Urcovani pohlavi pomoci analyzy genu SRY TagMan Copy Number
Assays (Applied Biosystems)

Pomiticky a chemikalie:
sonda 1: TagMan® Copy Number Customer Assay - SRY,Hs00243216_s1, (LifeTechnologies)

sonda 2: TagMan® Copy Number Reference Assay RNase P (LifeTechnologies)
master mix: TagMan® Universal Master Mix Il (LifeTechnologies)
voda: Ambion® Nuclease -Free Water (LifeTechnologies)
jednorazové latexové rukavice

pipety o objemu 0,5-10 pl; 10-100 ul a 100-1000 pl

Spicky k pipetam (Eppendorf)

mikrozkumavky o objemu 0,2 ml (Biotech)

PCR desky:

MicroAmp™ Optical 96 - well Reaction Plate (LifeTechnologies, P)
kryci félie:

MicroAmp™ Optical 96 Adhesive Cover (LifeTechnologies)

Stripy:

MicroAmp™ Fast Reaction Tubes (LifeTechnologies)

MicroAmp™ Fast Optical 8 -cap (LifeTechnologies)

Pristrojové vybaveni:
centrifuga: mikrocentrifuga s funkci Vortex Multi-Spin MSC-3000 (Biosan Ltd.)

minicentrifuga: minicentrifuga miniSpin Plus (Eppendorf)
vortex: vortex mixer (Velp Scientifica, P: Obr. IV)
real-time cykler: StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems

(LifeTechnologies)

Priprava reak¢ni smési a vzorku:

PCR probihala v objemu 20 ul



1. Rozmrazime TagMan® Copy Number Reference Assay RNase P, TagMan® Copy Number Customer
Assays a vodu.Vse zvortexujeme.

2. Spocitdme mnoZstvi master mixu véetné negativni kontroly a navyseni reagencii pro chybu
pipetovani.
3. Pripravime reakcni smés smichanim reagencii podle tabulky.

4. Zvortexujeme.

5. Napipetujeme 8 pl z reakéni smési do jamky ve stripu/destiéce.
6. Pfidame 2 pl muzské standardni DNA nebo analyzovaného vzorku do reakéni smési v
prislusné jamce.

9. Utésnime desticku nebo strip pomoci fdlie Ci vicek.
7. Kratce centrifigujeme

8. VloZime do cykleru a spustime reakci

TagMan® Copy Number Assays pl
TagMan® Universal Master Mix I 10
TagMan® Copy Number Reference Assay RNase P 1
TagMan® Copy Number Customer Assays 1
Voda 4
DNA 4
faze teplota cas

23 °C 10 min
cyklus PCE. 85 °C 15s
(40 cykld) a0 °C 1 mun

Po skonceni amplifikace byly vysledky uloZeny ve formatu .sds., eds. a jpg pro dal$i vyhodnoceni

reakce



Urcovani pohlavi pomoci analyzy genu AMELX a AMEL Y pomoci LNA
fluorescenénich sond

Pomiticky a chemikalie:
Primery (Sigma Aldrich, s. r. 0.)

1. forvard primer-se sekvenci

2. reverse primer:-se sekvenci

fluorescencni sondy: LNA sondy —Locked Nucleic Acid

(Sigma Aldrich, s.r.o)

sekvence sondy genu pro amelogenin X

amelX, znacena fluorescenénim barvivem HEX:
-[HEX]TCC[+A]GA[+T]GT[+T]TC[+T]CA[+A]GTGGTCCT[BHQ1] —

a sekvence sondy genu pro amelogenin nachdzejiciho se na chromozomu Y

amelY, znaéena fluorescen¢nim barvivem FAM:
-[FAM]TCC[+A]GA[+T]AA[+A]GT[+G]GT[+T]TC[+T]CAAGTGGT[BHQ1] —-

Maxima™ Probe qPCR Master Mix 2X

voda: nuclease — free water dodavana s master mixem

jednorazové latexové rukavice

pipety o objemu 0,5-10 pl; 10-100 pl a 100-1000 pl

Spicky k pipetam (Eppendorf)

mikrozkumavky

o objemu 0,2 ml (Biotech)

PCR desky:

MicroAmp™ Optical 96 - well Reaction Plate (LifeTechnologies, P)

kryci félie:

MicroAmp™ Optical 96 Adhesive Cover (LifeTechnologies)



Stripy:
MicroAmp™ Fast Reaction Tubes (LifeTechnologies)

MicroAmp™ Fast Optical 8 -cap (LifeTechnologies)

Priprava reakcni smési a vzorku:

1. Smichanim reagencii podle tabulky pripravime reakéni smés a kratce promichdme na vortexu.
2. Napipetujeme 18 pl z reakéni smési do jamky v desticce.

3. Pfidame 2 pl DNA kazdého vzorku uréeného k analyze do reakéni smési v prislusné jamce.

4. Utésnime desticku pomoci félie a kratce centrifugujeme.

5. Desticku vloZime do cykleru a po nastaveni pfistroje spustime reakci.

Slozend realéni smési

reagencie muozstvi pl freakee | mnoZstvi pl /10 reakel
Maxima™ Probe gPCR Master Mix (2x) 10,0 100
Primer forvard (100 pmol/pl) 0,10 1
Primer reverse (100 pmol/ul) 0,10 1
Sonda FAM (10 pmol/pl) 0,10 1
Sonda HEX (10 pmol/pl) 0.10 1
Nuclease-Free Water 4 40
celkem reakéni smés 18 180
DNA 2 10=2
celkem 20 160+ 10=4 DNA
proces st reakee cilovi teplota dul.:rnf PO-E‘E'I. | fuorescence
("C) trvami | opakovani
;EE:E 95 Omin | d
Femanmace 5 0= —
- -
:J.m;].icﬁRmee annealing 2; s e FAM HEX
67
extenze 72 s —
zavéretnd 6 10 1= _f_,f"“
extenze _,-f*"'f
chlazem 10 - 1z —




Plexor ® HY System
(Technical Manual Plexor® HY System for the Applied Biosystems 7500 and 7500 FAST Real-Time PCR
Systems)

Kalibrace 7500 Fast Real-Time cykleru

Pfed pouzitim Plexor ® HY, musi byt pfistroj kalibrovan pro fluoresceiny CAL Fluor ® Orange 560, CAL

Fluor ® Red 610 a IC5 Plexor ®.

Postup kalibrace:

1. Rozmrazime vSechny ctyfi zkumavky s koncentrovanymi barvivy pro kalibraci (fluorescein, CAL
Fluor ® Orange 560, CAL Fluor ® Red 610 a IC5) a kalibraéni pufr.

2. Veskeré chemikalie zvortexujeme.

3. Pro kazdou spektralni barvu nafedime 20 pl koncentrované kalibracni barvy v 1,980 ul kalibra¢niho
pufru.

5. Napipetujeme 20 pl smési do vSech jamek desticky stejnou kalibracni barvu, takZe budeme mit

Ctyfi desky se vSemi barvami a oznac¢ime desticku.
6. Prikryjeme félii, zahladime a chranime pred svétlem.
7. Kratce desticku centrifugujeme.

8. Desticku vlozime do cykleru a postupujeme podle pfislusné kapitoly v Technical Manual Plexor® HY

System for the Applied Biosystems 7500 and 7500 FAST Real-Time PCR

9. Desticky uchovame v temnu a pfi -202 C pro dalsi pouZziti.

Priprava reakcniho reakcni smési
Reakce probiha v objemu 20 pl.

1. Rozmrazime Plexor ® HY 2X Master Mix, Plexor ® HY 20X Primer / IPC Mix

avodu a zvortexujeme.

2. Spocitdme mnozstvi mastermixu véetné negativni kontroly a navySeni reagencii pro chybu
pipetovani.

3. Pfipravime reakéni smés smichanim vody, Plexor ® HY 2x Master Mix a Plexor ® HY 20X Primer /
IPC Mix

4. Zvortexujeme.



5. Napipetujeme 18 pl z reakéni smési do jamky ve stripu nebo desticce.
6. Pfidame 2 pl muzské standardni DNA nebo analyzovaného vzorku k reakéni smési v

prislusné jamce

9. Utésnime desticku nebo strip,

7. Kratce centrifigujeme
8. VloZime do cykleru a spustime reakci
Pro PCR byl pouZit ndsledujici program, ktery vychdzi z doporuceni v manualu.

VLB. Thermal Cycling Program

The thermal cycling program is shown in Table 3. Figure 8 illustrates the final
thermal cycling program.

Table 3. Thermal Cycling Program.

Step ‘ Temperature Time ‘ Number of
Cycles
Initial
denaturation: | 95°C 2 minutes | 1 cycle
Denaturation: 95°C 5 seconds
Annealing and i 38 cycles
extension: 60°C 35 seconds

Y

Melt temperature Use the default “Dissociation Function”
curve: SETTi.llgS.

Po skonceni amplifikace byly vysledky uloZeny ve formatu .sds., eds. a jpg pro dalsi vyhodnoceni
reakce.



