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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN, her turlu biyolojik 6rnek iceriginin izolasyonunu ve deteksiyonununa
olanak taniyan, yenilik¢ci drnek ve tahlil teknolojilerinde lider bir saglayicidir.
Bizim gelismis, Ustun kaliteli Grdnlerimiz ve servislerimiz érnekten sonuca
kadar basariyi garanti eder.

QIAGEN asagidaki hususlarda standartlar olusturur:
B DNA, RNA, ve proteinlerin saflastirma

B Nukleik asit ve protein tahlilleri

B microRNA arastirmalari ve RNAI

B Ornek ve tahlil teknolgjilerinin otomasyonu

Misyonumuz sizlerin 6nemli ve gbze carpan basarilar kazanmaniza olanak
saglamak. Daha fazla bilgi icin www.giagen.com sitesini ziyaret ediniz.



http://www.qiagen.com/
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Kullanim Amaci

therascreen UGT1AT Pyro Kit biyolojik insan doku numunelerinden gelen
genomik DNA'daki insan UGT1ATin 6* ve 28* alel degiskenlerinin
genotiplenmesi icin Pyrosequencing®e dayali bir in vitro nukleik asit sira bazl
algilama testidir.

therascreen UGT1A1 azaltlmig UDP-glukronosilat transferaz etkinligi icin
daha buyuk riskli hastalarin secimine yardim icin klinisyenlerle birlikte bilgi
saglama amacindadir. In vitro diagnostik kullanim icindir.

Yalnizca PyroMark® Q24 sisteminde kullanmak icin. PyroMark Q24 sistemleri
asagidakileri icermektedir:

B PyroMark Q24 cihazi ve PyroMark Q24 MDx cihazi.

B PyroMark Q24 Vakum Is Istasyonu ve PyroMark Q24 MDx Vakum Is
Istasyonu.

B PyroMark Q24 Yazilimi (versiyon 2.0) ve PyroMark Q24 MDx Yazilimi
(versiyon 2.0)

Bu drunler teknisyenler ve doktorlar gibi in vitro diagnostik islemler,
molekuler biyolojik teknikler ve PyroMark Q24 sistemleri konusunda egitilmis
profesyoneller tarafindan kullaniimak Gzere tasarlanmisladir.

Ozet ve Aciklama

therascreen UGT1A1 Pyro Kit insan UGT1AT geninin alel degisken *6 ( G ve A
genotipi arasindaki belirtici icin) ve alel degisken *28'in ( 6 ve 7TA tekrarlar
arasindaki belirtici icin) genotiplemesi icin kullanilir. Kit iki deneyden olusur:
biri alel degisken *28'in genotiplemesi icin ve ikincisi alel degisken *6'nin
genotiplemesi icin (Sekil 7). Tki bolge PCR ile ayri ayri genisletilir ve belirtilen
bolge Uzerinden siralanir. Siralar normallestirme islevi gérerek belirtilen
pozisyonlar ve genotipleme igin referans pikleri ve analizlerin kalite
degerlendirmesini cevreler.
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Alel degisken *28 ters yonde ve alel degisken *6 ileri yonde siralanir,

Urtin bir PCR primer karistiricidan olusur ve her deney icin primeri siralar.
Primerler ¢ozeltiye aktarnlir. Her viyal primer karistiricinin ya da her primerin

24 ul'sini icerir.
; FPB
UGT1A1*28
CGGITAITATATA <—— <
Seq RP
FP Seq
) C——> CA/GGAGCA
UGTIAT*6
RPB

Sekil 1. therascreen UGT1A1 deneylerinin ¢izimi. Gosterilen sira koseli ayrac ya da kesme
isareti ile gosterilen polimorfik ntkleotidler ile analiz edilmis siradir. UGTTAT *28 deneyiyle
analiz edilen TA tekrarlarinin bir boluma sirali primerlerle ortaluddr. FP, FPB: lleri PCR
primerleri (B biyotinlemeyi gosterir); RP, RPB: Ters PCR primerleri (B biyotinlemeyi gosterir);
Seq: Sirali primerler.

Prosediir Prensipleri

Sayfa 7'deki is akisi deney islemini gosterir. PCR, alel degiskenleri *28 ve *6'yi
hedefleyen primerleri kullandiktan sonra amplikonlar Streptavidin
Sepharose® Yuksek Performans kurecikleri Uzerinde hareketsizlestirilir.
Monokataner DNA hazirlanir ve uygun siralaman primerleri DNA'ya tavlanir.
Numuneler daha sonra bir deney calisma dosyasi ve deney kurulum dosyalari
kullanan PyroMark Q24 sistemi Uzerinde analiz edilir.

Not: Is akisi PyroMark Q24 Kullanici kilavuzuna nazaran ("Protokol 4:
PyroMark Q24 Uzerinde Pyrosequencing analizlerinden énce numunelerin
hazirlanmasl”, sayfa 22).
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therascreen UGT1A1 Pyro isleminin is Akisi

Deney ve calisma kurulumu Numune hazirlama
Deney dosya kurulumu (Ek A) PCR (Protokol 2)
V
¥ Hareketsizlestirme (Protokol 3)
\
Calisma Dosya Kurulumu Numunelerin hazirlanmasi(Protokol 4)

(Protokol 1)

\/

PyroMark Q24 calisma (Protokol 5)
V
PyroMark Q24 calismasinin analizleri (Protokol 6)

\
Rapor

Kontroller

Insan Kontrol DNA PCR ve siralama reaksiyonlari icin pozitif kontrol olarak kiti
kapsar. Bu kontrol DNA'si sirasiyla alel degiskenleri *28 ve *6 i¢in analiz
edildiginde bir homozigdz TA6/TA6 ve G/G genotipine sahiptir.

Bir negatif kontrol (sablon DNAsiz) en az bir deney icin her PCR kurulumuna
dahil edilmelidir.
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Saglanan Materyaller
Kit icerikleri

therascreen UGT1A1 Pyro Kit (kutu 1/2)

therascreen UGT1A1 Pyro Kit (24)
Katalog no. 971540
Reaksiyonlarin sayisi 24
PCR Primer Mix UGT1A1 *28 24 ul
PCR Primer Mix UGT1AT *6 24yl
Seq Primer UGT1A1 *28 24yl
Seq Primer UGT1AT *6 24yl
PyroMark PCR Master Mix, 2x 850 pl

[PyroMark PCR Master Karisim, 2x]

CoralLoad® Concentrate, 10x 1.2 ml
[CorallLoad® Konsantre, 10x]

H.0O 3x1.9ml

Human Control DNA, 2 ng/ul 100 pl
[Insan Kontrol DNA, 2 ng/ul]
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therascreen tamponlar ve ayiraclar (kutu 2/2)

therascreen tamponlar ve ayiraclar

PyroMark Binding Buffer [PyroMark Baglama Tamponu] 10 ml
PyroMark Annealing Buffer [PyroMark Tavlama Tamponu] 10 ml
PyroMark Denaturation Solution* 250 ml

[PyroMark Denaturasyon Cozelti*]

PyroMark Wash Buffer, 10x 25 ml
[PyroMark Yikama Tamponu, 10x]

Enzyme Mixture [Enzim Karisimi] 1 vial
Substrate Mixture [Substrat Karisimi] 1 vial
dATPasS 1180 pl
dCTP 1180 pl
dGTP 1180 pl
dTTpP 1180 pl

Handbook 1

[Kullanim Kilavuzu]

* Sodyum hidroksit icerir.
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Istenen Ancak Saglanmayan Materyaller

Kimyasallarla calisirken her zaman uygun bir laboratuar ceketi, tek kullanimlik
eldiven ve koruyucu gozluk kullanin. Daha fazla bilgi icin IGtfen trtin
saglayicisindan elde edilebilen uygun guvenlik bilgi formuna (GBF)

basvurunuz.

B DNA izolasyon kit (bakiniz “DNA “,sayfa 15)

B Pipetler (ayarlanabilir)*

W Steril pipet uclari (PCR kurulumu icin filtrelerle birlikte)

B Tezgah Ustd mikrosantrifrdj *

B Termal donguleyici* ve uygun PCR tupleri

B Streptavidin Sepharose Yuksek Performans (GE Healthcare, katalog no.

17-5113-01; www.gelifesciences.com)

PyroMark Q24 (katalog no. 9001514 ya da 9001513)*'

PyroMark Q24 Yazilim (katalog no. 9019062 ya da 9019063)"

PyroMark Q24 Plaka (katalog no. 979301)'

PyroMark Q24 Kartus (katalog no. 979302)°

PyroMark Q24 Vakum Is Istasyonu (katalog no. 9001515 ya da 9001517)*'

Kureciklerin hareketsizlestirilmesi icin plaka karistirici (bakiniz “Onerilen
plaka karistiricilan”, sayfa 11)

80°C'ye ulasabilen isi blogu*
24 hazneli PCR plaka ya da seritler
Serit kapaklari

Yuksek saflikta su ( Milli-Q® 18.2 MQ x cm ya da esdeder)

Not: PCR, DNA hareketsizlestirmesi ve Enzim Karisimini eritme ve
Substrat Karisimi icin Grdnun icinde yeterli su 6nerilir; ek olarak PyroMark
Yikama Tamponunu dilte etmek icin ytksek saflikta su gereklidir, 10x.
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B Ftanol (70%)

* Cihazlarin Uretici tavsiyelerine gore kontrol edildiginden ve kalibre edildiginden emin olun.

" EU Direktif 98/79/EC'ye gore CE-IVD isaretli. Listelenen diger buttn trtinler EU Direktif
98/79/EC temelinde CE-IVD isaretli degil.

“Metanol ya da metiletilketon gibi diger maddeleri iceren denature alkol kullanmayin.

Onerilen plaka karistiricilari

Tablo 1'de gosterilen plaka kanstiricilar therascreen UGTTAT Pyro Kit ile

kullanmak icin énerilir.

Tablo 1. therascreen UGT1A1 Pyro Kit ile kullanmak igin onerilen plaka

kanstiricilan
Uretici Uriin Katalog numarasi
Thermomixer comfort
(Basic device)
5355 000.011
[Termomikser konfor (Temel
cihaz)]
Eppendorf
Thermoblock for MTP
5363 000.012
[MTP icin Termoblok]
Mikrotiter plakalarn bloklara
yerlestirmek icin 96 x 0.2 ml PCR 5363 007.009
tUpler icin adaptor
Vari ® Teleshak 21410
arioma eleshake
H+P g (115 V=51410 U)
Labortechnik
51110
Gmbh Variomag Monoshake
(115 V=51110 V)
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Uyari ve Onlemler

In Vitro Diagnostik Kullanim igindir.

Guvenlik Bilgisi

Kimyasallar ile ¢alisirken her zaman uygun laboratuvar giysileri, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gozlukler kullanin. Daha fazla bilgi icin, lutfen uygun
materyalin guvenlik bilgi formlarina (GBF) basvurun. Bunlar pratik bir sekilde
cevrim ici olarak ve kompakt PDF formatinda www.giagen.com/safety
adresinde bulabilir, gortnttleyebilir ve her bir QIAGEN® kiti ve kit bileseni

icin GBF'leri yazdirabilirsiniz.

Asagidaki risk ve guvenlik ifadeleri therascreen UGT1AT Pyro Kit'in
bilesenlerine uygulanir.

PyroMark Denatlirasyon Cozelti

@ Uyari! Cilt tahrisine neden olur. Ciddi derecede gz tahrisine
neden olur. Metaller icin asindirici olabilir. Malzemenin hasar
gormesini dnlemek icin dékidntlyd eminiz. Sadece orijinal

konteynirda saklayin. Koruyucu eldiven / koruyucu giysi / g6z
korumasi / yaz korumasi takin.

PyroMark Enzim Karisimi

@’ Ic;er|g| (R* R *) -14-Dimerkaptobutan-2,3-diol; asetik asit.

Tehlike! Cilt tahrisine neden olur. Ciddi gz hasarina neden
olur. GOZDE ISE: Birkag dakika dikkatlice suyla yikayin. Varsa ve
mumkinse kontakt lensleri ¢ikarin. Durulamaya devam edin.
Maruz kaldiysaniz veya endiseleniyorsaniz: Bir ZEHIR
MERKEZINI veya doktor/hekimi arayin. Kirlenmis elbiseleri

cikarin ve tekrar kullanmadan énce yikayin. Koruyucu
eldiven/koruyucu giysi/géz korumasi/ytz korumasi takin.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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PyroMark Substrat Karisimi
@ Iceriginde asetik asit bulunur. Uyari! Cilt tahrisine neden olur.

Ciddi derecede g6z tahrisine neden olur. Goz tahrisi devam
ederse: Tibbi yardim/tavsiye alin. Kirlenmis elbiseleri cikarin ve
tekrar kullanmadan 6nce yikayin. Koruyucu eldiven/koruyucu
giysi/gdz korumasi/yiz korumasi takin.

Genel Onlemler

Kullanicr asagidakilere her zaman dikkat etmelidir.

Optimal sonuclar icin kullanici kilavuzuyla birlikte kati uyumluluk
gereklidir. Ayiraclann dilisyonu bu kilavuzda tanimlananin disinda
onerilmez ve performans kaybiyla sonuclanacaktir.

Is akisi PyroMark Q24 Kullanici Kilavuzuna nazaran biraz degistirilir
(bakiniz “Protokol 4: PyroMark Q24 Gzerinde Pyrosequencing
analizlerinden énce numunelerin hazirlanmasi”, sayfa 22)

Bu drundn bilesenleri 5 bagimsiz calismaya kadar 24 reaksiyon
gerceklestirmek icin yeterlidir.

Steril pipet uclar kullanin (PCR icin filtreler ile birlikte).

Diger butun ayiraclardan ayri olarak pozitif materyalleri depolayin ve
cikartin (numuneler, pozitif kontroller ve amplikonlar) ve onlar uzaysal
olarak ayrilmis yerde reaksiyon karisimina ekleyin.

Deneye baslamadan 6nce tum bilesenleri oda sicakliginda eritin(15-
25°C).

Butun bilesenleri oda sicakliginda tamamen eritin (araliksiz olarak yukari
asadi pipetleyerek ya da darbe vortekslemesiyle) ve kisaca santrifujleyin.

Basarisiz sonuclar genotipin neticesi icin bir esas degildir.

therascreen UGT1AT Pyro Kit Kullanim Kilavuzu 03/2015
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Ayira¢ Depolama ve Ambalajlama

therascreen UGT1AT Pyro Kit iki kutuda sevk edilir. therascreen UGT1A1 Pyro
Kit (‘kutu 1/2) kuru buz Gzerinde sevk edilir. PyroMark PCR Master Karisim,
CoralLoad Konsantre, kontrol DNA ve butun primerler vardiginda -15'den -
25°C'ye kadar depolanmalidir.

Tamponlari, Enzim Kansimlarini, Substrat Kanisimlarini, dATPaS, dCTP, dGTP
ve dTTP (Pyrosequencing analizleri icin ayiraclar) iceren Pyro tamponlar ve
ayiraclar (kutu 2/2) soguk paketlerde sebk edilir. Bu bilesenler vardiginda 2-
8°C'de depolanmalidir. Aktivite kaybini en aza indirgemek icin hem Enzim
Karisimini hem de Substrat Karnisimini saglanan viyallerin icinde tutulmasi
tavsiye edilir.

Yeniden yapilandiriimis enzim ve substrat karisimlari 2-8°C'de en az 10 gun

dayanir. Yeniden yapilandirilmis enzim ve substrat karisimlari dondurulabilir

ve -15'den -25°C'ye kadar viyallerinin icinde depolanabilir. Donmus ayiraclar
6'dan fazla donma-erime cevrimine tabi tutulmamaldir.

Not: NUkleotidler dondurulmamalidir.

therascreen UGT1AT Pyro Kit bu kosullar altinda saklandiginda kit son kullanim
tarihine kadar dayaniklidir.

Numune Depolama ve Ambalajlama

Butun numuneler potansiyel olarak bulasici materyal gibi islenmelidir.

Ornek materyal kandan ya da formalinle fikse edilmis parafinde bloklanmis
(FFPE) numunelerden cikarilan insan DNA'landr.

Insan stregelen heparin tedavisinden érnekler kullaniimamalidir. Tuplerin
icine toplanarak kan sulandirici olarak heparin iceren kan 6rnekleri
kullanilmamalidir. Heparin PCR'yi etkiler.
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Prosediir

DNA izolasyonu

Sistem performansi formalinle fikse edilmis parafinde bloklanmig timaor
numunelerinden insan DNA'sinin ¢ikarilmasi icin QlAamp® DNA FFPE Tissue
Kit ve EZ1® DNA Tissue Kit kullanarak olusturulmustur. QlAamp DSP DNA
Blood Mini Kit sistemi icin, performans tumaor hucreli kismen tirnakli saglikli
dondr kan numunelerini kullanarak olusturulmustur.

therascreen UGT1AT Pyro Kit ile kullanmak icin gésterilen insan numune
tiplerinden DNA saflastirmasi icin kitler Tablo 2'de gosterilen QIAGEN'den
onerilir. DNA saflastirmasini kit kullanim kilavuzundaki yonergelere gore

yapin.

Tablo 2. therascreen UGT1A1 Pyro Kit ile kullanmak icin 6nerilen DNA
saflastirma kitleri

katalog numarasi

Numune Materyali Nukleik asit iZO|asy0n kiti (QlAGEN)
QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit*
Kan [QIAamp DSP DNA Kan Mini Kit*] 61104
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (50)
56404
Parafinle [QIAamp DNA FFPE Doku Kiti (50)]
bloklanmig doku  E71 DNA Doku Kiti (48)'
953034

[EZ1 DNA Tissue Kit (48)']

*EU Direktif 98/79/EC ile uyumlu CE-IVD isaretli.

" Parafinle bloklanmis doku ile kullanim icin protokolt takip edin. EZ1 DNA Doku Kiti EZ1
DNA Parafin Bolim Karti (katalog no. 9015862) ve BioRobot® EZ1 (katalog no. 9000705;
artik mevcut) ile ya da EZ1 Advanced XL DNA Parafin Bolim Karti (katalog no. 9018700) ve
EZ1 Advanced XL (katalog no. 9001492) ile ve EZ1 Advanced DNA Parafin Bolum Karti
(katalog no. 9018298) ve EZ1 Advanced (katalog no. 9001410 ya da 9001411) ile
kombinasyon halinde kullaniimalidir.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi icin ¢alisma kurulumu

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

B "Ek A: therascreen UGTTA1 Pyro dizisinin ayarlanmasi”, sayfa 43'de
tanimlandigi gibi bir deney kurulumu olusturun. Bu, ilk defa yapilan
therascreen UGT1AT Pyro deneylerinin ¢alismasindan 6nce sadece bir
kere yapilma ihtiyaci duyar.

Prosediir

1. Arag¢ ¢cubugundaki a isaretine tiklayin.

16

Yeni bir calisma dosyasi olusturulur.

Calisma parametrelerine girin (bakiniz “Calisma Parametreleri”, sayfa 17).

Analiz icin numunelere karsilik gelen haznelere alel degisken*6 ve alel
degisken *28 icin deneyleri ekleyerek plakayi kurun.

Not: Negatif bir kontrol numunesi (sablon DNAsIz) en az bir deney icin
her PCR kurulumuna eklenmelidir.

Not: Insan kontrol DNA'll bir numune siralama reaksiyonlari ve PCR icin
pozitif kontrol olarak her deneye dahil edilebilir (bakiniz “Kontroller”, sayfa
7).

Calisma kuruldugunda ve PyroMark Q24 {izerinde calismak icin hazir
oldugunda, plaka kurulumu, niikleotidler, substrat karisimi ve enzim
karisiminin istenilen hacimlerinin bir listesini yazdirin. “Araclar”
meniisiinden “On Calisma Bilgisi” ni secin ve rapor gériindiigiinde =Hye
tiklayin.

Calisma dosyasini kapatin ve Windows® Explorer kullanarak bir USB
bellege (sistemle saglanir) kopyalayin.

Yazdirilmis On Calisma Bilgisi numune kurulumu icin sablon olarak
kullanilabilir (bakiniz “Protokol 3: PCR drunlerinin Streptavidin Sepharose
Yuksek Performans kureciklerine Hareketsizlestiriimesii, sayfa 21).

Plakayr PyroMark Q24 Uzerinde calistirmak icin bakiniz, sayfa 27 Protokol
5: PyroMark Q24'un Calistinimasi.
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Calisma Parametreleri

Calisma adt: Calismanin adi dosya kaydedildiginde verilir.
Dosyayi yeniden adlandirma ayni zamanda
calismanin da ismini degistirir.

Cihaz Metodu: Calisma icin kullanilacak kartusa gore alet metodunu
secin. Urtinle saglanan yonergelere bakin,

Plaka ID: Opsiyonel: PyroMark Q24 plakanin ID'sini girin.

Barkod: Opsiyonel: Plaka icin barkot numarasini girin ya da

bilgisayariniza bagl barkot okuyucunuz varsa fare
imlecini “Barkot” metin kutusuna yerlestirin ( kutuya
tiklayarak) ve barkodu tarayin.

Ayirac ID: Opsiyonel: therascreen UGT1AT Pyro Kit kutu 1 ve
kutu 2 icin kullanilacak lot numaralarini girin. Lot
numaralar Urdn etiketinin Gzerinde bulunabilir.
Not: Biz lot numaralarinin girilmesini 6neririz boylece
therascreenile ilgili herhangi bir beklenmedik
problem izlenebilir.

Calisma notu: Opsiyonel: Calismanin amaci ya da icerigi hakkinda
bir not girin.

Deney dosyalarini ekleme

Hazneye bir deney eklemek igin:
W Kutucuga sag tikla ve icerik mendsinden “Deney Yukle"yi sec.
B Kisayol tarayicisindaki deneyi sec ve deneyi tikla ve kutucuga surtkle.

Kutucuk deneyin kutucuga yuklenmesine gore renk kodlanir.

Numune IDleri ve notlari girme
Bir numune ID’si ya da not girmek i¢in hucreyi se¢ ve metni gir.
Bir numune ID'si ya da notu eklemek icin ya hicreyi se¢ ( mevcut icerikler

secilecektir) ya da hucreye iki kere tikla.
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Protokol 2: therascreen UGT1A1 Pyro Kit ile saglanan ayiraglari
PCR kullanma

Bu protokol therascreen UGT1AT Pyro Kit kullanarak alel degisken*6'nin
genotiplemesi icin bir bolgenin ayr PCR amplifikasyonu ve alel
degisken*28'in genaotiplemesi icin bir bolgenin PCR amplifikasyonu igindir.

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

B PyroMark PCR Master Kansimin icindeki HotStarTag® DNA polimeraz
95°C'de 15 dakika etkinlestirme adimi gerektirir.

B Pyrosequencing analizlerinden 6nce numunelerin hazirlanmasina, PCR
Uran analizlerine ya da PCR'ye sablon DNA ekleyerek DNA
saflastirmasindan ayn bir alanda butun reaksiyon karisimlarini kurun.,

B Ters kontaminasyonu azaltmak icin hidrofobik filtreler iceren tek
kullanimlik uclar kullanin.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

M Tapleri PCR primerleri ile agmadan énce tuplerin dibindeki icerikleri
toplamak icin kisaca santrifujleyin.

M Eger gerekliyse DNA numunesinin konsantrasyonunu 0.4-2 ng/ul’e
ayarlayin.

Not: Kitin icine dahil edilen Insan Kontrol DNA'si 2 ng/ ul'in
konsantrasyonunda saglanir.

Prosediir

1. Gerekli butin bilesenleri eritin.
Kullanmadan 6énce lyice karistirin.

2. Tablo 3’e gore her bir PCR primer set igin bir reaksiyon karisimi
hazirlayin.
Reaksiyon karisimi genellikle numune hari¢ PCR icin gerekli olan
bilesenlerin hepsini icerir.
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Olusturulacak PCR deneylerinin toplam sayisi icin istenilenden daha
bUyun bir reaksiyon karisim hacmi hazirlayin.

Tablo 3. Her bir PCR primer karisimi icin reaksiyon karisiminin
hazirlanmasi

Bilesen Hacim/reaksiyon (ul)
PyroMark PCR Master Mix, 2x

[PyroMark PCR Master Karisim, 2x] e
CoralLoad Concentrate, 10x -

[CoralLoad Konsantre, 10x]

PCR Primer karisim UGT1A1 alel degisken*28

[PCR Primer mix UGT1AT1 allele variant *28]
ya da 1.0
PCR Primer mix UGT1A1 allele variant *6

[PCR Primer karisim UGT1A1 alel degisken*6]

Water (H.O, supplied)
4.0
[Su (H20O, saglandi)]

Toplam hacim 20.0

3. Reaksiyon karisimini iyice karistirin ve her PCR tiipiiniin icine 20 pl
dagitin.

PCR tuplerini buz tzerinde tutmak 6nemli degil cinku HotStarTag DNA
polimeraz oda sicakliginda inaktiftir.

4. Ayn PCR tiiplerine 5 pl sablon DNA ekleyin (Genomik DNA'nin 2-10
ng’si) ve iyice karistirin (bakiniz Tablo 4).
Not: Negatif bir kontrol numunesi (DNA sablonsuz) en az bir deney icin
her PCR kurulumuna dahil edilmelidir.
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Not: Insan Kontrol DNA'li bir numune siralama reaksiyonlari ve PCR icin
pozitif bir kontrol olarak her bir deneye dahil edilebilir (bakiniz
"Kontroller”, sayfa 7).

Tablo 4. PCR'nin hazirlanmasi

Bilesen Hacim/reaksiyon (ul)
Reaction mix

20
[Reaksiyon karisimi]
Sample DNA

5
[Numune DNA]
Toplam hacim 25

5. Tablo 5'te 6zetlenen kosullar kullanarak Ureticinin talimatlarina gore isi
dongiileyicisini programlama.

Tablo 5. Optimize edilen periyodik isletme protokolii

Yorumlar

Ik etkinlestirme adimi: 15 dakika  95°C HotStarTag DNA
polimeraz bu

Isitma adimiyla
etkinlestirilir.

3-adim dongiileme:

Denaturasyon 20 saniye 95°C
Tavlama 30 saniye 53°C
Uzatma 20 saniye 72°C
Sikluslarin sayisi 42

Son uzatma: 5 dakika 72°C
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6. Is1 dongiileyicisinin icine PCR tiiplerini yerlestirin ve periyodik isleme
programini baglatin.
7. Amplifikasyondan sonra “Protokol 3: PCR iiriinlerinin Streptavidin

Sepharose Yiiksek Performans kiireciklerine Hareketsizlestiriimesi”, sayfa

21'e devam edin.

Protokol 3: PCR uriinlerinin Streptavidin Sepharose Yuksek
Performans kiireciklerine Hareketsizlestirilmesi

Bu protokol PyroMark Q24 sistemi Uzerinde analizden dnce sablon DNA'nIN
Streptavidin Sepharose Yuksek Performans (GE Healthcare)'a
hareketsizlestirilmesi icindir.

Baglamadan &nce yapilmasi gerekenler
B Butun ayiraclar ve cozeltileri baslatmadan 6nce oda sicakligina
ulasmasina (15-25°C) olanak saglayin.

Prosediir

1. Streptavidin Sepharose Yiiksek Performans iceren siseyi homojeno6z bir
¢Ozelti oluncaya kadar yavasca sallayin.

2. Tablo 6'ya gore hareketsizlestirilmis DNA icin bir master karisim
hazirlama.

Olusturulacak reaksiyonlarin toplam sayisi icin istenilenden %10 daha
buyuk bir hacim hazirlayin.

Tablo 6. DNA hareketsizlestirmesi icin master karisim

Bilegen Hacim/numune (ul)
Streptavidin Sepharose Yuksek Performans 2
PyroMark Baglama Tamponu 40
Su (H,0, saglandi) 28
Toplam hacim 70
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3. Cahisma kurulumunda 6nceden tanimlandigi gibi 24-kiirecikli PCR plaka
(ya da seritler) in kiireciklerine master karisimin 70 pl’sini ekleyin (bakiniz
“Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi icin calisma kurulumu”, sayfa 16).

4. Calisma kurulumunda 6nceden tanimlandigi gibi master karisimi iceren
her bir kiirecige Protokol 2'den biyotinlenmis PCR urintinin 10 pl'sini
ekleyin (bakiniz “Protokol 2: therascreen UGT1A1 Pyro Kit ile saglanan
ayiraglari PCR kullanma”, sayfa 18).

Her kUrecigin toplam hacmi PCR UrdnU ve master karigimin
eklenmesinden sonra 80 ul olmalidir.

5. Serit kapaklari kullanarak PCR plakasini (ya da seritleri) mihiirleyin.
Kdrecikler arasinda sizinti olasiliginin olmadigindan emin olun.

6. PCR plakasini 1400 rpm’de 5-10 dakika oda sicakhginda (15-25°C)
calkalayin.
Bu adim boyunca PyroMark Q24 Kullanici Kilavuzunda tanimlandigi gibi
numune hazirlama icin PyroMark Q24 Vakum Is Istasyonu hazirlayin.

7. Hemen arkasindan “Protokol 1: PyroMark Q24 sistemi icin calisma
kurulumu”, sayfa 16, ile devam edin.
Not: Sepharose kirecikleri cabukca ¢okelir. Kareciklerin yakalanmasi
calkalamanin hemen arkasindan yapilmalidir.

Plaka (ya da seritler) calkalandigi icin eger 1 dakikadan fazla zaman
gecerse kureciklerin yakalanmasindan 6nce tekrar 1 dakika calkalayn.

Protokol 4: PyroMark Q24 lizerinde Pyrosequencing
analizlerinden once numunelerin hazirlanmasi

Bu protokol PyroMark Q24 Uzerinde Pyrosequencing analizlerinden énce
siralama primerlerini sablona tavlama ve monokataner DNA'nin hazirlanmasi
icindir.

Baslamadan 6nce 6nemli noktalar

B Tapleri siralama primerleri ile acmadan 6nce taplerin dibindeki icerikleri
toplamak icin kisaca santrifujleyin.
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B Analiz bolgesine bagli olarak (alel degisken*28 ya da alel degisken*6)
calisma kurulumunda plaka icin énceden tanimlandigi gibi ayni modelde
2 farkli siralama primerini ekleyin (bakiniz “Protokol 1: PyroMark Q24
sistemi icin calisma kurulumu”, sayfa 16).

W s akisi PyroMark Q24 Kullanici Kilavuzuna nazaran biraz degistirilir (adim
18). Numuneleri 80°C'ye kadar isittiktan sonra sogutmak icin zaman!
kisaltmayin.

M Belirtildiginde filtre problarni degistir ve dizenli bazisler Uzerinde
PyroMark Q24 Kullaricr Kilavuzunda tanimlandidr gibi filtre proplarr icin
islev testi olustur.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

B Bir PyroMark Q24 Plaka Pensini 17. adimda kullanmak icin 80°C'de
onceden isitiimis isitma bloguna yerlestirin. PyroMark Q24 Plaka Pensini
18. Adimda kullanmak icin oda sicakliginda (15-25°C) bir saniye birakin.

B PyroMark yikama tamponu 10x konsantre olarak saglanir. llk kullanimdan
once 250 ml'in son hacmine ulasmak icin 25 ml 10x PyroMark Yikama
Tamponuna yuksek saflikta su ekleyin ve bir 1x calisma cozeltisi elde edin.

Ix PyroMark Yikama Tamponu calisma ¢ozeltisi isaretli son kullanma
tarihine kadar 2-8°C'de dayanrr.

Prosediir

1. Tablo 7'de gosterildigi gibi PyroMark Tavlama Tamponunda, Seq Primer
UGT1A1 *6, Seq Primer UGT1A1 *28, ve her bir siralama primerinin yeterli
miktarini diliie edin.

Dilte edilmis siralam primerine siralanacak numunelerin toplam sayisi icin
istenilenden daha buytk bir hacim hazirlayin (numunelerin sayisi icin + bir
tane ekstra).
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Tablo 7. Siralama primerlerinin diliisyon ornegi

Hacim/numune 9 + 1 reaksiyonlar

Bilesen (ul) icin hacim (pl)
Seq Primer UGT1AT *28
ya da 0.8 8.0
Seq Primer UGT1A1T *6
PyroMark Annealing
Buffer

24.2 242.0
[PyroMark Tavlama
Tamponu]
Toplam Hacim 25.0 250.0

2. Calisma kurulumuna goére PyroMark Q24 Plaka’'nin her bir kiirecigine
dilie edilmis siralama primerinin 25 pl'sini ekleyin (bakiniz “Protokol 1:
PyroMark Q24 sistemi icin calisma kurulumu”sayfa 16).

PyroMark Q24 Plaka Penslerinden (PyroMark Q24 Vakum Is Istasyonu ile
birlikte saglanir) birini oda sicakliginda (15-25°C) tutun ve hazirlarken ve
plakayi cikarirken destek olarak kullanin.

3. Protokol 3’ten ve calisma masasinin tizerindeki PyroMark Q24
Plakasindan PCR plakasini (ya da seritleri) yerlestirin (bakiniz Sekil 2).
Numuneler yuklendiginde plakanin ayni ydonde oldugundan emin olun.
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Sekil 2: Vakum is istasyonu lizerindeki PyroMark Q24 plakasi ve PCR
plakasinin (ya da seritlerin) yerlestirilmesi.
Vakum diigmesini acarak vakum aletine vakum uygulayin.

5. Filtre cubuklarini PCR plakasina (veya seritlerine) dikkatle indirerek icinde
hareketsiz hale gelmis 6rnegi bulunduran kiirecikleri yakalayin. Cubuklar
burada 15 saniye tutun. Vakum aletini alirken dikkat edin.

Not: Sefaroz kurecikleri hizli bir sekilde cokelirler. Kureciklerin karistirma
sonrasinda hemen yakalanmasi gerekmektedir.

Plakanin (veya seritlerin) karistinlmasindan sonra 1 dakikadan uzun sure
gecerse, kurecikleri yakalamadan énce 1 dakika sure ile karistirin.

6. Vakum aletini 40 ml %70’lik etanol iceren hazneye koyun (Sekil 2 ). Filtre
cubuklarini 5 saniye siireyle calkalayin.

7. Aleti 40 ml Densirme Cozeltisinin oldugu hazneye alin (Sekil 2). Filtre
cubuklarini 5 saniye siireyle calkalayin.

8. Vakum aletini 50 ml Temizleme Maddesi olan hazneye alin (Sekil 2).
Filtre cubuklarini 10 saniye siireyle calkalayin.

9. Vakum aletini arkadan 90°'den fazla dikey aciyla kaldirin, 5 saniye siireyle
cubuklarin Gzerinden sivinin stiziilmesini bekleyin (Sekil 3).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

26

Sekil 3: Resimde 90°'den fazla dikey aciyla kaldirilan vakum aleti goriiliyor.

Vakum aletini PyroMark Q24 Plakasinin tizerinde tutarken vakum
anahtarini kapatin (Off konumuna getirin).

Filtre cubuklarini seyreltilmis ardisik astara sokup aleti bir kenardan
digerine yavasca getirip gotiirmek suretiyle PyroMark Q24 Plakasinin

icindeki kurecikleri ayirin.

Filtre cubuklan ile PyroMark Q24 Plakasinin yUzeyini cizerek zarar

vermemeye dikkat edin.

Vakum aletini yiiksek safliktaki su ile dolu hazneye koyun (Sekil 2) ve
aleti 10 saniye sure ile calkalayin.

Cubuklari yiiksek safliktaki suya sokmak (Sekil 2) ve vakum uygulamak
suretiyle yikayin. Cubuklari 70 ml yiuiksek saflikta suda calkalayin.

Vakum aletini arkadan 90°'den fazla dikey aciyla kaldirin, 5 saniye siireyle
cubuklarin Gzerinden sivinin siiziilmesini bekleyin (Sekil 3).

Vakum anahtarini kapatin (Off konumuna getirin), aleti Park (P)

konumunda birakin.

Vakum pompasini kapatin.

Not: Mesai bitiminde sivi atiklarin ve arta kalan ¢ozeltilerin atilmasi,

PyroMark Q24 Vakum Is Istasyonunun toz ve dokuntd kontroltinden

geciriimesi gerekmektedir (bakiniz "tk B: Atik Kutusu ve Haznelerin

Bosaltiimasi”, sayfa 44).

icinde numunelerin bulundugu PyroMark Q24 Plakasini énceden isitilmis
PyroMark Q24 Plaka Tutucusunu kullanarak 2 dakika stireyle 80°C’'de

Isitin.
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18. PyroMark Q24 Plakasini sicak durumdaki tutucudan cikarin ve oda
Isisinda (15-25 °C) muhafaza edilmis ikinci bir PyroMark Q24 Plaka
Tutucusuna koyun. Numuneler oda isina gelene kadar 10-15 dakika
bekleyin.

19. "Protokol 5: PyroMark Q24'tin Calistirilmasi”, sayfa 27°'da bulunan
bolimini uygulayin.

Protokol 5: PyroMark Q24'iuin Calistirnimasi

Bu protokolde PyroMark Gold Q24 ayiraclarinin hazirlanmasi ve PyroMark
Q24 Kartusuna doldurulmast ile PyroMark Q24 te islem baslatiimasi ve
bitilmesi tarif edilmektedir. Islem ayarlarinin nasil yapilacagina iliskin ayrintili
aciklamalar PyroMark Q24 Kullanici Kitapgiginda bulunmaktadir.

Baslamadan 6nce dikkat edilmesi gereken dnemli husus

B Islem ayarlarindaki "Aletler” mentsinde bulunan Islem Oncesi bilgi
raporunda (16. sayfada bulunan (bakiniz “Protokol 1. PyroMark Q24
sistemi icin calisma kurulumu”, sayfa 16), belirli islemler icin gereken
nukleotid, enzim ve alt madde tampon hacimleri verilmistir.

Baslamadan 6nce yapilmasi gerekenler

B PyroMark Q24 cihazini acma-kapama anahtarini acik konuma getirin.
Acma-Kapama anahtari cihazin arkasinda bulunmaktadir.

Prosediir

1. Dondurulmus ve kurutulmus enzim ve alt madde karisimlarinin her birini
620'ser pl suda (temin edilen H,0) ¢6ziin.

2. Siseyi nazikce dondirerek calkalayin. Girdap olusturmayin!
Karisimin tam olarak ¢c6zandtugunden emin olmak icin oda sicakliginda
(15-25 °C) 5-10 dakika bekletin. PyroMark Q24 Kartusuna doldurmadan
once ¢ozeltinin bulanik olmadigindan emin olun. Ayiraclar hemen
kullaniimayacaksa buzda veya sogutucuda muhafaza edilen siselere
koyun (%).

3. Ayiraglarin ve PyroMark Q24 Kartusunun ortam sicakhgina (20-25 °C)
gelmesini bekleyin.
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PyroMark Q24 Kartusunun size bakan tarafini etiketleyin.

5. PyroMark Q24 Kartusuna Sekil 4’e gore uygun miktarda niikleotid, enzim
ve alt madde karisimi koyun.

Pipetten kartusa hava kabarci§i gegmemesine dikkat edin.

* Kimyasallarla calisirken uygun laboratuvar 6nltgu, tek kullanimlik eldiven ve koruyucu
gozltk kullanin. Daha fazla bilgi icin Grindn tedarikcisinden edinebileceginiz ilgili gtvenlik
bilgi formu (GBF) dokimanina bakiniz.

(=) (4] (s]
@0 E

&0

Label

Sekil 4: Sekilde PyroMark Q24 Kartusu gorulmektedir. Harfler ayirag siselerindeki
etiketlere karsilik gelmektedir. E enzim karisimi ekleyin, S alt madde karsimi ekleyin
anlamina gelmekte, (A, T, C, G) ise islem ayarlari “Aletler” menusunin altindaki On
Islem bilgi raporunda verilen hacim bilgilerini ifade etmektedir.

6. Kartus kapagini acin ve dolu ayirag kartusunu etiketi disar bakacak
sekilde igeriye yerlestirin. Kartusu sonuna kadar itin ve asagiya dogru
bastirin.

7. Kartusun 6n tarafindaki cizginin goriindiigiinden emin olan ve kapagi
kapatin.

8. Plaka gercevesini agin ve plakayi i1sitma blogunun Ustiine koyun.
9. Plaka cercevesini ve cihazin kapagini kapatin.
10. USB bellegi cihazin 6n tarafinda bulunan USB girisine takin.

Islem tamamlanmadan dnce USB bellegi cikarmayin.

11. Ana menuden (* ve v ekran diigmelerini kullanarak) “Calistir” (“Run”)
komutunu secin ve “OK” komutuna basin”.

12. “ ve w ekran diugmelerini kullanarak islem dosyasi (run file) komutunu
secin.
Klasortn icerigini gormek icin klasoru secin ve “Se¢” (“Select”) komutuna
basin. Bir dnceki gorinume dénmek icin “Geri” ("Back”) komutuna basin.

13. Islem dosyasi komutunu sectikten sonra islemi baslatmak icin “Sec”
(“Select”) komutuna basin.
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14. islem bitip, cihaz islem dosyasinin USB bellege kaydedildigini teyit
ettikten sonra, “Kapat” (“Close”) komutuna basin.

15. USB bellegi ¢ikarin.
16. Cihaz kapagini agin.

17. Kartus kapagini acin ve ayira¢ kartusunu kaldirip disan cekmek suretiyle
cikarin.

18. Kapagi kapatin.

19. Plaka gercevesini agin ve plakayi isitma blogunun tizerinden alin.

20. Plaka cercevesini ve cihaz kapagini kapatin.

21. Plakayi atin ve kartusla beraber gelen (iriin agiklamalarina uygun sekilde
kartusu temizleyin.

22. "Protokol 6: PyroMark isleminin Analiz Edilmesi”, sayfa 30'da bulunan
boliime gore analiz edin.
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Protokol 6: PyroMark isleminin Analiz Edilmesi
Bu protokolde tamamlanmigs bir therascreen UGTTAT isleminin PyroMark Q24
Yazimi kullanilarak genotip analizinin yapilmasi anlatiimaktadir.

Prosediir

1. (islem gérmiis islem dosyasinin kayith oldugu) USB bellegi bilgisayarin
USB girisine takin.

2. USB bellekteki islem dosyasini Windows Explorer programiyla
bilgisayarin istenilen yerine aktarin.

3. lislem dosyasini PyroMark Q24 Yazilimi AQ kipindeyken ya “Dosya”
(“File”) menusundeki “A¢” ("“Open”) komutunu secerek ya da kisayol
tarayicidaki (%) simgesini cift tiklayarak agin.

4. islemi analiz etmek ve sonuclarin genel bir gériiniimiinii almak icin
asagidaki Analiz diigmelerinden birini tiklayin.

T TUm hazneleri analiz et.
Secili hazneyi analiz et.

Islemin analiz edilmesiyle ilgili daha fazla bilgiyi PvroMark Q24 Kullanici
Kitapgiginda bulabilirsiniz.
5. Rapor almak icin “Raporlar” (“Reports”) menisiinden “Tam SNP Raporu”

("SNP Full Report”) veya “Genel SNP Raporu” ("SNP Overview Report”)
seceneklerinden birini seginiz.

Not: Sonuclarin glvenilir olmasi amaciyla tekli tepe ytksekliklerin 30
RLU'nun Gzerinde olmasini tavsiye ederiz. Deney ayarlarinda “gecer kalite
icin gereken tepe yuksekligini” 30 RLU olarak ayarlayiniz (Bakiniz "Ek A:
therascreen UGT1A1 Pyro dizisinin ayarlanmasi”, sayfa 43 ve PyroMark
Q24 Kullarucr Kitapcigina bakiniz).

Not: Pyrogram® Pyrogram penceresine sag tiklanarak gorinttlenebilen
cubuklu grafik ile her zaman karsilastinimalidir. Olctlen tepe degderler
cubuklu grafikteki cubuklarin yiksekligi ile eslesmelidir.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Sonuclarin karsilastiriimasi icin dahili insan Kontrol DNA'si kullanilabilmektedir.
S6z konusu kontrol DNA'sI *28 ve *6 gen cifti varyantlarina yonelik analiz
edildiginde sirasiyla homozigdz TA6/TA6 ve G/G genotipine sahiptir.

Genotip analizi PyroMark Q24 Yazilimi ile otomatik olarak yapiimakta, “Tam
SNP Raporu” ve "Genel SNP Raporunda” verilmektedir”.

Not: SNP raporlarinda verilen nitelik degerlemeleri ve uyarilar genotip
analizine iliskindir. AQ kipindeki PyroMark Q24 Yaziiminin Urettigi ilave nitelik
degerlemeleri ve uyarilari Gnemsenmeyebilir.

Temsil niteligindeki sonuclar

Temsil Niteligindeki Pyrogram sonuclari Sekil 5-10'da gosterilmistir.
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Sekil 5: -/- (TA6/TA6) genotipli numunelerin *28 gen cifti varyanti ile analiz edilmesinden
sonra elde edilen Pyrogram izi.
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Sekil 6: -/TA (TA6/TAT7) genotipli numunelerin *28 gen cifti varyanti ile analiz edilmesinden
sonra elde edilen Pyrogram izi.
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Sekil 7: TA/TA (TA7/TA7) genotipli numunelerin *28 gen cifti varyanti ile analiz
edilmesinden sonra elde edilen Pyrogram izi.
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Sekil 8: G/G genotipli numunelerin *6 gen cifti varyanti ile analiz edilmesinden sonra elde

edilen Pyrogram izi.
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Sekil 9: G/A genotipli numunelerin *6 gen cifti varyanti ile analiz edilmesinden sonra elde
edilen Pyrogram izi.
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Sekil 10: A/A genotipli numunelerin *6 gen ¢ifti varyanti ile analiz edilmesinden sonra elde
edilen Pyrogram izi.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
32 therascreen UGT1AT Pyro Kit Kullanim Kilavuzu  03/2015



Ariza Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu meydana gelebilecek sorunlarin ¢ozilmesine
yardimci olabilecektir. Daha fazla bilgi icin lUtfen Teknik Destek Merkezinin
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx adresinde bulunan Sikca Sorulan Sorular
sayfasina bakiniz. QIAGEN Teknik Hizmetlerindeki bilim insanlari hem bu

kitapciktaki protokol ve bilgilerle hem de numune ve deney teknolojileri ile
ilgili sorularinizi cevaplandirmaktan her zaman mutlu olacaklardir (iletisim
bilgilerini arka kapakta ve www.giagen.com adresinde bulabilirsiniz).

Not: Cihazda uygulanabilecek sorun giderme yontemlerini PyroMark Q24
Kullanici Kilavuzunda bulabilirsimiz.

Aclklamalar ve éneriler

Orneksiz kontrol (negatif kontrol) sinyalleri

a) Hazneler arasi capraz~ Hazneden gelen sinyalin yan hazneden tespit
konusma edilmesidir. Orneksiz kontrol haznelerinin
bitisigine yuksek sinyal yogunlugu olan
numuneler koymayiniz.

b) PCR bulasmas Filtrelerde steril pipet uclari kullaniniz. Numune,
(kontaminasyonu) kontrol maddesi ve amplikonlar gibi maddeleri
PCR ayiraclarindan ayri ayr ¢ikarip depolayiniz.

Yetersiz veya beklenmeyen dizi

Dustk kaliteli genomik  Dustk kaliteli genomik DNA PCR'Iin basarisiz

DNA olmasina neden olabilir. PCR numunelerini
elektroforetik teknigi ile analiz ediniz (6rnegin,
QlAxcel® Sistemi veya agaroz-jel elektroforezi)
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Aclklamalar ve éneriler

SNP Raporunda “Kontrol Edilmesi Gereken” (“Check”) veya “Basarisiz”
(“Failed”) sonug olmasi

a) "Dusuk tepe Pyro dizilimi dustk tepe sonucu vermeden
yUksekliginden dolayr  énce PCR ayarinda veya numune hazirliginda
Belirsiz / Basarisiz” isleme hatalart.

Uyarist Vakum aletiyle numunelerin tamaminin alinmasi

onemlidir. Vakum aletinin numunelerin icine
yavasca girmesine ve hareketsizlestirme icin
kullanilan PCR plakasinin ve seritlerinin seklinin
numunelerin hepsini alacak sekilde olmasina
dikkat ediniz. Filtre cubuklarina PyroMark Q24
Kullanicr Kitapgigina uygun sekilde duzenli islev
testi yapiniz ve ilgili uyari verildiginde filtre
cubuklarini degistiriniz.

Nitelik degerlemesinin “Kontrol Edilmesi
Gereken” olmasi durumunda Programi
Pyrogram penceresine cift tiklayarak
goruntilenebilen cubuklu grafik ile dikkatli bir
sekilde karsilastinniz. Olctlen tepe degerleri
cubuklu grafigin cubuklarr ile eslesiyorsa sonug
gecerli demektir. Aksi takdirde numunenin
tekrar islem gormesi tavsiye edilir.
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Aclklamalar ve éneriler

b) “Genotip Belirlemesi  Nitelik degerlemesinin “Kontrol Edilmesi
Belirsiz / Basarisiz” Gereken” olmasi durumunda Pyrogrami
uyaris Pyrogram penceresine cift tiklayarak

goruntulenebilen cubuklu grafik ile dikkatli bir
sekilde karsilastiriniz. Olculen tepe degerleri
cubuklu grafigin cubuklari ile eslesiyorsa sonug
gecerli demektir. Aksi takdirde numunenin
tekrar islem gormesi tavsiye edilir.

FFPE tumor odrneklerinde daha fazla alinabilen
ve UGTTA1 *28 dizisinde TA tekrarlarinda
polimeraz kaymasindan kaynakli uyari alinabilir.
Ornekte yuksek kaliteli DNA (6rnegin, kan
orneklerinden izole edilmig) kullanildigindan
veya ornek DNA miktarini arttirdiginizdan emin
olunuz.

C) Beklenmeyen sekilde  Beklenmeyen tepe degerlerin olusmasi
seyrek gen cifti durumunda Kontrol Edilmesi Gereken” veya
varyantlari "Basarisiz” kalite degerlemeleri olusabilir. Bu

durum “Analiz Edilecek Dizi" ile analiz
edilmemis beklenmeyen gen cifti varyantina
isaret ediyor olabilir. Boyle 6rnekler
beklenmeyen gen ¢ifti varyantlar g6z 6nine
alinarak alternatif “Analiz Edilecek Dizi" ile
analiz edilmelidir.
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Aclklamalar ve éneriler

d) X bolmesinde yiksek  Pyrogram, Pyrogram penceresine cift tiklayarak
tepe degeri sapma goruntilenebilen cubuklu grafik ile dikkatli bir
uyarisi sekilde karsilastirimalidir. Olctlen tepe

degerleri cubuklu grafigin cubuklari ile
eslesmiyorsa ve bu durum seyrek gen cifti
varyantlari ile aciklanamiyorsa numunenin
tekrar islem gormesi tavsiye edilir.

Yiuksek Arka Plan

a) Nukleotidlerin yanli Nukleotidleri 2-8 °C isida saklaymiz. -15 ila -25
muhafaza edilmesi °Cisida muhafaza edilmesi arka planin
artmasina neden olabilir.

b) Pyro dizilim analizi PyroMark Q24 plaka tutucusundaki numuneleri
oncesi numunelerin 10-15 dakika streyle oda 1sisinda tutunuz.
yeteri sUreyle Sogutma suresini kisaltmayiniz.

sogutulmamasi

c) Kartusun bulasmas Kartusu drun doktdmanlarindan aciklandigi
(kontaminasyonu) sekilde dikkatle temizleyiniz. Kartusu isik ve
tozdan uzak tutunuz.

Pozitif kontrollerde sinyal olmamasi

a) Haznelerin tamaminda PyroMark Q24 Kartusunun “Aletler”
yetersiz enzim veya alt  menusundeki “Islem Oncesi Bilgilerine” uygun
madde karisimi olmasi  sekilde doldurulmus oldugundan emin olunuz.

b) Ayiraclarin yanls therescreen ayiraclarini 27. sayfada bulunan
muhafaza edilmesi ve  “Protokol 5: PyroMark Q24'an Calistirilmas!”,
seyreltiimesi bolimine uygun sekilde hazirlaymiz.
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Aclklamalar ve éneriler

¢) PCR veya numune PCR ayarlarinda isleme hatalar, PCR
hazirlamanin donguleyicinin programlanmasi veya Pyro
yapilamamasi dizilimi dncesi numune hazirlanmasi sinyal

alinmamasina yol acabilir. Filtre cubuklarina
PyroMark Q24 Kullanicr Kitapgigina uygun
sekilde duzenli islev testi yapiniz ve ilgili uyar
verildiginde filtre cubuklarini degistiriniz. PCR ve
Pyro dizilim analizini tekrarlayiniz.

Kalite Kontrol
QIAGEN'in ISO onayli Kalite Yonetim Sistemine gore her bir therascreen

UGT1AT Pyro Kiti Urtin kalite uygunlugunu saglamak Gzere 6nceden
belirlenmis teknik 6zelliklere gore test edilir.

Sinirlamalar

Uretilen tanilama sonuclari diger klinik ve laboratuvar bulgulari ile birlikte
yorumlandiniimalidir.

Laboratuarinda kullandigi QIAGEN performans calismalari kapsaminda
olmayan prosedurlerin sistem performanslarinin dogrulanmasi kullanicinin
sorumlulugundadir.

Performans Ozellikleri

Hassasiyet

Hassasiyet verileri dizinin dogru *28 ve *6 gen cifti varyantlarina gore toplam
degiskenliginin belirlenmesini saglar. Gen cifti varyantlarini tastyan plasmidler
(%0, 50, 100) oranlarinda kanstinlmis olup, bunlar homo ve heterozigot
genotipleri (*28 TA6/TA6, TA6/TA7 ve TA7/TA7; *6 G/G, G/A ve A/A)temsil
etmektedir. Her kansim yedi adet Pyro dizilim islemi ile analiz edilmistir,
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bunlar therascreen UGTTA1 Pyro Kiti, PyroMark Q24 gerecleri, operatorleri,
gunleri ve laboratuarlarinin farkli lotlar ile tekrarlanmustir.

Hassasiyet Dogru Tahmin Orani (yani dogru genotip sonucu verecek sekilde
analiz edilen numunelerin orani) olarak ifade edilmektedir. *28 ve *6 gen cifti
varyantlarinin genotip analiz dizilimleri sirasiyla 8 ve 9. tablolarda siralanmig
olup, analiz edilen numunelerin Dogru Tahmin Degeri %100'ddr.

Tablo 8: *28 gen cifti varyantinin genotip hassasiyeti

Genotip* Numune sayisi Dogru tahminler
Homozigot TA6/TA6 21 2
Homozigot TA6/TA7 21 21
Homozigot TA7/TA7 20 20

* OD,gp Olctimine gore %0, 50 ve 100 plasmid karisimlari ile temsil edilmektedir.

Tablo 9: *6 gen ¢ifti varyantinin genotip hassasiyeti

Genotype* Number of samples Correct calls
Homozigot G/G 21 27
Homozigot G/A 2 2
Homozigot A/A 21 21

* OD,gp Olctimine gore %0, 50 ve 100 plasmid karigsimlari ile temsil edilmektedir.

Tanilama Degerlendirmesi

therascreen UGT1AT Pyro Kiti, Sanger dizilimine gore degerlendirilmistir. 100
adet sabit formalinli parafin gomulu (FFPE) timor numunesinden DNA
alinmis ve *28 ve *6 gen cifti varyantina gore analiz edilmistir.
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DNA FFPE Doku Kiti kullanilarak izole edilmistir. therascreen UGT1AT Pyro Kiti
ile ABI ™ 3130 Genetik Analizort tzerindeki PyroMark Q24 ve Sanger
dizilimlerinin pyro dizilim analizleri yapilmistir.

Sanger dizilimi ile analiz edilen 100 numuneden 95 ve 99 numunenin genotipi
sirastyla *28 ve *6 gen cifti varyantlarr icin belirlenebilmistir. therascreen
UGTTAT Pyro Kiti ile 98 ve 99 numunenin enotipi sirasiyla *28 ve *6 gen ¢ifti
varyantlari i¢in belirlenmesi mamkun olmustur.

Her iki yontemle yirmi dokuz, 49 ve 12 adet numunenin sirasiyla A6/TAG,
TAG/TA7 ve TA7/TAT7 genotipi oldugu bildirilmistir. Dort adet ilave numune
therascreen UGT1AT Pyro Kiti kullanilarak TA6/TA6 genotipi gostermistir.
Sanger dizilimi ise TA6/TA7 genotipi tespt etmistir (Tablo 10).

Yontemlerin birinde veya ikisinde de basarisiz olan numuneler ayri
tutuldugunda therascreen UGT1A1 Pyro Kiti ve Sanger dizilimi, *28 gen ¢ifti
varyantinda %96 oraninda birbiri ile uyumlu olmustur (Tablo 10).

Tablo 10: Kafkasya orijinli numunelerde *28 gen cifti varyantina yonelik
genotip sonuclari

Sanger dizilimi

TA6/ TA6/ TA7/
TA6 TA7 TA7 Bilinmeyen  Toplam
TA6/TA6 29 4 0 2 35
therascreen  TAG/TA7 0 49 0 2 51
UGT1A1
PyroKit  TA7/TA7 0 0 12 0 12
Bilinmeyen 0 T 0 1 2
Toplam 29 54 12 5 100

Tum numuneler hem Singer dizilimi hem de therascreen UGT1AT Pyro Kiti
kullanilarak *6 gen cifti varyantinda homozigot G/G genotipi géstermistir. Bun
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sonu¢ en on bilgilerle uyumlu olup, A/G ve A/A genotipleri Kafkasya
nufuslarinda adeta yoktur. Bu nedenle, Asyali kisilerin yanak icinden alinan 26
adet ilave DNA, QlAcube® Uzerindeki QlAamp DSP DNA Blood Mini Kiti ile
izole edilmis ve *6 gen ¢ifti varyantina yonelik analiz edilmistir.

On bes, dokuz ve iki adet numunenin her iki ydntemle sirasiyla G/G, G/A ve
A/A genatipleri oldugu bildirilmistir (Tablo 11).

Yontemlerin birinde veya ikisinde de basarisiz olan numuneler ayri
tutuldugunda therascreen UGT1AT Pyro Kiti ve Sanger dizilimi, *6 gen cifti
varyantinda %96 oraninda birbiri ile uyumlu olmustur (Tablo 11).

Tablo 11: Asya orijinli numunelerde *28 gen cifti varyantina yonelik genotip
sonuglari

Sanger dizilimi
G/G G/A A/A Bilinmeyen Toplam

G/G 15 0 0 0 15

therascreen G/A 0 9 0 0 9
UGT1A1 Pyro

Kit A/A 0 0 2 0 2

Bilinmeyen 0 0 0 0 0

Toplam 15 9 2 0 26

Not: Performans 6zelliklerinin belirlenmesi icin kullanilan tim islemlerde sinyal
30 RLU'nun Uzerinde idi. Bu sinyaller rutin olarak kandan veya sabit formalinli
parafine gomult dokudan izole edilmis 10 ng DNA'dan elde edilmistir.

Referanslar

QIAGEN kendi tranleri ile ilgili baytk ve gtncel bir bilimsel yayin veritabani
tutmaktadir. Istediginiz makaleleri bulmak icin kapsamli arastirma imkanlari
bulunmaktadir. Sadece anahtar kelime ile arastirma yapilabildigi gibi,
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uygulama, arastirma alani, baslik gibi bilgilere gére de arama
yapilabilmektedir,

Referanslarin tan listesi www.giagen.com/RefDB/search.asp adresindeki
QIAGEB Referans Veritabanindadir. QIAGEN Teknik Hizmetlerinden veya
yerel distributoérantzden de alabilirsiniz.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Semboller

W N> <N> adet teste yeterli ayirac icerir

E lle kullanin

IVD In vitro tanilama tibbi cihazi
REF Katalog numaras

LOT Lot numarasl

MAT malzeme numarasl

compP|  Icerir

CONT| Icerik

NUM Numara

Sodyum Hidroksit
GTIN Global Ticaret Malzeme Numarasl

[si Siniri

Imalatcl

HL%IE

Kullanim icin talimatlara bakiniz

iletisim Bilgileri

Teknik yardim ve bilgi almak i¢cin www.giagen.com/Support adresinden

Teknik Destek Merkezine basvurunuz veya QIAGEN Teknik Servis Bolumlerini
veya yerel distribtorleri araymiz. (arka kapaga bakiniz veya www.giagen.com

adresini ziyaret ediniz).
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Ek A: therascreen UGT1A1 Pyro dizisinin ayarlanmasi

therascreen UGT1A1 dizisini ilk defa kullanmadan nce dizi dosyasinin
duzenlenmesi gereklidir. UGTTAT gen ¢ifti varyantlarinin PyroMark Q24
Yazilimi ile dizenlenmesi asagidaki sekildedir.

Prosediir
UGT1A1 *28

1. Arac cubugundan = simgesine basin ve “Yeni AQ Dizilimi” secenegini
secin”.

2. "Analiz Edilecek Dizilim” boliimiine ATATAT[AT]GGCA yazin

3. “Dagilim sirasi” bolimiine CATATATATGC yazin

4. "Analiz Parametreleri” tabini tiklayin ve “Tepe Yiikseklik Esigi - Geger
kalite icin gereken tyepe yliksekligi” degerini 30'a yiikseltin.

5. Arac cubugundan sl simgesine basin ve *28 UGT1AT1 dizisini kaydedin.

2
1
O 1 . .—. . . . 1 1
C A T A T A T A T G C
5

10

Sekil 11. UGT1A1 *28 gen cifti varyanti genotip grafigi.

UGT1A1 *6

1. Arag cubugundan = simgesine basin ve “Yeni AQ Dizilimi” secenegini
secin

2. “Analiz Edilecek Dizilim" bouliimiine CRGAGCAT yazin

3. "Dagilim sirasi” bélimiine TCAGAGCA yazin

4. “Analiz Parametreleri” tabini tiklayin ve “Tepe Yiikseklik Esigi - Geger
kalite icin gereken tyepe yliksekligi” degerini 30'a ytikseltin.

5. Arac cubugundan el simgesine basin ve *6 UGT1A1 dizisini kaydedin.
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. T c A
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5
Sekil 12: UGT1A1 *6 gen cifti varyanti genotip grafigi.

Ek B: Atik Kutusu ve Haznelerin Bosaltilmasi
UYARI Tehlikeli Kimyasal Maddeler

A Sodyum hidroksit kullanilan vakum is istasyonunu ile
kullanilan Densirme Cozeltisi goz ve deriyi tahris eder.

Her zaman guvenlik gozltkleri, eldivenleri ve laboratuvar
onlaga kullaniniz

Sorumlu kisi (yani laboratuvar yoneticisi) calisma yerinin
guvenligi ve cihaz operatorlerinin tehlikeli seviyede toksik
maddeye (kimyasal veya biyolojik) maruz kalmamalari icin
gerekli dnlemleri almakla sorumludur. Bunlar Guvenlik Bilgi
Formunda (GBF) veya OSHA,* ACGIH,T veya COSHH*
dokdmanlarinda belirtilmistir.

Havalandirma bacalari ve atik tahliyeleri ulusal ve yerel saglik

ve guvenlik mevzuatina uygun olmaldir.

* OSHA: Is Guvenligi ve Saghigi Idaresi (Amerika Birlesik Devletleri)
" ACGIH: Amerikan Kamu Endustri Hijyenistler Birligi (Amerika Birlesik Devletleri)
" COSHH: Saglik Icin Tehlikeli Maddelerin Kontrolt (Birlesik Krallik)

Laboratuvar atiginin bertaraf edilmesi icin federal, eyalet ve bolgesel cevresel
dizenlemelere uydugunuzdan emin olun.

Baslamadan 6nceki 6nemli hususlar

B Bu protokol ytksek saflikta su gerektirir.
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Prosediir

B1. Vakum aletine vakum uygulanmadigindan emin olun. Vakumun kapal
oldugundan emin ve pompanin kapali konumda oldugundan emin olun.

B2. Haznelerde kalan ¢ozeltileri atin.

B3. Hazneleri yliksek saflikta su ile durulayin veya gerekiyorsa degistirin.

B4. Atik kutusunu bosaltin.
TUpten baglantisi kesilmeden kapagi ¢ikarilabilmektedir.

B5. Vakum is istasyonun temizlenmesi gerekiyorsa (6rnegin tozlanmissa veya
dokiintii olmussa) PyroMark Q24 Kullanici Kilavuzundaki talimatlarin
uygulayin.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Siparis Bilgileri

Uriin icerigi Kat. no.
therascreen UGT1AT  PyroMark Q24 sistemleri 24 971540
Pyro Kit (24) ayiraclariicin: Seq primerleri,

PCR Primerleri, Insan Kontrol
DNA, PyroMark PCR Master
Karisimi, CoralLoad Konsantresi,
PyroMark Baglama Tamponu,
PyroMark Sertlestirme
Tamponu, PyroMark
Denattrasyon Cozeltisi,
PyroMark Yikama Tamponu,
Enzim Karisimi, Substrat
Karisimi, dATPasS, dCTP, dGTP,

dTTP ve H20
Aksesuarlar
PyroMark Q24 Plate 24 Oluklu sekanslama reaksiyon 979301
(100) plaka
PyroMark Q24 Ayiraclar ve nukleoditler 979302
Cartridge (3) dagitimi icin tupler
PyroMark Vacuum  Promark Vakum Calisma Yeri
Prep Filter Probe icin Yeniden kullanilabilen filtre 979010
(100) Problar Q96 ve Q24
PyroMark Control Kurulum icin sistem kontrolG 979303
Oligo
PyroMark Q24 Performans icin sistem onay! 979304

Validation Oligo

ilgili Uriinler
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Uriin icerigi Kat. no.

PyroMark Q24 MDx Paralelde 24 ¢rnegin 9001513
Pyrosequencing'i icin dizilim

temelli deteksiyon platformu

PyroMark Q24 Paralelde 24 6rnegin 9001514
Pyrosequencing'i i¢in dizilim
temelli deteksiyon platformu

PyroMark Q24 MDx  Vakum Calisma Yeri (220V) PCR 9001517*
Vacuum cihazindan Monokataner 90071575
Workstation sablona 24 6rnek paralelde,

hazirlanmas
PyroMark Q24 Vakum Calisma Yeri (220V) PCR 9001518
Vacuum cihazindan Tek- dizili sablona
Workstation 24 ornek paralelde, hazirlanmasi
PyroMark Q24 MDx  Uygulama Yazilimi 9019063
Software
PyroMark Q24 Inceleme Yazilimi 9019062
Software
QlAamp DNA FFPE 50 DNA prepler icin: 50 QlAamp 56404
Tissue Kit (50) MinElute ®

Satunlari, Protenize K,
Tamponlar, Koleksiyon Tapleri
(2ml)
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Uriin icerigi Kat. no.

EZ1 DNA Tissue Kit 48 Pres icin: Ayirac tupleri( 953034
(48) Doku) , Tekrar kullanilabilen
Filtre uclan, tekrar kullanilabilen

ug-tutuculan, dérnek tupleri,
eltsyon tupleri(1.5 ml) , Tampon
G2, Proteinaz K

QlAamp DSP DNA 50 Prepler icin: QlAamp Mini 61104
Blood Mini Kit Spin Sdtunlar, Tamponlar,

Ayiraclar, Tupler, Vac

Baglayicilar

* Sadece Ingiltere

" Dunyanin geri kalan

Guncel lisans bilgisi ve Urtine 6zgu feragatnameler icin ilgili QIAGEN kiti el
kitabr veya kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kiti kitapgiklarini ve kullanim
kilavuzlarr www.giagen.com adresinde bulabilir veya QIAGEN Teknik

Servisleri'nden veya yerel distribttérundzden talep edilebilirsiniz.
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Bu sayfa bilerek bos birakilmistir
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Bu sayfa bilerek bos birakilmistir
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Bu sayfa bilerek bos birakilmistir
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Ticari markalar: QIAGEN®, BioRobot®, QlAamp®, QlAcube®, QlAxcel®, CoralLload®, EZ1®, HotStarTag®, MinElute®, Pyro®, Pyrogram®,
PyroMark®, Pyrosequencing®, therascreen® (QIAGEN Group); ABI™ (Life Technologies); Milli-Q® (Millipore Corporation); Sepharose® (GE
Healthcare); Variomag (Florida Scientific Services, Inc.); Windows® (Microsoft Corporation).

Sinirhi Lisans Anlasmasi

Bu arundn kullaniimasi, therascreen UGT1AT PyroKit Kit Grtnlerini satin alan kisinin ya da kullanicinin asagidaki kosullarda bir anlasmasi anlamina
gelir:

1.

therascreen UGT1AT PyroKit Kit yalnizca therascreen UGT1A1 PyroKit Kit Kullanim Kilavuzu’na goére ve yalnizca bu Kit igcinde icerilen
komponentlerle birlikte kullaniimak icindir. QIAGEN kendisinin her hangi bir fikri haklari altinda bu Kitin icerigindeki bilesenlerin bu kit
icerisinde icerilmeyen her turld komponentler ile birlikte kullanimi icin bir lisans sunmaz, therascreen UGT1A1 PyroKit Kit Kullanim
Kilavuzu'nda tanimlanmig olanlar bu hususlarin digindadir ve ilave protokoller www.giagen.com sitesinde mevcuttur.

Acikca ifade edilen lisanslarin disinda QIAGEN bu Kitin ve/veya onun kullaniminin G¢incu kisilerin haklarinin ¢ignenmeyecegini garanti
vermez.

Bu kit ve bilesenler tek bir kullanim igin lisanslanmustir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve yeniden satilamaz.
QIAGEN belirli bir bicimde agikca belirtilenler disindaki diger lisanslari acik¢a ya da ima yoluyla onaylamaz.

Kitin satin alicisi ya da kullanicisi bagka bir kisinin yukarida yasaklanan her hangi bir kuralin hafifletiimesi yéntnde bir adim atmasina izin
vermemek konusunda anlagirlar. QIAGEN bu Sinirli Lisans Anlasmasinin yasaklarini herhangi bir Mahkemede uygulatabilir ve avukat Ucreti
dahil bu Sinirli Lisans Anlasmasi ya da Kit ve/veya bunun bilesenleriyle ile ilgili tum arastirma ve Mahkeme masraflarini talep edecektir.

Guncellenmig lisans kogullari icin, www.qgiagen.com sitesine bakin.

© 2015 QIAGEN, tum haklarr saklidir.
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Avustralya = Siparisler 03-9840-9800 = Faks 03-9840-9888 m Teknik 1-800-243-066
Avusturya B Siparisler 0800/28-10-10 M Faks 0800/28-10-19 M Teknik 0800/28-10-11
Belgika M Siparisler 0800-79612 M Faks 0800-79611 M Teknik 0800-79556

Kanada M Siparisler 800-572-9613 M Faks 800-713-5951 M Teknik 800-DNA-PREP (800-362-7737)
Gin W Siparisler 021-51345678 M Faks 021-51342500 M Teknik 021-51345678

Danimarka M Siparisler 80-885945 M Faks 80-885944 M Teknik 80-885942

Finlandiya M Siparisler 0800-914416 M Faks 0800-914415 M Teknik 0800-914413

Fransa M Siparisler 01-60-920-926 M Faks 01-60-920-925 M Teknik 01-60-920-930 M Teklifler 01-60-920-928
Almanya B Siparisler 02103-29-12000 M Faks 02103-29-22000 M Teknik 02103-29-12400
Hong Kong B Siparisler 800 933 965 M Faks 800 930 439 M Teknik 800 930 425

ifanda M Siparisler 1800-555-049 M Faks 1800-555-048 M Teknik 1800-555-061

ftalya® Siparisler 02-33430411 M Faks 02-33430426 W Teknik 800-787980

Japonya M Telephone 03-5547-0811 M Faks 03-5547-0818 M Teknik 03-6890-7300

Kore (GUney) W Siparisler 1544 7145 W Faks 1544 7146 W Teknik 1544 7145

Luksemburg M Siparisler 8002-2076 M Faks 8002-2073 M Teknik 8002-2067

Meksika M Siparisler 01-800-7742-639 M Faks 01-800-1122-330 M Teknik 01-800-7742-436
Hollanda M Siparisler 0800-0229592 M Faks 0800-0229593 M Teknik 0800-0229602
Norveg M Siparisler 800-18859 M Faks 800-18817 M Teknik 800-18712

Singapur M Siparisler 65-67775366 M Faks 65-67785177 M Teknik 1800-742-4368

Ispanya M Siparigler 91-630-7050 M Faks 91-630-5145 Teknik 91-630-7050

Isve¢ M Siparisler 020-790282 M Faks 020-790582 M Teknik 020-798328

Isvicre M Siparisler 055-254-22-11 M Faks 055-254-22-13 M Teknik 055-254-22-12

Ingiltere M Siparisler 01293-422-911 W Faks 01293-422-922 M Teknik 01293-422-999

QIAGEN

AsD M Siparisler 800-426-8157 B Faks 800-718-2056 M Teknik 800-DNA-PREP (800-362-7737)

Sample & Assay Technologies
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