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Klarggring af prgve, sekventering og basecalling med Flongle-flowceller
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Tidsforbrug

1. Klarggring af prgve: 10 min (prgven kan gemmes 1-2 dage i kgleskab)

2. Klarggring og priming af Flongle-flowelle: 30 min

3. Sekventering: 2-72 timer (fx natten over), afhaengigt af DNA-koncentration og -renhed.
4. Basecalling og deling af resultater: 30 min
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 2 af 12

Princip

Ved PCR-processen blev der benyttet primere, som forsynede hver ende af DNA-sekvensen med
en specifik barcode (DNA-stregkode). De kan afleeses som et specifikt nummer for den barcode de
enkelte prgver har faet.

Hver primer er desuden forsynet med en koblingssekvens (rapid attachment sequence). Her kan
man inden sekventeringen binde Rapid Adapters (RAP), dvs. de molekyler, som ved
sekventeringen treekker DNA-sekvensen gennem nanoporen. sekventeringen.

gDNA
> N
16S primers with
User- l/ E rapid attachment
defined chemistry
Attachment of rapid 1D N
seguencing adapters
10 min LN
v Loading

Figur 1. PCR-processen ved forberedelse af nanopore-bibliotek.

RAP har to grene:

e Den ene gren fungerer som fortgjring til membranen i Nanopore-flowcellen. Den indeholder et
hydrofobt molekyle, som binder DNA-strengen til den membran i nanopore-flowcellen, hvor porerne er
placerede.

e Den anden gren indeholder det motorprotein (helicase), som skal bindes til poren, adskiller de to DNA-
strenge og kgrer den ene gennem poren, hvor baseraekkefglgen aflaeses.

Inden sekventeringen blandes de barcodede prgver fra grupperne, tilseettes RAP og loading beads.
Flowcellen klarggres og skylles, hvorefter prgven tilseettes.

Nar spaendingen tilsluttes over flowcellen dannes der en ionstrgm gennem porerne. DNA-
sekvenserne i prgven splittes op i enkeltstrenge af DNA-helikase og den ene streng vandrer
gennem en pore. Det bevirker eendringer i stremmen af ioner gennem poren, som aflaeses som
spandingsaendringer over membranen. Spandingseendringen vil vaere afhaengig af hvilket
nucleotid, der passerer gennem poren.

Flowcellen styres fra computeren ved hjalp af programmet MinKnow. P3 skaermen kan
flowcellens status og forlgbet af sekventeringen fglges.

Under sekventeringens udfgres basecalling, dvs. bestemmelse af baser (nucleotider). De elektriske
signaler fra nanoporerne hentes over i programmet MinKNOW, hvor der foretages en statistisk
behandling, som oversaetter spaendingsaendringerne til en basesekvens. De enkelte barcodes deles
ud (demultiplexing) og den mest sandsynlige sekvens bestemmes for hver barcode.

DNA-sekvenserne gemmes i en FASTQ-fil. | programmet Epi2Me kan man efterfglgende foretage

en databasesggning og identificere hvilke bakterier, der er i prgverne. De kan desuden
anskueligggres som et fylogenetisk tree.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 3 af 12

Materialer
e Nanopore MinION
e Nanopore flongle-celle adaptor
o Nanopore flongle-celle
e Computer med programmerne MinlON og Epi2Me
e Eppendorfrgr
e  Mikropipetter: 1-200 pL
e DNase frit vand
e 16S barcoding kit (SQK 165024). Reagenser:
a. RAP (Rapid Adaptor — helicase-enzym, som deler dsDNA og
traekker ssDNA gennem porerne),
b. LB (Loading Beads)
c. SQB (Sequencing Buffer)
e Flow Cell Priming Kit (EXP-FLP002). Reagenser:
a. FB (Flush Buffer —indholder ioner som
traekkes gennem porerne)
b. FLT (Flush Tether — tgjrer DNA til
membranen)

Fotos: Andreas Vedel

Fremgangsmade

A. Klarggring af prgve til sekventering

F@r sekventeringen er det ngdvendigt at kende koncentrationen af DNA i prgverne. Den males
vha. Qubit4-fluorimeter.

Prgverne skal derefter blandes i en falles prgve til sekventering, sa koncentrationen af DNA er
omtrent ens fra alle prgverne. Der skal i alt veere 50-100 fmol (101> mol) DNA. Mol angiver antalet
af molekyler her af DNA-strenge. Nar der er tale om sekvenser pa ca. 1500 bp, svarer det til ca. 50-
100 ng DNA, som skal oplgses i et volumen pa 10 uL. Fortynd evt. med DNase-frit vand.

Notér prgvernes koncentrationer:
Gruppe 1 2 3 4 5 6 7 8
Barcode nr.
Koncentration
(ng/ulL

For hver ens prgve udveelges den gruppes prgve, som har hgjst DNA-koncentration.

1. Fremstil en opl@sning af hver gruppes prgver, sa koncentrationen fra hver gruppes pregver er
omtrent lige hgj, og hvor koncentrationen af DNA er mindst 5 ng/uL.

2. Afpipetter 1-10 uL DNA-prgve fra oplgsningen til et flles eppendorfrgr, sa der overfgres 50-
100 ng DNA (dvs. sa der overfgres 12-25 ng fra hver af de fire grupper).

3. Tilset den resterende volumen DNase-frit vand til et volumen pa 10 uL

4. Tilseet 1 pL RAP til prgven, sa det totale volumen er 11 pL.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 4 af 12

5. Mix ved at knipse let pa rgret, og spin prgven ned i centrifuge.
6. Inkuberi5 min. ved stuetemperatur.

Halvdelen af praoven (5,5 uL) anvendes til sekventering. Resten gemmes som backup. Prgven kan
gemmes i koleskab 1-2 dage.

@veopgave: Load prover i brugte flongle-flowceller
1. Loft forseglingen af flowcellen, traek den tilbage og fastggr den til laget af MinlON-apparatet
med tape-felterne. Nu er prgve-porten synlig.

Figurer: Nanoporetech

2. De 120 pL demineraliseret vand afpipetteres langsomt direkte ned i prgveporten.

Det er meget vigtigt, at der ikke kommer luftbobler med. Det undgar ved at bufferen suges op i
pipetten, volumenknappen skrues mod mindre volumen, sa der ikke er luft i pipettespidsen og der
afpipetteres kun til fgrste trin pa pipetten. Det er vigtigt, at pipettespidsen placeres preaecist lodret
ned i prgveporten. Se evt. instruktionsvideo i online-protokollen pa Nanopore Community.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 5 af 12

Figurer: Nanoporetech

B. Montering af Flongle flowcelle -feelles for hele klassen
Seerligt ved klarggring af flowcellen kan man med fordel fglge den engelske online protokol pa
Nanopore Community. Her er der flere instruktionsvideoer, som uddyber afpipettering ol.

3. Monter flonglecellen i MinlON-devicen. Undga at rgre ved kontaktpunkterne:

Figurer: Nanoporetech

4. Monter Flongle-flowcellen i adapteren. Den skal klippes pa plads under klipsen.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 6 af 12

5. Orienter dig pa flonglecellen: Nar forseglingen Igftes kan man se "sample port”, hvor buffer og prgve
afpipetteres

Seal tab

Air vent

Sample port

Drain port

Waste port

Figurer: Nanoporetech

B. Priming af Flongle flowcellen

6. Optg Sekventeringsbufferen (SQB), loading beads (LB), Flush buffer (FB) og Flush Tether (FLT) ved
stuetemperatur. Placer dem pa is, nar de er optgede. Bufferen er pa fast form til lige under
stuetemperatur.

7. Vortex SQB, FB og FLT og spin dem ned i en centrifuge.

8. Bland 117 uL FB med 3 puL FLT i et rent 1,5 mL eppendorfrgr. Mix med pipetten. Dette er priming-
bufferen.

9. Lgft forseglingen af flowcellen, traek den tilbage og fastggr den til laget af MinlON-apparatet med tape-
felterne, som da du gvede loadning. Nu er prgve-porten synlig.

10. De 120 pl primingbuffer afpipetteres langsomt direkte ned i prgveporten.
HUSK: Det er meget vigtigt, at der ikke kommer luftbobler med. Det undgar ved at bufferen suges op i
pipetten, volumenknappen skrues mod mindre volumen, sa der ikke er luft i pipettespidsen og der
afpipetteres kun til fgrste trin pa pipetten.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 7 af 12

Figurer: Nanoporetech
C. Loading af prgve i Flongle flowcelle
11. Mix loading beads (LB) ved at pippettere op og ned et par gange, og forbered straks prgven som vist i
skemaet. Perlerne i LB falder hurtigt til bunds i rgret.

Reagens Volumen
Sekventeringsbuffer (SQB) 13,5 uL
Loading beads (LB) -netop mixede 11 pL
DNA-bibliotek 5,5 pL

I alt 30 uL

12. Afpipetter de 30 pL prgve i prgveporten. Undga luft ved at fglge samme procedure som beskrevet for
priming-bufferen: Skru eventuel luftboble ud af pipetten, afpipetter direkte i prgveporten.

13. Monter igen forseglingen over prgveporten:
14. Noter Flongle flowcellens ID-nummer. Det er angivet pa cellen.

15. Luk laget pa MinlON-enheden. Nu er du klar til sekventering.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 8 af 12

D. Opseatning af eksperimentet i MinKNOW og start pa sekventing

16. Tilslut flowcellen til computeren. Den vil nu lyse op og ventilatoren kan hgres.

17. Start programmet MinKNOW GUI. Flowcelleikonet kan ses.
18. Velg "FLO-FLG106"” fra drop-down-menuen.

MN20694 FLO-FLG106 w
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Adapter 1D
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]
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19. Seet flueben ved "available”
20. Tryk pa "New experiment”-knappen forneden pa siden:

1 flow cell selected. Select all | Deselect all

Mew experiment | Check hardware

Dette dbner et vindue, hvor eksperimentets navn og flowcellens ID skrives ind, kit-type vaelges, og
forskellige eksperiment-parametre kan indstilles.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 9 af 12

Experiment

Experiment Select or create an experimeant

Devices to Add

Edit flow cell ID or remow

Position v Sample

MMN20694 x

Custom Script

Custom script is OFF

21. Skriv Flowcellens ID ind med store bogstaver og uden mellemrum. Flowcellens ID kan findes pa
flowcellen:

Experiment Kit Selection
TEST1 Find your kit below using the filter buttons

Sample type PCR-Free Muhiplexing Control

g:umm [ DNA H RNA ] [ PCR H PCR-Free l

SEquUencing

Reset filters

Basecalling
Basecaling is ON

Run Options

Running for 72 hours
Bias voltage set to -180m\V
SQK-LRKOD1

Output SAK-L3K108
Filetypes fast5, fastq SOK-1LSK109

SQK-LSKI09-XL
Custom Script QKL WBOD1
Gustom script is OFF =

Barcoding Expansion Packs
Select a possible barcoding expansion kit fror
EXP-NBD104
EXP-NBD114
EXP-PBCOO1
EXP-PBCOSS
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 10 af 12

23. Under "Output” vaelges en destinationsmappe til resultatfilerne. Veer opmaerksom pa placeringen, den

skal hentes frem senere i programmet Epi2Me!

24. Klik pa 'Start Run’.

De gvrige indstillinger kan justeres, men det er ikke ngdvendigt i fgrste omgang. Justeringerne er

uddybede i den engelske vejledning.

25. Nar prgven er klar, klippes pa ”jump to run”. Flowcelleikonet bliver grat.

MN21400
AACT28

E. Skeaermrapport under sekventering og basecalling

e Sekventeringen kan til enhver tid saettes pd pause med “Pause run”. Hermed saenkes spaendingen over

flowcellen, og ionstrammen nedsaettes

e Rapporten fra skaermen kan gemmes i pdf med knappen ”“Export PDF Report”.

Sekventeringen kan fglges pa skeermen i Minknow. Her kan det ses, hvilke porer, der sekventerer,
hvilke der er aktive, hvilke der er under gendannelse og hvilke der er ude af drift. Porer kan
tilstoppes af urenheder under sekventeringsprocessen.

READS: 1.77 K ESTIMATED BASES: 8 10MB  QUEUED: 0% CALLED: 100% BASES: 841 MB

Kt Current output directory

[] Expon PDF Report &

RUNTME: Om 30s  TEMPERATURE: 36.01°C  VOLTAGE: -180mV

Channels Panel

Scrolles der nedad kan porernes status fglges tidsmaessigt i et diagram.
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3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 11 af 12

Duty Time

Summary of channel states over time

Bucket size (minutes)

. . Auto scale bucket size

. Display channels
proportionately

State Time Equivalent (%)

om 2m 4m 6m 10m 12m
Time
. Strand . Single Pore . Unavailable No Pore From Scan . Unclassified

Adapter . Active Feedback . Out Of Range 2 . Unclassified_following_reset
. Possible Multiple . Pending_manual_reset
. Saturated . Pending_mux_change
. Out Of Range 1 . Pending Reselection
o0 =

less =

Leengdehistogrammet viser laengden af de sekventerede DNA-strenge. | 16S-eksperimentet er det
seerligt interessant, om der kommer reads ud med laengden 1.5 kbp, idet det er laengden af PCR-
produktet. Med barren nedenfor histogrammet kan der zoomes ind pa bestemte afsnit af grafen.

Read Length Histogram
Summary read length distribution
Estimated N50: Unavailable on sub-selection

82+

70—+

60—

50—

40

30

Total Read Counts

20—

0
141Kb 155Kb 169Kb 183Kb 197Kb 211Kb 225Kb 239Kb 253Kb 267TKb 281Kb
Estimated Read Length
I1 .28 Kby 292 K[I
T T - T =T T T T T 1
0b 1K 2 Kb IKL 4 Kb 5Kk G Kb TEb

Read Lengths Reset

Her kan det fx undersgges, hvordan resultaterne er fordelte omkring de forventede leengder, fx
1.5 kbp.

Opgave:
e Forklar, hvordan du vil forvente at s@jlerne i histogrammet er fordelt omkring 1,5 kbp.

. . o novo nordisk fonden
Computational Thinking og biologiske systemer



3e. Nanopore sekventering: Sekventering og basecalling. Kresten Caesar Torp Side 12 af 12

Med grafen ”“Cumulative output” kan man fglge hvor mange nye reads der kommer til som
funktion af tid. Nar kurven flader ud, ma det antages, at sekventeringen er til ende og
sekventeringen kan stoppes pa ”Stop run”. Alternativt kan man lade sekventeringen kgre feerdigt
til naeste dag. Grafen viser en situation med meget hgj succes. Typiske veerdier for kumulerede
output for flongle-celler vil vaere pa op til 1 Gbp.

Cumulative Output

Qutput of run over time
15.32 Gb—
14 Gb—

12 Gb—

10 Gb—

8 Gb—

Bases

6 Gb—
4Gb| "

2 G _—

= T T T T T
om 4h 10m 8h 20m 12h 30m 16h 40m 20h 50m

Time

"Trace Viewer” viser de enkelte porers aktivitet. Det giver samtidig et billede af det elektriske
signal (pico-ampere) som fremkommer ved sekventeringsmetoden. Nar der kgrer DNA gennem
poren, blokeres poren og strgmmen af ioner gennem poren falder. Dette signal afhanger af hvilke
baser, der blokerer poren og kaldes ”squiggles” i modsaetning til “open”. De enkelte baser pa DNA-
strengen blokerer poren i forskellige grad pga. deres stgrrelse (puriner (A og G) vs. pyrimidiner (C
og T)) og deres polaritet. Det ses pa grafen som udsvingene under “Squiggles”.

Opgave:
e Sla de fire DNA-basers molekylstruktur op i bogen, og repeter ud fra strukturerne, hvordan deres
stgrrelse og polaritet er forskellig.

1to11

Open pore level (pA)

o ) btk MMWL i il “Squiggles” (DNA sequencing level, pA)

Time (seconds) Maximum Channels Set values

NOTE: selected channels can be expressed as a comma seperated list (1,2,3), a range (1-10), a single value (100), or a mixture (1,2,5-10,300-)

Med den valgte indstilling foretages basecalling sidelgbende med sekventeringen. Basecalling
fortseetter indtil denne afbrydes pa ”Stop basecalling”.

Efter sekventeringen kan resultaterne findes som FASTQ-filer i destinationsmappen pd

computeren.
Resultaterne kan nu hentes ind i programmet Epi2Me og bakterierne kan identificeres.
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