- Erasmus+

1. gRNR Sintezé

1.1 Pipete jlaSinkite lenteléje pateiktus re-
agentus j mégintuvélj S gRNR sintezei.

Mégin- | Turinys Taris
tuvélis

H20 Vanduo be nukleaziy | 16 pL
NTP NTP buferinio tirpalo | 10 pL

misinys

D Dvigrandé DNR 2 uL
T7 T7 RNR Polimerazé 2 uL
Bendras tiris (S) 30 puL

1.2 gRNR sintezés kontrolei pipete perpil-
kite 5 pL miSinio i$ mégintuvélio S |
naujg mégintuvélj pazymétg S ir jusy
grupés numeriu ir jdékite jj j leda.

1.3 Inkubuokite mégintuvél} S 37 °C tem-
peratiroje vieng valanda.
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2. Pagamintos gRNR patikrinimas el-
ektroforezés budu

2.1 Atidarykite Flash-
Gel kasete ir
sudrekinkite
Sulinélius H2Odist.

2.2 Pasalinkite
vandens
pertekliy po-
pieriniu
rankslu-
oscCiu.

2.3 |statykite FlashGel kasete | FlashGel
prietaisg.

2.4 Pipete jlaSinkite 5 pL i$ jisy gRNR sin-
tezés mégintuvélio (S) j naujg mégin-
tuveélj, pazymétg Su ir jisy grupés nu-
meriu.

2.5 | mégintuvélius St ir Su jlasSinkite po 1
pUL méginio suleidimo dazo (LB).

2.6 | gelio Sulinélius jpilkite po 6 uL gRNR
iS jusy grupés mégintuveliy pazyméty
Sun — Sts, 0 ] du Sulinélius - iS meégin-
tuvélio St pagal nurodytg schema:

Sto Sun Surz Surz Suia Stis Stue Stz Stis Sto

] D ] N ——

2.7 Prijunkite FlashGel prietaisg prie mait-
inimo Saltinio ir pradékite elektroforeze
su 180 V jtampa.

2.8 Jjunge prietaiso UV spinduliy lempg

stebékite elektroforezeés eiga.
UzZduotis: Jvertinkite elektroforezés rezulta-
tus gRNR sintezés atzvilgiu.



3. Plazmidés pBR322 suskaidymas nukleaze

Erasmus+

Cas9

,r H0  cp S Cas P LB

[ - >

i

3.1 Pipete jla8inkite méginius 1-3 pagal pateiktg
lentele:

Méginys 1 2 3
pBR322 pBR322+ | pBR322
iStiesinta iStiesinta iStiesinta

Cas9 + Cas9
(- gRNA) | + gRNA

H-0

(be nuk- 25 uL 24 uL 23 uL

leaziy)

CP

(buferinis 3 uL 3 uL 3 uL

tirpalas)

S

(susinte- 0 uL O uL 1uL

tinta

gRNA)

Cas9

nukleazé 0 uL 1uL 1uL

Maisykite lengvai tapSnodami mégin-
tuvélius ir inkubuokite 10 minuciy
kambario temperataroje

P

(pPBR322 2 puL 2 uL 2 uL

iStiesinta

0,5 ug/uL)

Maisykite lengvai tapSnodami mégin-
tuvélius ir inkubuokite 15 minuciy 37°C
temperaturoje

Galuti-

nis 30 pL 30 pL 30 pL

méginiy

taris
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4. Plazmidés (pBR322iin) DNR perkirpimo
Cas9 nukleazémis jrodymas elektroforezés
buadu

4.1 Pipete jlaSinkite 8.5 pL iS5 mégintuveliy 1 — 3 j
3 naujus megintuvelius, kuriuos taip pat
pazymékite skai€iais 1, 2 ir 3.

4.2 | kiekvieng i$ 3 naujy mégintuvéliy jlaSinkite
po 1.5 pL méginio suleidimo dazo (LB) ir
tapSnodami maisykite.

4.3 Atidarykite gelio kasete ir sudrékinkite
Sulinélius H2Oyist.

4.4 PaSalinkite vandens pertekliy popieriniu
ranksluosciu.

4.5 |dékite FlashGel kasete j FlashGel prietaisa.

4.6 Pagal nurodytg schema j gelio Sulinélius
pipete jlaSinkite

- 4 uL molekulinés masés zymens (M),

- 10 pL méginiy 1 - 3

M 1/11/2 1/3 2/1 2/2 2/3 3/1 3/2 3/3 4/1 4/2 4/3
L 15 5 0 I B

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

4.7 )junkite FlashGel prietaisg prie maitinimo Sal-
tinio ir pradékite elektroforeze su 180 V
jtampa. Stebékite elektroforezés eigg jjunge
UV lempg ant prietaiso.

Uzduotis: pagal elektroforezés rezultatus jver-
tinkite, ar Cas9 nukleazé jvykde
plazmidés DNR kirpimg.



5.

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

DNR “duombazés“ paruosSimas
Reagentai “Greitojo brukSninio kodavimo”
rinkinyje (Rapid Barcoding Kit) RBK004:
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Pavadini- Sutrum- | Dang- | Mégin- | Tdaris

mas pinimas | telio tuvéliai | (uL)
spalva

Frag- RBO1- be- 12 20

mentavimo RB12 spal-

misinys vis

Greitasis RAP Zalia 1 10

adapteris

Suleidimo LB roziné 1 360

karoliukai

Sekoskai- SQB rau- 1 300

tos buferi- dona

nis tirpalas

Pipete jlaSinkite 7,5 uL sukarpyta pla-
zmidés DNR CRISPR/Cas?9 is testavimo
metodo 3 1,5 mL mégintuvélj, pazymétg
B (,B“ reiskia braksninj kodavimag).

| mégintuvélj B jdékite 2,5 pL vieno is 12
fragmentacijos miSiniy (RB01-12) ir

sumai8ykite jtraukdami ir iSleisdami pipete.

BrakSniniam kodavimui inkubuokite
mégintuvélj B 1 minute 30 °C tempe-
ratdroje, kuri yra
optimali fermentui
transpozazei.
Transpozazés
denatdravimui in-
kubuokite mégin-
tuvelj B 80 °C
temperatiroje 1 minute.

Atvésinkite mégintuveélj B 3 minutes lede.

Sujungti visus 10 plL visy darbo grupiy
tdrius j 1,5 mL mégintuvélj, pazyméta P
(“P” reiSkia sujungimg (Pool)).

Tik 1 grupé tesia darba:

5.7

5.8

5.9

Pipete perkelkite 10 pL i§ mégintuvélio
(P) i nauja 1,5 mL mégintuvelj L (“L”
reiSkia “duombaze” (Library)).

JlaSinkite 1 uL greitojo adapterio (RAP) j
10 pL bruksniniu budu sukoduotos
DNR j mégintuvélj L ir maiSykite pipete
jtraukdami ir iSleisdmai (taris = 11 pL).

Inkubuokite mégintuvélj L 5 minutes 20 °C
temperatiroje ir iSmatuokite DNR koncen-
tracijg fluorometru.

viotechnology
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DNR “duombazés” (L) koncentracijos mata-
vimas

6.1 ] 0,5 mL mégintuvélj pipete jlainkite 200 pL

QuantiFluor®ONE dsDNA Dye (dazo) ir 1 uL
DNR “duombazés” (L).

6.2 Po 5 minuciy inkubacijos tamsoje DNR kon-

centracija 0,5 mL mégintuvélyje bus iSmatuota

fluorometru.

Pasirinkite fluorometro

nustatymus:

- Méginio taris 200 pL

- Matavimo vienetai
ng/pL

ISmatuota DNR

koncentracija

turéty bati tarp

10— 400 ng/uL.

7. DNR “duombazés” (L) galutinis paruosi
mas pakrovimui j Flongle Flow Cell
(tékmés kamera)

7.1 Homogenizuokite suleidimo karoliukus

(LB) “Greitojo braksninio kodavimo” rinkin yje
(Rapid Barcoding Kit) RBK004 maisant.

7.2 Pipete jlaSinkite Siuos reagentus j 1,5 mL

megintuveélj, vélgi pazymétus L (DNR “duom-
bazeé”) ir sumaisykite jtraukdami ir iSleisdami
pipete:

Reagentai Mégintu- Taris
vélio
dangtelis
Sekoskaitos raudona 15 L
buferinis tir-
palas
Suleidimo roziné 10 pL
karoliukai
DNR “duom- L 5uL
bazé”
Bendras L 30 pL
taris

MinKNOW jau tureéty veikti, Flongle Flow Cell
(tékmés kameros) patikra ir pradmeny prijungi-
mas turéty bati baigti.

7.3 Nuimkite Flongle Flow Cell (ttkmés kameros)

lipdukg ir pipetuokite vengdami oro bur-
buliuky pradinio misinio viduje tik 25
pL is 30 puL “duombazés” L Flongle Flow
Cell (ttkmés kameros) pakrovimo
prievade.

7.4 |veskite sekoskaitos nustatymus |

MinKNOW programg ir pradékite sekos
kaitg.
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Flongle Flow Cell (Tekmés Kameros) paruosSimas ir Flow Cell (Tekmés

kameros) patikrinimas

1. |statykite Flongle Adapterj j MinlON prietaisg Atidarykite MinlON prietaisg ir
iSimkite konfiglracijos bandymo kamerg (CTC).

ISimkite CTC apsauga
i$ Flongle adapterio.

Stumkite Flongle
adapterj po
nerudijancio plieno
fiksatoriumi iki kol jis
uzsifiksuos.

Spauskite ant nuotraukos, kad pamatytuméte
Vaizdo jrasa apie $j procesa. >

Arba: Atsidarykite nuorodg narsykléje
https://www.youtube.com/embed/Wnx59Dhr
Ue8?feature=oembed

2. Prijunkite MinlON prietaisg prie kompiuterio

USB laidu.

Sujunkite kompiuterj su MinlON prietaisu

- MinlON prietaisas prisijungia prie elektros
ir LED lemputé uZzsiZiebia raudonai.

3. statykite Flongle Flow Cell (Tekmés Kamer3) j Flow Cell (Tékmés Kameros)

adapterj
N

N

Stumkite Flongle
Flow Cell (Tékmes
kamerg) rodyklés
kryptimi po MinlON
prietaiso nerudijancio
plieno fiksatoriumi, o
i$ kitos pusés
spauskite jj Zemyn.
- su spragteléjimu
Flongle Flow Cell
(Tékmés Kamera)
jsistatys j vieta.



https://www.youtube.com/embed/Wnx59DhrUe8?feature=oembed

B cosrmus + CRISPR protokolas + Sekoskaita

4. Spusteléjus dukart pasileidzia MinKNOW programa.
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Prisijunkite su savo Nanopore paskyra (El. pastas ir slaptaZzodis).

Paspauskite nuoroda, kad
prisijungtuméte prie Nanopore
puslapio:

https://community.nanoporetech.co

m/support

Prisijunkite su savo el. pastu ir
slaptazodziu.

1) NANOPORE

Log in

EEEEE

5. Connection Manager skiltyje pasirinkite sekoskaitos prietaisg, kuris yra prijungtas

prie jusy kompiuterio.

MC110168  REMOTE

MC-110168

Connection Manager

Skiltyje
Sequencing
overview
pamatysite
Flongle Flow
Cell (Tékmeés
Kamerg).

Paspauskite mygtuka
Flow Cell Check.



https://community.nanoporetech.com/support
https://community.nanoporetech.com/support
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Jveskite Flongle Flow Cell ID ir pasirinkite Flow Cell Type FLO-FLGO0O01.

Pridékite Flongle
Flow Cell ID (3
raidésir 3
skaiciai be
tarpy).
Pasirinkite tipa
FLO-FLGOO1.
Stustelékite start
Flow Cell Check.

Flow Cell patikra trunka kelias minutes.

Spustelékite Experiments ir current Flow Cell Check, kad matytuméte parametrus patikros
metu:

Run state: performing pore scan Selected channel:

Il

Pore

2
Recovering

® 51

Inactive

2

Unclassified

+ Show detailed

Flow Cell patikros pabaigoje bus pateiktas vienas i$ trijy galimy rezultaty:

ALR822
MN33585 H 1 PAE93909

MN31043 pr— o) FA-06611

Flow cell not
checked

S

Flow cell below warranty level

Zalia varnelé reiskia ,,Ready for sequencing”
Flongle Flow Cell patikros rezultatas su daugiau nei 50 pory yra patenkinamas.

6
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Flongle Flow Cell (tékmés kameros) pagrindy paruosimas
Po Flongle Flow Cell (témés kameros) patikros Flongle saugyklos viduje esantis buferis turi bati
pakeistas sekoskaitos buferiniu tirpalu. Tai turéty bati padaryta is karto pries pradedant sekoskaitg.

1. Flongle Flow Cell (tékmés kameros) parengimas pagrindy buferiniu tirpalu (FLB)
Pipetuokite i§ Flow Cell Priming Kit (ttkmés kameros parengimo rinkinio) (EXT-FLP002)
j 1,5 mL mégintuvél;:
117 ul nuplovimo buferinis tirpalas (FB) + 3 ul Flush Tether (FLT) = 120 ul FLB

Vaizdo jrasas apie Flongle Flow Cell (tékmés
kameros) paruosimag

Paspauskite ant paveikslélio 2>
Arba paspauskite pateiktg nuoroda:

https://www.youtube.com/watch?
v=EXTMvDuOGK4

2. Flongle Flow Cell (tékmés kameros) paruosimas

2.

1 Nuimkite Flongle Flow Cell (tékmés kameros) lipduka
' < Nuimkite Flongle Flow Cell
(tékmés kameros) lipduka
rodykliy kryptimi ir
pataisykite lipduka
MinlON dangtelio viduje.

|

Q@ 1

...............

Nuimkite lipduka - Pakrovimo prievadas yrakdtidarytas

2.2 Buferinio tirpalo saugyklos pakeitimas Flongle Flow Cell (tékmés kameroje) paruosiant
buferiniu tirpalu (FLB)
Paimkite 120 pl paruosimo buferinio tirpalo (FLB) be oro burbuliuky j savo pipete.
Jstatykite pipete j pakrovimo prievadg Flongle Flow Cell (tékmés kameroje). Patikrinkite, ar
pipetés antgalis telpa j pakrovimo prievada.
Be oro burbuliuky j Flongle Flow Cell (tékmés kameros) masyva pipetuokite 110 pl FLB i§ 120 pl.

Démesio:

- Tik 110 pl iS paruoSimo
buferinio tirpalo (FLB) yra
reikalinga, kad
pripildytume Flongle Flow
Cell (tékmés kameros)

— : masyva!
Pipetés antgalis, : S ) Likes FLB K Y:I % )
pripildytas 120 110 pl FLB jdéjimas j skystis (gali - Kad isvengtume oro
ul ELB. be oro F|0ng|e pakrovimo bati burbuliukq FIongIe Flow
¢ i Cell (tékmés kameroje),
bubuliuky prievada 5-10pul) ( ie)

likes skystis lieka
pipetés antgalyje!

Flongle Flow Cell (tékmés kamera) dabar yra paruosta DNR “duombazei” (zr. psl. 3; 7.3) ir
sekoskaitos pradéjimui.


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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Sekoskaitos pradzia

Programa MinKNOW vis dar veikia ir Flow

Cell paruoSimas buvo sékmingas

Programa MinKNOW valdo MinION Flow Cell, neapdirbtos in-
formacijos jrasyma, baziy identifikacijg ir barkodinj demulti-
pleksavima. W=

Pasirinkite veikimo nustatymus

1. Paairinkite Flongle Flow cell sujungtg su
kompiuteriu ir paspauskite mygtuka start,
kad patektuméte j sekoskaitos pradzios
parinktis.

V' Hide Advanced User Options

5. Paspauskite mygtuka “Continue to base-
calling

Kit

Basecalling

Config: Fast basecalling
Barcoding

Enabled

2. Pasirinkite pozicijas
Pasirinkite ,1. Positions”.
JraSykite bandymo pavadinimg ir pasirinkite
prieigos numer;. P contimiouos > (JRNERAIINS

@  Alignment

Pasirinkus ,Continue to Basecalling® basecalling
privalo bati iSjungtas (pilkas).

PrieSingu atveju jrasyty duomeny apimtis kom-
puteriui yra per didelé.

6. Spustelékite mygtukg ,Continue to output*

3. Spustelékite mygtukg ,Continue to kit selection® llgomplut.eryje pasirinkite, k.ur ture.tq /detIa/
Kit selection (Rinkinio pasirinkimo) lenteléje pas iSsaugoti duomeny paketai (pvz.: C/data/ +

pauskite SQK-RBK004. name)

7. Patikrinkite savo sekoskaitos nustatymus
pagal pateiktg lentele.
- Paspauskite mygtuka: Start
Praéjus 15 min. pirmas neapdorotos informa-
cijos paketas su 1000 nuskaityty baziy bus
iSsaugotas c/data/.. kaip Fast5 dokumentas.

4. Paspauskite mygtuka ,Continue to run options*
Veikimo nustatymai jau jrasyti 2 jy nekeisti!
- run length(veikimo trukmeé): 24 h
- active channel selection(aktyvaus kanalo
pasirinkimas): on



