






[image: ]


















	 Zuhause
	 Dokument hinzufügen
	 Anmelden
	 Ein Konto erstellen
	 PNG-Bilder









































A4 02.05.2018

Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE ...... type/Support and Services/HLA Twin Instructions for Use gefunden oder Ã¼ber ... Katalog-Nr. 75001-1-ML, enthÃ¤lt 1 ml des Enzyms ExoSAP-IT Express. 

















 PDF Herunterladen 



 PNG-Bilder






 6MB Größe
 28 Downloads
 544 Ansichten






 Kommentar






























HOLOTYPE HLA™ 24/11 KONFIGURATION A1 UND CE/A2 UND CE/A3 UND CE/A4 UND CE GEBRAUCHSANWEISUNG VERSION 1 02.05.2018 Für den Gebrauch in der In-vitro-Diagnostik 



0086 



Präpariert DNA für die Sequenzierung auf dem Illumina MiSeq 











Inhaltsverzeichnis INFORMATIONEN ZUM HERSTELLER ........................................................................................................... 7 SYMBOLERLÄUTERUNG .............................................................................................................................. 7 HOLOTYPE HLA-24/11 KONFIGURATION UND INHALTE DER SÄTZE A1 UND CE/A2 UND CE/A3 UND CE/A4 UND CE ....................................................................................................................................................... 8 PRIMERKOMPONENTEN-BOX ................................................................................................................................ 8 REAGENZIENKOMPONENTEN-BOX FÜR DIE BIBLIOTHEKSPRÄPARIERUNG ......................................................................... 9 96-WELL-ADAPTERPLATTE ................................................................................................................................... 9 EXCEL-ARBEITSMAPPE ......................................................................................................................................... 9 SOFTWARE – OMIXON HLA TWIN ....................................................................................................................... 10 VERSAND UND LAGERUNG ....................................................................................................................... 10 WARNUNG UND VORSICHTSMAßNAHMEN .............................................................................................. 10 BEKANNTE PRODUKTEINSCHRÄNKUNGEN .............................................................................................................. 11 SICHERHEITSHINWEISE ............................................................................................................................. 11 LEISTUNGSPARAMETER ............................................................................................................................ 11 TECHNISCHE UNTERSTÜTZUNG ................................................................................................................. 11 Telefonischer Support: ..................................................................................................................................... 11 GERÄTE, REAGENZIEN UND ZUBEHÖR ...................................................................................................... 12 TECHNISCHE UND GERÄTEEMPFEHLUNGEN ............................................................................................................ 12 EMPFEHLUNGEN ZU ZUGEHÖRIGEN REAGENZIEN ..................................................................................................... 12 Kapazität des MiSeq Reagenzienkit ................................................................................................................. 13 EMPFOHLENES ZUBEHÖR ................................................................................................................................... 13 RECHTLICHE HINWEISE ............................................................................................................................. 14 BESTIMMUNGSGEMÄßE VERWENDUNG .................................................................................................. 14 WICHTIGER HINWEIS VOR DEM START ..................................................................................................... 15 EMPFOHLENE GENOMISCHE DNA-ISOLIERUNG ....................................................................................................... 15 PRINZIP DER METHODE ............................................................................................................................ 15 ZUSAMMENFASSUNG DER SCHRITTE ........................................................................................................ 17 GLOSSAR/DEFINITIONEN .......................................................................................................................... 18 SCHRITT 1 – PRÄPARIERUNG DES HLA-AMPLIFIKATIONS-MASTERMIX ...................................................... 19 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 19 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 19 Mastermix: HLA-A, B, C, DRB1/DRB3, DRB5, DPA1, DPB1 und DQA1 .............................................................. 20 Mastermix: HLA-DRB4 ...................................................................................................................................... 20 Mastermix: HLA-DQB1 Satz 3 ........................................................................................................................... 20 SCHRITT 2 – AMPLIFIKATION HLA-KLASSE I UND II .................................................................................... 21 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 21 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 21 Taq Polymerase-beladener Mastermix: HLA-A, B, C, DRB1/DRB3, DRB4, DRB5, DPA1, DPB1 und DQA1 ........ 22 Taq Polymerase-beladener Mastermix: HLA-DQB1 Satz 3 ............................................................................... 22 Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 2 │ 49 







Klasse I-Amplifikation (HLA-A, B und C) ........................................................................................................... 22 Klasse II-Amplifikation (HLA-DRB1/DRB3, DRB4, DRB5, DPA1, DPB1, DQA1 und DQB1) ................................. 23 Erwartete Amplicongrößen .............................................................................................................................. 23 SCHRITT 3 – AMPLICON-QUANTIFIZIERUNG UND -NORMALISIERUNG (MIT EINEM PLATTENFLUOROMETER) .......................................................................................................................... 24 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 24 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 25 Amplicon-Pooling ............................................................................................................................................. 26 ExoSAP-IT Express PCR-Aufreinigung ............................................................................................................... 26 SCHRITT 4 – BIBLIOTHEK-PRÄPARIERUNG ................................................................................................. 27 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 27 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 27 Fragmentierungs-Mastermix ........................................................................................................................... 28 Fragmentierungsprogramm ............................................................................................................................. 28 Endenreparatur-Mastermix ............................................................................................................................. 29 Endenreparaturprogramm ............................................................................................................................... 29 Ligations-Mastermix ........................................................................................................................................ 30 Ligationsprogramm .......................................................................................................................................... 30 Pooling und Bibliotheksaufreinigung ............................................................................................................... 31 SCHRITT 5 – AUSWAHL DER BIBLIOTHEKSGRÖßE ...................................................................................... 33 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 33 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 33 SCHRITT 6 – BIBLIOTHEKSQUANTIFIZIERUNG MIT QPCR-GERÄT ................................................................ 34 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 34 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 34 qPCR Primer-Mix .............................................................................................................................................. 34 qPCR Mastermix ............................................................................................................................................... 35 SCHRITT 7 – SEQUENZIERUNG AUF ILLUMINA MISEQ ............................................................................... 37 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 37 Kapazität des MiSeq Reagenzienkit ................................................................................................................. 37 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 37 SCHRITT 8 – ANALYSE DER HLA-SEQUENZIERUNGSDATEN ........................................................................ 39 AUTOMATISIERTES PROTOKOLL ........................................................................................................................... 39 IT-Einrichtung und -Konfiguration .................................................................................................................... 39 Protokoll pro Analyse ....................................................................................................................................... 39 MANUELLES SERVER-PROTOKOLL ........................................................................................................................ 39 IT-Einrichtung und -Konfiguration .................................................................................................................... 39 Protokoll pro Analyse ....................................................................................................................................... 39 MANUELLES DESKTOP-PROTOKOLL ...................................................................................................................... 40 IT-Einrichtung und -Konfiguration .................................................................................................................... 40 Protokoll pro Analyse ....................................................................................................................................... 40 ERGÄNZENDE ABBILDUNGEN ................................................................................................................... 41 PLATTENBEISPIEL FÜR AMPLICONPLATTE, AMPLIFIKATIONSPLATTE, VERDÜNNUNGSPLATTE, AMPLICON-QUANTIFIZIERUNGSPLATTE (FÜR EINEN EINZELNEN LOCUS) UND REAKTIONSPLATTE .............................................................................................. 41 BEISPIEL FÜR STANDARD-QUANTIFIZIERUNGSPLATTE ............................................................................................... 41 BEISPIEL FÜR KAPA BIBLIOTHEKSQUANTIFIZIERUNGS-QPCR-PLATTE .......................................................................... 42 Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 3 │ 49 







ANHANG 1: PIPPIN PREP .......................................................................................................................... 43 PROGRAMMIERUNG VON PIPPIN PREP .................................................................................................................. 43 PIPPIN PREP AUSFÜHREN ................................................................................................................................... 43 ANHANG 2: AMPLICON-QUANTIFIZIERUNG MIT EINEM QPCR-GERÄT ....................................................... 46 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 46 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 46 ANHANG 3: BIBLIOTHEKSQUANTIFIZIERUNG MIT INTERKALIERENDEM DSDNA-FLUORESZENZFARBSTOFF 48 REAGENZIENLISTE ............................................................................................................................................. 48 PROTOKOLL ..................................................................................................................................................... 48 



Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 4 │ 49 







Dokumentenhistorie – Wichtige Hinweise und Updates Version Datum 



Autor 



V1 



Tünde Vágó 



29.11.2017 



Zusammenfassung der Änderungen Ersten Version 



Freigabe durch Efi Melista 



Ausgabedatum 2.5.2018 



Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 5 │ 49 







Haftungsausschluss Omixon hat alle Anstrengungen unternommen, um sicherzustellen, dass diese Gebrauchsanweisung (IFU, Instructions for Use) korrekt ist. Omixon übernimmt keine Haftung für eventuelle Ungenauigkeiten oder Auslassungen. Informationen in dieser IFU können ohne vorherige Ankündigung geändert werden. Omixon übernimmt keine Verantwortung für eventuelle Ungenauigkeiten, die in dieser IFU enthalten sind. Omixon behält sich das Recht vor, diese IFU und/oder die in dieser IFU beschriebenen Produkte jederzeit und ohne Vorankündigung zu verbessern. Wenn Sie in diesem Handbuch falsche, irreführende oder unvollständige Informationen finden, freuen wir uns über Ihre Kommentare und Anregungen. Bitte senden Sie diese an [email protected]. 
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Informationen zum Hersteller Name des Unternehmens: Omixon Biocomputing Ltd Besuchsadresse: Fehérvári út 50-52/6 Stadt: Budapest Postleitzahl H-1117 Land: Ungarn 



Symbolerläuterung LOT/Chargennummer Referenz/Katalognummer Gebrauchsanweisung beachten Enthält Reagenz für Menge N an Tests Legaler Hersteller. Das mit diesem Symbol verbundene Datum bezieht sich auf das Herstellungsdatum Empfohlene Lagertemperatur 



Verfallsdatum 



Medizinprodukt für die In-vitro-Diagnostik 



Ersatzkomponente 



Enthält Ersatzkomponente 
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Holotype HLA-24/11 Konfiguration und Inhalte der Sätze A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 und CE Dieser Abschnitt beschreibt den Inhalt der verschiedenen Holotype HLA 24/11 Produktkonfigurationen wie folgt: Produkttyp Holotype HLA 24/11 Konfiguration A1 und CE Holotype HLA 24/11 Konfiguration A2 und CE Holotype HLA 24/11 Konfiguration A3 und CE Holotype HLA 24/11 Konfiguration A4 und CE 



REF-NR. H52 



Rxns 24 



H56 



24 



H59 



24 



H53 



24 



Bitte beachten Sie, dass die Primerkomponenten-Box und die Reagenzienkomponenten für die Bibliothekspräparierung in jeder Produktkonfiguration identisch sind. Die indizierte 96-Well-Adapterplatte ist auf Indexsequenzebene in jeder Konfiguration unterschiedlich. Weitere Informationen finden Sie im Abschnitt 96-Well-Adapterplatte unten. 



Primerkomponenten-Box Die Primerkomponenten-Box bietet spezifische, gebrauchsfertige Primerlösungen für die gezielte Long Range PCR-Amplifikation der HLA-Gene A, B, C, DPA1, DPB1, DQA1, DQB1, DRB1, DRB3, DRB4 und DRB5. Zusätzlich enthält sie zwei Arten von PCR-Additiven (Enhancer 1 und Enhancer 2). Primer-Mix HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1/DRB3 HLA-DRB4 HLA-DRB5 HLA-DPA1 HLA-DPB1 HLA-DQA1 HLA-DQB1 (Satz 3) Enhancer 1 Enhancer 2 



REF-NR. P013 P023 P033 P043.1 P103 P113 P133 P073 P083 P123 E01 E02 



Rxns 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 96 96 



Vol/Röhrchen 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 60 µl 1100 µl 300 µl 



Anzahl Röhrchen 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 



Farbcode Gelb Rot Orange Grün Weiß Pink Schwarz Violett Braun Blau Klar Klar 
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Reagenzienkomponenten-Box für die Bibliothekspräparierung Die Komponenten-Box für die Bibliothekspräparierung bietet Reagenzien für die Bibliothekspräparierung (Fragmentierung, Abstumpfung und Adenylierung der Ampliconenden und Anbindung indizierter Adaptersequenzen) aus HLA-Amplicons. Reagenz REF-Nr. Rxns Vol/Röhrchen Anzahl Röhrchen Farbcode Fragmentierung Enzym (A) R12 24 70 µl 1 Gelb Fragmentierungspuffer (B) R22 24 70 µl 1 Rot Endenreparatur Enzym (C) R32 24 41 µl 1 Grün Endenreparatur Puffer (D) R42 24 82 µl 1 Orange Ligationsenzym (E) R52 24 81 µl 1 Blau Ligationspuffer (F) R62 24 900 µl 2 Schwarz 



96-Well-Adapterplatte Die 96-Well-Adapterplatte enthält gebrauchsfertige indizierte NGS-Adapter (doppelsträngige DNA-Oligonukleotide) in 5 µl Lösung zur Generierung individueller NGS-Bibliotheken. Die 96-WellAdapterplatte enthält genügend indexierte Adapter für die Erstellung von 24 individuellen NGSBibliotheken und für die nachgeschaltete Probenidentifikation. Volumen/ Anzahl Kavität Platten 5 µl 1 



Produkttyp 



Zugehöriges Reagenz 



REF-Nr. 



Rxns 



Holotype HLA 24/11 Konfiguration A1 und CE (REF:H52) Holotype HLA 24/11 Konfiguration A2 und CE (REF:H56) Holotype HLA 24/11 Konfiguration A3 und CE (REF:H59) Holotype HLA 24/11 Konfiguration A4 und CE (REF:H53) 



Adapterplatte A1 (i1-24) 



N4 



24 



Adapterplatte A2 (i25-48) 



N7 



24 



5 µl 



1 



Adapterplatte A3 (i49-72) 



N8 



24 



5 µl 



1 



Adapterplatte A4 (i73-96) 



N9 



24 



5 µl 



1 



Excel-Arbeitsmappe Zur Unterstützung des Holotype HLA 24/11-Protokolls steht eine Excel-Arbeitsmappe mit Berechnungen, Plattenlayouts, Protokollierung, MiSeq-Probenblatterstellung und vielem mehr zur Verfügung. Wenn Sie keine Kopie davon haben, wenden Sie sich bitte an [email protected]. 
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Software – Omixon HLA Twin Wenden Sie sich im Zusammenhang mit dem Kauf des Holotype HLA 24/11 Kits an [email protected], wenn Sie Omixon HLA Twin-Gutschriften benötigen. 



Wichtiger Hinweis Verwenden Sie alle drei Omixon Holotype HLA 24/11 Kit-Komponenten und die Omixon HLA TwinSoftware im selben Workflow, um für die In-vitro-Diagnostik einen Workflow zu bilden. Siehe Abschnitt Warnung und Vorsichtsmaßnahmen für Einschränkungen bei der Produktverwendung. Ersatzkomponenten sind auf spezielle Benutzeranfrage erhältlich. Bitte beachten Sie, dass Omixon Ersatz für Komponentenboxen bietet, nicht für einzelne Fläschchen. Weitere Informationen erhalten Sie unter [email protected]. 



Versand und Lagerung Der Versand erfolgt auf Trockeneispackungen in Styropor-Versandkartons und muss nach Ankunft bei -20 °C gelagert werden. Bitte überprüfen Sie die Temperaturkontrolle und -überwachung Ihrer Gefrierschränke und warten Sie diese regelmäßig. Ungeöffnete Kits sind bei Lagerung bei -20 °C bis zum Verfallsdatum des Kits (siehe Etikett des Kits) haltbar. Nach dem Öffnen des Produkts werden maximal vier (4) Frost-Auftau-Zyklen empfohlen, um die Stabilität des Produkts zu gewährleisten. Geöffnete Kits sind bei -20 °C bis zu 3 Monate haltbar. 



Warnung und Vorsichtsmaßnahmen Einschränkungen bei der Produktverwendung Für optimale Leistung verwenden Sie bitte den Holotype HLA 24/11 Kit-Workflow und die Omixon HLA Twin-Software für die HLA-Typisierung von NGS mit den im Abschnitt „Geräte und Reagenzien“ empfohlenen Materialien, Reagenzien und Geräten. Die Verwendung anderer als der in Abschnitt „Geräte und Reagenzien“ genannten Materialien muss vom Anwender überprüft und validiert werden. Die Reagenzien dürfen nicht in anderen als den in dieser IFU beschriebenen Mengen neu zusammengestellt oder verdünnt werden. Verwenden Sie nicht weniger Volumen der Reagenzien als in dieser IFU angegeben. Anderenfalls können Performance-Fehler die Folge sein. Omixon kann keine Unterstützung für Probleme bieten, die sich aus der Nichteinhaltung der in dieser IFU beschriebenen Protokollschritte ergeben. Verwenden Sie das Produkt nicht bei erkennbaren Schäden an den Komponenten (zerbrochene Fläschchen oder Platten, lose Kappen usw.). 
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Bekannte Produkteinschränkungen Informationen zu bekannten Unklarheiten und Softwarebeschränkungen des Produkts Holotype HLA finden Sie im Dokument „Leitfaden zu bekannten Produkteinschränkungen“. Der Leitfaden wird zusammen mit der IFU geliefert, kann aber auch auf der Omixon-Website unter MyHolotype/Support and Services/HLA Twin Instructions for Use gefunden oder über eine Anfrage an [email protected] angefordert werden. 



Sicherheitshinweise Lesen Sie die Abschnitte „Sicherheitshinweise“ und „Wichtige Hinweise“ der im Abschnitt „Geräte, Reagenzien und Zubehör“ aufgeführten Reagenzien oder Kits, bevor Sie beginnen. Bei der Arbeit mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel, Einweghandschuhe und Schutzbrille tragen. Weitere Informationen finden Sie in den entsprechenden Sicherheitsdatenblättern (SDSs), die beim angegebenen Produktlieferanten erhältlich sind. Die Übersicht über die chemischen Komponenten der Produktreagenzien finden Sie in den SDSs des Holotype HLA 24/11-Kits; sie ist auf Anfrage erhältlich. Produktkomponenten als allgemeinen medizinischen Abfall entsorgen. 



Leistungsparameter Festlegung der wichtigsten Leistungsparameter gemäß der Produktvalidierung. 



HLA-A 



HLA-B 



HLA-DRB1 



HLA-C 



HLA-DPB1 



HLA-DQA1 



HLA-DQB1 



Empfindlichkeit 



99,054 % 



99,171 % 



98,335 % 



96,310 % 



98,818 % 



98,927 % 



95,724 % 



Spezifität 



99,966 % 



99,982 % 



99,956 % 



99,863 % 



99,946 % 



99,881 % 



99,775 % 



Präzision 



99,054 % 



99,171 % 



98,335 % 



96,310 % 



98,818 % 



98,927 % 



95,724 % 



Genauigkeit 



99,935 % 



99,965 % 



99,915 % 



99,736 % 



99,897 % 



99,785 % 



99,572 % 



Reproduzierbarkeit 100,00 % 



100,00 % 



99,28 % 



100,00 % 



99,28 % 



100,00 % 



99,28 % 



Wiederholbarkeit 100,00 % 



100,00 % 



100,00 % 



100,00 % 



100,00 % 



100,00 % 



100,00 % 



Technische Unterstützung Allgemeine Hilfe zu diesem Protokoll erhalten Sie bei [email protected]. 



Telefonischer Support: Vereinigte Staaten | +1 (617) 500-0790 Europa | +36 70 574 8001 Übrige Welt | +1 (617) 500-0790 
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Geräte, Reagenzien und Zubehör Technische und Geräteempfehlungen § Thermocycler mit 96-Well-Format § Plattenfluorometer (oder jedes andere Gerät, das zur Fluoreszenzdetektion im 96-WellPlattenformat geeignet ist, zur Verwendung mit dem Promega QuantiFluor dsDNA-System) § Pippin Prep (Katalog-Nr. PIP0001) oder Blue Pippin (Katalog-Nr. BLU0001) von SAGE Science § qPCR-Gerät im 96 oder 384-Well-Plattenformat § Qubit Fluorometer (Katalog-Nr. Q33216, Thermo Fisher Scientific) (optional) § Illumina MiSeq (Katalog-Nr. SY-410-1003) § 64-Bit-Computer mit mindestens 4 Kernen und 16 GB RAM § Langzeit-Datenspeicherung (ca. 2 TB Daten pro MiSeq pro Jahr) 



Empfehlungen zu zugehörigen Reagenzien § LongRange PCR-Kits von Qiagen (Katalog-Nr. 206401, 206402 oder 206403) § Jede Probe erfordert 4,4 µl Taq Polymerase § Katalog-Nr. 206401 LongRange PCR-Kit (20), enthält 8 µl Taq Polymerase § Katalog-Nr. 206402 LongRange PCR-Kit (100), enthält 40 µl Taq Polymerase § Katalog-Nr. 206403 LongRange PCR-Kit (250), enthält 100 µl Taq Polymerase § ExoSAP-IT von Affymetrix (Katalog-Nr. 75001-200, 75001-1ML, 75001-4X-1ML oder 75001-10ML) § Jede gepoolte Probe erfordert 4 µl des Enzyms ExoSAP-IT. § Katalog-Nr. 75001-200, enthält 200 µl des Enzyms ExoSAP-IT Express. § Katalog-Nr. 75001-1-ML, enthält 1 ml des Enzyms ExoSAP-IT Express § Katalog-Nr. 75001-4X-1ML, enthält 4 ml des Enzyms ExoSAP-IT Express § Katalog-Nr. 75001-10ML, enthält 10 ml des Enzyms ExoSAP-IT Express § Bibliothek-Quantifizierungskit – Illumina/Universal von KAPA Biosystems (Katalog-Nr. KK4824) § Qubit dsDNA BR Assay-Kit (Katalog-Nr. Q32850 oder Q32853) (optional) § Katalog-Nr. Q32850 enthält 100 Assays § Katalog-Nr. Q32853 enthält 500 Assays § QuantiFluor dsDNA-System von Promega (Katalog-Nr. E2670) § Agencourt AMPure XP Beads von Beckman Coulter (Katalog-Nr. A63880, A63881 oder A63882) § Für jeden Holotype HLA-Lauf werden maximal 900 µl AMpure XP-Beads benötigt. § Katalog-Nr. A63880 enthält 5 ml AMPure XP-Beads § Katalog-Nr. A63881 enthält 60 ml AMPure XP-Beads § Katalog-Nr. A63882 enthält 450 ml AMPure XP-Beads § Gelkassette, 1,5 % Agarose, farbstofffrei mit internem Standard (Marker K/R2), für Pippin Prep/Blue Pippin (Katalog-Nr. CDF1510 für Pippin Prep und BDF1510 für Blue Pippin) § Molekulares Ethanol (wasserfreier Alkohol) Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 12 │ 49 







§ § § §



Molekulares Wasser (DNase- und RNase-frei) Natriumhydroxid 1× TE-Puffer (pH 8,0) MiSeq-Reagenzienkit von Illumina 



Kapazität des MiSeq Reagenzienkit Illumina MiSeqReagenzienkit Zyklus Std 500 (MS-102-2003) 



Zyklus Std 300 (MS-102-2002) 



Zyklus Micro 300 (MS-103-1002) 



Zyklus Nano 500 (MS-103-1003) 



Zyklus Nano 300 (MS-103-1001) 



Zeit Stunden 



24/11 Proben 



ca. 39 



24 



ca. 24 



24 



ca. 19 



20 



ca. 28 



8 



ca. 17 



4 



Empfohlenes Zubehör § 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen § 1,5 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen § 2,0 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen (empfohlen: Eppendorf DNA LoBind, KatalogNr. 022431048) § 0,5 ml dünnwandige Röhrchen für Qubit-Instrumente (empfohlen: Qubit Assay-Röhrchen Katalog-Nr. Q32856) § Pipetten mit einstellbarem Volumen (Kapazität 1,0 – 1000 µl) § 8-Kanal Pipetten mit einstellbarem Volumen (Kapazität 1,0 – 100 µl) § 96-Well-Platten, kompatibel mit dem Thermocycler § Optische 96-Well-Platten, kompatibel mit dem Plattenfluorometer § 96-Well-Platten, kompatibel mit dem qPCR-Gerät § Plattendichtungen für den allgemeinen Gebrauch § Plattendichtungen, kompatibel mit den Thermocyclern (auf Long Range PCR getestet) § Optikplattendichtungen, kompatibel mit dem qPCR-Gerät (optional) § Magnetstativ, kompatibel mit 2 ml Mikrozentrifugenröhrchen § 96-Well-Kühlgestelle (2 Stück) § konische Röhrchen 50 ml § Behälter 50 ml 
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Rechtliche Hinweise Holotype HLA 24/11 IFU und alle Inhalte sind Eigentum von Omixon Biocomputing Limited („Omixon“) und sind ausschließlich für die vertragliche Verwendung durch den Kunden in Bezug auf das/die hier beschriebene(n) Produkt(e) und keinen anderen Zweck bestimmt. Dieses Dokument und sein Inhalt dürfen ohne vorherige schriftliche Genehmigung von Omixon nicht für andere Zwecke verwendet oder verteilt und/oder anderweitig kommuniziert, offengelegt oder in irgendeiner Weise vervielfältigt werden. Omixon überträgt durch dieses Dokument keine Lizenz unter seinen Patent-, Marken-, Urheber- oder Common Law-Rechten oder ähnlichen Rechten Dritter. Omixon HLA Twin („Software“) wird dem Kunden unter den Omixon HLA Twin EULA-Bedingungen (www.omixon.com/hla-twin-eula/) lizenziert. Wenn Sie den darin enthaltenen Bedingungen nicht zustimmen, lizenziert Omixon die Software nicht an Sie, und Sie dürfen die Software nicht verwenden oder installieren. Die Anweisungen in diesem Dokument müssen strikt und explizit von qualifiziertem und geschultem Personal befolgt werden, um den ordnungsgemäßen und sicheren Gebrauch des/der hier beschriebene(n) Produkts/Produkte zu gewährleisten. Der gesamte Inhalt dieses Dokuments muss vollständig gelesen und verstanden werden, bevor ein solches Produkt/solche Produkte verwendet wird/werden. DIE NICHTBEACHTUNG ALLER HIERIN ENTHALTENEN ANWEISUNGEN KANN ZU SCHÄDEN AN DEM/DEN PRODUKT(EN), ZU VERLETZUNGEN VON PERSONEN, EINSCHLIESSLICH BENUTZERN ODER ANDEREN PERSONEN, UND SONSTIGEN SACHSCHÄDEN FÜHREN. OMIXON ÜBERNIMMT KEINE HAFTUNG FÜR DIE UNSACHGEMÄSSE VERWENDUNG DER HIER BESCHRIEBENEN PRODUKTE (EINSCHLIESSLICH TEILEN DAVON ODER SOFTWARE) ODER FÜR DIE VERWENDUNG DIESES(R) PRODUKTE(S) AUSSERHALB DES RAHMENS DER VON OMIXON IM ZUSAMMENHANG MIT DEM ERWERB DIESES(R) PRODUKTE(S) DURCH DEN KUNDEN GEWÄHRTEN AUSDRÜCKLICHEN SCHRIFTLICHEN LIZENZEN ODER GENEHMIGUNGEN. FÜR DEN GEBRAUCH IN DER IN-VITRO-DIAGNOSTIK 2017 Omixon Biocomputing Ltd. Alle Rechte vorbehalten. 



Bestimmungsgemäße Verwendung Die Holotype HLA 24/11 – Konfiguration A1 und CE /A2 und CE /A3 und CE/ A4 und CE (bezeichnet als „Holotype HLA“) ist eine Kombination aus in-vitro-diagnostischen Assay-Reagenzien und Datenanalyse-Software (Omixon HLA Twin™) und ist für die Identifizierung und Definition von humanen Leukozytenantigenen der Klassen I und II (HLA) bestimmt; sie wird bei der HLA-Typisierung unter Verwendung der Illumina® MiSeq Next Generation Sequencing-Plattform verwendet. Die Holotype HLA liefert Informationen zur menschlichen Histokompatibilität von HLA-Loci der Klassen I (A, B und C) und II (DPA1, DPB1, DQA1, DQB1, DRB1, DRB3, DRB4 und DRB5) unter Verwendung humangenomischer DNA. 
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Die im Holotype HLA-Produkt enthaltene Software Omixon HLA Twin™ dient der Interpretation und dem Abgleich der auf dem Illumina® MiSeq-System generierten Sequenzierungsdaten, was in nur einem Durchgang zu einer hochgenauen HLA-Typisierung auf Allelebene mit sehr geringer Ambiguität auf der 2-Felder-Ebene führt. Das Holotype HLA-Produkt ist für die In-vitro-Diagnostik durch professionelles Gesundheitspersonal wie Laboranten und Ärzte bestimmt, die in diagnostischen Labors in der HLA-Typisierung ausgebildet sind, die entweder EFI- oder ASHI-akkreditiert sind oder nach EFI- oder ASHISpezifikationen arbeiten können. 



Wichtiger Hinweis vor dem Start Empfohlene genomische DNA-Isolierung Humangenomische DNA muss mit gut getesteten, kommerziell erhältlichen DNA-Präparationskits hergestellt werden, um die Durchgängigkeit der Präparation zu gewährleisten. Unabhängig vom Ansatz ist eine genaue Bestimmung der Konzentration und Reinheit erforderlich, um eine robuste Assayleitung zu erzielen. Die DNA muss frei von Verunreinigungen sein, die die spätere Amplifikation, Bibliothekspräparierung und die Sequenzierungsschritte beeinflussen können (z. B. Alkohol, Salze, Detergenzien, Formaldehyd und Heparin). Blut darf nicht in heparinisierten Röhrchen und Blutproben von Patienten, die sich einer Heparintherapie unterziehen, entnommen werden, und es dürfen keine lipämischen oder hämolytischen Proben verwendet werden. Die präparierte genomische DNA kann sofort verwendet werden, wenn sie in nukleasefreiem Wasser hergestellt oder über einen längeren Zeitraum bei -20 °C oder kälter gelagert wird. Wir empfehlen die Verwendung von Wasser für die gDNA-Präparation, da die EDTA in TE-Puffer weitreichende PCR-Reaktionen hemmen kann. Wiederholtes Auftauen ist zu vermeiden, um die Degradation zu reduzieren. Eine Konzentration von 20-30 ng/µl DNA wird dringend empfohlen, um 100-150 ng genomische DNA pro PCR-Amplifikation bereitzustellen. Wir empfehlen nachdrücklich die Verwendung einer fluoreszenzbasierten Quantifizierungsmethode zur Bestimmung der gDNA-Konzentration. Ein Absorptionsverhältnis von 260 nm/280 nm und 260 nm/230 nm-Werten von 1,7–2 wird dringend empfohlen. Für die Amplifikation von HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1/DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5, HLADPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1 und HLA-DQB1 werden 1,0-1,5 µg gDNA je Probe benötigt. 



Prinzip der Methode Seit vielen Jahren arbeitet die HLA-Gemeinschaft an einer Methode, die den umfangreichen Polymorphismus der HLA-Gene und ihrer Genprodukte genau identifiziert. Das Aufkommen der PCR, kombiniert mit anderen Technologien (Sanger-Sequenzierung, SSOP, SSP, Luminex), lieferte eine Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 15 │ 49 







Formel zur signifikanten Verbesserung des Nachweises von HLA-Polymorphismen, allerdings mit einigen Einschränkungen, die unsere Fähigkeit, die HLA-Gene umfassend zu charakterisieren, weiterhin beeinträchtigen. Die in den letzten Jahren entwickelten Technologien, in ihrer Gesamtheit Next Generation Sequencing (NGS) genannt, haben neue Möglichkeiten eröffnet, die eine vollständige Charakterisierung der HLA-Gene auf haploide Weise ermöglichen. Das NGS hat zwei unterschiedliche Merkmale: 1) klonale Sequenzierung von DNA-Fragmenten und 2) enorm hoher Durchsatz. Das NGS bietet die Möglichkeit, Polymorphismen zu phasieren, wodurch alle Mehrdeutigkeiten eliminiert werden, und bietet HLA-Typisierung auf der Ebene von drei bis vier Feldern ohne reflexive Tests, wodurch eine potenzielle Gesamtlösung für das HLA-Typisierungsproblem ermöglicht wird. Das hier beschriebene Protokoll nutzt diese Technologie und kombiniert die Langstrecken-PCR-Amplifikation von HLA-Genen mit der Sequenzierung auf der Illumina MiSeqPlattform. Konkret werden die HLA-Gene A, B, C, DPA1, DQA1 und DQB1 über ihre gesamte Codierlänge, einschließlich der Elemente der untranslatierten 5'- und 3'-Endbereiche, amplifiziert, während DRB1, DRB3 und DRB4 von Intron 1 auf Intron 4 und DRB5 und DPB1 von Intron 1 auf den untranslatierten 3'-Endbereich amplifiziert werden. Die Amplicons werden dann durch eine Reihe von Schritten verarbeitet, die: 1. die Amplicons auf eine für die Sequenzierung auf der Illumina-Plattform geeignete Größe fragmentieren, 2. die Enden der fragmentierten Amplicons abstumpfen und adenylieren 3. Adaptersequenzen anbinden, die während des gesamten Prozesses auf dem MiSeq verwendet werden, um die DNA zu erfassen, zu amplifizieren und zu sequenzieren. Die Adapter enthalten auch einen Index, der eine kurze, für jeden Adapter eindeutige Sequenz darstellt, die den Ursprung der Bibliothek (Probe/Locus) identifiziert. Nach dem Zusammenführen der indizierten Bibliotheken, der Größenauswahl und der Quantifizierung wird die Probe zur Sequenzierung auf den MiSeq geladen. Der gesamte Prozess dauert abhängig von der Auswahl der Durchflusszelle auf der Illumina-Plattform 3-5 Tage. Die Zusammenfassung der Schritte des Protokolls ist in der folgenden Abbildung dargestellt: 



Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 16 │ 49 







Zusammenfassung der Schritte GDNA-PRÄPARIERUNG MASTERMIX-PRÄPARIERUNG 



HLA-KLASSE I UND -KLASSE II AMPLIFIKATION 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 45, GESAMTDAUER: 0H 45 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 50, GESAMTDAUER: 6H 50 



AMPLICONQUANTIFIZIERUNG UND NORMALISIERUNG 



BIBLIOTHEKSPRÄPARIERUNG 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 40, GESAMTDAUER: 0H 40 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 55, GESAMTDAUER: 3H 



AUSWAHL DER BIBLIOTHEKSGRÖSSE 



BIBLIOTHEKSQUANTIFIZIERUNG 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 15, GESAMTDAUER: 1H 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 15, GESAMTDAUER: 1H 15 



SEQUENZIERUNG EIN ILLUMINA MISEQ 



ANALYSE VON HLA SEQUENZIERUNGSDATEN 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 20, GESAMTDAUER: 23H 



BEARBEITUNGSDAUER: 0H 0, GESAMTDAUER: 6H 
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Glossar/Definitionen § Ampliconplatte – Alternative Bezeichnung für eine Amplifikationsplatte § Amplicon-Quantifizierungsplatte – 96-Well-Platte, kompatibel mit dem Plattenfluorometer, mit dem die verdünnten Amplicons quantitativ bestimmt werden § Amplifikationsplatte – 96-Well-PCR-Platte zur Amplifikation der HLA-Loci § Finale Bibliothek – Bibliothek, die alle Probenbibliotheken enthält, die in einem einzigen MiSeq-Lauf sequenziert werden können § Reaktionsplatte – Platte, auf der die sequentiellen Reaktionen durchgeführt werden, die die indizierten Adapter fragmentieren, an den Enden reparieren und an die Probenbibliotheken binden § Reagenzplatte – Platte zur Aliquotierung der verschiedenen zur Herstellung der Bibliotheken verwenden Reagenzien § Probenbibliothek – Eine Bibliothek, die durch Kombination (Pooling) aller HLA-Loci für eine gegebene Probe erstellt wurde § Gepoolte Amplicon-Platte – Platte, die eine Probenbibliothek (alle Loci kombiniert) pro Kavität enthält § Standards-Quantifizierungsplatte – mit dem Plattenfluorometer kompatible 96-Well-Platte, in der DNA-Standards für die Amplicon-Quantifizierung platziert werden 
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Schritt 1 – Präparierung des HLA-AmplifikationsMastermix Dauer: ca. 45 Minuten Ziel dieses Schrittes ist es, locusspezifische Mastermixe vorzubereiten, um jeden HLA-Locus individuell zu amplifizieren. Die durch dieses Protokoll amplifizierten Loci sind HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1/DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1 und HLA-DQB1. Hinweis: Die in diesem Schritt hergestellten Mastermixe enthalten alle für die Amplifikation benötigten Reagenzien mit Ausnahme der Taq-Polymerase. 



Reagenzienliste Artikel HLA-A Primer-Mix HLA-B Primer-Mix HLA-C Primer-Mix HLA-DRB1/DRB3 Primer-Mix HLA-DRB4 Primer-Mix HLA-DRB5 Primer-Mix HLA-DPA1 Primer-Mix HLA-DPB1 Primer-Mix HLA-DQA1 Primer-Mix HLA-DQB1 Satz 3 Primer-Mix Enhancer 1 Enhancer 2 LongRange PCR-Puffer (10×) dNTPs (je 10 mM) H2O, hochrein 



Lagerung -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C 



Geliefert von Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Qiagen Qiagen Qiagen 



Protokoll 1.1 – Alle Primer-Mixes, Enhancer 1 und 2, die dNTPs und den Long-Range PCR-Puffer (10×) aus der Lagerung nehmen und bei Raumtemperatur auftauen. 1.2 – Den kombinierten Enhancer präparieren: 132 µl Enhancer 2 in das Enhancer 1-Röhrchen geben. Enhancer 1-Röhrchen als „kombinierten Enhancer“ umetikettieren. Den verbleibenden Enhancer 2 für die Verwendung in der DRB4 Long-Range PCR-Reaktion aufbewahren. 1.3 – Für jeden Primer-Mix gemäß den folgenden Tabellen einen Mastermix präparieren: 
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Mastermix: HLA-A, B, C, DRB1/DRB3, DRB5, DPA1, DPB1 und DQA1 Reagenz Primer-Mix LongRange PCR-Puffer (10×) dNTP-Mix (je 10 mM) H2O, hochrein Gesamtvolumen 



Volumen/Probe/Locus 2 µl 2,5 µl 1,25 µl 13,85 µl 19,6 µl 



Volumen/24 Proben/Locus 51 µl 63,8 µl 31,9 µl 353,2 µl 499,9 µl 



Volumen/Probe/Locus 2 µl 2,5 µl 1,25 µl 0,6 µl 13,25 µl 19,6 µl 



Volumen/24 Proben/Locus 51 µl 63,8 µl 31,9 µl 15,3 µl 337,9 µl 499,9 µl 



Volumen/Probe/Locus 2 µl 2,5 µl 1,25 µl 5,6 µl 7,85 µl 19,2 µl 



Volumen/24 Proben/Locus 51 µl 63,8 µl 31,9 µl 142,8 µl 200,2 µl 489,7 µl 



Mastermix: HLA-DRB4 Reagenz Primer-Mix LongRange PCR-Puffer (10×) dNTP-Mix (je 10 mM) Enhancer 2 H2O, hochrein Gesamtvolumen 



Mastermix: HLA-DQB1 Satz 3 Reagenz Primer-Mix LongRange PCR-Puffer (10×) dNTP-Mix (je 10 mM) Kombinierter Enhancer H2O, hochrein Gesamtvolumen 



1.4 – Jeden Mastermix vortexen und für 1 Sekunde herunterzentrifugieren. Mastermixe auf Eis legen. 1.5 – Alle gDNAs auf eine Konzentration von 20-30 ng/µl verdünnen (Mindestvolumen 55 µl). 







Hinweis: Holotype HLA enthält genügend Reagenzien für 24 Reaktionen plus Zusatzvolumen für Pipettierverlust und fehlgeschlagene Amplifikation. 
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Schritt 2 – Amplifikation HLA-Klasse I und II Dauer: ca. 6 Stunden 50 Minuten Der Zweck von Schritt 2 ist die Amplifikation der HLA-Loci. HLA Klasse I- und Klasse II-Amplifikationen wurden unter Verwendung von zwei verschiedenen Sätzen an PCRBedingungen optimiert. Nach Abschluss der PCR-Reaktionen wird die Amplifikation durch Agarosegel-Elektrophorese verifiziert (optional). 







Kurzer Tipp – Die Agarosegel-Elektrophorese wird zwar empfohlen, ist aber zum erfolgreichen Abschluss des Holotype HLA-Protokolls nicht erforderlich. Bei der Quantifizierung von Amplicons (Schritt 3) gilt jede Konzentration über 50 ng/µl als erfolgreiche Amplifikation. Die Agarosegel-Elektrophorese ist ein wichtiger Qualitätskontrollschritt und sollte ohne ausreichende Erfahrung mit dem kompletten Holotype HLA-Protokoll nicht übersprungen werden. 



Reagenzienliste Artikel HLA-A Mastermix HLA-B Mastermix HLA-C Mastermix HLA-DRB1/DRB3 Mastermix HLA-DRB4 Mastermix HLA-DRB5 Mastermix HLA-DPA1 Mastermix HLA-DPB1 Mastermix HLA-DQA1 Mastermix HLA-DQB1 Satz 3 Mastermix Taq-Polymerase gDNA H2O, hochrein 



Lagerung -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C 4 °C 20 °C 



Geliefert von Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Schritt 1 Qiagen Benutzer Benutzer 



Protokoll 2.1 – Die Taq-Polymerase aus dem Lager nehmen, herunterzentrifugieren und zu jedem Mastermix gemäß den untenstehenden Tabellen zugeben; dazu die Pipettenspitzen gründlich durch Pipettieren ausspülen: 
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Taq Polymerase-beladener Mastermix: HLA-A, B, C, DRB1/DRB3, DRB4, DRB5, DPA1, DPB1 und DQA1 Reagenz Mastermix aus Schritt 1 Taq-Polymerase Gesamt 



Volumen/Probe/Locus 19,6 µl 0,4 µl 20 µl 



Volumen/24 Proben/Locus 499,9 µl 10,2 µl 510,1 µl 



Taq Polymerase-beladener Mastermix: HLA-DQB1 Satz 3 Reagenz Mastermix aus Schritt 1 Taq-Polymerase Gesamt 



Volumen/Probe/Locus 19,2 µl 0,8 µl 20 µl 



Volumen/24 Proben/Locus 489,7 µl 20,4 µl 510,1 µl 



2.2 – Alle mit Taq Polymerase beladenen Mastermixe kurz vortexen und herunterzentrifugieren. 20 µl von jedem Taq Polymerase-beladenen Mastermix in separate Kavitäten von 96-Well-PCR-Platten aliquotieren. 







Hinweis: Die Klasse I- und Klasse II-Amplifikation wurden unter Verwendung von zwei verschiedenen PCR-Bedingungen optimiert, daher dürfen Klasse I- und Klasse II-Mastermixe nicht in derselben Platte liegen. 



2.3 – 5 µl jeder verdünnten gDNA in den entsprechenden Kavitäten der im vorherigen Schritt präparierten Platten geben. Durch Pipettieren mischen. Mit einer thermischen Versiegelung verschließen und jede Kavität visuell prüfen. Alle Amplifikationsplatten in einer Zentrifuge herunterzentrifugieren. 2.4 – Die Amplifikationsplatten in den Thermocycler einsetzen und die Programme für die Klasse I- und Klasse II-Amplifikation gemäß den folgenden Tabellen ausführen: 



Klasse I-Amplifikation (HLA-A, B und C) Anzahl der Zyklen 1 35 1 1 



Temperatur 95 °C 95 °C 65 °C 68 °C 68 °C 4 °C 



Zeit 3 Minuten 15 Sekunden 30 Sekunden 5 Minuten 10 Minuten ∞ 
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Klasse II-Amplifikation (HLA-DRB1/DRB3, DRB4, DRB5, DPA1, DPB1, DQA1 und DQB1) Anzahl der Zyklen 1 35 1 1 



Temperatur 95 °C 93 °C 60 °C 68 °C 68 °C 4 °C 



Zeit 3 Minuten 15 Sekunden 30 Sekunden 9 Minuten 10 Minuten ∞ 











Hinweis: Der Amplifikationserfolg kann überprüft werden, indem 2 µl von jedem Amplicon in ein 2 %-Standard-Agarosegel bei 250 V für 30 Minuten laufen gelassen wird. (Optional) 



Erwartete Amplicongrößen HLA-Locus HLA-A, B und C HLA-DRB1/DRB3 HLA-DRB4 HLA-DRB5 HLA-DPA1 HLA-DPB1 HLA-DQA1 HLA-DQB1 (Satz 3) 



Erwartete Amplicongröße (kb) ca. 3 ca. 4,3 ca. 4,2 ca. 5 ca. 5,5 ca. 6,6 ca. 5,5 ca. 6,5 







Sicherer Haltepunkt. Amplicons können über Nacht bei 4 °C oder länger bei -20 °C gelagert werden. 
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Schritt 3 – Amplicon-Quantifizierung und Normalisierung (mit einem Plattenfluorometer) Dauer: ca. 40 Minuten Die Amplicon-Quantifizierung und -Normalisierung wird empfohlen, um eine präzise Eingabe in die Bibliothekspräparierung zu gewährleisten (optional). Die Ampliconkonzentration wird mit dem QuantiFluor dsDNA-System gemessen, das einen fluoreszierenden, DNA-bindenden Farbstoff und einen DNA-Standard für eine empfindliche Quantifizierung kleiner Mengen doppelsträngiger DNA (dsDNA) enthält. Anweisungen zur Durchführung der Amplicon-Quantifizierung mit einem qPCRGerät befinden sich in Anhang 2. 







Kurzer Tipp – Die Amplicon-Quantifizierung wird zwar empfohlen, ist aber zum erfolgreichen Abschluss des Holotype HLA-Protokolls nicht erforderlich. Die Amplicon-Normalisierung erfordert keine genaue Messung der Ampliconkonzentration. Stattdessen kann eine Abschätzung der Ampliconkonzentration auf Basis von Erfahrungswerten oder der Agarosegel-Elektrophorese verwendet werden. Die Amplicon-Quantifizierung sollte ohne ausreichende Erfahrung mit dem kompletten Holotype HLA-Protokoll nicht übersprungen werden. 



Reagenzienliste Artikel Klasse I-Amplifikationsplatte Klasse II-Amplifikationsplatte Lambda-DNA-Standard (100 ng/µl) QuantiFluor dsDNA-Farbstoff (200×) 20× TE-Puffer (pH 7,5) H2O, hochrein ExoSAP-iT Express 



Lagerung 4 °C 4 °C 4 °C 4 °C 4 °C 20 °C bis 25 °C -20 °C 



Geliefert von Schritt 2 Schritt 2 Promega Promega Promega Benutzer Affymetrix 
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Protokoll 3.1 – DNA-Standards durch Serienverdünnung des im QuantiFluor-Kit enthaltenen LambdaDNA-Standards (100 ng/µl) gemäß untenstehender Verdünnungstabelle herstellen: Etikett auf dem Röhrchen Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5 Standard 6 Leer 



Eingangs-DNA Lambda-DNA Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5 Leer 



Volumen DNA (µl) 7,5 µl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 0 µl 



Volumen 1x TE (µl) 492,5 µl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 



Abschlusskonz. (ng/µl) 1,5 ng/µl 0,75 ng/µl 0,38 ng/µl 0,19 ng/µl 0,09 ng/µl 0,05 ng/µl 0 ng/µl 



3.2 – Die Amplicon-Quantifizierungsplatten präparieren (siehe ergänzende Abbildungen). 99 µl 1x TE-Puffer in die Kavitäten einer optischen 96-Well-Platte für die Gesamtzahl der zu quantifizierenden Amplicons aliquotieren. 3.3 – 1 µl Amplicons aus den entsprechenden Kavitäten in den Ampliconplatten zu den einzelnen Kavitäten in den Amplicon-Quantifizierungsplatten geben. Durch Pipettieren mischen. 3.4 – 1× QuantiFluor Farbstoff-Gebrauchslösung nach folgender Formel herstellen: 0,5 µl QuantiFluor Farbstoff (200X) + 99,5 µl 1× TE Puffer. Ausreichend 1× QuantiFluor Farbstoff-Arbeitslösung präparieren, so dass jede Probe (Gesamtprobe in Amplicon-Platten) und der Standard (14 insgesamt) ein Aliquot von 100 µl erhält. 3.5 – Eine Standard-Quantifizierungsplatte und Amplicon-Quantifizierungsplatten präparieren. 100 µl 1× QuantiFluor Farbstoff-Arbeitslösung in die Kavitäten der 96-Well-Optikplatte, die zur Standard-Quantifizierungssplatte wird, und in die Amplicon-Quantifizierungsplatten aus Schritt 3.2 aliquotieren. 3.6 – Unter Verwendung der oben präparierten Standards 100 µl von jedem Standard doppelt zu den einzelnen Kavitäten in der Standard-Quantifizierungsplatte (insgesamt 14 Kavitäten) hinzufügen. Durch Pipettieren mischen. 3.7 – Zum Vermischen gut vortexen und herunterzentrifugieren. 3.8 – Die Standard-Quantifizierungsplatte durch das Plattenfluorometer laufen lassen, gefolgt von den Amplicon-Quantifizierungsplatten. 3.9 – Die Konzentration der DNA in den Amplicon-Quantifizierungsplatten anhand der vom Plattenfluorometer erzeugten RFU-Daten berechnen. Hilfe zu den Berechnungen finden Sie auf der Registerkarte Verdünnung in der mitgelieferten Arbeitsmappe. 3.10 – DNA in den Amplicon-Platten mit hochreinem H2O verdünnen, so dass die Endkonzentration der DNA etwa 67 ng/µl beträgt. § Bei einer DNA-Konzentration von 150 ng/µl oder höher: 25 µl H2O hinzufügen. Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 25 │ 49 







§ Bei einer DNA-Konzentration von 100-150 ng/µl: 10 µl H2O hinzufügen. § Bei einer DNA-Konzentration von 100 ng/µl oder niedriger: kein H2O hinzufügen. 



Amplicon-Pooling 3.11 – Alle Loci für jede Probe in einer einzigen gepoolten Ampliconplatte zusammenfassen. Die für jeden Ort angegebenen Volumina wie in der folgenden Tabelle angegeben kombinieren, um ein Endvolumen von 35 µl zu erhalten: HLA-Locus A B C DRB1/DRB3 DRB4 DRB5 DPA1 DPB1 DQA1 DQB1 Satz 3 



Gepooltes Volumen 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 3,5 µl 



3.12 – 4 µl ExoSAP-iT Express in jede Probenbibliothek geben. Pipettenspitzen durch Pipettieren spülen. Die Platte mit einer thermischen Versiegelung schließen und herunterzentrifugieren. 3.13 – Die gepoolte Ampliconplatte in einen Thermocycler und das folgende Programm ausführen: 



ExoSAP-IT Express PCR-Aufreinigung Anzahl der Zyklen 1 1 1 



Temperatur 37 °C 80 °C 4 °C 



Zeit 4 Minuten 1 Minute ∞ 







Sicherer Haltepunkt. Amplicons können über Nacht bei 4 °C oder länger bei -20 °C gelagert werden. 
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Schritt 4 – Bibliothek-Präparierung Dauer: ca. 3 Stunden In diesem Schritt werden die gepoolten Amplicons für die Sequenzierung auf dem Illumina MiSeq präpariert. Die Amplicons sind enzymatisch fragmentiert, die Enden sind repariert und adenyliert, und an den Enden sind indexierte Adapter angebracht. Anschließend werden die Bibliotheken gepoolt, gefolgt von einem Reinigungs- und Konzentrationsschritt mit AMPure XP-Beads. 







Hinweis: Omixon empfiehlt größere Volumina als für 24 Proben notwendig wären, da viele der Enzyme und Puffer viskos sind, was zu einem übermäßigen Pipettierverlust führt. 



Reagenzienliste Artikel Gepoolte Ampliconplatte Fragmentierung Enzym (A) Fragmentierungspuffer (B) Endenreparatur Enzym (C) Endenreparatur Puffer (D) Ligationsenzym (E) Ligationspuffer (F) Adapterplatte AMPure XP-Beads 80 % Ethanol (frisch präpariert) H2O, hochrein 



Lagerung 4 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C 4 °C 20 °C bis 25 °C 20 °C bis 25 °C 



Geliefert von Schritt 3 Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Omixon Beckman Coulter Benutzer Benutzer 



Protokoll 4.1 – Den Thermocycler einschalten. Prüfen, ob sich der beheizte Deckel erwärmt. Hinweis: Das Fragmentierungsenzym (A) vor Gebrauch gründlich vortexen. 4.2 – Fragmentierungs-Mastermix gemäß untenstehender Tabelle präparieren: 
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Fragmentierungs-Mastermix Reagenz Fragmentierung Enzym (A) Fragmentierungspuffer (B) Gesamtvolumen 



Volumen pro Bibliothek (µl) 2 µl 2 µl 4 µl 



Empfohlene Volumina für 24 Bibliotheken (µl) 55,2 µl 55,2 µl 110,4 µl 



Farbcode Gelb Rot 



4.3 – Eine Reagenzplatte präparieren: Dazu eine neue 96-Well-PCR-Platte auf ein PCRKühlgestell legen und die gleiche Menge des Fragmentations-Mastermix in jede Kavität einer einzelnen Reihe geben. 







Hinweis: Die Fragmentierungsreaktion wurde so konzipiert, dass die DNA für die Sequenzierung auf dem Illumina MiSeq in idealer Größe zur Verfügung steht. Bis zum Beginn der Reaktion im Thermocycler müssen die Reagenzien kalt gehalten werden, um eine übermäßige Fragmentierung zu vermeiden. Der Einsatz von Mehrkanalpipetten wird empfohlen, um die Möglichkeiten einer übermäßigen Fragmentierung zu minimieren. 



4.4 – Die gepoolte Ampliconplatte 10 Sekunden lang zentrifugieren und auf Eis oder einen Kühlblock legen. 4.5 – Eine Reaktionsplatte präparieren: eine frische 96-Well-PCR-Platte auf einen PCRKühlblock legen. 4.6 – 4 µl Fragmentierungs-Mastermix von der Reagenzplatte in die Kavitäten der Reaktionsplatte geben, entsprechend den Proben in der gepoolten Ampliconplatte. Die Verwendung einer Mehrkanalpipette wird empfohlen. 4.7 – 16 µl jedes Amplicons aus der gepoolten Ampliconplatte mit einer Mehrkanalpipette in die entsprechende Kavität auf der Reaktionsplatte übertragen. Durch Pipettieren mischen. 4.8 – Die Reaktionsplatte mit einer thermischen Dichtung schließen und 10 Sekunden zentrifugieren. 4.9 – Die Reaktionsplatte in einem Thermocycler mit folgendem Programm inkubieren: 



Fragmentierungsprogramm Anzahl der Zyklen 1 1 1 



Temperatur 37 °C 70 °C 4 °C 



Zeit 10 Minuten 15 Minuten ∞ 







Sicherer Haltepunkt. Bibliotheken können über Nacht bei 4 °C oder länger bei -20 °C gelagert werden. 
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4.10 – Den Endenreparatur-Mastermix gemäß der folgenden Tabelle präparieren: 



Endenreparatur-Mastermix Reagenz H2O, hochrein Endenreparatur Enzym (C) Endenreparatur Puffer (D) Gesamtvolumen 



Volumen pro Bibliothek (µl) 1,25 µl 1,25 µl 2,5 µl 5 µl 



Empfohlene Volumina für 24 Bibliotheken (µl) 34,8 µl 34,8 µl 69,6 µl 139,2 µl 



Farbcode Grün Orange 



4.11 – Eine gleiche Menge Endenreparatur-Mastermix in eine einzige unbenutzte Spalte der Reagenzplatte aliquotieren. 4.12 – Die Reaktionsplatte (mit den fragmentierten Proben) 10 Sekunden zentrifugieren. 5 µl Endreparatur-Mastermix aus der Reagenzplatte in jede Kavität der Reaktionsplatte geben. Die Verwendung einer Mehrkanalpipette wird empfohlen. Durch Pipettieren mischen. 4.13 – Die Reaktionsplatte mit einer thermischen Dichtung schließen und 10 Sekunden zentrifugieren. 4.14 – Die Reaktionsplatte in einem Thermocycler mit folgendem Programm inkubieren: 



Endenreparaturprogramm Anzahl der Zyklen 1 1 1 



Temperatur 20 °C 70 °C 4 °C 



Zeit 30 Minuten 5 Minuten ∞ 







Sicherer Haltepunkt. Bibliotheken können über Nacht bei 4 °C oder länger bei -20 °C gelagert werden. 



4.15 – Die indizierte Adapterplatte aus dem Lager nehmen und bei Raumtemperatur auftauen, nachdem das Endenreparaturprogramm im Thermocycler gestartet wurde. Sobald die Adapterplatte Raumtemperatur hat, diese 3 Minuten bei 3000 U/min zentrifugieren. 4.16 – Die Dichtung vorsichtig von der Adapterplatte abziehen. Nach dem Abnehmen der Dichtung die Adapterplatte nicht schütteln, um Kreuzkontamination zu vermeiden. 4.17 – Das gesamte Volumen jeder Kavität aus der Reaktionsplatte (25 µl) in die entsprechende Kavität in der Adapterplatte übertragen. 
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Hinweis: Wenn NICHT die gesamte Adapterplatte verwendet wird, ist es möglich, nur die erforderliche Anzahl von Adaptern zu verwenden. Die Plattendichtung zwischen den zu verwendenden und den zu behaltenden Kavitäten abschneiden. Die Dichtung vorsichtig von der Adapterplatte abziehen und über den zu behaltenden Kavitäten liegenlassen. a. 25 µl von jeder endenreparierten Probe der Reaktionsplatte in eine Kavität in der Adapterplatte übertragen und mit einer Pipette gut vermischen. b. Die gesamte Probe von der Adapterplatte in die Originalkavität der Reaktionsplatte übertragen. 







c. Die Adapterplatte wieder verschließen und auf -20 °C zurückstellen. Für die weiteren Schritte im Handbuch die Reaktionsplatte anstelle der Adapterplatte verwenden. 4.18 – Den Ligations-Mastermix präparieren. Für jede Probe ausreichend Ligations-Mastermix präparieren. 



Ligations-Mastermix Reagenz Ligationsenzym (E) Ligationspuffer (F) Gesamtvolumen 



Volumen (µl) 2,5 µl 30 µl 32,5 



Empfohlene Volumina für 24 Bibliotheken (µl) 63,2 µl 757,5 µl 820,7 µl 



Farbcode Blau Schwarz 



4.19 – Den Ligations-Mastermix in eine unbenutzte Spalte der Reagenzplatte aliquotieren. Die Verwendung einer Mehrkanalpipette wird empfohlen. 4.20 – 32,5 µl des Ligations-Mastermix in jede Kavität der Reaktionsplatte geben. Die Verwendung einer Mehrkanalpipette wird empfohlen. Durch Pipettieren mischen. 4.21 – Die Reaktionsplatte mit einer thermischen Dichtung schließen und 10 Sekunden zentrifugieren. 4.22 – Die Reaktionsplatte im Thermocycler mit folgendem Programm inkubieren: 



Ligationsprogramm Anzahl der Zyklen 1 1 1 



Temperatur 25 °C 70 °C 4 °C 



Zeit 10 Minuten 10 Minuten ∞ 







Sicherer Haltepunkt. Bibliotheken können über Nacht bei 4 °C oder länger bei -20 °C gelagert werden. 
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Pooling und Bibliotheksaufreinigung 4.23 – AMPure XP-Beads auf Raumtemperatur erwärmen lassen. Sicherstellen, dass diese homogen sind (keine Klumpen oder Pellets). 5 ml 80 %iges Ethanol (4 mL EtOH + 1 mL H2O) frisch präparieren. 4.24 – Die Bibliothek erstellen; dazu ein Aliquot aus jedem gepoolten Amplicon, jetzt eine probenspezifische Bibliothek, in einem einzigen 2,0 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen kombinieren. I. 



16 oder mehr Proben – Die Menge jeder Probenbibliothek berechnen, die zu einer einzigen Bibliothek mit einem Gesamtvolumen von 900 µl gepoolt werden kann. 900 µl durch die Anzahl der Probenbibliotheken teilen. Dies ist das Volumen des Aliquots, das aus jeder Probenbibliothek entnommen und in die Bibliothek pipettiert wird. Weniger als 16 Proben – 60 µl jeder Probenbibliothek in eine Bibliothek übertragen. 



II. 



4.25 – 900 µl AMPure XP-Beads in das Bibliotheksröhrchen geben, dabei nicht mit der Pipettenspitze die Bibliothek berühren. Durch Vortexen gründlich mischen und kurz zentrifugieren. Die Beads dürfen sich nicht separieren. Die Bibliothek 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. 







Hinweis: Wenn im End-Pool weniger als 900 µl der Bibliothek sind, eine entsprechende Anzahl von AMPure XP-Beads hinzufügen. Zwischen End-Pool und AMPure XP-Beads muss das Verhältnis 1:1 bestehen. 



4.26 – Das Bibliotheksröhrchen in einen Magnetstativ geben und 10 Minuten inkubieren. 4.27 – Mit dem Röhrchen im Magnetstativ vorsichtig, ohne die Beads zu berühren, den Überstand aus dem Bibliotheksröhrchen entfernen und entsorgen. 4.28 – Mit dem Röhrchen im Magnetstativ ca. 1,5-2 ml frisch präpariertes 80 %iges Ethanol in das Bibliotheksröhrchen geben. Die Menge des zugesetzten Ethanols muss zum Abdecken der Beads ausreichen. Hinweis: Das Ethanol in die Seite des Röhrchens ohne Beads einbringen. 4.29 – Das Bibliotheksröhrchen 30 Sekunden bei Raumtemperatur inkubieren, danach den Überstand vorsichtig entfernen und entsorgen. 4.30 – Schritte 4.28 und 4.29 wiederholen. 4.31 – Das Bibliotheksröhrchen schnell herunterzentrifugieren und mit geöffnetem Deckel zurück in das Magnetstativ geben. Verbleibendes Ethanol mit einer Pipette entfernen. Die Beads nicht berühren. 
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Hinweis: Sicherstellen, dass sich im Beads-Pellet kein Restethanol befindet. Dazu kann es erforderlich sein, das Röhrchen auf dem Magnetstativ zu drehen, um Ethanol ohne Störung des Beads-Pellet zu entfernen. 



4.32 – Die Beads 5-8 Minuten auf dem Magnetstativ an der Luft trocknen lassen, bis das BeadsPellet trocken ist. 4.33 – Das Bibliotheksröhrchen vom Magnetstativ nehmen und die Bibliothek mit 31 µl hochreinem Wasser eluieren. Nicht mit der Pipettenspitze die Beads berühren, da sie daran haften bleiben. 4.34 – Die Bibliothek vortexen, um die Beads vollständig zu resuspendieren. Wenn einige Tröpfchen an den Seitenwänden zurückbleiben, kurz zentrifugieren. Sicherstellen, dass die Beads in der Schwebe bleiben. 4.35 – Bibliothek bei Raumtemperatur 2 Minuten inkubieren. 4.36 – Das Bibliotheksröhrchen 2 Minuten in das Magnetstativ geben. 4.37 – Bibliothek abnehmen: Mit dem End-Bibliotheksröhrchen im Magnetstativ 31 µl des Überstandes in ein neues 1,5 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen abnehmen. 







Sicherer Haltepunkt. Bibliotheken können über einen längeren Zeitraum bei -20 °C gelagert werden. 
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Schritt 5 – Auswahl der Bibliotheksgröße Dauer: ca. 1 Stunde In Schritt 5 wird die Bibliothek aus Schritt 4 übernommen und die Größenauswahl mit Hilfe von Pippin-Prep durchgeführt. Das Pippin Prep kann automatisch eine Reihe von DNA-Fragmentgrößen auswählen und in eine Sammelkammer eluieren. Hinweis: Anstelle von Pippin Prep kann Blue Pippin verwendet werden. Die Gebrauchsanweisung für Pippin Prep befindet sich in Anhang 1. 



Reagenzienliste Artikel 1,5 % Agarose Gel-Kassette, farbstofffrei Pippin-Stammlösung/Markermix (beschriftet mit K) Gepoolte Bibliothek 



Lagerung 20 °C bis 25 °C 4 °C 4 °C 



Geliefert von Sage Science Sage Science Schritt 4 







Hinweis: Marker K wird mit Pippin Prep verwendet. Blue Pippin verwendet den Marker R2. 



Protokoll 5.1 – Die Marker K-Stammlösung auf Raumtemperatur bringen. 5.2 – 31 µl des Pools zu 10 µl der Marker K-Stammlösung geben. 5.3 – Durch Vortexen mischen und herunterzentrifugieren. 5.4 – Pippin Prep zur Sammlung von DNA-Fragmenten zwischen 650 und 1300 bps konfigurieren. Die 40 µl-Probe in den Probenport geben und starten. Die Laufzeit beträgt 45-50 Minuten. 5.5 – Den gesamten Inhalt (ca. 40 µl) aus dem Elutionsport des Pippin Prep entnehmen und in ein neues 1,5 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen geben. Dies ist die größenselektierte Bibliothek. 







Sicherer Haltepunkt. Bibliotheken können über einen längeren Zeitraum bei -20 °C gelagert werden. 
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Schritt 6 – Bibliotheksquantifizierung mit qPCR-Gerät Dauer: ca. 1 Stunde 15 Minuten Die größenselektierte Bibliothek muss quantifiziert werden, um die Ergebnisse des Illumina MiSeq Sequencers optimal nutzen zu können. Die Konzentration der größenselektierten Bibliothek kann mit qPCR genau gemessen werden. Optional können der Qubit dsDNA BR-Kit und eine Qubit-Maschine zur Messung der Bibliothekskonzentration verwendet werden. Dieses Protokoll finden Sie in Anhang 3. 



Reagenzienliste Artikel 10× Illumina Primer Premix 2× KAPA SYBR FAST qPCR Mastermix Std 1 (20,00 pM) Std 2 (2,00 pM) Std 3 (0,20 pM) Std 4 (0,02 pM) Illumina DNA-Standards H2O, hochrein 1× TE-Puffer (pH 8,0) Größenselektierte Bibliothek 



Lagerung -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C -20 °C 20 °C bis 25 °C 20 °C bis 25 °C 4 °C 



Geliefert von KAPA Biosystems KAPA Biosystems KAPA Biosystems KAPA Biosystems KAPA Biosystems KAPA Biosystems KAPA Biosystems Benutzer Benutzer Schritt 5 



Protokoll 1 



– Den qPCR Primer-Mix präparieren, dazu den 10× Illumina Primer Premix und den 2× KAPA SYBR FAST qPCR Mastermix verwenden: 







Hinweis: Die KAPA SYBR FAST qPCR Kit Reagenzien (qPCR Mastermix, PrimerPremix und ROX-Lösungen) werden beim ersten Einsatz des Kits kombiniert. Diese kombinierte Lösung ist mindestens 30 Frost-Tau-Zyklen stabil. Der KAPADokumentation folgen, um festzustellen, ob ROX für Ihr qPCR-Gerät empfohlen wird. 



qPCR Primer-Mix Reagenz 10× Illumina Primer Premix 2× KAPA SYBR FAST qPCR Mastermix Gesamtvolumen 2 



Volumen (ml) 1 ml 5 ml 6 ml 



– qPCR Mastermix präparieren. 
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qPCR Mastermix Reagenz qPCR Primer-Mix H2O, hochrein Gesamtvolumen 3 



Volumen (µl) 228 µl 76 µl 304 µl 



– Eine Serienverdünnung der größenselektierten Bibliothek präparieren. a. b. 



Eine Verdünnung 1:1000 präparieren; dazu 1 µl der größenselektierten Bibliothek in 999 µl des 1× TE-Puffers (pH 8,0) geben und die Pipettenspitze gründlich ausspülen. Vortexen und herunterzentrifugieren. Eine Verdünnung 1:2000 präparieren; dazu 100 µl der Verdünnung 1:1000 in 100 µl 1× TE-Puffer (pH 8,0) geben. Vortexen und herunterzentrifugieren. 



4 



– Eine qPCR-Quantifizierungsplatte in einer frischen, mit Ihrem qPCR-System kompatiblen PCR-Platte präparieren. 



5 



– 16 µl des qPCR Mastermix für die Standards 1-4, die Verdünnung 1:1000 und die Verdünnung 1:2000 (siehe ergänzende Abbildungen) dreifach aliquotieren. 



6 



– 4 µl der Standards 1-4, die Verdünnung 1:1000 und die Verdünnung 1:2000 in die entsprechenden Wells aliquotieren. 



7 



– Die qPCR-Quantifizierungsplatte versiegeln und 10 Sekunden zentrifugieren. Hinweis: Blasenbildung in den Kavitäten der qPCR-Quantifizierungsplatten vermeiden. Bei Bedarf zentrifugieren, um Blasen zu entfernen. 



8 



– Die 1:1000- und 1:2000-Triplikate als Zielproben einstellen und die Standards definieren (Punkte: 4, Anfangskonzentration: 20 pM, Verdünnung: 1:10). Das folgende Programm auf der qPCR-Maschine ausführen, um die DNA-Konzentration der größenselektierten Bibliothek zu bestimmen: Anzahl der Zyklen 1 25 (keine Schmelzkurve) 



Temperatur 95 °C 95 °C 60 °C 



Zeit 5 Minuten 30 Sekunden 90 Sekunden (Datenerfassung) 



9 



– Um das qPCR-Ergebnis von pM in nM-Konzentrationen umzurechnen, die „Quantity mean“ (mittlere Menge)-Ergebnisse der beiden Bibliotheksreplikate in die Registerkarte „Library Quantitation“ (Bibliotheksquantifizierung) der Omixon-Arbeitsmappe eingeben. 



10 



– Unter Verwendung der Volumina aus der Arbeitsmappe 10 µl der größenselektierten Bibliothek in einem frischen 1,5 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen mit sterilem H2O auf eine Konzentration von 2 nM verdünnen. Die verbleibende größenselektierte Bibliothek bei -20 °C lagern. 
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Sicherer Haltepunkt. Bibliotheken können über einen längeren Zeitraum bei -20 °C gelagert werden. Im Falle einer Langzeitlagerung wird eine erneute Quantifizierung der Bibliothek dringend empfohlen, bevor diese auf der MiSeq verarbeitet wird. 
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Schritt 7 – Sequenzierung auf Illumina MiSeq Dauer: ca. 24 Stunden Das Illumina MiSeq ist ein automatisiertes NGS-Gerät, das die in den vorherigen Schritten präparierte größenselektierte Bibliothek sequenzieren kann. Die Entmultiplexierung der indizierten Proben erfolgt automatisch nach Abschluss des Sequenzierungslaufs. 







Kurzer Tipp – Ein 1 % PhiX Spike-In kann als zusätzliche Kontrolle zur Überwachung der Sequenzierungsreaktion verwendet werden. Weitere Informationen finden Sie in der Illumina-Dokumentation zur PhiX-Steuerung. 



Reagenzienliste Artikel Reagenzbehälter HT1 PR2 MiSeq-Durchflusszelle Bibliothek bei 2nM NaOH 1 N oder 2 N H2O, hochrein 



Lagerung -20 °C -20 °C 4 °C 4 °C 4 °C 20 °C bis 25 °C 20 °C bis 25 °C 



Geliefert von Illumina Illumina Illumina Illumina Schritt 6 Benutzer Benutzer 



Kapazität des MiSeq Reagenzienkit Illumina MiSeqReagenzienkit Zyklus Std 500 (MS-102-2003) 



Zyklus Std 300 (MS-102-2002) 



Zyklus Micro 300 (MS-103-1002) 



Zyklus Nano 500 (MS-103-1003) 



Zyklus Nano 300 (MS-103-1001) 



Zeit Stunden 



24/11 Proben 



ca. 39 



24 



ca. 24 



24 



ca. 19 



20 



ca. 28 



8 



ca. 17 



4 



Protokoll 7.1 – Den MiSeq gemäß den Standardprotokollen von Illumina präparieren. 
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7.2 – Eine 1 nM denaturierte Bibliothek präparieren: 10 µl der frisch präparierten 0,2 N NaOH und 10 µl der 2 nM verdünnten größenselektierten Bibliothek in einem neuen 1,5 ml LowBind-Mikrozentrifugenröhrchen zusammenbringen. Vortexen und herunterzentrifugieren. Diese 1 nM denaturierte Bibliothek bei Raumtemperatur 5 Minuten inkubieren. 7.3 – Eine 20 pM denaturierte Bibliothek präparieren: 980 µl gekühltes HT1 zu den 20 µl der 1 nM denaturierten Bibliothek geben. Vortexen und herunterzentrifugieren. 7.4 – Eine 9 pM denaturierte Bibliothek präparieren: 550 µl der gekühlten HT1 und 450 µl der 20 pM denaturierten Bibliothek in ein frisches 1,5 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen geben. Vortexen und herunterzentrifugieren. 7.5 – 600 µl der 9 pM denaturierten Bibliothek in das Probenladungsreservoir des MiSeqReagenzbehälters übertragen. 



Kurzer Tipp – Es wird empfohlen, die mitgelieferte Arbeitsmappe zu verwenden, um das vom Miseq benötigte Probenblatt zu erstellen. 
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Schritt 8 – Analyse der HLA-Sequenzierungsdaten Die Illumina MiSeq verarbeitet die 9 pM gepoolte Bibliothek und erzeugt Sequenzierungsdaten in Form von Fastq-Dateien. Informationen zur korrekten Installation des HLA Twin und zur Interpretation der Genotypisierungsanalyse Ihrer Sequenzierungsdaten entnehmen Sie bitte dem HLA Twin-Handbuch. Für die Implementierung des automatisierten Protokolls und bei Fragen zur Installation oder Analyse von Daten wenden Sie sich bitte an [email protected]. 



Automatisiertes Protokoll IT-Einrichtung und -Konfiguration 1. 



HLA Twin Server auf dem Server installieren. 



§



HLA Twin Client auf einem Client-Computer installieren – mehrere HLA Twin Clients können sich mit dem Server verbinden. Benutzerdefinierte Installationsanweisungen für die Automatisierung erhalten Sie beim Omixon-Support ([email protected]). 



§



Protokoll pro Analyse 1. 



HLA Twin Client starten und Anmeldung durchführen. 



2. 



Die Daten sind bereits verarbeitet oder werden gerade verarbeitet. Die Ergebnisse mit dem Ampelsystem in HLA Twin überprüfen. 



3. 



Die Genotypisierungsergebnisse und/oder Konsenssequenzen nach Bedarf exportieren. 



Manuelles Server-Protokoll IT-Einrichtung und -Konfiguration § §



HLA Twin Server auf dem Server installieren. Den HLA Twin Client auf einem Client-Computer installieren. 



Protokoll pro Analyse § § § §



HLA Twin Client starten und Anmeldung durchführen. Die MiSeq-Daten im Format fastq oder fastq.gz wählen und den Holotype HLATypisierungslauf starten. An Abschluss der Holotype HLA-Typisierung die Ergebnisse mit dem Ampelsystem in HLA Twin überprüfen. Die Genotypisierungsergebnisse und/oder Konsenssequenzen nach Bedarf exportieren. 
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Manuelles Desktop-Protokoll IT-Einrichtung und -Konfiguration §



HLA Twin Desktop installieren. 



Protokoll pro Analyse 6 



HLA Twin starten und Anmeldung durchführen. 



7 



Die MiSeq-Daten im Format fastq oder fastq.gz wählen und den Holotype HLATypisierungslauf starten. 



8 



An Abschluss der Holotype HLA-Typisierung die Ergebnisse mit dem Ampelsystem in HLA Twin überprüfen. 



9 



Die Genotypisierungsergebnisse und/oder Konsenssequenzen nach Bedarf exportieren. 
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Ergänzende Abbildungen Plattenbeispiel für Ampliconplatte, Amplifikationsplatte, Verdünnungsplatte, Amplicon-Quantifizierungsplatte (für einen einzelnen Locus) und Reaktionsplatte 







Beispiel für Standard-Quantifizierungsplatte 
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Beispiel für KAPA Bibliotheksquantifizierungs-qPCR-Platte 
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Anhang 1: Pippin Prep Programmierung von Pippin Prep 1. 



Auf die Registerkarte Protokoll-Editor und dann auf die Schaltfläche „Neu“ klicken. 



2. 



Auf das Ordnersymbol neben dem Feld Cassette klicken und „1.5%DF Marker K“ für Pippin Prep oder „1.5%DF Marker R2“ für Blue Pippin wählen. 



3. 



Für die programmierte Lane folgendes durchführen: a. b. c. d. 



Das Feld „Bereich“ markieren. Die „Ref Lane“ auf die Lane-Nummer einstellen, in der gearbeitet wird. Das Feld „Start*“ auf 650 setzen. Das Feld „Ende*“ auf 1300 setzen. 



4. 



Im Feld Referenz-Lane die Lane wählen, in der gearbeitet wird. 



5. 



Auf die Schaltfläche „Speichern unter“ klicken und das Programm benennen. 



Pippin Prep ausführen 1. 



Pippin Prep einschalten; dazu den Netzschalter auf der Rückseite des Gerätes drücken. 



2. 



Sichtkontrolle der Pippin Prep durchführen. Sicherstellen, dass die 5 LEDs leuchten und das Innere des Gerätes sauber und trocken ist. 



3. 



Auf das Sage Science-Logo unten rechts auf dem Bildschirm klicken. Jetzt kann ein Passwort eingegeben werden. Das werkseitig voreingestellte Passwort ist „pips“. 



4. 



Auf die Registerkarte „Factory Setup“ (Werkseinstellung) klicken und sicherstellen, dass der Wert „Base-to-Threshold“ auf 0,02 eingestellt ist. 



5. 



Die Kalibriervorrichtung in das Pippin Prep positionieren und darauf achten, dass der dunkle Streifen mit der Vorderseite nach unten und über den LED-Leuchten liegt. 



6. 



Auf der Registerkarte „Main“ auf die Schaltfläche „Calibration“ (Kalibrierung) klicken. 



7. 



Im Kalibrierfenster sicherstellen, dass das Feld „Target I pH mA“ auf 0,80 (0,60 für Blue Pippin) eingestellt ist; anschließend auf die Schaltfläche „Calibrate“ (Kalibrieren) klicken. 



8. 



Zur Registerkarte „Protocols“ (Protokolle) wechseln. Auf die Schaltfläche „Load“ (Laden) klicken und das Programm für Holotype HLA und die zu verwendende Lane auswählen. Folgendes sicherstellen: a. b. c. 



9. 



Die richtige Lane ist eingeschaltet Breitband-Auswahlanzeige ist eingeschaltet Die Referenz-Lane ist die gleiche Lane, die verwendet wird. 



Zur Registerkarte „Main“ wechseln. Folgendes sicherstellen: a. 



Das geladene Programm ist dasjenige, das ausgewählt wurde. 



Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 43 │ 49 







b. 



Die entsprechende Referenz-Lane ist ausgewählt und gleichzeitig die Lane, in der die Probe verarbeitet wird. 



10. Die Kassette überprüfen. Vor dem Abnehmen des die Kavitäten abdichtenden Klebebands prüfen, ob sich hinter dem Elutionsport Blasen befinden. Wenn sich hinter dem Elutionsport Blasen befinden, leicht auf die Kassette klopfen und vorsichtig in der Hand rollen, damit die Blasen sich lösen. 11. Die Kassette mit dem Klebeband über den Kavitäten in das Pippin Prep einlegen. 12. Das Band vorsichtig abziehen; es muss von der sauberen Seite der Kassette (Lane 5) zur benutzten Seite der Kassette (Lane 1) abgezogen werden. Darauf achten, dass beim Entfernen des Bandes keine Flüssigkeit verspritzt wird, um Kontamination zu vermeiden. 13. Das gesamte Puffervolumen aus dem Elutionsport der verwendeten Lane entfernen und 40 µl frischen Elektrophoresepuffer in diesen Elutionsport geben. 14. Einen dünnen Streifen Klebeband über die Elutionsports geben. 15. Alle zu weniger als 3/4 gefüllten Reservoirs müssen mit Elektrophoresepuffer aufgefüllt werden. Die Kavitäten nicht überfüllen! Der Rand des Puffers darf „gerade eben“ die Kunststoffkante erreichen, um ein Ziehen beim Verschieben des Deckels zu verhindern. Puffer aus den sauberen Kavitäten (Lane 5) auf die benutzten Kavitäten (Lane 1) geben. 16. Sicherstellen, dass jede der Lade-Kavitäten (Kavitäten mit Agarose) mit Elektrophoresepuffer gefüllt ist. Der Puffer muss „gerade eben“ über der Agarose liegen und völlig flach aussehen. 17. Das Pippin Prep langsam schließen und darauf achten, dass beim Schließen des Geräts kein Puffer den Deckel berührt. 18. Den Durchgangstest durchführen. Wenn die Sensoren leicht ausgetrocknet sind, schlägt der Durchgangstest normalerweise einmal fehl. Wenn der Durchgangstest fehlschlägt, den Test noch einmal durchführen. Sobald der Durchgangstest abgeschlossen ist, das Pippin langsam öffnen. Sicherstellen, dass keine Flüssigkeit vom Deckel des Pippin Prep über die Kassette gezogen wird. 19. Die Marker K-Stammlösung kurz vortexen und herunterzentrifugieren. 10 µl der Marker K-Stammlösung zu den ca. 30 µl der Bibliothek hinzugeben. 20. Die Bibliothek kurz vortexen und herunterzentrifugieren. 21. 40 µl des Puffers aus der Probenkavität, die verwendet werden soll, wegnehmen. 22. Ca. 40 µl der mit Marker K geladenen Bibliothek in die zu verwendende Probenkavität hinzufügen. 23. Die zu verwendende Lane mit den Initialen des Technikers und dem Datum beschriften. 24. Das Pippin Prep schließen und auf die Schaltfläche „Start“ klicken. Sicherstellen, dass die entsprechende Lane eingeschaltet ist. Die Bearbeitungszeit für die Probe beträgt ca. 45 Minuten. 
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25. Nach Ende der Verarbeitung das Pippin-Prep vorsichtig öffnen. Genau beobachten, ob der Deckel Flüssigkeit über die Kassette zieht. 26. Das Klebeband über den Elutionsports entfernen und darauf achten, keine Flüssigkeit zu verschütten. 27. Das gesamte Volumen aus dem Elutionsport in ein neues 1,5 ml Low-Bind-Röhrchen geben. 28. Alle offenen Kavitäten mit zwei Stück Plattendichtband abdecken. Nicht vergessen, auf der sauberen Seite eine Grifflasche zu belassen. Dies macht es einfacher, das Band von der sauberen zur gebrauchten Seite abzuziehen. 29. Die versiegelte Kassette in den Beutel und beiseite legen. 30. Die Waschkassette mit MiliQ-Wasser füllen. Den Deckel des Pippin Prep vorsichtig schließen, dabei darauf achten, ob Flüssigkeit über die Waschkassette gezogen wird. 32. Das Pippin-Prep einige Sekunden geschlossen halten. 33. Das Pippin Prep öffnen, dabei darauf achten, ob Flüssigkeit über die Waschkassette gezogen wird. 34. Die Waschkassette herausnehmen, entleeren und trocknen lassen. 35. Das Pippin Prep von Wasser reinigen und vorsichtig schließen. 36. Im Pippin Prep-Menü die Schaltfläche „Shut Down“ (Herunterfahren) klicken. 
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Anhang 2: Amplicon-Quantifizierung mit einem qPCRGerät Dauer: 40 Minuten 



Reagenzienliste Artikel 20× TE-Puffer (pH 7,5) Lambda-DNA-Standard (100 ng/µl) 200× QuantiFluor dsDNA-Farbstoff Steriles H2O Amplifikationsplatte(n) der Klasse I Amplifikationsplatte(n) der Klasse II 



Lagerung 4 °C 4 °C 4 °C 20 °C bis 25 °C 4 °C 4 °C 



Geliefert von Promega Promega Promega Benutzer Schritt 2 Schritt 2 



Protokoll 2. 



Eine Serienverdünnung mit 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen und dem QuantiFluor Lambda DNA-Standard (100 ng/µl) herstellen. Folgende Verdünnungstabelle verwenden: 



Etikett auf dem Röhrchen Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5 Standard 6 Standard 7, leer 



Eingangs-DNA Lambda-DNA Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Standard 5 Leer 



Volumen DNA (µl) 7,5 µl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 250 µl 0 µl 



Volumen 1x TE Abschlusskonz. (µl) (ng/µl) 492,5 µl 1,5 ng/µl 250 µl 0,75 ng/µl 250 µl 0,38 ng/µl 250 µl 0,19 ng/µl 250 µl 0,09 ng/µl 250 µl 0,05 ng/µl 250 µl 0 ng/µl 



3. 



Die Amplicon-Quantifizierungsplatten präparieren (siehe ergänzende Abbildungen). 49,5 µl 1x TE-Puffer in die Kavitäten einer sauberen 96-Well-Platte für die Gesamtzahl der zu quantifizierenden Amplicons aliquotieren. 



4. 



0,5 µl Amplicons aus den entsprechenden Kavitäten in den Ampliconplatten zu den einzelnen Kavitäten in den Amplicon-Quantifizierungsplatten geben. Durch Pipettieren mischen. 



5. 



1× QuantiFluor Farbstoff-Gebrauchslösung nach folgender Formel herstellen: 0,25 µl QuantiFluor Farbstoff (200X) + 49,75 µl 1× TE Puffer. Ausreichend 1× QuantiFluor FarbstoffArbeitslösung präparieren, so dass jede Probe (Gesamtprobe in Amplicon-Platten) und der Standard (14 insgesamt) ein Aliquot von 50 µl erhält. 
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6. 



Eine Standard-Quantifizierungsplatte und Amplicon-Quantifizierungsplatten präparieren. 50 µl 1× QuantiFluor Farbstoff-Arbeitslösung in die Kavitäten der 96-Well-Optikplatte aliquotieren, dazu das Format der Standard-Quantifizierungssplatte und der Amplicon-Quantifizierungsplatten verwenden (siehe Ergänzende Abbildungen). 



7. 



Unter Verwendung der oben präparierten Standards 50 µl von jedem Standard doppelt zu den einzelnen Kavitäten in der Standard-Quantifizierungsplatte (insgesamt 14 Kavitäten) hinzufügen. 



8. 



Zum gründlichen Vermischen vortexen und herunterzentrifugieren. 



9. 



Jede Quantifizierungsplatte einzeln in die qPCR-Maschine einlegen und das folgende Programm ausführen: Anzahl der Zyklen 1 2 



Temperatur 25 °C 25 °C 25 °C 



Zeit 10 Sekunden 15 Sekunden 30 Sekunden (Datenerfassung) 



10. Die Konzentration der DNA in den Amplicon-Quantifizierungsplatten anhand der vom qPCRGerät erzeugten rohen RFU-Daten berechnen. 11. DNA in den Amplicon-Platten mit sterilem H2O verdünnen, so dass die Endkonzentration der DNA etwa 67 ng/µl beträgt. § Bei einer DNA-Konzentration von 150 ng/µl oder höher: 25 µl H2O hinzufügen. § Bei einer DNA-Konzentration von 100-150 ng/µl: 10 µl H2O hinzufügen. § Bei einer DNA-Konzentration von 100 ng/µl oder niedriger: 0 µl H2O hinzufügen. 
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Anhang 3: Bibliotheksquantifizierung mit interkalierendem dsDNA-Fluoreszenzfarbstoff Dauer: ca. 15 Minuten Die Konzentration der größenselektierten Bibliothek kann mit einem interkalierenden dsDNA-Fluoreszenzfarbstoff, wie z. B. SYBR green oder gleichwertig, genau gemessen werden. Handelsübliche Kits und Instrumente für diesen Zweck sind unter anderem der Qubit Reader von Thermo Fisher (verwendet den Qubit Broad-Range dsDNA Assay Kit), der Quantus Reader von Promega (verwendet den dsDNA-Fluoreszenzfarbstoff Quantifluor) und andere. Hier wird die Qubit-Methode beschrieben, da sie das am häufigsten verwendete Instrument ist. Falls ein anderes Gerät und ein anderer Kit verwendet werden, bitte die Standardanweisungen des Herstellers befolgen. 







Hinweis: Diese dsDNA-fluorometrische Methode ist eine schnelle, aber genaue Methode zur Bestimmung der Konzentration der endgültigen größenselektierten Bibliothek. Sie misst alle in der Bibliothek vorhandenen dsDNAs. 



Reagenzienliste Artikel Qubit dsDNA BR Assay Kit Qubit dsDNA BR Standards Größenselektierte Bibliothek 



Lagerung Raumtemperatur 4 °C 4 °C 



Geliefert von Thermo Fisher Thermo Fisher Schritt 5 



Protokoll 6.1 – Die Qubit-Standards auf Raumtemperatur bringen. Qubit-Assay-Röhrchen (500 µl, dünnwandig) für die Bibliothek in doppelter Ausführung und die beiden Standards präparieren. Die Standards und die Bibliothek vortexen und zentrifugieren. 6.2 – 995 µl Puffer und 5 µl Farbstoff in ein 1,5 ml Zentrifugenröhrchen geben. Vortexen und herunterzentrifugieren. 6.3 – 190 µl aus der Reagenzienmischung in die Qubit-Röhrchen für die beiden Standards übertragen. 198 µl aus dem Reagenzienmischung in die beiden Qubit-Röhrchen für die Duplikate der Bibliothek übertragen. 6.4 – 10 µl von Standard 1 in das entsprechende Qubit-Röhrchen geben und 2 Sekunden vortexen. Dies mit Standard 2 wiederholen. 6.5 – 2 µl aus der Bibliothek zu den beiden entsprechenden Qubit-Röhrchen hinzugeben und 2 Sekunden vortexen. 6.6 – Die Qubit-Röhrchen 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. 6.7 – Qubit-Maschine einschalten und BR-Protokoll wählen. Omixon Holotype 24/11 KONFIGURATION | A1 und CE/A2 und CE/A3 und CE/A4 & CE | Gebrauchsanweisung v1. Für den Gebrauch in der In-vitroDiagnostik. Copyright© 2017, Omixon Biocomputing Ltd. Vertraulich und geschützt Seite 48 │ 49 







6.8 – Qubit-Röhrchen mit Standard 1 einsetzen und GO drücken. Dies mit Standard 2 wiederholen. 6.9 – Das Bibliotheksröhrchen in Qubit einsetzen und GO drücken. Für die Replikation wiederholen. 6.10 – Um das Qubit-Ergebnis von ng/µl in nM-Konzentrationen umzurechnen, die mittlere Konzentration der beiden Bibliotheksreplikate in die Registerkarte „Library Quantitation“ (Bibliotheksquantifizierung) der Omixon-Arbeitsmappe eingeben. 6.11 – Unter Verwendung der Ergebnisse aus der Qubit-Messung 10 µl der größenselektierten Bibliothek in einem frischen 1,5 ml Low-Bind-Mikrozentrifugenröhrchen mit sterilem H2O auf eine Konzentration von 2 nM verdünnen. Die verbleibende größenselektierte Bibliothek bei -20 °C lagern. 







Sicherer Haltepunkt. Bibliotheken können über einen längeren Zeitraum bei -20 °C gelagert werden. Im Falle einer Langzeitlagerung wird eine erneute Quantifizierung der Bibliothek dringend empfohlen, bevor diese auf der MiSeq verarbeitet wird. 
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DOZ A4 

ein unkontrollierter Eingriff in das Kop- pelungsgefÃ¼ge von Akkommodation und. Vergenz, weil noch nicht auf Heteropho- rie geprÃ¼ft wurde. Auch eine anschlie-.
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Notizbuch A4 

als EPS- oder PDF-Datei; auch Bildformate sind mÃ¶glich, z.B. JPG, TIFF, PNG ... 0,25 pt. - Bei SchriftgrÃ¶ÃŸen < 5 pt und Linien mit StrichstÃ¤rken < 0,25 pt sollte der ...
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Notizbuch A4 
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Notizbuch A4 

Safe area. Vorderdeckel: 196 x 292 mm. Hinterdeckel: 161 x 292 mm. Endformat. 443 x 302 mm. Datenformat max. 100 x 50 mm. PrÃ¤gung max. 100 x 50 mm.
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DOZ A4 
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Business Objectsâ„¢ Xcelsius basieren, erhalten Ihre Softwareentwickler eine Reihe nachverfolgbarer. Performanzindikatoren. Anhand dieser Daten kÃ¶nnen Sie ...
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Stagerider A4 

Bose L1 Soundsystem inkl. 4-Kanal Mischer (max. 200 Personen). - 1-2 Mikrofone (Je nach Engagement). - 1-2 MikrofonstÃ¤nder (Je nach Engagement).
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Debut A4 

All rights reserved. Specifications and design subject to modification without notice. ... standing or bookshelf speaker to add a height dimension ... technology expands the sonic landscape, creating a true 3-D space that you've got to hear to.
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Zertifikat TMS deutsch A4 

ein Energiemanagementsystem eingefÃ¼hrt hat und anwendet. Durch ein Audit, Bericht-Nr. 70048192, wurde der Nachweis erbracht, dass die Forderungen der.
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Plakat A4 (Touristik).indd 

Halbschuhe u.a. (keine Skistiefel, Langlaufschuhe, Inliner u.Ã¤.) Mit Ihrer Spende unterstÃ¼tzen Sie den Neubau des Evang. Gemeindehauses. Hier kÃ¶nnen Sie ...
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Hoja A4 Swing4_PREVIEW 

continua en su proceso de ventas, permitiendo demos- trar su profesionalismo. Respaldados por una experiencia muy fuerte
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Flyer A4 - spanish mode 

Sein Spektrum reicht von Jazz,. Rock, Pop Ã¼ber Weltmusik, ... shops u.a. in Burghausen (Joe Vierra), Salz- ... Leipzig. - 2. Preis und Sonderpreis beim Improvisa-.
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Bizz-Book A4-Plus 

Bizz-Book A4-Plus. Polyprop. Datenformat. 231 x 303 mm. WerbeflÃ¤che Endformat. 225 x 297 mm. Druckbild inkl. 3 mm Beschnitt. Safe area. 210 x 287 mm. 5 m.
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Meeting-Book A4-Plus 

Farben im Digital- und Offsetdruck. - Die Daten sind im CMYK-Farbmodus anzulegen. Farbabweichungen, die aus. RGB-Daten resultieren, kÃ¶nnen nicht ...
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Zertifikat TMS deutsch A4 

27 ago. 2018 - TÜV SÜD Management Service GmbH certifica que la empresa. Humiclima EST, S. A.. Gran Via Asima, 29. 07009
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Flyer Termine A4 
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Pressetext A4.indd 

groovigen Song â€œHindsightâ€�, bis sich Stahls Stimme bricht. Im Song atmosphÃ¤risch, pulsierenden. â€œOpen Fireâ€� muten die Texte dagegen viel kryptischer an ...
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Kulturnacht Poster A4 
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Paris Jacke DIN A4 

Sew & View Free Online Classes. Frocks & ... Neben den detailierten Video-Anleitungen, hilft das E-Book dir weiter, wenn der Computer ausgeschaltet ist.
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