4c. Nanopore sekventering: Databehandling Side 1af7
Databehandling fra sekventering
Indhold
Databehandling fra SEKVENTEIING. .. .uvveeiiiiiiiiieeee e e e e e e s s esnbbaaeeeeeeeees 1
Y O T 1 =T OO OO ORUTPRUPPT 2
Databehandling i EPI2ZIMIB.......cii ittt ettt e e s st e e s s ata e e e s bae e e e s nabaeeeesasnees 2
Starte et WOIrKFlOW i EPI2IVIE .....veiiiiiiee ettt ettt e e s s abae e e e e 2
TOIKNING A FESUITATET ..eeiiieiiiiei e s e e s st e e e e baaeesssabaeeeenans 6
o =T o 1] o =T o Vo LT o = PRSP 7
Hvad har [ fundet? .....ccuvveeeeeiiiiiirieeeec e Fejl! Bogmeerke er ikke defineret.
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Videre muligheder for databehanding

Installation af programmet Epi2Me

Fejl! Bogmeerke er ikke defineret.

Data fra MinlON-devicen oversezettes i programmet minKNOW til en FASTQ-fil. FASTQ-filen
gemmes pa computeren i den mappe (directory), som man har angivet i minKNOW.

Data kan derefter bearbejdet i programmet Epi2Me:

Epi2Me i skyen: Aligner (dvs, sammenligner) de uploadede sekvenser i FASTQ-fil med
databasen og identificerer bakterierne. Det sker i et online workflow.

*

den til skyen.

Epi2Me-desktopagent pa computeren: Henter FASTQ-filen fra computeren og uploader

MinlON-device:
DNA-
sekvenserne
males som
spaendings-
2ndringer

«

MinKNOW: Henter
spaendingsmgnsteret fra
MinION og omtolker det
til DNA-sekvenser.
Sekvensen gemmes pa
computeren som en
FASTQ-fil

Figur 1. Programmer og databehandling.
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FASTQ-filer
Resultaterne fra sekventeringen vil ligge pa computeren som en FASTQ-fil. | FASTQ-filen er hver
DNAsekvens repraesenteret af 4 linjer.

e Unikt ID starter med et ’@’. Linien kan fx indeholde information om prgven og flowcellen.

e Selve DNA-sekvensen (ATGC....)

e Et’+, som markerer at sekvensen slutter

e Enlinje med en kvalitetskode for hver af baserne i linie 2. Kvalitetskoden er angivet med
ASCIl-symboler?.

1. Aben en af FASTQ-filerne i en text-editor.

2. Identificer de fire linjer for hver DNA-sekvens. Hvilke oplysninger kan du finde i linierne?

Installation af programmet Epi2Me

Programmet Epi2Me downloades som en desktop-version fra Nanopore Community og installeres
pa computeren, hvorefter man abner sine FASTQ-filer i workflows online.

1. Logind pa Nanopore Community: https://community.nanoporetech.com/

Find software downloads til hgjre.

Vealg Epi2Me desktop agent og ‘download’.

Veaelg “kgr”.

Du skal muligvis godkende at computeren installerer programmet.

Start programmet, nar installationen er slut. Du bliver nu bedt om at registrere dig. Klik pa
linket og kopier registreringskoden. Indsat den, og ga videre.

oukwnN

Databehandling i Epi2Me

Start et workflow i Epi2Me
1. Log pa Nanopore Community og Epi2Me
2. Start Epi2Me desktop-agenten.

Z Desktop Agent - o x

-~ [

EPI2ME

IR n

A cloud-based analytics platform, integrated with nanopore
sensing devices and designed to help people
track, trend and predict biological data.

Welcome Kresten Torp

BROWSE WORKFLOWS

- 5 14
H P Skiiv her for at sage i Ll - =3 WD) RN gy B

! Veerdien er angivet med ASCll-symboler, hvis betydning kan findes ved sggning pa nettet. Vaerdien angiver Q =
—log,, P, hvor P er sandsynligheden for at en base er fejlbestemt. Dvs. at jo hgjere Q-veaerdi, jo mere sikker er
bestemmelsen.

. . o nove nordisk fonden
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Figur 2

3. Veelg 'New workflow’

Z Descop Agent

© worton
Filter workflows
STRUCTURAL
_ INDEX VARIATION
REFERENCE - N7
BT ©®
BARCODING

FASTQ BARCODING

FASTQ CONTROL EXPERIMENT

1345
~ ) B D
) RO

Figur 3.

4. Velg 16S
5. Herefter kommer nogle registreringer, som skal foretages:
a. Min. gscore: Kvalitetsgreensen for hvilke resultater, der skal medtages.
b. Detect barcodes: Vaelg 165024 i dette tilfeelde.
c. Human sample: Skal angives. Hvis der sekventeres bakterier: 'No’
d

Side 3 af 7

Epi2Me storage er en mulighed for at gemme pa hjemmesiden. Der kan i fremtiden

komme betaling pa dette, men har vi ikke oplevet indtil nu.

2 Desktop Agent ~ 8 x

@ worktow @ siing © Parameters StartRun
Fasiq 165 1922 cozsz0
workrLow maranl¥@litetsgraensen for data
3 Veelg default

Veelg storage-mulighed SN A
Max upioad file size (M) 500 No

NBD1CINBD104

NBD104 + NBD114

NBD114
RBK004
RBK001

EPI2ME STORAGE
fyou

RPBO04/RLBO0T

Is the, o are about to upload a whole or partial human sample? RAB204/RAB201
RAB004/165024
Marker, om der er tale om

menneskeligt DNA

FIgUf' 4. H R Skriv her for at soge

6. Tryk’Next’.

. . o nove nordisk fonden
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= Desktop Agent
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° Workflow ° Billing ° Parameters o Start Run
Fasiq 165 13.2.2 025204
ATTRIBUTES
These will be visible inthe EPI2ME Portal and must not contain personaly denifiable nformat
flowcell + | NOVO

GENERAL SETTINGS

Supported File Type O

fastq
© Files in the fail sub-folder wil be ignored Change @ C: \Users \bruger \Documents \B Projekter INOVO-computational biology \A Bioinformatik \
Download Directory: & Defautt ciL Documents\B Proj VO- biology\A B
© That Tocer s not empty, contents may be overwritten
Download Mode: © Telemetry Only
Accelerated Transfer © [ on i

Start Run @

Figur 5. Bl » soerersise z

7. Herefter angives et projekt-navn, der vaelges mappe, hvorfra FASTQ-filerne skal hentes, og
hvor resultaterne skal gemmes.

8. Velg’Accelerated transfer’

9. Vealg ‘Start Run’. Nu uploades datafilen til skyen.

= Desktop Agent

© Running...
Fastq 16S - v3.2.2

Stop Run

4 fastq files

Details

FIgUf' 6'. H O Skriv her for at sage
10. Nar filen er hentet, trykkes ’Stop Run’
11. Veelg 'View Epi2Me report’. Nu abnes hjemmesiden, og man kan se resultatet af workflowet.

w D) F oA

Pa “dashboard’ i online-programmet kan du altid vende tilbage til workflows, du har kgrt:

. . o nove nordisk fonden
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a | I Indbakke (942) - kreste L. NNF—Wnrkshup-DEltag| L Rediger Opgave - Lecti |EI Feerdigmalet Treebeklze [Q CDmmunny-nasnbuaI & Dashboard X l+ ~ = @
& = O W £ | https://epi2me.nanoparetech,.com/user o = L =

EPIZME

Dashboard Workflows Downloads Help

Dashboard
Search: ‘ @ Shared
Show 10 v eniries Previous | 1 ‘ Next
InsID 4| Workflow 4| Rev. #| State #| Started (UTC) Duration 4| Atributes Run ID. Action

221879 Fastq 165 322 stopped 2019-11-26 14:15:33 34d 3h 52m 27s ¢ cBe320M

216669 Fastq 165 321 stopped 2019-10-09 09:26:09 43d 5h 37m 395 ¢ 36c2867b

216662 Fastq Barcoding 3.10.2 stopped 2019-10-09 09.00:40 10m 57s ¢ 36c26610

Showing 110 3 of 3 entries Previous | 1 ‘ Next

% q) 3 DAN

Figur 7. ﬂ O Skriv her for at sage

Aben det workflow du vil arbejde med.

Tolkning af Workflow-rapporten i Epi2Me

22-02-2020 %

Fgrste side indeholder oplysninger om sekventeringens forlgb, antal succesfulde og mislykkede
reads og deres gennemsnitlige ngjagtighed i forhold til databasens sekvenser. Det er vigtigt at
huske pa at bakterier pga. deres ukgnnede formering vil optreede med meget stor diversitet, og et

match pad 80-85 % med databaserne er derfor normalt.

B 4 | M Indbakke (942) - kreste ‘. NNF—Wurkshup'Dehag| L Rediger Opgave - Lecti |E| Faerdigmalet Traebeklze LQ Communi lly'DashhM] & Fastq 165 [instance X I+ ~ = & B

< 50 6 ko= Loe -

£ | httpsy/epizmenanoporetech.com/workflow_instance/221879

FOR RESEARCH USE ONLY

Fastg 16S [Instance ID: 221879]

STATE stonoed WORKFLOW
DURATION 34d 30 52m 27s
STARTED 26.11.2019 15.15.33 DATA REGION
STOPPED 30122019 19.08.00
U Y O — e e e——ry B -
QCand Bareoding [rev. 3.10.4]  => [EREEEEZZ Ty (ERETB) |
95% B CLASSIFIED
% UNCLASSFIED
91 1 84%

= Toxa at Rank [Ges -1

Flgur 8 H,O Skriv her for at sz;e

® 1z ) 33 DAN

1539
o B

Leengere nede pa siden vises de samlede resultater fra alignment med databasen:

Computational Thinking og biologiske systemer
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B a I 1 Indbakke (942) - kreste @ NNF-Workshop-Deltag J . Rediger Opgave - Lecti = Feerdigmalet Trasbeklze {0 cnmmnnity—nashhua:‘ & Fastq 165 [Instance > l+ v - X
¢« - O m & https://epizme.nanoporetech.com/workflow_instance/221879 ¥ = L'

i= Taxa at Rank: [Genus -
ot Rk ] NCBI Taxonomy Tree

Taxon Cumulative Reads ~
k3
.
15
200m
13
Iz « Enferobacter
Iz * Klebsiella
Iz
Kiebsiells I
Panioea I
atumetla I °
o 1
habos
11
* Pectobacterum
t
o ® e Senlia
© Lactobacillus
i= Reads per Barcode ID
ID v Read Count
scos NN 27
sco I 5
NoBarcode I 12
Figur 9. Bl # sovressen [ . . TR

Over artslisten kan man skifte mellem art, sleegt osv. Matchet er forbundet med usikkerheder, og
databaserne har deres begraensning. Derfor vil der veere usikkerhed ved en bestemmelse til
artsniveau.

Tolkning af resultater

| venstre side udveelges den barcode, man vil arbejde med:

B & 4 Indbakke (942) - kreste | @ NNF-Workshop-Deltag L Rediger Opgave - Lecti [ Ferdigmalet Trebekl €3 Community - Dashboal | & Fastq 165 [instance X ‘+ v = X
<« - 0O w & htips://epizme.nanoporetech.com/workflow_instance/221879 b = L &
—— NCBI Taxonomy Tree ) -
Cumulative Reads ~
_E
1 I
Iz
12 * « Enterobacier . . . .
E e Filtre ift. npjagtighed
11
1
Peciobacterium I . = Pantosa
. / -eaazcenn Resultater vist som taxonomisk trae
Oversigt over
identificerede reads oot et
\galg ag Ved at fgre curseren over
arcode . )
Y navnet vises oplysninger om
= Reads per Barcode ID nﬁJagtlghed
v Road Court .?xa?gfm:;m —+ Lactococzus Ved at klikke pa navnet vises
[ e uddybende forklaringer om
bakterien

1654
& GO FON o B

Figur 10 ﬂ L Skriv her for at sege

7. Fgr cursoren hen over de identificerede bakterier og find det gennemsnitlige procentuelle
match mellem sekvensen og databasen.

8. Angiv pa baggrund af laengden af DNA-sekvensen fra PCR-processen, hvor mange nucleotider
der matcher databasens sekvenser med den viste procentuelle ngjagtighed.

9. Forklar hvad arsagen kan veere til at der ikke er et ngjagtigt match med databasens sekvenser.

Opgaven 'Matematikken bag alignment’ forklarer, hvordan man matcher sekvenser ved
alignment.

. . o nove nordisk fonden
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Efterbehandling af data

e | elevvejledningen er der opgaver, hvor eleverne laeser mere om de bakterier de har fundet. De
vil ikke kunne finde fyldige oplysninger om alle de fundne bakterier. Det har imidlertid den
vigtige paedagogiske pointe i sig, at der er et stort rum for forskning for den nysgerrige. Vi ved
ufatteligt lidt om Jordens bakterieflora.

e Der er desuden supplerende opgaver, hvor de kan afprgve BLAST i en database. Det kan
anbefales at lade eleverne klikke rundt, nar de har foretaget en sggning her. Seerligt kan man
se pa hvordan sekvenserne matcher, og identificere forskellige typer af mutationer.

e | de gvrige teoriopgaver (filerne 2a-) er der opgaver i bakteriernes formering og betydningen
for identifikation, opgaver i hvorfor man identificerer ud fra 16S rRNA og opgaver som giver en
matematik-vinkel pa alignment og fylogenetiske trzeer.

e De fylogenetiske traeer i Epi2Me kan suppleres med opgaver i hvordan disse konstrueres med
andre eksempler, og har derfor trade til et evolutionstema.

. . o nove nordisk fonden
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