|. Bevezetés:

A protokoll az Oxford Nanopore SQK-MAB114.24 Kit szekvenalokészletet alkalmaz, amelyet
az Oxford Nanopore Minion R10.4.1 folyamcellakhoz optimalizaltak .

Il. Anyagok és eszkozok (0. nap)

— Oxford Nanopore MinlON szekvenalo.

— Vortex

— Oxford Nanopore Minion R10.4.1 flow cell
— Ozxford Nanopore SQK-MAB114.24 Kit

— Pipettak (autémata): P1000, P100

— Néhany 1,5 ml-es LoBind cs6

— Hitoblokk 0,5 és 1,5 ml-es csdvekhez

lll. Konyvtarkeészités (0. nap):

Az elsf lépés a kdnyvtarkészités. Tobb leallasi pont is van. A laboratériumi gyakorlat elétt a
konyvtarkészitésnek el kell jutnia az AMPure gyéngyokkel végzett dsszevonasig és végsé
tisztitasig. Az elualt minta (11 pl) lefagyaszthat6 a kovetkezé napra!

V. Reagensek el6készitése (0. nap)

Végezze el ezeket a |épéseket a f6 laborban, majd helyezze a csdéveket azonnal a 500
Ml chilled block és tegye be a fagyasztéba egy éjszakara.

1. Reagens alikvotalas

Hasznaljon preciz P2 pipettat és DNA LoBind 500 pl tubes a kdvetkez6k
elkészitéséhez:

e Tube A (Rapid Adapter - RA): Pipettazzon pontosan 1.5 pl RA-t (z6ld kupak) a
cs6 aljanak kozepébe.

e Tube B (Adapter Buffer - ADB): Pipettdazzon 3.5 pl ADB-t (atlatszé kupak).

e Tube C (DNA Library): Vigyen at 11 pl 6sszevont, elualt DNS-t a —20°C-os
fagyasztobal.

e Tube D (Sequencing Auxiliaries): Az id6 megtakaritasa érdekében elére
alikvotalhat 37.5 pl szekvenalasi puffert (SB) egy friss csdbe.



Tip: Ha van mikrofuga, adjon A csének egy 5 masodperces centrifugalast az alikvotalas
utan, hogy a 1,5 yl a csé aljan legyen, ezzel minimalizalva a parolgast szallitas kozben.

V. Szekvenalas (0. nap)

1. Rapid Adapter rogzitése (10 perc)

Higitott RA készitése: Pipettdzza a 3.5 pl of ADB (B cs6) az Tube A (1,5 pl
RA). Keverje 6ssze 10-szeri fel-le pipettazassal.

Kombinalja a konyvtarral: Add 1 pl of this newly diluted RA to Tube C (11 pl
DNA).

Inkubalas: Mix gently by flicking, spin down, and incubate at room temperature
for 5 minutes.

2. Folyamcella el6készitése (20 perc)

Elékészité keverék: Combine 1,197 ul Flow Cell Flush (FCF) and 3 pl Flush
Tether UL (FTU). JolI keverije el.

Levegételenités: Nyissa ki az el6készitd portot, és szivjon vissza 20-30 pl
puffert, amig folyadékot nem lat a pipettahegybe.

Els6 elokészités: Lassan toltse be 800 pl el6készitd keveréket az el6készitd
portba. Wait 5 minutes.

3. Végso6 konyvtarbetoltés (5 perc)

Végso keverék: Adja hozza a kovetkezbket a Tube D (amelyben mar benne van
a 37,5 pl SB):
o 25.5 pl Library Beads (LIB) — Vortex LIB immediately before pipetting!.
o 12 ul Adapted DNA library (from Tube C).
Masodik elokészités: Toltse be a maradék 200 pl el6készitd keveréket az
el6készité portba.
SpotON betoltés: Nyissa ki a SpotON portot, és pipettazza be a 75 pl konyvtarat
cseppenként.
Lezaras: Zarja le a portokat és helyezze fel a light shield.

Ne feledje:

LIB leulepedése: A Library Beads (LIB) masodpercek alatt letlepszik. Ha nem
vortexeli €s nem pipettdzza azonnal, az adatmennyiség jelentésen csokken.



e Légbuborékok: Gondoskodjon arrél, hogy ne keriljenek légbuborékok a
SpotON portba, mivel azok visszafordithatatlanul karosithatjak az
érzékel6tombot.
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