Version 1 January 2016

PyroMark® Q24 MDx User Manual

IVD

| MAT |1043078PL
‘ QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, GERMANY

R4

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies



Trademarks: QIAGEN®, DNeasy®, EpiTect®, PyroMark®, Pyrosequencing®, Pyrogram®, QlAamp®, QlAprep®, Q-Solution®, RNeasy® (QIAGEN Group);
Adobe®, Reader® (Adobe Systems Incorporated); Intel®, Pentium® (Intel Corporation); Microsoft®, Windows® (Microsoft Corporation); Millex®, Millipore®,

Milli-Q® (Merck KGaA); Sepharose® (GE Healthcare). Registered names, trademarks, etc. used in this document, even when not specifically marked as
such, are not to be considered unprotected by law.

HB-0332-004 © 2011-2016 QIAGEN, all rights reserved.



Spis tresci

Spis tresci

1

11
1.2
1.3
1.4
15
1.6
1.7
1.8

2

21

2.2
221

222
223

2.3
231

3

3.1
3.2
3.3

3.4
34.1

34.2
3.5

4.1
4.2

4.3
43.1

432

Informacje dot. Bezpieczenstwa

Wiasciwe uzytkowanie
Bezpieczenstwo elektryczne
Bezpieczenstwo biologiczne
Substancje chemiczne
Zagrozenia mechaniczne
Ryzyko poparzenia
Materiaty eksploatacyjne

Symbole na produktach PyroMark Q24 MDx i
PyroMark Q24
Wstep

O instrukcji

Informacje ogoélne
Pomoc techniczna
Deklaracja polityki
Zarzadzanie wersjami

Przeznaczenie aparatu PyroMark Q24 MDx
Wymagania wzgledem uzytkownikéw
PyroMark Q24 MDx

Ogolny opis

Definicje PyroMark Q24 MDx
Zasada pirosekwencjonowania

Zasada dziatania PyroMark Q24 MDx
Aparat PyroMark Q24 MDx

Komora reakcyjna

Jednostka dozujgca

Przygotowywanie probek za pomocg prézniowej
stacji roboczej PyroMark Q24 MDx

Oprogramowanie do analizy

Procedury instalacyjne
Dostawa i instalacja systemu
Wymagania

Instalacja oprogramowania do analizy
Instalacja lub aktualizacja oprogramowania
PyroMark Q24 MDx Software

Odinstalowywanie oprogramowania
PyroMark Q24 MDx Software

11

1-2
1-3
1-3
1-5
1-6
1-6
1-7

1-7
2-1
2-1
2-2
2-2
2-2
2-2

2-3

2-3
3-1

4-5
4-5
4-7

4-7

4-8

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016

Contents-1



Spis tresci

5

51
511

51.2
5.1.3
514
5.1.5
5.1.6

5.1.7
5.1.8

5.2
521

522
523
524

5.3
531

5.3.2
5.3.3

534

535

5.4
5.5

551
55.2
553
554
55.5
5.5.6
55.7
5.5.8

5.6
5.6.1

5.6.2
5.6.3

5.7

Procedury operacyjne

Zarzadzanie aparatem

Ustawianie daty i godziny

Kopiowanie niezapisanych reakcji
Kopiowanie ostatnich zapisanych reakcji
Kopiowanie plikéw dziennika
Wyodrebnianie plikéw przerwanych reakc;ji
Przegladanie informacji, wers;ji i

informacji kontaktowych

Aktualizacja oprogramowania
Uruchamianie aplikacji zewnetrznej

Nastawianie reakciji

Uruchamianie oprogramowania PyroMark
Q24 MDx Software

Konfigurowanie analizy
Ustawianie przebiegu analizy
Zarzadzanie metodami urzgdzenia

Przygotowanie prébki

Test dziatania funkcji prozniowej stacji
roboczej PyroMark Q24 MDx
Amplifikacja DNA

Unieruchomienie produktu PCR przy
pomocy kulek

Rozdziat nici DNA i przenoszenie prébek na
ptytke PyroMark Q24

Annealing startera sekwencjonujacego
do prébek

Przygotowanie odczynnikéw PyroMark Gold Q24

Przeprowadzanie reakcji na aparacie
PyroMark Q24 MDx

Oprogramowanie urzgdzenia
Uruchamianie urzadzenia

Start reakcji

Monitorowanie przebiegu reakcji
Po zakoriczeniu reakcji
Analizowanie reakgiji
Przegladanie wynikéw analizy
Raporty analizy

Konczenie pracy i zamykanie

Zamykanie urzadzenia
Oprdznianie pojemnika na odpady i korytek
Sprawdzanie urzgdzenia

Kopia zapasowa plikéw PyroMark Q24

5-1

5-1
5-1
5-2
5-3
5-3

5-5
5-5
5-6
5-8

5-9

5-10
5-11

5-17
5-18

5-19
5-19
5-20
5-20
5-21
5-23
525
5-27
5-29
5-30
5-30
5-31
5-32

5-32

Spis tresci-2

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016



Spis tresci

6 Koserwacja 6-1
6.1 Sprawdzanie wydajnosci PyroMark Q24 MDx 6-1
6.2 Konserwacja urzgdzenia PyroMark Q24 MDx 6-2
6.2.1 Czyszczenie urzgdzenia 6-2
6.2.2 Czyszczenie bloku grzejnego i $wiattowodow 6-3
6.3 Konserwacja prozniowej stacji roboczej urzgdzenia

PyroMark Q24 MDx 6-5

6.3.1 Czyszczenie prézniowego stanowiska roboczego
urzadzenia PyroMark Q24 MDx 6-5
6.3.2 Testowanie i wymienianie sond filtrujgcych 6-6
6.3.3 Symiana gumowej uszczelki 6-7
6.3.4 Wymiana przewodu 6-8
6.3.5 Wymiana filtra odpadéw 6-9
7 Rozwigzywanie probleméw 7-1
7.1 Btedy zwigzane z analizg 7-2
7.2 Analiza btedéw oprogramowania 7-5
7.3 Btedy zwigzane z urzgdzeniem 7-6
7.4 Btedy kolektora prézniowego 7-8
7.5 Weryfikacja poprawnosci instalacji i obstugi 7-9
8 Stowniczek 8-1
Zatacznik A A-1
Dane techniczne A-1
Warunki srodowiskowe A-1
Odpady Elektryczne i Elektroniczne (WEEE) A-5
Deklaracja FCC A-6
Deklaracja zgodnosci z CE A-7
Zatacznik B B-1
Projekt testu i walidacja B-1
Zatacznik C C-1
Klauzula odpowiedzialnosci C-1
Indeks Indeks-1
Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016 Contents-3



Informacje dot. Bezpieczenstwa

Informacje dot. Bezpieczenstwa

Przed uzyciem aparatu PyroMark Q24 MDx, nalezy doktadnie
przeczytac niniejszg instrukcje, zwracajgc szczegolng uwage
na informacje dotyczgce bezpieczenstwa. Instrukcja ta i
zawarte w niej informacje dot. bezpieczenstwa muszg by¢
przestrzegane w celu zapewnienia bezpiecznej pracy
urzagdzenia oraz utrzymania go w stanie zapewniajgcym
bezpieczenstwo.

W instrukcji pojawiaja sie nastepujgce typy informacji na temat
bezpieczenstwa:

UWAGA

VAN

Termin UWAGA stuzy do informowania o sytuacjach, ktére
mogg spowodowacé zranienie uzytkownika lub innych oséb.
Szczegoty dotyczace tych okolicznosci podane sg w ramce

(jak ta).

OSTROZNIE

VAN

Termin OSTROZNIE stuzy do informowania o sytuacjach,
ktére mogg spowodowac uszkodzenie urzadzenia lub
innego sprzetu.

Szczegoty dotyczgce tych okolicznosci podane sg w ramce
(jak ta).

Zalecenia podane w tej instrukcji stanowig uzupetnienie, nie
zastepujg ogélnych wymogow bezpieczenstwa panujgcych w

kraju uzytkownika.
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1.1 Wiasciwe uzytkowanie

UWAGA Niebezpieczenstwo obrazen i szkéd materialnych
Niewlasciwe uzycie PyroMark Q24 MDx moze spowodowac
A obrazenia ciata lub uszkodzenie urzadzenia. PyroMark Q24
MDx moze by¢ obstugiwany wytgcznie przez
wykwalifikowany personel, ktory zostat odpowiednio
przeszkolony. Serwisowanie PyroMark Q24 MDx moze by¢
wykonywane wytgcznie przez Specjalistow serwisowych
autoryzowanych przez QIAGEN.

Konserwacje nalezy przeprowadza¢ zgodnie z opisem w
rozdziale 6. QIAGEN® nalicza optaty za naprawy, ktére
wynikajag z nieprawidtowej konserwaciji.
UWAGA Niebezpieczenstwo obrazen i szkéd materialnych
2 PyroMark Q24 MDx jest zbyt ciezki, by by¢ noszonym przez

jedng osobe. Aby unikng¢ obrazen ciata lub uszkodzenia
urzadzenia, nie nalezy podnosi¢ urzgdzenia samodzielnie.

UWAGA Niebezpieczenstwo obrazen i szkéd materialnych
Bezwzglednie nie wolno zmienia¢ potozenia aparatu
A PyroMark Q24 MDx podczas jego pracy.
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1.2 Bezpieczenstwo elektryczne

Przed dokonaniem jakichkolwiek prac serwisowych nalezy
odtgczy¢ kabel zasilajgcy z gniazda elektrycznego.

UWAGA Zagrozenie porazeniem elektrycznym

Jakiekolwiek przerwanie przewodu ochronnego

A (uziemiajgcego) wewnatrz lub na zewnatrz urzadzenia lub

odtgczenie zacisku przewodu ochronnego zwieksza
zagrozenie porazenia prgdem.
Umysine przerwanie przewodu jest zabronione.
Smiertelne napigcia wewnatrz urzadzenia
Gdy urzadzenie jest podtgczone do zasilania, zaciski mogag
znajdowac sie pod napieciem, a otwarcie pokrywy lub innych
czesci moze odstoni¢ elementy bedace pod napieciem.

Aby zapewni¢ zadowalajgcg i bezpieczng prace PyroMark Q24

MDx, nalezy postepowac zgodnie ze wskazéwkami ponizej:

B Przewdd zasilajgcy musi by¢ podtgczony do gniazda
zasilania, ktére ma uziemienie (ziemia / grunt).

B Zachowac¢ dostep do wtyczek sieciowych na wypadek
koniecznosci szybkiego odtgczenia sprzetu od sieci.

B Uzywac tylko zasilaczy i przewodéw dostarczonych wraz z
urzadzeniem.

1.3 Bezpieczenstwo biologiczne

Pracujg z materiatem biologicznym nalezy stosowac sie do
bezpiecznych procedur laboratoryjnych, np. takich jak w
publikacji: Bezpieczenstwo biologiczne w Mikrobiologicznych i
Biomedycznych Laboratoriach, HHS
(www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm).
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UWAGA

VAN

Materiat biologiczny

Z materiatem biologicznym nalezy obchodzi¢ sie z
najwiekszg ostroznoscia i zgodnie z wymaganymi przepisami
bezpieczenstwa. Zawsze no$ okulary ochronne, 2 pary
rekawic i fartuch laboratoryjny. Osoba odpowiedzialna (np.
kierownik laboratorium) musi podjg¢ niezbedne srodki
ostroznosci w celu zapewnienia, ze otoczenie w miejscu
pracy jest bezpieczne i ze osoby obstugujgce aparat sg
odpowiednio przeszkolone. Nie mogg oni by¢ narazeni na
dziatanie niebezpiecznych poziomdéw czynnikdéw zakaznych
jak okreslono w obowigzujgcych Kartach Charakterystyki
Substancji Niebezpiecznych (MSDS) lub OSHA*, ACGIH'
czy COSHH*.. Wiecej informacji znajduje sie na stronie
www.qgiagen.com/support/msds.aspx

Wietrzenie i unieszkodliwianie odpadéw musi by¢
przeprowadzane zgodnie ze wszystkimi krajowymi i
lokalnymi przepisami dot. zdrowia i bezpieczenstwa pracy.

* OSHA: Administracja Bezpieczenstwa i Higieny Pracy (Stany Zjednoczone).
T ACGIH: Amerykanska Konferencja Rzgdowych Higienistow Przemystowych (Stany Zjednoczone)
* COSHH: Kontrola substanciji zagrazajgcych zdrowiu (Wielka Brytania).

1-4
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1.4

Substancje chemiczne

UWAGA

Niebezpieczne substancje chemiczne

Roztwdr do denaturacji stosowany w stacji roboczej zawiera
wodorotlenek sodu, ktéry dziata draznigco na oczy i skére
Nalezy zawsze nosic¢ okulary ochronne, rekawice i fartuch
laboratoryjny. Osoba odpowiedzialna (np. kierownik
laboratorium) musi podjaé niezbedne srodki ostrozno$ci w
celu zapewnienia, ze otoczenie w miejscu pracy jest
bezpieczne i ze operatorzy urzgdzenia sg odpowiednio
przeszkoleni. Nie mogg oni by¢ narazeni na dziatanie
niebezpiecznych poziomoéw substancji toksycznych, jak
okreslono w obowigzujgcych Kartach Charakterystyki
Substancji Niebezpiecznych (MSDS) lub OSHA*, ACGIHT
czy COSHH*.

Wiecej informaciji znajduje sie na stronie
www.giagen.com/support/msds.aspx

Wietrzenie i unieszkodliwianie odpadéw musi by¢
przeprowadzane zgodnie ze wszystkimi krajowymi,
stanowymi i lokalnymi przepisami dot. zdrowia i
bezpieczenstwa pracy.

* OSHA: Administracja Bezpieczenstwa i Higieny Pracy (Stany Zjednoczone).
T ACGIH: Amerykanska Konferencja Rzgdowych Higienistow Przemystowych (Stany Zjednoczone)
* COSHH: Kontrola substancji zagrazajgcych zdrowiu (Wielka Brytania).

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016 1-5



http://www.qiagen.com/support/msds.aspx

Informacje dot. Bezpieczenstwa

1.5 Zagrozenia mechaniczne
Podczas pracy urzgdzenia pokrywa aparatu PyroMark Q24
MDx musi by¢ zamknieta. DZzwiekowy sygnat ostrzegawczy
ostrzega o otwarciu pokrywy, gdy nie jest to bezpieczne.
UWAGA Ruchome czesci

VAN

Aby unikng¢ kontaktu z ruchomymi czesciami podczas pracy
urzadzenia PyroMark Q24 MDx, aparat nalezy obstugiwaé
przy zamknietej pokrywie.

Nie usuwacé paneli ostonowych, poniewaz w srodku nie ma
zadnych czeéci, ktére uzytkownik moze naprawic
samodzielnie. W razie problemdéw z urzgdzeniem PyroMark
Q24 MDx nalezy natychmiast skontaktowac sie z dziatem
technicznym QIAGEN.

UWAGA

VAN

Ostre igly

Nie dotykac ostrych igiet na spodzie kartridza z
odczynnikiem. Nalezy zachowac¢ ostroznos¢ w czasie
kontaktu z igtami. Mate czgsteczki i wtokna moga
zablokowac igty.

OSTROZNIE

VAN

Konserwacja zrodet swiatta

Do czyszczenia przestrzeni miedzy blokiem grzejnym a
zrédtem Swiatta wewnatrz urzgdzenia nalezy uzywac
niestrzepigcych sie sciereczek. Nie uzywac papierowych
chusteczek.

1.6 Ryzyko poparzenia
UWAGA Hot surface
Statyw na ptytki i blok grzejny (do annealingu) moga osiggaé
A temperatury do 80°C (176°F). Nie dotyka¢, gdy sg gorgce.
1-6 Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016
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OSTROZNIE

VAN

Ryzyko przegrzania

Aby zapewni¢ wladciwg wentylacje , nalezy utrzymywac
minimalng odlegtos¢ 10 cm (3,94 cali) po bokach i z tytu
aparatu PyroMark Q24 MDx.

Szczeliny i otwory, ktdre zapewniajgce wentylacje aparatu
PyroMark Q24 MDx nie mogg by¢ zastoniete.

1.7 Materialy eksploatacyjne
OSTROZNIE | Nieobstugiwane materiaty eksploatacyjne
Nie podtacza¢ ani nie uzywac zadnych materiatow
A eksploatacyjnych, akcesoriow ani wyposazenia
zewnetrznego innych niz zalecane.
1.8 Symbole na produktach PyroMark Q24
MDx i PyroMark Q24
Symbol Miejsce Jezyk Opis
Tabliczka EN Znak CE
c € znamionowa
z tytu
urzadzenia
Tabliczka EN Znak CSA dla Kanady i
s F' Znamionowa USA
G us Ztytu

urzadzenia
Tabliczka EN znaczenie FCC

c Znamionowa Federalnej Komisji
Z tylu tacznosci Stanow
urzadzenia Zjednoczonych
Tabliczka EN Oznaczenie RCM dla
Znamionowa Australii (identyfikator
z tylu dostawcy N17965)
urzadzenia
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Symbol Miejsce Jezyk Opis
b Tabliczka EN Znak RoHS dla Chin
25’ Znamionowa (ograniczenie
z tylu stosowania niektorych
urzadzenia niebezpiecznych
substancji w sprzecie
elektrycznym i
elektronicznym)
Tabliczka EN Zuzyty sprzet
Znamionowa elektryczny i
Z tylu elektroniczny (WEEE)
urzadzenia
]
Tabliczka EN Urzadzenie medyczne
IVD Znamionowa do diagnostyki in vitro
z tylu
urzadzenia
S Odczynniki, EN Identyfikacja partii
LOT roztwory, produkcyjnej/zestawu
kartridz,
ptytka
Odczynniki, EN Zawiera odczynniki do
<N> roztwory <N> testow
Odczynniki, EN Numer katalogowy
roztwory,
kartridz,
ptytka
Odczynniki, EN Numer materiatu
MAT roztwory,
kartridz,
ptytka
Odczynniki, EN Sktadnik
COMP roztwory,
kartridz,
ptytka

1-8
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Symbol Miejsce Jezyk Opis

Odczynniki, EN Zawiera

CONT roztwory,
kartridz,
ptytka
Odczynniki, EN Numer

MUM roztwory,
kartridz,
ptytka
Odczynniki, EN Zuzy¢ przed
roztwory,
kartridz,
ptytka
Odczynniki, EN Ograniczenia
roztwory, temperaturowe
kartridz,
ptytka
Aparat, VPW, | EN Przeczyta¢ instrukcje
odczynniki, obstugi
kartridz
Tabliczka EN Producent
Znamionowa

‘ z tytu aparatu
i wszystkich
innych
produktow
Kartridz EN Chroni¢ przed swiattem

\ /-

_// ~— (stonecznym)
/\\
O
Kartridz EN Numer metody
| INSTRUM-PARAM | Kartridz EN Parametry urzgdzenia
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Symbol Miejsce Jezyk Opis
Wewnatrz EN Ostrzezenie, sprawdz
urzadzenia instrukcje uzytkownika
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Wstep

2.1

Wstep

Dziekujemy za wybranie PyroMark Q24 MDx. JesteSmy pewni,
ze stanie sie on integralng czescig Panstwa laboratorium.

Przed uzyciem PyroMark Q24 MDx nalezy koniecznie
doktadnie zapozna¢ sie z niniejszg instrukcjg i zwrdcié
szczegollng uwage na informacje dotyczgce bezpieczenstwa
(patrz: Rozdziat 1). Nalezy przestrzegaé¢ instrukcji i wskazéwek
bezpieczenstwa w niej zawartych, aby zapewnic¢ bezpieczng
prace systemu i utrzymac system w dobrym stanie.

O instrukcji

Niniejsza instrukcja obstugi zawiera informacje o PyroMark
Q24 MDx z podziatem na nastepujgce sekcje:

1. Informacje dotyczgce bezpieczenstwa
Wstep

Opis ogoiny

Procedury instalacyjne

Procedury operacyjne

Procedury konserwacji

Rozwigzywanie probleméw

© N o o M w D

Stownik
Zatgczniki

Zatgczniki zawieraja:

Dane techniczne

Warunki srodowiskowe
Wymagania recyklingu WEEE
Projektowanie analiz i walidacja
Warunki gwarancji
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221

2.2.2

2.2.3

Informacje ogolne

Pomoc techniczna

W QIAGEN jesteSmy dumni z jakosci i dostepnosci naszego
wsparcia technicznego. Nasze dziaty obstugi technicznej
zatrudniajg doswiadczonych naukowcéw z szerokim
praktycznym i teoretycznym doswiadczeniem w zakresie
technologii izolacji i analiz oraz stosowania produktow
QIAGEN. Jesli macie Panstwo pytania lub jakiekolwiek
problemy zwigzane z produktami PyroMark Q24 MDx lub
innymi produktami QIAGEN, prosimy o kontakt.

Klienci QIAGEN sa gtownym zrédtem informacji na temat
zaawansowanych lub specjalistycznych zastosowan naszych
produktéw. Takie informacje sg pomocne dla innych
naukowcow, jak réwniez dla badaczy z QIAGEN. Dlatego
zachecamy do kontaktu z nami, jesli macie Panstwo jakies
sugestie dotyczgce wydajnosci produktu lub nowych aplikaciji i
technik.

Aby uzyska¢ pomoc techniczng i wiecej informacji, zachecamy
do odwiedzenia naszego Centrum Wsparcia Technicznego na
stronie www.giagen.com/Support lub kontaktu z jednym z
dziatéw obstugi technicznej QIAGEN lub lokalnych
dystrybutoréw (patrz: tylna oktadka lub strona
www.giagen.com).

Deklaracja polityki

Politykg QIAGEN jest ulepszanie produktow w miare
pojawiania sie nowych technik i komponentow. QIAGEN
zastrzega sobie prawo do zmiany specyfikacji w dowolnym
momencie.

Staramy sie tworzy¢ przydatng i adekwatng dokumentacje,
dlatego doceniamy Panstwa komentarze i opinie. Zachecamy
do kontaktu w tej sprawie z dziatem technicznym QIAGEN.

Zarzadzanie wersjami

Niniejszy document jest instrukcjg uzytkowania PyroMark Q24
MDx, wersja 1.0, korekta R4.

2-2
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Przeznaczenie aparatu PyroMark Q24
MDx

PyroMark Q24 MDx to system stuzacy do wykrywania zmian w
okreslonych pozycjach zmiennych w DNA, ktére mogg mie¢
znaczenie kliniczne.

PyroMark Q24 MDx jest przeznaczony do diagnostyki in vitro w
Europie.

Aparat PyroMark Q24 MDx przeznaczony jest do stosowania
wytgcznie wraz z zestawami QIAGEN wskazanymi do
stosowania z aparatem PyroMark Q24 MDx w aplikacjach
opisanych w instrukcjach zestawu.

System PyroMark Q24 MDx jest przeznaczony do uzytku przez
profesjonalnych uzytkownikéw, takich jak technicy i lekarze
przeszkoleni w zakresie technik biologii molekularnej i dziatania
systemu PyroMark Q24 MDXx.

Wymagania wzgledem uzytkownikéw PyroMark
Q24 MDx
Ponizsza tabela przedstawia ogdiny poziom kompetencji i

szkolen niezbednych do transportu, instalacji, uzytkowania,
konserwacji i serwisowania PyroMark Q24 MDx.
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Zadanie Personel Szkolenie i
doswiadczenie
Dostawa Brak szczegélnych Brak szczegélnych
wymagan wymagan
Instalacja Tylko serwisanci
terenowi QIAGEN
Rutynowe uzycie  Technicy laboratoryjni Odpowiednio

(przeprowadzanie
protokotow)

Projektowanie
analiz i walidacja

Konserwacja

Serwis i coroczna
konserwacja

lub rownowazni

Naukowiec lub
réwnowazny

Technicy laboratoryjni
lub réwnowazni

Tylko serwisanci
terenowi QIAGEN

przeszkolony i
doswiadczony personel
znajgcy ogolnie
zastosowanie
komputeréw i automatyki

Odpowiednio
przeszkolony i
doswiadczony personel
znajacy techniki biologii
molekularnej

Odpowiednio
przeszkolony i
doswiadczony personel
znajgcy ogolnie
zastosowanie
komputeréw i automatyki
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3.1

3.2

Ogélny opis

W aparacie PyroMark Q24 MDx wykorzystano sprawdzong
technologie pirosekwencjonowania w czasie rzeczywistym do
wykrywania i oceny ilosciowej opartej na sekwencji DNA w
analizach genetycznych i epigenetycznych w badaniach
metylacyjnych. System moze analizowac¢ jednoczesnie do 24
prébek. Do przygotowania probek stuzy tatwy w uzyciu
protokot.

Definicje PyroMark Q24 MDx

B PyroMark Q24 MDx: urzadzenie, oprogramowanie i
instalacja

Aparat PyroMark Q24 MDx: tylko aparat
Oprogramowanie PyroMark Q24 MDx: tylko
oprogramowanie

Robocza stacja prozniowa PyroMark Q24 MDx: tylko
robocza stacja prézniowa

System PyroMark Q24 MDx: wszystkie powyzsze plus
zestawy PyroMark

Zasada pirosekwencjonowania

Pirosekwencjonowanie polega na sekwencjonowaniu przez
synteze w celu doktadnej i iloSciowej analizy sekwencji DNA.

1. Starter do sekwencjonowania hybrydyzuje z jednoniciowg
matrycg DNA amplifikowang za pomocg PCR.

2. Matryca jest inkubowana z enzymami i substratami.

3. Pierwszy z czterech nukleotydéw dodaje sie do reakcji.
Jesli nukleotyd jest komplementarny do zasady w nici
matrycy, zostanie wigczony do nici DNA przez polimeraze
DNA.

4. Kazde zdarzenie wtgczenia towarzyszy uwalnianiu
pirofosforanu (PPi) w ilosci rGwnomolowej do iloSci
wbudowanego nukleotydu.
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Polymerase

(DNA), +dNTP  ——————» (DNA) ,, +PPi

n+1

Sulfurylaza ATP ilo$ciowo konwertuje PPi do ATP w
obecnosci 5'-fosfosiarczanu adenozyny.

Prowadzi to do konwersji lucyferyny do oksylucyferyny
przez lucyferaze i wytwarza sie Swiatto widzialne w
ilosciach proporcjonalnych do ilosci ATP. Swiatto to jest
wykrywane za pomocg matrycy CCD (charged coupled
devices CCDs) i widziane jako punkt szczytowy na
Pyrogramie®. Kazdy sygnat swietlny jest proporcjonalny do
liczby wbudowanych nukleotydéw

Sulfurylase
light
APS+PPi  ATP

luciferin  exyluciferin

\#

Luciferase

[ 5 4

ATP  Light
time

nucleotide incorporation generates light
seen as a peak in Pyrogram

Apyraza, enzym degradujgcy nukleotydy, w sposéb cigglty
degraduje niezwigzane nukleotydy i ATP. Po zakonczeniu
degradacji dodaje sie kolejny nukleotyd.

ANTP  _Avyrase dNDP + dNMP + phosphate

ATP  Aoyrese o ADP+AMP + phosphate

Nukleotydy dodaje sie pojedynczo.

Uwaga: Alfa-tio tréjfosforan deoksyadenozyny (dATPaS)
stosuje sie zamiast naturalnego trifosforanu
deoksyadenozyny (dATP), poniewaz jest on skutecznie
stosowany przez polimeraze DNA, ale nie jest
rozpoznawany przez lucyferaze.

W miare trwania procesu budowana jest sekwencja
komplementarna, a sekwencje nukleotydowg okresla sie z
wielko$ci piku w Pyrogramie.

3-2
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nucleotide sequence
G 4 = A 66 CC T

nucleotide added

3.3 Zasada dziatania PyroMark Q24 MDx

PyroMark Q24 MDx wykonuje sekwencjonowanie DNA przy
uzyciu technologii pirosekwencjonowania.

1.

Ptytke PyroMark Q24 zawierajgcg probki umieszcza sie na
bloku grzejnym wewnatrz urzadzenia, a kartridz PyroMark
Q24 wypetnia sie odczynnikami PyroMark Gold Q24 i
umieszcza w jednostce dozujgce;.

Pamie¢ USB zawierajgca plik cyklu utworzony przy uzyciu
oprogramowania PyroMark Q24 MDx Software jest
wktadana do portu USB z przodu aparatu. Nastepnie cykl
jest uruchamiany przez uzytkownika.

Cisnienie w jednostce dozujgcej, predkosé miksera i
temperatury bloku grzejnego, pokrywy komory reakcyjnej i
cieczy chiodzgcej sg ustawione na domysine poziomy.

Mieszaniny enzymow i substratow sg dozowane do
pierwszej studzienki na ptytce (prostokatna studzienka w
celu zapewnienia, ze kapilary dozujgce zostang
przeptukane i wypetnione roztworem.

Mieszanine enzymdw, a nastepnie mieszanine substratow
dozuje sie do wszystkich wykorzystywanych dotkéw.

Cisnienie w jednostce dozujgcej jest zwiekszane.

Nukleotydy sg dozowane do pierwszej studzienki do
przemywania przed wprowadzeniem do dotkéw. Nukleotydy
dodaje sie w okreslonej kolejnosci. Pomiedzy dodawaniem
kazdego nukleotydu uptywa 65 sekund, aby zapewni¢
zakonczenie wszystkich reakcji enzymatycznych.
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8. Przyrzad zbiera dane jednoczesnie ze wszystkich studzienek za
pomocg 24 przetwornikéw CCD umieszczonych pod blokiem
grzejnym. Dane sg przechowywane w aparacie.

9. Po zakonczeniu reakcji, dane sg automatycznie przesytane do
pamieci USB. Jesli pamie¢ USB zostata usunieta podczas trwania
reakcji, dane mozna pobraé recznie z urzadzenia.

3.4 Aparat PyroMark Q24 MDx

NE-

=
fip n—

EEF L]
[ 1 ]
E LN N
- T e W e

Bl Pokrywa aparatu
B Ekran

B Przyciski menu
B Port USB

a Wytacznik

a Diody LED Swiecace sie,
kiedy urzadzenie chtodzace
jest zasilane

Port USB (nieaktywny)

a Przycisk podswietlenia
okienka poziomu ptynu
chtodzgcego

B okno pokazujgce poziom
ptynu chtodzgcego

[10] Zitgcze zasilania urzgdzenia
24V = —=

1] Zitgcze zasilania urzgdzenia
chtodzacego 12V = ——=
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3.4.1

3.4.2

Komora reakcyjna

Blok grzejny

Komora reakcyjna zawiera blok grzejny, ktory utrzymuje
prawidtowg temperature ptytki i jej zawartosci. Je$li
temperatura w pomieszczeniu jest zbyt wysoka, blok grzejny
jest chlodzony przez urzgdzenie chtodzgce aparatu PyroMark
Q24 MDx (fabrycznie zainstalowane).

Dane sg zbierane ze wszystkich studzienek jednoczesnie
przez 24 przetworniki CCD pod blokiem grzejnym. W
studzienkach, w ktérych wystepuje reakcja dodatnia z
dodanym nukleotydem, emitowane jest Swiatto, co prowadzi do
powstania punktu szczytowego na pyrogramie. Aby umozliwic¢
szybkie mieszanie probek i odczynnikow w ptytce, blok grzejny
wewnatrz komory procesowej podczas cyklu stale wibruje.

Jednostka dozujgca

Jednostka dozujgca
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3.5

3.6

Kartridz z odczynnikami (PyroMark Q24 Cartridge) wypetniony
wymaganymi objetosciami odczynnikow PyroMark Gold Q24
jest wprowadzany do jednostki dozujgcej. Przyrzad rozpoczyna
dozowanie odczynnikow, gdy cisnienie w jednostce dozujacej,
predkos¢ miksera i temperatury bloku grzejnego, pokrywy
komory reakcyjnej i cieczy chtodzgcej osiggng zadane wartosci
(moze to potrwac kilka minut). Podczas trwania cyklu reakgji
kaseta odczynnika jest umieszczana nad kazdg studzienkg
ptytki PyroMark Q24, a odczynniki sg dozowane
naprzemiennie za pomocg uktadu pneumatycznego.

Przygotowywanie prébek za pomoca
proézniowej stacji roboczej PyroMark Q24
MDx

DNA, ktére ma by¢ analizowane, jest amplifikowane za
pomocg PCR przy uzyciu 2 starterow, z ktorych jeden jest
biotynylowany. Biotynylowany produkt PCR jest nastepnie
immobilizowany na kulkach Sepharose® pokrytych
streptawidyna.

Prébki, ktore majg by¢ analizowane przy uzyciu urzgdzenia
PyroMark Q24 MDx, nalezy przygotowa¢ zgodnie z
instrukcjami zawartymi w Dziale 5.3, uzywajgc prézniowe;j
stacji roboczej PyroMark Q24 MDx.

Oprogramowanie do analizy

Aparat PyroMark Q24 MDx jest dostarczany wraz z
oprogramowaniem PyroMark Q24 MDx.

Komputer uzywany do konfiguracji cykli reakcji i analizy danych
powinien spetnia¢ nastepujgce minimalne wymagania:

M System operacyjny Microsoft® Windows® 7 (wersja
angielska)

Procesor Pentium® IV (3 GHz) lub szybszy

100 MB wolnego miejsca na dysku twardym

1 GB RAM

Monitor o rozdzielczosci 1280 x 1024 pikseli

Karta graficzna obstugujgca rozdzielczo$¢é monitora

3-6
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B  Wskaznik (mysz lub podobne)
B Interfejsy USB i CD-ROM

Aby wyswietli¢ raporty wygenerowane w formacie PDF, na
komputerze musi by¢ zainstalowany czytnik PDF. Adobe®
Reader® mozna pobraé na stronie www.adobe.com.
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4.1

4.2

Procedury instalacyjne

Dostawa i instalacja systemu

Rozpakowanie i instalacja PyroMark Q24 MDx jest
przeprowadzana przez certyfikowanego specjaliste
serwisowego QIAGEN. Osoba znajgca sprzet laboratoryjny i
komputerowy w danym laboratorium, powinna by¢ obecna
podczas instalaciji.

Dostarczane sg nastepujgce elementy:

M Aparat PyroMark Q24 MDx (w tym dwie pamieci USB)

B Proézniowa stacja robocza PyroMark Q24 MDx (do nabycia
osobno)

B Instrukcja obstugi PyroMark Q24 MDx

B Przewodnik uzytkownika oprogramowania PyroMark Q24
MDx

B Uchwyt ptytki PyroMarkQ24

Odczynniki i inne akcesoria mozna zamowié¢ osobno,
odwiedzajgc strone
www.giagen.com/products/PyromarkQ24MDx.aspx.

Wymagania

Miejsce

Urzadzenie PyroMark Q24 MDx i prézniowa stacja robocza
PyroMark Q24 MDx muszg znajdowac sie poza bezposrednim
Swiatlem stonecznym, z dala od Zrodet ciepta, z dala od Zrédet
wibracji i zaktocen elektrycznych. Warunki pracy (temperatura i
wilgotnos¢) mozna znalez¢ w Zataczniku A. Miejsce instalacji
powinno by¢ wolne od nadmiernych przeciggéw, nadmiernej
wilgoci, nadmiernego zapylenia i nie powinno podlega¢ duzym
wahaniom temperatury.

Informacje na temat masy i wymiaréw urzadzenia PyroMark

Q24 MDx i prézniowej stacji roboczej PyroMark Q24 MDx
znajdujg sie w Zatgczniku A.
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Nalezy upewnic sie, ze stot laboratoryjny jest rowny, suchy,
czysty, odporny na wibracje i ma dodatkowg przestrzeh na
akcesoria. Aby pomiescic¢ aparat PyroMark Q24 MDx z otwartg
pokrywg, wymagany jest przeswit okoto 70 cm (27 cali) nad
blatem laboratoryjnym. Nalezy pozostawi¢ co najmniej 10 cm
wolnej przestrzeni za urzgdzeniem na kable.

Zdjgc¢ blokade transportowg i pianke z modutu dozowania.
Zachowac blokade transportowg na wypadek transportu
urzadzenia w przysztosci.

Aparat PyroMark Q24 MDx nalezy umie$ci¢ w odlegtosci okoto
1,5 m od dwdch prawidtowo uziemionych gniazd sieciowych
prgdu zmiennego. Linie energetyczne powinny mieé
regulowane napiecie i zabezpieczenia przed przepieciami.

Uwaga: Zalecamy podtgczenie urzgdzenia bezposrednio do
wtasnych gniazdek elektrycznych i nie udostepnianie gniazd
zasilania innym sprzetom laboratoryjnym. Nie nalezy
umieszczac PyroMark Q24 MDx na wibrujgcej powierzchni lub
w poblizu drgajgcych obiektow.

OSTROZNIE

VAN

Ryzyko przegrzania

Aby zapewnié odpowiednig wentylacje, nalezy zachowaé
minimalny odstep 10 cm z bokdw i z tytu aparatu
PyroMark Q24 MDx.

Szczeliny i otwory zapewniajace wentylacje aparatu
PyroMark Q24 MDx nie moga by¢ zastoniete.

Wymagania dotyczace zasilania

Aparat PyroMark Q24 MDx dziata przy:

B Mocy wejsciowej 100-240 V AC, 50-60 Hz, 160 VA
B Wartosci znamionowej 24 V DC, 40 W

B Wartosci znamionowej chtodnicy 12 V DC, 60 W

Prézniowa stacja robocza PyroMark Q24 MDx dziata przy:
B 100V AC, 50/60 Hz, 25 VA

B 115V AC, 60 Hz, 25 VA

B 230V AC,50Hz 25 VA

Nalezy upewnic sie, ze napiecie znamionowe PyroMark Q24
MDx jest zgodne z napieciem pradu zmiennego dostepnym w
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4.3

4.3.1

miejscu instalacji. Wahania napiecia zasilania sieciowego nie
mogaq przekroczy¢ 10% nominalnych napie¢ zasilania.

Wymagania wzgledem uziemienia

Aby chroni¢ personel obstugujacy, aparat PyroMark Q24 MDx
musi by¢ prawidtowo uziemiony. PyroMark Q24 MDx jest
wyposazony w dwa 3-przewodowe kable zasilajgce pradu
zmiennego. Aby zachowac funkcje ochronna, nie nalezy
podtgczaé aparatu PyroMark Q24 MDx do gniazdek pradu
zmiennego, ktore nie majg uziemienia.

Instalacja oprogramowania do analizy

Instalacja lub aktualizacja oprogramowania
PyroMark Q24 MDx Software

Uwaga: Jesli komputer jest podtgczony do sieci, jej ustawienia

mogqg uniemozliwi¢ wykonanie tej procedury. Aby uzyskac

wiecej informacji, nalezy skontaktowaé sie z administratorem

systemu.

1. Upewni¢ sie, ze komputer spetnia minimalne wymagania;
patrz: Dziat 3.6.

2. Zamknaé wszystkie programy uruchomione na
komputerze.

3. Wiozy¢ dysk CD z oprogramowaniem PyroMark Q24 MDx
Software do napedu CD.

4. W menu dysku CD klikng¢ "Instal PyroMark Q24 MDx
Software" (Zainstaluj oprogramowanie).

Jesli menu dysku CD nie pojawi sie automatycznie:
B Wybrac "(My) Computer" w menu "Start" Windows.
m  Klikng¢ dysk CD z oprogramowaniem prawym
przyciskiem myszy i wybra¢ "Otworz".
m Klikng¢ dwukrotnie plik autorun.exe.
5. Postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi w
"Installation Wizard" (Kreator instalacji).
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Uwaga: Jesli konieczne jest zainstalowanie .NET Framework
3.5 (instalacja jest monitowana przez kreator instalacji),
instalacja oprogramowania musi zosta¢ uruchomiona
ponownie po zakohczeniu instalacji .NET Framework. Nalezy
otworzy¢ menu dysku CD (patrz: krok 4) i klikng¢ " Instal
PyroMark Q24 MDx Software" (Zainstaluj oprogramowanie).
6. Po pomysinym zainstalowaniu oprogramowania klikng¢
"Exit Setup" w menu dysku CD.
7. Nalezy korzysta¢ z witryny Windows Update
(www.update.microsoft.com), aby sprawdzi¢ wszelkie
wazne aktualizacje systemu .NET Framework 3.5.

Aby wyswietli¢ raporty generowane przez oprogramowanie
PyroMark Q24 MDx w formacie PDF, na komputerze musi by¢
zainstalowany czytnik PDF. Adobe Reader mozna pobrac na
stronie www.adobe.com.

4.3.2 Odinstalowywanie oprogramowania PyroMark
Q24 MDx Software
1. Wybrac "Panel sterowania” w menu "Start" systemu
Windows.
2. W "Panelu sterowania" klikng¢ "Odinstaluj program" w
kategorii Programy.
3. Na liscie programéw wybraé "PyroMark Q24".
4. Klikng¢ "Odinstaluj”.
5. Powtdrzy¢ kroki 3. i 4. dla PyroMark Launcher.
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5.1

5.1.1

5.1.2

Procedury operacyjne
W tym rozdziale opisano sposob obstugi PyroMark Q24 MDx.

Przed kontynuowaniem zalecamy zapoznanie sie z funkcjami
aparatu PyroMark Q24 MDx korzystajac z Dziatu 3.4.

Zarzagdzanie aparatem

Ustawianie daty i godziny

Poprawne ustawienie daty i godziny zapewnia doktadng date i
godzine w urzadzeniu oraz uruchamianie dziennikow i
raportéw analitycznych. Date i godzine nalezy ustawi¢ w
nastepujacy sposoéb:

1. Gdy aparat nie pracuje, wybra¢ "Administration”
(Administracja) w menu gtéwnym.

2. Wybra¢ "Set date and time" (Ustaw date i godzine) za
pomocg przyciskow ekranowych i nacisngé "OK".

3. Za pomocg przyciskéw ekranowych < i» wybra¢ parametr
do edytowania.

4. Edytowa¢ wybrany parametr za pomocg przyciskow
ekranowych a i v.

5. Aby edytowac kolejne parametry, nalezy powtérzy¢
kroki 3 i 4.

6. Aby zapisa¢ zmiane / zmiany, nalezy nacisng¢ "Set".

Kopiowanie niezapisanych reakcji

Jesli pamieé USB zostanie wyjeta przed zakonczeniem cyklu,
nalezy pobra¢ dane przeprowadzonej reakcji z aparatu w
nastepujgcy sposob:

1. Gdy aparat nie pracuje, wtozy¢ jedng z dotgczonych
pamieci USB do portu USB z przodu urzgdzenia.

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016 5-1



Procedury Operacyjne

5.1.3

2. Uzywajgc przyciskdow ekranowych aiw , wybrac
"Administration" (Administracja) w menu gtéwnym i
nacisng¢ "OK".

3. Woybrac¢ "Copy Unsaved Runs" (Kopiuj niezapisane reakcje)
i naciéng¢ "OK".

4. Za pomoca przyciskdw ekranowych a iv wybrac¢ plik reakcji
do pobrania i nacisng¢ ,Select” (Wybierz).

5. Gdy urzadzenie potwierdzi, ze plik przebiegu zostat
zapisany na pamieci USB, nalezy nacisnagé¢ "Close"
(Zamknij).

6. Wyjgc¢ pamie¢ USB.

Kopiowanie ostatnich zapisanych reakcji

Kopie plikbw przebiegu reakcji sg przechowywane w aparacie,
o ile w pamieci wewnetrznej jest wystarczajgco duzo wolnego
miejsca.

Uwaga: Kiedy przestrzen staje sie niewystarczajaca, pliki run
sg usuwane w porzgdku chronologicznym. Pliki, ktére nigdy nie
zostaly zapisane na dysku USB (patrz: Dziat 5.1.2), nie
zostang usuniete.

Nalezy skopiowa¢ ostatnio zapisane reakcje w nastepujacy

sposobb:

1. Gdy aparat nie pracuje, wtozy¢ jedng z dotgczonych
pamieci USB do portu USB z przodu urzadzenia.

2. Uzywajac przyciskéw ekranowych aiv wybraé
"Administration" (Administracja) w menu gtéwnym i
nacisngé¢ "OK".

3. Wybraé "Copy Recently Saved Runs”(Kopiuj ostatnio
zapisane reakcje) i nacisng¢ "OK".

4. Uzywajgc przyciskéw ekranowych i wybrac plik
uruchomienia do pobrania i nacisng¢ "Select" (Wybierz).

5. Gdy urzgdzenie potwierdzi, ze plik przebiegu zostat
zapisany na pamieci USB, nacisng¢ “Close” (Zamknij).

6. Wyjac¢ pamie¢ USB.
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5.1.4

5.1.5

5.1.6

Kopiowanie plikow dziennika

Jezeli chcecie Parstwo wystac pliki dziennika do serwisu

technicznego QIAGEN, pliki nalezy skopiowaé w nastepujacy

sposab:

1. Gdy aparat nie pracuje, wtozy¢ jedng z dotgczonych
pamieci USB do portu USB z przodu urzadzenia.

2. Uzywajac przyciskdw ekranowych a iv wybraé
"Administration" (Administracja) w menu gtéwnym i
nacisngé¢ "OK".

3. Wybieraé "Copy Log Files” (Kopiuj pliki dziennika) i
nacisng¢ "OK”.

4. Gdy urzadzenie potwierdzi, ze pliki dziennika zostaty
zapisane na pamieci USB, nacisng¢ "Close" (Zamknij).

5. Wyjaé pamie¢ USB.

Wyodrebnianie plikow przerwanych reakcji

Jesli reakcje zostaty przerwane (np. jesli aparat zostat

wytgczony podczas trwania reakcji), pliki mozna wyodrebni¢ w

nastepujgcy sposob:

1. Gdy aparat nie pracuje, wtozy¢ jedng z dotgczonych
pamieci USB do portu USB z przodu urzadzenia.

2. Uzywajac przyciskéw ekranowych aiv wybraé
"Administration" (Administracja) w menu gtéwnym i
nacisngé¢ "OK".

3. Wybra¢ "Extract Damaged Runs" (Wyodrebnij przerwane
reakcje) i nacisng¢ "OK”.

4. Gdy urzadzenie potwierdzi, ze pliki zostaly zapisane na
pamieci USB, nacisng¢ "Close" (Zamknij).

5. Woyjaé pamie¢ USB.

Przegladanie informacji, wersji i informacji
kontaktowych

Potwierdzenia, wersje oprogramowania i sprzetu lub informacje
kontaktowe mozna wyswietli¢ w nastepujgcy sposéb:

1. Woybiera¢ "About" w menu gidwnym za pomocg przyciskow
ekranowych i v inacisng¢ "OK".

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016 5-3



Procedury Operacyjne

5.1.7

5.1.8

5.2

2. Wybieraé informacje, ktére chcesz wyswietli¢ i nacisng¢
"OK".

Aktualizacja oprogramowania

Jesli otrzymali Panstwo aktualizacje oprogramowania od
QIAGEN, nalezy jg przeprowadzi¢ w nastepujgcy sposob:

1. Zapisac pliki aktualizacji na jednej z dostarczonych
pamieci USB. Pliki powinny zosta¢ zapisane w folderze o
nazwie "Upgrade" w katalogu gtéwnym pamieci USB.

2. Gdy aparat nie pracuje, wiozy¢ pamie¢ USB do portu USB
z przodu urzgdzenia. Nie usuwac go, dopoki aktualizacja
nie zostanie zakonczona.

3. Uzywajac przyciskéw ekranowych aiv wybraé
"Administration" (Administracja) w menu gtéwnym i
nacisngé¢ "OK".

4. Wpybiera¢ "Upgrade Software" i klikng¢ "OK".

5. Postepowac zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi na
ekranie.

Uruchamianie aplikacji zewnetrznej

Opcja menu "Run External Application" (Uruchamianie aplikacji
zewnetrznej) stuzy do zastosowan serwisowych. Aplikacje
serwisowg mozna uruchomié tylko wtedy, gdy otrzymajg
Panstwo takg instrukcje od serwisu technicznego QIAGEN.

Nastawianie reakcji

Przed rozpoczeciem nastawiania reakcji zalecamy zapoznanie
sie z informacjami dotyczgcymi bezpieczenstwa, korzystajgc z
Rozdziatu 1.

Szczegotowe instrukcje dotyczgce konfiguraciji reakcji znajdujg
sie w Podreczniku uzytkownika oprogramowania PyroMark
Q24 MDx.

5-4
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5.2.1

5.2.2

Uruchamianie oprogramowania PyroMark Q24
MDx Software

W menu "Start" systemu Windows wybierac "(All) Programs /
PyroMark / PyroMark Q24".

Dostep do Podrecznika uzytkownika oprogramowania
PyroMark Q24 MDx mozna uzyska¢ w dowolnym momencie
naciskajgc klawisz "F1" w oprogramowaniu.

Konfigurowanie analizy

1. W przegladarce skrétow klikngé prawym przyciskiem
myszy folder, w ktérym chcecie Panstwo umiesci¢ plik
testowy i wybiera¢ z menu kontekstowego "New Assay"
(Nowy test), a nastepnie zgdany typ testu (AQ, CpG lub
SQA).
Uwaga: Aby dodaé skrét do folderu w przegladarce
skrétéw, nalezy klikngé " Add Folder Shortcut ".

2. Wprowadzi¢ nazwe pliku i nacisng¢ "Enter".

3. W przypadku tworzenia testu AQ lub CpG, wpisa¢ lub
wklei¢ "Sequence to Analyze” (Sekwencja do analizy), a
nastepnie klikng¢ przycisk "Generate Dispensation Order"
(Generuj kolejnos¢ dodawania). W przypadku tworzenia
testu SQA, wprowadi¢ "Dispensation Order" (Kolejnos¢
dozowania).

4. Klikng¢ = na pasku narzedzi.

Uwaga: Przed analizg nieznanych prébek nalezy
sprawdzi¢ test za pomocg referencyjnej prébki DNA; patrz:
Zatgcznik B.

Uwaga: Uzywajgc zestawdw QIAGEN, nalezy skorzystac z
ustawien podanych w podrecznikach zestawdw.

Opcjonalnie

W razie potrzeby wprowadzi¢ notatke dotyczaca testu i ustawic
pozycje zmienne w zakfadce " Variable Positions " (tylko testy
AQ i CpG).

W przypadku tworzenia testu CpG zaleca sie dodanie kontroli
procesu obrobki DNA wodorosiarczynem. Przed obrébkag
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5.2.3

wodorosiarczynem, nalezy sprawdzi¢ w sekwenciji, czy
sugerowane kontrole wodorosiarczynu Cs sg przeksztatcone w
Ts (odczytane jako Gs i As w odwrotnym oznaczeniu) i czy sg
odpowiednie jako kontrole.

Aby dodac¢ kontrole, nalezy klikngé lewym przyciskiem myszy
pogrubiong, pomaranczowag litere T lub A w histogramie,
najlepiej na poczatku sekwenciji.

Hiztagram

o

YETCcGacC ——— - - GT A
- 5 Add Potential Bisulfite Treatment Control Before Dispensation
Add Potential Bisulfite Treatment Contral After Dispensation

Ustawianie przebiegu analizy

1. W przegladarce skrétéw prawym przyciskiem myszy
klikng¢ folder, w ktéorym ma by¢ umieszczony plik reakciji i
wybiera¢ z menu kontekstowego polecenie "New Run"
(Nowa reakcja).
Uwaga: Aby dodaé skrét do folderu w przegladarce
skrétéw, nalezy klikngé “Add Folder Shortcut”.

2. Wprowadzi¢ nazwe pliku i nacisng¢ “Enter”.

3. Wybieraé "Aparat Method"; szczegdtowe instrukcje
znajdujg sie w Dziale 5.2.4.

4. Dodac test do kazdej uzytej studzienki, to jest przeciggngé
test z przegladarki skrétow do studzienki lub do kilku
studzienek.

Studzienka jest oznaczona kolorem zgodnym z testem
zatadowanym do studzienki.

Plate Setup

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | & ]
ALl assay 2 |Cpl assay 1 |CpG aszsay 2 | S04 assay 1 | SOA azzay 2

[} I I
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5. Aby wprowadzi¢ numer indentyfikacyjny prébki lub notatke,
nalezy wybra¢ komérke i wprowadzi¢ tekst. Wybrana
komorka jest podswietlona niebieskim kolorem tta.

Azzay Mame Azzay Mame
| R X | s
p— g

6. Nacisng¢ 4 w pasku narzedzi.

7. Wydrukowac liste wymaganych objetosci odczynnikéw i
konfiguracje ptytki; wybraé "Pre Run Information”
(Informacje przed rozpoczeciem reakcji) z menu "Tools"
(Narzedzia) i po wyswietleniu raportu klikngé = .

8. Zamknagc plik analizy i skopiowa¢ go na jedng z
dostarczonych pamieci USB.

Plik reakcji mozna teraz przetworzy¢, wkfadajac pamiec
USB do portu USB z przodu urzadzenia PyroMark Q24
MDx (patrz: Dziat 5.5.).

Opcjonalnie

W razie potrzeby, wprowadzi¢ "Reagent ID " (np. numer partii
dla odczynnikéw PyroMark Gold Q24), identyfikator ptytki
"Plate ID", "Barcode" (Kod kreskowy) dla ptytki i "Run note"
(Notatki) w pliku roboczym.

Dalsze informacje

Istnieje kilka konfiguracji ptytki. Na przyktad, mozliwe jest
zaimportowanie i wklejenie przyktadowego uktadu
zdefiniowanego w pliku tekstowym, a nastepnie przeciggniecie
i skopiowanie identyfikatora prébki (jesli ostatnia czesé
wprowadzonego identyfikatora prébki jest liczbg). Wiecej
informacji mozna znalez¢é w Podreczniku uzytkownika
oprogramowania PyroMark Q24 MDx (nacisng¢ klawisz "F1" w
oprogramowaniu PyroMark Q24 MDx).
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Uwaga: Aby oprzec reakcje na wczesniej wprowadzonym
przebiegu reakcji, nalezy klikng¢ prawym przyciskiem myszy
wczesniejszy plik reakcji w przegladarce skrotow i wybieraé
"Copy and Rerun" (Kopiuj i uruchom ponownie) z menu
kontekstowego. Zostang skopiowane tylko ustawienia reakcji, a
nie dane dotyczace jej przebiegu i analizy wynikow.

5.24 Zarzadzanie metodami urzadzenia

Tools Window

| Instrument Methods

Pre Run Information

Metoda aparatu powinna by¢ wybrana na podstawie
odczynnikow lub kartridza, ktéry bedzie uzywany do badania.
Numer metody wydrukowany na kartridzu PyroMark Q24
odpowiada okreslonym ustawieniom metody dostepnym pod
adresem www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

Uwaga: Zaleca sie stosowanie wytgcznie metod
dostarczonych przez QIAGEN.

Aby zaimportowa¢ nowg metode:

1. Ze strony internetowej powyzej nalezy pobraé plik metody
odpowiadajgcy numerowi metody wydrukowanemu na
etykiecie kartridza. Zapisa¢ go na komputerze z
oprogramowaniem PyroMark Q24 MDx.

2. W oknie dialogowym "Aparat Methods" klikng¢ "Import".
Otworzy sie okno dialogowe "Find Aparat Method" (Znajdz
metode aparatu).

3. Odszukac i wybra¢ pobrang metode i klikng¢ "Open".
Aby utworzyé nowg metode:

1. W oknie dialogowym "Aparat method" (Metoda urzgdzenia)
wybierac istniejgcg metode i klikng¢ "Save as" (Zapisz
jako).

2. Wprowadzi¢ nazwe nowej metody i nacisng¢ "Enter".
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5.3

3. Zmieni¢ ustawienia metody w oknie dialogowym, aby
pasowaty do ustawien opublikowanych na stronie
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

4. Klikng¢ "Save" (Zapisz).

Parametry metody

W oknie dialogowym " Aparat Methods " dostepne sg
nastepujace parametry.

Reagent pressure Cisnienie (millibar) dozowania
(Cisnienie mieszaniny enzymow i
odczynnika) mieszaniny substratow.
Enzyme pulse time Czas dozowania (milisekundy)
(Czas impulsu dla mieszaniny enzyméw.
enzyme)

Substrate pulse time  Czas dozowania (milisekundy)
(Czas impulsu dla mieszaniny substratow.
substratu)

Nucleotide pressure Cisnienie (milibar) dozowania
(Cidnienie nukleotyddw.
nukleotyddw)

Nucleotide pulse time Czas (milisekundy) dozowania
(Czas impulsu nukleotyddw.
nukleotydowego)

Note Uwaga dotyczgca metody
(Uwaga) aparatu (opcjonalnie).

Przygotowanie prébki

Probki przeznaczone do analizy za pomocg aparatu PyroMark
Q24 MDx nalezy przygotowac zgodnie z ponizszymi
instrukcjami.

Do przygotowania prébki wymagany jest przedstawiony ponizej
sprzet i odczynniki. Wszystkie odczynniki i roztwory przed
rozpoczeciem powinny by¢é w temperaturze pokojowej (15-
25°C). Wszystkie etapy sg przeprowadzane w temperaturze
pokojowej, o ile nie zaznaczono inacze;j.

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016 5-9



Procedury Operacyjne

5.3.1

Sprzet i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

Prézniowa stacja robocza PyroMark Q24 MDx

Mikser na mikroptytki do unieruchamiania na kulkach
Blok grzejny zdolny do osiggniecia temperatury 80°C
Ptytka PyroMark Q24 Plate

24-dotkowe ptytki lub paski do PCR

Kartridz PyroMark Q24

Paski z zatyczkami

Streptavidin Sepharose High Performance (34 um, 5 ml,
GE Healthcare; patrz www.gelifesciences.com)

Testy QIAGEN przeznaczone do pirosekwencjonowania
oznaczone symbolem znakiem IVD

Woda o wysokiej czystosci (Milli-Q 18,2 MQ x cm lub jej
odpowiednik)

Etanol (70%)

Bufor wigzgcy PyroMark Binding Buffer

Roztwér do denaturacji PyroMark Denaturation Solution
Koncentrat bufor do ptukania PyroMark Wash Buffer
Bufor do annealingu PyroMark Annealing Buffer

Test dziatania funkcji prézniowej stacji roboczej
PyroMark Q24 MDx

Przed uzyciem prézniowej stacji roboczej PyroMark Q24 MDx
nalezy sprawdzi¢, czy sondy filtra dziatajg prawidtowo,
wykonujgc test dziatania w nastepujgcy sposob:

1.

2.
3.
4.

Dodac¢ 100 pl wody o wysokiej czystosci do kazdej
studzienki 24-dotkowej ptytki do PCR.

Napetni¢ korytko 70 ml wody o wysokiej czystosci.
Uruchomié pompe prézniowa.

Podtagczy¢ podcisnienie do przyrzadu do przygotowywania
prébek, otwierajgc wigcznik prézniowy.

Opusci¢ sondy filtra do korytka. Trzymac je w tej pozycji
przez okoto 20 sekund. Upewnic sie, ze woda jest
przenoszona do pojemnika na odpady, tj. ze zastosowano
préznie. Jesli nie, sprawdzi¢ potgczenia.

Obnizy¢ sondy filtrujgce do ptytki PCR i sprawdzi¢, czy
woda jest zasysana réwnomiernie przez wszystkie
studzienki i czy wszystkie studzienki sg puste po
maksymalnie 10 s.

5-10
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5.3.2

5.3.3

7.

Jesli studzienki nie sg puste po 10 s, powtérzy¢ procedure od
kroku 1. Jesli test funkcjonalny dwukrotnie zakonczy sie
niepowodzeniem, nalezy wymieni¢ sondy filtra (patrz: Dziat
6.3.2).

Amplifikacja DNA

W reakcji PCR nalezy amplifikowaé DNA, ktore ma by¢
analizowane, stosujgc jeden z biotynylowanych starteréw. Aby
otrzymac poprawne dane analizy nalezy zapoznac sie z
Zatgcznikiem B.

Unieruchomienie produktu PCR przy pomocy
kulek

Biotynylowane produkty PCR s3 unieruchamiane na kulkach
Sepharose pokrytych streptawidyng (Streptavidin Sepharose
High Performance, GE Healthcare).

1. Delikatnie wstrzgsac butelkg z kulkami Sepharose
pokrytymi streptawidyng, az do uzyskania jednorodnego
roztwor.

2. Zmiesza¢ w probdwce catkowitg ilos¢ kulek Sepharose
pokrytych streptawidyna (2 pl na prébke) i bufor wigzacy
(40 yl na probke). Doda¢ wode o wysokiej czystosci do
catkowitej objetosci 80 ul na studzienke, wliczajgc w to
produkt PCR dodawany w etapie 4.

llos¢ wody zalezy od ilosci uzytego produktu PCR. Na
przyktad: jesli stosuje sie 15 pl produktu PCR, 2 pl kulek i
40 pl buforu wigzgcego, nalezy dodaé¢ 23 uyl wody o
wysokiej czystosci.

3. Dodac roztwér przygotowany w etapie 2 do 24-dotkowej
ptytki lub stripéw PCR.

4. Doda¢ 5-20 pl dobrze zoptymalizowanego,
biotynylowanego produktu PCR do kazdego dotka ptytki
PCR (lub paskéw) zgodnie z ustawieniem ptytki (patrz:
Dziat 5.2.3).

Uwaga: W przypadku uzycia zestawu PyroMark PCR Kit,
5-10 pl produktu PCR w wiekszos$ci przypadkow daje
zadowalajgce wyniki reakcji pirosekwencjonowania.
Objetos¢ powinna by¢ tak dostosowana, aby osiggac¢
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pojedyncze wysokosci punktéw szczytowych na poziomie
co najmniej 40 RLU na pyrogramie.

Uwaga: Catkowita objeto$¢ w studzienkach powinna
wynosi¢ 80 ul.

5. Zamkng¢ ptytke PCR (lub paski) za pomocg paska z

korkami. Upewni¢ sie, ze nie ma mozliwosci wycieku
miedzy studzienkami.

6. Wstrzgsac ptytke PCR (lub paski) przez co najmniej 5-10
minut za pomocg miksera (1400 obr./min).
Uwaga: kulki Sepharose szybko sedymentujg, wiec ich
odzysk musi nastgpi¢ natychmiast po zakonczeniu
mieszania.
Uwaga: Podczas immobilizacji nalezy przygotowaé
prézniowg stacje robocza do przygotowania prébek (kroki
1-8 w Dziale 5.3.4).

5.34 Rozdziat nici DNA i przenoszenie probek na
pltytke PyroMark Q24
UWAGA | Niebezpieczne substancje chemiczne

Roztwér do denaturacji stosowany w stacji roboczej zawiera
wodorotlenek sodu, ktory dziata draznigco na oczy i skére
Nalezy zawsze nosi¢ okulary ochronne, rekawice i fartuch
laboratoryjny. Osoba odpowiedzialna (np. kierownik
laboratorium) musi podja¢ niezbedne srodki ostroznosci w
celu zapewnienia, ze otoczenie w miejscu pracy jest
bezpieczne i ze operatorzy urzgdzenia sg odpowiednio
przeszkoleni. Nie mogg oni by¢ narazeni na dziatanie
niebezpiecznych pozioméw substancji toksycznych jak
okreslono w obowigzujgcych Kartach Charakterystyki
Substancji Niebezpiecznych (MSDS) lub OSHA*, ACGIHT
czy COSHH*,

Wiecej informacji znajduje sie na stronie
www.qgiagen.com/support/msds.aspx

Wietrzenie i unieszkodliwianie odpadéw musi by¢
przeprowadzane zgodnie ze wszystkimi krajowymi i

lokalnymi przepisami dot. zdrowia i bezpieczenstwa pracy.

* OSHA: Administracja Bezpieczenstwa i Higieny Pracy (Stany Zjednoczone).
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T ACGIH: Amerykariska Konferencja Rzadowych Higienistéw Przemystowych (Stany Zjednoczone)
+COSHH: Kontrola substanciji zagrazajacych zdrowiu (Wielka Brytania).

Przygotowania

Podgrzaé jeden z dostarczonych uchwytéw ptytek PyroMark
Q24, aby byt gotowy do uzycia w punkcie 5.3.5,
umieszczajac go (bez plytki) na bloku grzejnym w
temperaturze 80°C.

Procedura

1. Upewni¢ sie, ze prézniowa stacja robocza PyroMark Q24
MDx zostata prawidtowo i bezpiecznie zamontowana.

Wtyczka sieciowa powinna by¢ tatwo dostepna, na
wypadek koniecznosci szybkiego odtgczenia pompy
prézniowej od zasilania sieciowego.

Uwaga: Wykonac test dziatania, aby upewnic¢ sig, ze
sondy filtrujgce dziatajg prawidtowo (patrz: Dziat 5.3.1).
Wszystkie sondy filtrujgce nalezy wymieni¢ po
przygotowaniu okoto 100 ptytek.
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2.

Uwaga: W razie potrzeby oprézni¢ pojemnik na odpady
(patrz: Dziat 5.6.2).

Wypetni¢ pie¢ oddzielnych korytek dostarczanych ze stacjg
prozniowg PyroMark Q24 MDx w nastepujgcy sposoéb:

m Okoto 50 ml etanolu (70%) (1)

m  Okoto 40 ml roztworu do denaturacji (2)

m Okoto 50 ml 1x buforu do przemywania (3)
m Okoto 50 ml wody o wysokiej czystosci (4)
m Okoto 70 ml wody o wysokiej czystosci (5)

Sugerowana konfiguracja przygotowania probki jest
pokazana na ponizszym rysunku. Korytka nalezy uzupetié
do tych pozioméw w razie potrzeby.

Wigczy¢ pompe prozniowa.

Doprowadzi¢ podcisnienie do pompy, otwierajgc
przetgcznik prézniowy.

Umy¢ sondy filtrujgce, opuszczajac je do wody o wysokiej
czystosci. Przeptuka¢ sondy za pomocg 70 ml wody o
czystosci.

Upewnic¢ sie, ze woda jest przenoszona do pojemnika na
odpady. Jesli tak nie jest, upewnic sie, ze przewadd jest
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prawidtowo podigczony i nie jest uszkodzony. Zniszczone
przewody nalezy wymienic (patrz: Dziat 6.3.4).

Upewnic sie, ze filtr odpadow jest suchy. Jesli jest mokry,
nalezy go wymieni¢ (patrz: Dziat 6.3.5).

6. Zamkng¢ wytacznik prézniowy na pompie (Off) i umies¢ jg
w pozycji "Parking”.

7. Uzupetni¢ korytko 5 przy uzyciu 70 ml wody o wysokiej
czystosci.

8. Rozcienczy¢ starter sekwencjonujgcy do 0,3 uM w buforze
do annealingu. Doda¢ 25 pl tego roztworu do kazdej
studzienki w ptytce PyroMark Q24, ktéra ma by¢ uzyta.

Uwaga: Uzywac jednego z dostarczonych uchwytéw na
ptytki PyroMark Q24 jako wsparcia podczas
przygotowywania i przenoszenia ptytki.

9. Natychmiast po immobilizacji (patrz: Dziat 5.3.3), umies¢
ptytke PCR (lub paski) i ptytke PyroMark Q24 na stole
roboczym. Upewnij sie, ze ptytki sg w tym samym
potozeniu, co podczas naktadania probek; patrz: rysunek
ponizej, aby uzyska¢ wskazéwki.

10. Doprowadzi¢ podcisnienie do pompy, otwierajac
przetgcznik prézniowy.

11. Ostroznie opusci¢ sondy filtrujgce do ptytki (lub paskéw) do
PCR, aby wychwyci¢ kulki zawierajgce unieruchomiong
matryce. Przytrzymaé sondy w tym miejscu przez 15
sekund. Zachowa¢ ostroznos¢ podczas podnoszenia
uchwytu.

Uwaga: Kulki Sepharose szybko sedymentujg. Jesli
mineta wiecej niz 1 minuta od czasu wstrzgsania ptytki (lub
paskéw), nalezy wymieszac ich zawarto$¢ ponownie przez
1 minute przed wychwyceniem kulek.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Upewnic sig, ze cata ciecz jest wyssana ze studzienek i ze
wszystkie kulki zostaty uchwycone na koncéwkach sond z
filtrami.

Uwaga: Jesli studzienki nadal zawierajg ciecz lub
pozostajg w nich biate kulki, sondy filtrujgce moga
wymagac wymiany (patrz: Dziat 6.3.2).

Przenie$¢ uchwyt do korytka zawierajgcego 70% etanol.
Ptuka¢ sondy przez 5 sekund.

Przenies¢ uchwyt do korytka zawierajgcego roztwor do
denaturacji. Ptuka¢ sondy przez 5 sekund.

Przenies¢ narzedzie do korytka zawierajgcego bufor do
przemywania. Ptuka¢ sondy przez 10 sekund.

Podnies¢ narzedzie do pionu (kat ponad 90° w pionie) na 5
s, aby spusci¢ ciecz z sond (patrz: rysunek ponizej).

Trzymajac narzedzie nad ptytkg PyroMark Q24, zamkng¢
przetacznik prézniowy na uchwycie (Off).

Uwolni¢ kulki do ptytki zawierajgcej starter sekwencyjny,
delikatnie potrzasajgc narzedziem z boku na bok.

Przy zamknietym przetaczniku prézni (Off), przenies¢
narzedzie do korytka zawierajgcego wode o wysokiej
czystosci i mieszaé przez 10 sekund.

5-16
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20.

21.

22.

23.

24,
25.

Umy¢ sondy filtracyjne, opuszczajgc je do drugiego korytka
z wodg o wysokiej czystosci i wigczajgc podcisnienie.
Przeptukac sondy 70 ml wody o wysokiej czystosci.
Podnies¢ narzedzie poza 90° w pionie na 5 s, aby spusci¢
ciecz z sond filtra.

Zamkng¢ wytacznik prézniowy na uchwycie (Off) i umiesci¢
go w pozycji Parking (P).

Jesli przygotowano wiecej niz jedng ptytke na raz,
uzupetni¢ korytka (krok 2) i powtérz procedure od kroku 8.
Wylgczy¢ pompe prézniows.

Pod koniec dnia pracy, odpady ptynne i wszelkie pozostate
roztwory nalezy wyrzuci¢, a stanowisko robocze pompy
prozniowej PyroMark Q24 MDx nalezy sprawdzi¢ pod
wzgledem zapylenia i rozlania (patrz: Dziat 5.6.2)

5.3.5 Annealing startera sekwencjonujacego do
probek
UWAGA Goraca powierzchnia

Statyw na ptytki i blok grzejny (do annealingu) moga osiggac
temperatury do 80°C (176°F). Nie nalezy ich dotykaé, gdy sg
gorace.

1.

Podgrzewac¢ ptytke PyroMark Q24 zawierajgcg probki w
temperaturze 80°C przez 2 min, uzywajgc uchwytu na
ptytki PyroMark Q24 (dwa takie uchwyty sg dostarczane ze
stacjg prézniowa) i bloku grzejnego.

Zdjaé ptytke z uchwytu i pozostawi¢ prébki do ostygniecia
do temperatury pokojowej (15-25°C) przez co najmniej 5
minut. Ptytke mozna teraz wiozy¢ do aparatu PyroMark
Q24 MDx.
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54 Przygotowanie odczynnikow PyroMark
Gold Q24
UWAGA Ostre igly

VAN

Nie dotykac ostrych igiet na spodzie kartridza z
odczynnikiem. Z igtami obchodzi¢ sie ostroznie. Mate
czasteczki i wtbkna mogg zablokowac igty.

1. Otworzy¢ pudetko z odczynnikami PyroMark Gold Q24 i
wyjac probowki zawierajgce zliofilizowane enzymy i
mieszaniny substratow oraz probéwki zawierajgce
nukleotydy.

2. Doprowadzi¢ odczynniki do wymaganych objetosci i
wypetnic¢ kartridz PyroMark Q24 zgodnie z instrukcjg
dostarczong wraz z odczynnikami.

Uwaga: Wymagane objetosci odczynnikdéw sg wymienione
w raporcie " Pre Run Information " (patrz: Dziat 5.2.3).
Uwaga: Upewnic sie, ze wszystkie ponownie uzywane
kartridze z odczynnikami sg dokfadnie oczyszczone,
zgodnie z instrukcjami w Dziale 5.5.5. Zaleca sie, aby
kartridz z odczynnikiem byt uzywany maksymalnie 30 razy.
Jesli kartridz z odczynnikiem nie byt uzywany przez 4
tygodnie lub dtuzej (np. byt przechowywany), nalezy go
wyczysScic i sprawdzic¢, czy mozna go ponownie uzy¢ do
analizy, wykonujac test dziatania (kroki 4-6 w Dziale 5.5.5).

DEE]
@) 06
()]

T

Label

Widok z géry na kartridz PyroMark Q24.
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5.5 Przeprowadzanie reakcji na aparacie
PyroMark Q24 MDx
Pokrywa urzadzenia PyroMark Q24 MDx musi pozostac
zamknieta podczas pracy aparatu. Dzwiekowy sygnat
ostrzegawczy ostrzega o otwarciu pokrywy, gdy nie jest to
bezpieczne.
UWAGA Ruchome czesci

Aby unikng¢ kontaktu z ruchomymi czesciami podczas pracy
urzgdzenia PyroMark Q24 MDx, aparat nalezy obstugiwa¢
przy zamknietej pokrywie.

Nie usuwac paneli ostonowych, poniewaz w $rodku nie ma
zadnych czesci, ktére moze naprawic¢ uzytkownik. W razie
probleméw z urzgdzeniem PyroMark Q24 MDx nalezy
natychmiast skontaktowac sie z dziatem technicznym
QIAGEN.

UWAGA Ostre igty
Nie dotykac¢ ostrych igiet na spodzie kartridza z
A odczynnikiem. Z igtami obchodzi¢ sie ostroznie. Mate
czasteczki i witbkna mogg zablokowac igty.
55.1 Oprogramowanie urzadzenia

rymmuml}m 0789

=z

Urzadzenie obstugiwane jest za pomoca szesciu przyciskéw pod
ekranem.

Reakcje sg uruchamiane i monitorowane za pomoca
oprogramowania. Podczas przebiegu reakcji program
wyswietla nastepujgce informacje:

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016
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1. Run name (Nazwa reakcji)

Validation run 0802141 316:42
Al@ [] 2. Selected well (Wybrana
studzienka)
K ® JK 3. Current time (Aktualny czas)
s 3 c T G 4. Aparat status (Status urzgdzenia)
° 5. Pyrogram
T 6. Warning messages (Komunikaty
. Stop
L ostrzegawcze)
7. Przyblizony pozostaty czas
(hh:mm)
5.5.2 Uruchamianie urzadzenia
1. Przed wigczeniem urzadzenia nalezy upewnic sie, ze

wtyczki sieciowe sg podtgczone do odpowiednio
uziemionych gniazd sieciowych o odpowiednim napieciu i
czestotliwosci. Upewni¢ sie, ze wtyczki sieciowe sg fatwo
dostepne, jesli urzadzenie wymagatoby szybkiego
odtgczenia od zasilania sieciowego.

2. Wigczy¢ aparat. Przetgcznik zasilania znajduje sie z tytu
urzgdzenia (patrz: zdjecie w Dziale 3.4).
5.5.3 Start reakcji

Zatadowac kartridz z odczynnikami i ptytke:

1.

Gdy aparat nie pracuje, otworzy¢ pokrywe. Dzwickowy
sygnat ostrzegawczy ostrzega o otwarciu pokrywy, gdy nie
jest to bezpieczne.

Otworzy¢ klapke miejsca na kartridz i wlozy¢ go etykieta
skierowang na zewnatrz. Wepchna¢ wktad do konca, a
nastepnie docisngé do dotu (patrz: zdjecie ponizej).
Upewnic¢ sie, ze kartridz jest prawidtowo zamontowany,
réwno z linig widoczng przed kaseta, a nastepnie zamkna¢
klapke.

Otworzy¢ ramke przytrzymujgcg ptytke i umiescié ptytke na
bloku grzejnym wewnatrz urzadzenia.
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5.5.4

5. Zamkng¢ ramke przytrzymujgcy ptyte i pokrywe
urzgdzenia.

Wybra¢ plik reakcji i uruchomic ja:

1. Wtozy¢ pamieé¢ USB zawierajgca plik reakcji do portu USB z
przodu urzadzenia.

2. Uzywajac przyciskow ekranowych iv, wybra¢ "Run"
(Uruchom) w menu gtéwnym i nacisng¢ "OK".

3. Wybiera¢ plik reakcji za pomocg przyciskdw ekranowych

A

Aby wyswietli¢ zawartos¢ folderu, wybierac¢ folder i nacisng¢
"Select" (Wybierz). Aby wréci¢ do poprzedniego widoku,
nacisng¢ "Back" (Wstecz).

4. Po wybraniu pliku reakcji nacisng¢ "Select" (Wybierz), aby
rozpoczac¢ bieg reakcji.

Monitorowanie przebiegu reakcji

Przyrzad zacznie odmierza¢ odczynniki, gdy cisnienie w
jednostce dozujacej, predkos$¢ miksera i temperatury bloku
grzejnego, pokrywy komory reakcyjnej i cieczy chtodzacej
0siggng zadane poziomy.
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Status urzadzenia

Status urzadzenia wyswietlany jest w prawym gérnym rogu
obszaru pyrogramu.

Uruchomienie

Mieszanke enzymdw i mieszanke substratu dozuje sie do
wszystkich wykorzystywanych dotkéw. Nastepnie nukleotydy
sg dozowane do studzienek zgodnie z ich porzgdkiem
dyspensacji, ktory jest zdefiniowany w pliku testowym.

Environment
Srodowisko

Priming
Ptukanie

Running
Bieg reakcji

Stopped
Zatrzymanie

Saving
Zapisywanie

Finished
Zakonczenie

Oczekiwanie na cisnienie w jednostce
dozujgcej odczynniki, predkos¢é miksera i
temperatury bloku grzejnego, pokrywy komory
procesowe;j i ptynu chtodzgcego, aby osiggngé
ich ustalone poziomy (moze potrwac kilka
minut)

Przeptukiwanie igiet kartridza z odczynnikami w
celu zapewnienia, ze kapilary dozujace sg
przeptukane i napetnione roztworem.

Mieszanina enzymow i mieszanina substratéw
jest dozowana do wszystkich
wykorzystywanych dotkéw. Nastepnie
nukleotydy sg dozowane do dotkéw zgodnie z
ich porzadkiem, ktéry jest zdefiniowany w pliku
testowym.

Bieg reakciji zostat zatrzymany.

Dane przebiegu reakcji sg przesytane do
pamieci USB. Nie nalezy wyjmowac pendrive‘a,
dopdki aparat nie potwierdzi, ze plik przebiegu
reakcji zostat zapisany.

Reakcja zostata zakoniczona, a dane z jej
przebiegu zostaty przeniesione na pamieé
USB.
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5.5.5

Pyrogram i ostrzezenia

Nazwa reakcji i wybrana studzienka sg wyswietlane w lewym
gornym rogu. Aby wybrac inng studzienke, nalezy uzy¢
przyciskow ekranowych ai v .

Ostrzezenia dotyczace kazdego urzgdzenia sg wyswietlane
ponizej obszaru pyrogram (wyswietlane sg trzy ostatnie
ostrzezenia). Sugerowane dziatania, patrz: Dziat

Przerywanie reakgji

Aby przerwaé bieg reakcji, nacisngé “Stop”.

Po zakonczeniu reakcji

1. Gdy urzgdzenie potwierdzi, ze plik przebiegu reakcji zostat
zapisany na pamieci USB, nacisng¢ "Close".

2. Woyjaé pamie¢ USB.

3. Otworzy¢ pokrywe urzgdzenia.

4. Otworzy¢ klapke i wyja¢ kartridz z odczynnikami, unoszgc
go i wyciggajac.

5. Zamkngc¢ klapke.

6. Otworzyé ramke przytrzymujaca ptytke i wyjgc jg z bloku
grzejnego.

7. Zamkng¢ ramke przytrzymujgcg ptytke i pokrywe
urzadzenia.

8. Woyrzucic¢ ptytke.

9. Jesli kartridz ma zosta¢ ponownie uzyty, wyczysci¢ go
zgodnie z ponizszymi instrukcjami.

10. Jesli byta to ostatnia reakcja tego dnia, postepowaé
zgodnie z instrukcjami w Dziale 5.6.

Uwaga: Nalezy przestrzegaé wszystkich krajowych, stanowych
i lokalnych przepiséw srodowiskowych dotyczgcych usuwania
odpadow laboratoryjnych.

Czyszczenie i testowanie kartridza z odczynnikiem

Jesli kartridz z odczynnikiem ma by¢ ponownie uzyty, nalezy
go wyczysci¢ natychmiast po uzyciu i sprawdzi¢, czy mozna go
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wykorzystac¢ do analizy. Zaleca sie, aby kaseta z odczynnikiem
byta uzywana maksymalnie 30 razy.

UWAGA

VAN

Ostre igly

Nie dotykac ostrych igiet na spodzie kartridza z
odczynnikiem. Z igtami obchodzi¢ sie ostroznie. Mate
czagsteczki i wtdkna moga zablokowac igty.

Uwaga: Nalezy przestrzegaé wszystkich krajowych, stanowych
i lokalnych przepiséw srodowiskowych dotyczgcych usuwania
odpadéw laboratoryjnych.

Wymagane sg nastepujgce rzeczy:

B Bezpudrowe rekawice

B Woda o wysokiej czystosci (Milli-Q 18.2 MQ x cm lub
rownowazny)

B Zlewka (nie zawsze wymagana)

M Niestrzepigce sie $ciereczki

Aby wyczysci¢ i sprawdzi¢, czy kartridz mozna wykorzysta¢ do

analizy:

1. Usungc¢ wszelkie roztwory pozostate we wkiadzie.

2. Przeptukaé pojemniki kartridza 4 razy wodg o wysokiej
czystosci.

3. Spryskac zewnetrzng czes¢ igiet wodg o wysokiej
czystosci.

4. Sprawdzi¢, czy igly kartridza nie sg zablokowane lub
uszkodzone:
Catkowicie napetni¢ komory wodg o wysokiej czystosci.
Przytrzymac kasete nad zlewem lub zlewka, jednoczesnie
mocno naciskajgc palcami w gérnej czesci kazdego
przedziatu (zatozy¢ rekawice bezpudrowe). Strumien wody
powinien wychodzi¢ prosto z konca kazdej igty.

5. Jesliigta jest zablokowana, wykonac krok 5a. Jesli

strumien wody wydostaje sie z igly pod katem (nie
réwnolegle do kierunku igty), wykonac krok 5b. Jesli
wszystkie igty dziatajg poprawnie, przejs¢ do kroku 6.

5a. Jedliigta jest zablokowana (na przyktad, jesli kartridz z

odczynnikiem zostat pozostawiony na noc bez
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czyszczenia), nalezy wypetni¢ komory wodg o wysokiej
czystosci i zanurzy¢ wktad w zlewce z wodg o duzej
czystosci tak, by przykry¢ igty. Pozostawi¢ pojemnik w
zlewce na 1 godzine, optukac i powto6rz krok 4. Przejs¢ do
kroku 6.

5b. Jesli strumien wody wyptywa pod katem, nalezy uzupetnié

zbiornik wodg i powtorzy¢ krok 4. Jesli woda nadal
wychodzi pod katem, nalezy wyrzuci¢ kartridz.

Procedura czyszczenia kartridza PyroMark Q24.

(oI - |

Napetnianie komor kartridza wodg o wysokiej
czystosci

Sprawdzanie zablokowania lub uszkodzenia igiet
Czyszczenie zablokowanych igiet
Suszenie wktadu na niestrzepigcej sie Sciereczce

Po przeptukaniu i przetestowaniu wszystkich igiet nalezy
usung¢ wode i pozostawi¢ kasete z odczynnikiem do
wyschniecia na niestrzepigcej sie Sciereczce.

7. Gdy kartridz jest suchy, nalezy przechowywa¢ go w
kuwecie kohcowek PyroMark Q96 HS, aby chroni¢ go
przed kurzem i $wiattem [stonecznym].

5.5.6 Analizowanie reakcji

Szczegotowe instrukcje dot. analizy badania sg dostepne w
instrukcji PyroMark Q24 MDx Software User Guide (w
programie PyroMark Q24 MDx Software wcisna¢ klawisz
“Fl”).
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1.

Przenies¢ plik z przeprowadzonego badania z pamieci
USB na komputer z uruchomionym programem PyroMark
Q24 MDx Software.

Otworzyé plik przez podwajne kliknigcie (&) w
przegladarce skrotéw. Jesli znajdujg sie tam rézne rodzaje
testow, w oknie dialogowym, ktore sie otworzy, nalezy
wybrac tryb analizy

Aby doda¢ skrét do pliku lub folderu w przeglgdarce
skrotéw nalezy kliknaé ,,Add File Shortcut” (Dodaj skrot do
pliku) lub “Add Folder Shortcut” (Dodaj skrét do folderu).

W zaktadce “Overview” (Podsumowanie), nalezy albo
przeanalizowa¢ wszystkie studzienki, albo wybrane
studzienki zgodnie ze zwalidowanym nastawieniem analizy
dla wybranego trybu testu.

GEMIE

Analyze All Wells

Analyze Selected \Wells

Tryby analizy

Program PyroMark Q24 MDx Software posiada trzy tryby
analizy: AQ, CpG i SQA. Aby przetgczaé pomiedzy trybami
nalezy zaznaczy¢ “AQ”, “CpG” lub “SQA” w pasku narzedzi.
Genotypowanie SNP i InDel jest dostepne z poziomu menu
“Reports” (Raporty) w trybie AQ.

Uwaga: Sposob przeprowadzania analizy mozna zmieni¢ w
zaktadce “Analysis Setup” (Ustawienia analizy).
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5.5.7

Przegladanie wynikéw analizy

Po wybraniu analizowanej studzienki w zaktadce “Overview”
(Podsumowanie) w obszarze pyrogramu pojawi sie odpowiedni
wykres, a w obszarze “Well Information” pojawig sie informacje
o studzience (w tym ostrzezenia dot. analizy).
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Ocena jakosci

Przeglad ptytki w zaktadce “Overview” pozwala na szybkie
podsumowanie oceny jakosci.

== Przedstawia ocene jakosci wszystkich pozycji zmiennych w
studzience lub wszystkich zasad w sekwencji typu base-called.

©: Przedstawia ocene jakosci pod koniec okna kontroli jakosci
(tylko w badaniach SQA)
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Kolory jakoSci

[ Niebieski: Passed (Zaliczone)

[] Zotty: Check (Sprawdz)

B czerwony: Failed (Nie zaliczone)

[]Biaty: Nie analizowano*

* Analiza nie jest mozliwa przy uzyciu tego programu (np. analiza SNP w trybie
analizy CpG) lub pozycja zmienna zostata odznaczona przez uzytkownika
(wytacznie w badaniach AQ i CpG).

Wyniki analizy AQ

Czestotliwos¢ alleli jest wySwietlona na pyrogramie, np. &s i
P (InDel). Ocena jakosci jest pokazana jako kolor w tle
wyniku

IA5: YGGATAGYGATTTT[TAAYGYGTAAGYGTATA
2%

@ @ ) &

100} ’\

Ok

3 B GTCGACTATGTCGATTGATCAGTCGTATGTCGTA
5 10 15 20 25 30

Przyktadowy pyrogram badania CpG. Pozycje zmienne w
badaniach AQ i CpG sg zaznaczone jako niebiesko-szare tto, kontrole
obrébki wodorosiarczanem i badaniach CpG majg w tle kolor zotty.

Analiza wynikéw CpG

Procenty metylacji sg przedstawione na pyrogramie, np. jako
96%] QOcena jakosci jest wyswietlana jako kolor tta wyniku.
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Pasek metylacji w podsumowaniu ptytki wskazuje poziom

metylacji kazdego miejsca w studzience.
O] Jasny dzielony: Ponizej spodziewanej skali
[ Zielony: W spodziewanej skali

[ | Ciemny zielony: Powyzej spodziewanej skali

Analiza wynikéw SQA

5.5.8

Sekwencja typu base-called jest wyswietlana w zakladce
“Overview” (Podsumowanie). Zasady w sekwencjach typu

base-called i punkty szczytowe na zrekompensowanym
pyrogramie majg kolor zgodny z oceang ich jakosci.

T ———
TCTGTCTTGTCTTTGCTGATG I TTCAAT AAAAGHAAT TGEATAAGCTTCT TGETAAGTGE THAGCGTGTTTEIGTGTE
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Przyktad sekwenciji typu base-called i pyrogramu badania SQA.

Raporty analizy

Aby wygenerowac raport nalezy wybraé potrzebng forme z
menu “Reports”. Wiecej informaciji nt. raportéw mozna znalez¢
w dziale “Przegladanie, Drukowanie i Zapisywanie Raportow
Analizy” instrukcji PyroMark Q24 MDx Software User Guide (w
programie PyroMark Q24 MDx Software wcisng¢ klawisz ,F17).
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5.6

5.6.1

Reports [ Window  Help Reports | ‘window  Help

AQ Analysis Statistics S0 Analysis Resulks
A Analysis Resulks S04 Pyrogramm Repork
A0 Pyrogram Report | 504 Full Repart

AQ Full Report Reports | window  Help

SHP Analysis Resulks Cp3 Analysis Statistics
SHP Pyrogrann Repork Cpis Analysis Resulks
SMP Full Repaort Cpia Pyrogram Repork
SHP Crwerview Repork Cpiz Full Report

Aby przegladaé raporty wygenerowane w formacie PDF
potrzebny jest czytnik PDF zainstalowany na komputerze. Na
stronie www.adobe.com mozna znalez¢ i pobra¢ program
Adobe® Reader.

Konczenie pracy i zamykanie

Zamykanie urzadzenia

1. Kiedy urzadzenie nie pracuje, przy pomocy przyciskow
4 | v znajdujgcych sie na ekranie wybra¢ “Shutdown”
(Zamykanie) z gtéwnego menu i nacisng¢ “OK”.

2. Kiedy pojawi sie komunikat “It is now safe to turn off the
aparat” (Mozna teraz bezpiecznie wytgczy¢ urzgdzenie)
nalezy wytgczy¢ urzadzenie. Wylgcznik zasilania znajduje
sie z tylu urzadzenia.
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5.6.2

Oproéznianie pojemnika na odpady i korytek

UWAGA

Niebezpieczne substancje chemiczne

Roztwér do denaturacji stosowany w stacji roboczej zawiera
wodorotlenek sodu, ktéry dziata draznigco na oczy i skére
Nalezy zawsze nosi¢ okulary ochronne, rekawice i fartuch
laboratoryjny. Osoba odpowiedzialna (np. kierownik
laboratorium) musi podjg¢ niezbedne srodki ostroznosci w
celu zapewnienia, ze otoczenie w miejscu pracy jest
bezpieczne i ze operatorzy urzgdzenia sg odpowiednio
przeszkoleni. Nie mogg oni by¢ narazeni na dziatanie
niebezpiecznych poziomoéw substancji toksycznych, jak
okreslono w obowigzujgcych Kartach Charakterystyki
Substancji Niebezpiecznych (MSDS) lub OSHA*, ACGIHT
czy COSHH*.

Wiecej informacji znajduje sie na stronie
www.giagen.com/support/msds.aspx

Wietrzenie i unieszkodliwianie odpadéw musi by¢
przeprowadzane zgodnie ze wszystkimi krajowymi,
stanowymi i lokalnymi przepisami dot. zdrowia i
bezpieczenstwa pracy.

* OSHA: Administracja Bezpieczenstwa i Higieny Pracy (Stany Zjednoczone).

T ACGIH: Amerykanska Konferencja Rzadowych Higienistéw Przemystowych (Stany Zjednoczone)

* COSHH: Kontrola substancji zagrazajacych zdrowiu (Wielka Brytania).

Nalezy upewni¢ sie, ze przy usuwaniu odpadow
laboratoryjnych przestrzegane sg wszystkie narodowe,
stanowe i lokalne przepisy w zakresie ochrony srodowiska

Wymagana jest nastepujgca rzecz:
B Woda o wysokie czystosci (Milli-Q 18,2 MQ x cm lub
odpowiednik)

Procedura

1. Nalezy upewni¢ sie, ze prézniowa stacja robocza nie
wytwarza prozni, tzn. wytgcznik znajduje sie w pozycji Off,
a pompa prozniowa jest wytgczona.

2. Usung¢ wszelkie pozostate substancje z korytek.

3. Przeptukaé korytka wodg o wysokim stopniu czystosci lub
wymienic je, jedli jest taka koniecznos¢.
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4. Oprézni¢ pojemnik na odpady.
Uwaga: Pokrywe mozna zdjgé bez koniecznosci
odfgczania przewodu.

5. Jesliistnieje potrzeba wyczyszczenia prézniowej stacji
roboczej (np. z powodu kurzu lub rozlanej cieczy), nalezy
postepowac zgodnie z instrukcjg z Dziatu 6.3.

5.6.3 Sprawdzanie urzadzenia

Sprawdzi¢, czy urzadzenie nie jest zakurzony lub zalane. Jesli
urzgdzenie wymaga czyszczenia, postepowac zgodnie z
instrukcjg z Dziatu 6.2.

Nacisng¢ przycisk ,Light buton” (Swiatto) z tytu urzgdzenia
(patrz: zdjecie ponizej) i sprawdzi¢, czy poziom ptynu
chtodzacego jest widoczny w okienku. Jesli nie, skontaktowad
sie z Serwisami Technicznymi QIAGEN.

Model: p, OMark 2
@

SN 500167, g9, 110380

o0

Light

. button

5.7 Kopia zapasowa plikow PyroMark Q24

Dane wygenerowane przez program PyroMark Q24 MDx
Software sg przechowywane na komputerze jako pliki z
nastepujgcymi rozszerzeniami:

M *.pyrorun (pliki protokotu)

B *.pyrosetup (pliki badania).
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Nalezy regularnie tworzy¢ kopie zapasowg plikéw. Mozna to
zrobi¢ kopiujgc pliki PyroMark Q24 (*.pyrorun i *.pyrosetup) do
innej lokalizacji. Alternatywna lokalizacja powinna znajdowaé
sie na osobnym dysku fizycznym lub trwatym nosniku danych.

Wiecej informac;ji nt. tworzenia kopi zapasowych uzyskacie
Panstwo u swoich administratoréw.
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6.1

Koserwacja

Ponizsze procedury konserwacji urzadzenia PyroMark Q24
MDx sg niezbedne do zapewnienia jego wiarygodnej pracy:
B Regularne kontrole wydajnosci

B Czyszczenie urzgdzenia

Przestrzeganie tych zalecen pozwoli mie¢ pewnos$é, ze
urzadzenie PyroMark Q24 MDx jest wolne od kurzu i rozlanych
cieczy.

Przed podjeciem krokéw w zakresie prawidtowego utrzymania
urzadzenia, nalezy zapoznac sie z informacjami dot.
bezpieczenstwa, przedstawionymi w Dziale 1.

Wazne: Przed rozpoczeciem czyszczenia nalezy odigczyc
urzgdzenie od pradu.

Serwisowanie

Firma QIAGEN oferuje obszerne umowy w zakresie ustug
serwisowych, w tym przedtuzania gwarancji, umowy w zakresie
petnej obstugi, a takze szkolenie z zakresu system/stosowania
urzadzenia, tacznie z montazem na miejscu i rocznymi
przegladami technicznymi. Umowy w zakresie ustug
serwisowych pozwalajg na zapewnienie maksymalne;j
produktywnosci i wysokiej wydajnosci Pahstwa systemu.
Dodatkowo, wszelkie prace serwisowe sg w peni
dokumentowane, a wszystkie czesci posiadajg certyfikat i
gwarancje.

Wiecej informac;ji nt. dogodnych uméw w zakresie wsparcia
serwisowego firmy QIAGEN mozna uzyskac przez kontakt z
Lokalnym Serwisantem Firmy QIAGEN lub lokalnym
dystrybutorem.

Sprawdzanie wydajnosci PyroMark Q24
MDx

Nalezy upewnic sie, ze PyroMark Q24 MDx dziata zgodnie ze
specyfikacjg przez zmierzenie nieprecyzyjnosci, tendencyjnosci i
liniowosci badania AQ lub CpG z wykorzystaniem PyroMark
Q24 Validation Oligo.
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Walidacje przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcjg dotgczong do
produktu. W celu zaméwienia PyroMark Q24 Validation Oligo
nalezy skontaktowac sie z firmg QIAGEN.

6.2 Konserwacja urzadzenia PyroMark Q24
MDx
6.2.1 Czyszczenie urzadzenia

Jesli urzgdzenie zostato zabrudzone przez kurz lub rozlang

ciecz, nalezy wyczysci¢ je zgodnie z instrukcjg przedstawiong

ponizej.

Wazne punkty przed rozpoczeciem:

B Unikac¢ silnych $srodkéw czyszczgcych i chemikaliow oraz
przedostawania sie wilgoci do wnetrza urzgdzenia.

B Plyn czyszczacy aplikowac wytacznie na szmatke

B Do czyszczenia ekranu nie uzywac rozpuszczalnikdéw
organicznych ani detergentéw innych niz etanol.

Wymagane sg natepujgce rzeczy:

B Etanol (70%)

B Woda o wysokiej czystosci (Milli-Q 18.2 MQ x cm lub jej
odpowiednik)

B Czysta, miekka $ciereczka, nie pozostawiajgca wtokien

Procedura

1. Kiedy urzadzenie zakonczy prace, przy pomocy strzatek
| v na ekranie w gtbwnym menu wybraé “Shutdown”
(Zamykanie) i nacisng¢ “OK”.

2. Kiedy pojawi sie komunikat “It is now safe to turn off the
aparat” (Mozna bezpiecznie wytaczy¢ urzadzenie),
wytgczy¢ aparat. Wytgcznik znajduje sie z tytu urzgdzenia.

3. Odtgczy¢ urzadzenie od pradu (dwie gtdwne wtyczki).

4. Otworzyé pokrywe urzadzenia.

5. Przy pomocy niepylgcej Sciereczki lekko nasgczonej 70%
etanolem wyczysci¢ obszar dookotfa jednostki dozujgcej,
komore procesowg i blok grzejny.
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9.

Wyczyscic ekran przecierajgc go czysta, miekkg sciereczkg
nie zostawiajgcg widkien, lekko nasgczong woda.

Jesli powyzszy sposob nie pozwala na zadowalajgce
wyczyszczenie ekranu, nasgczy¢ sciereczke odrobing
etanolu 70%. Nie pozwoli¢ na przedostanie sie etanolu do
otworow znajdujgcych sie wokot obudowy ekranu.

Jesli to konieczne, wyczysci¢ obudowe urzgdzenia
uzywajgc czystej, niestrzepigcej sie sciereczki nasgczonej
woda.

Po czyszczeniu powierzchnie wytrze¢ do sucha czysta,
suchg, miekka, niestrzepigca sie sciereczka.

Ponownie podtgczy¢ aparat do zrédta pradu.

6.2.2 Czyszczenie bloku grzejnego i swiattowodéw

W przypadku rozlania cieczy na blok grzejny wewnatrz
urzadzenia, nalezy wyczysci¢ zarowno blok jak i znajdujgce sie
pod nim $wiattowody.

Wymagane sg nastepujgce rzeczy:

B Bawetniane waciki

M Etanol (70%)

B Czysta, migkka, niestrzepiaca sie Sciereczka (np. do
przecierania obiektywow aparatu fotograficznego)

Procedura

1. Kiedy urzadzenie zakonczy prace, przy pomocy strzatek
4 | v na ekranie w gtbwnym menu wybra¢ “Shutdown”
(Zamykanie) i nacisng¢ “OK”.

2. Kiedy pojawi sie komunikat “It is now safe to turn off the
aparat” (Mozna bezpiecznie wytgczy¢ urzgdzenie),
wytgczy¢ aparat. Wytgcznik znajduje sie z tytu urzadzenia.

3. Odtgczyc¢ urzadzenie od pradu (dwie gtdwne wtyczki).

4. Otworzy¢ pokrywe urzadzenia.

5. Otworzy¢ rame trzymajgca ptytke.

6. Przy pomocy bawetnianego wacika lekko nasgczonego

70% etanolem starannie wyczysci¢ kazdy
dotek/$wiattowdd (patrz: zdjecie)
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7. WoyczysScic przestrzen pomiedzy blokiem grzejnym i

blokiem ze Swiattowodami poprzez ostrozne wtozenie tam
czystej, miekkiej, niestrzepigcej sie sciereczki, lekko
nasgczonej 70% etanolem (patrz: zdjecie)

8. Zamkngc¢ rame trzymajaca ptytke i pokrywe urzgdzenie i

podigczy¢ urzadzenie do zrédta pradu.

UWAGA

Konserwacja swiattowodow
Do czyszczenia przestrzeni pomiedzy blokiem grzejnym a
blokiem ze Swiattowodami wewnatrz urzgdzenia nalezy

uzywac chusteczek bezpytowych. Nie uzywac¢ papierowych
chusteczek.
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6.3 Konserwacja prézniowej stacji roboczej
urzadzenia PyroMark Q24 MDx
UWAGA Niebezpieczne substancje chemiczne

Roztw6r do denaturacji stosowany w stacji roboczej zawiera
wodorotlenek sodu, ktory dziata draznigco na oczy i skére
Nalezy zawsze nosi¢ okulary ochronne, rekawice i fartuch
laboratoryjny. Osoba odpowiedzialna (np. kierownik
laboratorium) musi podjg¢ niezbedne srodki ostroznosci w
celu zapewnienia, ze otoczenie w miejscu pracy jest
bezpieczne i ze operatorzy urzgdzenia sg odpowiednio
przeszkoleni. Nie mogg oni by¢ narazeni na dziatanie
niebezpiecznych pozioméw substancji toksycznych, jak
okreslono w obowigzujgcych Kartach Charakterystyki
Substancji Niebezpiecznych (MSDS) lub OSHA*, ACGIHT
czy COSHH*.

Wiecej informaciji znajduje sie na stronie
www.giagen.com/support/msds.aspx

Wietrzenie i unieszkodliwianie odpadow musi by¢
przeprowadzane zgodnie ze wszystkimi krajowymi,
stanowymi i lokalnymi przepisami dot. zdrowia i

bezpieczenstwa pracy.

* OSHA: Administracja Bezpieczenstwa i Higieny Pracy (Stany Zjednoczone).

t ACGIH: Amerykariska Konferencja Rzagdowych Higienistéw Przemystowych (Stany Zjednoczone)

# COSHH: Kontrola substanciji zagrazajacych zdrowiu (Wielka Brytania).

6.3.1

Czyszczenie prézniowego stanowiska roboczego
urzadzenia PyroMark Q24 MDx

Jesli prozniowe stanowisko robocze musi zostaé oczyszczone
z kurzu lub rozlanych ptynéw, nalezy postepowaé zgodnie z
ponizszg instrukcja.

Wymagane sg nastepujgce rzeczy:

B Rekawiczki bezpudrowe

B Woda o wysokiej jakosci (Milli-Q 18,2 MQ x cm lub jej
odpowiednik)

M tagodny detergent (jesli to konieczne)

B Czysta, nietrzepigca sie $ciereczka
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6.3.2

Procedura

1. Upewni¢ sie, ze na urzgdzenie nie dziata zadne
podcisnienie, tzn. wylgcznik prézni znajduje sie w pozyciji
Off, a pompa prézniowa jest wytgczona.

2. Odigczy¢ pompe prézniowg od zrodta zasilania.

3. Wyczysci¢ stanowisko robocze i sprzet (za wyjatkiem sond
filtrujacych) przy pomocy czystej, niestrzepigcej sie
Sciereczki lekko nasaczonej wodg lub tagodnym
detergentem.

Nie dotyka¢ kohcowek sond filtrujgcych.

4. Woytrze¢ stanowisko robocze i narzedzie (za wyjatkiem
sond filtrujgcych) przy pomocy suchej, czystej,
niestrzepigcej sie Sciereczki.

5. Podtgczy¢ pompe prézniowg ponownie do zrodta pradu.

Testowanie i wymienianie sond filtrujgcych

Test sprawnosci sond

Test sprawnosci sond filtrujgcych zostat opisany w Dziale 5.3.1.

Wymiana sond z filtrami

Nalezy wymienia¢ kazdg z sond osobno. W celu zapewnienia
prawidtowego stosunku przeptywu przez sondy, wszystkie
sondy powinny zosta¢ wymienione po przygotowaniu ok. 100
ptytek.

Uwaga: Aby unikng¢ zanieczyszczenia sond filtrujacych nalezy
uzywac rekawiczek (bezpudrowych).

Wymagane sg nastepujgce rzeczy:

M Rekawiczki bezpudrowe

B 2 mm klucz typu Allen (dotgczony do zestawu)

B Woda o wysokim poziomie czystosci (Milli-Q 18,2 MQ x cm
lub jej odpowiednik)

B Nowe sondy filtrujace (QIAGEN)
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6.3.3

Procedura

1.

Upewnic sig, ze na urzadzenie nie dziata zadne
podcisnienie, tzn. wylgcznik prézni znajduje sie w pozyciji
Off, a pompa prézniowa jest wytgczona.

Odtaczy¢ pompe prozniowg od zrédta zasilania.

Usuna¢ narzedzie z tuby.

Rozluzni¢ 4 wkrety przy pomocy 2 mm klucza typu Allen,
dotgczonego do zestawu.

Wyja¢ stare sondy filtrujgce.

Delikatnie wtozy¢ nowe sondy nie naciskajac na koncowki
filtrow.

Zakreci¢ 4 wkrety i podtgczy¢ pompe prézniowg ponownie
do Zrédta pradu.

Symiana gumowej uszczelki

Jesli sondy filtrujgce sg luzne i/lub wypadaja, mozliwe sg dwie
przyczyny:

B Whkrety (4) nie zostaty dostatecznie mocno dokrecone

M Nalezy wymieni¢ gumowg uszczelke

Jesli konieczna jest wymiana uszczelki, potrzebne sg do tego
nastepujace rzeczy:

M Rekawiczki bezpudrowe,

B 2 mm klucz typu Allen (dotgczony do zestawu)

B Nowa gumowa uszczelka (QIAGEN)
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6.3.4

Procedura

1.

Upewnic sig, ze na urzadzenie nie dziata zadne
podcisnienie, tzn. wylgcznik prézni znajduje sie w pozyciji
Off, a pompa prézniowa jest wytgczona.

Odtaczy¢ pompe prozniowg od zrédta zasilania.

Usung¢ narzedzie z tuby.

Rozluzni¢ 4 wkrety przy pomocy 2 mm klucza typu Allen,
dotgczonego do zestawu.

Delikatnie usung¢ sondy filtrujgce. Unika¢ ich
zanieczyszczenia.

Usunagé metalowg ptytke i wymieni¢ gumowa uszczelke.

Ponownie ztozy¢ narzedzie i podigczy¢ pompe prézniowg
do zrédta pradu.

Sprawdzi¢, czy sondy filtrujgce dziatajg poprawnie przez
przeprowadzenie testu sprawnos$ci opisanego w Dziale
5.3.1.

Wymiana przewodu

Jesli przewadd jest uszkodzony lub zdeformowany nalezy go
wymienic.

W czasie usuwania odpadéw laboratoryjnych nalezy
przestrzega¢ narodowych, stanowych i lokalnych przepiséow w
zakresie zdrowia i bezpieczenstwa.

Wymagane s3g nastepujace rzeczy:
B Nowy przewdéd (QIAGEN)
B Zlewka
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6.3.5

Procedura

1. Upewnic sig, ze na urzgdzenie nie dziata zadne
podcisnienie, tzn. wylgcznik prézni znajduje sie w pozyciji
Off, a pompa prézniowa jest wytgczona.

2. Odfigczy¢ pompe prézniowg od zrodta zasilania.

3. Wyjgé uszkodzony przewdd z jednej strony i wylac
wszelkie pozostate w nim ptynne odpady do pustej zlewki.

4. Odtgczy¢ drugi koniec przewodu i wyja¢ go wraz ze
wszelkimi ciektymi odpadami.

5. Przecig¢ nowy przewdd prézniowy na trzy czesci i
zamontowac. Nalezy upewnic sie, ze przewdd jest
potgczony z mocowaniami “Vacuum” (Préznia) pompy
prézniowe;j.

6. Podtgczy¢ pompe ponownie do zrédta pradu.

Wymiana filtra odpadow

Jesli filtr odpadoéw jest mokry (np. z powodu przepetnienia
pojemnika na odpady), to nie da sie uzyska¢ podcisnienia; w
tym przypadku filtr powinien zosta¢ wymieniony.

W czasie usuwania odpadéw laboratoryjnych nalezy
przestrzega¢ narodowych, stanowych i lokalnych przepiséw w
zakresie zdrowia i bezpieczenstwa.

Potrzebne sg nastepujgce rzeczy:
B Nowy filtr odpadéw
B Zlewka

Uwaga: Do prozniowej stacji roboczej dotgczone sg dwa filtry
odpadow. Dodatkowe filtry moga zosta¢ zakupione na
www.millipore.com (Millipore Millex-FG50 Filter Unit, nr kat.
SLFG05010).

Procedura

1. Upewnic sig, ze na urzgdzenie nie dziata zadne
podcisnienie, tzn. wylgcznik prézni znajduje sie w pozyciji
Off, a pompa prézniowa jest wytgczona.

2. Odfigczy¢ pompe prézniowg od zrodta zasilania.
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Wyja¢ przewdd z mocowania filtra i wyla¢ wszelkie
pozostate w nim ptynne odpady do pustej zlewki.

Usunac filtr.
Wcisng¢ przewdd w mocowanie nowego filtra.
Jesli to konieczne, oprozni¢ pojemnik na odpady.

Uwaga: Pokrywa moze zostaé usunieta bez odtgczania
przewodu.

Podtgczy¢é pompe ponownie do Zrodta pradu.
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Strona celowo pozostawiona pustg
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Rozwigzywanie Probleméw

7 Rozwigzywanie probleméw

Jezeli chcg Panstwo przekazaé Serwisom Technicznym firmy
QIAGEN informacje o btedzie, prosimy o zanotowanie krokow,
ktére do niego doprowadzity i wszystkich informacji
pojawiajgcych sie w okienkach z komunikatami. Pomoze to
serwisantowi QIAGEN w rozwigzaniu problemu.

Podczas kontaktowania sie z Serwisami Technicznymi firmy
QIAGEN prosimy o przygotowanie nastepujgcych informaciji:
Numer seryjny urzadzenia, jego typ i wersja

Data ostatniej przeprowadzonej konserwacji urzadzenia
Kod btedu (jesli jest)

Moment, w ktérym btad pojawit sie po raz pierwszy
Czestotliwos¢ wystepowania btedu (tzn. z przerwami lub
wystepujacy stale)

B Jesli to mozliwe: zdjecie btedu

Przed kontaktem z Serwisami Technicznymi firmy QIAGEN

prosimy o przeprowadzenie nastepujgcych czynnosci:

1. Aby ocenié, czy system dziatat poprawnie w czasie
przeprowadzania badania nalezy sprawdzi¢ dziennik pracy
urzadzenia (w raporcie “Run Information”).

2. Sprawdzi¢ dziat po$wiecony rozwigzywaniu problemow
(ponizej).

3. Zweryfikowaé poprawnos¢ instalacji i dziatania systemu
przy pomocy PyroMark Control Oligo.

Sprawdzanie dziennika pracy urzadzenia

W celu sprawdzenia, czy system dziatat poprawnie w czasie
przeprowadzania badania, zaleca sie sprawdzenie dziennika
pracy urzgdzenia.

1. Otworzy¢ plik reakciji.

2. Wybra¢ “Run Information” (Informacje nt. reakcji) z menu
“Tools” (Narzedzia) lub nacisng¢ plik prawym przyciskiem
w przegladarce i wybra¢ “Run Information” (Informacje nt.
reakcji) z menu kontekstowego. Otworzy sie raport z
przeprowadzonego badania.
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3. Sprawdzi¢ dziennik pracy (na koncu reportu) celem
wykrycia ewentualnych problemoéw majgcych miejsce
podczas pracy urzgdzenia.

4. Jesli podczas przeprowadzania badania zauwazalne sg
kilkukrotne lub dtugotrwate zmiany zaprogramowanej
temperatury bloku lub zmiany wartosci nacisku i/lub
predkosci miksera, a takze jesli takie zmiany widoczne sg
w powtdrzonych badaniach, to nalezy skontaktowac¢ sie z
Serwisami Technicznymi QIAGEN. Jesli zajdzie potrzeba
wystania pliku z danymi na temat Srodowiska:

m  Wybra¢ “Export Environment Data” (Eksportuj dane nt.
srodowiska) z menu “Tools” (Narzedzia)
B  Wybrac folder docelowy do zapisania pliku z listy
rozwijanej “Save in” (Zapisz w)
m Wprowadzi¢ nazwe w okienku tekstowym “File name”
(Nazwa pliku) i klikng¢ “Save” (Zapisz)
7.1 Btedy zwigzane z analiza

Komentarze i sugestie

a) Niepowodzenie
reakcji PCR z
powodu niskiej
jakosci DNA

b) Stabo
zoptymalizowana
reakcja PCR

Sprawdzi¢ prébke do PCR uzywajgc zelu
agarozowego w celu potwierdzenia, ze zawiera ona
jedno silne, specyficzne wigzanie. Jedli nie —
przeprowadzi¢ ponownie PCR z uzyciem DNA o
wysokiej jakosci.

Zestaw PyroMark PCR jest rekomendowany do
przeprowadzania wysoce specyficznej amplifikacji
DNA pokrytego wodorosiarczanem lub
genomicznego DNA pochodzacego z réznych
zrodet.

Sprawdzi¢ prébki do PCR uzywajgc zelu
agarozowego w celu potwierdzenia, ze zawiera ona
jedno silne specyficzne wigzanie. Jesli nie,
reoptymalizowa¢ PCR.

7-2
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Komentarze i sugestie

c)

d)

f)

)

Biotynylacja zostata
pominieta lub nie
zostata dodana do
odpowiedniego
startera PCR

Niska jako$¢
biotynylaciji

Niedostateczna ilos¢
wzornika do
unieruchomienia
kulek Sepharose

Nadmiar produktu
PCR zagraza
substratowi, co
prowadzi do
ominigcia punktéw
szczytowych na
kohcu sekwencji

Jedna lub kilka
komor w kartridzu z
odczynnikami nie
zostata poprawienie
napetniona

Sprawdzi¢ projekt badania; patrz: Zatgcznik B.

Korzystac¢ z rekomendowanych dostawcow
starteréw. Upewnic¢ sie, ze biotynylowany starter
zostat oczyszczony metodg HPLC lub podobna.

Postepowac zgodnie z zaleceniami dot. ilosci
wzornika; patrz: Zatacznik B.

Uzy¢ mniej produktu reakcji PCR.

Nalezy upewnic¢ sie, ze dodano odpowiednia,
wystarczajgcg ilos¢ odczynnikéw (otworzyé
ustawienia protokotu i wybra¢ “Pre Run Information”
(Informacje Przed Uruchomieniem) z menu “Tools”
(Narzedzia).

Postepowac zgodnie z instrukcjami
zamieszczonymi w podrecznikach dostarczonych
wraz z odpowiednimi produktami.
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Komentarze i sugestie

h) Jedna z igiet w
kartridzu z
odczynnikami jest
zablokowana lub
zniszczona
(zauwazalne jako
brakujgcy sygnat
presekwencyjny i/lub
brakujgce punkty
szczytowe na
pyrogramie)

i) Niepoprawnie
wymieszane lub
przechowywane
odczynniki

j) Staby sygnatz
powodu zabrudzenia
Swiattowodow

k) Niepoprawna
sekwencja do
analizy

I)  Punkty szczytowe w
tle na pyrogramie

W przypadku tepych igiet nalezy usung¢ kartridz z
odczynnikami. Upewnic sie, ze przestrzegane sg
wszystkie narodowe, stanowe i lokalne przepisy
dotyczgce ochrony srodowiska w zakresie
usuwania odpadéw laboratoryjnych.

Upewnic sie, ze postepujg Panstwo zgodnie z
instrukcjami zawartymi w podreczniku uzytkownika
dotgczonym do odczynnikéw PyroMark Gold Q24.
Aby sprawdzi¢, czy punkty szczytowe w tle
pochodzg od nukleotyddéw, nalezy w protokole
uwzgledni¢ pustg studzienke (wypetniong wytgcznie
buforem do annealingu).

Wyczy$ci¢ blok grzejny i Swiattowody. Patrz: Dziat
6.2.2.

Poprawi¢ analizowang sekwencje i, jesli to
konieczne, ponownie przeprowadzi¢ analize probki.

Podczas pierwszego badania postepowac zgodnie
z zaleceniami przedstawionymi w Zatgczniku B.

Przeprojektowaé badanie.
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Komentarze i sugestie

m)

n)

0)

p)

a)

s)

7.2

Niespotykanie
wysokie zuzycie
substratu
(zauwazalne jako
wysoki sygnat
presekwencyjny)

Przestuch (Swiatto z
jednej studzienki
pojawia sie w
sgsiedniej)

Btad dyspensacji

Nieznane SNP w
prébce

dUTP uzyty w reakcji
PCR

Przesuniecie plus

Przesuniecie minus

Przygotowac probki zgodnie z instrukcjami z Dziatu
5.3.

Zmieni¢ bufory; nie uzywac buforéw innych niz te
dostarczone przez QIAGEN.

Korzystajac z opcji przyblizenia (zaznaczy¢
fragment pyrogramu lewym przyciskiem myszy)
sprawdzi¢, czy zostat wygenerowany jakikolwiek
punkt szczytowy.

Unika¢ umieszczania testéw o wysokich sygnatach
blisko tych o niskich sygnatach.

Wymieni¢ kartridz z odczynnikami. Jesli problem
nie zostat rozwigzany, skontaktowac¢ sie z
Serwisami Technicznymi QIAGEN.

Umiesci¢ SNP w sekwenciji celem analizy i
zregenerowania kolejnosci dyspensacji. Ponownie
przeanalizowac¢ prébke z zastosowaniem nowej
kolejnosci dyspensacji.

Zamieni¢ dUTP na dTTP ze wzgledu na to, ze
nukleotyd A uzywany w reakcji
pirosekwencjonowania tgczy sie mnie;j
rygorystycznie z dUTP.

Zmieni¢ kolejnos¢ dyspensacji.

Upewnic sig, ze po homopolimerach nastepuje
dodatkowa dyspensacja.

Analiza btedéw oprogramowania

W przypadku wystagpienia btedéw zwigzanych z
oprogramowaniem do analizy, prosimy o zapoznanie sie z
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dziatem “Rozwigzywanie Problemoéw” instrukcji uzytkownika
PyroMark Q24 MDx Software User Guide.

7.3 Bledy zwigzane z urzgdzeniem

Komenatrze i sugestie

Komunikat btedu

a) Too many unsaved Tresé komunikatu:
runs in the aparat.
Please go to folder
“Unsaved Runs”
and save them to
USB memory Przenie$¢ niezapisane analizy na pamie¢ USB;

patrz: Dziat 5.1.2.

Zbyt wiele niezapisanych analiz. Prosze otworzy¢
folder “Unsaved Runs” (Niezapisane analizy) i
zapisac je na nosniku pamieci.

b) The required value  Tres¢ komunikatu:
was not reached.
The run will be
stopped

Nie uzyskano wymaganej warto$ci. Analiza
zostanie zatrzymana.

Ponownie wigczy¢ analize. Jesli temperatura
pomieszczenia jest wysoka i utrzymuje sie problem
z wysokg temperatura:

B Upewnic¢ sie, ze urzadzenie chtodzgce jest
podtgczone do pradu (z tytu Swieci sie dioda
wskazujgca pobor pradu). Jesli nie, sprawdzié
potaczenia.

B Sprawdzi¢ poziom ptynu chiodzacego.

¢) “Runname”is Tres¢ komunikatu:
invalid Nieprawidtowa nazwa protokotu.
Upewnic sig, ze plik protokotu zostat utworzony
przez PyroMark Q24 MDx Software.
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Komenatrze i sugestie

d) Could not copy “file
to USB memory

e) Failed to connectto
the hardware/the
connection to the
hardware is lost,
please restart the
aparat

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

Tres¢ komunikatu:
Nie mozna skopiowa¢ “pliku” do pamieci USB.

Wymieni¢ pamieé przenosng. Zalecamy
korzystanie z doftgczonych przez QIAGEN pamieci
USB.

Tresé komunikatu:

Nie udato sie potgczy¢ z urzgdzeniem/utracono
potaczenie z urzgdzeniem, prosze ponownie
uruchomic¢ aparat.

Ponownie uruchomic¢ urzgdzenie. Jesli to nie
pomoze, skontaktowaé sie z Serwisami
Technicznymi QIAGEN.

Tresé komunikatu:

Na pamieci USB nie znaleziono odpowiednich
plikow/folderéw do przeprowadzenia aktualizaciji.

Upewnic sie, ze pliki do aktualizacji sg
umieszczone w folderze ,Upgrade” (Aktualizacja) w
katalogu gtébwnym na pamieci USB.

Uwaga: W przypadku wystgpienia innych komunikatéw nalezy skontaktowaé
sie z Serwisami Technicznymi QIAGEN.

Inne problemy

a) Urzadzenie wydaje
dziwny dzwiek w
czasie uruchamiania

b) Brak potgczenia z
pamiecig USB

¢) Nie mozna witozy¢
pamieci USB

Sprawdzi¢, czy kartridz z odczynnikami zostat
poprawnie zainstalowany.

Uzywana pamie¢ USB jest uszkodzona lub
niekompatybilna z systemem. Zaleca sie
korzystanie z doftgczonych przez QIAGEN pamieci
USB.

Uszkodzone gniazdo USB; skontaktowac sie z
Serwisami Technicznymi QIAGEN.
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7.4 Btedy kolektora prézniowego
Komentarze i sugestie
a) Nie uzyskano Wytaczy¢ pompe prézniowa i otworzyé pokrywe

podcisnienia

pojemnika z odpadami w celu uwolnienia cisnienia.
Zamkng¢ pokrywe i ponownie zatgczy¢ pompe.
Oprézni¢ pojemnik na odpady, jesli jest peten.

Upewnic sig, ze przewdd jest podtgczony
poprawnie i nie ma zadnych wyciekow.
Filtr odpadow moze by¢ mokry i wymagac
wymiany; patrz: Dziat 6.3.5.

b) Utrata podcisnienia  Upewni¢ sie, ze przewdd jest podigczony
w czasie poprawnie i nie ma zadnych wyciekow.
p:gﬁ?towywanla Filtr odpadow moze by¢ mokry i wymagac
P wymiany; patrz: Dziat 6.3.5.

c) Sondy filtrujgce nie  Upewni¢ sie, ze sondy filtrujgce dziatajg
dziatajg prawidtowo prawidiowo; patrz: Dziat 6.3.2.

d) Pozostatosci cieczy Wymieni¢ odpowiadajgce im sondy filtrujgce; patrz:
w niektérych Dziat 6.3.2.
studzienkach w
unieruchomionej
ptytce

e) Biate resztki (kulki Jesli od wzburzania ptytki (lub paska) mineta wiecej
Sepharose) w niz 1 min, to nalezy jg ponownie wzburzac przez
unieruchomionej minute przed wytapaniem kulek.
ptytce
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7.5 Weryfikacja poprawnosci instalacji i
obstugi

PyroMark Control Oligo sprzedawane razem z PyroMark Q24
MDx jest wymagane do zweryfikowania poprawno$ci instalacji i
dziatania systemu. PyroMark Control Oligo sktada sie z
wahajgcych sie zasad (mierzonych jako %C), pojedynczych
zasad oraz homopolimeréw dwéch i trzech zasad. Informacje
na temat tego, jak uzywac¢ PyroMark Control Oligo mozna
znalez¢ w instrukcji PyroMark Q24 Validation Oligo dotgczonej
do produktu.
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Strona celowo pozostawiona pustg
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8 Stowniczek

Termin Opis

AQ Tryb analizy uzywany do badania ilosciowego réznych
alleli.

Biotine Molekuta, ktéra tworzy silne wigzania ze

(Biotyna) streptawidyng. Primery reakcji PCR moga byc¢
biotynylowane, co pozwoli na utworzenie wigzania
pomiedzy koncowym produktem reakcji PCR a kulkami
pokrytymi streptawidynag.

Bisulfite HSOzs okreslany jako wodorosiarczyn (lub siarczyn

(Wodorosiarczan)

Kontrola obrobki
bisiarczynem

CpG

Cyclic dispensation
order

Polecenie
cyklicznego
rozdzielania

wodoru). W reakcji wodorosiarczanu DNA jest
poddawane dziataniu wodorosiarczanu sodu celem
przeksztatcenia resztek cytozyny w uracyl w
warunkach, w ktérych metylowana cytozyna pozostaje
niereaktywna.

Badania oparte na pirosekwencjonowaniu mogg
zawieraC kontrole wewnetrzng stuzgca do oceny
efektywnosci obrébki bisiarczynem. Zasady C, po
ktérych w sekwenc;ji nie pojawia sie G zwykle nie sg
metylowane i z tego powodu powinny by¢ w pemi
przeksztatcone do T po obrébce bisiarczynem i reakcji
PCR. Za efektowng obrdbke bisiarczynem uwaza sie
taka, po ktérej wszystkie wzorniki DNA wykazujg w
tych miejscach wytgcznie T a nie C. W przypadku
odwrotnego badania, wszystkie wzorniki powinny
wykazywaé w tych miejscach A zamiast G.

Tryb analizy wykorzystywany do analizy metylacji CpG.

Powtarzajgce sie polecenie rozdzielania przy
rozdzielaniu nukleotyddéw. Zwykle stosowane w
technologi pirosekwencjonowania do dzielenia
nieznanych sekwenscji DNA. Na przyktad: pozwala na
uzycie i powtorzenie dowolg, wymagang ilos¢ razy
CTGA” lub ,TCGA".
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Termin Opis

Termin Opis

AQ Tryb analizy uzywany do badania iloSciowego réznych
alleli.

Biotine Molekuta, ktdéra tworzy silne wigzania ze

(Biotyna) streptawidyng. Startery reakcji PCR moga by¢
biotynylowane, co pozwoli na utworzenie wigzania
pomiedzy koricowym produktem reakcji PCR a kulkami
pokrytymi streptawidyna.

Bisulfite HSOzs" okreslany jako wodorosiarczyn (lub siarczyn

(Wodorosiarczan)

Bisulfite treatment
control

(Kontrola obrobki
bisiarczynem)

CpG

Cyclic dispensation
order

(Cykliczny uktad
zasad)

wodowu). W reakcji wodorosiarczanu DNA jest
poddawane dziataniu wodorosiarczanu sodu celem
przeksztatcenia resztek cytozyny w uracyl w
warunkach, w ktérych metylowana cytozyna pozostaje
niereaktywna.

Badania oparte na pirosekwencjonowaniu mogg
zawieraC kontrole wewnetrzng stuzgca do oceny
efektywnosci obrébki bisiarczynem. Zasady C, po
ktérych w sekwenciji nie pojawia sie G, zwykle nie sg
metylowane i z tego powodu powinny by¢ w petni
przeksztatcone do T po obrdbce bisiarczynem i reakgji
PCR. Za efektywng obrdbke bisiarczynem uwaza sie
taka, po ktérej wszystkie wzorniki DNA wykazujg w
tych miejscach wytgcznie T, a nie C. W przypadku
odwrotnego badania, wszystkie wzorniki powinny
wykazywac¢ w tych miejscach A zamiast G.

Tryb analizy wykorzystywany do analizy metylacji CpG.

Powtarzalny uktad nukleotydéw stuzacy do ich
oznaczania. Zwykle stosowany w technologii
pirosekwencjonowania do dzielenia nieznanych
sekwencji DNA. Na przyktad: pozwala na uzycie i
powtdrzenie niezbedng ilo$¢ razy sekwencji ,CTGA”
lub , TCGA".
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Termin

Opis

Directed dispensation

order (Bezposredni
uktad zasad)

Dispensation order
(Kolejnos¢
rozdzielania)

Drop off
(Spadek)

Enzyme
(Enzym)

Histogram

Homopolymer
(Homopolimer)

InDels

Aparat methods
(Metody z uzyciem
aparatu)

Nie powtarzajacy sie uktad nukleotydow, ktory jest
zgodny ze znang sekwencjg. Moze zostac
wykorzystany w technologii pirosekwencjonowania
pod warunkiem, ze uzytkownik zna sekwencje, ktora
ma by¢ analizowana. Na przyktad: sekwencja
"TCCAGAA" moze by¢ analizowana z dopuszczeniem
kolejnosci "TCAGA".

Definiuje nukleotydy i ich kolejnosé, w ktérej powinny
by¢ rozdzielane w procesie pirosekwencjonowania.

Staty spadek w punkcie szczytowym, zwykle widoczny
na pyrogramie.

Biatko (lub RNA) dziatajgce jako katalizator,
przyspieszajgce reakcje biochemiczng bez jej
przeksztatcenia. W technologii pirosekwensjonowania
w reakcji sekwencjonowania wykorzystywana jest
mieszanina polimerazy Klenowa, sulfurylazy i apyrazy.

Teoretyczne przedstawienie wzoru spodziewanego
szczytu pirosekwencjonowania.

tancuch identycznych zasad DNA. W technologii
pirosekwencjonowania przyjmuje sie, ze
homopolimerem jest farncuch wiecej niz dwéch
identycznych zasad.

Zmiany i/lub skreslenia.

Metoda opisujgca fizyczne ustawienia aparatu, takie
jak predko$¢ miksera, temperatura bloku czy
ustawienia czasu pulsowania.

Instrukcja uzytkowania PyroMark Q24 MDx 01/2016 8-3



Stowniczek

Termin

Opis

IUPAC

Out of phase
(Poza faza)

Polymorphism
(Polimorfizm)

Presequencing signal
(Sygnat przed
sekwencjonowaniem)

International Union of Pure and Applied Chemistry.
(Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej).
Organizacja przedstawiajgca rekomendacje w zakresie
stosowania nomenklatury, symboli, terminologii, itd.
organicznej i biochemicznej.

Kody IUPAC

A = Adenina W=TIlub A

C = Cytozyna S=ClubG

G = Guanina B=C,Tlub G (nie A)

T = Tymina D=A,TIlub G (nie C)

R = Puryna (A or G) H=A, T lub C (nie G)

Y = Pirymidyna (C or V=A, Club G (nie T)

T

M = C lubA N = Anty zasada (A, C, G
lub T)

K=Tlub G

Kiedy jeden z alleli jest sekwencjonowany przed
innymi.

Zmiennosc¢ genetyczna, szeroko obejmujgca jeden z
wielu typow zmiennosci w sekwencjach DNA odkrytych
ws$rdd danej populacii.

Kiedy substrat jest dozowany do studzienki
(oznaczone jako “S” na pyrogramie) zanieczyszczenia
(takie jak ATP czy PPi) zostang zamienione w jasne.
Zbyt wysoki punkt szczytowy substratu wskazuje na
mozliwg obecnos¢ zanieczyszczen w np. buforach.
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Termin

Opis

Pyrogram

Quality control
window
(Okno kontroli
jakosci)

Reference peak
(Punkt odniesienia)

RLU

Sepharose beads
Kulki Sepharose

SQA

Sequence to analyze

(Sekwencja do
analizy)

Sequencing starter
(Starter
sekwencjonowania)

Wykres przedstawiajgcy reakcje sekwencjonowania
przeprowadzone z wykorzystaniem technologii
pirosekwencjonowania. Uwzgledniane nukleotydy sg
pokazane jako punkty szczytowe na pyrogramie.

Przedstawia podsumowanie jakosci pod koniec
okreslonej liczby zasad w sekwencjonowaniu opartym
na znanych zasadach. Jedno z ustawien w trybie
analizy SQA.

Niezmienne punkty szczytowe (tj. punkty szczytowe,
ktére nie sg czescig zmiennej pozycji) okresla sie jako
“punkty odniesienia”. Sg one wykorzystywane w
analizie zarbwno jako punkty odniesienia w czasie
obliczania poziomu wysokosci danego punktu, a takze
jako kontrola wewnetrzna podczas oceniania jakosci.

Wzgledne Jednostki Swiatta (Relative Light Unit) —
jednostka uzywana w pirosekwencjonowaniu do
okreslania wysokosci punktow szczytowych na
pyrogramie.

Kulki pokryte streptawidyng powinny byé
wykorzystywane do przygotowania biotynylowanych
produktéw reakcji PCR.

Tryb analizy uzywany do przypisywania zasad
nieznanych sekwencji do wykresu.

Krétka czesé sekwenciji DNA (w Panstwa prébce),
zaczynajgca sie tuz za starterem sekwencjonowania,
ktéra zawiera jedng lub kilka zmiennych pozyciji, ktére
majq zostac¢ przeanalizowane z wykorzystaniem
platform aparatu do pirosekwencjonowania.

Starter sekwencjonowania wigczany do wzornika
podczas przygotowania prébki. Koniec 3’ startera
sekwencjonujgcego stuzy jako punkt poczgtkowy do
rozszerzania przez polimeraze DNA.
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Stowniczek

Termin

Opis

Shift
(Przesuniecie)

Signal-to-noise ratio
(Stosunek sygnatu do
szumu)

Single nucleotide
polymorphism (SNP)
(pojedynczy
polimorfizm
nukleotydu)

Streptavidin
(Streptawidyna)

Substrate
(Substrat)

Variable position
(Pozycja zmienna)

Przesuniecie Plus: Niewielka czes¢ sekwencji
wzornika, ktéra zawiera wiecej niz jeden typ
nukleotydu na raz (jesli, na przykfad, znajdujg sie tam
resztki pozostawione po wczesniejszym dozowaniu) i
ktéra bedzie sekwencjonowana przed resztg sekwencji
wzornika.

Przesuniecie Minus: Niewielka ilos¢ sekweng;ji
wzornika, ktéra nie obejmuje nukleotydu bedzie
sekwencjonowana po pozostatej czesci wzornika.

Stosunek wysokosci sygnatu i wysokosci szumu.
Wskaznik czystosci danych. Im wyzszy stosunek, tym
lepsze dane.

SNP dotyczg zamiany jednej zasady DNA w inng. SNP
i mutacje punktowe sg identyczne pod wzgledem
struktury, réznig sie jedynie czestotliwoscig. Réznice,
ktére wystepujg u 1 lub mniej procenta populacji sg
uznawane za mutacje punktowe, podczas gdy te
wystepujgce u wiecej niz 1% populacji — za SNP.

Biatko, ktore wigze sie silnie z biotyna.

Molekuta poddana dziataniu enzymu. Technologia
pirosekwencjonowania wykorzystuje mieszaning
substratow fosfosiarczanu 5’ adenozyny (ASP) i
lucyferinu do reakcji sekwencjonowania.

Obszar w sekwencji, ktory rozni sie jedng lub wiekszg
iloscig zmiennych baz. W oprogramowaniu PyroMark

Q24 MDx , zmienne pozycje sg wyswietlone na szaro-
niebieskim tle na histografie i pyrogramie.

8-6

PyroMark Q24 MDx User Manual 01/2016



Stowniczek

Strona celowo pozostawiona pustg
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Zatacznik

Zalacznik A

Dane techniczne

QIAGEN zastrzega sobie prawo do wprowadzenia zmian w specyfikacji w
dowolnym momencie.

Warunki srodowiskowe

Warunki pracy urzadzenia PyroMark Q24 MDx

Zasilanie 100-240 VAC, 50-60 Hz
Zuzycie energii  Maximum 160 VA

Rating urzadzenia 24 V DC, 40 W

Rating chtodzenia 12 V DC, 60 W

Kategoria Il
przepieciowa

Temperatura 15-32°C (59-90°F)

powietrza

Wilgotno$¢ 20-90% (bez kondensacji)

wzgledna

Wysokos¢ Do 2000 m (6500 ft.)

Miejsce pracy Do uzytku wewngtrz pomieszczen
Pozycja z dala od przeciggow, nie za blisko okien.
Urzadzenie nalezy przechowywac z dale od bezposredniego
padania promieni stonecznych.

Poziom 2

zanieczyszczenia
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Klasa warunkéw 3K2 (IEC 60721-3-3)
Srodowiskowych

Warunki transportu

Temperatura —25°C to 60°C (—13°F to 140°F)
powietrza

Wilgotno$c Max. 75% (bez kondensaciji)
wzgledna

Warunki przechowywania

Temperatura 10°C to 40°C (50°F to 104°F)
powietrza

Wilgotnosé Max. 75% (bez kondensac;ji)
wzgledna

Dane mechaniczne i cechy osprzetu

Wymiary(zamkniete)Szerokos¢: 390 mm (15,35 cala)
Wysokos¢: 420 mm (16,54 cala)
Gtebokos$¢: 525 mm (20,67 cala)

Wolna przestrzen  Szerokos$¢: 700 mm (27,56 cala)
Wysokosé: 700 mm (27,56 cala)
Gtebokos$¢: 600 mm (23,62 cala)

Masa 28 kg (61,74 Ib)

Pojemnos¢ Do 24 prébek na protokot

Odpornos¢ pH 4 do pH 9, zwykite detergenty, 0,5 M wodorotlenek
chemiczna sodu, etanol 70%
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Warunki pracy: kolektor prézniowy PyroMark Q24 MDx

Zasilanie 100 V AC, 50/60 Hz lub
115V AC, 60 Hz lub
230 V AC, 50 Hz
Zuzycie energii: Max. 25 VA

Kategoria Il
przepieciowa

Temperatura 15-32°C (59-90°F)

powietrza

Wilgotnosé 20-90%

wzgledna

Wysokos¢ Do 2000 m (6500 ft)

Miejsce pracy Uzywac wylgcznie wewnatrz pomieszczen.
Zwykte warunki laboratoryjne; stosowa¢ odpowiednig
wentylacje.

Poziom 2

zanieczyszczenia

Klasa warunkéw 3K2 (IEC 60721-3-3)
srodowiskowych

Warunki transportu

Temperatura —25°C to 60°C (—13°F to 140°F)
powietrza

Wilgotno$¢ Max. 75% (bez kondensaciji)
wzgledna
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Warunki przechowywania

Temperatura 10°C do 40°C (50°F do 104°F)
powietrza

Wilgotno$c Max. 75% (bez kondensaciji)
wzgledna

Dane mechaniczne i cechy osprzetu

Wymiary (blat Szerokosé: 295 mm (11,61 cala)
roboczy) Wysokos¢: 68 mm (2,68 cala)
Gtebokos¢: 353 mm (13,90 cala)

Wolna przestrzeh Szerokos$¢: 350 mm (13,78 cala) (lub 700 mm [27,56 cala])
Wysokos¢: 400 mm (15,74 cala)
Gtebokos¢: 700 mm (27,56 cala) (lub 350 mm [13,78])

Masa 11 kg (24,26 Ib) (wliczajagc petne korytka i wypetniony
pojemnik na odpady)

Pojemnosc¢ Do 24 prébek na ptytke

Odpornos¢ pH 4 do pH 9, zwykite detergenty, 0,5 M wodorotlenek sodu,

chemiczna etanol 70%

Oprogramowanie PyroMark Q24 MDx

System Microsoft Windows 7, angielska wersja jezykowa
operacyjny

Procesor Intel Pentium IV, 3 GHz (lub wyzszy)

RAM 1GB

Wolna przestrzenn 100 MB
na dysku twardym

Karta graficzna  Obstugujgca rozdzielczo$¢ monitora

Monitor 1280 x 1024 pixeli
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Urzadzenie Mysz lub podobne
wkazujgce
Zigcza Port USB i CD-ROM

Odpady Elektryczne i Elektroniczne
(WEEE)

Ten dziat zawiera informacje dotyczgcg usuwania przez
uzytkownikow odpadow elektrycznych i elektronicznych.

Symbol przekreslonego kontenera na odpady (ponizej)
oznacza, ze produkt nim oznaczony nie moze by¢ wyrzucony
razem z innymi odpadami; nalezy go dostarczy¢ do
odpowiedniego miejsca przetwarzania odpadéw lub punktu
zbidrki odpadow do recyklingu, zgodnie z lokalnymi przepisami
i ustaleniami.

Segregowanie odpaddw elektronicznych oraz ich
przetwarzanie pozwala na ochrone surowcow naturalnych;
sprawia to réwniez, ze produkt jest przetwarzany w sposob,
ktéry chroni ludzkie zdrowie i Srodowisko.

Firma QIAGEN oferuje ustuge recyklingu na zyczenie klienta
za dodatkowg optatg. W Unii Europejskiej, zgodnie
wymaganiami WEEE dotyczacymi przetwarzania odpadéw, w
przypadku wymiany urzgdzenia na inne, dostarczane przez
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firme QIAGEN, dystrybutor zapewnia nieodptatne odebranie
zuzytego sprzetu z oznaczeniem WEEE.

W celu przetworzenia sprzetu elektronicznego prosimy o
kontakt z lokalnym biurem sprzedazy firmy QIAGEN, gdzie
mozna otrzymacé stosowny, wymagany formularz zwrotu. Po
przestaniu formularza, QIAGEN skontaktuje sie z Panstwem w
celu otrzymania dodatkowych informacji pozwalajgcych na
ustalenie daty odbioru odpadéw lub przedstawieniu
zindywidualizowanej oferty.

Deklaracja FCC

"United States Federal Communications Commission”
(USFCC) (w 47 CRF 15. 105) stwierdzita, ze uzytkownicy
niniejszego produktu musza zostac¢ poinformowani o
nastepujgcych faktach i okolicznosciach.

‘To urzadzenie jest zgodnie z czescig 15 przepiséow FCC:

Jego funkcjonowanie uwzglednia dwa nastepujgce warunki: (1)
Urzadzenie nie moze wytwarzac¢ szkodliwych zakiocen i (2)
musi odbieraé zaktocenia zewnetrzne, w tym zaktécenia
mogace spowodowac niepozgdane funkcjonowanie.”

“Niniejsze urzadzenie cyfrowe klasy B spetnia wymagania
kanadyjskiej normy ICES-0003.”

Jesli nie zaznaczono inaczej, ponizsze oswiadczenia majg
zastosowanie do ujetych w niniejszej instrukcji. Oswiadczenia
dotyczgce innych produktow pojawig sie w towarzyszgcych im
dokumentach.

Uwaga: Niniejsze urzgdzenie zostato przetestowane i
zakwalifikowane jako zgodne z ograniczeniami dla urzgdzen
cyfrowych klasy B, zgodnie z czescig 15 wytycznych FCC a
takze jako spetniajgce wymagania norm Canadian Interference-
Causing Equipment Standard ICES-003 dla sprzetéw cyfrowych.
Ograniczenia te zostaty ustalone w celu zapewnienia
odpowiedniej ochrony przed szkodliwymi zaktdceniami w
instalacjach budynkéw mieszkalnych. Urzgdzenie to generuje,
wykorzystuje i moze wypromieniowac energie o czestotliwosci

zgodnie z instrukcjg, moze powodowac szkodliwe zakidcenia w
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komunikacji radiowej. Nie mozna jednak zagwarantowac, ze

takie zaktécenia nie wystgpig w przypadku danej instalacji. Jesli

urzadzenie powoduje szkodliwe zaktécenia w odbiorze

radiowym lub telewizyjnym, ktorych zrédto mozna sprawdzié¢

poprzez wytgczenie i wigczenie urzgdzenia, zacheca sie do

zastosowania jednej z ponizszych wskazéwek celem

zminimalizowania zakiocen:

B Obrdcié¢ lub zmieni¢ miejsce anteny.

B Zwiekszy¢ odstep pomiedzy sprzetem a odbiornikiem.

B Sprzet poditgczy¢ do gniazdka innego obwodu niz ten, do
ktérego podigczony jest odbiornik.

B Zasiegngé pomocy sprzedawcy lub doswiadczonego
technika radiowegol/telewizyjnego.

QIAGEN GmbH Germany nie jest odpowiedzialny za zadne
zaktocenia radiowo-telewizyjne spowodowane przez
nieautoryzowane zmiany dokonywane w sprzecie, a takze
zamiane lub podtgczanie przewoddéw innych, niz te okreslone
przez QIAGEN GmbH, Germany. Naprawa zaktocen
spowodowanych przez w/w dziatania uzytkownika jest jego
catkowitg odpowiedzialnoscia.

Deklaracja zgodnosci z CE

Nazwa i adres legalnie dziatajgcego producenta
QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
40724 Hilden
Germany

Aktualna deklaracja zgodnosci jest dostepna na zyczenie w
Serwisach Technicznych QIAGEN.
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Zatacznik B

Projekt testu i walidacja

Projekt badania

Badania oparte na pirosekwencjonowaniu mozna projektowac
przy pomocy najnowszej wersji oprogramowanie PyroMark
Assay Design Software (ADSW). Program ten automatycznie
generuje zestaw starteréw zaréwno do reakcji PCR, jak i
sekwencjonowania. Kazdy zestaw starter6w posiada wynik
jakosci oparty na kilku parametrach typowych dla analizy z
wykorzystaniem pirosekwencjonowania. Nalezy upewnic sie,
ze w PyroMark ADSW uzywacie Panstwo poprawnego typu
badania. W przypadku pirosekwencjonowania zaleca sie
korzystanie z badan z oznaczeniem IVD firmy QIAGEN, ktére
posiadajg wszystkie niezbedne, zoptymalizowane startery.

PCR

Do amplifikacji PCR zaleca sie uzycie zestawu PyroMark PCR
(QIAGEN), ktéry zostat zoptymalizowany specjalnie do analiz z
wykorzystaniem pirosekwencjonowania i umozliwia wysoce
precyzyjne i niezalezne amplifikacje wzornika DNA w r6znych
zastosowaniach pirosekwencjonowania, takich jak wykrywanie
mutacji, analizy SNP, analizy metylacji czy identyfikowanie
zasad. Wygodny format mastermiksu pozwala na okreslong
amplifikacje réznych materiatow wyjsciowych (takich jak
genomowe DNA r6znych gatunkow czy DNA pokryte
wodorosiarczanem) przy zastosowaniu tylko jednego
protokotu.

Startery PCR

Jeden z starter6w musi by¢ oznaczony biotyna, by umozliwi¢
unieruchomienie kulek pokrytych streptoawidyng (Streptavidin
Sepharose High Performance; GE Healthcare) podczas
przygotowywania wzornika jednoniciowego DNA. Kierunek
badania moze mie¢ wartosc: do przodu lub do tylu. W
przypadku projektowania starteréw przy pomocy PyroMark
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ADSW, starter ktory powinien zosta¢ biotynylowany zostanie
wskazany.

Biotynylowany starter powinien by¢ oczyszczony przy pomocy
HPLC lub odpowiadajgcej mu procedury ze wzgledu na to, ze
wolna biotyna bedzie rywalizowac¢ z biotynylowanym
producktem PCR o wigzania z kulkami typu Sepharose
pokrytymi streptoawidyng.

Dtugos¢ amplikonu

Optymalna dtugos¢ aplikonu do pirosekwencjonowania wynosi
pomiedzy 80 a 200 bp, chociaz produkty o dlugosci do 500 bp
réwniez moga sie sprawdzi¢. Amplikony do badania CpG
powinny by¢ krotsze niz 200 bp.

Starter sekwencjonujacy

Projektowanie startera sekwencjonujgcego przy pomocy
PyroMark ADSW. Podczas projektowania badania InDel zaleca
sie, zeby starter sekwencjonujgcy byt ulokowany kilka zasad
przed pozycjg zmienng. W przypadku pirosekwencjonowania
zaleca sie rowniez korzystanie z badan z oznaczeniem IVD
firmy QIAGEN, ktdre posiadajg wszystkie niezbedne,
zoptymalizowane startery.

Ustawienia PCR

Reakcje PCR o wartosci 25 ul nastawia sie przy pomocy
zestawu PyroMark PCR. Nalezy upewnic sie, ze postepujg
panstwo zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w instrukcji
PyroMark PCR Handbook.

Nalezy przeprowadzi¢ reakcje PCR w optymalnej temperaturze
annealingu dla 45 cykli. Uzycie mniejszej liczby cykli moze
skutkowaé niedostatecznym uzyskiem i powodowac problem w
tle reakcji pirosekwencjonowania z powodu nadmiaru
niewykorzystanego biotynylowanego startera.

Produkt reakcji PCR powinien da¢ jedno mocne wigzanie z
minimalnym nadmiarem starterow w czasie analizy na zelu
agarozowym.
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Wzornik wyjsciowy

Wptyw na uzysk i jako$¢ produktu reakcji PCR ma zaréwno
ilosc¢, jak i jako$¢ wzornika poczatkowego kwasu
nukleinowego. Jest to szczegoblnie istotne w przypadku
amplifikacji dtugich fragmentéw DNA, ktore nie zostaty
podzielone przez dziatanie wodorosiarczanu lub tych, ktére
zostaly pobrane z materiatu pokrytego parafing.

Jakos¢ wzornika wyjsciowego

Ze wzgledu na to, ze PCR sktada sie z wielokrotnych rund
reakcji enzymatycznych, jest ono bardziej czute na
zanieczyszczenia takie jak biatka, fenol/chloroform, sole,
etanol, EDTA i inne rozpuszczalniki chemiczne, niz
jednoetapowe procesy katalizowane enzymami. Firma
QIAGEN oferuje szeroki wachlarz systemow obrobki kwaséw
nukleinowych, ktére zapewniajg najwyzszg jako$¢ wzornika do
reakcji PCR. Wsrdd tych systeméw mozna wymieni¢ system
QIlAprep® do szybkiego oczyszczania osocza, systemy
QlAamp® lub DNeasy® do szybkiego oczyszczania
genomowego DNA i wirusowych kwasow nukleinowych, a
takze system RNeasy® do przygotowania RNA z réznych
zrodet. Wiecej informacji na temat w/w produktéw mozna
znalez¢ w Dziatach Obstugi Technicznej (patrz: tylna oktadka)
lub na stronie www.qiagen.com.

Jakos¢ wzornika wyjsciowego w czasie
przeprowadzania badania CpG

Kluczowymi parametrami w przypadku przeprowadzania
skutecznej reakcji PCR z wykorzystaniem wzornika DNA
uprzednio poddanego dziataniu wodorosiarczanu sg catkowite
przeksztatcenie wodorosiarczanu i fragmenty DNA o dtugosci
odpowiedniej do PCR. Zestaw EpiTect® Bisulfite zapewnia
szybkg i rzetelng procedure efektywnego przeksztatcania
wodorosiarczanu i unikalny bufor chronigcy DNA, ktéry
zapobiega dzieleniu DNA podczas reakcji przeksztatcania
wodorosiarczanu. Wiecej informacji nt. produktéw EpiTect
mozna znalez¢ w jednym z naszych Dziatéw Obstugi
Technicznej (patrz: tylna oktadka lub strona www.giagen.com).
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llos¢ wzornika wyjsciowego

Efektywnos¢ annealingu startera do wzornika jest istotnym
czynnikiem reakcji PCR. Przez wzglad na termodynamiczny
charakter reakcji, stosunek startera do wzornika ma silny
wptyw na specyfike i efektywnos¢ PCR i powinien zosta¢
zoptymalizowany empirycznie. Jesli uzyto zbyt matej ilosci
wzornika, startery mogg nie by¢ w stanie odnalez¢ swoich
sekwencji komplementarnych. Zbyt wiele wzornika moze
prowadzi¢ do wzrostu ilosci przypadkéw niewtasciwego
przytgczania starterow.

Optymalizacja PCR

W wiekszosci przypadkéw zestaw PyroMark PCR pozwala na
uzyskanie satysfakcjonujgcych wynikéw. Nie mniej jednak w
przypadku, gdy potrzeba wyzszego stezenia Mg?*, zaleca sie
uzycie 25 mM MgClz dotagczonego do zestawu.

W przypadku korzystania z PyroMark ADSW 2.0 zalecana
temperatura annealingu to odpowiednio 60°C i 56°C dla
genomowego DNA i DNA poddanego dziataniu
wodorosiarczanu.

Dodanie Q-Solution® (dotgczonej do zestawu PyroMark PCR)
moze polepszy¢ uzysk i swoistos¢ reakcji PCR w przypadku
trudnych wzornikéw, ktore np. posiadajg wysoki stopien wigzan
drugorzedowych lub wzornikéw bogatych w GC.

W przypadkdéw wszystkich testéw optymalizujgcych PCR,
nalezy przeanalizowa¢ 5 pl z 25ul PCR na zelu agarozowym i
celowac w jedno mocne specyficzne wigzanie z minimalnym
nadmiarem starteréw.

W instrukcji PyroMark PCR Handbook znajdziecie Panstwo
wiecej informacji nt. rozwigzywania problemow.
Rowna amplifikacja obydwu alleli w testach AQ i CpG

Rzetelnos¢ wynikow w badaniach ilosciowych zalezy od réwnej
amplifikacji obydwu alleli i dlatego tez nalezy to wnikliwie
sprawdzi¢.
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W celu zapewnienia rownej amplifikacji w badaniach CpG mozna
wymieszaé niemetylowane DNA z coraz wiekszymi proporcjami
catkowicie metylowanego DNA. Zaleca sig stosowanie EpiTect
Control DNA, ktéra zawiera catkowicie metylowane DNA po
obrébce wodorosiarczanem, jak réwniez niemetylowne DNA, w
gotowych roztworach. Analiza regresji czestotliwosci jednego z
alleli mierzona w PyroMark Q24 MDXx jako funkcja alleli
wejsciowych (spodziewanych) powinna da¢ warto$¢ R? wiekszg
niz 0,9.

W przypadku badan AQ, warianty alleli, wliczajgc w to pozycje
zmienng, mogg zosta¢ wymieszane w réznych proporcjach,
podobnie jak w przypadku procedury badania CpG. Jesli pozycja
zmienna w badaniu AQ to SNP, najtatwiejszym sposobem na
sprawdzenie réwnej amplifikacji jest poréwnanie punktéw
szczytowych heterozygoty. Jesli SNP jest widoczne jako
przylgczenie pojedynczej zasady, np. AAC/TGG to obydwa allele
(szczyty C i T) powinny dawac¢ punkty o tej samej wysokosci.
Heterozygota InDel powinna da¢ 50% usuniecie

Przygotowanie probki

Uzyé 5-20 pl z 25 pl PCR do unieruchomienia Streptavidin
Sepharose High Performance (GE Healthcare) zgodnie ze
wskazéwkami podanymi w Dziale 5.3.3. Bedzie to odpowiadaé
ok. 0,54 pikomoli produktu PCR, w zaleznosci od
efektywnosci PCR.

Uwaga: W przypadku korzystania z zestawu PyroMark PCR w
wiekszosci wypadkdéw do uzyskania satysfakcjonujgcych
wynikéw pirosekwencjonowania wystarczy 5-10 pl produktu
PCR. Objetos¢ ta powinna zosta¢ dostosowana w taki sposéb,
zeby osiggnac¢ pojedyncze punkty szczytowe na poziomie min.
40 RLU na pyrogramie.

Analiza pirosekwencjonowania

Jedli nie podano inaczej, w przypadku wszystkich nastawien
nalezy uzy¢ domysinych ustawien oprogramowania.
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Nastawianie badania

Badania AQ i CpG

Podczas tworzenia badania AQ lub CpG sekwencja do analizy
powinna zawierac liczbe zasad wystarczajgcg do
wygenerowania min. 5 niezmiennych punktéw odniesienia. W
przypadku InDel przed pozycjg zmienng powinno pojawi¢ sie
kilka punktéw szczytowych.

Jesli starter sekwencjonujacy jest umieszczony w sgsiedztwie
pozycji podlegajgcej analizie, czes¢ sekwencji za pozycjg
zmienng nalezy rowniez umieéci¢ w okienku tekstowym
~Sequence to Analyze” (Sekwencja do analizy). Nalezy
upewnic sie, ze ostatnia zasada w okienku tekstowym nie jest
czescig pozycji zmienne;.

Puste dyspensy sg generowane automatycznie przez
oprogramowanie i petnig role wbudowanych kontroli jako$ci
danego badania. Nie nalezy nigdy wytgczac¢ pustych dyspens,
gdyz stanowig one doskonaty wskaznik nietypowego
przytgczania nukleotydéw. W przypadku recznego ustawiania
kolejnosci dyspensy, nalezy uwzgledni¢ odpowiednig liczbe
dyspens pustych. Jesli to mozliwe, kolejnosé dyspensy nalezy
rozpocza¢ od dyspensy pustej i zastosowac je w liczbie min.
odpowiadajgcej liczbie pozycji zmiennych.

Nalezy zwraca¢ szczegoing uwage na wskazowki i ostrzezenia
wskazywane przez czerwong ikone @ i, jesli sie ona pojawi,
zastosowaé odpowiednie zmiany.

Kontrole obrébki wodorosiarczanem w badaniach
CpG

Podczas tworzenia badania CpG zaleca sie uzycie kontroli
obrobki wodorosiarczanem. Cytozyna, po ktorej nie ma
guaniny, wskazana w PyroMark ADSW jako pomaranczowe T,
powinna zosta¢ w petni przeksztatcona do tyminy podczas
obrébki wodorosiarczanem i dzigki temu moze stuzy¢ jako
kontrola reakcji. Podczas tworzenia badania CpG w programie
PyroMark Q24 MDx, program wskazuje mozliwg dyspense jako
kontrole reakcji obrébki wodorosiarczanem. Do badania mozna
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wprowadzi¢ oryginalng sekwencje (przed zastosowaniem
wodorosiarczanu), ktéra moze zosta¢ uzyta do sprawdzenia,
czy sugerowane kontrole to C przeksztatcone w T (w
odwrotnym badaniu: G przeksztatcone w A) i czy moze ono
stanowi¢ kontrole testu czy tez nie. Preferowane kontrole to te
dyspensy, ktére znajdujg sie na poczatku sekwenciji i/lub
odzwierciedlajg przytgczenia pojedynczych zasad.

Badanie SQA

Doswiadczenia z sekwencjonowaniem znacznych ilosci
wzornikéw wskazujg, ze kolejnos¢ dyspensy n(CTGA) daje
zazwyczaj najlepsza jakos¢ sekwencjonowania. Poszczegodlne
wzorniki mogg jednak dawacé lepszy wyniki przy zastosowaniu
innej kolejnosci dyspensy.

Tam, gdzie to mozliwe badania SQA, ktére zawierajg
rozdzielczosé roznych sekwencji powinny by¢ projektowane
tak, zeby rozdzielczos¢ ta nie zalezata od doktadnego
sekwencjonowania homopolimeréw. Dodatkowo, na poczatku
sekwencji warto umiescic kilka znanych zasad, najlepiej
punktow szczytowych. Mozna ich uzywacé jako punktéw
odniesienia utatwiajgcych ustalenie poziomow punktéw w
trudnych badaniach.

Nalezy upewnic sie, ze poczgtkowa prébka DNA jest czysta
oraz ze test jest zdolny do szczegdlnej amplifikacji i/lub
sekwencjonowania wytgcznie jednej, docelowej sekwencji w
danej prébce. W innym przypadku badanie moze
wygenerowaé wymieszang sekwencje, ktérej nie bedzie mozna
przeanalizowag.

Nalezy zwraca¢ szczegoing uwage na wskazowki i ostrzezenia
wskazywane przez czerwong ikone @ i, jesli sie ona pojawi,
zastosowaé odpowiednie zmiany.
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Walidacja nowego badania

Kontrole

Wszystkie nowe badania muszg zosta¢ zwalidowane przez
uzytkownika. W przypadku testowania nowego badania nalezy
uzyc referencyjnej probki DNA i upewnic sie, ze korzystacie
Panstwo z odpowiednich parametréow analizy programu
PyroMark Q24 MDx Software. Interakcje pomiedzy starterami
czy petlami uformowanymi na jednoniciowym DNA mogag
stanowi¢ miejsce do przytgczania zasad przez polimeraze
DNA. W przypadku pierwszej analizy badania nalezy
zastosowan nastepujgce kontrole:

B PCR bez wzornika DNA. Pozwoli wskazaé, czy startery
wchodzg w rekcje dajgcg sygnat w tle reakcji
pirosekwencjonowania.

B PCR ze wzornikiem DNA ale bez startera
sekwencjonujgcego. Pozwoli to wskazac, czy wzornik
zapetla sie i czy daje sygnat w tle reakg;ji
pirosekwencjonowania.

M Starter sekwencjonujgcy bez produktu PCR. Pozwoli
wskazac, czy starter sekwencjonujgcy moze tworzy¢
dupleksy i zakrety oraz dawac sygnat w tle reakcji
pirosekwencjonowania.

B Biotynylowany starter bez produktu PCR. Pozwoli
wskazac, czy biotynylowany starter moze tworzy¢ dupleksy
i zakrety oraz dawac sygnat w tle reakc;ji
pirosekwencjonowania.

M Starter sekwencjonujgcy i biotynylowany (razem) bez
produktu PCR. Pozwoli wskaza¢, czy starter
sekwencjonujacy i biotynylowany moze tworzy¢ dupleksy i
zakrety oraz dawac¢ sygnat w tle reakcji
pirosekwencjonowania.

Pyrogramy po uzyciu tych kontroli nie powinny wskazywac
zadnych znaczacych punktéw szczytowych po jakimkolwiek
dodaniu nukleotydu.
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Ocena jakosci

Jezeli cokolwiek w badaniu moze zmniejszy¢ jego jakosc,
uzytkownik zostanie o tym poinformowany przez
oprogramowanie do analizy. Najwyzszym celem dobrze
zoptymalizowanego badania jest to, zeby wszystkie pozycje
zmienne w badaniach AQ i CpG, jak rowniez sekwencja w
oknie kontroli jakosci badania SQA, otrzymaty potwierdzenie
pozytywnej kontroli jakos$ci (,Passed” — Zaliczone) przy
wykorzystaniu domysinych lub bardziej restrykcyjnych
parametréw analizy. Po analizie wyniki takie zostang
przedstawione na niebiesko na pasku jakosci studzienki.
Wyniki o nizszej jakosci sg wskazywane jako ,,Check”
(Sprawdzi¢) [kolor zétty] i ,Failed” (Nie zaliczono) [kolor
czerwony] razem z komunikatem btedu.

Wyniki analizy

W przypadku probek i kontroli pozytywnej nalezy celowac w:

B Odpowiednig intensywnos$c¢ sygnatu. Celowaé w
pojedyncze punkty szczytowe o wysokosci min. 40 RLU
Brak tta w pustych dyspensach

Brak tta na pozycjach zmiennych (AQ i CpG)

Spodziewany wzér odniesienia sekwencji (AQ i CpG)
Wszystkie pozycje (AQ i CpG) i okno kontroli jako$ci
(SQA) ocenione pod wzgledem jakosciowym jako ,Passed”
(zaliczone).

Ocena jakosci badan AQ i CpG opiera sie na kontekscie
sekwencji oraz wynikach pozycji analizowanych. Odchylenia
od wbudowanej kontroli jakosci sg wskazywane jako
ostrzezenia na obszarze ,Well Information” (Informacje o
studzience).

Woyniki analizy badan SQA opieraja sie na obecnosci punktéw
szczytowych na pyrogramie, w odniesieniu do poziomu
wysoko$ci punktdow oszacowanej przez urzgdzenie.

Dotaczenie znanych zasad do badania SQA moze polepszy¢
szacowanie poziomu punktéw szczytowych.
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Strona celowo pozostawiona pustg
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Zatacznik C

Klauzula odpowiedzialnosci

QIAGEN jest zwolniony z wykonania zobowigzan cigzgcych na
nim na mocy niniejszej gwarancji w zakresie, w jakim wady
zostang spowodowane przez naprawy lub modyfikacje sprzetu
przeprowadzane przez osoby, ktére nie sg pracownikami lub
wspotpracownikami firmy QIAGEN, za wyjatkiem sytuacji, w
ktérych zezwala ona [firma QIAGEN] na przeprowadzenie
naprawy lub modyfikacji na mocy pisemnej zgody.

Wszystkie materiaty wymienione w ramach niniejszej gwaranc;ji
beda gwarantowane jedynie przez reszte okresu pierwotnego
okresu gwarancyjnego i w zadnym wypadku nie powyzej
pierwotnego okresu wygasniecia gwarancji, chyba ze za
wyrazng pisemng zgodg przedstawiciela firmy. Czytniki,
urzadzenia interfejsu i towarzyszgce im oprogramowanie
posiada gwarancje jedynie przez czas oferowany przez
producenta tych urzgdzen. Oswiadczenia i zapewnienia
ztozone przez jakgkolwiek osobe (wliczajgc w to
przedstawicieli QIAGEN) ktére sg niezgodne lub sprzeczne z
warunkami niniejszej gwarancji nie mogg zosta¢ uznane za
wigzgce wobec Firmy dopdki nie sg przedstawione w formie
pisemnej i zaakceptowane przez reprezentanta QIAGEN.
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Strona celowo pozostawiona pustg
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