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1.

Synteza gRNA

1.1 Przenie$ pipetg nastepujgce odczynniki do
pustej probowki oznaczonej literg S do syntezy

gRNA.
Probéwka Zawartos¢ Obj
H,O H,0 wolne od nukleaz 16 pL
NTP Bufor z NTP 10 L
D dsDNA 2 uL
T7 Polimeraza T7 RNA 2 uL
Catkowita objetos¢ w probowce S 30 pL

1.2 Jako negatywng probe dla syntezy gRNA,

przenie$ pipetg 5 L z proboéwki do nowej
probéwki oznaczonej Sy i numerem
twojej grupy, po czym widz jg do lodu.
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2. Sprawdz syntetyzownae gRNA przez
elektroforeze zelowa.

2.1 Otworz kasete zelowg i
nawilz studzienki wodg
destylowana.

2.2 Odsacz nadmiar
wody przy uzyciu
recznika
kuchennego.

2.3 Wprowadz
kasete z
gotowym zelem do stacji dokujace;j.

2.4 Przenies pipetg 5 uL z probdéwki syntezy
gRNA (S) do nowej probowki oznaczonej
Su i numerem twojej grupy.

2.5 Dodaj do obu probéwek: Sy i Su 1 pL
buforu obcigzajgcego. (LB).

2.6 Przenies pipetg, zgodnie z nastepujgcym
schematem, 6 pL produktu syntezy gRNA
z probowek Su1 — Swe i 2 grup Sy do
studzienek.
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2.7 Podtgcz stacje dokujgca z gotowym zelem
do zrédta zasilania i rozpocznij
elektroforeze przy 180V.

2.8 Przypatruj sie postepowi elektroforezy po
wigczeniu lampy UV.

Zadanie: Opisz wyglad zelu w odniesieniu do

syntezy gRNA.



3. Przecinanie plazmidu pBR322 przy uzyciu
nukleazy Cas9
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3.1 Przenies pipetg zawartos¢ prébek 1 — 3
zgodnie z nastepujgcy tabela:

Probka 1 2 3
pBR322 | pBR322+ | pPBR322
super- super- super-
skrecony skrecony skecony

Cas9 + Cas9
(- gRNA) |+ gRNA

H.O

(wolna od 25 uL 24 uL 23 uL

nukleaz)

CP

(bufor) 3uL 3 uL 3 uL

S

(zsyntetyzo- 0 uL O uL 1uL

wane

gRNA)

Nukleaza

Cas9 O pL 1pL 1uL

Opukujac proboéwke wymieszaj roztwor i
inkubuj przez 10 minut w temperaturze

pokojowej
P
(pBR322su- 2 uL 2 uL 2 uL
perskrecony
0,5 ug/uL)

Opukujac probéwke wymieszaj roztwor i
inkubuj przez 15 minut w 37 °C

Pojemnosé
catkowita

30 pL

30 pL

30 pL

t;;s::ef;rrlllwc)ltagiy
at school
Erasmus+  protokdt CRISPR + Sekwencjonowanie Nanoporowe L

4. Udawadnianie ciecia Plazmidu (pBR322;i,)
przez Cas9 przy uzyciu elektroforezy

4.1 Przenie$ pipetg po 8.5 pL z kazdej probki 1 —
3 do 3 nowych probéwek i oznacz je
ponownie cyframi 1, 2, 3.

4.2 Dodaj do kazdej z 3 nowych probowek po 1.5
pL buforu obcigzajgcego (LB) i zmieszaj przez
pstrykanie w probéwke.

4.3 Otworz kasete z zelem i zwilz welle przy
uzyciu H2Ogest.

4.4 Odsgcz nadmiar wody przy uzyciu recznika
kuchennego.

4.5 Wstaw kasete z gotowym Zelem do stacji
dokujgce;j.

4.6 Przenie$ pipeta, zgodnie z ponizszym
schematem, do studzienek z twoich kaset
zelowych

- 4 uL markera (M),

- 10 pL z twoich prébek 1 - 3

M 1/11/2 1/3 2/12/2 2/3 3/1 3/2 3/3 4/1 4/2 4/3
(] (S N (S S S S -

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

4.7 Podtgcz stacje dokujgcg do zasilania i
rozpocznij elektroforeze przy napieciu 180 V.

4.8 Wigcz lampe UV stacji i obserwuj proces
elektroforezy.

Zadanie: Ocen wyglad swojego zelu w
odniesieniu do ciecia nukleazg Cas9.



5. Przygotowywanie biblioteki DNA
Odczynniki w Rapid Barcoding Kit RBK004:

Nazwa Skrot Kolor Probowka | Obj.
zaty- (HL)
czki

Fragmen- | RBO1- |bezbar- 12 20

tation RB12 wna

Mix

Rapid RAP | zielona 1 10

Adapter

Loading LB rézo- 1 360

Beads waw

Bufor do SQB czer- 1 300

sek- wona

wencjono-

wania

5.1 Przenie$ pipetg 7,5 pL plazmidu-DNA
przecietego przez
CRISPR/Cas9 z podejscia
testowego 3 do 1,5 mL
probéwki oznaczonej B (B
oznacza barcoding).

5.2 Dodaj do probéwki B 2,5 plL
roztworu z jednej z 12
mieszanin fragmentacyjnych (RB01-12) i
wymieszaj przez pipetowanie w doét i w gore.

5.3 Na czas barcodingu inkubuj prohawke B przez 1
minute w 30 °C, co jest opty mperatura dla

enzymu transpozazy.

5.4 W celu denaturacji transpozazy inkubuj probowke B
w 80 °C przez 1 minute.

5.5 Ochtadzaj probéwke B przez 3 minuty w lodzie.

5.6 Zbierz po 10 pL plynu od kazdej z grup do jednej
1,5 mL probéwki oznaczonej literg P (z ang.
pool).

Tylko jedna grupa ma to zrobic¢:

5.7 Przenie$ pipetg 10 pL z probowki (P) do nowe;j
1,5 mL probéwki L (L oznacza biblioteka).

5.8 Dodaj 1 uL rapid adapter (RAP) do 10 pL
barcodet DNA w probéwce L i wymieszaj
je przez pipetowanie w gore i w dét. (Obj. =
11 pL).

5.9 Inkubuj probowke L przez 5 minutw 20 °C i
zmierz zageszczenie DNA przy uzyciu
fluoro-metra.
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6. Mierzenie koncentracji Biblioteki DNA (L)

6.1 Do 0,5 mL probowki przenie$ pipetg 200 pL
QuantiFluor®ONE dsDNA Dye i 1 uL Biblioteki
DNA (L).

6.2 Po 5 minutowej inkubacji w ciemnosci, stezenie
DNA w 0,5 mL musi by¢ zmierzone fluoro-metrem.
Zmien ustawienia fluoro-metra:

- Obj. prébki 200 pL
- Jednostki ng/uL

Zmierzone stezenie DNA powinno wynosic¢
10— 400 ng/uL.

7. Finalizacja Biblioteki DNA
(L) przez

tadowanie go do Flongle
Flow Cell

7.1 Homogenizuj loading beads
(LB) do Rapid Barcoding Kit
RBKO004 przez wirowanie.

7.2 Przenies pipetg nastepujgce reagenty do 1,5 mL
probéwki oznaczonej ponownie jako L (biblioteka
DNA) i wymieszaj je przez pipetowanie w gore i w

dot.

Reagenty Kolor Objetos¢

zatyczki

Bufor do sekwenc- | czerwony 15 pL
jonowania

Loading Beats rézowy 10 pyL
DNA- L 5puL
Library

Catkowita Obj. L 30 pL

MinKNOW powinno juz trwaé, Flongle Flow Cell
check i priming powinno by¢é zakonczone.

7.3 Zdejmij naklejke z Flongle Flow Cell i przenie$
pipeta, aby unikng¢ bagbelkéw powietrza w primed
array, tylko 25 pL z 30 pL library L do okreslonego
miejsca (loading port) w Flongle Flow Cell.

7.4 Wejdz w ustawienia sekwencjonowania w MinKNOW
i rozpocznij sekwencjonowanie.
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Przygotowanie Flongle Flow Cell i Flow Cell Check

1. Wstaw Adapter Flongle do MinlON (Zat6z rekawiczki by unikngc¢ zanieczyszczen!)
Otwérz MinlON i wyjmij komorke testowg konfiguracji (CTC).

Zdejmij ostonke CTC
z adaptera Flongle.

Wepchnij adapter
Flongle pod klips ze
stali nierdzewnej, by
umiesci¢ go na
wtasciwym miejscu.
Ustyszysz klikniecie.

Kliknij na obrazek, zeby zobaczy¢ procedure.

2. Potacz MinlON z PC

Potgcz PC z MinlON za pomocg kabla USB.

- gdy MinlON ma dostep do elektrycznosci,
lampka LED $wieci sie na czerwowo.

Wepchnij Flongle Flow Cell
zgodnie z kierunkiem
wskazanym przez strzatki
pod klips ze stali nierdzewnej
MinlON i przycisnij po
drugiej stronie.

-> gdy Flongle Flow Cell
znajdzie sie we wtasciwym
miejscu, ustyszysz klikniecie.
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4. Po podwodjnym kliknieciu program MinKNOW uruchamia sie.
Zaloguj sie za pomoca swojego konta (Email | hasto).

Kliknij ponizszy link by {ONaNOPORE
zalogowac sie na strone gtéwng
Nanopore:

https://community.nanoporetech.co

m/support
Zaloguj sie za pomocg swojego e-

maila oraz hasta.

5. W Connection Manager wybierz urzadzenie sekwencjonujgce podtaczone do
twojego komputera.

w
sequencing
overview
Flongle Flow
Cell jest
widoczny.

Connection Manager

MC110168  REMOTE

MC-110168 Kliknij przycisk Flow
Cell Check.

Flow cell check
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7. Dodaj Flongle Flow Cell ID i wybierz Typ Flow Cell FLO-FLG001.

MO111274 RIMOTE

= Mc111274 Dodaj Flongle

© s - Flow Cell ID (3
litery oraz 3 cyfry
bez odstepu).
Wybierz typ FLO-
FLGOO1.

Kliknij start Flow
Cell Check.

Position

MN31043

Zajmie to kilka minut.
Nacisnij na Experiments oraz current Flow Cell Check, aby zobaczy¢ parametry podczas sprawdzania:

Run state: performing pore scan Selected channel:

4l

Pore

2
Recovering

® 51

Inactive

2

Unclassified

<+ Show detailed

Pod koniec Flow Cell Check pojawi sie jeden z 3 nastepujacych wynikdw:

ALR
MN33585 B - 522

v adaad PAE93909
MN31043 1y FA-066

Flow cell not

checked

Flow cell below warranty level

27 pores found Ready for sequencing

74 pores found

Zielona strzatka oznacza ,Ready for sequencing”
Jezeli Flongle Flow wykryje wiecej niz 50 poréw urzadzenie jest gotowe do uzycia.
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Flongle Flow Cell Priming

Zaraz po Flongle Flow Cell bufor gromadzacy, znajdujacy sie we Flongle musi zostac¢ zastgpiony
buforem do sekwencjonowania. Powinno to zostaé zrobione tuz przed rozpoczeciem
sekwencjonowania.

1. Przygotowywanie Flongle Flow Cell Priming Buffer [bufor] (FLB)
Przenie$ za pomocg pipety z Flow Cell Priming Kit (EXT-FLP002) do probowki 1,5 mL:
117 ul Flush Buffer (FB) + 3 ul Flush Tether (FLT) =120 ul FLB

Wideo o Flongle Flow Cell Priming
Nacisnij na zdjecie =2

Mozesz réwniez klikngé w podany link:

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

2. Priming Flongle Flow Cell

2.1 Zdejmij naklejke z Flongle Flow Cell

Zdejmij naklejke z
Flongle Flow Cell w
kierunku oznaczonym
przez strzatki i umiesé

Zdejmij naklejke Port do tadowania (loading port) | Nakleike w ?rOde
jest otwarty pokrywy MinION.

1

2.2 Zastgpienie zgromadzonego buforu w Flongle Flow Cell przez FLB
Nabierz 120 pl FLB bez babelkéw powietrza do swojej pipety.
Umies¢ koncowke pipety w porcie tadujgcym (loading port) Flongle Flow Cell, tak aby pasowata
do jego wnetrza. Przenies pipetg 110 ze 120ul FLB bez bagbelkéw powietrza.

Uwaga:

- Tylko 110 pl FLB jest

potrzebne do uzupetnienia

odpowiedniego miejsca we
Flongle Flow Cell!

- Aby unikng¢ babelkéw w
tym miejscu we Flongle
Flow Cell, reszta ptynu
musi pozosta¢ w
koncdéwce pipety.

f . Reszta ptynu
umieszczanie 110 pl FLB w FLB (okoto
porcie tadujgcym Flongle 5-10 pl)

Koncéwka pipety
bez bgbelkéw
powietrza

Flongle Flow Cell jest teraz gotowe do uzycia przez zatadowanie Biblioteki DNA (zobacz
strona 3; 7.3) i rozpoczecia sekwencjonowania.
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Rozpocznij sekwencjonowanie
Program MinKNOW jest ciggle uruchomiony, a

Flow Cell Priming powiodto sie.
Program MinKNOW kontroluje MinlON Flow Cell, surowy
zapis danych, basecalling i demultipleksowanie barcode.

Wybierz opcje startowe

1. Wybierz Flongle Flow Cell potgczone z
komputerem i nacisnij przycisk, aby wejs¢ w
ustawienia sekwencjonowania.

3.Run options 4. Basecalling

off

Config; Fast basecalling

Barcoding

Enabled

@  Alignment

2. Wybierz pozycje
Wybierz ,1. Positions®.
Nazwij swoj eksperyment i wybierz
numer podejscia.

Ponizej ,Continue to Basecalling“ basecalling musi
zostac¢ wytgczony (musi by¢ szary).

Jesdli tak sie nie stanie objetos¢ zapisanych danych
podczas basecallingu bedzie zbyt duza dla
urzgdzenia.

6. Nacisnij przycisk ,Continue to output"
Wybierz na komputerze w ktérym miejscu dane

3. Nacisnij przycisk ,Continue to kit selection®. maja zostaé przechowane (np.: C/datal + name)

W tabeli doboru zestawu wcisnij
SQK-RBKO004.

7. Powt6rz swoje ustawienia sekwencjonowania
zgodnie z ponizszg tabela.

4. Naci$nij przycisk ,Continue to run options* -> Nacis$nij przycisk: Start
opcje uruchamiania sg przygotowane - nie Po pierwszych 15 minutach pierwsza paczka
zmieniaj ich! surowych danych z 1000 odczytéw zostanie
- run length: 24 h przechowana w c/data/.. jako plik Fast5.

- active channel selection: on



