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Einfuhrung und Evaluation der Nanopore-
Sequenzierung: Vergleich mit der Sanger-
Methode und Anwendungsbeispiele im Labor

Sara Alsulaiman Alnaser, Leonie Engelmann und Lucca Heinrich,

Melanie Thielemann, Barbe Rentsch

Abstract

Die Sequenzierung biologischer Molekiile, insbesondere von DNA und
RNA, stellt eine Schliisseltechnologie in der Molekularbiologie dar. Von
der klassischen Sanger-Sequenzierung bis hin zu modernen Next- und
Fourth-Generation-Sequencing-Technologien wurden erhebliche Fort-
schritte erzielt, die sowohl die Geschwindigkeit als auch die Genauig-
keit der Datenanalyse revolutionierten. Insbesondere die Oxford Na-
nopore-Technologie (ONT) bietet durch Echtzeit-Sequenzierung und

Portabilitét neue Méglichkeiten in der Genomforschung.

Im Rahmen des Moduls Angewandte Biotechnologie wurde die ONT-
MinlON-Technologie eingefiihrt und fiir die Sequenzierung von PCR-
Produkten getestet. Ein Protokoll zur DNA-Bibliotheksprdparation,
Flusszellen-Beladung und Sequenzierung wurde entwickelt und die
Qualitdt der erzeugten Sequenzdaten bewertet. Trotz innovativer An-
sdtze und einer hohen Sequenzierkapazitét zeigt die Nanopore-Tech-
nologie im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung und lllumina-Platt-
form noch eine héhere Fehlerrate. Die Analyse der Nanopore-Daten
ergab eine durchschnittliche Genauigkeit von 76 % mit typischen Ab-
weichungen wie Insertionen, Deletionen und Substitutionen. Ursachen
dafiir wurden in PCR-Artefakten und technologischen Limitationen
identifiziert.

Trotz dieser Einschrdnkungen bietet die Nanopore-Technologie das Po-
tenzial fiir eine kostengtinstige und schnelle Analyse groRer genomischer
Regionen. Die Studie unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Optimie-
rungen der Basecalling-Algorithmen und Fehlerkorrekturmethoden, um

die Genauigkeit der Nanopore-Sequenzierung zu verbessern.

Abkiirzungen

4G-Seq engl. Fourth-Generation Sequencing
AT engl. dA-Tailing
bp Basenpaare
ddNTPs Didesoxyribonukleosid-Triphosphate
DNA engl. deoxyribonucleic acid
EBI engl. European Bioinformatics Institute
ER engl. End Repair
FCS engl. fetal calf serum

Gb Giga-Basenpaar (1.000.000.000)
IGV Integrative Genomics Viewer

The sequencing of biological molecules, particularly DNA and
RNA, represents a key technology in molecular biology. From clas-
sical Sanger sequencing to modern next- and fourth-generation
sequencing technologies, significant advancements have been
made, revolutionizing both the speed and accuracy of data ana-
lysis. Notably, Oxford Nanopore Technology (ONT) introduces new
possibilities in genome research through real-time sequencing

and portability.

As part of the Applied Biotechnology module, the ONT MinION
technology was introduced and tested for the sequencing of PCR
products. A protocol for DNA library preparation, flow cell loading,
and sequencing was developed, and the quality of the resulting
sequence data was evaluated. Despite its innovative approach
and high sequencing capacity, Nanopore technology still exhibits
a higher error rate compared to Sanger sequencing and lllumina
platforms. Analysis of the Nanopore data revealed an average ac-
curacy of 76 %, with typical errors such as insertions, deletions,
and substitutions. These inaccuracies were attributed to PCR arti-
facts and technological limitations.

Despite these challenges, Nanopore technology offers the
potential for cost-effective and rapid analysis of large genomic
regions. The study highlights the need for further optimization of
base-calling algorithms and error correction methods to improve

the accuracy of Nanopore sequencing.

KB Kilobasen
M Millionen
Mb Megabasenpaar (1.000.000)
NGS engl. Next-Generation Sequencing
ONT Oxford Nanopore-Technologie
PCR engl. polymerase chain reaction
Q-Score engl. quality score
RNA engl. ribonucleic acid

SMRT- Sequenzierung engl. single-molecule real-time sequencing

TGS engl. Third-Generation Sequencing
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Einleitung

Sequenzierung bezeichnet die Bestimmung der genauen Ab-
folge von Bausteinen in biologischen Molekiilen, insbesondere
DNA oder RNA. Die Gensequenzierung fokussiert sich auf ein-
zelne Gene oder kurze DNA-Abschnitte, beispielsweise PCR-
Produkte (polymerase chain reaction), um genetische Varianten
zu identifizieren. Hingegen analysiert die Genomsequenzierung

das gesamte Erbgut eines Organismus und wird haufig bei der

Untersuchung seltener genetischer Erkrankungen eingesetzt. Die
Exomsequenzierung beschrankt sich auf die kodierenden Berei-
che des Genoms. Die RNA-Sequenzierung dient zur Analyse aller
RNA-Molekiile in einer Zelle und liefert wertvolle Einblicke in die
Genexpression. [1, 2]

ihrem Entwickler

Die Sanger-Sequenzierung, benannt nach

Frederick Sanger [3], revolutionierte die Molekularbiologie, indem
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Abbildung 1: Sequenzieren mithilfe der Kettenabbruchmethode nach Sanger

Bei der Sanger-Methode synthetisiert die DNA-Polymerase, dhnlich einer PCR, ausgehend von einem DNA-Template mit Hilfe eines Primers viele verschiedene DNA-Strénge. Das Enzym bricht
nach verschiedenen Nukleotiden (zufélliger Einbau von ddNTPs) ab, sodass Strdnge aller moglichen Léngen entstehen. Diese werden durch Kapillargelelektrophorese aufgetrennt. Die kleinsten
Fragmente bestehen aus dem Primer und dem ersten Nukleotid der DNA-Matrize. Ldngere Fragmente bestehen dagegen aus dem Primer und ldngeren Nukleotidstrdngen, die komplementdr
zur DNA-Matrize sind. Ein Laser regt die Fluoreszenzmarkierungen in jedem Fragment an, und ein Detektor erkennt das daraus resultierende emittierte Licht. Da jedes der vier ddNTPs mit einer
anderen Fluoreszenzmarkierung versehen ist, kann das emittierte Licht direkt mit der Identitdt des terminalen ddNTP in Verbindung gebracht werden. Uber eine Software werden diese Daten in
ein Chromatogramm umgewandelt, in dem die Fluoreszenz-Peaks der einzelnen Nukleotide entlang der DNA-Template aufgezeigt werden. Created in BioRender.com

Quelle in Anlehnung an: [4, 5]
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sie eine schnelle und zuverldssige Methode zur Bestimmung der Ba-
sensequenz von DNA-Molekiilen bereitstellte. Sie war entscheidend
fiir die Entschliisselung des menschlichen Genoms und legte den

Grundstein fiir zahlreiche weitere Genomprojekte.

Das Prinzip der Sanger-Sequenzierung beruht auf der In-vitro-
DNA-Replikation, bei
tire DNA-Strange synthetisiert (Abbildung 1). Durch den ge-

zielten Einbau von Didesoxynukleotiden (ddNTPs), denen die

der die DNA-Polymerase komplemen-

3'-Hydroxylgruppefehlt,wird die Kettenverlangerungterminiert. Die
resultierenden DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange werden
anschlieBend mittels Kapillargelelektrophorese aufgetrennt und
anhand ihrer Fluoreszenz detektiert. Obwohl die Sanger-Sequenzi-
erung durch modernere Hochdurchsatz-Sequenzierungsverfahren
abgelost wurde, findet sie immer noch Anwendung bei speziellen
Aufgaben, wie der Uberpriifung von Sequenzierungsdaten oder der
Analyse kleiner Genomregionen. [4, 102ff]

Seit der Entwicklung der Sanger-Sequenzierung hat die DNA-Se-
quenzierung revolutiondre Fortschritte gemacht. Next-Genera-
tion Sequencing (NGS)-Technologien wie die Illumina-Plattform
ermoglichen die massive parallele Sequenzierung von Millionen von

DNA-Fragmenten gleichzeitig. Durch Verfahren wie sequencing by

Die DMA wird durch das Matarprotein
entwunden, und ein Strang wird
durch die Pore auf die positive Seite
der Membran transportiert.
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Abbildung 2: Das Prinzip der Nanoporen-Sequenzierung.

Stromfluss

synthesis, bei dem fluoreszenzmarkierte Nukleotide inkorpo-
riert und detektiert werden, kdnnen ganze Genome in kurzer Zeit
sequenziert werden. Dies hat zu einer drastischen Reduzierung der
Kosten und einer Steigerung des Durchsatzes gefiihrt. Third-Gene-
ration Sequencing (TGS)-Technologien wie SMRT-Sequenzierung
(single-molecule real-time sequencing) bieten alternative Ansat-
ze. Sie ermoglichen die direkte Sequenzierung einzelner Molekiile
ohne vorherige PCR-Amplifikation und liefern oft langere Leselan-
gen. Dadurch kénnen komplexe Genome mit groBen Wiederho-
lungsregionen oder epigenetischen Modifikationen besser analy-
siert werden. [6]

Fourth-Generation Sequencing (4G-Seq)-Technologien wie die
Oxford Nanopore-Technologie (ONT) revolutionieren die DNA-
Sequenzierung durch ihre Fahigkeit zur Echtzeit-Sequenzierung
einzelner Molekiile ohne vorherige PCR-Amplifikation. Bei der Na-
nopore-Sequenzierung wird ein einzelnes DNA-Molekiil durch eine
winzige, proteinbasierte oder kiinstlich hergestellte Pore getrieben.
Jedes Nukleotid, das die Pore passiert, verursacht eine charakteris-
tische Veranderung des elektrischen Stroms, die von der Gr63e und
der chemischen Zusammensetzung des Nukleotids abhangt. Diese
Veranderungen werden in Echtzeit aufgezeichnet und durch Algo-
rithmen in eine DNA-Sequenz iibersetzt (Abbildung 2). [7, 8]

Charakteristischer
Abfall

A T C G
Base

Jede Base bewirkl eine
charakteristische Reduktion des
lenenstroms, wodurch die DMA
sequenziert werden kann.

Die Technologie basiert auf einer nanoskaligen Proteinpore oder ,Nanopore', die als Biosensor dient und in eine elektrisch resistente Polymermembran eingebettet ist. In einer elektrolytischen

Ldsung wird eine konstante Spannung angelegt, um einen lonenstrom durch die Nanopore zu erzeugen, sodass negativ geladene einzelstréngige DNA- oder RNA-Molekiile durch die Nanopore

von der negativ geladenen ,cis"-Seite zur positiv geladenen ,trans"-Seite getrieben werden. Created in BioRender.com

Quelle in Anlehnung an: [9]



Ein Motor-Enzym zieht das DNA-Molekiil schrittweise durch die
Nanopore. Dabei trennt es die DNA-Doppelstrange auf, sodass die
einzelnen Basen nacheinander die Pore passieren. Die Nanopore-
Sequenzierung ermoglicht die direkte Detektion von DNA-Modifi-
kationen wie Methylierungen und bietet somit neue Einblicke in
epigenetische Regulationsprozesse. Obwohl die Technologie noch
relativ jung ist und eine hohere Fehlerquote im Vergleich zu ande-
ren Sequenziermethoden aufweist, werden durch kontinuierliche
Weiterentwicklung und die Kombination mit anderen Technologi-

en immer genauere Ergebnisse erzielt. [9]

Die Nanopore-Sequenzierung findet Anwendung in einer Vielzahl
von Bereichen, darunter die De-novo-Assemblierung groRer und
komplexer Genome, die Analyse von Metagenomen, die Erfor-
schung von Epigenomen und die Echtzeit-Uberwachung von Virus-
mutationen. Aufgrund ihrer Portabilitdt und der Moglichkeit zur
direkten Sequenzierung von langen DNA-Molekiilen eréffnet die
Nanopore-Sequenzierung neue Perspektiven fiir die genomische

Forschung und die Entwicklung von diagnostischen Tools. [9]

Das MinlON von ONT ist ein handliches, tragbares Sequenziergerat,
das die Nanopore-Sequenzierung ermoglicht (Abbildung 3). Das
Geréat besteht aus einer Durchflusszelle, die Tausende von winzigen
Poren enthdlt, und einem integrierten Computerchip zur Datener-
fassung und -verarbeitung. Die Durchflusszelle dient als Trager fiir
die Nanoporen und erméglicht den kontinuierlichen Fluss der Pro-
benloésung. (Abbildung 3). [8, 10, 11]
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Abbildung 3: MinlON-Gerat - Aussehen und Aufbau.

Das MinlON-Gerdit ist vollstédndig tragbar, wiegt 100 g und wird an einen Laptop angeschlos-
sen (A, B). Innerhalb des Geriites findet sich die Durchflusszelle, auf der die Probe aufgetragen
wird und sich die Nanoporen finden, sowie ein Sensor-Chip (ASIC) mit 512 aktiven Kandlen fiir
Datenerfassung und Steuerung (C). Created in BioRender.com

Quelle in Anlehnung an: [8, 10, 11]

Eine MinlON-Durchflusszelle enthalt 2048 parallel arbeitende
Nanoporen, die in eine Polymermembran eingebettet sind. Jede
Pore wird individuell gesteuert und gemessen. Ein Motorprote-
in zieht einzelstrangige DNA- oder RNA-Molekiile durch die Pore,
wobei die charakteristischen Stromanderungen wahrend des
Durchtritts jedes Nukleotids zur Bestimmung der Sequenz genutzt
werden. ONT hat das System kontinuierlich weiterentwickelt,

um die Sequenziergeschwindigkeit und -genauigkeit zu erhohen.
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Aktuelle Versionen wie R10.3 ermdglichen eine Sequenzierge-

schwindigkeit von bis zu 450 Basen pro Sekunde. [9]

Zielstellung

Innerhalb des im Studiengang Labor- und Verfahrenstechnik, Stu-
dienrichtung Biotechnologie stattfindenden Moduls ,Angewandte
Biotechnologie‘ sollte durch 3 Studierende des 6. Semesters die
ONT in Form der MinlON-Durchflusszelle im Studiengang eingefiihrt
werden und ein Protokoll zur Sequenzierung von PCR-Produkten
mittels der MinlON-Technologie entwickelt werden. Dabei sollten
folgende Schwerpunkte betrachtet werden:

« Bewertung der Qualitdt und der Leistungsfahigkeit der MinlON-
Sequenzierung fiir die Analyse von DNA-Fragmenten im Vergleich

zur etablierten Methode (Sequenzierung nach Sanger),

« Identifizierung optimaler Parameter fiir die Bibliothekspréaparati-

on und Sequenzierung von PCR-Produkten,

« Vergleich der MinlON-Daten mit Referenzsequenzen zur Validie-

rung der Methode.

Material und Methoden

Bereitstellung der zu sequenzierenden cDNA

Adhédrente C2C12-Maus-Myoblasten (DSMZ: ACC 565, Passage 1)
wurden mit einer initialen Zellzahl von 1000 Zellen/cm? in Pro-
liferationsmedium (RPMI-Medium, 20 % FCS und 1 % Penicillin/
Streptomycin) ausgesat und fiir 2 Tage (5 % CO,, 37 °C) bis zu einer
Konfluenz von ca. 60-70 % kultiviert. Die myogene Differenzierung
erfolgte in Differenzierungsmedium (reduzierte Serumbedingun-
gen, 2 % FCS) fiir 4 Tage. [12]

Die Gesamt-RNA der Zellen wurde nach Herstellerangaben isoliert
(Nucleospin® RNA, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG). Die Quan-
titdt sowie die Qualitdt der RNA wurde mittels eines Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Die cDNA-Synthese wurde
in einer 20 pl Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion unter Nutzung
eines Oligo(dT).s Primers (Thermo Fisher Scientific) mit 2 ug RNA
nach Herstellerangaben durchgefiihrt (Omniskript® RT Kit, QIAGEN
GmbH). [12]

Das zur Sequenzierung vorgesehene PCR-Produkt (Myogenin, 404
bp) wurde mittels Endpunkt-PCR (Initialisierung 95 °C, 180 s; Dena-
turierung 95 °C, 10 s; Annealing 60 °C, 30 s; Elongation 72 °C, 60 s;
40 Zyklen) aus der cDNA amplifiziert (Forward-Primer: AAGGTGTG-
TAAGAGGAAGTCTGTGTCGG; Reverse-Primer: ACGATGGACGTAAGG-
GAGTGCAGATTGT) und im Anschluss per Agarose-Gelelektrophore-
se getrennt und visualisiert [13, 14].

Die Produkte der Sequenzreaktion wurden im Anschluss nach Her-
stellerangaben gereinigt (GeneJET PCR Purification Kit, K0701,

Thermo Fisher Scientific).
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Nanopore-Sequenzierung

Préaparation der Enden und Adapterligation

Vor der Nanopore-Sequenzierung miissen die DNA-Fragmente, die
haufig unregelmiRBige Enden (z. B. 5'- oder 3'-Uberhinge) aufwei-
sen, prapariert werden (Abbildung 4). In einem mehrstufigen Pro-
zess wurden diese Enden zunachst geglattet und phosphoryliert
(End Repair, ER). AnschlieBend wurde an das 3'-Ende jedes Frag-
ments ein einzelnes Adeninnukleotid angefiigt (dA-Tailing, AT).
Dieser dA-Tail diente als Ankerpunkt fiir die Anbindung von Adap-
tern, die iiber einen komplementéren Thymin-Uberhang verfiigen.
Die Adapter enthalten spezifische Sequenzen, die fiir die Bindung
an das Motorporotein wahrend der Sequenzierung notwendig sind.
[15]

@
End Repair
» J-Uberhdngeentfemen,
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Abbildung 4: Schritt-fiir-Schritt-Darstellung

der Praparation der Enden und Adapterligation

Die DNA wird am Ende repariert, um ein stumpfes Ende zu erzeugen. Ein zusdtzliches dAMP
wird in das 3'-Ende eines DNA-Fragments eingebaut. Der Adapter wird an beide Enden der
DNA ligiert. Created in BioRender.com

Quelle in Anlehnung an: [15]

Die Praparation der Enden sowie die Adapterligation erfolgten mit-
tels des Ligation Sequencing Kit V14 nach Herstellerangaben (Liga-
tion Sequencing Kit V14, ONT). Im Anschluss an die Adapterligie-
rung wurde die zu sequenzierende DNA unter Nutzung von AMPure

XP Beads aufgereinigt.

Vorbereiten und Beladen der MinlON-Flusszelle

sowie die Sequenzierung mittels MinlON

Das Vorbereiten (Priming) und Beladen einer MinlON-Flusszelle
ist ein entscheidender Schritt bei der Nanopore-Sequenzierung.
Dabei wurde die Flusszelle gemafR den Herstellerangaben (Liga-
tion Sequencing Kit V14, ONT) fiir die Sequenzierung vorbereitet,
indem die erforderlichen Reagenzien sowie die zu sequenzieren-
de DNA eingefiihrt wurden (Abbildung 5 A).

Sobald die Flusszelle beladen ist, kann der Sequenzierungslauf
iber die Software MinKNOW gestartet werden (Abbildung 5 B).
MinKNOW ist die Betriebssoftware, die zur Steuerung von ONT-
Geraten verwendet wird, indem Sequenzierungsparameter ein-
gestellt und Proben verfolgt werden. MinKNOW verwaltet die
Datenerfassung und die Echtzeitanalyse, fiihrt lokale Base-Calls
durch und gibt die Bindrdateien im POD5-Format aus, um sowohl
Metadaten, einschlieBlich des Rohsignals, als auch Leseinforma-
tionen zu speichern. Zusatzlich wurden die Daten im FASTQ-For-
mat gespeichert. FASTQ-Dateien sind Textdateien, die Sequenz-
daten fiir jeden Read und die zugehdrigen Qualitatsbewertungen

pro Base enthalten. [17]

Nach Abschluss der Sequenzierung wurde die Flusszelle mittels
des Flow Cell Wash Kits (ONT) gereinigt. Dabei wird die DNA ver-
daut, ausgespiilt und das System fiir das Laden einer neuen Bib-
liothek vorbereitet. Dieses Verfahren ermaglicht eine mehrfache
Verwendung derselben Flusszelle und maximiert so die verfiigba-
re Laufzeit. Alternativ kann ein Lagerungspuffer in die Flusszelle
gegeben werden, um sie bei 4-8 °C zu lagern.

Analyse der Daten

Aus den Rohdaten der Nanopore-Sequenzierung wurde in Min-
KNOW ein Basecalling in Echtzeit durchgefiihrt (Abbildung 6),
gefolgt von einem Readcalling. Nach dem Basecalling wurden die
Qualitdatsmetriken der FASTQ-Dateien iiberpriift und eine durch-

schnittliche Read-Ldnge ermittelt.

Abbildung 5: Vorbereiten und Beladen der MinlON-Flusszelle sowie die Sequenzierung mittels der MinKNOW-Software

Quelle in Anlehnung an: [16]
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Abbildung 6: Darstellung des analytischen Workflows zur Erzeugung und Auswertung der Daten.
Der Ablauf der Datenanalyse fiir Oxford Nanopore-Sequenzierungen setzt sich aus der Rohdatenerfassung sowie Basecalling und Readcalling in Echtzeit, der Leistungsbewertung und Qualitéits-
kontrolle, der primdre Datenanalyse, in der die Reads gegen eine Referenzsequenz ausgerichtet werden sowie der sekunddren Datenanalyse zusammen. Created in BioRender.com

Im Anschluss an das Base- und Readcalling erfolgte ein primares
Alignment der FASTQ-Daten in MinKNOW (MinKNOW post-run
alignment, Tabelle 1). Dieser Workflow ermoglicht ein einfaches
Alignment der Oxford Nanopore-Reads gegen eine Referenz und
liefert Statistiken zur Qualitat des Alignments. Das primare Align-
ment in MinKNOW erzeugt BAM-Dateien (Binary Alignment/Map),

die eine effiziente Speicherung der Sequenzalignments gegen

Tabelle 1: Darstellung der genutzten Referenzsequenzen und des

Workflows in MinKNOW

Gensegeunz NC_000067.7:134217742- MinKNOW Post-
Myogenin 134220286 Mus musculus  run alignment
strain C57BL/6J chromo-
some 1, GRCm39

MinKNOW Post-
run alignment

NM_031189.2_cds_
NP_112466.1_1
[gene=Myog]

mRNA Myogenin

eine Referenz ermoglichen. [18]

Weiterhin wurden die Alignments unter Nutzung der BAM-Datei-
en mittels des Integrative Genomics Viewer (IGV) visuell darge-
stellt [19].

Ergebnisse und Diskussion

Rohdatenalayse sowie Base- und Readcalling

Basecalling ist der Prozess, bei dem die Rohdaten, die wahrend
der Sequenzierung (z. B. durch ein Nanopore-Gerat) generiert
werden, in die tatsachliche DNA-Sequenz iibersetzt werden. Ein
Read ist das Resultat des Basecalling-Prozesses. Es handelt sich
dabei um die erhaltene Sequenz von Nukleotiden, die aus den
Rohdaten der Sequenzierung extrahiert wird. Ein Read kann die
vollstandige Sequenz einer DNA-Region oder ein Fragment davon
darstellen. Als "passed" werden Basen bzw. Reads bezeichnet,
wenn diese einen vordefinierten Qualitatsschwellenwert errei-
chen oder liberschreiten, damit wird die Zuverlassigkeit der Da-
ten bestatigt. Im Gegensatz dazu werden Basen bzw. Reads, die

unter den Schwellenwert fiir die Qualitatsbewertung fallen, als

"failed" bezeichnet. [20]

Anhand der Rohdaten wurde zunachst eine Abschatzung vorge-
nommen und die voraussichtliche Gesamtzahl an Basen (1,82
Gb) berechnet (Abbildung 7, A). Nach Abschluss des Basecalling
konnten 1,1 Gb den "passed" Basen und 441,85 Mb den "failed"
Basen zugeordnet werden. Insgesamt konnten 3,45 Millionen
Reads generiert werden und davon 2,28 Million den "passed"
Reads zugeordnet werden (Abbildung 7 B). Der Anteil der "failed"
Basen bzw. Reads, die unterhalb des Qualitatsschwellenwerts
liegen, werden durch verschiedene Ursachen beeinflusst, die zu

einer niedrigeren Sequenzierqualitat fiihren konnen.

Im Allgemeinen gibt es zwei Quellen, aus denen Sequenzierfeh-
ler in Nanopore-Sequenzierungsdaten entstehen kdnnen: erstens
die Rohsignale, die vom Nanopore-Sequenzierer erzeugt werden,
und zweitens der Basecalling-Algorithmus, der die Signaldaten
in Nukleotidsequenzen libersetzt. Sequenzierfehler, die durch
technische Limitationen, Reagenzienqualitdt, Signalstarke oder
Kontaminationen verursacht werden, fiihren zu einer Abnahme
des Rohsignals und damit zu einer ungenauen Basenidentifika-
tion und beeinflussen die Zuverlassigkeit der gesamten Sequen-
zanalyse. Zusatzlich zu Verbesserungen der ONT-Gerate und der
Chemie fiir die Nanopore-DNA-Sequenzierung gibt es eine konti-
nuierliche Entwicklung neuer Basecaller, die sowohl von ONT als
auch von der breiteren Forschungsgemeinschaft verdffentlicht
werden. [21]

Der N50-Wert, als mittlere Lange eines Sequenzsatzes [22] wird
mit 437 Basen angegeben und entspricht damit der erwarteten
Lange der sequenzierten DNA (404 Basen, [14]). Der etwas groRe-

re Wert kann durch die ligierten Adapter erklart werden.

Insgesamt wurde iiber einen Zeitraum von 22 Stunden sequen-
ziert, und es wurden 24,02 GB an Sequenzdaten erzeugt, welche
in 864 POD5 bzw. FASTQ-Dateien gespeichert wurden. Davon
wurden 575 POD5- bzw. FASTQ-Dateien als "passed" eingestuft
(pod5_pass/ fastq_pass). Jede POD5- bzw. FASTQ-Datei enthalt

wiederum ca. 4000 Reads. Dies entspricht in der Summe ca. 2,3
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Abbildung 7: kumulatives Ergebnisdiagramm (cumulative output)

Bei der Nanopore-Sequenzierung bieten cumulative output-Metriken einen Uberblick iiber die gesamte Sequenzierungsleistung und Qualitétskontrolimanahmen auf der Grundlage der

widhrend des Sequenzierungslaufs generierten Daten

Millionen Reads. Im Gegensatz dazu erzeugt die traditionelle San-
ger-Sequenzierung, die im Studiengang durchgefiihrt wird, in der
Regel einen einzigen Read pro Sequenzreaktion. Ein solcher Lauf
dauert etwa eine Stunde. Bei einer kontinuierlichen Nutzung des
Sequenzers kdnnten somit in 24 Stunden rund 24 Reads generiert
werden. (Tabelle 3)

Bewertung der Qualitidt der Sequenzierung (quality score)
Der quality score (Q-Score) ist ein Wert, der die Wahrscheinlich-
keit bestimmt, dass wahrend des Laufs eine falsche Base aufge-

10 1zulo 90 %
20 1zu 100 99 %
30 12zu 1.000 99,9 %
40 12zu 10.000 99,99 %

Tabelle 2: Qualitatsergebnisse und Genauigkeit des Basecalling
Quelle: [23]

rufen wurde (Tabelle 2). [21, 23] Die typische Lesegenauigkeit
reicht von ~90 % fiir traditionelle lange Reads bis zu >99 % fiir
kurze Reads. [24]

Ein Q-Score liber 30 gilt allgemein als gute Qualitat fiir die meis-

ten Sequenzierungsexperimente. In dieser Arbeit wurde jedoch

ein durchschnittlicher Q-Score von etwa 10,5 erreicht, was einer
Fehlerrate von rund 10 % (1 Fehler pro 10 Basen) und einer Ge-
nauigkeit von etwa 90 % entspricht.

Die Nanopore-Basecalling-Technologie weist im Vergleich ande-
ren Sequenzierung derzeit eine hohere Fehlerquote von etwa 5 %
bis 15 % auf, wahrend die Sanger-Sequenzierung und die Illumi-
na HiSeq-Plattform eine deutlich geringere Fehlerrate von etwa
0,01 % bis 0,1 % haben, mit den meisten Reads iiber einem
Q-Score von 30. [23, 25, 26]

Im Studiengang erreichen Studierende bei der traditionell durch-
gefiihrten Sanger-Sequenzierung des Myogenin-PCR-Produkts
normalerweise einen Q-Score von etwa 20, was einer Genauig-
keit von 99 % und einer Fehlerrate von 1 % entspricht. Niedrige
Q-Scores konnen zu einer erhohten Anzahl falsch-positiver Calls
fiihren, was ungenaue Schlussfolgerungen und héhere Kosten fiir

Experimente nach sich ziehen kann [23].

Um eine hohe Qualitdt der Sequenzierungsdaten zu gewahrleis-
ten, wurden und werden zahlreiche Verbesserungen in den Berei-
chen Ausgangsmaterial, Sequenzierungsstrategie und Datenver-
arbeitung entwickelt. So kommen kontinuierlich optimierte Kits
fur die Bibliotheksvorbereitung auf den Markt, und die Algorith-

men zur Datenanalyse werden fortlaufend weiterentwickelt. [27]

Primére und sekundére Sequenzanalyse
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Abbildung 8: Darstellung der Ergebnisse aus dem MinKNOW post-run alignment
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Fiir ein priméares Sequenzalignment wurden die 575 FASTQ-Datei-
en (fastq_pass) einem MinKNOW post-run alignment unterzogen
[18]. Als Referenz diente die mRNA von Myogenin (NM_031189.2).
Es wurden 575 BAM-Dateien erzeugt.

Insgesamt wurden 878.275 Einzelsequenzen mit einer durchschnitt-
lichen Lange von ca. 332 bp gegen die Referenzsequenz verglichen
(Abbildung 8). Dabei konnten im Durchschnitt 300 bp korrekt ermittelt
werden. Abweichungen in Form von Insertionen (6 bp), Deletionen
(13 bp) sowie Substitutionen (13 bp) summierten sich durchschnitt-
lich auf 32 bp. Daraus ergibt sich eine Alignment-ldentitat von 0,80
(80 %) und eine Alignment-Genauigkeit von 0,76 (76 %).

Die Alignment-ldentitdt, auch als Fehlerrate bezeichnet, gibt den
Prozentsatz der identischen Basen zwischen der Abfragesequenz und
der Referenzsequenz in einem Alignment an. Die Alignment-Genau-
igkeit beriicksichtigt hingegen sowohl die Identitat als auch andere

Alignment-Merkmale wie Liicken und Fehlanpassungen [28]

Ahnlich wie beim Q-Score zeigt sich, dass die Genauigkeit von
Alignments mit Sequenzen aus der Nanopore-Sequenzierung
derzeit noch niedriger ist als bei anderen Sequenzierplattfor-

men. Die Fehlerrate nach Alignment liegt hier zwischen 1 % und

10 % [29, 30]. Im Vergleich dazu erreichen NGS-Technologien
wie die Illumina-Plattform Fehlerraten von 0,28 % bis 1,8 %.
Die geringste Fehlerrate weist weiterhin die traditionelle Sanger-Se-
quenzierung auf (0,001 %). [27]

Anhand exemplarischer BAM-Dateien aus dem priméaren Alignment
in MinKNOW wurde Alignments gegen die mRNA von Myogenin
(NM_031189.2) mithilfe des IGV durchgefiihrt [19]. Diese dienten zur
qualitativen Uberpriifung der Alignments (Abbildung 9).

Die qualitative Analyse der Alignments ergab eine signifikante Feh-
lerrate, die mit den Ergebnissen der vorangegangenen quantitativen
Analysen iibereinstimmt. Wie in Abbildung 9 deutlich wird, treten in
den Alignments mehrfach Abweichungen von der Referenzsequenz

auf, darunter Insertionen, Deletionen und Substitutionen.

Die Ursachen fiir diese Fehlerraten sind vielfaltig. Eine wesentliche
Rolle spielen dabei die PCR-Schritte, die vor der eigentlichen Sequen-
zierung durchgefiihrt werden. Wahrend der Amplifikation kénnen
Polymerase-Fehler auftreten, bei denen falsche Basen eingebaut
werden. Diese Fehler konnen sich durch die zyklische Verstarkung in
der PCR vervielfachen. Der Einsatz von High-Fidelity-Enzymen, die

durch ihre hohe Genauigkeit und Zuverlassigkeit wahrend der Amp-

A, o i m

— —z—— [Delelionen I H inzertionen

Abdeckung

Exemplasische Alignments

Substitutionen

Abbildung 9: Exemplarische Darstellung von Alignments in IVG

Dargestellt ist ein Auszug aus einem Alignment. Alle (ibereinstimmenden Bereiche zur Referenz sind in Grau dargestellt, Deletionen durch einen Querstrich, Insertionen in Lila und Substituenten

durch die farbige Base auf grauem Grund.
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lifikation hervorstechen, bietet eine effektive Moglichkeit, den Einbau
fehlerhafter Basen zu minimieren [27]. Dariiber hinaus beeinflussen
auch die Softwarel6sungen fiir das Base- und Readcalling sowie die
verwendeten Algorithmen der Alignmentsoftware die Fehlerrate
mafgeblich. Optimierungen in diesen Bereichen, wie die Anwendung
fortschrittlicher Fehlermodellierungsansatze oder algorithmischer
Verbesserungen, konnten dazu beitragen, die Genauigkeit der Analy-

se zu erhdhen und die Gesamtfehlerrate zu verringern. [27, 31]

Zusammenfassung und Fazit

Innerhalb des von den Studierenden durchgefiihrten Projekts konnte
die Nanopore-Sequenzierung mithilfe des MinlON-Gerats von Oxford
Nanopore Technologies (ONT) erfolgreich zur Sequenzierung von
PCR-Produkten etabliert werden. Die erhobenen Daten zur Qualitat
und Leistungsfahigkeit der Methode sowie die anschlieBende Analyse
der resultierenden Sequenzen erméglichten einen Vergleich mit der
im Studiengang Labor- und Verfahrenstechnik als Standard etablier-

Vorbereitungszeit Ca. 60 min Ca. 90 min
(Sequenzreaktion)*
Laufzeit Ca.24h Ca.1lhpro
Read
Datenmenge 24,02 GB 1 Read pro
Sequenzreak-
tion (ca. 150 KB)
Reads/24 h 4000 24
Read-Lange Ca. 400 Ca. 340
Q-Score Ca. 10 Ca. 20
Alignment-Fehlerrate Ca.20% Ca. 0,001 %
Kosten Gerat** 1000 € 250.000 €
Kosten Sequen- 2-10€ 500 €
zierung pro MB**
Kosten Sequen- 500-1000 € 5€

zierung pro Lauf**

Tabelle 3. Sequenzierung von Myogenin-PCR-Produkten aus
Zellkulturproben - Vergleich Nanopore-Sequenzierung versus
Sanger-Sequenzierung

*Ohne RNA-Isolierung, RT-Reaktion und Myogenin-PCR; ** Die in der Tabelle angegebenen
Kosten sind Schétzwerte und kénnen je nach Anbieter und Projekt variieren.

Quellen: [32, 33]

ten Sanger-Sequenzierung. Tabelle 3 zeigt einen direkten Vergleich
zwischen der Nanopore- und der Sanger-Sequenzierung, wobei der
Schwerpunkt auf der Analyse von Myogenin-PCR-Produkten aus Zell-
kulturproben liegt.

Die Nanopore-Sequenzierung generiert deutlich mehr Daten in
kiirzerer Zeit. Sie ist somit ideal fiir Hochdurchsatz-Anwendungen.
Die Anschaffungskosten fiir ein Nanopore-Sequenziergerat sind
deutlich niedriger. Die Kosten pro Sequenzierung sind ebenfalls

giinstiger, insbesondere bei groen Datenmengen. Die Readldange

ist bei beiden Methoden vergleichbar. Die Sanger-Sequenzierung
bietet in der Regel eine hohere Genauigkeit (h6herer Q-Score, ge-
ringerer Fehlerrate). Die Sanger-Sequenzierung ist gut geeignet
fiir kleinere Projekte und zur Uberpriifung einzelner Sequenzen.
Die Nanopore-Sequenzierung eignet sich eher fiir grofRere Projekte,

wie Metagenomik, Transkriptomik und Echtzeit-Sequenzierungen.
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