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Bestilling af devices og flowceller
Da vi benytter os af et start-pakke-tilbud, ma hver skole bestille deres ordre selv. Det ggres pa:
https://nanoporetech.com/products

En start kan fx veere:

e 1 stk. MinlON Basic Starter Pack (inkluderer 1x MinlON-device, 2x flowceller, adgang til Nanopore
Community, 1x vaskekit til flowcellerne og der kan vaelges 1x sekventeringskit (anvendes forelgbigt ikke
i projektet, men fx kan SQK-RAD004 anvendes til genomisk DNA)).

e 1 stk. 16S Barcoding Kit 1-24 SQK-16S02 (Inkluderer: Barcodes og flow celle priming kit) — veelges ved et
af trinnene under bestilling af MinlON Basic Starter Pack.

e 1 stk. Flongle Intro Pack (Inkluderer: 1x Flongle adapter, 12x Flongle flowceller). Man kan sagtens
undveere Flongle-pakken i fgrste omgang, og i stedet anvende MinlON-flowcellerne f@rst. Se noter
nedenfor.

Vaer opmaerksomme pa at angive leveringen enten under bestillingen eller efterfglgende ved mail til
support@nanoporetech.com. Der kan vaere ventetid pa levering, saerligt af Flongle Flow-cellerne, som er et

nyt produkt.

Flowcellerne har begranset holdbarhed, sarligt Flongle. Vores erfaring er dog at holdbarheden i kgleskab
er noget laengere end de angiver. Det kan dog vaere en ide at dele leveringen pa to datoer, sa man ikke
braender inde med for mange celler. Alternativt kan faelles bestilling med andre skoler vaere en fordel.

Lidt uddybning:

I vil kunne lave sekventeringer med MinlON-flowcellerne og behgver altsa strengt taget ikke Flongle-
cellerne. | skal sa bare fglge vejledningerne pa Nanopore Community, nar det gaelder priming af
flowcellerne og sekventeringen. MinlON-flowcellerne kan genbruges ved at vaske dem med vaskekittet, sa
med to flowceller og vask, er der til en del klasser.

Nar vi alligevel har valgt ogsa at inddrage Flongle-cellerne i projektet, er det fordi vi formoder, de pa sigt vil
veere den rigtige lgsning for gymnasier. De er billige pr styk, engangs, og helt tilstraekkelige til det vi skal
med dem. Med starterkittet far | flowceller til 12 sekventeringer, lidt afhaengigt af antal grupper, altsa til en
del klasser. Ved lidt koordinering mellem skoler kan man maske lane sig til en ekstra adaptor og device, sa
man kan dele klassens prgver i to samtidige kgrsler.
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Ressourcer i Nanopore Community

Login | Nanopore Community
Vaelg ‘Community’. Log ind (eller opret profil, hvis fgrste gang).

) Oxfordh X

"The assemblies that use long reads are 30+ times
“more contiguous and more complete”

i, meﬂmmmvsmry

< Previous Nex: >

Nanopore sequencing, the technology that offers:

Direct sequencing of native DNA/RNA, or samples that
have been amplified with PCR/other methods Find out more

Ta start your nanopore sequencing experiment, buy &

hitpsy/fcommunitynanoporetech.com/

L Skriv her for at sage

Software-download
Log ind i Nanopore-community.

Veelg 'Software Downloads’

O Commur X

< - O @ £ | hitpsy//community.nanoporetech.com/ +r = 7 e

(e

it Knowledge Exchange: Cas9 PCR-free enrichment X @  estenTorp oKy
@ Fofile 52% complete
Getting started Join Anne-Marie on 27th February for an introduction to PCR-free target enrichment using CRISPR/Cas3 for
nanopore sequencing Aalborghus Gymnasium
Posts Full Member
R Mo o @0 Qo
Groups X Following Followers Mentions Interesting

Featured posts
Nanopore

Getting Started Q&A: Nanopore Digest: the latest Plasmid sequencing
Knowledge > Overview of RNA workflow from the nanopore

and input RNA ... community (17t...

Updates Protocols

Pete Fox 5am Carroll ESN Lisa Stein
Oxford Nanopore Technolo.. Oxferd Nanopere Technolo.. Il Stellenbosch University

Support

= . — Protocol builder > Protocol library >
Plan your entire sequencing | Directory of Protocols which
experiment using the | guide you through the NCM19: Read blogs
interactive protocol builder c experiment process
tool —
Quick Links
Al Posts >
Notifications
Al Foatured General Getting started Support Getting started 5
Profile .
Feature Request Pinboard >

© Latest @ Relevance (] Oldest (D Latest activity Include arc] posts

O Skriv her for at sgge

Download og installer:

e MinlON Software
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e EPI2ME Desktop Agent

Online protokoller
Log ind i Nanopore community

Valg ‘Protocols’

] _ﬂiﬁ iTune Device — Frqumﬂyul © nh'm_m-ml-- PartBBaRO0  [-] 97335226er @ NOVO-Projel 5 NNF-projekt, 5 unpp-ujdgi Y} Commur X l+ ~ = a x

« =5 0O m ) hitps://community.nanoparetech.com/kno:

(7) Dashbaard
Protocol builder

— i — Pian your entire sequencing experiment using our new,
interactive protocol builder tool.

Build your protocol >

Updates > Protocols

Protocol library Protocol selector

Knowledge

Support

Software Uownioaas

Support >
NCM19: Read blogs >

Quick Links

Browse our gr

which guide you through the e best library pre

process. application.

Bioinformatics resource

Explore a ran jepth guides to analysing sequencing data fy

ommunity.nancporetech.com/protacals

-l © Skriv her for at sege

Veelg device (Flongle, alternativt MinlON (Rgd pil))

Valg 16S Barcoding Kit 1-24

B « [ iTuneDevice — FrequentyU G arabinose- ¢ = PartBBaR00 [v] 97335226er & NOVO-Projel 5 NNF-projekt 5 NNF-projekt | O Commur X |+ - X
“ - 0O @ m/protor i 6 2A%5B%: alue %22checked%22%3. g = 1L e

Know

Protocol library

¥ | Community

Dashboard Oxford Nanopore Technologies’ Protocols guide you through the experiment process.
Getting started Search:
FIEE New to Nanopore sequencing?
Groups
Nanopore ers Title Devices Last
Learning. Update
Knowledge Device Lambda Control Experiment (SQK-LSK109) MiolON, Gri... 28 January ...  ShowDetails v
Updates p . .
MiniON (41) h Genomic DNA by Ligation (SQK-LSK109) MrlON, Gri... 28 January...  Sh
Support PromethlON (18)
romet Native barcoding genomic DNA (with EXP-NBD104, EXP-NBD114, and SQK-LS MinlON, Gri... 28 January...  Show Details v
GridION (39) -
Guppy MinlON, Gri.... ber...
Rapid Barcoding Sequencing (SQK-RBK004) MinlON, Gri.... 23Qctober...  ShowDetails v
Ot Naopers Kt Rapid Sequencing (SOK-RAD004) MinlON, Gri.... Sh

Rapid Lamid goiment (SQK-RAD004) MinlON, Gri... 23 October .. Show Details \

SQIK-LSK109 (3)
EXP-NBD104 (1)
Notifications EXP-NBD114 (1)
SQK-PCB109.(0)

cri_Bresnam

MinlON, Gri...

Profile

om/protocols/165-barcoding-1-24/4/165_9086_v1_revH_14Aug20197devices=flongle

O Skriv her for at sage
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Veelg ‘Start protocol’. Veer undervejs opmaerksom pa at du stadig er i den rigtige ‘branch’, nemlig 'Flongle’

(eller minION)
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B <9 | iTuneDevice -— FrequentlyU == arabinose-C -— PartBBa ROO [~] 97335226er # NOVO-Projel [ NNF-projekt NNF—plﬂjEktJ O Commur X l+ v - %
“— = 0O m & | httpsy/community.nanoporetech.com/protocols/165-barcoding-1-24/v/165_9086_v1_revH_14Aug20197devices=flongle g = L.

Community Nan | r | Community | Events | Store | EPIZME Contact News  About Account Kresten Torp
I

() Dashboard
& Gettingstarted

25 Posts

533 Groups

Nanopore
Learning

M\  Knowledge
You are in the Flongle branch
Updates Qverview of this protocol.

@ support

e branch:

For Research Use Only

16S Barcoding Kit 1-24 (SQK-
165024) Protocol

Introduction to the protocol

P -
£33 Notifications >

Overview of the protocol

Profile _
Equipment and consumables

Introduction to the protocol

-l Skriv her for at sage

Falg protokollen. Her findes bl.a. gode video-demonstrationer.
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Tips til forberedelse af laboratoriet
| vejledningerne er der fotos af elevernes arbejdsplads. De kan anvendes til at indrette laboratoriet.

Eleverne ma inden laboratoriearbejdet introduceres til anvendelse af fglgende udstyr:

o Mikropipetter: Ngjagtig afpipettering af sma volumener og afseetning af dem i rgrene. Mix med pipette,
skift af pipettespidser, lodret opbevaring i holdere, affaldsglas.

e Eppendorfrgr: Pellet og supernatant

e Centrifuger: Fordeling af rgr, maerkning af rgr

e Thermocycler

Afhaengigt af hvor mange vortex-mixere og centrifuger skolen rader over kan det vaere ngdvendigt at
koordinere trinnene for klassens grupper.

Tjek ngjagtigheden af skolens mikropipetter. Det kan ggres ved at afpipettere vand pa en vaegt. Kalibrer
evt. pipetterne. Det kan forhindre, at en enkelt gruppe bruger hele klassens reagens...

3b. Oprensning af DNA med DNeasy Power Soil Kit
Der er mange trin, og man kgrer let vild i hvor mangt man er kommet! Print evt. protokollerne og lad
eleverne krydse punkterne af, efterhanden som de kommer frem.

Fordel reagenserne i eppendorfrgr til hver gruppe — ellers bliver processen let uoverskuelig. Veer
opmaerksom pa en fejl pa fotoet i protokollen: Det er ngdvendigt med 2 rgr med C4!

Vortexer og adaptor: Anvend en rundhovedet pen, sd gummihovedet pa adaptoren ikke skades, flere
grupper kan ryste i samme adaptor, bare de holder gje med tiden.

3c. Mdling af DNA-koncentration med Qubit 4-fluorimeter
En Qubit 4 er dyr at anskaffe (ca. 20.000 kr). Overvej at koordinere indkgb med en naboskole. Der findes
alternativer, fx Nanodrop, som dog ikke er billigere.

3d. Barcoding og PCR
Fotoet i protokollen viser hvad grupperne har brug for. Ved at afpipettere mastermix til hver gruppe
undgas, at én gruppe temmer klassens falles rgr.

Eleverne introduceres til magnetseparatorerne.

| punkt 16 anvendes en bord-mixer eller prgven vendes i handen. Ggr eleverne opmaerksomme pa at det
IKKE er vortex’eren der skal anvendes! Den er for hard ved DNA’et.

Det er muligt at stoppe undervejs, umiddelbart efter PCR. Koncentrationsmaling kan udfgres umiddelbart
efter rensningen, hvis tiden passer til dette.

3e. Sekventering
Nar eleverne har malt DNA-koncentration pa deres prgver, fortsaetter arbejdet feelles for klassen. Det
fungerer bedst, hvis computeren tilsluttes en projektor.

Beregningen af hvor meget prgve der skal tilseettes pa baggrund af DNA-koncentrationen kan vaere lidt
langharet. Nogle grupper vil givetvis have meget lave koncentrationer af DNA, og nogle prgver ma maske
sorteres fra. De resterende kan evt. fordeles i to sekventeringer, idet der jo er to devices.
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F@rste gang anbefales det at planlagge, sa man som leerer kan fa ro til denne beregning derhjemme...

Proceduren kan pauses et par dage mellem klarggring af prgven og selve sekventeringen.
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