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Sicherheitshinweise

Sicherheitshinweise

Vor der Inbetriecbnahme des PyroMark Q24 MDx sollten Sie
dieses Handbuch sorgféltig durchlesen — beachten Sie
insbesondere die Sicherheitshinweise. Die Anweisungen und
Sicherheitsinformationen in diesem Handbuch missen vom
Anwender befolgt werden, um einen sicheren Betrieb des
PyroMark Q24 MDx zu gewdhrleisten und das Gerét in
einem sicheren Zustand zu erhalten.

In diesem Handbuch werden die folgenden beiden
Kategorien von Sicherheitshinweisen verwendet:

WARNUNG

VAN

Der Begriff ,WARNUNG" ("WARNING") weist Sie auf
Situationen hin, in denen eine Verletzungsgefahr fir Sie
selbst oder andere Personen besteht.

Né&here Einzelheiten Uber diese Situationen werden in
einem Texifeld wie diesem beschrieben.

ACHTUNG

VAN

Der Begriff ,ACHTUNG" (“CAUTION") weist Sie auf
Situationen hin, in denen das Gerét oder andere Gerdte
beschdadigt werden kénnten.

Né&here Einzelheiten Gber diese Situationen werden in
einem Texifeld wie diesem beschrieben.

Die in diesem Handbuch enthaltenen Hinweise stellen eine
Ergénzung und keinen Ersatz der Gblichen Sicherheits-
anforderungen dar, die im jeweiligen Land gelten.

1.1 SachgemaBe Handhabung
WARNUNG | Verletzungsgefahr und Beschédigung des Gerdits

VAN

Die unsachgemaBe Bedienung des PyroMark Q24 MDx
kann zu einer Verletzung des Benutzers oder zur
Besché&digung des Geréts fGhren.

Die Bedienung des PyroMark Q24 MDx darf nur durch
qualifiziertes, entsprechend geschultes Personal erfolgen.
Die Instandhaltung des PyroMark Q24 MDx darf nur durch
einen Servicespezialisten des QIAGEN Auf3endiensts
durchgefihrt werden.
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Sicherheitshinweise

FGhren Sie alle Wartungsarbeiten geméf den Anweisungen
in Abschnitt 6 dieses Handbuchs durch. QIAGEN® stellt alle
Reparaturen in Rechnung, die nachweislich auf eine
inkorrekte Wartung zurickzufihren sind.

WARNUNG | Verletzungsgefahr und Beschédigung des Gerdts
Der PyroMark Q24 MDx ist sehr schwer und sollte nicht
A von einer Person angehoben werden. Heben Sie das Gerét
nicht allein an, um eine Verletzung und/oder Besché&di-
gung des Geréts zu vermeiden.

WARNUNG | Verletzungsgefahr und Beschédigung des Gerdts
Bewegen Sie den PyroMark Q24 MDx auf keinen Fall
A wdahrend des Betriebs.

1.2 Schutz vor Stromschlag

Ziehen Sie die Netzanschlusskabel aus den Steckdosen,
bevor Sie Wartungsarbeiten am Gerdt vornehmen.

WARNUNG | Gefahr durch Stromschlag
Jede Unterbrechung des Schutzleiters (Erdungs- bzw.
A Masseleiter) im Geréat oder auBBerhalb des Geréts und jede
Abtrennung des Schutzleiters am Anschluss der Netzleitung
erhdht die Gefahr eines Stromschlags.
Eine absichtliche Unterbrechung der Schutzleiter-
verbindung ist verboten.

Gefdhrliche Spannung im Gerdét

Wenn das Gerét an die Stromversorgung angeschlossen
ist, sind die Anschlussstellen spannungsfihrend. Durch das
Offnen der Abdeckungen oder das Entfernen von
Gehduseteilen kdnnen spannungsfihrende Komponenten
freigelegt werden.

Um einen zufriedenstellenden und sicheren Betrieb des
PyroMark Q24 MDx zu gewdhrleisten, befolgen Sie bitte die
nachstehenden Hinweise:
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B Die Gerate-Netzkabel mUssen an Wechselstrom-
Steckdosen mit Schutzleiter (Erdungs-/Masseleiter)
angeschlossen werden.

B Sorgen Sie dafir, dass die Netzstecker jederzeit frei
zuganglich sind, falls das Gerét einmal schnell vom
Stromnetz getrennt werden muss.

B Benutzen Sie nur Netzanschlisse und -kabel, die mit
dem Gerét geliefert werden.

1.3 Biologische Sicherheit
Wenden Sie beim Umgang mit biologischen Materialien nur
sichere Laborverfahren an, wie sie z. B. in Veréffentlichungen
wie Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
(HHS, www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm) beschrieben
werden.

WARNUNG | Biologische Materialien

VAN

Gehen Sie beim Umgang mit biologischen Materialien mit
der gréfitméglichen Vorsicht und geméf den erforderlichen
Sicherheitsbestimmungen vor. Tragen Sie immer eine
Schutzbrille, zwei Paar Laborhandschuhe und einen
Laborkittel.

Die verantwortliche Person (z. B. der Laborleiter) muss alle
erforderlichen Vorsichtsmafinahmen treffen, um
sicherzustellen, dass die unmittelbare Umgebung des
Arbeitsplatzes sicher ist und die Bediener des Gerdts
ausreichend geschult sind. Auflerdem dirfen die
Grenzwerte in Bezug auf infektidse Erreger, die in den
entsprechenden Sicherheitsdatenbléttern (MSDS) oder den
Vorschriften der OSHA*, ACGIH' oder COSHH? festgelegt
sind, nicht Uberschritten werden.

Weitere Informationen finden Sie unter
www.giagen.com/support/msds.aspx.

Beim Betrieb eines Abzugs und bei der Entsorgung von
Abfallstoffen missen alle Bestimmungen und Gesetze zu
Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz auf
Ubernationaler, nationaler und regionaler Ebene
eingehalten werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Vereinigte Staaten von Amerika)
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t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Vereinigte Staaten von
Amerika)
# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Vereinigtes Kénigreich)

1.4 Chemikalien

WARNUNG | Geféhrliche Chemikalien
Die Denaturierungslésung, die zusammen mit der Vakuum-

A Arbeitsstation verwendet wird, enthalt Natriumhydroxid, das
auf Augen und Haut reizend wirkt.
Tragen Sie immer eine Schutzbrille, Laborhandschuhe und
einen Laborkittel.
Die verantwortliche Person (z. B. der Laborleiter) muss alle
erforderlichen VorsichtsmaBnahmen treffen, um
sicherzustellen, dass die unmittelbare Umgebung des
Arbeitsplatzes sicher ist. Auch dirfen die Grenzwerte in
Bezug auf infektidse Erreger, die in den entsprechenden
Sicherheitsdatenblattern (MSDS) oder den Vorschriften der
OSHA*, ACGIH' oder COSHH? festgelegt sind, nicht
Uberschritten werden.
Weitere Informationen finden Sie unter
www.giagen.com/support/msds.aspx.
Beim Betrieb eines Abzugs und bei der Entsorgung von
Abfallstoffen missen alle Bestimmungen und Gesetze zu
Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz auf
Ubernationaler, nationaler und regionaler Ebene eingehalten
werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Vereinigte Staaten von Amerika)
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Vereinigte Staaten von
Amerika)

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Vereinigtes Kénigreich)

1.5 Gefahren durch mechanische Teile

Der Deckel des PyroMark Q24 MDx muss wahrend des
Betriebs geschlossen sein. Ein akustisches Warnsignal weist
Sie ggf. darauf hin, dass der Deckel noch nicht geschlossen
ist und ein sicherer Betrieb nicht gewdhrleistet ist.
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WARNUNG

VAN

Sich bewegende Gerdteteile

Um einen Kontakt mit sich bewegenden Teilen beim
Betrieb des PyroMark Q24 MDx zu vermeiden, darf das
Gerat nur mit geschlossenem Deckel betrieben werden.
Entfernen Sie nicht die Abdeckplatten; im Geréteinneren
befinden sich keine Bauteile, die vom Anwender gewartet
werden missen. Setzen Sie sich umgehend mit dem
Technischen Service von QIAGEN in Verbindung, falls
einmal ein Problem mit dem PyroMark Q24 MDx aufireten
sollte.

WARNUNG

VAN

Scharfe Nadeln

BerUhren Sie nicht die scharfen Nadeln am Boden der
Reagenzienkartusche. Gehen Sie vorsichtig mit den Nadeln
um. Kleine Partikel oder Fasern kénnen die Nadeln
verstopfen.

ACHTUNG

VAN

Wartung der Lichtleiter

Verwenden Sie ein fusselfreies Tuch, um die Fléche
zwischen dem Heizblock und dem Lichtleiter-Block im
Gerdateinneren zu reinigen. Verwenden Sie keine

Papierticher.

1.6

Uberhitzungsgefahr

WARNUNG

VAN

HeiBe Oberfléchen

Der Platten-Halter und der Heizblock (for das Annealing)
kénnen sehr heile Temperaturen von bis zu 80 °C
erreichen. BerUhren Sie diese Teile nicht, wenn sie
aufgeheizt sind.
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ACHTUNG

VAN

Uberhitzungsgefahr

Vergewissern Sie sich, dass ein Mindestabstand von 10 cm
zwischen Seitenwdnden und Ruckseite des PyroMark Q24
MDx und der Wand eingehalten wird, damit eine
ausreichende Belftung des Gerdts gewdihrleistet ist.

Die Luftungsschlitze und Offnungen, die for die Be- und
Entliftung des PyroMark Q24 MDx bestimmt sind, dirfen
nicht verdeckt werden.

1.7

Verbrauchsartikel

ACHTUNG

VAN

Nicht unterstitzte Verbrauchsartikel

Verwenden Sie keine anderen Verbrauchsartikel oder
Zubehérteile und schlieBen Sie keine anderen externen
Gerdte an als die, die in diesem Handbuch angegeben

sind.

1.8 Symbole auf dem PyroMark Q24 MDx
und den PyroMark Q24 Produkten
Symbol Fundstelle Sprache | Beschreibung
Typenschild auf EN CE-Kennzeichnung
c € der
GeraterUckseite
Typenschild auf EN Symbol der CSA-
der Zertifizierung in
sp" GeraterUckseite Kanada und den USA
G us
Typenschild auf EN FCC-Kennzeichen der
c der Federal
GeraterUckseite Communications
Commission der
Vereinigten Staaten
1-6 PyroMark Q24 MDx Handbuch 01/2016
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Symbol Fundstelle Sprache | Beschreibung
Typenschild auf EN RCM-Zeichen fir
der Australien
Geréterickseite (Herstellerkennung:
N17965)
p Typenschild auf EN Markierung gemaf
25’ der RoHS-Richtlinie fur
GeraterUckseite China (Beschrénkung
der Verwendung
bestimmter
gefahrlicher Stoffe in
Elektro- und
Elektronikgerdten)
Typenschild auf EN Elektro- und
der Elektronik-Aligeréte
Geréterickseite (Waste Electrical and
Electronic Equipment,
I WEEE)
Typenschild auf EN In-vitro-diagnostisches
IVD der Medizinprodukt
GeraterUckseite
—_— Reagenzien, EN Kennzeichnung der
LOT Lésungen, Produktions-Charge
Kartusche,
Platte
W Reagenzien, EN Kit enthalt Reagenzien
<N> Lésungen for <N> Tests
Reagenzien, EN Katalognummer
E Lésungen,
Kartusche,
Platte
Reagenzien, EN Materialnummer
MAT Lésungen,
Kartusche,
Platte
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Symbol Fundstelle Sprache | Beschreibung
Reagenzien, EN Komponente
COMP Lésungen,
Kartusche,
Platte
Reagenzien, EN Enthalt
Lésungen,
Kartusche,
Platte
Reagenzien, EN Anzahl
MNUM Lésungen,
Kartusche,
Platte
Reagenzien, EN Zur Verwendung bis
Lésungen,
Kartusche,
Platte
Reagenzien, EN Zulassiger
Lésungen, Temperaturbereich
Kartusche,
Platte
Gerdt, EN Lesen Sie die
Vakuum- detaillierten
Arbeitsstation, Informationen im
Reagenzien, Handbuch
Kartusche
Typenschild auf EN Hersteller i. S. d.
der Ruckseite Gesetzes
H des Gerats und
allen anderen
Produkten
\l/ Kartusche EN Von direkter
~o— .
— O~ Sonneneinstrahlung
/;l\ fernhalten

1-8

PyroMark Q24 MDx Handbuch 01/2016




Sicherheitshinweise

Symbol Fundstelle Sprache | Beschreibung
Kartusche EN Methoden-Nummer
| INSTRUM-PARAM | Kartusche EN Gerate-Parameter
Im EN Warnhinweis; lesen

A

Gerdteinneren

Sie das Handbuch

PyroMark Q24 MDx Handbuch 01/2016
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Frei bleibende Seite

1-10 PyroMark Q24 MDx Handbuch 01/2016



EinfGhrung

2 EinfGhrung

Vielen Dank, dass Sie sich for den PyroMark Q24 MDx
entschieden haben. Wir sind der festen Uberzeugung, dass
er zu einem integralen Bestandteil lhres Labors werden wird.

Vor der Inbetriecbnahme des PyroMark Q24 MDx sollten Sie
dieses Handbuch sorgféltig durchlesen — beachten Sie
insbesondere die Sicherheitshinweise, sieche Kapitel 1. Die
Anweisungen und Sicherheitsinformationen in diesem
Handbuch missen vom Anwender befolgt werden, um einen
sicheren Betrieb des PyroMark Q24 MDx zu gewdhrleisten
und das Gerdt in einem sicheren Zustand zu erhalten.

2.1 Uber dieses Handbuch

Dieses Benutzerhandbuch zum PyroMark Q24 MDx ist in die
folgenden Kapitel gegliedert:

1. Sicherheitshinweise

EinfUhrung

Allgemeine Beschreibung des Systems
Installation des Systems

Allgemeiner Betriebsablauf
Wartungsarbeiten

Hilfe zur Fehlersuche

O NO AWM

Glossar
Anhdnge

In den Anhéngen finden Sie die folgenden Informationen:
Technische Daten

Betriebs- und Umgebungsbedingungen
Recyclinganforderungen geméf3 WEEE-Richtlinie
Assay-Design und Validierung

Garantiebedingungen
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2.2

2.2.1

2.2.2

Allgemeine Informationen

Technischer Service

Der Technische Service von QIAGEN garantiert Qualitét
auch in der wissenschaftlichen Beratung unserer Kunden.
Hier stehen lhnen erfahrene Wissenschaftler for lhre Fragen
zu Probenvorbereitungs- und Testtechnologien sowie zur
Anwendung der QIAGEN Produkte gerne zur Verfigung.
Rufen Sie uns an, wenn Sie Fragen zum PyroMark Q24 MDx
oder zu anderen QIAGEN Produkten haben.

Die Erfahrungen unserer Kunden sind eine wichtige
Informationsquelle bei der Entwicklung und Verbesserung
unserer Produkte. Rufen Sie uns an, denn lhre Vorschléage
und Ideen zu unseren Produkten und zu neuen Techniken
interessieren uns.

Technische Hinweise und zusétzliche nitzliche Informationen
finden Sie in unserem Technischen Support Center unter
www.giagen.com/support. Dariber hinaus ist hnen das
Team vom Technischen Service gerne behilflich, falls Sie Rat
oder weitere Informationen zu QIAGEN Produkten benétigen
(Kontaktinformationen siehe hintere Umschlagseite oder
unter www.giagen.com).

Grundsatzerkldrung

Es entspricht der Unternehmensphilosophie von QIAGEN,
die Produkte kontinuierlich zu verbessern, sobald neue
Techniken und Komponenten verfigbar werden. QIAGEN
behélt sich das Recht vor, jederzeit technische Anderungen
vorzunehmen, die in Ubereinstimmung mit den Anfor-

derungen der IVD-Richtlinie 98/79/EG sind.

In unserem Bestreben, lhnen eine nitzliche und sachgerechte
technische Dokumentation zur Verfigung zu stellen, schétzen
wir lhre Kommentare und Anregungen zu diesem Handbuch
sehr. Wenden Sie sich diesbeziglich an unseren Technischen
Service.

2-2
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2.3

2.3.1

Angaben zur Version

Bei dem vorliegenden Dokument PyroMark Q24 MDx
Handbuch handelt es sich um die Version 1.0, Revision R4
dieses Handbuchs.

Vorgesehener Verwendungszweck des
PyroMark Q24 MDx

Der PyroMark Q24 MDx ist ein System zum Nachweis von
Verénderungen in bestimmten variablen Positionen eines
DNA-Molekils, die eventuell klinisch relevant sind.

Der PyroMark Q24 MDx ist fur den in-vitro-diagnostischen
Gebrauch in Europa vorgesehen.

Das PyroMark Q24 MDx Gerét ist ausschlie3lich fur die
Verwendung in Kombination mit den for dieses Gerét
entwickelten QIAGEN Kits und fur die in den zugehérigen
Kit-Handbichern beschriebenen Anwendungen vorgesehen.

Das PyroMark Q24 MDx System ist zum Gebrauch durch
entsprechend ausgebildete Anwender bestimmt, wie
beispielsweise Arzte und medizinisch- oder biologisch-
technische Assistenten, die in molekularbiologischen
Methoden und der Bedienung des PyroMark Q24 MDx
geschult sind.

Anforderungen an Benutzer des PyroMark Q24
MDx

Die folgende Tabelle fasst zusammen, Gber welche
technischen Fahigkeiten und Erfahrungen das fir Transport,
Installation, Gebrauch, Wartung und Instandhaltung des
PyroMark Q24 MDx zusténdige Personal verfigen sollte.
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Routinebetrieb
(Protokolllaufe)

Assay-Design und
Validierung

Wartungsarbeiten

AuBendiensts

Labortechniker oder
ahnlich qualifizierte
Mitarbeiter

Wissenschaftler oder
ahnlich qualifizierte
Mitarbeiter

Labortechniker oder
ahnlich qualifizierte

Aufgabe Personal Ausbildung/Erfahrung
Transport/Lieferung keine besonderen keine besonderen

Anforderungen Anforderungen
Installation nur

Servicespezialisten

des QIAGEN

entsprechend geschultes
und erfahrenes
Personal, das im
Umgang mit
Computern und
Gerdten der
Laborautomation geibt
ist

entsprechend ausge-
bildetes und erfahrenes
Personal, das mit
molekularbiologischen
Methoden vertraut ist

entsprechend geschultes
und erfahrenes

Mitarbeiter Personal, das im

Umgang mit
Computern und
Gerdten der
Laborautomation geibt
ist

Instandhaltung und  nur

jGhrliche Servicespezialisten

vorbeugende des QIAGEN

Wartung AuBendiensts
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Allgemeine Beschreibung des Systems

3.1

3.2

Allgemeine Beschreibung des
Systems

Der PyroMark Q24 MDx nutzt die bewdhrte sequenzbasierte
Technologie der Echizeit-Pyrosequenzierung (die
Pyrosequencing® Technologie) zur sequenzbasierten
Detektion und Quantifizierung bei genetischen Analysen und
epigenetischen Methylierungsstudien. Mit dem System
kénnen bis zu 24 Proben gleichzeitig analysiert werden. Die
Probenvorbereitung erfolgt anhand eines einfach
anzuwendenden Protokolls.

PyroMark Q24 MDx -
Begriffsbestimmungen
B PyroMark Q24 MDx: das Gerdt, die Software und die

Installation

B PyroMark Q24 MDx Gerét: nur das Gerét an sich

B PyroMark Q24 MDx Software: nur die Software

B PyroMark Q24 MDx Vakuum-Arbeitsstation: nur die
Vakuum-Arbeitsstation

B PyroMark Q24 MDx System: alle zuvor genannten

Komponenten plus ein beliebiger PyroMark Kit

Das Prinzip der Pyrosequenzierung

Bei der Pyrosequenzierung wird die Sequenzierung durch
Synthese zur genauen und quantitativen Analyse von DNA-
Sequenzen genutzt.

1. Ein Sequenzierungs-Primer hybridisiert an eine einzel-
stréngige, durch PCR amplifizierte Template-DNA.

2. Die Template wird mit Enzymen und Substraten inkubiert.

3. Doas erste der vier verschiedenen Nukleotide wird zur
Reaktion gegeben. Ist dieses Nukleotid komplementéar

zur Base im Template-Strang, wird es von der DNA-
Polymerase in den synthetisierten DNA-Strang eingebaut.
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4. Bei jedem Einbau eines Nukleotids wird ein Pyro-

phosphat-Molekil (PP) freigesetzt, sodass die Menge an
eingebautem Nukleotid der Menge an freigesetztem
Pyrophosphat entspricht.

Polymerase
(DNAJ, + dNTP ———————— 3 [DNA),,, + PPi

Die ATP-Sulfurylase setzt in Anwesenheit von Adenosin-
5'-phosphosulfat das PP; quantitativ in ATP um.

Dies treibt die Umwandlung von Luciferin in Oxyluciferin
durch Luciferase an, wobei Lichtblitze (Lumineszenz)
erzeugt werden, deren Anzahl proportional zur Menge
an ATP ist. Das Licht wird mithilfe von CCD-Detektoren
erfasst und als Peak im Pyrogramm dargestellt. Jedes
Lichtsignal ist dabei proportional zur Anzahl an
eingebauten Nukleotiden.

Sulfurylase)

[ §

APS+PPi AP Licht

Luciferin ~ Oxyluciferin

\

Luciferase
ATP Licht ‘\

Zeit

Beim Nukleotideinbau wird Licht erzeugt,
das im Pyrogramm als Peak dargestellt wird.

Durch Apyrase, ein Nukleotide degradierendes Enzym,
werden die nicht eingebauten Nukleotide und ATP

kontinuierlich abgebaut. Wenn diese Abbaureaktion
beendet ist, wird ein anderes Nukleotid zugegeben.

3-2
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3.3

Apyrase
dNTP ————— dNDP + dNMP + Phosphat

Apyrase
AP —==—= " ADP + AMP + Phosphat

8. Es wird immer nur eine Art Nukleotid zugegeben.

Hinweis: Es wird Desoxyadenosin-alpha-thio-
triphosphat (dATPaS) statt des natirlichen Desoxy-
adenosin-triphosphats (dATP) verwendet, weil es von der
DNA-Polymerase sehr effizient, von der Luciferase aber
nicht als Substrat erkannt wird.

Mit Fortschreiten des Prozesses wird der
Komplementérstrang gebildet und die Nukleotid-
Sequenz kann aus den Peaks der Lichtsignale im
Pyrogramm bestimmt werden.

Nukleotid-Sequenz
G c - A GG CC T

|

g E T A g [ T
zugegebenes Nukleotid

A J

Y

Das Funktionsprinzip des PyroMark Q24
MDx

Der PyroMark Q24 MDx fuhrt eine DNA-Sequenzierung
unter Anwendung der Pyrosequencing-Technologie durch.

1.

Die PyroMark Q24 Platte mit den Proben wird auf den
Heizblock im Inneren des Geréts gesetzt, und die
PyroMark Q24 Kartusche wird mit den PyroMark Gold
Q24 Reagenzien gefUllt und in die Dispensiereinheit
eingesetzt.

Der USB-Stick mit der Laufdatei, die zuvor in der
PyroMark Q24 MDx Software erstellt wurde, wird in den
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USB-Anschluss an der Vorderseite des Geréts gesteckt.
Dann wird der Lauf vom Anwender gestartet.

3. Folgende Parameter werden auf Sollwerte eingestellt:
Druck in der Dispensiereinheit, Mischfrequenz des
Plattenschittlers sowie Temperaturen von Heizblock,
Prozesskammer-Deckel und Kihlflussigkeit.

4. Enzym- und Substratgemisch werden in das Priming-Well
(die rechteckige Vertiefung) der Platte dispensiert, um
sicherzustellen, dass die Dispensierkapillaren gespilt und
mit Lésung gefullt sind.

5. Enzymgemisch und dann Substratgemisch werden in alle
benotigten Wells dispensiert.

6. Der Druck in der Dispensiereinheit wird erhoht.

7. Die Nukleotide werden zuerst in das Priming-Well
dispensiert, bevor sie in die Wells pipettiert werden. Die
Nukleotide werden in einer vorgegebenen Reihenfolge
zu den Ansdatzen gegeben. Nach jeder Zugabe eines
Nukleotids wird eine Zeit von 65 Sekunden eingehalten,
um sicherzustellen, dass alle enzymatischen Reaktionen
beendet sind.

8. Das Gerét erfasst mithilfe von 24 CCD-Detektoren, die
unter dem Heizblock angeordnet sind, die Lichtsignale in
allen Wells gleichzeitig. Die Daten werden zunéchst im
Gerét gespeichert.

9. Nach Abschluss des Laufs werden die Daten automatisch
auf den USB-Stick Gbertragen. Falls der USB-Stick
wdhrend eines Laufs entfernt wurde, kénnen die im
Gerat gespeicherten Daten manuell abgerufen werden.
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3.4 Das PyroMark Q24 MDx Gerdit

RARzzaEEAN

L

:

B Geratedeckel
Bildschirm

MenU-
Bedienungsknépfe

B USB-Anschluss

B Netzschalter

B LED; leuchtet auf, wenn
Spannung an der Kihl-
vorrichtung anliegt

USB-Anschluss (inaktiv)

B Lichttaster for Anzeige-
fenster des KihImittel-
stands

Bl Fenster zur Anzeige des
Kihlmittelstands

B Gerate-Netzanschluss
(24 V) ===

Bl Kohler-Netzanschluss
(12 V) ===

Vorder- und Rickansicht des PyroMark Q24 MDx Gerits.
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3.4.1

3.4.2

Prozesskammer

Heizblock.

Die Prozesskammer enthalt einen Heizblock, der die korrekte
Temperatur in der Platte aufrechterhélt. Falls die Raum-
temperatur zu hoch ist, wird der Heizblock von der
vorinstallierten Kbhlvorrichtung des PyroMark Q24 MDx
Geréts gekhlt.

Die Daten werden von 24 CCD-Detektoren unterhalb des
Heizblocks von allen Wells gleichzeitig erfasst. In den Wells,
in denen nach Zugabe eines Nukleotids eine positive
Reaktion stattfindet, wird ein Lichtblitz emittiert, der einen
Peak im Pyrogramm erzeugt. Um ein schnelles Durch-
mischen von Proben und Reagenzien in der Platte zu
ermdglichen, wird der Heizblock in der Prozesskammer
wahrend des Laufs kontinuierlich geschittelt.

Dispensiereinheit

Dispensiereinheit.

3-6
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3.5

3.6

Eine Reagenzienkartusche (die PyroMark Q24 Kartusche), die
mit den erforderlichen Volumina der PyroMark Gold Q24
Reagenzien gefullt ist, wird in die Dispensiereinheit
eingesetzt. Sobald der Druck in der Dispensiereinheit, die
Drehzahl des Schittlers sowie die Temperaturen von Heiz-
block, Prozesskammerdeckel und Kihlflissigkeit ihre
voreingestellten Sollwerte erreicht haben (dies kann ein paar
Minuten dauern), beginnt das Geré&t mit dem Dispensieren
der Reagenzien. Wéhrend des Laufs wird die Reagenzien-
kartusche Gber jedem Well der PyroMark Q24 Platte
positioniert, und die Reagenzien werden in Zickzackform von
einem pneumatischen System dispensiert.

Probenvorbereitung mit der PyroMark
Q24 MDx Vakuum-Arbeitsstation

Die zu analysierende DNA wird mittels PCR amplifiziert, wobei
einer der beiden verwendeten Primer biotinyliert ist. Dieses
biotinylierte Amplifikat wird dann auf streptavidin-
beschichteten Sepharose® Beads immobilisiert.

Die mit dem PyroMark Q24 MDx Gerét zu analysierenden
Proben sollten gemdf den Anweisungen in Abschnitt 5.3 unter
Verwendung der PyroMark Q24 MDx Vakuum-Arbeitsstation
verarbeitet werden.

Analysesoftware

Der PyroMark Q24 MDx wird mit der PyroMark Q24 MDx
Software ausgeliefert.

Der Computer, der fir die Konfiguration der Léufe und die
Datenanalyse verwendet wird, sollte die folgenden Mindest-
anforderungen erfillen:

Betriebssystem Microsoft® 7 (englische Version)
Pentium® IV Prozessor (3 GHz) oder héher

100 MB freie Festplattenkapazitat

1 GB RAM

Monitor mit 1280 x 1024 Pixeln

Grafikkarte, die die Auflésung des Monitors unterstitzt
Zeigegeréat (Maus oder Ahnliches)
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B USB-Anschluss und CD-ROM-Schnittstelle

Um Berichte, die im PDF-Format erzeugt werden, betrachten
zu kénnen, muss ein PDF-Reader auf dem Rechner installiert
sein. Der Adobe® Reader® kann unter www.adobe.com
heruntergeladen werden.
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4.2

Installation des Systems

Auslieferung und Installation des Systems

Das Auspacken und die Installation des PyroMark Q24 MDx
werden von einem zertifizierten Servicespezialisten des
QIAGEN Auf3endiensts vorgenommen. Wéhrend der
Installation sollte eine Person anwesend sein, die mit den
Gerdten und Computern lhres Labors vertraut ist.

Zum Lieferumfang gehéren die folgenden Teile:

PyroMark Q24 MDx Gerét (inklusive zwei USB-Sticks)
PyroMark Q24 MDx Vakuum-Arbeitsstation (separat zu
erwerben)

PyroMark Q24 MDx Handbuch

PyroMark Q24 MDx Software-Handbuch
PyroMarkQ24 Platten-Halter

Reagenzien und weiteres Zubehdr kann separat bestellt
werden; besuchen Sie die Webseite
www.giagen.com/products/PyromarkQ24MDx.aspx.

Anforderungen

Standort

Das PyroMark Q24 MDx Gergt und die PyroMark Q24 MDx
Vakuum-Arbeitsstation dirfen nicht in direktem Sonnenlicht
oder in unmittelbarer Néhe zu Wérme- und Vibrations-
guellen oder von elekirischen Stérfeldern aufgestellt werden.
Im Anhang A finden Sie Angaben zu den Betriebsbedin-
gungen (Temperatur und Luftfeuchtigkeit). Am Aufstellort
sollten kein Durchzug, keine UberméfBige Luftfeuchtigkeit,
Uberméfige Staubeinwirkung und nicht zu grof3e
Temperaturschwankungen herrschen.

Angaben zu Gewicht und Abmessungen des PyroMark Q24
MDx Geréts und der PyroMark Q24 MDx Vakuum-Arbeits-
station finden Sie im Anhang A.
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Stellen Sie sicher, dass der Arbeitstisch eben, trocken,
sauber, vibrationsgeschitzt und geniigend grof3 ist, sodass
Zubehér darauf abgelegt werden kann. Oberhalb des
Arbeitstisches wird ein freier Raum von ca. 70 cm Héhe
benétigt, um das PyroMark Q24 MDx Gerét (mit gedffnetem
Deckel) aufstellen zu kédnnen. Lassen Sie auf der Rickseite

des Gerdts einen Freiraum von mindestens 10 cm fir die
Kabel.

Entfernen Sie die Schaumstoff-Transportsicherung der
Dispensiereinheit. Bewahren Sie die Transportsicherung fur
einen spateren Transport des Geréts auf.

Das PyroMark Q24 MDx Gerdt muss in der Néhe

(max. 1,5 m Abstand) von zwei ordnungsgeméf geerdeten
Wechselstrom-Steckdosen aufgestellt werden. Die Strom-
leitung zum PyroMark Q24 MDx Gerdt sollte spannungs-
reguliert und vor StromstéBen geschitzt sein.

Hinweis: Wir empfehlen, das Gerét direkt an eigens dafor
vorgesehene Steckdosen anzuschlieBen — und nicht, z. B.
Uber Mehrfachsteckdosen, mehrere Laborgeréte an eine
Steckdose. Stellen Sie den PyroMark Q24 MDx nicht auf
einem vibrierenden Untergrund oder in der N&he von
vibrierenden Maschinen/Geréten auf.

ACHTUNG

VAN

Uberhitzungsgefahr

Vergewissern Sie sich, dass ein Mindestabstand von 10 cm
zwischen Seitenwdnden und Rickseite des PyroMark Q24
MDx und der Raumwand eingehalten wird, damit eine
ausreichende Belftung des Gerdts gewdihrleistet ist.

Die Luftungsschlitze und Offnungen, die for die Be- und
Entliftung des PyroMark Q24 MDx bestimmt sind, dirfen

nicht verdeckt werden.

Netzstromanforderungen

Das PyroMark Q24 MDx Gerat arbeitet mit:
B Eingangsspannung 100-240 V AC, 50-60 Hz, 160 VA
B Gerate-Nennspannung 24 V DC, 40 W
B Kohler-Nennspannung 12 V DC, 60 W

4-2
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4.3
4.3.1

Die PyroMark Q24 MDx Vakuum-Arbeitsstation arbeitet mit:
B 100V AC, 50/60 Hz, 25 VA,

B 115V AC, 60 Hz, 25 VA oder

B 230V AC, 50 Hz, 25 VA

Vergewissern Sie sich, dass die Nennspannung des PyroMark
Q24 MDx mit der Wechselspannung am Aufstellort Gber-
einstimmt. Die Netzspannungsschwankungen dirfen 10 %
der Nennspannung nicht Gberschreiten.

Anforderungen an die Erdung

Zum Schutz der Bediener muss das PyroMark Q24 MDx
Gerdat ordnungsgeméf geerdet werden. Das PyroMark Q24
MDx Gerét ist mit zwei 3-Phasen-Wechselspannungskabeln
ausgestattet, die fir eine ordnungsgemdéfe Erdung des
Geréts sorgen. Damit diese Schutzfunktion erhalten bleibt,
darf das PyroMark Q24 MDx Gerdat nicht an Wechsel-
spannungsquellen betrieben werden, die keine
Erdungsleitung (Schutzleiter) besitzen.

Installation der Analysesoftware

Installieren oder Upgraden der PyroMark Q24
MDx Software

Hinweis: Falls der Computer mit einem Netzwerk verbunden
ist, kénnten es die Sicherheitseinstellungen des Netzwerks
verhindern, dass Sie diesen Prozess durchfihren kénnen.
Kontaktieren Sie lhren Systemadministrator, falls Sie
diesbeziglich weitere Informationen benétigen.

1. Vergewissern Sie sich, dass die Ausstattung des
Computers die Mindestanforderungen erfillt (siehe
Abschnitt 3.6).

2. SchlieBen Sie alle Programme, die gerade vom
Computer ausgefihrt werden.

3. Schieben Sie die PyroMark Q24 MDx Software-CD in das
CD-Laufwerk.

4. Klicken Sie im CD-MenU auf “Install PyroMark Q24 MDx
Software” (,PyroMark Q24 MDx Software installieren”).

PyroMark Q24 MDx Handbuch 01/2016 4-3



Installation des Systems

6.

Falls das CD-Menu nicht automatisch erscheint:

B Wahlen Sie im Windows ,Start”-MenU die Option
“(My) Computer”.

m Klicken Sie mit der rechten Maustaste das CD-
Laufwerk mit der Software-CD an und wdhlen Sie
“Open” (,Offnen”).

m Doppelklicken Sie auf die Datei autorun.exe.

Befolgen Sie die Anweisungen, die im “Setup Wizard”
(,Installations-Assistenten”) erscheinen.

Hinweis: Falls die Software .NET Framework 3.5
installiert werden muss (die Aufforderung zur Installation
erscheint im “Setup Wizard"”), muss die Installations-
prozedur erneut gestartet werden, nachdem die Installa-
tion der .NET-Framework-Software abgeschlossen ist,

d. h. 6ffnen Sie das CD-Men0 (siehe Schritt 4) und
klicken Sie auf “Install PyroMark Q24 MDx Software”
(,PyroMark Q24 MDx Software installieren”).

Wenn die Software erfolgreich installiert wurde, klicken
Sie auf “Exit Setup” (,,Setup verlassen”) im CD-Men(.

Uberprifen Sie bitte mithilfe der Windows Update-
Funktion (www.update.microsoft.com), ob eventuell
wichtige Updates for .NET Framework 3.5 verfigbar
sind.

Um die von der PyroMark Q24 MDx Software im PDF-
Format erstellten Reports betrachten zu kénnen, muss ein
PDF-Reader auf dem Rechner installiert sein. Der Adobe
Reader kann unter www.adobe.com heruntergeladen

werden.
4.3.2 Deinstallation der PyroMark Q24 MDx Software
1. Waéhlen Sie im Windows ,Start’-Meni die Option
“Control Panel” (,Systemsteuerung”).
2. Klicken Sie im “Control Panel” (,Systemsteuerung”) auf
entfernen”; bei Betriebssystem XP) oder auf “Uninstall a
program” (,Programm deinstallieren”) in der Kategorie
~Programme”).
3. Wéhlen Sie in der Liste der Programme ,,PyroMark
Q24".
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4. Klicken Sie auf “Uninstall” (,Deinstallieren”).

5. Wiederholen Sie die Schritte 3 und 4 fir das Programm
.PyroMark Launcher.
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Frei bleibende Seite
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5.1

5.1.1

5.1.2

Allgemeiner Betriebsablauf

Dieses Kapitel beschreibt die Bedienung des PyroMark Q24
MDx.

Es wird empfohlen, dass Sie den Abschnitt 3.4, in dem die
Komponenten des PyroMark Q24 MDx Gerdts beschrieben
sind, lesen, bevor Sie hier weiterlesen.

Gerdteadministration

Einstellen von Uhrzeit und Datum

Mit dem korrekten Einstellen von Datum und Uhrzeit stellen

Sie sicher, dass den Gerdate- und Lauf-Logdateien sowie den

Analyseberichten ein genauer Datums- und Zeitstempel

zugeordnet wird. Stellen Sie Datum und Uhrzeit wie folgt ein:

1. Wahlen Sie im Hauptmeni “Administration” (das Gerat
darf dabei nicht in Betrieb sein).

2. Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und v auf “Set
Date and Time” (,Datum und Uhrzeit einstellen”) und
dricken Sie “OK".

3. Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und » auf den
Parameter, den Sie éndern méchten.

4. Editieren Sie den ausgewdhlten Parameter mithilfe der
Pfeiltasten a und «.

5. Wiederholen Sie zum Bearbeiten weiterer Parameter die
Schritte 3 und 4.

6. Dricken Sie “Set” (,Einstellen”), um die Anderung(en) zu
speichern.

Kopieren nicht gespeicherter Laufdateien

Falls der USB-Stick aus dem Gerdt gezogen wird, bevor der
Lauf abgeschlossen ist, kénnen Sie die Laufdaten wie folgt
aus dem Gerétespeicher abrufen:

1. Stecken Sie einen der mitgelieferten USB-Sticks in den
USB-Anschluss auf der Gerédte-Vorderseite — das Geréit
darf dabei nicht in Betrieb sein.
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2. Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und v im
Hauptmeni auf “Administration” und dricken Sie “OK”.

3. Wabhlen Sie “Copy Unsaved Runs” (,Nicht gespeicherte
Laufe kopieren”) und dricken Sie “OK”.

4. Wadhlen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und « die
Laufdatei aus, die Sie kopieren wollen, und dricken Sie
auf “Select” (,Aufrufen”).

5. Wenn die Bestatigung erscheint, dass die Laufdatei auf
den USB-Stick gespeichert wurde, dricken Sie auf
“Close” (,Schliefen”).

6. Entnehmen Sie den USB-Stick.

5.1.3 Kopieren der zuletzt gespeicherten Laufdateien

Sofern gentgend freier Speicherplatz im internen Speicher
vorhanden ist, werden Kopien der Laufdateien im Gerét
gespeichert.

Hinweis: Wenn nicht mehr gentgend Speicherplatz
vorhanden ist, werden die Laufdateien automatisch in
chronologischer Reihenfolge geldscht — mit Ausnahme der
Dateien, die nicht auf einen USB-Stick gespeichert wurden
(sieche Abschnitt 5.1.2). Diese Dateien kénnen von Hand
geldscht werden.

Kopieren Sie die zuletzt gespeicherten Léufe wie folgt:

1. Stecken Sie einen der mitgelieferten USB-Sticks in den
USB-Anschluss auf der Geréte-Vorderseite — das Geréit
darf dabei nicht in Betrieb sein.

2. Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten a und v im
Hauptmeni auf “Administration” und dricken Sie “OK”.

3. Wéhlen Sie “Copy Recently Saved Runs” (,Zuletzt
gespeicherte Laufe kopieren”) und driicken Sie “OK”.

4. Wabhlen Sie mithilfe der Pfeiltasten a und v die
Laufdatei aus, die Sie kopieren wollen, und dricken Sie
auf “Select” (,Aufrufen”).

5. Wenn die Bestétigung erscheint, dass die Laufdatei auf

den USB-Stick gespeichert wurde, driicken Sie auf
“Close” (,SchlieBen”).
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6.

Entnehmen Sie den USB-Stick.

5.1.4 Kopieren von Logdateien

Falls Sie einmal Logdateien an den Technischen Service von
QIAGEN schicken mussen, kopieren Sie diese Dateien
folgendermaf3en:

1. Stecken Sie einen der mitgelieferten USB-Sticks in den
USB-Anschluss auf der Geréte-Vorderseite — das Gerét
darf dabei nicht in Betrieb sein.

2. Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten a und v im
HauptmenU auf “Administration” und dricken Sie “OK”.

3. Wadhlen Sie “Copy Log Files” (,Logdateien kopieren®)
und dricken Sie “OK".

4. Wenn die Bestatigung erscheint, dass die Logdateien auf
den USB-Stick gespeichert wurden, dricken Sie auf
“Close” (,Schlieflen”).

5. Entnehmen Sie den USB-Stick.

5.1.5 Wiederherstellen beschédigter Laufdateien

Falls Laufdateien beschadigt werden (z. B. wenn das Gerét
wéhrend eines Laufs ausgeschaltet wurde), kénnen Sie die
Laufdateien wie folgt wiederherstellen:

1.

Stecken Sie einen der mitgelieferten USB-Sticks in den
USB-Anschluss auf der Gerédte-Vorderseite — das Geréit
darf dabei nicht in Betrieb sein.

Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und v im
HauptmenU auf “Administration” und dricken Sie “OK”.

Wahlen Sie “Extract Damaged Runs” (,Beschadigte
Laufdateien wiederherstellen”) und dricken Sie “OK”.

Wenn die Bestétigung erscheint, dass die Laufdateien auf
den USB-Stick gespeichert wurden, dricken Sie auf
“Close” (,Schlieflen”).

Entnehmen Sie den USB-Stick.
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5.1.6

5.1.7

5.1.8

Anzeigen von Versions-, Kontakt- und weiterer
Informationen

Um Software- und Hardware-Versionsnummern sowie
Kontakt- und andere Informationen anzuzeigen, gehen Sie
wie folgt vor:

1. Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und v im
Hauptmens auf “About” (,Info”) und dricken Sie “OK”.

2. Wéhlen Sie die Information, die Sie anzeigen lassen
wollen und dricken Sie auf “OK".

Upgraden der Gerdte-Software

Wenn Sie ein Upgrade von QIAGEN erhalten haben, gehen
Sie wie folgt vor, um die Software zu aktualisieren:

1. Speichern Sie die Upgrade-Dateien auf einen der
mitgelieferten USB-Sticks. Die Dateien sollten in einen
Ordner mit der Bezeichnung “Upgrade” im
Wurzelverzeichnis des USB-Sticks gespeichert werden.

2. Stecken Sie den USB-Stick in den USB-Anschluss auf der
Gerdte-Vorderseite — das Geréit darf dabei nicht in
Betrieb sein. Nehmen Sie ihn nicht wieder heraus,
solange der Upgrade-Vorgang léuft.

3. Gehen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und v im
Hauptmeni auf “Administration” und klicken Sie “OK”.

4. Wabhlen Sie “Upgrade Software” und klicken Sie auf
IIOKII‘

5. Befolgen Sie die Anweisungen auf dem Bildschirm.

Ausfiuhren einer externen Applikation

Die MenUoption “Run External Application” (,Externe
Applikation ausfihren”) wird for Wartungsprogramme
bendtigt. Starten Sie ein Wartungsprogramm nur, wenn der
Technische Service von QIAGEN lhnen den Hinweis dazu
gegeben hat.
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5.2

5.2.1

5.2.2

Konfigurieren eines Laufs

Bevor Sie einen Lauf konfigurieren, empfehlen wir lhnen, sich
mit den Sicherheitsinformationen in Kapitel 1 vertraut zu
machen.

Detaillierte Anweisungen zum Konfigurieren eines Laufs
finden Sie im PyroMark Q24 MDx Software-Handbuch.

Starten der PyroMark Q24 MDx Software

Waéhlen Sie im Windows ,Start“-Meni “(All) Programs” (,Alle
Programme”), aus der Programmliste dann ,PyroMark/
PyroMark Q24“.

Nach Start der Software kénnen Sie durch Dricken der ,,F1%-
Taste jederzeit das PyroMark Q24 MDx Software-Handbuch

einsehen.

Konfigurieren eines Assays

1. Klicken Sie im Verknipfungs-Browser (“Shortcut
browser”) mit der rechten Maustaste auf den Ordner, in
den Sie die Assay-Datei speichern wollen. Wéhlen Sie
“New Assay” (,Neuer Assay”) und anschlieBend den
gewUnschten Assay-Typ (AQ, CpG oder SQA) aus dem
Kontextmend.

Hinweis: Um eine Verknipfung zu einem Ordner im
Verknipfungs-Browser hinzuzufigen, klicken Sie auf
“Add Folder Shortcut” (,VerknUpfung zu Ordner
hinzufogen®).

2. Geben Sie den Dateinamen ein und driicken Sie die
“Enter”-Taste (,Eingabe”).

3. Wenn Sie einen AQ- oder CpG-Assay anlegen, kopieren
oder geben Sie die “Sequence to Analyze” (,Zu
analysierende Sequenz”) ein und klicken Sie dann auf
die Taste “Generate Dispensation Order” (,Dispensier-
Reihenfolge generieren”). Beim Anlegen eines SQA-
Assays geben Sie die “Dispensation Order” (,Dispensier-
Reihenfolge”) ein.

4. Klicken Sie auf das Symbol i in der Werkzeugleiste.
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5.2.3

Hinweis: Uberprifen Sie den von lhnen angelegten
Assay mithilfe einer Referenz-DNA-Probe, bevor Sie Ihre
Proben analysieren (sieche Anhang B).

Hinweis: Wenn Sie QIAGEN Kits verwenden, verwenden
Sie die im jeweiligen Kit-Handbuch angegebenen
Einstellungen.

Optional

Auf Wunsch kénnen Sie eine Anmerkung zu dem Assay
eingeben und variable Parameter auf der Registerkarte
“Variable Positions” einstellen (nur for AQ- und CpG-Assays
verfigbar).

Beim Anlegen eines CpG-Assays empfiehlt es sich,
Bisulfitbehandlungs-Kontrollen mit aufzunehmen. Uberprifen
Sie vor der Bisulfitbehandlung in der Sequenz, ob bei den
vorgeschlagenen Bisulfitkontrollen eine Konversion von Cs zu
Ts (zu lesen als Gs und As bei reversen Assay) vorliegt und
als Kontrollen geeignet sind oder nicht.

Um eine Kontrolle hinzuzufigen, klicken Sie mit der linken
Maustaste auf ein fett und orange dargestelltes T oder A im
Histogramm, vorzugsweise am Anfang der Sequenz.

Hiztogram
2 .

w

]

YET T GacT — - - G T A
Y S Add Potential Bisulfite Treatment Contral Before Dispensation
Add Potential Bisulfite Treatment Control After Dispensation

Konfigurieren einer Laufdatei

1. Klicken Sie im VerknUpfungs-Browser mit der rechten
Maustaste auf den Ordner, in den Sie die Laufdatei
speichern wollen und wéhlen Sie die Option “New Run”
(,Neuer Lauf’) aus dem Kontextmeno.

Hinweis: Um eine Verknipfung zu einem Ordner im
Verknipfungs-Browser hinzuzufigen, klicken Sie auf
“Add Folder Shortcut” (,Verknipfung zu Ordner
hinzufugen®).

5-6
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2. Geben Sie den Dateinamen ein und driicken Sie die
“Enter”-Taste (,Eingabe”).

3. Wabhlen Sie die Option “Instrument Methods”
(,Geratemethoden”); weitere Anweisungen siehe
Abschnitt 5.2.4.

4. Ordnen Sie jedem benutzten Well einen Assay zu, d. h.
ziehen Sie mit gedrickter Maustaste einen Assay von
dem VerknUpfungs-Browser zu einem Well oder einer
markierten Gruppe von Wells.

Ein Well wird dann geméf dem zugeordneten Assay
farblich unterlegt.

Plate Setup

5. Um eine Probenkennung oder Anmerkung einzugeben,
wdhlen Sie die betreffende Tabellenzelle an und geben
Sie den Text ein. Eine ausgewdhlte Zelle wird mit einer
blauen Hintergrundfarbe hervorgehoben.

Azzay Mame Azzay Mame

Loz H I |
TERIEEIEE U

6. Klicken Sie auf das Symbol i in der Werkzeugleiste.

7. Drucken Sie ein Liste mit den erforderlichen Volumina
der Reagenzien und der Konfiguration der Platte aus:
Waéhlen Sie dazu die Option “Pre Run Information”
(,Informationen vor dem Lauf”) aus dem Meni “Tools”
(,Werkzeuge”) und klicken Sie auf das Symbol =, sobald
der Report erscheint.

8. Schliefien Sie die Laufdatei und kopieren Sie sie auf
einen der mitgelieferten USB-Sticks.

Die Laufdatei kann nun abgearbeitet werden; stecken Sie
den USB-Stick in den USB-Anschluss auf der Vorderseite
des PyroMark Q24 MDx Gerdts (siehe Abschnitt 5.5).
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Optional

Falls gewinscht, geben Sie die “Reagent ID” (,Reagenzien-
kennung”), d. h. die Chargennummer der PyroMark Gold
Q24 Reagenzien, eine “Plate ID” (,Plattenkennung”), einen
Platten-“Barcode” und eine “Run Note” (,Anmerkung zum
Lauf’) in der Laufdatei ein.

Weitere Informationen

Es gibt mehrere Méglichkeiten, eine Platte zu konfigurieren.
Sie kénnen zum Beispiel ein Muster-Layout, das zuvor in
einer Textdatei definiert wurde, importieren und kopieren
oder per Drag-and-Drop kopieren, und eine Probenkennung
mit einer inkrementellen Nummer versehen (wenn der letzte
Teil der eingegebenen Probenkennung eine Zahl ist). Weitere
Informationen finden Sie im PyroMark Q24 MDx Software-
Handbuch (dricken Sie die ,F1”-Taste, wenn die PyroMark
Q24 MDx Software bereits gestartet wurde).

Hinweis: Wenn Sie als Ausgangsdatei fur lhren Lauf eine
frihere Laufdatei verwenden méchten, klicken Sie im
Verknipfungs-Browser mit der rechten Maustaste auf die
bereits abgearbeitete Laufdatei und wéhlen Sie die Funktion
“Copy and Rerun” (,Kopieren und erneut ausfihren”) aus
dem KontextmenU. Darauthin wird nur die in dieser Laufdatei
gespeicherte Konfiguration kopiert, nicht die Lauf- und
Analysedaten.
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5.24 Verwaltung der Gerdtemethoden

Tools Wimid o

| Instrument Methods

Pre Run Information

Die Geratemethode sollte geméaf3 den Reagenzien und der
Reagenzienkartusche, die beim Lauf verwendet werden,
gewdhlt werden. Die Methoden-Nummer, die auf der
PyroMark Q24 Kartusche aufgedruckt ist, entspricht
spezifischen Einstellungen von Methoden-Parametern, die
unter www.qgiagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx zur
Verfugung stehen.

Hinweis: Es wird empfohlen, nur die von QIAGEN
bereitgestellten Methoden zu verwenden.

So importieren Sie eine neue Methode:

1. Laden Sie von der oben angegebenen Webseite die
Methoden-Datei herunter, die der Methoden-Nummer
auf dem Kartuschenetikett entspricht. Speichern Sie sie
auf dem Computer ab, auf dem die PyroMark Q24 MDx
Software installiert ist.

2. Klicken Sie im “Instrument Methods”-Dialogfenster auf
die Funktion “Import”. Darauthin éffnet sich das
Dialogfenster “Find Instrument Method”
(,Gerétemethode suchen”).

3. Wahlen Sie die heruntergeladene Methoden-Datei aus
und klicken Sie auf “Open” (,Offnen”).
So erstellen Sie eine neue Methode:

1. Waéhlen Sie im “Instrument method”-Dialogfenster eine
bereits existierende Methode und klicken Sie auf “Save
As” (,Speichern unter”).

2. Geben Sie einen Namen fir die neue Methode ein und
dricken Sie auf “Enter” (,,Eingabe”).

3. Andern Sie die Einstellungen der Methoden-Parameter
im Dialogfenster so ab, dass sie denen entsprechen, die
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auf der Webseite www.qgiagen.com/Products/
PyroMarkQ24MDx.aspx verfigbar sind.

4. Klicken Sie auf “Save” (,Speichern®).

Methoden-Parameter

Im “Instrument Methods”-Dialogfenster kann auf die
folgenden Parameter zugegriffen werden.

Reagenzien-Druck Druck (in Millibar), mit dem
(“Reagent pressure”) Enzymgemisch und Substratgemisch
dispensiert werden.
Enzym-Pulsdauer Dauer der Abgabe (in Millisekunden)
(“Enzyme pulse time”) des Enzymgemischs.
Substrat-Pulsdauer Dauer der Abgabe (in Millisekunden)
(“Substrate pulse time”) des Substratgemischs.
Nukleotid-Druck Druck (in Millibar), mit dem die
(“Nucleotide pressure”) Nukleotide dispensiert werden.
Nukleotid-Pulsdauer Dauer der Abgabe (in Millisekunden)
(“Nucleotide pulse time”)  der Nukleotide.
Anmerkung (“Note”) Anmerkung zur Gerdtemethode
(optional).
5.3 Probenvorbereitung

Die Proben, die mit dem PyroMark Q24 MDx Gerét

analysiert werden sollen, sollten geméaf3 den folgenden

Anweisungen vorbereitet werden.

Fur die Probenvorbereitung sind folgende Geréte, Materi-

alien und Reagenzien erforderlich. Alle Reagenzien und

Lésungen sollten vor Beginn auf Raumtemperatur (15-25 °C)

dquilibriert sein. Alle Arbeitsschritte werden, sofern nichts

anderes angegeben ist, bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Vom Anwender bereitzustellende Ausristung und

Reagenzien

B PyroMark Q24 MDx Vakuum-Arbeitsstation
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B Plattenschittler (fur Immobilisierung an die Beads)

B Heizblock, der bis auf 80 °C temperiert werden kann

B PyroMark Q24 Platte

B 24-Well-PCR-Platte oder -Streifen

B PyroMark Q24 Kartusche

B Deckelstreifen

B Streptavidin-Sepharose-Beads (Streptavidin Sepharose
High Performance; 34 um, 5 ml; von GE Healthcare,
siehe www.gelifesciences.com)

B QIAGEN IVD-markierte Assays fur die
Pyrosequenzierung

B hochreines Wasser (z. B. Milli-Q, Leitfahigkeit
18,2 MQ x cm, oder vergleichbare Qualitét)

B Ethanol (70 %)

B PyroMark Bindungspuffer (“Binding Buffer”)

B PyroMark Denaturierungsldsung (“Denaturation
Solution”)

B PyroMark Waschpuffer-Konzentrat (“Wash Buffer
concentrate”)

B PyroMark Annealing-Puffer (“Annealing Buffer”)

5.3.1 Funktionstest der PyroMark Q24 MDx Vakuum-
Arbeitsstation

Bevor Sie die PyroMark Q24 MDx Vakuum-Arbeitsstation
benutzen, Gberprifen Sie die ordnungsgeméfie Funktion der
Filter-Hohlnadeln, indem Sie den folgenden Funktionstest
durchfGhren:

1.

w

Geben Sie 100 ul hochreines Wasser in jedes Well einer
24-Well-PCR-Platte.

Fillen Sie einen Trog mit 70 ml hochreinem Wasser.
Schalten Sie die Vakuumpumpe ein.

Legen Sie Unterdruck an den Vakuum-Saugkopf an,
indem Sie den Vakuumschalter éffnen.

Senken Sie die Filter-HohInadeln vorsichtig in den Trog
und halten Sie sie fir ca. 20 s in Position. Vergewissern
Sie sich, dass das Wasser in den Flussigabfallbehalter
abgesaugt wird; das bedeutet, dass ein Unterdruck
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5.3.2

5.3.3

anliegt. Ist dies nicht der Fall, Gberprifen Sie sémiliche
Schlauchverbindungen.

Senken Sie die Filter-Hohlnadeln in die Wells der PCR-
Platte und prifen Sie, ob das Wasser in allen Wells
gleichméBig angesaugt wird und alle Wells nach
spatestens 10 s leer sind.

Sind die Wells nach 10 s nicht leer, wiederholen Sie die

Prozedur ab Schritt 1 noch einmal. Wenn der

Funktionstest zweimal fehlschlégt, dann ersetzen Sie die
Filter-Hohlnadeln (siehe Abschnitt 6.3.2).

DNA-Amplifikation

Amplifizieren Sie die zu analysierende DNA durch PCR unfer
Verwendung eines der biotinylierten Primer. Hinweise, wie Sie
valide Analysedaten erhalten, finden Sie in Anhang B.

Immobilisierung der PCR-Produkte auf den
Beads

Die biotinylierten PCR-Produkte werden auf streptavidin-
beschichteten Sepharose-Beads (Streptavidin Sepharose High
Performance; von GE Healthcare) immobilisiert.

1.

Schwenken Sie die Flasche mit den streptavidinbeschich-
teten Sepharose-Beads vorsichtig hin und her, bis eine
homogene Lésung vorliegt.

Mischen Sie in einem Réhrchen die Gesamtmenge der
streptavidinbeschichteten Sepharose-Beads (2 ul pro
Probe) mit dem Bindungspuffer (40 ul pro Probe). Geben
Sie hochreines Wasser hinzu, sodass ein Gesamtvolumen
von 80 ul pro Well erreicht wird — inklusive des PCR-
Produkts, das in Schritt 4 hinzupipettiert wird.

Das Volumen Wasser hdngt vom eingesetzten Volumen
PCR-Produkt ab. Beispiel: Wenn Sie 15 ul PCR-Produkt,
2 ul Beads-Suspension und 40 ul Bindungspuffer
verwenden, dann missen 23 ul hochreines Wasser
hinzupipettiert werden.

Geben Sie die in Schritt 2 angesetzte Lésung in die Wells
einer 24-Well-PCR-Platte oder eines PCR-Streifens.

5-12
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4. Pipettieren Sie gemdaf3 der Platten-Konfiguration (siehe
Abschnitt 5.2.3) 5-20 ul biotinyliertes PCR-Produkt
geeigneter Konzentration in jedes Well der PCR-Platte
(oder des -Streifens).

Hinweis: Bei Verwendung des PyroMark PCR-Kits fihren
5-10 ul des PCR-Produkts in den meisten Féllen zu
zufriedenstellenden Ergebnissen bei der Pyro-
sequenzierung. Dieses Volumen sollte so gewdhlt
werden, dass die einzelnen Peaks im Pyrogramm eine
Héhe von mindestens 40 RLE erreichen.

Hinweis: Das Gesamtvolumen pro Well sollte 80 ul
betragen.

5. VerschlieBen Sie die Wells der PCR-Platte (oder der
-Streifen) mit PCR-Deckelstreifen. Stellen Sie sicher, dass
es zwischen den Wells nicht zu einem FlussigkeitsGbertritt
aufgrund einer Leckage kommen kann.

6. Schitteln Sie die PCR-Platte (oder die -Streifen) for
5-10 Min. bei konstant 1400 UpM und Raumtemperatur
(15-25 °C) auf einem Plattenschittler.
Hinweis: Sepharose-Beads sedimentieren relativ schnell,
d. h. der Bindungsschritt an die Beads sollte méglichst
direkt im Anschluss an das Schitteln erfolgen.
Hinweis: Bereiten Sie wahrend der Immobilisierung die

Vakuum-Arbeitsstation fir die Probenvorbereitung vor
(Schritte 1 bis 8 in Abschnitt 5.3.4).
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5.3.4 Trennung der DNA-Strénge und Uberfihrung
der Proben in die PyroMark Q24 Platte

WARNUNG | Geféhrliche Chemikalien
Die Denaturierungslésung, die zusammen mit der

A Vakuum-Arbeitsstation verwendet wird, enthalt
Natriumhydroxid, das auf Augen und Haut reizend wirkt.
Tragen Sie immer eine Schutzbrille, Laborhandschuhe und
einen Laborkittel.
Die verantwortliche Person (z. B. der Laborleiter) muss alle
erforderlichen VorsichtsmaBnahmen treffen, um
sicherzustellen, dass die unmittelbare Umgebung des
Arbeitsplatzes sicher ist. Auch dirfen die Grenzwerte in
Bezug auf infektidse Erreger, die in den entsprechenden
Sicherheitsdatenbléttern (MSDS) oder den Vorschriften der
OSHA*, ACGIH' oder COSHH? festgelegt sind, nicht
Uberschritten werden. Weitere Informationen finden Sie
unter www.qgiagen.com/support/msds.aspx.
Beim Betrieb eines Abzugs und bei der Entsorgung von
Abfallstoffen missen alle Bestimmungen und Gesetze zu
Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz auf
Ubernationaler, nationaler und regionaler Ebene
eingehalten werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Vereinigte Staaten von Amerika)
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Vereinigte Staaten von
Amerika)

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Vereinigtes Kénigreich)

Wichtige Hinweise, bevor Sie mit der Praparation
beginnen

Temperieren Sie einen der PyroMark Q24 Platten-Halter auf
80 °C (wird fur Annealing-Schritt — siehe Abschnitt 5.3.5 —
benétigt), indem Sie ihn (ohne Platte) auf einen entsprechend
eingestellten Heizblock stellen.

Durchfihrung

1. Vergewissern Sie sich, dass die PyroMark Q24 MDx
Vakuum-Arbeitsstation korrekt zusammengebaut ist und
sicher funktioniert.
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Der Netzstecker sollte leicht zugénglich sein, falls die
Vakuumpumpe einmal schnell von der Netzspannung
getrennt werden muss.
Hinweis: FUhren Sie den Funktionstest durch, um
sicherzustellen, dass die Filter-Hohlnadeln ordnungs-
gemdB funktionieren (siehe Abschnitt 5.3.1). Alle Filter-
Hohlnadeln sollten nach der Verarbeitung von ungefahr
100 Platten ersetzt werden.
Hinweis: Entleeren Sie den Flussigabfallbehalter, falls
erforderlich (siehe Abschnitt 5.6.2).

2. Befullen Sie funf der mit der PyroMark Q24 MDx
Vakuum-Arbeitsstation gelieferten Trége wie folgt:
® ca. 50 ml Ethanol (70 %) (1)
B ca. 40 ml Denaturierungslésung (2)
B ca. 50 ml 1x Waschpuffer (3)
B ca. 50 ml hochreines Wasser (4)
B ca. 70 ml hochreines Wasser (5)
Die folgende Abbildung zeigt eine vorgeschlagene
Konfiguration der Arbeitsplattform. Fillen Sie die Trége
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wieder auf dieses Flussigkeitsniveau auf, falls
erforderlich.

=

- -9

e b— -

Dansturation.

Schalten Sie die Vakuumpumpe ein.

Legen Sie Unterdruck an den Saugkopf an, indem Sie
den Vakuumschalter éffnen.

Spulen Sie die Filter-Hohlnadeln, indem Sie sie in
hochreines Wasser eintauchen. Spilen Sie die
Hohlnadeln mit 70 ml hochreinem Wasser.
Vergewissern Sie sich, dass das Wasser in den
Flussigabfallbehéalter abgesaugt wird. Falls dies nicht der
Fall sein sollte: Prifen Sie, ob die Schléuche korrekt
angeschlossen und nicht beschadigt sind. Beschadigte
Schléuche sollten umgehend ersetzt werden (siehe
Abschnitt 6.3.4).

Stellen Sie sicher, dass der Flussigabfallfilter trocken ist.

Falls der Filter feucht ist, sollte er ersetzt werden (siehe
Abschnitt 6.3.5).

SchliefBen Sie den Vakuumschalter am Saugkopf (auf
.Off") und setzen Sie ihn in die Park-(P-)Position.

Fillen Sie Trog 5 wieder mit 70 ml hochreinem Wasser
auf.
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8. Verdiunnen Sie die Sequenzierungs-Primer auf 0,3 uM in
Annealing-Puffer. Pipettieren Sie 25 ul der Lésung in
jedes Well einer PyroMark Q24 Platte, das verwendet
wird.

Hinweis: Benutzen Sie einen der PyroMark Q24 Platten-
Halter als Halter bei der Vorbereitung und zum
Transportieren der Platte.

9. Setzen Sie die PCR-Platte (oder -Streifen) unmittelbar im
Anschluss an die Immobilisierung (siehe Abschnitt 5.3.3)
und die PyroMark Q24 Platte auf die Arbeitsplattform.
Stellen Sie sicher, dass die Platte genauso ausgerichtet ist
wie bei der Beschickung mit den Proben (siehe Abb.
unten).

10. Legen Sie Unterdruck an den Saugkopf an, indem Sie
den Vakuumschalter éffnen.

11. Senken Sie die Filter-Hohlnadeln vorsichtig in die Wells
der PCR-Platte (oder -Streifen), um die Beads mit der
immobilisierten Template-DNA anzusaugen. Halten Sie
die Filter-Hohlnadeln fir 15 s in Position. Seien Sie
vorsichtig, wenn Sie den Saugkopf anheben.

Hinweis: Sepharose-Beads sedimentieren relativ schnell.
Falls Gber 1 Min. seit dem Schitteln der Platte (oder der
-Streifen) vergangen ist, schitteln Sie sie erneut fir 1 Min.,
bevor Sie die Beads ansaugen.

12. Vergewissern Sie sich, dass die FlUssigkeit aus allen Wells
vollsténdig abgesaugt ist und alle Beads auf den Spitzen
der Filter-Hohlnadeln zurickgehalten wurden.

Hinweis: Falls sich noch Reste der Flissigkeiten oder
weifle Beads in den Wells befinden, missen die Filter-

Hohlnadeln eventuell ersetzt werden (siehe
Abschnitt 6.3.2).
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Uberfihren Sie den Saugkopf in den Trog mit 70 %
Ethanol (Trog 1). Spulen Sie die Filter-Hohlnadeln
for 5s.

Uberfishren Sie den Saugkopf in den Trog mit
Denaturierungslésung (Trog 2). Spulen Sie die Filter-
Hohlnadeln for 5 s.

Uberfishren Sie den Saugkopf in den Trog mit
Waschpuffer (Trog 3). Spilen Sie die Filter-Hohlnadeln
for 10 s.

Heben Sie den Saugkopf an und schwenken Sie ihn um
mehr als 90° in die Senkrechte, und lassen Sie fir 5 s die
Flussigkeit aus den Filter-Hohlnadeln ablaufen (siehe
folgende Abb.).

Schlieflen Sie den Vakuumschalter am Saugkopf (auf
,Off"), wéhrend sie ihn Gber der PyroMark Q24 Platte
halten.

Geben Sie die Beads in die Platte mit den
Sequenzierungs-Primern ab, indem Sie den Saugkopf
vorsichtig hin und her schitteln.

Uberfihren Sie den Saugkopf bei geschlossenem

Vakuumschalter (auf ,Off”) in den Trog mit hochreinem
Wasser (Trog 4) und schitteln Sie ihn for 10 s.
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20.

21.

22.

23.

24.
25.

Spulen Sie die Filter-Hohlnadeln, indem Sie die
Hohlnadeln in den zweiten Trog mit hochreinem Wasser
(Trog 5) eintauchen und Unterdruck anlegen. Spilen Sie
die Filter-Hohlnadeln mit 70 ml hochreinem Wasser.

Heben Sie den Saugkopf an und schwenken Sie ihn um
mehr als 90° in die Senkrechte, und lassen Sie fir 5 s die
Flussigkeit aus den Filter-HohInadeln ablaufen.

Schlieflen Sie den Vakuumschalter am Saugkopf (auf
»,Off") und setzen Sie ihn in die Park-(P-)Position.

Falls mehrere Platten nacheinander verarbeitet werden,
follen Sie die Trége wieder auf (Schritt 2) und
wiederholen Sie die Prozedur ab Schritt 8.

Schalten Sie die Vakuumpumpe ab.

Am Ende eines Arbeitstags sollten der Flussigabfall und
Reste der Lésungen verworfen und die PyroMark Q24
MDx Vakuum-Arbeitsstation auf Staub und verschittete
Flussigkeit untersucht werden (siehe Abschnitt 5.6.2).

5.3.5 Annedadling der Sequenzierungs-Primer an die
DNA-Proben
WARNUNG | HeiBe Oberflachen

VAN

Der Platten-Halter und der Heizblock (fir das Annealing)
kénnen sehr heifle Temperaturen von bis zu 80 °C
erreichen. BerUhren Sie diese Teile nicht, wenn sie
aufgeheizt sind.

Erhitzen Sie die PyroMark Q24 Platte mit den Proben im

PyroMark Q24 Platten-Halter (zwei gehéren zum Liefer-

umfang der Vakuum-Arbeitsstation) auf einem Heizblock
for 2 Min. bei 80 °C.

Entnehmen Sie die Platte aus dem Platten-Halter und
lassen Sie die Proben fir mindestens 5 Min. auf Raum-
temperatur (15-25 °C) abkihlen. Die Platte ist nun bereit
fur den Analyselauf auf dem PyroMark Q24 MDx Gerét.
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5.4 Vorbereitung der PyroMark Gold Q24
Reagenzien
WARNUNG | Scharfe Nadeln

VAN

Berthren Sie nicht die scharfen Nadeln am Boden der
Reagenzienkartusche. Gehen Sie vorsichtig mit den Nadeln
um. Kleine Partikel oder Fasern kénnen die Nadeln
verstopfen.

1. Offnen Sie die Verpackung der PyroMark Gold Q24
Reagenzien und entnehmen Sie die Fléschchen mit den
gefriergetrockneten Enzym- und Substratgemischen
sowie die Réhrchen, in denen die Nukleotide enthalten
sind.

2. Rekonstituieren Sie die Reagenzien in den erforderlichen
Volumina und befillen Sie die PyroMark Q24 Kartusche
gemdfB den Angaben im Handbuch, das mit den
Reagenzien geliefert wird.

Hinweis: Die erforderlichen Reagenzienvolumina sind
im “Pre Run Information”-Bericht (,Informationen vor
dem Lauf”; siehe Abschnitt 5.2.3) aufgefihrt.

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass wiederverwendete
Reagenzienkartuschen geméaf3 den Anweisungen in
Abschnitt 5.5.5 grindlich gereinigt werden. Es wird
empfohlen, die Reagenzienkartusche maximal 30-mal zu
verwenden. Falls die Reagenzienkartusche fir vier
Wochen (oder langer) nicht benutzt wird (d. h. wenn sie
gelagert wurde), dann reinigen Sie die Kartusche und
Uberprufen Sie, dass sie fur die Analyse verwendet
werden kann, indem Sie den Funktionstest durchfihren
(Schritte 4 bis 6 in Abschnitt 5.5.5).
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Die Kammern der PyroMark Q24 Kartusche in der Ansicht von oben.

5.5

DurchfUGhrung eines Analyselaufs mit
dem PyroMark Q24 MDx Gerdit

Der Deckel des PyroMark Q24 MDx muss wéhrend des
Betriebs geschlossen sein. Ein akustisches Warnsignal weist
Sie ggf. darauf hin, dass der Deckel noch nicht geschlossen
ist und ein sicherer Betrieb nicht gewdhrleistet ist.

WARNUNG

VAN

Sich bewegende Gerdteteile

Um einen Kontakt mit sich bewegenden Teilen beim
Betrieb des PyroMark Q24 MDx zu vermeiden, darf das
Gerat nur mit geschlossenem Deckel betrieben werden.
Entfernen Sie nicht die Abdeckplatten; im Geréteinneren
befinden sich keine Bauteile, die vom Anwender gewartet
werden muissen. Setzen Sie sich umgehend mit dem
Technischen Service von QIAGEN in Verbindung, falls
einmal ein Problem mit dem PyroMark Q24 MDx aufireten
sollte.

WARNUNG

VAN

Scharfe Nadeln

BerUhren Sie nicht die scharfen Nadeln am Boden der
Reagenzienkartusche. Gehen Sie vorsichtig mit den Nadeln
um. Kleine Partikel oder Fasern kénnen die Nadeln

verstopfen.
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5.5.1

Gerate-Software

|| Administration
About

Das Gerdt wird Gber die sechs Tasten unterhalb des Bildschirms

gesteuvert.

Analyseldufe werden durch die Geréate-Software gestartet
und Uberwacht. Wahrend der DurchfGhrung eines Laufs zeigt
die Software die folgenden Informationen an:

1. Laufname
Validation run 0802141 316:42
ALD E) 2. gewdhltes Well
s 3. aktuelle Uhrzeit
K JK 4. Gerdtestatus
= = = - - 5. Pyrogramm
® 6. Warnmeldungen
7 0003 § Stop | 7. geschétzte, noch verbleibende
Laufzeit (hh:mm)
5.5.2 Einschalten des Gerdits
1. Vergewissern Sie sich, dass die Netzstecker an ordnungs-
gemdB geerdete Steckdosen mit der richtigen Spannung
und Netzfrequenz angeschlossen sind, bevor Sie das
Gerdt einschalten. Stellen Sie auBBerdem sicher, dass die
Netzstecker leicht zugénglich sind, falls das Gerat einmal
schnell von der Netzspannung getrennt werden muss.
2. Schalten Sie das Gerat ein. Der Netzschalter befindet
sich auf der Rickseite des Gerdts (siehe Abb. in
Abschnitt 3.4).
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5.5.3 Starten des Laufs

Setzen Sie die Reagenzienkartusche und die Platte ein:

1.

Offnen Sie den Geratedeckel (das Gerét darf nicht in
Betrieb sein). Ein akustisches Warnsignal weist Sie ggf.
darauf hin, dass der Deckel nicht geschlossen ist und ein
sicherer Betrieb nicht gewdhrleistet ist.

Offnen Sie die Kartuschenhalterung und setzen Sie die
gefillte Reagenzienkartusche mit nach auBBen zeigendem
Etikett ein. Dricken Sie die Kartusche ganz hinein und
dricken Sie sie dann nach unten (siehe Abb. unten).

Vergewissern Sie sich, dass die Linie vorne an der
Kartusche sichtbar ist und schliefBen Sie die Halterung.

Offnen Sie den Plattenhalter-Rahmen und setzen Sie die
Platte auf den Heizblock im Inneren des Geréts.

Schlief3en Sie den Plattenhalter-Rahmen und den
Geratedeckel.

Waéhlen Sie die Laufdatei aus und starten Sie wie folgt den

Analyselauf:

1. Stecken Sie den USB-Stick mit der Laufdatei in den USB-
Anschluss auf der Vorderseite des Geréts.

2. Wabhlen Sie mithilfe der Pfeiltasten « und v im Haupt-
menu die Option “Run” (,Lauf’) und dricken Sie “OK".

3. Wahlen Sie die Laufdatei mithilfe der Pfeiltasten « und «.
Um den Inhalt eines Ordners anzusehen, wahlen Sie diesen
Ordner und driicken auf ,Select” (,Auswéahlen”). Durch
Dricken der Option ,,Back” (,Zuriick”) gelangen Sie zur
vorherigen Ansicht.

4. Nachdem Sie die Laufdatei ausgewéhlt haben, starten Sie

den Lauf durch erneutes Driicken der “Select”-Taste.
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PyroMark 024 16:26

Administration
About..

"\ alact ila to run
Shut

5.5.4 Uberwachen des Laufs

Sobald der Druck in der Dispensiereinheit, die Drehzahl des
Schittlers sowie die Temperaturen von Heizblock, Prozess-
kammerdeckel und Kuhlflussigkeit ihre voreingestellten Werte
erreicht haben (dies kann ein paar Minuten dauern), beginnt
das Geré&t mit dem Dispensieren der Reagenzien.

Geratestatus

Der Gerétestatus wird oben rechts im Pyrogramm-Bereich
auf dem Bildschirm angezeigt.

“Environment” Der Druck in der Dispensiereinheit, die
Drehzahl des Schittlers sowie die
Temperaturen von Heizblock, Prozess-
kammerdeckel und Kuhlflussigkeit werden
noch auf ihre voreingestellten Werte gebracht
(dies kann ein paar Minuten dauern).

“Priming” Die Nadeln der Reagenzienkartusche werden
vorbereitet, um sicherzustellen, dass die
Dispensierkapillaren mit Lésung gespilt und
gefillt sind.

“Running” Das Enzym- und das Substratgemisch werden
in alle verwendeten Wells dispensiert. Danach
werden die Nukleotide in der Reihenfolge, so
wie sie in der Assay-Datei festgelegt ist, in die
Wells dispensiert.

“Stopped” Der Lauf wurde abgebrochen.
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5.5.5

“Saving” Die Laufdaten werden auf den USB-Stick
gespeichert. Entnehmen Sie den USB-Stick
nicht, wéhrend der Speichervorgang noch
lauft, sondern erst, wenn die Bestatigung
erscheint, dass die Laufdatei auf den USB-
Stick gespeichert wurde.

“Finished” Der Analyselauf ist abgeschlossen und die
Laufdaten wurden auf den USB-Stick
gespeichert.

Pyrogramm und Warnungen

Der Laufname und das gewdhlte Well werden oben links im
Bildschirm angezeigt. Benutzen Sie die Pfeiltasten a and v, um
ein anderes Well auszuwdéhlen.

Vom Gerét ausgegebene Warnmeldungen werden unterhalb
des Pyrogramm-Bereichs im Bildschirm angezeigt (die drei
letzten Warnungen). Vorschlage zu den zu treffenden
MaBnahmen finden Sie in Abschnitt 0.

Abbrechen des Laufs

Um den Analyselauf abzubrechen, dricken Sie auf die
“STOP”-Taste.

Nach dem Analyselauf

1. Wenn die Bestatigung erscheint, dass die Laufdatei auf
den USB-Stick gespeichert wurde, dricken Sie auf
“Close” (,Schliefen”).

2. Entnehmen Sie den USB-Stick.
3. Offnen Sie den Gerdtedeckel.

4. Offnen Sie die Kartuschenhalterung und entnehmen Sie
die Reagenzienkartusche, indem Sie sie anheben und
herausziehen.

5. Schlief3en Sie die Halterung.

6. Offnen Sie den Plattenhalter-Rahmen und nehmen Sie
die Platte von dem Heizblock.
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7. SchlieBen Sie den Plattenhalter-Rahmen und den
Gerdatedeckel.

8. Verwerfen Sie die Platte.

9. Falls die Reagenzienkartusche wiederverwendet werden
soll, reinigen Sie sie geméf den folgenden
Anweisungen.

10. Wenn der letzte Lauf eines Arbeitstags beendet ist,
befolgen Sie bitte die Anweisungen in Abschnitt 5.6.

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass die geltenden Bundes-,
Landes- und kommunalen Umweltauflagen bei der
Entsorgung der Laborabfélle eingehalten werden.

Reinigen und Testen der Reagenzienkartusche

Falls die Reagenzienkartusche wiederverwendet werden soll,
reinigen Sie sie umgehend nach Gebrauch und vergewissern
Sie sich, dass sie fur eine weitere Analyse eingesetzt werden
kann. Es wird empfohlen, die Reagenzienkartusche maximal
30-mal zu verwenden.

WARNUNG

VAN

Scharfe Nadeln

Berthren Sie nicht die scharfen Nadeln am Boden der
Reagenzienkartusche. Gehen Sie vorsichtig mit den Nadeln
um. Kleine Partikel oder Fasern kénnen die Nadeln
verstopfen.

Hinweis: Stellen Sie sicher, dass die geltenden Bundes-,
Landes- und kommunalen Umweltauflagen bei der
Entsorgung der Laborabfélle eingehalten werden.

Die folgenden Materialien werden benétigt:

B pulverfreie Handschuhe

B hochreines Wasser (z. B. Milli-Q, Leitfahigkeit
18,2 MQ x cm, oder vergleichbare Qualitét)

B Becherglas (nicht immer erforderlich)

B fusselfreie Laborwischticher

Gehen Sie wie folgt vor, um die Reagenzienkartusche zu
reinigen und zu prifen, ob sie fir eine weitere Analyse
eingesetzt werden kann:
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1. Verwerfen Sie eventuell noch in der Kartusche
verbliebene Lésungsreste.

2. Spulen Sie die Kartuschenkammern viermal mit
hochreinem Wasser.

3. Spilen Sie die Nadeln von aufien mit hochreinem
Wasser ab (Spritzflasche).

4. Uberprifen Sie, dass die Kartuschennadeln nicht
verstopft oder beschadigt sind. Fillen Sie die Kammern
vollstdndig mit hochreinem Wasser. Wahrend Sie die
Kartusche Uber einen Ausguss oder ein Becherglas
halten, dricken Sie von oben mit einem Finger
(pulverfreie Handschuhe tragen!) fest auf jede einzelne
Kammer. Daraufhin sollte jeweils ein gerader Wasser-
strahl aus der Spitze der Nadel herauskommen.

5. Falls die Nadel verstopft ist, fahren Sie mit Schritt 5a fort.
Falls der Wasserstrahl mit einem Winkel aus der Nadel
austritt (d. h. nicht parallel zur Langsachse der Nadel),
befolgen Sie Schritt 5b. Wenn alle Nadeln ordnungs-
gemaf funktionieren, fahren Sie mit Schritt 6 fort.

5a. Wenn eine Nadel verstopft ist (z. B. wenn die Reagen-
zienkartusche Uber Nacht stehen gelassen wurde, ohne
sie zu reinigen), fillen Sie die Kammern mit hochreinem
Wasser und stellen Sie die Kartusche in ein Becherglas
mit genigend hochreinem Wasser, sodass die Nadeln
vollstdndig eingetaucht sind. Lassen Sie die Kartusche for
eine Stunde im Becherglas stehen, spilen Sie sie
anschlieBend ab und wiederholen Sie Schritt 4. Fahren
Sie danach mit Schritt 6 fort.

5b. Wenn der Wasserstrahl in einem Winkel aus der
Nadelspitze austritt, befillen Sie die Kammer erneut mit
hochreinem Wasser und wiederholen Sie Schritt 4. Wenn
das Wasser immer noch in einem Winkel austritt,
verwerfen Sie die Kartusche.
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5.5.6

Reinigungsverfahren fur die PyroMark Q24 Kartusche.

(oI - |

Befullen der Kartuschenkammern mit hochreinem
Wasser

Prifen, ob Nadeln verstopft oder beschédigt sind
Reinigen verstopfter Nadeln

Trocknen der Kartusche auf einem fusselfreien
Laborwischtuch

Wenn alle Nadeln abgespilt und geprift sind, verwerfen
Sie das Wasser und lassen Sie die Reagenzienkartusche
auf einem fusselfreien Laborwischtuch trocknen.

Sobald die Reagenzienkartusche trocken ist, kann sie in
einer PyroMark Q96 HS Tip Holder Box aufbewahrt
werden, um sie vor Staub und direktem Sonnenlicht zu
schitzen.

Auswertung des Laufs

Detaillierte Anweisungen zum Auswerten des Analyselaufs
finden Sie im PyroMark Q24 MDx Software-Handbuch (kann

bei gedffneter PyroMark Q24 MDx Software auch tber die
«F1“-Taste eingesehen werden).

1.

Ubertragen Sie die abgearbeitete Laufdatei von dem
USB-Stick auf einen Computer, auf dem die PyroMark
Q24 MDx Software installiert ist.

Offnen Sie die Laufdatei (&), indem Sie sie im
Verknipfungs-Browser doppelklicken. Falls verschiedene
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Assay-Typen zugeordnet sind, wéhlen Sie den
Analysemodus im sich éffnenden Dialogfenster.
Klicken Sie auf die Funktion “Add File Shortcut” oder
“Add Folder Shortcut”, wenn Sie eine Verknipfung zu
einer Datei oder einem Ordner im Verknipfungs-
Browser erstellen wollen.

3. In der Registerkarte “Overview” (,Ubersicht”) kénnen Sie
entweder alle Wells oder eine Auswahl an Wells mit einer
validen Analyse-Konfiguration fur den aktuellen
Analysemodus auswerten lassen.

GEMIE

Analvze Al Wells

Analyze Selected \Wells

Analysemodi

Die PyroMark Q24 MDx Software verfugt Gber drei Analyse-
modi: AQ, CpG und SQA. Um zwischen den Modi hin- und
herzuschalten, wéhlen Sie ,AQ", ,CpG"” oder ,SQA" in der
Werkzeugleiste. Auf Genotypisierungen von SNPs und
Insertionen/Deletionen (,InDels”) kann aus dem “Reports”-
Meni im AQ-Modus zugegriffen werden.

Hinweis: Die Analyseparameter kénnen in der Registerkarte
“Analysis Setup” (,Analyse-Konfiguration”) veréndert werden.
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5.5.7

Anzeigen der Analyseergebnisse

Durch Auswahl eines analysierten Wells in der “Overview” -
Registerkarte werden das zugehdrige Pyrogramm (im
Pyrogramm-Bereich des Bildschirms) und die Informationen
zu dem Well (inklusive Warnmeldungen wéhrend der
Analyse; im Bereich “Well Information”) angezeigt.
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Qualitatsbewertungen

Die Platten-Ubersichtsdarstellung in der “Overview”-
Registerkarte gibt einen schnellen Uberblick Gber die
Qualitatsbewertungen.

wn: Zeigt die Qualitétsbewertung aller variablen Positionen in
dem Well oder die aller Basen in der basenzugeordneten
Sequenz.

9. Zeigt die Qualitdtsbewertung am Ende des
Qualitétskontroll-Fensters (nur bei SQA-Assays).
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Farbcode bei der Qualitdtsbewertung
[ Blau: Qualitétskontrolle bestanden

[ Gelb: Uberprifen

E Rot: Fehlgeschlagen

[] WeiB: Nicht analysiert*

* Die Analyse wird entweder nicht von der Software unterstitzt (z. B. SNP-
Analyse im CpG-Modus) oder die variable Position wurde vom Anwender
deaktiviert (nur bei AQ- und CpG-Assays).

AQ-Analyseergebnisse

Die Allelfrequenzen werden im Pyrogramm angezeigt, zum
Beispiel: 2l und mii (,InDel”). Die Hintergrundfarbe beim
Ergebnis zeigt die Qualitatsbewertung an.

IA5: YGGATAGYGATTTTTAAYGYGTAAGYGTATA
2%

100 ’\

ok

E B GTCGACTATGTCGATTGATCAGTCGTATGTCGTA
5 10 15 20 25 30

Beispiel-Pyrogramm fir einen CpG-Assay. Variable Positionen bei
AQ- und CpG-Assays werden durch eine blau-graue und die
Bisulfitbehandlungs-Kontrollen in CpG-Assays mit einer hellgelben
Hintergrundfarbe markiert.

CpG-Analyseergebnisse

Im Pyrogramm wird der Prozentsatz der Methylierung
angezeigt, zum Beispiel 26%]. Die Hintergrundfarbe beim
Ergebnis zeigt die Qualitétsbewertung an.

In einem Methylierungs-Balken in der Platten-
Ubersichtsdarstellung wird fir jede CpG-Stelle der Probe im
Well das Methylierungsniveau angezeigt.
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5.5.8

[ Hellgron: unter dem erwarteten Wertebereich
E Grin: im erwarteten Wertebereich

B Dunkelgrin: Gber dem erwarteten Wertebereich

SQA-Analyseergebnisse

In der “Overview”-Registerkarte wird die basenzugeordnete
Sequenz dargestellt. Die Basen der basenzugeordneten
Sequenz und die Peaks im abgeglichenen Pyrogramm
werden geméf ihrer Qualitétsbewertung eingeférbt.

T ——
TCTGYCTTGTCTTTGCTGATGT T TCAATAAAAGEAAT TECATAAGTTGITGETAAGT GG I GAGORG TG TTGTG) GG

H ‘l“ lHl Ml»; lmi l_,JLL;{JiLL.,MI

HH \ Hhu

X

' 1NN |1||||I|||||

'w'lGhCYC&CMC'UC'\‘nCYGCYC&CMC'\A -uwctc-r.ctc.t.c ,n -m "J.CYCJ.CYG’.FA '\.a J.ctc-r.crc-r.m

LS| J

Beispiel einer basenzugeordneten Sequenz und eines
Pyrogramms bei einem SQA-Assay.

Analyseberichte

Um einen Bericht zu generieren, wéhlen Sie im “Reports”-
Meni den gewinschten Bericht aus. Weitere Informationen
Uber die verschiedenen Berichte finden Sie im Abschnitt
“View, Print, and Save Analysis Reports” (,Anzeigen, Drucken
und Speichern von Analyseberichten”) im PyroMark Q24
MDx Software-Handbuch (dricken Sie bei gedffneter
PyroMark Q24 MDx Software die ,F1“-Taste, um es
einzusehen).
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Reports [ Window  Help Reports | ‘window  Help

AC Analysis Statistics S04 Analysis Resulks
A0 Analysis Results S04 Pyrogranm Repork
AQ Pyrogram Report | 5c4 Full Report

AQ Full Report Reporks | Window  Help

SMP Analysis Resulks Cp3 Analysis Statistics
SMP Pyrogram Repork Cpia Analysis Results
SMP Full Report Cpia Pyrogram Repork
SMP Owerview Repark Cpia Full Report

Um Berichte, die im PDF-Format erzeugt werden, betrachten
zu kénnen, muss ein PDF-Reader auf dem Rechner installiert
sein. Der Adobe Reader kann unter www.adobe.com
heruntergeladen werden.

5.6 Abschluss der Analyse und
Herunterfahren
5.6.1 Herunterfahren des Gerdts

1. Wabhlen Sie, wéhrend das Gerdét nicht in Betrieb ist, mit-
hilfe der Pfeiltasten a und ¥ die Option “Shutdown”
(,Herunterfahren”) aus dem Hauptmeni und driicken Sie
IIOKII.

2. Sobald die Meldung “It is now safe to turn off the
instrument” erscheint, kénnen Sie das Gerdat ausschalten.
Der Netzschalter befindet sich auf der Rickseite des
Gerdts.

PyroMark Q24 MDx Handbuch 01/2016 5-33


http://www.adobe.com/

Allgemeiner Betriebsablauf

5.6.2

Entleeren der Flissigabfallbehdalter und Trége

WARNUNG

VAN

Gefdhrliche Chemikalien

Die Denaturierungslésung, die zusammen mit der Vakuum-
Arbeitsstation verwendet wird, enthélt Natriumhydroxid, das auf
Augen und Haut reizend wirkt.

Tragen Sie immer eine Schutzbrille, Laborhandschuhe und einen
Laborkittel.

Die verantwortliche Person (z. B. der Laborleiter) muss alle
erforderlichen Vorsichtsmaf3inahmen treffen, um sicherzustellen,
dass die unmittelbare Umgebung des Arbeitsplatzes sicher ist.
Auch dirfen die Grenzwerte in Bezug auf infektidse Erreger, die
in den entsprechenden Sicherheitsdatenbléttern (MSDS) oder
den Vorschriften der OSHA*, ACGIH! oder COSHH? festgelegt
sind, nicht Uberschritten werden.

Weitere Informationen finden Sie unter
www.giagen.com/support/msds.aspx.

Beim Betrieb eines Abzugs und bei der Entsorgung von
Abfallstoffen missen alle Bestimmungen und Gesetze zu
Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz auf
Ubernationaler, nationaler und regionaler Ebene eingehalten

werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Vereinigte Staaten von Amerika)

t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Vereinigte Staaten von

Amerika)

* COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Vereinigtes Kénigreich)

Stellen Sie sicher, dass die geltenden Bundes-, Landes- und
kommunalen Umweltauflagen bei der Entsorgung der
Laborabfélle eingehalten werden.

Das folgende Material wird benétigt:
B hochreines Wasser (z. B. Milli-Q, Leitfahigkeit
18,2 MQ x cm, oder vergleichbare Qualitét)
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Durchfihrung

1.

Vergewissern Sie sich, dass kein Unterdruck am Vakuum-
Saugkopf anliegt, d. h. der Vakuumschalter geschlossen
(auf ,,Off") ist, und die Vakuumpumpe ausgeschaltet ist.

2. Verwerfen Sie in den Trégen verbliebene Reste der
Lésungen.

3. Spulen Sie die Trége mit hochreinem Wasser oder
ersetzen Sie sie, falls erforderlich.

4. Entleeren Sie den Flussigabfallbehélier.
Hinweis: Der Deckel kann abgenommen werden, ohne
die Schlauchverbindungen zu trennen.

5. Falls die Vakuum-Arbeitsstation gereinigt werden muss
(z. B. von Staub oder verschittete Flussigkeit), befolgen
Sie dazu bitte die Anweisungen in Abschnitt 6.3.

5.6.3 Uberprifen des Geréts

Uberprifen Sie das Gerét auf Verschmutzungen durch Staub
und/oder verschittete FlUssigkeit. Falls das Geréit gereinigt

werden muss, befolgen Sie dazu bitte die Anweisungen in
Abschnitt 6.2.1.
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Allgemeiner Betriebsablauf

Dricken Sie den Lichttaster auf der Rickseite des Gerdts
(sieche Abb. unten) und Uberprifen Sie, dass der Kohl-
mittelstand im Anzeigefenster zu sehen ist. Setzen Sie sich mit
dem Technischen Service von QIAGEN in Verbindung, falls
dies nicht der Fall sein sollte.

Madel: p,
VroMark g2q

‘1 SN 9001671 07114
| =1 110-38x

I 4
. Licht-
taster

5.7 Sichern der PyroMark Q24 Dateien

Die von der PyroMark Q24 MDx Software generierten Daten
werden im Computer als Dateien mit den folgenden
Endungen gespeichert:

B *.pyrorun (Laufdateien)

B *.pyrosetup (Assay-Dateien).

FGhren Sie héufiger eine Datensicherung durch. Ein solches
Backup kann durch Kopieren der PyroMark Q24 Dateien
(*.pyrorun- und *.pyrosetup-Dateien) zu einem anderen
Speicherort erfolgen. Dieser andere Speicherort sollte
entweder ein anderes physikalisches Laufwerk oder ein
permanentes Speichermedium sein.

Kontaktieren Sie lhren Systemadministrator, falls Sie weitere
Informationen zur Datensicherung benétigen.
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6.1

Wartungsarbeiten

Die folgenden Wartungsarbeiten missen durchgefihrt
werden, um einen zuverl&ssigen Betrieb des PyroMark Q24
MDx zu gewdhrleisten:

B regelmaBige Uberprifungen der Leistungsféhigkeit

B Reinigen des Geréts

FUhren Sie diese Wartungsarbeiten durch, um sicher-
zustellen, dass das PyroMark Q24 MDx Gerdt frei von Staub
und verschitteter FlUssigkeit ist.

Bevor Sie die Wartungsarbeiten durchfGhren, empfehlen wir
lhnen, sich mit den Sicherheitsinformationen in Kapitel 1
vertraut zu machen.

WICHTIG: Trennen Sie das Gerdt vom Stromnetz, bevor Sie
mit der Reinigung beginnen.

Instandhaltung

QIAGEN bietet umfassende Instandhaltungs- und Support-
Vertrage, u. a. Garantieverléngerungen und Full-Cover-
Support-Vertrage, sowie System-/Applikationsschulungen,
inklusive Vor-Ort-Installation und j&hrliche vorbeugende
Wartung. Mit Instandhaltungs- und Support-Vertrégen
steigern Sie die Produktivitét und stellen das hohe Leistungs-
vermdgen lhres Systems sicher. Auf3erdem werden Instand-
haltungs- und Wartungsarbeiten umfassend dokumentiert,
und alle Ersatzteile sind geprift und unterliegen einer
Garantie.

Kontaktieren Sie den fur Sie zusténdigen Servicespezialisten
des QIAGEN AuBBendiensts oder Ihren Handler, um weitere
Informationen zu den flexiblen QIAGEN Instandhaltungs-
und Support-Vertrdgen zu erhalten.

Uberprifen der Leistungsféhigkeit des
PyroMark Q24 MDx

Uberprifen Sie, dass der PyroMark Q24 MDx wie in den
Spezifikationen angegeben funktioniert, indem Sie unter
Verwendung des PyroMark Q24 Validation Oligos die
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6.2

6.2.1

Ungenauigkeit, systematische Messabweichungen und
Linearitét bei einem AQ- oder CpG-Assay bestimmen.

FGhren Sie diese Validierung geméf den Anweisungen im
Handbuch zu diesem Produkt durch. Setzen Sie sich mit
QIAGEN in Verbindung, um das PyroMark Q24 Validation
Oligo zu bestellen.

Wartung des PyroMark Q24 MDx Gerats

Reinigen des Gerdits

Falls das Gerét durch Staub und/oder verschittete Flussigkeit
verschmutzt wurde, reinigen Sie es gemaf3 den folgenden
Anweisungen.

Wichtige Hinweise vor Beginn der Reinigung

B Verwenden Sie keine aggressiven Reinigungsmittel oder
andere Chemikalien. Vermeiden Sie es, dass Feuchtigkeit
in das Geréteinnere gelangt.

B Die Reinigungsflissigkeit darf nur auf das Tuch gegeben
werden.

B Verwenden Sie kein organisches Lésungsmittel oder
Detergens, auf3er Ethanol, zum Reinigen des Bildschirms.

Die folgenden Materialien werden benétigt:

B Ethanol (70 %)

B hochreines Wasser (z. B. Milli-Q, Leitféhigkeit
18,2 MQ x cm, oder vergleichbare Qualitét)

B sauberes, nicht abrasives, fusselfreies Tuch

Durchfihrung

1. Wabhlen Sie, wéhrend das Gerét nicht in Betrieb ist,
mithilfe der Pfeiltasten « und + die Option “Shutdown”
(,Herunterfahren”) aus dem Hauptmeni und dricken Sie
IIOKII.

2. Sobald die Meldung “It is now safe to turn off the
instrument” erscheint, kénnen Sie das Gerdt ausschalten.
Der Netzschalter befindet sich auf der Rickseite des
Gerdts.

6-2
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9.

Trennen Sie das Gerét vom Stromnetz. Ziehen Sie beide
Netzstecker aus den Steckdosen.

Offnen Sie den Geratedeckel.

Reinigen Sie den Bereich um die Dispensiereinheit, die
Prozesskammer und den Heizblock mithilfe eines
sauberen, fusselfreien Tuchs, das mit ein wenig 70%igem
Ethanol angefeuchtet ist.

Benutzen Sie zum Abwischen des Bildschirms ein
sauberes, nicht abrasives, fusselfreies Tuch, das mit ein
wenig Wasser angefeuchtet ist.

Falls der Bildschirm dadurch nicht richtig sauber wird,
geben Sie eine geringe Menge 70%iges Ethanol auf das
Tuch. Lassen Sie das Ethanol nicht in die Licken um den
Bildschirmschutz eindringen.

Falls erforderlich, reinigen Sie die duBBeren Gehéuse-
wénde des Geréits mit einem sauberen, fusselfreien Tuch,
das mit ein wenig Wasser angefeuchtet ist.

Wischen Sie die Oberflachen nach dem Reinigen mit
einem sauberen, trockenen, nicht abrasiven, fusselfreien
Tuch trocken.

Schlief3en Sie das Gerét wieder an das Stromnetz an.

6.2.2 Reinigen des Heizblocks und der Lichtleiter

Falls Flussigkeit auf dem Heizblock im Inneren des Geréts
verschiuttet wurde, reinigen Sie den Heizblock und die
darunter installierten Lichtleiter.

Die folgenden Materialien werden dafir benétigt:

Wattestébchen

Ethanol (70 %)

sauberes, nicht abrasives, fusselfreies Tuch (z. B.
Reinigungstuch fir Kameraobijektive)

Durchfihrung

1.

Wadhlen Sie, wéhrend das Gerét nicht in Betrieb ist,
mithilfe der Pfeiltasten « und + die Option “Shutdown”

(,Herunterfahren”) aus dem Hauptmeni und dricken Sie
IIOKII.
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b

Sobald die Meldung “It is now safe to turn off the
instrument” erscheint, kénnen Sie das Gerat ausschalten.
Der Netzschalter befindet sich auf der Rickseite des
Gerdts.

Trennen Sie das Gerdt vom Stromnetz. Ziehen Sie beide
Netzstecker aus den Steckdosen.

Offnen Sie den Gerétedeckel.

Offnen Sie den Plattenhalter-Rahmen.

Reinigen Sie jede Well-Bohrung und zugehérigen Licht-
leiter vorsichtig mit einem Wattestébchen, das mit ein

wenig 70%igem Ethanol angefeuchtet ist (siehe Abb.
unten links).

Reinigen Sie den Zwischenraum zwischen Heizblock und
Lichtleiter-Block, indem Sie vorsichtig ein sauberes, nicht
abrasives, fusselfreies Tuch, das mit ein wenig 70%igem
Ethanol angefeuchtet einbringen (siehe Abb. unten
rechts).

Schlief3en Sie den Plattenhalter-Rahmen und den Geréte-
deckel und schlief3en Sie das Geréat wieder an das
Stromnetz an.

ACHTUNG

VAN

Wartung der Lichtleiter

Verwenden Sie ein fusselfreies Tuch, um die Fléche
zwischen dem Heizblock und dem Lichtleiter-Block im
Geréteinneren zu reinigen. Verwenden Sie keine

Papierticher.

6-4
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6.3 Wartung der PyroMark Q24 MDx
Vakuum-Arbeitsstation

WARNUNG | Geféhrliche Chemikalien [Wé]
Die Denaturierungslésung, die zusammen mit der

A Vakuum-Arbeitsstation verwendet wird, enthalt
Natriumhydroxid, das auf Augen und Haut reizend wirkt.
Tragen Sie immer eine Schutzbrille, Laborhandschuhe und
einen Laborkittel.
Die verantwortliche Person (z. B. der Laborleiter) muss alle
erforderlichen VorsichtsmaBBnahmen treffen, um
sicherzustellen, dass die unmittelbare Umgebung des
Arbeitsplatzes sicher ist. Auch dirfen die Grenzwerte in
Bezug auf infektidse Erreger, die in den entsprechenden
Sicherheitsdatenblattern (MSDS) oder den Vorschriften der
OSHA*, ACGIH' oder COSHH? festgelegt sind, nicht
Uberschritten werden.
Weitere Informationen finden Sie unter
www.giagen.com/support/msds.aspx.
Beim Betrieb eines Abzugs und bei der Entsorgung von
Abfallstoffen missen alle Bestimmungen und Gesetze zu
Gesundheitsschutz und Sicherheit am Arbeitsplatz auf
Ubernationaler, nationaler und regionaler Ebene
eingehalten werden.

* OSHA: Occupational Safety and Health Administration (Vereinigte Staaten von Amerika)
t ACGIH: American Conference of Government Industrial Hygienists (Vereinigte Staaten von
Amerika)

# COSHH: Control of Substances Hazardous to Health (Vereinigtes Kénigreich)

6.3.1 Reinigen der PyroMark Q24 MDx Vakuum-
Arbeitsstation
Falls die Vakuum-Arbeitsstation durch Staub und/oder

verschittete FlUssigkeit verschmutzt wurde, reinigen Sie sie
gemdB den folgenden Anweisungen.

Die folgenden Materialien werden dafir benétigt:
B pulverfreie Handschuhe
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6.3.2

B hochreines Wasser (z. B. Milli-Q, Leitfahigkeit
18,2 MQ x cm, oder vergleichbare Qualitét)

B ein mildes Detergens (falls erforderlich)

B sauberes, fusselfreies Tuch

Durchfihrung

1. Vergewissern Sie sich, dass kein Unterdruck am Vakuum-
Saugkopf anliegt, d. h. der Vakuumschalter geschlossen
(auf ,Off") ist, und die Vakuumpumpe ausgeschaltet ist.

2. Trennen Sie die Vakuumpumpe vom Stromnetz.

3. Reinigen Sie die Arbeitsplattform und den Saugkopf (mit
Ausnahme der Filter-Hohlnadeln) mithilfe eines saube-
ren, fusselfreien Tuchs, das mit Wasser oder einem
milden Detergens angefeuchtet ist.

BerUhren Sie dabei nicht die Spitzen der Filter-
Hohlnadeln.

4. Wischen Sie die Arbeitsplattform und den Saugkopf, mit
Ausnahme der Filter-Hohlnadeln, mit einem sauberen,
fusselfreien Tuch trocken.

5. Schliefien Sie die Vakuumpumpe wieder an das
Stromnetz an.

Testen und Austauschen der Filter-Hohlnadeln

Funktionstest fur die Filter-Hohlnadeln

Der Funktionstests fur die Filter-Hohlnadeln ist in
Abschnitt 5.3.1 beschrieben.

Avustauschen der Filter-Hohlnadeln

Jede Filter-Hohlnadel kann einzeln ausgetauscht werden.
Um eine ordnungsgeméBe Flussrate durch die Filter-
Hohlnadeln zu gewdbhrleisten, sollten alle Hohlnadeln nach
der Verarbeitung von ungeféhr 100 Platten ersetzt werden.

Hinweis: Tragen Sie pulverfreie Handschuhe, um eine
Kontamination der Filter-Hohlnadeln zu vermeiden.

Die folgenden Materialien werden benétigt:
B pulverfreie Handschuhe
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B  2-mm-Innensechskantschlissel (mit dem System
geliefert)

B hochreines Wasser (z. B. Milli-Q, Leitfahigkeit
18,2 MQ x cm, oder vergleichbare Qualitét)

B neue Filter-Hohlnadeln (von QIAGEN)

Durchfihrung

1. Vergewissern Sie sich, dass kein Unterdruck am Vakuum-
Saugkopf anliegt, d. h. der Vakuumschalter geschlossen
(auf ,,Off") ist, und die Vakuumpumpe ausgeschaltet ist.

2. Trennen Sie die Vakuumpumpe vom Stromnetz.

3. Trennen Sie den Saugkopf vom Schlauch.

4. Lésen Sie die vier Schrauben mit dem 2-mm-
InnensechskantschlUssel.

5. Ziehen Sie die alten Filter-Hohlnadeln heraus.

6. Fuhren Sie die neuen Filter-Hohlnadeln vorsichtig in die
Bohrungen ein, ohne auf die Filterspitzen zu dricken.

7. Ziehen Sie die vier Schrauben wieder fest und schlieBen
Sie die Vakuumpumpe wieder an das Stromnetz an.

6.3.3 Austauschen der Gummidichtung

Falls die Filter-Hohlnadeln lose sind und/oder herausfallen,
kann dies zwei mégliche Ursachen haben:

Die vier Schrauben sind nicht fest genug angezogen.
Die Gummidichtung muss ersetzt werden.

Um die Gummidichtung auszutauschen, werden die
folgenden Materialien benétigt:

pulverfreie Handschuhe
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B  2-mm-Innensechskantschlissel (mit dem System

geliefert)

B neue Gummidichtung (von QIAGEN)

Durchfihrung

1.

w

Vergewissern Sie sich, dass kein Unterdruck am Vakuum-
Saugkopf anliegt, d. h. der Vakuumschalter geschlossen
(auf ,Off”) ist, und die Vakuumpumpe ausgeschaltet ist.

Trennen Sie die Vakuumpumpe vom Stromnetz.
Trennen Sie den Saugkopf vom Schlauch.

Drehen Sie die vier Schrauben mit dem 2-mm-
Innensechskantschlissel heraus.

Entnehmen Sie die Filter-Hohlnadeln vorsichtig.
Vermeiden Sie eine Kontamination der Filter-Hohlnadeln.

Entfernen Sie die Metallplatte und ersetzen Sie die
Gummidichtung.

Bauen Sie den Vakuum-Saugkopf wieder zusammen und
schlieBen Sie die Vakuumpumpe wieder an das Strom-
netz an.

FGhren Sie den Funktfionstest (wie in Abschnitt 5.3.1
beschrieben) durch, um zu Gberprifen, dass die Filter-
Hohlnadeln ordnungsgemdf funktionieren.

6.3.4 Austauschen des Schlauchs
Falls der Schlauch gebrochen oder deformiert ist, ersetzen
Sie ihn.
Stellen Sie sicher, dass die geltenden Bundes-, Landes- und
kommunalen Umweltauflagen bei der Entsorgung der
Laborabfdélle eingehalten werden.
Die folgenden Materialien werden benétigt:
B never Schlauch (von QIAGEN)
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6.3.5

B Becherglas

Durchfihrung

1. Vergewissern Sie sich, dass kein Unterdruck am Vakuum-
Saugkopf anliegt, d. h. der Vakuumschalter geschlossen
(auf ,,Off") ist, und die Vakuumpumpe ausgeschaltet ist.

2. Trennen Sie die Vakuumpumpe vom Stromnetz.

3. Ziehen Sie ein Ende des gebrochenen Schlauchs vom
Gerdt ab und entleeren Sie eventuell noch darin
enthaltenen FlUssigabfall in ein leeres Becherglas.

4. Ziehen Sie das andere Ende des Schlauchs ab. Verwerfen
Sie den Schlauch und ggf. den Flissigabfall.

5. Schneiden Sie den neuen Vakuumschlauch passend in
drei Stucke und montieren Sie die Teilsticke. Stellen Sie
sicher, dass der Schlauch an der Pumpe mit dem
Vakuum-Fitting (“Vacuum”) verbunden ist.

6. SchlieBen Sie die Vakuumpumpe wieder an das
Stromnetz an.

Austauschen des Abfallfilters

Falls der Abfallfilter nass ist (z. B., weil der Flussigabfall-
behalter voll ist), wird kein Vakuum erreicht und der Filter
muss ausgetauscht werden.

Stellen Sie sicher, dass die geltenden Bundes-, Landes- und
kommunalen Umweltauflagen bei der Entsorgung der
Laborabfélle eingehalten werden.

Die folgenden Materialien werden benétigt:
B neuer Abfallfilter
B Becherglas

Hinweis: Zwei Abfallfilter gehdren zum Lieferumfang der
Vakuum-Arbeitsstation. Weitere Filter (Millipore Millex-FG50
Filter Unit; Kat.-Nr. SLFG05010) kénnen unter
www.millipore.com nachbestellt werden.
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Durchfihrung

1.

Vergewissern Sie sich, dass kein Unterdruck am Vakuum-
Saugkopf anliegt, d. h. der Vakuumschalter geschlossen
(auf ,,Off") ist, und die Vakuumpumpe ausgeschaltet ist.
Trennen Sie die Vakuumpumpe vom Stromnetz.

Ziehen Sie den Schlauch von den Filter-Fittings ab und
entleeren Sie eventuell im Schlauch enthaltenen Flussig-
abfall in ein Becherglas.

Verwerfen Sie den Filter.

Schieben Sie den Schlauch auf die Fittings des neuen
Filters.

Entleeren Sie den Flussigabfallbehalter, falls erforderlich.
Hinweis: Der Deckel kann abgenommen werden, ohne
die Schlauchverbindungen zu trennen.

Schlieflen Sie die Vakuumpumpe wieder an das
Stromnetz an.
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7 Hilfe zur Fehlersuche

Sollten Sie im Falle eines Gerétefehlers den Technischen
Service von QIAGEN kontaktieren missen, schreiben Sie sich
vorher méglichst detailliert auf, wie es zu dem Fehler gekom-
men ist. Notieren Sie auch die Meldungen, die vom System
in Dialogfenstern ausgegeben werden. Diese Informationen
helfen dem Servicespezialisten des QIAGEN AuBBendiensts
bei der Problemanalyse und dabei, den Fehler zu beheben.

Wenn Sie den Technischen Service von QIAGEN wegen eines
Gerdétefehlers anrufen, halten Sie bitte die folgenden Infor-
mationen bereit:

Geréte-Seriennummer, Typ und Versionsnummer
Datum der letzten durchgefihrten Wartung

Fehlercode (falls vorhanden)

Zeitpunkt, wann der Fehler zum ersten Mal auftrat
Haufigkeit, mit der der Fehler auftritt (d. h. voriber-
gehend auftretender oder dauerhafter Fehler)

B Foto des Fehlers, falls méglich

Fuhren Sie die folgenden Schritte durch, bevor Sie den
Technischen Service von QIAGEN kontaktieren.

1. Uberprifen Sie das Lauf-Protokoll (“Run log”) — im “Run
Information”-Bericht —, um festzustellen, ob das System
wdhrend des Laufs ordnungsgemdéf funktioniert hat.

2. Lesen Sie die nachfolgenden Abschnitte der ,Hilfe zur
Fehlersuche”.

3. Uberprifen Sie die Installation und den ordnungs-
gemdBen Betriebsablauf lhres Systems unter
Verwendung des PyroMark Control Oligos.

Uberprifen des Lauf-Protokolls

Es empfiehlt sich, das Lauf-Protokoll zu Gberprifen, um
festzustellen, ob das System wéahrend des Laufs ordnungs-
geméf funktioniert hat.

1. Offnen Sie die Laufdatei.

2. Wéhlen Sie die Option “Run Information” (,Laufinfor-
mationen”) aus dem Werkzeugmeni (“Tools”) oder
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klicken Sie im VerkniUpfungs-Browser mit der rechten
Maustaste auf die Datei und wéhlen Sie “Run
Information” aus dem Kontextmeni. Der “Run
Information”-Bericht wird daraufhin gedffnet.

3. Uberprifen Sie das Lauf-Protokoll (befindet sich am Ende
des Berichts), um festzustellen, ob es wéhrend des Laufs
zu Problemen gekommen ist.

4. Kommt es mehrmals oder Uber einen langeren Zeitraum
wéhrend eines Laufs oder in aufeinanderfolgenden
Laufen zu Abweichungen der Heizblocktemperaturen,
des Drucks und/oder der Schittler-Drehzahl von den
voreingestellten Werten, kontaktieren Sie bitte den
Technischen Service von QIAGEN. Falls Sie gebeten
werden, eine Datei mit der Bezeichnung “Environment
Data” zu schicken:

B Wadhlen Sie die Option “Export Environment Data”
(,Umgebungsdaten exportieren”) aus dem
Werkzeugmen( (“Tools”).

m  Wahlen Sie aus dem Pull-down-MenU bei “Save in”
(,Speichern unter”) den Zielordner fir diese Datei
aus.

B  Geben Sie im “File name”-Textfeld den Dateinamen
ein und klicken Sie auf “Save” (,Speichern”).
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7.1 Analysebezogene Fehler
Kommentare und Vorschldage
a) PCR aufgrund Uberprifen Sie die PCR-Proben in einer Agarose-
geringer DNA- gelelektrophorese, um das Vorhandensein einer
Qualitat starken spezifischen Bande zu bestétigen. Ist eine

fehlgeschlagen

Schlecht optimierte
PCR

Biotinylierung
ausgelassen oder
nicht mit richtigem
PCR-Primer
durchgefihrt

Biotinylierung nicht
optimal

Unzureichende

solche Bande nicht vorhanden, wiederholen Sie
die PCR mit einer qualitativ hochwertigen DNA.

Fur die hoch spezifische Amplifikation von mit
Bisulfit konvertierter DNA und von genomischer
DNA aus unterschiedlichem Ausgangsmaterial
wird der PyroMark PCR Kit empfohlen.

Uberprifen Sie die PCR-Proben in einer Agarose-
gelelekirophorese, um das Vorhandensein einer
starken spezifischen Bande zu bestatigen. Ist dies
nicht der Fall, optimieren Sie die PCR neu.

Uberprifen Sie das Assay-Design; siehe
Anhang B.

Beziehen Sie die Primer von einem empfohlenen
Anbieter. Vergewissern Sie sich, dass der bio-
tinylierte Primer mittels HPLC oder nach einem
vergleichbaren Verfahren gereinigt wurde.

Befolgen Sie die Empfehlungen fir die Menge an

Menge Template fir Template; siehe Anhang B.

die Immobilisierung

auf Sepharose-
Beads
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Kommentare und Vorschlége

f)

h)

Zu viel PCR-Produkt
erschépft das
Substrat, was zu
fehlenden Peaks am

Ende der Sequenz
fohrt

Eine oder mehrere
Kammer(n) in der
Reagenzien-
kartusche nicht
korrekt gefullt

Eine der Nadeln in
der Reagenzien-
kartusche ist
verstopft oder
beschadigt (wird als
fehlendes Vor-
Sequenzierungs-
signal und/oder
fehlende Peaks im
Pyrogramm
registriert).

Reagenzien
unsachgemaf
geldst oder gelagert

Geringe Signal-
stérke durch ver-
schmutzte Lichtleiter

Setzen Sie weniger PCR-Produkt ein.

Vergewissern Sie sich, dass ausreichende Mengen
der Reagenzien eingefillt sind (6ffnen Sie die
Lauf-Konfiguration und wéhlen Sie die Option
“Pre Run Information” aus dem Werkzeugmeni
(“Tools")).

Befolgen Sie die Anweisungen in den
Handbichern zu den Produkten.

Falls Nadeln verbogen sind: Verwerfen Sie die
Reagenzienkartusche. Stellen Sie sicher, dass die
geltenden Bundes-, Landes- und kommunalen
Umweltauflagen bei der Entsorgung der
Laborabfélle eingehalten werden.

Halten Sie genau die Anweisungen in dem
Handbuch ein, das zu den PyroMark Gold Q24
Reagenzien gehért. Nehmen Sie ein leeres Well
(nur mit Annealing-Puffer gefillt) in die Lauf-
Konfiguration mit auf, um zu Uberprifen, ob
Hintergrund-Peaks von den Nukleotiden
verursacht werden.

Reinigen Sie den Heizblock und die Lichtleiter;
sieche Abschnitt 6.2.2.
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Kommentare und Vorschlége

k) Falsche zu
analysierende
Sequenz

[) Hintergrund-Peaks
im Pyrogramm

m) Ungewéhnlich
hoher Verbrauch an
Substrat (wird als
hohes Vor-
Sequenzierungs-
signal registriert)

n) Signaltbersprechen
(“Crosstalk”; Licht-
blitze in einem Well
werden im benach-
barten Well erfasst)

o) Dispensierfehler

p) Unbekannter SNP in
Probe

g) dUTP in der PCR
verwendet

Korrigieren Sie die zu analysierende Sequenz und
wiederholen Sie den Lauf mit den Proben, falls
erforderlich.

Befolgen Sie die Empfehlungen in Anhang B,
wenn Sie zum ersten Mal einen Analyselauf mit
einem bestimmten Assay durchfGhren.

Konfigurieren Sie den Assay neu.

Bereiten Sie die Proben geméf3 den Anweisungen
in Abschnitt 5.3 vor.

Wechseln Sie die Puffer und verwenden Sie keine
anderen Puffer als die von QIAGEN.

Prifen Sie mithilfe der Zoom-in-Funktion, ob
Uberhaupt Peaks generiert wurden (markieren Sie
mit der linken Maustaste eine Basen-Abfolge im
Pyrogramm).

Vermeiden Sie es, Assays mit hoher Signalstérke
neben Assays mit niedriger Signalstarke zu
positionieren.

Tauschen Sie die Reagenzienkartusche aus.
Setzen Sie sich mit dem Technischen Service von

QIAGEN in Verbindung, falls das Problem
dadurch nicht behoben werden kann.

Figen Sie den SNP in die zu analysierende
Sequenz ein und generieren Sie die Dispensier-
Reihenfolge neu. Wiederholen Sie den Analyse-
lauf der Probe mit der neuen Dispensier-
Reihenfolge.

Ersetzen Sie dUTP durch dTTP, weil das
A-Nukleotid, das in den Pyrosequenzierungs-

reaktionen verwendet wird, weniger stringent an
dUTP bindet.
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Hilfe zur Fehlersuche

Kommentare und Vorschlége

r)  Positiv-Verschiebung Andern Sie die Dispensier-Reihenfolge.

s) Negativ- Stellen Sie sicher, dass auf Homopolymere eine
Verschiebung zuséitzliche Dispensierung erfolgt.
7.2 Fehler der Analysesoftware
Bei Fehlern, die sich auf die Analysesoftware beziehen, lesen
Sie bitte das Kapitel “Troubleshooting” (,Hilfe zur Fehler-
suche”) des PyroMark Q24 MDx Software-Handbuchs.
7.3 Gerdatebezogene Fehler

Kommentare und Vorschlége

Fehlermeldungen

a) Zuviele ungespei-  Kopieren Sie ungesicherte Léufe auf einen USB-
cherte Laufe im Stick; siehe Abschnitt 5.1.2.
Gerdatespeicher.
Navigieren Sie zum
Ordner “Unsaved
Runs” (,Ungespei-
cherte Laufe”) und
speichern Sie sie auf
einen USB-Stick.

b) Der erforderliche Starten Sie den Lauf neu. Falls ein Temperatur-
Wert wurde nicht problem weiterhin besteht und die Raumtempe-
erreicht; Lauf wird  ratur hoch ist:

abgebrochen

B Vergewissern Sie sich, dass die Kihlvorrich-
tung Strom bekommt (eine Kontrolllampe an
der Rickseite sollte leuchten). Ist dies nicht der
Fall, Oberprifen Sie sémtliche Kabelverbin-
dungen.

M Uberprifen Sie den Kihlmittelstand.
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Hilfe zur Fehlersuche

Kommentare und Vorschlége

<)

d)

e)

f)

Laufname (“Run
name”) ist ungiltig

,Datei” konnte nicht
auf USB-Stick
kopiert werden

Verbindung zur
Hardware konnte
nicht hergestellt
werden/Verbindung
zur Hardware ist
unterbrochen —
fGhren Sie bitte
einen Neustart
durch.

Keine gultigen
Upgrade-
Ordner/-Dateien
auf USB-Stick
gefunden

Vergewissern Sie sich, dass die Laufdatei in der
PyroMark Q24 MDx Software angelegt wurde.

Probieren Sie es mit einem anderen USB-Stick.
Wir empfehlen, die von QIAGEN mitgelieferten
USB-Speichersticks zu verwenden.

Starten Sie das Geréit neu. Setzen Sie sich mit
dem Technischen Service von QIAGEN in
Verbindung, falls das Problem dadurch nicht
behoben werden kann.

Vergewissern Sie sich, dass |hre Upgrade-
Installationsdateien sich in einem Ordner mit der
Bezeichnung ,Upgrade” im Wurzelverzeichnis des
USB-Sticks befinden.

Hinweis: Bei allen anderen Fehlermeldungen des Geréts kontaktieren Sie
bitte den Technischen Service von QIAGEN.

Sonstige Probleme

a)

Gerdat macht uner-
wartete Gerdusche
beim Startvorgang

Kein Kontakt zum
USB-Stick

Uberprifen Sie, ob die Reagenzienkartusche
korrekt eingesetzt wurde.

Der verwendete USB-Stick ist beschédigt oder
nicht mit dem System kompatibel. Es wird
empfohlen, nur die von QIAGEN gelieferten USB-
Speichersticks zu verwenden.
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Hilfe zur Fehlersuche

Kommentare und Vorschlége

c) USB-Stick kann
nicht in Anschluss-
buchse gesteckt
werden

USB-Kontakt gebrochen; setzen Sie sich mit dem
Technischen Service von QIAGEN in Verbindung.

7.4 Probleme mit der Vakuum-Arbeitsstation

Kommentare und Vorschlége

a) Es liegt kein
Unterdruck an

b) Wahrend der
Probenverarbeitung
fallt das Vakuum
aus

c) Filter-Hohlnadeln
funktionieren nicht
ordnungsgeméf

d) In einigen Wells der
Immobilisierungs-
Platte verbleiben
Flussigkeitsreste

Schalten Sie die Vakuumpumpe aus und 6ffnen
Sie den Deckel des Flussigabfallbehdalters, um
einen eventuell vorhandenen Uberdruck
abzubauen. SchlieBen Sie den Deckel und
schalten Sie die Pumpe wieder ein. Entleeren Sie
den Flussigabfallbehalter, falls er voll ist.

Vergewissern Sie sich, dass der Schlauch korrekt
angeschlossen ist und dass kein Leck vorhanden
ist.

Der Abfallfilter kénnte feucht sein und muss
eventuell ersetzt werden; siehe Abschnitt 6.3.5.

Vergewissern Sie sich, dass der Schlauch korrekt
angeschlossen ist und dass kein Leck vorhanden
ist.

Der Abfallfilter kénnte feucht sein und muss
eventuell ersetzt werden; siehe Abschnitt 6.3.5.

Stellen Sie sicher, dass die Filter-Hohlnadeln

ordnungsgeméf funktionieren; siehe
Abschnitt 6.3.2.

Tauschen Sie die betreffenden Filter-Hohlnadeln
aus; siehe Abschnitt 6.3.2.
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Hilfe zur Fehlersuche

Kommentare und Vorschlége

e) WeiBe Uberreste Falls Gber 1 Min. seit dem Schitteln der Platte
(Sepharose-Beads)  (oder Streifen) vergangen ist, schitteln Sie sie
in der Immobili- erneut fir 1T Min., bevor Sie die Beads ansaugen.
sierungs-Platte

7.5

Uberprifung der korrekten Installation
und des ordnungsgemdBen Betriebs

Das PyroMark Control Oligo wird zusammen mit dem
PyroMark Q24 MDx verkauft und ist erforderlich, um die
korrekte Installation und den ordnungsgeméfen Betrieb des
Systems zu Uberprifen. Das PyroMark Control Oligo besteht
aus einer Wobble-Base (gemessen als % C), einzelnen Basen
aller vier Nukleotide und Homopolymeren aus zwei und drei
Basen. Informationen zum Gebrauch des PyroMark Control
Oligos finden Sie im PyroMark Q24 Validation Oligo
Handbuch, das mit dem Produkt geliefert wird.
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Frei bleibende Seite
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Glossar

8 Glossar

Begriff Beschreibung

AQ Analysemodus zur Quantifizierung verschiedener
Allele.

Biotin Ein Molekul, das sehr stark an Streptavidin binden
kann. PCR-Primer kénnen biotinyliert werden, damit
das resultierende PCR-Produkt an streptavidin-
beschichtete Beads binden kann.

Bisulfit HSO3;™ wird als Bisulfit (oder Hydrogensulfit)

Bisulfitbehandlungs-
Kontrolle

CpG

Dispensier-
Reihenfolge

bezeichnet. Bei der Bisulfit-Reaktion wird DNA mit
Natriumhydrogensulfit behandelt, um Cytosin-Reste in
Uracil umzuwandeln — und zwar unter
Reaktionsbedingungen, bei denen methylierte
Cytosine nicht reaktiv bleiben.

Bei Pyrosequenzierungs-Assays kann eine interne
Kontrolle mitgefGhrt werden, um festzustellen, ob die
Bisulfitbehandlung erfolgreich war. C-Basen, auf die
in der Sequenz kein G folgt, werden normalerweise
nicht methyliert und sollten daher nach Bisulfit-
behandlung und PCR vollsténdig in Ts umgewandelt
werden. Als Ergebnis einer erfolgreichen Bisulfit-
behandlung sollten alle Templates nur Ts und keine
Cs in diesen Position aufweisen. Bei reversen Assays
sollten alle Template ausschlieBlich As und keine Gs
in diesen Positionen haben.

Analysemodus, der bei der Analyse der CpG-
Methylierung verwendet wird.

Legt die Nukleotide und die Reihenfolge fest, in der
sie bei Pyrosequenzierungs-Laufen dispensiert werden.
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Begriff Beschreibung

Dispensier- Nicht zyklische Reihenfolge der Dispensierung, die der

Reihenfolge, bekannten Sequenz folgt. Diese kann bei der

gezielte Pyrosequenzierungs-Technologie angewandt werden,
wenn Sie die zu analysierende Sequenz kennen. Zum
Beispiel kann die Sequenz ,TCCAGAA" mit der
Dispensier-Reihenfolge ,TCAGA” analysiert werden.

Dispensier- Eine sich wiederholende Reihenfolge bei der

Reihenfolge, Dispensierung der Nukleotide. Wird Gblicherweise bei

zyklische der Sequenzierung unbekannter DNA-Sequenzen
mithilfe der Pyrosequenzierungs-Technologie
angewandt. Beispielsweise kann die Folge ,,CTGA"
oder ,TCGA" eingegeben werden und in gewUnschter
Anzahl wiederholt werden.

Drop-off Eine kontinuierliche Abnahme der Peakhohe, die

Einzel-Nukleotid-
Polymorphismus

Enzym

Gerdtemethode

normalerweise im Pyrogramm zu beobachten ist.

(engl.: single nucleotide polymorphism; SNP)

SNPs betreffen den Austausch einer Base in der DNA
gegen eine andere. SNPs und Punktmutationen sind
strukturell identisch, sie unterscheiden sich lediglich in
ihrer Haufigkeit. Variationen, die bei maximal 1 % der
Population auftreten, gelten als Punktmutationen,
wdhrend solche, die bei mehr als 1 % vorkommen, als
SNPs bezeichnet werden.

Ein als Katalysator wirkendes Protein (oder RNA), das
die Geschwindigkeit einer biochemischen Reaktion
beschleunigt, ohne die Reaktion selber zu veréndern.
Bei der Pyrosequenzierungs-Technologie wird ein
Enzymgemisch aus Klenow-Fragment, Sulfurylase,
Luciferase und Apyrase in der Sequenzierungsreaktion
eingesetzt.

Eine Gerdtemethode beschreibt physikalische
Einstellungen fur das Gerét, wie z. B. Schittler-
Drehzahl, Heizblock-Temperatur oder Dauer der
Abgabe von Reagenzien, Enzym-/Substratgemisch
und Nukleotiden (Pulsdauer).
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Begriff

Beschreibung

Histogramm

Homopolymer

InDels

IUPAC

Phasenverschiebung

Die theoretische Darstellung des erwarteten
Peakmusters bei der Pyrosequenzierung.

Eine Abfolge von identischen Basen in der DNA. Bei
der Pyrosequenzierungs-Technologie wird eine
Abfolge aus mehr als zwei identischen Basen als
Homopolymer bezeichnet.

Insertion(en) und/oder Deletion(en).

International Union of Pure and Applied Chemistry

(dt.: Internationale Union fur reine und angewandte
Chemie). Eine Organisation, die Empfehlungen zur
organisch-chemischen und biochemischen Nomen-
klatur sowie zu Symbolen, Terminologie efc. abgibt.

IUPAC-Codes

A = Adenin W =T oder A

C = Cytosin S=CoderG

G = Guanin B = C, T oder G (nicht A)

T = Thymin D = A, T oder G (nicht C)

R = Purin H = A, T oder C (nicht G)
(A oder G)

Y = Pyrimidin V = A, C oder G (nicht T)
(C oderT)

M = C oder A N = beliebige Base (A, C,

G oderT)
K=ToderG

Wenn eines der Allele vor dem anderen sequenziert
wird.
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Begriff

Beschreibung

Polymorphismus

Pyrogramm

Qualitétskontroll-
Fenster

Referenz-Peak

RLE

Sepharose-Beads

Sequenzierungs-
Primer

Weit gefasste genetische Variationen, die alle
verschiedenen Variationstypen in den DNA-Sequenzen
innerhalb einer gegebenen Population einschlie3en.

Das Diagramm, das sich als Ergebnis aus einer
Sequenzierungsreaktion, die mithilfe der Pyrosequen-
zierungs-Technologie durchgefihrt wurde, ergibt.
Eingebaute Nukleotide werden im Pyrogramm als
Peaks dargestellt.

Gibt einen Uberblick tber die Qualitét am Ende einer
definierten Anzahl von Basen in der basenzugeord-
neten Sequenz. Eine verfigbare Einstellung im SQA-
Analysemodus.

Nicht variable Peaks (d. h. Peaks, die nicht zu einer
variablen Position gehéren) werden als ,Referenz-
Peaks” bezeichnet. Diese Referenz-Peaks dienen bei
der Analyse zum einen als Referenz bei der Berech-
nung der Hohe der einzelnen Peaks und zum anderen
als interne Kontrolle bei der Qualitétsbewertung.

Relative Lichteinheit (engl.: RLU = relative light unit);
Einheit, die bei der Pyrosequenzierung verwendet
wird, um die Peakhéhen im Pyrogramm zu
bestimmen.

For die Praparation von biotinylierten PCR-Produkten
sollten streptavidinbeschichtete Beads verwendet
werden.

Bei der Probenvorbereitung hybridisiert der
Sequenzierungs-Primer an die Template (Annealing).
Das 3'-Ende des Sequenzierungs-Primer dient als
Startpunkt fir die Verléngerung durch die DNA-
Polymerase.
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Begriff

Beschreibung

Signal-zu-Rausch-
Verhdalinis (SRV)

SNP
SQA

Streptavidin

Substrat

variable Position

Verschiebung

Das Verhdltnis von Héhe des Nutzsignals zur Héhe
des Stérsignals (engl.: signal-to-noise ratio; SNR). Eine
Angabe fir die Gite der Messdaten. Je héher das
Verhdaltnis, desto besser die Datenqualitét.

siehe ,Einzel-Nukleotid-Polymorphismus”

Analysemodus, der bei der Basenzuordnung (,Base-
calling”) unbekannter Sequenzen verwendet wird.

Ein Protein, das sehr stark an Biotin binden kann.

Ein Molekul, an dem ein Enzym wirkt. Bei der

Pyrosequenzierungs-Technologie wird ein Gemisch
der Substrate Adenosin-5'-phosphosulfat (APS) und
Luciferin in der Sequenzierungsreaktion eingesetzt.

Eine Region der Sequenz, die in einer oder mehreren
Basen variiert. In der PyroMark Q24 MDx Software
werden die variablen Positionen mit einer blau-grauen
Hintergrundfarbe im Histogramm und Pyrogramm
gekennzeichnet.

Positiv-Verschiebung: Ein kleiner Abschnitt der
Template-Sequenzen, in dem mehr als ein Nukleotid-
Typ zu einem Zeitpunkt eingebaut werden (wenn
beispielsweise noch Reste von der vorherigen
Dispensierung vorhanden sind); dieser Abschnitt wird
vor dem Rest der Template-Sequenzen sequenziert.

Negativ-Verschiebung: Ein kleiner Abschnitt der
Template-Sequenzen, in dem kein Nukleotideinbau
erfolgt ist; wird nach dem Rest der Template
sequenziert.
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Begriff

Beschreibung

Vor-
Sequenzierungs-
signal

zu analysierende
Sequenz

Wenn das Substrat in ein Well dispensiert wird (durch
ein ,S” im Pyrogramm angezeigt), werden Kontami-
nationen wie ATP oder Pyrophosphat (PP) umgesetzt,
wobei Lichtblitze fei werden. Ein zu hoher Substrat-
Peak deutet darauf hin, dass zu hohe Konzentrationen
an Kontaminanten, beispielsweise in den Puffern,
vorhanden sind.

Ein kurzer Abschnitt einer DNA-Sequenz (in lhrer
Probe), der direkt nach dem Sequenzierungs-Primer
beginnt und einen oder mehrere variable Positionen
enthdlt, die mithilfe einer Pyrosequencing-Geréte-
plattform analysiert wird.
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Anhang A

Technische Daten

QIAGEN behalt sich das Recht vor, jederzeit technische Anderungen
vorzunehmen, die in Ubereinstimmung mit den Anforderungen der IVD-
Richtlinie 98/79/EG sind.

Betriebs- und Umgebungsbedingungen
Betriebsbedingungen: PyroMark Q24 MDx Gerdt

Eingangsspannung 100-240 V AC, 50-60 Hz

Eingangs- maximal 160 VA
Leistungsaufnahme

Gerdate-Nennspannung 24V DC, 40 W
Kihler-Nennspannung 12VDC, 60 W

Uberspannungs- Il
Schutzklasse

Luftemperatur 15-32 °C

Luftfeuchtigkeit 20-90 % (nicht kondensierend)
Geografische Héhe Bis max. 2000 m

Standort Nur in geschlossenen Réumen.

Zugfreier Standort, nicht in Fensterndhe. Das
Gerét nicht in direktem Sonnenlicht aufstellen.

Verschmutzungsgrad 2

Umweltgeféhrdungsklasse 3K2 (IEC 60721-3-3)
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Transportbedingungen

Lufttemperatur ~ -25 °C bis 60 °C
Luftfeuchtigkeit  Max. 75 % (nicht kondensierend)

Lagerungsbedingungen

Luftemperatur 10 °C bis 40 °C
Luftfeuchtigkeit  Max. 75 % (nicht kondensierend)

Mechanische Daten und Ausstattungsmerkmale

Abmessungen Breite: 390 mm
(geschlossen) Héhe: 420 mm
Tiefe: 525 mm

Abmessungen (inkl. Breite: 700 mm
Abstand zu Raum-  Héhe: 700 mm
wénden) Tiefe: 600 mm

Masse (Gewicht) 28 kg
Kapazitat Bis zu 24 Proben pro Lauf

Chemische pH 4 bis pH 9, gewdhnliche Detergenzien, 0,5 M
Widerstandsféhigkeit Natriumhydroxid, 70 % Ethanol

Betriebsbedingungen: PyroMark Q24 MDx Vakuum-
Arbeitsstation

Netzspannung 100 V AC, 50/60 Hz oder
115V AC, 60 Hz oder

230V AC, 50 Hz
Stromverbrauch: Maximal 25 VA
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Uberspannungs- Il
Schutzklasse

Lufttemperatur 15-32 °C

Luftfeuchtigkeit 20-90 %

Geografische Héhe Bis max. 2000 m

Standort Nur in geschlossenen Réumen.

Normale Labor-Umgebungsbedingungen; fur
angemessene BelUftung sorgen.

Verschmutzungsgrad 2

Umweltgefédhrdungsklasse 3K2 (IEC 60721-3-3)

Transportbedingungen

Lufttemperatur ~ -25 °C bis 60 °C
Luftfeuchtigkeit ~ Max. 75 % (nicht kondensierend)

Lagerungsbedingungen

Luftemperatur 10 °C bis 40 °C
Luftfeuchtigkeit ~ Max. 75 % (nicht kondensierend)

Mechanische Daten und Ausstattungsmerkmale

Abmessungen Breite: 295 mm
(Arbeitsplattform) Héhe: 68 mm
Tiefe: 353 mm

Abmessungen (inkl.  Breite: 350 mm (oder 700 mm)
Abstand zu Raum-  Héhe: 400 mm
wénden) Tiefe: 700 mm (oder 350 mm)
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Masse (Gewicht)

Kapazitat

Chemische

11 kg (inklusive gefillter Trége und vollem
Flussigabfallbehdlter)

Bis zu 24 Proben pro Platte

pH 4 bis pH 9, gewdhnliche Detergenzien, 0,5 M

Widerstandsféhigkeit Natriumhydroxid, 70 % Ethanol

PyroMark Q24 MDx Software

Betriebssystem
Prozessor
RAM

Freier Speicher-
platz auf
Festplatte

Grafikkarte
Monitor
Zeigegerat

Schnittstellen

Microsoft Windows 7 (englische Version)

Intel Pentium IV, 3 GHz (oder héher)
1 GB
100 MB

UnterstUtzt die Monitorauflésung
1280 x 1024 Pixel

Maus o. A.

USB-Anschluss und CD-ROM

A-4
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Elektro- und Elektronik-Altgerdte (Waste
Electrical and Electronic Equipment,
WEEE)

Dieser Abschnitt dient der Information Gber die Entsorgung
von Elekiro- und Elekironik-Altgeréten durch die Anwender.

Das Symbol mit der durchgekreuzten Milltonne (siehe unten)
weist darauf hin, dass dieses Produkt nicht mit anderen
Abfallen entsorgt werden darf; es ist — geméf den lokalen
gesetzlichen Bestimmungen und Vorschriften — zur
Entsorgung in eine anerkannte Entsorgungseinrichtung oder
zu einer benannten Sammelstelle fur Wertstoffe zu bringen.

Das getrennte Sammeln und Recycling von Elektro- und
Elektronik-Altgeréten bei der Entsorgung hilft, naturliche
Ressourcen zu schonen und stellt sicher, dass das Produkt in
einer Art und Weise recycelt wird, die dem Schutz der
menschlichen Gesundheit und dem Umweltschutz dienen.

Auf Anfrage kann das Recycling kann gegen eine Gebuhr
von QIAGEN Ubernommen werden. In der Européischen
Union Ubernimmt QIAGEN geméf der WEEE-Richtlinie in
den Féllen, in denen von ihr ein Ersatzteil geliefert wird, das
for den Kunden kostenfreie Recycling ihrer WEEE-
gekennzeichneten elektronischen Gerdte.

Wenn Sie ein elekironisches Gerét recyceln méchten,
kontaktieren Sie |hr QIAGEN Verkaufsbiro, um das
bendtigte Ricknahmeformular zu erhalten. Sobald Sie dieses
Formular ausgefullt zurickgeschickt haben, wird sich ein
QIAGEN Mitarbeiter mit lhnen in Verbindung setzen, um
einen Abholtermin fur das elektronische Aligerét zu
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vereinbaren oder um lhnen ein individuelles Angebot
machen zu kénnen.

FCC-Erklérung

Die ,Federal Communications Commission” der Vereinigten
Staaten (USFCC) hat (in 47 CFR 15.105) erklart, dass die
Benutzer dieses Produkis Uber die folgenden Sachverhalte
und Umsténde informiert sein missen.

»Das Gerét erfillt die Anforderungen von Teil 15 der FCC:

Der Betrieb unterliegt den folgenden beiden Bedingungen:
(1.) Dieses Gerat darf keine gefahrlichen Stérungen
verursachen. (2.) Dieses Gerat darf durch von auf3en
einwirkende Interferenzen, inklusive Interferenzen, die
unerwunschte Betriebszusténde verursachen kénnten, nicht
gestort werden.”

+Dieses digitale Klasse-B-Gerét erfillt die Anforderungen der
kanadischen Standards gemaf3 ICES-0003.”

Die folgende Erklarung gilt fir die in diesem Handbuch
beschriebenen Produkte, sofern nichts anderes hierin
angegeben ist. Die entsprechende Erklérung fir andere
Produkte ist in der dazugehdrigen Dokumentation zu finden.

Hinweis: Dieses Gerat wurde geprift und hat dabei die
Grenzwerte fUr digitale Geréte der Klasse B gemaB Teil 15 der
FCC-Bestimmungen eingehalten und erfillt alle Anfor-
derungen der kanadischen Norm ICES-003 fur stérungs-
verursachende Gerdéte (“Interference-Causing Equipment
Standard”). Diese Grenzwerte wurden so festgelegt, dass ein
angemessener Schutz gegen Stérungen in einer Wohngegend
gewdhrleistet ist. Dieses Gerat erzeugt, verwendet und strahlt
eventuell Funkfrequenzenergie aus, und kann, wenn es nicht
den Angaben in diesem Handbuch entsprechend installiert
und verwendet wird, den Funkverkehr stéren. Es kann jedoch
keine Garantie Ubernommen werden, dass es in einer
bestimmten Installation nicht doch zum Auftreten von
Stérungen kommt. Sollte dieses Gerét den Empfang von Funk-
und Fernsehsendungen stéren, was sich durch Ein- und
Ausschalten des Geréts nachprifen lasst, versuchen Sie die
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Stérungen durch eine oder mehrere der folgenden

MaBBnahmen zu beheben:

B Richten Sie die Empfangsantenne neu aus oder
installieren Sie sie an einem anderen Ort.

B VergréBern Sie den Abstand zwischen Gerét und
Empfénger.

B SchlieBBen Sie das Gerét an eine Steckdose an, die von
einem anderen Stromkreis als das Empfangsgeréit
versorgt wird.

B Laossen Sie sich von einem Fachhandler oder erfahrenen
Radio- und Fernsehtechniker beraten.

Die QIAGEN GmbH Deutschland ist nicht verantwortlich for
Radio- oder Fernsehstérungen, die durch unberechtigte
Verénderungen an diesem Gerdt oder durch den Ersatz oder
den Anschluss von anderen Verbindungskabeln und
Zusatzgerdten als denen, die von der QIAGEN GmbH
Deutschland angegeben werden, verursacht werden. Die
Beseitigung von Stérungen, die durch eine(n) derartige(n)
unberechtigte(n) Verénderung, Ersatz oder Anschluss
verursacht werden, liegt in der Verantwortung des Benutzers.
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EG-Konformitdatserklérung

Name und Anschrift des Herstellers i. S. d. Gesetzes
QIAGEN GmbH
QIAGEN-StraBe 1
40724 Hilden
Germany
Eine aktuelle Konformitétserklarung kann bei QIAGEN
Technical Services angefordert werden.
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Assay-Design und Validierung

Assay-Design

Die Pyrosequenzierungs-Assays kdnnen Sie mit der jeweils
neuesten Version der PyroMark Assay Design Software
(ADSW) konfigurieren. Das Programm generiert automatisch
Primer-Sets, die sowohl PCR- als auch Sequenzierungs-
Primer beinhalten. Jedes Primer-Set erhdlt einen Qualitéts-
Score, der auf der Grundlage mehrerer Parameter vergeben
wird, die fur die Pyrosequenzierungs-Analyse spezifisch sind.
Vergewissern Sie sich, dass Sie den richtigen Assay-Typ in
der PyroMark ADSW gewdhlt haben. Wir empfehlen, die
IVD-gekennzeichneten Assay-Kits von QIAGEN fur die
Pyrosequenzierung zu verwenden, in denen alle
notwendigen, optimierten Primer enthalten sind.

PCR

For die PCR-Amplifikation empfehlen wir, den PyroMark PCR
Kit von QIAGEN zu verwenden, der speziell fir die Pyro-
sequenzierungs-Analyse optimiert ist und die hoch
spezifische und fehlerfreie Amplifikation der Template-DNA
for unterschiedliche Pyrosequenzierungs-Applikationen wie
Detektion von Mutationen, SNP-Analysen, Methylierungs-
analyse und Basenzuordnung (,Base-calling”). Das
praktische Master-Mix-Format erméglicht die spezifische
Amplifikation von unterschiedlichen Ausgangsmaterialien wie
genomische DNA verschiedener Spezies oder bisulfit-
konvertierter DNA nach demselben Protokoll.

PCR-Primer

Einer der Primer muss biotinmarkiert sein, um die
Immobilisierung an streptavidinbeschichtete Beads
(Streptavidin Sepharose High Performance; von GE
Healthcare) wahrend der Préparation der einzelstréingigen
DNA-Template zu erméglichen. Der Assay kann entweder in
Vorwdrts- oder Ruckwdrts-Richtung ablaufen. Beim Primer-
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Design mit der PyroMark ADSW wird der Primer, der
biotinyliert werden muss, angezeigt.

Der biotinylierte Primer sollte mittels HPLC oder nach einem
vergleichbaren Verfahren gereinigt sein, weil freies Biotin mit
dem biotinylierten PCR-Produkt um Bindungsstellen auf den
streptavidinbeschichteten Sepharose-Beads konkurriert.

Lange des Amplikons

Die optimale Amplikonlénge fir Pyrosequenzierungs-Assays
liegt zwischen 80 und 200 bp, aber auch mit Produkten von
bis zu 500 bp sind evil. gute Ergebnisse méglich. Amplikons
fir CpG-Assays sollten idealerweise kirzer als 200 bp sein.

Sequenzierungs-Primer

Konfigurieren Sie die Sequenzierungs-Primer mit der
PyroMark ADSW. Beim Design eines ,InDel”-Assays
empfiehlt es sich unbedingt, dass sich der Sequenzierungs-
Primer ein paar Basen vor der variablen Position befindet.
Wir empfehlen, die IVD-gekennzeichneten Assay-Kits von
QIAGEN fur die Pyrosequenzierung zu verwenden, in denen
alle notwendigen, optimierten Primer enthalten sind.

PCR-Setup

For die PCR unter Verwendung des PyroMark PCR Kits
werden Reaktionen mit einem Volumen von 25 ul angesetzt.
Halten Sie sich dabei genau an die Anweisungen im
PyroMark PCR Handbuch.

FUhren Sie die PCR bei optimaler Annealing-Temperatur und
mit 45 Zyklen durch. Bei einer kleineren Zyklenzahl kénnte
es aufgrund von Uberschissigem biotinyliertem Primer zu
unzureichender Ausbeute und Hintergrundproblemen bei
den Pyrosequenzierungsreaktionen kommen.

Das PCR-Produkt sollte in einem analytischen Agarosegel
eine stark angefdrbte Bande mit nur minimalem Uberschuss
an Primern ergeben.

B-2
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Ausgangs-Template

Die Ausbeute und Qualitét des PCR-Produkts wird von der
Qualitat und der Mange der als Ausgangs-Template verwen-
deten Nukleinséure beeinflusst. Dies gilt insbesondere bei
der Amplifikation langer DNA-Abschnitte, die durch die
Bisulfitbehandlung fragmentiert oder aus paraffineinge-
bettetem Material extrahiert wurden.

Qualitat der Ausgangs-Template

Weil die PCR aus mehreren Zyklen enzymatischer Reaktion
besteht, ist sie empfindlicher gegeniber Verunreinigungen
wie Proteinen, Phenol/Chloroform, Salzen, Ethanol, EDTA
und anderen Lésungsmitteln als enzymkatalysierte Prozesse,
die in einem Schritt ablaufen. QIAGEN bietet ein komplettes
Sortiment an Systemen fir die Nukleinsdure-Praparation, die
qualitativ hochwertige Templates fir die PCR sicherstellen.
Dazu gehéren das QlAprep® System fir die schnelle
Plasmid-Reinigung, die QlAamp® und DNeasy® Systeme fir
die schnelle Reinigung von genomischer DNA und viralen
Nukleinséuren sowie das RNeasy® System fir die RNA-
Préparation aus einer Vielzahl von Ausgangsmaterialien.
Weitere Informationen Gber die QlAprep, QlAamp, DNeasy
und RNeasy Produkte erhalten Sie von unserem Technischen
Service (siehe hintere Umschlagseite dieses Handbuchs) oder
finden Sie auf unserer Website www.giagen.com.

Qualitat der Ausgangs-Template bei Durchfihrung
von CpG-Assays

Kritische Parameter fir eine erfolgreiche PCR, bei der
bisulfitbehandelte DNA-Templates verwendet werden, sind
die vollsténdige Umwandlung durch das Bisulfit und eine
ausreichende Lénge der DNA-Fragmente fur die PCR. Der
EpiTect® Bisulfite Kit bietet ein schnelles und zuverléssiges
Verfahren fur die effiziente Umwandlung mit Bisulfit und
einen einzigartigen DNA-Schutzpuffer, den DNA Protect
Buffer, der die DNA-Fragmentation wéhrend der Bisulfit-
Umwandlungsreaktion verhindert. Weitere Informationen
Uber die EpiTect Produkte erhalten Sie von unserem
Technischen Service (siehe hintere Umschlagseite dieses
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Handbuchs) oder finden Sie auf unserer Website
www.giagen.com.

Menge der Ausgangs-Template

Die Annealing-Effizienz eines Primers an die Template ist ein
wichtiger Faktor bei der PCR. Aufgrund der thermodyna-
mischen Natur der Reaktion beeinflusst das Primer/Tem-
plate-Verhélinis sehr stark die PCR-Spezifitét und -Effizienz
und sollte daher empirisch optimiert werden. Wenn zu wenig
Template eingesetzt wird, kénnten die Primer ihre
Komplementérsequenzen eventuell nicht finden. Zu viel
Template kénnte dazu fihren, dass es haufiger zu
Fehlhybridisierungen der Primer kommt.

PCR-Optimierung

Der PyroMark PCR Kit ergibt in den meisten Fallen
zufriedenstellende Ergebnisse. Sollte eine héhere

Mg?* Konzentration erforderlich sein, empfehlen wir, die im
Kit mitgelieferte Lésung (25 mM MgCly) zu benutzen.

Die empfohlene Annealing-Temperatur betrégt 60 °C bzw.
56 °C bei genomischer DNA bzw. bisulfitbehandelter DNA
(bei Verwendung der PyroMark ADSW 2.0).

Die Zugabe von Q-Solution® (Bestandteil des PyroMark PCR
Kits) kann die PCR-Ausbeute und -Spezifitét bei schwierigen
Templates — z. B. bei solchen, die einen hohen Anteil an
Sekundérstrukturen haben — oder bei GC-reichen Templates
verbessern.

Untersuchen Sie bei PCR-Optimierungen jeweils 5 ul einer
25-ul-PCR in einem analytischen Agarosegel — Ziel ist eine
stark angefdérbte, spezifische Bande bei gleichzeitig geringem
Uberschuss an Primern.

Weitere Hinweise zur Optimierung und Fehlersuche finden
Sie im PyroMark PCR Handbuch.

B-4
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Gleiche Amplifikation beider Allele in AQ- und CpG-
Assays

Um zuverldssige Ergebnisse bei quantitativen Assays zu
erhalten, mussen beide Allele in gleichem Ausmaf3
amplifiziert werden; dies muss sorgféltig Gberproft werden.

Um eine gleiche Amplifikation in einem CpG-Assay sicher-
zustellen, kann die unmethylierte DNA mit steigenden
Anteilen der vollstandig methylierten DNA gemischt werden.
Wir empfehlen, die EpiTect Kontroll-DNAs zu verwenden, die
als bisulfitbehandelte, vollstandig methylierte und unmethy-
lierte DNA in gebrauchsfertigen Lésungen geliefert werden.
Die Regressionsanalyse der Frequenz, mit der ein Allel im
PyroMark Q24 MDx gemessen wird, als Funktion des einge-
setzten (erwarteten) Allels sollte einen R%-Wert von Uber 0,9
ergeben.

Bei einem AQ-Assay kénnen die Allelvarianten, inklusive der
variablen Position, in unterschiedlichen Verhélinissen —
dhnlich wie beim CpG-Assay — gemischt werden. Handelt es
sich bei der variablen Position in einem AQ-Assay um einen
SNP, dann ist der einfachste Weg, um auf gleiche Amplifi-
kation zu testen, die Peakhéhen bei einer heterozygoten
Probe zu vergleichen. Wenn der SNP durch Einbau einzelner
Basen reprasentiert wird, z. B. AAC/TGG, dann sollten die
beiden Allele (C- und T-Peaks) Peaks von gleicher Hohe
ergeben. Eine ,InDel”-Heterozygote sollte 50 % Deletion
ergeben.
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Probenvorbereitung

Verwenden Sie 5-20 ul einer 25-ul-PCR fir die
Immobilisierung an die Sepharose-Beads (Streptavidin
Sepharose High Performance; von GE Healthcare) geméf3

den Anweisungen in Abschnitt 5.3.3. Dies entspricht etwa
0,5-4 pmol PCR-Produkt, je nach Effizienz der PCR.

Hinweis: Bei Verwendung des PyroMark PCR-Kits fGhren
5-10 ul des PCR-Produkts in den meisten Féllen zu
zufriedenstellenden Ergebnissen bei der Pyrosequenzierung.
Dieses Volumen sollte so gewdahlt werden, dass die einzelnen
Peaks im Pyrogramm ein H&he von mindestens 40 RLE
erreichen.

Pyrosequenzierungs-Analyse

Verwenden Sie fur alle Assay-Konfigurationen die
Voreinstellungen in der Software, sofern nichts anderes
angegeben wird.

Assay-Konfiguration

AQ- und CpG-Assays

Beim Anlegen eines AQ- oder CpG-Assays sollte die zu
analysierende Sequenz eine genigend grof3e Anzahl von
Basen enthalten, sodass mindestens fonf nicht variable
Referenz-Peaks erzeugt werden. Bei Insertionen/Deletionen
(,InDels") sollten einige Referenz-Peaks vor der variablen
Position vorgesehen werden.

Falls sich der Sequenzierungs-Primer neben der zu analy-
sierenden Position befindet, nehmen Sie einen Teil der
Sequenz, die auf die variable Position folgt, in das “Sequence
to Analyze”-Textfeld (,Zu analysierende Sequenz”) mit auf.
Vergewissern Sie sich, dass die letzte Base in dem Texifeld
nicht Bestandteil der variablen Position ist.

Dispensierungen von Leerproben werden automatisch von
der Software generiert und dienen als eingebaute
Qualitétskontrollen for den Assay. Lassen Sie diese
Leerproben niemals weg, da sie sehr gut als Indikatoren fir
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unspezifischen Nukleotideinbau fungieren. Wenn Sie eine
Dispensier-Reihenfolge manuell eingeben, dann nehmen Sie
eine angemessene Zahl an Leerproben mit auf. Beginnen
Sie, falls méglich, die Dispensier-Reihenfolge mit der
Dispensierung einer Leerprobe und nehmen Sie mindestens
dieselbe Zahl an Leerproben mit auf, wie variable Positionen
vorhanden sind.

Beachten Sie die Tipps und Warnhinweise, die durch ein
rotes Icon (@) angezeigt werden und nehmen Sie geeignete
Anpassungen vor, wenn das lcon erscheint.

Kontrollen der Bisulfitbehandlung in CpG-Assays

Beim Konfigurieren eines CpG-Assays empfiehlt es sich,
Bisulfitbehandlungs-Kontrollen mit aufzunehmen. Cytosine,
auf die kein Guanin folgt (angezeigt durch orangefarbene Ts
in der PyroMark ADSW), sollten durch die Bisulfitbehandlung
vollstdndig in Thymin umgewandelt werden und kénnen
daher als Kontrollen fur diese Reaktion verwendet werden.
Beim Konfigurieren eines CpG-Assays zeigt die PyroMark
Q24 MDx Software an, welche Dispensierungen bei der
Bisulfitbehandlung als Reaktionskontrollen infrage kommen.
Anhand der im Assay-Setup eingegebenen Originalsequenz
(vor der Bisulfitbehandlung) kann Gberprift werden, ob die
als Kontrollen vorgeschlagenen Cs in Ts umgewandelt
wurden (bei einem reversen Assay als Gs und As zu lesen)
und als Kontrollen geeignet sind oder nicht. Bevorzugte
Kontrollen sind solche Dispensierungen, die sich am Anfang
der Sequenz befinden und/oder den Einbau einer einzelnen
Base reprdsentieren.

SQA-Assays

Die Erfahrungen, die beim Sequenzieren einer grofien
Anzahl von Templates gesammelt wurden, deuten darauf
hin, dass die Dispensier-Reihenfolge n(CTGA) im
Durchschnitt die beste Sequenzierungsqualitét ergibt. Bei
einzelnen Templates kénnen jedoch auch mit einer anderen
Dispensier-Reihenfolge bessere Ergebnisse erzielt werden.
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SQA-Assays, bei denen verschiedene Sequenzen aufgeldst
werden missen, sollten — sofern dies méglich ist — so
konfiguriert werden, dass die Auflésung nicht von der
exakten Sequenzierung von Homopolymeren abhéngt.
DarUber hinaus kann es sinnvoll sein, ein paar bekannte
Basen am Anfang der Sequenz zu haben, die vorzugsweise
einzelne Peaks ergeben. Diese kénnen als Referenz-Peaks
verwendet werden, um bei schwierigen Assays die Peak-
héhen einzustellen.

Stellen Sie sicher, dass die Ausgangs-DNA-Probe rein ist
oder dass mit dem Assay nur eine Zielsequenz in der Probe
spezifisch amplifiziert und/oder sequenziert wird. Andernfalls
kénnte durch den Assay eine Mischsequenz erzeugt werden,
die nicht analysiert werden kann.

Beachten Sie die Tipps und Warnhinweise, die durch ein
rotes @ Icon angezeigt werden und nehmen Sie geeignete
Anpassungen vor, wenn das lcon erscheint.

Validierung eines neuen Assays

Kontrollen

Alle neuen Assays missen vom Anwender validiert werden.
Verwenden Sie eine Referenz-DNA-Probe, wenn Sie einen
neuen Assay testen und vergewissern Sie sich, dass die
Analyseparameter in der PyroMark Q24 MDx Software auf
angemessene Werte eingestellt sind. Wechselwirkungen
zwischen Primern oder Schleifen (“Loops”), die in
einzelstréngiger DNA entstehen, kénnen Primer-
Bindungsstellen fur einen Baseneinbau durch die DNA-
Polymerase bilden. Die folgenden Kontrollen sollten mit
aufgenommen werden, wenn ein Assay zum ersten Mal
durchgefihrt wird:

B PCR ohne Template-DNA. Diese Kontrolle zeigt, ob die
Primer interagieren und dadurch ein Hintergrundsignal
in Pyrosequenzierungsreaktionen verursachen.

B PCR mit Template-DNA, aber ohne Sequenzierungs-
Primer. Diese Kontrolle zeigt, ob es zu einer Schleifen-
bildung innerhalb der Template-DNA kommt, was zu

B-8
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einem Hintergrundsignal in Pyrosequenzierungs-
reaktionen fUhrt.

B Sequenzierungs-Primer ohne ein PCR-Produkt. Diese
Kontrolle zeigt, ob der Sequenzierungs-Primer Duplex-
oder Haarnadelstrukturen ausbilden kann, was zu einem
Hintergrundsignal in Pyrosequenzierungsreaktionen
fohrt.

B Biotinylierter Primer ohne ein PCR-Produkt. Diese
Kontrolle zeigt, ob der biotinylierte Primer Duplex- oder
Haarnadelstrukturen ausbilden kann, was zu einem
Hintergrundsignal in Pyrosequenzierungsreaktionen
fohrt.

B Sequenzierungs-Primer und biotinylierter Primer ohne
PCR-Produkt. Diese Kontrolle zeigt, ob der
Sequenzierungs- und der biotinylierte Primer
Duplexstrukturen ausbilden kénnen, was zu einem
Hintergrundsignal in Pyrosequenzierungsreaktionen

fohrt.

Die Pyrogramme nach diesen Kontroll-Reaktionen sollten
nach keiner Zugabe eines Nukleotids einen deutlichen Peak
ergeben.
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Qualitdtsbewertung

Der Anwender wird durch eine Warnmeldung darauf
hingewiesen, dass die Qualitét des von der Analysesoftware
ermittelten Ergebnisses durch eine Assay-Komponente
beeintrdchtigt sein kénnte. Das Ziel bei einem gut
optimierten Assay ist es, dass alle variablen Positionen in
einem AQ- oder CpG-Assay — oder die Sequenz im
Qualitétskontroll-Fenster eines SQA-Assays — bei
Verwendung der voreingestellten oder stringenterer
Analyseparameter die Qualitdtsbewertung “Passed”
(,Qualitatskontrolle bestanden”) erhalten. Ein solches
Ergebnis wird im Qualitétsbalken des Wells nach der Analyse
durch die Farbe Blau gekennzeichnet. Ergebnisse von
geringerer Qualitat werden durch die

Farben Gelb (“Check” = ,Uberprifen”) oder

Rot (“Failed” = ,Fehlgeschlagen”) gekennzeichnet und
zusammen mit einer Fehlermeldung vom System
ausgegeben.

Analyseergebnisse

Folgende Ergebnisse sollten bei den Proben und

Positivkontrollen erreicht werden:

B Ausreichend hohe Signalstdrken. Erstrebenswert ist eine
Peakhdhe von mindestens 40 RLE bei einem einzelnen
Peak.

B Kein Hintergrundsignal bei Dispensierungen von
Leerproben

B Kein Hintergrundsignal bei den variablen Positionen
(AQ- und CpG-Assay)

B Erwartetes Referenzsequenz-Muster (AQ- und CpG-
Assay)

B Alle Positionen (bei AQ- und CpG-Assay) bzw. das
Qualitétskontroll-Fenster (bei SQA-Assay) sollten die
Qualitétsbewertung “Passed” (,Qualitétskontrolle
bestanden”) aufweisen.

Die Qualitétsbewertungen bei AQ- und CpG-Assays
basieren auf dem Sequenz-Kontext sowie auf den
Ergebnissen in den analysierten Positionen. Abweichungen
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von diesen eingebauten Qualitatskontrollstandards werden
als Warnhinweis im “Well Information”-Bereich angezeigt.

Die Analyseergebnisse bei SQA-Assays basieren auf der
tatséichlichen Peakform im Pyrogramm, die von der Software
in Relation zur berechneten Peakhéhe gesetzt wird.

Bei SQA-Assays kann die Berechnung der erwarteten
Peakhdhe dadurch verbessert werden, dass bekannte Basen
mit aufgenommen werden.
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Haftungsausschlussklausel

QIAGEN wird von allen Verpflichtungen seiner Garantie-
erklérung freigestellt, falls Reparaturen oder Anderungen am
Gerdt von anderen Personen als dem QIAGEN-eigenen
Personal vorgenommen werden, es sei denn QIAGEN hat
zuvor schriftlich zugestimmt, dass solche Reparaturen oder
Anderungen durchgefihrt werden dirfen.

FUr alle Teile/Materialien, die im Rahmen der Garantie
ersetzt werden, gilt maximal die urspringliche Garantiezeit
und keinesfalls eine verldngerte Garantiefrist, die Uber den
Ablauftermin der urspringlichen Garantie hinausgeht, es sei
denn ein Handlungsbevollméchtigter von QIAGEN hat dem
schriftlich zugestimmt. Die Garantiefrist fir Ablesegeréte und
Zusatzgerdte inklusive der zugehérigen Software beschréankt
sich auf die Garantiefrist des Originalherstellers dieser
Produkte. Einspriche und Garantieerklérungen, die von
irgendeiner Person (inklusive QIAGEN Auf3endienst-
mitarbeitern) gemacht werden und die mit den hier
genannten Garantiebedingungen unvereinbar sind oder
diesen widersprechen, sind fir QIAGEN nicht bindend, es sei
denn, sie wurden von einem Handlungsbevollméchtigten von
QIAGEN schriftlich erstellt und per Unterschrift genehmigt.
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