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Sdkerhetsinformation

Sdakerhetsinformation

Innan du bérjar anvénda PyroMark Q24 MDx &r det mycket
viktigt att du laser igenom denna handbok noggrant och
dgnar sarskild uppmdarksamhet &t sdkerhetsinformationen.
Falj anvisningarna och sékerhetsinformationen i
anvéndarhandboken fér att sékerstélla séker drift av
systemet och hélla det i sékert skick.

Fsljande olika sékerhetssymboler anvénds i hela
handboken.

VARNING

I\

Symbolen VARNING pekar pd omstandigheter som kan
leda till personskada fér dig eller andra personer.
Narmare upplysningar om omstdndigheterna anges i en

ruta, precis som den hér intill.

VAN

FORSIKTIGHET | Symbolen FORSIKTIGHET pekar p& omsténdigheter

som kan leda till skador pé& systemet eller annan
utrustning.

Nérmare upplysningar om omstandigheterna anges i
en ruta, precis som den har intill.

1.1

De féreskrifter som anges i denna manual ér avsedda att
komplettera, inte ersatta sedvanliga nationella
sdkerhetsféreskrifter

Rétt anvdndning

VARNING

VAN

Risk fér personskador och materialskador

Felaktig anvéndning av PyroMark Q24 MDx kan orsaka
personskador eller skador p& utrustningen.

PyroMark Q24 MDx far endast anvéndas av behdrig
personal som har genomgédtt lamplig utbildning.
Endast QIAGEN:s lokala servicespecialister far utféra
service p& PyroMark Q24 MDx.

Utfér underhéllet enligt avsnitt 6. QIAGEN® tar betalt for
reparationer som mdste gdras p& grund av felaktig
anvéndning.
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VARNING | Risk féor personskador och materialskador
PyroMark Q24 MDx-instrumentet &r alltfér tungt f6r att
A lyftas av en person. Undvik aft lyfta instrumentet ensam fér
att férhindra personskador eller skador pé instrumentet.
VARNING | Risk féor personskador och materialskador
: Undvik att férflytta PyroMark Q24 MDx under drift.
1.2 Elsckerhet
Koppla bort nétkablarna frén eluttagen fére service.
VARNING | Elfaror

/N

Alla avbrott i skyddsledaren (jord/jordkabel) inuti
instrumentet eller utanfér instrumentet eller urkoppling av
skyddsledarens kabelféste riskerar att géra instrumentet
elfarligt.

Det ar forbjudet att avsikiligt orsaka avbrott.

Denna utrustning innehéller livsfarlig spénning
Nér utrustningen &r ansluten till elnégtet kan kabelfasten
vara spanningsférande och spéanningsférande delar kan

exponeras ndr lock éppnas eller delar tas bort.

1.3

Folj féreskrifterna nedan fér att sékerstélla néjaktig och

saker drift av PyroMark Q24 MDx:

B Instrumentets natkablar méste vara anslutna till eluttag
som har skyddsledare (jordkabel).

B Se till att natkontakterna ér lattétkomliga i handelse av
att utrustningen snabbt behéver kopplas bort frén elnétet

B Anvand endast de nataggregat och nétkablar som
medféljer systemet.

Biologisk sdkerhet

Anvénd sékra laboratorieférfaranden vid hantering av
biologiskt material i enlighet med handbdcker som Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories, HHS
(www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm).

1-2
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VARNING

VAN

Biologiska material

Hantera biologiskt material med stérsta férsiktighet och i
enlighet med de sdkerhetsféreskrifter som krévs. Anvénd
skyddsglaségon, 2 par skyddshandskar och labbrock
Ansvarig person (t.ex. laboratoriechef) méste vidta
nédvéndiga &tgérder fér att sékerstalla en sdker
arbetsmiljé och att operatérerna har [dmplig u’rblldnmg
och inte exponeras fér farliga nivéer av smittémnen i
enlighet med tillampliga sékerhetsdatablad eller enligt
dokumentation frén arbetsmiljdorganen OSHA,* ACGIH'
eller COSHH?*.

Lés mer pd www.giogen.com/support/msds.aspx.
Sdkerstallande av god ventilation och avyttring av avfall
mdste ske i enlighet med géllande nationella, statliga och
lokala hélso- och sékerhetsféreskrifter samt lagar.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA).
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA).
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Storbritannien).
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1.4 Kemikalier

VARNING | Farliga kemikalier
Den denatureringslésning som anvénds i

A vakuumarbetsstationen innehéller natriumhydroxid som
irriterar dgon och hud.
Anvénd skyddsglaségon, 2 par skyddshandskar och
labbrock
Ansvarig person (t.ex. laboratoriechef) méste vidta de
atgarder som krévs fér att sékerstalla en séker arbetsmiljé
och att operatérerna inte exponeras fér farliga nivéer av
toxiska dmnen (kemiska eller biologiska) i enlighet med
tilldampliga sdkerhetsdatablad eller enligt dokumentation
frén arbetsmiljdorganen OSHA,* ACGIH! eller COSHH?.
Las mer pd www.qgiagen.com/support/msds.aspx.
Sdkerstallande av god ventilation och avyttring av avfall
mdste ske i enlighet med alla nationella, statliga och
lokala féreskrifter och lagar géllande hélsa och sékerhet.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA).
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA).
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Storbritannien).

1.5 Mekaniska faror

Locket till PyroMark Q24 MDx-instrumentet méste héllas
stéingt under kdrning. En varningssignal i form av ett
ljudlarm kommer att géra dig uppmdrksam pé& om locket ar
dppet under osékra férhallanden.

VARNING | Rérliga delar

Kér PyroMark Q24 MDx-instrumentet med locket sténgt for
A att inte komma &t rérliga delar.
Ta inte av skyddspanelerna, eftersom det inte finns n&gra
delar inuti som ska underhéllas av anvéndaren. Om
problem uppstér med PyroMark Q24 MDx-instrumentet
kontakta omedelbart QIAGEN:s tekniska service.
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VARNING

VAN

Vassa nélar

Rér inte de vassa nélarna léngst ned pé reagenskassetten.
Hantera nélarna férsiktigh. Smé partiklar och fibrer kan
tappa till né&larna.

VAN

FORSIKTIGHET | Underhéll av ljusledaren

Anvénd en luddfri torkduk fér att rengéra utrymmet
mellan varmeblocket och ljusledarblocket inuti
instrumentet. Anvénd inte pappersservietter

1.6

Farlig varme

VARNING

I\

Varm yta

Platth&llaren och vérmeblocket (fér hybridisering) kan
uppné temperaturer pd upp till 80°C. Undvik att réra dem
ndr de &r varma.

VAN

FORSIKTIGHET | Risk for 6verhettning

For att sdkerstélla god ventilation, behéll en
sdkerhetsmarginal p& 10 cm p& PyroMark Q24 MDx-
instrumentets sidor och baksida

Springor och éppningar fér ventilation av PyroMark
Q24 MDx-instrumentet far inte téckas dver.

1.7 Férbrukningsmaterial
FORSIKTIG | Férbrukningsmaterial som inte anges i
HET specifikationen

A\

Anslut inte eller anvénd négra andra férbrukningsmaterial
eller tillbehér eller annan utrustning @n vad som
specificeras.
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1.8 Symboler p& PyroMark Q24 MDx och
PyroMark Q24-produkter
Symbol Plats Sprak Beskrivning
Mérkplatta EN CE-markning
C€ b
instrumentets
baksida
Mérkplatta EN CSA-maérkning fér
pé Kanada och USA
sp" instrumentets
o Us baksida
Mérkplatta EN FCC-maérkning enligt
pé United States Federal
C instrumentets Communications
baksida Commission
Mérkplatta EN RCM maérkning foér
pé Australien
instrumentets (identifikation av
baksida leverantér N17965)
Mérkplatta EN RoHS-mérkning fér
125" pé Kina (begrénsning av
instrumentets anvéndningen av vissa
baksida farliga 6mnen i
elektrisk och elekironisk
utrustning)
Mérkplatta EN Elektriskt och
pé elektroniskt avfall
instrumentets (WEEE)
baksida
|
Mérkplatta EN Medicinteknisk produkt
IVD pé fér in vitro-diagnostik
instrumentets
baksida

1-6
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Symbol

Plats

Sprak

Beskrivning

LOT

Reagens,
|8sningar,
kassett,
platta

EN

Identifikation fér
produktionssats

<

zZ
\

<

Reagens,
|8sningar

EN

Innehéller reagens for
<N> tester

i

Reagens,
|8sningar,
kassett,
platta

EN

Artikelnummer

MAT

Reagens,
|6sningar,
kassett,
platta

EN

Materialnummer

0
o)
2
)

Reagens,
|6sningar,
kassett,
platta

EN

Komponent

CONT

Reagens,
|6sningar,
kassett,
platta

EN

Innehéller

NUM

Reagens,
|8sningar,
kassett,
platta

EN

Antal

Reagens,
|8sningar,
kassett,
platta

EN

Utg&ngsdatum

~| ©J

Reagens,
|8sningar,
kassett,
platta

EN

Temperaturgréns
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A

Symbol Plats Sprak Beskrivning
Instrument, EN L&s i handboken
VPW,
reagens,
kassett
Mérkplatta EN Tillverkas med
pé ensamratt

‘ instrumentets
baksida och
alla andra
produkter

A/ Kassett EN Utsatt inte for direkt
o _ ll
_7-| ~ SOlljus
/\\
[
Kassett EN Metodnummer
[ INsTRUM-PARAM | Kassett EN Instrumentparametrar
[nuti EN Varning, se

instrumentet anvandarhandboken

1-8
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Inledning

2 Inledning

Tack f6r att du vélier PyroMark Q24 MDx. Vi ar sékra pd att
instrumentet kommer aft ingd som en naturlig del i din
laboratorieverksamhet.

Innan du bérjar anvénda PyroMark Q24 MDx, ar det mycket
viktigt att du laser igenom denna handbok noggrant och
dgnar sarskild uppmdarksamhet &t sdkerhetsinformationen (se
avsnitt 1). Se till att félja anvisningarna och
sékerhetsinformationen i anvandarhandboken fér att

stkerstdlla sdker drift av systemet och bibehdlla det i sakert
skick.

2.1 Om anvéandarhandboken
Denna handbok innehéller information om PyroMark Q24
MDx och ér indelad i fljande avsnitt:
1. Sakerhetsinformation

Inledning

Allmén beskrivning

Installationsrutiner

Kérrutiner

Underhallsrutiner

Probleml&sning
Ordlista

Bilagor

©ONO O hWDN

Bilogorna behandlar féljande omréden

B Tekniska data

B Miljgbetingelser

B Krav pé &tervinning av elekiriskt och elektroniskt avfall
B Analysutformning och validering

B  Garantivillkor
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2.2

2.2.1

2.2.2

223

Allmdn information

Teknisk service

Vi &r stolta éver att var tekniska service p& QIAGEN har sé
hég kvalitet och ar sé latt att & tillgdng till. Var tekniska
serviceavdelning bestdr av erfarna forskare med djupa
teoretiska och praktiska kunskaper om provberednings- och
analystekniker samt om hur man anvander QIAGEN:s
produkter. Om du har négra frégor om PyroMark Q24 MDx
eller QIAGEN:s produkter i allménhet eller stétt pd négra
problem nér det galler dem tveka inte att kontakta oss.

QIAGEN:s kunder utgdr en stor informationskélla nar det
gdller avancerad eller specialiserad anvandning av véra
produkter. Denna information &r till stor hjélp fér s@vél
andra forskare som forskarna p& QIAGEN. Vi uppskattar
dérfér om du tar kontakt med oss i den héndelse du har
ndgra férslag som géiller produkters prestanda eller nya
tillampningar och tekniker.

For att f& tillgé&ng till teknisk service och mer information,
besdk vart tekniska servicecenter pé
www.giagen.com/Support eller ring till ndgon av QIAGEN:s
tekniska serviceavdelningar eller lokala &terférséljare (se pé
handbokens baksida eller g& in p& www.giagen.com).

Programférklaring

QIAGEN har som malséttning av férbéttra produkter
allteftersom nya tekniker och komponenter utvecklas.
QIAGEN férbehéller sig ratten att kunna éndra
specifikationerna nér som helst.

| véra férsék att ta fram en s& anvéndbar och relevant
dokumentation som méijligt tar vi gérna del av dina
synpunkter om denna anvéndarhandbok. Kontakta gérna
QIAGEN:s tekniska service.

Hantering av versioner

Detta dokument benémns Anvéndarhandbok till PyroMark
Q24 MDx, version 1.0, revision R4.

2-2

Anvandarhandbok fill PyroMark Q24 MDx  01/2016



Inledning

2.3 Avsedd anvéndning fér PyroMark Q24
MDx

PyroMark Q24 MDx &r ett system fér att detektera
férandringar av angivna variabla DNA-positioner som kan
ha klinisk betydelse.

PyroMark Q24 MDx &r avsett fér anvdndning inom in vitro-
diagnostik i Europa.

PyroMark Q24 MDx-instrumentet ér endast avsett att
anvdndas tillsammans med QIAGEN-kits som &r avsedda att
anvdndas med PyroMark Q24 MDx-instrumentet i samband
med de tilldmpningar som beskrivs i handbdckerna f6r dessa
kits.

PyroMark Q24 MDx-systemet &r avsett att anvéindas av
fackman, s&som laboratoriepersonal och lékare som har
utbildats i moleyldrbiologiska tekniker och i hanteringen av
PyroMark Q24 MDx-systemet.

2.3.1 Krav som stélls pa PyroMark Q24 MDx-
instrumentets anvdndare
| tabellen nedan anges den allménna behérighetsnivé och

utbildning som behdvs fér transport, installation,
anvdndning, underhdll och service av PyroMark Q24 MDx.
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Uppgift Personal Utbildning och

erfarenhet
Leverans Inga sarskilda krav Inga sarskilda krav
Installation Endast QIAGEN:s

Rutinanvéndnin
g (kéra
protokoll)

Utformning och
validering av

lokala
servicespecialister

Laboratorieassistenter
eller motsvarande

Forskare eller
motsvarande

Personal med lémplig
utbildning och erfarenhet
som har vana av allmén
datoranvéndning och
automatisk analys

Personal med lamplig
utbildning och erfarenhet

analyser som har vana av
molekylarbiologiska
tekniker

Férebyggande Laboratorieassistenter Personal med lémplig

underhall eller motsvarande utbildning och erfarenhet
som har vana av allmén
datoranvéndning och
automatisk analys

Service och Endast QIAGEN:s

arligt lokala

férebyggande servicespecialister

underhdll
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Allmén beskrivning

3 Allmén beskrivning

PyroMark Q24 MDx anvénder sig av valbeprévad
sekvensbaserad Pyrosequencing®-teknik i realtid for
sekvensbaserad detektion och kvantifiering vid genetisk
analys och epigenetiska metyleringsstudier. Systemet ger
mojlighet att analysera upp till 24 prover samtidigt. Ett
protokoll som ér latt att f8lja anvénds fér provberedningen.

3.1 Definitioner fér PyroMark Q24 MDx-
systemets ingdende delar

B PyroMark Q24 MDx: Instrument, mjukvaruprogram och
installation

PyroMark Q24 MDx instrument: endast instrumentet
PyroMark Q24 MDx programvara: endast programvaran
PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation: endast
vakuumarbetsstationen

PyroMark Q24 MDx-systemet: alla ovanstdende delar
plus godtyckliga PyroMark-kits

3.2 Principen foér pyrosekvensering

Vid pyrosekvensering tillémpas sekvensering genom syntes
fér noggrann och kvantitativ analys av DNA-sekvenser.

1. En sekvenseringsprimer hybridiseras fill ett enkelstrangat,
PCR-amplifierat DNA-templat.

2. DNA-templatet inkuberas med enzym och substrat.

3. Den férsta av fyra nukleotider tillsétts till
reaktionsblandningen. Om nukleotiden &r
komplementér till basen i templatstrdngen kommer
DNA-polymeraset infoga den i DNA-stréngen.

4. Varje gé&ng en nukleotid infogas sker friséatining av
pyrofosfat (PPi) i en méngd som &r ekvimolér med
mdngden infogade nukleotider.

Polymeras
[DNAJ, + NTP et DIMA), .| + PP
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Allmén beskrivning

5. ATP-sulfurylas omvandlar kvantitativt PPi till ATP i
ndrvaro av adenosin 5' fosfosulfat.

6. Detta driver fram en reaktion dér luciferin omvandlas till
oxyluciferin med hjalp av luciferas, varvid synligt ljus
utsdnds i mdngder som &r proportionella mot mdngden
ATP. Ljuset detekteras i ett CCD-chip (Charge-Coupled
Device) och visas kvantitativt som en topp i eft
Pyrogram®. Varije ljussignal &r proportionell mot antalet
infogade nukleotider.

Sulfurylas
APS+PPi AP Livs
luciferin  exyluciferin
kaerus
A1Pl ligs ey

Infogning av en nukleotid ger upphov till
ljus som ses som en topp | pyrogrammet
7. Apyras bryter kontinuerligt ned nukleotider som inte
infogats samt ATP. N&r nedbrytningen ér fullfélid tillsatts
ytterligare en nukleotid.

Apyras
dNTP —SCPYIERD | ANDP + dNMP + fosfat

ATP —m'—b ADP + AMP + fosfat
8. Nukleotiderna tillsétts en &t g@ngen.
Obs! Deoxyadenosin-alfa-tio-trifosfat (dATPaS) anvéands
istallet f6r naturligt deoxyadenosintrifosfat (dATP),

eftersom det effektivt anvénds av DNA-polymeraset utan
att det kénns igen av luciferaset.

9. Allteftersom processen fortsatter byggs den

komplementéra sekvensen upp och nukleotidsekvensen
bestdms frén topparna i pyrogrammet.
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Nucleotidsekvens
G = - A GG CC T

G e T A G (e T
Tillsatt nukleotid

3.3 Principen for PyroMark Q24 MDx

PyroMark Q24 MDx utfér DNA-sekvensering med hjalp av
pyrosekvenseringsteknik.

1.

PyroMark Q24-plattan som innehéller proverna placeras
p& vérmeblocket inuti instrumentet, och PyroMark Q24-
kassetten fylls med PyroMark Gold Q24-reagenser som
placeras i dispenseringsenheten.

USB-minnet som innehéller den koérfil som skapats med
hjaglp av PyroMark Q24 MDx-programmet sdtts in i USB-
porten pd instrumentets framsida. Dérefter startar
anvdndaren kérningen.

Trycket i dispenseringsenheten, mixerhastigheten och
temperaturerna i vérmeblocket, i processkammarens
lock och i kylvétskan stélls in pd férbestémda nivéer.

Enzym- och substratblandningarna dispenseras i plattans
startbrunn (den rektanguléra brunnen) i syfte att skélja
igenom dispenseringskapillérerna och fylla dem med
|8sning.

Enzymblandningen och substratblandningen dispenseras
i alla brunnar som ska anvéndas i analysen.

Trycket i dispenseringsenheten dkas dérefter.

Nukleotiderna dispenseras i startbrunnen innan de
bérjar dispenseras i brunnarna. Nukleotiderna tillsétts i
en férbestdmd ordning och tillsatserna sker med 65
sekunders mellanrum. Dérmed sakerstalls att alla
enzymatiska reaktioner fullféljs i varje
dispenseringscykel.

Instrumentet samlar in ljus-data frén alla 24 brunnar
samtidigt med hjélp av 24 CCD som finns placerade
under varmeblocket. Data lagras i instrumentet.
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9. Efter kérningen dverférs data automatiskt till USB-
minnet. Om USB-minnet har tagits bort under en
kérning kan data éverféras manuellt frén instrumentet.

3.4 PyroMark Q24 MDx-instrumentet
Bl Instrumentets lock
B Skarm
Menyknappar
B USB-port
SNl
B Strombrytare

B Lysdioden tands nar
kylanordningen &r inkopplad

USB-port (inaktiv)
B Ljusknapp till fonstret som

2

- - visar kylvatskans nivé
ﬁi n EE a Ff’jrls’rer som visar kylvétskans
[ niva
eaa |E0° HiE
é! h Elﬁ B Instrumentets nétanslutning
. amw . - | 24V ———=
I o

B Kylarens nétanslutning 12 V

PyroMark Q24 MDx-instrumentets
utsida.
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3.4.1

3.4.2

Processkammare

Vérmeblock

Processkammaren innehdller ett véirmeblock som ser till att
plattan och dess innehdll héller rétt temperatur. Om
rumstemperaturen ar fér hég kyls vérmeblocket med
PyroMark Q24 MDx-instrumentets kylanordning.

Data samlas in frén alla brunnar samtidigt med hjélp av 24
CCD som finns placerade under vérmeblocket. | brunnar dér
det sker en positiv reaktion med den tillsatta nukleotiden
utsdnds ljus som genom CCD-avl&sningen ger upphov till en
topp i pyrogrammet. Fér effektiv mixning av prov och
reagens i plattan hélls varmeblocket i processkammaren i
standig vibration under kérningen.

Dispenseringsenhet

Dispenseringsenhet

En reagenskassett (PyroMark Q24-kassetten) fylld med
ldmpliga volymer av PyroMark Gold Q24-reagenser férs in i
dispenseringsenheten. Efter start av kérning bérjar
instrumentet dispensera reagenserna ndr trycket i
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dispenseringsenheten och mixerhastigheten samt
temperaturerna i vérmeblocket, i locket till processkammaren
och i kylvatskan nétt sina férbestémda nivéer (det kan ta
flera minuter). Under kérningen férs reagenskassetten i ett
sicksackmdnster dver varje brunn i PyroMark Q24-plattan,
och reagens dispenseras med ett pneumatiskt system.

3.5 Provberedning med PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation

Det DNA som ska analyseras PCR-amplifieras med 2 PCR-
primrar, varav en ar biotinylerad. Den biotinylerade PCR-
produkten immobiliseras sedan pé streptavidinbelagda
Sepharose® -kulor.

De prover som ska analyseras med PyroMark Q24 MDx-
instrumentet bér med hjélp av PyroMark Q24 MDx-
vakuumarbetsstationen beredas enligt anvisningarna i
avsnittet 5.3.

3.6 Analysprogram

PyroMark Q24 MDx levereras tillsammans med PyroMark
Q24 MDx programvara.

Den dator du anvénder fér att sétta upp kérningar och
dataanalyser bér uppfylla féljande lagsta systemkrav:
Operativsystemen Microsoft® 7 (engelsk version)
Pentium® IV-processor (3 GHz) eller béttre

100 MB fritt h&rddiskutrymme

1 GB RAM

Bildskérm med 1280 x 1024 pixlar

Grafikkort som stédjer bildskdrmens upplésning
Pekverktyg (mus eller liknande)

USB-port och CD-ROM-granssnitt

Du maéste installera en pdf-lésare pd din dator fér att kunna
l&sa rapporter genererade i pdf-format. Adobe® Reader®
kan laddas ned frdn www.adobe.com.

3-6 Anvandarhandbok fill PyroMark Q24 MDx  01/2016


http://www.adobe.com/

Installationsrutiner

4.2

Installationsrutiner

Leverans och installation av systemet

Uppackning och installation av PyroMark Q24 MDx utférs av
en behérig servicespecialist frén din lokala QIAGEN-
leverantér. En person som kénner till laboratoriet och
datautrustningen bér vara narvarande under installationen.

Foljande delar levereras:

B PyroMark Q24 MDx instrument (inklusive tvé& USB-
minnen)

PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation: (képs separat)
Anvéndarhandbok till PyroMark Q24 MDx
Anvéndarhandbok till PyroMark Q24 MDx programvara
PyroMark Q24 platthéllare

Reagenser och andra tillbehér kan bestéllas separat, besék
www.giagen.com/products/PyromarkQ24MDx.aspx.

Installationskrav

Plats

PyroMark Q24 MDx-instrumentet och PyroMark Q24 MDx-
vakuumarbetsstationen méste vara placerade &tskilda frén
direkt solljus, fr&n varmekadillor, frén vibrationskallor, och
fran elektriska stérningar. Se bilaga A fér driftsbetingelser
(temperatur och fuktighet). Installationsplatsen fér inte vara
utsatt fér drag, fukt eller damm och inte heller fér stora
temperaturvéxlingar.

Se bilaga A nér det galler vikter och métt fér PyroMark Q24
MDx-instrumentet och PyroMark Q24 MDx-
vakuumarbetsstationen.
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Se till aft arbetsbordet &r j[@mn, torr, ren, vibrationsbesténdig,
samt har extra utrymme or tillbehér. Det krévs en
sékerhetsmarginal p& ca 70 cm ovanfér arbetsbordets yta
fér att rymma PyroMark Q24 MDx-instrumentet med locket
dppet. Lémna ett spelrum pd minst 10 cm bakom
instrumentet f6r kabeldragning

Ta bort den skumgummidémpade modultransportspérren.
Spara transportspérren fér framtida transporter av
instrumentet.

PyroMark Q24 MDx-instrumentet placeras inom ca 1.5 m
frén tvd korrekt jordade vaxelstrémsuttag. Néatkablarna ill
PyroMark Q24 MDx-instrumentet ska vara
spanningsreglerade och dverspdnningsskyddade.

Obs! Vi rekommenderar att du kopplar in instrumentet direkt
i fér instrumentet reserverade eluttag och inte anvénder
dessa eluttag till annan laboratorieutrustning- Placera inte
PyroMark Q24 MDx pé en vibrerande yta eller i narheten av
vibrerande féremal.

FORSIKTIG
HET

VAN

Risk fér éverhettning

For att sakerstélla tillracklig ventilation, behdll en
sékerhetsmarginal p& 10 cm pd& PyroMark Q24 MDx-
instrumentets sidor och baksida

Springor och éppningar som sérjer fér ventilation av
PyroMark Q24 MDx-instrumentet far inte tdckas dver.

Effektkrav

PyroMark Q24 MDx-instrumentet drivs vid:
B Ingdnende strém 100—40 V véxelstrém, 50-60 Hz, 160
VA

B Instrumentets markning 24 V likstrém, 40 W
B Kylarens markning 12V likstrém, 60 W

The PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation drivs vid:
B 100V vaxelstrom, 50/60 Hz, 25 VA

B 115V vaxelstrom, 60 Hz, 25 VA

B 230V véxelstrom, 50 Hz, 25 VA

Se till att spanningsmdérkningen pd PyroMark Q24 MDx
stdmmer &verens med den véxelspénning som finns pé
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installationsplatsen. Spdnningsvariationerna i elnétet far inte
dverstiga de nominella nétspénningarna med mer én 10 %.

Jordningskrav

For att ge anvandarna en skyddad arbetsmiljé ska PyroMark
Q24 MDx-instrumentet vara ordentligt jordat. PyroMark Q24
MDx-instrumentet @r utrustat med tvé jordade kablar fér
véxelstrém. For att behdlla jordningsskyddet ska PyroMark
Q24 MDx-instrumentet aldrig anslutas till icke jordade

stromuttag.

4.3 Installation av analysprogrammet

4.3.1 Installera eller uppgradera PyroMark Q24 MDx
programvara

Obs! Om datorn ansluts till ett nétverk kan instéllningar
grundade pé en befintlig nétverkspolicy hindra dig frén att
genomféra férfarandet. Kontakta din systemadministratér
om du vill veta mer.

1. Se till aft datorn uppfyller minimikraven, se avsnitt 3.6.

2. Stdéng alla program som &r éppna pé datorn.

3. Sattin CD:n med PyroMark Q24 MDx programvara i CD-
drivenheten.

4. Klicka p& “Install PyroMark Q24 MDx Software” i CD-
menyn fér att installera programvaran.
Om CD-menyn inte visas automatiskt:
m  Valj “(My) Computer” i Windows startmeny.
B Hégerklicka p& CD-drivenheten som innehéller

CD:n med programvaran och vélj “Open”.

m  Dubbelklicka pé filen autorun.exe.

5. Félj de anvisningar som visas i “Setup Wizard".

Obs! Om .NET Framework 3.5 méste installeras
(installation begérs av “Setup Wizard”), méste
installationen startas om nér installationen av .NET

Framework har avslutats dvs. éppna CD-menyn (se steg
4) och klicka pé& “Install PyroMark Q24 MDx Software”.
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6.

7.

Nar programmet ér fardiginstallerat klicka p& “Exit
Setup” fér aft lamna installationsférfarandet i CD-menyn.

Anvénd Windows Update (www.update.microsoft.com)
om du vill kontrollera om det finns ndgra uppdateringar
som &r kritiska fér .NET Framework 3.5.

Du maéste installera en pdf-lésare pd din dator fér att kunna
l&sa rapporter genererade i pdf-format. Adobe® Reader®
kan laddas ned frdn www.adobe.com.

4.3.2 Avinstallera PyroMark Q24 MDx programvara
1. Valj “Control Panel” i Windows startmeny.
2. | “Control Panel” klickar du p& “Uninstall a program”
under kategorin Program.
3. Valj “PyroMark Q24" i listan med program.
4. Klicka p& “Uninstall” fér att avinstallera.
5. Goér om stegen 3 och 4 fér PyroMark Launcher
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5 Korrutiner

Det har avsnittet innehdller en beskrivning av hur du
anvénder PyroMark Q24 MDx.

Innan du bérjar rekommenderar vi att du bekantar dig med
Q24 MDx-instrumentets alla funktioner genom att ldsa
igenom avsnittet 3.4.

5.1 Sdtta upp instrumentet

5.1.1 Stalla in datum och tid

Om du stéller in réatt datum och tid far du exakta datum- och

tidsangivelser i instrument, loggb&cker och analysrapporter.

Stéll in datum och tid enligt féljande:

1. Se till aft instrumentet inte &r igdng innan du valjer
“Administration” i huvudmenyn

2. Valj “Set Date and Time” med hjélp av skarmknapparna
a ochv och tryck p& “OK".

3. Valj den parameter du vill éndra med hjélp av
sk&rmknapparna 4 och » .

4. Andra den valda parametern med hjélp av
skérmknapparnaa och «.

5. Upprepa stegen 3 och 4 om du vill dndra fler
parametrar.

6. For att spara édndringen(arna) trycker du p& “Set”.

5.1.2 Kopiera kérningar som inte har sparats

Om USB-minnet tagits ur innan kérningen ér klar kan du
manuellt dverféra instrumentets kérdata enligt fsljande:

1. Se till aft instrumentet inte &r ig8ng nér du satter in et av
de levererade USB-minnena i USB-porten pé
instrumentets framsida.

2. Valj “Administration” i huvudmenyn med hjalp av
skérmknapparna « och v och tryck p& “OK".

3. Valj “Copy Unsaved Runs” och tryck p& “OK".

4. Valj den aktuella karfilen med hjalp av skérmknapparna
aoch v for att éverféra den och tryck p& “OK”.
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5. Nar instrumentet bekréftar att kérningen har sparats pé
USB-minnet trycker du p& “Close”.

6. Ta bort USB-minnet.

5.1.3 Kopiera nyligen sparade kérningar

Kopior av kérfilerna sparas p& instrumentet i den mén det

finns tillréckligt med plats i internminnet.

Obs! Nar det s& sm@ningom inte finns tillrackligt med plats i

minnet raderas korfilerna automatiskt i kronologisk ordning,

med undantag fér filer som aldrig har sparats pé ett USB-
minne (se avsnitt 5.1.2). Dessa filer kan raderas manuellt.

Kopiera nyligen sparade kérningar enligt féljande:

1. Se till aft instrumentet inte &r ig8ng nér du satter in et av
de levererade USB-minnena i USB-porten pé
instrumentets framsida.

2. Valj “Administration” i huvudmenyn med hjalp av
skérmknapparna « och v och tryck p& “OK".

3. Valj “Copy Recently Saved Runs” och tryck p& “OK".

4. Valj den aktuella karfilen med hjalp av skérmknapparna
aoch v for att éverféra den och tryck pé& “Select”.

5. Nar instrumentet bekréftar att kérningen har sparats pé
USB-minnet trycker du p& “Close”.

6. Ta bort USB-minnet.

5.1.4 Kopiera logdfiler

Om du behéver skicka loggfiler till QIAGEN:s tekniska

service kopierar du dem enligt féljande:

1. Se till aft instrumentet inte &ér igdng nar du sétter in ett av
de levererade USB-minnena i USB-porten pé
instrumentets framsida.

2. Valj “Administration” i huvudmenyn med hjélp av
skdrmknapparna a och v och tryck p& “OK".

3. Valj “Copy Log Files” och tryck p& “OK".

4. Naér instrumentet bekréaftar att loggfilerna har sparats pé
USB-minnet trycker du p& “Close”.

5. Ta bort USB-minnet.
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5.1.5

5.1.6

5.1.7

Héamta fram felaktiga kérningar

Om det finns felaktiga kérfiler (om t.ex. instrumentet var
avsténgt under en kérning), hdmtar du fram kérfilerna enligt
féljande:

1. Se till aft instrumentet inte Gr igdng nar du sétter in ett av
de levererade USB-minnena i USB-porten pé
instrumentets framsida.

2. Valj “Administration” i huvudmenyn med hjélp av
skdrmknapparna a och v och tryck p& “OK".

3. Valj “Extract Damaged Runs” och tryck p& “OK".
4. Naér instrumentet bekréaftar att loggfilerna har sparats pé

o

USB-minnet trycker du p& “Close”.
5. Ta bort USB-minnet.

Visa bestdmmelser, version och kontaktuppgifter

Visa bestémmelser, programvaru- och instrumentversioner

enligt féljande

1. Valj “About” i huvudmenyn med hjélp av
skérmknapparna a och v och tryck p& “OK".

2. Valj de uppgifter du vill visa och tryck p& “OK".

Uppgradera instrumentets programvara

Om du har fatt en uppgraderad version av programvaran

frdn QIAGEN, uppgraderar du programvaran enligt

féljande:

1. Spara uppgraderingsfilerna pé ett av de levererade USB-
minnena. Filerna ska sparas i en mapp som kallas
“Upgrade” i USB-minnets huvudkatalog.

2. Se ill att instrumentet inte &r ig&ng nér du satter in USB-
minnet i USB-porten pd instrumentets framsida. Ta inte
ut USB-minnet férréin uppgraderingen ar avslutad.

3. Valj “Administration” i huvudmenyn med hjalp av
skérmknapparna a och v och tryck pé& “OK".

4. Valj “Upgrade Software” och klicka p& “OK".
5. Falj anvisningarna pé skarmen.
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5.1.8 Kéra en extern applikation

Menyalternativet “Run External Application” anvénds fér
serviceapplikationer. Du bér endast kéra en
serviceapplikation nér du har instruerats att géra det av
QIAGEN:s tekniska service.

5.2 Sdtta upp en koérning

Vi rekommenderar att du l&ser igenom
sdkerhetsinformationen i avsnitt 1 innan du sétter upp en
korning.

Du hittar utférliga anvisningar om hur man sétter upp en
koérning i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx

programvara.
5.2.1 Starta PyroMark Q24 MDx programvara
Vélj “(All) Programs/PyroMark/PyroMark Q24" i Windows
startmeny.

Du kan hémta Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx
programvara genom att trycka pd “F1”-tangenten néar du ér
inne i programmet.

5.2.2 Sdtta upp en analys

1. | snabbvalsfénstret hégerklickar du p& den mapp du vill
spara analysfilen i och véljer “New Assay” och dérefter
dnskad analystyp (AQ, CpG, eller SQA) fran
hégerklicksmenyn.

Obs! For aoft lagga till en genvég till en mapp i
snabbvalsfénstret klickar du p& “Add Folder Shortcut”.

2. Skriv in filnamnet och tryck p& “Enter”.

3. Om du sdtter upp en AQ- eller CpG-analys, skriv eller
klistra in “Sequence to Analyze” och klicka darefter p&
knappen “Generate Dispensation Order” fér att skapa
en dispenseringsordning. Om du skapar en SQA-analys
valjer du “Dispensation Order”.

4. Klicka p& i verktygsféltet.
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Obs! Innan du kér dina prover bér du validera din
analys genom att anvénda ett ként DNA-prov som
referens, se bilaga B.

Obs! Nér du anvénder kit frdn QIAGEN ska du anvénda
de installningar som anges i handbdckerna fér kiten.

Valfritt

Vid behov kan du légga in en anmdrkning om analysen och
ange de variabla positionerna under fliken “Variable
Positions” (galler endast AQ- och CpG-analysernal).

Om du skapar en CpG-analys rekommenderar vi aft du
lagger till kontroller fér bisulfitbehandlingen. Kontrollera i
sekvensen fére bisulfitbehandling om de féreslagna
bisulfitkontrollerna &r cytosinbaser (C) omvandlade till
tyminbaser (T) (ldses som guaninbaser (G) respektive
adeninbaser (A) i en omvand analys) och om de ér
ldmpliga som kontroller eller inte.

Om du vill lagga till en kontroll vénsterklickar du pé eft
orangeférgat T eller A med fetstil i histogrammet, helst i
bérjan av sekvensen.

Histagram

S

GTCGALC —— — - - GT A
- s Add Potential Bisulfite Treatment Control Before Dispensation
Add Potential Bisulfite Treatment Control After Dispensation

5.2.3 Sdtta upp en koérning
1. | snabbvalsfénstret hégerklickar du p& den mapp du vill
spara kérfilen i och valjer “New Run” frén
hégerklicksmenyn.
Obs! For aft lagga till en genvég fill en mapp |
snabbvalsfénstret klickar du p& “Add Folder Shortcut”.
2. Skriv in filnamnet och tryck p& “Enter”.

3. Vaélj “Instrument Method”; se avsnitt 5.2.4 f6r utférliga
anvisningar.

oM
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4. Lagg till en analysmetod till varje brunn som anvénds
genom att dra en analysmetod frén snabbvalsfénstret till
en brunn eller ett urval av brunnar.

Brunnarnas férg beror p& den analysmetod som laddas
ini brunnen.

Plate Setup

[ 2 | s [ 4 | 5 | & []
Al aszay 2 |Cpl assay 1 |CpG assay 2 | SOA azsay 1 | SOA aszay 2

I [ [ [ [ [

5. Om du vill skriva in ett prov-ID eller en anmarkning
véljer du cellen och lagger in texten. En utvald cell
markeras med en bl& bakgrundsférg.

Azzap Hame Azzap Hame

samnici T |
Hope e

6. Klicka p& i i verktygsfaltet.

7. Skriv ut en lista éver de reagensvolymer som behdvs fér
plattuppséattningen; vélj “Pre Run Information” frén
menyn “Tools” och nér rapporten visas klickar du p& =.

8. Stang kérfilen och kopiera éver den till ett av de
levererade USB-minnena.

Kérfilen kan nu kéras genom att USB-minnet sticks in i
USB-porten pé& framsidan av PyroMark Q24 MDx-
instrumentet (se avsnitt 5.5).

Valfritt

Vid behov kan du skriva in “Reagent ID” (dvs. satsnumret fér
PyroMark Gold Q24-reagenser), “Plate ID” (text) eller
“Barcode” fér plattan (om barcode-l&sare ér kopplad fill
datorn) och en “Run Note” i kérfilen.

Tillaggsinformation

Det finns flera sétt att sétta upp en platta. Du kan ill
exempel importera eller kopiera/klistra in en provlayout som
definieras i en textfil och dra-kopiera och stegvis 6ka en
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5.2.4

prov-ID (om den sista delen av den inlagda prov-ID &r ett
nummer). Lés mer i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24
MDx programvara (tryck p& “F1” tangenten nér du ér inne i
PyroMark Q24 MDx-programmet).

Obs! Om du vill basera din kérning pé en tidigare kérning
klickar du pé& den tidigare kérfilen i snabbvalsfénstret och
vélier “Copy and Rerun” frén hégerklicksfénstret. Det enda
som d& kopieras &r kérinstéllningarna, inte kérningen och
analysdata.

Hantera instrumentmetoder

Tools Wimid o

| Instrument Methods

Pre Run Information

Instrumentmetoden ska véljas enligt de reagenser och den
reagenskassett som ska anvéndas fér kérningen. Det
metodnummer som finns tryckt p& PyroMark Q24-kassetten
motsvarar sdrskilda metodinstéliningar som anges pé
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

Obs! Vi rekommenderar aft du endast anvéinder metoder
som tillhandahélls av QIAGEN.

Att importera en ny metod:

1. Frén ovanst&éende webbplats kan du ladda ned en
metodfil som motsvarar det metodnummer som finns
tryckt p& kassettetiketten. Spara den pé datorn dar
PyroMark Q24 MDx-programmet &r installerat.

2. Klicka p& “Import” i dialogrutan “Instrument Methods”.
D& 6ppnas dialogrutan “Find Instrument Method”

3. Lokalisera och vélj den nedladdade metoden och klicka
darefter p& “Open”.

Att skapa en ny metod:

1. Vaélj en befintlig metod i dialogrutan “Instrument
Methods” och spara genom att klicka p& “Save As”.

2. Skriv in et namn p& den nya metoden och tryck pé
“Enter”.
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5.3

3. Andra metodinstéliningarna i dialogrutan fér att de ska
Sverensstdmma med dem som finns publicerade pé&
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

4. Klicka p& “Save”.

Metodparametrar

| dialogrutan “Instrument Methods” anges féljande

parametrar

“Reagent pressure”

"Enzyme pulse time”

"Subtrate pulse time”

“Nucleotide
pressure”

“Nucleotide pulse
time”

"Note”

Provberedning

Tryck (millibar) for
dispensering av
enzymblandningen och
substratblandningen.

Dispenseringstid
(millisekunder) for
enzymblandningen.

Dispenseringstid
(millisekunder) fér
substratblandningen.

Tryck (millibar) frén
dispenseringen av
nukleotider.

Dispenseringstid
(millisekunder) fér
nukleotider.

Anmaérkning om
instrumentmetoden (valfri).

De prover som ska analyseras med hjélp av PyroMark Q24
MDx-instrumentet bér beredas enligt féljande anvisningar.

Faljande utrustning och reagenser behdvs for
provberedningen. Alla reagenser och 16sningar ska ha
uppnétt rumstemperatur (15-25 °C) innan analysen
pébéorias. Alla steg utférs vid rumstemperatur om ej annat

anges.
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Utrustning och reagenser som tillhandahalls av
anvdndaren

PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation

Plattmixer avsedd fér immobilisering p& kulor
Vérmeblock som kan hélla 80 °C

PyroMark Q24-platta

PCR-platta med 24 brunnar eller remsor med 8 brunnar
PyroMark Q24-kassett

Locktejp till PCR-palitor eller lock till PCR-remsor
Streptavidin Sepharose High Performance (34 um,

5 ml, GE Healthcare; se www.gelifesciences.com)
QIAGEN:s IVD-markta analyskit fér pyrosekvensering
Vatten av hég renhetsgrad (Milli-Q 18,2 MQ x cm eller
motsvarande)

Etanol (70 %)

PyroMark Binding buffer

PyroMark Denaturation solution

PyroMark Wash buffer concentrate

PyroMark Annealing buffer
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5.3.1

5.3.2

5.3.3

Funktionstest for PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation

Innan du anvander PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation
ska du kontrollera att filterproberna fungerar genom att
genomféra féljande funktionstest:

1. Tillsaé#t 100 ul vatten av hdg renhetsgrad till varje brunn i
en PCR-platta med 24 brunnar.

2. Fyll ett trég p& arbetsstationen med 70 ml vatten av hég
renhetsgrad.

3. Starta vakuumpumpen.

4. Tillfér vakuum till vakuumpreparationsverktyget genom
att ppna vakuumomkopplaren.

5. Sénk ned filterproberna i tréget och héll dem kvar i ca
20 s. Se till oft vattnet rinner ned i slaskbehéllaren, dvs.
att vakuum erhélls. Om vacuum inte uppnés kontrollera
slanganslutningarna.

6. Sank ned filterproberna i PCR-plattan och kontrollera att
vattnet i brunnarna sugs upp j[@mnt éver hela plattan och
aft alla brunnar &r témda efter hégst 10 s.

7. Om brunnarna inte ér témda efter 10 s, upprepar du
funktionstestet frén steg 1. Om funktionstestet inte
fungerar den hér géngen heller méste filterprober bytas
(se avsnitt 6.3.2).

DNA-amplifiering

PCR-amplifiera det DNA som ska analyseras med en av PCR-
primrarna biotinylerad. Gé till bilaga B fér att se giltiga
analysdata.

Immobilisera PCR-produkten pé kulorna

Biotinylerade PCR-produkter immobiliseras pé&
streptavidinbelagda Sepharose-kulor (Streptavidin Sepharose
High Performance, GE Healthcare).

1. Skaka flaskan med streptavidinbelagda Sepharose-kulor
frén sida till sida tills en homogen suspension bildas.

2. Blanda den totala volymen med streptavidinbelagda
Sepharose-kulor (2 ul per prov) och bindningsbuffert (40
ul per prov) i ett provrér. Tillsétt vatten av hég

5-10
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renhetsgrad till en totalvolym av 80 ul per brunn —
inklusive den PCR-produkt som ska fillséttas i steg 4.
Méangden vatten beror pd mdngden PCR-produkt som
anvénds. Exempel: Om du anvénder 15 ul PCR-produkt
ska du tillsétta 2 ul kulor, 40 ul bindningsbuffert och

23 ul vatten av hég renhetsgrad.

3. Tillsatt suspensionen frén steg 2 till en PCR-platta med
24 brunnar eller remsor.

4. Tillsétt 5-20 ul av en vél optimerad biotinylerad PCR-
produkt till varje brunn i PCR-plattan (eller remsorna)
enligt plattuppséttningen (se avsnitt 5.2.3).

Obs! Vid anvéndning av PyroMark PCR-kit récker det i
de flesta fall med att anvénda 5-10 ul av PCR-produkten
for tillfredsstallande resultat i pyrosekvenseringen.
Volymen bér justeras fér att uppné topphdjder pd minst
40 RLU (Relative Light Units) fér enkla toppar i
pyrogrammet.

Obs! Totalvolymen per brunn ska vara 80 ul.

5. Férslut PCR-plattan (eller remsorna) genom att sétta pé
tejp (eller lock). Se till att det inte uppstdr lackage mellan
brunnarna.

6. Skaka PCR-plattan (eller remsorna) konstant i minst
5-10 min med en mixer (1400 rpm).
Obs! Sepharose-kulor sedimenterar snabbt och
infdngningen av kulor maste ske direkt efter att
skakningen avslutats.
Obs! Medan immobiliseringen p&gér kan du férbereda
vakuumarbetsstationen infér provberedningen (stegen 1-
8 i avsnitt 5.3.4).
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5.3.4 Separera DNA-stréngar och friséttning av
prover i PyroMark Q24-plattan

VARNING | Farliga kemikalier
Den denatureringslésning som anvénds tillsammans med

A vakuumarbetsstationen innehéller natriumhydroxid som
irriterar dgon och hud.
Anvand skyddsglaségon, skyddshandskar och labbrock.
Ansvarig person (t.ex. laboratoriechef) méste vidta de
atgarder som krévs fér att sékerstalla en séker arbetsmiljé
och att operatérerna inte exponeras fér farliga nivéer av
giftiga &mnen (kemiska eller biologiska) i enlighet med de
tillampliga sdkerhetsdatabladen eller enligt dokumentation
frén arbetsmiljdorganen OSHA,* ACGIH! eller COSHH?.
Lds mer pd www.giagen.com/support/msds.aspx.
Sakerstéllande av god ventilation/utsug och avyttring av
avfall méste ske i enlighet med géllande nationella,
statliga och lokala hélso- och sakerhetsféreskrifter samt
lagar.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA).
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA).
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Storbritannien).

Att forbereda innan separationen pébérjas

Férvdrm en av de levererade PyroMark Q24-platthéllarna
som ska anvéndas i avsnitt 5.3.5 genom att placera den
(utan platta) pé ett varmeblock vid 80 °C.

Forfarande

1. Se till oft PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation har
monterats pd ett riktigt och sékert saft.
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Se till aft natkontakterna &r lattétkomliga i héndelse av
att utrustningen snabbt behdver kopplas bort frén elnétet
Obs! Utfér funktionstestet fér att se till att filterproberna
fungerar ordentligt (se avsnitt 5.3.1). Alla filterprober bor
bytas ut efter beredning av ca 100 plattor.

Obs! Tém slaskbehéllaren vid behov (se avsnitt 5.6.2).

2. Fyll fem separata trdg, levererade tillsammans med
PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation, enligt
féljande:

B Ca 50 ml etanol (70 %) (1)

B Ca 40 ml Denaturation solution (2)

B Ca 50 ml 1x Wash buffer (3)

m Ca 50 ml vatten av hég renhetsgrad (4)

®  Ca 70 ml vatten av hég renhetsgrad (5)

Ett foreslaget arrangemang visas pé féljande bild. Fyll
pé& tragen till dessa nivéer nar det behdvs.
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Sl& p& vakuumpumpen.

Tillfér vakuum till verktyget genom att vrida
vakuumombkopplaren till 6ppet lége.

Tvétta filterproberna genom att séinka ned proberna i
vatten av hég renhetsgrad. Spola tr&gen med 70 ml
vatten av hég renhetsgrad.

Forsakra dig om att vattnet rinner ned i slaskbehéllaren.
Om sd inte &r fallet se till att slangarna ér ordentligt
anslutna och inte &r skadade. Skadade slangar bér bytas
ut (se avsnitt 6.3.4).

Se till att slaskfiltret &r torrt. Om filtret ar vétt bér det
bytas ut (se avsnitt 6.3.5).

Vrid vakuumombkopplaren till stangt ladge pé
vakuumpreparations (Off) och placera verktyget i
parkeringslaget (Parking).

Fyll p& trdg 5 med 70 ml vatten av hég renhetsgrad.

Spéd ut sekvenseringsprimern till 0,3 UM i Annealing
buffer. Tillsatt 25 ul av 1&sningen till varje brunn i den
PyroMark Q24-platta som ska anvéndas.

Obs! Anvénd en av de levererade PyroMark Q24-
platthéllarna som stéd vid beredning och férflytning av
plattan.

5-14
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9. Omedelbart efter immobilisering (se avsnitt 5.3.3) ska
PCR-plattan (eller remsorna) och PyroMark Q24-plattan
placeras pé respektive héllare pé
vacuumarbetsstationen. Se till att plattan &r placerad i
samma riktning som ndr proverna tillsattes. Anvénd
bilden nedan som vagledning.

10. Tillfér vakuum till vakuumpreparationsverktyget genom
att vrida vakuumomkopplaren till dppet lage.

11. Sénk férsiktigt ned filterproberna i PCR-plattan (eller
remsorna) fér att f&nga upp kulorna innehéllande
immobiliserade templat p& filterproberna. Hall
filterproberna pé plats i 15 s. Var férsiktig nér du lyfter
upp vakuumpreparationsverktyget.

Obs! Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Om det har
géft mer &n en minut sedan plattan (eller remsorna)
skakats bér du skaka pé nytt i 1 min innan du f&ngar upp
kulorna.

12. Se till aft all vétska har sugits upp frén brunnarna och att
alla kulor har f&ngats upp pé filterprobspetsarna.
Obs! Om brunnarna fortfarande innehéller vétska eller
om det finns kvar vita kulor kan filterproberna behéva
bytas ut (se avsnitt 6.3.2).

13. Fér dver verktyget till trédget som innehéller 70 % etanol.
L&t vatskan spola genom filterproberna i 5 s.

14. Fér dver verktyget till trdget med denatureringslésning.
L&t vatskan spola genom filterproberna i 5 s.

15. Fér &ver verktyget till traget med tvattbuffert. Lat vétskan
spola genom filterproberna i 10 s.

16. Hoj verktyget i vertikal rikining till en lutning &ver 90 ° for
att témma all vétska frén filterproberna (se féljande

bild).

Anvandarhandbok till PyroMark Q24 MDx 01/2016 5-15



Kérrutiner

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

Hall verktyget éver PyroMark Q24-plattan, medan du
vrider vakuumomkopplaren till stdngt lage pé verktyget
(Off).

Slapp ned kulorna i plattan med sekvenseringsprimer
genom att férsiktigt skaka verktyget frén sida till sida.

Overfér verktyget till tréget med vatten av hég
renhetsgrad samtidigt som vakuumomkopplaren ér i
sténgt lage (Off) och skaka verktyget i 10 s.

Tvétta filterproberna genom att séinka proberna i det
andra trédget med vatten av hég renhetsgrad och tillfér
vakuum. Spola genom filterproberna med 70 ml vatten.
H&j verktyget i vertikal rikining till en lutning éver 90 ° fér
att témma all vétskan frén filterproberna.

Vrid vakuumomkopplaren till stéingt ldge pd verktyget
(Off) och placera verktyget i parkeringslaget (P).

Om flera plattor bereds samtidigt fyll pé trégen (steg 2)
och upprepa férfarandet frén steg 8.

Sténg av vakuumpumpen.

Vid arbetsdagens slut ska slaskbehéllaren och alla
tr&gen témmas och PyroMark Q24 MDx-
vakuumarbetsstationen rengéras fr&dn damm och spill,
(se avsnitt 5.6.2.).
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5.3.5

Hybridisera sekvenseringsprimer till prover

VARNING

VAN

Varm yta

Platth&llaren och varmeblocket (fér hybridisering) kan
uppné temperaturer pé& upp till 80 °C. Undvik att réra dem
ndr de &r varma.

5.4

1. Vérm PyroMark Q24-plattan med proverna vid 80 °C i
2 min i PyroMark Q24-platthéllaren (tvé platthéllare
levereras tillsammans med vakuumarbetsstationen) pé
ett véirmeblock.

2. Ta bort plattan frdn platthdllaren och &t proverna svalna
till rumstemperatur (15-25°C) i minst 5 min. Plattan kan
nu kéras i PyroMark Q24 MDx-instrumentet.

Preparera PyroMark Gold Q24 reagenser

VARNING

VAN

Vassa nélar

Rér inte de vassa nélarna léngst ned pé reagenskassetten.
Hantera nélarna férsiktigt. Smé partiklar och fibrer kan
tappa till nélarna.

1. Oppna l&ddan med PyroMark Gold Q24 reagens och ta
fram provflaskorna med frystorkat enzym- respektive
substratmixar samt provréren med nukleotider.

2. Rekonstituera reagensen till de volymer som ér ldmpliga

och fyll PyroMark Q24-kassetten som beskrivs i den
handbok som medféljer reagensen.

Obs! Lémpliga reagensvolymer finns angivna i
rapporten “Pre Run Information” (se avsnitt 5.2.3).
Obs! Om en reagenskassett dteranvénds ska den
rengdras noga enligt anvisningarna i avsnitt 5.5.5. Vi
rekommenderar att reagenskassetten inte anvénds mer
an 30 ganger. Om reagenskassetten har legat oanvénd
i 4 veckor eller Iéngre (om den t.ex. har lagrats), ska du
rengora kassetten och kontrollera att den kan anvéndas
fér analys genom att utféra funktionstestet (stegen 4-6 i
avsnitt 5.5.5).
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Facken i PyroMark Q24 kassett sedda ovanifran.

5.5 Utféra en kérning péa PyroMark Q24 MDx
-instrumentet

Locket till PyroMark Q24 MDx-instrumentet méste héllas
stdngt under drift. En varningssignal i form av ett ljudlarm
kommer att géra dig uppmdrksam p& om locket &r éppet
under osdkra férhéllanden.

VARNING | Rérliga delar
Hall locket stéingt vid drift av PyroMark Q24 MDx-

A instrumentet fér att undvika att komma &t rérliga delar.
Ta inte av skyddspanelerna eftersom det inte finns n&gra
delar inuti som ska underhéllas av anvéndaren. Om
problem uppstér med PyroMark Q24 MDx-instrumentet
kontakta omedelbart QIAGEN:s tekniska service.

VARNING | Vassa nélar
Rér inte de vassa nélarna léngst ned pé reagenskassetten.
A Hantera nélarna férsiktigt. Sma partiklar och fibrer kan
téppa till nélarna.
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5.5.1 Instrumentets programvara

|| Administration
About
Shutdown

Instrumentet styrs via de sex knapparna under skérmen.

Kérningar startas och évervakas via instrumentets
programvara. Under bearbetningen av en kérning visar
programmet féljande information:

Validation run 080214 @ B16:42 1.
A1@ @ 2.
3.
[ ]

| .
“ €] A c €] 5.
® 6.
@ 0003 I 7.

5.5.2 Starta instrumentet

1.

Kéridentitet

Vald brunn

Aktuell tid
Instrumentstatus
Pyrogram
Varningsmeddelanden

Aterstdende kértid (uppskattad)
(hh:mm)

Innan du slér pd instrumentet ska du se till att
nétkontakterna ar anslutna till korrekt jordade néttuttag
med rétt spénning och frekvens och att natkontakterna
ar lattétkomliga i hdndelse av att utrustningen snabbt
behéver kopplas bort frén elnétet.

Sl& pé& instrumentet. Strdmbrytaren finns pé
instrumentets baksida (se bild i avsnitt 3.4).
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5.5.3 Starta kérningen

Ladda reagenskassetten och plattan:

1. Se till att instrumentet inte ér igdng d& du éppnar
instrumentlocket. En varningssignal i form av ett ljudlarm
kommer att géra dig uppmdrksam pé om locket ar
Sppet under osékra férhallanden.

2. Oppna kassettporten och ér in den péafyllda
reagenskassetten med etiketten vénd utét. Tryck in
kassetten helt och tryck sedan ned den (se nedanstdende
bild).

3. Se till att kassetten &ar ordentligt inférd, med en linje
synlig p& kassettens framsida, och sténg porten.

4. Lyft upp ldsramen som héller fast plattan och placera
plattan pé& vérmeblocket inuti instrumentet.

5. Tryck ned ldsramen och stdng instrumentlocket.

Valj kérfil och starta kérningen:

1. Sétt in USB-minnet med kérfilen i USB-porten pé
instrumentets framsida.

2. Valj “Run” i huvudmenyn med hjalp av skarmknapparna
4 och v och tryck p& “OK".

3. Valj korfilen med hjélp av skérmknapparnaa och v .

Om du vill se en mapps innehdll vélier du mappen och
trycker pd& “Select”. Om du vill gé fillbaka till den
féreg@ende menyn trycker du p& “Back”.

4. Nér du har valt kérfil trycker du pd “Select” fér att starta
kérningen.
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5.5.4. Overvaka kérningen

Instrumentet bérjar dispensera reagensen ndr trycket i
dispenseringsenheten och mixerhastigheten samt
temperaturerna i varmeblocket, locket till processkammaren
och kylvétskan nétt sina férbestémda nivéer (det kan ta flera
minuter).

Instrumentstatus

Instrumentstatus visas i dversta hégra hérnet pé
pyrogramomrddet.

“Environment” Véntar pd att trycket i dispenseringsenheten
och mixerhastigheten samt temperaturerna i
varmeblocket, locket till processkammaren
och kylvétskan har nétt sina férbestémda
niver (det kan ta flera minuter).

“Priming” Férbereder ndlarna i reagenskassetten for att
se till aft dispenseringskapillérerna skélis och
fylls med 18sning.

“Running” Enzymblandningen och substratblandningen
dispenseras i alla brunnar som anvénds.
Sedan dispenseras nukleotiderna i brunnarna
enligt den dispenseringsordning som &r
angiven i analysfilen.

"Stopped” Kérningen har avbrutits.

"Saving” Kérdata éverférs till USB-minnet Ta inte ut
USB-minnet férrén instrumentet har bekréftat
att kérfilen sparats.
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"Finished” Kérningen har avslutats och kérdata har
dverforts till USB-minnet.

Pyrogram och varningar

Kéridentiteten och den valda brunnen visas i det dvre vénstra
hérnet. Om du vill vélia en annan brunn anvénder du
knapparna «och v .

Alla instrumentvarningar visas under pyrogramomrédet (de
tre senaste varningarna visas). Nér det géller féreslagna
dtgérder se avsnitt 7.3.

Stoppa koérningen

Tryck p& “Stop” fér att stoppa kérningen.

5.5.5 Efter avslutad kérning
1. Naér instrumentet bekraftar att kérningen har sparats pé
USB-minnet trycker du p& “Close”.
2. Ta ut USB-minnet.
3. Oppna instrumentets lock
4. Oppna kassettporten och ta ut reagenskassetten genom
att lyfta upp den och dra ut den.
5. Sténg porten
6. Lyft upp l&sramen som héller fast plattan och ta bort
plattan fr&n véarmeblocket.
7. Tryck ned l&sramen och stdng instrumentlocket.
8. Slang plattan
9. Om reagenskassetten ska &teranvéndas bér du rengéra
den enligt nedanstdende anvisningar.
10. Om det hér var dagens sista kérning bér du falja
anvisningarna i avsnitt 5.6.
Obs! Se till att félja alla géllande nationella, statliga och
lokala miljaféreskrifter om avyttring av laboratorieavfall.
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Rengoéra och testa reagenskassetten

Om reagenskassetten ska teranvéndas ska du rengéra den
direkt efter anvéindning och se till att den kan anvéndas fér
analys. Vi rekommenderar att reagenskassetten inte anvéands
mer &n 30 génger.

VARNING

VAN

Vassa nélar
Rér inte de vassa nélarna léngst ned pé reagenskassetten.
Hantera ndlarna férsiktigt. Smé partiklar och fibrer kan

tappa till nélarna.

Obs! Se till att félja alla géllande nationella, statliga och
lokala miljeféreskrifter om avyttring av laboratorieavfall. 1.

Foljande komponenter behdvs:

B Puderfria handskar

B Vatten av hég renhetsgrad (Milli-Q 18.2 MQ x cm eller
motsvarande)

B Bégare (i féorekommande fall)

B Luddfria torkdukar

For att rengdra och kontrollera att reagenskassetten kan
anvéndas fér analys:

1. Hall bort alla 18sningar som finns kvar i kassetten.

2. Spola facken i kassetten 4 g&nger med vatten av hég
renhetsgrad.

3. Spruta pd ndlarnas utsida med vatten av hdg
renhetsgrad.

4. Kontrollera aft kassettnélarna inte ér tilltéppta eller
skadade. Fyll facken helt med vatten av hég
renhetsgrad. Ha&ll kassetten &ver en diskho eller bégare
och tryck hért med ett finger p& hélet éver varje fack
(anvénd puderfria handskar). En vattenstréle bér komma
rétt ut frén spetsen pd varje nél.

5. Om en nédl &r tilltéppt féljer du steg 5a. Om
vattenstrdlen kommer snett ut ur en ndl (alltsd inte
parallellt med nélens rikining) féljer du steg 5b. Om alla
ndlarna fungerar bra fortsétter du till steg 6.
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5a. Om en nal &r tilltéppt (om reagenset till exempel

5b.

l[dmnats kvar éver natt utan rengéring), fyller du facken
med vatten av hég renhetsgrad och sédnker ned
kassetten i en bédgare med s& mycket vatten av hég
renhetsgrad att det técker ndlarna. L&t kassetten vara
kvar i bégaren i 1 h, spola den och upprepa steg 4. Gé&
vidare till steg 6.

Om vattenstralen kommer snett ut ur en nédl, fyller du

facket med vatten och upprepar steg 4. Om vattnet
fortfarande kommer ut snett slénger du kassetten.

Rengéringsrutin for PyroMark Q24 kassett.

a
a

Fyll facken med vatten av hég renhetsgrad

Kontrollera om det finns négra tilltappta eller
skadade nélar

Rengoér tilltéppta nélar

Torka kassetten med en luddfri torkduk

Naér alla nélar har rengjorts och testats hélls vatinet av
och reagenskassetten lamnas att torka p& en luddfri
torkduk.

Nér reagenskassetten har torkat stoppar du in den i en
PyroMark Q96 HS spetshéllarldda fér att skydda den
fr&n damm och (sol-)ljus.

5.5.6 Analysera en kérning
Lés mer om hur du analyserar kérningen i
Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx programvara
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(tryck p& “F1” tangenten nér du &r inne i PyroMark Q24

MDx-programmet).

1. Overfér den bearbetade karfilen fran USB-minnet till en
dator med PyroMark Q24 MDx programvara installerad.

2. Oppna kérfilen genom att dubbelklicka p& kérfilen () i
snabbvalsfénstret. Om flera analystyper ér angivna
vdlier du analysmetod i den dialogruta som &ppnas.
For att lagga till en genvég till en fil eller mapp i
snabbvalsfénstret klickar du p& “Add File Shortcut” eller
“Add Folder Shortcut”.

3. Under fliken “Overview” analyserar du antingen alla
brunnarna eller ett urval av brunnarna med en giltig
analysinstdllning fér den aktuella analysmetoden.

O - | a0 -|

Analvze Al Wwells

Analyze Selected Wells

Analysmetoder

PyroMark Q24 MDx programvara anvdnder sig av tre
analysmetoder: AQ, CpG och SQA. Du kan véxla mellan
analysmetoderna genom att vélja “AQ”, “CpG”, eller “SQA” i
verktygsféltet. Genotypbestémning av polymorfier som rér
enstaka nukleotider (SNP) och insertioner/deletioner (InDel) &r
atkomlig fr&n menyn “Reports” i analysmetoden AQ.

Obs! Analysens utformning kan éndras under fliken
“Analysis Setup”.
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5.5.7

Visa analysresultaten

Nér du véljer en analyserad brunn under fliken “Overview”
visas motsvarande pyrogram i pyrogramomrddet och
tillhérande information (inklusive varningar géllande

analysen) i omrédet “Well Information”.
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Kvalitetsvarderingar

Fliken “Overview” ger en snabbéversikt dver
kvalitetsvarderingarna

e=: Visar kvalitetvdrderingen fér alla variabla positioner i
brunnen eller fér alla baserna i den basbestémda sekvensen.

O: Visar kvalitetsvérderingen i slutet av
kvalitetskontrollfénstret (géller endast SQA-analyser).

5-26
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Farger fér kvalitetsvédrderingen
[ Bl&tt: Godkant

[ Gult Kontrollera

[ Rott: Ej godként

[ Vitt: Ej analyserat*

* Antingen stéds inte analysen av programvaran (t.ex. analys av SNP i CpG-
lége) eller ocks& har den variabla positionen valts bort av anvéndaren (géller
endast analyser i AQ- och CpG-lége).

Resultat fran AQ-analys

. . . Ao 6%
Allelfrekvenserna visas i pyrogrammet, till exempel 23 och

--: L&k

m: as) (InDel). Kvalitetsvérderingen visas via resultatets
bakgrundsférg.

IA5: YGGATAGYGATTTTTAAYGYGTAAGYGTATA I .
2% 1% 1% 3%)

L 1l M YRTINTE)

TGTCGATTGATCAGTCGTATGTCGTA
10 15 20 25 30

200}
100 ’\ kr&
o
T G

E B G [9 A C
5

Exempel pd ett pyrogram fér en CpG-analys. Variabla positioner i
AQ- och CpG-analyser markeras med en blégré bakgrundférg och
kontroller fér bisulfitbehandling i CpG-analyser med en ljusgul
bakgrundsfarg.

Resultat fran CpG-analys

Den procentuella metyleringsgraden visas i pyrogrammet, till
exempel 26%], Kvalitetsvérderingen visas via resultatets
bakgrundsférg.

| dversikten dver plattan finns ett metyleringsféalt som visar
metyleringsgraden fér varje CpG-stélle i brunnen.
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[ Ljusgrént: Under férvéntat intervall
E Gront: Inom férvéntat intervall

B Markgrant: Over férvantat intervall

Resultat fran SQA-analyser

Den basbestdmda sekvensen visas under fliken “Overview”.
Baserna i den basbestémda sekvensen och topparna i det
kompenserade pyrogrammet har fatt en bakgrundsférg
enligt resultaten frén kvalitetsvérderingarna.
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Exempel pé en basbestémd sekvens och ett pyrogram vid SQA-
analys.

5.5.8 Analysrapporter

Nér du vill skapa en rapport véljer du en lamplig rapporttyp
fr&n menyn “Reports”. L&s mer om rapporter i avsnittet
“View, Print, and Save Analysis Reports” i
Anvandarhandboken till PyroMark Q24 MDx programvara
(tryck p& “F1”-tangenten nér du &r inne i PyroMark Q24
MDx-programmet.
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Reports | Window  Help

A Analysis Statistics
AT Analysis Results
A0 Pyrogrann Repork
AC) Full Report

Reparts | Window  Help

S04 Analysis Results
S04 Pyrograrn Report
S04 Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repoark
SMP Full Report

Reports | Window  Help

Cpi Analysis Skatiskics
ZpiGa Analysis Resulks
Cpia Pyrogram Report

SHP Owverview Report ZpG Full Report

Du maéste installera en pdf-lésare pé din dator f6r att kunna
l&sa rapporter genererade i pdf-format. Adobe Reader kan
laddas ned frén www.adobe.com.

5.6 Avsluta arbetet och stéinga av
5.6.1 Stdnga av instrumentet

1. Se till aft instrumentet inte &r igdng innan du med hjalp
av skérmknapparna « och w véljer “Shutdown” frén
huvudmenyn och trycker p& “OK".

2. Nar meddelandet “It is now safe to turn off the
instrument” syns pd skdrmen kan du stdnga av
instrumentet. Strémbrytaren finns pd instrumentets

baksida.
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5.6.2

Témma slaskbehdallare och trag

VARNING

VAN

Farliga kemikalier

Den denatureringslésning som anvénds tillsammans med
vakuumarbetsstationen innehdller natriumhydroxid som
irriterar égon och hud.

Anvénd skyddsglasdgon, skyddshandskar och labbrock
Ansvarig person (t.ex. laboratoriechef) méste vidta de
atgdrder som kravs for att sékerstélla en sdker arbetsmiljd
och fér aft operatérerna inte ska exponeras fér farliga
niv8er av giftiga @mnen (kemiska eller biologiska) i
enlighet med de tillampliga sdkerhetsdatabladen eller
enligt dokumentation fr&n arbetsmiljdorganen OSHA *
ACGIH! eller COSHH?.

Las mer pd www.giagen.com/support/msds.aspx.
Sékerstéllande av god ventilation/utsug och avyttring av
avfall méste ske i enlighet med géllande nationella,
statliga och lokala hélso- och sékerhetstéreskrifter samt

lagar.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA).
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA).
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Storbritannien).

Se till aft f6lja alla géllande nationella, statliga och lokala
mil|dféreskrifter om avyttring av laboratorieavfall.

Fsljande komponenter behévs:
B Vatten av hég renhetsgrad (Milli-Q 18.2 MQ x cm eller
motsvarande)

Forfarande

1. Se till oft det inte tillférs vakuum fill
vakuumpreparationsverktyget, dvs. att
vakuumombkopplaren stér i stangt lage (Off) och aft
vakuumpumpen &r avsténgd.

2. Tém alla 18sningar som finns kvar i trégen.

3. Skélj trdgen med vatten av hég renhetsgrad eller byt ut
dem vid behov.

4. Tém slaskbehéllaren.

Obs! Locket kan tas bort utan att man behéver koppla
bort slangarna.

5-30
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5.6.3

5.7

5. Om vakuumarbetsstationen maste rengdras (t.ex. fr@n
damm eller spill) ska du félja anvisningarna i avsnitt 6.3.

Kontrollera instrumentet

Kontrollera om instrumentet &r dammigt eller om det finns
spill. Om instrumentet behdver rengéras féljer du
anvisningarna i avsnitt 6.2.1.

Kontrollera déarefter att kylvatskans nivé ér synlig genom att
trycka pd ljusknappen (se bilden nedan) pé instrumentets
baksida. Om sé& inte ér fallet kontakta QIAGEN:s tekniska

service.

Mode| PyroMar %
@

‘1 SN 9001671 09711040

&

o0

Light

' button

Sdkerhetskopiering av PyroMark Q24-
filer

De data som genereras med PyroMark Q24 MDx
programvara lagras pd datorn i form av filer med féljande
filtillagg:

B *.pyrorun (korfiler)

B *.pyrosetup (analysfiler).

Dessa data bér sékerhetskopieras regelbundet. Det kan du
gdéra genom att kopiera PyroMark Q24-filer (*.pyrorun och
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*.pyrosetup) till en annan plats. Den alternativa platsen bor
vara en annan lokal diskenhet eller bestandigt medium.

Kontakta din systemadministratér om du vill veta mer om
stkerhetskopiering.
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6 Underhallllsrutiner

Se till aft f6lja underhéllsrutinerna fér aft sékerstalla
tillférlitlig drift av PyroMark Q24 MDx:

B Regelbundna kontroller av prestanda

B Rengdring av instrumentet

Det &r viktigt att fdlja dessa rutiner f6r att sakerstalla att
PyroMark Q24 MDx-instrumentet &r rent frdn damm och
vatskespill

Vi rekommenderar att du ladser igenom
sdkerhetsinformationen i avsnitt 1 innan du genomfér
underhdllsrutiner.

Obs! Koppla bort instrumentet frén elnétet fére rengdring.

Service

QIAGEN erbjuder omfattande serviceavtal, inklusive
garantiférléngning och heltéckande serviceavtal samt
utbildning i system/anvéndning, inklusive platsinstallation
och érligt férebyggande underhéll. Serviceavtal ger hégsta
médjliga produktivitet och sdkerstaller hég prestanda hos
systemet. Dessutom ges en fullstdndig dokumentation av
utférd service pd systemet samtidigt som alla komponenter
godkénns och omfattas av en garanti.

Kontakta din lokala servicespecialist frén QIAGEN eller din
lokala &terforsaljare fér att f& veta mer om QIAGEN:s
flexibla serviceavtal.

6.1 Kontrollera prestandan hos PyroMark
Q24 MDx

Kontrollera att PyroMark Q24 MDx fungerar enligt
specifikationerna genom att méta precision, systematiskt fel

och linearitet f6r en AQ- eller CpG-analys med hjélp av
PyroMark Q24 Validation Oligo.

Utfér valideringen enligt den handbok som medféljer
produkten. Kontakta QIAGEN om du vill bestélla PyroMark
Q24 Validation Oligo.
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6.2 Underhdll av PyroMark Q24 MDx-
instrumentet
6.2.1 Rengora instrumentet

Om instrumentet har blivit nedsmutsat av damm och spill

bér du rengéra det enligt anvisningarna nedan.

Viktigt att tdnka pé& innan du p& pdbériar rengéringen

B Undvik aft anvénda starka rengéringsmedel och
kemikalier och &ven att sléppa in fukt i systemet.

B Rengéringsmedel f&r endast appliceras pé torkduken.

B  Anvand inte ndgra andra organiska 16sningsmedel eller
detergenter &én etanol vid rengéring av skdrmen

Fsljande komponenter behévs:

B Etanol (70 %)

B Voatten av hég renhetsgrad (Milli-Q 18.2 MQ x cm eller
motsvarande)

B Rena, icke-slipande, luddfria torkdukar

Férfarande

1. Se forst till att instrumentet inte @r igéng och valj darefter
“Shutdown” fr&n huvudmenyn med hjélp av
skérmknapparna « och v och tryck p& “OK".

2. Né&r meddelandet “It is now safe to turn off the
instrument” syns pd skdrmen kan du stdnga av
instrumentet. Strémbrytaren finns pd instrumentets
baksida.e

3. Koppla bort instrumentet frén elnétet. Det finns tvé
nétkontakter.

4. Oppna instrumentets lock

5. Rengdr omrédet omkring dispenseringsenheten,
processkammaren och vérmeblocket med hjalp av en
ren, luddfri torkduk latt fuktad med 70 % etanol.

6. Rengdr skérmen genom att torka av den med en ren,
icke-slipande, luddfri torkduk l&tt fuktad med vatten.
Om skérmen é&nda inte blir fillrackligt ren fuktar du
torkduken med en liten méngd 70 % etanol. L&t inte
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springorna omkring skarmskyddet bli indrénkta med
etanol.

7. Rengdr vid behov dven instrumentets utsida med en ren,
luddfri torkduk létt fuktad med vatten.
8. Efter rengéring torkar du ytorna torra med en ren, torr,
icke-slipande, luddfri torkduk.
9. Anslut instrumentet till elndtet igen.
6.2.2 Rengora virmeblocket och ljusledarna

Om det finns spill p& varmeblocket inuti instrumentet bér du
rengéra vérmeblocket och ljusledarna pé& undersidan av
blocket.

Fsljande komponenter behdvs:

B Bomullstops

B Etanol (70 %)

B En ren, icke-slipande, luddfri torkduk (t.ex. en duk fér

kameralinser)

Forfarande

1.

Se forst till att instrumentet inte &r igdng och valj dérefter
“Shutdown” frédn huvudmenyn med hjélp av
skérmknapparna a och v och tryck p& “OK".

N&r meddelandet “It is now safe to turn off the
instrument” syns pd skdrmen kan du stdnga av
instrumentet. Strémbrytaren finns pd instrumentets

baksida.

Koppla bort instrumentet frén elnétet. Det finns tvé
nétkontakter.

Oppna instrumentets lock
Lyft upp l&sramen som haller fast plattan.

Rengér varje brunn/ljusledare noggrant med hjdlp av
bomullsstops, latt fuktade med 70 % etanol (se bilden pé
nésta sida).

Rengér utrymmet mellan vérmeblocket och

ljusledarblocket genom att féra in en ren, icke-slipande
luddfri torkduk fuktad med 70 % etanol (se bilden pé&
nésta sida).
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8. Tryck ned l&sramen och stédng locket. Anslut déarefter
instrumentet till elnétet.

FORSIKTIGHET | Underhéll av ljusledaren
Anvénd luddfria torkdukar fér att rengéra utrymmet
A mellan vérmeblocket och ljusledarblocket inuti
instrumentet. Anvénd inte pappersservietter
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6.3 Underhall av PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation
VARNING | Farliga kemikalier [Wé]

I\

Den denatureringslésning som anvénds tillsammans med
vakuumarbetsstationen innehdller natriumhydroxid som
irriterar dgon och hud.

Anvand skyddsglaségon, skyddshandskar och labbrock
Ansvarig person (t.ex. laboratoriechef) méste vidta de
atgdarder som krévs fér att sékerstalla en séker arbetsmiljé
och aft operatérerna inte exponeras fér farliga nivéer av
giftiga @mnen (kemiska eller biologiska) i enlighet med de
tillampliga sdkerhetsdatabladen eller enligt dokumentation
frén arbetsmiljsorganen OSHA,* ACGIH' eller COSHHY.
Las mer pd www.giogen.com/support/msds.aspx.
Sékerstallande av god ventilation/utsug och avytiring av
avfall méste ske i enlighet med géllande nationella,
statliga och lokala hélso- och sdkerhetsféreskrifter samt
lagar.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (USA).
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (USA).
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Storbritannien).

6.3.1

Rengéra PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation

Om vakuumarbetsstationen behéver rengéras frdn damm
och spill ska du félja anvisningarna nedan.

Fsljande komponenter behévs:

B Puderfria handskar

B Vatten av hég renhetsgrad (Milli-Q 18.2 MQ x cm eller
motsvarande)

B En mild tvalldsning (vid behov)

B Rena luddfria torkdukar
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Forfarande

1. Se till aft det inte tillférs vakuum till
vakuumpreparationsverktyget. dvs. att
vakuumombkopplaren stér i stangt lage (Off) och aft
vakuumpumpen &r avsténgd.

2. Koppla bort vakuumpumpen frén elnétet.

3. Rengér arbetsbordet och vakuumpreparationsverktyget,
utom filterproberna, med en ren luddfri torkduk fuktad
med vatten eller en mild tvéllésning.

Vidrér inte spetsarna pé filterproberna.

4. Torka arbetsordet och verktyget torra, utom

filterproberna, med en ren, luddfri torkduk.

5. Anslut vakuumpumpen till elnétet igen.
6.3.2 Testa och byta ut filterproberna

Funktionstest for filterprober

Funktionstestet fér filterprober beskrivs i avsnitt 5.3.1.

Byta ut filterprober

Varie filterprob kan bytas ut separat. Fér att séikerstélla ett
lampligt flode genom filterproberna bér du byta ut alla
proberna efter beredning av ca 100 plattor.

Obs! Anvénd handskar (puderfria) fér att inte smutsa ned
filterproberna.

Foljande komponenter behdvs:

B Puderfria handskar

B En 2 mm sexkantsnyckel (medfélijer systemet)

B Vatten av hég renhetsgrad (Milli-Q 18,2 MQ x cm eller
motsvarande)

B Nya filterprober (QIAGEN)
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Forfarande

1.

Se till att det inte tillférs vakuum Hill
vakuumpreparationsverktyget. dvs. att
vakuumombkopplaren stér i stangt lage (Off) och aft
vakuumpumpen ér avstdngd.

2. Koppla bort vakuumpumpen frén elnétet.

3. Lossa vakuumpreparationsverktyget frén slangen.

4. Skruva loss de fyra skruvarna med den 2 mm
sexkantsnyckel som medféljer systemet.

5. Dra ut de gamla filterproberna.

6. For férsiktigt in de nya filterproberna utan att trycka pé
filterspetsarna.

7. Skruva fast de fyra skruvarna och anslut vakuumpumpen
till elndtet igen.

6.3.3 Byta ut gummitdtningen

Om filterproberna sitter 18st och/eller lossnar finns det tvé
tdnkbara orsaker:

B De fyra skruvarna ér inte tillréckligt &tdragna
B Gummitétningen behdver bytas ut

Om gummitétningen behdver bytas ut behdvs féljande
komponenter:

B Puderfria handskar

B En 2 mm sexkantsnyckel (medfélijer systemet)

B En ny gummitétning (QIAGEN)
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6.3.4

Forfarande

1.

w

Se till att det inte tillférs vakuum Hill
vakuumpreparationsverktyget. dvs. att
vakuumombkopplaren stér i stangt lage (Off) och aft
vakuumpumpen &r avsténgd.

Koppla bort vakuumpumpen frén elnétet.
Lossa vakuumpreparationsverktyget fran slangen.

Skruva loss de fyra skruvarna med den 2 mm
sexkantsnyckel som medféljer systemet.

Ta forsiktigt bort filterproberna. Undvik att smutsa ned
filterproberna.

Ta bort metallplattan och byt ut gummitétningen.

Skruva fast de fyra skruvarna och koppla in
vakuumpumpen pé elnétet igen.

Kontrollera aft filterproberna fungerar ordentligt genom
att utféra funktionstestet i avsnitt 5.3.1.

Byta slangen

Om det finns brott pa slangen eller om den é&r skev bér du

byta ut den.

Se till att félja alla géllande nationella, statliga och lokala
miljdféreskrifter om avyttring av laboratorieavfall.

Fsljande komponenter behévs:
B Ny slang (QIAGEN)
B Bdgare

Forfarande

1.

Se till att det inte tillférs vakuum Hill
vakuumpreparationsverktyget. dvs. att
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vakuumombkopplaren stér i stangt lage (Off) och aft
vakuumpumpen &r avsténgd.

2. Koppla bort vakuumpumpen frén elnétet.

3. Taloss den trasiga slangen i ena édnden och t6m ut all
slaskvatska i en tom bdgare.

4. Ta loss den andra énden av slangen och sléng bort
slangen och all slaskvétska.

5. Klipp den nya vakuumslangen i tre delar och anslut den.
Se till aft slangen ansluts till pumpens vakuumventil.

6. Anslut instrumentet till eIndtet igen.

6.3.5 Byta ut slaskfiltret

Om slaskfiltret &r vétt (t.ex. beroende pé att slaskbehdllaren
ar full) gér det inte att uppnd vakuum och filiret méste bytas
ut.

Se till att fdlja alla géllande nationella, statliga och lokala
miljféreskrifter om avyttring av laboratorieavfall.

Fsljande komponenter behévs:
B Nyt slaskfilter
B Bdgare

Obs! Tvé slaskfilter medféljer vakuumarbetsstationen. Filter
kan bestéallas p& www.millipore.com (Millipore Millex-FG50
Filter Unit, cat. no. SLFG05010).

Forfarande

1. Se till oft det inte tillférs vakuum fill
vakuumpreparationsverktyget. dvs. att
vakuumombkopplaren stér i stangt lage (Off) och aft
vakuumpumpen &r avsténgd.

2. Koppla bort vakuumpumpen frén elnétet.

3. Lossa slangen frén filterkopplingarna och tém all
slaskvétska i en bégare.

4. Slang filtret.
5. Tryck fast slangen pé kopplingarna till det nya filtret.
6. Toém slaskbehallaren vid behov.
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Obs! Locket kan tas bort utan att man behéver koppla
bort slangarna.

7. Anslut instrumentet till elngtet igen.
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7 Problemlésning

Om du behéver kontakta QIAGEN:s tekniska service om
né&gon felaktighet &ér det bra om du skriver ned de steg som
ledde fram till felet och all information som anges i alla
dialogrutor. Det kommer att vara till hjélp fér QIAGEN:s
lokala servicespecialist vid problemlésningen.

N&r du ringer upp QIAGEN:s tekniska service ang&ende
né&gon felaktighet &r vi tacksamma om du kan ange féljande
uppgifter:

Instrumentets serienummer, typ och version

N&r instrumentet senast genomgick underhdll

Felkod (om det ér tillampligt)

Nér felet upptrédde for férsta gdngen.

Hur ofta felet upptréder (om det kommer och gér eller
dr permanent)

B Ett foto av felet, om méjligt

Vi ber dig att vidta féljande &tgérder innan du kontaktar
QIAGEN:s tekniska service.

1. Kontrollera kérloggen (i rapporten “Run Information”) fér
att ta reda p& om systemet fungerade ordentligt under
kérningen.

2. L&s igenom problemlésningsavsnitten nedan.

3. Kontrollera att instrumentet har installerats pd rétt sGit

och fungerar ordentligt med hjélp av PyroMark Control
Oligo.

Kontrollera kérloggen

Vi réder dig att kontrollera kérloggen fér att ta reda p& om
systemet fungerade ordentligt under kérningen.

1. Oppna karfilen.

2. Valj “Run Information” frdn menyn “Tools” eller
hégerklicka pé filen i snabbvalsfénstret och valj “Run
Information” frén hégerklicksmenyn. Darmed éppnas
rapporten “Run information”.

3. Ga& igenom kérloggen (i slutet av rapporten) fér aft se
om det har férekommit né&gra fel under kérningen.
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4. Om du upptacker avvikelser fran férbestémda vérden pé
temperaturen i vérmeblocket, trycket och/eller
mixerhastigheten flera gadnger under en kérning och
under langre tidsperioder eller under upprepad kérning
bér du kontakta QIAGEN:s tekniska service. Om du blir
ombedd att skicka en datafil som innehéller
omgivningsbetingelser (Environment data file):

m Valj “Export Environment Data” frdn menyn “Tools”

m  Valj vilken mapp som datafilen ska léggas i fr@n
nedrullningslistan “Save in”

m  Skriv in filnamnet i textrutan fér “File name” och
spara genom att klicka pd “Save”

7.1 Analysrelaterade fel

Problem och férslag pé 16sning

a) PCR-analysen
misslyckades pga.
dalig DNA-kvalitet

b) Inte tillrackligt
optimerad PCR

c) Biotinylering har
uteldmnats eller inte
utférts pé ratt PCR-
primer

d) Biotinyleringen &r
av délig kvalitet

Testa PCR-proverna pd en agarosgel fér att
kontrollera om det bildas ett starkt specifikt band.
Om inte bér du kéra om PCR-analysen med DNA
av hég kvalitet.

PyroMark PCR-kitet rekommenderas fér mycket
specifik amplifiering av bisulfitomvandlad DNA
och genomiskt DNA av olika ursprung.

Testa PCR-proverna pé& en agarosgel for att
kontrollera om det bildas ett starkt specifikt band.
Om inte bér du géra en ny optimering av PCR-
analysen.

Kontrollera analysutformningen, se bilaga B.

Anvénd en rekommenderad primerleverantér. Se
till att den biotinylerade primern &r renad med
HPLC eller motsvarande renhetsgrad.
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Problem och férslag pé 16sning

e) Ofillracklig
templatmdéngd fér
immobilisering pé
Sepharose-kulor

f)y  Allfér stor méngd
PCR-produkt
uttdémmer substratet
och leder till aft det
saknas toppar i
slutet av sekvensen

g) Etteller flera av
facken i
reagenskassetten
var inte ordentligt

fyllda

h) En av ndlarna i
reagenskassetten &r
tilltéppt eller skadad
(visar sig som
utebliven
férsekvenseringssig
nal och/eller
saknade toppar i
pyrogrammet

i) Reagensen
ofillrackligt upplésta
eller felaktigt
férvarade

i) L&g signal p& grund
av smutsiga
ljusledare

k) Fel sekvens har
analyserats

Folj rekommendationerna angéende
templatmdngd, se bilaga B.

Anvénd en mindre méngd PCR-produkt.

Se till att tillsatta tillréckligt med reagens (6ppna
kérinstéllningen och vélj “Pre Run Information”
frdn menyn “Tools”).

Falj anvisningarna i de handbécker som
medfdlier produkterna.

Om nélarna &r béjda bér du slanga
reagenskassetten. Se till att félja alla géllande
nationella, statliga och lokala miljéféreskrifter om
avyttring av laboratorieavfall.

Se till att félja anvisningarna i de handbécker
som medfélier PyroMark Gold Q24 reagens. Ta
med en tom brunn (med endast Annealing buffer)
i kéruppsattningen fér att kontrollera om det
upptrader bakgrundstoppar relaterade Hill
nukleotiderna.

Rengér vérmeblocket och ljusledarna; se avsnitt
6.2.2.

Ratta till “Sequence to analyse” i analysfilen och
kér om proverna vid behov.
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Problem och férslag pé 16sning

Bakgrundstoppar i
pyrogrammet

Ovanligt hég
férbrukning av
substrat (visar sig
som hdg
férsekvenseringssig
nal)

Overhérning (ljus
fr&n en brunn
upptrader i den
angrénsande
brunnen)

Dispenseringsfel

Okéand variation

hos enstaka
nukleotid (SNP)

dUTP har anvénts i
PCR-reaktionen

Plusskift
Minusskift

Folj rekommendationerna i bilaga B férsta
gdngen du kér analysen.

Gér en ny analysutformning.

Férbered prover enligt anvisningarna i avsnitt 5.3.

Byt buffertar och anvénd endast buffertar frén
QIAGEN.

Kontrollera om det har bildats ndgra toppar med
hjalp av zoom in-funktionen (vél| ut ett avsnitt i
pyrogrammet med vénstra musknappen).

Undvik att placera prover med héga signaler
néra prover med l&ga signaler.

Byt ut reagenskassetten. Om problemet kvarstér
bér du kontakta QIAGEN:s tekniska
serviceavdelning.

For in den okénda variationen i “Sequence to
analyse” och klicka pé& "Generate dispensation
order” . Kér om provet med den nya
dispenseringsordningen.

Byt ut dUTP mot dTTP eftersom den adeninbas
som anvdnds vid pyrosekvenseringsreaktioner inte
binder lika starkt till JUTP.

Andra dispenseringsordningen.

Se till att homopolymerer &iféljs av en exira
dispensering.
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7.2

7.3

Fel relaterade till analysprogrammet

Nér det géller fel som &r relaterade till analysprogrammet
ska du konsultera Problemlésningsguiden i
Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx programvara.

Instrumentrelaterade fel

Problem och férslag pé l6sning

Felmeddelanden

a)

Too many unsaved
runs in the
instrument. Please
go to folder
“Unsaved Runs”
and save them to
USB memory

The required value
was not reached.
The run will be
stopped

“Run name” is
invalid

Could not copy
“file” to USB

memory

Failed to connect to
the hardware/the
connection to the
hardware is lost,
please restart the
instrument

Overfér kérningar som inte sparats till ett USB-
minne, se avsnitt 5.1.2.

Starta om kdérningen. Om rumstemperaturen &r
hég och temperaturproblemet kvarstér:

M Se till att kylanordningen &r pd, dvs. om
ljusindikatorn pé& instrumentets baksida lyser.
Kontrollera anslutningarna om ljusindikatorn
inte lyser.

B Kontrollera kylvétskans niva.

Se till att kérfilen skapas i PyroMark Q24 MDx

programvara.

Forsok med ett annat USB-minne. Vi
rekommenderar de USB-minnen som levereras av

QIAGEN.

Starta om instrumentet. Om problemet kvarstér
bér du kontakta QIAGEN:s tekniska service.
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Problem och férslag pé 16sning

f)  No valid upgrade
folders/files found
on USB memory

Se till att dina filer fér installation av en
uppgradering finns i USB-minnets rotkatalog i en
mapp som kallas “Upgrade”.

Obs! Nér det géller andra felmeddelanden som du stéter pd bér du
kontakta QIAGEN:s tekniska service.

Ovriga problem

a) The instrument is
making unexpected
noise when starting

b) No contact with the
USB stick

c) USB stick can not be
inserted

Kontrollera att reagenskassetten sitter korrekt.

Det USB-minne som anvénds ar skadat eller
ocksé &r det inte kompatibelt med systemet. Vi
rekommenderat att du endast anvénder USB-
minnen frédn QIAGEN.

Skadad USB-kontakt, kontakta QIAGEN:s
tekniska service.

7.4 Fel relaterade till vakuumarbetsstationen

Problem och férslag pé l6sning

a) Inget vakuum
uppnd@s

Sl& av vakuumpumpen och 6ppna locket till
slaskbehallaren fér att sléppa ut eventuellt tryck.
Stang locket och starta pumpen igen. Tém
slaskbehallaren om den ér full.

Se till att slangarna &r ordentligt anslutna och aftt
det inte férekommer ndgot lackage.

Om slaskfiltret ér vétt behdver det bytas; se
avsnitt 6.3.5.
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Problem och férslag pé 16sning

b) Inget vakuum under Se till aft slangarna &r ordentligt anslutna och att

provberedning det inte férekommer ndgot lackage.
Om slaskfiltret ér vétt behdver det bytas; se
avsnitt 6.3.5.
c) Filterproberna Se till oft filterproberna fungerar ordentligt; se
fungerar inte avsnitt 6.3.2.
ordentligt
d) Det finns vatska Byt ut motsvarande filterprober; se avsnitt 6.3.2.
kvar i ndgra
brunnar i
immobiliseringsplatt
an
e) Vita rester Om det har gétt mer é@n en minut sedan plattan
(Sepharose-kulor) i (eller remsorna) skakats bér du skaka pé nytt i 1
immobiliseringsplatt min innan du f&ngar upp kulorna.
an
7.5 Kontrollera att systemet har installerats

pa ratt satt och fungerar ordentligt

PyroMark Control Oligo séljs fillsammans med PyroMark
Q24 MDx som ett hjalpmedel for att kontrollera att systemet
har installerats p& rétt sétt och fungerar ordentligt. PyroMark
Control Oligo bestér av en variabel (wobbled) bas (métt som
% C), alla de fyra nukleotiderna i form av enstaka baser, och
homopolymerer best&ende av tvé& och tre baser. Lés mer om
hur du anvénder PyroMark Control Oligo i Handboken till
PyroMark Q24 Validation Oligo som medféljer produkten.
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8 Ordlista

Term Beskrivning

AQ Analysmetod fér kvantifiering av olika alleler.

Biotin En molekyl som binder mycket starkt till
streptavidin. PCR-primrar kan biotinyleras fér aft f&
de bildade PCR-produkterna att binda till
streptavidinbelagda kulor.

Bisulfit HSO3 kallas éven bisulfit (eller vatesulfit). |
bisulfitreaktionen behandlas DNA med
natriumbisulfit fér att cytosinrester ska omvandlas
till uracil under betingelser som f&r metylerade
cytosiner att férbli icke-reaktiva.

CpG Analysmetod fér analys av CpG-metylering.

Cyklisk Repetitiv dispenseringsordning fér dispensering av

dispenseringsordning

Dispenseringsordning

Enbaspolymorfi (SNP,
Single nucleotide
polymorphism)

Enzym

nukleotider. Inom pyrosekvenseringstekniken
anvdnds den vanligen fér sekvensering av okénda
DNA-sekvenser. Som ett exempel kan "CTGA" eller
'"TCGA" anvandas och upprepas det antal génger
som &r l[dmpligt.

Definierar nukleotiderna och i vilken ordning de
ska dispenseras i pyrosekvenseringskérningar.

SNP innebdr att en DNA-bas éndrats till en annan
DNA-bas. SNP och punkitmutationer é&r strukturellt
identiska och skiljer sig endast &t i frekvens.
Variationer som férekommer hos hégst 1 % av en
population betraktas som punktmutationer, medan
de som férekommer hos éver 1 % betraktas som
polymorfier.

Ett protein (eller RNA) som fungerar som en
katalysator och som péskyndar den biokemiska
reaktionen utan att dndra den. Inom
pyrosekvenseringstekniken anvénds vanligen en
blandning av (Klenow) DNA-polymeras, sulfurylas,
luciferas och apyras i sekvenseringsreaktionen.
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Term

Beskrivning

Fonster for
kvalitetskontroll

Férsekvenseringssignal

Histogram

Homopolymer

Ger en 6versikt av kvaliteten i slutet av ett definierat
antal baser i den basbestéimda sekvensen. En
instdlining som gors i SQA-analysmetoden.

Nar substratet dispenseras i en brunn (anges med
ett “S” i pyrogrammet) kommer féroreningar
(sdsom ATP eller PPi) att omvandlas till ljus. En
allifér hdg substrattopp tyder pé att det kan finnas
héga féroreningsnivder i exempelvis buffertar.

En teoretisk framstélining av det férvéntade
toppménstret vid pyrosekvensering.

Ett avsnitt med identiska baser i DNA-sekvensen.
Inom pyrosekvenseringstekniken betraktas ett
avsnitt med fler &n tvé identiska baser vanligen
som en homopolymer

InDel Insertioner och/eller deletioner.

Instrumentmetod En metod som beskriver instrumentets fysikaliska
instéllningar, s&som instéllningar av
mixerhastighet, blocktemperatur och pulstid.
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Term Beskrivning

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
Organisation som tar fram rekommendationer om
organisk och biokemisk nomenklatur, symboler
terminologi mm.

IUPAC-koder
A = Adenin W = Teller A
C = Cytosin S=CellerG
G = Guanin B =C, Teller G (inte A)
T = Tymin D = A, Teller G (inte C)
R = Purin (A eller G) H = A, Teller C (inte G)
¥)= Pyrimidin (C eller V=A, Celler G (inte T)
M = Celler A N = Vilken bas som helst (A,
C,GellerT)
K=TellerG
Kontroller for Pyrosekvenseringsanalyser kan innehélla en intern
bisulfitbehandling kontroll som visar om bisulfitbehandlingen lyckats.

Cytosinbaser som inte &tféljs av guaninbaser i
sekvensen metyleras vanligen inte och bér dérfér
vara fullstédndigt omvandlade till tymin efter
bisulfitbehandling och PCR. Efter en lyckad
bisulfitbehandling ska alla templat endast uppvisa
tyminbaser och inga cytosinbaser i dessa
positioner. Fér omvéanda analyser ska alla templat
endast uppvisa adeninbaser och inga guaninbaser
i dessa positioner.

Polymorfi Genetiska variationer som i stort sett omfattar
samtliga typer av variationer i DNA-sekvenser som
férekommer i en given population.

Anvandarhandbok till PyroMark Q24 MDx 01/2016 8-3



Ordlista

Term Beskrivning

Pyrogram Den graf som bildas fr&n en sekvenseringsreaktion
utférd enligt pyrosekvenseringsteknik. Infogade
nukleotider upptréder som toppar i pyrogrammet.

Referenstopp Icke-variabla toppar (dvs. toppar som inte tillhér
den variabla positionen) kallas referenstoppar.
Referenstoppar anvénds vid analysen bdde som
referenser vid berékning av topphdjdsnivan fér
enstaka toppar och som interna kontroller vid
kvalitetsvarderingen.

RLU Relativa ljusenheter (Relative Light Units, enhet som
anvdnds inom pyrosekvenseringtekniken fér att
ange topphdjder i pyrogrammet).

Sekvens aft analysera  Eit kort avsnitt av en DNA-sekvens (i ditt prov) som
boérjar direkt efter sekvenseringsprimern och som
innehéller en eller flera variabla positioner som ska
analyseras med hjélp av instrumentplattformar fér
pyrosekvensering.

Sekvenseringsprimer  Sekvenseringsprimern hybridiseras till templatet
under provberedningen. Sekvenseringsprimerns 3'-
dnde fungerar som startpunkt f6r férléngningen
som utférs med hjélp av DNA-polymeras.

Sekvensriktad Icke-cyklisk dispenseringsordning som féljer den

dispenseringsordning  kénda sekvensen. Inom pyrosekvenseringstekniken
anvénds den vanligen nér du kénner till den
sekvens som ska analyseras. Som ett exempel kan
sekvensen "TCCAGAA" analyseras med
dispenseringsordningen "TCAGA”

Sepharose-kulor Streptavidinbelagda Sepharose-kulor behévs Hill
beredningen av biotinylerade PCR-produkter.

Signal-brusférhallande Farhéllandet mellan signalhéjden och brushdjden.
Ett tecken p& datakvaliteten. Ju hégre férhéllande
desto hégre kvalitet.

Signalminskning | pyrogrammet ses vanligen en kontinuerlig
minskning av topphdjden.
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Term

Beskrivning

Skift

SQA

Streptavidin

Substrat

Ur fas

Variabel position

Plusskift: En liten andel av templatsekvenserna som
infogar mer an en typ av nukleotid &t g&ngen (om
det exempelvis finns nukleotider kvar frén den
tidigare dispenseringen) kan d& komma att
sekvenseras fére resten av templatsekvenserna.

Minusskift: En andel av templatsekvenserna som
inte infogat ndgon nukleotid kommer att
sekvenseras efter resten av templatsekvenserna.

SeQuence Analysis, analysmetod fér
basbestémning av okénda sekvenser.

Ett protein som binder mycket starkt till biotin.

En molekyl som ingdr i en reaktion katalyserad av
ett enzym. | pyrosekvenseringstekniken anvénds en
blandning av substraten adenosin 5' fosfosulfat
(APS) och luciferin i sekvenseringsreaktionen.

Nér en av allelerna sekvenseras fére den andra.

En region i den aktuella sekvensen som varierar vid
en eller flera variabla baser. | PyroMark Q24 MDx
programvara markeras de variabla positionerna
med en bld bakgrundsférg i histogrammet och
pyrogrammet.

Anvandarhandbok till PyroMark Q24 MDx 01/2016 8-5



Ordlista

Denna sida har avsikitligt [dmnats tom

8-6 Anvandarhandbok till PyroMark Q24 MDx  01/2016



Bilaga A

Bilaga A

Tekniska data

QIAGEN farbehdller sig rétten att ndr som helst éndra specifikationerna.

Miljobetingelser

Driftsbetingelser: PyroMark Q24 MDx-instrumentet:

Inkommande
strom

Férbrukning av
inkommande
strom

Instrumentets
mérkning

Kylarens
mdarkning

Overspénnings-
kategori

Lufttemperatur
Relativ fuktighet
Altitud
Driftsplats

Féroreningsniva

Miljéklass

100-240 V vaxelstrém, 50-60 Hz

Hogst 160 VA

24 V likstrom, 40 W

12 V likstrém, 60 W

15-32 °C
20-90 % (icke-kondenserande)
Upp till 2000 m

Endast fér inomhusanvéndning

Dragfri plats, inte f6r néra ett fénster. Far e utsattas for
direkt solljus

2
3K2 (IEC 60721-3-3)
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Transportbetingelser

Lufttemperatur ~ —25 °C ill 60 °C
Relativ fuktighet Hogst 75 % (icke-kondenserande)

Lagringsbetingelser

Luftemperatur 10 °C till 40 °C

Relativ Hoégst 75 % (icke-kondenserande)
fuktighet

Mekaniska data och maskinvarans egenskaper

Métt (i stangt Bredd: 390 mm

skick) Hojd: 420 mm
Djup: 525 mm
Sékerhetsmargin Bredd: 700 mm
al Hsjd: 700 mm
Djup: 600 mm
Vikt 28 kg
Kapacitet Upp fill 24 prover per kérning
Kemisk pH 4 till pH 9, vanliga detergenter, 0,5 M

besténdighet natriumhydroxid, 70 % etanol

Driftsbetingelser: PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation:

Effekt 100 V véxelstrom, 50/60 Hz eller
115V véxelstrém, 50/60 Hz eller
230V véxelstrom, 50 Hz
Effektforbrukning Hégst 25 volt-ampere

Overspanningskall
tegori
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Lufttemperatur ~ 15-32 °C
Relativ fuktighet 20-90 %
Altitud Upp till 2000 m

Driftsplats Endast fér inomhusanvéndning

Normala laboratoriebetingelser, sérj fér god ventilation
Féroreningsnivd 2

Miljcklass 3K2 (IEC 60721-3-3)

Transportbetingelser

Lufttemperatur 25 °C ill 60 °C
Relativ fuktighet Hogst 75 % (icke-kondenserande)

Lagringsbetingelser

Luftemperatur 10 °C till 40 °C

Relativ Hoégst 75 % (icke-kondenserande)
fuktighet

Mekaniska data och maskinvarans egenskaper

Métt (arbetsbénk) Bredd: 295 mm
Hojd: 68 mm
Djup: 353 mm

SékerhetsmarginaBredd: 350 mm (eller 700 mm)
| H&jd: 400 mm
Djup: 700 mm (eller (350 mm)

Vikt 11 kg (inkluderar fyllda trég och en full slaskbehéllare)

Kapacitet Upp till 24 prover per platta
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Kemisk pH 4 till pH 9, vanliga detergenter, 0,5 M
besténdighet natriumhydroxid, 70 % etanol

PyroMark Q24 MDx programvara:

Operativsystem  Microsoft Windows 7. engelska versioner

Processor Intel Pentium IV, 3 GHz (eller hégre)
RAM 1 GB

Ledigt 100 MB

h&rddiskutrymme

Grafikkort Stédjer monitorns uppldsning
Monitor 1280 x 1024 pixlar

Pekverktyg Mus eller liknande

Grénssnitt USB-port och CD-ROM
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Elektriskt och elektroniskt avfall (WEEE)

| detta avsnitt finns information om kassering av elekiriskt
och elektroniskt avfall av anvéndare.

Symbolen med den éverkorsade soptunnan (se nedan)
betyder att denna produkt inte far kasseras tillsammans med
dvrigt avfall. den maste Iémnas in pd godkénd
behandlingsanléggning eller till &tervinningsstation fér
&tervinning enligt lokala lagar och bestémmelser.

Separat insamling och &tervinning av elektronisk
avfallsutrustning nér denna ska kasseras hjalper till att
bevara naturresurser och sdkerstéller att produkterna
atervinns pd ett sétt som skyddar méansklig hélsa och miljén.

Atervinning kan p& begéran utféras av QIAGEN mot en
extra kostnad. Inom Europeiska Unionen tillhandahéller
QIAGEN enligt &tervinningsbestémmelserna i WEEE gratis
&tervinning av dess WEEE-markta elektroniska utrustning i
Europa om en ersatiningsprodukt levereras av QIAGEN.

Kontakta ditt lokala QIAGEN-férsdljningskontor fér det
erfordrade returformuléret fér &tervinning av elektronisk
utrustning. Néar formuléret Ilémnats in kommer du att
kontaktas av QIAGEN, antingen fér att begéra
uppféliningsinformation fér att planera insamling av den
elektroniska utrustningen eller fér att ge dig en individuell
offert.
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FCC-forklaring

USFCC (United States Federal Communications Commission)
har tillkénnagivit (i 47 CRF 15. 105) aft anvéndarna av
denna produkt méste informeras om féljande férhéllanden
och omstandigheter.

"Denna produkt motsvarar del 15 i regelverket FCC:

Driften underligger féljande tv& villkor: (1) Denna produkt
fér inte orsaka skadliga stérningar och (2) denna produkt
méste t8la alla stérningar, inklusive sddana som orsakar
odnskade effekter.”

“Denna digitala utrustning tillhérande klass B motsvarar
Canadian ICES-0003."”

Foljande forklaring géller de produkter som nédmns i denna
handbok, om ej annat anges héri. Férklaringar fér andra
produkter kommer att finnas med i den medféljande
dokumentationen.

Obs! Denna enhet har testats, och motsvarar grénsvérdena
for digitala enheter tillhérande klass B enligt del 15 i
regelverket FCC och uppfyller alla krav pé digitala enheter
enligt den kanadensiska standarden ICES-003 (Interference-
Causing Equipment Standard). Dessa grénsvérden har satts
for att garantera ett férnuftigt skydd mot skadliga stérningar
vid drift i bostadsomrdden. Denna enhet ger ifrdn sig,
anvénder och kan utstréla radiofrekvensenergi. Om
anvisningarna inte f8ljs vid installation och under drift kan den
orsaka stérningar i radiosignaler. Vid speciella installationer
kan ingen garanti ges fér att inga stérningar uppkommer.
Om enheten skulle inverka stérande pé radio- och TV-
signaler, vilket mérks nér enheten kopplas p&/av, bér
anvéndaren férsdka &tgérda stérningen genom en eller flera
av nedanstdende &tgéarder:
B Rikta mottagarantennen annorlunda, eller dndra dess
plats.
B Oka avsténdet mellan enheten och mottagaren.
B Anslut enheten till ett uttag som hér till en annan
strémkrets dn mottagaren.
B Kontakta en professionell radio-/tv-tekniker
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QIAGEN GmbH Tyskland &tar sig inget ansvar fér stérningar
pé radio- och TV-signaler som orsakats av oauktoriserade
andringar av denna produkt eller utbyte av eller inkoppling
av andra anslutningskablar och annan utrustning én vad
som specificerats av QIAGEN GmbH, Tyskland. Atgérdande
av stérning som orsakats av nédmnda oauktoriserade
dndring, utbyte eller inkoppling kommer att vara
anvéndarens ansvar.
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EU-forklaring om éverenssttmmande

Juridiska tillverkaren namn och adress

QIAGEN GmbH

QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden

Tyskland
En up-to-date férsékran om éverensstdmmelse kan bestéllas
frdn QIAGEN Technical Services.
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Analysutformning och validering

Analysutformning

Pyrosekvenseringsanalyser kan utformas med hjélp av den
senaste versionen av PyroMark Assay Design SoftWare.
Programmet genererar automatiskt primeruppséttningar dar
bé&de PCR- och sekvenseringsprimrar ingér. Varje primer ges
ett kvalitetspoéing som &r grundat pé& flera parametrar som
ar specifika fér pyrosekvenseringsanalys. Se till att du
anvénder rétt analystyp i Pyromark ADSW. Vi
rekommenderar aft du anvdnder QIAGEN:s IVD-mérkta
analyskit fér pyrosekvensering som innehéller alla de
optimerade primrar du behdver.

PCR

Fér PCR-amplifiering rekommenderar vi att du anvénder
PyroMark PCR kit (QIAGEN) som &r sérskilt optimerat fér
pyrosekvenseringsanalys och ger en mycket specifik
amplifiering av templat-DNA, utan systematiskt fel, fér olika
tilldmpningar inom pyrosekvensering, sésom detektering av
mutationer, SNP-analys, metyleringsanalys och
basbestémning. Den bekvéma utformningen med en Master
Mix gér det mojligt att utféra specifika amplifieringar av olika
startmaterial, t.ex. genomiskt DNA fr&n ménga olika arter
eller bisulfitomvandlat DNA, med ett och samma protokoll.

PCR primrar

En av primrarna méste vara biotinmérkt fér att dstadkomma
immobilisering till streptavidinbelagda kulor (Streptavidin
Sepharose High Performance; GE Healthcare) under
beredningen av ett enkelstréngat DNA-templat. Analysen
kan géras antingen framét (forward assay) eller omvént
(reverse assay). Om du bestdmmer primrar med hjélp av
PyroMark ADSW, anger programmet vilken primer som
mdéste biotinyleras.

Den biotinylerade primern bér renas med HPLC eller ett
motsvarande férfarande, eftersom fritt biotin kommer att
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konkurrera med de biotinylerade PCR-produkterna om
bindningsstallen p& de streptavidinbelagda Sepharose-
kulorna.

Amplikonens langd

Den optimala ldngden av en amplikon i samband med
pyrosekvenseringsanalys ér mellan 80 och 200 baspar, éven
om produkter p& upp till 500 baspar ocksé kan fungera bra.
Nér det galler CpG-analys bér amplikonerna helst vara
kortare an 200 baspar.

Sekvenseringsprimer

Anvénd PyroMark ADSW fér att utforma
sekvenseringsprimer. Vid utformning av en InDel-analys
rekommenderar vi bestémt att sekvenseringsprimern
placeras ett par baser fére den variabla positionen. Vi
rekommenderar oft du anvénder QIAGEN:s IVD-mérkta
analyskit fér pyrosekvensering, vilka innehéller alla de
optimerade primrar du behéver.

Uppséattning av PCR

PCR-reaktioner p& 25 ul sétts upp med hjalp av PyroMark
PCR-kiten. Var noga med att f3lja anvisningarna i
Handboken fér PyroMark PCR.

K&r PCR-analysen vid den optimala
hybridiseringstemperaturen i 45 cykler. Om du anvénder
farre cykler kan utbytet bli ofillrackligt och
bakgrundsproblem uppsté vid
pyrosekvenseringsreaktionerna beroende pd éverskott av
oférbrukad biotinylerad primer.

PCR-produkten bér ge upphov till ett starkt band med minsta
mojliga primeréverskott vid analys p& agarosgel.

Starttemplat

PCR-produktens utbyte och kvalitet péverkas av sé&vél
kvaliteten hos som méngden av starttemplatet. Det géller
sarskilt fér amplifiering av l&nga regioner frén ett DNA som
har fragmenterats genom bisulfitbehandling eller extraherats
fr&n paraffinerat material.

B-2
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Starttemplatets kvalitet

Eftersom PCR bestér av ett flertal cykler av enzymatiska
reaktioner ér den kénsligare fér féroreningar som proteiner,
fenol/kloroform, salter, etanol, EDTA, och andra kemiska
|8sningsmedel &n enzymkatalyserade processer som utférs i
ett enda steg. QIAGEN erbjuder en serie av system for
nukleinsyrapreparation som sékerstaller PCR-templat av
hégsta kvalitet. Dessa &r QlAprep®-systemet f6r snabb
plasmidrening, QIAamp®- och DNeasy®-systemen fér snabb
rening av genomiskt DNA och nukleinsyror frén virus, samt
RNeasy®-systemet f6r preparation av RNA fr&n ménga olika
kallor. Kontakta en av véra tekniska serviceavdelningar om
du vill veta mer om produkterna QlAprep, QlAamp, DNeasy
och RNeasy (se baksidan) eller besék www.giagen.com.

Starttemplatets kvalitet i samband med CpG-analys

Avgérande fér att & ett bra resultat vid PCR med
bisulfitbehandlade DNA-templat &r att bisulfitomvandlingen
ar fullsténdig och att DNA-fragmenten &r tillréckligt l&nga
for PCR. EpiTect® Bisulfite Kit erbjuder ett snabbt och
tillfarlitligt férfarande som ger en effektiv bisulfitomvandling.
Dessutom ingdr en unik DNA-skyddande buffert som hindrar
DNA frén att fragmenteras under bisulfitomvandlings-
reaktionen. Kontakta en av véra tekniska serviceavdelningar
om du vill veta mer om EpiTect-produkter (se baksidan) eller
besck www.giagen.com.

Mdngden starttemplat

Effektiviteten med vilken en primer hybridiserar till templatet
ar en viktig faktor vid PCR. P& grund av reaktionens
termodynamiska natur inverkar férhallandet mellan primer
och templat starkt p& PCR-analysens specificitet och
effektivitet och bér optimeras empiriskt. Om du anvénder fér
lite templat hittar primrarna eventuellt inte sina
komplementéra sekvenser. Fér mycket templat kan leda till
att primrarna binder till fel templat i allt hégre grad.
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PCR-optimering

PyroMark PCR Kit ger tillfredsstéllande resultat i de flesta fall.
Men om det behévs en hégre Mg?*-koncentration
rekommenderar vi att du anvdnder 25 mM MgCl, som ingér
i kitet.

Vid anvéndning av PyroMark ADSW 2.0 ér rekommenderad
hybridiseringstemperatur 60 °C fér genomiskt DNA och
56 °C for bisulfitbehandlat DNA,.

Tillsatts av Q-Solution® (som ingér i PyroMark PCR Kit) kan
dka utbytet och specificiteten i PCR-reaktioner med
sv@rbehandlade templat, exempelvis sédana med en hég
grad av sekunddrstrukturer, eller templat med ett hogt GC-
innehall.

Vid PCR-optimering bér du alltid analysera 5 ul frén en 25 ul
PCR-reaktion pd en agarosgel med maélet att uppné ett starkt
specifikt band med ett s& litet primerdverskott som méjligt

Se Handboken fér PyroMark PCR fér yiterligare
probleml&sning.

Likvérdig amplifiering av béda allelerna i samband
med AQ- och CpG-analyser

For att f& tillferlitliga resultat i kvantitativa analyser krévs en
likvardig amplifiering av b&da allelerna, och detta méste
testas noggrant.

Fér att sékerstalla likvérdig amplifiering i en CpG-analys kan
icke-metylerat DNA stegvis blandas med 6kande andelar av
fullstandigt metylerat DNA. Vi rekommenderar att du anvénder
EpiTect Control DNA som innehéller

fardigpreparerade 18sningar av séval

bisulfitbehandlat fullstdndigt metylerat som icke-metylerat DNA.
Vid bestdmning av frekvensen av en allel, uppmétt i PyroMark
Q24 MDx-systemet, som en funktion av den tillsatta
(forvéintade) allelen med regressionsanalys bér RZ-vérdet vara
stérre én 0,9.

Vid AQ-analys kan allelvarianterna, inklusive den variabla
positionen, blandas i olika férhéllanden precis som vid CpG-
analys. Om den variabla positionen i en AQ-analys &r en
SNP éar det enklaste sattet att testa om amplifieringen ér
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likvardig mellan allelerna ér att [dmféra topphdjderna frén
en heterozygot. Om SNP férekommer som infogningar av
enstaka baser, t.ex. AAC/TGG bér de tvé allelerna (C — och
T-toppar) ge upphov till lika héga toppar. En InDel-
heterozygot bér uppvisa 50 % deletion.

Provberedning

Anvéand 5-20 ul av en 25 ul PCR-reaktion f6r immobilisering
till Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare)
enligt anvisningarna i avsnitt 5.3.3. Detta motsvarar ca 0,5-
4 pikomol PCR-produkt, beroende pd PCR-effektiviteten.

Obs! Vid anvéndning av PyroMark PCR Kit récker det i de
flesta fall med att utgd frédn 5-10 ul av PCR-produkten fér att
fa tillfredsstéllande resultat av pyrosekvenseringen. Denna
volym bér justeras fér att uppnd topphéjder pd minst 40 RLU
fér enstaka toppar i pyrogrammet.

Pyrosekvenseringsanalys

Anvénd programvarans standardinstéliningar fér alla
analysinstéllningar, om inte annat anges.

Uppséttning av analys

AQ- och CpG-analyser

Nér du satter upp en AQ- eller CpG-analys bér den sekvens
som ska analyseras innehdlla ett tillréckligt antal baser for att
ge upphov till minst fem icke-variabla referenstoppar. Fér
InDel bér ett par referenstoppar infogas fére den variabla
positionen.

Om sekvenseringsprimern placeras bredvid den position
som ska analyseras ska du ta med en del av den sekvens
som kommer efter den variabla positionen i textrutan
“Sequence to Analyze”. Se till att den sista basen i textrutan
inte @r en del av den variabla positionen.

Blankdispenseringar genereras automatiskt av
programvaran och fungerar som en inbyggd kvalitetskontroll
fér analysen. Uteslut aldrig blankdispenseringar eftersom de
ar utmérkta indikatorer pé& ospecifik infogning av
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nukleotider. Om du tar fram en dispenseringsordning
manuellt bér du ta med ett [ldmpligt antal
blanksdispenseringar. Bérja om méjligt
dispenseringsordningen med en blankdispensering och ha
minst lika ménga blankdispenseringar som du har variabla
positioner.

Observera de tips och varningar som indikeras med den
réda @ symbolen och gér lémpliga éndringar nér symbolen
visas.

Kontroller for bisulfitbehandling i CpG-analyser

Vi rekommenderar att nér du satter upp en CpG-analys tar
med kontroller fér bisulfitbehandlingen. Cytosiner som inte
atfélis av en guanin, markerade som orangeférgade T:n i
PyroMark ADSW, ska omvandlas fullsténdigt till tymin under
bisulfitbehandlingen och kan darfér anvéndas som kontroller
fér reaktionen. Nér du sétter upp en CpG-analys i PyroMark
Q24 MDx programvara anger programvaran majliga
dispenseringar som kontroller fér bilsulfitbehandlings-
reaktionen. Kontrollera i sekvensen fére bisulfitbehandling
om de féreslagna bisulfitkontrollerna ér cytosinbaser (C)
omvandlade till tyminbaser (T) (I&ses som guaninbaser (G)
respektive adeninbaser (A) i en omvand analys) och om de
ar ldampliga som kontroller eller inte. De bésta kontrollerna
ar de dispenseringar som befinner sig i bérjan av sekvensen
och/eller de som motsvarar infogningar av enstaka baser.

SQA-analyser

Erfarenheter fr@n sekvensering av ett stort antal templat tyder
pé att den cykliska dispenseringsordningen n(CTGA) i
genomsnitt ger den bdsta sekvenseringskvaliteten. Enskilda
templat kan dock ge béttre resultat med andra
dispenseringsordningar.

SQA-analyser som innebdr upplésning av olika sekvenser
bér om majligt utformas s& att uppldsningen inte ar
beroende av tillférlitlig sekvensering av homopolymerer.
Dessutom kan det vara bra att ha ett par kéinda baser i
bérian av sekvensen, helst enstaka toppar. Dessa kan
anvéndas som referenstoppar och vara till hjélp vid
instélining av toppnivéer vid besvérliga analyser.
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Se till aft det ursprungliga DNA-provet @r rent och aft det ér
mojligt att specifikt amplifiera och/eller sekvensera en enda
malsekvens i provet. Resultatet kan annars bli en
blandsekvens som inte kan analyseras

Observera de tips och varningar som indikeras med den
réda @ symbolen och gér lémpliga éndringar nér symbolen
visas.

Validering av ett nytt analyssystem

Kontroller

Alla nya analyser méste valideras av anvdndaren. Anvénd ett
ként DNA-prov som referens vid testing av ett nytt
analyssystem och se till att |ldmpliga analysparametrar i
PyroMark Q24 MDx-programmet anvénds. Interaktioner
mellan primrar, eller loopar som bildas pé enkelstrangat
DNA kan fungera som startstéllen fé6r DNA-polymerasets
infogning av baser. Féljande kontroller bér darfér ingd nér
ett analyssystem testas for férsta géngen:

B PCR utan templat-DNA. Detta kommer att visa om
primrarna interagerar fér att ge upphov till en
bakgrundssignal i reaktionerna vid pyrosekvensering.

B PCR med templat-DNA, men utan sekvenseringsprimer.
Detta kommer att visa om templatet kan bilda en loop
med sig sjdlv och ge upphov till en bakgrundssignal i
reaktionerna vid pyrosekvensering.

B Sekvenseringsprimer utan ndgon PCR-produkt. Detta
kommer att visa om sekvenseringsprimern kan bilda
duplex eller h&rnélar och ge upphov till en
bakgrundssignal i reaktionerna vid pyrosekvensering.

B Biotinylerad primer utan ndgon PCR-produkt. Detta
kommer aft visa om den biotinylerade primern kan bilda
duplex eller h&rn&lar och ge upphov till en
bakgrundssignal i reaktionerna vid pyrosekvensering.

B Ba&de sekvenseringsprimer och biotinylerad primer utan
ndgon PCR-produkt. Detta kommer att visa om
sekvenseringsprimern och den biotinylerade primern kan
bilda duplex och ge upphov till en bakgrundssignal i
reaktionerna vid pyrosekvensering.
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Pyrogram fré&n dessa kontroller bér inte uppvisa ndgon
signifikant topp i reaktionerna vid pyrosekvensering.

Kvalitetsvardering

Anvéndaren kommer att varnas om ndgonting i analysen
kan minska kvaliteten hos resultat som anges av
analysprogrammet. Det yttersta mélet fér en val optimerad
analys ar att alla variabla positioner i en AQ- eller CpG-
analys eller sekvensen i kvalitetskontrollfénstret fér en SQA-
analys har uppnétt kvalitetsvarderingen “Passed” vid
anvéndning av standardvdrden eller mer strikta vérden for
analysparametrarna. S&dana resultat kommer att markeras
med bl&tt i kvalitetsféltet i brunnen efter analys. Resultat av
lagre kvalitet anges som “Check” (gult) eller “Failed” (rétt)
tillsammans med felmeddelanden.

Analysresultat

For prover och positiva kontroller ska du férséka uppné:
Tillrackliga signalintensiteter. Férsék uppnd en topphdjd
p& minst 40 RLU fér en enstaka topp.

Ingen bakgrund vid blankdispenseringar

Ingen bakgrund vid variabla positioner (AG och CpG).
Férvéntat ménster hos referenssekvensen (AQ and CpG)
Alla positioner (AQ och CpG) och
kvalitetskontrollfénstret (SQA) med kvalitetsvérderingen
“Passed”.

Kvalitetsvarderingarna fér AQ- och CpG-analyser ér
baserade pé s&vdl sekvensens omgivning som resultaten i de
analyserade positionerna. Avvikelser fr&n denna inbyggda
kvalitetskontroll visas som varningar i omrédet “Well
Information”.

Analysresultaten fér SQA-analyser &r baserade pé
upptrédandet av toppar i pyrogrammet, som relateras till
topphdjdsnivder som uppskattas av programvaran.

Infogning av kénda baser i SQA-analyser kan férbétira
uppskattningen av topphdjdsnivén.
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Friskrivningsklausul

QIAGEN fréntar sig allt ansvar enligt sin garanti om
produkten repareras eller dndras av andra personer dn dess
egen personal, utom i de fall nar féretaget har ldmnat ett
skriftligt medgivande till att utféra s&dana reparationer eller
féréndringar.

Allt material som byts ut under denna garantitid kommer
endast att omfattas av den ursprungliga garantitiden och inte
i n&got fall efter utgadngen av den ursprungliga garantitiden,
s@vida inte skriftligt godkénnande l[dmnats av en person som
ar anstélld inom féretaget. Avldsningsprodukter,
grénssnittsprodukter och tillhérande programvara omfattas
endast av den garantitid som erbjudits av den ursprungliga
tillverkaren av dessa produkter. Utféstelser och garantier
som ladmnas av varje person, inklusive féretradare fér
QIAGEN och som inte dverensstémmer med eller strider mot
villkoren i denna garanti skall inte anses som bindande av
féretaget, s&vida de inte [ldmnats i skriftlig form och
godkénts av en person som &r anstélld pd QIAGEN.
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Denna sida har avsikitligt [dmnats tom
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