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analysrapport.

QIAGEN dér ledande inom féljande omraden:

B Rening av DNA, RNA och proteiner

B Nukleinsyra- och proteinanalyser

B mikro-RNA-forskning och RNA-interferens

M Automatiska provberednings- och analystekniker

Va&r malsattining &r att ge dig verktygen till att nd betydande framgdng och
forskningsgenombrott inom din verksamhet. Lds mer pd www.giagen.com.
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Symboler

IVD Medicinteknisk produkt inom in vitro-diagnostik
CE-markning — i enlighet med europeiska direktivet om
c E medicintekniska produkter f6r in vitro diagnostik (IVD)
98/79/EG
REE Artikelnummer
MAT Materialnummer

Tillverkas med ensamratt

Hdanvisar till information i handboken

Obsl

S=) 1

Avsedd anvéndning

PyroMark Q24 MDx programvara ér styr- och analysprogrammet till PyroMark
Q24 MDx som anvénds fér detektering av féréindringar av sdérskilda variabla
DNA-positioner som kan ha klinisk betydelse.

PyroMark Q24 MDx &r avsett for anvéndning inom in vitro-diagnostik i Europa.

Begrdnsningar i anvédndningen av produkten

PyroMark Q24 MDx-programmet &r avsett att anvéndas av fackmén, sdsom
laboratoriepersonal och ldkare som har utbildats i molekylérbiologiska tekniker
och drift av PyroMark Q24 MDx-systemet.

Samtliga arbetsmoment, visade i form av dialogmeddelanden pé& skarmen fill
PyroMark Q24 MDx enligt den &tféljande anvandarhandboken till PyroMark
Q24 MDx, méste utféras enligt denna handbok. Hénsyn bér dock tas Hill
anvéndningen av de QIAGEN-kits som &r avsedda fér anvéndning med
PyroMark Q24 MDx enligt deras &tféljande handbécker, teknisk service frén
QIAGEN samt de begrénsningar som anges i de tekniska specifikationerna.

Material som anvénds vid provberedning fére pyrosekvenseringsanalys
medféljer inte produkten.

Produkten &r endast avsedd att anvéndas pd PyroMark Q24 MDx.
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Det &r ytterst viktigt att noga f6lja bdde instrumentets anvdndarhandbok och
denna handbok fér att f& optimala resultat. Det @r inte rekommenderat att
anvanda andra spédningar fér reagenserna én vad som anges i denna
handbok, eftersom det kommer att leda till minskad prestanda

Observera noga de utgdngsdatum och lagringsbetingelser som finns tryckta pé
samtliga komponenters férpackningar och etiketter. Anvénd inte komponenter
som har lagrats felaktigt eller vars utgdngsdatum passerats.

De resultat som erhéllits med hjalp av PyroMark Q24 MDx-systemet mdste
tolkas mot bakgrund av alla relevanta iaokitagelser frén klinik och laboratorium.

Produktgaranti och néjd kund-garanti

QIAGEN garanterar att samtliga produkter fullgér den funktion som beskrivs i
vara produkthandbécker. Det éligger koparen att tillse att produkten &r Iamplig
fér den avsedda anvéndningen. Om en produkt inte skulle fungera néjaktigt av
ndgot annat skal &n felaktig anvéndning kommer QIAGEN att byta ut den
kostnadsfritt eller betala tillbaka det belopp som motsvarar inképspriset. Vi
férbehdller oss ratten att andra varje produkt fér att férbaéttra dess prestanda
och utformning. Om en produkt frdn QIAGEN inte motsvarar dina
férvantningar behéver du bara ringa till QIAGEN:s lokala tekniska service eller
aterforsaljare. Vi betalar in den fulla inképssumman pd ditt konto eller byter ut
produkten — helt efter dina dnskemal. Sérskilda villkor galler f6r QIAGEN:s
forskningsinstrument och serviceprodukter samt fér produkter som fraktas med
torris. Kontakta oss for att f& utférligare information.

Det ar méjligt att f& en kopia av QIAGEN:s képevillkor pé& férfrégan och de
finns ocksd pd baksidan av véra fakturor. Om du har frdgor om produkternas
specifikationer eller prestanda ring QIAGEN:s tekniska service eller din lokala
leverantér (se handbokens baksida eller g& in p& www.giagen.com).

Teknisk service

Vi @r stolta éver att var tekniska service p& QIAGEN har sé& hég kvalitet och ér
s& latt att f& tillgé&ng till. Vara tekniska serviceavdelningar bestér av erfarna
forskare med djupa teoretiska och praktiska kunskaper om provberednings-
och analystekniker samt anvéndningen av QIAGEN:s produkter. Om du har
négra frédgor om PyroMark Q24 MDx-systemet eller QIAGEN:s produkter i
allmdnhet eller stétt p& négra problem nér det géller dem tveka inte att
kontakta oss.

QIAGEN:s kunder utgér en stor informationskélla nar det géller avancerad eller
specialiserad anvéndning av véra produkter. Denna information ér till stor
hjalp for s&val andra forskare som forskarna p& QIAGEN. Vi ar déarfér mycket
tacksamma om du tar kontakt med oss i den héndelse du har ndgra férslag
som gdller produkters prestanda eller nya tillémpningar och tekniker.
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For att 1& tillgé&ng till teknisk service och mer information, besdk vart tekniska
servicecenter p& www.qgiagen.com/Support eller ring till ndgon av QIAGEN:s
tekniska serviceavdelningar eller lokala &terférsaljare (se p& handbokens

baksida eller gé in pd www.giagen.com).
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Inledning

Om anvandarhandboken

Denna anvandarhandbok innehéller information om PyroMark Q24 MDx-
programmets funktioner och egenskaper. Se Anvéndarhandboken till PyroMark
Q24 MDx fér att f& utférlig information om réitt skdtsel, underhéll och

anvandning av PyroMark Q24 MDx-instrumentet och PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation.

Denna handbok innehéller information om egenskaperna hos programvara
och tillhérande verktyg och hur anvéndaren hanterar och modifierar filer och
analyser.

Informationen om PyroMark Q24 MDx programvara &r indelad i féljande
avsnitt:

Inledning

PyroMark Q24 MDx programvara

Starta programmet

Satta upp en AQ- eller CpG-analys

Satta upp en SQA-analys

Séatta upp en kérning

Genomféra kérningen pd PyroMark Q24 MDx -instrumentet
Analysera kérningen

Visa, skriva ut och spara analysrapporter

Hantera instrumentmetoder

Allmé&nna radd och tips

Probleml&sningsguide
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PyroMark Q24 MDx programvara

PyroMark Q24 MDx-systemet erbjuder en helhetsldsning bestéende av
instrument, vakuumarbetsstation, kemiska produkter och programvara.

De huvudsakliga férdelarna med systemet ar:
B Kvantifiering med hég upplésning av di-, tri- eller tetra-alleliska mutationer
B Genotypsbestamning och kvantifiering av insertioner och deletioner (InDel)

B AQ- och CpG-analyser anvander sig av sekvensers omgivning som
inbyggd kvalitetskontroll

B Metyleringsanalys i ndrvaro av enbaspolymorfier (SNP)
B Inbyggd kvalitetskontroll 6r bisulfitbehandling i metyleringsanalyser

B Basbestamning med tillhérande kvalitetsvardering

Analysmetoder
=rL =r=1 PyroMark Q24 MDx programvara anvénder sig
| Mew AQ Assay Ctra av tre analysmetoder:
o NewCpGhAssay  Ctr+G B AQ: En méngd olika kvantifieringsstudier och
fed| MNewSQAAssay  CtrhQ genotypanalys av SNP och InDel.
SAQ T B CpG: Metyleringsanalys av flera CpG-stéllen i
S folid.
e B SQA: Basbestémning av okénda sekvenser.
QA

De tre olika analystyperna kan utféras p& samma
PyroMark Q24-platta. Du kan vaxla mellan
analysmetoderna genom att vélja “AQ”, “CpG”,
eller “SQA" i verktygsfaltet.
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Snabbvalsfonster

Snabbvalsténstret gér det snabbt och |att att komma &t innehdll i mappar och

vanligen anvanda analysfiler och kérfiler.

&) PyroMark Q24

@  File Tools Reports  Window  Help

05 4018 s -

= | Shartcuts
|} Example Files
=40 Lagerhalm
A azzay 1
CplG azzay 1

Flate234132
Flate23414
Flate23415

el SOA assay

=
E Explore

Refresh
s New Assay
% Mew Run

Remove Shorbout

Propetties

Add Folder Shortcut
Add File Shortout

Féljande symboler anvands fér att
ange uppgifter om filerna

d

AQ-analysfil
CpG-analysfil
SQA-analysfil

En korfil som inte har
behandlats

En korfil som har
behandlats

Genvag som ej kan nds. Det

kan bero pé att en
natverksserver inte &r

atkomlig for tillfallet eller att

filen eller mappen har
flyttats, dépts om eller

raderats utanfér
programmet.

Lagga till och ta bort genvégar, uppdatera innehdll i en mapp och visa filers

och mappars egenskaper:

M Lagg till en genvag till en mapp eller drivenhet genom att klicka pd “Add
Folder Shortcut” eller hégerklicka p& “Shortcuts”-mappen och valja “Add
Folder Shortcut” frén hégerklicksmenyn.

B Lagg till en genvég till en fil genom att klicka pé& “Add File Shortcut” eller
hoégerklicka p& “Shortcuts”-mappen och vélja “Add File Shortcut” fré&n

hégerklicksmenyn.

B Ta bort en genvdg genom att hégerklicka p& genvégen och vélja “Remove
Shortcut” frén hégerklicksmenyn. (Filer och undermappar i en
genvdgsmapp kan inte tas bort separat.)

B Uppdatera innehdllet i en mapp genom att hégerklicka pd den och vélja

“Refresh” frén hégerklicksmenyn.

B Visa fil- eller mappegenskaper (t.ex. kérparametrar) genom att hégerklicka

pé filen eller mappen och vélja “Properties” fr&n hégerklicksmenyn.
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Obs! Om muspekaren placeras pé en fil i snabbvalsfénstret visar en
textbubbla noteringar f6r analysfiler och platt-ID fér kérfiler (om dessa
uppgifter har lagts in).

Skapa, éppna och kopiera filer samt visa kérloggboken fér en utférd kérning:

B Skapa en ny analysfil genom att hégerklicka p& den énskade mappen och

vélja “New Assay” och énskad analystyp frdn hégerklicksmenyn. Skriv in

filnamnet och tryck p& “Enter”. Lds mer om hur du sétter upp analysen pé

sidan 19 (AQ or CpG) respektive sidan 30 (SQA).

M Skapa en ny kérfil genom att hégerklicka pé& den énskade mappen och
valja “New Run” frédn hégerklicksmenyn. Skriv in filnamnet och tryck pé
“Enter”. Las mer om hur du satter upp kérningen pé sidan 34.

Kopiera en tidigare korfil och kér om den genom att hégerklicka pé
korfilen och vélja “Copy and Rerun” frédn hégerklicksmenyn.

Obs! Det enda som kopieras ar kérinstéllningarna, inte kérningen och
analysdata.

M Kopiera en fil genom att hégerklicka p& mappen som innehdller filen och

véil] “Explore” frén hégerklicksmenyn. Dérmed éppnas Windows®

Utforskaren. Om du vill ha mer information trycker du p& “F1”-tangenten

for att 6ppna online-hjélpen fér Windows utforskare.

Obs! Undvik att kopiera en fil som &r éppen i PyroMark Q24 MDx-
programmet fér att inte férlora data.

B  Oppna en fil genom att dubbelklicka p& den eller hégerklicka pé filen oc

h

valja “Open” frdn hégerklicksmenyn. Fér att 6ppna en tidigare koérfil véljer

du “Open with” och dérefter analysmetod ("AQ”, “CpG”, or “SQA").

B Visa kérparametrar och kérloggbok fér en tidigare kérfil genom att
hégerklicka pé filen och vélja “Run Information” frén hégerklicksmenyn

Startmeny och verktygsfalt

Startmeny och Valj “New Assay” eller klicka pé = i verktygsfaltet och

verktygsfalt valj 6nskad analystyp fér att skapa en ny analysfil.

Fie | Tl Resortswindew | LGs mer om hur du satter upp analysen pé sidan 19

A New Assay v | (AQ eller CpG) respektive sidan 30 (SQA-analys).

0} NewRun S Valj “New Run” eller klicka p& den gréna U knappen

iy Open cui+o i verktygsfdltet fér att skapa en ny kérfil. Las mer om
fmport * | hur du sétter upp kérningen pd sidan 34.

&l save Ctrl+5
cove fs  CHILSHtS Valj “Open” eller klicka pé = i verktygsféltet for att
- dppna en sparad analys- eller karfil.

Valj “Create New Run from Sample Layout File” frén
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=L I==] undermenyn “Import” fér att skapa en ny kérning
o NewAQAssay  Chrba baserad pé en platt-layout med prov-ID och
J| MewCpGAssay  Chri+a provuppgifter (valfritt) som anges i en textfil med
begl] MewSQAAssay  Cbl+Q tabb- eller kommaavgrdnsningar (*.tsv, *.txt, or

*.csv); se sidan 38.

Vélj “Create New AQ/CpG Assay from Assay Design
File” fr&n undermenyn “Import” fér att skapa en ny
AQ- eller CpG-analys som &r baserad pé en
analysfil (*.xml) skapad med PyroMark programvara
fér analysutformning. Programvaran kommer att
importera den sekvens som ska analyseras och
namnen p& de variabla positionerna.

Vélj “Save” eller klicka p& & i verktygsfaltet for att
spara éndringarna i den aktuella filen. Om filen inte
har sparats tidigare, véljer du var du ska spara den
och skriver in filnamnet i den dialogruta som éppnas.

Valj “Save As” for att spara en kopia av den aktuella
filen. Valj var du ska spara den och skriv in filnamnet
i den dialogruta som éppnas.

Valj “Exit” fér att stdnga programmet.

Verktygsmeny fér Vélj “Instrument Methods” fér att visa instdllningarna

obehandlade kérfiler  f6r instrumentmetoder och vid behov importera eller

oo | Window sGtta upp nya metoder enligt de instdliningar som
- angivits av QIAGEN (se Hantera instrumentmetoder,
Pre Run Information sidon 57)

Valj “Pre Run Information” fér att se uppséttningen av
plattan och en férteckning éver de volymer som kréivs
fér enzymblandning, substratblandning och
nukleotider fér den aktuella kérfilen. Skriv ut
rapporten genom att klicka pé .

Obs! Om du vill skriva ut rapporten “Pre Run
Information” i farg markerar du alternativet “Print
background colors and images” i Internet Explorer
(Verktyg/Internetalternativ/Avancerat/Utskrift).

Verktygsmeny fér Vélj “Run Information” fér att visa kérparametrarna
behandlade kérfiler och en kérloggbok fér den aktuella kérfilen. Skriv ut
rapporten genom att klicka pé& .

Vil “Export Peak Heights” for att spara topphéjderna
for alla anvanda brunnar i form av en textfil.

Valj “Export Environment Data” f6r att spara
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Tools | Reports  Window Heln ~ mixerhastighet, blocktemperatur och tryckavlésningar

I grumen: (ke i form av en textfil. Temperaturerna i omgivningen,
Run Informati : i

Iff) Fun Information locket till processkammaren och kylanordningen tas
Export Peak Heights OCI(S& med

Export Environment Data e " . .
e Valj “Export Raw Data” fér att spara intensiteter och

Export fs FASTA dispenseringsdata i form av en textfil.

Analysis Log Vélj “Export As FASTA” f6r att spara basbestémda
sekvenser i FASTA-format (endast SQA-analyser). |
dialogrutan som éppnas vdljer du de brunnar som
ska tas med (samtliga eller markerade), brunnarnas
sorteringsordning (rad eller kolumn) samt baserna i
de sekvenser som ska tas med (alla, godkand,
godkénd+kontrolleras eller bara
kvalitetskontrollfénstret)

Vélj “Analysis Log” fér att visa eller spara loggboken
med alla analyser som utférts p& den markerade
brunnen i form av en HTML-fil. Analysinstéliningarna
fér varje analys férs in i loggboken, och de &r
analysmetod (AQ, CpG eller SQA), analysversion,
resultat (inklusive varningar), datum och tidpunkt
samt det Windows-anvéndarkonto som anvénds fér
analysen (se Allménna rdd och tips, sidan 59).

Textfiler (*.tsv eller *.csv) kan importeras in i
Microsoft® Excel® eller andra applikationer som kan
hantera data som separeras med semikolon (;) eller
tabbar. Det ar till hjglp néar ytterligare berdkningar
ska goras av insamlade data.

Rapportmeny fér CpG- Rapporten “Analysis Statistics” innehéller

kérningar analysstatistik fér samtliga brunnar eller f6r
Reports | Window  Help markerade brunnar.
CPG Analysis Statistics Rapporten “Analysis Results” innehéller uppgifter om
CpG Analysis Results brunnarna samt analysresultat fér samtliga brunnar
CPBIPIEE U e eller markerade brunnar.
Cpa Full Report
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Rapportmeny fér AQ-

kérningar

Reports | ‘Window  Help

AQ Analysis Skatistics
A0 Analysis Resuls
A0 Pyrogram Repork
&0 Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repark
SMNP Full Repart

SMP Owerview Report

Rapportmeny fér SQA-

kérningar

Reports | Window  Help

S04 Analysis Results
S04 Pyrogram Report
S04 Full Repart

Windowsmeny

‘Window | Help

1 AQ Assay - T Lagerholml A assay
2 Cpi Assay - Tl LagerholmiCpG assay
3504 Assay - C:L.\LagerholmlS0A assay

4 504 Run Analysis - C:Y.. \LagerholmiPlate23413

5 Run Setup - [Unkitled]

Hjélpmeny

Help
2

Pyrofark Q24 Software Help F1

About PyroMark Q24

Analysverktygsfélt

IO [ |50 -]

analyze all Wells
fnalyze Selected Wells

“BD w

AQ
Cpia
S0

14

“Pyrogram Report” innehédller uppgifter om

brunnarna samt Pyrogram® fér samtliga brunnar

eller markerade brunnar.

“Full Report” innehéller kérparametrar, kérloggbok,

uppgifter om brunnarna samt analysresultat

(inklusive Pyrogram) fér samtliga brunnar eller fér

markerade brunnar.

“SNP Overview Report” innehéller genotyper och
kvalitetsvarderingar fér alla enbaspolymorfier (SNP)
och insertioner/deletioner (InDel). Informationen

visas i plattéversikter med en platta per
positionsnummer.

Det ar bara majligt att ppna de olika typerna av
rapporter fér behandlade kérningar. Lds mer om

rapporter p& sidan 49.

Obs! Du maéste installera en pdf-lésare pd din dator
foér att kunna lasa rapporter genererade i pdf-format.

Adobe® Reader® kan laddas ned pé

www.adobe.com.

Véxla mellan dppna filer i programmet med hjélp av

Windowsmenyn.

Valj “PyroMark Q24 Software Help” eller tryck pé
tangenten “F1” fér att dppna denna anvéndarguide.

Klicka p& © och valj “Analyze All Wells” eller

“Analyze Selected Wells” (se Select wells pé sidan 18)

for den aktuella korfilen.

Klicka p& i fér att visa kdrparametrarna och en

korloggbok fé6r den aktuella kérfilen. Skriv ut
rapporten genom att klicka pé& 4.

Du kan vaxla mellan analysmetoderna genom att
valia “AQ", “CpG”, eller “SQA” i verktygsfaltet.
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Histogram

Histograr

Eﬂ Copy as Image

Shows Reference Peaks

L d |
G T CTGTOCGTAGTOCGCTGATOGCGTAGTCG A
g 10 15 20 25

Histogram som visar det teoretiska resultatet av en CpG-analys.

Nar du sétter upp en AQ- eller CpG-analys visas en teoretisk &tergivning av det
férvéintade ménstret av Pyrosequencing®-toppar i “Histogram”-omrédet.
Féljande ikoner och farger anvénds i histogrammet:

M Variabla positioner markeras med en blagré bakgrundfarg
B Naér referenstoppar férekommer visas bld romber ovanfér dessa.

M Kontroller fér bisulfitbehandling markeras med en gul bakgrundsfarg. Nér
referenstoppar férekommer visas orangefdrgade romber ovanfér
bilsulfitkontrollerna (géaller endast CpG-analys).

Zooma in histogram

Det ér moijligt att zooma in histogrammet genom att markera ett avsnitt med
den vanstra musknappen.

Du kan zooma ut genom att antingen hégerklicka pé& histogramomrédet och
valja “Zoom Out” frdn hégerklicksmenyn (zoom-funktionen &r installd pé
tidigare nivd) eller genom att dubbelklicka pé& histogramomrédet (zoom-
funktionen stélls in p& 100 %).

Exportera histogrammet i form av en bild

Du kan kopiera histogrammet i form av en bild genom att hégerklicka pé
histogrammet och valja “Copy as Image” frén hégerklicksmenyn. Bilden kan
klistras in i applikationer som stédjer EMF-bilder (Enhanced Metafile).
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Pyrogram

Pyrogrammet ér den graf som bildas fr&n en sekvenseringsreaktion utférd
enligt pyrosekvenseringsteknik. Infogade nukleotider upptréder som toppar i
pyrogrammet.

AQ- och CpG-analyser

AL TGEATAGTGEA ARTGETETAAGTGTATA

Zoom Cuk;

Copy as Image

l
* Lt .t Show Histogram

Show Reference Peaks

3 10 15 20 25 30

Féljande uppgifter, symboler och férger visas och anvénds i pyrogramomrddet i
samband med en AQ- eller CpG-analys:

B Brunnens namn och den sekvens som ska analyseras visas i det dvre
vanstra hérnet.

B Analysresultatet (allelfrekvenser eller den procentuella metyleringen visas
ovanfdr varje variabel position, till exempel i (InDel) respektive #&%),
Bakgrundsférgen visar kvalitetsvérderingen av analysresultatet, se
fargférklaringen pé sidan 45. Om en kvalitetsvardering har redigerats av
anvéndaren visas det genom inramning av analysresultatet, till exempel
[E2%=]. Om muspekaren placeras pd analysresultatet visas positionsnumret
och analysvarningar i en textbubbla.

Obs! - (i vitt) = Avmarkerad av anvéndaren. W4l (i vitt) = Programvaran
stédjer inte analysen, till exempel analys av SNP i CpG-lage. B (i rott) =
Gér inte att analysera eftersom data saknas.

M Variabla positioner markeras med en blagré bakgrundfarg
M Naér referenstoppar férekommer visas bléd romber ovanfér dessa.

M Kontroller fér bisulfitbehandling markeras med en gul bakgrundsfarg. Nér
referenstoppar férekommer visas orangefdargade romber ovanfor
bilsulfitkontrollerna (géaller endast CpG-analys).

B Om du vill se en topphéjd placerar du muspekaren pé toppens spets.
Hoéjden visas i en textbubbla.

B Nar du visar histogrammet &terges det i grétt éver topparna. Det ar |&ttast
att se ndr man zoomar in histogrammet.

Obs! Du kan véxla mellan att visa och délja histogrammet och
referenstopparna genom att hégerklicka p& pyrogramomraédet.
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SQA-analyser

( —

CAGTCT GTGAAGGA GCCAGGCTCAGTCTGTGACCAC

£ >
B5
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[l show Histogram 085 90 951000910192

FP————— [v] showknown Bases ————————

Bl Z‘ Show Pesklevels |

5 101520 2530 3540455055 6065 707580 65 90 95100031015120

Naér en bas i den basbestémda sekvensen vélis markeras motsvarande topp i b&da
pyrogramomrddena och omvant.

Féljande uppgifter, symboler och férger visas och anvénds i pyrogramomrddet i
samband med en AQ- eller CpG-analys:

B Brunnens namn visas i dvre vanstra hornet.

B Om du vill se topphdjden placerar du muspekaren pé toppens spets.
Hoéjden visas i en textbubbla.

B Nar du visar histogrammet visas ett kompenserat Pyrogram i grétt éver
topparna i pyrogrammet. Det ar |attast att se nér man zoomar in
histogrammet.

M Nar kénda baser visas @r de markerade med bld romber i pyrogrammet.
M Nar toppnivéer visas anges de berdknade topphdjderna i pyrogrammet.

M | det nedre omrddet i det kompenserade pyrogrammet har topparna fétt
farger i enlighet med sina kvalitetsvarderingar (se férgférklaring pé sidan

45).

Obs! Du kan véxla mellan att visa och délja histogrammet och
referenstopparna genom att hégerklicka pd pyrogramomrédet.

Zooma in pyrogrammet

Det ér moijligt att zooma in histogrammet genom att markera ett avsnitt med
den vanstra musknappen.

Du kan zooma ut genom att antingen hégerklicka pé& histogramomrédet och
valja “Zoom Out” frdn hégerklicksmenyn (zoom-funktionen &r installd pé
tidigare nivd) eller genom att dubbelklicka pé& histogramomrédet (zoom-
funktionen stélls in p& 100 %).
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Exportera pyrogrammet i form av en bild

Du kan kopiera histogrammet i form av en bild genom att hégerklicka pé
histogrammet och vélja “Copy as Image” frédn hdgerklicksmenyn. Bilden kan
klistras in i applikationer som stédjer EMF-bilder (Enhanced Metafile).

Markera brunnar

Markera en brunn genom att helt enkelt klicka p& den.

Markera en rektanguldr grupp av brunnar, till exempel A2-A3, B2-B3 och C2-
C3 genom att:

M trycka p& vénster musknapp och hélla den nedtryckt, medan du drar
muspekaren frdn brunn A2 till C3 eller

B markera brunn A2 och trycka p& “Shift”-tangenten och hélla den nedtryckt
medan du markerar brunn C3 eller

B  markera brunn A2 och trycka pé& “Shift”-tangenten och hélla den nedtryckt,
medan du trycker en g&ng pd tangenten “Right Arrow” och tvé& génger pé
tangenten “Down Arrow”.

For att lagga till brunnar till markeringen ovan, till exempel brunnarna B7 och
C7 trycker du pé “Ctrl”-tangenten och héller den nedtryckt, medan du
markerar brunnarna.

Fér att avmarkera en brunn trycker du p& “Ctrl”-tangenten och héller den
nedtryckt, medan du markerar brunnen.

Obs! Om flera brunnar @r markerade i plattan visas uppgifter fér brunnen med
orange markeringsram (i analysvyn) i omrddet “Well Information” osv.
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Starta programmet
Valj “(All) Programs/PyroMark/PyroMark Q24" i Windows startmeny.

Du kan nér som helst hdmta Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx
programvara genom att trycka pd “F1”-tangenten nar du ér inne |
programmet.

Satta upp en AQ- eller CpG-analys

Arbetsflode
0.5

o Mew AQ Assay Chrl+a
o Mew CpG Assay Chrl+G

f=d  Mew SOR Assay ZErl4)

1. Klicka pé = i verktygsfdltet och vélj “New AQ Assay” eller “New
CpG Assay”. Darmed skapas en ny analysfil.

2. Skriv in den sekvens som ska analyseras (se sidan 20).

3. Klicka pa knappen “Generate Dispensation Order” (se sidan 22).

4. Valfritt: Om du skapar en CpG-analys bér du légga in “Sequence
Before Bisulfite Treatment”. Denna information éar till hjdalp nar du
ska lagga till kontroller for bisulfitbehandlingen.

5. Vi rekommenderar féljande: Om du skapar en CpG-analys bér du
helst lagga till kontroller for bisulfitbehandlingen i bérjan av
sekvensen (se sidan 24).

6. Valfritt: Du kan légga in en notering om analysen i textfdltet “Assay

Note”.
7. Valfritt: Satt upp de variabla positionerna (se sidan 24).

8. Innan du koér dina prover bér du validera din analys genom att
anvdnda ett ként DNA-prov som referens, se bilaga B i
Anvdndarhandboken till PyroMark Q24 MDx).

9. Valfritt: Om det dr tillampligt kan du redigera analysparametrarna
under valideringen av analysen (se sidan 26).

10. Valfritt: Du kan lasa analysen fér att skydda den mot redigering,

genom att klicka p& knappen “Lock Assay” léngst ned i fonstret som
visar uppsdttningen av analysen. En last analys () som har kérts pé
PyroMark Q24 MDx-instrumentet kan inte lasas upp (dvs. det ér inte
mojligt att redigera analysparametrar eller resultat i kérfilen efter att

analysen har utforts).
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Obs! Du kan i snabbvalsfénstret skapa en ny analysfil genom att klicka pé& den
mapp som du vill placera den i och vélja “New Assay” och déarefter “AQ Assay”
eller “CpG Assay” frén hégerklicksmenyn. Skriv in filnamnet och tryck pé

“Enter”. For att lagga till en genvdg till en mapp eller drivenhet klickar du pé
“Add Folder Shortcut”.

Obs! En analysuppgift kan visas i en textbubbla i snabbvalsfénstret om man
placerar muspekaren pd analysfilen.

Obs! Klicka pé H i verktygsfaltet f6r att spara filen. Om filen inte har sparats
tidigare, véljer du var du ska spara den och skriver in filnamnet i den
dialogruta som &ppnas.

Ldgg in den sekvens som ska analyseras

Skriv eller klistra in (“Ctrl4+V"”) den sekvens som ska analyseras i textrutan
“Sequence to Analyze”. Om du skapar en CpG-analys bér du légga in
sekvensen efter bisulfitbehandlingen.

Foljande regler galler nér du ldgger in DNA-sekvensen i programmet:

M Till&tna bokstaver fér inmatning av sekvensen ar A, C, G och T samt
IUPAC-koder (se nedan).

B Variabla positioner kan laggas in med antingen IUPAC-koder eller eft
framétlutat snedstreck (/) som avskiljare mellan de tvé maijliga baserna

(t.ex. C/T).

InDel:er anges inom raka parentestecken "[ " (t.ex. [AT]).

Sekvensen kan inte innehélla fler dn 400 bokstdver eller 100 variabla
positioner.

B Variabla positioner som innehéller en kombination av SNP:er och InDel:er
bor du légga in genom att kombinera "/" eller IUPAC-koder och "[ ]".
Exempelvis motsvarar [T/A] eller [W] en tri-allelisk polymorfi dar de méjliga
allelerna ar ett T, ett A eller ingetdera (deletion).

M Det &r inte mojligt att ha en kombination av en SNP och konstanta baser
inom en InDel (t.ex. [A/TC].

B Inb&ddade InDel stéds inte av programmet (t.ex. [ATT[C]G]).

Om den sekvens som ska analyseras innehdller ett fel visas det med ett
utropstecken i dnden av testfdltet. Placera muspekaren pé utropstecknet och en
textbubbla kommer att visa en férklaring pd felet. Den eller de bokstéver som
orsakade felet kommer att vara markerade med rétt i analyssekvensen.
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Sequence to Analyze

TYGTAT] i
2

Eftersom T/T inte &r en giltig variabel position orsakar den felet "Invalid sequence".

Obs! Om metyleringsmoénster som “inte dr standardmdssiga” ska analyseras,
till exempel metyleringar av cytosinbaser som inte féljs av guaninbaser, kan
dessa analyseras i AQ-lage. Fér att utféra analysen i CpG-lége lagger du in
extra guaninbaser i textféltet “Sequence to Analyze” och satter deras férvéntade
topphéider till noll (0); se Andra hajder i histogramfalt p& sidan 30.

IUPAC-koder
Kod Beskrivning Kod Beskrivning

A Adenin W T eller A

C Cytosin S Celler G

G Guanin B C, Teller G (inte A)

T Tymin D A, T eller G (inte C)

R Purin (A eller G) H A, T eller C (inte G)

Y Pyrimidin (C eller T) \% A, Celler G (inte T)

M C eller A N Vilken bas som helst (A, C,
GellerT)

K Teller G

Obs! S, B, V och N &r inte giltiga efter bisulfitbehandling.

Giltiga ménster i en CpG-analys

Ménster som inte kan férekomma efter bisulfitbehandling ér inte giltiga i en
CpG-analys. Exempelvis &r inte GC/TGAC/G giltig eftersom C/TG ér ett
framétriktat CpG-stélle och C/G kan inte férekomma efter bisulfitbehandling.

Féljande CpG-stélle och SNP:er kan inkluderas i en framétriktad analys:
W  CpG-stalle: C/TG

M SNP: A/T, A/G, G/T och A/T/G (dvs. C kan inte inkluderas).
Féljande CpG-stélle och SNP kan inkluderas i en omvénd analys:

B  CpG-stalle: CG/A
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M SNP: A/T, A/C, C/T och A/T/C (dvs. G kan inte inkluderas).

Obs! Programmet stddjer inte analys av CpG-stdllen som innehéller en
yiterligare variabel position, till exempel A/C/TG. Du kan analysera dessa SNP-
typer genom att skriva C/TG i textfaltet “Sequence to Analyze” och ATCG i
textfaltet “Dispensation Order”. Fortsdtt med kérningen som vanligt. Nér du har
analyserat CpG-stéllena vaxlar du till AQ-ladge och byter ut C/TG mot A/C/TG
(i textfaltet “Sequence to Analyze”) samt analyserar den variabla positionen. P&
samma sétt kan du analysera C/TG/A genom att skriva C/TG i textfaltet
“Sequence to Analyze” och TCGA i textféltet “Dispensation Order”. Nér du har
analyserat CpG-stéllena vaxlar du till AQ-lage och byter ut C/TG mot C/TG/A
(i textféltet “Sequence to Analyze”) samt analyserar den variabla positionen.

Ta fram dispenseringsordningen.

Du later programmet ta fram en dispenseringsordning fér den sekvens som har
lagts in fér analys genom att klicka pé& knappen “Generate Dispensation
Order”. Den framtagna dispenseringsordningen innehdller blankdispenseringar
for aft sdkerstalla att ratt sekvens har erhallits.

Dispenseringsordningen fér CpG-analyser bdr ocksd innehélla kontroller fér
bisulfitbehandling. Dessa kontroller méste ladggas till manuellt av anvéndaren
efter att dispenseringsordningen har tagits fram (se sidan 24).

Vid behov kan dispenseringsordningen ldggas in eller dndras manuellt.

Obs! Nér du klickar pé& “Generate Dispensation Order” kommer varje befintlig
dispenseringsordning att skrivas éver.

Obs! Ndér en basposition véljs i den sekvens som ska analyseras markeras
motsvarande dispensering med en grd bakgrundsfarg och omvant.

Sequence to Analyze
|TGTTNE'—\MATG#—‘«TNC.-’-\G
-

Dizpenzation Order

GTCGTAGCTGACATGLATAGCGA
-~

Histogram

Pilen i den sekvens som ska analyseras, dispenseringsordningen och histogrammet visar
markdrens position.
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Obs! Om den sista variabla positionen i den sekvens som ska analyseras &r en
l&dng InDel, kommer, under férutsdttning att kravet pd fem referenstoppar har
uppfyllts, dispenseringen endast att utféras tills tre variabla toppar har hittats.
Om du vill dispensera hela InDel bér du lagga till en variabel position efter
InDel eller dndra dispenseringsordningen manuellt.

Obs! Om sekvensen inte kan komma i fas innan 32 alleler har dispenserats
kommer dispenseringsordningen inte att fullféljas. Sekvensen ACTCDDDDG
kommer exempelvis att ha dispenseringsordningen ACTC, eftersom de fyra D-
polymorfierna kommer ge ett avsnitt som &r ur fas och omfattar fér ménga
alleler.

Varningar vid dispensering

Om dispenseringsordningen innehdller en varning visas det med ett rott
utropstecken @ i dnden av textféltet “Dispensation Order”. Det gér att kéra en
analys nar det finns en dispenseringsvarning, men man bér ta hansyn till
varningen vid utvdrderingen av analysresultatet. Om du placerar muspekaren
p& utropstecknet kommer en férklaring pé felet att visas i en textbubbla.

Varning Féreslagen éatgard

“Sequence uncertain due En |6sning pd problemet kan vara att antingen
to lack of terminal ldgga in mer sekvensinformation eller minska
sequence information.”  antalet dispenseringar.

“Sequence not in phase En |6sning p& problemet kan vara att dndra

at the end of the dispenseringsordningen (manuellt eller genom att

dispensations.” klicka pé& “Generate Dispensation Order”) eller
ldgga in mer sekvensinformation.

Obs! Om problemet inte dtgérdas kommer inte
avsnittet som &r ur fas att analyseras.

“The generated Ladgg om méijligt in mer sekvensinformation och

dispensation order 6ka antalet dispenseringar. Vi rekommenderar att

contains less reference  du anvander fem eller fler referenstoppar med

peaks than required.” hojden 1, 2 eller 3 fér att f& bésta méjliga
kvalitetsvardering.
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Lagga till eller ta bort bisulfitkontroller (CpG-analyser)

Hiztogram

DGTCG."\C
FY

5 Add Potential Bisulfite Treatment Control Before Dispensation
Add Potential Bisulfite Treatment Control After Dispensation

CpG-analyser bér innehélla minst en intern kontroll fér att sérja fér en lyckad
bisulfitbehandling, helst i bérjan av sekvensen. Cytosinbaser som inte &tféljs av
guaninbaser i sekvensen metyleras vanligen inte och bér dérfér vara
fullsténdigt omvandlade till tymin efter bisulfitbehandling och PCR. Efter en
lyckad bisulfitbehandling ska alla templat endast uppvisa tyminbaser och inga
cytosinbaser i dessa positioner. Fér omvénda analyser ska alla templat endast
uppvisa adeninbaser och inga guaninbaser i dessa positioner.

De méijliga positionerna fér bisulfitkontroller visas med en orangefdrgad
bokstav i fet stil i histogrammet: T i en framétriktad analys och A i en omvand
analys.

Du kan lagga till en bisulfitkontroll genom att vénsterklicka pd detta
orangefargade T eller A i fet stil och valja det alternativ du énskar frén
hégerklicksmenyn. Du kan ocksd géra det manuellt genom att lagga till ett C
fore eller efter ett T i dispenseringsordningen.

Du kan ta bort en bisulfitkontroll genom att vénsterklicka pé& kontrollen (C i en
framétriktad analys eller G i en omvéand analys) och vélja “Remove Bisulfite
Control” frédn hégerklicksmenyn.

Obs! Kontrollera i sekvensen fére bisulfitbehandling om de féreslagna
bisulfitkontrollerna ér cytosinbaser (C) omvandlade till tyminbaser (T) (ldses som
guaninbaser (G) respektive adeninbaser (A) i en omvénd analys) och om de ér
ldmpliga som kontroller eller inte.

Satta upp de variabla positionerna

De variabla positionerna kan séttas upp under fliken “Variable Positions”.
Méijliga parametrar tas upp nedan

Obs! Om den sekvens som ska analyseras éndras (och en ny
dispenseringsordning darmed bildas), aterstélls de parametrar som rér variabla
positioner till sina standardvarden.
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"Position” Den variabla positionens lage i den sekvens som ska
analyseras, réknat frédn vénster till hoger.

“Name” Namnet p& den variabla positionen. Om du vill
dndra namnet véljer du antingen textféllet (det
aktuella innehallet kommer att véljas) eller
dubbelklickar pé textfaltet.

"Type” Typen av variabel position; SNP, InDel eller CpG-
stalle.
“Analyze” Om detta alternativ kryssas i kommer den variabla

positionen att analyseras

Obs! Det har alternativet kan inte anvandas fér
variabla positioner som inte kan analyseras med den
aktuella analystypen.

“Methylation ranges Férvéintad CpG-metylering. Om du stdller in den hér

(CpG assays only)” parametern fér alla CpG-stéllen &r det (vid
genomgd@ng av analysresultaten) latt att upptécka
vilka stéllen som befinner sig utanfér det férvéntade
metyleringsintervallet:

M Det ljusgréona omrdadet har en metyleringsgrad
under det férvantade intervallet.

M Det grona omrédet har en metyleringsgrad inom
det férvéntade intervallet

M Det mérkgréona omrédet har en metyleringsgrad
dver det férvéntade intervallet.

Obs! Den férvéntade metyleringsgraden kan inte
stdllas in f6r CpG-stallen dar alternativet “Analyze”
inte ar ikryssat.

Du kan flytta det férvantade intervallomrédet till
vanster eller till héger genom att trycka ned vénster
musknapp medan du flyttar omrédet med hjélp av
musen.

Pilarna kan anvédndas om du vill 6ka eller minska det
forvaintade omrddet. Du kan ocksé 6ka eller minska
det férvantade intervallet genom att:

1. Placera muspekaren p& den vdanstra eller hégra
kanten av det gréna omrédet s& att pekaren
férvandlas frdn en vit pil till <
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2. Flytta musen till vénster eller till héger medan du
héller den vénstra musknappen nedtryckt.

Om du vill redigera alla metyleringsintervall
samtidigt kan du hélla “Shift’-tangenten nedtryckt
medan du &ndrar ett av intervallen.

Exempel p& metyleringsintervall

Ol ) o0
N -
. I

1. Férvantad metylering = 100 %.
2. Férvantad metylering = 0-100 %.
3. Férvéntad metylering = 30-70 %
(standardinstélining)

4. Férvantad metylering = 0 %

For att &terstalla parametrarna under fliken “Variable Positions” och fliken
“Analysis Parameters” till sina standardvérden klickar du p& “Revert to Default”.

Redigera analysparametrar

Standardanalysinstéliningarna har satts fér att ge optimala analysresultat f6r
merparten analyser. Under valideringen av analysen kan du, om det ér
tillampligt, eventuellt forbétira resultaten genom att redigera
analysparametrarna:

B Redigera analysparametrarna under fliken “Analysis Parameters”, se
nedan.

B Aktivera eller inaktivera referenstoppar och bisulfitkontroller (géller endast
CpG-analyser); se sidan 29.

B  Andra héjder pd histogramstaplar; se sidan 30.

B For att aktivera eller inaktivera variabla positioner och/eller dndra
férvantade metyleringsintervall (géller endast CpG-analyser), se Sétta upp
de variabla positionerna pé sidan 24.

Se till att @ndringar &r validerade: se bilaga B i Anvéndarhandboken fill
PyroMark Q24 MDx.

Obs! Nar du anvdnder QIAGEN-kits ska du anvdnda de installningar som
anges i handbéckerna som félier med kiten.
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Obs! Alla sparade éndringar ér inférda i en loggbok. Om du vill se de inférda
adndringarna fér en analys kan du éppna analysfilen och klicka pé& “Show
Change Log”.

Redigera analysparametrarna under fliken “Analysis Parameters”.

Foljonde analysparametrar kan redigeras under fliken “Analysis Parameters”.

"Unsuccessful Dessa parametrar anger hur hég den procentuella

bisulfite treatment andelen icke-omvandlad sekvens fér vara fér att

(CpG assays only)” CpG-stallena ska uppnéd kvalitetsvarderingen
“Passed” och kvalitetsvarderingen “Check”. De
inlagda vardena j@mférs med enstaka toppars
topphdjder som bestéms med analysalgoritmen.

“Allowed percentage Det hégsta tillétna procentuella andelen icke-
for passed quality” omvandlad sekvens fér att CpG-stallena ska uppné
kvalitetsvarderingen “Passed”.

Standardvardet ér 5 %.

Obs! Vardet kan inte vara hégre an den tillatna
procentuella andelen f6r att uppné
kvalitetsvarderingen "Check” (se nedan).

“Allowed percentage De hoégsta till&tna procentuella andelarna icke

for check quality” omvandlad sekvens f6ér att CpG-stallena ska uppné
kvalitetsvarderingen “Check”. Varningen “Uncertain
bisulfite conversion at dispensation: number(s)”
utléses under analysen.

Obs! Denna regel &tféljs endast om kriterierna fér
kvalitetsvarderingen “Passed” inte uppfyllts.

En hégre procentuell andel icke-omvandlad sekvens
an det instéllda vardet kommer att leda till att CpG-
stallena far kvalitetsvérderingen “Failed”. Varningen
“Failed bisulfite conversion at dispensation:
number(s)” utldses under analysen.

Standardvardet ar 7 %.

Obs! Vardet kan inte vara ladgre én den tilldtna
procentuella andelen fér att uppné
kvalitetsvarderingen “Passed” (se nedan).

“Peak height Dessa parametrar bestémmer den ldgsta
threshold” intensitetsgréinsen fér enstaka toppars topphdjdsnivé
i bérjan av pyrogrammet.
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“Required peak height  Lagsta mojliga signalvérde hos en topp fér att de
for passed quality” variabla positionerna ska uppnéd kvalitetsvérderingen
"Passed”.

Standardvardet ér 20 %.

Obs! Vardet kan inte vara lagre én vardet pd den
topphdjd som krévs fér att uppné
kvalitetsvarderingen “Passed” (se nedan).

“Required peak height  Lagsta mojliga signalvérde hos en topp for att de

for check quality” variabla positionerna ska uppné kvalitetsvérderingen
"Check”. Varningen “Uncertain due to low peak
height” utléses under analysen.

Obs! Denna regel &tféljs endast om kriterierna for
kvalitetsvarderingen “Passed” inte uppfyllts.

Standardvéardet ar 10.

Ett toppsignalvérde som &r lagre én det instéllda
vardet kommer att leda till kvalitetsvérderingen
“Failed” fér de variabla positionerna. Varningen
“Failed due to low peak height” utléses under
analysen.

Obs! Vardet kan inte vara lagre én vardet pd den
topphdjd som krévs fér att uppnéd
kvalitetsvarderingen “Passed” (se nedan).

"Stringency levels” Stringensen hos varningarna fér “Pattern deviation in
variable positions” och “Sum deviation in variable
positions” kan stéllas in pd “Low”, “Normal”
(standard) eller “High”. En hég stringensnivé
inskréinker den till&tna avvikelsen.

“Pattern deviation in Avvikelsen mellan det uppmatta toppmdnstret i den
variable positions” variabla positionen och det teoretiska toppmdnstret.

Om avvikelsen ar hégre dn vad den instéllda
stringensnivan ftillater utléses varningen
“Uncertain/Failed due to high pattern deviation in
variable position”. Frdgan om varningen kommer att
generera kvalitetsvérderingen “Check” eller “Failed”
fér analysresultatet beror pd avvikelsens
storleksordning.
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“Sum deviation in Avvikelse mellan den uppmétta summan av alla
variable positions” toppar i den variabla positionen och den teoretiska
summan (baserad p& enstaka toppars topphdid).

Om avvikelsen @r hégre én vad stringensnivén till&ter
utléses varningen “Uncertain/Failed due to high sum
deviation in variable position” under analysen.
Frdgan om varningen kommer att orsaka
kvalitetsvarderingen “Check” eller “Failed” fér
analysresultatet beror pé& avvikelsens storleksordning.

Parametrar

"A-peak reduction Faktorn med vilken intensiteten hos A-toppar

factor” multipliceras f6r att ta hdnsyn till det faktum att A-
toppar ar hégre an andra toppar.
Standardvérdet ar 0,90.

For att &terstalla parametrarna under fliken “Variable Positions” och fliken
Analysis Parameters” till deras standardvarden klickar du pé& “Revert to
Default”.

Aktivera eller inaktivera referenstoppar och bisulfitkontroller

Icke-variabla toppar, dvs. toppar som inte tillhér en variabel position, (inklusive
blankdispenseringar) kallas referenstoppar. Referenstoppar anvénds vid
analysen bé&de som referenser vid berdkning av topphdjdsnivén fér enstaka
toppar och som interna kontroller vid kvalitetsvérderingen. Fér att uppnd bésta
mojliga kvalitetsvdrdering av resultaten rekommenderar vi att de referenstoppar
som bildas med programmet hélls aktiverade.

Nér du vansterklickar p& en romb tillhérande en referenstopp antingen
aktiveras eller inaktiveras referenstoppsfunktionen i histogrammet, beroende pé
tidigare tillstdnd. Romben visar aktuell status:

M Fylld bld romb: Aktiverad som referenstopp.
M |halig blé romb: Inaktiverad som referenstopp.

Nér du vansterklickar p& en romb motsvarande en bisulfitkontroll (géller endast
CpG-analyser) antingen aktiveras eller inaktiveras funktionen som kontroll
och/eller referenstopp, beroende péd tidigare status. Romben visar aktuell status:

M Fylld orangeférgad romb: Aktiverad som bade bisulfitkontroll och
referenstopp.

M Fylld bl& romb: Aktiverad som referenstopp men inaktiverad som
bisulfitkontroll.
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B |hélig orangefdrgad romb: Inaktiverad som béde bisulfitkontroll och
referenstopp.

Om du placerar muspekaren pd romben ser du en textbubbla som beskriver
vad som hdnder nér du klickar.

Obs! Du kan véxla mellan att visa och délja referenstopparna i histogrammet
genom att hégerklicka p& histogrammet och vélja “Show Reference Peaks” frén
hégerklicksmenyn.

Andra histogramstaplarnas héjd

Denna funktion kan anvandas nér tidigare erfarenheter har pdvisat en
reproducerbar avvikelse mellan det uppmétta ménstret och det teoretiska
monstret. Anvénd denna funktion med férsiktighet.

1. Tryck pa “Ctrl”-tangenten och hall den nedtryckt medan du klickar
pa toppen av histogramstapeln (vénsterklicka nér pekaren éndras
frén en vit pil till 7).

2. Du kan antingen skriva in héjden i det textfdlt som éppnas eller 6ka
eller minska héjden genom att anvdnda pilarna bredvid textfdltet.

3. Tryck pa “Enter” for att anvéinda den nya héjden.
Obs! Du kan istdllet fér att ta bort “icke-standardmaéssiga” metyleringsménster

frdn den sekvens som ska analyseras, till exempel metyleringar av cytosinbaser

som inte &tféljs av guaninbaser, sdtta hdjden hos de férvéantade guaninbaserna
till noll (0).

Ljusorange = minskad héjd
Mérkorange = dkad héjd

Satta upp en SQA-analys

Arbetsflode
=rL ==}

0 Mew A Assay Chrl+A

| Mew Cpi3 Assay Ctrl+E

bed  Mew SOA Assay CErl+i)
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1. Klicka pé = i verktygsfdltet och valj “New SQA Assay”. Darmed
skapas en ny analysfil.

2. Lagg in “Dispensation Order” (se sidan 31).

3. Valfritt: Du kan lagga in uppgifter om analysen i textfdltet “Assay
Note”.

4. Innan du kér dina prover bér du validera ditt analyssystem genom
att anvénda ett kéint DNA-prov som referens, se bilaga B i
Anvdandarhandboken till PyroMark Q24 MDx).

5. Valfritt: Om det dr tillampligt kan du redigera analysparametrarna
under valideringen av analysen, se sidan 32).

6. Valfritt: Du kan lasa analysen fér att skydda den mot redigering
genom att klicka p& knappen “Lock Assay” léngst ned i fonstret for
uppsatining av analysen. En last analys () som har kérts pé
PyroMark Q24 MDx-instrumentet kan inte lasas upp (dvs. det ér inte
mojligt att redigera analysparametrar eller resultat efter kérningen).

Obs! Du kan i snabbvalsténstret skapa en ny analysfil genom att hégerklicka
p& den mapp som du vill placera den i och vélja “New Assay” och dérefter den
dnskade analystypen frén hégerklicksmenyn. Skriv in filnamnet och tryck pé

“Enter”. For att lagga till en genvdg till en mapp eller drivenhet klickar du pé
“Add Folder Shortcut”.

Obs! En eventuell notering om analysen kan visas i en textbubbla i
snabbvalsfénstret om man placerar muspekaren pé& analysfilen.

Obs! Klicka pé H i verktygsfaltet t6r att spara filen. Om filen inte har sparats
tidigare, valjer du var du ska spara den och skriver in filnamnet i den
dialogruta som &ppnas.

Ta fram dispenseringsordningen

Skriv eller klistra in (“Ctrl+V") dispenseringsordningen i textfaltet “Dispensation
Order”. Féljande regler géller nér du ladgger in dispenseringsordningen i
programmet:

M Till&tna bokstéver fér inmatning éar A, C, Goch T

B Nér du behéver upprepa en grupp av baser anvénder du siffror
tillsammans med parenteser, t.ex. har “3(CTGA)” sin motsvarighet i

“CTGACTGACTGA".

Om dispenseringsordningen innehéller ett fel visas det med ett rétt utropstecken
i dnden av textfdltet. Placera muspekaren pd utropstecknet och en textbubbla
kommer att visa en férklaring pd felet. Den eller de bokstéver som orsakar felet
kommer att vara markerade med rétt i dispenseringsordningen.
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Disnensation Order |The entered dispensation order is not complete. l
ispe

CTGAICTTAGCTC %

Expanded Dizpenzation Order
CTGACTGACTGACTTGETC

Felet “The entered dispensation order is not complete” orsakas av avsaknad av parentes eller
felaktigt placerad parentes. | det hér exemplet saknas ett avslutande parentestecken.

Redigera analysparametrar

Standardanalysinstéliningarna har satts fér att ge optimala analysresultat for
merparten analyser. Under valideringen av analysen kan du, om det &r
tillampligt, eventuellt férbéttra resultaten genom att redigera
analysparametrarna:

B Instdllningen av “Quality Control Window” under fliken “Settings” satts
standardmaéssigt till 20. Om det behovs fler eller farre baser bér du édndra i
enlighet med detta.

M Redigera analysparametrarna under fliken “Analysis Forcnne’rers", se
Y Y
nedan.

Se till att andringar &r validerade: se bilaga B i Anvéndarhandboken fill
PyroMark Q24 MDx.

Obs! Nar du anvander QIAGEN-kits ska du anvdnda de installningar som
anges i handbéckerna som medféljer kiten.

Obs! Alla sparade éndringar férs in i loggbécker. Om du vill se de inférda
adndringarna fér en analys kan du éppna analysfilen och klicka pé& “Show
Change Log”.

Redigera analysparametrarna under fliken “Analysis Parameters”.

Féljonde analysparametrar kan redigeras under fliken “Analysis Parameters”.

"Peak height Dessa parametrar bestémmer den ldgsta
n . . . . -]
threshold intensitetsgrénsen fér enstaka toppars topphdjdsnivé
i bérjan av pyrogrammet.
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"Required peak height  Lagsta méjliga toppsignalvéarde fér att den
for passed quality” basbestémda sekvensen ska uppné
kvalitetsvarderingen “Passed”.

Standardvardet ar 10.

Obs! Vardet kan inte vara lagre én vardet pd den
topphdjd som krévs fér att uppné
kvalitetsvarderingen “Check” (se nedan).

"Required peak height  Lagsta méjliga toppsignalvarde fér att den

for check quality” basbestdmda sekvensen ska uppné
kvalitetsvarderingen "Check”. Varningen “Uncertain
due to low peak height” utléses under analysen.

Obs! Denna regel &tféljs endast om kriterierna for
kvalitetsvarderingen “Passed” inte uppfyllts.

Standardvérdet ar 5.

Ett toppsignalvérde som &r lagre én det instéllda
vardet kommer att leda till kvalitetsvérderingen
“Failed”. Varningen “Failed due to low peak height”
utldses under analysen.

Obs! Vardet kan inte vara hégre an den topphéjd
som krdvs fér att uppnd kvalitetsvarderingen
"Passed” (se nedan).

Parametrar

"A-peak reduction Faktorn med vilken intensiteten hos A-toppar

factor” multipliceras f6r att ta hdnsyn till det faktum att A-
toppar ar hégre an andra toppar.
Standardvéardet ar 0,90.

"Plus shift Om det har alternativet ar ikryssat é@r topparna

compensation” kompenserade for plusskift.

"Minus shift Om det har alternativet ar ikryssat é@r topparna

compensation” kompenserade fér minusskift.

"Stringent Om det har alternativet ar ikryssat gdller striktare

homopolymer scoring”  regler fér kvalitetsvérderingen av homopolymerer.
Varningen “Peak height deviates from the expected
peak level at dispensation: number(s)” utléses under
analysen.
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"Known bases” Om det finns né&gra kénda baser i
dispenseringsordningen rekommenderar vi att du
ldgger in dem eftersom det kan férbéattra analysen

1. Vansterklicka férst i dispenseringsordningen och
darefter kan du antingen skriva in héjden i det
textfalt som dppnas eller dka eller minska héjden
genom att anvénda pilarna bredvid textféltet.

2. Tryck p& “Enter” f6r att anvdnda den nya héjden.

For att &terstalla parametrarna under fliken “Settings” och fliken Analysis
Parameters” till deras standardvérden klickar du pd “Revert to Default”.

Satta upp en koérning

Arbetsflode

1. Klicka pa U i verktygsféltet. Darmed skapas en ny kérfil.
2. Lagg in kérparametrarna (se sidan 35).

3. Satt upp plattan (dvs. légg till en analysmetod och vid behov en
prov-ID och en uppgift om varje brunn som anvdnds); se sidan 36.

4. Nar koérningen har satts upp och ar fardig att kéra pé PyroMark Q24
MDx-instrumentet goér du féljande:

For att skriva ut plattuppséttningen och en férteckning éver de volymer av

enzymblandning, substratblandning och nukleotider som behdvs, véljer du
“Pre Run Information” fr&n menyn “Tools” och ndr rapporten visas klickar

du pé 4.

Sténg korfilen och kopiera éver den till ett av de USB-minnen som
levererades tillsammans med systemet med hjélp av utforskaren i Windows
Explorer. Om du vill 8ppna Utforskaren i Windows hégerklickar du pé
mappen innehdllande karfilen i snabbvalsfénstret och véljer “Explore” frén
hégerklicksmenyn, Om du vill ha mer information trycker du p& “F1”-
tangenten fér att dppna Windows online-hjalp.

Om du vill kéra plattan p& PyroMark Q24 MDx-instrumentet, se sidan 40.

Obs! Om du vill skriva ut rapporten “Pre Run Information” i fdrg markerar du
alternative “Print background colors and images” i Internet Explorer
(Verktyg/Internetalternativ/Avancerat/Utskrift).

Obs! | snabbvalsfonstret kan du skapa en ny kérfil genom att hégerklicka pé
den énskade mappen och vélja “New Run” frén hégerklicksmenyn. Skriv in
filnamnet och tryck p& “Enter”. Fér att [dgga till en genvdg till en mapp eller
drivenhet klickar du p& “Add Folder Shortcut”.
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Obs! Om du vill basera din kérning pd en tidigare kérning klickar du pé& den
tidigare korfilen i snabbvalsfénstret och valjer “Copy and Rerun” frén
hégerklickstonstret. Det enda som kopieras ar kérinstéllningarna, inte
kérningen och analysdata.

Obs! Klicka pd H i verktygsfdltet fér att spara filen. Om filen inte har sparats
tidigare, véljer du var du ska spara den och skriver in filnamnet i den
dialogruta som 6ppnas.

Ldgg in kérparametrarna

Du kan vélja bland féljande parametrar.

“Run name” Namnet p& kérningen anges nar filen sparas.
p g g p
Omdépning av filen dndrar éaven kérningens namn

“Instrument method” Valj instrumentmetoden enligt de reagenser och den
reagenskassett som ska anvéndas f6r kérningen (se
Hantera instrumentmetoder, sidan 57).

Obs! Vi rekommenderar att du endast anvénder
metoder som tillhandahélls av QIAGEN.

"Plate ID” Valfritt: Lédgg in PyroMark Q24-plattans ID

Obs! Om du placerat muspekaren pé& en kérfil i
snabbvalsfénstret visas den inlagda plattidentiteten i
en textbubbla.

"Bar code” Valfritt: Légg in en streckkod fér plattan eller ocksd,
om du har en streckkodl@sare ansluten till din dator,
placerar du musmarkéren i textfaltet “Barcode” och
skannar in streckkoden.

“Reagent ID” Valfritt: Skriv in satsnumret f6r de PyroMark Gold
Q24-reagenser som ska anvdndas. Satsnumret finns
pé& produktetiketten.

Obs! Vi rekommenderar att du lédgger in reagens-ID.
P& sd satt kan alla oférutsedda problem med
reagenserna sparas.

"Estimated run time” Den uppskattade kortiden.

“Run note” Valfritt: Légg in en notering om innehdllet i eller
dndamélet med korningen.
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Lagga till analysfiler till plattan
Om du vill lagga till en analysmetod till en brunn kan du antingen:

B vdlja analysmetoden i snabbvalsfénstret och trycka pd vanstra
musknappen och hélla den nedtryckt medan du drar analysmetoden till
brunnen.

M hogerklicka p& brunnen och vélja “Load Assay” frédn hégerklicksmenyn.

Obs! Om du vill lagga till en analysmetod till flera brunnar markerar du
brunnarna (se Markera brunnar pd sidan 18) och drar analysmetoden till
markeringen.

Obs! Det gér inte att lagga till en analysmetod utan dispenseringsordning eller
lagga till tva eller flera analysmetoder med samma analysmetodnamn, men med
olika dispenseringsordningar.

Plate Setup

.+ | 2z | 3 | 4 | 5 | & []
A0 azzay 2 |Cpl azsay 1 | Cpl azzay 2 | S0A azsay 1 | S04 azzap 2

| I I I I I I

Brunnarnas farg beror p& den analysmetod som laddas in i brunnen.

Ldgga in prov-ID och uppgifter om provet

B Om du vill skriva in en prov-ID eller en notering om provet markerar du
cellen (se bilden nedan) och Iégger in texten.

M Om du vill redigera en prov-ID eller en notering om provet markerar du
antingen cellen (det aktuella innehéllet kommer att markeras) eller
dubbelklickar pé cellen.

M  Om du vill importera en layout med prov-ID och notering om provet som
definieras i en textfil (*.tsv or *.csv) hégerklickar du p& en brunn och valjer
“Insert Sample Layout File” fr&n hégerklicksmenyn. Lds mer i avsnittet Define
sample ID and note externally p& sidan 38.

B Om du vill klistra in en provlayout frén klippboken hégerklickar du pé en
brunn och véljer “Paste Sample Layout” frén hégerklicksmenyn. Lés mer i
avsnittet Definiera prov-ID och notering externt p& sidan 38.

Obs! Komma och semikolon stéds inte av programmet.

Aszsay Mame Azzap Name
MR [T

En markerad cell framtrédder med en blé& bakgrundsfarg.
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Kopiera eller radera innehall fran celler

Om du vill klippa ut innehéllet frdn en cell till klippboken hégerklickar du
pé cellen och valjer “Cut” frdn hégerklicksmenyn.

Om du vill kopiera innehéllet i en cell till klippboken antingen hégerklickar
du pd cellen och véljer “Copy Cell” frdn hégerklicksmenyn eller véljer
cellen och trycker p& “Ctrl+C".

Om du vill klistra in innehdllet i klippboken i en cell eller en markering
med celler (se Select wells pé& sidan 18) antingen hégerklickar du pé cellen
eller markeringen och valjer “Paste” frén hégerklicksmenyn eller markerar
cellen(erna) och trycker p& “Ctrl+V”.

Om du vill radera en eller flera analyser, prov-ID eller uppgifter om
analysen antingen klickar du p& markeringen och véljer “Delete” frén
hégerklicksmenyn eller markerar cellen(erna) och trycker pé& “Delete”.

Dra och kopiera innehdllet i en cell till andra brunnar

Att dra och kopiera innehéllet i en cell till andra brunnar

1.

2,

Markera den cell du vill kopiera.

Placera muspekaren pa den nedersta hogra fyrkanten i markeringen
och tryck pé den véanstra musknappen samt hall den nedtryckt
medan du flyttar musen fér att dndra markeringen.

Nér den vénstra musknappen slapps upp klistras innehdllet i den
forsta markerade cellen in i de markerade cellerna.

CpG Azzap 1 CpG Aszay 2 CplG Aszay 1 CpG Aszay 2

........................................ S o R

25l PCR prod 25 pl PCR prod |25 pl PCR prod

Dra och kopiera uppgiften “25 ul PCR prod”.

Dra och kopiera samt 6ka prov-ID stegvis

Om den sista delen av ett inlagt prov-ID é&r ett nummer kan du 6ka numret
stegvis genom att dra och kopiera prov-D:

1.
2,

Markera prov-1D-cellen.
Att 6ka stegvis i en rad:
Placera muspekaren p& den nedersta hégra fyrkanten i markeringen.

Tryck p& “Ctrl”-tangenten samt héll den nedtryckt medan du flyttar musen
foér att dndra markeringen.
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Forst s& slapper du upp den vénstra musknappen och darefter “Ctrl”-
tangenten. N&r den vénstra musknappen slapps upp 6kas prov-ID frédn den

forst markerade cellen stegvis och klistras in i de markerade cellerna

Att 6ka stegvis i en kolumn:

Placera muspekaren p& den nedersta hégra fyrkanten i markeringen.

o

Tryck pé

“Shift”- och “Ctrl”-tangenterna och den vénstra musknappen samt
ha&ll dem nedtryckta medan du flyttar musen fér att @ndra markeringen.

Forst s& slépper du upp vénstra musknappen och darefter “Shift”- och
“Ctrl”"-tangenterna. Nar den vénstra musknappen slépps upp dkas prov-ID
frdn den férst markerade cellen stegvis och klistras in i de markerade

cellerna

Al Assay 1 AL Assay 1 Al Assay 1 Al Assay 1
fesger bt BT | R Al
AL Azzay 1 41"’)] Aszay 1 ' AL Azszay 1 AL Azzay 1
.......................................... HaE T
|

Prov-ID “Sample 1” kopieras och &kas stegvis lédngs en kolumn.

Skriv ut eller exportera plattuppséttningen i form av en
bild

Du kan skriva ut eller kopiera “Plate Setup” i form av en bild (till klippboken)
genom att hégerklicka pé plattan och vélja “Print” eller “Copy as Image” frén
hégerklicksmenyn. Bilden kan klistras in i applikationer som stédjer EMF-bilder
(Enhanced Metdfile).

Definiera prov-ID och notering om provet externt

Genom att anvénda “Import/Insert Sample Layout File” eller funktionen “Paste
Sample Layout” &r det |at att anvénda samma layout i flera kérningar och
anvénda information som redan finns i befintlig dokumentation.

Anvdnda funktionen att importera/infoga en proviayoutfil

Du kan exempelvis ta fram layoutfiler frén ditt labbdatasystem (Laboratory
Information Management Systems, LIMS). Layoutfiler fér prov och provuppgifter
kan ocksé skapas i Microsoft Excel, Notepad och liknande applikationer.
Layoutfilen méste ha tvé eller tre kolumner: “Well”, “Sample ID” och “Note”
(valfritt). Varje kolumn méste avskiljas med en tabb, komma eller semikolon
och varje rad méste avgrénsas med en radbrytning. Spara filen i form av en
textfil avgrénsad med tabb- eller komma (*.tsv, *.ixt, or *.csv).
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Du kan importera layoutfilen med prov och noteringar om prover till:

B en befintlig kérfil genom att hégerklicka pd en brunn i “Plate Setup” och
vdlja “Insert Sample Layout File” frén hégerklicksmenyn.

M en ny kérfil genom att valja “Import” och dérefter “Create New Run from

Sample Layout File” frén “File”-menyn.

Exempel pé& en layoutfil f6r prov och noteringar om prov som skapats i Microsoft Excel.

Resultatet av importen av layoutfilen fér prov och noteringar om prov visas ovan.

B3 Microsoft Excel - Sample Layout Example.csy:

Fle Edit Wiew Insert Format Tools Data  ‘window Help - & X
DEds & B @ = -2 oo -3 7
C3 - # Motes for well A3
A B C D E =

1 Well Sarmple 1D Mate I
2 Al DA 342 Noteg for well Al b
s Dii 360 [Motes for well 43 1

4

5

B -
H 4 » M} Sample Layout Example / [<] v
Ready

Plate Setup

D& 342 DMA 350

Motes for well &1 Motes for well 43

Anvanda funktionen Klistra in provlayout

Du kan till exempel ta fram och kopiera layouter frén ditt labbdatasystem.
Provlayouter kan kopieras fr&n Microsoft Excel, Word, Notepad och liknande
applikationer. | kallfilen méste varje kolumn med providentiteter vara avskild

med en tabb och varje rad med providentiteter avgrénsad med en radbrytning.

Att klistra in en provlayout i en befintlig karfil:

1. Kopiera all information i kallfilen.

2. Hégerklicka pé& en brunn i “Plate Setup” och valj “Paste Sample

Layout” fran hégerklicksmenyn.

Programmet klistrar d& in prov-ID i plattan med bérjan frén brunn A1. (Om

noteringar om brunnarna har lagts in behélls dessa.)

B Paste Sample Layout Example.txt - Notepad E|@|[E|
File Edt Format ‘iew Help

323
326

324 325
327

Exempel p& en provlayout som skapats i Microsoft Notepad.
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Plate Setup

Resultatet av kopiering och inklistring av den provlayout som skapats i Microsoft Notepad.

Gé igenom uppsdéttningen av plattan

| omrédet “Well Information” visas féljande information om en brunn som
markeras i “Plate Setup”:

Brunnens namn

Analystyp (AQ, CpG eller SQA)
Analysens namn

Prov-ID (om det angivits)

Sekvens som ska analyseras (AQ- och CpG-analyser)

Dispenseringsordning
Uppgift om brunnen (om det angivits).

Om flera brunnar har markerats i “Plate Setup” visas uppgifterna fér den férsta
markerade brunnen.
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Utféra kérningen péa PyroMark Q24 MDx-
instrumentet

Arbetsflode

Nér kérningen har satts upp och ar férdig att kéra pd PyroMark Q24 MDx-
instrumentet utfér du féljande steg:

Bered dina prover.

Fyll PyroMark Q24-kassetten med de reagensvolymer som behovs.
Sdtt in reagenskassetten och PyroMark Q24-plattan i instrumentet.

Satt in USB-minnet med kérfilen i USB-porten pd instrumentets
framsida.

PON=

5. Vadlj kérfilen och starta kérningen.

6. Nar korningen ar klar och data har éverforts till USB-minnet tar du
ut USB-minnet.

7. Ta ut plattan och reagenskassetten.
Lés mer i avsnitt 5.5 i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx.
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Analysera kérningen

Arbetsflode

1. Overfér den behandlade kérfilen frén USB-minnet till en dator
installerad med PyroMark Q24 MDx programvara; sétt in USB-
minnet i datorns USB-port och flytta kérfilen till 6nskad plats med
hjalp av utforskaren i Windows.

2. Oppna kérfilen i PyroMark Q24 MDx-programmet genom att
antingen vdalja “Open” i “File”’-menyn eller dubbelklicka pé filen (9)
i snabbvalsfonstret. Om flera analystyper ar angivna valjer du
analysmetod i den dialogruta som 6ppnas.

Obs! Du kan uppdatera innehéllet i en mapp i snabbvalsfénstret genom att
hégerklicka pé& den och vélja “Refresh” frén hégerklicksmenyn.

Obs! Du kan ocksé éppna kérfilen genom att dubbelklicka pé& den i
utforskaren i Windows.

w

Analysera kérningen (se nedan).
Visa analysresultaten (se sidan 43).

5. Valfritt: Om det ar tillampligt kan du modifiera analysutférandet (se
sidan 47).

6. Valfritt: Lagg in en notering om analysen i textfdltet “Note” under
fliken “Overview”.

P

Obs! Du kan expandera eller komprimera “Note”-faltet genom att klicka

o

pé “+" eller “-".
7. Klicka pa H i verktygsfaltet fér att spara analysresultaten.

Obs! Det ér inte mojligt att redigera analysparametrar eller lagga in en
notering fér en |&st analys ().

Analysera samtliga brunnar eller markerade brunnar
Under fliken “Overview” hittar du tvé satt att utféra analysen pé:

HH Analysera samtliga brunnar med en giltig analysuppséttning fér
den aktuella analysmetoden.

il Analysera markerade brunnar (Markera brunnar pé sidan 18).

Obs! Du kan ocksé hégerklicka pd markeringen och vélja
“Analyze Selected” frén hégerklicksmenyn.
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Under analysen visas en dialogruta som visar analysférloppet. Denna
dialogruta innehéller en férloppsmétare, en stoppknapp och namnet pé den
brunn som for tillféllet analyseras. Du kan stoppa analysen genom att klicka pé
IIS_I_OpII.

Obs! Nar brunnen har analyserats klart dndras brunnens férg till ljusblatt.

Analysmetoder

PyroMark Q24 MDx programvara anvénder sig av tre analysmetoder: AQ,
CpG och SQA. Du kan véxla mellan analysmetoderna genom att vélja “AQ”,
“CpG” eller “SQA" i verktygsfdltet. Genotypbestamning av polymorfier i
enstaka nukleotider (SNP) och insertioner/deletioner (InDel) ar &tkomlig frén
menyn “Reports” i analysléget AQ.

- AD
Cpia
S04

Obs! Eftersom CpG-metoden inte stédjer automatisk analys av SNP:er,
bestéms endast procentuell metylering och kvalitetsvarderingar fér CpG-
stéllena. De SNP:er som férekommer i en CpG-analys kan analyseras i AQ-
ladget utgdende frdn den analyssekvens som anvéndes vid uppsdttningen av
CpG-analysen. Fér att utesluta CpG-stdllena i SNP-rapporterna véljer du fliken
“Analysis Setup” och avmarkerar alternativet “Analyze” f6r dessa positioner
under fliken “Variable Positions”.

Visa analysresultaten

Nar du véljer en analyserad brunn (ljusbl&) under fliken “Overview” visas
motsvarande Pyrogram i pyrogramomrddet och tillhérande information
(inklusive varningar géllande analysen) i omré&det “Well Information”. Om flera
brunnar &r markerade i “Plate Setup” visas uppgifterna fér brunnen med
orangefargad markeringsram.
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Ta fram en oversikt over resultatet

Det ar mojligt att visa féljande information om brunnarna i plattéversikten
under fliken “Overview”:

AQ-analyser
o= Aszay bl

Maone

Aszay
Sample ID
MNote

FE %l

Quality

CpG-analyser

bsg Assay hd

MNaone
Aszzay
Sample 1D
Note
Quality
Mean

i 2l %

Flanges

SQA-analyser

=g Assap o
None

= Aszay

& Sample 1D

k| Mote

=a Quality

© 0 window

Det hér alternativet vélier du om du vill visa
analysnamnet

Det har alternativet vélier du om du vill visa prov-ID.

Det hér alternativet vélier du om du vill visa en
notering om brunnen.

Det har alternativet vélier du om du vill visa

kvalitetsmétaren. Den visar kvalitetsvérderingen for
alla variabla positioner i brunnen eller f6r alla baserna
i den basbestémda sekvensen. Se fargférklaringen pé

sidan 45.

Det har alternativet véljer du om du vill visa den
genomsnittliga procentuella metyleringen fér alla

CpG-stéllen i brunnen.

Det har alternativet valjer du om du vill visa

metyleringsmdtaren. Den visar metyleringsnivan fér
varje CpG-stalle i brunnen. Se fargférklaringen pé

sidan 46.

Det har alternativet véaljer du fér att visa
kvalitetsvarderingen i dnden av

kvalitetskontrollfénstret. Standardantalet baser som

infogas &r 20.

Obs! Brunnar med en hég substrattopp kommer att vara markerade med en
informationssymbol (1) i plattéversikten. Detta kommer inte att p&verka
kvalitetsvarderingarna.

Obs! Om analysparametrar, kvalitetsvarderingar eller analysresultat (géaller
endast SQA-analyser) har redigerats av anvéndaren ar brunnen markerad med
en varningssymbol ().

Obs! Om en analys &r 1&st ar brunnen markerad med symbolen 1.

Skriva ut eller exportera plattéversikten i form av en bild

Du kan skriva ut plattéversikten eller kopiera den i form av en bild (iill
klippboken) genom att hégerklicka pé plattan och vélja “Print” eller “Copy as

Image” frdn hégerklicksmenyn. Bilden kan klistras in i applikationer som stédjer
EMF-bilder (Enhanced Metdafile).
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Analysvarningar

Om du vdljer en analyserad (ljusbl&) brunn visas analysvarningarna (i

férekommande fall) i omradet “Well Information”. En analysvarning péaverkar

kvalitetsvarderingen pé féljande satt.

B  AQ- och CpG-analyser: Paverkar kvalitetsvérderingen fér antingen alla

variabla positioner eller en enstaka position. Om flera varningar av

samma sort utldses visas bara de som ar mest allvarliga i omrédet “Well

Information”.

B SQA-analyser: Paverkar kvalitetsvarderingen fér antingen hela sekvensen
eller fran en sarskild dispensering och framét. Alla varningar som utléses

inom kvalitetskontrollfénstret visas i omrédet “Well Information”.

For vissa av varningarna kan kriterierna f6r deras uppkomst och effekten pé

kvalitetsvérderingen modifieras av anvéndaren under fliken “Analysis
Parameters”, se Edit analysis parameters pé sidan 47.

Obs! Om ett dispenseringsfel uppstdr rekommenderar vi att du byter ut
reagenskassetten.

Kvalitetsvérderingar
Kvalitetsvarderingarna av analysresultaten visas med hjélp av:

B Kvalitetsmatare (==) i plattéversikten; se sidan 43.

B Bokgrundsfargen i samband med analysresultat (allelfrekvenserna eller
den procentuella metyleringen i pyrogrammet, till exempel 2% eller den

basbestémda sekvensen); se sidan 43.

B Kvalitetskontrollfénster (@) i plattdversikten; se sidan 43 (géller endast

SQA-analyser).

M Topparnas férg i det kompenserade pyrogrammet avspeglar respektive

kvalitetsvarderingar (géller endast SQA-analyser).

Farger for kvalitetsvarderingen
M Blatt: Godként

Gult: Kontrolleras

Rott: Ej godkant

bort av anvéndaren (gdller endast analyser i AQ- och CpG-lage).
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Metyleringsnivéer

| CpG-lége visar en metyleringsmdatare under fliken “Overview”
metyleringsnivé@n fér varje CpG-stélle i brunnen (se sidan 43).
Metyleringsfdarger

M Ljusgront: Under férvéntat intervall

M Gront: Inom férvéntat intervall

B Mérkgrént Over férvantat intervall

Visa och jamféra Pyrogram

Om du véljer en analyserad brunn under fliken “Overview” visas motsvarande
Pyrogram och teoretiska histogram (om det géller en AQ- eller CpG-analys)
eller kompenserade Pyrogram (om det géller en SQA-analys).

Ouerview | Analysis Setup
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Nér en bas i den basbestémda sekvensen vélis markeras motsvarande topp i béda
pyrogramomrddena och omvant.

Jamfoéra Pyrogram for olika brunnar

Om du vill jamféra ett Pyrogram fér en sarskild brunn (visas i det dvre omrédet)

med ett Pyrogram fér en eller flera brunnar (visas i det nedre omradet):

1. Markera i “Overview” den eller de brunnar (se “Select wells”, page
18) som du vill 6ppna i det nedre omradet.

2. Hoégerklicka péd markeringen och vélj “Open in Lower Area” fran
hégerklicksmenyn.

3. Vadlj den brunn du vill 6ppna i det 6vre omradet.
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Om pyrogrammen fér flera brunnar visas i det nedre omrédet kan du anvénda
rullistan for att véxla mellan pyrogrammen inom markeringen.

Du kan zooma in ett Pyrogram med samma analyssekvens samtidigt (dvs.
kopplad zoomning), genom att klicka pd & i det 6versta hégra hérnet i det Gvre
omrédet.

Om du vill stdnga pyrogramlistan i det nedre omr&det klickar du pé x i det 6vre
hégra hoérnet | det nedre omrédet.

Zooma in pyrogrammet och visa beskrivningar av symboler och férger

Lds mer om de symboler och farger som anvénds i pyrogramomrddet och hur
du zoomar in pyrogrammet i avsnittet Pyrogram pé sidan 15.

Redigera analysparametrar

Standardanalysinstéliningarna har satts fér att ge optimala analysresultat for
merparten analyser. Om du andrar dessa instéllningar bér du se till att
adndringarna &r validerade: se Bilaga B i Anvdndarhandboken till PyroMark
Q24 MDx.

Obs! Nar du anvdnder QIAGEN-kits ska du anvdnda de installningar som
anges i handbdckerna som medfélier kiten.

Obs! Du kan inte redigera analysparametrarna fér en |&st analys (7).

1. Markera den eller de brunnar (se "Markera brunnar”, sidan 18) fér
vilka du vill éndra analysparametrarna.

Obs! Andringarna kommer endast att anvéndas f6r brunnar med samma
analysmetod och dispenseringsordning som den visade brunnen. Om du
vill redigera analysparametrarna fér samtliga brunnar med samma
analysmetod och dispenseringsordning behéver du bara markera en av
brunnarna.

2. Redigera analysparametrarna under fliken “Analysis Setup”.

For att aktivera eller inaktivera variabla positioner och/eller dndra
férvantade metyleringsintervall (géller endast CpG-analyser), se Sétta upp
de variabla positionerna pé sidan 24. Om du vill redigera andra
analysparametrar fér en AQ- eller CpG-analys, se sidan 26.

Om du vill redigera andra analysparametrar f6r en SQA-analys, se sidan
32.
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Obs! Du kan inte dndra analysnamn, dispenseringsordning eller
noteringar.

3. Klicka pa “Apply” nar du ar klar.

Obs! Du kan ocksd aktivera eller inaktivera referenstoppar och/eller
bisulfitkontroller (géller endast CpG-analyser) i pyrogrammet under fliken
“Overview” (se anvisningarna pé sidan 29). Klicka p& den gréna @-
knappen fér att verkstdlla dndringarna i pyrogrammet. Den hédr knappen
aktiveras ndr en andring har gjorts.

4. | dialogrutan “Apply Analysis Setup” verkstdller du éndringarna for
samtliga eller markerade brunnar:

Om du vill verkstélla édndringarna fér samtliga brunnar som ingér i samma
analysmetod och dispenseringsordning som den aktuella brunnen (dvs. alla
de vita brunnarna i dialogrutan “Apply Analysis Setup”), klickar du p& “To
All”.

Om du vill verkstdlla dndringarna fér de markerade brunnarna (dvs. de vita
brunnar som ar markerade i dialogrutan “Apply Analysis Setup”), klickar du
pé “To Selected”.

Under analysen visas en dialogruta som &terger analysférloppet. Denna
dialogruta innehéller en férloppsmétare, en stoppknapp och namnet pé
den brunn som fér tillféllet analyseras. Du kan stoppa analysen genom att
klicka p& “Stop”.

5. Spara éndringarna genom att klicka pé .
Obs! Om analysparametrar, kvalitetsvarderingar eller analysresultat (géller
endast SQA-analyser) har redigerats av anvéndaren ér brunnen markerad
med en varningssymbol () under fliken “Overview”.

Obs! Alla @ndringar férs in i loggbdcker. Om du vill visa analysloggboken
fér en markerad brunn véljier du “Analysis Log” frédn “Tools”-menyn.

Anvanda modifierad analys i andra kérningar

De é@ndringar som gérs under fliken “Analysis Setup” kommer inte att sparas i
den ursprungliga analysfilen. Om du vill anvénda den modifierade analysen i
andra kérningar:

1. vdlj en brunn dér den modifierade analysen anvénts och klicka pé
“Save Assay”. Dialogrutan “Save Assay As” éppnas

2. spara dndringarna till ursprungsfilen eller spara den modifierade
analysen som en ny fil:

Vélj var du ska spara filen (mapp) frén nedrullningslistan “Save in”.

Skriv in filnamnet i textféltet “File name” och spara genom att klicka pé
IISOVe”
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Redigera kvalitetsvérderingar

Om du vill redigera kvalitetsvarderingen fér en allelfrekvens eller ett procenttal
fér en metylering vansterklickar du p& analysresultatet i pyrogrammet och véljer
“Passed”, “Check” eller “Failed” frdn hégerklicksmenyn.

Om du vill redigera kvalitetsvarderingen f6r en SQA-bestémd sekvens placerar

du muspekaren pd den vénstra eller hégra dnden av omrédet fér “Passed”,
“Check” eller “Failed” s& att pekaren dvergdr frén en vit pil till 4 och flyttar
musen till vanster eller till héger, medan du héller den vanstra musknappen

nedtryckt.

e |

TTACATGTTGGTATTTGGG

Om en kvalitetsvardering har dndrats av anvéndare visas det med en

varningssymbol (&) i plattéversikten under fliken “Overview”, en varning i

omrd&det “Well Information” area och, om det gdller en AQ- eller CpG-analys,
visas analysresultatet i en ruta i pyrogrammet (t.ex. BEZE).

Obs! Alla éndringar f6rs in i loggbécker. Om du vill visa analysloggboken fér
en markerad brunn véljer du “Analysis Log” frén “Tools”-menyn.

Obs! De kvalitetsvérderingar som har tagits fram av programmet ér baserade

p& avancerade analysalgoritmer. Vi rekommenderar dig att inte éndra

kvalitetsvarderingarna.

Obs! Du kan inte redigera analysparametrarna fér en 1&st analys ().

Obs! Andringar i AQ-analysmetoden kommer inte att p&verka
kvalitetsvarderingarna i SNP-rapporterna.

Redigera SQA-bestimda sekvenser

Om du vill redigera en SQA-bestdmd sekvens hdgerklickar du p& den och

valjer énskat alternativ.

[

|

CATCTGTGA CCAGGAGCCAGGCTCAGTCTGTGCAGG

B5

Increase Selected

| Insert Before l:}
W

|

150L

Insert After

Delete Selected

]

Obs! Alla éndringar férs in i loggbdcker. Om du vill visa analysloggboken fér
en markerad brunn véljer du “Analysis Log” frén “Tools”-menyn.

Obs! Om du ska redigera en SQA-bestémd sekvens bér du observera att
kvalitetsvarderingarna fortfarande ér baserade pé ursprungssekvensen (den
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sekvens som bestdmts av programmet). Om du vill redigera
kvalitetsvarderingarna gér du till sidan 48.

Obs! Det ar inte méjligt att redigera SQA-bestémda sekvenser fér en |&st
analys ().

Visa, skriva ut och spara analysrapporter

PyroMark Q24 MDx Software erbjuder féljande analysrapporter f6r behandlade
kérningar.

Rapporter fér CpG- B Rapport med statistisk analys. Den innehéller
kérningar statistisk analys fér samiliga eller markerade
Reports | wi brunnar.
Reparts | ‘Windaw  Help
CpG Analysis Statistics M Rapport med analysresultat. Den innehdller
CpG Analysis Results information om brunnar och analysresultat fér
CpG Pyragram Report samtliga eller markerade brunnar.
CpG Full Report

B Pyrogramrapport. Den innehéller uppgifter om

Rapporter for AQ- brunnar och Pyrogram fér samtliga eller
kérningar markerade brunnar.
Reports | ‘Window  Help M Fullsténdig rapport. Den innehdller
AQ Analysis Statistics kérparametrar, kérloggbok, uppgifter om
AL Analysis Results brunnar samt analysresultat (inklusive Pyrogram)
AQ Pyrogram Report fér samtliga brunnar eller markerade brunnar.

A0 Full Report

B Rapport med SNP-&versikt. Den innehdller
genotyper och kvalitetsvarderingar fér alla SNP:er
och InDel:er. Informationen visas i plattéversikter
med en platta per positionsnummer.

SMP Analysis Resuls
SMP Pyrogram Repark
SNP Full Repart:

SMP Owerview Repark

Obs! Du maéste installera en pdf-lésare p& din dator

Rapporter for SQA- fér att kunna lasa rapporter genererade i pdf-format.
kérningar Adobe® Reader® kan laddas ned pé
Reports | ‘Window  Help www.adobe.com.

S04 Analysis Resuls
S04 Pyrogram Report
SQA Full Repart
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Rapport med statistisk analys
[ Reports | Window  Help

| AQ Analysis Statistics |

AQ Analysis Results
A Pyrogram Repork

AQ Full Report Reports | Window  Help
SHP Analysis Results | CpG Analysis Statistics
SHP Pyrogram Report CpG Analysis Results
SHP Full Report CpG Pyrogram Report
SNP Overview Report Cpi Full Report

Rapporten med statistisk analys innehéller féljande information fér variabla

positioner i samtliga eller markerade brunnar (se Markera brunnar pé sidan
18):

B  Medelvardena t6r allelfrekvenserna (AQ-rapport) eller medelvérdena fér
den procentuella metyleringen (CpG-rapport)

B De hégsta och légsta vardena f6r allelfrekvenserna (AQ-rapport) eller for
den procentuella metyleringen (CpG-rapport)

M Standardavvikelsen
M Antalet vérden och de brunnar som anvéandes vid varje berédkning

B Om analysparametrar eller kvalitetsvarderingar har redigerats av
anvéndaren finns de p&verkade brunnarna upptagna i bérjan av
rapporten.

Rapporten kan sparas i form av en textfil (*.tsv or *.csv) eller en HTML-fil (.html).
Rapporten kan importeras till Mikrosoft Excel eller andra applikationer som kan
hantera textfiler (*.tsv or *.csv) med data som &r avskilda med semikolon (;)
eller tabbar. Det ar till hjglp vid ytterligare databerékningar.

Rapportalternativ

| dialogrutan fér “Analysis Statistics Report” finns féljande alternativ:

"All wells/Selected De brunnar som ska infogas i rapporten.
wells”
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"Assay/Assay and Statistiken fér analysresultaten grupperas efter:
sample ID” B Andlys
Brunnar med samma analysmetod placeras i
samma grupp.
B Analys och prov-ID
Brunnar med samma analysmetod och prov-ID
placeras i samma grupp. Det kan vara till hjélp
nér replikatférsdk utfors.
"Passed/Check” De analysresultat som ska inkluderas. Berdkningarna

kan utféras pd resultat som har uppnéit
kvalitetsutvérderingarna Godkdand eller Kontrolleras.

Obs! Om alla resultat som &r godkdnda eller bér
kontrolleras inkluderas i rapporten kan du utesluta
resultat inom denna grupp genom att sténga av
“Analyze”-alternativet fér dessa positioner under
fliken “Analysis Setup” (se Sétta upp variabla
positioner pd sidan 24).

Om du vill visa rapporten innan du sparar den eller skriver ut den klickar du pé
“Preview”.
Rapport med analysresultat

Reports | Wwindow  Help Reports | window — Help

AQ Analysis Statistics

AQ Analysis Resulks

&3 Pyrogram Report
AQ Full Report

AQ Analysis Statistics
A0 Analysis Resulks
A0 Pyrogram Report
AQ Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repork
SMP Full Repart

SMP Owverview Repork

SMP Analysis Results

Reports | Window  Help

Cpis Analysis Skatistics

SMP Pyrogram Repork
SMP Full Report
SMP Crverview Report

CpG Analysis Resulks

Cpia Pyrogran Report
CpG Full Report

Repaorts | Window  Help

SQA Analysis Results

S04 Pyrogram Report
304 Full Report

Rapporten med analysresultat innehdller f6ljande information fér samtliga eller
markerade brunnar (se Markera brunnar pé sidan 18):

B Uppgifter om brunnen (brunnens namn, analysnamnet och prov-ID)

B Allelfrekvenserna (AQ-rapport), genotyperna (SNP-rapporten), procentuell
metylering (CpG-rapport) eller basbestémda sekvenser (SQA-rapporten)
och kvalitetsvérderingarna

B Medelvardet f6r den procentuella metyleringen och standardavvikelsen fér
alla godkénda CpG-stéllen i en brunn (géller endast CpG-rapporter)

B De hdgsta och lagsta vaérdena fér den procentuella metyleringen i en
brunn (géller endast CpG-rapporter)
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B Information om huruvida analysparametrarna, kvalitetsvérderingarna och
analysresultaten (géller endast SQA-rapporter) har redigerats av
anvandaren eller inte.

Valfritt: Analysversionerna, uppgifterna om brunnar och analysvarningarna. |
AQ- och CpG-rapporterna ar det ocksé& maijligt att infoga namnen och de
ursprungliga och/eller de aktuella kvalitetsvérderingarna fér de variabla
positionerna.

Rapporten kan sparas i form av en textfil (*.tsv or *.csv) eller en HTML-fil (.html).
Rapporten kan importeras till Microsoft Excel eller andra applikationer som kan
hantera textfiler (*.tsv or *.csv) med data som &r avskilda med semikolon (;)
eller tabbar. Det ar till hjalp vid ytterligare databerdkningar. P& den férsta
raden i rapporten anges kérningens namn. P& de féljande tva eller tre raderna
anges kolumnrubrikerna. P& samtliga rader under kolumnrubrikerna finns
utférlig information om brunnarna och statistik fér en séarskild brunn.

Rapportalternativ

| dialogrutan fér “Analysis Results Report” finns féljande alternativ:

"All wells/Selected De brunnar som ska infogas i rapporten
wells”

"Sort by row/column”  Brunnarnas sorteringsordning.

"All/Passed/Passed + De baser i de basbestémda sekvenserna som ska
Check/Only Quality infogas i rapporten.

Window Detta alternativ gdller endast for SQA-rapporten.
“Note column” Om detta alternativ &r ikryssat finns en kolumn med
brunnsuppgifter infogad.
"Warnings column” Om detta alternativ @r ikryssat finns en kolumn med
analysvarningar infogad.
“Analysis version Om detta alternativ &r ikryssat finns en kolumn med
column” analysversionen infogad.
"Position name Om detta alternativ @r ikryssat finns en kolumn med
column” namnen pd& de variabla positionerna infogad.
Detta alternativ finns inte fér SQA-rapporten.
"Quality column” Om detta alternativ @r ikryssat finns en kolumn med

den aktuella kvalitetsvarderingen infogad.
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"Original quality

columns”

Om detta alternativ &r ikryssat finns en kolumn med
de ursprungliga kvalitetsvdrderingarna infogade.

Detta alternativ finns inte fér SQA-rapporten.

Om du vill visa rapporten innan du sparar den eller skriver ut den klickar du pé

“Preview”.

Pyrogramrapport

Reports | Window  Help

Reports | Window  Help

A0 Analysis Statistics
A Analysis Resulks

AQ Analysis Statistics
AG Analysis Results

Ay Pyrogram Report

| AC Pyrograrn Report

A Full Report

AQ Ful Report Reports | Wwindow  Help

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repork
SMP Full Report

SHP Overview Report

SNP Analysis Results Cpis Analysis Statistics Reports [ Window  Help

SNP Pyrogram Report

Cpis Analysis Results

SQA Analysis Results

SNP Full Repart

SHP Crverview Report

Cpi Pyrogram Report

S8 Pyrogram Report

Cpiz Full Report

304 Full Report

Pyrogramrapporten innehéller information om brunnar (brunnens namn,
analysnamn, prov-ID och uppgifter om brunnen) och Pyrogram for samtliga
eller markerade brunnar (se markerade brunnar pé sidan 18). Om
analysparametrar, kvalitetsvarderingar eller analysresultat (gdller endast SQA-
analyser) har redigerats av anvéndaren anges detta i rapporten.

Foljande uppgifter, symboler och farger visas och anvénds i AQ-, SNP- och
CpG-rapporterna:

B Brunnens namn och den sekvens som ska analyseras

M Analysresultatet — allelfrekvenserna (AQ-rapporten), genotyperna (SNP-
rapporten) eller den procentuella metyleringen (CpG-rapporten) visas
ovanfdr varje variabel position, till exempel pra (InDel) och #&%].
Bakgrundsfargen visar kvalitetsvérderingen av analysresultatet, se
fargférklaringen pd sidan 45.

Obs! - (i vitt) = Avmarkerad av anvédndaren. %4 (i vitt)= Programvaran
stédjer inte analysen, till exempel analys av SNP i CpG-lage. @ (i rott) =
Gér inte att analysera eftersom data saknas.

B Vid behov kan variabla positioner markeras med en blagré bakgrundférg

B Kontroller fér bisulfitbehandling markeras med en ljusgul bakgrundsfarg
(galler endast CpG-rapporter).
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Foljonde information och farger visas och anvénds i SQA-rapporten:
B Brunnens namn.

M Den SQA-bestdmda sekvensen. Bakgrundsfargen fér en bas i sekvensen
beror p& dess kvalitetsvdrdering; se fargférklaringen pé sidan 45.

B  Om ett kompenserat Pyrogram ar infogat beror topparnas farger pé deras
kvalitetsvarderingar.

Rapportalternativ

| dialogrutan fér “Pyrogram Report” finns féljande alternativ:

"All wells/Selected De brunnar som ska infogas i rapporten

wells”

"Number of Antalet kolumner och rader fér ett Pyrogram pé varje
rows/columns” blad.

"Sort by row/column”  Brunnarnas sorteringsordning.

"Portrait/Landscape” Pappersrikining.

"Highlight variable Om detta alternativ &r ikryssat &r de variabla
regions” positionerna markerade med en blégré
bakgrundfarg

Detta alternativ finns inte fér SQA-rapporten.

"Show peak levels” Om detta alternativ ér ikryssat visas de beréknade
toppnivderna i pyrogrammet.

Detta alternativ gdller endast for SQA-rapporten.

“Raw Pyrogram/ Den pyrogramtyp som ska infogas i rapporten

Compensated Detta alternativ gdller endast fér SQA-rapporten.
" g P

Pyrogram

"Paper size” Pappersstorlek (A4, A3, brev eller tabloid).

Om du vill visa rapporten innan du sparar den eller skriver ut den klickar du pé
“Preview”.

Obs! Du maéste installera en pdf-lasare pd din dator f6r att kunna lésa
rapporter genererade i pdf-format. Adobe® Reader® kan laddas ned pé
www.adobe.com.
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Fullstéindig rapport

Reports | Window  Help

Reports | Window  Help

A0 Analysis Statistics
A0 Analysis Resulks
A Pyrogram Report

A0 Full Report

A Analysis Statistics
A Analysis Results
AQ Pyrogram Report
A0 Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repark
SMP Full Report

SMP Owerview Report

SMP Analysis Resulks
SMP Pyrogram Report

SMP Full Repart

Reports | Window  Help

Cpi5 Analysis Statistics
Cpiz Analysis Results
Zpia Pyrogram Report

Reports

‘Window  Help
SQA Analysis Results
SQA Pyrogram Report

SMP Owerview Repork

pG Full Report

SQA Full Report

Den fullstéindiga rapporten innehéller féljande information fér samtliga eller

markerade brunnar (se Markera brunnar pé sidan 18):

M Kérparametrar (kérningens namn, kérningens datum och tidpunkt,

instrumentmetod, instrumentnamn, serienummer, operatér, platt-1D,
streckkod, reagens-ID och uppgift om kérningen) samt en kérloggbok

B Information om brunnarna (brunnens namn, analysnamn, prov-ID och
uppgifter om brunnarna), analysversion, AQ- eller CpG-analys, den

sekvens som ska analyseras

M Pyrogram. Las mer om de symboler och farger som anvénds i

pyrogramomrddet se Pyrogramrapporter pé sidan 54.

M Allelfrekvenser (AQ-rapport), genotyper (SNP-rapport), procentuell

metylering (CpG-rapport) eller basbestémda sekvenser (SQA-rapport) och

kvalitetsvarderingarna

B Analysvarningar

B  Om analysparametrar eller kvalitetsvarderingar har redigerats av

anvandaren anges de pdverkade brunnarna.

Rapportalternativ

| dialogrutan fér “Full Report” finns féljande alternativ:

"All wells/Selected
wells”

“Raw Pyrogram/
Compensated
Pyrogram”

De brunnar som ska infogas i rapporten.

Den pyrogramtyp som ska infogas i rapporten.

Detta alternativ gdller endast fér SQA-rapporten.

Om du vill visa rapporten innan du sparar den eller skriver ut den klickar du pé

“Preview”.

Obs! Du maéste installera en pdf-lésare pé din dator fér att kunna lésa
rapporter genererade i pdf-format. Adobe® Reader® kan laddas ned pé

www.adobe.com.
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Rapport med SNP-6versikt
m‘ Window  Help

A0 Analysis Statiskics

A0 Analysis Results
AQ) Pyrogram Repork
AQ Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Report
SMP Full Repart

| SMP Owerview Report |

“SNP Overview Report” innehéller genotyper och kvalitetsvarderingar fér alla
enbaspolymorfier (SNP) och insertioner/deletioner (InDel). Informationen visas i
plattéversikter med en platta per positionsnummer. Bakgrundsfargen fér
brunnarna visar kvalitetsvarderingen av SNP, se fargférklaringen pé sidan 45.

Om analysparametrar har redigerats av anvdndaren finns de pdverkade
brunnarna upptagna i bérjan av rapporten.

Om du vill visa rapporten innan du sparar den eller skriver ut den klickar du pé
“Preview” i dialogrutan “SNP Overview Report”.

Position 1

Utdrag frédn en rapport. Alternativet “Analyze” har sténgts av fér position 1 och 2 i brunn A5.
Brunn A3-A4, B3-B4 och C3-C4 har inga SNP:er eller InDel:er i position 2.

Obs! Du kan utesluta variabla positioner frdn rapporten genom att stéinga av
alternativet “Analyze” under fliken “Analysis Setup” (se Satta upp variabla
positioner p& sidan 24).

Obs! Rapporten med SNP-8versikt finns endast i AQ-lédget. Du méste installera
en pdf-lasare pé& din dator fér att kunna l&sa rapporter genererade i pdf-
format. Adobe® Reader® kan laddas ned p& www.adobe.com.

Hantera instrumentmetoder

Tools Windo

| Instrurment Methods

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

Obs! Vi rekommenderar att du endast anvéinder metoder som tillhandahélls av

QIAGEN.

Att importera en ny metod:

1. Frén ovanstd@ende webbplats kan du ladda ned en metodfil som
motsvarar det metodnummer som finns tryckt pa kassettetiketten.
Spara den pé datorn dér PyroMark Q24 MDx-programmet ér
installerat.

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

3. Lokalisera och vélj den metod som du vill importera och klicka pa
“Open”.

Att skapa en ny metod:

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

2. Skriv in ett namn pé den nya metoden och tryck pé “Enter”.

3. Andra metodinstéllningarna i dialogrutan for att de ska
6éverensstatmma med dem som finns publicerade pa
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

4. Klicka pa “Save”.

Metodparametrar

| dialogrutan “Instrument Methods” anges féljande parametrar

“Reagent pressure” Tryck (millibar) fér dispensering av
enzymblandningen och substratblandningen.

"Enzyme pulse time” Dispenseringstid (millisekunder) fér
enzymblandningen.

"Substrate pulse time”  Dispenseringstid (millisekunder) for
substratblandningen.

"Nucleotide pressure”  Tryck (millibar) fér dispenseringen av nukleotider.
"Nucleotide pulse Dispenseringstid (millisekunder) f6r nukleotider.
time”

"Note” Notering om instrumentmetoden (valfri).

58 Anvéndarhandbok till PyroMark Q24 MDx programvara  05/2010



Allménna rad och tips

Validera analyser

Validera dina analyser med hjélp av kdnda DNA-prov som referenser; se
bilaga B i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx.

Analysloggbok

Alla utférda analyser férs in i loggbécker med de analysinstéllningar som
anvants, analysmetoder(AQ, CpG eller SQA), analysversion, resultat (inklusive
analysvarningar), datum och tidpunkt fér analys och operatérens namn. Fér att
informationen om vem som utférde en analys och som skapade en analysfil
eller korfil ska bli ratt, méste alla anvéndare anvénda sina egna
anvandarkonton néar de loggar in pd Window. Lds mer om anvdndarkonton
och in- och utloggning p& Windows online-hjélp eller kontakta din
systemadministrator.

Om du vill visa analysloggboken fér en markerad brunn véljer du “Analysis
Log” frén “Tools”-menyn.

Skydda filer

Om du vill skydda en fil frén att redigeras av en annan anvéndare sparar du
filen i en mapp som endast du har &tkomst till. Kontakta din
systemadministratér om du vill veta mer.

Om du vill skydda en fil frén att oavsiktligt skrivas éver av dig eller en annan
anvdndare kryssar du i “Read-only” fér filen med hjalp av utforskaren i

Windows:

1. Sténg filen i PyroMark Q24 MDx-programmet.

2. Oppna utforskaren i Windows och leta reda pé filen.
Det gér du genom att hégerklicka p& den mapp som innehdller filen i
snabbvalsfénstret och vélja “Explore” frdn hégerklicksmenyn,

3. | utforskaren i Windows hégerklickar du pa filen och vdljer
“Properties” fran hogerklicksmenyn.

4. Nar dialogrutan “Properties” 6ppnas kryssar du i (¥) “Read-only”-

o

egenskapen och klickar pa “OK".
Alla data bor sdkerhetskopieras regelbundet.

Skydda analysresultat

Du kan inte redigera analysparametrarna eller resultaten f6r en 1&st analys ().
Om du vill l&sa en analys éppnar du analysfilen och klickar p& knappen “Lock
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Assay” langst ned i fonstret for uppsdttning av analyser. Las analysen innan du
lagger till den till plattan.
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Problemlésningsguide

Fel Synpunkter och férslag pé lésningar

a) Brunnarna under fliken Kontakta QIAGEN:s tekniska service.
“Overview” ar
markerade med réda
kryss under analys

b) Dialogrutan Spara felrapporten och skicka den till QIAGEN
“Exception” éppnas for information. Klicka p& “Continue” fér att
fortsatta med analysen. Om dialogrutan finns
kvar p& skérmen klickar du pé& “Quit” och startar
om programmet.

c) Det gick inte att skapa  Se till aft en giltig typ av analysfil (AQ, CpG eller
en analys frén den SNP) importeras.
angivna analysfilen,
skapad med PyroMark
programvara fér
analysutformning

L&s mer om analysrelaterade problem i avsnittet Problemlésning i
Anvéandarhandboken till PyroMark Q24 MDx.

Ytterligare information fér du pé sidan Vanliga frégor och svar hos véart
tekniska servicecenter pd: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Forskarna pé
QIAGEN:s tekniska service besvarar gérna dina eventuella frdgor om béde
informationen i denne anvandarhandbok och provberednings- och
analystekniker (kontaktuppgifter hittar du pd handbokens baksida eller ocksé
besdker du www.giagen.com).
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Bilaga A Meddelanden fran PyroMark Q24 MDx-
programmet

Detta avsnitt innehdller en férteckning éver de anvéndnings-, varnings- och
felmeddelanden som kan férekomma i PyroMark Q24 MDx-programmet under
uppsdttning av analysen, kérning av analysen och dataanalysen.

Meddelande Forklaring

Allménna meddelanden vid uppséttning av analys

"The dispensation order is  Dispenseringsordningen ér ladngre én 200 baser.
very long”

Allménna meddelanden vid analys

“Not analyzable due to Dataanalys kan inte utféras eftersom det inte
lack of data (overall)” finns tillrackligt med toppar i pyrogrammet.
Denna varning dsidosétter alla andra varningar.

"High pre-sequencing Substrattoppen &r hég j@mfért med brusnivan
signal” och nivén fér enstaka toppar.

"Uncertain due to baseline Baslinjedriften &r onormalt stor vilket kan inverka

drift” negativt p& resultatet.

“Failed due to possible Det finns ett potentiellt fel vid den eller de
dispensation error at angivna dispenseringarna. Det paverkar
dispensation” kvaliteten for alla efterféljonde platser.

"No peaks detected Inga toppar har detekterats trots att alla
between dispensations” nukleotider har dispenserats, vilket kan tyda pé

problem med dispenseringsenheten. Det
péverkar kvalitetsférgen fér alla platser som
foljer efter felet.

"Uncertain due to wide Den genomsnittliga toppbredden éverstiger
peaks” kontrollgrénsen. Det péverkar kvaliteten for alla
platser i sekvensen.

Meddelanden vid uppsdéttning av analys i AQ-lége

"Invalid sequence” Det férekommer ett fel i den inlagda
analyssekvensen.

"Variable positions with Nukleotiddispenseringar fér flera polymorfier ar
common dispensations ur fas.
cannot be analyzed”

62 Anvéndarhandbok till PyroMark Q24 MDx programvara  05/2010



Meddelande

Forklaring

"The generated
dispensation order
contains less reference
peaks than required”

"Sequence uncertain due
to lack of terminal
sequence information”

"Last variable position not
analyzable due to lack of
terminal sequence
information”

"Sequence not in phase at
the end of dispensations”

"Quantification may be
uncertain: the variable
position consists of more
than 5 dispensations”

"Quantification may be
uncertain: the variable
position requires more
than 5 variable
dispensations.”

"Quantification may be
uncertain: the variable
position contains a
homopolymer.”

Analysen innehéller farre an fem referenstoppar
med ett férvéntat varde stérre én 1.

Den sista nukleotiden i analyssekvensen har
dispenserats, vilket betyder att den férvéntade
topphojden fér den sista dispenseringen ar
okdand.

Obs! Analyssekvensen méste innehélla en
nukleotid mer &@n dispenseringsordningen.

Det har inte lagts in ndgon sekvensinformation
efter den sista variabla regionen, vilket betyder
att den férvéntade topphdjden fér den variabla
positionen &r okand.

Obs! Analyssekvensen méste innehélla en
nukleotid mer &@n dispenseringsordningen.

Sekvensen &r inte i fas efter att alla nukleotider
har dispenserats, vilket betyder att den
férvantade topphodjden fér den variabla
positionen &r okand.

Nukleotiddispenseringar hamnar ur fas vid en
polymorfi f6r mer @n 5 dispenseringar, vilket kan
ha en negativ inverkan pé resultatet.

For analys av en InDel-position behévs mer én 5
dispenseringar, vilket kan ha en negativ inverkan
pd resultatet.

En homopolymer med en héjd =3 kommer fére
eller efter en InDel hos en enstaka bas.
Varningen innebdér att platsen @r mycket svart att
analysera.

Analysmeddelanden i AQ-ldge

"Analysis not supported”

Analys av den variabla positionen stdéds inte i
AQ-lage.
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Meddelande

Forklaring

"Deselected by user”

"The sequence contains
less reference peaks than
required”

“Not analyzable due to
lack of data”

"The variable position
contains a homopolymer”

“"Uncertain due to low
signal-to-noise ratio”

"Failed due to low signal-
to-noise ratio”

"Uncertain due to low
peak height”

"Failed due to low peak
height”

“Uncertain due to high
sum deviation in variable
position”

“Failed due to high sum
deviation in variable
position”

“Uncertain due to high
pattern deviation in
variable position”

Den variabla positionen har avmarkerats av
anvéndaren.

Pyrogrammet innehéller férre an fem konstanta
toppar med ett férvéntat vérde stdrre én 1.

Dataanalys kan inte utféras fér en plats for att
det inte finns tillrackligt med toppar.

En homopolymer med en héjd =3 kommer fére
eller efter en InDel hos en enstaka bas.
Varningen innebdr att platsen ér mycket svér att
analysera.

Summan av topparna i den variabla regionen
skiljer sig inte signifikant fr&n bruset, vilket kan
ha en negativ inverkan pé resultatet.

Summan av toppar i den variabla regionen
skiljer sig inte signifikant fr&n bruset, vilket kan
ha en negativ inverkan pé resultatet.

Nivan fér enstaka toppar i bérjan av
pyrogrammet ér ldgre én den topphdjd som
krévs fér att uppné kvalitetsvérderingen “passed”
(definieras i uppsdttningen av analysen).

Den angivna toppens RLU-vérde ligger under det
férbestamda varde som krdvs for att uppné
kvalitetsvarderingen “failed”.

Summan av topparna i en variabel region skiljer
sig frén den férvéntade nivén fér enstaka toppar
vid polymorfipositionen och skillnaden éverstiger
kontrollgrénsen.

Summan av topparna i en variabel region skiljer
sig fr&n den férvantade nivén fér enstaka toppar
vid polymorfipositionen och skillnaden éverstiger
grénsen fér icke-godkénd.

Det frekvensménster som stémmer bést bland
mojliga frekvensmonster avviker frén det verkliga
monstret och skillnaden dverstiger
kontrollgrénsen.
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Meddelande

Forklaring

"Failed due to high
pattern deviation in
variable position”

“Uncertain surrounding
reference sequence
pattern”

"Failed surrounding
reference sequence
pattern”

“Uncertain due to high
peak height deviation at
dispensation”

"Failed due to high peak
height deviation at
dispensation”

"Uncertain reference
sequence paftern at more
than 5 dispensations”

"Failed reference
sequence paftern at more
than 5 dispensations”

Det frekvensménster som stémmer béast bland
moéjliga frekvensmonster avviker frédn det verkliga
monstret och skillnaden dverstiger gransen fér
icke-godkand.

De uppmatta topphdjderna i kvalitetsfénstret
avviker frdn de férvéntade vérdena och
skillnaden &verstiger kontrollgrénsen.

De uppmétta topphdjderna i kvalitetsfénstret
avviker frén de férvéntade vardena och
skillnaden &verstiger grénsen fér icke godként
resultat.

Den uppmdtta topphdjden vid den angivna
dispenseringen avviker frdn det férvéntade
vdardet och skillnaden dverstiger kontrollgrdnsen.

Den uppmatta topphdjden vid den angivna
dispenseringen avviker frdn det férvéintade
vardet och skillnaden dverstiger grénsen fér icke
godként resultat.

De uppmétta topphdjderna avviker frén de
férvantade vérdena vid mer én 5 dispenseringar
och skillnaden &verstiger kontrollgrénsen.

De uppmatta topphdjderna avviker frén de
férvéntade vardena vid mer én 5 dispenseringar
och skillnaden &verstiger gransen fér icke
godként resultat.

Analysmeddelanden i SNP-ldége

"Failed genotype
determination”

“Uncertain genotype
determination”

Skillnaden mellan den béasta och den nast bésta
genotypdverensstdmmelsen dr mindre dn
gransen for icke-godként resultat.

Skillnaden mellan den béasta och den nést bésta
genotypdverensstdmmelsen dr mindre dn
kontrollgrénsen.

Meddelanden vid uppsdttning av analys i CpG-lage

"Invalid sequence”
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Meddelande

Forklaring

"Cannot resolve sequence
direction”

"A CpG site has to be
biallelic”

"Variable positions with
common dispensations
cannot be analyzed”

"The generated
dispensation order
contains less reference
peaks than required”

"Sequence uncertain due
to lack of terminal
sequence information”

“Last variable position not
analyzable due to lack of
terminal sequence
information”

“Sequence not in phase at
the end of dispensations”

"Quantification may be
uncertain: the variable
position consists of more
than 5 dispensations”
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Den inlagda analyssekvensen innehéller
nukleotider som &r specifika fér antingen
framétriktade eller bakéatriktade
bisulfitbehandlade sekvenser.

Forekommer om det angivna CpG-stallet
innehdller ytterligare en polymorfi; t.ex. C/T/AG.

Nukleotiddispenseringar fér flera polymorfier &r
ur fas.

En variabel region som utvérderats med
nukleotiddispenseringar som gdller mer &n en
polymorfi (gemensam dispensering) kan inte
analyseras. Exempelvis kommer inte
analyssekvensen A/GC/TCAC med
dispenseringsordningen CATCGTCA att bli
analyserad eftersom dispenseringarna kommer
aft vara ur fas.

Analysen innehdller farre an fem referenstoppar
med ett férvéntat vérde stérre én 1.

Den sista nukleotiden i analyssekvensen har
dispenserats, vilket betyder att den férvéntade
topphdjden fér den sista dispenseringen ar
okdand.

Det har inte lagts in nédgon sekvensinformation
efter den sista variabla regionen, vilket betyder
att den férvéntade topphdjden fér den variabla
positionen &r okand.

Sekvensen &r inte i fas efter att alla nukleotider
har dispenserats, vilket betyder att den
férvéintade topphdjden fér den variabla
positionen &r okand.

Nukleotiddispenseringar hamnar ur fas vid en
polymorfi f6r mer @n 5 dispenseringar, vilket kan
ha en negativ inverkan pé resultatet.
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Meddelande Forklaring

Analysmeddelanden i CpG-lége

"Analysis not supported”  Analys av den variabla positionen stéds inte i

CpG-lage.
"Deselected by user” Den variabla positionen har avmarkerats av
anvéndaren.
"Uncertain bisulfite Bisulfitkontrolltoppen vid den eller de angivna
conversion at dispenseringarna &r hégre dn kontrollgrénsen.
dispensation” Det paverkar kvaliteten pé alla platser i
sekvensen.

"Failed bisulfite conversion  Bisulfitkontrolltoppen vid den eller de angivna

at dispensation” dispenseringarna ar hégre dn grdnsen fér icke
godként. Det p&verkar kvaliteten pd alla stallen i
sekvensen.

"The sequence contains Pyrogrammet innehéller férre én fem

less reference peaks than  referenstoppar med ett férvéntat varde stérre an
required” 1.

“Not analyzable due to Dataanalys kan inte utféras f6r en plats eftersom
lack of data” det inte finns tillrackligt med toppar.

"Uncertain due to low Summan av toppar i den variabla regionen
signal-to-noise ratio” skiljer sig inte signifikant frdn bruset (under

kontrollgrénsen), vilket kan ha en negativ
inverkan pé resultatet.

"Failed due to low signal-  Summan av toppar i den variabla regionen

to-noise ratio” skiljer sig inte signifikant frdn bruset (under
kontrollgrénsen), vilket kan ha en negativ
inverkan pd resultatet.

"Uncertain due to low Nivan fér enstaka toppar i bérjan av

peak height” pyrogrammet é&r lagre dn den topphdjd som
krévs fér kvalitetsvarderingen “passed”
(definieras vid uppsdttningen av analysen).

"Failed due to low peak RLU-vérdet hos toppen i den angivna positionen
height” ligger under det férbestémda vardet f6r
kvalitetsvérderingen “failed”.
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Forklaring

“Uncertain due to high

sum deviation in variable

position”

“Failed due to high sum
deviation in variable
position”

“Uncertain due to high
pattern deviation in
variable position”

“Failed due to high
pattern deviation in
variable position”

“Uncertain surrounding
reference sequence
pattern”

“Failed surrounding
reference sequence
pattern”

“Uncertain due to high
peak height deviation at
dispensation”

“Failed due to high peak

height deviation at
dispensation”

“Uncertain reference

Toppsumman i en variabel region skiljer sig frén
den férvéntade nivén fér enstaka toppar vid
polymorfipositionen och skillnaden éverstiger
kontrollgrénsen.

Toppsumman i en variabel region skiljer sig frén
den férvantade nivan fér enstaka toppar vid
polymorfipositionen och skillnaden éverstiger
grénsen for icke-godként.

Det frekvensménster som stémmer bast bland
mojliga frekvensmonster avviker frdn det faktiska
monstret och skillnaden dverstiger
kontrollgrénsen.

Det frekvensménster som stémmer bast bland
méjliga frekvensménster avviker frdn det faktiska
monstret och skillnaden dverstiger gransen fér
icke-godkant.

De uppmdtta topphdjderna i kvalitetsfénstret
avviker frén de férvéntade vardena och
skillnaden &verstiger kontrollgrénsen.

De uppmétta topphdjderna i kvalitetsfénstret
avviker frén de férvéntade vérdena och
skillnaden &verstiger grénsen for icke godként
resultat.

Den uppmdtta topphdjden vid den angivna
dispenseringen avviker frdn det férvéntade
vardet och skillnaden &verstiger kontrollgransen.

Den uppmatta topphdjden vid den angivna
dispenseringen avviker frdn det férvéintade
vardet och skillnaden dverstiger grénsen fér icke
godként resultat.

De uppmdtta topphdjderna avviker frén de

férvéntade vardena vid mer én 5 dispenseringar
och skillnaden &éverstiger kontrollgrénsen.

sequence paftern at more
than 5 dispensations”
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“Failed reference

sequence paftern at more

than 5 dispensations”

Meddelanden i SQA-lage

“Base-calling not
consistent with entered
known bases”

“Low peak height”

“High homopolymer at
dispensation”

“Large peak height
variation”

“Large peak height
variation around
dispensation”

“Low signal-to-noise ratio

(overall)”

“Low signal-to-noise ratio

from dispensation”

"Missing peaks in cycle
starting at dispensation”
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De uppmaétta topphdjderna avviker frén de
férvéntade vardena vid mer én 5 dispenseringar
och skillnaden &verstiger gransen fér icke
godként resultat.

Anvandardefinierade normaliseringstoppar har
lagts in och den resulterande basbestémningen
dverensstdmmer inte med den inlagda
informationen.

Nivan fér enstaka toppar i bérjan av
pyrogrammet ér ldgre én den topphdjd som
krévs for kvalitetsvarderingen “passed”
(definieras vid uppsattningen av analysen).

En homopolymer bestdende av mer &n 5
nukleotider vid den eller de angivna
dispenseringarna.

Stor topphdjdsvariation totalt sett. Ger
oséker/icke-godkéand kvalitet om den detekteras
inom de férsta dispenseringarna

Stor topphéjdsvariation inom enkel- eller
dubbeltoppsnivéer. Anger dispenseringarna fér
vilka denna varning géller och ger osdker/icke
godkénd kvalitet hos sekvensen frdn och med
den dispenseringen.

Lagt signal-brusférhéllande. Ger osdker/icke-
godkdand kvalitet om den detekteras inom de
férsta 5 dispenseringarna

Lagt signal-brusférhéllande. Ger osdker/icke-
godkand kvalitet frén och med den
dispenseringen.

Toppar saknas i en cykel (samtliga 4 nukleotider
har dispenserats utan att ndgra toppar har
detekterats i sekvensen). Ger osdker kvalitet frédn
och med den senast detekterade toppen.
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Meddelande Forklaring

“Peak height deviates from Den uppmdtta topphdjden vid den angivna

the expected peak level at  dispenseringen avviker mycket frén det

dispensation” férvantade vardet. Pdverkar kvalitetsfargen for
den angivna dispenseringen.

“Risk for overlaid En mdjlig bakgrundssekvens detekteras i ett visst
sequence from omréde. P&verkar kvalitetsfdrgen fr&n och med
dispensation” detta omrddes bérjan

“Spurious peak(s) at Oklassificerade toppar éver ett visst
dispensation” topphojdsvarde har detekterats. Péverkar

kvalitetsfargen frdn och med den angivna
dispenseringen.

“Wide peaks from Breda toppar har detekterats. Ger osaker kvalitet

dispensation” med bérjan frdn och med den dispensering dér
den detekterades. Om den férekommer inom de
férsta 5 dispenseringarna leder detta till en
osdker startkvalitet.
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Referenser

QIAGEN uppréatthéller en stor, standigt uppdaterad online-databas med
vetenskapliga publikationer vars resultat framtagits med hjalp av QIAGEN:s
produkter. Detaljerade sékalternativ gér det mojligt fér dig att hitta de artiklar
du behéver, antingen genom en enkel sékning utg&ende frén ett nyckelord eller
genom att ange applikation, forskningsomrdde, titel osv.

Om du vill 1& tillgé&ng till alla referenser kan du beséka QIAGEN:s online-
databas for referenser p&d www.giagen.com/RefDB/search.asp eller kontakta
QIAGEN:s tekniska service eller din lokala &terférsaljare.
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Varumérken: QIAGEN®, Pyrogram®, PyroMark®, Pyrosequencing® (QIAGEN Group); Adobe®, Reader® (Adobe Systems Incorporated); Excel®,
Microsoft®, Windows® (Microsoft Corporation).

Avtal om licens med begrénsad anvéndning

Genom att anvénda denna produkt samtycker varje inképare eller anvéindare av PyroMark Q24 MDx system till féljande villkor i detta avtal.

1.

PyroMark Q24 MDx programvara fér endast anvéndas i enlighet med Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx programvara och &r endast
avsedd att anvéndas med komponenter som innefattas i denna programvara. QIAGEN ger inte tillstdnd inom ramen fér sina immateriella
réttigheter att anvéinda eller féra samman de komponenter som medfélier denna programvara med komponent som inte innefattas i denna
programvara, férutom vad som anges i Anvéndarhandboken till Pyromark Q24 MDx och ytterligare protokoll som finns p& www.giagen.com.

Férutom vad som uttryckligen anges i dessa villkor ger QIAGEN inte ndgra garantier fér att denna programvara och/eller dess anvéndning(ar)
inte inkréktar pd tredje parts réttigheter.

Denna programvara och dess komponenter &r godkénda fér engdngsanvéndning och f&r inte &teranvéndas, férbatiras eller séljas vidare.
QIAGEN frénskriver sig uttryckligen ansvaret fér alla andra tillsténd, uttryckliga eller underférstédda, én de som uttryckligen anges

Inképaren och anvéndaren av programvaran samtycker till att inte vidtaga eller l&ta n&gon annan vidtaga, ndgra &tgérder som skulle kunna
leda till eller underlétta handlingar som férbjuds harovan. QIAGEN har méjlighet att &beropa férbuden i detta avtal om licens fér begrénsad
anvéndning i domstol och kommer att driva in alla utrednings- och domstolskostnader, inklusive advokatkostnader, med alla erforderliga
&tgédrder fér att driva igenom detta avtal om licens f&r begrénsad anvéndning eller dess immateriella réttigheter som avser programvaran
och/eller dess komponenter.

F&r uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.
© 2070 QIAGEN, med ensamréitt.
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