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1. Syntéza-gRNA 2. Overenie vyprodukovanej gRNA gé-
lovou elektroforézou

2.1 Otvorte novu gé-
lovi kazetu a
zvihéte jamky
H2Odest.

1.1 Napipetujte Cinidla do prazdnej
skumavky S na syntézu gRNA

2.2 Odsajte pre-

byto¢nu
skimavka | obsah Vol. vodu pa-
H20 H20 bez nukledz | 16 uL pl_erokvou
NTP NTP buffer mix 10 pL utierkou.
D DNA Duplex 2 L 2.3 Vlozte gé-
T T7 RNA Poly- 2 pLb lovi kazetu do vyvijaca elektroforézy.
meraza _ _ )
Celkovy obsah v skiimavke S | 30 pL 2.4 Napipetujte 5 pL gRNA zo skimavky S

do novej skimavky Su a oznacte ju

1.2 Na kontrolu, napipetujte 5 pL zo Cislom skupiny.

skamavky S do prazdnej skimavky
Sto, oznacte ju Cislom skupiny a vlozte
ju do ladu

2.5 Do skimaviek St a Su pridajte 1 pL
(LB).

2.6 Pipetujte podla nasledujucej schémy,
6 pL gRNA(St) skupin 1-8 a St dvoch
skupin do jamiek v géli:

Sto St Stz Stz Stuia Sts Stse Stz Surs Sto

el _§ N N ) Qum) _§ _§ § J Q==

2.7 Pripojte elektroforézu ku zdroju, nas-
tavte ho na 180V a spustite.

1.3 Inkubujte skmavku S pri 37°C po
dobu jednej hodiny.

2.8 Pozorujte priebeh elektroforézy pod
UV svetlom

Uloha: Zhodnotte vysledky elektroforézy
tykajuce sa syntézy gRNA
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3. Stiepenie plazmidu pBR322 Cas9
nukledzou

Cas P

LB

3.1 Napipetujte vzorky 1-3 podfa tabulky:

vzorka 1 2 3
pBR322 pBR322+ | pBR322
supercoiled | supercoiled | supercoiled

Cas9 + Cas9
(- gRNA) | + gRNA

H.O

(bez nuk- 25 uL 24 uL 23 uL

le4z)

CP

(timivy 3puL 3puL 3L

roztok)

S

(nasyn- 0 uL O uL 1uL

tetizovan

a gRNA)

Cas9

Nukleaza 0 uL 1uL 1uL

laboratérnej teplote

PremiesSajte obsah skumaviek jemnych
tukanim skamaviek a inkubujte 10 min. pri

P
(pBR322
super-
coiled

0,5 ug/uL)

2 uL

2 uL

37°C

PremiesSajte obsah skumaviek jemnych
t'ukanim skumaviek a inkubujte 15 min. pri

Celkovy
objem
vzorky

30 uL

30 pL

30 pL
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4. Overenie Stiepenia Cas9 v plazmide
(pBR322;in) pomocou elektroforézy

4.1 Napipetujte po 8.5 pL zo vzoriek 1- 3do 3
novych skumaviek a znova ich oznacte Cis-
lami 1, 2 a 3.

4.2 Do kazdej z troch novych skimaviek pridajte
1.5 pL vyvijajuceho roztoku a premieSajte
(fukanim o podlozku).

4.3 Otvorte novu gélovu kazetu a navih¢te jamky
Hzodest-

4.4 Odsajte prebytoénu vodu papierovou utierkou.

4.5 Vlozte navlhéenu kazetu do vyvijaa elektro-
forézy.

4.6 Pipetujte podfa nasledujucej schémy do
kazdej jamky v gélovej kazete

- 4 yL marker (M),
- 10 pL vaSich vzoriek 1- 3
M 1/11/2 1/3 2/12/2 2/3 3/13/23/3 4/14/2 4/3

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

4.7 Pripojte elektroforetickl kazetu s gélom ku
zdroju, nastavte ho na 180V a spustite ju.

4.8 Pozorujte priebeh elektroforézy pod UV svet-
lom

Uloha: Zhodnotte vysledky $tiepenia Cas9
nukleazou ziskané elektroforézou



5.

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

5.8

Priprava DNA - kniznice
Cinidla v Rapid Barcoding Kit RBK004:

nazov skratka | Farba | skimavky | Vol.
vrch- (uL)
naka

Frag- RBO1- bez- 12 20

men-ta- | RB12 | farebny

tion

Mix

Rapid RAP zeleny 1 10

Adapter

Loading LB ruzovy 1 360

Beads

Se- SQB Cerveny 1 300

quen-

cing

Buffer

Pipetujte 7,5 puL Stiepeného DNA
plazmidu (z tlohy 3) do 1,5 mL
skumavky oznacenej B (B - Barcoding).

Do skumavky B pridajte 2,5 pL jednej z
12 fragmentaénych zmesi (RB01-12) a
premiedajte pipetovanim.

Pre Ciarové kodo-
vanie inkubujte
skumavku B pri
30°C (optimalna
teplota pre enzym
transpozazu) na 1
min.

Na denaturaciu transpozazy inkubujte
skimavku B pri 80°C, 1 minutu.

Schladte skumavku B na lade, 3 min.

Kazda skupina napipetuje 10 uL zmesi
zo skumavky B do spoloénej 1,5 mL
skimavky P (P - Pool).

Praca/navod pre 1 skupinu:

Napipetujte 10 uL zo skimavky P do
novej 1,5 mL skamavky L (L - Library).

Pridajte 1 uL rapid adapter (RAP) 10 pL
DNA (€iarovo kédovana) do skimavky
L a premieSajte pipetovanim (Vol. = 11
ul).

5.9

6.2
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Inkubujte skiimavku L pri 20°C, 5 min. a
zmerajte koncentraciu DNA fluorometrom.

Meranie koncentracie DNA-Library (L)

Do 0,5 mL skamavky napipetujte 200 pL
farbivo QuantiFluor®ONE dsDNA a 1 pL
z DNA-Library (L).

Po 5 min. inkubécie v tme zmerajte v 0,5
mL skiimavke koncentraciu DNA fluoro-
metrom.

Na fluorometri nastavte:
- objem vzorky 200 uL

- jednotky ng/pL

Namerana koncentracia
DNA by mala dosahovat
hodnoty 10 — 400 ng/pL.

Finalizacia DNA-Li-

brary (L) pred prenesenim

do

Flongle Flow Cell

7.1 Homogenizuijte loading beads (LB) v

Ra
lab

pid Barcoding Kit RBKO04 premieSanim v
oratornom vortexe.

7.2 Napipetujte nasledujuce cCinidla do1,5 mL

skumavky, opat’ oznacenej L (pre DNA-LI-
brary) a premieSajte pipetovanim:

Reagenty Vrchndk | Volume
skdmavky

Sequencing Cerveny 15 uL

buffer

Loading Beats ruzovy 10 pL

DNA- L 5puL

Library

Celkovy objem L 30 pL

MinKNOW by uz mal pracovat’, Flongle
Flow Cell by mala byt’ skontrolovana a
priming hotovy.

7.3 Odstrante nalepku z Flongle Flow Cell a pi-

petujte tak, aby ste predisli vzniku vzdu-
chovych bublin vnutri v pripravnom poli,
napipetujte iba 25 pL z 30 pL library L do
loading portu Flongle Flow Cell.

7.4 Vstupte do nastaveni MinKNOW a iniciujte
sekvenovanie.
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Priprava Flongle Flow Cell a kontrola Flow Cell

1. Vloite Flongle adaptér do MinlON (Pouzite rukavice, aby nedoslo ku kontaminacii!)
Otvorte MinlON a vyberte konfigura¢nu testovaciu bunku (configuration test cell -
CTC).

Odstrante CTC
ochranu z Flongle
adaptéra.

VloZte Flongle
adaptér pod kovovy
klip kym Uplne
nezapadne do
vycleneného
priestoru.

Kliknite na obrazok a pozrite si video ohladom
tohto postupu >

Alternativa: Otvorte nasledujuci link vo vasom
internetovom prehliadaci
https://www.youtube.com/embed/Wnx59DhrUe8
?feature=oembed

2. Pripojte MinlON k PC

Pripojte PC ku MinlON USB kablom.

- MinlON zapojenim do elektrickej siete,
LED zacne svietit na ¢erveno.

Zatlacte Flongle Flow Cell
v smere Sipok pod
nerezovy kryt MinlON-u a
pritlacte ju na druhej
strane

- Po cvaknuti, Flongle
Flow Cell pevne drzi v
MinlON-e.



https://www.youtube.com/embed/Wnx59DhrUe8?feature=oembed
https://www.youtube.com/embed/Wnx59DhrUe8?feature=oembed
https://www.youtube.com/embed/Wnx59DhrUe8?feature=oembed
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4. Dvojitym kliknutim na MinKNOW sa program spusti.
Prihlaste sa so svojim Nanopore uc¢tom (e-mail a heslo).

Kliknite na ndasledny link, aby ste JNANOECRE
sa dostali na domovska stranku
Nanopore :

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

Prihlaste sa do vasho Gétu vasim e-
mailom a heslom.

5. Vo vasom PC v pripojenych zariadeniach vyberte sekvenény hardvér, ktory

pouiivate.
Connection Manager MC 110168 V senkven¢nom
prehlade je
zobrazend
Flonge Flow
Cell

Flow cell not checked

6. Prejdite na start a vyberte ,,Flow Cell Check”

Kliknite na tlacidlo
i Flow Cell Check.

Flow cell check Hardware check



https://community.nanoporetech.com/support
https://community.nanoporetech.com/support
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7. Pridajte Flongle Flow Cell ID a vyberte Flow Cell Type FLO-FLG001.

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

Kliknite na start
Flow Cell Check.

Flow Cell Check trva par minut.

Klikni na Experiments a current Flow Cell Check, aby ste videli parametere pocas kontroly:

Run state: performing pore scan Selected channel:

Il

Pore

2
Recovering

® 51

Inactive

2

Unclassified

+ Show detailed

Na konci Flow Cell Check sa vam ukaze jeden z troch nasledujucich vysledkov:

ALR822
MN33585 E ¢

f_V FA-06611

MN31043

PAE93909

Flow cell not
checked

Zelené sipky ukazuju ,Pripravené na sekvencovanie”
Vysledok Flongle Flow Cell check s viac ako 50 najdenymi pormi je dobry.
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Flongle Flow Cell Priming

Potom ¢o Flongle Flow Cell skontroluje storage buffer vnutri Flongle musi byt nahradeny
sequencing buffer. Toto mo6zZe byt hotové hned pred zacdiatkom sekvencovania.

1. Priprava Flongle Flow Cell Priming Buffer (FLB)
Napipetujte z Flow Cell Priming Kit (EXT-FLP002) do 1,5 mL skimavky:
117 pl Flush Buffer (FB) + 3 ul Flush Tether (FLT) = 120 ul FLB

Video o Flongle Flow Cell Priming

Kliknite na obrazok =

Alebo pouzite tento link:

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

2. Priming of Flongle Flow Cell
2.1 Odlepte nalepku z Flongle Flow Cell

Odlepte ndlepku z
Flongle Flow Cell v
smere Sipok a nalepte na
vnutornu stranu krytu.

Odlepte nalepku o Loading port je otvoreny

2.2 Nahradte timivy roztok (storage buffer) v Flongle Flow Cell Priming Buffer-om (FLB)
Napipetujte 120 pl priming buffer (FLB) bez vzduchovych bublin.
Umiestnite Spic¢ku pipety do loading portu Flongle Flow Cell. Skontrolujte ¢i $picka pipety
sedi v loading porte.
Napipetujte do Flongle Flow Cell array 110 pl FLB z 120 pl, ale bez vzduchovych bublin.

POZOR:

Je potrebnych len 110pl
priming-buffer-u (FLB) na
naplnenie oblasti
Flongle Flow Cell-u!

Zvysok tekutiny zostane v

§piéka pipety J - b Zvy§ok FLB . .
naplnend 120 il Pridajte 110 pl FLB do kvapaliny Spicke pipety, gb,y sme
FLB bez bubl(n loading portu Flonglu (méZe byt sa vyhli bublinam v
510 ) oblasti Flongle Flow Cell

Flongle Flow Cell je pripraveny na pridanie DNA-library (pozrite strany 3; 7.3) a zacnite
sekvenovat.


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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Zaciatok sekvenovania - aktivujte tlacidlo “channel selection”: on

Program MinKNOW stéle pracuje a Flow
Cell Priming bolo uspesné.

Program MinKNOW controls.the MinION Flow Cell, the raw
data record, the basecalling and the barcode demultiplexing.

Vyberte z ponuky

1. Vyberte the Flongle Flow cell prepojeny s .
PC a kliknite na tlacidlo start a vstupte do () Dussbied
sekvenovacich nastaveni.

V' Hide Advanced User Options

2Kit

Basecalling

2. Vyberte pozicie: R
Select ,1. pozicia“. swding
Pomenujte vas experiment a vyberte pristu- Enaed
pové Cislo. P

Continue to output > Return to final review 3

Pod ponukou ,Continue to Basecalling“ base-
calling musi byt aktivne — off (musi byt sivé).
Ak OFF nebude aktivhe, mnozstvo dat bude
pre PC prili§ velké.

3. Kliknite na tladidlo ,Continue to kit selec-

tion* 6. Kliknite na tlacidlo ,Continue to output®
V tabulke Kit selection table kliknite na Viyberte v PC déatové stbory (e.g.: C/data/ +
SQK'RBKOO4 name)

4. Kliknite na tlagidlo ,Continue to run options* 7. Skontrolujte vase sekvenovacie nastavenia
BeZiace moznosti sU pevne nastavené > podla zobrazenej tabulky.
NEMENTE ICH! - Kliknite na tlagidlo: Start
- Doba trvania: 24 h Po 15 min. prvy stbor dat s 1000 nacitani bude

ulozeny v c/data/.. as a Fast5 file.



