Pravidla sekvenování

1. Věnujte velkou pozornost přípravě vzorků pro sekvenování, neboť špatná kvalita DNA je nejpravděpodobnější příčinou selhání sekvenační reakce. Ačkoli existují různé (levnější) postupy, jak získat čistou DNA,pro sekvenování je nejvhodnější čištění na kolonách Qiagen. Materiál „The Qiagen Guide to Template Purification  and DNA sequencing“ lze vyžádat od firmy Qiagen. Další možnosti přípravy DNA je lyza  s následnou precipitací PEG (protokol k nahlédnutí v LMFR).

2. Svou DNA dodávejte rozpuštěnou v destilované vodě. V žádném případě nepoužívejte T-E pufr, protože EDTA i ve velmi nízkých koncentracích ruší- inhibuje sekvenační reakci.

Pokud potřebujete přesrážet DNA, doporučujeme tento postup: 1 objem. díl DNA, 1 objem. díl 4M NH4Ac a 6 objem. dílů Et-OH. Tento postup silně snižuje obsah kontaminujících nukleotidů, které interferují se stanovením koncentraace DNA spektrofotometricky. Dále snižuje obsah DNA a RNA oligonukleotidů, které mohou způsobit „random priming“ v průběhu sekvenační reakce a mohou vést k získání nesmyslných výsledků.

3. Sekvenovat lze plazmidovou DNA, genomovou DNA nebo PCR fragmenty.

Plazmidová DNA : Dodávejte nejméně 15 (l DNA o koncentraci 100-250 ng/ul v objemu vhodném pro bezpečné a spolehlivé pipetování. Informujte nás o typu použitého vektoru a jeho velikosti.

Genomová DNA: Genomové DNA je pro sekvenační rci. třeba více tzn.aspoň 10 (l o c= 200 ng/(l

PCR fragmenty: Potřebné množství DNA závisí na velikosti fragmentu. Doporučená koncentrace je 30-50 ng/(l, u fragmentů nad 1 kb 100ng/ul. Potřebný objem je asi 15   (l DNA. Je nutné zbavit PCR produkty všech nezreagovaných primerů a dNTP, protože mění poměr v reakční směsi při cyklické amplifikaci a vedou ke špatným výsledkům. Při použití terminátorové chemie je u PCR fragmentů zcela nezbytné přečištění na kolonách Qiaquic PCR Purification Columns nebo Centicon 100 Microconcentrator Columns (PE), resp. Micro Spin 650 Columns (Pharmacia).

4. Při určování koncentrace DNA se snažte být co nejvíce přesní. Nízká koncentrace DNA poskytuje příliš slabý signál, naopak příliš vysoká vede k překrývajícím se píkům. V obou případech je výsledek sekvenování nespolehlivý!

5. Pokud víte nebo tušíte,že Váš vzorek DNA obsahuje některá hůře sekvenovatelná místa (úseky bohaté na GC nebo AT, dlouhé homopolymerní úseky, dlouhé repeaty nebo předpokládáte-li v templátu sekundární struktury), sdělte nám tuto skutečnost předem, aby bylo možné cíleně modifikovat sekvenační strategii. Klasický způsob sekvenování v těchto případech často selhává!

6. V naší laboratoři používáme sekvenování se značenými terminátory. V současné době máme k dispozici tyto univerzální primery – 21M13, M13rev, T7 a T3.

7. V naší laboratoři je možné realizovat rovněž syntézu primerů. Při navrhování primeru pro sekvenování dodržujte, prosím, následující pravidla: délka primeru 17-25 b, obsah GC 50-55 %, pokud možno s G nebo C na 3´ konci, vyvarujte se dlouhého opakování jedné baze, zvláště na 3´ konci . Ověřte si, zda Váš primer netvoří sekundární struktury  nebo dimery  (oligomery). Ujistěte se, že teplota pro annealing Vašeho primeru je 55 stupňů Celsia nebo vyšší. Pokud je nižší, nedojde ke tvorbě značených fragmentů!

Ověřte si, zda ve Vašem templátu skutečně existuje jen jedno zcela komplementární místo pro Váš primer a že nejsou přítomna alternativní hybridizační místa. Primer pokud možno dodávejte v koncentraci 10 pmol/(l.

8. Věnujte pozornost vyplňování objednávek. Pro DNA a primery používejte maximálně 4 znaky, vyvarujte se používání znaků, které by mohly vést k záměně. Stejnou pozornost věnujte i označení Vašich vzorků v eppendorfkách.

9. Výsledek sekvenování Vám bude dodán e-mailem nebo si jej můžete vyzvednout v naší laboratoři spolu se zbytkem Vašich vzorků. Pokud si dodáte disketu, dostanete výsledek i v této elektronické podobě. Dále Vás prosíme o uvedení informace, zda si zbytek templátu u nás vyzvednete nebo zda jej můžeme po provedení úspěšné sekvenace „vyhodit“.

10. Sekvenování je prováděno v rámci vědecké spolupráce mezi Laboratoří funkční genomiky a proteomiky a „partnerským pracovištěm“. Cena reakce je stanovena dohodou a zahrnuje pouze náklady na reakci, nikoli zisk.

   Za případné neúspěšné sekvenování vinou nedodržení těchto pravidel nenese LFGP odpovědnost a náklady budou započteny žadateli.

   Veškeré požadavky na sekvenování ve větším rozsahu konzultujte předem s Mgr. E. Paděrovou .

    Vzorky s řádně vyplněnou objednávkou dodávejte do Centrální laboratoře, Přírodovědecká fakulta MU, Kotlářská 2, Brno  Mgr. E. Paděrové, M. Válkové nebo Mgr. J. Hradilové   

