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Palju on DNAd sekveneerimiseks vaja?

DNA ng
PCR: 100-200 bp 1-3
PCR: 200-500 bp 3-10
PCR: 500-1000 bp 5-20
PCR: >2000 bp 20-50
Plasmiid 300-500
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Sekveneerimise taisteenuse tellimiseks on vaja:

- maitriits-DNA - igas reaktsioonisegus saame kasutada kuni 5,7 yL matriits-DNAd

- praimer - 10 uM (ehk 10 pmol/uL) kontsentratsiooniga praimerit kulub Uhe reaktsiooni
peale 0,2 pL (kuid palume saata mitte vahem kui 2-3 L)

- Tellimisleht (allalaaditav lehekduljelt kapillaar.ebc.ee) saata aadressile
kapillaar@ebc.ee, samuti trukkida valja ning proovidega kaasa pakkida

- Pakk DNA, praimerite ning tellimislehega tuua aadressile

EBK tuumiklabor
Riia mnt 23b-302
51010 Tartu

- OOTEAEG: 2-4 toopaeva, vdimalik tellida kiirteenust (24h)

Hinnakiri: www.ebc.ee/tuumiklabor
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Miks mu tulemused kehvad on?

Kontrolli toorandmete signaalitugevust, selleks kasuta programmi FinchTV
Normaalne vahemik 1000-4000 RFU

Toorandmed

i
ase
P
ey
s
108
s
1500
1560
P
o
1020
ey
008
o
s
o
sio
s
el
s
|

Ferogramm

u L nﬂ y Wll W uuHiu\Wlh|\h|lﬂl|l|ln il

Basecaller

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG

nl IM Hlml Hi ﬂldﬂ dm

O Eesti Biokeskus



e
Miks mu tulemused kehvad on?

- Kui signaalitugevus on madal, siis:
- Kas praimer seondub piisavalt efektiivselt?
- Kas DNA on sobiva kontsentratsiooniga?

- Soolad lahuses i
(valdi EDTA-d!)
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The effect of salt concentration during electrokinetic injection
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Miks mu tulemused kehvad on?

Sekventsi algus viibib

Tegelik sekventsi alguspunkt
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Pohjus: Liigsed soolad reaktsioonisegus
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Korged “plekid” segavad?

“Dye Blob”: kdrged signaalid 70-80 ap ja 110-120 ap juures
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Pdhjus: viga sadestamisel vai liiga vahe sekveneerimisreaktsiooni produkti
Lahendus:

- kasuta sadestamisel varsket etanooli

- kontrolli, kas sekveneerimisreaktsioon on olnud efektiivhe
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All jookseb teine sekvents?

“Shadow sequence”
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Pohjus: Praimer on lagunenud
Lahendus:

- valdi praimerite pidevat kulmutamist-sulatamist
- kasuta HPLC puhastatud praimereid
- kasuta teist praimerit

Erijuhtum: jarjestuses on indel
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Kaks sekventsi korraga?
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Pohjus:

- Mitu matriits-DNAd sekveneerimisreaktsioonis

- Mitu praimerit sekveneerimisreaktsioonis

- Praimeril on mitu seondusmiskohta

- Kokku on pipeteeritud mitu sekveneerimisproovi
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Sekvents “vajub ara™?
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Pohjus:

- Liiga palju DNAd sekveneerimisreaktsioonis
- Soolad DNA lahuses

Lahendus:

- Optimeeri DNA hulka sekveneerimisreaktsioonis
- Ole kindel, et DNA lahuses pole sooli
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Terve aken on signaali tais®
“Bleed through/pull-up peaks”
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Pohjus: Liiga palju sekveneerimisprodukti
Lahendus:
Masinast uuesti teiste seadistustega labi lasta
Produkti lahjendada

O Eesti Biokeskus



Pohjus:

- Mull elektroforeesiringis

- Kiristallid polumeeris

Lahendus:

- Proovid uuesti masinast labi lasta
- Polumeer vahetada
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Resolutsioon kaob liiga vara?
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Pohjus:
Kapillaar ummistunud voi dhumull elektroforeesististeemis
Plasmiidi puhul — liiga palju DNAd
Vana polumeer
Lahendus:
Proovid lahjendada ja siis uuesti lasta
Polumeer vahetada
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Alguses korge signaal, aga sekvents ei jatku
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Pohjus: Praimer moodustab dimeere
Lahendus:

- Kontrolli praimerite jarjestusi

- Tdsta seondumistemperatuuri
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Sekvents muutub loetamatuks peale
uhenukleotiidset kordust?
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Pohjus: ensuumi libisemine
Lahendus: Sekveneerida korduseni ka vastasahelalt
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Signaalid on ninkes?
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Pohjus 1: sekveneerimisreaktsioon on tehtud vale ensiumiseguga
Lahendus: korrata sekveneerimisreaktsiooni dige ensulimiseguga
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Signaalid on nihkes?

Pdohjus 2: Idppanallis on tehtud valede seadistustega
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Lahendus: seadistada ja analuusida uuesti
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Kuidas sekveneerida keerulisi jarjestusi?

Vahel ei onnestu sekveneerimine DNA iseloomu tottu —
GC-rikas vOiI sekundaarstruktuure moodustav materjal

- Kasutada teist ensuumisegu (dGTP Terminator v3.1 vOi
BigDye v1.1)

- Optimeerida sekveneerimisreaktsiooni
- iInkubeerida 10 min 96°C
- lisada 1M betaiini
- lisada 5% DMSO
- tdsta ensuumi hulka
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BigDye v3.1 versus v1.1 ensuumisegu

Sekventsi algus parem v1.1 ensuumisegu puhul
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BigDYE v3.1 versus v1.1 ensuumisegu

Heterosugootsuse detekteerimine parem v3.1 enstumisegu puhul
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Kuidas saada kvaliteetset tulemust?

DNA kvaliteet/kvantiteet

- soolad (nt EDTA) segavad

- liiga madal/kérge kontsentratsioon
- heterogeenne PCR-i produkt

- ,keeruline® jarjestus

Praimer

- PCR-il hasti tootavad praimerid ei pruugi sekveneerimisel tootada
- pidev kilmutamine-sulatamine |6hub praimereid

- ole kindel, et praimer seondub ideaalselt ja ei moodusta dimeere

Sekveneerimisreaktsiooni viga

Sekvenaatori viga meie vastutusala
Andmeanalluusi viga
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Kuidas saada kvaliteetset tulemust?

44444444

- Veendu, et Sinu materjal on kvaliteetne
- Probleemide korral konsulteeri meiega

kapillaar@ebc.ee

www.ebc.ee/tuumiklabor
tel. 737 4026 (kontor), 737 4020 (labor)
Eesti Biokeskuse tuumiklabor
Riia 23b-302
51010 Tartu
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