Sekvenac¢ni analyza 4. exonu genu pro LDL receptor

Pouzity kit: BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, pouZity ptistroj: ABI PRISM
Templat pro sekvenacni reakci: purifikovany produkt PCR

(Zméfit koncentraci DNA po purifikaci produktu PCR. Do sekvenacni reakce je potieba
pfidat mnoZstvi DNA odpovidajici cca 2 ng na kazdych 100 pb délky produktu PCR.)

Rozpis pro provedeni sekvena¢ni reakce:

Nazev Pozadovana | MnoZstvi piidano do
koncentrace reakce

HO ],ll

TRRM 4 ul

5x SB 2 ul

Primer 0,5 pl

ProduktPCR | | ... ul

Celkem 20

(TRRM — BigDye® Terminator v1.1 Ready Reaction Mix, SB — Sequencing buffer)

Teplotni profil sekvenacni reakce:
1) Poc¢atecni denaturace: 96 °C/1 min
2) 25 cykli

Denaturace: 96 °C/30 s

Anneling: 50 °C/15 s

Polymerace: 60 °C/4 min

Purifikace sekvenaéni reakce

1. K 20 pl produktu po sekvenacni reakci pridat: 2 pul 125 mM EDTA,
2 ul 3 M octan sodny, pH 5,2,
50 ul 96% etanolu

. Vortex

. Inkubace 15 min/teplota mistnosti

. Centrifugace 20min/teplota mistnosti/13 tis. otacek

. Odséat supernatant

. Ptidat 250 ul 70% etanolu

. Vortex

. Centrifugace 5 min/teplota mistnosti/13 tis. otacek.

. Odsét supernatant.

0. Vysusit 90°C/1min
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