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Technologia sekwencjonowania

W ponizszej procedurze skupiono si¢ na 2 najczgsciej stosowanych technologiach
sekwencjonowania: z zastosowaniem urzgdzen marki Illumina oraz sekwencjonowaniu
nanoporowemu oferowanemu przez firm¢ Oxford Nanopore Technologies. Jestesmy §wiadomi, ze
na rynku obecne sg takze inne platformy sekwencjonowania, takie jak PacBio czy IonTorrent,
jednakze urzadzenia te nie sg powszechnie stosowane i nie sg dostgpne w laboratoriach NIZP PZH
— PIB, stad protokoty laboratoryjne nie mogty by¢ odpowiednio przetestowane i zoptymalizowane
do wykonywania odpowiednich analiz.

W przypadku rutynowego sekwencjonowania genomdéw wirusowych na potrzeby nadzoru
epidemiologicznego, nie moéwimy o sekwencjonowaniu pelnogenomowym sensu stricto, lecz o
sekwencjonowaniu amplikonowym. Materialem poczatkowym jest bowiem wymaz od pacjenta, z
ktoérej to bezposrednio izolowane sg kwasy nukleinowe, nie za$§ czysta hodowla patogenu, jak ma
to miejsce na przyktad w przypadku sekwencjonowania genomoéw bakterii. Stad tez wstgpnym
etapem pracy z takim materiatlem jest specyficzna amplifikacja materiatlu genetycznego wirusa w
reakcjach PCR, za$ powstate fragmenty powinny zachodzi¢ na siebie i pokrywa¢ mozliwie
cato$ciowo genom wirusa. Ze wzgledu na potrzeb¢ zachodzenia na siebie sgsiednich amplikonéw,
zazwyczaj stosuje si¢ dwie pule starterow i wykonuje dwie odrgbne reakcje PCR dla kazdej probki.

W przypadku sekwencjonowania genomoéw wirusowych wybdr najlepiej dopasowanej
technologii sekwencjonowania nie jest prosty 1 nalezy wzig¢ pod uwagg kilka istotnych aspektow.
Po pierwsze genomy wirusowe sg niewielkie i nie wymagaja stosowania wysokoprzepustowych
sekwenatorow. Koniecznos$¢ projektowania skomplikowanych, wysoko-multipleksowych reakcji
PCR promuje uklady generujace mniejszg ilo§¢ fragmentéw o dluzszej ilosci, gdyz zaréwno
utatwia to projektowanie reakcji, jak i zmniejsza prawdopodobienstwo oddziatywania starterow
miedzy sobg (np. powstawanie heterodupleksow). Stad tez, szczegolnie przy sekwencjonowaniu
ograniczonej ilosci probek, optymalne wydaje si¢ stosowanie technologii sekwencjonowania
nanoporowego. Zdolnos¢ tej technologii do generowania odczytéw dtugosci kilku kb (tysiecy par
zasad), dobrze koreluje z generowaniem optymalnej dlugosci amplikonéow. Dodatkowo
elastyczno$¢ wynikajaca z mozliwos$¢ zakonczenia reakcji sekwencjonowania i przeptukania flow-
celli w przypadku uzyskania wystarczajacej ilosci danych sekwencyjnych sprawia, ze w przypadku
sekwencjonowania matych ilo§ci matych genomow wirusowych stosowanie tej technologii wydaje
si¢ optymalne pod wzgledem ekonomicznym. Dodatkowym atutem jest tu prostota i szybkos¢
konstrukcji bibliotek do sekwencjonowania w przypadku zastosowania odczynnikéw Rapid
Barcoding Kit.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.
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W przypadku technologii Illumina istnieje bardzo duza ilo$¢ zestawdéw odczynnikow
oferowanych zaréwno przez firme¢ Illumina, jak 1 niezaleznych producentow. Warto wigc
przeanalizowa¢ dostgpne zestawy 1 wybra¢ te, ktore optymalnie pasowalyby do potrzeb
laboratorium.

Za stosowaniem technologii Illumina przemawia duzo wyzsza jako$¢ odczytow. Niestety
dostepne odczynniki do sekwencjonowania i flow-celle generuja bardzo konkretng ilos¢ danych i
nie ma mozliwo$ci zatrzymania reakcji i ,,0szczedzenia” flow-celli na kolejne sekwencjonowania.
Stad tez istotne z ekonomicznego punktu widzenia wydaje si¢ oszacowanie jaka ilos¢ probek
wirusowych jest optymalna do sekwencjonowania w czasie jednego przebiegu sekwencjonowania.

Wartosci Ct a wydajnosc¢ sekwencjonowania

W przypadku sekwencjonowania genomoéw wirusowych z wymazow od pacjenta nalezy
pamietac, ze na wymazowce znajduja si¢ nie tylko czastki wirusa, ale tez inne wirusy i bakterie, a
przede wszystkim nabtonki gospodarza. Stad tez wstepnym etapem do zakwalifikowania probki
do sekwencjonowania powinno by¢ oszacowanie iloSci wirusa np. w reakcji real-time PCR
(najczesceiej jest to spojne z wykonywanym testem real-time PCR na potrzeby diagnostyczne).
Testy przeprowadzone w ramach projektu wykazaly, ze generowanie amplikondw z probek
wykazujacych Ct na poziomie <20 pozwala na uzyskanie wickszosci odczytow sekwencjonowania
mapujacych si¢ do genomu danego wirusa. W przypadku prébek z Ct na poziomie =25 mniej wigcej
potowa odczytow sekwencjonowania mapuje si¢ do genomu danego wirusa, za§ pozostatg czes¢
stanowig w wigkszo$ci odczyty z DNA ludzkiego. W przypadku probek z Ct >30 nawet po
rutynowej amplifikacji genomu wirusa we wstepnej reakcji PCR, wciaz wigkszo$¢ odczytow
mapuje si¢ do genomu gospodarza, za$ tylko niewielki odsetek stanowig odczyty genomu wirusa.
Przeklada si¢ to na potrzebg uwzgledniania wartosci Ct przy szacowaniu niezbgdnej ilosci danych
z sekwencjonowania by uzyska¢ zadane minimalne $rednie pokrycie sekwencjonowania 1 w
przypadku probek o wysokim Ct moze by¢ potrzebne ,,glebsze” sekwencjonowanie. W efekcie
sekwencjonowanie stabej jakosci probek, z niewielkg iloscig czastek wirusa, nie ma uzasadnienia
ekonomicznego.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.
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Amplifikacja materiatu genetycznego wirusow —

synteza amplikonow do konstrukciji bibliotek

Amplifikacja genomu wirusa SARS-CoV-2
Wirus SARS-CoV-2 posiada jednosegmentowy genom RNA dtugosci =30 kb.

Pojawianie si¢ kolejnych wariantoéw wirusa i zwigzana z tym zmienno$¢ kluczowych fragmentow
genomu wymusza statg aktualizacje sekwencji starteréw w protokotach. Do amplifikacji genomu
wirusa zazwyczaj stosuje si¢ startery wg protokotu ARTIC (obecnie w wersji v5.3.2), ktory
generuje 99 amplikonow o $redniej dlugosci =400 nt, co sprawia, ze jest idealnie dopasowany do
sekwenatorow krotkoodczytowych, takich jest np. urzadzenia Illumina, IonTorrent czy Aviti.
Roéwnolegle funkcjonuje protokot Midnight, ktory wystepuje w 3 wersjach roznigcych si¢ iloscig i
dlugo$cig generowanych amplikonow: 29 fragmentéw po 1,2 kb, 23 fragmenty po 1,5 kb i 17
fragmentow po 2 kb. Ze wzgledu na dlugos¢ generowanych fragmentow, jest to protokot dobrze
wspotpracujacy z sekwenatorami dtugoodczytowymi, takimi jak Oxford Nanopore czy PacBio.
Poza wspomnianymi kwestiami zwigzanymi z sama reakcja PCR, zaleta generowania mniejszej
ilosci dhuzszych fragmentow jest fakt, ze mniejsza ilos¢ miejsc wigzania starterow przektada si¢ na
mniejszg wrazliwo$¢ na wystepowanie mutacji zmniejszajagcych wydajnos¢ danego startera, badz
catkowicie go inaktywujacych. Z drugiej strony, pojawienie si¢ mutacji inaktywujacej starter wigze
si¢ z powstaniem dtugiej luki w uzyskanej sekwencji.

Ze wzgledu na stale pojawiajace si¢ kolejne aktualizacje puli starterow (zar6wno wg protokotu
Artic, Midnight jak 1 wszystkich innych), w ponizszym protokole nie wypisano listy starterow oraz
ich sekwencji. W przypadku prowadzenia sekwencjonowania z zastosowaniem zakupionych
zestawOw odczynnikow do sekwencjonowania genomu wirusa SARS-CoV-2 lub zakupu puli
starterOw nalezy zwrdci¢ uwage na stosowang wersje protokolu. Jest to szczegélnie istotne w
pdézniejsze] analizie bioinformatycznej, gdzie informacja ta jest niezbgdna dla prawidlowego
zlokalizowania, zamaskowania 1 wycigcia sekwencji starterow podczas obrobki plikow surowych
1 sktadania genomu wirusa.

Protokét Midnight 1200 wraz z odczynnikami Rapid Barcoding Kit wydaja si¢ optymalnym
rozwigzaniem dla rutynowego i efektywnego kosztowo sekwencjonowania wirusa SARS-CoV-2
na potrzeby nadzoru epidemiologicznego. Protokot bazuje na odczynnikach New England Biolabs,
ktére wraz z zestawem starterow mozna kupi¢ w pakiecie Midnight Expansion lub w kompletnym
zestawie odczynnikow COVID Mini V14.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.



Wspoifinansowane przez
Unie Europejska

. Ministerstwo P 7 NaRoDowY
Zdrowia % ﬁ B a0

PARSTWOWRY INSTYTUT

1. Odwrotna transkrypcja:
a) Do probowki 0,2ml doda¢:
e 2 ul Lina Script RT SuperMix (LS RT)
e 8 ul wyizolowanego RNA

b) Wstawi¢ do termocyklera:

25°C 2 min
55°C 10 min
95°C 1 min
4°C 0o

2. Synteza amplikonéw
a) Na kazda probke przygotowac dwie probowki 0,2ml i opisaé ,,A” 1 ,,B”
b) W probéwkach wymieszac:
e 325 ul wody
e 0,5 ul odpowiedniej puli starterow (A lub B)
e 6,25 ul Q5 HS Master Mix
e 2.5ulcDNA

¢) Wstawi¢ do termocyklera:

98°C 30 sec

98°C 15 sec

61°C 2 min x 35
65°C 3 min

4°C oo

Na tym etapie mozna plytke przechowywac krotkoterminowo w lodéwce do dalszych analiz.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.
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Amplifikacja genomu wirusow grypy
Wirusy grypy posiadajg genom RNA sktadajacy sie z 8 osobnych segmentéw o réznej dtugosci:

e PB2-2341kb
e PBI1-27341kb
e PA-2233kb
e HA-1,778 kb
e NP-1,565kb
e NA-1,413kb
e M-1,027 kb

e NS-0,890 kb

Do sekwencjonowania wirusow grypy A, B C i D stosuje si¢ rozne pule starterow. Pozwalaja one
na zamplifikowanie calych segmentéw wirusa, co sprawia, ze sg one od razu gotowe do konstrukc;ji
bibliotek w systemach dtugoodczytowych. W przypadku systemow krétkoodczytowych niezbgdny
jest dodatkowy etap fragmentacji produktow na odpowiedniej dtugosci odcinki. W ponizszym
protokole przedstawiono liste starterow wraz z ich sekwencjami stuzace do amplifikacji wirusow
grypy typu A i B, jako najistotniejsze z punktu widzenia zdolnosci do wywotywania zakazen u
ludzi.

a) Zalecanymi odczynnikami do reakcji odwrotnej transkrypcji 1 konstrukcji amplikonow sa
odczynniki SuperScript III One-Step RT-PCR System z PlatinumTaq High Fidelity DNA
Polymerase (Invitrogen, Thermo Fisher). Mozliwe jest uzycie innych odczynnikdéw, jak np.
wspomniane wczesnie] odczynniki New England Biolabs, jednak wymaga to
wczesniejszego sprawdzenia protokotu i1 ewentualnie modyfikacji przebiegu reakcji
dopasowanych do stosowanej chemii. W probdéwkach wymieszac:

e 12,5 ul 2x Reaction Mix

e 2 pl odpowiednich starterow

e 0,5 ul SuperScript RT/High Fidelity Enzyme Mix
e 19-21 ul wody (wolnej od RNaz)

e 4-6 plizolatu RNA

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.
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45°C 60 min
55°C 30 min
94°C 2 min
94°C 20 sec
30 sec x 5 cykli
68 °C 3 min 30 sec
94°C 20 sec
58°C 30 sec x 35 cykli
68 °C 3 min 30 sec
68 °C 10 min
4°C o)

Na tym etapie mozna plytke przechowywac krétkoterminowo w lodowce do dalszych analiz.

Stosowane startery 1 stosowane proporcje mieszania:

Grypa A Starter (5'-) llos¢ /reakcje (z 10uM)
Unil2_Inf-1 GGGGGGAGCAAAAGCAGG 0,4 ul

Unil2 Inf-3 GGGGGGAGCGAAAGCAGG 0,8 ul
Unil3_Inf-1 CGGGTTATTAGTAGAAACAAGG 1ul

Proporcje mieszanin

ShiRElEh SEREHES ro‘t’)oczlej (z10 |,tM)y
B-PBs-UniF GGGGGGAGCAGAAGCGGAGC 10 pl
B-PBs-UniR CCGGGTTATTAGTAGAAACACGAGC 10 pl
B-PA-UniF GGGGGGAGCAGAAGCGGTGC 5ul
B-PA-UniR CCGGGTTATTAGTAGAAACACGTGC 5ul
B-HANA-UniF GGGGGGAGCAGAAGCAGAGC 10 ul
B-HANA-UnIR CCGGGTTATTAGTAGTAACAAGAGC 10 pl
B-NP-UniF GGGGGGAGCAGAAGCACAGC 6 ul
B-NP-UniR CCGGGTTATTAGTAGAAACAACAGC 6 ul
B-M-Uni3F GGGGGGAGCAGAAGCACGCACTT 3ul
B-Mg-Uni3F GGGGGGAGCAGAAGCAGGCACTT 3ul
B-M-Uni3R CCGGGTTATTAGTAGAAACAACGCACTT 6 ul
B-NS-Uni3F GGGGGGAGCAGAAGCAGAGGATT 5ul
B-NS-Uni3R CCGGGTTATTAGTAGTAACAAGAGGATT 5ul

* W przypadku starterow do grypy B nie zaleca si¢ robienia zbyt duzej objgtosci miksu, by uniknaé

wielokrotnego zamrazania 1 rozmrazania.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.
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Amplifikacja genomu wirusa RSV

Genom wirusa RSV stanowi jednosegmentowa ni¢ RNA $redniej dtugosci okoto 15 kb (tysiecy
nukleotydow). Procedura syntezy amplikonéw oparta zostata o procedure rekomendowang
przez WHO, w ktorej generowane sg 4 zachodzgce na siebie amplikony, dtugosci
odpowiednio: ~4 kb, ~3,584 kb, ~3,950 kb i ~4,374 kb. Kazdy z amplikonéw generowany jest
w oddzielnej reakcji PCR, dlatego tez w ponizszej procedurze nie miesza sie puli starteréw. W
procedurze opisano te same odczynniki Invitrogen / Thermo Fisher, co w protokole
amplifikacji genomoéw wiruséw grypy. W przypadku stosowania w laboratorium innych
odczynnikéw do odwrotnej transkrypcji oraz reakcji PCR mozliwe jest zaadoptowanie
protokotu pod inne odczynniki.

RSV Nazwa oligonukleotydu Sekwencja 5'->3'

Amplikon 1 RSV_v2 49F GGCAAATAAGAATTTGATAAGTAC
RSV_v2 4049R TTTGATTGMAAAWCGTGTAGCTG

Amplikon 2 RSV_v2 3944F GCCACARAGTCAATTYATAGTAG
RSV_v2 7528R TGTRACTGGTGTGYTTYTGG

Amplikon 3 RSV_Seg3 7215F TGATGCATCAATATCTCAAGTCA
RSV_Seg3 11165R GRCCTATDCCTGCATACTC

Amplikon 4 RSV_Seg4 10959F TGGACCATWGAAGCYATATCA
RSV_Seg4 15333R AGTGTCAAAAACTAATRTCTCGT

a) W4 probowkach przygotowa¢ mieszaning starteréw, oddzielnie dla kazdego z amplikonow.
Na kazda probke przygotowac po:
e 1,25 ul starter F (stezenie 10ul)
e 1,25 ul starter R (stezenie 10ul)

b) Do mieszaniny starteréw doda¢ po 5ul izolatu RNA
c) Probki wstawi¢ do termocyklera w celu przeprowadzenia denaturacji i przytaczenia

starterow:
95 °C 2 min
4°C 2 min
4°C oo

d) Na kazda reakcj¢ przygotowaé mieszaning enzymow zawierajaca:
e 12,5ul Platinum SuperFi RT-PCR Master Mix
e 0,25ul SuperScript RT Mix

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.
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e 7,25ul wody wolnej od RNaz

e) Probki wstawi¢ do termocyklera i nastawi¢ nastepujacy program:

55°C 10 min
98 °C 2 min
55°C 10 sec
72°C 2 min
72°C 5 min
4°C oo

f) (opcjonalnie) W celu weryfikacji skutecznosci amplifikacji mozna przeprowadzic¢
elektroforeze probek w zelu agarozowym.

g) (opcjonalnie) W celu bardziej rOwnomiernego sekwencjonowania wszystkich amplikonow
mozliwe jest przeprowadzenie pomiaru ilosci DNA dla kazdego amplikonu 1 wazone
potaczenie wszystkich czterech amplikondéw. Precyzyjne pomiary ilosci DNA nalezy
prowadzi¢ z wykorzystaniem fluorymetru.

Produkty reakcji amplifikacji fragmentéw genomow wirusOw stanowig bezposrednio material do
konstrukcji bibliotek do sekwencjonowania. Dalszy protokot zalezy wiec od stosowanej platformy
sekwencjonowania 1 uzywanych odczynnikow do konstrukeji bibliotek.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.
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Protokot Nanopore

Ponizszy protokot oparty jest o zestaw do konstrukcji bibliotek Rapid Barcoding Kit V14. Tak
jak napisano we wstepie, technologia sekwencjonowania nanoporowego w przypadku
sekwencjonowania relatywnie matych genoméw wirusowych moze by¢ ciekawa alternatywa
wobec innych technik sekwencjonowania. Dodatkowa zaletg jest mozliwos¢ sekwencjonowania
dhuzszych amplikonow bez konieczno$ci ich fragmentacji.

Zastosowanie odczynnikow Rapid Barcoding Kit V14 pozwala przygotowac biblioteki i
nastawi¢ sekwencjonowanie < 1 godziny, bez widocznego spadku jakos$ci generowanych odczytow
czy wydajno$ci sekwencjonowania. Zestaw ten, we wstepnym etapie konstrukcji bibliotek
wykorzystuje opisang we wczesniejszym protokole reakcje tagmentacji, co pozwolito skrocié 1
uprosci¢ cato$¢ protokotu. Ponadto, probki po pierwszym etapie sa juz zindeksowane, co
umozliwia ich potaczenie i wspolne oczyszczanie w jednej probdéwcee. Takie rozwigzanie pozwala
znaczaco ograniczy¢ zuzycie plastikow laboratoryjnych oraz zmniejsza pracochtonnos$¢ procedury.
Ubocznym skutkiem wstepnego etapu tagmentacji jest pewne pofragmentowanie DNA, co ktoci
si¢ z idea dhugoodczytowego sekwencjonowania nanoporowego, jednak to delikatne
pofragmentowanie nie wplywa znaczaco na pézniejsza analize. Jedyng istotng wadg stosowania
zestawu Rapid Barcoding Kit jest fakt pulowania probek po pierwszym etapie, co moze przektadac
si¢ na duze réznice w ilo$ci uzyskiwanych danych dla poszczegélnych probek. Stad tez opcjonalnie
mozna na wstgpie kwantyfikowac ilos§¢ DNA uzywanego do konstrukcji bibliotek.

Inng istotng kwestia podczas stosowania sekwencjonowania nanoporowego jest kwestia
wydajnosci plytki do sekwencjonowania. Duzg zaleta sekwencjonowania nanoporowego jest
mozliwos¢ wielokrotnego stosowania tej samej ptytki. Pozwala to na sekwencjonowanie nawet
pojedynczych probek 1 konczenie procesu sekwencjonowania w momencie uzyskania
odpowiedniej ilosci danych do analiz. Po zakonczeniu procesu sekwencjonowania ptytke do
sekwencjonowania mozna przeptuka¢ i zachowaé do ponownego uzycia, do sekwencjonowania
kolejnych probek. Istotng wada jest jednak zmienna ilo$¢ danych jaka mozna uzyskac z réznych
ptytek do sekwencjonowania, wynikajaca ze zmiennej ilosci poczatkowo aktywnych poréw na
matrycy oraz ich rdznej Zywotnosci.

Teoretycznie na matrycy pltytki MinlON znajduje si¢ 512 kanatéw, a w kazdym z nich moze
by¢ maksymalnie 4 pory, co daje tagcznie maksymalna liczbg 2048 porow. W praktyce jednak, nowa
ptytka posiada przecietnie 1200-1500 aktywnych pordéw. Jesli liczba ta jest mniejsza niz 800,
producent deklaruje nieodplatne przestanie nowej ptytki. Niestety liczba aktywnych porow
zmniejsza si¢ rOwniez w trakcie sekwencjonowania, przy czym tempo tego spadku jest rozne dla
réznych ptytek, a na jego tempo wptywa nie tylko jednostkowa witasciwos¢ danej ptytki, jak
réwniez jako$¢ sekwencjonowanej biblioteki, dtugo$¢ fragmentéw czy ilo§¢ niezwigzanych
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adapterow. W efekcie trudno jednoznacznie oszacowac ilos¢ uzyskanych danych, a tym samym np.
ilos¢ szczepow, ktére mozna maksymalnie sekwencjonowac na pojedynczej plytce.

W przypadku prowadzenia niewielkiej ilosci sekwencjonowan genomow wirusoOw ciekawg
alternatywa jest stosowanie ptytki reakcyjnej typu Flonge. Jest to mniejsza wersja opisanej ptytki
MinlON i wymaga zastosowanie specjalnego adaptera, jednak jest tez istotnie tansza. Posiada ona
teoretycznie jedynie 128 kanatdéw, co w praktyce przektada si¢ zazwyczaj na okoto 60-80 kanatow
aktywnych. Teoretycznie ptytka typu Flonge moze generowa¢ ponad 2Gb danych. W przypadku
stosowania ptytki typu Flonge nalezy mie¢ na uwadze mniejsze ilosci odczynnikéw podczas
przygotowywania mieszaniny do sekwencjonowania (punkt 2, podpunkt s) oraz mniejsza objetosc
odczynnikow do ptukania ptytki reakcyjnej. Plytka typu Flonge jest traktowana jako jednorazowa.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
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Tagmentacja i indeksowanie DNA

Przed rozpoczeciem konstruowania bibliotek zaleca sie wyjecie ptytki do sekwencjonowania
w celu jej ogrzania i sprawdzenia kondycji matrycy (Flow Cell Check)

Na tym etapie prowadzona jest tagmentacja DNA, czyli fragmentacja na mniejsze odcinki

oraz dotgczenie sekwencji adaptorowych wraz z indeksami.

a)
b)
c)

d)

2.

Przygotowac 10 pl prébki zawierajacej 50ng DNA (uzupetni¢ do 10 ul woda).

Dodac¢1 plindeksu (barcode)
Wstawi¢ probki do termobloku lub termocyklera
e Pogram:
30°C - 2 min
80°C - 2 min

Po inkubacji prébki schtodzi¢ i zwirowac.

Oczyszczanie bibliotek

Na tym etapie biblioteki sg juz oznakowane odpowiednimi indeksami oraz posiadajg

adaptery niezbedne w reakcji sekwencjonowania. Wszystkie etapy mieszania najlepiej

wykonywac recznie albo przez przepipetowywanie.

Potaczy¢ wszystkie probki w jednej probowce 1,5ml. Mieszanine dobrze wymieszac i
zwirowac.

Do probéwki z probkami dodaé réwna objetosé kulek AXP (kulki muszg byé dobrze
wymieszane)

Inkubowac¢ przez 5 min w temp. pokojowej, delikatnie mieszajgc przy uzyciu Hula-
mixera.

Inkubowaé 5 min na statywie magnetycznym do catkowitego wyklarowania
roztworu

Przygotowacé swiezy 80% r-r Et-OH

Odciaggnaé supernatant

2 x przeptukaé kulki 1,5ml 80% etanolu nie uszkadzajgc peletu (ptukanie
prowadzi¢ na statywie magnetycznym)

Doktadnie usung¢ etanol

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
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e mozna lekko zwirowac probki, odstawi¢ na statyw magnetyczny i
usunagc¢ resztki alkoholu cienkim tipsem
i) Przesuszy¢ pelet przez 30 sekund (nie przesuszy¢ do momentu spekania peletu)
j) Zdjac¢ probowke ze statywu magnetycznego
k) Zawiesi¢ pelet w 12ul Elution Buffer (EB)
) Inkubowaé 10 min w temp. 35°C z delikatnym wytrzgsaniem
e Mozliwa jest inkubacja w temperaturze pokojowej
m) Inkubowaé na statywie magnetycznym do catkowitego wyklarowania roztworu
n) W nowej probéwce typu DNA Lo-Bind (najlepiej 0,2ml) przygotowac mieszanine
adaptera:
e 1ulRapid Adapter (RA)
e 2, 3 ulAdapter Buffer (ADB)
o) 1 ulprzygotowanej mieszaniny adaptera przenies¢ do nowej probéwki (najlepiej
0,2ml)
p) Przeniesé 11 pl eluatu do probdwki zawierajgcej 1 pl adaptera
q) Mieszanine wymieszac i zwirowac
r) Inkubowaé 5 min w temperaturze pokojowej
s) Do bibliotek dodaé¢:
e 37,5 ul Sequencing Buffer (SB)
e 25,5 ulLibrary Beads (LIB)

Biblioteki sg gotowe do naniesienia na przygotowang do sekwencjonowania ptytke (patrz
punkt 3). Biblioteki nanies¢ dopiero przed samym rozpoczeciem sekwencjonowania.

3. Nastawianie sekwencjonowania

Ponizsze etapy ptukania ptytki do sekwencjonowania mozna prowadzi¢ réownolegle do
koncowych etapéw oczyszczania bibliotek.

a) Ogrzang do temperatury pokojowej ptytke umiesci¢ w sekwenatorze
b) Uruchomic¢ program ,,Flow Cell Check” (czas trwania okoto 15 min)
c) Przygotowaé¢ mieszanine do ptukania. Koncowa objetos¢ 1000 pl jest obliczona na
wyptukanie jednej flow-celli.
e 975 ul Flow Cell Flush
e 25 pulFlow Cell Tether
d) Mieszanine wymieszac¢ i zwirowaé

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
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e) Otworzy¢ pokrywe dotka ,,Priming Port” i pipeta z natozonym tipsem na 1000 pl
usung¢ powietrze z kanatéow krecac pokrettem nastawy pipety do momentu
zaciagniecia do tipsa odrobiny(!) zéttej cieczy z flow-celli. Nie doprowadza¢ do
oproznienia ptytkiz cieczy, szczegblnie uwazajac na state zanurzenie w cieczy matrycy
flow-celli.

f) Nanies¢ poprzez dotek ,Priming Port” 800 pyl mieszaniny do ptukania ptytki do
sekwencjonowania uwazajac, by nie wprowadzi¢ na matryce pecherzykéw powietrza.

e Pipete nalezy trzymac pionowo, by nie zaciggaé zbednego powietrza.

e Po nabraniu 800 pl mieszaniny warto zweryfikowac, czy na koncu tipsa
nie zebrato sie powietrze. A takiej sytuacji usuna¢ powietrze
przekrecajac nastawe pipety.

e Pipetowanie cieczy powinno sie odbywaé poprzez tips 1000 pl
zakotwiczony w dotku ,,Priming Port”.

g) Odczekaé 5 minut.

h) Z ,Priming Port” odciggnac¢ pipeta z natozonym tipsem na 1000 ul powietrze krecac
pokrettem nastawy pipety do momentu zaciggniecia do tipsa odrobiny(!) cieczy.

i) Otworzyé pokrywe dotka ,SpotOn”.

j) Delikatnie nanies¢ pozostate 200 ul mieszaniny do ptukania do dotka ,,Priming Port”
uwazajgc, by nie wprowadzi¢ pecherzykéw powietrza.

e W dotku ,,SpotOn” bedzie pojawiac sie ciecz, ktéra grawitacyjnie ma
wréci¢ do na matryce ptytki.

k) Przepipetowac¢ mieszanineg bibliotek i catos¢ nanies¢ na ptytke do sekwencjonowania
poprzez dotek ,,SpotOn”.

) Zamknaé ,SpotOn” oraz ,,Priming Port”.

m) Uruchomi¢ sekwencjonowanie wprowadzajgc odpowiednie parametry.

o Warto zmienic¢ ilosé odczytéw po ktdérych generowany jest plik FASTQ,
by uzyskac¢ najlepiej 1 plik zawierajacy wszystkie odczyty.

Przebieg  sekwencjonowania mozna monitorowaé w  czasie rzeczywistym.
Sekwencjonowanie mozna zakonczy¢ w momencie, kiedy najstabsza z sekwencjonowanych
prébek osiggnie satysfakcjonujgcy poziom ilosci danych. Na przyktad, w przypadku
sekwencjonowania wirusa SARS-CoV-2, przyjmujac teoretyczng wielkos¢ genomu za 30 kb
(tysiecy par zasad) i optymalne Srednie pokrycie na poziomie 200x, ilos¢ danych dla danej
prébki powinna przekroczy¢ 6 Mb (liczac wytacznie odczyty ,pass”).
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Protokot Illumina

Ponizszy protokoét oparty jest o zestaw do konstrukeji bibliotek Illumina DNA Prep. Na rynku
dostgpnych wiele innych zestawow do konstrukcji bibliotek na platformy Illumina, w tym rowniez
zestawow stuzacych sekwencjonowaniu konkretnych genomoéw wirusowych. Réwniez w
przypadku odczynnikow marki Illumina mozna kupi¢ zestawy dedykowane do sekwencjonowania
poszczegbdlnych wirusow, jednak w duzej mierze sg one oparte o te same odczynniki do zestaw
DNA Prep i sg sprzedawane w zblizonej cenie.

Pracochtonny protokdét konstrukcji bibliotek Illumina moze zosta¢ automatyzowany, co
wymaga posiadania duzej automatycznej stacji pipetujacej z takimi polami jak: pole grzejne,
statyw magnetyczny 1 wytrzasarka. Alternatywa sg urzadzenia zoptymalizowane do konstruowania
bibliotek Illumina, jednakze takie urzadzenia dziataja w oparciu o gotowe kartridze z
odczynnikami i nie jest mozliwa dalsza optymalizacja protokotu lub tez wykorzystanie ich do
innych badan laboratoryjnych. Optymalizujac protokét na automatycznej stacji pipetujacej nalezy
zwréci¢ uwage na wigksze objetosci martwe, ktore moga przektadaé si¢ na istotnie wicksze
zapotrzebowanie na odczynniki, a tym samym ich wigksze straty. W przypadku dlugich protokotow
zawierajacych etapy podgrzewania i inkubacji nalezy mie¢ na uwadze, ze procesowane probki sg
caly czas otwarte, co przektada si¢ na zwigkszone parowanie, ktore przy matych objetosciach moze
odgrywac istotne znaczenie uzyskiwanych stezen reakcyjnych i w efekcie na efektywnos¢
procesow.

Ponizszy protokol przeznaczony jest dla pipetowania rgcznego, uwzglednia bowiem
mozliwos¢ precyzyjniejszego pipetowania matych objetosci. Jednakze nalezy mie¢ na uwadze, ze
samo reczne pipetowanie duzej ilosci probek, szczegolnie z zastosowaniem pipety wielokanatowe;,
moze by¢ mniej powtarzalne 1 obarczone wigkszym btedem pipetowania. W zwigzku z powyzszym
optymalne wydaje si¢ jednoczasowe procesowanie do 16 probek (max 24 probki), by zmniejszy¢
prawdopodobienstwo niepowodzen przy konstrukcji bibliotek.

»fowards the National Platform for Genomic Surveillance” — Project 101113409 — PLEpiSeq
wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach EU4H Project Grants oraz Ministerstwa Zdrowia.



1.

. Ministerstwo P 7 NaRoDowY
Zdrowia < pl R e

Wspoifinansowane przez
Unie Europejska

PARSTWOWRY INSTYTUT

Tagmentacja genomowego DNA

Na tym etapie prowadzona jest tagmentacja DNA, czyli fragmentacja na mniejsze odcinki
oraz dotgczenie sekwencji adaptorowych.

Odczynnik ;er:az.l'lowywania nstrukela
Przenies¢ do temp. pokojowej. Zworteksowad, aby
BLT 2°C do 8°C dobrze zawiesi¢ kulki magnetyczne. Nie wirowac¢
przed pipetowaniem.
TB1 -25°C do -15°C Przenies¢ do temp. pokojowej. Zworteksowac.
a) Przygotowac 8 pl probki zawierajgcej docelowo =50 ng DNA (probke dopetni¢ do 8 pul
wodg).
b) Przygotowac¢ mieszanine zawierajgca (w przeliczeniu na 1 probke z~=10% zapasem):
e 3ulBLT
e 3ulTB1
c) Bardzo dobrze zworteksowaé mieszanine
d) Doda¢ po 5,5 pyl mieszaniny do kazdej probki i przepipetowaé, by doktadnie
wymieszacé probki
e) Doktadnie zamkng¢ prébki
f) Probkiinkubowac przez 15 min w temp 55°C.

W przypadku prowadzenia inkubacji w termobloku nalezy wybrac¢ opcje ,,Preheat lid”
i ustawi¢ na 100°C, zas objetos¢ prébki na 10 pl)

. Oczyszczanie

Ten krok ma na celu zatrzymanie procesu tagmentacji i oczyszczenie fragmentow DNA.
Pociete fragmenty DNA pozostajg zwigzane z kulkami magnetycznymi BLT, co umozliwia

usuniecie z mieszaniny pozostatych czastek DNA nie posiadajgacych przytgczonego

adaptera.
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Temp.

Odczynnik Instrukcja

przechowywania

Jesliwidoczne sg precypitaty nalezy odczynnik ogrzaé

TSB 15°C do 30°C w 37°C do momentu ich rozpuszczenia
TWB 15°C do 30°C Nalezy uzywac w temp. pokojowe;j
b) Do kazdej probki doda¢ 3 ul TSB i przepipetowacé by doktadnie wymieszac prébke.
c) Doktadnie zamkng¢ prébki
d) Probkiinkubowacé przez 15 min wtemp 37°C.
W przypadku prowadzenia inkubacji w termobloku nalezy wybraé opcje ,,Preheat lid”
i ustawi¢ na 100°C, zas$ objetos¢ prébkina 15 pl)
e) Ustawié ptytke na statywie magnetycznym i odczeka¢ ok. 3 minuty az catos¢ kulek
zostanie przyciggnieta przez magnes
f) Usunaé supernatant
g) Ptukanie (dwukrotne):

e Zdjg¢ ptytke ze statywu magnetycznego. Doda¢ powoli (w celu
unikniecia pienienia mieszaniny) 30 ul TWB bezposrednio na kulki
magnetyczne

o Przepipetowaé¢ powoli kazdg préobke aby doktadnie zawiesi¢ kulki
magnetyczne

e Ustawic ptytke na statywie magnetycznym i odczekac ok. 3 minuty az
catosc kulek zostanie przyciggnieta przez magnes

e Usunac supernatant

o Powtdrzyé ptukanie jak powyzej

h) Ptytke delikatnie zdjg¢ ze statywu magnetycznego. Dodaé powoli (w celu unikniecia

pienienia mieszaniny) 25 pl TWB bezposrednio na kulki magnetyczne

Przepipetowac powoli kazdg prébke aby doktadnie zawiesi¢ kulki magnetyczne
Ustawic¢ ptytke na statywie magnetycznym i odczekac¢ ok. 3 minuty az catosc¢ kulek
zostanie przyciggnieta przez magnes. Pozostawi¢ na statywie do momentu
amplifikacji bibliotek.

UWAGA: Przed kolejnym etapem wyja¢ do rozmrozenia EPM (rozmrazanie na lodzie) oraz

ptytke z indeksami.
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3. Amplifikacja bibliotek

Pofragmentowane DNA wraz z adapterami jest w dalszym ciggu zwigzane z kulkami BLT. W
tym etapie nastepuje amplifikacja tych fragmentow z adapterami oraz dodanie na korncu
odpowiednich indeksdw umozliwiajgcych podzniejszg identyfikacje probki. Reakcja
prowadzona jest wwiec na kulkach BLT, zas uzyskane produkty znajduja sie w supernatancie.

Temp. .
. Instrukcja
Odczynnik przechowywania
Rozmrazaé na lodzie. Wymieszaé przez
EPM ~25°C do -15°C odwrécenie probéwki. Zwirowag.
Wyjac i rozmrazac¢ w temp. pokojowe;.
indeksami ytke z indeksami zwirowac przed uzyciem.

a) Przygotowaé mieszanine reakcyjna PCR, zawierajaca na kazdg prdobke:
o 6,5ulEPM
o 6,5 plwody jatowej wolnej od nukleaz

b) Uzywajgc wielokanatowej pipety usungc¢ supernatant z ptytki na statywie
magnetycznym (piana/pecherzyki pozostate na Sciankach nie wptywajg niekorzystnie
na jakos¢ bibliotek)

c) Ptytke delikatnie zdjg¢ ze statywu magnetycznego

d) Doda¢ 12 pl mieszaniny reakcyjnej PCR bezposrednio na kulki magnetyczne do
kazdego dotka

e) Przepipetowac doktadnie mieszanine do momentu az kulki magnetyczne zostang
dobrze zawieszone (Opcjonalnie: ptytke wytrzasac¢ na wytrzgsarce do mikroptytek przy
1600 rpm przez 1 min)

f)  Zaklei¢ ptytke i zwirowaé przy 280 x g przez 3 sekundy

g) Do prébek dodac po 3 pl kolejnego wolnego indeksu (UWAGA: zanotowac ktory indeks
znakuje ktérg probke)

h) Ustawic pipete na obj. 10 pl. Przepipetowac 10 krotnie (doktadnie mieszanineg) do
momentu az kulki magnetyczne zostang dobrze zawieszone
(Opcjonalnie: zaklei¢ ptytke i wytrzagsac¢ na wytrzgsarce do mikroptytek przy 1600 rpm
przez 1 min).

i) Opcjonalnie: ptytke zwirowac przy 280 x g przez 30 s.
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j)  Prébki wstawié do termocyklera
e Pogram:
68°C - 3 min
98°C - 3 min
(x) cykli:
98°C-45s
62°C - 30s
68°C - 2 min

68°C -1 min
Hold na 10°C

RN Wspolfinansowane przez
Unie Europejska

Liczba cykli zalezy od iloSci i jakoSci uzytego DNA. Zazwyczaj ustawia sie 5 lub 6 cyKli.

Na tym etapie mozna przerwac procedure przygotowania bibliotek i przechowywac¢ prébki

w temperaturze 2-8°C do 3 dni.
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Na tym etapie produkty amplifikacji (biblioteki) znajduja sie w supernatancie. Docelowe
fragmenty bibliotek przeznaczone do sekwencjonowania na platformie [llumina powinny by¢
stosunkowo krotkie. Dlatego we wczesnych etapach oczyszczania usuwa sie dtuzsze
czasteczki DNA (poprzez oczyszczanie z uzyciem rozcienczonych kulek magnetycznych),
natomiast dopiero w konicowym etapie wtasciwe fragmenty bibliotek sg wigzane do kulek i
nastepnie ptukane.

Temp. .
L Instrukcja
Odczynnik przechowywania
Wyjac¢ odczynnik IPB i ogrzewac w temp. pokojowe;j
2°C do 8°C przez min. 30 min. Kulki IPB moga by¢
IPB przechowywane w temperaturze pokojowej. Przed
uzyciem nalezy je bardzo dobrze wymieszac.
-25°C do -15°C Wyja¢ RSB. Rozmraza¢ na lodzie. Przed uzyciem
RSB zworteksowac.

a) Zwirowac ptytke, nastepnie umiescic jg na statywie magnetycznym i odczekac ok. 5
minut, az wszystkie kulki zostang przyciaggniete przez magnes

b) Przenies¢ mozliwie catosc¢ (15 ul) supernatantu do nowych, czystych dotkéw. Nie

wylewaé supernatantu!

c) Dobrze wymiesza¢ kulki IPB

d) Przygotowac rozcienczone kulki IPB, mieszajac 14 pl wody z 16 ul kulek IPB na kazda

prébke

e) Do kazdego dotka z supernatantem dodac¢ 28ul mieszaniny rozcienczonych kulek

f)  Wymieszac przez pipetowanie (10 krotne)

g) Inkubowac 5 min

h) Ustawic¢ ptytke na statywie magnetycznym i odczeka¢ ok. 5 minut az catosé kulek

zostanie przyciggnieta przez magnes

i) W czasie inkubacji zworteksowac¢ ponownie bardzo doktadnie IPB i odpipetowac po

5 plIPB do nowych czystych dotkéw

j)  Przenies¢ po 42 pl supernatantu do dotkéw zawierajacych 5 ulIPB

k) Zdja¢ ptytke ze statywu magnetycznego
) Wymieszaé przez pipetowanie (10 krotne) probki

m) Inkubowac 5 min
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n) Umiesci¢ ptytke na statywie magnetycznym i inkubowa¢ przez ok. 5 minut, az
wszystkie kulki zostang przyciggniete przez magnes

o) Ostroznie usungc¢ supernatant, nie naruszajac peletu kulek magnetycznych

p) Dodac 80 ul swiezego 80% etanolu, nanoszac go po przeciwnej $ciance studzienki niz
znajduje sie pelet kulek

q) Inkubowac ok. 30 sekund

r) Odciggng¢ catos¢ alkoholu

s) Powtdrzy¢ ptukanie 80 % alkoholem (obj. 80pul)

t) Doktadnie odciggnac¢ resztki alkoholu. Ptytke zostawi¢ do przeschniecia w celu
odparowania resztek alkoholu (do 5 min.)

u) Ptytke delikatnie zdjac¢ ze statywu magnetycznego

v) Osad zawiesi¢ w 13 ul RSB

w) Catos$é wymieszaé (mozna przepipetowad)

Xx) Inkubowaé 2 min

y) Ptytke ustawi¢ na statywie magnetycznym i inkubowa¢ (ok. 2 min) az catos¢ kulek
zostanie przyciggnieta przez magnes

z) Delikatnie przenies¢ 12 pl supernatantu do nowej probowki.

Biblioteki moga by¢é przechowywane do sekwencjonowania krotkoterminowo w
lodéwce, badz w zamrozeniu (-25°C do -15°C) do 30 dni.

5. Pomiary, pulowanie i przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania

Pomiary ilosci DNA prowadzi¢ z uzyciem fluorymetru przyjmujac za uzyteczne do
sekwencjonowania probki, posiadajace > 2 ng/ul DNA. Pomiary z uzyciem TapeStation czy
BioAnalizer’a sg wskazane przed producenta, jednakze w kontekscie sekwencjonowan
mikrobiologicznych wydajg sie stanowié¢ kosztowny i pracochtonny dodatkowy etap. Jesli
tego typu urzadzenie jest na wyposazeniu laboratorium racjonalnym wydaje sie weryfikacja
tylko losowych probek, badz sprawdzanie prébek o niskiej ilosci DNA.

Obliczy¢ stezenie molowe probek uzywajac ponizszego wzoru:

x5 106
ul
660 %x Srednia wielko$c¢ biblioteki (bp)

= Molarno$¢ (nM)
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Przyjac¢ srednig dtugosé biblioteki rowng 600 bp (w przypadku innych odczynnikéw od
konstrukcji bibliotek moze to by¢ inna wartos¢, ktéra powinna by¢ podana w instrukcji
producenta zestawu).

W zaleznosci od posiadanego sekwenatora moze by¢ potrzebne rozcieniczenie bibliotek do
stezenie 4 nM badz 2 nM. Do rozcienczania bibliotek stosujemy bufor RSB.

Rozcienczone biblioteki, ktére beda sekwencjonowanie w czasie jednej reakcji, nalezy
potaczy¢ w jedng mieszanine (pulowanie). W przypadku pulowania bibliotek uzyskanych dla
réznych wiruséw warto uwzgledni¢ teoretyczne wielkosci genomow i pulowaé biblioteki w
odpowiedniej proporcji, by uzyska¢ w efekcie odpowiednie proporcje ilosci danych z
sekwencjonowania. Na przyktad, tgczac biblioteki uzyskane dla gatunkéw wiruséw, takich
jak SARS-CoV-2, wirusy grypy czy RSV mozna zastosowac¢ proporcje 30 : 10 : 15 (szacujac
wielkosci genomow odpowiednio na 30 kb, 10 kb i 15 kb).

Ilos¢ bibliotek, ktére mozna potaczyé w jednej mieszaninie zalezy od posiadanego modelu
sekwenatora oraz ilosci danych, jakie mozna uzyskaé z danej chemii do sekwencjonowania.
Optymalne sekwencjonowanie genomoéw bakteryjnych zaktada uzyskanie $redniego
pokrycia genomu na poziomie >50x. W celu oszacowania ilosci prébek nalezy zastosowac
ponizszy wzor:

output

maksymalna ilo$¢ probek = — — — ; : .
wielko$¢ genomu * minimalne $rednie pokrycie

Dalsze kroki wykonywaé zgodnie z instrukcjg producenta posiadanego aparatu i stosowane;j
chemii do sekwencjonowania.
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