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Our environment is a treasure trove of genetic information.
High-throughput sequencing enables a spectrum of investigations,
from observing human pathogens to assessing the constitution of

an ecosystem. Here, we summarize our work on longitudinal total
RNA/DNA sequencing from wastewater samples combined with
in-depth data analysis. We explore the wealth of data from known
virus detection to discovery of novel biotechnological enzyme
sequences, showcasing the potential of such systematic approaches.
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B Unsere Umwelt ist prall gefiillt mit gene-
tischer Information. Manche Bakterien und
Pilze findet man {iberall, andere sind auf ihre
Nischen spezialisiert. Im Wald findet man
auch noch die DNA von dort lebenden Tieren,
in Gewéssern im Jahresverlauf und je nach
Nahrstoffangebot verschiedene Algen, im
Abwasser menschliche Krankheitserreger
oder Darmbakterien. Die Hochdurchsatzse-

quenzierung von DNA- und RNA-Molekiilen
kann diesen Informationsschatz erschlieBen
- zu laufend niedrigeren Preisen bei steigen-
der Qualitat. In der Wissenschaft konnen die
unterschiedlichsten Fragestellungen damit
angegangen werden. Wie verdndert sich die
Biodiversitit entlang eines Flusslaufes? Wie
geht die Evolution eines Virus voran, wie
verbreitet er sich weltweit? Wie bewegen
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A Abb. 1: Bestimmung verschiedener Viren im Berliner Abwasser. A, Intensitat von verschiede-
nen Virusfamilien Giber den Untersuchungszeitraum, zusammengefasst nach Monat. Farben ent-
sprechen log(10)-transformierten Counts aus der Metagenomik-Pipeline kaiju. Neben den Virus-
familien sind die Wirte sowie die Art des Virusgenoms aufgefiihrt. B, Anzahl der Sequenzier-Reads
flir verschiedene humane Viren nach Anreicherung. Die Farbgebung entspricht der Menge zuord-
barer Reads (mapped reads per million), zusammengefasst nach Monat.
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sich Antibiotikaresistenzen durch die Land-
schaft? Wie lassen sich negative Entwicklun-
gen, wie etwa ein Fischsterben, friihzeitig
prognostizieren? Gleichzeitig weisen diese
Fragen auch in Richtung moglicher Anwen-
dungen fiir die Gesundheit von Menschen,
Tieren, Okosystemen, fiir die Trinkwasser-
versorgung, fiir den Umgang mit Industrie-
abwissern und -unfillen usw.

Abwassermonitoring auf
Humanpathogene

Humanpathogene werden seit Jahrzehnten in
einer besonderen Art von Umweltproben
untersucht, in Abwasser. Seit 1939 ist bekannt,
dass sich Polioviren im Abwasser nachweisen
lassen (was kiirzlich auch wieder in Deutsch-
land geschehen ist [1]), mit der Corona-Pande-
mie ist diese Art von Monitoring richtig durch-
gestartet [2]. In den letzten Jahren wurde
mehrfach dargelegt, dass das Abwasser nicht
nur zeigt — mit einigen Tagen Vorlauf gegen-
iiber klinischer Testung —, wieviel SARS-CoV-2
in der Bevolkerung zirkuliert, sondern
dank Sequenzierungen auch welche Varian-
ten [3].

Schon seit mehreren Jahren war klar, wie
vielfaltig die Mikroben im Abwasser sind;
eigentlich wenig tiberraschend fiir eine Mat-
rix, die sich aus so unterschiedlichen Quellen
speist. Was in unseren Augen aber fehlte,
war eine Beobachtung der gesamten geneti-
schen Information im Abwasser iiber einen
lingeren Zeitraum und liber verschiedene
Kontinente hinweg, kombiniert mit einer ein-
gehenden Datenanalyse.

Wir extrahierten daher Nukleinsduren
(RNA und DNA getrennt) aus Abwasserpro-
ben eines Berliner Kldarwerks tiber einen
Zeitraum von insgesamt 17 Monaten, und
sequenzierten die gesamte RNA bzw. DNA
darin zu einer Tiefe von jeweils 20-40 Mio.
Sequenzbereichen [4]. Aus einer einzigen
Probe — 60 ml Rohzufluss, gefiltert durch
2 und 0,2 um - kann genetische Information
extrahiert werden, die ungefihr 10.000-
20.000 verschiedenen Mikroben zugeordnet
werden kann. Die meisten davon sind Bakte-
rien, daneben insbesondere Phagen (Viren,
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A Abb. 2: Abundanzen einer Auswahl von Familien/Gattungen/Arten von Bakterien aus drei Abwasser- und drei StiBwasserseeproben. Die Bezeich-
nungen der Taxa sind eingefarbt nach Klasse, diese sind jeweils nach dem senkrechten Stricht angefiigt. Die Farben der Felder entsprechen log(10)-
transformierten Counts aus der Metagenomik-Pipeline kaiju. Unterscheidbar sind bspw. ubiquitdre Bakterien und solche, die zu unterschiedlichem

MaBe vor allem in Abwasser oder SiiBwasser vorkommen.

die Bakterien befallen), aber auch ein groBes
Spektrum von humanpathogenen Viren
(Abb. 1). Wie viel genetische Informationen
wir im Abwasser von einem Virus finden, das
Menschen infiziert, hdngt natiirlich von der
Anzahl Menschen mit Ansteckung im Ein-
zugsgebiet ab, aber auch, wie sehr virales
Erbgut in die Kanalisation kommt, und wie
stabil es ist. Wahrend wir gesehen haben,
dass die RNA von SARS-CoV-2 wahrschein-
lich in fragmentierter Form vorliegt, kom-
men Enteroviren infektios, d. h. wohl als
Ganzes intakt, in der Kldranlage an. Das ist
auch der Grund, warum die zu den Enterovi-
ren gehorenden Polioviren aus Abwasser
auch in kleinsten Mengen nachgewiesen
werden konnen, wie eben vom Robert-Koch-
Institut auch in Deutschland demonstriert
[1]: Die Viren werden nicht durch Sequenzi-
erung gefunden, sondern durch Anzucht in
Zellkultur.

Um wenig abundante virale Genome bzw.
Fragmente zu finden, verwendeten wir ein
breites Anreicherungspanel mit iiber 100
humanpathogenen Viren. Damit kommt dann
bspw. auch das Respiratorische Syncytialvi-
rus zum Vorschein, das in der Sequenzierung
der Gesamt-RNA nicht identifiziert wird. Wie
auch von vielen anderen Forschungsgruppen
gezeigt, ist damit grundsétzlich eine Vielzahl
von humanen Pathogenen nachweisbar [5,
6].

Neue Viren, neue Enzyme aus dem
Abwasser

Mit der so groBen Menge an genetischer
Information aus dem Abwasser ldsst sich
aber nicht nur nachweisen, was schon
bekannt ist. In den letzten Jahren haben com-
putergestiitzte Analysen aus gigantischen
Sequenzier-Datenmengen im Petabyte-
Bereich (10 hoch 15) gezeigt, wie viele Virus-
arten wir noch gar nicht kennen [7, 8] -
weniger solche, die Menschen infizieren, als
vielmehr das ganze Spektrum von Arten auf
diesem Planeten. Fiir diese Definition des
~planetaren Viroms“ scheint nun das Abwas-
ser eine ganz besonders ergiebige Quelle zu
sein, fanden wir doch iiber 10.000 ,neue”
Viren — wobei deren Artengrenzen sehr flui-
de sein konnen, und nicht immer Klar ist, wo
eine Art endet und die niachste anfangt. Mit
solchen Erkenntnissen erschlieBen sich neue
Forschungsfelder im Bereich 6kosystemwei-
ter Betrachtungen infektioser Elemente.
Anhand der genetischen Informationen
konnen aber nicht nur neue Viren gefunden
werden. In einem zweiten Ansatz suchten
wir nach mdoglicherweise biotechnologisch
nutzbaren Enzymsequenzen. Als Beispiel
nahmen wir Transposase B (TnpB). Wie die
beriithmt gewordenen Cas9-Enzyme konnen
sie mithilfe von guide-RNAs bestimmte DNA-
Segmente spezifisch erkennen und veran-
dern [9]. Sie sind aber deutlich kleiner, und
deswegen einfach handhabbarer als Cas9-
Enzyme. Wie bei den Viren fanden wir reich-

haltig neue mogliche TnpB-Sequenzen.
Wahrscheinlich sind nicht alle davon aktiv,
geschweige denn irgendwie direkt nutzbar.
Warum ist dann diese Sequenz-Sammlung
trotzdem niitzlich? TnpBs bestehen aus
knapp 400 Aminosauren. Die aktiven Stellen
mit ungefahr 20-30 Aminosduren sind ein-
deutig definiert, der Rest nicht — dieser Rest
entscheidet aber tiber die Stabilitat, Aktivitat
und Spezifitdt des Enzyms. Auch wenn mitt-
lerweile computergestiitzte Methoden schon
sehr gut in der Vorhersage stabiler 3D-Struk-
turen sind - die vielfaltigen biochemischen
Charakteristika sind nur experimentell
bestimmbar. Wenn nun eine spezifische Ami-
nosauresequenz im Abwasser auffindbar ist,
bedeutet das, dass es irgendwo Bakterien
gibt, die genau dieses TnpB-Gen in sich tra-
gen. Das wiederum heiBt, dass die entspre-
chende Sequenz biochemisch funktioniert.
Das Abwasser hilft also, den gigantischen
»search space” fiir Aminosauresequenzen fiir
interessante Enzyme auszuloten und einzu-
grenzen.

Metagenomik als Methode in der
umfassenden Umweltbeobachtung

Die immer giinstiger und einfacher werdende
Hochdurchsatzsequenzierung hat nicht nur
die Abwasserforschung verandert. Metage-
nomik von Umweltproben, sei es aus StiB-
wasser, Ozeanen, Sedimenten, Boden, Wol-
ken, Abstrichen von Pflanzenblattern im
Urwald ist allgegenwartig - alles kann
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A Abb. 3: Fir fiinf Positionen im Erbgut des Astrovirus-Stamms mit der NCBI-Genbank-
Bezeichnung MT766325 sind die Prozentanteile von Mutationen in Abwasserdaten aus Kaliforni-
en/USA (San Diego und Los Angeles), Nagpur/Indien und Berlin/Deutschland gezeigt. Die Hau-
figkeiten einzelner Mutationen sind orts- und zeitspezifisch, ihre Kombination daher ein ,Barcode®

fir Ort und Zeit.

sequenziert werden [10]. Eine einfache Ana-
lyse ist schlicht die Bestimmung und der
Vergleich der Biodiversitit in verschiedenen
Proben, wie wir es bspw. aus Abwasser- und
SiBwasserseedaten machen konnen
(Abb. 2). Longitudinale Datenerhebungen
und eine gemeinsame Analyse mit physika-
lischen und chemischen Daten wie Salz- und
Nahrstoffgehalt, Temperatur, Wasserstand
und Flussraten usw. erlauben in einem ers-
ten Schritt ein umfassendes Verstandnis der
biologischen Prozesse in einem Okosystem,
wie bspw. einem Flusslauf. Daraus konnen
Schliisse gezogen werden, etwa was die Aus-
wirkungen steigender Temperaturen im
Zuge der Klimaerwarmung angeht, oder wie
die mikrobielle Zusammensetzung im
Gewdsser mit der Trinkwasserqualitat aus
den daraus gespeisten Aufbereitungsanlagen
zusammenhdngt. Besonders interessant sind
Prognosemdoglichkeiten. Nach dem Motto
yviel hilft viel“ konnen Vorhersagen umso
robuster werden, je mehr Daten vorhanden
sind. Fir die Analyse dieser gigantischen
Datensammlungen sind Algorithmen der
Lkinstlichen Intelligenz“ ideal, da es darum
geht, im Rauschen der vielen Sequenzen rele-
vante Muster zu erkennen und die mit ande-
ren Messwerten zu verkniipfen.

Der Fluss genetischer Elemente in
Raum und Zeit

In unserer Publikation haben wir auch des-
wegen auf Viren fokussiert, da sie sich
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auBerhalb eines Wirts nicht vermehren kon-
nen - im Gegensatz zu Bakterien: Wenn
genetische Information von Bakterien in
einer Abwasserprobe von einem Klarwerk
gefunden werden, kann ein Bakterium aus
einem Menschen stammen, vielleicht hat
es sich aber auch in einem Biofilm in der
Kanalisation vermehrt. Nun kann man die
Bewegung von Viren in einer zeitlichen
Dimension verfolgen: Wann sind Infektions-
wellen, wie verandert sich das Virus tiber die
Zeit? Genauso interessant ist die rdumliche
Dimension: Auf welchen Wegen und wie
schnell verbreitet sich ein bestimmtes
Virus? Fiir einen ersten Ansatz in diese
Richtung haben wir die Stamme und Genom-
sequenzen von Astroviren aus den Berliner
Abwasser-Sequenzierdaten mit solchen aus
Kalifornien und der indischen Stadt Nagpur
verglichen. Beide waren vorgéangig von zwei
unterschiedlichen Forschungsgruppen frei
verflighar gemacht worden. (Die dazuge-
horigen Publikationen gingen nicht auf
Astroviren ein; das Beispiel zeigt also auch,
wie wichtig es ist, den Zugang von Hoch-
durchsatzdaten zu ermoglichen. Der Reich-
tum solcher Daten ist durch eine For-
schungsarbeit allein oft gar nicht zu erschlie-
Ben.)

Das Erbgut von Astroviren, die in Bevolke-
rungen mit ausreichender Erndhrung und
grundsatzlich guter Gesundheit kaum merk-
bare Magen-Darm-Erkrankungen auslosen,
ist im Abwasser in relativ groBen Mengen
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vorhanden. Dadurch lassen sich nicht nur
Virusstimme zuordnen, sondern das einzel-
ne Veranderungen im Erbgut iiber Ort und
Zeit verfolgen. Der Vergleich der Daten iiber
Ort und Zeit zeigt nun, wie sich bestimmte
Erbgutvarianten verbreiten (Abb. 3). Eine
Ausweitung solcher Analysen konnte dar-
stellen, wie schnell und auf welchen Wegen
sich unterschiedliche Viren tiber den Erdball
verbreiten und wie haufig dabei ihr Erbgut
mutiert. Praktisch relevant ware dieses Wis-
sen, wenn es die Verbreitung eines neuen
Virus - wie aktuell H5N1-Influenza oder
mpox — vorauszusagen gelte.

Grundsatzlich konnte diese Art von Analy-
se mit jedem genetischen Element durchge-
fiihrt werden. Interessant wiaren Antibiotika-
Resistenzgene, die unter Bakterien weiterge-
geben werden. Sie tauchen eigentlich nur
auf, wenn sie in bei einem Menschen behan-
delt werden miissen. Wo sie aber ,zwischen-
durch® sind, ist weniger klar. Inwieweit
bewegen sich die Gene bspw. zwischen der
Umwelt, von Wild- zu Zuchttieren und
zurlick und dann zum Menschen? Diese For-
schung steht erst am Anfang [11]. Systema-
tische Probennahmen kombiniert mit
Sequenzierungen konnen aber auch hier
helfen, zu verstehen, wie sich Antibiotika-
Resistenzgene im gesamten Okosystem ver-
breiten und entwickeln und wie sie gefahr-
lich werden kénnen.

Ausblick

Vor einigen Jahren war Hochdurchsatzse-
quenzierung noch eine teure Angelegenheit,
jede Analyse einer Nukleinsdureprobe muss-
te abgewogen werden. Die Preise fiir short
read sequencing sind mittlerweile deutlich
gefallen und beim long read sequencing
gehen simultan die Preise nach unten und
die Qualitdt nach oben. Aufwandig fiir eine
umfassende Vermessung von Okosystemen
mit Metagenomik und -transkriptomik ist die
Probensammlung im groBen Stil sowie die
Methodologie in der Aufarbeitung - und
dann natiirlich die Datenanalyse und die Ver-
kniipfung mit anderen relevanten Messwer-
ten und Ereignissen. Interdisziplindre Kolla-
borationen aus den Bereichen Umwelt- und
Gesundheitsforschung sowie Bioinformatik/
Kiinstliche Intelligenz werden daher notwen-
dig, um diese komplexe Herausforderung
anzugehen.
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