Dokladna ilo$¢ bedzie uwarunkowana ceng za probke oraz tym z ilu pobranych prob uda sie
wyizolowaé DNA. Srodowisko, z ktérego izolowane jest DNA jest srodowiskiem trudnym (ptonace
hatdy, duzo zanieczyszczen zwigzkami organicznymi oraz metalami ciezkimi) i wcigz jesteSmy w
trakcie izolacji. Przewidujemy ostatecznie kilkanascie probek - okoto 11, jednak koszt za probke moze
mie¢ wplyw na ostateczng ilos¢. Jesli bedziemy w stanie wyslemy proébki razem w jednej transzy, ale
gdyby$my musieli jeszcze jakie$ izolacje powtarzac¢ to nie wykluczone, ze probki bedq wystane w 2
maksymalnie 3 (mato prawdopodobne) transzach.

Tak, sekwencjonowanie chcemy aby bylo przeprowadzone bez koniecznosci amplifikacji aby nie
ryzykowa¢ wprowadzenia dodatkowych zmian w DNA, szczegoélnie ze biorac pod uwage srodowisko
zaklady obecnos¢ tam unikatowych gendw i sekwencji. Ponownie ze wzgledu na charakter
srodowiska i trudnosci w izolacji DNA, ilo§¢ wyizolowanego materiatu jest niewielka, jedynym
sposobem na zwiekszenie stezenia wydaje si¢ obecnie po testach wielu metod zwigkszenie iloSci
materiatu, z ktérego DNA jest izolowane, jednak to nie wchodzi w gre z powoddéw technicznych
(praca na zbyt duzych objetosciach chociazby do wirowania). Po zaznajomieniu si¢ z metodami i
przeprowadzeniu badan rynku (konsultacji z kilkoma firmami) przed rozpoczeciem projektu
przedstawiona warto$¢ stezenia - 2 ng/uL w 20 pL probki, powinna by¢ wystarczajaca.
Stezenie zawarte w ogloszeniu jest w ng/uL (mikrolitr) nie ml i objetos¢ probki tez jest wyrazona w pl
(mikrolitrach).

Przeprowadzenie testowego sekwencjonowanie ma na celu ocene przydatnosci prébki do
sekwencjonowania - jak wyzej jest to DNA izolowane z trudnej materiatu i ekstremalnych warunkow.
Jesli sekwencjonowanie niektdrych prébek ze wzgledu na obecno$¢ inhibitorow nie
byloby catkowicie mozliwe (np. szybka inhibicja reakcji), nie chcielibySmy wydawac pieniedzy na
sekwencjonowanie platforma NovaSeq tych probek. Ilos¢ DNA jest niska, co wynika z charakteru
samych probek (jak w poprzednim punkcie), jednak po zaznajomieniu sie¢ z metodami oraz badaniu
rynku powinna by¢ wystarczajaca do przeprowadzenia analiz zawartych w ogloszeniu.

Stezenie zawarte w ogloszeniu jest w ng/uL (mikrolitr) nie ml i objetos¢ probki tez jest wyrazona w pl
(mikrolitrach).

Nie, probki znacznie réznia sie zaréwno stezeniem jak i jakoscia wyizolowanego DNA. Dokladna
ocena, stezgnia nie jest mozliwa z wykorzystaniem dostepnej u nas aparatury, ze wzgledu na
obecnos¢ dodatkowych substancji wptywajacych na pomiary spektrofotometryczne w probkach



(pomiary przy wykorzystaniu nanodropu). Uzyskane przez nas wartosci pomiaréw sa z pewnoscia
zawyzone. Dodatkowo probki byty weryfikowane na zelu agarozowym, jednak wykrycie ilosci DNA
ponizej 20 ng / kieszonke byto w naszych warunkach niemozliwe - oszacowane poprzez réwnolegta
elektroforeze serii rozcieczen DNA o znanej koncentracji (komercyjne DNA). Metody Qubit czy
TapeStation sa u nas niedostepne.

Stezenia uzyskane pomiarem spektrofotometrycznym z dotychczas wyizolowanych probek wahaja
sie pomiedzy 1.1 ng/ul a 97.50 ng/ul. Jednak jak zaznaczylem powyzej pomiar ten jest
najprawdopodobniej zawyzony (potwierdza to zaréwno zel agarozowy - probki réznigce sie 2-3
stezeniem $wieca z podobng intensywnoscia [mierzona intensywnoscia sygnatu dla prébek
poddanych tej samej ekspozycji, przy braku saturacji sensora) jak i fakt, ze peak w pomiarze
najczesciej jest przesuniety i wystepuje przy dtugosci fali 270 nm. Stad w ogloszeniu jest zawarty
wymoég dodatkowego oczyszczania probek. Parametry A260/280 w wigkszosci osiagaja wartosci w
okolicach 1.5 (jedna izolacja osiagneta wartos¢ 1.88); parametr A260/230 w okolicach 1.1 (tutaj jednak
sa znaczne wahania, wiele probek ma wartosci ponizej 1; 2 probki maja wartosci 1.8 i 2). Jest to zakres
wynikow dla prob, z ktorych izolacja juz zostala przeprowadzona. Na dzien dzisiejszy nie dysponuje
zestawieniem wszystkich probek w formie elektronicznej, poniewaz wciaz trwa izolacja, planujemy
zakonczy¢ izolacje w przeciagu najblizszego tygodnia, dwoch.

Na potrzeby projektu chcieliby$my zsekwencjonowaé¢ DNA z jak najbardziej réznorodnych prob aby
uzyskac jak najpelniejsze informacje o badanym materiale - jest to bardzo heterogenne srodowisko.

Jezeli urzadzenie dostarcza takiego samego zakresu danych kontroli jakosci jak Qubit i TapeStation to
tak. Z mojego doswiadczenia Qubit jest bardziej precyzyjny jesli chodzi o ocene stezenie
dwuniciowego DNA, z kolei TapeStation informu o wielkos$ci fragmentéw DNA w badanej prébie.
Urzadzenia Bioanalyzer nigdy nie uzywatem wiec nie wiem w jakim zakresie jest w stanie zastgpic
wyzej wymienione metody.

Najlepiej tak. Sekwencjonowanie platforma MiSeq ma gléwnie na celu sprawdzenie czy probki po
ewentualnym doczyszczaniu (co obecnie wydaje si¢ konieczne dla zdecydowanej wigkszosci prébek)
beda mogly by¢ sekwencjonowane czy beda silnie inhibowac reakcje. Gdyby co$ takiego miato
miejsce, sekwencjonowanie docelowe na platformie NovaSeq bytoby bezcelowego. Jednak zaktadajac,
ze wszystkie probki beda w stanie by¢ sekwencjonowane chcieliby$my dostosowac ich ilos¢
odpowiednio do finanséw jakimi dysponujemy.

Jak zostalo wspomniane, prébki najprawdopodobniej beda wymagac doczyszczania. Izolaty DNA sa z
trudnego srodowiska, w ktorym jest obecnych duzo zanieczyszczen zaréwno organicznych (WWA,
zwigzki fenolowe, chlorofenolowe, organometaliczne) jak i nieorganicznych (gidwnie sole metali
ciezkich). Po wielokrotnych prébach zaréwno z wykorzystaniem komercyjnych kitow do izolagji
DNA srodowiskowego jak i protokoldw 'in-house’ DNA udaje si¢ wyizolowa¢, jednak parametry
jakosci oceniane spektrofotometrycznie oscyluja w okolicach A260/280 - 1.5; A260/230 - 1.1 (w
wigkszosci okoto 0.9), peak absorbangji jest przesunigty na 270 nm. Weryfikacja na zelu agarozowym
dla wigkszosci probek potwierdza obecnos¢ dwuniciowego DNA (jednak stezenie mierzone
spektrofotometrycznie jest znacznie zawyzone); w probkach, ktorych nie udato si¢ zweryfikowac na
zelu DNA wciaz moze by¢ obecne (standard o znanym stezeniu nie byt wykrywalny gdy ilos¢ DNA
byta ponizej 20 ng/ kieszonke). W laboratorium obecnie nie posiadamy innych mozliwosci weryfikacji
stezenie DNA. Jednoczes$nie, to Ze ilo$¢ jest niewielka nie jest zaskakujgce dla nas biorac pod uwage
srodowisko, z ktérego pochodza izolowane probki.



Wyslemy wyizolowane DNA, ktére w wigkszosci probek moze wymaga¢ doczyszczenia, co zostato
uwzglednione w ogltoszeniu. Uzywajac komercyjnych kitéw do izolacji DNA z prob srodowiskowych
(QIAGEN; A&A Biotechnology) nie udalo si¢ wyizolowa¢ DNA z badanych préb. Obecnie
wykorzystuje protokolu wypracowanego u nas w laboratorium w oparciu o kilka metod dostepnych
w literaturze.

Projekt jest przede wszystkim nastawiony na ocene jakosciowa badanych prob. Chcemy
sekwencjonowa¢ caly metagenom (sekwencjonowanie shotgun), a nie wybrane amplikony na
podstawie, ktorego bedziemy sie starali zrekonstruowac¢ genomy organizmdéw sSrodowiskowych.
Zatozenia jesli chodzi o proby moga uniemozliwi¢ odpowiednia ocene czestosci wystepowania
poszczegodlnych taksonow. Na pewno oczekiwalibysmy dostarczenia surowych wynikéw (assembly,
binning, annotation, jesteSmy w stanie przeprowadzi¢ i posiadamy dostep do odpowiedniej mocy
obliczeniowej). Dalsze analizy réwniez mozemy wykona¢. Tak wiec dodatkowe opracowanie
wynikow jest zawsze mile widziane, jednak nie jest wymagane, zalezy nam na otrzymaniu surowych
wynikow.

Generalnie tak, z zaznaczeniem, ze jak bylo uwzglednione w ofercie dostarczone prébki moga
wymagac doczyszczenia po poczatkowej ocenie jakosci.

Docelowo biblioteki majg by¢ sekwencjonowane na aparacie Illumina NovaSeq, gdzie mamy mozliwosc
wykonania go w trybie 2x150 pz i dla takiej dtugosci odczytéw bedzie optymalizowana wielkos¢ bibliotek.
Dlatego kazdy dtuzszy odczyt w tym przypadku nie ma juz wiasciwie wartoéci merytorycznej. Proponowany
tryb 2x250 pz jest u nas rutynowo uzywany w sekwencjonowaniu bibliotek metagenomicznych typu np. 16S
rRNA, jako dajgcy lepszq jakos¢ wynikéw bez koniecznosci odcinania kiepskiej jakosci koricéw odczytéw o
dtugosci 300 pz. Stqd z technicznego punktu widzenia mielibysmy mozliwosé dotqczenia Panistwa bibliotek do
takiego sekwencjonowania, bez jakiejkolwiek straty dla oceny jakodciowej wynikéw takiego testowego
sekwencjonowania. Sekwencjonowanie w trybie 2x300 pz na MiSequ nie wnosi zatem zadnej dodatkowej
informacji, a w przypadku naszego laboratorium, nie bytoby ekonomicznie optacalne, aby je méc uruchomi.

Ze wzgledu na pochodzenie prob DNA, ktore beda wyizolowane z trudnego srodowiska (obecnosci
licznych substancji organicznych jak fenole, chlorofenole, WWA, zwigzki metaloorganiczne, jak i
nieorganicznych - metale cigzkie) sekwencjonowanie MiSeq ma na celu sprawdzenie czy probki beda
inhibowac reakcje i w jakim tempie. Gdyby inhibicja nastepowata szybko, przed przystapieniem do
docelowego sekwencjonowania cze$¢ probek mogtaby zosta¢ pominigta/wymienona aby nie ponosi¢
kosztow sekwencjonowania NovaSeq dla tych prob. Wartos¢ merytoryczna tego testowego



sekwencjonowania schodzi na dalszy plan bioragc pod uwage wymagang min. ilos¢ danych (0.1
Gbp/probe).

Ze wzgledu na cel testowego sekwencjonowania preferowanym trybem jest 2x300 pz.

Tak.

W przypadku wykonania tego typu bibliotek genomowych z probek srodowiskowych proponowalibysmy bowiem
zestaw Illumina DNA Prep, Tagmentation, ktdry przy minimalnej ilosci DNA wsadowego powinien z uzyciem
amplifikacji poradzi¢ sobie z otrzymaniem wiasciwej biblioteki. Istniejq rzeczywiscie inne protokoly typu PCR-
free, bez krokéw amplifikacji, ale wymagajq one na starcie poteznego wsadu DNA o Swietnej jakosci, a jak pisze
Zamauwiajgcy, takiego nie bedzie.

Tak, optymalne byloby przeprowadzenie sekwencjonowania PCR-free aby uniknaé¢ ryzyka
wprowadzania zmian w otrzymanych sekwencjach na podstawie, ktérych planujemy rekonstruowac
genomy. Ilos¢ DNA jest niska i projekt jest wyzwaniem lecz po konsultacjach z kilkoma firmami w
czasie przygotowywania i planowania projektu zamieszczona minimalna ilos¢ DNA powinna by¢
wystarczajaca. Poniewaz wcigz nie ze wszystkich prob DNA zostalo wyizolowane nie jesteSmy w
stanie powiedzie¢ ile z prob, ktore bedziemy chcieli sekwencjonowac bedzie mialo takie stezenie
(rozpietos¢ zaréwno stezenia jak i jakosci jest spora, stad tez wymog opcjonalnego przeprowadzenia
doczyszczania wystanych prob). Biorac pod uwage, ze srodowisko jest dos¢ heterogenne w projekcie
zalezy nam na uzyskaniu wynikow z mozliwie najszerszego spektrum  probek.



