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QIAGEN® prove- og analyse-teknologier

QIAGEN er den fgrende leverander af innovative preve- og analyse-
teknologier, der muligger isolation og pévisning af indholdet i enhver biologisk
prave. Vore avancerede hojkvalitetsprodukter og -service garanterer succes fra
prave til resultat.

QIAGEN saetter standarder i:

Oprensning af DNA, RNA og proteiner
Nucleinsyre- og proteinanalyser
microRNA-undersggelser og RNAI

Automatisering af preve- og analyse-teknologier

Vor opgave er at bringe Dem i stand til at opnd enestdende succes og
gennembrud. For yderligere information, se www.giagen.com.
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Symboler

IVD In vitro-diagnostisk medicinsk produkt
CE-meerke — i overensstemmelse med EU-direktivet
c E vedrarende In vitro-diagnostisk medicinsk udstyr (IVD)
98/79/EU
REE Katalognummer

Materialenummer

Ansvarlig producent

Der henvises til de informationer, der gives i hdndbogen

° SR &

Vigtig oplysning

Anvendelse

PyroMark Q24 MDx-software er driftssoftwaren for PyroMark Q24 MDx, der
bruges til at detektere aendringer changes i specificerede variable positioner i
DNA, som kan veere klinisk relevante.

PyroMark Q24 MDx er beregnet til in vitro-diagnostisk brug i Europa.

Begreensninger ved produktanvendelsen

PyroMark Q24 MDx-software er beregnet til at blive brugt af professionelle
brugere sésom teknikere og laeger, der er oplaert i molekyleerbiologiske
teknikker og betjening af PyroMark Q24 MDx-systemet.

Alle funktioner skal udfares i henhold til denne hdndbog og som anvist via
dialogmeddelelser, der vises p& skaermen af PyroMark Q24 MDx i
overensstemmelse med Brugervejledningen til PyroMark Q24 MDx, atheengigt
af anvendelse i henhold til h&ndbagerne til QIAGEN-kits, der er indikeret il
anvendelse sammen med PyroMark Q24 MDx og teknisk support fra QIAGEN
og inden for de graenser, der er fastlagt aof de tekniske specifikationer.

Materialer til praveklargering fer pyrosekvenseringsanalyse er ikke inkluderet i
produktet.

Produktet er udelukkende beregnet til brug p& PyroMark Q24 MDx.
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Det er nadvendigt neje at felge brugervejledningen til instrumentet og denne
h&ndbog for at opnd optimale resultater. Fortynding af reagenser pd anden
md&de end beskrevet i denne hdndbog anbefales ikke og vil medfere tab af
ydelse.

Bemeerk ngje udlzbsdatoer og opbevaringsbetingelser, der er trykt p& sesken og
etiketterne til alle komponenter. Brug aldrig for gamle eller ukorrekt
opbevarede komponenter.

Resultater fra PyroMark Q24 MDx-systemet skal fortolkes i sammenhaeng med
alle relevante kliniske og laboratoriefund.

Produktgaranti og tilfredshedsgaranti

QIAGEN garanterer kvaliteten aof alle produkter, s@ledes som de er beskrevet i
vor produktlitteratur. Keber skal afgere produktets egnethed til dets specifikke
anvendelse. Skulle et produkt ikke fungere tilfredsstillende af &rsager, som ikke
skyldes misbrug, ombytter QIAGEN det uden beregning eller refunderer
kebsprisen. Vi forbeholder os ret til at udskifte, eendre eller modificere ethvert
produkt for at forbedre dets kvalitet og design. Sé&fremt et QIAGEN-produkt
ikke opfylder forventningerne, kan man rette henvendelse til den lokale afdeling
for teknisk service eller forhandleren. Vi krediterer kontoen eller ombytter
produktet efter anske. Seerlige betingelser gaelder for QIAGENSs videnskabelige
instrumenter, serviceprodukter og for produkter, der forsendes pd teris.
Yderligere information fés efter anmodning.

Et eksemplar af QIAGENS vilkdr og betingelser kan f&s ved henvendelse og er
ogsd trykt pd bagsiden af vore fakturaer. Hvis der er spargsmal om
produkispecifikationer eller -ydeevne, kontaktes QIAGENS tekniske service eller
den lokale forhandler (se bagsiden eller besag www.qgiagen.com).

Teknisk service

QIAGENSs tekniske service leverer haj kvalitet og er altid til réddighed. De
tekniske serviceafdelinger er bemandet med erfarne videnskabsfolk med
omfattende praktisk og teoretisk erfaring inden for preve- og analyse-
teknologier og i brugen af QIAGENs produkter. Kontakt os i tilfeelde af
spergsmdl eller vanskeligheder vedrgrende PyroMark Q24 MDx-systemet eller
QIAGENSs produkter generelt.

QIAGENSs kunder er en vigtig kilde til information om avancerede eller
specialiserede anvendelser af vore produkter. Denne information er en hjeelp
for andre videnskabsfolk, s&vel som for forskerne ved QIAGEN. Vi vil derfor
opfordre dig til at kontakte os, hvis du har forslag omkring produktydeevne
eller nye anvendelser og teknikker.

For teknisk service og yderligere information henvises til vort tekniske
supportcenter p& www.giagen.com/Support, eller henvendelse kan rettes til en
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af QIAGENSs tekniske serviceafdelinger eller lokale forhandlere (se bagsiden
eller besezg www.qiagen.com).
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Indledning

Om denne brugervejledning

Denne brugervejledning giver informationer om PyroMark Q24 MDx-
softwarens funktioner og indhold. Se Brugervejledningen til PyroMark Q24 MDx
for komplet information om korrekt pleje, vedligeholdelse og brug af PyroMark
Q24 MDx-instrumentet og Brugervejledningen til PyroMark Q24 MDx vakuum-
arbejdsstation.

Denne brugervejledning beskriver funktionen af softwaren og de tilharende
veerktgjer og ger det muligt for brugeren at administrere og sendre filer og
analyser.

Denne brugervejledning giver informationer omPyroMark Q24 MDx-softwaren i
felgende afsnit:

M Indledning

PyroMark Q24 MDx-software

Start softwaren

Opset en AQ- eller CpG-analyse

Opseet en SQA-analyse

Opseet en karsel

Behand| kerslen p& PyroMark Q24 MDx-instrumentet
Analyser karslen

Vis, udskriv og gem analyserapporter

Administrer instrumentmetoder

Almene ré&d og tips

Fejlfindingsvejledning

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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PyroMark Q24 MDx-software

PyroMark Q24 MDx-system er en komplet lazsning, der omfatter instrument,
vakuum-arbejdsstation, kemi og software.

De veesentligste fordele ved systemet er folgende:
B Hojopleselig kvantificering af di-, tri- eller tetra-allele mutationer
B Gentypebestemmelse og kvantificering af InDels

B  AQ- og CpG-analyser benytter sekvens-kontekst som indbygget
kvalitetskontrol

B Analyse af methylering ved tilstedeveerelse af SNP'er
M Indbygget kvalitetskontrol for biosulfitbehandling ved methyleringsanalyser

M Base-kald med kvalitetsvurdering

Analyseformer
=Pl I=r=1 PyroMark Q24 MDx-software har tre
0 MewAQAssay  Ctrl+A analyseformer:
| Pl SilanS B  AQ: En variant of kvantificeringsundersagelser
fed MewSQAAssay  CHQ og gentypeanalyse af SNP'er og InDels.

“AG - B CpG: Methyleringsanalyse af flere pé&

S hinanden felgende CpG-lokaliteter.

il pc B SQA: Base-kald af ukendte sekvenser.
=

De tre forskellige analysetyper kan udferes pé
den samme PyroMark Q24-plade. For at skifte
mellem analyseformerne i analyseoversigten
veelges “AQ”, “CpG” eller “SQA" i veerkigislinjen.
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Genvejs-browser

Genvejs-browseren er en hurtig og nem made at f& adgang til mappeindhold
og almindeligt anvendte analyse- og kerselsfiler pé.

Felgende ikoner anvendes til at vise

@  File Tools FReports  Window  Help Op|ysninger om fi|erne:
= = | = S0n - .
O -4)0-18 s - I AQ-analysefil
= .0 Shortcuts
() Example Files ! CpG-analysefil
=] Lagerhalm
A assay | =4 SQA-analysefil
CpG agzap 1
Flate23413 M N
%Plate23414 ©  En kerselsfil, som ikke er
Plat=23415 blevet behandlet
=g S0A assay
STE s p— @En kerselsfil, der er blevet
Refresh behandlet
= Mew Assay k

#  Afbrudt genvej. Dette kan
Fomove Shortet skyldes, at entveerksserver
Properties mld'er‘hdlgf Ikke er
tilgeengelig, eller at filen eller
mappen er flyttet, omdabt

U — eller slettet uden for

Add File Shortcut SO'HWCI ren.

% NewPRun

Tilfgjelse og fiernelse af genveje, opdatering af indholdet i en mappe og visning
af fil- og mappeegenskaber:

M Tilfej en genvej til en mappe eller et drev ved at klikke p& “Add Folder
Shortcut” (tilfaj genvej til mappe) eller hajre klikke p& mappen “Shortcuts”
og veelge "Add Folder Shortcut” (tilfej genvej til mappe) i kontekstmenuen.

M Tilfej en genvej til en fil ved at klikke p& “Add File Shortcut” (tilfa] genvej til
fil) eller hgjre klikke p& mappen “Shortcuts” og veelge “Add File Shortcut”
(tilfa] genvej til fil) i kontekstmenuen.

B Fjern en genvej ved at hajreklikke p& genvejen og veelge “Remove
Shortcut” (fiern genvej) i kontekstmenuen. (Filer og undermapper i en
genvejsmappe kan ikke fiernes separat).

M Opdater indholdet af en mappe ved at hgjreklikke pd den og veelge
“Refresh” (opdater) i kontekstmenuen.

M Vis fil- eller mappe-egenskaber (f.eks. karselsparametre) ved at hajreklikke
pé filen eller mappen og veelge “Properties” (egenskaber) i
kontekstmenuen.
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Bemeerk: Hvis musemarkaren er placeret over en fil i genvejs-browseren,
viser et tooltip analysenoten for analysefiler og plade-ID for kerselsfiler
(hvis de er indlaest).

Oprette, dbne og kopiere filer og vise karselslog for en foretaget kersel:

M Oprette en ny analysefil ved at hgjreklikke péd den anskede mappe og
veelge “New Assay” (ny analyse) og den gnskede analysetype i
kontekstmenuen. Indtast filnavn og tryk pd “Enter”. Se side 19 (AQ eller)
eller side 31 (SQA) for at opsaette analysen.

M Opret en ny kerselsfil ved at hgjreklikke pd den enskede mappe og veelge
“New Run” (ny kersel) i kontekstmenuen. Indtast filnavn og tryk p& “Enter”.
Se side 34 for at opsaette kerslen.

Kopier en behandlet kerselsfil og ker den igen ved at hgjreklikke pé
kerselsfilen og veelge “Copy and rerun” (“kopier og ker igen) i
kontekstmenuen.

Bemaerk: Det er kun karslens opsaetning, ikke karslen og analysedata, der
kopieres.

B Kopier en fil ved at hajreklikke pd den mappe, der indeholder filen, og
veelge “Explore” (undersoge) i kontekstmenuen. Windows® Explorer &bnes.
For yderligere oplysninger trykkes p& “F1” tasten for at dbne online-hjeelp
for Windows Explorer.

Bemaerk: For at undgd at miste data m& man ikke kopiere en fil, der er
&ben i PyroMark Q24 MDx-software.

B Abn en fil ved at dobbeltklikke p& den eller hojreklikke pé filen og veelge
“Open” (dbn) i kontekstmenuen. For at dbne en behandlet karsel veelges
“Open with” (&bn med) efterfulgt af den enskede analyseform (“AQ”,
“CpG” eller “SQA").

B Vis kerselsparametre og en kersels-log for en behandlet karselsfil ved at
hajreklikke pé filen og vaelge “Run Information” (kerselsinformation) i
kontekstmenuen.

Hovedmenu og vaerktgislinjer

Filmenu og Velg “New Assay” eller klik p& = i veerktgjslinjen og veelg
veerktgislinjer den enskede analyse for at oprette en ny analysefil. Se

side 19 (AQ eller CpG) eller side 31 (SQA analyse) for at

opseette analysen.

Veelg “New Run” eller klik p&d knappen B i veerktgislinjen
for at oprette en ny kerselsfil. Se side 34 for at opsaette
karslen.

Veelg “Open” eller klik pé& knappen & i veerkigislinjen for at
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File | Tools  Reports  Window
Mewy Assay 3
ij Mew Run CEhrl4+-R.
% ©Open Chrl+0
Import 3
Bl save Ctrl4-5
Save As Ctrl+Shift+5
Exit
2|0 = |
| New AQ Assay Chrl+8
o Mew CpG Assay Chrl+Ga
Bed Mew SQA Assay Chrl+0

Veerktgjsmenu for
ubehandlede

karselsfiler

Taools

Window

Inskrument Methods

Pre F.un Information

Veerktgjsmenu for

behandlede karselsfiler

12

dbne en gemt analyse eller karselsfil.

Veelg “Create New Run from Sample Layout File” (opret ny
karsel ud fra preve-layoutfil) i undermenuen “Import” for
at oprette en ny kersel ved hjzelp af et plade-layout for
prave-ID'er og noter (valgfrit) defineret i en tab- eller
komma-separeret tekstfil (*.tsv, *.ixt eller *.csv); se side 39.

Veaelg “Create New AQ/CpG Assay from Assay Design
File” (opret ny AQ/CpG-analyse ud fra analyse-designfil) i
undermenuen “Import” for at oprette en ny AQ- eller CpG-
analyse baseret p& en analysefil (*.xml) oprettet med
PyroMark Assay Design Software. Softwaren vil importere
den sekvens, der skal analyseres, og navnene pé& de
variable positioner.

Vealg “Save” (gem) eller klik p& E i veerkigislinjen for at
gemme aendringerne i den aktuelle fil. Hvis filen aldrig er
blevet gemt, vaelges pladsen, og filnavnet indleeses i den
dialogboks, der dbnes.

Velg “Save As” (gem som) for at gemme en kopi af den
aktuelle fil. Veelg plads og indlees filnavnet i den
dialogboks, der dbnes.

Veaelg “Exit” (forlad) for at lukke softwaren ned.

Veaelg “Instrument Methods” (instrumentmetoder) for at se
indstillingerne for instrumentmetoderne og em nadvendigt
importere eller opszette nye metoder i henhold til de
indstillinger, der leveres af QIAGEN (se Administration af
instrumentmetoder, side 58).

Veelg “Pre Run Information” (Information fer keslen) for at
f& vist pladeopsaetning og en liste over de nadvendige
voluminer af enzymblanding, substratblanding og
nukleotider for den aktuelle karselsfil. Rapport udskrives
ved at klikke pé& 4.

Bemaerk: For at udskrive “Pre Run Information” rapporten
i farver, tilveelges muligheden “Print background colors
and images” (udskriv baggrundsfarver og billeder) i
Internet Explorer
(“Funktioner/Internetindstillinger/Avanceret/Udskrivning”).

Veaelg “Run Information” (kerselsinformation) for at f& vist
karselsparametrene og en karsels-log for den aktuelle
karselsfil. Rapport udskrives ved at klikke p& =.

Veaelg “Export Peak Heights” (eksporter spidshgjder) for at
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Tools | Reports  Window

Instrument Methods

¥ Run Information

Export Peak Heights
Export Environment Data
Expork Raw Data

Export As FASTA

Analysis Log

Rapportmenu for

CpG-karsler
Reports | Window — Help

CpG Analysis Statiskics
CpG Analysis Resulks
_pia Pyrogram Report
Cpi Full Repart

gemme spidshajderne for alle anvendte brende som
tekstfil.

Veelg “Export Environment Data” (eksporter miljgdata) for
at gemme mixer-hastighed, bloktemperatur og
trykafleesninger som tekstfil. De omgivende temperaturer,
proceskammerldget og kaleren er ogsé med pé listen.

Velg “Export Raw Data” (gem ré& data) for at gemme
intensiteter og dispenseringsdata som tekstfil.

Veaelg “Export As FASTA” (eksporter som FASTA) for at
gemme base-kaldte sekvenser i FASTA-format (kun SQA-
analyser). | den dialogboks, der &bnes, veelges de brande,
der skal inkluderes (alle eller udvalgte),
sorteringsraekkefalgen for breendene (raekke eller kolonne)
samt baserne i de sekvenser, der skal inkluderes (alle,
godkendte, godkendte + check eller kun
kvalitetskontrolvindue).

Velg “Analysis Log” (analyse-log) for at f& vist eller
gemme log'en med alle analyser, der er udfert p& den
valgte brand, som en HTML-fil. Hver enkelt analyse logges
med de anvendte analyseindstillinger, analyseform (AQ,
CpG eller SQA), analyseversion, resultater (inklusive
advarsler), dato og klokkeslaet samt hvilken Windows-
brugerkonto, der er benyttet til at udfere analysen (se
Almene ré&d og tips, side 59).

Tekstfiler (*.tsv eller *.csv) kan importeres til Microsoft®
Excel® eller andre applikationer, der kan hé&ndtere data,
der er separeret med semikoloner (;) eller tabs. Dette er
nyttigt, hvis der skal foretages yderligere beregninger pé
dataene.

Rapporten “Analysis Statistics” (analysestatistik) indeholder
analysestatistikker for alle eller udvalgte brende.

Rapporten “Analysis Results” (analyseresultater) indeholder
brendinformation og analyseresultater for alle eller
udvalgte brande.
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Rapportmenu for

AQ-kearsler
Feports | Window  Help

A0 Analysis Statistics
A Analysis Resulks
&0 Pyrogram Repork
A0 Full Report

SMP Analysis Resulks
SMP Pyrogram Repork
SMP Full Report

SMP Crverview Repork

Rapportmenu for SQA-

karsler

Reports | Window  Help

S04 Analysis Resulks

S04 Pyrogram Repoark

S04 Full Repork

“Pyrogram Report” (pyrogramrapport) indeholder
brendinformation og Pyrogram® for alle eller udvalgte
brende.

“Full Report” (fuldsteendig rapport) indeholder parametre,
kerselslog, brendinformation og analyseresultater
(inklusive pyrogram) for alle eller udvalgte brande.

“SNP Overview Report” (SNP oversigtsrapport) indeholder
genotyper og kvalitetsvurderinger for alle SNP'er og InDels.
Informationen vises som pladeoversigter med en plade per
positionsnummer.

Rapportmulighederne er kun tilgeengelige for behandlede

kersler. For yderligere information om rapporterne, se
side 50.

Bemaerk: For at kunne se de rapporter, der genereres, i
PDF-format skal der veere installeret en PDF-laeser pé
computeren. Adobe® Reader® kan downloades fra
www.adobe.com.

Window-menu
Window [ Help

1 AQ Assay - CiiLL.\LagerholmiAQ assay
2 CpG Assay - C:..\Lagerholmd Cpa assay
3 504 Assay - T Lagerholm’ 508 assay

S Run Setup - [Untitled]

4 S04 Run Analysis - 4. \LagerholmiPlate23413

Help-menu

Help

L?J PyroMark Q24 Software Help F1

about PyroMark 24

Analyse-veerktaijslinje

© [ | aa -]

analyze all wells
Analyze Selected Wells

Skift mellem &bne filer i softwaren via “Window”-menuen.

Velg “PyroMark Q24 Software Help” eller tryk p& “F1”-
tasten for at &bne denne brugervejledning.

Klik pd © og veelg “Analyze All Wells” (analyser alle
brende) eller “Analyze Selected Wells” (analyser udvalgte
breande) (se Veelg brende, side 18) for aktuelle karselsfil.

Klik p& 1 “ for at f& vist kerselsparametrene og en karsels-
log for den aktuelle kerselsfil. Rapport udskrives ved at

A - klikke pé& =.
q For at skifte mellem analyseformerne vaelges “"AQ”, “CpG”
i eller “SQA" i veerktgjslinjen.
S8
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Histogram

Hiztogram
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- 10 15 20 25

Histogram der viser et teoretisk CpG-analyseresultat.

Ved opsaetning af en AQ- eller CpG-analyse vises den teoretiske fremstilling of
det forventede Pyrosequencing® spidsmenster i “Histogram” omrédet. Falgende
ikoner og farver anvendes i histogrammet:

M Variable positioner fremhaeves med en blégrd baggrundsfarve.
B Ved visning aof referencespidser vises der bl& ruder over referencespidserne

M Bisulfitbehandlingskontroller fremhaeves med en gul baggrundsfarve. Ved
visning af referencespidser vises der orange ruder over
bisulfitbehandlingskontrollerne (kun CpG-analyser).

Zoom-histogram

Det er muligt at zoome ind pd histogrammet ved at veelge en del af det med
venstre museknap.

Zoom ud ved enten at hgjreklikke i histogram-omrédet og veelge “Zoom Out” i
kontekstmenuen (zoom indstilles til det foreg&ende niveau) eller ved at
dobbeltklikke i histogram-omrédet (zoom saettes til 100 %).

Eksporter histogrammet som billede

Histogrammet kan kopieres som billede til udklipsholderen ved at hgjreklikke
p& histogrammet og veelge “Copy as image” (kopier som billede) i
kontekstmenuen. Billedet kan klistres ind i applikationer, der understatter
Enhanced Metafile (EMF)-billeder.
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Pyrogram

Pyrogrammet er den graf, der er resultatet af en sekvenseringsreaktion udfart
med pyrosekvenseringsteknologi. Inkorporerede nukleotider vises som spidser i
pyrogrammet.

AQ- og CpG-analyser

Ab TGGATAGYGA AATETETAAGTGTATA

OO e

Zoonn Cut
SDD Y |

Copy as Image

il
Show Histogram

Show Feference Peaks

FO0f e ]

100 e I T R L

] 10 15 20 25 30

Felgende informationer, ikoner og farver vises og anvendes i pyrogramomrédet
for en AQ- eller CpG-analyse:

B Breondnavnet og den sekvens, der skal analyseres, vises i det averste
venstre hjorne.

B Analyseresultatet (allelefrekvenserne eller methyleringsprocenten) vises over
den enkelte variabelposition, for eksempel pregy (InDel) og &%,
Kvalitetsvurderingen vises af resultatets baggrundsfarve; se farveoversigten
pé& side 45. Hvis en kvalitetsvurdering er blevet redigeret af brugeren, vises
dette ved en kant omkring analyseresultatet, for eksempel EZEl. Hyvis
musemarkaren er placeret over analyseresultatet, viser et tooltip
positionsnummeret og analyseadvarslerne.

Bemaerk: -/ (i hvidt) = Fravalgt af brugeren. %4l (i hvidt) = Softwaren
understetter ikke analyse, for eksempel analyse af SNP i CpG-funktion.
B (i rodt) = Ikke muligt at analysere pé grund af manglende data.

B Variable positioner fremhaeves med en blagrd baggrundsfarve.
B Ved visning af referencespidser vises der bl& ruder over referencespidserne

M Bisulfitbehandlingskontroller fremhaeves med en lysgul baggrundsfarve.
Ved visning of referencespidser vises der orange ruder over
bisulfitbehandlingskontrollerne (kun CpG-analyser).

B Hojden af en spids vises ved at placere musemarkaren over toppen af
spidsen. Et tooltip viser hgjden.

B Na&r histogrammet vises, vises histogrammet i grét over spidserne. Det vises
bedst, né&r der der er zoomet ind.

Bemaerk: Nér der hgjreklikkes p& Pyrogram-omrédet, er det muligt at skifte
mellem at vise og skjule histogrammet og referencespidserne.
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SQA-analyser

Nar der vises en base i den base-kaldte sekvens, fremhaeves den tilsvarende spids i begge

[ N
CAGTCTGTGA[BAGGAGCCAGGCTCAGTCTGTGACCAC
< ?

Zaoom Cut

& Copy as Image

Shiw Known Bases

[
=l
@ Show Histogram
[]

gl Z‘ Show Peak Levels
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5 101520 2530 354045 5055 6065 7075 80 6590 951000310151 20

pyrogramomrdder og vice versa.

Felgende informationer, ikoner og farver vises og anvendes i pyrogramomrédet

for en SQA-analyse:

Bemaerk: Nér der hgjreklikkes p& Pyrogram-omradet, er det muligt at skifte
mellem at vise og skjule histogrammet, kendte baser og spidsniveauer.

Brendnavnet vises i det averste venstre hjarne.

Hazjden af en spids vises ved at placere musemarkaren over toppen af

spidsen. Et tooltip viser hgjden.

Na&r histogrammet vises, vises et kompenseret pyrogram i grét over
spidserne i pyrogrammet. Det vises bedst, nér der der er zoomet ind.

Ved visning af kendte baser er spidser med kendte baser markeret med bla
ruder i pyrogrammet.

Ved visning af spidsniveauer er beregnede spidsniveauer vist i

pyrogrammet.

| det kompenserede pyrogram i det nederste omrdde er spidserne farvet
efter deres kvalitetsvurderinger (se farveoversigt, side 45).

Zoom Pyrogram

Det er muligt at zoome ind pd& pyrogrammet ved at veelge en del af det med

venstre museknap.

Zoom ud ved enten at hgjreklikke i pyrogram-omrédet og veelge “Zoom Out” i

kontekstmenuen (zoom indstilles til det foreg@ende niveau) eller ved at

dobbeltklikke i pyrogram-omradet (zoom saettes til 100 %).

Eksporter Pyrogram som billede

Pyrogrammet kan kopieres som billede til udklipsholderen ved at hgjreklikke pé
pyrogrammet og veelge “Copy as image” i kontekstmenuen. Billedet kan klistres
ind i applikationer, der understetter Enhanced Metafile (EMF)-billeder.
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Velg bronde

For at veelge en enkelt brend klikker man blot p& den.

For at veelge en rektanguleer gruppe aof brande, for eksempel A2-A3, B2-B3 og
C2-C3:

B Tryk p& venstre museknap og hold den nede, mens musemarkearen treekkes
fra brend A2 til C3 eller

B Velg brend A2 og tryk pd “Shift”-tasten og hold den nede, mens brend C3
veelges, eller

B Velg brend A2 og tryk pd “Shift”-tasten og hold den nede, mens der
trykkes en gang pé hajre piltast og to gange pd piltast ned.

Tryk p& "Ctrl”-tasten og hold den nede, mens brendene veelges, for at tilfaje
brande til ovenstdende valg, for eksempel brendene B7 og C7.

For at fraveelge en brand trykkes “Ctrl”-tasten ned og holdes nede, mens
brenden veelges.

Bemaerk: Hvis der veelges flere brande i pladen, vises informationen for
brenden med den orange valgramme (i analysevisning) i omrédet "Well
Information” “(brendinformation) etc.
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Start softwaren
| Windows “Start” menu veelges “(All) Programs/PyroMark/PyroMark Q24".

Brugervejledningen til PyroMark Q24 MDx-software (denne publikation)kan ndr
som helst nds ved at trykke p& “F1” tasten inde fra softwaren.

Opsezet en AQ- eller CpG-analyse

Arbejdsgang
=20 = = |
o Mew AQ Assay Chrl+a
o Mew CpG Assay Chrl+G
f=d  Mew SOR Assay ZErl4)
1. Klik pd “New Assay” = i veerkigjslinjen og veelg "New AQ assay” (n
p y islinjen og vaelg y” (ny

10.

AQ-analyse) eller "New CpG Assay” (ny CpG-analyse). Der oprettes
en ny analysefil.

Indlzes den sekvens, der skal analyseres (se side 20).

Klik p& knappen “Generate Dispensation Order” (generer
dispenseringsraekkefolge) (se side 22).

Valgfrit: Hvis der oprettes en CpG-analyse, indlaeses “Sequence
Before Bisulfite Treatment” (sekvens for bisulfitbehandling). Denne
information er nyttig ved tilseetning af bisulfitbehandlingskontroller.

. Anbefalet: Hvis der oprettes en CpG-analyse, tilseet da

bisulfitbehandlingskontroller, helst i begyndelsen af sekvensen (se
side 24).

. Valgfrit: Indlees information om analysen i tekstboksen ”Assay Note”

(analysenote).
Valgfrit: Opseet variabelpositioner (se side 24).

For proverne kores, skal analysen valideres ved hj=lp af en
reference DNA-prove (se Appendiks B i Brugervejledningen til
PyroMark Q24 MDx).

Valgfrit: Hvis det er aktuelt redigeres analyseparametrene under
analysevalideringen, se side 26).

Valgfrit: Las analysen for redigering ved at klikke p& knappen “Lock
Assay” (las analyse) nederst i analyseopsaetningsvinduet. En last
analyse (), der er kert pd PyroMark Q24 MDx-instrumentet, kan
ikke lases op (dvs. det vil ikke veere muligt at “‘redigere

analyseparametre eller resultater efter, at analysen er blevet
behandlet).
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Bemeerk: | genvejsoversigten kan man oprette en ny analysefil ved at
hojreklikke p& den mappe, hvor man gnsker at placere den og veelge “New
Assay” efterfulgt af "AQ Assay” eller “"CpG Assay” fra kontekstmenuen. Indtast
filnavn og tryk p& “Enter”. For at tilfaje en genvej til en mappe eller et drev
klikkes p& “Add Folder Shortcut”.

Bemaerk: Ved at placere musemarkaren over analysefilen kan en analysenote
blive vist i et tooltip i genvejsoversigten.

Bemaerk: Klik p& H i veerkiaijslinjen for at gemme filen. Hyis filen aldrig er
blevet gemt, veelges pladsen, og filnavnet indleeses i den dialogboks, der
dbnes.

Indlees den sekvens, der skal analyseres

Indtast eller klistre ind (“Cirl + V") den sekvens, der skal analyseres i tekstboksen
"Sequence to Analyze”. Hvis der oprettes en CpG-analyse, indlaeses sekvensen
efter bisulfitbehandlingen.

Felgende regler geelder ved indlaesning af DNA-sekvens i softwaren:

B De tilladte tegn for indleesning af sekvens er A, C, G og T samt IUPAC-
koder.

M Variable positioner kan indleeses enten ved hjeelp af IUPAC-koderne eller
en skréstreg (/) som skilletegn mellem de to potentielle baser (f.eks. C/T).

M InDels skal indleeses i kantet parentes “[ ]” (f.eks. [AT]).

M Sekvensen md ikke indeholde mere end 400 tegn eller 100 variable
positioner.

M Variable positioner, der involverer en kombination af SNP'er og InDels skal
indlaeses ved hjelp af en kombination af /" eller IUPAC-koder og “[ ]”.
For eksempel repraesenterer [T/A] eller [W] en tri-allel polymorfisme, hvor
de mulige alleler er et T, et A eller hverken eller (sletning).

M Det er ikke muligt at have en kombination af en SNP og konstante baser
inden for en InDel (f.eks. [A/TC].

M Indlejrede InDels understattes ikke (f.eks. [ATT[C]G]).

Hvis den sekvens, der skal analyseres, indeholder en fejl, vises dette med et
redt udrdbstegn i slutningen af tekstboksen. Placer musemarkaren over
udrdbstegnet, sé vil et tooltip vise en forklaring af fejlen. Det eller de tegn, der
fordrsagede fejlen, vil veere markeret med radt i den sekvens, der skal
analyseres.
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Sequence to Analyze

TYGTAT] i
2

Da T/T ikke er en gyldig variabel position, giver den en "Invalid sequence” (ugyldig sekvens)-
fejl.

Bemaerk: Hvis der skal analyseres "ikke-standard” methyleringsmeanstre, for
eksempel methyleringer af C'er, der ikke efterfalges af G'er, kan disse manstre
analyseres i AQ-funktion. For at analysere i CpG-funktion indleeses ekstra Gler i
tekstboksen ““Sequence to Analyze”, og hejden af de ekstra G'er saettes il

nul (0); se Juster hgjden af histogramsgiler, side 30.

IUPAC-koder

Kode Beskrivelse Kode Beskrivelse
A Adenin W T eller A
C Cytosin S Celler G
G Guanin B C, Teller G (ikke A)
T Thymin D A, Teller G (ikke C)
R Purin (A eller G) H A, T eller C (ikke G)
Y Pyrimidin (C eller T) \% A, Celler G (ikke T)
M Celler A N Enhver base (A, C, G eller T)
K Teller G

Bemzerk: S, B, V og N er ikke gyldige efter bisulfitbehandling.

Gyldige menstre i en CpG-analyse

Meanstre, der ikke kan eksistere efter bisulfitbehandling, er ikke gyldige i en
CpG-analyse. For eksempel er GC/TGAC/G ikke gyldig, da C/TG er et
fremadgéende CpG-omréde, og C/G kan ikke eksistere efter
bisulfitbehandling.

Felgende CpG-omré&de og SNP'er kan ikke inkluderes i en fremadgé&ende
analyse:

B CpG-plads: C/TG
M  SNPer: A/T, A/G, G/T og A/T/G (dvs. C kan ikke inkluderes).
Felgende CpG-plads og SNP'er kan inkluderes i en bagudgdende analyse:
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B CpG-plads: CG/A
M SNPer: A/T, A/C, C/T og A/T/C (dvs. G kan ikke inkluderes).

Bemaerk: Softwaren understatter ikke analyse af CpG-omrdder, der inkluderer
en ekstra variabel position, for eksempel A/C/TG. Disse former for SNP'er kan
analyseres ved at skrive C/TG i tekstboksen “Sequence to Analyze” og ATCG i
tekstboksen “Dispensation Order”. Fortsaet med karslen som seedvanlig. Efter
analyse aof CpG-omréderne skiftes til AQ-funktion, og C/TG aendres til A/C/TG
(i tekstboksen “Sequence to Analyze”), analyser dernaest den variable position.
P& samme md&de kan C/TG/A analyseres ved at skrive C/TG i tekstboksen
“Sequence to Analyze” og TCGA i tekstboksen “Dispensation Order”. Efter
analyse af CpG-omrdderne skiftes til AQ-funktion, og C/TG aendres til C/TG/A
(i tekstboksen “Sequence to Analyze”), og den variable position analyseres.

Generer dispenseringsrekkefalge

En dispenseringsreckkefalge for den indtastede sekvens, der skal analyseres,
genereres af softwaren ved at klikke p& knappen “Generate Dispensation
Order”. Den genererede dispenseringsraekkefalge inkluderer tomme
dispenseringer for at sikre, at den korrekte sekvens er néet.

Ced oprettelse af CpG-analyser skal dispenseringsraekkefalgen ogsé inkludere
bisultfitbehandlingskontroller. Disse kontroller skal tilfajes manuelt af brugeren
efter, at dispenseringsraekkefalgen er genereret (se side 24).

Hvis det gnskes, kan dispenseringsrackkefalgen indtastes eller justeres manuelt.

Bemeerk: Ved klik p& “Generate Dispensation Order” vil en eventuel
eksisterende dispenseringsrackkefalge blive overskrevet.

Bemaerk: Nér der veelges en baseposition i den sekvens, der skal analyseres,
fremhaeves den tilsvarende dispensering med en gr& baggrundsfarve og vice
versa.

Sequence o Analyze

|TGTTNE-’-‘«M.-’-\T GATNCAG
-

Dizpenzation Order

|GTCG TAGCTGACATGCATAGCGA
Fs

Hiztogran
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Pilen i den sekvens, der skal analyseres, dispenseringsraekkefalgen og histogrammet viser
markerens position.

Bemaerk: Hvis den sidste variable position i sekvensen, der skal analyseres, er
en lang InDel, vil dispensering ikke ske, fer der er fundet tre variabelspidser og
forudsat at kravet om fem referencespidser er opfyldt. For at dispensere hele
InDel tiilfgjes en variabel position efter InDel, eller dispenseringsraekkefalgen
justéres manuelt.

Bemaerk: Hvis det ikke er muligt at f& sekvensen i fase, fer 32 alleler er
dispenseret, vil dispenseringsraekkefalgen ikke blive gennemfart. For eksempel
vil sekvensen ACTCDDDDG have dispenseringsraekkefelgen ACTC, idet de fire
D-polymorfismer vil generere en streekning uden for fase over for mange
alleler.

Dispenseringsadvarsler

Hvis dispenseringsraekkefalgen indeholder en advarsel, vises det med et radt
udrébstegn @ i slutnngen af tekstboksen “Dispensation Order”. Det er muligt at
kere en analyse med en dispenseringsadvarsel, men der skal tages hensyn fil
advarslen ved evaluering af analyseresultatet. Hvis man placerer
musemarkeren over udrdbstegnet, s& vil et tooltip vise en forklaring aof
advarslen.

ADVARSEL Foresldet handling

Sekvens usikker pé& grund af Problemet kan lgses ved enten at indleese
manglende mere sekvensinformation eller reducere
terminalsekvensinformsation. antallet of dispenseringer.

Sekvens ikke i fase i slutningen  Problemet kan lgses ved at justere

af dispenseringerne. dispenseringsreekkefaslgen (manuelt eller
ved at klikke p& "Generate Dispensation
Order”) eller indlaese mere
sekvensinformation.

Bemaerk: Hvis problemet ikke lases, vil
den streekning, der ikke er i fase, ikke blive

analyseret.
Den genererede Indlees om muligt mere sekvensinformation
dispenseringsreekkefalge og foreg antallet of dispenseringer. For
indeholder feerre den bedst mulige kvalitetsvurdering af
referencespidser end resultaterne anbefales fem eller flere
nedvendigt. referencespidser med hajden 1, 2 eller 3.
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Tilfoj eller fjern bisulfitbehandlingskontroller
(CpG-analyse)

Hiztogram

DAG TeG : € Wﬂ FI‘DtEI,ntia| Bisulfite Treatment Control Before Dispensation
Add Potential Bisulfite Treatment Control After Dispensation
CpG-analyser ber indeholde mindst en intern kontrol til vurdering aof
gennemfeart bisulfitbehandling, helst i begyndelsen af sekvensen. C-baser, der
ikke falges af G i sekvensen, er i reglen ikke methylerede og ber derfor
konverteres fuldt ud til T efter bisulfitbehandling og PCR. Som felge aof en
vellykket bisulfitbehandling ber alle skabeloner kun vise T'er, ingen C'er i disse

positioner. Ved omvendte analyser bar alle skabeloner kun vise A'er, ikke G'er, i
disse positioner.

De potentielle positioner for bisulfitbehandlingskontroller vises med et fedt,
orange bogstav i histogrammet: T i en fremadrettet analyse og A i en
bagudrettet analyse.

En bisulfitbehandlingskontrol kan tilfajes ved at venstreklikke pé& det fede,
orange T eller A og veelge den enskede mulighed i kontekstmenuen. Den kan
ogsé tilfajes manuelt ved at tilfaje et C for eller efter et T i
dispenseringsreekkefalgen.

En bisulfitbehandlingskontrol kan fiernes ved at venstreklikke pé& kontrollen (C i
en fremadrettet analyse eller G i en bagudrettet analyse) og veaelge “Remove
Bisulfite Control” (fiern bisulfitkontrol) i kontekstmenuen.

Bemaerk: | sekvensen fer bisulfi-behandlingen skal det kontrolleres, hvorvidt de
foresl@ede bisulfitbehandlingskontroller er C'er konverteret til T'er (lees som Gler
og A'er i en bagudrettet analyse) og hvorvidt de er egnede som kontroller.

Opstil de variable positioner

De variable positioner kan opstilles under fanen “Variable Positions” (Variable
positioner). De tilgeengelige parametre er angivet nedenfor.

Bemeerk: Hvis den sekvens, der skal analyseres, er sendret (og en ny
dispenseringsrackkefolge er genereret), nulstilles de variable positionsparametre
til deres standardveerdier.

Position Placeringen af den variable position i sekvensen, der
skal analyseres, regnet fra venstre til hgijre.
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Navn

Type

Analysere

Methyleringsomréder
(kun CpG-analyser)

Navnet pd den variable position. For at eendre
navnet vaelges enten tekstboksen (det aktuelle
indhold vil blive valgt), eller der dobbeltklikkes pé
tekstboksen.

Typen af variabel position; SNP, InDel eller CpG-
plads.

Hvis denne mulighed er markeret, vil den variable
position blive analyseret.

Bemaerk: Denne mulighed er ikke tilgaengelig for
variable positioner, der ikke kan analyseres for den
aktuelle analysetype.

Den forventede CpG-methylering. Indstilling of
denne parameter for alle CpG-pladser muligger nem
identifikation af pladser (i analyseresultater), der
ligger uden for det forventede methyleringsomrdde:

M Det lysegrenne omréde er under det forventede
omrdde.

B Det grenne omréde er inden for det forventede
omréde.

B Det merkegrenne omréde er over det forventede
omréde.

Bemaerk: Den forventede methylering kan ikke
indstilles for CpG-pladser med muligheden
“Analyze” umarkeret.

Det forventede omrdde kan flyttes til venstre eller
hajre ved at holde venstre museknap nede og flytte
omré&det med musen.

Pilene kan bruges til at age eller mindske det
forventede omrdde. Man kan ogsd @ge eller mindske
det forventede omréde ved at:

1. Placere musemarkaren over den venstre eller hajre
ende af det grenne omrdde, sé& markeren aendres
fra en hvid pil til «+

2. Holde venstre museknap nede og flytte musen til
venstre eller hgjre.

Alle methyleringsomréder kan redigeres samtidigt
ved at holde “Shift”-knappen nede samtidigt med, at
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et af omrdderne sendres.

Eksempler p& methyleringsomréder

Ol ) o0
ol — —
. I

1. Forventet methylering = 100 %.

2. Forventet methylering = 0-100 %.

3. Forventet methylering = 30-70 % (standard)
4. Forventet methylering = 0 %

Klik p& “Revert to Default” (seet tilbage til standard) for at seette parametrene i
fanen "Variable Positions” og fanen "Analysis Parameters” tilbage til deres
standardveerdier.

Redigere analyse-parametre

Standard-analyseindstillingerne er indstillet til at give optimale analyseresultater
for de fleste analyser. Hvis det er aktuelt under analysevalideringen kan
resultaterne forbedres ved at redigere analyseparametrene:

M Analyseparametrene redigeres under fanen “Analysis Parameters”; se
nedenfor.

M Aktivering og deaktivering af referencespidser og
bisulfitbehandlingskontroller (kun CpG-analyser); se side 30.

M Justering af hejderne op histogramsgijlerne; se side 30.

B Aktivering og deaktivering af variable positioner og/eller eendring aof
forventede methyleringsomréder (kun CpG-analyser), se Opstilling af de
variable positioner, side 24.

Kontroller, at ndringerne er validerede; se Appendiks B i Brugervejledningen
til PyroMark Q24 MDx.

Bemeerk: Ved brug af QIAGEN-kits anvendes de indstillinger, der er angivet i
kit-h&ndbagerne.

Bemaerk: Alle gemte sendringer logges. For at se en sendringslog for en
analyse dbnes analysefilen, klik dernaest p& “Show Change Log” (vis
aendringslog).
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Analyseparametrene redigeres under fanen ”Analysis Parameters”

Felgende analyseparametre kan redigeres under fanen “Analysis Parameters”.

Ikke gennemfort
bisulfitbehandling
(kun CpG-analyser)

Tilladt procentdel for
godkendt kvalitet

Tilladt procentdel for
kontrolkvalitet

Spidshgjdetserskel

Disse parametre angiver de hajeste accepterede
procentdele af ukonverteret sekvens for at opnéd
kvalitetsvurderingen “Passed” (godkendt) og
kvalitetsvurderingen "Check” (kontroller) for CpG-
pladser. De indleeste vaerdier sammenlignes med
den enkelte spidshgjdeveerdi, som
analysealgoritmen fastlaegger.

De hajeste accepterede procentdele af ukonverteret
sekvens for at opnd kvalitetsvurderingen “Passed”
for CpG-pladser.

Standardvaerdien er 5 %.

Bemaerk: Vaerdien kan ikke veere hgjere end den
tilladte procentdel for kontrolkvalitetsvaerdi (se
nedenfor).

De hajeste accepterede procentdele af ukonverteret
sekvens for at opné kvalitetsvurderingen “Check” for
CpG-pladser. Advarslen “Uncertain bisulfite
conversion at dispensation: number(s)” (Usikker
bisulfitkonvertering ved dispensering: nummer/re)
udlgses under analysen.

Bemeerk: Denne regel anvendes kun, hvis reglen
for "Passed” kvalitet ikke er opfyldt.

En hgjere procentdel af ukonverteret sekvens end
den indstillede veerdi vil resultere i en “Failed” (ikke-
godkendt) kvalitetsvurdering for alle CpG-ppladser.
Advarslen “Failed bisulfite conversion at
dispensation: number(s)” (Ikke godkendt
bisulfitkonvertering ved dispensering; nummer/re)
udlgses under analysen.

Standardvaerdien er 7 %.

Bemaerk: Veerdien kan ikke veere lavere end
veerdien "Allowed percentage for passed quality”
(tilladt procentdel for godkendt kvalitetsveerdi) (se
ovenfor).

Disse parametre definerer den laveste
intensitetsgraense for det enkelte spidshgjdeniveau i
begyndelsen af pyrogrammet.
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Pakreevet spidshgjde for Minimum signalveerdi for at en spids kan opné
godkendt kvalitet kvalitetsbedemmelsen “Passed” for de variable
positioner.

Standardvaerdien er 20.

Bemaerk: Vaerdien kan ikke veere lavere end
veerdien “Required peak height for check quality”
(p&kraevet spidshgjde for kontrolkvalitet) (se
nedenfor).

P&kreevet spidshgjde for Minimum signalveerdi for at en spids kan opné

kontrolkvalitet kvalitetsbedemmelsen “Check” for de variable
positioner. Advarslen “Uncertain due to low peak
height” (Usikker p& grund of lav spidshajde) udlases
under analysen.

Bemaerk: Denne regel anvendes kun, hvis reglen
for "Passed” kvalitet ikke er opfyldt.

Standardvaerdien er 10.

En signalveerdi for en spids, som er lavere end den
indstillede veerdi, vil medfaere kvalitetsvurderingen
"Failed” for de variable positioner. Advarslen
“Failed due to low peak height” (Ikke-godkendt p&
grund af lav spidshejde) udlgses under analysen.

Bemaerk: Vaerdien kan ikke veere hgjere end
veerdien "Required peak height for passed quality”
(pékraevet spidshgjde for godkendt kvalitet) (se
ovenfor).

Stringensniveauer Stringensen i advarslerne om “Pattern deviation in
variable positions” (mensterafvigelser i variable
positioner) og “Sum deviation in variable positions”
(sumafvigelse i variable positioner) kan saettes il
"Low” (lav), "Normal” (standard) eller “High” (he;j).
Et hojt stringensniveau indsnaevrer den tilladte
afvigelse.
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Mensterafvigelser i Afvigelsen mellem det malte spidsmanster i variable
variable positioner positioner og det teoretiske spidsmenster.

Hvis afvigelsen er hajere end det indstillede
stringensniveau tillader, udlgses advarslen
“Uncertain/Failed due to high pattern deviation in
variable position” (usikker/ikke-godkendt p& grund
af hgj maensterafvigelse i variable positioner) under
analysen. Om advarslen vil give en “"Check” eller
"Failed” kvalitetsvurdering for analyseresultatet
afhaenger af omfanget af afvigelsen.

Sumafvigelse i variable  Afvigelsen mellem den mélte sum of alle spidserne i
positioner den variable position og den teoretiske sum (baseret
pé den enkelte spidshajde).

Hvis afvigelsen er hgjere end det indstillede
stringensniveau tillader, udlgses advarslen
“Uncertain/Failed due to high sum deviation in
variable position” (usikker/ikke-godkendt p& grund
af haj sumafvigelse i variable positioner) under
analysen. Om advarslen vil give en “Check” eller
"Failed” kvalitetsvurdering for analyseresultatet
athaenger af omfanget af afvigelsen.

Parametre

A-spidsreduktionsfaktor  Den faktor, hvormed A-spidsintensiteterne
multipliceres for at tage hajde for, at A-spidser er
hojere end andre spidser.

Standardveerdien er 0,90.

n

Klik p& “Revert to Default” for at saette parametrene i fanen "Variable Positions
og fanen “Analysis Parameters” tilbage til deres standardveerdier.
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Aktivering eller deaktivering aof referencespidser og
bisulfitbehandlingskontroller.

Ikke-variable spidser (dvs. spidser, der ikke er en del af en variabel position)
(inklusive tomme dispenseringer) kaldes “reference peaks” (referencespidser).
Referencespidser anvendes i analysen badde som referencer ved beregning af
det enkelte spidshejdeniveau og som interne kontroller ved vurdering af
kvaliteten. For den bedst mulige kvalitetsvurdering af resultaterne anbefales det,
at de referencespidser, der genereres af softwaren, bevares aktiverede.

Ved at klikke p& en referencespids-rude i histogrammet vil spidsen enten blive
aktiveret eller deaktiveret som referencespids, athaengigt af den foregéende
status. Ruden viser status:

B Udfyldt blé rude: Aktiveret som referencespids.
M Tom bl rude: Deaktiveret som referencespids.

Ved at venstreklikke p& en bisultitbehandlingskontrolrude (kun CpG-analyser)
vil kontrollen enten blive aktiveret eller deaktiveret som kontrol og/eller
referencespids, afhaengigt af den foregdende status. Ruden viser status:

B Udfyldt orange rude: Aktiveret bdde som bisulfitbehandlingskontrol og som
referencespids.

B Udfyldt bl& rude: Aktiveret referencespids, men deaktiveret som
bisulfitbehandlingskontrol.

B Tom orange rude: Deaktiveret bdde som bisulfitbehandlingskontrol og som
referencespids.

Placer musemarkeren over ruden, sé vil et tooltip beskrive falgerne of et klik.

Bemaerk: For at skifte mellem at vise og skjule referencespidserne i
histogrammet hgjreklikkes pd histogrammet, veelg dernzest “Show Reference
Peaks” (vis referencespidser) i kontekstmenuen.

Justering af hejderne pé histogramsgijlerne

Denne funktion kan bruges, nér tidligere erfaringer har vist en reproducerbar
afvigelse i det mélte manster i forhold til det teoretiske manster. Benyt denne
funktion med forsigtighed.

1. Tryk pa “Ctrl”-tasten og hold den nede, mens der venstreklikkes pa
det overste af histogramsgjlen (venstreklik ndr markeren skifter fra
en hvid pil til 1).

2. Indtast enten hgjden i tekstboksen, der dbnes, eller forag eller
formindsk hejden ved hjeelp af pilene ved siden af boksen.

3. For at anvende den nye hgjde, trykkes pé& “Enter”.
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Bemeerk: | stedet for at fierne "“ikke-standard” methyleringsmenstre fra
sekvensen, der skal analyseres, for eksempel methyleringer af C'er, der ikke
efterfalges af Gler, saettes de forventede hajder af G'erne til nul (0).

Lys orange = mindsket hgjde
Merk orange = @get hojde

Opsatning af en SQA-analyse

Arbejdsgang
0.5

o Mew AQ Assay Chrl+-A

o Mew CpG Assay Chrl+G
f=d  Mew SOR Assay ZErl4)

1. Klik pé = i vaerktejslinjen og vaelg “New SQA assay” (ny SQA-
analyse). Der oprettes en ny analysefil.

2. Indtast “Dispensation Order” (se side 32).

3. Valgfrit: Indlzes information om analysen i tekstboksen "Assay
Note”.

4. For proverne kores, skal analysen valideres ved hjzlp af en
reference DNA-prove (se Appendiks B i Brugervejledningen til
PyroMark Q24 MDx).

5. Valgfrit: Hvis det er aktuelt redigeres analyseparametrene under
analysevalideringen, (se side 32).

6. Valgfrit: Las analysen for redigering ved at klikke pd knappen “Lock
Assay” nederst i analyseopszetningsvinduet. En last analyse (), der er
kert pé PyroMark Q24 MDx-instrumentet, kan ikke ladses op (dvs. det
vil ikke veere muligt at ‘redigere analyseparametre eller resultater
efter, at analysen er blevet behandlet).

Bemeerk: | genvejsoversigten kan man oprette en ny analysefil ved at
hajreklikke pd den mappe, hvor man ensker at placere den og veelge “New
Assay” og den enskede analysetype fra kontekstmenuen. Indtast filnavn og tryk

p& “Enter”. For at tilfgje en genvej til en mappe eller et drev klikkes p& “Add
Folder Shortcut”.
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Bemaerk: Ved at placere musemarkaren over analysefilen kan en analysenote
blive vist i et tooltip i genvejsoversigten.

Bemeerk: Klik p& H i veerktaijslinjen for at gemme filen. Hvis filen aldrig er
blevet gemt, veelges pladsen, og filnavnet indleeses i den dialogboks, der
dbnes.

Indtast dispenseringsraekkefaslge

Indtast eller klistre (“Ctrl4+V") dispenseringsraekkefalgen ind itekstboksen
“Dispensation Order”. Falgende regler gaelder ved indleesning af
dispenseringsrackkefalgen i softwaren:

M De tilladte tegn for indleesning af sekvens er A, C, G og T.

B For at gentage en gruppe baser benyttes tal i kombination med parenteser,

f.eks. svarer “3(CTGA)" til “"CTGACTGACTGA".

Hvis dispenseringsraekkefalgen indeholder en fejl, vises dette med et radt
udrdbstegn i slutningen af tekstboksen. Placer musemarkegren over
udrdbstegnet, sé vil et tooltip vise en forklaring af fejlen. Det eller de tegn, der
fordrsagede fejlen, vil vaere markeret med redt i dispenseringsraekkefalgen.

|The entered dispensation order is not complete, |

Digpenzation Order
SICTGAICTT4(GCTE \-ES

Expanded Dispensation Order
CTGACTGACTGACTTGCTC

Fejlen “The entered dispensation order is not complete” (den indleeste
dispenseringsraekkefalge er ikke komplet) skyldes en manglende eller forkert placeret
parentes. | dette eksempel mangler der en afsluttende parentes.

Edit analysis parameters

Standard-analyseindstillingerne er indstillet til at give optimale analyseresultater
for de fleste analyser. Hvis det er aktuelt under analysevalideringen kan
resultaterne forbedres ved at redigere analyseparametrene:

B “Quality Control Window” (kvalitetskontrolvindue) indstillingen under fanen
“Settings” er som standard sat til 20. Hvis der kraeves flere eller feerre
baser, eendres det tilsvarende.

M Analyseparametrene redigeres under fanen “Analysis Parameters”; se
nedenfor.

Kontroller, at eendringerne er validerede; se Appendiks B i Brugervejledningen
til PyroMark Q24 MDx.
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Bemeerk: Ved brug af QIAGEN-kits anvendes de indstillinger, der er angivet i
kit-hdndbogen.

Bemaerk: Alle gemte sendringer logges. For at se en sendringslog for en
analyse dbnes analysefilen, klik dernaest p& “Show Change Log” nederst i
analyseindstillingsvinduet.

Analyseparametrene redigeres under fanen ”Analysis Parameters”

Folgende analyseparametre kan redigeres under fanen “Analysis Parameters”.

Spidshgojdetaerskel Disse parametre definerer den laveste
intensitetsgraense for det enkelte spidshgjdeniveau i
begyndelsen af pyrogrammet.

Pékreevet spidshgjde for Minimum signalveerdi for at en spids kan opné
godkendt kvalitet kvalitetsbedemmelsen “Passed” i den base-kaldte
sekvens.

Standardvaerdien er 10.

Bemaerk: Vaerdien kan ikke veere lavere end veerdien
"Required peak height for check quality” (pékraevet
spidshajde for kontrolkvalitet) (se nedenfor).

Pékreevet spidshgjde for Minimum signalveerdi for at en spids kan opné

kontrolkvalitet kvalitetsbedemmelsen “Check” i den base-kaldte
sekvens. Advarslen “Uncertain due to low peak height”
(Usikker p& grund af lav spidshejde) udlases under
analysen.

Bemeerk: Denne regel anvendes kun, hvis reglen for
"Passed” kvalitet ikke er opfyldt.

Standardveerdien er 5.

En signalveerdi for en spids, som er lavere end den
indstillede veerdi, vil medfere kvalitetsvurderingen
"Failed”. Advarslen “Failed due to low peak height”
udlgses under analysen.

Bemeerk: Veerdien kan ikke veere hgejere end veerdien
"Required peak height for passed quality” (se ovenfor).

Parametre

A-spidsreduktionsfaktor  Den faktor, hvormed A-spidsintensiteterne multipliceres
for at tage hgjde for, at A-spidser er hgjere end andre
spidser.

Standardvaerdien er 0.90.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Plus skift kompensation  Hvis der er markeret for denne mulighed,
kompenseres spidserne for plus-skift.

Minus skift Hvis der er markeret for denne mulighed,
kompensation kompenseres spidserne for minus-skift.

Stringent homopolymer- Hvis der er markeret for denne mulighed, benyttes der

scoring strengere regler for kvalitetsvurderingen af
homopolymerer. Advarslen “Peak height deviates from
the expected peak level at dispensation: number(s)”
(spidshgjde afviger fra det forventede
spidshejdeniveau ved dispensering: nummer) under
analysen.

Kendte baser Hvis der er nogen kendte baser i
dispenseringsraekkefalgen, anbefales det, at disse
indleeses, da dette kan forbedre analysen:

1. Venstre klik i dispenseringsreekkefalgen og indtast
enten hgjden i tekstboksen, der dbnes, eller forag
eller formindsk hgjden ved hjeelp aof pilene ved siden
af tekstboksen.

2. For at anvende den nye hgjde, trykkes p& “Enter”.

Klik p& “Revert to Default” for at seette parametrene i fanen ”Settings” og fanen
“Analysis Parameters” tilbage til deres standardveerdier.

Opseet en korsel

Arbejdsgang

1. Klik pé& © i veerktgislinjen. Der oprettes en ny korsel.

2. Indlees kerselsparametrene (se side 35).

3. Indstil pladen (dvs. tilfej en analyse og, hvis det gnskes, indlzes et
prove-ID og note for hver brend, der anvendes); se side 36.

4. Nar korslen er indstillet og klar til at kere pd PyroMark Q24 MDx-
instrumentet:
Vealg “Pre Run Information” i menuen “Tools” (Veerktgjer) for at udskrive
pladeopsaetningen og en liste over de p&kraevede voluminer af

enzymblanding, substratblanding og nukleotider, og nér rapporten &bnes,
klik da pd =.

Luk kerselsfilen og kopier den til en af USB-nagler, der falger med
systemet, ved haelp af Windows Explorer. For at &bne Windows Explorer
hajreklikkes p& den mappe, der indeholder kerselsfilen, i genvejsoversigten,
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og veelg sd "Explore” i kontekstmenuen. For yderligere oplysninger trykkes
p& “F1” tasten for at dbne Windows online hjeelp.

Se side 41 for at kere pladen p& PyroMark Q24 MDx-instrumentet.

Bemeerk: For at udskrive “Pre Run Information” rapporten i farver, tilveelges
muligheden “Print background colors and images” (udskriv baggrundsfarver og
billeder) i Internet Explorer
(“Funktioner/Internetindstillinger/Avanceret/Udskrivning”).

Bemaerk: | genvejsoversigten kan man oprette en ny kerselsfil ved at
hajreklikke p& den enskede mappe og veelge “New Run” fra kontekstmenuen.

Indtast filnavn og tryk p& “Enter”. For at tilfgje en genvej til en mappe eller et
drev klikkes p& “Add Folder Shortcut”.

Bemaerk: For at basere karslen pé& en tidligere karsel hajreklikkes pd den
behandlede karselsfil i genvejsoversigten, veelg dernaest “Copy and Rerun”
(kopier og ker igen) i kontekst-menuen. Det er kun kerslens opsaetning, ikke
kerslen og analysen, der kopieres.

Bemeerk: Klik p& H i vaerkigjslinjen for at gemme filen. Hvis filen aldrig er blevet
gemt, veelges pladsen, og filnavnet indlaeses i den dialogboks, der &bnes.

Indlzes korselsparametrene

Felgende karselsparametre er tilgeengelige.

Kerslens navn Navnet pé kerslen gives, nér filen gemmes. Ved
omdabning af filen eendres ogsd navnet pd kerslen.

Instrumentmetode Velg instrumentetmetode efter reagenserne og den
reagensbeholder, der skal bruges til karslen (se
Manage Instrument Methods (administrere
instrumentmetoder), side 58).

Bemeerk: Det anbefales at kun benytte metoder, der
leveres of QIAGEN.

Plade-ID Valgfrit: Indlees ID pé& PyroMark Q24-pladen.

Bemaerk: Hvis man placerer musemarkegren over en
fil i genvejs-browseren, viser et tooltip det indleeste
plade-ID.

Barcode Valgfrit: Indtast et stregkodenummer for pladen
eller, hvis du har en stregkodelaeser tilsluttet
computeren, placer musemarkaren i tekstboksen
"Barcode” og scan stregkoden ind.
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Reagens-ID Valgfrit: Indlees lot-nummeret for de PyroMark Q24-
reagenser, der skal bruges. Lot-nummeret kan ses pé
produktetiketten.

Bemeerk: Det anbefales at indlaese reagensets ID, sé
eventuelle uventede problemer med reagenserne kan

spores.
Skennet karselstid Den skannede kerselstid
Kersels-note Valgfrit: Indtast en note om indholdet aof eller

formaélet med karslen.

Tilfoj analysefiler til pladen
For at tilfzje en analyse til en brend kan man enten:

M Vealge analysen i genvejsoversigten og trykke p& venstre musetast og holde
den nede, mens man treekker analysen til brenden

M Hojreklikke pd brenden og veelge “Load Assay” (hent analyse) i
kontekstmenuen.

Bemaerk: For at tilfaje en analyse til flere brende veelges brendene (se Valg af
brende, side 18) og analysen treckkes til det valgte.

Bemeerk: Det er ikke muligt at tilfaje en analyse uden dispenseringsraekkefalge
eller ot tilfaje to eller flere analyser, som har samme analysenavn, men
forskellige dispenseringsraekkefolger.

FPlate Setup

1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 |
Al azzay 2 |CpG aszap 1 |Cpl azsay 2 S04 aszay 1 | S04 aszap 2

| [ [ [ [ [ [

En brend har farve efter den analyse, der er anbragt i brenden.

Indlaesning af preve-ID'er og noter

B En prove-ID eller note aktiveres ved at veelge cellen (se billede nedenfor) og
indsaette teksten.

M For ot redigere et prave-ID eller en note kan man enten veelge cellen (det
aktuelle indhold vil blive valgt) eller dobbeltklikke pé cellen.

M For ot importere et prave- og note-layout, der er defineret i en tekstfil (*.tsv
eller *.csv) hojreklikkes p& en brand, og man veelger “Insert Sample Layout
File” (indseet prevelayoutfil) fra kontekstmenuen. For yderligere information,
se Definere prave-ID og note eksternt, side 38.
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M For at indklistre et preve-layout fra udklipsholderen, hajreklikkes pé en
brand, og man veelger “Paste Sample Layout” (indsaet pravelayout) fra
kontekstmenuen. For yderligere information, se Definere prave-ID og note
eksternt, side 38.

Bemeerk: Komma og semikolon understattes ikke.

Assay Name ] Assay Name l
V5amplein Sample (0

En valgt celle fremhaeves med en bld baggrundsfarve.

Kopiere eller slette indhold fra celler

B For at klippe indholdet af en celle ud og seette det ind i udklipsholderen,
hajreklikkes p& brenden, og man veelger “Cut” (klip) fra kontekstmenuen.

M For at kopiere indholdet af en celle ud og szette det ind i udklipsholderen
kan man enten hgjreklikke pé& cellen og vaelge “Copy Cell” (kopier celle)
fra kontekstmenuen eller veelge cellen og trykke p& “Cirl.+C".

B For at klistre indholdet af udklipsholderen til en celle eller et udvalg af
celler (se Veelg celler, side 18) kan man enten hgjreklikke pé cellen eller
det udvalgte og veelge “Paste” (klistre) i kontekstmenuen eller vaelge
cellen/erne og trykke pd “Ctrl.+V”.

B For at slette en eller flere analyser, prove-ID'er eller noter kan man enten
klikke pé cellen eller det udvalgte og veelge “Delete” (slet) i
kontekstmenuen eller vaelge cellen/erne og trykke pé& “Delete”.

Trekke og kopiere indholdet af en celle til andre brende
For at treekke og kopiere indholdet af en celle til andre brende:

1. Velg den celle, der skal kopieres.

2. Anbring musemarkeren over den nederste hgjre firkant af det
udvalgte og tryk pd venstre musetast og hold den nede, mens musen
flyttes for at eendre det udvalgte.

3. Nar venstre musetast slippes, klistres indholdet af den forst valgte
celle ind i de valgte celler.

Cpl Aszay 1 CpG Azzay 2 Cpl Aszay 1 CplG Agzay 2

25 pl PCR prod ' 25 pl PCR prod | 25 pl PCR prod

Traek og kopier noten “25 ul PCR prod”.
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Trek og kopier og foreg prove-ID

Hvis den sidste del af et indleest prave-ID er et tal, kan tallet forhajes, nér
praove-ID'et treckkes og kopieres:

1. Veelg prove-ID celle.
2. For at foroge efter reekke:
Anbring musemarkegren over den nederste hgjre firkant af det udvalgte.

Tryk p& “Ctrl.”-tasten + venstre musetast og holde dem nede, mens musen
flyttes for at eendre det udvalgte.

Slip farst vernstre musetast og dernaest “Ctrl.” “-tasten. N&r venstre musetast
slippes, forhgjes preve-ID for den farst valgte celle og klistres ind i den
valgte celle.

3. For at forgge efter kolonne:
Anbring musemarkaren over den nederste hgijre firkant af det udvalgte.

Tryk p& Shift”- og “Cirl.” -tasten + venstre musetast og holde dem nede,
mens musen flyttes for at aeendre det udvalgte.

Slip ferst venstre musetast og dernaest “Shift” og “Ctrl.”-tasten. Nar venstre
musetast slippes, forages preve-ID for den ferst valgte celle og klistres ind i
de valgte celler.

AL Azzay 1 A0 Azzay 1 AL Azzay 1 AL Azzay 1
Lssier— 1 BT | S
A0 Azsay Jbl Azzay 1 A0 Azsay A0 Azsay
........................................... Tty T T |
|

Preve-ID "Sample 1” (preve 1) kopieres og forhajes efter kolonne.

Udskriv eller eksporter pladeindstilling som billede

"Pladeopsaetningen” kan udskrives eller kopieres som billede (til
udklipsholderen) ved at hajreklikke pd pladen og veelge “Print” eller “Copy as
image” i kontekstmenuen. Billedet kan klistres ind i applikationer, der
understatter Enhanced Metafile (EMF)-billeder.

Definere prove-ID og note eksternt

Ved hjelp af funktionen “Import/Insert Sample Layout File” (importer/indsaet
pravelayoutfil) eller “Paste Sample Layout” kan man nemt bruge samme layout i
flere karsler og genbruge information, der er tilgaengelig i eksisterende
dokumentation.
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Brug af funktionen import/indszet provelayoutfil.

Man kan for eksempel generere layoutfiler ud fra Laboratory Information
Management Systems (LIMS). Preve- og notelayoutfiler kan ogsd oprettes i
Microsoft Excel, Notepad og tilsvarende applikationer. Layoutfilen skal have to
eller tre kolonner: “Well” (brend), “Sample ID” (preve-ID), og “Note” (valgfritl).
Hver kolonne skal veere separeret med tabulator, komma eller semikolon, og
hver linje “skal veere afgraenset med et linjeskift. Gem filen som en tab- eller
komma-separeret tekstfil (*.tsv, *.ixt eller *.csv).

Preve- og notelayoutfilen kan importeres til:

B En eksisterende kerselsfil ved at hajreklikke i “Plate Setup” (pladeinstilling)
og veelge “Insert Sample Layout File” fra kontekstmenuen

B En ny kerselsfil ved at vaelge “Import” efterfulgt af “Create New Run from
Sample Layout File” fra menuen “File”.

E3 Microsoft Excel - Sample Layout Example.csv g@@

@ File  Edit View Insert Format Tools Data  Window Help -8 X
LEeEs 8 B W T -2 e -3 7
C3 - F Mates for well A3

A B c D E =
1 |well Sample ID/Mote i
2 A1 DA 342 Motes for well Al b
|3 |A3 DA 360 [Hotes for well A3 1
4
5
[ -
K 4 » M)\ Sample Layout Example / [« W[
Ready

Et eksempel pd en preve- og notelayoutfil skabt i Microsoft Excel.

Plate Setup

bR T R

Motes for well 41 Mates for well 43

Resultatet ved import af preve- og notelayoutfilen ovenfor.

Brug af funktionen indseet prevelayout

Man kan for eksempel generere og kopiere layouts fra LIMS. pravelayouts kan
kopieres ud fra Microsoft Excel, Word, Notepad og lignende applikationer. |
kildefilen skal hver kolonne med prave-ID'er veere separeret med en tab, og
hver linje med prave-ID'er skal veere afgraenset med et linjeskift.

For at indsaette et prevelayout i en eksisterende karselsfil:

1. Kopier alle informationer i kildefilen.

2. Hgijreklik pé& en brend i ”"Plate Setup” og veelg “Paste Sample
Layout” fra kontekstmenuen.
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Softwaren vil indsaette preve-ID'erne pd pladen startende med brend Al. (Hvis
der er indsat brendnoter for brendene, bevares disse).

B Paste Sample Layout Fxample.txt - Notepad |;||E|rz|
File Edit Format Wiew Help

324 325
327

Et eksempel pd en prave- og notelayoutfil skabt i Microsoft Notepad.

Plate Setup

Resultatet ved kopiering og klistring af prevelayout skabt i Microsoft Notepad.

Kontrol af pladeindstilling

Omrédet "Well Information” (brendinformation) viser falgende information om
en brend, der er valgt i "Plate Setup”:

Brendnavn

Analysetype (AQ, CpG eller SQA)
Analysenavn

Prave-ID (hvis indlzest)

Sekvens der skal analyseres (AQ- og CpG-analyser)

Dispenseringsrackkefalge
Brend-note (hvis indlzest)

Hvis der veelges flere brande i “Plate Setup”, vises informationen for den forst
valgte brand.
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Behandl kerslen pa PyroMark Q24 MDx-
instrumentet

Arbejdsgang

Nér en kersel er indstillet og klar til at kere p& PyroMark Q24 MDx-
instrumentet, gennemfares falgende trin:

1. Klarger preverne.

2. Fyld PyroMark Q24-beholderen med de pdkraevede meengder
reagenser.

3. lIsat reagensbeholderen og PyroMark Q24-pladen i instrumentet.

4. Indszet USB-nogle indeholdende kerselsfilen i USB-porten pé
instrumentets front.

5. Velg kerselsfil og start kerslen.

6. Nar kerslen er afsluttet, og data er blevet overfort til USB-naglen,
tages denne ud.

7. Tag pladen og reagensbeholderen ud.
Se afsnitt 5.5 i Brugervejledningen til PyroMark Q24 MDx for mere information.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Analyser kerslen

Workflow

1. Flyt den behandlede korselsfil fra USB-ngglen til en computer, der
korer PyroMark Q24 MDx-software; indsaet USB-ngglen i
computerens USB-port og flyt kerselsfilen til den snskede plads ved
hj=lp af Windows Explorer.

2. Abn korselsfilen i PyroMark Q24 MDx-softwaren, enten ved at veelge
“Open” i menuen “File” eller ved at dobbeltklikke pé filen () i
genvejsoversigten. Hvis der er flere analysetyper med, vaelges
analyseform i den dialogboks, der ébnes.

Bemeerk: For at opdatere indholdet af en mappe i genvejsoversigten
hajreklikkes p& den, veelg dernaest “Refresh” (opdater) i kontekstmenuen.

Bemeerk: Det er ogs& muligt at dbne karselsfilen ved at dobbeltklikke pé
den i Windows Explorer.

w

Analysering af kerslen (se nedenfor).
Vis analyseresultater (se side 43).

P

5. Valgfrit: Hvis det er aktuelt eendrer man, hvordan analysen
gennemfores (se side 47).

6. Valgfrit: Indlaes en analysenote i tekstboksen ”"Note” under fanen
"Overview” (oversigt).

Bemeerk: Klik p& “+" eller ”"-" for at udvide eller formindske “Note”-feltet.

7. Klik pa 4 i veerkteijslinjen for at gemme analyseresultaterne.

Bemeerk: Det er ikke muligt at redigere analyseparametrene eller indlaese en
analysenote for en |ast analyse ().

Analysering af alle eller udvalgte brende
Under fanen “"Overview” er der to mader at foretage analysen pé:

HH Enten analysere alle brende med en gyldig analyseopsaetning for
den aktuelle analyseform.

il Eller analysere de udvalgte breande (Valf ag brende, side 18).

Bemaerk: Det er ogsd muligt at hajreklikke pé& det valgte og
veelge “Analyze Selected” (analyser udvalgte) fra kontekstmenuen.
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Under analysen vises en forlabs-dialogboks. Denne dialogboks indeholder en
forlgbsbjeelke, en stopknap og navnet pd den brend, der analyseres. Analysen
kan stoppes ved at klikke p& "Stop”.

Bemaerk: Nér en brend er blevet analyseret, aendres brandens farve til lyseblé.

Analyseformer

PyroMark Q24 MDx-software har tre analyseformer: AQ, CpG og SQA. For at
skifte mellem formerne veelges “AQ”, “CpG” eller “SQA" i veerkigislinjen.
Gentypebestemmelse af SNP'er og InDel'er kan vurderes fra menuen “Reports” i

AQ-funktion.

- AD
Cpia
S04

Bemeerk: Da CpG-funktionen ikke understatter automatisk analyse af SNP'er,
bestemmes methyleringsprocenter og kvalitetsvurderinger kun for CpG-pladser.
SNP'er i en CpG-analyse kan analyseres i AQ-funktion ved hjelp af den
sekvens, der skal analyseres i CpG-opstillingen. For at udelukke CpG-pladser i
SNP-rapporter vaelges fanen "Analysis Setup” (analyseopstilling), og
muligheden “Analyze” fraveelges for disse positioner under fanen “Variable
Positions”.

Vis analyseresultaterne

Ved valg af en analyseret brend (lysebld) i fanen “Overview” (oversigt) vises det
tilherende Pyrogram i Pyrogram-omrédet, og brendens information (inklusive
analyseadvarsler) angives i “Well Information”-omrdadet (brendinformation).
Hvis der vaelges flere brende i plade-oversigten, vises informationen for
brenden med den orange valgramme.
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F& en oversigt over resultaterne

Felgende brendinformationer kan vises i pladeoversigten under fanen
"Overview”:

AQ-analyser Velg for at vise analysenavn.

Doy ' -

S V Velg for at vise prave-ID.

e=d  Aszay .

é SampelD .|  Veelg for at vise breandnote.

| Mote |

e Qually s Veelg for at vise kvalitetssajlen. Kvalitetssajlen viser
CpG-analyser kvalitetsvurderingen for alle variable positioner i

- brenden eller for alle baserne i den base-kaldte
bsg Assay v

s sekvens. Se farve-forklaringen pé side 45.

e=d Aszay . L.

¢ SamplelD r Veelg for at vise den gennemsnitlige

= gz‘jiw methyleringsprocent for alle CpG-pladser i branden.
Mean . N .

i s . Veelg for at vise methyleringsbjeelken.

Methyleringsbjeelken viser methyleringsniveauet for

SQA-analyser hvert CoG-omréde i brenden. Se farveforklaring pé

[’Wi' side 46.

? ::;em Q@ Velg for at vise kvalitetsvurderingen i slutningen af

b Hote i kvalitetskontrolvinduet. Standardantallet af inkluderede
=a  Quali

° EWi:Idow baser er 20.

Bemeerk: Brende med en hgj substratspids vil veere maerket med et
informationsikon (1) i pladeoversigten. Dette vil ikke p&virke
kvalitetsvurderingerne.

Bemeerk: Hvis analyseparametre, kvalitetsvurderinger eller analyseresultater
(kun SQA.-analyser) er blevet redigeret af brugeren, er brenden maerket med et
advarselsikon ().

Bemaerk: Hvis en analyse er |&st, er branden maerket med ikonet f.

Udskriv eller eksporter pladeoversigten som billede

Pladeoversigten kan udskrives eller kopieres som billede (til udklipsholderen)
ved at hgjreklikke p& pladeoversigten og vaelge “Print” eller “Copy as image” i
kontekstmenuen. Billedet kan klistres ind i applikationer, der understatter
Enhanced Metafile (EMF)-billeder.
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Analyseadvarsler

Ved valg af en analyseret brand (lysebld) vises analyseadvarslerne i “Well
Information”-omrédet (brendinformation). En analyseadvarsel pavirker
kvalitetsvurderingen pd falgende made:

B  AQ- og CpG-analyser: Pavirker kvalitetsvurderingen for enten alle variable
positioner eller en enkelt position. Hvis der er udlgst flere advarsler af
samme art, vises kun de mest alvorlige i “Well Information”-omrddet

B SQA-analyse: Pavirker kvalitetsvurderingen for enten hele sekvensen eller
fra en specifik dispensering og fremefter. Alle udlgste advarsler inden for
kvalitetsvinduet vises i "Well Information”-omrédet.

For visse af advarslerne kan kriterierne for forekomst og virkningen pé
kvalitetsvurderingen aendres af brugeren under fanen “Analysis Parameters”; se
Redigering af analyseparametre, side 47.

Bemaerk: Hvis der forekommer en dispenseringsfejl, anbefales det at udskifte
reagensbeholderen.

Kvalitetsvurderinger
Kvalitetsvurderingerne af analyseresultaterne vises ved:
M Kvalitetssgjler (==) i pladeoversigten, se side 44.

B Baggrundsfarven for analyseresultaterne (allelefrekvenser eller
methyleringsprocenrer i pyrogrammet, for eksempel) %], eller base-kaldte
sekvenser); se side 44.

B Kvalitetskontrolvinduer (@) i pladeoversigten; se side 44 (kun SQA-
analyser).

B Spidserne i det kompenserede pyrogram er farvet efter deres
kvalitetsvurderinger (kun SQA-analyser).

Kvalitetsfarver
B Bl&: Godkendt

Gul: Kontroller
Red: Ikke-godkendt

Hvid: lkke analyseret. Enten understettes analyse ikke af softwaren (f.eks.
SNP i CpG-funktion) eller ogsd er den variable position blevet fravalgt of
brugeren (kun AQ- og CpG-analyser).
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Methyleringsniveauer
| CpG-funktion viser en methyleringssaijle under fanen "Overview”
methyleringsniveauet for hver enkelt CoG-plads i branden (se side 44).

Methyleringsfarver
B Lys gren: Under det forventede omréde

B Gron: Inden for det forventede omréde

B Mark gren: Over det forventede omréde

Vise og sammenligne Pyrogram

Ved valg af en analyseret brand under fanen “Overview” f&r man vist det
tilsvarende pyrogram og teoretiske histogram (hvis det er en AQ- eller CpG-
analyse) eller kompenseret pyrogram (hvid det er en SQA-analyse).

Owerview Analysls Setup

5 “
ﬂxFTF‘ ?ﬂxFTJ" "ﬂxFTﬁ' ?ﬂxl"Tﬁ ner "ﬂxFTﬁ' A ANCT G
annPr"\ ‘%amar? ‘RI ke ‘%l AFT4 ] I 1va ‘RI 1nl?:. nllmﬂ. . .IAH?

ACTG, | AMCTR. [ A0:CTE. [ AnnTh faeTs | anTm |[300Th. [A0nTs
] AHAFu Tdig.” e, | Bl Bl odft | nCuie? k1d R} lAHdFif
el el e
[ A0eCTG . [ 302076 [ 305CTG. (| 20:CT 6 | 20:CTG [ 30CT6. [ 20076 | 30806
J..AE34K LAGfiEK. LA MDCS MDC 5. || Bertusa . FakloJ.V. (Eulpdl.
= o= =
]

CA GTCTGTGA[BAGGAGCCAGGCTCAGTCTGTGCAGG

B5

S 101520 2530 3540455055 6065 707580 8590 9510003 10015120

Naér der vises en base i den base-kaldte sekvens, fremhaeves den tilsvarende spids i begge
pyrogramomréder og vice versa.

Sammenligne pyrogram for forskellige brende

For at sammenligne et pyrogram for en specifik brend (vist i det gverste

omr&de) med et pyrogram for en eller flere bregnde (vist i det nederste omréde):

1. Velg den eller de brend(e) (se Valg af brende, side 18), der skal
dbnes i det nederste omrdade, under fanen "Overview”.

2. Hojreklik pé valget og vaelg “"Open in Lower Area” (Gbn i nederste
omrdéde) i kontekstmenuen.

3. Velg den brend, der skal dbnes i det overste omrade.
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¥ Run Information

Hvis pyrogrammerne for flere brende vises i det nederste omrdde, bruges
scroll-bjeelken til at eendre pyrogram inden for udvalget.

Et pyrogram med samme sekvens at analysere kan zoomes ind samtidig (dvs.
linket zoomning) ved at klikke pd & i det @verste hgjre hjgrne aof det averste
omrdde.

For at lukke pyrogramlisten i det nederste omréde klikkes pd x i det averste
hajre hjerne af det nederste omrade.

Zoom pyrogrammet og fa vist beskrivelsen af ikoner og farver

For informationer om ikoner og farver anvendt i pyrogramomrddet og hvorda
man zoomer, se Pyrogram, side 16.

Redigere analyse-parametre

n

Standard-analyseindstillingerne er indstillet til at give optimale analyseresultater

for de fleste analyser. Kontroller, at endringerne er validerede; se Appendiks
i Brugervejledningen til PyroMark Q24 MDx.

Bemaerk: Ved brug of QIAGEN-kits anvendes de indstillinger, der er angivet i
kit-h&dndbagerne.

Bemeerk: Det er ikke muligt at redigere analyseparametrene for en [&st

analyse ().

1. Veelg den eller de brend(e) (se Valg af brende, side 18), der skal
redigeres analyseparametre for.
Bemaerk: Andringerne vil kun blive anvendt pé brende, der har samme
analyse og dispenseringsraekkefelge som den viste brend. For at redigere

analyseparametrene for alle breande med samme analyse og
dispenseringsrackkefalge skal man blot veelge en af brendene.

2. Redigere analyseparametre under fanen ”Analysis Setup”:

Aktivering og deaktivering af variable positioner og/eller eendring af
forventede methyleringsomréder (kun CpG-analyser), se Opstilling af de

B

variable positioner, side 24. For at redigere andre analyseparametre for en

AQ- eller CpG-analyse, se side 26.
For at redigere analyseparametre for en SQA-analyse, se side 32.

Bemeerk: Det er ikke muligt at eendre analysenavn,
dispenseringsraekkefolge eller analysenote.
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3. Klik pa "Apply” (anvend), nér du er klar.

Bemaerk: Det er ogsd muligt at aktivere eller deaktivere referencespidser
og/eller bisulfitbehandlingskontroller (kun CpG-analyser) i Pyrogram under
fanen “"Overview” (se instruktion pé side 30). Klik p&d den grenne @ knap
for at anvende de @ndringer, der er foretaget i Pyrogram. Denne knap
aktiveres, nér der er foretaget en sendring.

4. Anvend sndringerne pé alle eller de udvalgte brende: i
dialogboksen “Apply Analysis Setup” (anvend analyseindstilling).

For at anvende sendringerne pd alle brende, der har samme analyse og
dispenseringsrackkefalge som den viste brend (dvs. alle de hvide brende i
dialogboksen “Apply Analysis Setup”) klikkes p& “To All” (til alle).

For at anvende sendringerne til alle de valgte brende (dvs. de hvide brande,
der er valgt i dialogboksen “Apply Analysis Setup”) klikkes p& "To Selected”
(til valgte).

Under analysen vises en forlgbs-dialogboks. Dialogboksen indeholder en
forlgbsbjeelke, en stopknap og navnet pé& den brend, der analyseres.
Analysen kan stoppes ved at klikke p& “Stop”.

5. Klik pa 4 for at gemme a&ndringerne.

Bemeerk: Hvis analyseparametre, kvalitetsvurderinger eller
analyseresultater (kun SQA.-analyser) er blevet redigeret af brugeren, er
brenden maerket med et advarselsikon (1) under fanen “Overview”.

Bemeerk: Alle sendringer logges. For at se analyseloggen for en udvalgt
brend vaelges “Analysis Log” i menuen “Tools”.

Benytte modificeret analyse i andre korsler

Andringer foretaget under fanen “Analysis Setup” vil ikke blive gemt i den
oprindelige analysefil. For at benytte den modificerede analyse i andre karsler:

1. Veelg en brend, der benytter en modificeret analyse, og klik pé
"Save Assay”. Dialogboksen “"Save Assay As” (gem analyse som)
dbnes.

2. Gem ndringerne i den originale fil eller gem den modificerede
analyse som en ny fil:

Veaelg destination (mappe) i rullelisten “Save in”.

Indtast filnavnet i tekstboksen “File name” (filnavn) og klik p& “Save”
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Redigere kvalitetsvurderinger

For at redigere kvalitetsvurderingen for en allelefrekvens eller en
methyleringsprocentdel, venstreklikkes p& analyseresultatet i Pyrogram, veelg
dernaest “Passed”, “Check”, eller “Failed” i kontekstmenuen.

For at redigere kvalitetsvurderingen for en base-kaldt sekvens anbringes
musemarkaren over venstre eller hgjre ende af omradet “Passed”, “Check” eller
“Failed”, s& markeren aendres fra en hvid pil til 4, flyt dernaest musen til venstre
eller hajre, mens venstre musetast holdes nede.

[ |
T TACATGTTGGTATTTGGG

Hvis en kvalitetsvurdering er blevet redigeret af brugeren, vises dette med et
advarselsikon (&) i pladeoversigten under fanen “Overview”, en advarsel i
“Well Information”-omrédet, og hvis det er en AQ- eller CpG-analyse, en kant
omkring analyseresultatet i Pyrogram (f.eks. E2=]).

Bemaerk: Alle &endringer logges. For at se analyseloggen for en udvalgt brend
veelges “Analysis Log” i menuen”Tools”.

Bemaerk: Kvalitetsvurderinger, der er genereret aof softwaren, er baseret op
avancerede analysealgoritmer. Det anbefales ikke at redigere
kvalitetsvurderingerne.

Bemaerk: Det er ikke muligt at redigere kvalitetsvurderingerne for en |&st
analyse ().

Bemaerk: Andringer i AQ-funktion vil ikke pévirke kvalitetsvurderingerne i
SNP-rapporter.

Redigere base-kaldte sekvenser

For at redigere en base-kaldt sekvens hgjreklikker man pé& den og veelger den
enskede muloighed.

[ 7
CAT CTGTGACCAGGAGCCAGGCTCAGTCTGTGCAGG
B5S Increase Selected
| Insert Before l:} 3 | Irsert T
\7 Insert After ? 3 Insert ©
15|:| DE'EtE SElectEd .............. | ............. ll .......................

Bemaerk: Alle &endringer logges. For at se analyseloggen for en udvalgt brend
veelges “Analysis Log” i menuen “Tools”.

Bemeerk: Ved redigering af en base-kaldt sekvens skal det bemaerkes, at
kvalitetsvurderingerne stadig er baseret p& den oprindelige sekvens (den
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sekvens, der er kaldt of softwaren). For at redigere kvalitetsvurderinger, se
side 49.

Bemaerk: Det er ikke muligt at redigere base-kaldte sekvenser for en [&st
analyse ().

Vise, udskrive og gemme analyserapporter

PyroMark Q24 MDx-software tilbyder falgende analyserapporter for
behandlede karsler.

Rapporter for CpG-korsler ™M Analysestatistikrapport. Denne indeholder

v analysestatistikker for alle eller udvalgte
pt Analysis Statiskics brgnde.
Cp Analysis Results M Analyseresultatrapport. Denne indeholder
CpG Pyrogram Report brendinformation og analyseresultater for alle
Cp& Full Report eller udvalgte brende.

Rapporter for AQ-karsler M Pyrogramrapport. Denne indeholder

[Reports | Window  Help brendinformation og pyrogram for alle eller
AG) Analysis Statistics udvalgte brgnde.
AQ Analysis Results M Fuld rapport. Denne indeholder parametre,
AQ Pyragram Report kerselslog, brandinformation og
AQ Full Report analyseresultater (inklusive pyrogram) for alle
SHP Analysis Results eller udvalgte brgnde.
SMP Pyrogram Repart B SNP Overview Report (oversigtsrapport).
SMP Full Report Denne indeholder genotyper og
SMP Cverview Repart kvalitetsvurderinger for alle SNP'er og InDels.

Informationen vises som pladeoversigter med

Rapporter for SQA-karsler ©
en plade per positionsnummer.

m‘ Window  Help
508 Analysis Results Bemaerk: For at kunne se de rapporter, der
5008 Pyrogram Report genereres, i PDF-format skal der veere installeret
50 Full Repart en PDF-leeser p&d computeren. Adobe Reader kan

downloades fra www.adobe.com.
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Analysestatistikrapport
Reports | Window  Help

| AQ Analysis Statistics |

AQ Analysis Results
A Pyrogram Repork

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

Rapporten “Analysis Statistics” indeholder falgende information for variable
positioner i alle eller udvalgte brende (se Udvalgte brende, side 18):

B De gennemsnitlige allelefrekvenser (AQ-rapport) eller gennemsnitlige
methyleringsprocenter (CpG-rapport)

B De hgjeste og de laveste allelefrekvenser (AQ-rapport) eller
methyleringsprocenter (CpG-rapport)

Standardafvigelsen
B Antallet of veerdier og brende anvendt i hver enkelt beregning

B Hvis analyseparametre eller kvalitetsvurderinger er blevet redigeret af
brugeren, er de bergrte brende angivet everst i rapporten.

Rapporten kan gemmes som en tekstfil (*.tsv eller *.csv) eller en HTML-fil
(.html). Rapporten kan importeres til Microsoft Excel eller andre applikationer,
der kan handtere tekstfiler (*.tsv eller *.csv) med data, der separeret af
semikoloner (;) eller tabs. Dette er praktisk, hvis der skal foretages yderligere
beregninger p& dataene.

Rapporteringsmuligheder

| dialogboksen “Analysis Statistics Report” (analysestatistikrapport) er der
felgende muligheder:

Alle brende/udvalgte De brende, der skal inkluderes i rapporten.
bronde

Analyse/Analyse og Analyseresultatstatistikker kan grupperes efter:
prove-ID B Analyse

Brende med samme analyse vil blive grupperet.

B Analyse og preve-ID
Brende med samme analyse og preve-ID vil
blive grupperet. Kan veere praktisk, hvis der
udferes eksperimenter med kopier.
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"Passed/Check”
(godkendt/kontroller)

De analyseresultater, der skal inkluderes.
Beregningerne kan foretages pé resultater med
godkendte og/eller kontrol-kvalitetsvurdering.

Bemeerk: Hvis alle godkendte og kontrol-resultater
skal inkluderes i rapporten, kan man ekskludere
resultater i denne gruppe ved at fraveelge
muligheden “Analyze” for disse positioner under
fanen "Analysis Setup” (se Indstilling af variable
positioner, side 24).

For at f& vist rapporten, far den gemmes eller udskrives, klikkes p& “Preview”.

Analyseresultatrapport
W‘ ‘window — Help

AQ Analysis Statistics

Reports | Wwindow  Help

AQ Analysis Statistics

AQ Analysis Resulks

&3 Pyrogram Report
AQ Full Report

A0 Analysis Resulks
A0 Pyrogram Report
AQ Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repork
SMP Full Repart

SMP Owverview Repork

SMP Analysis Results

Reports | Window  Help

CpG Analysis Statistics

SMP Pyrogram Repork
SMP Full Report
SMP Crverview Report

Cpis Analysis Results

Cpis Pyrograr Report
pG Full Report

Repaorts | Window  Help

SQA Analysis Results

S04 Pyrogram Report
304 Full Report

Rapporten “Analysis Results” (analyseresultater) indeholder falgende
information for variable positioner i alle eller udvalgte brande (se Udvalgte
brande, side 18):

M Breondinformation (brendnavn, analysenavn og prave-I1D)

M Alllelefrekvenser (AQ-rapport), genotyper (SNP-rapport),
methyleringsprocenter (CpG-rapport) eller base-kaldte sekvenser
(SQA-rapport) samt kvalitetsvurderinger

B Den gennemsnitlige methyleringsprocent og standardafvigelsen for alle
godkendte CpG-pladser i en brend (kun CpG-rapport)

B De hgjeste og laveste methyleringsprocenter i en brend (kun CpG-rapport)

B Information om, hvorvidt analyseparametre, kvalitetsvurderinger og
analyseresultater (kun SQA-rapport) er blevet redigeret af brugeren.

Valgfrit: Analyseversion, breandnoter og analyseadvarsler. | AQ- og CpG-
rapporter er det ogsd muligt at inkludere navnene og de originale og/eller
aktuelle kvalitetsvurderinger for de variable positioner.

Rapporten kan gemmes som tekstfil (*.tsv eller *.csv) eller HTML-fil (.html).
Rapporten kan importeres til Microsoft Excel eller andre applikationer, der kan
h&ndtere tekstfiler (*.tsv eller *.csv) med data, der er separeret med semikoloner
(;) eller tabs. Dette er nyttigt, hvis der skal foretages yderligere beregninger pé
dataene. Den farste linje i rapporten angiver navnet pd kerslen. De
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efterfolgende to eller tre linjer indeholder kolonneoverskrifterne. Hver af linjerne
efter kolonneoverskrifterne indeholder detaljeret brendinformation og statistik

for en specificeret brand.

Rapporteringsmuligheder

| dialogboksen “Analysis Results Report” (analyseresultatrapport) er der

felgende muligheder:

Alle brende/udvalgte brande
Sorter efter reekke/kolonne

All/Passed/Passed +
Check/Only Quality Window
(alle/godkendte/godkendte +
kontrol/kun kvalitetsvindue)

Note-kolonne

Advarselskolonne

Analyseversion-kolonne

Positionnavn-kolonne

Kvalitetskolonne

Original kvalitet-kolonner

De brende, der skal inkluderes i rapporten.
Sorteringsraekkefalge for brendene.

Baserne i de base-kaldte sekvenser, der skal
inkluderes i rapporten.

Denne mulighed er kun tilgeengelig for
SQA-rapporten.

Hvis der er markeret for denne mulighed, er
der inkluderet en kolonne med brend-noter.

Hvis der er markeret for denne mulighed, er
der inkluderet en kolonne med
analyseadvarsler.

Hvis der er markeret for denne mulighed, er
der inkluderet en kolonne med
analyseversionen.

Hvis der er markeret for denne mulighed, er
der inkluderet en kolonne med navnene pé
de variable positioner.

Denne mulighed er ikke tilgeengelig for
SQA-rapporten.

Hvis der er markeret for denne mulighed, er
der inkluderet en kolonne med aktuelle
kvalitetsvurderinger.

Hvis der er markeret for denne mulighed, er
der inkluderet en kolonne med de originale
kvalitetsvurderinger.

Denne mulighed er ikke tilgaeengelig for
SQA-rapporten.

For at f& vist rapporten, far den gemmes eller udskrives, klikkes p& “Preview”.
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Pyrogramrapport
W‘ Window  Help

Reports | Window  Help

A0 Analysis Statistics
A Analysis Resulks

‘ Ay Pyrogram Report

A Full Report

AQ Analysis Statistics
A0 Analysis Results
AC Pyrograrn Report
AQ Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Repork
SMP Full Report

SMP Owerview Report

SNP Analysis Results

| SNP Pyrogram Report

Reports | Window  Help

Cpi Analysis Statistics
Cpiz Analysis Results

SQA Analysis Results

Reparts | Window  Help

SNP Full Repart

SHP Crverview Report

Zpia Pyrogram Repork

S8 Pyrogram Report

pG Full Report

304 Full Report

“Pyrogram Report” indeholder brendinformation (brendnavn, analysenavn,
prave-ID og brand-note) og Pyrogram for alle eller udvalgte brende (se Valg af
brende, side 18). Hvis analyseparametre, kvalitetsvurderinger eller
analyseresultater (kun SQA-rapport) er blevet redigeret af brugeren, er dette
angivet i rapporten.

Felgende informationer, ikoner og farver vises og anvendes i AQ-, SNP- og
CpG-rapporter:

B Breondnavn og sekvens, der skal analyseres

B Analyseresultatet - allelefrekvenser (AQ-rapport), genotyper (SNP-rapport)
eller methyleringsprocenter (CpG-rapport) - vises over den enkelte
variabelposition, for eksempel e (InDel) og #5%]. Kvalitetsvurderingen
vises af resultatets baggrundsfarve; se farveoversigten pé side 45.
Bemeerk: - (i hvidt) = Fravalgt of brugeren. "4l (i hvidt) = Softwaren

understatter ikke analyse, for eksempel analyse af SNP i CpG-funktion.
@ (i rodt) = lkke muligt at analysere p& grund af manglende data.

B Hvis det gnskes, fremhaeves variable positioner med en blégré
baggrundsfarve.

M Bisulfitbehandlingskontroller fremhaeves med en lysgul baggrundsfarve
(kun CpG-rapport).
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Felgende informationer og farver vises og anvendes i SQA-rapporten:

B Brendnavnet.

M Den base-kaldte sekvens. Baggrundsfarven for en base i sekvensen er i
overensstemmelse med dens kvalitetsvurdering; se farveoversigten p&

side 45.

B Hvis et kompenseret pyrogram er inkluderet, er spidserne farvet efter deres

kvalitetsvurderinger.

Rapporteringsmuligheder

| dialogboksen “Pyrogram Report” er der falgende muligheder:

Alle brende/udvalgte
brende

Antal reekker/kolonner

Sorter efter
reekke/kolonne

Stéende/Liggende

Fremhaev variable
regioner

Vis spidsniveauer

R&t pyrogram/
Kompenseret pyrogram

Papirstarrelse

De brende, der skal inkluderes i rapporten.

Antallet of kolonner og raekker i et pyrogram pé hvert
enkelt ark.

Sorteringsraekkefalge for brendene

Papirretning.

Hvis der er markeret for denne mulighed, fremhaeves
variable regioner med en bldgrd baggrundsfarve.

Denne mulighed er ikke tilgeengelig for SQA-rapporten.

Hvis der er markeret for edenne mulighed, er beregnede
spidsniveauer vist i pyrogrammet.

Denne mulighed er kun tilgeengelig for SQA-rapporten.

Typen af pyrogram, der skal inkluderes i rapporten.

Denne mulighed er kun tilgeengelig for SQA-rapporten.
Papirets starrelse (A4, A3, folio eller tabloid).

For at f& vist rapporten, far den gemmes eller udskrives, klikkes p& “Preview”.

Bemeerk: For at kunne se rapporten, skal der veaere installeret en PDF-laeser pé
computeren. Adobe Reader kan downloades fra www.adobe.com.
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Fuld rapport

Reports | Window  Help

Reports | Window  Help

AQ Analysis Statistics
AQ Analysis Results

AC Pyrograrn Repart

AQ Full Report,

A Analysis Statistics
A Analysis Resulks
AQ Pyrogram Report
A Full Report

SNF Analysis Results
SMP Pyrogram Repart
SNP Full Report

SNP COverview Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Report

SMP Full Report

Reports | Window  Help

Cpia Analysis Statistics
Cpi Analysis Results
Cpia Pyrogram Report

Reporks | Window — Help

SQA Analysis Results
SQA Pyrogram Repork

CpG Full Report

SMP Cwverview Repork |

S04 Full Repart |

Den fulde rapport indeholder falgende information for alle eller udvalgte
brende (se Udvalgte brende, side 18):

M Kerselsparametre (karselsnavn, kerselsdato og klokkeslzet,
instrumentmetode, instrumentnavn, serienummer, operater, plade-ID,
stregkode, reagens-ID og kerselsnote) og en kersels-log.

M Brend-information (brendnavn, analysenavn, preve-ID og brandnote),
analyseversion, AQ- eller CoG-analyse, sekvens der skal analyseres

B Pyrogram. For informationer om ikoner og farver anvendt i
pyrogramomrddet og hvordan man zoomer, se Pyrogram, side 54.

M Alllelefrekvenser (AQ-rapport), genotyper (SNP-rapport),
methyleringsprocenter (CpG-rapport) eller base-kaldte sekvenser
(SQA-rapport) samt kvalitetsvurderinger

M Analyseadvarsler
B Hvis analyseparametre eller kvalitetsvurderinger er blevet redigeret af

brugeren, er de bererte brende angivet.

Rapporteringsmuligheder
| dialogboksen “Full Report” (fuld rapport) er der falgende muligheder:

Alle brende/udvalgte
brende

De brende, der skal inkluderes i rapporten.

R&t pyrogram/
Kompenseret
pyrogram

Typen af pyrogram, der skal inkluderes i rapporten.
Denne mulighed er kun tilgeengelig for SQA-
rapporten.

For at f& vist rapporten, far den gemmes eller udskrives, klikkes p& “Preview”.

Bemeerk: For at kunne se rapporten, skal der veere installeret en PDF-laeser pé
computeren. Adobe Reader kan downloades fra www.adobe.com.
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SNP Overview Report (oversigtsrapport).
m‘ Window  Help

A0 Analysis Statiskics

A0 Analysis Results
AQ) Pyrogram Repork
AQ Full Report

SMP Analysis Results
SMP Pyrogram Report
SMP Full Repart

| SMP Owerview Report |

“SNP Overview Report” indeholder genotyper og kvalitetsvurderinger for alle
SNP'er og InDels. Informationen vises som pladeoversigter med en plade per
positionsnummer. Kvalitetsvurderingen for SNP vises af breandenes
baggrundsfarve; se farveoversigten pd side 45.

Hvis analyseparametre er blevet redigeret af brugeren, er de berarte brende
angivet gverst i rapporten.

For at f& vist rapporten, far den gemmes eller udskrives, klikkes p& “Preview” i
dialogboksen "SNP Overview Report”.

Position 1

Uddrag fra en report. “Analyze”-mulighedeb er blevet afbrudt for position 1 og 2 i brend A5.
Brend A3-A4, B3-B4 og C3-C4 har ingen SNP'er eller InDels i position 2.

Bemaerk: Variable positioner kan udelukkes fra rapporten ved at afbryde
muligheden “Analyze” under fanen “Analysis Setup” (se Indstilling aof variable
positioner, side 24).

Bemaerk: Rapporten SNP Overview er kun tilgeengelige i AQ-funktion. For at
kunne se rapporten, skal der veere installeret en PDF-leeser pd computeren.
Adobe Reader kan downloades fra www.adobe.com.
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Administrer instrumenimetoder

Tools Winidow

| Instrument Methods

Pre Fun Information

Instrumentets metode skal veaelges efter reagenserne og den reagensbeholder,
der skal bruges til karslen. Det metodenummer, der er trykt p& PyroMark Q24-
beholderen, svarer til specifikke metodeindstillinger, der kan fés pé
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

Bemaerk: Det anbefales at kun benytte metoder, der leveres af QIAGEN.

Import af en ny metode:

1. Download fra ovennsevnte webside den metodefil, der svarer til det
metodenummer, der er trykt p& beholderetiketten. Gem den pé den
computer, der kerer PyroMark Q24 MDx-softwaren.

2. | dialogboksen “Instrument Methods” klikkes pé “Import”.
Dialogboksen “Find Instrument Method” dbnes.

3. Find og veelg den metode, der gnskes importeret, og klok péa
"Open”.

Oprettelse af en ny metode:

1. | dialogboksen “Instrument Method” veelges en eksisterende
metode, klik dernzest pé& “Save As” (Gem som).

2. Indtast et navn pé den nye metode og tryk pa “Enter”.

3. Metodeindstillingerne sendres i dialogboksen, sé@ de svarer til dem,
der er angivet pa
www.qgiagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx.

4. Klik pa “Save”.

Metodeparametre

| dialogboksen “Instrument Methods” er falgende parametre tilgaeengelige.

Ragenstryk Tryk (i millibar) til dispensering af enzymblanding og
substratblanding.

Enzym-pulstid Dispenseringtid (i millisekunder) for enzymblandingen.

Substratets pulstid Dispenseringstid (i millisekunder) for substratblandingen.

Nukleotidtryk Tryk (i millibar) fra dispensering af nukleotiderne.

Nukleotidpulstid Dispenseringstid (i millisekunder) for nukleotider.

Bemeerk Bemaerkning om instrumentmetode (valgfrit).
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Almene réd og tips

Validering af analyser

Analyserne valideres ved hjeelp af reference DNA-praver; (se Appendiks B i
Brugervejledningen til PyroMark Q24 MDx.

Analyse-log

Alle udferte analyser logges med de anvendte analyseindstillinger, analyseform
(AQ, CpG eller SQA), analyseversion, resultater (inklusive analyseadvarsler),
dato og klokkeslzet for analysen samt hvem der udferte analysen. For at
information om, hvem der har udfert en analyse, og hvem der har oprettet en
analyse eller karselsfil, skal vaere korrekt, skal alle brugere logge p& Windows
med deres egen brugerkonto. For yderligere information om brugerkonti og
p&- og aflogning, se Windows online hjzelp eller kontakt din
systemadministrator.

To view the analysis log for a selected well, select “Analysis Log” from the
“Tools” menu.

Beskyttelse af filer

For at beskytte en fil mod at blive redigeret af en anden bruger gemmes filen i
en mappe, som man kun selv har adgang til. For yderligere oplysninger,
kontakt din system-administrator.

For at beskytte en fil mod utilsigtet overskrivning foretaget af en selv eller en

anden bruger gives den afttributtet “Read Only” (I&st mod bearbejdning) ved

hjeelp af Windows Explorer:

1. Luk filen i PyroMark Q24 MDx-softwaren.

2. Abn Windows Explorer og find filen.
Dette kan geres ved at hgjreklikke p& den mappe, der indeholder filen i
genvejsoversigten og vaelge “Explore” (undersage) i kontekstmenuen.

3. 1 Windows Explorer hgjreklikkes péa filen, vaelg sé “Properties”
(egenskaber) i kontekstmenuen.

4. Nar dialogboksen "Properties” @bnes, aktiveres (¥) “Read only”-

o

attributten, og man klikker pa "OK”.
Der ber tages hyppige backups.

Beskyttelse af analyseresultater

Bemaerk: Det er ikke muligt at redigere analyseparametre eller resultater for en
l&st analyse (). For at 1&se en analyse dbnes analysefilen, klik dernaest pé
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"Lock Assay” nederst i analyseindstillingsvinduet. L8s analysen, far den fgjes til
pladen.

Fejlsegning

Fejl Kommentarer og forslag

a) Radt kryds over brende i Kontakt QIAGENS tekniske service.
fanen “Overview” under
analyse

b) dialogboksen “Exception” Gem fejlrapporten og send den til QIAGENs
(undtagelse) vises tekniske service som information. Klik p&
"Continue” (fortsaet) for at fortseette med
analysen. Hvis dialogboksen bliver stéende,
klikkes p& "Quit” (forlad); genstart derefter

softwaren.
c) Kunne ikke oprette Serg for at importere en gyldig analysefiltype
analyse ud fra den (AQ, CpG eller SNP).

specificerede PyroMark
Assay Design Software-fil

For analyse-relateret problem, se Fejlfindings-delen af Brugervejledningen til
PyroMark Q24 MDx-software.

For yderligere information henvises ogsé til siden “Frequently Asked Questions”
(Hyppigt stillede spargsmal) hos vort Technical Support Center:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Derudover svarer personalet fra
QIAGENSs tekniske service gerne pé& spergsmaél vedrerende enten informationen
i denne brugervejledning eller prave- og analyseteknologier
(kontaktinformation: se bagsiden eller beseg www.giagen.com).
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Appendiks A: Meddelelser i PyroMark Q24 MDx-

software

Felgende er en liste over anvendelses-, advarsels- og fejlmeddelelser, der kan
forekomme i PyroMark Q24 MDx-softwaren under analyseopsaetning,

analysekarsel og dataanalyse.

Meddelelsestekst

Forklaring

Almene opsatningsmeddelelser

"The dispensation order is very long”
(Dispenseringsraekkefalgen er meget
lang)

Almene analysemeddelelser

"Not analyzable due to lack of data
(overall)” (Kan ikke analyseres pé& grund
af manglende data (samlet)

"High pre-sequencing signal” (Heijt
forsekvenserings-signal)

"Uncertain due to baseline drift”
(usikkert p& grund af baseline-
forskydning).

"Failed due to possible dispensation
error at dispensation” (Ikke-godkendt p&
grund af mulig dispenseringsfejl ved
dispensering)

"No peaks detected between
dispensations” (ingen spidser detekteret
mellem dispenseringerne)

"Uncertain due to wide peaks” (usikker
p& grund of brede spidser)

Dispenseringsraekkefelgen er
laengere end 200 baser

Utilstreekkelige spidser i
pyrogrammet til at analysere data.
Denne advarsel tilsidessetter alle
andre advarsler.

Substratspidsen er hg;j
sammenlignet med lyden og
enkeltspids-niveauet.

Der er en abnorm baseline-
forskydning, som kan have en
negativ indflydelse pé resultatet

Der er en mulig fejl ved de(n)
angivn(e) dispensering(er). Pavirker
kvaliteten af alle pladser efter
fejlen.

Der er ikke detekteret nogen
spidser, selv om alle nukleotider er
dispenseret, hvilket kan angive
problemer med
dispenseringsenheden. Pavirker
kvalitetsfarven for alle pladser efter
fejlen.

Den gennemsnitlige spidsbredde
overskrider kontrolgreensen.
P&virker kvaliteten af alle pladser i
sekvensen.
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Meddelelsestekst Forklaring

Analyseopszetningsmeddelelser i AQ-funktion

“Invalid sequence” (ugyldig sekvens) Der er en fejl i den indleeste
sekvens, der skal analyseres.

"Variable positions with common Nukleotiddispenseringer for flere
dispensations cannot be analyzed” polymorfismer er ude af fase.
(variable positioner med felles

dispenseringer kan ikke analyseres)

"The generated dispensation order Analysen indeholder mindre end
contains less reference peaks than fem konstante spidser med en
required” (Den genererede forventet vaerdi p& over 1.

dispenseringsraekkefalge indeholder
faerre referencespidser end nedvendigt)

"Sequence uncertain due to lack of Det sidste nukleotid i sekvensen,
terminal sequence information” (Sekvens der skal analyseres, er blevet
usikker pé& grund of manglende dispenseret, hvilket betyder, at den
terminalsekvensinformation) forventede spidshajde for den

sidste dispensering er ukendt.

Bemaerk: Den sekvens, der skal
analyseres, skal vaere et nukleotid
leengere end
dispenseringsraekkefalgen.

“Last variable position not analyzable Der er ikke indleest nogen

due to lack of terminal sequence sekvensinformation efter den sidste
information” (den sidste variabelposition variabelregion, hvilket betyder, at
kan ikke analyseres p& grund af den forventede spidshajde for den

manglende terminalsekvensinformation) variable position er ukendt.

Bemaerk: Den sekvens, der skal
analyseres, skal veere et nukleotid
leengere end
dispenseringsraekkefalgen.

"Sequence not in phase at the end of Sekvensen er ikke i fase efter, at
dispensations” (sekvens ikke i fase i alle nukleotider er dispenseret,
slutningen of dispenseringerne). hvilket betyder, at den forventede

spidshajde for den variable
position er ukendt.
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Meddelelsestekst Forklaring

"Quantification may be uncertain: the Nukleotiddispenseringer

variable position consists of more than forekommer ude af fase ved en

5 dispensations” (Kvantificeringen kan polymorfisme for mere end

veere usikker: Den variable position 5 dispenseringer, hvilket kan have

bestér af mere end 5 dispenseringer) en negativ indvirkning pé
resultatet.

"Quantification may be uncertain: the En InDel-position kreever mere end

variable position requires more than 5 5 dispenseringer for at kunne

variable dispensations” (Kvantificeringen analyseres, hvilket kan have en
kan veere usikker: Den variable position  negativ indvirkning pé resultatet.
kreever mere end 5

variabeldispenseringer).

"Quantification may be uncertain: the Et homopolymer med en hgjde pé
variable position contains a >3 kommer far eller efter en
homopolymer” (Kvantificeringen kan enkelt-base InDel. Advarslen
veere usikker: Den variable position angiver, at pladsen er meget
indeholder et homopolymer). vanskelig at analysere.

Analysemeddelelser i AQ-funktion

"Analysis not supported” (Analysen Variabelpladsen understattes ikke i
understgttes ikke) AQ-format.

"Deselected by user” (fravalgt aof bruger) Variabelpladsen er fravalgt ved
analysen af brugeren.

"The sequence contains less reference Pyrogrammet indeholder mindre
peaks than required” (Sekvensen end 5 konstante spidser med en
indeholder feerre referencespidser end forventet vaerdi p& over 1.
nadvendigt)

"Not analyzable due to lack of data” Utilstraekkelige spidser p& en plads
(Kan ikke analyseres p& grund af til at analysere data.

manglende data

"The variable position contains a Et homopolymer med en hgjde pé
homopolymer” (Den variable position >3 kommer for eller efter en
indeholder et homopolymer). enkelt-base InDel. Advarslen

angiver, at pladsen er meget
vanskelig at analysere.
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Meddelelsestekst

Forklaring

"Uncertain due to low signal-to-noise
ratio” (Usikker p& grund af lavt forhold
mellem signal og lyd)

"Failed due to low signal-to-noise ratio”
(Ikke-godkendt p& grund af lavt forhold
mellem signal og lyd)

"Uncertain due to low peak height”
(usikker p& grund af lav spidshajde)

"Failed due to low peak height” (lkke-
godkendt pd grund af lav spidshgjde)

"Uncertain due to high sum deviation in
variable position” (Usikker p& grund af
haj sumafvigelse i variabelpositionen)

"Failed due to high sum deviation in
variable position” (Ikke-godkendt p&
grund af hgj sumafvigelse i
variabelpositionen)

"Uncertain due to high pattern deviation
in variable position” (Usikker p& grund
of hgj maensterafvigelse i
variabelpositionen)

"Failed due to high pattern deviation in
variable position” (Ikke-godkendt pé
grund af hgj mgnsterafvigelse i
variabelpositionen)
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Summen af spidser i den variable
region adskiller sig ikke signifikant
fra lyden, hvilken kan have en
negativ indvirkning pé& resultatet.

Summen af spidser i den variable
region adskiller sig ikke signifikant
fra lyden, hvilken kan have en
negativ indvirkning pé& resultatet

Det enkelte spidsniveau i
begyndelsen af pyrogrammet er
lavere end den spidshgjde, der
kraeves for “passed”-kvalitet
(defineret i analyseopsaetningen).

RLU-veerdien for spidsen i den
angivne position er under den
forud definerede "failed”-
kvalitetsvaerdi.

Summen af spidserne i en
variabelregion adskiller sig fra det
forventede enkeltspidsniveau i den
polymorfe position og overskrider
kontrolgraensen.

Summen aof spidserne i en
variabelregion adskiller sig fra det
forventede enkeltspidsniveau i den
polymorfe position og overskrider
greensen for ikke-godkendt.

Den bedste match fra mulige
frekvensmanstre afviger fra det
faktiske manster og overskrider
kontrolgraensen.

Den bedste match fra mulige
frekvensmanstre afviger fra det
faktiske manster og overskrider
greensen for ikke-godkendt.




Meddelelsestekst

Forklaring

"Uncertain surrounding reference
sequence pattern” (Usikkert omgivende
referencesekvensmeanster)

"Failed surrounding reference sequence
pattern” (Ikke-godkendt omgivende
referencesekvensmanster)

"Uncertain due to high peak height
deviation at dispensation” (Usikker pé
grund af hgj spidshgjdeafvigelse ved
dispensering)

"Failed due to high peak height
deviation at dispensation” (lkke-
godkendt pd grund af hgj
spidshgjdeafvigelse ved dispensering)

"Uncertain reference sequence pattern
at more than 5 dispensations” (Usikkert
referencesekvensmegnster ved mere end
5 dispenseringer)

"Failed reference sequence pattern at
more than 5 dispensations” (lkke-
godkendt referencesekvensmanster ved
mere end 5 dispenseringer)

Analysemeddelelser i SNP-funktion

"Failed genotype determination” (lkke-
godkendt genotype-bestemmelse)

"Uncertain genotype determination”
(Usikker genotype-bestemmelse)

De malte spidshajder i
kvalitetsvinduet afviger fra de
forventede veerdier og overskrider
kontrolgraensen.

De mdlte spidshajder i
kvalitetsvinduet afviger fra de
forventede veerdier og overskrider
greensen for ikke-godkendt.

Den mdlte spidshajde ved den
angivne dispensering afviger fra
den forventede veerdi og
overskrider kontrolgreensen.

Den mdlte spidshajde ved den
angivne dispensering afviger fra
den forventede veerdi og
overskrider graensen for ikke-
godkendt.

De malte spidshgjder afviger fra de
forventede veerdier ved mere end

5 dispenseringer og overskrider
kontrolgraensen.

De malte spidshajder afviger fra de
forventede veerdier ved mere end

5 dispenseringer og overskrider
greensen for ikke-godkendt.

Differencen mellem det bedste og
det nzestbedste genotype-match er
mindre end greensen for ikke-
godkendt.

Differencen mellem det bedste og
det naestbedste genotype-match er
mindre end kontrolgraensen.

Analyseopszetningsmeddelelser i CpG-funktion

“Invalid sequence” (ugyldig sekvens)
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Der er en fejl i den indleeste
sekvens, der skal analyseres.
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Meddelelsestekst

Forklaring

"Cannot resolve sequence direction”
(Kan ikke lase sekvensretning)

"A CpG site has to be biallelic” (En
CpG-plads skal veere biallel)

"Variable positions with common
dispensations cannot be analyzed”
(variable positioner med felles
dispenseringer kan ikke analyseres)

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

"Sequence uncertain due to lack of

terminal sequence information” (Sekvens

usikker p& grund of manglende
terminalsekvensinformation)

"Last variable position not analyzable

due to lack of terminal sequence

information” (den sidste variabelposition

kan ikke analyseres pé& grund af

manglende terminalsekvensinformation)

"Sequence not in phase at the end of

dispensations” (sekvens ikke i fase i
slutningen of dispenseringerne).
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Den indlaeste sekvens, der skal
analyseres, indeholder nukleotider,
der er specifikke for enten
fremadgdende eller bagudgdende
bisulfitbehandlede sekvenser.

Forekommer, hvis den angivne
CpG-plads indeholder en ekstra
polymorfisme, f.eks. C/T/AG.

Nukleotiddispenseringer for flere
polymorfismer er ude af fase.

En variabel region evalueret med
nukleotid-dispenseringer, som
geelder for mere end en
polymorfisme (feelles dispensering)
kan ikke analyseres. For eksempel
vil sekvensen til analysering aof
A/GC/TCAC med
dispenseringsrackkefalgen
CATCGTCA ikke blive analyseret,
da dispenseringerne vil veere ude
aof fase.

Analysen indeholder mindre end
5 konstante spidser med en
forventet vaerdi p& over 1.

Det sidste nukleotid i sekvensen,
der skal analyseres, er blevet
dispenseret, hvilket betyder, at den
forventede spidshajde for den
sidste dispensering er ukendt.

Der er ikke indleest nogen
sekvensinformation efter den sidste
variabelregion, hvilket betyder, at
den forventede spidshajde for den
variable position er ukendt.

Sekvensen er ikke i fase efter, at
alle nukleotider er dispenseret,
hvilket betyder, at den forventede
spidshgjde for den variable
position er ukendt.
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Meddelelsestekst

Forklaring

"Quantification may be uncertain: the
variable position consists of more than
5 dispensations” (Kvantificeringen kan
veere usikker: Den variable position
bestdr af mere end 5 dispenseringer)

Analysemeddelelser i CpG-funktion

“Analysis not supported” (Analysen
understattes ikke)

"Deselected by user” (fravalgt af bruger)

"Uncertain bisulfite conversion at
dispensation” (Usikker
bisulfitkonvertering ved dispensering)

"Failed bisulfite conversion at
dispensation” (lkke-tilladt
bisulfitkonvertering ved dispensering)

"The sequence contains less reference
peaks than required” (Sekvensen
indeholder feerre referencespidser end
nadvendigt)

“Not analyzable due to lack of data”
(Kan ikke analyseres p& grund af
manglende data

"Uncertain due to low signal-to-noise
ratio” (Usikker p& grund af lavt forhold
mellem signal og lyd)

Nukleotiddispenseringer
forekommer ude aof fase ved en
polymorfisme for mere end

5 dispenseringer, hvilket kan have
en negativ indvirkning pé
resultatet.

Variabelpladsen understattes ikke i
CpG-format.

Variabelpladsen er fravalgt ved
analysen af brugeren.

Spidsen for bisulfitkontrol ved de(n)
angivne dispensering(er) er hojere
end kontrolgraensen. P&virker
kvaliteten af alle pladser i
sekvensen.

Spidsen for bisulfitkontrol ved de(n)
angivne dispensering(er) er hgjere
end greensen for ikke-godkendt.
P&virker kvaliteten af alle pladser i
sekvensen.

Pyrogrammet indeholder mindre
end 5 konstante spidser med en
forventet veerdi pd over 1.

Utilstraekkelige spidser p& en plads
til at analysere data.

Summen aof spidser i den variable
region adskiller sig ikke signifikant
fra lyden (under kontrolgraensen),
hvilken kan have en negativ
indvirkning pé resultatet.

PyroMark Q24 MDx-software-brugervejledning 05/2010

67



Meddelelsestekst

Forklaring

"Failed due to low signal-to-noise ratio”
(Ikke-godkendt p& grund af lavt forhold
mellem signal og lyd)

"Uncertain due to low peak height”
(usikker p& grund af lav spidshgjde)

"Failed due to low peak height” (lkke-
godkendt pd grund af lav spidshgjde)

"Uncertain due to high sum deviation in
variable position” (Usikker p& grund af
haj sumafvigelse i variabelpositionen)

"Failed due to high sum deviation in
variable position” (Ikke-godkendt p&
grund af hgj sumafvigelse i
variabelpositionen)

“Uncertain due to high pattern deviation
in variable position” (Usikker p& grund
af hej mensterafvigelse i
variabelpositionen)

"Failed due to high pattern deviation in
variable position” (Ikke-godkendt p&
grund af hgj mensterafvigelse i
variabelpositionen)

"Uncertain surrounding reference
sequence pattern” (Usikkert omgivende
referencesekvensmeanster)
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Summen af spidser i den variable
region adskiller sig ikke signifikant
fra lyden (under greensen for ikke-
godkendt), hvilken kan have en
negativ indvirkning pé& resultatet.

Det enkelte spidsniveau i
begyndelsen af pyrogrammet er
lavere end den spidshgjde, der
kreeves for “passed”-kvalitet
(defineret i analyseopsaetningen).

RLU-veerdien for spidsen i den
angivne position er under den

forud definerede "failed”-
kvalitetsveerdi.

Summen af spidserne i en
variabelregion adskiller sig fra det
forventede enkeltspidsniveau i den
polymorfe position, og differencen
overskrider kontrolgraensen.

Summen af spidserne i en
variabelregion adskiller sig fra det
forventede enkeltspidsniveau i den
polymorfe position, og differencen
overskrider graensen for ikke-
ggodkendt.

Den bedste match fra mulige
frekvensmonstre afviger fra det
faktiske manster og overskrider
kontrolgraensen.

Den bedste match fra mulige
frekvensmenstre afviger fra det
faktiske manster og overskrider
greensen for ikke-godkendt.

De malte spidshajder i
kvalitetsvinduet afviger fra de
forventede veerdier og overskrider
kontrolgraensen.




Meddelelsestekst

Forklaring

"Failed surrounding reference sequence
pattern” (Ikke-godkendt omgivende
referencesekvensmonster)

"Uncertain due to high peak height
deviation at dispensation” (Usikker pé
grund af hgj spidshgjdeafvigelse ved
dispensering)

"Failed due to high peak height
deviation at dispensation” (lkke-
godkendt p& grund af hgj
spidshejdeafvigelse ved dispensering)

"Uncertain reference sequence pattern
at more than 5 dispensations” (Usikkert
referencesekvensmanster ved mere end
5 dispenseringer)

"Failed reference sequence pattern at
more than 5 dispensations” (lkke-
godkendt referencesekvensmenster ved
mere end 5 dispenseringer)

Analysemeddelelser i SQA-funktion

"Base-calling not consistent with entered
known bases” (Base-kald ikke i
overensstemmelse med indleeste kendte
baser)

"Low peak height” (Lav spidshgjde)

"High homopolymer at dispensation”
(Ha| homopolymer ved dispensering)

De mdlte spidshajder i
kvalitetsvinduet afviger fra de
forventede veerdier og overskrider
greensen for ikke-godkendt.

Den malte spidshajde ved den
angivne dispensering afviger fra
den forventede veerdi og
overskrider kontrolgraensen.

Den malte spidshajde ved den
angivne dispensering afviger fra
den forventede veerdi og
overskrider graensen for ikke-
godkendt.

De malte spidshajder afviger fra de
forventede veerdier ved mere end

5 dispenseringer og overskrider
kontrolgraensen.

De malte spidshajder afviger fra de
forventede veerdier ved mere end

5 dispenseringer og overskrider
greensen for ikke-godkendt.

Der er indlaest bruger-definerede
normaliseringsspidser, og det
resulterende base.kald er
uoverensstemmende med de
indleeste informationer.

Det enkelte spidsniveau i
begyndelsen af pyrogrammet er
lavere end den spidshgjde, der
kreeves for “passed”-kvalitet
(defineret i analyseopsaetningen).

Et homopolymer bestdende af
mere end 5 nukleotider ved de(n)
angivne dispensering(er).
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Meddelelsestekst Forklaring

"Large peak height variation” (Stor Stor samlet spidshgjde-variation.
spidshgjde-variation) Giver usikker/ikke-godkendt
startkvalitet, hvis det detekteres
inden for de ferste
5 dispenseringer.

"Large peak height variation around Stor spidshgjdevariation inden for
dispensation” (Stor spidshgjdevariation  enkelt- eller dobbeltspidsniveauer.
omkring dispensering) Specificerer dispensationerne, som

denne advarsel galder for, og
giver usikker/ikke-godkendt kvalitet
til sekvensering fra den
dispensering.

"Low signal-to-noise ratio (overall)” (Lavt Lavt signal-til-stgj-ratio. Giver

Signal-til-stgj-ratio (samlet)) usikker/ikke-godkendt startkvalitet,
hvis det detekteres inden for de
farste 5 dispenseringer.

"Low signal-to-noise ratio from Lavt signal-til-stej-ratio. Giver
dispensation” (Lavt signal-til-stgj-ratio usikker/ikke-godkendt kvalitet il
fra dispensering) sekvensering fra den dispensering.
"Missing peaks in cycle starting at Der mangler spidser i en cyklus
dispensation” (Manglende spidser i (alle 4 nukleotider er blevet

cyklus startende ved dispensering) dispenseret, men der er ikke

detekteret nogen spids i
sekvensen). Giver usikker kvalitet
startende ved den sidst detekterede
spids.

"Peak height deviates from the expected Den mdlte spidshejde ved den

peak level at dispensation” (Spidshgjde  angivne dispensering afviger staerkt

afviger fra det forventede fra den forventede vaerdi. P&virker

spidshajdeniveau ved dispensering) kvalitetsfarven for den angivne
dispensering.

"Risk for overlaid sequence from Der er detekteret en mulig
dispensation” (Risiko for overlejret baggrundssekvens i et bestent
sekvens fra dispensering) omréde. Pavirker kvalitetsfarven

fra begyndelsen aof det
pégeeldende omréde.
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Meddelelsestekst Forklaring

"Spurious peak(s) at dispensation” Der er detekteret uklassificerede

(Falsk(e) spids(er) ved dispensering) spidser over en vis vaerdi. P&virker
kvalitetsfarven startende fra den
angivne dispensering.

"Wide peaks from dispensation” (Brede  Brede spidser detekteret. Giver

spidser fra dispensering) usikker kvalitet startende ved den
dispensering, hvor det blev
detekteret. Hvis de findes inden for
de ferste 5 dispenseringer,
medferer det en usikker
startkvalitet.
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Referencer

QIAGEN opretholder en stor, opdateret online-database over videnskabelige
publikationer, der benytter QIAGENSs produkter. Omfattende segemuligheder
ger det nemt at finde de artikler, der er brug for, enten ved en enkel segning
p& nagleord eller ved at specificere anvendelse, forskningsomréde, titel, etc.

En fuldsteendig referenceliste kan f&s ved at besege QIAGENSs reference-
database online p& www.qgiagen.com/RefDB/search.asp eller kontakte
QIAGENS tekniske service eller den lokale forhandler.
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ejendomsrettigheder i forbindelse med softwaren og/eller komponenterne deri.

For opdaterede licensbetingelser henvises til www.giagen.com.
© 2010 QIAGEN. Alle rettigheder forbeholdes



www.qiagen.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 0086-21-3865-3865 ( Fax 0086-21-3865-3965 ( Technical 800-988-0325, 800-988-0327

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 ( Fax 01-60-920-925 ( Technical 01-60-920-930 ( Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = 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 ( Orders 01-800-7742-639 ( Fax 01-800-1122-330 ( Technical 01-800-7742-639

The Netherlands ( Orders 0800-0229592 ( Fax 0800-0229593 ( 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 = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 .....

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

1063078DA 136239963 04/2010 Sample & Assay TeChnOIogies



	Symboler
	Anvendelse
	Begrænsninger ved produktanvendelsen
	Produktgaranti og tilfredshedsgaranti
	Teknisk service
	Indledning
	Om denne brugervejledning

	PyroMark Q24 MDx-software
	Analyseformer
	Genvejs-browser
	Hovedmenu og værktøjslinjer
	Histogram
	Zoom-histogram
	Eksporter histogrammet som billede

	Pyrogram
	AQ- og CpG-analyser
	SQA-analyser
	Zoom Pyrogram
	Eksporter Pyrogram som billede

	Vælg brønde

	Start softwaren
	Opsæt en AQ- eller CpG-analyse
	Arbejdsgang
	Indlæs den sekvens, der skal analyseres
	IUPAC-koder
	Gyldige mønstre i en CpG-analyse 

	Generer dispenseringsrækkefølge 
	Dispenseringsadvarsler

	Tilføj eller fjern bisulfitbehandlingskontroller (CpGanalyse)
	Opstil de variable positioner
	Redigere analyse-parametre
	Analyseparametrene redigeres under fanen ”Analysis Parameters”
	Aktivering eller deaktivering af referencespidser og bisulfitbehandlingskontroller.
	Justering af højderne på histogramsøjlerne


	Opsætning af en SQA-analyse
	Arbejdsgang
	Indtast dispenseringsrækkefølge
	Edit analysis parameters
	Analyseparametrene redigeres under fanen ”Analysis Parameters”


	Opsæt en kørsel
	Arbejdsgang
	Indlæs kørselsparametrene
	Tilføj analysefiler til pladen
	Indlæsning af prøve-ID'er og noter
	Kopiere eller slette indhold fra celler
	Trække og kopiere indholdet af en celle til andre brønde
	Træk og kopier og forøg prøve-ID

	Udskriv eller eksporter pladeindstilling som billede
	Definere prøve-ID og note eksternt
	Brug af funktionen import/indsæt prøvelayoutfil.
	Brug af funktionen indsæt prøvelayout

	Kontrol af pladeindstilling

	Behandl kørslen på PyroMark Q24 MDx-instrumentet
	Arbejdsgang

	Analyser kørslen
	Workflow 
	Analysering af alle eller udvalgte brønde
	Analyseformer

	Vis analyseresultaterne
	Få en oversigt over resultaterne
	Udskriv eller eksporter pladeoversigten som billede

	Analyseadvarsler
	Kvalitetsvurderinger
	Kvalitetsfarver

	Methyleringsniveauer
	Methyleringsfarver

	Vise og sammenligne Pyrogram
	Sammenligne pyrogram for forskellige brønde
	Zoom pyrogrammet og få vist beskrivelsen af ikoner og farver


	Redigere analyse-parametre
	Benytte modificeret analyse i andre kørsler

	Redigere kvalitetsvurderinger
	Redigere base-kaldte sekvenser

	Vise, udskrive og gemme analyserapporter
	Analysestatistikrapport
	Rapporteringsmuligheder

	Analyseresultatrapport
	Rapporteringsmuligheder

	Pyrogramrapport
	Rapporteringsmuligheder

	Fuld rapport
	Rapporteringsmuligheder

	SNP Overview Report (oversigtsrapport).

	Administrer instrumentmetoder
	Metodeparametre

	Almene råd og tips
	Validering af analyser
	Ánalyse-log
	Beskyttelse af filer
	Beskyttelse af analyseresultater

	Fejlsøgning
	Appendiks A: Meddelelser i PyroMark Q24 MDx-software
	Referencer

