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Teststrip A

-- Red Marker Line [top)

----- Control
e MUtARt -3.7
______ mutarnt -4.2
mutant - 205 kb
..... mutarnt - MED
-— mutant - 5EA
- mutant - THAI
...... mutant - FIL
mutant af cd 14
— mutant af cd 39
wild type ol cd 14
------ wild type al cd 59
-- PCR Control A

single gene deletion
single gene deletion
double gene deletion
doubde gene deletion
doubde gene deletion
double gense deletion
doubde gene delstion

[G=A]

[G=A]

Green Marker Line (bottom)

Teststrip B

- Red Marker Line [top)

(HE Adana)

- Control
rmutant  anti-3.7 gens triplication
mutant a2 init cd [T=C]
mutant a2 cd 19 [-3]

-~ mrutant a2 VS 1 -Sinit

- mutant a2 cd 39 [5=A]
mutant a2 cd 123 [T=C] (Hb Quong Sze)
rmutant a2 cd 142 [T*C] (Hb Constant Spring)
mutant o2 cd 142 [T=A]  (Hb lzaria)

- mutant a2 cd 142 [4=T] (Hb Pakse}
mutant a2 cd 142 [A=C]  (Hb Koya Do)
mutant a2 poly A-1 [RATAAA=AATAAG]
mutant a2 poly A-2 [AATAAA=AATGAA]

- wild type a2 init cd
wildtype 02 cd 19
wild type a2 V51
wild type 02 cd 59

- wild type 02 cd 125

- wild type o2 cd 142
wild type a2 poly A
PCR Control B

Blue Marker Line (bottom)



Pracovni postup

Izolace DNA

Doporucujeme poutzit nasledujici kit pro izolaci DNA z pIné krve nebo jinych typu
vzorku:

Spin Micro DNA Extraction kit, kat. Cislo: 2-020

Pouziti jinych izola¢nich kitl vyZaduje validaci.

Amplifikace DNA (3 separatni reakce pro kazdy vzorek)

Béhem celé procedury uchovdvejte PCR reagencie a DNA templdt zchlazeny. Vsechny
kroky pred startem vyhrivani cykleru provadéjte na ledu (0-42C).

Naredte pracovni koncentraci (1:15, 0,33 U/ul) Tag DNA Polymerase v Taq
Dilution Buffer (Ciré vicko).

Pro kazdy vzorek pripravte tfi zkumavky pro tfi PCR amplifikaéni mixy.
Umistéte zkumavky na led.

Pro kazdy vzorek pripravte na ledu tfi PCR reakcni mixy:

Al 15 ul Amplification Mix A1 (Zluté vicko)

5 pl nafedéné Tag DNA Polymerase (1,66U)
5 pl vyizolované DNA

A2 15 ul Amplification Mix A2 (bilé vicko)

5 ul naredéné Taq DNA Polymerase (tj.1,66 U)
5 ul vyizolované DNA

15 pl Amplification Mix B (zelené vicko)
5 ul naredéné Taq DNA Polymerase (1,66 U)
5 ul vyizolované DNA

Pokud neni DNA vyizolovdna izolacnim kitem Spin Micro DNA Extraction,
doporucujeme pouZit DNA s koncentraci 5-40 ug/ml (=25-200 ng DNA na
reakci).
Program termocykleru:
pre-PCR: 952C/5 min
PCR: 972C/40 s — 642C/40 s — 722C/90 s (3 cykly)
97°C/40 s — 582C/40 s — 722C/90 s (37 cyklt)
konec¢na syntéza: 722C/5 min

Pevné uzaviete zkumavky.
Vlozte reakéni zkumavky do predehfatého cykleru na 95°C a spustte prislusny
program.

Ulozte amplifikacni produkty na led, nebo pfi 2-8°C pro dalsi poulZiti.

PrileZitosné miZete analyzovat produkty gelovou elektroforézou (napf. 3%
agardzovy gel).
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Délky fragmenti : 881 bp; delece: 1783 bp (A1)
296 bp; delece: 250, 329, 373, 474, 578, 1025 bp (A2)
302, 864 bp; delece: 1772 bp (B)

1. Hybridizace — 2 stripy na vzorek(45°C, tfepana vodni lazen)

Nastavte vodni hladinu zhruba do % vysky promyvaciho korytka. Vyhrejte ldzeri

presné na 45°C (+0,5°C ). Zkontrolujte teplotu kalibrovanym teplomérem a

nastavenou teplotu pfipadné upravte. Vytemperujte Hybridization Buffer a Wash

Solution A na 45°C . (Dbejte, aby se rozpustil veskery precipitdt, vysrazeny pri 2-82C.)

Testovaci prouzky, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a Color Developer

nechte vytemperovat na pokojovou teplotu. Pfipravte si promyvaci korytka.

Vyjméte jeden prouZek pro kaZdy vzorek pomoci Cisté pinzety. (ProuZku se miZete

rukou dotknout pouze v rukavicich!). Na okraji prouzku jej oznacte obycejnou tuzkou.

(Zddné propisky ani fixy !).

¢ Napipetujte do spodni ¢asti korytka vidy 20 pl DNAT pro TESTSTRIPY Al a A2
a 10 pl DNAT pro TESTSTRIP B (modré vicko). Jeden sloupec pro kazdy vzorek.

e Pfidejte 10 pl PCR produktti A1, A2 10 pul DNAT pro TESTSTRIP B (jedno
korytko) a B (druhé korytko) vidy pfimo do kapky DNAT.

e Promichejte vznikly roztok pipetou. Zistane modry.

e Nechte stat 5 min pri pokojové teploté.

e Pfidejte do kazdého sloupce korytka 1 ml Hybridization Buffer (pfedehratého
na 452C). Jemné korytkem zamichejte (modra barva zmizi.)

e Vlozite prouzek A do pfislusného sloupce korytka s ozna¢enim a ¢arkami
nahoru. Uplné ponofte.

e Inkubujte 30 min pfi 452C na tfepané platformé vodni [azné.
Nastavte stredni frekvenci tfepdni (cca 50 rom), aby se tekutina pohybovala,
ale nestrikala ven. Uzavrete vodni Idzer vikem, aby byla teplota stabilni.

e Po skonceni inkubace odsajte hybridiza¢ni roztok vakuovou odsavackou.
Okamzité pokracujte, nikdy béhem celé procedury nenechte prouZek oschnout.

2. Promyvani (45°C, tfepana lazen)

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (predehraty na 459C). Kratce oplachnéte (10 s).
e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).

e Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.

e Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

e Pridejte 1 ml Wash Solution A (452C).

e Inkubujte 15 min pfi 452C v tfepané lazni.

e (Odsajte tekutinu vakuovou odsavackou.

3. Barveni (pokojova teplota)
e Pridejte 1 ml Conjugate Solution.
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e Inkubujte 15 min pfi pokojové teploté na linedrni nebo orbitalni trepacce.
e (Qdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B. Kratce oplachnéte (10 s).
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B.
e Inkubujte 5 min pri pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pridejte 1 ml Wash Solution B.
e Inkubujte 5 min pri pokojové teploté na linearni nebo orbitalni trepacce.
e (QOdsajte tekutinu vakuovou odsavackou.
e Pfidejte 1 ml Color Developer.
¢ Inkubujte 15 min pri pokojové teploté ve tmé (zakryt krabickou) na tfepacce.
Pri pozitivni reakci se vytvorfi purpurové prouZky.
e Nékolikrat prouzky oplachnéte destilovanou vodou.
e Ususte prouzky ve tmé na filtracnim papiru.
ProuZky nikdy nevystavujte intenzivnimu svételnému zdreni.

4. Vyhodnoceni

e KaZzda mutace musi mit alespon jeden nebo oba prouzky.
e Pozn. Intenzita prouzku se mize liSit. Intenzita nema zadny vyznam pro vysledek.

GENOTYPES
NOR HET HOM
mutant line — | | . .

wild type line Q ...... g ...... B Fig. 2

wild type line mutant line genotype
NOR positive negative normal
HET positive positive heterozygous
HOM negative positive homozygous mutant
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o Nékteré mutace maji spole¢ny wild type prouzek, takze 21 mutaci ma jen 9
wild type prouzka.

line wild type probe mutation

10 al cd 14 al cd 14 [G=A]

11 al cd 59 Hb Adana

25 o2 init cd a2 init cd [T=C]

26 a2 cd 19 a2 cd 19 [-G]

27 a2 Vs 1 o2 IVS 1 -bnt

28 a2 cd 59 a2 cd 59 [G=A]

29 o2 cd 125 Hb Cluong Sze

30 o cd 142 Hb Constant Spnng, Hb lcana, Hb Pakse, Hb Koya Dora
31 o2 poly A o2 poly A-1, a2 poly A-2

e Vzorky, které jsou slozenymi heterozygoty pro dvé mutace uvedené v tabulce
(napf. Hb Constant spring + Hb Pakse) budou postradat wild type prouzek. Tyto
mutace jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

deletion heterozygous homozygous mutant
3T all WT signals present WT signals 25-31 absent
-42 all WT signals present WT signals 25-31 absent
-205 kb all WT signals present WT signals 10 and 25-31 absent
— MED all WT signals present all WT signals absent
—- SEA all WT signals present all WT signals absent
-- THAI all WT signals present all WT signals absent
— FIL all WT signals present all WT signals absent

e a-Globin StripAssay neumoznuje rozlisit mezi heterozygoty a homozygoty pro anti-3.7
gene triplication (anti-3.7/aa a anti-3.7/anti-3.7)
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e Priklady vysledk:
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(&) mommal (oowtoo) (E.) Hb Constant Spring / Hb Pakse compound heterozygous
[B.) -3.7 heterozygous (-3.7/aa) (F.} Hb Constant Sprimg homozygous

[C.} -3.7 homozygous {-3.7/-3.7) (5.) -3.7 ! —=MED compound heterozygous

(O} 4.2 F WS1-5nt compound hetemzygous  (H.) negative controd or PCR failure
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