Laboratof molekularni genetiky, FZP

2014 (ptizemi) budova MCEV I. (po-st 9:30 — 15)

V ptipadé Ze pozadujete sekvenovani donesete:
- PCR produkt v koncentraci 20-80 ng/ul

(Kvalitu PCR produktu ovérte elektroforeticky nebo premérenim koncentrace DNA)
- Sekvenacni primer v koncentraci 2,5 uM (3 ul na reakci)

Na email: hrdlickovaalena@fzp.czu.cz poslete tabulku s rozpisem vzorkd v desce/stripu/zkumavkach,
sekvenci primeru a foto gelu s PCR produkty

Pro fragmentacni analyzu donesete:

- PCR produkt s mikrosatelitovymi primery zna¢enymi FAM, NED, PET, VIC

Cenik pro sluzby sekvenatoru ABi 3500:

Sekvenovani PCR do 500 bp

Vysledek do 2-3 pracovnich dni

Cena 92 ké / reakci (véetné precisténi PCR produktu)

Minimalni pocet 8 vzorkd

Fragmentacni analyza PCR s mikrosatelitovymi primery zna¢enymi FAM, NED, PET, VIC
Vysledek do 1 pracovniho dne

Cena 50 k¢ / reakci (v€etné LIZ-500)

Minimalni pocet 8 vzorkd


mailto:hrdlickovaalena@fzp.czu.cz

Sangerovo sekvenovani

V nasi laboratofi mozno ovéfit kvalitu PCR produktu:
a/ fluorometr (qubit) dle ceniku

b/ gel dle ceniku

pfiklad jak silny md byt band pouzitelného PCR produktu:

v vev

1. Precisténi PCR pomoci magnetickych partikuli AMPure od dimeru primeru, zbytk( genomické DNA
a jinych kontaminaci které by mohly ovlivnit sekvenacni reakci.

2. Sekvenacni reakce s BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

3. Precisténi enzymatické reakce MCLab Big Dye Sequencing Clean Up Kit

4. Kapilarni elektroforéza probiha na 50 cm kapilare v prostiedi polymeru POP7

Fragmentacni analyza (SSR — mikrosatelity)

1. Denaturace v prostfedi deionizovaného formamidu

2. Kapilarni elektroforéza za pritomnosti velikostniho standardu Gene Trace LIZ — 500

Sekvendtor prochazi 1x roéné celkovou udrzbou servisnim technikem, podléha pravidelné udrzbé a
kalibracim provedenym zaskolenym persondlem, je k nému veden provozni denik v€etné evidence a
feSeni troubleshootings. Zachdzeni se strojem, stejné jako provoz celé laboratore odpovida kritériim
akreditovanych laboratofi.

Podrobny protokol metod na vyzadani



