Mars 2015

Handbok till PyroMark® Q24
Control Oligo

Version 1

IVD

For installationskontroll av PyroMark Q24 MDx-systemet

Fér anvéndning inom in vitro-diagnostik

|

979303

10574218V

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, TYSKLAND

R2 10574218V

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies



QIAGEN Provberednings- och analystekniker

QIAGEN d&r den stérsta leverantéren av nyskapande provberednings- och
analystekniker som gér det maijligt att isolera och detektera innehdllet i alla
typer av biologiska prov. Véra hégkvalitativa produkter och tjanster grundade

pé& spetsteknologi garanterar lyckade resultat frén provberedning ftill
analysrapport.

QIAGEN ar ledande inom féljande omraden:

B Rening av DNA, RNA och proteiner

B Nukleinsyra- och proteinanalyser

B mikro-RNA-forskning och RNA-interferens

B Automatiska provberednings- och analystekniker

Va&r mélséatining ar att ge dig verktygen till att n& betydande framgéng och
forskningsgenombrott inom din verksamhet. Lés mer p& www.giagen.com.
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Kitinnehall

PyroMark Q24 Control Oligo

Artikelnr 979303
Control Oligo 20 uM 50 ul
10x spadningsbuffert 2x 1.7 ml

Handbok 1

Symboler

E Utgdngsdatum

IVD Medicinteknisk produkt inom in vitro-diagnostik
REF Artikelnummer

LOT Satsnummer

Materialnummer

Komponenter

Innehéller

NUM Antal

Natriumhydroxid
GS1-artikelnummer (Global Trade Item Number)
Temperaturgrénser

Tillverkas med ensamratt

B—32 ¢

B
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Uﬂ Hanvisar till information i handboken

@ Obs!

Foérvaring

PyroMark Q24 Control Oligo bér férvaras i frysskdp vid =30 till =15 °C vid
ankomst. Upprepad upptining och frysning (>5 x per &r) bér undvikas.
PyroMark Q24 Control Oligo &r stabil fram till utgédngsdatum ndr den férvaras
under dessa betingelser.

Avsedd anvdndning

PyroMark Q24 Control Oligo &r avsedd som ett hjalpmedel for att verifiera att
PyroMark Q24 MDx-systemet har installerats pd ett riktigt sat.

Begrédnsningari anvédndningen av produkten

PyroMark Q24 MDx-systemet, avsett fér anvéndning inom in vitro diagnostik fér
medicinska applikationer, f&r endast anvéndas av

B personal som har sérskild utbildning inom in vitro-diagnostik och har
erfarenhet av tekniker som anvénder sig av medicintekniska produkter och

B ockrediterade laboratorier som utfér medicinska tester

Alla arbetsmoment mdste utféras enligt anvisningarna till PyroMark Q24 MDx-
systemet, som anges via dialogmeddelanden pé skdrmen till PyroMark Q24

MDx, medféljande anvéandarhandbécker, handbdcker och teknisk service frén
QIAGEN och inom de grénser som anges i de tekniska specifikationerna.

Material som anvénds vid provberedning fére pyrosekvenseringsanalys
medfélijer inte produkten.

Produkten &r endast avsedd att anvéndas pd PyroMark Q24 MDx-systemet.

Det &r ytterst viktigt att noga félja bé&de instrumentets anvéndarhandbok och
denna handbok fér att f& optimala resultat. Det &r inte rekommenderat att

anvanda andra spddningar av reagenserna dn vad som anges i denna
handbok, eftersom det kommer att leda till minskad prestanda

Observera noga de utg&ngsdatum och férvaringsbetingelser som finns tryckta

pé& samiliga komponenters férpackningar och etiketter. Anvénd inte
komponenter som har férvarats felaktigt eller vars utgdngsdatum passerats.
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Kvalitetskontroll

| enlighet med QIAGEN:s ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem testas varje
sats av PyroMark Q24 Control Oligo mot férbestémda specifikationer i syfte att
sakerstalla j@dmn produktkvalitet.

De resultat som erhéllits med hjélp av PyroMark Q24 MDx-systemet mdste
tolkas mot bakgrund av alla relevanta iokttagelser fran klinik och laboratorium.

Teknisk service

Vi &r stolta éver att var tekniska service p& QIAGEN har s& hog kvalitet och ér
s& latt aft f& tillgéng 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 frdgor om PyroMark Q24 MDx Control Oligo eller QIAGEN:s produkter i
allmanhet eller stétt pd ndgra problem nér det géller dem tveka inte att
kontakta oss.

QIAGEN:s kunder utgér en stor informationskdlla nér det galler avancerad eller
specialiserad anvéndning av véra produkter. Denna information é&r till stor
hjalp fér séval andra forskare som forskarna pd QIAGEN. Vi vore darfér
mycket tacksamma om du tar kontakt med oss i den hdndelse du har négra
forslag som galler produkters prestanda eller nya tillémpningar och tekniker.

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

Varningar och férsiktighet

Anvand labbrock, eng@ngshandskar och skyddsglaségon nér du arbetar med
kemikalier. Lads mer i dérfér avsedda sdkerhetsdatablad (SDS). Dessa
tillhandahalls online i ett praktiskt och kompakt PDF-format pé
www.giagen.com/safety dér du kan hitta, visa och skriva ut
stkerhetsdatabladen fér varje QIAGEN-kit och kitkomponent.
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Inledning

PyroMark Q24 Control Oligo &r ett hjglpmedel t6r att kontrollera att PyroMark
Q24 MDx-systemet har installerats pd ett riktigt satt. Dessutom kan PyroMark
Q24 Control Oligo anvéndas vid felsékning i syfte att bestémma om ett ovéntat
resultat beror pé instrumentet, pd PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation
eller p&d analysmetoden.

Princip och férfarande

PyroMark Q24 Control Oligo &r en biotinylerad oligonukleotid med vars hjélp
anvdndaren kan verifiera att b&dde PyroMark Q24 MDx och PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation fungerar ordentligt.

Under definierade betingelser kan oligonukleotiden bilda en intern stam-
dglestruktur. Denna struktur mojliggdr sjélvhybridisering fér extendering med
hjglp av DNA-polymeras och eliminerar behovet av en sekvenseringsprimer i
pyrosekvenseringsreaktionen. Den sekvenserade regionen innehéller enstaka
baser av alla fyra nukleotider, homopolymerer bestdende av 2 och 3 baser och
en instabil/degenererad bas. Denna variabla position analyseras automatiskt
av programmet och resultaten presenteras som procentuellt C- och T-innehdll.
Figur 1 visar oligonukleotidens struktur.

A 3’

’
ATRCCAAACG—@ 5 Biotin

E Sekvenserad region
3TAYGGTTTGC 5
ATRCCAAACG @ 2 Bt

Figur 1. Strukturen hos PyroMark Q24 Control Oligo. [} Oligonukleotidens éppna
struktur. [ Oligonukleotidens struktur efter sjélvhybridisering med analyssekvensen angiven.

Beskrivning av protokoll

Vi rekommenderar att du genomfér 2 kérningar for att verifiera att PyroMark
Q24 MDx-systemet har installerats p& ett riktigt satt.

Funktionen hos PyroMark Q24 MDx

Om du vill verifiera att PyroMark Q24 MDx fungerar ordentligt féljer du
“Protokoll: Verifiera funktionen hos PyroMark Q24 MDx" pé& sidan 10.
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PyroMark Q24 Control Oligo tillsétts direkt till PyroMark Q24 -plattan utan
tidigare férberedelse av PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation.

PyroMark Q24 MDx-systemets funktion

Om du vill verifiera att hela PyroMark Q24 MDx-systemet fungerar ordentligt sé
foljer du “Protokoll: Verifiera PyroMark Q24 MDx-systemets funktion” p& sidan
15. PyroMark Q24 Control Oligo bereds med hjdlp av PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation fére analys p& PyroMark Q24 MDx.

Fels6kning av PyroMark Q24 MDx systemet

Om du vill utféra en felsékning av hela systemet 5] “Protokoll:
Felsdkningsférfarande” pd sidan 22. En pyrosekvenseringsreaktion utférs med
8 brunnar innehéllande PyroMark Q24 Control Oligo och 8 brunnar
innehéllande PyroMark Q24 Control Oligo som beretts p& PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation.
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Utrustning och reagenser som tillhandahalls av
anvdndaren

Anvand labbrock, eng@ngshandskar och skyddsglaségon nér du arbetar med
kemikalier. Lés mer i darfér avsedda sakerhetsdatablad (SDS) som
tillhandahélls av produktleverantéren.

B Pipetter (installbara)*
B Sterila pipettspetsar med filter

M Streptavidin Sepharose® High Performance (GE Healthcare,
art.nr. 17-5113-01; www.gelifesciences.com)

PyroMark Q24 MDx (art.nr. 9001513)*1
PyroMark Q24 MDx Software (art.nr. 9019063)*f
PyroMark Q24 Plate (art.nr. 979301)t

PyroMark Q24 Cartridge (art.nr. 979302)*

PyroMark Q24 MDx Vakuum Workstation (art.nr. 2001515 eller
9001517)*t

PyroMark Q24 Gold Q24 Reagents (art.nr. 971802)*t
PyroMark Q24 Binding Buffer (art.nr. 979306)1
PyroMark Q24 Denaturation Solution (art.nr. 979307)f
PyroMark Q24 Wash Buffer, koncentrat (art.nr. 979308)f
PyroMark Q24 Annealing Buffer (art.nr. 979309)1
Plattmixer* avsedd fér immobilisering pé& kulor
Varmeblock* som héller 80 °C

PCR-platta med 24 brunnar eller remsor med 8 brunnar

Lock till PCR-remsor

1,5 mleller 2 ml mikrocentrifugrér fér spadning av PyroMark Q24 Control
Oligo

Vatten av hég renhetsgrad (Milli-Q 18,2 MQ x cm eller motsvarande)
Etanol (70 %)

* Se till att instrumenten har kontrollerats och kalibrerats enligt tillverkarens
rekommendationer.

T CE-IVD-maérkt i enlighet med EU-direktivet 98/79/EG. Alla andra uppréknade produkter ér
inte CE-IVD-mé&rkta baserat p& EU-direktivet 98/79/EG.
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Protokoll: Verifiera funktionen hos PyroMark Q24
MDx

Det har protokollet beskriver hur man anvénder PyroMark Q24 Control Oligo
for att verifiera funktionen hos PyroMark Q24 MDx. Om du ska verifiera
funktionen hos hela PyroMark Q24 MDx-systemet, inklusive PyroMark Q24

MDx vakuumarbetsstation kan du ldsa mer i “Protokoll: Verifiera PyroMark Q24
MDx-systemets funktion” pd sidan 15.

@ Viktigt att ténka pd& innan du bérjar

B L&s mer om hur du sétter upp en analys och en kérning i
Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx programvara.

Att férbereda innan du pdabérjar verifieringen

B Falj anvisningarna i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx fér att
installera PyroMark Q24 MDx-systemet.

B Den spadningsbuffert som medfélier PyroMark Q24 Control Oligo behaver
spadas fére anvéndning. Bered 1x spéadningsbuffert genom att blanda
200 ul av en 10x spadningsbuffert med 1800 ul vatten av hég
renhetsgrad.

B Placera PyroMark Q24-platthéllaren pé ett vérmeblock vid 80°C for
anvéndning i steg 10.

Forfarande

1. Satt upp en analys for PyroMark Q24 Control Oligo med hjalp av
PyroMark Q24 MDx-programmet.
2. Klicka pé = i verktygsfaltet och vélj “New AQ Assay”.

3. Skriv in féljande sekvens i “Sequence to Analyze”.
TAYGGTTTGC

@ Lds mer om hur du skapar en analysfil i Anvéndarhandboken Hill
PyroMark Q24 MDx programvara.

4. Klicka p& symbolen “Generate Dispensation Order” fér att f&

foljande dispenseringsordning fér nukleotiderna:
CTGACTGTG
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Figur 2. Histogram fér AQ-Ildége. Den férsta och tredje nukleotidtillsatsen motsvarar
blankdispenseringar och fungerar som negativa kontroller. Den femte och sjétte
dispenseringen analyserar den variabla positionen (instabil/degenererad bas).

Klicka pé i verktygsféltet for att spara analysen.

Skapa en kérning genom att importera analysparametrarna till alla
de 24 brunnarna.

Om du vill lagga till en analysmetod till en brunn kan du antingen:

B Hogerklicka pd brunnen och vélja “Load Assay” fré@n
hégerklicksmenyn.

B Valjo analysmetoden i snabbvalsfénstret och klicka och dra den till
brunnen.

Brunnarnas férg beror pd den analysmetod som laddas in i brunnen.

@ Lads mer om hur du skapar en kérfil i Anvéndarhandboken Hill
PyroMark Q24 MDx programvara.

Spara kéruppsdattningen till ett USB-minne (som levererats med
PyroMark Q24 MDx-systemet).

Skriv ut en lista pé de volymer som behévs till enzymblandning,
substratblandning och nukleotider samt plattuppsdtiningen fér varje
kérning. Vélj “Pre Run Information” frédn “Tools” -menyn och ndér
rapporten kommer fram klickar du pé =.

Spdd PyroMark Q24 Control Oligo till 0,04 uM enligt Tabell 1.

Handbok till PyroMark Q24 Control Oligo 03/2015 11



Tabell 1. Spéddning av PyroMark Q24 Control Oligo.

Komponent Volym Koncentration
PyroMark Q24 Control Oligo 10 ul 20 uM
Spddningsbuffert 1x* 90 ul -
Forsta spdadning 100 pl 2 uM
Férsta spddning (frén ovan) 30 ul 2 uM
Spddningsbuffert 1x* 1470 ul -
Slutlig spddning 1500 pul 0,04 uM

* Se till att 10x spédningsbufferten som medfélier PyroMark Q24 Control Oligo spdds med
vatten av hég renhetsgrad fére anvéndning. Lés mer i “Att férbereda innan du pdbérjar

verifieringen” p& sidan 10.

10. Tillsétt 25 pl av den utspadda (0,04 uM) PyroMark Q24 Control
Oligo-lésningen till varje brunn i en PyroMark Q24 -platta.

Véarm upp PyroMark Q24-plattan med PyroMark Q24 Oligos vid
80 °C i 2 min med hjdlp av ett varmeblock och den férvérmda
PyroMark Q24-platthdllaren.

Ta bort PyroMark Q24-plattan fran platthéllaren och 1at proverna
svalna till rumstemperatur (15-25 °C) i minst 5 min.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.

12

Fyll en PyroMark Q24 kassett med lampliga volymer av PyroMark
Gold Q24 reagenser, som anges i rapporten “Pre Run Information”

fréan “7".

Rapporten "Pre Run information”, som finns i “Tools”-menyn vid
uppséttning av en kérning (se Anvandarhandboken till PyroMark Q24 MDx

programvara), ger uppgifter om de volymer av nukleotider,
enzymblandning och substratblandning som behévs f6r analysen.

Oppna kassettporten och for in den péfyllda PyroMark Q24-
kassetten med etiketten vénd utét. Tryck in kassetten helt och tryck

sedan ned den.

Se till att linjen ar synlig pa kassettens framsida och stéing porten.
Lyft upp lasramen och placera plattan p& varmeblocket.

Tryck ned ladsramen och stéing instrumentlocket.

Satt in USB-minnet (med korfilen) i USB-porten pé instrumentets

framsida.

® Ta inte ut USB-minnet férrén kérningen ér klar.
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19.

20.

21.
22.

23.
24,
25,

26.
27.

28.
29.

30.

Vdlj “Run” i huvudmenyn (med hjdlp av skérmknapparna 4 och )
och tryck pé “OK".

Valj korfilen med hjalp av skarmknapparna «and ~.

@ Om du vill se mappens innehdll vélier du mappen och trycker pé

“Select”. Om du vill gé tillbaka till den féregdende menyn trycker du pé
“Back”.

Nér du har valt korfil trycker du pa “Select” fér att starta kérningen.

Nér kérningen dr klar och instrumentet bekréftar att kérningen har
sparats pd USB-minnet trycker du pa “Close”.

Ta ut USB-minnet.
Oppna instrumentets lock.

Oppna kassettporten och ta ut PyroMark Q24-kassetten genom att
lyfta upp den och dra ut den.

Stdng porten.

Lyft upp ldsramen och ta bort PyroMark Q24-plattan fran
vérmeblocket.

Tryck ned ldsramen och stéing instrumentlocket.

Kassera PyroMark Q24-plattan och rengér PyroMark Q24 -kassetten
(se Handboken till PyroMark Gold Q24 reagenser).

Oppna kérningen i PyroMark Q24 MDx-programmet och analysera
alla brunnarna. Toppmonstret fér kérning 1 bér éverensstamma
med det i Figur 3.

@ Om du vill f& topphéjdsvardena valjer du “Export Peak Heights”
frén “Tools”-menyn. Spara resultaten i ett [émpligt format (*.csv eller *.tsv).
Oppna denna fil i Microsoft® Excel (Delimited) och berékna
medeltopphdjden fér enstaka toppar fér respektive brunn enligt
nedanstdende beskrivning.

m Utféra en kvalitetsvardering.
Alla brunnarna bér uppné kvalitetsvarderingen “Passed”, vilket visas
som en blé stapel i brunnens nedre félt om man tittar under
dversiktsfliken och med % C angivet i en bl& rektangel i pyrogrammet
(Pyrogram®). Om kvalitetsvérderingen motsvarar “Check” eller “Failed”
bér du leta efter forklaringar i “Well Information”.

® Utvardera topphojder.
Topphodjden bér helst vara 75 = 20 RLU.

@ Om véardena befinner sig inom de satta grdnserna ar systemet
installerat p& ett riktigt sétt. Om resultaten inte motsvarar de som angivits
ovan kan du ldsa mer i “Problemlésningsguide” pé sidan 31, for aft 18
mojliga férklaringar till felaktigheten och omkérningen av kérning 1. Om
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omkérningen av kérning 1 misslyckas kan du kontakta vért tekniska
servicecenter p& www.giagen.com/Support eller ringa till ndgon av

QIAGEN:s tekniska serviceavdelningar eller lokala &terférsaljare (se pé
handbokens baksida eller g& in pd www.qgiagen.com).

C: 52%

T: 48%
250
200
150

100 N [
50 [
oL L {~ I I 1 LK 1
E S C T G A C T G T G

Figur 3. Pyrogram frén koérning 1.

14 Handbok till PyroMark Q24 Control Oligo 03/2015



Protokoll: Verifiera PyroMark Q24 MDx-systemets
funktion

| det har protokollet beskrivs hur du anvédnder PyroMark Q24 Control Oligo fér
att verifiera PyroMark Q24 MDx-systemets funktion, inklusive PyroMark Q24
MDx vakuumarbetsstation. Om du enbart vill verifiera funktionen hos PyroMark
Q24 MDx féljer du “Protokoll: Verifiera funktionen hos PyroMark Q24 MDx" pé&
sidan 10.

@ Viktigt att ténka pd& innan du bérjar

B Las mer om hur du sétter upp en analys och en kérning i
Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx programvara.

Att férbereda innan du pdabérjar verifieringen

B Falj anvisningarna i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx fér att
installera PyroMark Q24 MDx-systemet.

B Den spadningsbuffert som medfélier PyroMark Q24 Control Oligo behaver
spadas fére anvéndning. Bered 1x spadningsbuffert genom att blanda
200 ul av en 10x spadningsbuffert med 1800 ul vatten av hég
renhetsgrad.

B Placera PyroMark Q24-platthéllaren pé ett varmeblock vid 80 °C fér
anvéndning i steg 11.

B L&t alla reagenser och [6sningar som behévs f6r bestémningen uppné
rumstemperatur (15-25 °C) innan du bérjar.

Forfarande

1. Satt upp en analys for PyroMark Q24 Control Oligo med hjélp av
PyroMark Q24 MDx-programmet.

2. Klicka pé = i verktygsféltet och valj “New AQ Assay”.

3. Skriv in féljande sekvens i “Sequence to Analyze”.
TAYGGTTTGCA

@ Lds mer om hur du skapar en analysfil i Anvéndarhandboken Hill
PyroMark Q24 MDx programvara.

4. Skriv in féljande “Dispensation Order” manuellt.
ACGTTATCGTTGC

@ Lds mer om hur du skapar en analysfil i Anvéndarhandboken Hill
PyroMark Q24 MDx programvara.
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Figur 4. Histogram fér AQ-lage. Nukleotidtillsatserna 1, 2, 3, 5 och 11 motsvarar
blankdispenseringar och fungerar som negativa kontroller. Den sjunde och &ttonde
dispenseringen motsvarar analys av den variabla positionen.

Klicka pa d i verktygsfdltet for att spara analysen.

Skapa en kérning genom att importera analysparametrarna till alla
de 24 brunnarna.

Om du vill lagga till en analysmetod till en brunn kan du antingen:

B Hogerklicka pd brunnen och vélja “Load Assay” frén
hégerklicksmenyn.

B Vélja analysmetoden i snabbvalsfénstret och klicka och dra den till
brunnen.

Brunnarnas férg beror pd den analysmetod som laddas in i brunnen.

@ Léds mer om hur du skapar en kérfil i Anvéndarhandboken Hill
PyroMark Q24 MDx programvara.

Spara kéruppsdattningen till ett USB-minne (som levererats med
PyroMark Q24 MDx-systemet).

Skriv ut en lista pé de volymer som behévs till enzymblandning,
substratblandning och nukleotider samt plattuppsdttningen for varje
kérning. Vélj “Pre Run Information” frédn “Tools” -menyn och nér
rapporten kommer fram klickar du péa =.

Skaka forsiktigt flaskan med Streptavidin Sepharose High
Performance tills den bildar en homogen suspension.

Bered en Master Mix for DNA-immobilisering enligt Tabell 2. Bered
en volym som ér minst 10 % stérre dn den som behévs fér att utféra
det totala antalet reaktioner.
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Tabell 2. Master Mix for DNA-immobilisering

Antal prover 1 26*
Streptavidin Sepharose High

Performance 2l 52l
PyroMark Binding Buffer 40 ul 1040 ul
Vatten av hég renhetsgrad 13 ul 338 ul
Total volym 55 ul 1430 ul

* Ger tillracklig méngd fér de 24 prover som behévs.
11.Spéad PyroMark Q24 Control Oligo till 0,04 yuM enligt Tabell 3.

Tabell 3. Spéddning av PyroMark Q24 Control Oligo.

Komponent Volym Koncentration
PyroMark Q24 Control Oligo 10 ul 20 uM
Spadningsbuffert 1x* 90 ul -
Forsta spdadning 100 pul 2 uM
Forsta spédning (frén ovan) 30 ul 2 UM
Spadningsbuffert 1x* 1470 ul -
Slutlig spédning 1500 ul 0,04 um

* Se till att 10x spadningsbufferten som medfélier PyroMark Q24 Control Oligo spéads med
vatten av hég renhetsgrad fére anvéndning. Lés mer i “Att férbereda innan du pé&bérjar
verifieringen” pé& sidan 15.

12. Skaka réret med huvudblandningen och tillsatt 55 yl av Master Mix
och 25 pl av den spadda (0,04 uM) PyroMark Q24 Control Oligo-
I6sningen till alla de 24 brunnarna i en PCR-platta med 24 brunnar
eller remsor med 8 brunnar.

13. Férslut PCR-plattan (eller remsorna) genom att satta pa lock.

14. Skaka PCR-plattan vid rumstemperatur (15-25 °C) i 5-10 min vid
1400 rpm.

@ Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Infdngningen av kulor med
vacuumpreparationsverktyget maste ske omedelbart efter skakning.
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@ Under det har steget férbereder du PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation fér provberedning (se bilaga A pé& sidan 41).

15. Tillsatt 25 ul av PyroMark Annealing Buffer till varje brunn i en
Pyromark Q24-platta.

@ Hall en av PyroMark Q24-platthéllarna (som medfséljer PyroMark
Q24 MDx-vakuumarbetsstation) vid rumstemperatur (15-25 °C) och
anvdnd den som stéd vid beredning och forflytining av plattor.

16. Placera PCR-plattan (eller PCR-remsorna) och PyroMark Q24-plattan
pé arbetsbordet bredvid PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation
(se Figur 5).

@ Se till att plattan ar placerad i samma rikining som nér proverna
tillsattes.

Figur 5. Placeringen av PCR-plattan (eller PCR-remsor) och PyroMark Q24 -platian
pé PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation. De markta positionerna innehéller

70 % etanol (1), PyroMark Denaturation Solution (2), PyroMark Wash Buffer (3) och
vatten av hég renhetsgrad (4, 5). P: Parkeringslége

17. Tillfér vakuum till vakuumpreparationsverktyget genom att vrida
vakuumomkopplaren till 6ppet lédge.

18. Sénk forsiktigt ned filterproberna i PCR-plattan (eller remsorna) fér

att fanga upp kulorna innehallande immobiliserade templat. Hall
kvar filterprobernai 15 s. Var forsiktig nar du lyfter upp verktyget.

@ Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Om det har gétt mer @n en
minut sedan plattan (eller remsorna) skakats boér du skaka pd nytt i T min
innan du fangar upp kulorna.

19. Fér 6ver verktyget till traget som innehdller 70 % etanol (trag 1). Lat
vatskan spola genom filterprobernai 5 s.

20. For 6ver verktyget till traget som innehdller PyroMark Denaturation
Solution (trag 2). Lat vétskan spola genom filterprobernai 5 s.

21. For 6ver verktyget till tradget som innehdller PyroMark Wash Buffer
(trég 3). Lat vétskan spola genom filterprobernai 10 s.
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29.

30.

31.

32.

Héj verktyget i vertikal riktning till en lutning éver 90° och hall det sé
i 5 s for att témma all véiska frén filterproberna (se Figur 6).

Figur 6. Visar vakuumverktyget nér det héjts i vertikal rikining till en lutning péa
over 90°.

Hall verktyget 6ver PyroMark Q24-plattan, medan du vrider
vakuumomkopplaren till stangt lage pa verktyget (Off).

Slapp ned kulorna i plattan med 25 ul PyroMark Annealing Buffer
genom att forsiktigt skaka verktyget fran sida till sida. Lat
filterproberna vila pé brunnarnas botten

Overfor verktyget till det forsta tréget med vatten av hég
renhetsgrad (trég 4) och skaka verktyget i 10 s.

Tvatta filterproberna genom att séinka ned proberna i det andra
trdget med vatten av hég renhetsgrad (trég 5) och tillfér vakuum.
Spola genom proberna med 70 ml vatten av hég renhetsgrad.

Héj verktyget i vertikal rikining till en lutning éver 90° och hall det sé
i 5 s for att témma all vétska fran filterproberna (se Figur 6).

Vrid vakuumomkopplaren till stéingt lége pé verktyget (Off) och
placera verktyget i parkeringsléaget (P).

Sla av vakuumpumpen.

@ Vid arbetsdagens slut ska slaskbehéllaren och alla &terstéende
|6sningar témmas ut och PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetstationen
rengéras frdn damm och spill, se bilaga B pé& sidan 42).

Véarm upp PyroMark Q24-plattan med proverna vid 80 °C i 2 min
med hjalp av ett vérmeblock och den férvarmda PyroMark Q24-
platthéllaren.

Ta bort PyroMark Q24-plattan fran platthallaren och lat proverna
svalna till rumstemperatur (15-25 °C) i minst 5 min.

Fyll en PyroMark Q24-kassett med Iémpliga volymer av PyroMark
Gold Q24 reagenser, som anges i rapporten “Pre Run Information”
fran steget “7".

Rapporten “Pre Run information”, som finns i “Tools”-menyn vid
uppséttning av en kérning (se Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx
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programvara), ger uppgifter om de volymer av nukleotider,
enzymblandning och substratblandning som behévs fér analysen.

Oppna kassettporten och fér in den péfyllda PyroMark Q24 -
kassetten med etiketten vénd utét. Tryck in kassetten helt och tryck

sedan ned den.

Se till att linjen pé kassettens framsida ér synlig och stéing porten.

Lyft upp ldsramen och placera plattan pé vérmeblocket.

Tryck ned lasramen och stéing instrumentlocket.
Satt in USB-minnet (med korfilen) i USB-porten pé instrumentets

framsida.

® Ta inte ut USB-minnet férrén kérningen ér klar.

Valj “Run” i huvudmenyn (med hjdlp av skdrmknapparna 4 ochv)

och tryck pa “OK".

Valj korfilen med hjalp av skarmknapparna «and ~.

@ Om du vill se mappens innehdll vélier du mappen och trycker pé
“Select”. Om du vill gé tillbaka till den féregéende menyn trycker du pé

“Back”.

Nér du har valt korfil trycker du pé “Select” fér att starta kérningen.

Nér kérningen dr klar och instrumentet bekréftar att kérningen har
sparats pd USB-minnet trycker du pa “Close”.

. Ta ut USB-minnet.
43.
44,

Oppna instrumentets lock.

Oppna kassettporten och ta ut PyroMark Q24-kassetten genom att
lyfta upp den och dra ut den.

Stding porten.

Lyft upp ladsramen och ta bort PyroMark Q24 -plattan fran

varmeblocket.

Tryck ned lasramen och stéing instrumentlocket.

Kassera PyroMark Q24-plattan och rengér PyroMark Q24 -kassetten
(se Handboken till PyroMark Gold Q24 reagenser).

Oppna kérningen i PyroMark Q24 MDx-programmet och analysera
alla brunnarna. Toppmonstret for kérning 2 bér 6verensstétmma

med det i Figur 7.
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ur 7. Pyrogram frén kérning 2.

Bekrdfta att systemet installerats pa ett riktigt sétt och att reagensen
anvénts pa ett riktigt sétt genom att bedéma kvalitetsvérderingen,
kvantifieringsresultaten, topphoéjderna hos enstaka toppar och
bakgrunden.

®

Om du vill t& topphéjdsvardena véljer du “Export Peak Heights”

frén “Tools”-menyn. Spara resultaten i ett [dmpligt format (*.csv eller *.tsv).
Oppna denna fil i Microsoft® Excel (Delimited) och berdkna
medeltopphdjden fér enstaka toppar samt bakgrunden fér respektive brunn

enl

igt nedanstdende beskrivning.

Utféra en kvalitetsvérdering.

Alla brunnarna bér uppné kvalitetsvarderingen “Passed”, vilket visas

som en bld stapel i brunnens nedre falt om man tittar under

dversiktsfliken och med % C angivet i en bl& rektangel i pyrogrammet.
Om kvalitetsvarderingen motsvarar “Check” eller “Failed” bér du leta

efter férklaringar i “Well Information”.

Utvdrdera kvantifieringsresultaten.

Vali “AQ Analysis Statistics Report” frén “Reports”-menyn.
Kvantifieringsresultaten anges i rapporten tillsammans med
standardavvikelsen. % C bor vara i intervallet 40-60 %.
Standardavvikelsen bér inte éverstiga 2 procentenheter.

Utvdrdera topphéjder for enstaka toppar.
Topphdjden fér enstaka toppar bér helst vara 75 = 20 RLU.

) Summan av enstaka toppar
Medeltopphdjden for (dispenseringarna 4, 6, 12, 13)

enstaka toppar = 1

Utvardera bakgrunden
Blankdispenseringarnas bakgrund bér inte éverstiga 3 %.

Summan av blankdispenseringar (1, 2, 3, 5)

Bakgrund (%) = “Symman av enstaka toppar (dispenseringarna
4,6,12, 13)
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@ Om véardena befinner sig inom de satta grénserna &r systemet
installerat pd ett riktigt sétt. Om resultaten inte dverensstdmmer med de
som anges ovan, se “Problemlésningsguide” pé& sidan 31, i den héndelse
eventuella &tgdrder boér vidtas. Om problemlésningsguiden inte tar upp
problemet kan du kontakta vart tekniska servicecenter pé
www.qgiagen.com/Support eller ringa till ndgon av QIAGEN:s tekniska
serviceavdelningar eller lokala &terférséljare (se p& handbokens baksida
eller gé in p& www.qgiagen.com).

Handbok till PyroMark Q24 Control Oligo 03/2015



Protokoll: Fels6kningsféorfarande

Om man fér ett ovantat resultat ér det viktigt att bestdmma om det har att géra
med PyroMark Q24 MDx, PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstationen eller
analysmetoden.

| det har protokollet beskrivs hur du anvéander PyroMark Q24 Control Oligo fér
att verifiera PyroMark Q24 MDx-systemets funktion, genom att jdmféra resultat
med eller utan PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation.

(D Viktigt att tdnka pé innan du bérjar

B Las mer om hur du sétter upp en analys och en kérning i
Anvandarhandboken till PyroMark Q24 MDx programvara.

Att férbereda innan du pabérjar verifieringen

B Folj anvisningarna i Anvandarhandboken till PyroMark Q24 MDx for att
installera PyroMark Q24 MDx-systemet.

B Den spadningsbuffert som medféljer PyroMark Q24 Control Oligo behéver
spadas fére anvéndning. Bered 1x spéadningsbuffert genom att blanda
200 ul av en 10x spadningsbuffert med 1800 ul vatten av hég
renhetsgrad.

B Placera PyroMark Q24-platthéllaren pé ett varmeblock vid 80 °C fér
anvandning i steg 30.

B L&t alla reagens och |6sningar som behévs fér bestémningen uppné
rumstemperatur (15-25 °C) innan du bérjar.

Forfarande

1. Satt upp en analys for PyroMark Q24 Control Oligo med hjélp av
PyroMark Q24 MDx-programmet.

2. Klicka pé = i verktygsfaltet och vélj “New AQ Assay”.

3. Skriv in féljande sekvens i “Sequence to Analyze”.
TAYGGTTTGCA

@ Lds mer om hur du skapar en analysfil i Anvdndarhandboken Hill
PyroMark Q24 MDx programvara.

4. Skriv in féljande “Dispensation Order” manuellt.
ACGTTATCGTTGC

® Lds mer om hur du skapar en analysfil i Anvéndarhandboken Hill
PyroMark Q24 MDx programvara.
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Figur 8. Histogram fér AQ-lage. Nukleotidtillsatserna 1, 2, 3, 5 och 11 motsvarar
blankdispenseringar och fungerar som negativa kontroller. Den sjunde och &ttonde
dispenseringen motsvarar analys av den variabla positionen.

Klicka pa d i verktygsfdltet for att spara analysen.

Skapa en kérning genom att importera analysparametrarna till
ladmpliga brunnar.

@ Vi rekommenderar att du anvénder 16 brunnar: 8 brunnar fér
prover som beretts med hjélp av PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation
och 8 prover som tillsatts direkt till PyroMark Q24-plattan.

Om du vill ladgga till en analysmetod till en brunn kan du antingen:

B Hoégerklicka p& brunnen och vélja “Load Assay” frén
hégerklicksmenyn.

B Vélja analysmetoden i snabbvalsfénstret och klicka och dra den till
brunnen.

B Virekommenderar féljande: Fyll i prov-ID, platt-ID, streckkod,
reagens-ID och uppgift om kdrningen.

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

@ Lds mer om hur du skapar en koérfil i Anvandarhandboken il
PyroMark Q24 MDx programvara.

Spara kéruppsdattningen till ett USB-minne (som levererats med
PyroMark Q24 MDx-systemet).

Skriv ut en lista pé& de volymer som behovs till enzymblandning,
substratblandning och nukleotider samt plattuppsdtiningen fér varje
kérning. Vélj “Pre Run Information” frédn “Tools” -menyn och ndér
rapporten kommer fram klickar du pé =.

Skaka forsiktigt flaskan med Streptavidin Sepharose High
Performance tills den bildar en homogen suspension.

Bered en Master Mix for DNA-immobilisering enligt Tabell 4. Bered
en volym som ér minst 10 % stérre dn den som behévs fér att utféra
det totala antalet reaktioner.
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Tabell 4. Master Mix for DNA-immobilisering

Antal prover 1 9*
Streptavidin Sepharose High

Performance 2l 18
PyroMark Binding Buffer 40 ul 360 ul
Vatten av hég renhetsgrad 13 ul 117 ul
Total volym 55 ul 495 ul

* Ger tillracklig mangd fér de 8 prover som behévs.

11.Spéad PyroMark Q24 Control Oligo till 0,04 uM enligt Tabell 5.

Tabell 5. Spéddning av PyroMark Q24 Control Oligo.

Komponent Volym Koncentration
PyroMark Q24 Control Oligo 10 ul 20 uM
Spddningsbuffert 1x* 90 ul -
Forsta spdadning 100 pl 2 uM
Forsta spédning (frén ovan) 30 ul 2 UM
Spddningsbuffert 1x* 1470 ul -
Slutlig spddning 1500 pul 0,04 uM

* Se till att 10x spadningsbufferten som medfélier PyroMark Q24 Control Oligo spéds med
vatten av hég renhetsgrad fére anvéndning. Las mer i “Att férbereda innan du pébérjar
verifieringen” p& sidan 23.

12. Skaka réret med Master Mix och tillsatt 55 yl av Master Mix och 25 ul
av den spddda (0.04 uM) PyroMark Q24 Control Oligo-l6sningen till
8 brunnar i en PCR-platta med 24 brunnar eller remsor med 8
brunnar.

13. Férslut PCR-plattan (eller remsorna) genom att satta pa lock.

14. Skaka PCR-plattan vid rumstemperatur (15-25 °C) i 5-10 min vid
1400 rpm.

@ Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Infdngningen av kulor med
vacuumverktyget méste ske omedelbart efter skakning.
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@ Under det har steget férbereder du PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation fér provberedning (se bilaga A pé& sidan 41).

Tillsatt 25 ul PyroMark Annealing Buffer till varje brunn i den
PyroMark Q24-platta som kommer att anvéndas tillsammans med
den immobiliserade PyroMark Q24 Control Oligo fér behandling
med PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation. Tillsatt 25 ul av den
utspddda (0,04 M) PyroMark Q24 Control Oligo till ytterligare 8
brunnar enligt kéruppséttningen.

@ Hall en av PyroMark Q24-platthdllarna (som medféljer PyroMark
Q24 MDx-vakuumarbetsstation) vid rumstemperatur (15-25 °C) och
anvénd den som stéd vid beredning och férflyttning av plattor.

Placera PCR-plattan (eller PCR-remsorna) och PyroMark Q24-plattan
pé arbetsbordet till PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation se
Figur 9).

@ Se till att plattan ar placerad i samma rikining som ndr proverna
tillsattes.

Figur 9. Placeringen av PCR-plattan (eller PCR-remsorna) och PyroMark Q24 -
plattan pé& PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation. De mérkta positionerna
innehéller 70 % etanol (1), PyroMark Denaturation Solution (2), PyroMark Wash Buffer (3)
och vatten av hég renhetsgrad (4, 5). P: Parkeringslége

Tillfér vakuum till verktyget genom att vrida vakuumomkopplaren till
oppet lage.

Sank forsiktigt ned filterproberna i PCR-plattan (eller remsorna) fér
att fdnga upp kulorna innehdllande immobiliserade templat. Hall
kvar filterprobernai 15 s. Var forsiktig nar du lyfter upp verktyget.

@ Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Om det har gétt mer &n en
minut sedan plattan (eller remsorna) skakats bér du skaka pé nytt i T min
innan du féngar upp kulorna.

For over verktyget till trdget som innehdller 70 % etanol (trég 1). Lat
vatskan spola genom filterprobernai 5 s.
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20. For 6ver verktyget till traget som innehdéller PyroMark Denaturation
Solution (trag 2). Lat vétskan spola genom filterprobernai 5 s.

21.For over verktyget till traget som innehdller PyroMark Wash Buffer
(trég 3). Lat vétskan spola genom filterprobernai 10 s.

22. Hoj verktyget i vertikal riktning till en lutning 6ver 90° och haéll det sa
i 5 s for att témma ut vétskan fran filterproberna (se Figur 10).

Figur 10. Visar vakuumverktyget nér det hojts i vertikal rikining till en lutning p&
over 90°.

23. Hall verktyget éver PyroMark Q24-plattan, medan du vrider
vakuumomkopplaren till stangt lage pa verktyget (Off).

24. Slapp ned kulorna i plattan med 25 ul PyroMark Annealing Buffer
genom att forsiktigt skaka verktyget frén sida till sida. Lat
filterproberna vila péd brunnarnas botten

25. Overfor verktyget till det forsta trdget med vatten av hég
renhetsgrad (trég 4) och skaka verktyget i 10 s.

26. Tvatta filterproberna genom att séinka proberna i det andra traget
med vatten av hég renhetsgrad (trdg 5) och tillfor vakuum. Spola
genom proberna med 70 ml vatten av hég renhetsgrad.

27.Hoj verktyget i vertikal riktning till en lutning 6ver 90° och hall det sé
i 5 s for att témma ut vétskan fran filterproberna (se Figur 10).

28. Vrid vakuumomkopplaren till stéingt Idge pa verktyget (Off) och
placera verktyget i parkeringslcdget (P).

29. Sl& av vakuumpumpen.

@ Vid arbetsdagens slut ska slaskbehéallaren och alla &terstéende

|6sningar témmas ut och PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetstationen
rengéras frdn damm och spill, se bilaga B pd sidan 42).

30.Vérm upp PyroMark Q24-plattan med proverna vid 80 °C i 2 min
med hjdlp av ett varmeblock och den férvérmda PyroMark Q24 -
platthéllaren.

31.Ta bort PyroMark Q24-plattan fran platthéllaren och léat proverna
svalna till rumstemperatur (15-25 °C) i minst 5 min.
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Fyll PyroMark Q24-kassetten med lédmpliga volymer av PyroMark
Gold Q24 reagenser, som anges i rapporten “Pre Run Information”

fran steget “7”.

Rapporten “Pre Run information”, som finns i “Tools”-menyn vid
uppséttning av en kérning (se Anvéndarhandboken ftill PyroMark Q24 MDx
programvara), ger uppgifter om de volymer av nukleotider,
enzymblandning och substratblandning som behévs f6r analysen.

Oppna kassettporten och fér in den péfyllda PyroMark Q24 -
kassetten med etiketten vénd utét. Tryck in kassetten helt och tryck

sedan ned den.

Se till att linjen pé kassettens framsida ér synlig och stéing porten.

Lyft upp ldsramen och placera plattan pé vérmeblocket.

Tryck ned lasramen och stéing instrumentlocket.
Satt in USB-minnet (med kérfilen) i USB-porten pé instrumentets

framsida.

® Ta inte ut USB-minnet férrén kérningen ér klar.

Valj “Run” i huvudmenyn (med hjdlp av skdrmknapparna 4 ochv)

och tryck pa “OK".

Valj korfilen med hjalp av skarmknapparna «aand ~.

@ Om du vill se en mapps innehéll véljer du mappen och trycker pé
“Select”. Om du vill gé tillbaka till den féregéende vyn trycker du pé

“Back”.

Nér du har valt korfil trycker du pé “Select” fér att starta kérningen.

Nér kérningen dr klar och instrumentet bekréftar att kérningen har
sparats pd USB-minnet trycker du pa “Close”.

Ta ut USB-minnet.
Oppna instrumentets lock

Oppna kassettporten och ta ut PyroMark Q24-kassetten genom att
lyfta upp den och dra ut den.

Stdng porten

Lyft upp ladsramen och ta bort PyroMark Q24 -plattan fran

varmeblocket.

Tryck ned lasramen och stéing instrumentlocket.

Kassera PyroMark Q24-plattan och rengér PyroMark Q24 -kassetten
(se Handboken till PyroMark Gold Q24 reagenser).

Oppna kérningen i PyroMark Q24 MDx-programmet och analysera
alla brunnarna. Toppmonstret bér éverenssttmma med det i

Figur 11.
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Figur 11. Pyrogram frén kérning 3.

Bekrdéfta att systemet installerats pa ett riktigt satt och att reagensen
anvénts pa ett riktigt sétt genom att bedéma kvalitetsvérderingen,

kvantifieringsresultaten, topphoéjderna hos enstaka toppar och
bakgrunden.

® Om du vill f& topphdjdsvardena véljer du “Export Peak Heights”
frén “Tools”-menyn. Spara resultaten i ett [dmpligt format (*.csv eller *.tsv).

Oppna denna fil i Microsoft® Excel (Delimited) och berékna

medeltopphdjden fér enstaka toppar samt bakgrunden fér respektive brunn

enligt nedanstdende beskrivning.

m Utfora en kvalitetsvardering.

Alla brunnarna bér uppné kvalitetsvarderingen “Passed”, vilket visas

som en bla stapel i brunnens nedre falt om man ftittar under

dversiktsfliken och med % C angivet i en bl& rektangel i pyrogrammet.
Om kvalitetsvarderingen motsvarar “Check” eller “Failed” bér du leta

efter férklaringar i “Well Information”.

B Utvdrdera kvantifieringsresultaten.
Vali “AQ Analysis Statistics Report” frén “Reports”-menyn.
Kvantifieringsresultaten anges i rapporten tillsammans med
standardavvikelsen. % C bér vara i intervallet 40-60 %.
Standardavvikelsen bér inte éverstiga 2 procentenheter.

B Utvdrdera topphéjder for enstaka toppar.
Topphdjden fér enstaka toppar bér helst vara 75 + 20 RLU.

Summan av enstaka toppar

Medeltopphéjden for (dispenseringarna 4, 6, 12, 13)

enstaka toppar = 1

B Utvardera bakgrunden.
Blankdispenseringarnas bakgrund bér inte éverstiga 3 %.

Summan av blankdispenseringar (1, 2, 3, 5)

Bakgrund (%) = “Symman av enstaka toppar (dispenseringarna X 100
4,6,12, 13)
Handbok till PyroMark Q24 Control Oligo 03/2015 29



51. Bestéim skillnaden i topphéjder med och utan provberedning.
Minskningen i topphéjd mellan prover som beretts med hjélp av
PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation jémfért med PyroMark
Q24 Control Oligo som tillsatts direkt till PyroMark Q24 -plattan bér

inte vara mer dn 20 %.

® Om véardena befinner sig inom de satta grénserna &r systemet
installerat pd ett riktigt sGtt. Om resultaten inte dverensstémmer med de
som anges ovan, se “Problemlésningsguide” pé& sidan 31, angdende de
eventuella &tgdrder som boér vidtas. Om problemlésningsguiden inte tar
upp problemet kan du kontakta vart tekniska servicecenter pé
www.qgiagen.com/Support eller ringa till ndgon av QIAGEN:s tekniska
serviceavdelningar eller lokala &terférséljare (se pd handbokens baksida
eller gé in p& www.qgiagen.com).
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Problemlésningsguide

Denna problemslésningsguide kan vara till hjalp nér det géller att 16sa
eventuella problem som kan uppsté. Yterligare information far du pd sidan
Vanliga frdgor och svar hos vart tekniska servicecenter pé:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Forskarna pd QIAGEN:s tekniska service
besvarar garna dina eventuella frdgor om béde informationen och protokollen
i denna handbok och om provberednings- och analystekniker (kontaktuppgifter
hittar du p& handbokens baksida eller ocksé besdker du www.giagen.com).

Avsnitt f6r varje utférd utvérdering ér inkluderade:
Kvalitetsvérdering, nedan
Kvantifieringsresultat p& sidan 35

Topphojder fér enstaka toppar pé sidan 36

Bakgrund pé sidan 39
B Skillnad i topphdjd med och utan provberedning pé sidan 40

® Las mer i Anvandarhandboken till PyroMark Q24 MDx fér allmén
problemlésning vid hantering av instrumentet.

Kvalitetsvdrdering

Synpunkter och férslag pa I6sningar

Varning i programmet om breda toppar

Koncentrationen av
PyroMark Q24 Control
Oligo &r fér hog

® Folj tillampligt protokoll. Se till aft félja
protokollanvisningarna vid sp&dning av

PyroMark Q24 Control Oligo i
sp&dningsbufferten.

Hoéga substrattoppar

Férorenat prov leder Hill
ovanligt hég férbrukning av
substratblandning (visar sig
som hog
férsekvenseringssignal)

® Byt buffertar. Anvénd endast buffertar
som levereras av QIAGEN eller QIAGEN:s
auktoriserade é&terforsdljare.

® Kontrollera om det har bildats négra
toppar med hjélp av zoom in-funktionen (valj
ut ett avsnitt i pyrogrammet med vénstra
musknappen).
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Synpunkter och férslag pa l6sningar

Bristande eller felaktig sekvens

a) Beredningen av PyroMark
Q24 Control Oligo har inte
utforts pd rétt satt

@ Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Control Oligo.

Se till oft f8lja protokollanvisningarna vid

spadning av PyroMark Q24 Control Oligo i
spadningsbufferten. Se till att den levererade

b) Felaktig
dispenseringsordning

c) Buffertar eller reagenser har
spatts ut felaktigt eller
férvarats felaktigt

d) Dispenseringsfel (upptréder
till exempel som splittrade
toppar)

10x spddningsbufferten allra férst spads till
1x med vatten av hég renhetsgrad.

@ Se till ott ratt sekvens har skrivits in vid
uppséttning av analysen.

® Folj de anvisningar som medféljer
reagenserna. Ta med en tom brunn (med
endast PyroMark Annealing Buffer) i
kéruppséttningen f6r att kontrollera om det
upptréder bakgrundstoppar relaterade ftill
nukleotiderna.

® Rengér eller byt ut PyroMark Q24-
kassetten. Om problem kvarstér bér du
kontakta QIAGEN:s tekniska service
(kontaktuppgifter hittar du pd handbokens
baksida eller ocksd beséker du

www.qgiagen.com).

e) Tilltdppt PyroMark Q24-
kassett

@ Nukleotiderna har inte dispenserats pé
ratt sétt pd grund av en tilltappt ndl i
PyroMark Q24-kassetten. Rengér PyroMark
Q24-kassetten och kontrollera att den

fungerar ordentligt.

f) Skadad PyroMark Q24
kassett

® Kassera PyroMark Q24-kassetten enligt

statliga, nationella och lokala

g) For lang hybridiseringstid

miljéféreskrifter for avyttring av
laboratorieavfall.

@ Utfér hybridiseringen under ratt

tidsperiod och vid de temperaturer som
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Synpunkter och férslag pa l6sningar

Sma toppar eller inga toppar

a) Otillracklig méngd templat
fér immobilisering

@ Se till aoft spdda PyroMark Q24 Control

Oligo pd ett riktigt satt och anvanda de
mangder som anges i protokollen.

b) Inte tillréckligt med enzym
eller substrat till alla
brunnarna

@ Fyll PyroMark Q24-kassetten enligt

anvisningarna i rapporten “Pre Run
Information”.

c) De markerade brunnarna
fr&n uppsdatining av
kérningen éverensstdmmer

inte med provernas
placering i plattan

@ Se till aft du har fyllt p& PyroMark Q24-

plattan pé& ett riktigt satt, dvs. enligt vad som
angivits vid uppsattning av kérningen.

d) En eller flera av
nukleotidfacken i PyroMark
Q24-kassetten har inte fyllts
p& ordentligt med
reagenser eller nukleotider

@ Se till att du har tillsatt tillréckligt med

reagenser i PyroMark Q24-kassetten. Folj
bruksanvisningen fér produkterna.

e) Dispenseringsfel (upptréder
till exempel som splittrade
toppar)

® Rengér eller byt ut PyroMark Q24-
kassetten. Om problem kvarstér bér du
kontakta QIAGEN:s tekniska service
(kontaktuppgifter hittar du pd handbokens
baksida eller ocksé& beséker du
www.giagen.com).

f) Tilltappt PyroMark Q24-

kassett Nukleotiderna har inte dispenserats pé

ett riktigt satt pd& grund av en tilltdppt ndl i
PyroMark Q24-kassetten. Rengér PyroMark
Q24-kassetten och kontrollera att den
fungerar ordentligt.

® Enzymerna eller substraten har inte
dispenserats pd eft riktigt sétt pd grund av en
tilltéppt PyroMark Q24-kassett (visar sig
genom att det saknas bé&de
forsekvenseringssignal och toppar i
pyrogrammet). Rengér PyroMark Q24-
kassetten och kontrollera att den fungerar
ordentligt.
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Synpunkter och férslag pa l6sningar

g)

Skadad PyroMark Q24-
kassett

Buffertar eller reagenser har
spatts ut felaktigt eller
forvarats felaktigt

PyroMark Q24 MDx

startades utan att ndgon
platta var inférd

Beredningen av PyroMark
Q24 Control Oligo har inte
utférts pd ett riktigt séit

Férorenat prov leder till
ovanligt hég férbrukning av
substratblandning (visar sig
som hog
férsekvenseringssignal)

® Kassera PyroMark Q24-kassetten enligt
statliga, nationella och lokala
miljéféreskrifter fér avyttring av
laboratorieavfall.

® Folj de anvisningar som medféljer
reagenserna.

® Rengér varmeblocket och
liusledarna/linsmatrisen enligt anvisningarna

i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24
MDx.

@ Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Control Oligo.
Se till att félja protokollanvisningarna vid
spadning av PyroMark Q24 Control Oligo i
sp&dningsbufferten. Se till att den levererade

10x spddningsbufferten allra férst spdds till
1x med vatten av hég renhetsgrad.

@ Byt buffertar. Anvdnd endast buffertar

som levereras av QIAGEN eller QIAGEN:s
auktoriserade é&terférsaljare.

® Kontrollera om det har bildats né&gra
toppar med hjélp av zoom in-funktionen (vél;

ut ett avsnitt i pyrogrammet med vanstra
musknappen).

Varning om signal-brusférhéallande

34

Varierande

® Se punkterna a) till k) under Smé
toppar eller inga toppar ovan.
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Kvantifieringsresultat

Synpunkter och forslag pa lésningar

Bristande eller felaktig sekvens

a) Beredningen av PyroMark
Q24 Control Oligo har
inte utforts pd ett riktigt
satt

b) Felaktig analyssekvens
eller
dispenseringsordning

c) Buffertar eller reagenser
har spatts ut felaktigt eller
férvarats felaktigt

d) Dispenseringsfel
(upptrader till exempel
som splittrade toppar)

e) Tilltdppt PyroMark Q24-
kassett

f) Skadad PyroMark Q24-
kassett

g) For lang hybridiseringstid

@ Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Control Oligo. Se
till att f6lja protokollanvisningarna vid spé&dning
av PyroMark Q24 Control Oligo i
spédningsbufferten. Se till att den levererade
10x spddningsbufferten allra férst spads till 1x
med vatten av hég renhetsgrad.

® Se till att ratt sekvens har skrivits in vid
uppsattning av analysen.

@ Folj de anvisningar som medféljer
reagenserna. Ta med en tom brunn (med
endast PyroMark Annealing Buffer) i
kéruppsattningen for att kontrollera om det
upptréder bakgrundstoppar relaterade till
nukleotiderna.

@ Rengér eller byt ut PyroMark Q24-
kassetten. Om problemet kvarstér bér du
kontakta QIAGEN:s tekniska service
(kontaktuppgifter hittar du pd handbokens
baksida eller ocksd besdker du
www.giagen.com).

® Nukleotiderna har inte dispenserats pé ett
riktigt satt pd grund av en tilltappt ndl i
PyroMark Q24-kassetten. Rengér PyroMark
Q24-kassetten och kontrollera att den fungerar
ordentligt.

@ Kassera PyroMark Q24-kassetten enligt
statliga, nationella och lokala miljéféreskrifter
for avyttring av laboratorieavfall.

@ Utfér hybridiseringen under rétt tidsperiod

och vid de temperaturer som anges i
protokollen.
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Synpunkter och férslag pa lésningar

Hoég bakgrund

a) En eller flera reagenser
har inte férvarats enligt
de anvisningar som ges i
“Férvaring” pd sidan 5

@ Kontrollera reagensernas
forvaringsbetingelser och utgéngsdatum och
anvénd nya reagenser om nédvandigt.

@ Nukleotider fér inte frysas ned.

b) Reagenserna
utgdngsdatum har
passerats

@ Kontrollera férvaringsbetingelserna och
reagensernas utgdngsdatum och anvand nya
reagenser om nddvandigt.

Topphojder for enstaka toppar

Synpunkter och férslag pa I6sningar

Bristande eller felaktig sekvens

a) Beredningen av PyroMark
Q24 Control Oligo har inte
utférts pd ett riktigt sGit

(D Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Control Oligo.
Se till att félja protokollanvisningarna vid
spadning av PyroMark Q24 Control Oligo i
spadningsbufferten. Se till att den levererade
10x spadningsbufferten allra férst spdds till
1x med vatten av hég renhetsgrad.

b) Felaktig analyssekvens eller

dispenseringsordning ® Se till aott ratt sekvens har skrivits in vid

uppsdttning av analysen.

c) Buffertar eller reagenser har
spatts ut felaktigt eller
férvarats felaktigt

(D Folj de anvisningar som medféljer
reagenserna. Ta med en tom brunn (med
endast PyroMark Annealing Buffer) i
kéruppsattningen for att kontrollera om det
upptréder bakgrundstoppar relaterade till
nukleotider.

d) Dispenseringsfel (upptréder
till exempel som splittrade
toppar)

® Rengér eller byt ut PyroMark Q24-
kassetten. Om problemet kvarstdr bér du
kontakta QIAGEN:s tekniska service
(kontaktuppgifter hittar du p& handbokens

baksida eller ocksd besoker du
www.giagen.com).
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Synpunkter och forslag pa l6sningar

e)

f)

g)

Sma toppar eller inga toppar

a)

b)

Handbok till PyroMark Q24 Control Oligo 03/2015

Tilltdppt PyroMark Q24-
kassett

Skadad PyroMark Q24-
kassett

For l&ng hybridiseringstid

Otillrécklig mangd templat
fér immobilisering

Inte tillréckligt med enzym

eller substrat till alla
brunnarna

De markerade brunnarna
fr@n uppsétining av
kérningen éverensstdmmer
inte med provernas
placering i plattan

En eller flera av
nukleotidfacken i PyroMark
Q24-kassetten har inte fyllts
pé ordentligt med reagenser
eller nukleotider

Dispenseringsfel (upptréder
till exempel som splittrade

toppar)

® Nukleotiderna har inte dispenserats pé
ett riktigt satt p& grund av en tilliGppt ndl i
PyroMark Q24-kassetten. Rengér PyroMark

Q24-kassetten och kontrollera att den
fungerar ordentligt.

® Kassera PyroMark Q24-kassetten enligt
statliga, nationella och lokala
miljéféreskrifter for avyttring av
laboratorieavfall.

® Utfér hybridiseringen under rétt

tidsperiod och vid de temperaturer som
anges i protokollen.

® Se till att spdda PyroMark Q24 Control

Oligo pé ett riktigt satt och anvénda de
mangder som anges i protokollen.

@ Fyll PyroMark Q24-kassetten enligt
anvisningarna i rapporten “Pre Run
Information”.

@ Se till aft du har fyllt p& PyroMark Q24-
plattan pé ett riktigt sétt, dvs. enligt vad som
angivits vid uppsattning av kérningen.

(D Se till att du har fillsatt tillréckligt med

reagenser i PyroMark Q24-kassetten. Fol|
bruksanvisningen fér produkterna.

® Rengér eller byt ut PyroMark Q24-
kassetten. Om problemet kvarstdr bér du
kontakta QIAGEN:s tekniska service
(kontaktuppgifter hittar du pd handbokens
baksida eller ocksd beséker du
www.giagen.com).
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Synpunkter och forslag pa l6sningar

f) Tilltappt PyroMark Q24-
kassett

g) Skadad PyroMark Q24-
kassett

h) Buffertar eller reagenser har
spatts ut felaktigt eller
forvarats felaktigt

i) Beredningen av PyroMark

Q24 Control Oligo har inte
utférts pd ett riktigt séit

i) Férorenat prov leder till
ovanligt hég férbrukning av
substratblandning (visar sig
som hog
forsekvenseringssignal)

® Nukleotiderna har inte dispenserats pé
ett riktigt satt pd grund av en tilltdppt ndl i
PyroMark Q24-kassetten. Rengér PyroMark
Q24-kassetten och kontrollera att den
fungerar ordentligt.

® Enzymerna eller substraten har inte
dispenserats pd eft riktigt sétt p& grund av en
tilltéppt PyroMark Q24-kassett (visar sig
genom att det saknas bé&de
forsekvenseringssignal och toppar i
pyrogrammet). Rengér PyroMark Q24-
kassetten och kontrollera att den fungerar
ordentligt.

® Kassera PyroMark Q24-kassetten enligt
statliga, nationella och lokala
milj6féreskrifter f6r avyttring av
laboratorieavfall.

® Folj de anvisningar som medféljer
reagenserna.

® Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Control Oligo.
Se till oft f8lja protokollanvisningarna vid
spadning av PyroMark Q24 Control Oligo i
sp&dningsbufferten. Se till att den levererade
10x spadningsbufferten allra férst spads till
1x med vatten av hég renhetsgrad.

® Byt buffertar. Anvénd endast buffertar
som levereras av QIAGEN eller QIAGEN:s
auktoriserade é&terférsdljare.

® Kontrollera om det har bildats négra
toppar med hjélp av zoom in-funktionen (valj
ut ett avsnitt i pyrogrammet med vénstra
musknappen).
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Synpunkter och forslag pa l6sningar

Mycket héga toppar

Beredningen av PyroMark
Q24 Control Oligo har inte
utfoérts pd ett riktigt satt

Bakgrund

® Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Control Oligo.
Se till ot f8lja protokollanvisningarna vid
spadning av PyroMark Q24 Control Oligo i
spadningsbufferten. Se till att den levererade
10x sp&dningsbufferten allra férst spéds till
1x med vatten av hég renhetsgrad.

Synpunkter och férslag pa I6sningar

Hoég bakgrund

a) En eller flera reagenser har
inte férvarats enligt de
anvisningar som ges i
“Férvaring” pd sidan 5

b) Reagenserna utgéngsdatum
har passerats

® Kontrollera reagensernas
forvaringsbetingelser och utgdngsdatum
och anvéand nya reagenser om
nédvandigt.

® Nukleotider fér inte frysas ned.

® Kontrollera reagensernas
férvaringsbetingelser och utg@ngsdatum

och anvéand nya reagenser om
nédvandigt.
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Skillnad i topphéjd med och utan provberedning

Synpunkter och férslag pa I6sningar

Felaktig provberedning

a) Vétskerester finns kvar i ett

40

par brunnar eller rér efter att
kulor med immobiliserat
templat f&ngats upp pé
filterproberna

Filterproberna fungerar inte
ordentligt

Vita rester (Streptavidin
Sepharose High
Performance-kulor) finns
kvar i ett par brunnar eller
rér efter att kulorna med
immobiliserat templat
fangats upp pé
filterproberna

Lackage i PyroMark Q24
MDx vakuumarbetsstation

@ Byt ut motsvarande filterprob i
vakuumverktyget till PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation. Lds mer i
anvisningarna om provberedning som finns
pé vért tekniska servicecenter pé
www.giagen.com/Support eller ring till
ndgon av QIAGEN:s tekniska
serviceavdelningar eller lokala &terférséljare
(se p& handbokens baksida eller gé& in pé
www.giagen.com).

® Kontrollera filterproberna. Tillsatt 80 ul
vatten av hég renhetsgrad till varje brunn i
en PCR-platta. Sl& pé& vakuumpumpen och
tillfér vakuum till verktyget genom att vrida
vakuumomkopplaren till 6ppet lage (On).
Sank ned vakuumverktyget i PCR-plattan och
vanta i 10 s. Kontrollera att alla brunnarna i
PCR-plattan &r tomma. Om sd inte ar fallet
bér du byta ut de felaktiga filterproberna
och upprepa testet.

® L&t inte den PCR-platta som anvénds i
immobiliseringssteget st& léngre én 1 min
efter avslutad skakning. Skaka under
ytterligare en minut innan kulorna inféngas
med vacuumverktyget.

® Se till oft slangarna ér ordentligt
anslutna och att det inte férekommer négot

ldckage. Slaskfiltret kanske &r vétt och
behéver bytas ut.
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Bilaga A Forbereda PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetssiation

| det hér protokollet f&r du anvisningar om hur du férbereder PyroMark Q24

MDx-vakuumarbetsstation innan du anvénder den fér beredning av
enkelstréngat DNA.

Forfarande

1. Fyll fem separata trég, levererade tillsammans med PyroMark Q24
MDx vakuumarbetsstation, enligt féljande:

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

Ca 40 ml PyroMark Denaturation Solution (2)
Ca 50 ml PyroMark 1x Wash Buffer (3)

Ca 50 ml vatten av hég renhetsgrad (4)

Ca 70 ml vatten av hég renhetsgrad (5)

Ett féreslaget arrangemang visas i figur 12. Fyll pé& trégen till dessa nivéer
ndr det behdvs.

Figur 12. Positioner p& PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation

2. Slé pa vakuumpumpen.

3. Tillfor vakuum till verktyget genom att vrida vakuumomkopplaren till
oppet lage.

4. Tvatta filterproberna genom att séinka ned proberna i vatten av hég
renhetsgrad (trég 5). Spola genom proberna med 70 ml vatten av
hoég renhetsgrad. Foérséakra dig om att vatinet rinner ned i
slaskbehéllaren. Om sé inte ar fallet se till att slangarna ér
ordentligt anslutna och inte ér skadade. Skadade slangar bér bytas
ut, se “Byra slangar” i Anvdandarhandboken till PyroMark Q24 MDx.

5. Se till att slaskfiltret ar torrt. Om filtret ér vatt bér det bytas ut, se
“Byta ut slaskfiltret” i Anvdndarhandboken till PyroMark Q24 MDx.

6. Fyll pé trdg 5 med 70 ml vatten av hég renhetsgrad.

Handbok till PyroMark Q24 Control Oligo 03/2015 41



7. Vrid vakuumomkopplaren till stéingt Idge pa verktyget (Off) och
placera verktyget i parkeringsldget (P).
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Bilaga B Tomma slaskbehallare och trag

VARNING

A\

Farliga kemikalier

PyroMark Denaturation Solution som anvénds tillsammans med
PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation innehéller
natriumhydroxid som irriterar 6gon och hud. Anvand
skyddsglaségon, skyddshandskar och labbrock. Ansvarig person
(t.ex. laboratoriechef) méaste vidta de &tgdrder som krévs fér att
stkerstdlla en séker arbetsmiljé och att operatérerna inte
exponeras for farliga nivéer av giftiga dmnen (kemiska eller
biologiska) i enlighet med de tillampliga sékerhetsdatabladen
(SDS) eller enligt dokumentation frén arbetsmiljdorganen OSHA,*
ACGIH! eller COSHH?*. Sakerstdllande av god ventilation och
avyttring av avfall méste ske i enlighet med géllande nationella,
statliga och lokala héalso- och sékerhetsféreskrifter samt lagar.

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

Se till att félja alla gallande nationella, statliga och lokala miljéféreskrifter om
avyttring av laboratorieavfall.

Féljande komponenter behdvs:

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

Forfarande

1. Se till att det inte tillférs vakuum till vakuumpreparationsverktyget.
dvs. att vakuumomkopplaren star i stéingt lage (Off) och att
vakuumpumpen dr avstangd.

2. Toém ut alla I6sningar som finns kvar i tragen.
3. Skolj tragen med vatten av hég renhetsgrad eller byt ut dem vid

behov.

4. Tom slaskbehallaren.

®

Locket kan tas bort utan att man behdver koppla bort slangarna.

5. Om vakuumarbetsstationen maéste rengéras (t.ex. fran damm eller
spill) ska du félja anvisningarna i ”Rengéra PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation” i Anvdndarhandboken till PyroMark Q24 MDx.
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Referenser

QIAGEN uppratthéller en stor, sténdigt uppdaterad, online-databas med
vetenskapliga publikationer vars resultat framtagits med hjélp av QIAGEN:s
produkter. Detalierade sékalternativ gér det maijligt fér dig att hitta de artiklar
du behéver, antingen genom en enkel sékning utgdende frén ett nyckelord eller
genom att ange applikation, forskningsomrade, titel osv.

Om du vill f& tillgéng till alla referenser kan du beséka QIAGEN:s online-
databas fér referenser pd www.qgiagen.com/RefDB/search.asp eller kontakta
QIAGEN:s tekniska service eller din lokala aterférsaljare.
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Bestdllningsinformation

Produkt Innehallsférteckning Art.nr.
PyroMark Q24 Control  For installationskontroll av systemet 979303
Oligo
Tillbehor
PyroMark Gold Q24 For 5 x 24 prover fér anvédndning pé 971802
Reagents (5 x 24) PyroMark Q24 MDx: enzymblandning,
substratblandning och nukleotider
PyroMark Annealing For hybridisering av 979309
Buffer (250 ml) sekvenseringsprimer till enkelstrangad
PCR-produkt och fér
pyrosekvenseringsreaktion
PyroMark Binding For bindning av biotinylerad PCR- 979306
Buffer (200 ml) produkt till Sepharose®-kulor
PyroMark Denaturation  Fér denaturering av dubbelstréngad 979307
Solution (500 ml) PCR-produkt till enkelstréngat templat-
DNA
PyroMark Wash Buffer,  For tvattning av enkelstréngat DNA 979308
concentrate (200 ml)
PyroMark Q24 Plate Platta med 24 brunnar fér 979301
(100) sekvenseringsreaktioner
PyroMark Q24 Kassetter fo6r dispensering av 979302
Cartridge (3) nukleotider och reagenser
Relaterade produkter
PyroMark Q24 MDx Sekvensbaserad detekteringsplatiform 9001513
for parallell pyrosekvensering av 24
prover
PyroMark Q24 MDx Applikationsprogram 9019063
Software
PyroMark Q24 MDx Vakuumarbetsstation (220 V) for 9001515*
Vacuum Workstation parallell beredning av 24 prover, frén 9001517t
PCR-produkt till enkelstradngat templat
* For évriga lander (e] Storbritannien)
t For Storbritannien.
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Produkt Innehallsférteckning Art.nr.

PyroMark Q24 For kontroll av ett systems prestanda 979304
Validation Oligo

Aktuell information om utnyttjande av licenser och produkispecifika
friskrivningsklausuler finns i handboken till respektive QIAGEN-kit eller
anvandarhandboken. Handbécker till QIAGEN-kits och anvéndarhandbécker

finns p& www.giagen.com eller ocksé& kan de skickas p& férfrégan frén
QIAGEN:s tekniska service eller din lokala é&terférsaljare.

46 Handbok till PyroMark Q24 Control Oligo 03/2015



Denna sida har avsikiligt [dmnats blank
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Denna sida har avsikitligt ldmnats blank
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Varumarken: QIAGEN®, Pyrosequencing®, Pyrogram®, PyroMark® (QIAGEN Group); Milli-Q” (Millipore Corporation); Sepharose® (GE Healthcare).

Avtal om licens med begransad anvéndning

Genom att anvénda denna produkt samtycker varje inkdpare eller anvéndare av PyroMark Q24 Control Oligo fill f8ljande villkor i detta avtal.

1.

PyroMark Q24 Control Oligo f&r endast anvéindas i enlighet med Handboken till PyroMark Q24 Control Oligo och ér endast avsedd fér
anvdndning med komponenter som ingdr i produkten. QIAGEN ger inte tillst&nd inom ramen fér sina immateriella réttigheter att anvénda eller
féra samman de komponenter som medfélier denna produkt med en komponent som inte innefattas i denna produkt, férutom vad som anges i
Handboken till Pyromark Q24 Control Oligo och ytterligare protokoll som tinns p& www.giagen.com.

Férutom vad som uttryckligen anges i dessa villkor ger QIAGEN inte n&gra garantier f&r at denna produkt och/eller dess anvéndning(ar) inte
inkréktar p& tredje parts réttigheter.

Denna produkt och dess komponenter ér godkénda fér eng8ngsanvéndning och fér infe 8teranvéndas, férbétiras eller séljas vidare.
QIAGEN frénskriver sig uttryckligen ansvaret fér alla andra tillsténd, uttryckliga eller underférstddda, én de som uttryckligen anges

Inképaren och anvéndaren av produkten samtycker till att inte vidtaga, eller 1&ta ndgon annan vidtaga, négra étgérder som skulle kunna leda
fill eller underlétta handlingar som férbjuds hérovan. QIAGEN har méjlighet att 8beropa 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
&tgérder fér aft driva igenom detta avtal om licens fér begréinsad anvéndning eller dess immateriella réttigheter som avser programvaran
och/eller dess komponenter.

For uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.
© 2015 QIAGEN, med ensamrétt.



www.giagen.com

Australia = Orders 03-9840-9800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800/28-10-10 = Fax 0800/28-10-19 = Technical 0800/28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 021-3865-3865 = Fax021-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

ltaly = Orders 02-33430-420 = Fax 02-33430-426 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 1544 7145 = Fax 1544 7146 = Technical 1544 7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders01-800-7742-639 = Fax01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-639

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 65-67775366 = Fax 65-67785177 = Technical 65-67775366

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 ® Fax(055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders01293-422-911 = Fax01293-422-922 = Technical 01293-422-999 “.‘.

USA = Orders 800-426-8157 = Fax800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN

Sample & Assay Technologies



