt, dennoch sind die Beschreibung und
das Wissen {iber sie nicht allumfassend und
werden mit jeder neuen Art und ihren Viren
erneut auf die Probe gestellt. Gerade die
Viren der Archaeen sind in vielen Aspekten
noch unverstanden. Sehr haufig verwenden
sie einzigartige Infektionsmechanismen und
zeigen ebenso wie ihre Wirte einzigartige
Anpassungen und Morphologien [1]. Auch
wenn in den letzten Jahren das Interesse an
Archaeen und ihren Viren kontinuierlich
gewachsen ist, gibt es haufig zwei klar von-
einander abgegrenzte Strategien zu diesem
Thema: (i) die bioinformatische Analyse von
Umweltproben oder einzelnen Genomen und
(ii) Studien, die sich mit der Isolierung und
Charakterisierung einzelner Viren kultivier-
barer archaeeller Wirte befassen. Obwohl
beide Ansitze ihre Berechtigung haben, ist
eine Kombination beider Ansétze die erfolg-
versprechendste Herangehensweise, um
archaeelle Viren zu verstehen. Im Folgenden
werden die jeweiligen Vor- und Nachteile der
unterschiedlichen Herangehensweisen
beleuchtet.

Next Generation Sequencing

Die Bioinformatik basierend auf Sequenzie-
rungstechnologien eignet sich sehr gut, um

einen ersten Eindruck von einer mikrobiel-
len Gemeinschaft (Viren, Bakterien, Pilze
und Archaeen) in einer definierten Umge-
bung, wie im menschlichen Darm, zu erhal-
ten oder um Vorhersagen tiber das codierte
Protein-/Enzym-Repertoire einzelner isolier-
ter Organismen oder Viren treffen zu konnen
(Abb. 1A). Dies ist insbesondere bei archaeel-
len Viren von entscheidender Bedeutung, da
die Wirte in der Regel sehr schwer zu kulti-
vieren sind. Ein Meilenstein fiir die Erfor-
schung dieser Wirt-Virus(Phagen)-Systeme
war die Einfiihrung von Next Generation
Sequencing(NGS)-Technologien [2]. Bei aus-
reichender Anzahl an auswertbaren Sequen-
zen aus einer Probe (sequencing depth) ist es
moglich, alle vorhandenen Genome — Wirte
und Viren - zu identifizieren [3]. Da Viren
héufig repetitive Elemente aufweisen, insbe-
sondere am Ende ihrer Genome, sind die
standardméaBigen short-read-Methoden nur
eingeschrankt von Nutzen, da die Positionie-
rung der Sequenzstiicke im Genom nicht
eindeutig ist. So konnen Assemblierungen,
die nur auf shortreads basieren, zu Fehlern
wie einem verkiirzten oder verlangerten fina-
len Genom fiihren. AuBerdem konnen bei
der Sequenzierung von Mischproben, z. B.
Umweltproben, vollstindige Viren oder
Plasmiden iibersehen werden oder filschlich
als Teil der Wirtsgenome dargestellt werden

(4]
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Long-read-Sequencing

Um diese Probleme zu umgehen, wurden
zwei wesentlich unterschiedliche long-read-
Sequenzierungstechnologien entwickelt.
SMRT, vermarktet von Pacific Biosciences
(PacBio), basiert auf der Amplifikation ein-
zelner DNA-Molekiile in Echtzeit mittels
Fluoreszenz-markierten Nukleotiden [5, 6].
Im Gegensatz dazu wird das zu sequenzie-
rende DNA- oder RNA-Molekiil bei der Nano-
pore-Sequenzierung (NPS, vermarktet von
Oxford Nanopore Technologies (ONT)) durch
eine kiinstliche Proteinpore gefiihrt, an der
eine Spannung anliegt (Abb. 1A). Der readout
erfolgt hier durch eine Spannungsanderung
abhédngig von der Art des Nukleotids, das
durch die Pore transferiert wird. Diese
Methode besitzt allerdings generell eine
hohere Fehlerrate als die gangigen short-
read-Sequenzierungsmethoden (Abb. 1A).
Um diese Fehlerquelle zu minimieren, wer-
den neben den Base-Calling-Algorithmen
ebenfalls die Sequenziereinheiten laufend
aktualisiert und verbessert. Beide vorgestell-
ten Methoden wurden bereits erfolgreich
fiir de novo-Assemblierungen von prokaryo-
tischen und viralen Genomen genutzt |7, 8].
AuBerdem eignet sich NPS ebenfalls fiir
weitere Untersuchungen, z. B. die Analyse
von DNA-Methylierungsmustern [9]. Durch
eine stetige Aktualisierung und Optimierung
der Methoden konnten die Kosten fiir derar-
tige Sequenziertechnologien sowie die Men-
ge an benotigtem Probenmaterial deutlich
gesenkt werden. Gleichzeitig nimmt die Qua-
litdt der Sequenzen immer weiter zu. Ein
Beispiel fiir ein NPS-Gerit ist das MinION-
System, das ca. 10 cm groB ist und an einen
normalen PC angeschlossen werden kann
(Abb. 1A).

Hybrid-Assemblierung - Kombination
der Vorteile von long- und short-reads

Einen deutlichen Vorteil besitzt die long-
read-Sequenzierung in der Virusforschung,
da hier haufig einzelne reads vollstindige
Genome abbilden konnen, da diese zumeist
eine Lange von 3 bis 300 kb aufweisen. Beau-
laurier et al. waren in der Lage, qualitativ
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hochwertige Phagengenome von mehr als
1.800 Phagen aus Meerwasserproben zu
gewinnen und dabei eine virale Mikrohetero-
genitdt nachzuweisen, die mit short-read-
Sequenzierung nur sehr schwer zu erkennen
gewesen ware [10]. Eine Benchmark-Studie,
in der verschiedene Sequenziertechnologien
(lumina, NPS und PacBio) im Hinblick auf
die Rekonstruktion der viralen Gemeinschaft
verglichen wurden, zeigte, dass Assemblie-
rungen, die aus einer Kombination von Illu-
mina- und NPS-reads (Hybridansatz) basier-
ten, die besten Ergebnisse lieferte, da hier die
Vorteile beider Technologien gemeinsam zu
den besten Assemblierungen fiihrte
(Abb. 1A, [11]). Die Anzahl von Studien, die
eine Kombination verschiedener Sequenzier-
techniken zur Assemblierung von Virenge-
nomen nutzen, steigt daher kontinuierlich
- ebenso wie die Bandbreite verschiedener
Tools [11, 12]. Kiirzlich assemblierten Tama-
rit et al. das Genom eines Virus der Asgard-
Archaeen mittels der Unicycler-Pipeline im
Hybridmodus [7]. Weitere mogliche Tools
und Pipelines sind auf Github fiir verschie-
dene Schritte oder Ansétze gelistet. Hier las-
sen sich verschiedene Tools zur Assemblie-
rung von (viralen) MAGs aus Umweltproben,
flir zusatzliches Read-Polishing [13] oder fiir
die Vorhersage viraler Sequenzen wie Geno-
mad [14] finden.

Grenzen der bioinformatischen
Vorhersage von Genfunktionen

Wiéhrend die Sequenzierung und die Assem-
blierung von archaeellen Virussequenzen
eine Herausforderung darstellt, ist die Zuord-
nung von Genen und ihren Funktionen oft
noch komplexer. Dies liegt zumeist an einem
Mangel an bereits bekannten Genen in
Datenbanken. Dieser entscheidende Schritt
in der Analyse viraler Sequenzen konnte
durch den Einsatz von Hidden-Markov-
Modellen (HMM) und verfiigbare Datenban-
ken wie Pfam, Protein Data Bank (PDB)
oder PHROG zwar signifikant verbes-
sert werden [15], dennoch sind die Mog-
lichkeiten der Funktionszuordnung archae-
eller Virus-Gene immer noch begrenzt
(Abb. 1A).

Virus-Wirt-Modellsystem:
Methanosarcina spherical virus
(MetSV)-Methanosarcina mazei

Ein Beispiel fiir die Grenzen der Bioinforma-
tik in der Zuordnung von Genfunktionen ist
das Modellsystem Methanosarcina spherical
virus (MetSV)-Methanosarcina mazei. MetSV,
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A Abb. 1: Zusammenspiel von Bioinformatik und experimentellen Methoden zur Charakterisie-
rung von archaeellen Viren. A, Analyse von mikrobiellen Gemeinschaften (links) oder Isolaten
(rechts). Nach erfolgreicher DNA-Isolation erfolgt die Sequenzierung mittels lllumina (short-reads)
und NPS (/ong-reads). Die resultierenden Sequenzen werden gemeinsam fiir die Assemblierung
genutzt, um die Nachteile der einzelnen Methoden auszugleichen (kurze reads bei lllumina/hdhe-
re Fehlerrate bei NPS) und so die bestmdglichen finalen Sequenzen zu erhalten. Die Vorhersage
der codierten Gene auf den jeweils assemblierten Genomen mit verschiedenen Tools ist zumeist
bei archaeellen Viren problematisch, da hier selten dhnliche bekannte Gene in den Datenbanken
vorhanden sind. Daher sind hier experimentelle Ansatze notwendig. B, Ein experimenteller Ansatz
ist die Erstellung eines genetischen Systems fiir den entsprechenden Virus, wie dies beispielswei-
se fiir MetSV durchgefiihrt wurde. In diesem Fall wird das betreffende Genom nach erfolgter PCR-
Amplifikation in ein Escherichia coli-Plasmid kloniert, um hier durch site-directed mutagenesis
(SDM) knockout-Mutanten der entsprechenden unbekannten Gene herstellen zu kénnen. Die
jeweiligen Konstrukte werden dann zur Produktion neuer Viren benutzt. Hier wird das verédnderte
Virengenom vom tibrigen Plasmid durch Restriktion gereinigt (in dem hier gezeigten Beispiel iiber
BamHI) und liber Liposomen in den archaeellen Wirt eingebracht. Nach erfolgreicher Virusproduk-
tion werden die Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in ihrem Verhalten untersucht, um Riick-
schliisse auf die Funktion des fehlenden Gens zu ziehen.

erstmalig 2017 beschrieben, hat einen engen
Wirtsbereich und infiziert nur M. mazei-
Stamme, die als Einzelzellen wachsen.
Aggregierte Zellen sind hingegen vor einer
Infektion geschiitzt [16]. Das Virus hat eine
kugelformige Morphologie und sein Genom
hat eine GroBe von 10.567 bp auf dem
urspriinglich 22 ORFs detektiert worden sind
[16]. Die erste Analyse im Jahr 2017 wurde
mit ORF Finder durchgefiihrt und nutzte
lediglich erkannte Start- und Stop-Codons als
Vorhersageparameter. Weitere Parameter,
z. B. die Codon Usage, der GC-Gehalt oder die
CDS-Uberlappung, wurden nicht beriicksich-
tigt. Die Genanzahl von MetSV wurde in
einer neuen Studie 2023 unter der Verwen-
dung aktuellerer Tools und Datenbanken auf
23 ORFs ebenso so wie die GroBen der iden-
tifizierten Gene iiber Veranderungen in den
Start- und Stop-Codons Korrigiert [17]. Hier

wurde die PROKKA-Pipeline im Virusmodus
mit der Implementierung von PHROG ver-
wendet [17, 18]. PROKKA nutzt eine ganze
Reihe von Kontrollparametern zur Genvor-
hersage und ist die Standardvorhersage-
Pipeline, die in einem GroBteil der Studien
zur Genvorhersage und Annotation benutzt
wurde [18]. Insgesamt konnten so trotzdem
nur einzelne Funktionen fiir MetSV-Gene
vorhergesagt werden, z. B. zwei Polymerase-
Untereinheiten [17]. Trotz der neueren Tools
zeigte sich somit auch hier, dass die Bioinfor-
matik in ihren Mdoglichkeiten bei der Erfor-
schung von archaeellen Virus-Wirt-Systemen
eingeschrankt ist, da nicht alle Genfunktio-
nen vorhergesagt werden konnten (Abb. 1B).
Die tibrigen hypothetischen Gene mit unbe-
kannter Funktion miissen nun mit experi-
mentellen Ansédtzen charakterisiert werden
(Abb. 1B). Ein erster Ansatz konzentrierte
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sich auf die Transkription von MetSV-Genen
auf der Grundlage einer Dual-RNAseq-Analy-
se in Verbindung mit qRT-PCR und TEM-
Imaging [19]. Hier wurde eine kombinierte
Rolle von Virus- und Wirtsgenen bei der
Replikation und der Zelllyse postuliert [19].

Das genetische System zur Identifi-
zierung von MetSV-Genfunktionen

Zur Validierung dieser Hypothesen und um
abschlieBend alle Virus-Gene und ihre Funk-
tionen charakterisieren zu konnen, wurde
ein genetisches System fiir MetSV entwickelt
(Abb. 1B, [17]). Dazu wurde das Virusgenom
mittels PCR amplifiziert und in das E. coli-
Plasmid pCR-XL-2 kloniert (Abb. 1B). Das
System ermdglicht nun eine einfache Modi-
fikation des Virusgenoms durch site-directed
mutagenesis (SDM) (Abb. 1B). Die verdnderte
Virussequenz kann dann durch Restriktion
vom {ibrigen Plasmid getrennt werden und
mittels Liposomen in den Wirt transfiziert
werden (Abb. 1B). Es konnte gezeigt werden,
dass die linearen Virussequenzen, falls keine
essenziellen Gene mutiert wurden, erfolg-
reich neue Viren produzierten (Abb. 1B,
[17]). Dieses genetische System ist das erste
beschriebene System fiir einen Virus der
methanogenen Archaeen. Erste Experimente
wurden mit einer Deletionsmutante von
MetSVORF09, dem bioinformatisch keine
Funktion zugeordnet werden konnte, durch-
gefiihrt. Hier zeigte sich, dass MetSVORF09
moglicherweise an der Zelllyse beteiligt ist.
Die Zelllyse der MetSVORF09-Deletion war
verlangsamt, zeigte jedoch keine Verdnde-
rung im Virustiter. Somit scheint die Deleti-
on des Gens nur die Freisetzung der Viren zu
verlangsamen, jedoch nicht die Virusproduk-
tion als solches einzuschrianken [17]. Weite-
re Studien basierend auf dem genetischen
System sind in Vorbereitung und werden
hoffentlich ein abschlieBendes Bild der
MetSV-Infektion liefern und damit einen
essenziellen Beitrag fiir das Verstandnis von
methanoarchaeellen Viren liefern. Auch eine
Weiterentwicklung von biotechnologischen
Tools zur einfachen genetischen Manipulati-
on von Methanogenen ist denkbar, mit einer
groBen Bandbreite von moglichen Anwen-
dungen, beispielsweise in der Biomethanpro-
duktion. |
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