Fundusze . - Unia Europejska

Program Regionalny P Rozwoju Regionalnego

Raport koncowy realizacji projektu

Technologia Oxford Nanopore: optymalizacja enzymow oraz analizy danych genomicznych
pod kqtem zastosowan komercyjnych

Anna Czmil?, Matgorzata Semik®, Marta Sochacka-Pietal®, Magdalena Totorn?, Michat Cmil?,
Michat Pietal®, Dominik Strzatka®*, Michat Wroriski®

aZaktad Systemow Ztozonych, Politechnika Rzeszowska, Al. Powstancéw Warszawy 12, 35-959 Rzeszéw, Polska

b Zaktad Biotechnologii i Bioinformatyki, Politechnika Rzeszowska, Al. Powstaricow Warszawy 12, 35-959
Rzeszow, Polska

* strzalka@prz.edu.pl

Projekt byt realizowany w okresie 02 stycznia - 30 wrzesnia 2020 r. Pierwotnie realizacja
projektu miata trwaé 6 miesiecy (harmonogram zaktadat dwa etapy, do 30 czerwca 2020 r.),
ale w zwigzku z wystgpieniem epidemii COVID-19, etap drugi zostat wydtuzony o 3 miesigce.
W pierwszej fazie projektu przystgpiono do organizacji zespotu projektowego w zwigzku z tym,
iz a projekcie przewidziano takze udziat studentéw oraz doktoranta. W wyniku ogtoszonych
konkursow (https://zsz.prz.edu.pl/aktualnosci/konkurs-dla-studentow-i-doktorantow-na-
udzial-w-projekcie-naukowym-88.html) wytoniono dwie osoby (mgr inz. Anna Czmil i inz.
Michat Cmil), ktére zostaly poczawszy od 22 stycznia 2020 r. zaangazowane do pracy w
projekcie. Majgc na uwadze fakt, iz w projekcie zaangazowane byty osoby reprezentujgce
zaréwno specjalistdw z zakresu informatyki jak i biologii w lutym 2020 r. zorganizowane
seminarium naukowe na temat ,Analizy bioinformatyczne genoméw bakteryjnych pod katem
zastosowan komercyjnych", ktére wygtosita dr Marta Sochacka-Pietal z Zaktadu Biotechnologii
i Bioinformatyki Wydziatu Chemicznego PRz (Rys. 1). Ponadto rozpoczeto realizacje wszystkich
niezbednych procedur przetargowych w celu zakupu przewidzianych ustug i wyposazenia.
Wystgpienie epidemii COVID-19 spowodowato okoto dwumiesieczne opdznienie w realizacji
projektu w szczegdlnosci brak mozliwosci realizacji pierwszego eksperymentu
sekwencjonowania. Niemniej jednak pod koniec maja 2020 r. udato sie zrealizowaé niezbedne
postepowanie przetargowe i w ramach projektu wykonano kolejno wszystkie przewidziane do
realizacji zadania. W szczegdlnosci uzyskano dostep do wiedzy z sekwencjonowania nowej

generacji i analizy danych poprzez wykonanie eksperymentu sekwencjonowania, przez
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Pracownie Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotyddw, Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN, Warszawa. Sekwencjonowanie odbyto sie w dwdch etapach, na miejscu w PRz w
Rzeszowie dzieki osobistemu zaangazowaniu Pana mgr Jana Gawora, gtdéwnej osoby
realizujacej eksperyment. Byto to pierwsze sekwencjonowanie metodg Oxford Nanopore na
Politechnice Rzeszowskiej wykonane w dn. 17-23.06.2020 r. W dn. 08.06.20 odbyto sie
spotkanie przygotowujgce ten eksperyment (Rys. 2). W spotkaniu wzieli udziat dr Marta
Sochacka-Pietal oraz mgr Matgorzata Semik (Zaktad Biotechnologii i Bioinformatyki/WCh PRz),
mgr inz. Michat Wronski (Zaktad Systemdéw Ztozonych/WEil PRz), mgr Jan Gawor, Pracownia
Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotyddéw, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
Warszawa. Eksperyment podzielono na dwie czesci — doswiadczalng oraz bioinformatyczna
(Rys. 3), realizowane odpowiednio, w Zaktadzie Biotechnologii i Bioinformatyki Wydziatu
Chemicznego oraz w Zakfadzie Systeméw Ztozonych Wydziatu Elektrotechniki i Informatyki.
Sprawne przeprowadzenie sekwencjonowania, jak réwniez prawidiowg analize bio-
informatyczng uzyskanych danych, nadzorowat mgr J. Gawor. Niezbednej pomocy
organizacyjno-technicznej udzielit takze prof. dr hab. inz. Mirostaw Tyrka z WCh. W czesci
drugiej, bioinformatycznej, wymagane byto zaangazowanie pozostatej czedci zespotu
projektowego, w tym dr inz. Dominik Strzatka, dr Michat Pietal, mgr Magdalena Toton, mgr inz.
Michat Cmil i mgr inz. Anna Czmil. Eksperyment trwat 5 dni roboczych: pierwsze dwa dni
dotyczyty pracy w laboratorium mokrym, pozostate dni przeznaczono na prace o charakterze
bioinformatycznym w tym na analizy danych oraz ich przetwarzanie na serwerach Zakfadu

Systemoéw Ztozonych.

Realizacja serii eksperymentéw sekwencjonowania nie bytaby mozliwa bez zakupow
niezbednego wyposazenia tj. MinlON Starter Pack (tacznie 7 szt., Rys. 4) wraz z wyposazeniem
dodatkowym w postaci tzw. kits.: CN1398 First Release Rapid barcoding Kit, Native Barcoding
Expansion 112, Native Barcoding Expansion 1324, RAP Top Up Kit, Flow Cell Priming Kit oraz
SPOT ON FLOW CELL MK 1 R9 VERSION, Field Sequencing Kit, Flow Cell Priming Kit, uzycia kaset

Blue Pippin, enzymu DNAza oraz wynajmu urzgdzenia Blue Pippin (Rys. 5).

W czasie realizacji projektu wyhodowano nowe mutanty termotolerancyjnego szczepu
Bacillus subtlis MSP4 otrzymane na drodze mutagenezy chemicznej z wykorzystaniem bromku
etydyny (Rys. 6). Dla otrzymanych mutantéw wykonano proces sekwencjonowania metodg

ONT. Uzyskano pule kilkunastu mutantdw o zmienionej sekwencji gendw, kodujgcych enzymy
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o potencjalnym zastosowaniu komercyjnym, takich jak proteazy, desaturaza kwasdéw
ttuszczowych, hydrolaza epoksydowa czy subtylizyna E. Na podstawie przeprowadzanych analiz
bioinformatycznych (adnotacja uzyskanych sekwencji genomowych szczepu dzikiego oraz
otrzymanych mutantéw z wykorzystaniem narzedzi serwera RAST — Rys. 7) wytypowano do

opatentowania szczepy mutantéw B.subtilis MSP4, wytwarzajgcych zmutowane enzymy.

Wykonano takze szereg niezbednych prac informatycznych pozwalajgcych na implementacje
zarowno od strony programowe] jak i sprzetowej serwera NanoForms do przetwarzania i
analizy surowych danych bioinformatycznych. Przygotowany serwer (dostepny pod adresem

http://nanoforms.tech) jest w stanie obstuzyé mate genomy (do 50 MB). Uzytkownik serwera

taduje zarchiwizowany, pojedynczy plik sekwencji (fastq), nastepnie dane sg wstepnie
przetwarzane a uzytkownik na biezgco wybiera dostepne opcje, co pozwala na uzyskanie
sekwencji DNA/RNA w postaci pliku fasta. Dla serwera NanoForms opracowano autorski
algorytm pipeline przetwarzania danych z ONT (Rys. 8). W czasie budowy serwera,
ponadplanowo rozszerzono jego funkcjonalnos$¢ o tzw. ztozenie hybrydowe (wraz z danymi z
urzadzenia lllumina), co znaczgco poprawia ostateczng jakosé sekwencjonowania. Opis catego
serwera zostanie przedstawiony w publikacji (do zgtoszenia w czasopismie z IF) pod roboczym
tytutem ,NanoForms: an integrated server for processing, analysis and assembly of raw

genomic data of prokaryotic species, from Oxford Nanopore technology”.

Jeden ze studentéw pracujacych w projekcie, Pan mgr inz. Michat Cmil, po zakoriczeniu
projektu oraz obronie pracy dyplomowej zostat zatrudniony od pazdziernika 2020 w

Politechnice Rzeszowskiej w Zaktadzie Systemoéw Ztozonych.
Zespot projektowy uwaza, ze grant zakonczyt sie powodzeniem.

Projekt byt finansowany przez Podkarpackie Centrum Innowacyjnosci w ramach grantu

nr F3_116 (umowa nr 05/PRZ/1/DG/PCl/2019).


http://nanoforms.tech/
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Analizy bloinformatyczne
genomow bakteryjnych

pod katem zastosowan komercyjnych

Rys. 1 Seminarium pt. Analizy bioinformatyczne genoméw bakteryjnych pod katem

zastosowan komercyjnych

Rys. 2 Przygotowanie eksperymentu pierwszego sekwencjonowania.
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Rys. 4 Zakupione w projekcie urzagdzenia MinlON

Rys. 5 Urzadzenie Blue Pippin
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Rys. 6 Wyhodowany nowy szczep bakterii Bacillus subtilis MSP4

Genome bacillus sp. For each genome we offer a wide set of information to browse, compare and download.
Domain Bacteria -
i 5 Browse‘Cc,, |"‘ load | A ‘

Taxonomy Bacteria; bacillus sp. 5
Neighbors View closest neighbors Browse through the features of bacillus sp. both

= graphically and through a table. Both allow quick
S 4020093 navigation and filtering for features of your
GC Content 43.8 interest. Each feature is linked to its own detail
L50 1 page.
Number of Contigs (with PEGs) 1 Click here to get to the Genome Browser
Number of Subsystems 336

Number of Coding Sequences 4190
Number of RNAs 116

Subsystem Information

Subsystem Statistics Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (143)
Cell Wall and Capsule (86)

Virulence, Disease and Defense (37)
Potassium metabolism (3)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (26)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (4)
Membrane Transport (44)

Iron acquisition and metabolism (31)
RNA Metabolism (57)

Nucleosides and Nucleotides (98)
Protein Metabolism (216)

Cell Division and Cell Cycle (4)

Motility and Chemotaxis (45)

Regulation and Cell signaling (31)
Secondary Metabolism (12)

DNA Metabolism (61)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (48)
Nitrogen Metabolism (20)

Dormancy and Sporulation (97)
Respiration (42)

Stress Response (47)

Metabolism of Aromatic Compounds (12)
Amino Acids and Derivatives (309)
Sulfur Metabolism (8)
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Rys. 7 Analiza poréwnawcza otrzymanych mutantéw z wykorzystaniem narzedzi serwera

RAST
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Rys. 8 Autorski pipeline przetwarzania na serwerze NanoForms




