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QIAGEN Ornek ve Test Teknolojileri

QIAGEN herhangi bir biyolojik 6rnegin iceriginin izolasyonunu ve tespitini
saglayan yenilik¢i 6rnek ve test teknolojilerinin 6nct saglayicisidir. Geligmis
yUksek kaliteli Grinlerimiz ve hizmetlerimiz érnekten sonuca basar saglar.

QIAGEN su standartlari belirler:

DNA, RNA ve proteinlerin saflastinimasi
Nukleik asit ve protein lgimleri
mikroRNA aragtirmasi ve RNA

Ornek ve test teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz, Uston basari ve énemli buluslar elde etmenizi saglamaktir. Daha
fazla bilgi icin, www.qgiagen.com adresini ziyaret edin.
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Kullanim Amaci

ipsogen RT Kiti, molekiler tani amagl testte kullanilacak total RNA'nin ters
transkripsiyonunu saglar.

Not: ipsogen RT Kiti icin performans &zellikleri yalnizca BCR-ABL Mbcr ve ABL
transkriptleri ile belirlenmistir. Kullanici diger hedef transkriptler icin uygun
performans &zelliklerinin belirlenmesinden sorumludur.

Ozet ve Acgiklama

RNA'nin ters transkripsiyonu, RNA'nin miktarini belirlerken (6rn., RT-PCR veya
gergek zamanli RT-PCR araciligiyla) veya bir RNA dizisinin klonlanmasi
sirasinda gereklidir. Ters transkriptazlar, baslangi¢ kalibi olarak RNA'yi kullanan
tek iplikli cDNA sentezi icin in vitro olarak kullanilir. Reaksiyon etkinligi boyuk
5lcide baslangic RNA kalibinin nicelik ve niteligine baglidir. Baslangi¢ kalibi
olarak intakt RNA'nin olmasi dnemlidir. RNA &rnegindeki eser miktarda RNaz
kontaminasyonu bile kisalmis cDNA Grinlerine yol acan RNA kirilmasina neden
olabilir. Protein, polianyonlar (6rn., heparin), tuzlar, EDTA, etanol, fenol, ve
diger ¢oézicUler gibi kimyasal safsizliklar, ters transkriptazin etkinligini ve
ilerleyiciligini etkileyebilir.

Tekrarlanabilir ve etkili ters transkripsiyon saglamak icin baglangig RNA'sinin
nicelik ve niteliginin belirlenmesi dnemlidir. En iyi sonuclar igin, silika jel
membran teknolojisini kullanarak saflagtirilmig RNA ile baglamanizi neririz.
Ornegin, QIAGEN® RNeasy® Mini Kit (kat. no. 74104) veya RNeasy Midi Kit
(kat. no. 75144), cesitli baslangic materyallerinden RNA izole etmek ve ters
transkripsiyon ve RT-PCR uygulamalarinda kullanim igin oldukga uygun yiksek
kaliteli RNA saglamak icin kullanilabilir.

Prosedir Prensibi

Ters transkriptaz 3 farkl enzim etkinligine sahip ¢ok islevli bir enzimdir: RNA'ya
bagimli DNA polimeraz, hibrid bagimli eksoribonukleaz (RNaz H) ve DNA
bagimli DNA polimeraz. Yasayan organizmada, bu 3 etkinligin birlegimi
retroviral enfeksiyon icin tek iplikli RNA genomunun cift iplikli DNA'ya
transkripsiyonunu saglar. RNA'ya bagimli DNA polimeraz etkinligi (ters
transkripsiyon) bir RNA kalibindan cDNA sentezini gerceklestirir. Bu etkinlik
klonlama, PCR ve RNA dizileme icin cDNA sentezini saglar.
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Saglanan Malzemeler

Kit icerigi

ipsogen RT Kit (33)
Katalog no. 679923
Reaksiyon sayisi 33
Reverse Transcriptase

(Ters Transkriptaz) 364
5x RT Buffer for reverse transcription 180 ul
(ters transkripsiyon igin 5x RT Tamponu) H
dNTP Mix*

(dNTP Karigimi) 72
Random Primerf

(Rastgele Primer) 10
RNase Inhibitor 18 Ul
(RNaz inhibitsro) H
DTT# 45 ul
ipsogen RT Kit Handbook (ingilizce) 1

* DeoksinUkleotidler her biri 10 mM.
' Rastgele nonamer oligonukleotid.
' Ditiyotretol.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar énltgu, tek kullanimhk
eldiven ve koruyucu gzlUk kullanin. Daha fazla bilgi igin, Grin saglayicisindan
edinebileceginiz, uygun givenlik veri sayfalarina (SDSs) bagvurun.

Sarf Malzemeleri

B Nukleaz igermeyen aerosole direngli steril hidrofobik filtreli PCR pipeti
uglari

B 0,5 mllik veya 0,2 ml'lik RNaz ve DNaz igermeyen PCR tupleri
M Buz

Reaktifler
B Nokleaz icermeyen PCR sinifi su

B %1,2'lik formaldehit agaroz jel elektroforezi icin reaktifler

Ekipman
M PCRicin ayrilmig mikrolitre pipetleri* (1-10 ul; 10-100 ul; 100-1000 ul)

M 0,2 ml/0,5 ml'lik reaksiyon tupleri igin rotora sahip masaUsto santrifoj*
(10.000 rpm'ye ulagsma 6zelliginde)

B RNA miktar tayini icin Spekirofotometre* veya Agilent® BioAnalyzer®*
B Degisken alanli jel elekiroforezi igin ekipman*

M sl déngUleyici* veya su banyosu* (ters transkripsiyon adimi)

* Cihazlarin Ureticinin énerilerine gére kontrol ve kalibre edilmis oldugundan emin olun.
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Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagli kullanim igindir

Kimyasallar ile ¢alisirken, her zaman uygun laboratuvar énltgu, tek kullanimhk
eldiven ve koruyucu gézlUk kullanin. Daha fazla bilgi icin lGtfen Gron
saglayicisindan edinebileceginiz, uygun giUvenlik veri sayfalarina (SDSs) bas-
vurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilegenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz,
goruntileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.giagen.com/safety adresinde
cevrimigi olarak uygun ve kompakt PDF biciminde mevcuttur.

Ornegi ve test atigini yerel givenlik diozenlemelerinize gére atin.

Genel onlemler

gPCR testleri ekipman bakimi dahil olmak Gzere, molekiler biyolojiye 6zel ve
yorUrlUkteki yonetmeliklere ve ilgili standartlara uygun iyi laboratuvar
uygulamalar gerektirir.

Bu kit in vitro tani amagh kullanim igindir. Bu kit iginde saglanan reaktifler ve
talimatlar en iyi performans icin onaylanmigtir. Reaktiflerin daha fazla
seyreltilmesi ya da inkUbasyon sirelerinin ve sicakliklarin degistirilmesi hatali
veya uyumsuz verilere neden olabilir. Tom reaktifler bu kitle kullanilmak Uzere
6zel olarak formule edilmistir. Prosedirin en iyi performansi icin hicbir degisim
yapilmamalidir.

Transkript seviyelerinin gPCR kullanilarak belirlenmesi hem mRNA'nin ters
transkripsiyonunu hem de Uretilen cDNA'nin PCR aracihgiyla amplifikasyonunu
gerektirir. Bu yUzden, tUm test prosedirleri RNaz/DNaz icermeyen kosullar
altinda gercgeklestirilmelidir.

Asagidakilerin dnlenmesine cok dikkat edin:

B Kalip mRNA'nin veya Uretilmis cDNA'nin degradasyonuna neden olabilecek
RNaz/DNaz kontaminasyonu

B Yanls pozitif sinyale yol agan mRNA veya PCR taginma kontaminasyonu
Bu nedenle asagidakileri éneririz.

M Nokleaz icermeyen laboratuvar malzemeleri (6rn., pipetler, pipet uglari,
reaksiyon siseleri) kullanin ve testi gergeklestirirken eldiven takin.

B Orneklerin ve reaktiflerin capraz kontaminasyonunu énlemek Uzere tOm
pipetleme adimlari icin taze aerosole direncli pipet uclari kullanin.

B  On-PCR ana karigimini hicbir DNA matrisinin (cDNA, DNA, plasmid) iceri
sokulmadigi ayrilmig bir alanda 6zel malzemeler (pipetler, uglar vb.)
kullanarak hazirlayin. Kalibi ayri bir bélgede (tercihen farkli bir odada) 6zel
malzemeler (pipetler, uclar vb.) kullanarak ekleyin.
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Reaktifi Saklama ve Kullanma

Kit kuru buzda génderilir ve teslim alinmasindan sonra -30°C ila -15°C
arasinda saklanmahdir.

B Acmadan énce tipleri yavasca karigtirin ve santrifij edin.
B TOm kit bilesenlerini orijinal kaplarinda saklayin.

Bu saklama kosullari hem acilmig hem de acilmamis bilesenler icin gecerlidir.
Etiket Uzerinde belirtilenlerin disindaki kosullarda saklanan bilesenler dozgin
calismayabilir ve test sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

Her bir reaktif icin son kullanma tarihleri kendi bilesen etiketleri Gzerinde
belirtilmigtir. Dogru saklama kosullari altinda, Grin etiketinin UstOnde yazil olan
son kullanma tarihine kadar performansini korur.

Numune Kullanimi ve Saklanmasi

Tam kan érnekleri potasyum EDTA ile antikoagule edilmeli ve RNA
ekstraksiyonundan énce 5 ginden fazla olmamak Uzere 2-8°C'de
saklanmalidir.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Prosedir

Ornek RNA hazirlig

RNA ekstraksiyonu onaylanmig bir prosedir ile gerceklestirilmelidir (QIAGEN
RNeasy Mini Kit, kat. no. 74104 veya RNeasy Midi Kit, kat. no. 75144 veya Life
Technologies TRIzol®, kat. numaralari 15596-026 ve 15596-018).

Testin performansi giren RNA konsantrasyonuna ve kalitesine baglidir. Bu
yuzden alt analizden énce, saflastirlmis RNA'y1 agaroz* jel elektroforezi, Agilent
BioAnalyzer veya spektrofotometre kullanarak degerlendirmenizi éneriyoruz.t

Protokol: Ters Transkripsiyon

Baslamadan énce yapilmasi gerekenler
B Tim gerekli bilesenleri ¢6zindirin ve buza yerlestirin.

M Toplerin icerigini iyice karigtirin (vorteksle karigtirmayin) ve tGpin altindaki
siviyl toplamak icin kisa sureli santrifij edin (10.000 rpm'de 10 saniye).

M Nukleaz icermeyen su ile RNA &rneklerini 0,1 ug/ul olarak ayarlayin.

Not: Ters transkripsiyon sirasinda kalip olarak nokleaz icermeyen su
kullanilarak olusturulan kalip icermeyen kontrol (NTC), ters transkripsiyon
kalitesini kontrol etmek icin kullanilabilir.

Prosedur

1. Test edilecek (10 pl) her bir RNA 6rneginin 1 ug'ni 65°C'de 5 dakika
sureyle inkibe edin.

2. Hemen 5 dakika buzda bekleterek sogutun.

3. Tipin altindaki siviyi toplamak icin kisa sireli santrifGj edin
(10.000 rpm'de 10 saniye). Buzda tutun.

4. Ters transkripsiyon 6n karisimini buzda hazirlayin ve buzda tutun
(bkz. Tablo 1).

* Kimyasallar ile caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nlugu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu gézlUk kullanin.

t 260 ve 280 nm'de dlcilen optik yogunluk: 260 nm'deki 1,0 OD degeri yaklasik olarak
40 ug/ml tek iplikli RNA'ya esdegerdir. 1,8-2,1 arasindaki Ayg/Asge orani yiksek seviyede
saflaghnlmig RNA gdstergesidir.
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Tablo 1. Ters transkripsiyon 6n karisiminin hazirlanmasi

i Ornek basina  Son

On karisim bileseni hacim (ul)* konsantrasyon
5x Ters transkriptaz tamponu 5,0 1x

dNTP (her biri T0 mM) 2,0 0,8 mM
Rastgele nonamer (100 uM) 5,25 21 uM

RNaz inhibitéro (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul

Ters transkriptaz (200 U/ul) 1,0 8 U/ul

DTT 1,25 -

érnelf basina RT 6n karigim 15

hacmi

* n + 1 hazirlayin, buradaki n RNA &rneklerinin sayisidir

5. Dikkatlice karistirin (vorteksle karistirmayin), kisa sireli santrifij
edin ve her bir RNA 6rnegi icin (40 ng/ul icin) ve su kontrolU (NTC)
icin 6n karisimdan 15 pl ekleyin.

6. Her bir tip0U dikkatlice karistirin (vorteksle karistirmayin) ve kisa
sureli santrifij edin.

7. lIsil dénguleyicideki ters transkripsiyon programini calistirin
(bkz. Tablo 2).

Tablo 2. Ters transkripsiyon igin 1sil dénguleyici ayarlari

Ters transkripsiyon 1 10 dak. igin 25 derece
Ters transkripsiyon 2 60 dak. icin 50 derece
inaktivasyon 5 dak. icin 85 derece
Sogutma 5 dak. igin 4 derece

8. TupUn altindaki cDNA'y1 toplamak icin kisa siUreli santrifoj edin
(10.000 rpm'de 10 saniye).

9. gPCR'1 gerceklestirene kadar buzda bekletin veya -20°C'de saklayin.

Sorun giderme

Bu kite ait sorun giderme bilgileri icin, Teknik Destek Merkezimizdeki Sik
Sorulan Sorular sayfasina bakin: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.
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QIAGEN Teknik Servislerindeki uzmanlar her zaman bu el kitabindaki bilgiler
ve protokol ya da érnek ve test teknoloijileriyle ilgili ttm sorularinizi
yanitlamaktan mutluluk duyar (iletisim bilgileri igin, bkz “

iletisim Bilgileri“, sayfa 12).

Kalite Kontrol

Bu kit ISO 13485 standardina gére Uretilmistir. Analiz sertifikalar talep Uzerine
www.giagen.com/support/ adresinde mevcuttur.

Sinirlamalar

Bu cihazi kullanmadan énce kullanicilar egitim almig ve bu teknoloji hakkinda
bilgi edinmis olmalidir. Bu kit, “Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler”,
sayfa 6'da belirtilen onaylanmis bir cihazla birlikte bu kilavuzda verilen
asagidaki talimatlarla kullaniimalidir.

Elde edilen herhangi bir tani amacl sonucun diger klinik ve laboratuvar
bulgulari ile birlikte yorumlanmasi gerekir. QIAGEN performans calismalari
kapsaminda olmayan laboratuvarlarinda kullanilan herhangi bir prosedir igin
sistem performansinin dogrulanmasi kullanicilarin sorumlulugundadir.

Tum bilegenlerin kutusunda ve etiketlerinin Ustinde yazili olan son kullanma
tarihlerine dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihleri gecmis bilegenleri
kullanmayin.

Performans Ozellikleri

ipsogen RT Kiti icin performans ézellikleri yalnizca BCR-ABL Mbcr ve ABL
transkriptleri ile belirlenmistir. Kullanici diger hedef transkriptler icin uygun
performans &zelliklerinin belirlenmesinden sorumludur.

ipsogen RT Kiti'nin performans dzellikleri ile ilgili doha fazla bilgi icin bkz.
www.qgiagen.com adresinden ulasilabilen BCR-ABLT Mbcr IS-MMR DX Kiti El
Kitabi.

Referanslar

QIAGEN, QIAGEN Urunlerini kullanan bilimsel yayinlarin genis, en gincel
cevrimigi veritabanini saglar. Kapsamli arama secenekleri basit anahtar kelime
aramasiyla veya uygulamayi, arastirma alanini, bashg vb. belirterek ihtiyaciniz
olan makaleyi bulmanizi saglar.

Referanslarin tam listesi icin www.giagen.com/RefDB/search.asp adresindeki
cevrimici QIAGEN Referans Veritabani'ni ziyaret edin ya da QIAGEN Teknik
Servisleri veya yerel dagiticinizla iletisime gegin.
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Semboller

Asagidaki semboller ambalaj ve etiket Uzerinde goérilebilir:

N> : .. : e
W <N> N> reaksiyonlari icin yeterli reaktifleri icerir
g Son kullanma

IVD in vitro tani amagli tibbi cihaz

Katalog numarasi

Lot numarasi

MAT Materyal numarasi

Kiresel Ticaret Parca Numarasi
Sicakhk sinirlamasi

Uretici

Kullanim talimatlarina bakin

IR~ 3

lletisim Bilgileri
Teknik destek ve daha fazla bilgi igin 10tfen www.giagen.com/Support
adresindeki Teknik Destek Merkezi'ne bakin, 00800-22-44-6000 numarasini

arayin ya da QIAGEN Teknik Servis Bélomlerinden birine veya yerel dagiticilara
basvurun (arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini ziyaret edin).
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Siparis Bilgileri
Urin icindekiler Kat. no.

ipsogen RT Kit (33) 33 reaksiyon igin: Ters transkriptaz, 5x 679923
RT tamponu, dNTP karigimi, Rastgele
primer, RNaz Inhibitérg, DTT

Rotor-Gene Q® MDx — for IVD-validated real-time PCR
analysis in clinical applications

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9002032
5plex HRM Platform (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) arti

HRM kanalli Yiksek Cozinurloklo

Erime analizérd, dizUsto bilgisayar,

yazilim, aksesuarlar, 1 yil parca ve

iscilik garantisi, kurulum ve egitim dabhil

degildir
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR dénguleyici ve 5 kanal 9002033
5plex HRM System (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) arti

HRM kanalli Yiksek Cozinurloklo
Erime analizéri, dizUsto bilgisayar,
yazilim, aksesuarlar, 1 yil parca ve
iscilik garantisi, kurulum ve egitim

Guncel lisans bilgileri ve Grine 6zgU yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN kiti el
kitabina veya kullanici kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti el kitaplari ve kullanici
kilavuzlari www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik
Servisleri ve yerel dagiticinizdan istenebilir.
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Bu sayfa bilerek bog birakilmigtir
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Bu rn in vitro tani amagh kullanim igindir. ipsogen Urunleri tekrar satilamaz, yeniden satig icin degistirilemez veya QIAGEN'nin yazili izni olmadan
ticari Urinler Gretmek Uzere kullanilamaz.

Bu belgedeki bilgiler dnceden bildirilmeksizin degistirilebilir. QIAGEN bu belgede gérilebilecek herhangi bir hata icin hicbir sorumluluk kabul
etmez. Bu belgenin yayinlanma sirasinda tam ve dogru olduguna inanilmaktadir. Hicbir durumunda QIAGEN size karsi bu belgenin kullanimiyla
ilgili veya bundan dogan rastlantisal, zel, ¢oklu veya dolayli zarar icin yikimlo olmaz.

ipsogen Urunleri belirtilen &zellikleri karsilamak Uzere garanti edilmistir. QIAGEN'nin yegane yikimliligo ve misterinin yegane telafi hakki
Urunlerin garanti edildigi sekilde uygulanamamasi durumda Grinlerin tcretsiz olarak degistirilmesi ile sinirlidir.

Bu Uruin Life Technologies Corporation'a ait bir ya da daha fazla verilmis ABD patenti ya da beklemede olan ABD patent bagvurularinin ve ABD
digindaki denklerinin nesnesi olan SuperScript® Ill Ters Transkriptazi icerir ve Life Technologies Corporation ve Ipsogen arasindaki bir anlagma
cercevesinde satlir. Bu GriinGn sahs fiyat, sadece BCR-ABL p210 transkriptlerinin 8lgiminde alicinin faaliyetleri icin patentlerde belirtilen istekleri
kargilamak Gzere Grintn bu miktarini kullanmak icin yukarida gecen patentler kapsamindaki sinirli, devredilemez haklari icerir. Bu Grind adli tip
uygulamalari icin kullanma konusunda hicbir hak verilmemesi dahil olmak Gzere diger hicbir hak devredilmez. Life Technologies Corporation'a ait
patent kapsamindaki haklari edinme ile ilgili daha fazla bilgi Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008, Lisans
Blumi'ne bagvurularak elde edilebilir. (760) 603-7200. E-posta: Outlicensing@lifetech.com.

Ticari markalar: QIAGEN®, ipsogen®, RNeasy®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); SuperScript® (Life Technologies Corporation); Agilent®,
Bioanalyzer® (Agilent Technologies, Inc.); TRIzol® (Molecular Research Center, Inc.).

Sinirh Lisans Sézlegsmesi
Bu 0rinOn kullanimi herhangi bir alicinin veya ipsogen RT Kiti kullanicisinin agagidaki kosullar kabul ettigi anlamina gelir:

1. ipsogen RT Kiti, ipsogen RT Kiti El Kitabi'na uygun olarak tek bagina kullanilabilir ve yalnizca Kitin icinde bulunan bilesenlerle kullanim igindir.
QIAGEN bu Kit'in kapali bilegenlerinin ipsogen RT Kiti El Kitabi'nda ve www.giagen.com adresinden ulagilabilen protokollerde belirtilenlerin
diginda bu kitin iginde yer almayan herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi igin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda
lisans hakki vermez.

Agikga belirtilen lisanslar diginda, QIAGEN Bu Kit ve/veya kullanimlarinin Ggincd taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilegenleri bir kez kullanim igin lisanshdir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.

QIAGEN acikca ifade edilenlerin diginda agik veya zimni diger tom lisanslari agikga reddeder.

o & LN

Bu Kitin alicisi veya kullanicisi yukarida yasaklanan eylemlere neden olabilecek veya kolaylagtirabilecek herhangi bir girisimde bulunmayacagini
ve baska birisine izin vermeyecegini kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlagmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve
bu sinirli lisans anlagmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri mlkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tom
durumlarda avukat creti dahil tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Guncellenmis lisans kosullari igin bkz. www.giagen.com.
© 2015 QIAGEN, t&m haklari sakhdir.
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Mexico = techservice-mx@giagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@giagen.com

Norway = techservice-nordic@qiagen.com

Singapore = techservice-sg@gqiagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

Switzerland = techservice-ch@qiagen.com

UK = techservice-uk@giagen.com .‘.‘.

USA = techservice-us@qiagen.com QIAGEN
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