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B Automatiska provberednings- och analystekniker
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Kitinnehall

PyroMark Q24 Validation Oligo

Artikelnr 979304
Antal analyser 3
PyroMark Q24 Validation Oligo 5 % (20 uM) 70 ul
PyroMark Q24 Validation Oligo 95 % (20 uM) 70 ul
Spddningsbuffert 2x 1,7 ml

Handbok
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Medicinteknisk produkt inom in vitro-diagnostik
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Temperaturgrénser

Hanvisar till information i handboken

u Tillverkas med ensamratt

® Obs!

Lagring

PyroMark Q24 Validation Oligo bér férvaras i frys vid —30 till =15 °C vid
ankomst. Upprepad upptining och frysning (>4 x) bér undvikas. PyroMark Q24

Validation Oligo &r stabil fram ftill utgdngsdatum nér den férvaras under dessa
betingelser.

Avsedd anvéndning

PyroMark Q24 Validation Oligo ér ett verktyg fér att kontrollera prestandan hos

PyroMark Q24 MDx-systemet vid Pyrosequencing®-applikationer inom in vitro-
diagnostik.

Begrdnsningar i anvédndningen av produkten

PyroMark Q24 MDx-systemet, avsett f6r anvdndning inom in vitro diagnostik,
far endast anvdndas av

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

B ockrediterade laboratorier som utfér medicinska tester

Alla arbetsmoment méste utféras enligt anvisningarna till PyroMark Q24 MDx-
systemet, som anges via dialogmeddelanden pé skdrmen till PyroMark Q24
MDx, medféljande anvéndarhandbécker, handbdcker och teknisk service frén
QIAGEN och inom de grdnser 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 yiterst viktigt att noga félja b&de instrumentets anvéndarhandbok och
denna handbok fér att f& optimala resultat. Det &r inte rekommenderat att
anvénda andra spadningar av reagenserna én vad som anges i denna
handbok, eftersom det kommer att leda till minskad prestanda
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Observera noga de utgéngsdatum och férvaringsbetingelser som finns tryckta
p& samtliga komponenters férpackningar och etiketter. Anvénd inte
komponenter som har férvarats felaktigt eller vars utgdngsdatum passerats.

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

Kvalitetskontroll

| enlighet med QIAGEN:s ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem testas varje

sats av PyroMark Q24 Validation Oligo mot férbestémda specifikationer i syfte
att sékerstalla jdmn produktkvalitet.

Teknisk service

Vi @r stolta éver att var tekniska service p&d QIAGEN har s hég kvalitet och ér
s& latt att f& tillgéng till. Vara tekniska serviceavdelningar bestér av erfarna
forskare med djupa teoretiska och praktiska kunskaper om provberednings-
och analystekniker samt anvdndningen av QIAGEN:s produkter. Om du har
négra frdgor om PyroMark Q24 MDx-systemet eller QIAGEN:s produkter i
allménhet eller stétt pd ndgra problem nar det galler dem tveka inte att
kontakta oss.

QIAGEN:s kunder utgér en stor informationskalla nér det géller avancerad eller
specialiserad anvandning av v8ra produkter. Denna information é&r till stor
hjalp for séval andra forskare som forskarna pd QIAGEN. Vi vore déarfér
mycket tacksamma om du tar kontakt med oss i den héndelse du har négra
forslag som géller produkters prestanda eller nya tillémpningar och tekniker.

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

Varningar och foérsiktighet

Anvand labbrock, engdngshandskar och skyddsglaségon nér du arbetar med
kemikalier. Las mer i darfér avsedda séakerhetsdatablad (SDS). Dessa
tillhandahélls online i ett praktiskt och kompakt PDF-format pé
www.qgiagen.com/safety dér du kan hitta, visa och skriva ut
stkerhetsdatabladen f6r varje QIAGEN-kit och kit-komponent.
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Inledning

PyroMark Q24 Validation Oligo &r ett hjglpmedel fér att kontrollera PyroMark
Q24 MDx-systemets prestanda.

Princip och forfarande

Produkten bestér av 2 biotinylerade oligonukleotider vars sekvenser skiljer sig
frén varandra i en position, syntetiserad som A eller G. En variabel position
bildas genom att de 2 oligonukleotiderna blandas i olika proportioner. Celler T
infogas vid sekvensering och den variabla positionen analyseras som
procentuellt C-innehdll.

Replikat av blandningarna anvénds sedan fér bestdémning av linearitet,
systematiskt fel och repeterbarhet. Dessa bestémningar utgdr systemets
prestandatest.

Granserna fér de 2 blandningarnas proportioner, 5 % och 95 %, har noga valts
for aft stdmma éverens med de allmént accepterade grénserna for tillforlitlig

kvantifiering enligt vad som bestdms genom intern utvérdering och publicerade
data (2-8).

Prestandatestet gdller for hela PyroMark Q24 MDx-systemet, eftersom

blandningarna bereds via PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation innan de
analyseras i PyroMark Q24 MDx-instrumentet.

B&da oligonukleotiderna kan bilda en intern stam-&glestruktur. Denna struktur
moijliggér sjalvhybridisering av oligonukleotiderna fér extendering med hjélp av
DNA-polymeras och eliminerar behovet av en sekvenseringsprimer i
pyrosekvenseringsreaktionen. Figur 1 visar oligonukleotidernas struktur.

m . < o e

/—7«4/‘ —
. (
S eween ATRECAAL L ® 5’ sictin N s eves K TRCEARNRC ® 5 siotin

Sekvenserad region

TAYGGTTTG ,
/IDIEATRCCAAAC — @ 5 siotin

Figur 1. Strukturen hos PyroMark Q24 Validation Oligos. [} Oligonukleotidernas dppna
struktur. [2 Oligonukleotidernas struktur efter sjglvhybridisering med analyssekvensen angiven.

* Den terminologi som anvéands fér prestandaparametrar ér baserad pd modifierade
definitioner fran referens 1 (se “Referenser” pé sidan 36).
Linearitet: Frmdga att, inom ett givet méatintervall, ge métresultat som &r direkt
proportionella mot det procentuella C-innehdllet i provet.
Systematiskt fel: Skillnaden mellan métresultaten och ett sant vérde pd % C.
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Repeterbarhet: Precisionen hos pé varandra féljaonde matresultat f6r % C, framtagna under
vésentligen oférandrade betingelser (till exempel replikat).

Beskrivning av protokoll

Arbetsflédet nedan beskriver analysutférandet.

Arbetsflodet for validering med hjdalp av PyroMark Q24 Validation Oligo
Satta upp analys och kérning Bereda prover

Spdda varje PyroMark Q24
Sétta upp analysfil (protokoll 1) Validation Oligo (protokoll 3)

\

Il Bereda blandningar med olika
procentuellt C-innehall (protokoll 3]

\

Spdda blandningar till 0,1 yM och
0,025 uM (protokoll 3)

\
Bereda prover (protokoll 4)

\ \

Immobilisera (protokoll 4)

\/

Kéra pé& PyroMark Q24 MDx (protokoll 4)
\

Analysera PyroMark Q24 MDx-kérningen med avseende pa linearitet
(protokoll 5)

\

Analysera PyroMark Q24 MDx-kérningen med avseende pa systematiskt
fel och repeterbarhet (protokoll 6)

\/
Valideringsrapport

Satta upp korfil (protokoll 2)
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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 sékerhetsdatablad som tillhandahélls av
produktleverantéren.

Foér anvandning pé PyroMark Q24 MDx

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

PyroMark Q24 Cartridge (art.nr. 979302)1

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

PyroMark Q24 MDx Reagents (art.nr. 971802)*f
Pipetter (installbara)

Sterila pipettspetsar med filter

PyroMark Q24 Binding Buffer (art.nr. 979306)1
PyroMark Q24 Denaturation solution (art.nr. 979307)1
PyroMark Q24 Wash Buffer, koncentrat (art.nr. 979308)f
PyroMark Q24 Annealing Buffer (art.nr. 979309)1

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

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

15 ml eller 2 ml mikrocentrifugrér fér spédning av PyroMark Q24
Validation Oligo

vattenfast mérkpenna fér maérkning av rér

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

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

' CE-IVD-maérkt i enlighet med EU-direktivet 98/79/EG. Alla andra uppréknade produkter ér
inte CE-IVD-mérkta baserat p& EU-direktivet 98/79/EG.
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Protokoll 1: Sdtta upp en analys med PyroMark Q24
Validation Oligo

@ Viktigt att tdnka pd innan du bérjar

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

Forfarande

1. Satt upp en analys med PyroMark Q24 Validation Oligo med hjdlp
av PyroMark Q24 MDx-programmet.
2. Klicka péa = i verktygsfaltet och valj “New AQ Assay”.

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

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

4. Klicka pd symbolen “Generate Dispensation Order” fér att fa
foljande dispenseringsordning fér nukleotiderna:
AQ: CTGACTGTG
CpG: ATGATCGTG

Figur 2. Histogram fér AQ-ldge. Den férsta och den tredje nukleotidtillsatsen
motsvarar blankdispenseringar och fungerar som negativa kontroller. Den femte och den
sjatte dispenseringen motsvarar den variabla position som skapats genom att 2
oligonukleotider blandats.

5. Klicka pé H i verktygsfaltet for att spara analysen.
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Protokoll 2: Satta upp en kérning for att testa
PyroMark Q24 MDx-systemets prestanda

@ Viktigt att tdnka pd innan du bérjar

B Las mer om hur du sétter upp en ny kérning i Anvéndarhandboken Htill
PyroMark Q24 MDx programvara.

B Vi rekommenderar att du placerar proverna slumpmdssigt i PyroMark
Q24-plattan. | tabell T och tabell 2 ges exempel pd ett slumpmadssigt
monster ddr bokstéverna avser blandningarna i tabell 3 (se “Protokoll 3:

Bereda spddningsserier frdn Q24 Validation Oligo”). Skriv in det
procentuella C-innehéllet (% C) som prov-ID.

B Tva korfiler méste skapas for varje test: en fér 0,5 pikomol och en fér 2
pikomol.

Forfarande

1. Satt upp tvé kérningar fér linearitetsbestétmningen genom att
importera analysparametrarna till lampligt antal plattor och brunnar
enligt Tabell 1. Spara analyserna som “Linearity_0.5picomol” och
“Linearity_2picomol”.

Om du vill lagga till en analysmetod till en brunn kan du antingen:
B Hégerklicka p& brunnen och vélj “Load Assay” frédn hégerklicksmenyn.

m  Valj analysmetoden i snabbvalsfénstret och klicka och dra den il
brunnen.

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

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

Tabell 1. Plattuppsattning for linearitetsbestéimning

1 2 3 4 5 6 7 8
A A C - F B E - G
B D G C D F B C D
C A F E A B E - G
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2. Satt upp tva kérningar for bestémning av systematiskt fel och
repeterbarhet genom att importera analysparametrarna till lampligt
antal plattor och brunnar enligt Tabell 2. Spara analyserna som
“BiasRepeatability_0.5picomol” och “BiasRepeatability_2picomol”.

Tabell 2. Plattuppsdtining for bestéimning av systematiskt fel och
repeterbarhet

1 2 3 4 5 6 7 8
A C A B B C C A B
B A C A B B C A B
C C A B A C B C A

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

4. Skriv ut en lista pa 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 =.
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Protokoll 3: Bereda spddningsserier fran Q24
Validation Oligo

@ Viktigt att tdnka pd innan du bérjar

B Noggrann pipettering ér avgérande fér att f& rétt blandningar. Metoden
som beskrivs nedan innebér att lika stora volymer av [6sningarna blandas.
Det gér att pipetteringsfelen reduceras. Det &r fortfarande avgérande att
samma pipetteringsteknik anvénds foér alla blandningar fér att sékerstélla
att lika stora volymer verkligen dispenseras.

B Den buffert som medfélier PyroMark Q24 Validation Oligo innehdller ett
medel som effektivt hindrar oligonukleotider frédn att adsorbera ill
plastytor. Adsorption kan inverka negativt pd prestandan. Det &r viktigt att
denna buffert anvénds i tillémpliga fall. Aven PyroMark Q24 Validation
Oligo férvaras i denna buffert.

Forfarande

1. Den spddningsbuffert som medféljer PyroMark Q24 Validation Oligo
behover spédas fére anvéandning. Bered 1x spadningsbuffert genom
att blanda 600 ul av en 10x spédningsbuffert med 5400 ul vatten av
hég renhetsgrad.

@ Medlet kan géra att det bildas bubblor under pipettering

2. Férbered 1,5 ml eller 2 ml mikrocentrifugror for spédningsserierna.

Mark réren enligt foljande:

Al,B1,C1, D1,E1,F1, G1

A0.1, B0.1,C0.1, DO.1,EO.1,FO0.1, GO.1

A0.025, B0.025, C0.025, D0.025,E0.025, F0.025, G0.025

3. Tillsatt med pipett 30 yl PyroMark Q24 Validation Oligo 5 % (20 uM)
till réret markt “A1”.

4. Tillsétt med pipett 30 ul PyroMark Q24 Validation Oligo 95 % (20
MM) till réret markt “B1”.

5. Tillsatt vardera 570 pl spadningsbuffert 1x (fran steg 1) till réren
“A1"” och “B1” for att bilda 1 uM-lésningar fér varje PyroMark Q24
Validation Oligo. Blanda genom att dra vétskan upp och ned i
pipetten.

@ Vi rekommenderar bestémt att du pipetterar 30 ul- och 570 ul-
volymerna utan att dndra négra pipettinstaliningar mellan de olika
blandningarna.
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6. Bered l6sningar for réren “C1” till “G1” enligt tabell 3.

Tabell 3. Beredning av PyroMark Q24 Validation Oligo-blandningar
med olika procentuellt C-innehall

Rorets Blanda Slutvolym % C

mdrkning
Al - — 600 ul 5%
B1 - — 600 ul 95 %
Cl1 200 ul AT 200 ul B1 400 pul 50 %
D1 100 ul AT 100 ul C1 200 ul 27,5 %
E1 100 ul AT 100 ul D1 200 ul 16,3 %
F1 100 ul B1 100 ul C1 200 ul 72,5 %
Gl 100 ul B1 100 ul F1 200 ul 83,8 %

7. Bered lésningar for réoren “A0.1” till “G0.1” genom att spada varje
I6sning “A1” till “G1” till 0,1 uM enligt tabell 4.

Tabell 4. Spédning av PyroMark Q24 Validation Oligo-blandningarna
fér roren “A0.1” till “G0.1”

Komponent Volym Koncentration
Lésningarna “A1” till “G1” (frdn steg 4) 30 ul 1 uM
Spddningsbuffert 1x* 270 ul -
Lésningarna “A0.1” till “G0.1” 300 ul 0,1 umMm

* Se till att 10x spadningsbufferten som medféljer PyroMark Q24 Validation Oligo spéds med
vatten av hég renhetsgrad fére anvéndning. Se steg 1.
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8. Bered l6sningar for réoren “A0.025” till “G0.025"” genom att utféra
en andra spddning av varje lésning “A0.1” till “G0.1” till 0,025 uM

enligt tabell 5.

Tabell 5. Spéddning av PyroMark Q24 Validation Oligo-blandningarna
for réren “A0.025” till “G0.025"”

Komponent Volym Koncentration
Lésningarna “A0.1” till “G0.1" (frédn

steg 7) 60 ul 0,1 uM
Spadningsbuffert 1x* 180 ul -
Lésningarna “A0.025” till “G0.025"” 240 pl 0,025 uM

* Se till att 10x spadningsbufferten som medfélier PyroMark Q24 Validation Oligo spéds med

vatten av hég renhetsgrad fére anvéndning. Se steg 1.

® De aterstéende volymerna av PyroMark Q24 Validation Oligos i
réren “A1” 1ill “G1” kan férvaras vid =20 °C under upp till en manad.
Upprepad upptining och frysning (>4 x) bér undvikas.

Handbok till PyroMark Q24 Validation Oligo 03/2015
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Protokoll 4: Bestdtmma linearitet, systematiskt fel och
repeterbarhet

Att férbereda innan du pdbérjar besttmningen

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

B Placera 4 PyroMark Q24 platthdllare pé ett vérmeblock vid 80 °C fér
anvdndning i steg 26.

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

B Mérk de 4 PyroMark Q24-plattorna enligt féljande:
Platta 1, Platta 2, Platta 3, Platta 4

Forfarande

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

2. Bered en Master Mix for DNA-immobilisering enligt Tabell 6. Bered

en volym som ér minst 10 % stérre dn den som behévs fér att utféra

det totala antalet reaktioner.
Detta protokoll omfattar 4 x 24 = 96 reaktioner.

Tabell 6. Huvudblandning fér DNA-immobilisering

Antal prover 1 110*
Streptavidin Sepharose High

Performance 2l 220
PyroMark Binding Buffer 40 ul 4,4 ml
Vatten av hég renhetsgrad 18 ul 1,98 ml
Total volym 60 ul 6,60 ml

* Ger en tillrackligt stor mangd fér de 4 x 24 = 96 prover som behévs.

3.

Tillsatt 60 ul av Master Mix till fyra PCR-plattor med vardera 24
brunnar (4 x 24). Mérk réren enligt féljande:
Platta 1, Platta 2, Platta 3, Platta 4

Platta 1: Tillsétt med pipett 20 ul PyroMark Q24 Validation Oligo -
blandning pé& 0,025 yM (réren “A0.025"” till “G0.025"” frén
“Protokoll 3: Bereda spédningsserier frén Q24 Validation Oligo”) i
triplikat till “Plate 1” i samma ménster som i kéruppsdttningen for
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“Linearity_0.5picomol” (se rapporten “Pre Run Information” frén
“Protokoll 2: Satta upp en koérning for att testa PyroMark Q24 MDx-
systemets prestanda”).

@ De tre aterstdende brunnarna kan anvéandas som negativa
kontroller. Tillsatt 20 ul Tx spddningsbuffert istéllet fér oligonukleotider.

@ Den totala volymen per brunn ska vara 80 ul efter tillsats av
PyroMark Q24 Validation Oligo-blandningar.

5. Platta 2: Tillsétt med pipett 20 yl PyroMark Q24 Validation Oligo -
blandning pé& 0,1 yM (réren “A0.1"” till “G0.1” fréan “Protokoll 3:
Bereda spadningsserier fran Q24 Validation Oligo”) i triplikat till
“Plate 2” i samma moénster som i kéruppsattningen for
“Linearity_2picomol” (se rapporten ”"Pre Run Information” fran
“Protokoll 2: Satta upp en koérning for att testa PyroMark Q24 MDx -
systemets prestanda”).

@ De tre &terstdende brunnarna kan anvéndas som negativa
kontroller. Tillsétt 20 ul 1x spadningsbuftfert istéllet fér oligonukleotider.

@ Den totala volymen per brunn bér vara 80 ul efter tillsats av
PyroMark Q24 Validation Oligo-blandningarna.

6. Platta 3: Tillsatt med pipett 20 pyl av de forsta 3 PyroMark Q24
Validation Oligo-blandningarna pé 0,025 uM (réren “A0.025"” till
“C0.025"” fran “Protokoll 3: Bereda spadningsserier fran Q24
Validation Oligo”) i replikat pa éatta till “Plate 3” i samma ménster
som i kéruppsdttningen for “BiasRepeatability_0.5picomol” (se
rapporten “Pre Run Information” fran “Protokoll 2: Sétta upp en
kérning for att testa PyroMark Q24 MDx-systemets prestanda”).

® Den totala volymen per brunn ska vara 80 ul efter tillsats av
PyroMark Q24 Validation Oligo-blandningar.

7. Platta 4: Tillsatt med pipett 20 uyl av de férsta 3 PyroMark Q24
Validation Oligo-blandningarna pé 0,1 uM (réren “A0.1" till “C0.1"”
frdn “Protokoll 3: Bereda spddningsserier fran Q24 Validation
Oligo”) i replikat pé atta till “Plate 4” i samma ménster som i
koéruppsattningen for “BiasRepeatability_2picomol” (se rapporten
”Pre Run Information” fran “Protokoll 2: Sétta upp en kérning for att
testa PyroMark Q24 MDx-systemets prestanda”).

@ Den totala volymen per brunn bér vara 80 ul efter tillsats av
PyroMark Q24 Validation Oligo-blandningar.

8. Tillslut PCR-plattorna (“Plate 1” till “Plate 4”) med remslock.
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9. Skaka “Plate 1” vid rumstemperatur (15-25 °C) i 5 min vid
1400 rpm.

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

@ Under det har steget férbereder du PyroMark Q24 MDx
vakuumarbetsstation fér provberedning (se bilaga A pé& sidan 33).

10. Tillsatt 25 ul av PyroMark Annealing Buffer till varje brunn i
Pyromark Q24 platta 1.

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

® Eftersom oligonukleotiderna basparar med sig sjélva behdvs inte
ndgon sekvenseringsprimer. Kulorna frisétts i PyroMark Annealing Buffer.

11.Placera PCR “Plate 1” och en PyroMark Q24 -platta pé arbetsbordet
bredvid PyroMark Q24 MDx-vakuumarbetsstation (se Figur 3).

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

Figur 3. Placeringen av PCR-plattan och PyroMark Q24 -plattan p& 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

12. Tillfér vakuum till vakuumpreparationsverktyget genom att vrida
vakuumomkopplaren till 6ppet lage.

13. Sank férsiktigt ned filterproberna i PCR-plattan for att fanga upp
kulorna innehdllande immobiliserat templat. Hall kvar filterproberna
i 15 s. Var forsiktig nar du lyfter upp verktyget.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25,
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@ Sepharose-kulor sedimenterar snabbt. Om det har gétt mer én en
minut sedan plattan (eller remsorna) skakats bér du skaka pé nytti T min
innan du féngar upp kulorna.

For over verktyget till traget som innehdller 70 % etanol (trég 1). Lat
vatskan spola genom filterprobernai 5 s.

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

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

Hoj verktyget i vertikal rikining till en lutning éver 90° och hall det sé
i 5 s for att témma all vétska frén filterproberna (se féljande bild).

Figur 4. Visar vakuumverktyget nér det héjts i vertikal rikining till en lutning pé
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
hybridiseringsbuffert genom att férsiktigt skaka verktyget frén sida
till sida. Lat filterproberna vila p& brunnarnas botten.

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

Tvétta filterproberna genom att séinka proberna i det andra tréget
med vatten av hég renhetsgrad (trég 5) och tillfor vakuum. Spola
genom proberna med 70 ml vatten av hég renhetsgrad.

Héj verktyget i vertikal rikining till en lutning éver 90° och hall det sa
i 5 s for att témma all vétska fran filterproberna (se Figur 4).

Vrid vakuumomkopplaren till stangt lage pa verktyget (Off) och
placera verktyget i parkeringsldget (P).

Upprepa stegen 0-21 for de aterstdende PCR-plattorna (“Plate 2”,
“Plate 3”, “Plate 4").

Slé av vakuumpumpen.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

36.
37.

38.
39.

40.
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@ 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 35).

Vdarm de 4 PyroMark Q24-

plattorna med proverna vid 80°C i 2 min

med anvéndning av ett véirmeblock och PyroMark Q24 platthallare.

Ta bort PyroMark Q24-pla
svalna till rumstemperatur

ttorna fran platthéllarna och lét proverna
(15-25 °C) i minst 5 min.

Fyll en PyroMark Q24 kassett med lampliga volymer av PyroMark

Gold Q24 reagenser, som

anges i rapporten “Pre Run Information”

for “Linearity_0.5picomol” fran “Protokoll 2: Sétta upp en kérning
for att testa PyroMark Q24 MDx-systemets prestanda”.

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

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 ar synlig pa kassettens framsida och stéing porten.
Lyft upp ldsramen och placera PyroMark Q24 -plattan (“Plate 1”) péa

varmeblocket.

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

framsida.

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

Vdlj “Run” i huvudmenyn (med hjdlp av skérmknapparna 4 och )

och tryck pé “OK".

Valj korfilen “Linearity_0.5picomol” med hjalp av

skdrmknapparna«and ~.

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

“Back”.

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

Nér kérningen dr klar och

instrumentet bekraftar att kérningen har

sparats pd USB-minnet trycker du pa “Close”.

Oppna instrumentets lock.

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

Stéing porten.
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41.

42.
43.

44,

45.

46.

47.

48.
49.

50.

51.

52.
53.

54.

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

Tryck ned ladsramen och stéing instrumentlocket.

Rengér PyroMark Q24-kassetten (se Handboken till PyroMark Gold
Q24 reagenser).

Fyll en PyroMark Q24 kassett med lampliga volymer av PyroMark
Gold Q24 reagenser, som anges i rapporten “Pre Run Information”
for “Linearity_0.5picomol” fran “Protokoll 2: Sétta upp en kérning
for att testa PyroMark Q24 MDx-systemets prestanda”.

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

Oppna kassettporten och for in den péfylida PyroMark Q24-
kassetten med etiketten vénd utéat. Tryck in kassetten helt och tryck
sedan ned den.

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

Lyft upp ladsramen och placera PyroMark Q24-plattan (“Plate 2”) pa
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 skédrmknapparna 4 och )
och tryck pé& “OK".

Valj korfilen “Linearity_2picomol” med hjdlp av

skarmknapparna « and ~.

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

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

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

Upprepa stegen 37-52 f6r de aterstGende PyroMark Q24-plattorna
(“Plate 2”, “Plate 3", “Plate 4”).

® For “Plate 3" anvander du den kérfil som sparats som
“BiasRepeatability 0.5picomol”.
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® For “Plate 4” anvander du den kérfil som sparats som
“BiasRepeatability 2picomol”.

55.Ta ut USB-minnet.

56. Kassera PyroMark Q24-plattorna och rengér PyroMark Q24-
kassetten (se Handboken till PyroMark Gold Q24 reagenser).
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Protokoll 5: Linearitetsanalys

@ Analysmetodens linearitet kan testas p& 2 niv@er:

B enligt riktlinjerna EP6-A’ frén CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute)
s@som rekommenderats i Standard EN-13612 '° och med hjélp av
validerad programvara eller

B genom enkel linjér regressionsanalys.

Uppfyllda prestandakrav for bade CpG- och AQ-metoden enligt EP6-A

Den metod som beskrivs har har vid analys av 0,5-2 pikomol av PyroMark
Q24 Validation Oligo pdvisats vara linjar inom intervallet 5 % to 95 % C inom
en tillaten icke-linearitet p& 3 procentenheter.

Linearitet enligt CLSI EP6-A (efter IVD)

Den hdr metoden innebdr anpassning av linjéra ekvationer och
polynomekvationer till erhdlina data. Metoden bestémmer sedan om
anpassningen av polynomekvationen &r signifikant béttre dn anpassningen av
den linjara ekvationen, vilket betyder att data inte &r linjéra. Men
godtagbarhetsgranserna kan stéllas in pé icke-linearitet for att uppfylla

analysmetodens praktiska behov. Dessa tas med i dataanalysen i syfte att
bestdmma om en eventuell detekterad icke-linearitet ér godtagbar.

Det finns flera programvaruprodukter p& marknaden som analyserar data

enligt EP6-A'°. Analysprogrammet kan valideras med hjélp av dataset frén
National Institute of Standards and Technology, USA (www.nist.gov).

Forfarande

1. Oppna kérfilerna for “Linearity_0.5picomol” och
“Linearity_2picomol” i PyroMark Q24 MDx-programmet och
analysera alla brunnarna.

@ Alla brunnarna férutom de negativa kontrollerna bér uppné
kvalitetsvarderingen “Passed”, vilket visas som en blé stapel i brunnens
nedre falt och med % C angivet i en bl& rektangel i pyrogrammet.
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Figur 5. Exempel pé resultat frdn AQ-analys aven 50 %-blandning (rér “C0.1").

Besttmma topphéjderna hos de enstaka topparna.

® Helst ska topparna vara mellan 30 = 10 RLU fér prover med
0,5 pikomol templat och éver 120 + 40 RLU f6r prover med 2 pikomol
templat.

® Om du vill f& topphéjdsvardena véljer du “Export Peak Heights”
fran “Tools”-menyn. Spara resultaten i eft Iampligt format (*.csv eller *.tsv).
Oppna denna fil i Microsoft® Excel (Delimited) och berédkna

medeltopphdjden fér enstaka toppar samt bakgrunden fér respektive brunn
enligt nedanstdende beskrivning.

Valj “AQ/CpG Analysis Results” fran “Reports” -menyn for att 6ppna
rapporten med analysresultat.

Spara resultaten i ett Iimpligt format (*.csv eller *.tsv).

Oppna datdfilen i analysprogrammet.

Skapa en tabell med nominella och experimentella vérden

Ett exempel p& en sddan tabell visas i tabell 7 p& sidan 25.

Analysera lineariteten enligt anvisningarna i programmet.
Ett exempel pé& en s&dan linearitetsanalys visas i figur 6 pd sidan 26.
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Tabell 7. Férvéantade och verkliga vérden pa % C

Rorets Prov Forvéantat % C Verkligt % C*
mdrkning
A 1 5 6,22
2 5 6,17
3 5 5,06
E 1 16,3 18,20
2 16,3 17,90
8 16,3 18,12
D 1 27,5 31,2
2 27,5 29,89
3 27,5 29,89
C 1 50 51,88
2 50 52,62
3 50 52,27
F 1 72,5 74,76
2 72,5 74,66
3 72,5 75,31
G 1 83,8 85,28
2 83,8 85,53
3 83,8 85,68
B 1 95 95,30
2 95 95,40
3 95 95,73

* Dessa vérden &r endast avsedda som exempel Verkliga varden maste bestémmas

experimentellt.
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Figur 6. Exempel pé linearitetsanalys. [} Den linjéra kurvanpassningen och
polynomkurvanpassningen visas i ett diagram. Polynomkurvanpassningen ar statistiskt

signifikant. [} Kurvan frén Bland-Altimans test visar att data &r inom grénserna fér till&ten icke-
linearitet pd 3 procentenheter med god marginal.
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Protokoll 6: Analys av systematiskt fel och
repeterbarhet

Uppfyllda prestandakrav for bade CpG- och AQ-metoden

Den metod som beskrivits har har vid analys av 0,5-2 pikomol av PyroMark
Q24 Validation Oligo pévisats uppfylla féljande prestandakrav:

Repeterbarhet, uppmatt som standardavvikelsen fér 8 replikat, &r inom 3
procentenheter i intervallet 5 % C till 95 % C

Det systematiska felet &r mindre én 5 procentenheter fér ett medelvérde
frén 8 replikat i intervallet 5 % C till 95 % C.

Blandningarna “A”, “B”, and “C”, innehéllande 5 % C, 95 % C respektive 50 %

C anvénds fér bestémning av repeterbarhet, systematiskt fel och intermediér
precision.

Forfarande

1.

Oppna kérfilerna fér “BiasRepeatability 0.5picomol” och
“BiasRepeatability_2picomol” i PyroMark Q24 MDx-programmet och
analysera alla brunnarna.

@ Alla brunnarna bér uppné kvalitetsvéarderingen “Passed”, vilket
visas som en bl& stapel i brunnens nedre falt och med % C angivet i en blé
rektangel i pyrogrammet.

C: 51%
T: 49%
250
200
150
100 A\
50
O T 1’¥ 1 1 1 lk 1
E S & T G A C N G T G
5

Figur 7. Exempel pé resultat frédn AQ-analys aven 50 %-blandning (rér “C0.1").

Besttmma topphéjderna hos de enstaka topparna.

@ Helst ska topparna vara mellan 30 = 10 RLU fér prover med
0,5 pikomol templat och éver 120 = 40 RLU fér prover med 2 pikomol
templat.

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

Valj “AQ/CpG Analysis Results” fran “Reports” -menyn fér att 6ppna
rapporten med analysresultat.

Spara resultaten i ett Iampligt format (*.csv eller *.tsv).

Oppna datdfilen i analysprogrammet.

Skapa en tabell med forvéantade och verkliga vérden

Ett exempel pé& en s&dan tabell visas i Tabell 8.

Erhallna analysdata bér analyseras med validerade statistikprogram.

For varje blandning beréknas medeltal och standardavvikelse,
utgéende fran 8 replikat.

Ett exempel pé& s@dana resultat visas i Tabell 8.

Tabell 8. Resultat fran bestémning av systematiskt fel och repeterbarhet

Prestanda
Forvéntat Verkligt
% C % C* Standardavvikelse* Systematiskt fel*
5 5,2 0,2 0,2
50 52,7 0,7 2,7
95 95,2 0,5 0,2

* Dessa vérden &r bara avsedda som exempel Verkliga vérden méste bestémmas
experimentellt.

8.

28

Test av intermedidr precision.

Den intermedidra precisionen kan bestémmas med hjélp av samma
blandningar pé& lémplig variationsnivé med avseende pd anvéndare,
instrument och andra reagenser.
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Problemlésningsguide

Denna problemslésningsguide kan vara till hjglp nér det géller att |6sa
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 gérna dina eventuella frdgor om b&de informationen och protokollen
i denna handbok och om provberednings- och analystekniker (kontaktuppgifter
hittar du p& handbokens baksida eller ocks& besdker du www.giagen.com).

® Lds mer i Anvandarhandboken till PyroMark Q24 MDx fér allméan
problemldsning vid hantering av instrumentet.

Synpunkter och férslag pa l6sningar

Bristande eller felaktig sekvens

a) Beredningen av PyroMark
Q24 Validation Oligo har
inte utférts pd ratt satt

(D Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Validation
Oligo. Se till att f6lja protokollanvisningarna
vid spédning av PyroMark Q24 Validation
Oligo i spéadningsbufferten. Se till att den
levererade 10x spddningsbufferten allra forst
spads till Tx med vatten av hég renhetsgrad.

b) Felaktig analyssekvens eller

d . X @ Se till ott ratt sekvens har skrivits in vid
ispenseringsordning

uppsdattning av analysen.

c) Bufferten eller reagenserna
har spétts ut felaktigt eller
forvarats felaktigt

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

d) Dispenseringsfel (upptréder

fill exempel som spliftrade @ Rengér eller byt ut PyroMark Q24-

foppar) kassetten. Om problemet kvarstér bér du

kontakta QIAGEN:s tekniska service
(kontaktuppgifter hittar du p& handbokens
baksida eller ocksd beséker du
www.qgiagen.com).
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Synpunkter och férslag pa l6sningar

e) Tilltdppt PyroMark Q24-

kassett ® Nukleotiderna har inte dispenserats pé

rGtt sétt pd grund av en tilliéppt ndl i
PyroMark Q24-kassetten. Rengér PyroMark
Q24-kassetten och kontrollera att den
fungerar ordentligt.

f) Skadad PyroMark Q24

kassett @ Slang PyroMark Q24-kassetten enligt

statliga, nationella och lokala
miljoféreskrifter 6r avyttring av
laboratorieavfall.
For lang hybridiseringstid Ce
9 g nybriciseningst ® Utfér hybridiseringen under ratt

tidsperiod och vid de temperaturer som
anges i protokollen.

Sma toppar eller inga toppar

a) Oftillracklig mangd templat
fér immobilisering

@ Se till aft spdda PyroMark Q24

Validation Oligo pé rétt sétt och anvénda 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 uppsétining av
kérningen éverensstdmmer
inte med provernas
placering i plattan

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

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

@ Se till att du har tillsatt tillréckligt med
reagenser i PyroMark Q24-kassetten. Folj
bruksanvisningen fér produkterna.

e) Dispenseringsfel (upptréader

fill exempel som splifirade @ Rengér eller byt ut PyroMark Q24-

foppar) kassetten. Om problem kvarstér 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 férslag pa l6sningar

f)

¢))

Tilltdppt PyroMark Q24-
kassett

Skadad PyroMark Q24
kassett

Bufferten eller reagenserna
har spatts ut felaktigt eller
forvarats felaktigt

Beredningen av PyroMark

Q24 Validation Oligo har
inte utforts pd ratt satt

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

@ Nukleotiderna har inte dispenserats pé
rGtt sétt pd grund av en tilliéppt ndl i
PyroMark Q24-kassetten. Rengér PyroMark

Q24-kassetten och kontrollera att den
fungerar ordentligt.

@ Enzymerna eller substraten har inte
dispenserats pd rétt 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.

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

® Folj de anvisningar som medféljer
reagensen.

® Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Validation
Oligo. Se till aft f8lja protokollanvisningarna
vid spédning av PyroMark Q24 Validation
Oligo i spadningsbufferten. Se till att den
levererade 10x spddningsbufferten allra forst
spdds till Tx med vatten av hég renhetsgrad.

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

@ Kontrollera om det har bildats n&gra
toppar med hjélp av zoom in-funktionen
(valj ut ett avsnitt i pyrogrammet med
vanstra musknappen).
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Synpunkter och férslag pa l6sningar

Mycket héga toppar

Beredningen av PyroMark
Q24 Validation Oligo har
inte utférts pd ratt satt

Bristande linearitet

Pipetteringsfel

® Folj anvisningarna i protokollen fér
beredning av PyroMark Q24 Validation
Oligo. Se till aft félja protokollanvisningarna
vid spédning av PyroMark Q24 Validation
Oligo i spadningsbufferten. Se till att den
levererade 10x spddningsbufferten allra forst
spads till Tx med vatten av hég renhetsgrad.

@ Se till att noga félja anvisningarna fér
spadning av PyroMark Q24 Validation Oligo
i “Protokoll 3: Bereda spddningsserier frén
Q24 Validation Oligo”. Vi rekommenderar
bestdmt att du pipetterar volymerna pé& 30 ul
respektive 570 ul utan att andra ndgra
pipettinstéliningar mellan blandningar fér att
se till att spadningarna blir jémférbara.

Inverterad lutning i linearitetstest

5 %- och 95 % C-
blandningarna férvéxlade

32

® Se till att mérka réren tydligt och
blanda inte ihop réren under spddningen av
PyroMark Q24 Validation Oligo.
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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 foreslaget arrangemang visas i figur 8. Fyll pé trédgen till dessa nivéer
nér det behdvs.

Figur 8. Positioner pé PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation

Sld p& vakuumpumpen.

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

Tvatta filterproberna genom att séinka ned proberna i vatten av hég
renhetsgrad. Spola genom proberna med 70 ml vatten av hég
renhetsgrad. Forsakra dig om att vattnet rinner ned i
slaskbehdllaren. Om sa inte ér fallet se till att slangarna ér
ordentligt anslutna och inte ér skadade. Skadade slangar bor bytas
ut, se “Byta slangen” i Anvdndarhandboken till PyroMark Q24 MDx.

Se till att slaskfiltret ér torrt. Om filtret ér vatt bor det bytas ut, se
“Byta ut slaskfiltret” i Anvéndarhandboken till PyroMark Q24 MDx.

Fyll pé trdg 5 med 70 ml vatten av hég renhetsgrad.
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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 | Farliga kemikalier

A PyroMark Denaturation Solution som anvdnds tillsammans med
PyroMark Q24 MDx vakuumarbetsstation innehéller
natriumhydroxid som irriterar 6gon och hud. Anvéand
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 tilldmpliga sékerhetsdatabladen
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 hélso- och sékerhetstféreskrifter 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 géllande nationella, statliga och lokala miljsféreskrifter 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 ér 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 méste 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. Detaljerade sékalternativ gér det majligt 6r 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.

Referenser

1. SS-ISO 5725-1 Accuracy (trueness and precision) of measurement methods
and results — Part 1: General principles and definitions.

2. White, H.E., Durston, V.J., Harvey, J.F., and Cross, N.C. (2006) Clin.
Chem. 52, 1005.

3. Tost, J., Dunker, J., and Gut, I.G. (2003) Biotechniques 35, 152.

4. Colellg, S., Shen, L., Baggerly, K.A., Issa, J.P., and Krahe, R. (2003)
Biotechniques 35, 146.

5. Uhlmann, K., Brinckmann, A., Toliat, M.R., Ritter, H., and Nuirnberg, P.
(2002) Electrophoresis 23, 4072.

6. Neve, B., Frougel, P., Corset, L., Vaillant, E., Vatin, V., and Boutin, P.
(2002) Biotechniques 32, 1138.

7. Wasson, J., Skolnick, G., love-Gregory, L., and Permutt, M.A. (2002)
Biotechniques 32, 1144.

8. Gruber, J.D., Colligan, P.B., and Wolford, J.K. (2002) Hum. Genet. 110,
395.

9. Clinical and Laboratory Standards Institute document EP6-A: Evaluation of
the linearity of quantitative measurement procedures: a statistical approach;
approved guideline.

10. EN 13612: Performance evaluation of in vitro diagnostic medical devices,
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Bestdllningsinformation

Produki Innehall Art.nr.
PyroMark Q24 For kontroll av systemets prestanda 979304
Validation Oligo
Tillbehor
PyroMark Gold Q24 For 5 x 24 prover f6r anvdndning 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 Vacuumarbetsstation (220 V) fér 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 Innehall Art.nr.

PyroMark Vacuum Prep  Ateranvéndbara filterprober fér 979010
Filter Probe (100) PyroMark vakuumarbetsstation Q96

och Q24
PyroMark Control For installationskontroll av systemet 979303
Oligo

Aktuell information om utnyttjande av licenser och produktspecifika
friskrivningsklausuler finns i handboken till respektive QIAGEN-kit eller
anvéndarhandboken. Handbacker till QIAGEN-kits och anvéndarhandbécker
finns p& www.qgiagen.com eller ocks& kan de skickas pd& férfrédgan frén
QIAGEN:s tekniska service eller din lokala aterférsaljare.
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Denna sida har avsikitligt ldmnats blank
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Varumaérken: QIAGEN®, Pyrosequencing®, Pyrogram® , PyroMark® (QIAGEN Group); Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE
Healthcare).

Avtal om licens med begransad anvéndning

Genom att anvénda denna produkt samiycker varje inképare eller anvéndare av PyroMark Validation Oligo till fsljande villkor i detta avtal.

1.

PyroMark Q24 Validation Oligo fé&r endast anvéndas i enlighet med Handboken till PyroMark Q24 Validation Oligo och &r endast avsedd fér
anvdndning med komponenter som ingdr i produkten. QIAGEN ger infe 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
AnvUndarhandboken till Pyromark Q24 Validation Oligo och ytterligare protokoll som finns p& www.giagen.com.

Férutom vad som uttryckligen anges i dessa villkor ger QIAGEN inte n&gra garantier fér att denna produkt och/eller dess anvéndning(ar) inte
inkréiktar pé tredje parts réttigheter.

Denna produkt och dess komponenter &r godkénda fér engéngsanvéndning och fér inte &teranvéndas, férbétiras eller séljas vidare.
QIAGEN frénskriver sig uttryckligen ansvaret fér alla andra tillst&nd, uttryckliga eller underférstédda, én de som utiryckligen anges

Inképaren och anvéndaren av produkten samtycker ill att inte vidtaga eller 18ta n&gon annan vidtaga, négra &tgérder som skulle kunna leda
fill eller underlétta handlingar som férbjuds hérovan. QIAGEN har méjlighet att beropa férbuden i detta avial om licens fér begrénsad
anvéndning i domstol och kommer att driva in alla utrednings- och domstolskostnader, inklusive advokatkostnader, med alla erforderliga
&tgdrder fér att driva igenom detta avital om licens fér begrdnsad anvéndning eller dess immateriella réttigheter som avser programvaran
och/eller dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qgiagen.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 1800555 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



