MĖGINIŲ DNR SEKVENAVIMUI PATEIKIMO INSTRUKCIJA

DNR sekos nustatymo (sekvenavimo) rezultatai priklauso nuo DNR ir pradmens kokybės. Ypač  svarbu, kad tiriamojoje DNR ir pradmenyse nebūtų priemaišų – baltymų, RNR, chromosominės DNR, nespecifinių PGR produktų, druskų, organinių medžiagų (fenolio, chloroformo, etanolio), detergentų liekanų, taip pat PGR reakcijoje naudotų komponentų, t.y., pradmenų, buferio, fermentų, dNTP, MgCl2 pertekliaus, kurie gali būti neigiamų DNR sekvenavimo rezultatų priežastimi.

SC pateikiami DNR mėginiai ir pradmenys turi būti tinkamai paruošti, ne mažesnės koncentracijos nei yra nurodyta sekvenavimo užsakymo formoje.  Pateikiamų  mėginių  kiekis turi būti pakankamas sekvenavimo reakcijoms atlikti (žr. Reikalavimai DNR ir pradmenims). 
Kartu su mėginiu turi būti pateikiama DNR elektroforezės agaroziniame gelyje nuotrauka, kuriame tiriamoji DNR  yra analizuota lygiagrečiai su žinomos koncentracijos panašaus ilgio DNR (arba su DNR masės standartu).  

Mėgintuvėliai su pateiktais DNR mėginiais ir pradmenimis privalo turėti žymenis/lipdukus, kuriuose būtų aiškiai nurodyti mėginių pavadinimai. Jie turi sutapti su kartu pateikiamoje sekvenavimo užsakymo formoje esančiais DNR ir pradmenų pavadinimais.

Mėginiai, neatitinkantys kokybinių ir kiekybinių reikalavimų, nebus sekvenuojami.

Pateikiant SC mėginius būtina užpildyti atitinkamą užsakymo formą (žr. UŽSAKYMAS DNR SEKVENAVIMUI ) :

· 1 forma     -   sekvenavimui pateikiant tiriamąją DNR ir pradmenį;

· 1a forma   -   sekvenavimui pateikiant tiriamąją DNR ir pradmenį (daugiau mėginių);

· 2 forma     -   pateikiant paruoštas DNR sekvenavimo  reakcijas elektroforezei (paruoštos naudojant rinkinius BigDye®Terminator v3.1/v1.1 Cycle Sequencing Kit).
Reikalavimai DNR ir pradmenims

Pateikiama DNR ir pradmenys turi būti ištirpinti distiliuotame vandenyje!

1. Plazmidinei DNR rekomenduojamas gryninimas naudojant cezio chloridą (CsCl), QIAGEN valymo rinkinius, modifikuotą šarminės lizės/PEG metodą arba sorbciją ant stiklų. Po gryninimo, jei  naudotos QIAGEN kolonėles arba sorbcija ant stiklų, rekomenduojama DNR išsodinti naudojant etilo alkoholį. 

      Pateikiamos DNR koncentracija vandenyje: ssDNR  0,1 – 0,3 (g/(l;

                                                                              dsDNR  0,2 – 0,5 (g/(l.
      DNR kiekis, reikalingas vienai reakcijai – 2 (g.

2. PGR produktą būtina analizuoti agaroziniame gelyje. Jeigu yra nespecifinių produktų, reikalingas PGR produktas turi būti gryninamas pjaunant iš gelio. Prieš pateikiant DNR sekvenavimui rekomenduojama ją išsodinti naudojant etilo alkoholį.

      Pateikiamo PGR produkto koncentracija vandenyje: 10 – 30 ng/(l.

      PGR produkto kiekis, reikalingas vienai reakcijai – 100 ng/ 1kb.

3.  Pateikiamo sekvenavimo pradmens koncentracija vandenyje: 3,2 (M

     Pradmens kiekis, reikalingas vienai reakcijai – 15 pmol 

Sekvenavimo rezultatai užsakovui gali būti pateikiami el. paštu kaip tekstinis dokumentas (.seq),  elektroferogramos  pateikiamos  ABI formatu (.ab1) arba atspausdintos. ABI formato dokumentus galima peržiūrėti, naudojant įvairias programas, pvz. Vector NTI, Chromas 

( www.technelysium.com.au/chromas.html)  ir kt.

Plačiau apie sekvenavimą ir DNR paruošimo metodus:
 Automated DNA Sequencing Chemistry Guide ( www.appliedbiosystems.com )

Qiagen Guide to Template Purification and DNA Sequencing ( www.qiagen.com ).

 1  forma                                                                                                  Nr. _________

                                                                                                                          (nepildyti)
UŽSAKYMAS DNR SEKVENAVIMUI 


        Data

Įmonė (užsakovas)

V. Pavardė                                                                                                        Telefonas

E-mail adresas                                                                                                     Faksas

DNR mėginio pavadinimas


DNR tipas:    dsDNR

                       

                       ssDNR


                       PGR produktas


Vektoriaus ir inserto (arba PGR produkto) ilgis                                   kb

DNR koncentracija                                (g/(l 


DNR koncentracija nustatyta:    spektrofotometru


                                                        elektroforezės agaroziniame gelyje būdu 


Pateikiamas sekvenavimo pradmuo                                                             Tmelt                              (C

 

Pradmens seka                                            

Pageidaujamas nuskaitytų bazių skaičius   (nuo pradmens) *


Pradmens koncentracija

* Maksimalus nuskaitymas viena kryptimi ​– apytiksliai 600-700 bazių.

Pateikiamo sekvenavimo pradmens koncentracija:     3,2 (M

Pradmens kiekis, reikalingas vienai reakcijai:            15 pmol

Pateikiamos DNR koncentracija:            plazmidinės DNR -  ne mažesnė už 0,2 (g/(l  

                                                                 PGR produkto -  ne mažesnė už 10 ng/(l

DNR kiekis, reikalingas vienai reakcijai:         plazmidinės DNR -  2 (g

                                                                          PGR produkto – 100 ng/1 kb

Pastaba

Prašome būtinai perskaityti MĖGINIŲ DNR SEKVENAVIMUI PATEIKIMO INSTRUKCIJĄ.
1a  forma                                                                                                 Nr. _________
                                                                                                                         (nepildyti)

UŽSAKYMAS  DNR SEKVENAVIMUI 

 Data


Įmonė (užsakovas)


V. Pavardė                                                                                                         Telefonas


E-mail adresas                                                                                                      Faksas


DNR tipas:    dsDNR

                       

                       ssDNR


                       PGR produktas
	Eil.

Nr.
	DNR mėginio pavadinimas
	Vektoriaus ir inserto (arba PGR produkto) ilgis, kb
	DNR koncen
tracija, (g/(l
	Pateikiamas  pradmuo
	Tmelt ,                             (C


	Pradmens seka

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	



DNR koncentracija nustatyta:    spektrofotometru


                                                        elektroforezės agaroziniame gelyje būdu 


Pradmens koncentracija

Pageidaujamas nuskaitytų bazių skaičius   (nuo pradmens) *

* Maksimalus nuskaitymas viena kryptimi ​– apytiksliai 600-700 bazių.

Pateikiamo sekvenavimo pradmens koncentracija:     3,2 (M

Pradmens kiekis, reikalingas vienai reakcijai:            15 pmol

Pateikiamos DNR koncentracija:            plazmidinės DNR -  ne mažesnė už 0,2 (g/(l  

                                                                 PGR produkto -  ne mažesnė už 10 ng/(l

DNR kiekis, reikalingas vienai reakcijai:         plazmidinės DNR -  2 (g

                                                                          PGR produkto – 100 ng/1 kb

Pastaba

Prašome būtinai perskaityti MĖGINIŲ DNR SEKVENAVIMUI PATEIKIMO INSTRUKCIJĄ.
2  forma                                                                                                  Nr. _________
                                                                                                                         (nepildyti)

UŽSAKYMAS  DNR SEKVENAVIMUI 

(PARUOŠTŲ DNR SEKVENAVIMO REAKCIJŲ FOREZEI ATLIKTI)


 Data


Įmonė (užsakovas)


V. Pavardė                                                                                                         Telefonas


E-mail adresas                                                                                                      Faksas


DNR mėginio pavadinimas


DNR tipas:    dsDNR

                       

                       ssDNR


                       PGR produktas


Vektoriaus ir inserto (arba PGR produkto) ilgis                                   kb

Pateikiamas sekvenavimo reakcijų skaičius


Reakcijos atliktos naudojant sekvenavimo rinkinį:


                                                                BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit


                                                                BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit


Sekvenavimo reakcijų produktai denatūruoti:        taip

                          

                                                                                        ne


Pageidaujamas nuskaitytų bazių skaičius   (nuo pradmens) *

 * Maksimalus nuskaitymas viena kryptimi ​– apytiksliai 600-700 bazių.

Pastaba 

Prašome būtinai perskaityti MĖGINIŲ DNR SEKVENAVIMUI PATEIKIMO INSTRUKCIJĄ.

DNR sekvenavimo reakcijos turi būti atliktos tiksliai pagal naudoto sekvenavimo rinkinio aprašymą.
