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1. gRNA-Syntese

1.1 Pipettér fglgende reagenter i dit tomme
rar S til gRNA-syntese.

Rgr |Indhold Vol.

H20 | Nukluase fri H20 16 pL
NTP | NTP-buffer mix 10 yL
D DNA Duplex 2 uL
T7 T7 RNA Polymerase 2 uL
Total Volumen irgr S 30 pL

1.2 Som den negative kontrol for gRNA-
syntese pipettér 5 pL ud af dit rer S
over i et nyt rar maerket med St og dit
gruppenummer og laeg det pa is.

2. Kontrol af produceret gRNA ved gel-
elektroforese

2.1 Aben gel-kassette
og fugt brgndene
med H2Odest.

2.2 Fjern
overskydende
vand ved
brug af
kakkenrulle.

2.3 Indseet flash
gel-kassette
i flash
gelholderen.

2.4 Pipettér 5 pL ud af dit gRNA-syntese
rar (S) over i et nyt rar maerket med St
og dit gruppenummer.

2.5 Tilfgj til begge rar Swo og Su 1 pL af
loadingbuffer.

2.6 Pipettér ud fra falgende skema 6 pL
gRNA-syntesergrene St — Stws 0g 2
grupper St i gelens brgnde:

Sto St Stz Stz Stua Sts St Stz Surs Sto

el _§ N N ) Qum) _§ _§ § J Q==

2.7 Forbind flash gelholderen til en
stramforsyning og start elektroforesen
ved 180 V.

2.8 Se forlgbet af elektroforesen ved at
teende UV-lampen pa holderen.

Spargsmal: Evaluér din gel med henblik pa
RNA-syntese.



3. Klipning af plasmid pBR322 med nuclease

Caso.

H.0  cp S Cas P LB

3.1 Pipettér prave 1 — 3 som i fglgende tabel:

Praver 1 2 3
pBR322 pBR322+ | pBR322
oversnoet oversnoet oversnoet +
Cas9 Cas9
(- gRNA) | + gRNA
H-O
(nucleas 25 uL 24 uL 23 uL
e fri)
CP
(Buffer) 3 uL 3 uL 3 uL
S
(syntetis 0 uL O uL 1uL
eret
gRNA)
Cas9
nuclease 0 uL 1uL 1uL

Bland ved at knipse pargret og inkubér |
10 minutter ved stuetemperatur.

P
(PBR322 2 L 2 L 2 L
oversnoe
t

0,5 g/uL)

Bland ved at knipse pargret og inkubér i
15 minutter ved 37 °C.

Samlet
progve 30 pL 30 pL 30 pL
Vol.
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4. Pavisning af Cas9-klippning af
plasmid(pBR322;in) ved hjeelp af
gelelektroforese.

4.1 Pipettér 8,5 uL ud af prave 1 — 3, i 3 nye rgr
og markér demmed 1, 2 og 3.

4.2 Tilfgji hvert af de 3 nye r@r 1.5 uL af
loadingbuffer (LB) og bland ved at knipse pa
raret.

4.3 Aben gelkassetten og fugtigger brgndene
med HzOyist.

4.4 Opsug det resterende vand med kakkenrulle.
4.5 Indseet flashgel-kassetten i flashgel-holderen.

4.6 Pipettér | henhold til falgende
pipetteringsskema i hver brgnd pa din gelkassette.
- 4 L farve (M),
- 10 pL af proverne 1 - 3
M 1/11/2 1/3 2/12/2 2/3 3/13/2 3/3 4/1 4/2 4/3

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

4.7 Forbind flashgel-holderen til stramforsyningen
og start gelelektroforese ved 180 V.

4.8 Se forlgbet af elektroforese ved at teende UV-
lampen pa maskinen

Opgave: Evaluér din gel vedrgrende
nukleaseCas9-spaltning



5. Forberedelse af DNA-biblioteket
Reaktanterne i ”Flash-Barcode”-saettet
RBKO004:

Erasmus+ protokol CRISPR + Nanopore-Sekvensering

Navn Forkor- Farve Rg | Vol
telse pa r .
laget (uL
)
Fragmen- RBO1- farve- 12 20
terings- RB12 lgs
Blanding
Rapid RAP gren 1 10
Adapter
Loading LB pink 1 36
Beads 0
Sek- SQB rod 1 30
venserings- 0
Buffer

5.1 Pipettér 7,5 uL af CRISPR/Cas9-klippet
plasmid-DNA fra test 3iet 1,5 mL ror
markeret med B (B star for Barcode).

5.2 Tilfgjirer B 2,5 uL af én af de 12 frag-
menteringsblandinger (RB01-12) og
bland det sammen ved at pipettere op og
ned.

5.3 For at ,Barcode”,
inkubér dit rer B i
1 minut ved 30
°C, som er den
optimale tempera-
tur for enzymet transposase.

5.4 For at denaturere transposasen, inkubér
rgr B ved 80 °C i 1 minut.

5.5 Afkgl rar B i 3 minutter pa is.

5.6 Saml de 10 puL volumen fra alle ar-
bejdsgrupper i et 1,5 mL rgr markeret
med P (P star for “Pool” (samling)).

Kun 1 gruppe skal fortsaette med arbejdet:

5.7 Pipettér 10 uL af rar (P) i et nyt
1,5 mL rar L (L star for "Library”,
(bibliotek)).

5.8 Tilfgj 1 uL ”Rapid Adapter” (RAP) til 10
puL ”Barcode” DNA i rgr L og bland det
ved at pipettere op og ned (Vol. =11 ul).

5.9 Inkubér regr L i 5 minutter ved 20 °C og mal
DNA-koncentrationen med et flourometer.
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6. Maling af koncentrationen af DNA-
bibliotek (L)

6.1 Pipettériet 0,5 mL ragr 200 L
QuantiFluor®@ONE dsDNA-farve og 1 uL
af DNA-bibliotek (L).

6.2 Efter inkubering i 5 minutter i magrke skal
DNA-koncentrationen i 0,5 mL-rgret méales
med fluorometeret.

Veelg fglgende indstilling i fluorometeret:
- Prgvevolumen: 200 pL
- Units: ng/uL

Den malte DNA-
koncentration

skal veere mellem
10 — 400 ng/uL.

7. Feerdiggerelse af DNA-
biblioteket (L) for
at indlaese i ”Flongle Flow Cell”

7.1 Bland "Loading Buffer” (LB) med "Rapid
Barcode Kit” RBK004 og ryst let indtil
blandingen er homogen.

7.2 Pipettér de folgende reaktanter i et 1,5 mL
ror, igen markeret med L (for DNA-Library)
og bland ved at pipettere op og ned:

Reaktanter Roret Volu-
s lag men

Sekvenserings- red 15 uL

buffer

Loading Beads pink 10 yL

DNA- L 5L

bibliotek

Samlet Vol. L 30 pL

"MinKNOW?” skal allerede veere klar, og
”Flongle Flow Cell”-kontrol og ”priming” skal
veere klargjort.

7.3 Fjern klistermaerket pa "Flongle Flow Cell”.
For at undga luftbobler i det klargjorte szet
pipetteres kun 25 pL af de 30 pL
”Library” L i loading-rummet i "Flongle
Flow Cellen”.

7.4 Forbered set-uppet i "MinKNOW” og
begynd herefter at sekvensere.
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Forberedelse af ‘Flongle Flow Cell’ maskinen og ‘Flow Cell Check’

1. Indsezet 'Flongle adapteren’ i MinlON (Baer handsker for at undga forurening)
Aben MinlON og udtag konfirgurationtestscellen (CTC)

Tag CTC-beskyttelse
ud af ‘Flongle
adapteren’.

Skub 'Flongle
adapteren’ under
den rustfri stalclips,
indtil den klikker pa
plads.

Klik pa billedet for at se en film om proceduren—>

Alternativ:  Aben det fglgende link |
browseren:
https://www.youtube.com/embed/Wnx59Dhr
Ue8?feature=oembed

2. Forbind MinlON med en computer

Forbind computeren med MinlON med et
USB stik.

- MinlION far adgang til elektricitet, og LED
lyser rgdt.

3. Insat ‘Flongle Flow Cell’ i ‘Flow Cell Adapteren’

Skub ‘Flongle Flow
Cell’ I pilens retning
under de rustfri
stalclips af
MinlON’en, og tryk
den ned pa den
anden side

- med et klik klikker
"Flongle Flow Cell’ i.



https://www.youtube.com/embed/Wnx59DhrUe8?feature=oembed
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4. Med et dobbeltklik startes ‘MinKNOW’ programmet.
Log ind med din Nanopore-konto (E-mail og adgangskode).

Tryk pa det fglgende link for at Y NANOPORE
logge ind pa ‘Nanopore-

hjemmesiden: Log in
https://community.nanoporetech.co C

m/support Paeers

Log ind med din Email og
adgangskode.

5. Vealg | ‘Connection Manager’ den sekvenseringsenhed, som er forbundet med din
computer.

MC110168 | REMOTE

MC-110168 | sekveringsoversigten
: vises ‘Flongle Flow
Cell’.

Connection Manager

6. Naviger til start og veelg ,,Flow Cell Check”

110168 REMOTE

2110168 Klik pa knappen
‘Flow Cell Check’.



https://community.nanoporetech.com/support
https://community.nanoporetech.com/support
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7. Tilfgj ‘Flongle Flow Cell ID’ og vaelg ‘Flow Cell’ Typen: FLO-FLG001.

MC11124  REMOTE

MC-111274 Tilfgj ‘Flongle
Flow Cell ID’ (3
bogstaver og 3
tal, uden
mellemrum).
Vealg type:
FLO-FLGOO1.

Klik pa start
‘Flow Cell Check’.

Position

MN31043

‘Flow Cell Check’ tager nogle minutter.

Klik pa ‘Experiments’ og den aktuelle ‘Flow Cell Check’ for at se parametrene under
kontrollen:

Run state: performing pore scan Selected channel:

gl

Pore

2
Recovering

® 51

Inactive

2

Unclassified

+ Show detailed

I slutningen af ‘Flow Cell Check’ vil et af de 3 fglgende resultater blive vist:

Den grgnne pil viser ,,Klar til sekvensering”’
Et resultat af ‘Flongle Flow Cell’ kontrol, med megLend 50 fundne porer, er fint.

ALR
MN33585 B —

FA-06611 PAE93909
MN31043 o) FA-06611

Flow cell not

checked

Ready for sequencing h

74 pores found
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"Flongle Flow Cell” Priming (forberedelse)
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Efter “Flongle Flow Cell” kontrol skal lagerbufferen inde i Flonglen erstattes af
sekventeringensbufferen. Dette skal ggres umiddelbart fgr start af sekventering

1. Klarggring af "Flongle Flow Cell” Priming Buffer (FLB)
Pipettér fra "Flow Cell Priming Kit (EXT-FLP002)” i et 1,5 mL rgr:
117 pl Flush Buffer (FB) + 3 pl Flush Tether (FLT) = 120 pl FLB

Video om “Flongle Flow Cell Priming”
Tryk pa billedet >

For alternativ klik pa felgende link:

https://www.youtube.com/watch?

v=ExXTMvDuOGK4

2. Priming af “Flongle Flow Cell”

2.1 Trek meerkaten af “Flongle Flow Cell”

Traek maerkaten af

aben

Indlaesningsporten er

Traek maerkaten af “Flongle
Flow Cell” i retningen
markeret med pile og
fastggr maerkaten inde i
laget pa "MinION”.

2.2 Udskiftning af lager buffer i "Flongle Flow Cell” med Priming Buffer (FLB)
Udtag 120 pl priming buffer (FLB) med din pipette. Pipetten skal vaere fri for luftbobler.
Placer pipettespidsen i indleesningsporten pa “Flongle Flow Cell.” Kontrollér, at pipettespidsen
passer ind i indlaesningsporten.
Pipettér uden luftbobler i “Flongle Flow Cell” indleesningsporten 10 pl FLB ud af 120 pl.

Pipettespids fyldt
med 120 pl FLB
som er fri for
luftbobler.

Afpipettering af 110 ul FLB i
indlaesningsporten pa en
"Flongle”

Resten af FLB-
vaeske (kan
veere 5-10 pl)

Var opmaerksom pa:

- Det er kun ngdvendigt at

afpipettere 110 pl af

priming-
buffer (FLB) for at udfylde
indlaesningsporten i “Flongle

Flow Cell”!

- For at undga luftbobler i
indlaesningsporten af
"Flongle Flow Cell”,
forbliver en rest af
vaesken i pipettespidsen!

”Flongle Flow Cell” er nu klar til brug til loading af et DNA-bibliotek (se side 3; 7.3) og start

sekvenstering.



https://www.youtube.com/watch?v=ExTMvDuOGK4
https://www.youtube.com/watch?v=ExTMvDuOGK4
https://www.youtube.com/watch?v=ExTMvDuOGK4
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Start sekvensering
Programmet "MinKNOW” kgrer stadig og

"Flow Cell Priming” var vellykket
Programmet "MinKNOW” styrer "MinlON Flow Cell”,
radataen, "basecalling” og stregkodedemultipleksing

Veelg ”Run options”

1. Veelg "Flongle Flow cell” der er forbundet
med computeren og klik pa start-knappen
for at ga ind i sekvensopsaetningen.

2. Veelg position.

Veelg “1. Positions”

Navngiv dit eksperiment og veelg et
tilfarselstal

3. Veelg knappen ,Continue to kit selection®
| kit selection table” tryk pa
SQK-RBKO004.

Kit selection

e HE BE °

4. Klik pa knappen ,Continue to run options*
karselsmuligheder er fastsatte > aendres
ikke!
- "run length” (Kgrselsvarighed): 24 timer

- "Active channel selection”: "on”

D Disabled

V' Hide Advanced User Options

Config: Fast basecalling

Barcoding

Enabled

@  Alignment

Continue to output » Return to final review 3

Under ,Continue to Basecalling“ skal
"basecalling” veere slaet fra (den skal veere
gra).

Hvis den ikke er gra er datavolumen under
"basecalling” for hgj for computeren.

6. Tryk pa knappen ,Continue to output*
Veelg pa computeren hvor dataen skal
gemmes

Kan gemmes sadan (e.g.: C/data/+name)

7. Gennemga din sekvensopsaetning | henhold
til den viste tabel
- Tryk pa knappen: Start
Efter 15 min. vil den fgrste radata-pakke
med 1000 afleesninger blive gemt i
c/data/+navn som en Fast5-fill



