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1. Syntéza gRNA 2. Kontrola vyprodukované gRNA
pomoci gelové elektroforézy

N
\‘, <

2.1 Otevrite gelovou
kazetu a naplrite
jamky H2Odest. (destil.

vodou)
1.1 Napipetujte nasledujici Cinidla do 2.2 Prebytednou
prazdné zkumavky S pro syntézu gRNA. vodu odsajte
Zkumavka | Obsah Objem papirovou
H20 H20 bez nukleaz 16 pL utérkou.
NTP NTP pufrovaci mix | 10 pL 2.3 Vlozte flash gel
D DNA Duplex 2 uL kazetu do
T7 T7 RNA 2 uL flashgel stanice (Lonza).
polymeraza _ _
Celkovy objem zkumavky S 30 pL 2.4 Napipetujte 5 UL vasi gRNA ze
zkumavky S do nové zkumavky. Tu
1.2 Pro slepou kontrolu syntézy gRNA oznacte Su a Cislem vasi skupiny.

napipetujte 5 pL ze zkumavky S do
nové zkumavky oznaceneé Sy a Cislem
vasi skupiny a dejte chadit na led.

2.5 Do zkumavek Swo a Su pfidejte 1 pL
nanasejiciho pufru (LB).

2.6 Podle nasledujiciho schématu
napipetujte do jamek 6 pL gRNA ze
zkumavek Su skupin (1-8) a St dvou
skupin na zaCatek a konec fady.

Sto Stu/1 Stz Stz Stva Stws Stwe St7 Sts Sto

] D ] N ——

2.7 Pripojte flashgel stanici (Lonzu) do
zdroje elektfiny, ten nastavte na 180 V.

1.3 Zkumavku S nechte 1 hodinu
inkubovat pfi teploté 37 °C.

2.8 Zapnéte UV lampu na flashgel stanici
a sledujte pribéh gelové elektroforézy.

Ukol: Na zakladé gelové elektroforézy
vyhodnotte uspésnost vasi gRNA syntézy.
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3. Stfih plazmidu pBR322 nukleazou

Dukaz strihu plazmidu (pBR322jin)
nukleazou Cas9 pomoci gelové
elektroforézy

4.1 Napipetujte 8.5 pL z vasich vzorkl 1 — 3 do tfi

novych zkumavek a oznacte je opét
1,2a3

4.2 Pridejte do kazdé ze tfi novych zkumavek 1,5

ML nanaseciho pufru (LB) a zamichejte
pocvrnkanim ukazovackem

4.3 Oteviete gelovou kazetu a naplite jamky

H2Ouist. (destilovanou vodou)

4.4 Prebyte¢nou vodu odsajte papirovou utérkou.

4.5 Vlozte flashgelovou kazetu do flashgelové

stanice

4.6 Podle nasledujiciho schématu napipetujte do

svych jamek
- 4 yL markeru (M),
- 10 pL vasich vzorkGi 1 - 3

M 1/11/2 1/3 2/12/2 2/3 3/13/2 3/3 4/1 4/2 4/3

Cas9
r H,O S Cas P LB
I »
!
3.1 Napipetujte podle nasledujici tabulky vzorky
1-3:

Vzorek 1 2 3
pBR322 pBR322+ | pBR322
svinuty svinuty svinuty

Cas9 + Cas9
(- gRNA) | + gRNA

H.O

(bez 25 pL 24 pL 23 uL

nukleaz)

CP

(Pufr) 3 uL 3 uL 3 uL

S

(syntetyz 0 pL 0 pL 1pL

ované

gRNA)

Cas9

nukleaza 0 uL 1L 1L

Zamichejte zkumavky poklepavanim o stal
a inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté

M 5/15/2 5/3 6/16/26/3 7/17/27/3 8/18/2 8/3

=]
(pBR322
svinuty
0,5 ug/uL)

2 uL

2L

2 uL

Zamichejte zkumavky poklepavanim o stul
a inkubujte 15 minut pfi teploté 37 °C

Celkovy
objem
vzorku

30 L

30 L

30 L

4.7 Pripojte flashgelovou stanici ke zdroji

elektfiny, a ten nastavte na 180 V.

4.8 Zapnéte UV lampu a sledujte pribéh

elektroforézy.

Ukol: Vyhodnotte na zakladé vysledku vasi

gelové elektroforézy uspésnost stépeni
plazmidu nukledzou Cas 9.
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5. Priprava DNA knihovny
Seznam chemikalii a vzorkd v Rapid
Barcoding Kit RBK004:

Nazev Zkratka | Barva Pocet | Objem
tubiCek | vpL

Fragmenta¢ni | RBO1- bez 12 20

smés RB12 barvy

Rapid RAP zelena 1 10

Adapter

Nanaseci LB rdzova 1 360

kulicky

Sekvenacni SQB cervena 1 30

pufr

5.1 Pipetujte 7,5 uL CRISPR/Cas9 plazmidové
DNA ze vzorku ¢€islo 3 do 1,5 mL zkumavky
oznacené pismenem B (B znamena
barcoding - kddovani).

5.2 Do zkumavky B pfidejte 2,5 uL jedné z 12
fragmentaénich smési (RB01-12) a
promichejte ji pipetovanim nahoru a dold
(takto to provedete postupné u vSech
fragmentacnich smési).

5.3 Pro zakédovani DNA
inkubuijte zkumavku B
po 1 minutu pfi teploté
30 °C, coz je idealni
teplota pro enzym
transposaza.

5.4 Pro denaturaci
transposazy inkubujte zkumavku B po 1
minutu pfi teploté 80 °C.

5.5 Chladte zkumavku B v ledu po dobu 3 minut.

5.6 Slijte 10 uL vzorky ode vSech pracovnich
skupin do jedné 1,5 mL zkumavky ozna-
¢ené pismenem P (P znamen4 Pool - slit)

Pouze jedna skupina déla nasledujici kroky:

5.7 Pipetujte 10 uL ze zkumavky P do noveé
zkumavky L s objemem 1,5 mL (L znamena
Library — knihovna).

5.8 Pridejte 1 uL rapid adapter (RAP) do 10 uL
kédované DNA ve zkumavce L a smichejte
jej pipetovanim nahoru a dolt (dohromady
11 pL).

5.9 Inkubujte zkumavku L 5 minut pfi teploté
20 °C a zméfte koncentraci DNA pomoci
fluormetru.
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6. Méreni koncentrace DNA ve zkumavce L —
DNA knihovna

6.1 Do 0,5 mL zkumavky pipetujte 200 L
QuantiFluor®@ONE dsDNA Dye a pfidejte 1
pL DNAknihovny ze zkumavky L.

6.2 Po 5 minutach inkubace ve tmé se DNA
koncentrace v 0,5 mL zkumavce zmé&ri
pomoci fluor-metru. Nastavte fluormetr tak
aby:

- Objem méfeného roztoku:
200 pL

- Jednotky: ng/pL

Zmérena koncentrace DNA by
méla byt v rozmezi 10 — 400

ng/uL.

7. Dokoncovani a uprava DNA
knihovny (L) pro nahréani do
Flongle Flow Cell

7.1 Homogenizujte nanaseci kulicky (LB — loading
beads) v Rapid Barcoding Kit RBK004 po
moci vortexovani.

7.2 Pipetujte nasledujici smési do 1,5 mL
zkumavek, také oznaCenych pismenem L
(DNA-Library) a promichejte pipetovanim
nahoru a dolu.

Vzorky Barva Objem
Sekvencni Cervena 15 uL
buffer

Nanaseci rdzova 10 pL
kuli¢ky

DNA- L 5L

knihovna

Finalni L 30 uL
produkt

MinKNOW by uz mél bézet , Flongle Flow Cell
check a Priming by uz mél byt hotov.

7.3 Odstrante nalepku z Flongle Flow Cell,
abyste zamezili vzniku bublinek pipetujte
pouze 25 yL z celkovych 30 L ve
zkumavcel/knihovné L do nanaseciho portu
Flongle Flow Cell.

7.4 Otevrete sekvencni setup v MinKNOW a
zacnéte sekvenovat.
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Priprava Flongle Flow Cell a Flow Cell Check

1. Vlozte Flongle Adapter do zafizeni MinlON (Noste rukavice abyste zamezili
kontaminaci)
Oteviete MinlON a vyjméte Configuration test cell (CTC).

Oddélejte kryt CTC
protection z Flongle
adapteru.

Vtlacte Flongle
adapter pod nerezovy
klip dokud necvakne —
tak poznate, Ze je
adaptér na svém
misté

Kliknéte na odkaz a zhlédnéte film o celé procedure

9

https://www.youtube.com/embed/Wnx59Dhr
Ue8?feature=oembed

2. Pfipojte MinlON k vasemu pocitaci

USB kabelu

dioda Cervené.

Ptipojte pocitac se zafizenim MinlON pomoci

- Pokud je MinION pfipojen spravné a
proudi do néj elektfina, rozsviti se LED

Vlozte Flongle Flow
Cell ve sméru Sipky
pod nerezovy klip
MinION a tlacte v
opacném sméru

- se cvaknutim
poznate, Ze je Flonge
Flow Cell usazena

4. Dvakrat kliknéte na MinKNOW a program se otevie
Ptihlaste se se svym Nanopore uctem (Email a heslo).

4
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Kliknéte na nasledujici odkaz pro
vytvoreni Nanopore Uctu

https://community.nanoporetech.co
m/support

Pfihlaste se svym emailem a
heslem
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{ ) NANOPORE

MC 130368 MEMOTE

MC-110168

Flow cell check

V prehledu o
sekvenci se
zobrazi ikona
Flongle Flow
Cell.

Kliknéte na Flow Cell
Check.



https://community.nanoporetech.com/support
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7. Ptidejte Flongle Flow Cell ID a vyberte Flow Cell Type: FLO-FLG0O01.

Vytvorte Flongle
Flow Cell ID (3
pismena a 3 Cisla
bez mezery).
Vyberte typ FLO-
FLGOO1.

Kliknéte na start
Flow Cell Check.

Flow Cell Check zabere par minut.

Kliknéte na Experiments a current Flow Cell Check abyste vidéli parametry kontroly:

Run state: performing pore scan Selected channel:

+ Show detailed

Na konci Flow Cell Check kontroly se objevi jedna ze tfi moZnosti:

1 ALR822
MN33585 4 B PAE93909

MN31043 o/ FA-066

Flow cell not
checked

Flow cell below warranty level

Zelené Sipka znamena ,,Pfipraven k sekvenovani” — zkouska byla uspésna.
Pokud Flongle Flow Cell check objevi aspon padesat por(, je kontrola Uspésna a zatizeni je
pfipraveno k pouZiti.
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Dulezité:

- Na vyplnéni sekvenaéni
desticky Flongle je potreba
jen 110 pl priming-pufru
(FLB)

-Abychom zabranili
vzduchovym bublindm v

Tip pipety i o Zbytek FLB prostoru sekvenacni
naplnén 120 pl P|petoYan| 110 pl FLB do tekutiny (mize | desticky musi zbytek

FLB bez vzdu- vstupniho portu Flonge. to byt kapaliny zistat v tipu pipety
chovych bublin. 5-10pl)

Priprava sekvenacni desticky Flongle
Po kontrole Flongle Flow Cell musi byt pufr, ktery je uloZeny uvnitf Flongle, nahrazen
sekvenovacim pufrem. Toto by mélo byt provedeno tésné pred zacatkem sekvenovani.

1. Priprava sekvenacni desticky Flongle Priming pufru (FLB)
Pfepipetujte Priming sadu sekvenacni desticky (EXT-FLP002) do 1,5 mL
zkumavky:
117 pl Flush pufr (FB) + 3 pl Flush Tether (FLT) = 120 ul FLB

Video o ptipravé sekvenacni desticky
Flongle

Kliknéte na obrazek->

Pro vice informaci vyuZijte nasledujici link:

https://www.youtube.com/watch?
v=ExXTMvDuOGK4

2. Ptiprava Flongle

2.1 Sundejte ndlepku, kterou je prelepena sekvenacni desticka Flongle

Sundejte nalepku z
Flongle Flow Cell ve
sméru, ktery je naznacen
Sipkami a zafixujte ji na
vnitfni strané vicka
MinlON.

Odstrante nalepku o Vstupni port je otevien

2.2 Nahrada storage pufru v sekvenacni desticce Flongle priming pufrem (FLB)
Nasajte pipetou 120 pul priming pufru (FLB). Pipetu dejte do vstupniho portu sekvenaéni
desticky Flongle. Zkontrolujte, Ze tip pipety pasuje do vstupniho portu. Pfepipetujte
110 pl FLB ze 120 pl do sekvenaéni desticky (bez vzduchovych bublin!).

Sekvenacni desticka Flongle je pfipravena pro nacteni DNA knihovny (viz strany 3; 7.3) a
zacatek sekvenovani.


https://www.youtube.com/watch?v=ExTMvDuOGK4
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Zacatek sekvenovani
Program MinKNOW pofad bézi a pfiprava
Flow Cell Priming byla uspésna
Program MinKNOW kontroluje MinION Flow Cell nahravani
nezpracovanych dat, basecalling a barcode demultiplexing.

Vyberte moznost spusténi

1. Vyberte sekvenacni desti¢ku Flongle
pfipojenou k pocitaci, kliknéte na start a
prejdéte na nastaveni sekvenovani.

2. Vyberte: Select positions
-> 1. Positions".
Pojmenujte experiment a vyberte
pfistupove Cislo.

3. Vyberte: ,Continue to kit selection®
Ve vybéru sady kliknéte na:
SQK-RBKO004.

4. Kliknéte na ,Continue to run options"®
Moznosti spusténi jsou nastaveny -
nemérte! - délka béhu: 24 h

- aktivni vybér kanalu: zapnuto
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V' Hide Advanced User Options

Active channel selection

Enabled

@  Alignment

Continue to output > Return to final review %

Pod ,Continue to Basecalling“ basecalling
musite vypnout (— musi to byt Sedé). Pokud
neni zaznamenan objem dat béhem
basecallingu, tak je to pro pocita¢ moc velky
objem.

6. Kliknéte na ,Continue to output*
Vyberte na pocitaéi , kde se maji tyto data
ulozit (napf.: C/data/ + jméno)

7. Projdéte si znova nastaveni sekvenovani
podle vzorového prikladu = Kliknéte na:
Start
Po 15 minutach budou prvni nezpracovana data

1000 pfectena a ulozena v c/data/.. jako Fast5
slozka



