Laborator sekvenace DNA

Servisni laborator biologické sekce PFF UK

Laborator sekvenace DNA

Priprava vzorku

Cenik a vyGctovani

Zalozena 2003, momentalné jsme 2 zameéstnankyné,
mame dvé spolupracovnice na DPP a jsme finan¢né
sobéstacné, véetné platu.
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Fragmentacni analyza

- analyza mikrosatelitu, SNP genotypizace, AFLP, RFLP, MLPA a dalsi aplikace.

- na 16 kapilarnim genetickém analyzatoru 3130xL (Life Technologies) umisténém
stale ve Vinicné 7.

Pristroj ma nastaveny spektralni kalibrace se standardy:
DS-30 (6FAM™ HEX, NED™ ROX™)

pro Cerveny standard ROX400 a ROX500
DS-33 (6FAM™ VIC®, NED™, PET®, LIZ®)

pro oranzovy standard L1Z500, LI1Z600 a L1Z1000
DS-02 (dR110, dR6G, dTAMRA™  dROX™  LIZ®)

pro oranzovy standard LI1Z120 pro SNaPshoty

Cena 33 K¢ za vzorek.
Formamid a desticky dodavame. Vnitrni standardy nedodavame.
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Sangerovo sekvenovani pl
genetickém analyzatoru 3500xL (Life

asmidd a PCR produktt na 24-kapilarnim
Technologies) v Biocevu.

NejCastéjSi problémy vznikaji z divodu
Spatné koncentrace ¢i Cistoty templatu.
Nepodcenujte kontrolu na nanodropu
a/nebo gelu. | prilis velké mnozstvi DNA

blokuje sekvenacni reakci!

Cena 87 K¢ za vzorek.

Vzorky dodavate jiz predmichané s primerem na prave jednu reakci.

Optimalné ziskavame délku 800 bazi.

Komercéne Macrogen — sbérna schran
pfi sekvenovani celé destiCky. Cena z
Cili min. 135 K¢.

ka na Katedfe botaniky. Cena vyhodna jen
a jednotlivy vzorek 4,5 Eura plus 21% dph




Biocev — Core facility OMICS — Genomika

Servisni laborator biologické sekce PrF UK

Next-generation sekvenovani - na platform& MiSeq (lllumina)
nabizime moznost sekvenovani jednak Vasich pripravenych knihoven a jednak

knihoven,

které jsme v omezeném mnozstvi schopny pfipravit z Vasich vzorkd.

Kvalitu Vami pripravené DNA/RNA knihovny pro NGS si pfed sekvenovanim vzdy
provérime vhodnou metodou.

Sekundarni analyzu dat neprovadime.

Vhodnost pouziti pfistroje MiSeq a design projektu s
nami konzultujte jesté pred zaCatkem tvorby knihovny.

Cena béhu 2000 — 2800 K¢ dle délky béhu.
Jeden kit je cely vyuZzit na jeden béh pfistroje.

Verze kitu Délka cteni Délka ¢teni paired-end | Pocet ¢teni | Mnozstvi dat | Cena s dph
MiSeq Reagent Kit v2 (300 cycles) | 300 bp 2x150 bp az 15 mil. az4,5Gb 35000 K¢
MiSeq Reagent Kit v2 (500cycles) | 500 bp 2 x 250 bp az 15 mil. az7,5Gb 39 000 K¢
MiSeq Reagent Kit v3 (150 cycles) | 150 bp 2x75bp az 25 mil. az 3,8 Gb 30 000 K¢
MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycles) | 600 bp 2 x 300 bp az 25 mil. az 15 Gb 51 000 Ké
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NGS - aplikace doporucené pro MiSeq

RNA sekvenovani — genova exprese, sekvenace
transcriptomu a small RNA

de novo sekvenovani malych genomu (< 20 Mb)
Resekvenovani malych genomu — indel, SNPs

16S Metagenomika — 384 vzorku

Amplikonové sekvenovani

HybSeq — fragmenty DNA ziskané hybridizaci se sondami
ChipSeq — fragm. DNA ziskané chromat. imunoprecipitaci
Kontrola kvality DNA knihoven

Pilotni projekty
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Priprava DNA a RNA knihoven pro NGS

V omezeném rozsahu nabizime jako sluzbu pripravu knihoven pro NGS.

U vétSich projektli nabizime zaskoleni a pomoc pri pripravé Vasich knihoven
v nasich prostorech s kompletnim vybavenim.

Dale nabizime sdileni kit na pripravu knihoven, nemusite tedy kvili mensim
projektiim sami porizovat cely kit.

V soucasné dobé mame k dispozici tyto kity:

eTruSeq Stranded Total RNA Library Prep Kit (lllumina)

eTruSeq DNA PCR-Free Library Preparation Kit (lllumina)

eNextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina)

eNEBNext® Ultra™ Il DNA Library Prep Kit for lllumina (New England Biolabs)
eNEBNext® Ultra™ Il Directional RNA Library Prep with Sample Purification
Beads (New England Biolabs)

eQuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for Illumina (Lexogen)
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Kontrola kvality a kvantity RNA, DNA a knihoven je nutna a
zasadni ve vsech fazich projektu a neni radno na ni setrit!

Spektrofotometr Nanodrop 2000 UV-Vis spectrophotometr ) |
Fluorometr Quantus Ejg?] L 4

Agilent 2100 Bioanalyzér

eCena dle typu Cipu na vyzadani (1500-2400 K¢), moznost sdileni Cipu, 11-12 vzorkau.
High Sensitivity DNA kit - pro kontrolu kvality DNA fragment( a DNA s vysokou citlivosti (5 — 500 pg/ul) v 1 pl vzorku.
DNA 1000 - pro analyzu dsDNA fragment( od 25-1000 bp. Pro koncentrace 500 pg/ ul — 50 ng/pl.

RNA 6000 Nano — pro celkovou RNA a mRNA v koncentraci 25-500 ng/uL, informace o stupni degradace celkové RNA (RIN).
RNA 6000 Pico — totéz pro koncentrace 50 pg/ul — 5 ng/ul.

LightCycler 480 Real-TimePCR, Roche
eCena dle poctu vzorkd, moznost sdileni béhu.

M220 Focused-ultrasonicator™ - Covaris
¢165 KC za vzorek, véetné sonikacnich minizkumavek o objemu 50ul nebo 130yl
ePro pripravu knihoven
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Kontakt:

RNDr. Stépanka Hrda
Mgr. Blanka Hamplova Ph.D.

DoporuCujeme komunikaci e-mailem
seqglab@natur.cuni.cz nebo hrda@natur.cuni.cz

BIOCEV:
Tel. 325873935 /36

Adresa Biocev:

Core facility - Genomika, PfF UK, Biocev
Pramyslova 595

Vestec

252 42

https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna

http://www.biocev.eu/corefacilit/omics-genomika/
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Dékuji za pozornost a téesime se na spolupraci!




Next generation sequencing

Library preparation Cluster Generation

lllumina MiSeq desktop sequencer

Sequencingby synthesis Imaging
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Sanger sequencing

» Primer and DNA template  » DNA polymerase

» ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) Read Iength - 800 bp
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Fragment analysis

Price: 40 CZK/sample
Our standard: plus 20 Czk/sample

» Microsatellite analysis
» AFLP, RFLP
» SNP genotyping

il 1))

Calibration for 4-dye, 5-dye and 6-dye samples:

v'DS-30 (6FAM™, HEX, NED™, ROX™) - standard ROX 400, 500
v'DS-33 (6FAM™, VIC®, NED™, PET®, LIZ®) - standard LIZ 500, 600
v'DS-02 (dR110, dR6G, dTAMRA™, dROX™ LIZ®) - standard LIZ 120
v'DS-36 (6FAM™, VIC®, NED™ SID™ TAZ™ LIZ®) - standard LIZ 600




Biocev — Core facility OMICS — Genomika

Servisni laborator biologické sekce PrF UK
The Core Facility offers not only services but also access to all instruments.

Quality and quantity of input material are crucial to efficient library construction and sequencing.

The 2100 Bioanalyzer Agilent system provides
sizing, quantitation and quality control of DNA, RNA
and proteins.

The Covaris M220 Focused-ultrasonicator
generates fragment sizes between 150 and 5,000
bp in tight, highly reproducible fragment
distributions.

NanoDrop Spectrophotometer
Quantus Fluorometer




