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Guvenlik Bilgileri

Guvenlik Bilgileri

PyroMark Q24 MDx cihazini kullanmadan énce bu kullanim
kilavuzunu dikkatlice okumaniz ve givenlik bilgilerine
ozellikle dikkat etmeniz gereklidir. Sistemin givenli
kullaniminin saglanmasi ve sistemin guvenli bir durumda
kalmasini saglamak igin kullanim kilavuzundaki talimatlara
ve guvenlik bilgilerine mutlaka uyulmalidir.

Asagidaki guvenlik bilgisi torleri bu kilavuz boyunca
gdruleceklerdir.

UYARI

UYARI ifadesi sizin ya da diger kisilerin kisisel
yaralanmasi ile sonuglanabilecek durumlar hakkinda sizi
bilgilendirmek icin kullanilir.

Bu kosullar hakkindaki ayrintilar bunun gibi kutular icinde
verilmektedir.

DiKKAT

DIKKAT ifadesi sistem ya da diger ekipman hasarina yol
acabilecek durumlar hakkinda sizleri bilgilendirmek igin
kullanilir.

Bu kosullar hakkindaki ayrintilar bunun gibi kutular icinde
verilmektedir.

Bu kilavuzda verilen tavsiyeler kullanicinin Glkesindeki gegerli
normal gUvenlik kosullarini tamamlayicidir ve onlarin yerini
alma amagli degildir.
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Guvenlik Bilgileri

1.1 Uygun kullanim

UYARI Kisisel yaralanma ve malzeme hasari riski

PyroMark Q24 MDx cihazinin uygun olmayan bicimde
A kullanimi kisisel yaralanmalara ya da sistemin zarar
goérmesine neden olabilir.
PyroMark Q24 MDx cihazi sadece vasifli ve uygun sekilde
egitilmis olan personel tarafindan kullaniimahdir.
PyroMark Q24 MDx servisi yalnizca QIAGEN Saha Servisi
Uzmanlar tarafindan gerceklestiriimelidir.

Bakim iglemini BlUm 6 icinde tanimlandigi sekilde
gerceklestirin. QIAGEN® yanlis bakim nedeniyle gerekecek
tamir iglemleri igin Gcret talep edecektir.

UYARI Kisisel yaralanma ve malzeme hasari riski

PyroMark Q24 MDx Cihazi tek bir kisi tarafindan
A kaldinlamayacak kadar agirdir. Kisisel yaralanma veya
cihazin hasar gérmesini dnlemek igin cihazi tek basina
kaldirmayin.

UYARI Kisisel yaralanma ve malzeme hasari riski
,-\ Calisma sirasinda PyroMark Q24 MDx cihazini hareket

ettirmeye caligmayin.

1.2 Elektriksel givenlik

Servis iglemlerine basglamadan énce gic ¢ikislarindan ana
sebeke gic kablolarini gikarin.
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Guvenlik Bilgileri

UYARI

Elektriksel tehlike

Cihazin icerisindeki ya da digindaki herhangi bir koruyucu
iletkenin (toprak/zemin kablosu) kesintisi ya da koruyucu
iletken terminal baglantisinin kesilmesinin cihazi tehlikeli
hale sokmasi mimkindor.

Kasith kesinti yasaklanmigtir.

Ekipman icinde 6ldirici voltajlar

Ekipman ana sebekeye baglandiginda terminallerde
elektrik bulunabilir ve kapaklarin agilmasi veya parcalarin
ctkarilmasi muhtemelen elektrik gegen kisimlari ortaya
ctkaracaktir.

1.3

PyroMark Q24 MDx cihazinin tatmin edici ve givenli

calismasini garanti etmek icin asagidaki énerileri izleyin:

B Cihazin elekirik hatti kablolari koruyucu iletkenli
(topraklamal) gic cikislarina takilmalidir.

B Ana sebeke figlerini ekipmanin ana sebekeden hizla
ayrilmasinin gerekmesi olasihigina karsi kolayca
erigilebilir durumda tutun.

B Sadece sistemle saglanan gic¢ beslemeleri ve kablolarini
kullanin.

Biyolojik givenlik

Biyolojik materyal kullanirken, Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories (Mikrobiyolojik ve Biyomedikal
Laboratuvarlarda BiyogUvenlik) HHS
(www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm) gibi yayinlarda
tanimlandig sekilde guvenli laboratuvar prosedurlerini
kullanin.
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Guvenlik Bilgileri

UYARI

VAN

Biyolojik materyaller

Biyolojik materyalle caligirken gerekli givenlik
uygulamalari cercevesinde ¢ok dikkatli olun. Her zaman
guvenlik gézltkleri, 2 cift eldiven ve laboratuvar 8nlGgo
giyin.

Sorumlu kisi (6rnegin laboratuvar ydneticisi) cevresel
calisma ortaminin givenli olmasini ve kullanicilarin ve
kabul edilebilir Materyal Givenligi Veri Dokimanlarinda
(MSDS'ler) ya da OSHA,* ACGIH, veya COSHH*
dokUmanlarinda tanimlandigr gibi tehlikeli seviyelerde
zehirli maddelere (kimyasal veya biyolojik) maruz
kalmamalarini saglamak igin gerekli énlemleri almalidir.
Daha fazla bilgi igin, www.giagen.com/support/msds.aspx
adresini ziyaret ediniz.

Dumanlarin havalandinimasi ve atiklarin ortadan
kaldinlmasinda tom ulusal, bélgesel ve yerel saglik ve
guvenlik duzenlemeleri ve yasalarina uyulmalidir.

* OSHA: Mesleki Guvenlik ve Saglik idaresi (Amerika Birlesik Devletleri).
t ACGIH: Amerikan Kamu Endistriyel Hijyenistleri Konferansi (Amerika Birlesik Devletleri).
* COSHH: Saghga Zararh Maddelerin Kontrolt (Birlesik Krallik).
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Guvenlik Bilgileri

1.4 Kimyasallar

UYARI Tehlikeli kimyasallar

Vakum ig istasyonuyla kullanilan Denatirasyon SolUsyonu
A godzler ve cilt igin tahrig edici olan sodyum hidroksit icerir.
Her zaman guivenlik gézlikleri, eldivenler ve laboratuvar
énliugo giyin.
Sorumlu kisgi (6rnegin laboratuvar ydneticisi) cevresel
calisma ortaminin givenli olmasini ve kullanicilarin ve
kabul edilebilir Materyal Guvenligi Veri Dokimanlarinda
(MSDS'ler) ya da OSHA,* ACGIH,t veya COSHH*
dokumanlarinda tanimlandidi gibi tehlikeli seviyelerde
zehirli maddelere (kimyasal veya biyolojik) maruz
kalmamalarini saglamak igin gerekli énlemleri almalidir.
Daha fazla bilgi igin, www.giagen.com/support/msds.aspx
adresini ziyaret ediniz.
Dumanlarin havalandiriimasi ve atiklarin ortadan
kaldinlmasinda tom ulusal, bélgesel ve yerel saglik ve
guvenlik dizenlemeleri ve yasalarina uyulmalidir.

* OSHA: Mesleki Givenlik ve Saglik idaresi (Amerika Birlesik Devletleri).
T ACGIH: Amerikan Kamu Endustriyel Hijyenistleri Konferansi (Amerika Birlesik Devletleri).
+ COSHH: Saghga Zararl Maddelerin Kontrolt (Birlesik Krallik).

1.5 Mekanik tehlikeler

PyroMark Q24 MDx Cihazinin kapagi cihaz caligirken kapali
tutulmalidir. Givenli olmayan bir durumda kapak agilirsa
sesli bir uyar sinyali sizi uyaracaktir.

UYARI Hareketli parcalar

PyroMark Q24 MDx Cihazinin ¢calismasi sirasinda hareketli
A parcalara temastan kaginmak icin cihaz, kapagi kapali
durumda cahighirnlmalidir.
icinde kullanicinin servis verebilecegi bir kisim
olmadigindan kapak panellerini ¢cikarmayin. PyroMark
Q24 MDx Cihaziyla ilgili bir problem varsa hemen
QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.
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UYARI Sivri igneler

Reaktif kartusunun altindaki sivri ignelere dokunmayin.
A igneleri dikkatli kullanin. Kigik partikiller ve lifler igneleri
tikayabilir.

DIKKAT Isik kilavuzu bakimi
Cihaz igindeki 1sik kilavuzu blogu ile 1sitma blogu
A arasindaki boglugu temizlemek igin tiftiksiz mendiller
kullanin. Kagit mendiller kullanmayin.

1.6 Is1 tehlikesi

UYARI Sicak yiozey

Plaka tutucu ve isitma blogu (birlestirme igin) 80°C (176°F)
A sicakhiga ulasabilirler. Sicakken bunlara dokunmaktan
kaginin.

DIKKAT Asiri 1Isinma riski
Uygun havalandirma saglamak igin PyroMark Q24 MDx
A Cihazinin yaninda ve arkasinda minimum 10 ¢cm (3,94 ing)
bir aciklik birakin.
PyroMark Q24 MDx Cihazinin havalandirmasini saglayan
araliklar ve agikhklar kapatilmamalidir.

1.7 Sarf Malzemeleri

DIKKAT Desteklenmeyen sarf malzemeleri
Belirtilenler disinda sarf malzemesi, aksesuarlar veya harici
A ekipman takmayin veya kullanmayin.
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Guvenlik Bilgileri

1.8 PyroMark Q24 MDx ve PyroMark Q24
UriOnleri Uzerinde semboller
Sembol Konum Dil Tanim
Cihazin EN CE igareti
c € arkasindaki
tip plakasinin
Uzerinde
Cihazin EN Kanada ve A.B.D. igin
sp' arkasindaki CSA listeleme isareti
o s tip plakasinin
Uzerinde
Cihazin EN Birlesik Devletler
c arkasindaki Federal Haberlegsme
tip plakasinin Komisyonunun FCC
Uzerinde isareti
Cihazin EN Avustralya icin RCM
arkasindaki isareti (tedarikgi kimlik
tip plakasinin tanimlamasi N17965)
Uzerinde
b Cihazin EN Cin icin RoHS isareti
25’ arkasindaki (elektrikli ve elektronik
tip plakasinin ekipmanlarda belirli
Uzerinde tehlikeli maddelerin
kullaniminin
kisitlanmasi)
Cihazin EN Atk Elektriksel ve
arkasindaki Elektronik Ekipman
tip plakasinin (WEEE)
Uzerinde
]
Cihazin EN in vitro diagnostik tibbi
IVD arkasindaki cihaz
tip plakasinin
Uzerinde
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Guvenlik Bilgileri

Sembol Konum Dil Tanim

Reaktifler, EN Uretim serisi/lot fanimi
LOT solusyonlar,
kartus, plaka

Reaktifler, EN <N> ftest icin reaktif
solUsyonlar icermektedir

<

<N>

Reaktifler, EN Katalog numarasi
solUsyonlar,
kartus, plaka

Reaktifler, EN Materyal numarasi
MA solUsyonlar,
kartus, plaka

Reaktifler, EN Bilesen
solUsyonlar,
kartus, plaka

Reaktifler, EN icindekiler
CONT solUsyonlar,
kartug, plaka

Reaktifler, EN Numara

NUM solUsyonlar,
kartus, plaka

g
d 8|8
I : l H

Reaktifler, EN Son kullanma tarihi
solUsyonlar,
kartug, plaka

Reaktifler, EN Sicakhk sinirlamasi
solUsyonlar,
kartus, plaka

Cihaz, VPW, EN Kilavuzu okuyun
reaktifler,
kartus

=B
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Guvenlik Bilgileri

A

Sembol Konum Dil Tanim
Tom diger EN Yasal Uretici
Urinler ve
‘ cihazin
arkasindaki
tip plakasi
\\‘// Kartug EN Isiktan/gunes 1s1§indan
//-I ~ uzak tutun
/\\
.
Kartug EN Metot numarasi
| INSTRUM-PARAM | Kartug EN Cihaz parametreleri
Cihaz iginde EN Uyari, kullanim

kilavuzuna bagvurun
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Giris

2.1

Giris
PyroMark Q24 MDx cihazini sectiginiz igin tesekkir ederiz.

Laboratuvarinizin ayrilmaz bir parcasi haline geleceginden
eminiz.

PyroMark Q24 MDx cihazini kullanmadan énce bu kullanim
kilavuzunu dikkatlice okumaniz ve givenlik bilgilerine
ézellikle dikkat etmeniz gereklidir (bakiniz B81Gm 1). Sistemin
guvenli kullaniminin saglanmasi ve sistemin givenli bir
durumda kalmasini saglamak igin kullanim kilavuzundaki
talimatlara ve gUvenlik bilgilerine mutlaka uyulmalidir.

Bu kullanim kilavuzu hakkinda
Bu kullanim kilavuzu asagidaki bélimlerde PyroMark Q24
MDx cihazi hakkinda bilgi saglar:

1. Guvenlik Bilgileri

Girig

Genel Tanim

Kurulum iglemleri

Caligtirma Islemleri

Bakim islemleri

Sorun Giderme

Sézluk

Ekler

Ekler arasinda sunlar vardir:

M Teknik veriler

M Cevresel kosullar

B WEEE geri donustirme gereklilikleri
|

|

R

Tahlil tasarimi ve dogrulama
Garanti kogullar
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Giris

2.2 Genel bilgi

2.2.1 Teknik yardim

QIAGEN'deki teknik destegimizin kalitesi ve her an hazir
bulunmasi yénuyle kendimizle gurur duyuyoruz. Teknik Servis
Departmanlarimizda érnek ve molekiler biyoloji teknolojileri
ve QIAGEN Urinlerinin kullanimi konusunda genis pratik ve
teorik deneyimi bulunan tecribeli bilim insanlari istihdam
edilmektedir. PyroMark Q24 MDx veya genel olarak
QIAGEN 0ronleri ile ilgili herhangi bir sorunuz oldugunda ya
da herhangi bir zorlukla kargilagtiginizda lGtfen bizimle irtibat
kurmaktan ¢ekinmeyin.

QIAGEN musterileri Grinlerin ileri seviyedeki kullanimi ya da
uzmanlagmig kullanimi konusunda ana kaynaktir. Bu bilgiler
diger bilim insanlari icin oldugu kadar QIAGEN'deki
arastirmacilar igin de yararlidir. O nedenle biz sizlerin Gron
performansi ya da yeni uygulamalar ve teknikler hakkinda
herhangi bir éneriniz oldugunda bizimle irtibat kurmanizi
destekliyor ve arzu ediyoruz.

Teknik yardim ve daha fazla bilgi igin [0tfen
www.giagen.com/Support adresindeki Teknik Destek
Merkezimize gidin veya QIAGEN Teknik Servis
Bslumlerinden ya da yerel distribitérlerden birini arayin
(arka kapaga bakin veya www.giagen.com) adresini ziyaret

edin).

2.2.2 Politika beyani

Yeni teknikler ve bilesenler ortaya ¢iktiginda Urinlerin
geligtirilmesi QIAGEN'in politikasidir. QIAGEN herhangi bir
zamanda &zellikleri degistirme hakkini sakli tutar.

Yararh ve uygun dokimantasyonun Uretilmesi ¢cabalarinda,
bu kullanim kilavuzuyla ilgili yorumlarinizdan memnunluk
duyariz. Lotfen QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.

2.2.3 Versiyon yonetimi

Bu belge PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu, versiyon
1.0, revizyon R4'tr.
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Giris

2.3

2.3.1

PyroMark Q24 MDx kullanim amaci

PyroMark Q24 MDx cihazi klinik dnemi olabilecek
belirlenmis degisken DNA pozisyonlarinda degisiklikleri
saptamak icin bir sistemdir.

PyroMark Q24 MDx cihazinin Avrupa'da in vitro diagnostik
kullanim igin olmasi amaglanmusgtir.

PyroMark Q24 MDx Cihazinin sadece kit kullanim
kilavuzlarinda tanimlanan uygulamalar igin PyroMark Q24
MDx Cihaziyla kullaniimasi endike QIAGEN Kitleriyle
kombinasyon halinde kullanilmasi amaglanmigtir.

PyroMark Q24 MDx Sisteminin molekUler biyoloji teknikleri
ve PyroMark Q24 MDx Sisteminin calishrilmasi konusunda
egitilmis teknisyenler ve doktorlar gibi profesyonel
kullanicilar tarafindan kullanim icin tasarlanmugtir.

PyroMark Q24 MDx kullanicilan igin gereklilikler

Asagidaki tabloda PyroMark Q24 MDx cihazlarinin
taginmasi, kurulumu, kullanimi, bakimi ve servisi icin gerekli
genel yetkinlik ve egitim seviyeleri gosterilmektedir.
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Giris

Rutin kullanim
(protokollerin
yUritilmesi)

Tahlil tasarimi
ve dogruloma

Onleyici bakim

Servis ve yillik
koruyucu bakim

Saha Servisi
Uzmanlari

Laboratuvar
teknisyenleri veya
esdegeri

Bilim insani veya
esdegeri

Laboratuvar
teknisyenleri veya
esdegeri

Yalnizca QIAGEN
Saha Servisi
Uzmanlari

Konu Personel Egitim ve deneyim
Tasima Ozel bir kosul yok Ozel bir kosul yok
Kurulum Yalnizca QIAGEN

Genel olarak otomasyon
ve bilgisayarlarin
kullanimina agina, uygun
sekilde egitilmis ve
deneyimli personel
Molekiler biyoloji
tekniklerine agina uygun
sekilde egitilmis ve
deneyimli personel

Genel olarak otomasyon
ve bilgisayarlarin
kullanimina agina, uygun
sekilde egitilmis ve
deneyimli personel
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Genel Tanim

3.1

3.2

Genel Tanim

PyroMark Q24 MDx cihazi genetik analiz ve epigenetik
metilasyon calismalarinda sekans bazli saptama ve
kantifikasyon icin gercek zamanli sekans bazli
Pyrosequencing® teknolojisini kullanir. Sistem 24 adede
kadar érnegi ayni anda analiz edilebilir. Ornekleri
hazirlamak igin kullanimi kolay bir protokolden yararlanilir.

PyroMark Q24 MDx tanimlari

PyroMark Q24 MDx: Cihaz, yazilim ve kurulum
PyroMark Q24 MDx Cihazi: Sadece cihaz

PyroMark Q24 MDx Yazilimi: Sadece yazilim

PyroMark Q24 MDx Vakum Is Istasyonu: Sadece Vakum
Is Istasyonu

PyroMark Q24 MDx Sistemi: Yukaridakilerin tomu arti
herhangi bir PyroMark Kiti

Pyrosequencing prensibi

Pyrosequencing, DNA sekanslarinin dogru ve kantitatif

analizi igin sentezleme yoluyla sekanslamayi kullanir.

1. Bir sekanslama primeri tek iplikcikli, PCR ile amplifiye
edilen bir DNA sablonuna hibridize edilir.

2. Sablon, enzimler ve substratlarla inkUbe edilir.

3. Dért nukleotidin birincisi reaksiyona eklenir. Nukleotid
eger sablon iplikgigindeki bazi tamamlayici ise DNA
polimeraz ile DNA iplik¢igine katlir.

4. Her katma olayiyla birlikte katilan nikleotid miktarina
molar olarak esit miktarda pirofosfat (PPi) serbest
kalmasi olur.

Polymerase

(DNA), + dNTP (DNA) , +PPi

5. ATP sulfuriloz, adenozin 5' fosfosulfat varliginda PPilyi
kantitatif olarak ATP'ye dénUsturir.
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Bu islem lusiferaz tarafindan lusiferinin oksilusiferine
dénidsmesini destekleyip ATP miktarina orantili miktarda
g6runur gtk olusturur. Isik, yukten baglasimli cihazlar
(CCD'ler) kullanimiyla saptanir ve Pyrogram® icinde bir
tepe olarak gérunur. Her 1sik sinyali katilan ndkleotid
sayisyla orantilidir.

Sulfurylase
gtk

APS+PPi  ATP

luciferin  oxyluciferin

\#

Luciferase

[ 4 7

ATP Light

sure

niikleotid katilimi Pyrogram ilinde bir
tepe olarak gbrildigi sekilde 1g1k

Nukleotid degradasyonu yapan bir enzim olan apiraz,
katilimi gerceklesmemis nikleotidler ve ATP'lerin surekli
olarak degradasyonunu yapar. Degradasyon
tamamlandiginda bagka bir nikleotid eklenir.

dNTP LAPY™SE o INDP + dNMP + fosfat

ATP  LABYESS o ADP 4+ AMP + fosfat

Nukleotidler her seferinde bir adet olmak Uzere eklenir.
Not: Dogal deoksiadenozin trifosfat (dATP) yerine
deoksiadenozin alfa-tiyo trifosfat (dATPaS) kullanilir
cunkd DNA polimeraz tarafindan etkin bir sekilde
kullanihir ama lusiferaz tarafindan taninmaz.

Sure¢ devam ederken tamamlayici sekans giderek olugur
ve nikleotid sekansi Pyrogram icindeki tepeden
belirlenir.
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nikleotid sekansi

G C - A GG cc T

=

eklenen niikleotid

3.3 PyroMark Q24 MDx prensibi

PyroMark Q24 MDx cihazi Pyrosequencing teknolojisini
kullanarak DNA sekanslama gergeklestirir.

1.

Ornekleri iceren PyroMark Q24 Plakasi cihaz igindeki
istma blogu Uzerine yerlestirilir ve PyroMark Q24
Kartusu PyroMark Gold Q24 Reaktifleriyle doldurulup
daghim Unitesine yerlestirilir.

PyroMark Q24 MDx Yazilimi kullanilarak olusturulan
calisma dosyasini iceren USB bellek cihazin én
tarafindaki USB girisine yerlestirilir. Sonra kullanici
tarafindan ¢aligma basglatilir.

Dagtim Unitesi basinci, karigtirict hizi ve 1sitma blogu,
islem bélmesi kapagi ve sogutucu sivi sicakliklar
énceden ayarl seviyelere ayarlanir.

Enzim ve substrat karigimlari dagitim kapillerlerinden
solUsyon gecirilip solUsyonla dolmalarini saglamak Gzere
plakanin sivi gecirme kuyusuna (dikdértgen kuyu) verilir.

Enzim karigimi ve daha sonra substrat karigimi kullanilan
tOm kuyulara dagmilir.

Dagtim Unitesindeki basing arthirilir.

Nukleotidler, kuyulara dagitilmadan énce sivi gegirme
kuyusuna verilir. NUkleotidler dnceden tanimlanmig bir
sirayla eklenir ve tOm enzimatik reaksiyonlarin
tamamlanmasini saglamak Gzere iki nikleotidin
eklenmesi arasinda 65 saniye gecer.

Cihaz, verileri isitma blogu altinda bulunan 24 CCDlyi
kullanarak ttm kuyulardan ayni anda toplar. Veriler
cihazda saklanir.
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9. Calisma sonrasinda veriler otomatik olarak USB bellege
aktarilir. Bir galisma sirasinda USB bellek cikarildiysa
veriler cihazdan manuel olarak alinabilir.

3.4 PyroMark Q24 MDx Cihazi

B Cihaz kapag
B Ekran

B Meno dogmeleri
B USB girisi

B Guic anahtari

B Sogutma cihazi gic
alirken LED yanar

USB girisi (inaktif)

— B Sogutucu seviyesi
8 . penceresi icin gk
T = ums digmesi
man" AiEEE '=== B ) o
BiE A Suw B Sogutucu seviyesini
Eil EE gosteren pencere
o m

I.!-

o . B Cihaz gig konektdr
- W e W e 24N ———=

B Sogutucu gig
konektéri 12V

PyroMark Q24 Cihazi dis kismi.
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3.4.1

3.4.2

Islem bélmesi

Isitma blogu.

islem bélmesi, plaka ve iceriginin dogru sicakhgini sirdiren
bir 1sitma blogu icerir. Oda sicakhgr fazla yuksekse, 1sitma
blogu PyroMark Q24 MDx Cihazi Sogutma Cihazi (6nceden
monte edilmistir) ile sogutulur.

Veriler, isitma blogu altindaki 24 CCD tarafindan tom
kuyulardan ayni anda toplanir. Eklenen nikleotidle pozitif bir
reaksiyon olan kuyularda bir 1gik sagilip Pyrogram'da bir
tepeye neden olur. Plakada érnekler ve reaktiflerin hizla
karghrnlmasint momkan kilmak Gzere iglem bdlmesi icindeki
isitma blogu ¢alisma sirasinda strekli titrestirilir.

Dagitim Unitesi

Dagitim Onitesi.

Gerekli PyroMark Gold Q24 reaktifleri hacimleriyle
doldurulmus bir reaktif kartusu (PyroMark Q24 Kartusu)
dagihim Unitesine yerlestirilir. Cihaz, reaktifleri dagitmaya
dagihim Unitesindeki basing, karigtiricinin hizi, ve 1sitma
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blogu, islem bélmesi kapagi ve sogutucu sivinin sicakliklari
dénceden ayarli seviyelerine eristiginde baslar (bu birkag
dakika sirebilir). Calisma sirasinda reaktif kartusu PyroMark
Q24 Plakasinda her kuyu Uzerinde konumlandirilir ve
reaktifler bir pnématik sistemce zigzag sekilde dagitilir.

3.5 PyroMark Q24 MDx Vakum s
Istasyonuyla 6rnek hazirlama
Analiz edilecek DNA, biri biyotinile olan 2 primer
kullanilarak PCR yoluyla amplifiye edilir. Biyotinile PCR Grins
sonra streptavidin kapl Sepharose® boncuklari Gzerinde
hareketsiz hale getirilir.
PyroMark Q24 MDx Cihazi kullanilarak analiz edilecek
érnekler PyroMark Q24 MDx Vakum lg Istasyonu kullanilarak
Bslum 5.3 igindeki talimata gére hazirlanmalidir.

3.6 Analiz yazilimi
PyroMark Q24 MDx, PyroMark Q24 MDx Yazilimi ile
gonderilir.
Caligmalarin kurulumu ve veri analizi igin kullanilan
bilgisayarda su minimum spesifikasyonlar olmalidir:
B Microsoft® Windows® 7 (ingilizce Surtm) isletim Sistemi
B Pentium® IV islemci (3 GHz) veya Usti
B 100 MB serbest sabit disk kapasitesi
B 1 GBRAM
B 1280 x 1024 piksel monitér
B Monitér ¢6zUnUrlGgunU destekleyen grafik karti
B lIsaretleyici cihaz (fare veya esdegeri)
B USB giris ve CD-ROM arayuzleri
PDF formatinda olusturulan raporlari gérmek icin bilgisayara
bir PDF okuyucu yiklenmis olmalidir. Adobe® Reader®,
www.adobe.com adresinden indirilebilir.
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Kurulum Islemleri

4.2

Kurulum Islemleri

Sistem iletimi ve kurulumu

PyroMark Q24 MDx'in paketinden ¢ikartilmasi ve kurulmasi
vasifli bir QIAGEN Saha Servis Uzmani tarafindan
gerceklestirilir. Laboratuvariniz ve bilgisayar ekipmanina
asina bir kisi kurulum sirasinda hazir bulunmalidir.

Asagidaki maddeler iletilir:

PyroMark Q24 MDx Cihazi (iki USB bellek dahil)
PyroMark Q24 MDx Vakum s Istasyonu (ayri satin alinir)
PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu

PyroMark Q24 MDx Yazilimi Kullanim Kilavuzu

PyroMark Q24 Plaka Tutucu

Reaktifler ve aksesuarlar ayr olarak siparig edilebilir.
www.giagen.com/products/PyromarkQ24MDx.aspx adresini
ziyaret edin.

Gereklilikler

Calisma alani

PyroMark Q24 MDx Cihazi ve PyroMark Q24 MDx Vakum is
Istasyonu dogrudan gines isiginin diginda, 1si
kaynaklarindan uzak ve titresim ve elektriksel girigim
kaynaklarindan uzak bir yere yerlestirilmelidir. Caligtirma
kosullari (sicaklik ve nem) icin Ek A'ya bakin. Kurulum
alaninda agiri esinti, agiri nem, asiri toz bulunmamali ve
buyUk sicaklik dalgalanmalari séz konusu olmamalidir.

PyroMark Q24 MDx Cihazi ve PyroMark Q24 MDx Vakum Is
Istasyonunun agirlik ve boyutlari icin bakiniz Ek A.
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Caligma tezgahinin duz, kuru, temiz, titresimlere kargi
korumali olmasini ve aksesuarlar icin ilave alaninin
bulunmasini saglayin. Kapak agik olarak PyroMark Q24
MDx Cihazini almasi icin galisma tezgahinin Uzerinde
yaklagik 70 ¢cm (27 ing) agiklik gereklidir. Kablolar igin
cihazin arkasinda en az 10 cm (4 ing) serbest alan birakin.

KépUk dagitim modul tagima kilidini gikarin. Tagima kilidini
cihazin gelecekte taginmasi icin saklayin.

PyroMark Q24 MDx Cihazi uygun sekilde topraklamasi
yapilmig (toprakh) iki AC gig cikisina yaklagik 1,5 m'lik (59
in¢) mesafe dahilinde bulunmalidir. PyroMark Q24 MDx
Cihazinin gig hatlar voltaj dizenlemesi ve kabarma
korumasina sahip olmalidir.

Not: Cihazin figini dogrudan kendi gic ¢ikislarina takmay:
ve gug cikiglarini bagka laboratuvar ekipmaniyla
paylasmamayi éneriyoruz. PyroMark Q24 MDx cihazin
titregen bir yUzeye veya titregsen nesneler yakinina koymayin.

DiKKAT

Asiri 1Isinma riski

Uygun havalandirma saglamak igin PyroMark Q24 MDx
Cihazinin yaninda ve arkasinda minimum 10 cm bir
acikhk birakin.

PyroMark Q24 MDx Cihazinin havalandirmasini saglayan
araliklar ve agikhklar kapatilmamalidir.

Guc gereklilikleri

PyroMark Q24 MDx Cihazi su degerlerle caligir:
B Girig 100-240 V AC, 50-60 Hz, 160 VA

B Cihoz derecesi 24 V DC, 40 W

B Sogutucu derecesi 12 V DC, 60 W

PyroMark Q24 MDx Vakum ls Istasyonu su degerlerle caligir:
B 100V AC, 50/60 Hz, 25 VA

B T115VAC, 60 Hz, 25 VA

B 230VAC, 50 Hz, 25 VA

PyroMark Q24 MDx cihazinin voltaj degerlerinin kurulum
alanindaki mevcut AC voltaji ile uyumlu oldugundan emin
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4.3
4.3.1

olun. Ana besleme voltajindaki dalgalanmalar nominal
besleme voltajlarinin %10’undan daha fazla olmamalidir.

Topraklama gereklilikleri

Calisan personeli korumak igin PyroMark Q24 MDx Cihaz
uygun sekilde topraklanmalidir. PyroMark Q24 MDx Cihazi
3 iletkenli iki AC gug kablosuyla donatilmigtir. Bu koruma
dzelligini korumak icin PyroMark Q24 MDx Cihazini
topraklama baglantisi olmayan AC gig cikiglarindan
kullanmayin.

Analiz yaziliminin yiklenmesi

PyroMark Q24 MDx Yaziliminin yiklenmesi veya
yUkseltilmesi

Not: Bilgisayar bir aga bagliysa ag politikasi ayarlari bu
islemi tamamlamanizi énleyebilir. Daha fazla bilgi icin sistem
yéneticinizle irtibat kurun.

1. Bilgisayarin minimum gereklilikleri kargiladigindan emin
olun, bakiniz Bélim 3.6.

2. Bilgisayarda ¢alisan herhangi bir programi kapatin.

3. PyroMark Q24 MDx Yazilim CD'sini CD suriciye
yerlegtirin.

4., CD menisiUnde, “Install PyroMark Q24 MDx Software”
(PyroMark Q24 MDx Yazihimini YUkle) kismina tiklayin.

CD menisu otomatik olarak belirmezse:

B  Windows “Start” (Baslangic) menUsinde “(My)
Computer” (Bilgisayarim) segin.

B  Yazilm CD'sinin bulundugu CD siricusine sag
tiklayin ve “Open” (Ag) secin.

B autorun.exe dosyasina gift tiklayin.

5. “Setup Wizard” (Kurulum Sihirbazi) icinde gikan talimati
izleyin.

Not: Eger .NET Framework 3.5 yUklenmesi gerekiyorsa
(“Setup Wizard” yikleme komutunu verir), yiklemenin
.NET Framework yiklemesi tamamlandiginda tekrar
baglatilmasi gerekir, yani CD menisini agin (bakiniz
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adim 4) ve “Install PyroMark Q24 MDx Software”
kismina tiklayin.

6. Yazihm basariyla yUklendiginde CD menusinde “Exit
Setup” (Kurulumdan Cik) kismina tiklayin.

7. Lotfen .NET Framework 3.5 icin herhangi bir kritik

gUncelleme kontrolU yapmak Gzere Windows Update
(www.update.microsoft.com) kullanin.

PyroMark Q24 MDx Yazilimi tarafindan PDF formatinda
olusturulan raporlari gérmek igin bilgisayara bir PDF
okuyucu yuklenmis olmalidir. Adobe Reader,
www.adobe.com adresinden indirilebilir.

4.3.2 PyroMark Q24 MDx Yazilimini Kaldirmak

1. Windows “Start” menisinde “Control Panel” (Denetim
Masasi) segin.

2. “Control Panel” icinde “Programs” (Programlar)
kategorisinde “Uninstall a program” (Bir programi kaldir)
kismina tiklaym.

3. Programlar listesinde “PyroMark Q24" secin.

4. “Uninstall” (Kaldir) kismina tiklaymn.

5. PyroMark Launcher igin adim 3 ve 4'0 tekrarlayin.
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Cahishrma islemleri

5.1

5.1.1

5.1.2

Calishirma Islemleri
Bu bdlum PyroMark Q24 MDx'i calistirmayi tanimlar.

Devam etmeden énce PyroMark Q24 MDx Cihazinin
ozelliklerine Bolum 3.4 kismina basvurarak asina hale
gelmenizi dneririz.

Cihaz yonetimi

Tarih ve zamani ayarlama

Tarih ve zamani dogru sekilde ayarlamak cihaz ve calisgma

gunliuklerinde ve analiz raporlarinda dogru bir tarih ve

zaman damgasi olmasini saglar. Tarih ve zamani su sekilde

ayarlayin:

1. Cihoz islem yapmazken ana menide “Administration”
(Yénetim) segin.

2. ave v ekran dogmelerini kullanarak “Set Date and
Time” (Tarih ve Zamani Ayarla) segin ve “OK” (Tamam)
kismina basin.

3. dve)» ekran digmelerini kullanarak dizenlemek
istediginiz parametreyi segin.

4. ave v ekran dugmelerini kullanarak segilen
parametreyi dizenleyin.

5. Ek parametreleri dizenlemek icin adim 3 ve 4'0
tekrarlaymn.

6. Degisikligi/degisiklikleri kaydetmek igin “Set” (Ayarla)
secin.

Kaydedilmemis ¢calismalar kopyalama
Eger USB bellek calisma bitmeden ¢ikarilirsa ¢calisma
verilerini cihazdan su sekilde geri alin:

1. Cihaz islem yapmazken saglanan USB belleklerden birini
cihazin 6nundeki USB girisine yerlestirin.

2. ave v ekran diogmelerini kullanarak ana menide
“Administration” secin ve “OK” kismina basin.
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3. “Copy Unsaved Runs” (Kaydedilmemis Caligmalar
Kopyala) segin ve “OK” kismina basin.

4. ave v ekran digmelerini kullanarak geri alinacak
calisma dosyasini segin ve “Select” (Seg) kismina basin.

5. Cihaz, ¢alisma dosyasinin USB bellege kaydedildigini
dogruladiginda “Close” (Kapat) kismina basin.

6. USB bellegi ¢ikarin.

5.1.3 Yakin zamanda kaydedilmis calismalan
kopyalama

Caligma dosyalarinin kopyalari dahili bellekte yeterli bog

alan olmasi sartiyla cihaza kaydedilir.

Not: Alan yetersiz hale gelince calisma dosyalari kronolojik

sirayla silinir. Hig USB bellege kaydedilmemis dosyalar

(bakiniz B&lum 5.1.2) silinmeyecektir.

Yakin zamanda kaydedilmis calismalari su sekilde

kopyalayin:

1. Cihaz islem yapmazken saglanan USB belleklerden birini
cihazin 6ntndeki USB girisine yerlestirin.

2. ave v ekran dogmelerini kullanarak ana menide
“Administration” secin ve “OK” kismina basin.

3. “Copy Recently Saved Runs” (Yakin Zamanda
Kaydedilmis Calismalar Kopyala) segin ve “OK” kismina
basin.

4, ave v ekran digmelerini kullanarak geri alinacak
calisma dosyasini segin ve “Select” kismina basin.

5. Cihaz, ¢calisma dosyasinin USB bellege kaydedildigini
dogruladiginda “Close” kismina basin.

6. USB bellegi ¢ikarin.

5.1.4 GuUnlUk dosyalarini kopyalama

QIAGEN Teknik Servisine gunltk dosyalarini géndermeniz

gerekirse dosyalari su sekilde kopyalayin:

1. Cihaz islem yapmazken saglanan USB belleklerden birini
cihazin 6nindeki USB girisine yerlestirin.
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2. ave v ekran diogmelerini kullanarak ana menide
“Administration” secin ve “OK" kismina basin.

3. “Copy Log Files” (Gunltk Dosyalarini Kopyala) segin ve
“OK"” kismina basin.

4. Cihaz, ginlik dosyalarinin USB bellege kaydedildigini
dogruladiginda “Close” kismina basin.

5. USB bellegi ¢ikarin.

5.1.5 Hasarh ¢calismalar alma
Caligmalar hasarliysa (6rn. cihaz bir calisma sirasinda
kapatildiysa) cahisma dosyalarini su sekilde alin:

1. Cihaz islem yapmazken saglanan USB belleklerden birini
cihazin 6ntndeki USB girisine yerlestirin.

2. ave v ekran dogmelerini kullanarak ana menide
“Administration” secin ve “OK” kismina basin.

3. “Extract Daomaged Runs” (Hasarli Calismalart Al) kismini
secin ve “OK" kismina basin.

4. Cihaz, ¢calisma dosyalarinin USB bellege kaydedildigini
dogruladiginda “Close” kismina basin.

5. USB bellegi ¢ikarin.

5.1.6 Onaylar, sGriom ve irtibat bilgilerini gérme
Onaylar, yazilim ve donanim sGrimleri veya irtibat bilgilerini
su sekilde gorin:

1. ave v ekran dugmelerini kullanarak ana menide
“About” (Hakkinda) secin ve “OK” kismina basin.

2. Goérmek istediginiz bilgiyi secin ve “OK” kismina basin.

5.1.7 Cihaz yazilimini yikseltme
QIAGEN'den bir yazilim yukseltmesi aldiysaniz yazilimi su
sekilde yukseltin:

1. Yukseltme dosyalarini saglanan USB belleklerden birine
kaydedin. Dosyalar USB bellegin kék dizininde
“Upgrade” (YUkseltme) adli bir klasére kaydedilmelidir.

PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu 01/2016 5-3



Calishrma islemleri

5.1.8

5.2

5.2.1

5.2.2

2. Cihaz caligmazken USB bellegi cihazin 6nindeki USB
girisine yerlestirin. YUkseltme tamamlanincaya kadar
ctkarmayin.

3. ave v ekran dugmelerini kullanarak ana menide
“Administration” secin ve “OK"” kismina tiklayin.

4. “Upgrade Software” (Yazilimi YUkselt) kismini segin ve
“OK" kismina tiklayin.

5. Ekrandaki talimati izleyin.

Harici bir uygulamayi calistirma

“Run External Application” (Harici Uygulamayr Calighir) ment
segenegi servis uygulamalari igin kullanilir. Bir servis
uygulamasini sadece QIAGEN Teknik Servisi talimat
verdiginde caligtirin.

Bir calismayi kurma

Bir calismayr kurmadan énce Balum 1 kismina bagvurarak
guvenlik bilgilerine asina hale gelmenizi éneririz.

Bir calismayi kurmanin ayrintili talimati PyroMark Q24 MDx
Yazilimi Kullanim Kilavuzu (PyroMark Q24 MDx Software
User Guide) iginde bulunabilir.

PyroMark Q24 MDx Yazilimini Baslatma

Windows “Start” menisinde “(All)
Programs/PyroMark/PyroMark Q24" ((Tom)
Programlar/PyroMark/PyroMark Q24) secin.

PyroMark Q24 MDx Yazilimi Kullanim Kilavuzu (PyroMark
Q24 MDx Software User Guide) kismina yazilimda “F1”
tusuna basilarak istendigi zaman erisilebilir.

Bir tahlili kurma

1. Kisayol tarayicisinda tahlil dosyasini koymak istediginiz
klasére sag tiklayin ve “New Assay” (Yeni Tahlil) ve
sonrasinda istenen tahlil tipini (AQ, CpG veya SQA)
baglam menUsinden segin.
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Not: Kisayol tarayicisinda klasére bir kisayol eklemek
icin “Add Folder Shortcut” (Klasér Kisayolu Ekle) kismina
tiklayin.

2. Dosya adini girin ve “Enter” kismina basin.

3. Bir AQ veya CpG tahlili olusturuluyorsa, “Sequence to
Analyze” (Analiz Edilecek Sekans) yazin veya yapistirin ve
sonra “Generate Dispensation Order” (Dagitim Sirasi
Olustur) digmesine tiklayin. Bir SQA tahlili
olusturuluyorsa, “Dispensation Order” (Dagitim Sirasi)
girin.

4. Arag cubugunda i kismina tiklayin.

Not: Orneklerinizi calismadan énce tahlilinizi bir
referans DNA &rnedi kullanarak dogrulayin; bakiniz Ek
B.

Not: QIAGEN kitleri kullanirken, kit el kitaplarinda
belirtilen ayarlari kullanin.

Opsiyonel

isterseniz “Variable Positions” (Degisken Pozisyonlar)
sekmesine degisken pozisyonlari kurun (sadece AQ ve CpG
tahlilleri) ve tahlil hakkinda bir not girin.

Bir CpG tahlili olusturuluyorsa bistlfit muamele kontrollerinin
eklenmesi dnerilir. Bistlfit muamelesi éncesindeki sekansta
dnerilen bisilfit kontrollerinin T'lere dénugturilen Cller (ters
tahlilde A'lar ve G'ler olarak okunur) oldugunu ve kontroller
icin uygun olup olmadiklarini kontrol edin.

Bir kontrol eklemek icin histogramda bir kalin, turuncu T
veya A kismina tercihen sekansin baginda sol tiklayin.

Hiztogram

GTCGALC - - - GT &
- 5 Add Potential Bisulfite Treatment Control Before Dispensation
Add Potential Bisulfite Treatment Cantrol After Dispensation
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5.2.3

Bir calismayr kurma

1. Kisayol tarayicisinda calisma dosyasini koymak
istediginiz klasére sag tiklayin ve baglam menisinden
“New Run” (Yeni Calisma) segin.
Not: Kisayol tarayicisinda klasére bir kisayol eklemek
icin “Add Folder Shortcut” kismina tiklayin.

2. Dosya adini girin ve “Enter” kismina basin.

3. “Instrument Method” (Cihaz Metodu) secin; ayrintili
talimat igin bakiniz Balom 5.2.4.

4. Kullanilan her kuyu igin bir tahlil ekleyin; érn. kisayol

tarayicisindan bir kuyuya veya secilmis kuyulara bir tahlili
sUrukleyin.
Bir kuyu, kuyuya sirtklenen tahlile gére renk alir.

Plate Setup

[ 2 | 3 [ 4 | 5 | & ]
Al azzay 2 |CplG aszay 1 |Cpl assap 2 | SOA aszay 1 | SOA azsap 2

i | | | [

5. Bir 6rnek kimligi veya not girmek igin hicreyi segin ve
metni girin. Segilen hicre mavi arka alan rengiyle
vurgulanir.

Agzay Mame Azzay Mame

6. Arac cubugunda = kismina tiklayin.

7. Gereken plaka kurulumu ve reaktif hacimlerinin bir
listesini yazdirin; “Tools” (Araglar) menisinden “Pre Run
Information” (Calisma Oncesi Bilgi) kismini secin ve
rapor belirdiginde & kismina tiklayin.

8. Calisma dosyasini kapatin ve saglanan USB belleklerden
birine kaydedin.

Calisma dosyasi artik USB bellek, PyroMark Q24 MDx
Cihazinin 6nindeki USB girigine yerlestirilerek islenebilir
(bakiniz B&lom 5.5).

5-6
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Opsiyonel

isterseniz calisma dosyasina “Reagent ID” (Reaktif Kimligi)
(yani PyroMark Gold Q24 Reaktifleri icin lot numarasi), bir
“Plate ID” (Plaka Kimligi), plaka icin bir “Barcode” (Barkod)
ve bir “Run Note” (Calisma Notu) ekleyin.

Daha Fazla Bilgi

Bir plakayi kurmanin cesitli yollari vardir. Ornegin bir metin
dosyasinda tanimlanmig érnek dizenini ice aktarmak ve
yapistirmak ve surUkleyerek kopyalayip érnek kimligini
artirmak (girilen érnek kimliginin son kismi bir rakamsa)
mUmkindur. Daha fazla bilgi icin bakiniz PyroMark Q24
MDx Yazilimi Kullanim Kilavuzu (PyroMark Q24 MDx
Software User Guide) (PyroMark Q24 MDx Yazilimindayken
“F1” tuguna basin).

Not: Calismanizda énceki bir galismayr temel almak icin
islenen calisma dosyasina kisayol tarayicisinda sag tiklayin
ve baglam menusinden “Copy and Rerun” (Kopyala ve
Tekrar Calighr) segin. Sadece ¢alisma kurulumu
kopyalanacaktir ve calisma ve analiz verileri
kopyalanmayacaktr.
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5.24 Cihaz metotlarini yénetme
Toals Wimd o
| Instrurnent Methods
| Pra Run Informatian

Cihaz metodu calisma icin kullanilacak reaktifler ve reaktif

kartugsuna gére secilmelidir. PyroMark Q24 Kartugu Uzerinde

basili metot numarasi
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx icinde
saglanan spesifik metod ayarlarina kargilik gelir.

Not: Sadece QIAGEN tarafindan saglanan metotlarin

kullanilmasi énerilir.

Yeni bir metodu ice aktarmak igin:

1. Yukardaki Web sitesinden kartus etiketinde basili metot
numarasina karsilik gelen metod dosyasini indirin.
PyroMark Q24 MDx Yaziliminin ¢alish@i bilgisayara
kaydedin.

2. “Instrument Methods” (Cihaz Metotlari) diyalog
kutusunda “Import” (Ige Aktar) kismina tiklayin. “Find
Instrument Method” (Cihaz Metodu Bul) diyalog kutusu
acilir.

3. indirilen metodu bulun ve secin ve “Open” kismina
tiklayim.

Yeni bir metot olugturmak igin:

1. “Instrument method” (Cihaz metodu) diyalog kutusunda
mevcut bir metodu segin ve “Save As” (Farkl Kaydet)
kismina tiklaymn.

2. Yeni metot igin bir isim girin ve “Enter” kismina basin.

3. Diyalog kutusunda metot ayarlarini
www.giagen.com/Products/PyroMarkQ24MDx.aspx
icinde verilenlerle eslesecek sekilde degistirin.

4. “Save” kismina tiklayin.
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Metot parametreleri

“Instrument Methods” diyalog kutusunda asagidaki
parametreler mevcuttur.

Reagent pressure Enzim karigimi ve substrat

(Reaktif basinci) karigimimin dagitimi igin
basing (milibar).

Enzyme pulse time Enzim karigiminin dagitim

(Enzim puls sUresi) stresi (milisaniye).

Substrate pulse time  Substrat karigiminin dagitim
(Substrat puls suresi)  suresi (milisaniye).

Nucleotide pressure  Nukleotid dagmimi nedeniyle

(NuUkleotid basinci) basing (milibar).
Nucleotide pulse Nukleotidler icin dagitim
time (Nukleotid puls  suresi (milisaniye).
sUresi)
Note (Not) Cihaz metodu hakkinda not
(opsiyonel).
5.3 Ornek hazirlama

PyroMark Q24 MDx Cihazi kullanilarak analiz edilecek
drnekler agagidaki talimata gére hazirlanmalidir.

Ornek hazirlama icin asagidaki ekipman ve reaktifler
gereklidir: Tum reaktifler ve solisyonlar baglamadan énce
oda sicakliginda (15-25°C) olmahdir. Tom adimlar aksi
belirtiimedikce oda sicakliginda gerceklestirilir.

Kullanic tarafindan saglanacak ekipman ve
reaktifler

PyroMark Q24 MDx Vakum s Istasyonu

Boncuklar Uzerinde hareketsiz hale getirme igin plaka
karigtirici

80°Cl'ye ulasabilen isitma blogu

PyroMark Q24 Plakasi

24 kuyulu PCR plakasi veya stripleri

PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu 01/2016 5-9



Calishrma islemleri

PyroMark Q24 Kartusu

Strip kapaklari

Streptavidin Sepharose High Performance (34 um,

5 ml, GE Healthcare; bakiniz www.gelifesciences.com)
Pyrosequencing icin QIAGEN IVD etiketli tahliller
Yuksek saflikta su (Milli-Q 18,2 MQ x cm veya esdegeri)
Etanol (%70)

PyroMark Baglama Tamponu

PyroMark Denatirasyon SolUsyonu

PyroMark Yikama Tamponu konsantresi

PyroMark Birlestirme Tamponu

5.3.1 PyroMark Q24 MDx Vakum ls istasyonu islev
testi

PyroMark Q24 MDx Vakum s Istasyonunu kullanmadan

dnce fonksiyon testini asagidaki sekilde yaparak filtre

problarinin dogru sekilde ¢alisti@ini kontrol edin:

1. Bir 24 kuyulu PCR plakasinin her kuyusuna 100 ul
yuksek saflikta su ekleyin.

2. Bir olugu 70 ml yiksek saflikta suyla doldurun.

3. Vakum pompasini baslatin.

4. Vakum anahtarini agarak vakum hazirlama aracina
vakum uygulayin.

5. Filtre problarini oluk igine algaltin. Bunlar yaklagik 20 s
boyunca ayni pozisyonda tutun. Suyun atik kabina
aktarildigindan yani vakumun uygulandigindan emin
olun. Aksi halde baglantilari kontrol edin.

6. Filtre problarini PCR plokasina algaltin ve suyun ttm
kuyular boyunca esit sekilde emildigini ve tom kuyularin
maksimum 10 s sonra bosaldigini kontrol edin.

7. Kuyular 10 s sonra bog degilse iglemi adim 1'den
tekrarlayin. Fonksiyon testi iki kez basarisiz olursa filtre
problarini degistirin (bakiniz B&lum 6.3.2).
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5.3.2

5.3.3

DNA amplifikasyonu

PCR ile analiz edilecek DNA'yi biyotinile primerlerden birini
kullanarak amplifiye edin. Gegerli analiz verileri almak igin
bakiniz Ek B.

PCR GronUnin boncuklar Uzerinde hareketsiz
hale getirilmesi

Biyotinile PCR Urunleri streptavidin kapli Sepharose
boncuklar (Streptavidin Sepharose High Performance, GE
Healthcare) Uzerinde hareketsiz hale getirilir.

1.

Streptavidin kaph Sepharose boncuklarinin bulundugu
siseyi homojen bir solUsyon elde edilinceye kadar
yavasca sagdan sola sallayin.

Toplam streptavidin kapl Sepharose boncuklari (6rnek
basina 2 ul) ve Baglama Tamponunu (6rnek bagina 40
ul) bir tipte karigtirin. Kuyu bagina toplam hacim adim
4'te eklenecek PCR Grint dahil olmak Gzere 80 ul olacak
sekilde yuksek saflikta su ekleyin.

Su miktari kullanilan PCR Gront miktarina baghdir.
Ornegin: 15 ul PCR 6ring, 2 ul boncuk ve 40 ul
Baglama Tamponu kullaniliyorsa, 23 ul yiksek saflikta
su eklenmelidir.

Adim 2'de hazirlanan solisyonu 24 kuyulu PCR plakasi
veya striplere ekleyin.

PCR plakasinin (veya striplerin) her kuyusuna plaka
kurulumuna gére (bakiniz B8lim 5.2.3) 5-20 ul iyi
optimize edilmis, biyotinile PCR Grininden ekleyin.

Not: PyroMark PCR Kitini kullanirken, PCR Grininden 5-
10 ul cogu durumda tatminkar Pyrosequencing sonuclari
verir. Bu hacim, Pyrogram iginde en az 40 RLU
degerinde tek tepe yUksekligi elde edecek sekilde
ayarlanmalidir.

Not: Kuyu bagina toplam hacim 80 ul olmalidir.

PCR plakasini (veya stripleri) strip kapaklarini kullanarak
muhorleyin. Kuyular arasinda sizintinin mmkan
olmadigindan emin olun.
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6. PCR plakasini (veya stripleri) bir karigtirici (1400
devir/dk)
kullanarak en az 5-10 dk surekli olarak hafifce sallayin.
Not: Sepharose boncuklari hizli sedimantasyon gosterir
ve boncuklarin yakalanmasi sallama tamamlanir
tamamlanmaz yapilmalidir.
Not: Hareketsiz hale getirme sirasinda vakum ig
istasyonunu érnek hazirlama (B&lum 5.3.4 icinde adim
1-8) hazirlayin.

5.3.4 DNA iplikciklerinin hazirlanmasi ve PyroMark
Q24 Plakasi icine érneklerin serbest birakilmasi

UYARI Tehlikeli kimyasallar

Vakum is istasyonuyla kullanilan Denatirasyon SolUsyonu
A gozler ve cilt igin tahrig edici olan sodyum hidroksit icerir.
Her zaman guvenlik goézlukleri, eldivenler ve laboratuvar
onlogu giyin.
Sorumlu kisi (6rnegin laboratuvar ydneticisi) cevresel
calisma ortaminin givenli olmasini ve kullanicilarin ve
kabul edilebilir Materyal Guvenligi Veri Dokimanlarinda
(MSDSller) ya da OSHA,* ACGIH,! veya COSHH?*
dokUmanlarinda tanimlandigr gibi tehlikeli seviyelerde
zehirli maddelere (kimyasal veya biyolojik) maruz
kalmamalarini saglamak igin gerekli énlemleri almalidir.
Daha fazla bilgi icin, www.giagen.com/support/msds.aspx
adresini ziyaret ediniz.
Dumanlarin havalandinimasi ve atiklarin ortadan
kaldinlmasinda tom ulusal, bélgesel ve yerel saglik ve
guvenlik duzenlemeleri ve yasalarina uyulmalidir.

* OSHA: Mesleki Guvenlik ve Saglik idaresi (Amerika Birlesik Devletleri).
t ACGIH: Amerikan Kamu EndUstriyel Hijyenistleri Konferansi (Amerika Birlegik Devletleri).
+ COSHH: Saghga Zararli Maddelerin Kontrolt (Birlesik Krallik).

Baslamadan énce yapilacaklar

Bslum 5.3.5 icinde kullanilacak saglanan PyroMark Q24
Plaka Tutucularindan birini 80°C'de bir isitma blogu Uzerine
yerlestirerek (plaka olmadan) énceden isitin.
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islem
1. PyroMark Q24 MDx Vakum ls istasyonunun dogru ve
saglam bir sekilde kuruldugundan emin olun.

Ana sebeke figi vakum pompasinin ana sebekeden hizla
ayrilmasinin gerekmesi olasiligina karsi kolayca
erisilebilir olmalidir.
Not: Filtre problarinin dogru calishgindan emin olmak
icin fonksiyon testini yapin (bakiniz B&lum 5.3.1). Tom
filire problar yaklagik 100 plaka hazirlandiktan sonra
degistirilmelidir.
Not: Atik kabini gerekirse bosaltin (bakiniz Bslum 5.6.2).

2. PyroMark Q24 MDx Vakum s istasyonuyla saglanan bes
ayri olugu su sekilde doldurun:

Yaklagik 50 ml etanol (%70) (1)

Yaklagik 40 ml DenatiUrasyon SolUsyonu (2)

Yaklagik 50 ml 1x Yikama Tamponu (3)

Yaklagik 50 ml yUksek saflikta su (4)

m  Yaklagik 70 ml yOksek saflikta su (5)

Onerilen bir kurulum sonraki gérintide gésterilmistir.

Oluklar her gerektiginde bu seviyelere tekrar doldurun.
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e

Vakum pompasini agin.
Vakum anahtarini agarak araca vakum uygulayin.

Filtre problarini, problari yiksek saflikta su icine
algaltarak yikayin. Problardan 70 ml yUksek saflikta su
gecirin.

Suyun atik kabina aktarildigindan emin olun. Aksi halde
t0p sisteminin dogru sekilde baglandigindan ve
kopmamig oldugundan emin olun. Kopmus tip sistemleri
degistirilmelidir (bakiniz Bolom 6.3.4).

Atk filtresinin kuru oldugundan emin olun. Filtre islaksa
degistirilmelidir (bakiniz Bolom 6.3.5).

Arag Uzerindeki vakum anahtarini kapatin (Off (Kapal))
ve araci Parking (Park) pozisyonuna koyun.

Oluk 5'i 70 ml yUksek saflikta suyla doldurun.

Sekanslama primerini Birlestirme Tamponu iginde 0,3
UM degerine seyreltin. Kullanilacak bir PyroMark Q24
Plakasinin her kuyusuna 25 ul solUsyon ekleyin.

Not: Plakay hazirlarken ve tagirken destek olarak
saglanan PyroMark Q24 Plaka Tutucularindan birini
kullanin.
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9. Bir hareketsiz hale getirme igleminin hemen sonrasinda
(bakiniz Bslim 5.3.3), PCR plakasini (veya stripleri) ve
PyroMark Q24 Plakasini calisma tezgahina koyun.
Plakanin érneklerin yiklendigi zamandakiyle ayni
oryantasyonda olmasini saglayin; rehberlik agisindan
asagidaki géruntye bakin.

10. Vakum anahtarini agarak araca vakum uygulayin.

11. Filire problarini, hareketsiz hale getirilmis sablon iceren
boncuklari yakalamak igin PCR plakasina (veya striplere)
dikkatle algaltin. Filtre problarini 15 s boyunca yerinde
tutun. Araci kaldinirken dikkatli olun.

Not: Sepharose boncuklari hizli sedimantasyon gésterir.
Plakanin (veya striplerin) sallanmasindan beri

1 dakikadan uzun sire gegtiyse boncuklar yakalamadan
dnce tekrar 1 dakika hafifce sallayin.

12. Tom sivinin kuyulardan emildiginden ve tOm boncuklarin
filtre probu uclarinda yakalandigindan emin olun.
Not: Kuyular halen sivi igeriyorsa veya beyaz boncuklar
duruyorsa, filtre problarinin degistirilmesi gerekebilir
(bakiniz Bélom 6.3.2).

13. Araci %70 etanol iceren oluga aktarin. Filtre
problarindan 5 s sivi gegirin.

14. Araci Denatirasyon SolUsyonu igeren oluga aktarin.
Filtre problarindan 5 s sivi gegirin.

15. Araci Yikama Tamponu iceren oluga aktarin. Filtre
problarindan 10 s sivi gegirin.

16. Filtre problarindan sivinin drenaiji igin araci 90° dikey

Uzerine 5 s boyunca kaldirin (asagidaki gérintiye
bakiniz).
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17.

18.

19.

20.

21.

22

23

24.
25.

Araci PyroMark Q24 Plakasi Uzerinde tutarken aragta
vakum anahtarini kapatin (Off).

Sekanslama primeri iceren plakadaki boncuklarn araci
sagdan sola hafifce sallayarak serbest birakin.

Vakum anahtari kapali olarak (Off) araci yUksek saflikta
su igeren oluga aktarin ve araci 10 s hafifce sallayin.

Filtre problarini ikinci yOksek saflikta su olugu igine
problar aktararak ve vakum uygulayarak yikayin. Filire
problarindan 70 ml yUksek saflikta su gegirin.

Filtre problarindan sivinin drenaiji igin araci 90° dikey
Uzerine 5 s boyunca kaldirin.

. Arag Uzerindeki vakum anahtarini kapatin (Off (Kapal))

ve araci Parking (P) pozisyonuna koyun.

. Ayni anda birden fazla plaka hazirlaniyorsa oluklar

tekrar doldurun (adim 2) ve islemi adim 8'den
tekrarlayin.

Vakum pompasini kapatin.

Is ginunin sonunda sivi atik ve varsa kalan solGsyonlar
atilmali ve PyroMark Q24 MDx Vakum lg Istasyonu toz ve
dékulmeler agisindan kontrol edilmelidir (bakiniz B&lum
5.6.2).
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5.3.5 Sekanslama primerinin 6rneklerle birlestirilmesi

UYARI Sicak yozey

Plaka tutucu ve isitma blogu (birlestirme igin) 80°C (176°F)
A sicakliga ulagabilirler. Sicakken bunlara dokunmaktan
kaginin.

1. Ornekleri iceren PyroMark Q24 Plakasini PyroMark Q24
Plaka Tutucusu (vakum is istasyonuyla iki adet
saglanmighir) ve 1sitma blogu kullanarak 2 dakika
boyunca 80°C'de sitin.

2. Plakayi plaka tutucudan kaldirin ve érneklerin en az 5

dakika oda sicakhigina (15-25°C) sogumasini bekleyin.
Plaka artik PyroMark Q24 MDx Cihazinda iglenebilir.

5.4 PyroMark Gold Q24 Reaktiflerinin
Hazirlanmasi

UYARI Sivri igneler

Reaktif kartusunun altindaki sivri ignelere dokunmayin.
A igneleri dikkatli kullanin. Kicik partikiller ve lifler igneleri
tikayabilir.

1. PyroMark Gold Q24 Reaktifleri kutusunu agin ve
dondurularak kurutulmus enzim ve substrat karigimlarini
iceren flakonlari ve nukleotidleri iceren tUpleri cikarin.

2. Gereken reaktif hacimlerini tekrar olugturun ve PyroMark
Q24 Kartugunu reaktiflerle saglanan el kitabina gére
doldurun.

Not: Gereken reaktif hacimleri “Pre Run Information”
raporunda liste halinde verilmistir (bakiniz B6lom 5.2.3).
Not: Herhangi bir tekrar kullanilan reaktif kartugunun
Bslum 5.5.5 icindeki talimata gére iyice
temizlendiginden emin olun. Reaktif kartusunun en fazla
30 kez kullanilmasi énerilir. Reaktif kartusu 4 hafta veya
daha uzun stre kullanilmadiysa (yani depolandiysa)
kartusu temizleyin ve fonksiyon testini (Bslum 5.5.5
icinde adim 4-6) yaparak analiz icin kullanilabilecegini
kontrol edin.
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Ustten PyroMark Q24 Kartusu bélmeleri.

5.5 PyroMark Q24 MDx Cihazi Gzerinde bir
calismanin islenmesi
PyroMark Q24 MDx Cihazinin kapadi cihaz caligirken kapali
tutulmalidir. Givenli olmayan bir durumda kapak agilirsa
sesli bir uyari sinyali sizi uyaracaktr.
UYARI Hareketli parcalar

PyroMark Q24 MDx Cihazinin ¢alismasi sirasinda hareketli
parcalara temastan kaginmak icin cihaz, kapagi kapali
durumda ¢alighrilmalidir.

icinde kullanicinin servis verebilecegi bir kisim
olmadigindan kapak panellerini gikarmayin. PyroMark
Q24 MDx Cihaziyla ilgili bir problem varsa hemen
QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.

UYARI

Sivri igneler

Reaktif kartugunun altindaki sivri ignelere dokunmayin.
igneleri dikkatli kullanin. Kicik partikiller ve lifler igneleri
tikayabilir.

5-18

PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu 01/2016



Cahishrma islemleri

5.5.1 Cihaz yazilimi

Cihaz ekran altindaki alti digme yoluyla kontrol edilir.

Caligmalar cihaz yazilimi yoluyla baglatilip izlenir. Bir
calismanin islenmesi sirasinda yazilim su bilgileri gosterir:

validation run 08021410 B316:42
al@ @ 2.
® 3.
L .
= i 3 T S 5
® 6.
@ 0003 i stop | 7.
5.5.2 Cihazi baslatma
1.

1.

Calisma adi
Secilen kuyu
Mevcut zaman
Cihaz durumu
Pyrogram
Uyari mesaijlan

Tahmin edilen kalan caligma
sUresi (ss:dd)

Cihazi agmadan énce ana sebeke figlerinin dogru voltaj
ve frekansa sahip topraklanmig ana sebeke ¢ikislarina
takildigindan ve ana sebeke figlerinin cihazin ana sebeke
giUcUnden hizla ayrilmasinin gerekmesi olasihigina kargin
kolayca erisilebilir oldugundan emin olun.

Cihazi agin. Gug anahtari cihazin arkasinda bulunur
(bakiniz Bélim 3.4 igindeki gérints).
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5.5.3 Calismayi baslatma

Reaktif kartusu ve plakayr yokleme:

1. Cihaz islem yapmazken cihaz kapagini agin. Givenli
olmayan bir durumda kapak agilirsa sesli bir uyari sinyali
sizi uyaracaktir.

2. Kartug kapisini agin ve doldurulmug reaktif kartugunu
etiketi digsar bakacak sekilde yerlegtirin. Kartugu
tamamen igeri itin ve sonra asadi itin (asagidaki
gbruntiye bakiniz).

3. Kartusun kartug éninde ¢izgi gérinir olarak uygun
sekilde yerlegtirildiginden emin olun ve kapiyr kapahn.

4. Plaka tutucu gergeveyi agin ve plakayi cihaz icindeki
isitma bloguna yerlestirin.

5. Plaka tutucu cergeveyi ve cihaz kapagini kapatin.

Calisma dosyasini segin ve calismay baglatin:

1. Calisma dosyasini iceren USB bellegi cihazin 6n
tarafindaki USB girigine yerlestirin.

2. ave v ekran dogmelerini kullanarak ana mentde
“Run” (Calistir) segin ve “OK” kismina basin.

3. ave v ekran dogmelerini kullanarak ¢alisma dosyasini
secin.

Bir klasorin igerigini gérmek igin klasérd segin ve
“Select” kismina basin. Onceki gérintiye déonmek igin
“Back” (Geri) kismina basin.

4. Calisma dosyasi secildiginde ¢alismayr baglatmak igin
“Select” kismina basin.
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5.54

PyroMark 024 16:26

Administration

About..
:‘.h“" select file to run 13:34

Calismanin izlenmesi

Cihaz, reaktifleri dagitmaya dagitim Gnitesindeki basing,
karighricinin hizi ve 1sitma blogu, islem bélmesi kapagi ve
sogutucu sivinin sicakliklar énceden ayarli seviyelerine
erigtiginde baslar.

Cihaz durumu

Cihaz durumu Pyrogram alaninda sa§ Ust késede gésterilir.

Environment
(Ortam)

Priming (Sivi
Gecirme)

Running
(Calisma)

Stopped
(Durduruldu)

Saving
(Kaydediliyor)

Dagihim Unitesindeki basing, karigtiricinin hizi
ve 1sitma blogu, islem bdlmesi kapagi ve
sogutucu sivinin sicakliklarinin dnceden ayarli
seviyelerine erigmesi beklenir (bu birkag
dakika surebilir).

Dagitim kapillerlerinden sivi gegirilip
solusyonla dolmalarini saglamak Gzere reaktif
kartugunun ignelerinden sivi gegirilir.

Enzim karigimi ve substrat karigimi kullanilan
tOm kuyulara dagilir. Sonra nikleotidler
tahlil dosyasinda tanimlanan dagtim
siralarina gére kuyulara dagihilir.

Calisma kesilmistir.

Caligma verileri USB bellege aktarilir. USB
bellegi cihaz calisma dosyasinin
kaydedildigini dogrulayincaya kadar
ctkarmayin.
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Finished (Bitti) Calisma tamamlanmistir ve calisma verileri
USB bellege aktariimigtir.

Pyrogram ve uyarilar

Calisma adi ve secilen kuyu sol Ust késede gésterilir. Bagka
bir kuyu segmek icin ave v ekran dogmelerini kullanin.

Herhangi bir cihaz uyarisi Pyrogram alani altinda gésterilir
(en son U¢ uyar gésterilir). Onerilen eylemler icin bakiniz
Bslom 7.3.

Calismayi kesin

Calismayi kesmek icin “Stop” kismina basin.

5.5.5 Calismadan sonra

1. Cihaz, ¢alisma dosyasinin USB bellege kaydedildigini
dogruladiginda “Close” kismina basin.

2. USB bellegi cikarin.
Cihaz kapagini agin.

w

4. Kartus kapisini agin ve reaktif kartusunu, yukari kaldirip
disari gekerek cikarin.

5. Kapiyi kapatin.

6. Plaka tutucu cerceveyi agin ve plakayr isitma blogundan
ctkarin.

7. Plaka tutucu cerceveyi ve cihaz kapagini kapatin.
8. Plakayi atin.

9. Reakitif kartusu tekrar kullanilacaksa asagidaki talimata
gore temizleyin.

10. Eger bu gunin son ¢aligmasiysa Bélum 5.6 igindeki
talimat izleyin.

Not: Laboratuvar atiginin atilmasi icin tim ulusal, bélgesel
ve yerel cevre duzenlemelerine uydugunuzdan emin olun.
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Reaktif kartusunun temizlenmesi ve test edilmesi

Reaktif kartugu tekrar kullanilacaksa kullanimdan hemen
sonra temizleyin ve analiz igin kullanilabileceginden emin
olun. Reaktif kartugunun en fazla 30 kez kullaniimasi énerilir.

UYARI Sivri igneler

Reaktif kartusunun altindaki sivri ignelere dokunmayin.
& igneleri dikkatli kullanin. Kiicik partikiller ve lifler igneleri
tikayabilir.

Not: Laboratuvar atiginin atilmasi igin tom ulusal, bélgesel
ve yerel cevre dizenlemelerine uydugunuzdan emin olun.

Su maddeler gereklidir:

B Pudrasiz eldivenler

B Yiksek saflikta su (Milli-Q 18,2 MQ x cm veya esdegeri)
B Beher (her zaman gerekmez)

B Tiftiksiz mendiller

Reaktif kartusunun temizlenmesi ve analiz icin

kullanilabileceginin kontrolU igin:

1. Kartugta kalan herhangi bir solGsyonu atin.

2. Kartug balmelerini 4 kez yuksek saflikta suyla durulayin.

3. lignelerin dis kismina yuksek saflikta su puskirtion.

4. Kartus ignelerinin tikali veya hasarli olmadigini kontrol
edin. Bdlmeleri yuksek saflikta suyla tamamen doldurun.
Kartusu her bélme Gzerine bir parmakla sikica
bashirirken (pudrasiz eldivenler giyin) bir lavabo veya
beher Uzerinde tutun. Her ignenin ucundan hizli bir su
akimi gelmelidir.
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5a.

5b.

Bir igne tikaliysa adim 5a'yi izleyin. Su akimi igneden
acili gelirse (igne yénine paralel degil) adim 5b'yi
izleyin. Tom igneler dogru calisiyorsa adim 6'ya ilerleyin
Bir igne tikaliysa (6rnegin reaktif kartusu temizlenmeden
gece boyunca birakilmighr) bélmeleri yiksek saflikta
suyla doldurun ve kartusu igneleri 6rimeye yetecek kadar
yuksek saflikta su iceren bir beher icine batirin. Kartugu
beher icinde 1 saat birakin, durulayin ve adim 4'G
tekrarlayin. Adim é'ya devam edin.

Su akimi agili gelirse bdlmeyi suyla tekrar doldurun ve
adim 4'0 tekrarlayin. Su halen agili gelirse kartusu atin.

PyroMark Q24 Kartusu icin temizleme islemi.

(oI - |

6.

Kartug bélmelerinin yuksek saflikta suyla
doldurulmasi

Tikal veya hasarli igneler icin kontrol
Tikali ignelerin temizlenmesi
Kartugun tiftiksiz mendille kurutulmasi

Tom igneler durulanip test edildikten sonra suyu atin ve
reaktif kartusunun tiftiksiz bir mendil Gzerinde kurumasini
bekleyin.

Reaktif kartusu kuru oldugunda reaktif kartugsunu tozdan

ve 1siktan/gUnes 1si§indan korumak Gzere bir PyroMark
Q96 HS Ug Tutucu Kutusu iginde saklayin.
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5.5.6

Calismanin analiz edilmesi

Calismanin analiz edilmesi konusunda ayrintili talimat
PyroMark Q24 MDx Yazilimi Kullanim Kilavuzu (PyroMark
Q24 MDx Software User Guide) icinde bulunabilir (PyroMark
Q24 MDx Yazilimindayken “F1” tusuna basin).

1. lslenen calisma dosyasini USB bellekten PyroMark Q24
MDx Yazilimini caligtiran bir bilgisayara aktarin.

2. Calisma dosyasini kisayol tarayicisinda ¢alisma
dosyasina (@) ¢ift tiklayarak agin. Birkag tahlil tipi dahil
edilmigse agilan diyalog kutusunda analiz modunu segin.
Kisayol tarayicisinda bir dosya veya klasére bir kisayol
eklemek icin “Add File Shortcut” (Dosya Kisayolu Ekle)
veya “Add Folder Shortcut” kismina tiklayin.

3. “Overview” (Genel Bakig) sekmesinde mevcut analiz
modu i¢in gecerli bir analiz kurulumu olan secilmis
kuyulari veya tOm kuyular analiz edin.

GERIEE

Analyze All Wells

Analyze Selected Wells

Analiz modlarn

PyroMark Q24 MDx Yaziliminin ¢ analiz modu vardir: AQ,
CpG ve SQA. Modlar arasinda gegmek icin arag cubugunda
“AQ", “CpG” veya “SQA” segin. SNP'ler ve InDel'lerin
genotiplemesine AQ modunda “Reports” (Raporlar)
menUsinden ulasilabilir.

Not: Analizin nasil yapildigi “Analysis Setup” (Analiz
Kurulumu) sekmesi kullanilarak degistirilebilir.
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5.5.7

Analiz sonuclarini izleme

“Overview” sekmesinde analiz edilen bir kuyu secilerek
Pyrogram alaninda karsilik gelen Pyrogram ve “Well
Information” (Kuyu Bilgisi) alaninda kuyu bilgisi (analiz
uyarilar dahil) gésterilir.
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Kalite degerlendirmeleri

“Overview” sekmesinde plakaya genel bakis, kalite
degerlendirmelerine hizli bir genel bakig saglar.

en: Kuyudaki tom degisken pozisyonlarin veya baz getirmeli
sekanstaki tm bazlarin kalite degerlendirmesini gdsterir.

©: Kalite kontrol penceresinin sonunda kalite
degerlendirmesini gésterir (sadece SQA tahlilleri).
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Kalite renkleri

[ Mavi: Passed (Basarih)

[ Sari: Check (Kontrol edin)
B Kirmizi: Failed (Basarisiz)
[ Beyaz: Analiz edilmedi*

* Ya analiz yozilim tarafindan desteklenmiyordur (6rn. CpG modundayken SNP
analizi) veya kullanici degisken pozisyonu segili durumdan gikarmigtir (sadece
AQ ve CpG tahlilleri).

AQ analiz sonuglar

.. . e . A: 96% --: et
Pyrogram iginde alel sikliklari gésterilir, &rn. 530 ve i il
(InDel). Kalite degerlendirmesi sonucu arka alan rengiyle
gosterilir.

|A5: YGGATAGYGATTTTTAAYGYGTAAGYGTATA
2%

E S GTCGACTATGTCGATTGATCAGTCGTATGTCGTA

5 10 15 20 25 30

Bir CpG tahlili icin 6rnek Pyrogram. AQ ve CpG tahlilleri iginde
degisken pozisyonlar bir mavi-gri arka alan rengiyle vurgulanirken
CpG tahlillerinde bistlfit muamelesi kontrolleri bir agik sari arka alan
rengiyle vurgulanir.

CpG analiz sonuclan

Metilasyon seviyeleri Pyrogram'da gésterilir, rnegin 26%,
Kalite degerlendirmesi sonucu arka alan rengiyle gdsterilir.
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5.5.8

Plakaya genel bakista bir metilasyon ¢ubugu kuyudaki her
CpG bdlgesi igin metilasyon seviyesini gdsterir.

O Acik yesil: Beklenen araligin altinda
= Yesil: Beklenen aralik dahilinde
| Koyu yesil: Beklenen araligin Gstinde

SQA analiz sonuglan

Baz getirmeli sekans, “Overview” sekmesinde gdsterilir. Baz
getirmeli sekanstaki bazlar ve dengelenmis Pyrogram
icindeki tepeler kalite degerlendirmelerine gére renklendirilir.

T ———
TCTGTCTTGTCTTTGCTGATG I TTCAAT AAAAGHAAT TGEATAAGCTTCT TGETAAGTGE THAGCGTGTTTEIGTGTE

| “ I‘ 1 J ”| |l \ |.1l H il [ LILLLL hlm hJu MLLM_M,._.___.

(i |c..3« T T T T T 7T T o T 177 T LT 0 [T T L £ T " T [T (P [ T T L T
5 10 15 0 25 30 35 40 45 S0 S5 &0 &5 70 5 A 85 40 95 100 105 110

|||hlu

.a-':'u.crc-r.crm —mc c.nclc.!. C&CTJCTUCTUL_..K ...\ acrc Uc.n_.
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Bir SQA tahlili icin Pyrogram ve baz getirmeli sekans 6rnegi.

Analiz raporlar

Bir rapor olusturmak icin istenen raporu “Reports”
menUsUnden secin. Raporlar hakkinda daha fazla bilgi icin
PyroMark Q24 MDx Yazilimi Kullanim Kilavuzu (PyroMark
Q24 MDx Software User Guide) (PyroMark Q24 MDx
Yazimindayken “F1” tuguna basin) icinde “Analiz
Raporlarini Gérme, Yazdirma ve Kaydetme” kismina bakiniz.
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5.6

5.6.1

Reports | window  Help

Reports | Window  Help

A Analysis Skatistics
A Analysis Results
A0 Pyrogram Feport
A Full Report

S04 Analysis Resulks
S04 Pyrogram Repork
QA Full Report

SHP Analysis Resulks
SMP Pyrogram Repoart
SMP Full Report

SMP Crverview Repark

Reports | Window  Help

CpG Analysis Statistics
CpG Analysis Results
CpG Pyrogram Report
CpG Full Report

PDF formatinda olusturulan raporlari gérmek icin bilgisayara

bir PDF okuyucu yuklenmis olmalidir. Adobe Reader,

www.adobe.com adresinden indirilebilir.

Isi bitirme ve kapatma

Cihazi kapatma

1.

Cihaz islem yapmazken ave v ekran digmelerini
kullanarak ana meniden “Shutdown” (Kapat) segin ve
“OK"” kismina basin.

“It is now safe to turn off the instrument” (Cihaz
kapatmak artik givenlidir) mesaji belirdiginde cihazi
kapatin. Gig anahtari cihazin arkasinda bulunur.

PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu 01/2016
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5.6.2

Atik kabi ve oluklar bosaltma

UYARI

VAN

Tehlikeli kimyasallar

Vakum ig istasyonuyla kullanilan Denatirasyon SolUsyonu
gozler ve cilt igin tahrig edici olan sodyum hidroksit icerir.
Her zaman guvenlik gézlikleri, eldivenler ve laboratuvar
onlogu giyin.

Sorumlu kisi (6rnegin laboratuvar ydneticisi) cevresel
calisma ortaminin givenli olmasini ve kullanicilarin ve
kabul edilebilir Materyal Givenligi Veri Dokimanlarinda
(MSDS'ler) ya da OSHA,* ACGIH,t veya COSHH*
dokumanlarinda tanimlandigi gibi tehlikeli seviyelerde
zehirli maddelere (kimyasal veya biyolojik) maruz
kalmamalarini saglamak igin gerekli énlemleri almalidir.
Daha fazla bilgi igin, www.giagen.com/support/msds.aspx
adresini ziyaret ediniz.

Dumanlarin havalandiriimasi ve atiklarin ortadan
kaldinlmasinda tom ulusal, bélgesel ve yerel saglik ve
guvenlik duzenlemeleri ve yasalarina uyulmalidir.

* OSHA: Mesleki Guvenlik ve Saglik idaresi (Amerika Birlesik Devletleri).
t ACGIH: Amerikan Kamu Endistriyel Hijyenistleri Konferansi (Amerika Birlesik Devletleri).
# COSHH: Saghga Zararh Maddelerin Kontrolt (Birlesik Krallik).

Laboratuvar ahginin atilmasi icin t0m ulusal, bslgesel ve
yerel cevre dizenlemelerine uydugunuzdan emin olun.

Su madde gereklidir:
B YUksek saflikta su (Milli-Q 18,2 MQ x cm veya esdegeri)

islem

1.

Vakum hazirlik aracina vakum vygulanmadigindan emin
olun yani vakum anahtari kapalidir (Off) ve vakum
pompasi kapalidir.

Oluklarda kalan herhangi bir solGsyonu atin.

Oluklar yiksek saflikta suyla durulayin veya gerekirse
bunlari degistirin.

Atik kabini bosaltin.
Not: Kapak, tip sistemini ayirmadan gikarilabilir.
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5.6.3

5.7

5. Vakum ig istasyonunun temizlenmesi gerekiyorsa (6rn.
toz veya dokulmelerden) Bélum 6.3 icindeki talimat
izleyin.

Cihazin kontrol edilmesi

Cihazi toz ve dékilme agisindan kontrol edin. Cihazin
temizlenmesi gerekiyorsa Bélum 6.2.1 icindeki talimat
izleyin.

Cihazin arkasinda 151k dogmesine basin (asagidaki

gdrintiuye bakiniz) ve sogutucu seviyesinin pencerede
goronir oldugunu kontrol edin. Aksi halde QIAGEN Teknik
Servisiyle irtibat kurun.

Modej: p,
VreMark gag

SN 900187y 00111038

o0

Isik
. dogmes

PyroMark Q24 dosyalarinin yedeklenmesi

PyroMark Q24 MDx Yazilimi tarafindan olusturulan veriler
bilgisayarda su ekleri olan dosyalar olarak saklanir:

B *.pyrorun (calisma dosyalari)

B *.pyrosetup (tahlil dosyalar).

Veri yedekleme dizenli olarak yapilmalidir. Bu iglem
PyroMark Q24 dosyalarinin (*.pyrorun ve *.pyrosetup)
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baska bir konuma kopyalanmasiyla yapilabilir. Alternatif
konum basgka bir fiziksel disk veya kalici ortam olmalidir.

Yedekleme konusunda daha fazla bilgi igin sistem
ydneticinizle irtibat kurun.
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6.1

Bakim

PyroMark Q24 MDx cihazinin guvenilir galismasini saglamak
Uzere su bakim iglemleri yapilmalidir:

B Duzenli performans kontrolleri

B Cihazin temizlenmesi

Bu islemlerin izlenmesi PyroMark Q24 MDx Cihazinda toz ve
doékulmis sivi bulunmamasini saglar.

Bakim iglemlerini yapmadan énce Bolim 1 kismina bakarak
guvenlik bilgilerine agina hale gelmeniz dnerilir.

Onemli: Cihazi temizlik éncesinde ana sebekeden ayirin.

Servis Islemleri

QIAGEN, Garanti Uzatmalari, Eksiksiz Koruyucu Destek
Anlagmalari ve ¢alisma yerinde kurulum ve yillik énleyici
bakim dahil olmak Gzere sistem/uygulama egitimini iceren
kapsamli Servis Destek Anlagmalari sunmaktadir. Servis
Destek Anlagmalar Gretkenligi arttirir ve sisteminizin yOksek
performansla calismasini saglar. Bunlara ek olarak, servis
BykUsU eksiksiz olarak belgelenir ve butin parcalar sertifikali
ve garantilidir.

QIAGEN tarafindan sunulan esnek Servis Destegi
Anlagmalari hakkinda daha fazla bilgi icin QIAGEN Saha
Servisi Uzmaninizla ya da yerel distribGtérinizle temasa
geginiz.

PyroMark Q24 MDx performansinin
kontrol edilmesi

PyroMark Q24 MDx cihazinin AQ veya CpG tahlili igin
spesifikasyonlar dahilinde calighigini, PyroMark Q24
Validation Oligo 0rontni kullanarak kesin olmama, yanhlik
ve lineariteyi dlgerek kontrol edin.

Dogrulamayi Grinle saglanan kilavuza gére yapin. PyroMark
Q24 Validation Oligo Urininy siparig etmek icin 10tfen
QIAGEN ile irtibat kurun.
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6.2 PyroMark Q24 MDx Cihazi Bakimi
6.2.1 Cihazin temizlenmesi

Eger cihaz toz ve dékilmelerle kontamine olmugsa asagidaki

talimata goére temizleyin.

Baslomadan 8nce énemli noktalar:

B Kuvvetli temizleyiciler ve kimyasallardan ve cihaz igine
nem sokmaktan kaginin

B Temizlik sivisi sadece beze uygulanmalidir

B Ekrani temizlerken herhangi bir organik ¢6zicU veya
etanol diginda deterjan kullanmayin.

Su maddeler gereklidir:

B Etanol (%70)

B YUksek saflikta su (Milli-Q 18,2 MQ x cm veya esdegeri)

B Temiz, cizici olmayan tiftiksiz bezler

islem

1. Cihaoz islem yapmazken ave v ekran digmelerini
kullanarak ana mentden “Shutdown” segin ve “OK”
kismina basin.

2. "It is now safe to turn off the instrument” mesaiji
belirdiginde cihazi kapatin. Gig anahtari cihazin
arkasinda bulunur.

3. Cihazi ana sebekeden ayirin. iki ana sebeke fisi vardir.

4. Cihaz kapagini agin.

5. Dagtim Unitesi, islem bdlmesi ve 1sitma blogu etrafindaki
bélgeyi %70 etanolle hafifce nemlendirilmis temiz,
tiftiksiz bir bezle temizleyin.

6. Ekrani suyla haofifce nemlendirilmis temiz, gizici olmayan,
tiftiksiz bir bezle silerek temizleyin.

Bu islem ekrani uygun sekilde temizlemezse beze az
miktarda %70 etanol uygulayin. Etanolin ekran
korumasi etrafindaki agikliklardan girmesine izin
vermeyin.
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7. Gerekirse cihazin dig yUzeyini suyla hafifce
nemlendirilmis temiz, tiftiksiz bir bez kullanarak
temizleyin.

8. Temizlik sonrasinda yUzeyleri temiz, kuru, cizici olmayan,
tiftiksiz bir bez ile kurutun.

9. Cihazi tekrar ana sebekeye takin.

6.2.2 Isitma blogu ve 1sik kilavuzlarinin temizlenmesi

Cihaz icindeki 1sitma blogu Uzerine bir dékilme durumunda
isitma blogunu ve blok altindaki 1gik kilavuzlarini temizleyin.

Su maddeler gereklidir:
B Pamuklu cubuklar
B Etanol (%70)

B Temiz, cizici olmayan, tiftiksiz bir bez (6rn. bir kamera

mercegi bezi)

islem

1.

S

Cihaz islem yapmazken ave v ekran digmelerini
kullanarak ana mentden “Shutdown” segin ve “OK”
kismina basin.

“It is now safe to turn off the instrument” mesaiji
belirdiginde cihazi kapatin. Gig anahtari cihazin
arkasinda bulunur.

Cihazi ana sebekeden ayinin. iki ana sebeke fisi vardir.
Cihaz kapagini agin.
Plaka tutucu cerceveyi agin.

Her kuyu deligi/isik kilavuzunu %70 etanolle hafifce
nemlendirilmis pamuklu cubuklar kullanarak dikkatle
temizleyin (sonraki sayfadaki gérintiye bakiniz).

Istma blogu ile 1gik kilavuzu blogu arasindaki acikhg:
%70 etanolle hafifce nemlendirilmis temiz, ¢izici
olmayan, tiftiksiz bir bezi dikkatle yerlegtirerek temizleyin
(sonraki sayfadaki gériuntiye bakiniz).

Plaka tutucu cergeve ve cihaz kapagini kapatin ve cihazi
tekrar ana sebekeye takin.

PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu 01/2016 6-3



Bakim

DIKKAT Isik kilavuzu bakimi
Cihaz igindeki 1sik kilavuzu blogu ile 1sitma blogu
A arasindaki boglugu temizlemek igin tiftiksiz mendiller
kullanin. Kagit mendiller kullanmayin.
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6.3 PyroMark Q24 MDx Vakum ls
Istasyonunun Bakimi
UYARI Tehlikeli kimyasallar [Wé]

Vakum ig istasyonuyla kullanilan Denatirasyon SolUsyonu
gozler ve cilt igin tahrig edici olan sodyum hidroksit icerir.
Her zaman guvenlik goézlukleri, eldivenler ve laboratuvar
énliugo giyin.

Sorumlu kisgi (6rnegin laboratuvar ydneticisi) cevresel
calisma ortaminin givenli olmasini ve kullanicilarin ve
kabul edilebilir Materyal Guvenligi Veri Dokimanlarinda
(MSDSller) ya da OSHA,* ACGIH, veya COSHH?
dokUmanlarinda tanimlandigr gibi tehlikeli seviyelerde
zehirli maddelere (kimyasal veya biyolojik) maruz
kalmamalarini saglamak igin gerekli énlemleri almalidir.
Daha fazla bilgi igin, www.giagen.com/support/msds.aspx
adresini ziyaret ediniz.

Dumanlarin havalandiriimasi ve atiklarin ortadan
kaldinlmasinda tim ulusal, bélgesel ve yerel saglik ve
gUvenlik dizenlemeleri ve yasalarina uyulmalidir.

* OSHA: Mesleki Guvenlik ve Saglik idaresi (Amerika Birlesik Devletleri).
T ACGIH: Amerikan Kamu Endustriyel Hijyenistleri Konferansi (Amerika Birlesik Devletleri).
* COSHH: Saghga Zararli Maddelerin Kontrolt (Birlesik Krallik).

6.3.1

PyroMark Q24 MDx Vakum s istasyonunun
Temizlenmesi

Vakum is istasyonunun toz ve dékilmeleri gidermek Uzere
temizlenmesi gerekiyorsa asagidaki talimat izleyin.

Su maddeler gereklidir:

Pudrasiz eldivenler

Yuksek saflikta su (Milli-Q 18,2 MQ x cm veya esdegeri)
Hafif bir deterjan (gerekirse)

Temiz, tiftiksiz bezler
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6.3.2

islem

1. Vakum haozirlik aracina vakum uygulanmadigindan emin
olun yani vakum anahtari kapalidir (Off) ve vakum
pompasi kapalidir.

2. Vakum pompasini ana sebekeden ayirin.

3. Calisma tezgahi ve araci filtre problari diginda su veya
hafif bir deterjanla nemlendirilmis temiz, tiftiksiz bir bez
kullanarak temizleyin.

Filtre problarinin ucuna dokunmayin.

4. Calisma tezgahi ve araci filtre problari diginda temiz,

tiftiksiz bir bez kullanarak kurutun.

5. Vakum pompasini tekrar ana sebekeye takin.
Filtre problarinin test edilmesi ve degistirilmesi

Filtre problari icin fonksiyon testi

Filtre problari igin fonksiyon testi B6Ium 5.3.1 icinde
tanimlanmigtir.

Filtre problarinin degistirilmesi

Her filtre probu ayr olarak degistirilebilir. Filtre problar
icinden akig hizini saglamak Uzere yaklagik 100 plaka
hazirlandiktan sonra tOm problar degistirilmelidir.

Not: Filtre problarini kontamine etmekten kaginmak icin
eldivenler (pudrasiz) kullanin.

Su maddeler gereklidir:

Pudrasiz eldivenler

2 mm Alyan anahtar (sistemle saglanmigtir)

YUksek saflikta su (Milli-Q 18,2 MQ x cm veya esdegeri)
Yeni filire problarn (QIAGEN)
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islem

1.

Vakum hazirlik aracina vakum uygulanmadigindan emin
olun yani vakum anahtari kapalidir (Off) ve vakum
pompasi kapalidir.

2. Vakum pompasini ana sebekeden ayirin.

3. Araci tUp sisteminden ¢ikarin.

4. Dort viday sistemle saglanan 2 mm Alyan anahtarini
kullanarak gevsetin.

5. Eski filtre problarini cekip ¢ikarin.

6. Yeni filtre problarini filire uclarina bastrmadan yavasca
yerlestirin.

7. Dért viday sikin ve vakum pompasini tekrar ana
sebekeye takin.

6.3.3 Lastik mUhro degistirme

Filtre problari gevsekse ve/veya duserse iki olasi neden
vardir:

B Dért vida yeterince siki degildir

B Lostik mUhrin degistirilmesi gerekir

Lastik mGhrin degistirilmesi gerekirse su maddeler
gereklidir:
B Pudrasiz eldivenler

B 2 mm Alyan anahtari (sistemle saglanmugtir)
B Yeni lastik mOhor (QIAGEN)
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6.3.4

islem

1.

w

Vakum hazirlik aracina vakum uygulanmadigindan emin
olun yani vakum anahtari kapalidir (Off) ve vakum
pompasi kapalidir.

Vakum pompasini ana sebekeden ayirin.
Araci top sisteminden cikarin.

Dért vidayr sistemle saglanan 2 mm Alyan anahtarini
kullanarak gikarin.

Filtre problarini yavasca gikarin. Filtre problarinin
kontaminasyonundan kaginin.

Metal plakayi gikarin ve lastik mUhri degistirin.

Araci tekrar kurun ve vakum pompasini tekrar ana
sebekeye takin.

Filtre problarinin uygun sekilde calighigini B6lom 5.3.1

icinde tanimlandidi sekilde fonksiyon testini yaparak
kontrol edin.

Tip sistemini degistirme

Tip sistemi kopmus veya sekli bozulmugsa degistirin.

Laboratuvar ahginin atilmasi icin t0m ulusal, bslgesel ve
yerel cevre dUzenlemelerine uydugunuzdan emin olun.

Su maddeler gereklidir:
B Yeni top sistemi (QIAGEN)
B Beher

Islem

1.

Vakum hazirlik aracina vakum vygulanmadigindan emin
olun yani vakum anahtari kapalidir (Off) ve vakum
pompasi kapalidir.
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2. Vakum pompasini ana sebekeden ayirin.

3. Kopmus tUp sistemini bir ucta ¢ikarin ve varsa sivi ahdi
bos bir beher icine bosaltin.

4. Tup sisteminin diger ucunu ayirin ve tip sistemini ve
varsa sivi atigr atin.

5. Yeni vakum tip sistemini U¢ parcaya kesin ve yerlestirin.
TUp sisteminin pompanin “Vacuum” baglanhisina
takildigindan emin olun.

6. Vakum pompasini tekrar ana sebekeye takin.

6.3.5 Atk filtresinin degistirilmesi

Atk filtresi 1slaksa, (yani atik kabi doluysa) vakum olugsmaz ve
filtrenin degistirilmesi gerekir.

Laboratuvar atiginin atilmasi icin tOm ulusal, bélgesel ve
yerel cevre dizenlemelerine uydugunuzdan emin olun.

Su maddeler gereklidir:
B Yeni atik fitresi
B Beher

Not: Vakum ig istasyonuyla iki atik filiresi saglanir. Filtreler
www.millipore.com (Millipore Millex-FG50 Filter Unit, cat.
no. SLFG05010) adresinden siparis edilebilir.

islem
1. Vakum hazirlk aracina vakum uygulanmadigindan emin

olun yani vakum anahtari kapalidir (Off) ve vakum
pompasi kapalidir.

2. Vakum pompasini ana sebekeden ayirin.

3. Tuop sistemini filtre baglanhlarindan cikarin ve varsa sivi
ahgi bir beher icine bosaltin.

4. Filtreyi atin.
5. Tup sistemini yeni filtrenin baglantilari Gzerine itin.

6. Gerekirse atik kabini bosaltin.
Not: Kapak, tip sistemini ayirmadan gikarilabilir.

7. Vakum pompasini tekrar ana sebekeye takin.
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Bu sayfa bilerek bog birakilmigtir
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7 Sorun Giderme

Bir hata hakkinda QIAGEN Teknik Servisiyle irtibat kurmaniz
gerekirse hataya giden adimlarn ve diyalog kutularinda
verilen herhangi bir bilgiyi kaydedin. Bu islem QIAGEN Saha
Servisi Uzmanina problemi ¢cézme konusunda yardimci
olacaktir.

QIAGEN Teknik Servisini hatalar hakkinda ararken lGtfen su
bilgileri hazir bulundurun:

Cihaz seri numarasi, tipi ve versiyonu

Yapilan son bakimin tarihi

Hata kodu (gecerliyse)

Hatanin ilk kez olustugu zaman noktasi

Hatanin olusma sikhigi (yani aralikli veya strekli hata)
Varsa hatanin fotografi

QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurmadan énce su eylemleri

yapin.

1. Caligma gunlogini (“Run Information” (Calisma Bilgisi)
raporunda) sistemin ¢alisma sirasinda dogru calisip
calismadigini degerlendirmek Uzere kontrol edin.

2. Asagidaki sorun giderme kisimlarina bagvurun.

3. PyroMark Control Oligo kullanarak sisteminizin uygun
kurulumu ve ¢alismasini dogrulayin.

Calisma ginligono kontrol etme

Calisma sirasinda sistemin uygun sekilde calisip
calismadigini degerlendirmek tzere ¢calisma gunliguna
kontrol etmek &nerilir.

1. Galisma dosyasini agin.

2. “Tools” menusinden “Run Information” kismini secin
veya kisayol tarayicisinda dosyaya sag tiklayin ve baglam
menUsiunden “Run Information” segin. Run Information
raporu agllir.

3. Calisma sirasindaki herhangi bir problem agisindan
calisma gunlogunu (rapor sonunda) kontrol edin.

4. Bir calisma sirasinda birkag kez veya daha uzun sireler
boyunca veya tekrarlanan ¢calismalar sirasinda én ayarli
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7.1

blok sicakligindan, basingtan ve/veya karigtirici hizi
degerlerinden sapmalar saptanirsa [Gtfen QIAGEN
Teknik Servisiyle irtibat kurun. Bir Environment Data
(Cevre Verileri) dosyasi génderilmesi istenirse:

“Tools” menUsUnden “Export Environment Data”
(Cevre Verilerini Diga Aktar) segin

Veri dosyasi igin hedef klaséri “Save in” (Buraya
kaydet) asagr acilir listesinden segin

Dosya adini “File name” metin kutusuna girin ve
“Save” kismina tiklayin

Andlizle iligkili hatalar

Aciklama ve 6neriler

PCR dugtk DNA
kalitesi nedeniyle
basarisiz

lyi optimize
edilmemis PCR

Biyotinilasyon
yapilmamighr veya
dogru PCR
primerine
eklenmemistir

Biyotinilasyon
kalitesi dUgUktur

PCR &rneklerini tek bir gucl belirli bant oldugunu
dogrulamak Uzere bir agaroz jel kullanarak
kontrol edin. Aksi halde PCR'I yUksek kalitede
DNA ile tekrar caligtirin.

Cesitli kaynaklardan bisilfitle dénstortlmios DNA
ve genomik DNA'nin yiksek derecede spesifik
amplifikasyonu igin PyroMark PCR Kiti énerilir.

PCR &rneklerini tek bir gucl belirli bant oldugunu
dogrulamak Uzere bir agaroz jel kullanarak
kontrol edin. Aksi halde tekrar PCR optimizasyonu

yapin.

Tahlil tasarimini kontrol edin; bakiniz Ek B.

Onerilen bir primer tedarikgisi kullanin. Biyotinile
primerin HPLC ile saflagtirilmig veya benzeri
oldugundan emin olun.
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Aciklama ve oneriler

f)

h)

Sepharose
boncuklar Uzerinde
hareketsiz hale
getirmek igin
yetersiz sablon
miktari

Cok fazla PCR
0ronu substrat
bitirir ve sekans
sonunda eksik
tepelere yol acar

Reaktif kartusunda
bslmelerin biri veya
birka¢i dogru
doldurulmamugtir

Reaktif kartusundaki
ignelerden biri tikali
veya hasarlidir
(eksik bir 6n
sekanslama sinyali
ve/veya Pyrogram
icinde eksik tepeler
olarak gérulur)

Reaktifler dogru
olmayan sekilde
¢6zUnmus veya
saklanmigtir

Kirli 1sik kilavuzlan
nedeniyle zayif
sinyal

Sablon miktari igin énerileri izleyin; bakiniz Ek B.

Daha az PCR 0rond kullanin.

Yeterli reaktif eklediginizden emin olun (¢alisma
kurulumunu agin ve “Tools” menisinden “Pre
Run Information” kismini segin).

Urunlerle saglanan el kitaplarinda verilen talimati
izleyin.

Egilmis igneler durumunda reaktif kartugunu atin.
Laboratuvar ah@inin atilmasi igin tom ulusal,
bolgesel ve yerel cevre dizenlemelerine
uydugunuzdan emin olun.

PyroMark Gold Q24 Reaktifleriyle saglanan el
kitabindaki talimat izlediginizden emin olun.
Calisma kurulumunda arka alan tepelerinin
nUkleotidlerden gelip gelmedigini kontrol etmek
Uzere bos bir kuyu (sadece Birlegtirme Tamponu)

dahil edin.

Istma blogu ve isik kilavuzlarini temizleyin,
bakiniz B&lom 6.2.2.
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Aciklama ve oneriler

k) Analiz etmek igin
hatali sekans

[) Pyrogram'da arka
alan tepeleri

m) Normalin Ustinde
substrat tUketimi
(yUksek bir 6n
sekanslama sinyali
olarak gérulur)

n) Capraz karnigma (bir
kuyudan 11k komsu
kuyuda belirir)

o) Dagitim hatasi

p) Ornekte bilinmeyen
SNP

g) PCR reaksiyonunda
dUTP kullanilmig

r)  Arh kayma

s) Eksi kayma

Analiz edilecek sekansi duzeltin ve gerekirse
ornekleri tekrar ¢aligin.

Bir tahlil ilk calgildiginda Ek B'deki dnerileri
izleyin.

Tahlili tekrar tasarlayin.

Ornekleri Bslom 5.3 icindeki talimata gére
hazirlayin.

Tamponlari degistirin ve QIAGEN tarafindan
saglananlar diginda tampon kullanmayin.

BUyUtme iglevini kullanarak (sol fare dugmesiyle
bir Pyrogram b&lima secin) herhangi bir tepe
olusup olugmadigini kontrol edin.

Kuvvetli sinyalleri olan tahlilleri zayif sinyalleri
olan tahlillere yakin koymaktan kaginin.

Reaktif kartusunu degistirin. Problem devam
ederse, QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.

SNP'yi analiz etmek ve dagtim sirasini tekrar
olusturmak Uzere sekansa yerlestirin. Ornegi yeni
dagtim sirasiyla tekrar caligin.

dUTP yerine dTTP koyun ¢inks Pyrosequencing
reaksiyonlarinda kullanilan A nikleotidi dUTP'ye
daha oz siki bir sekilde baglanir.

Dagtim sirasini degistirin.

Homopolimerlerden sonra ekstra bir dagiim
geldiginden emin olun.
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7.2 Analiz yazilimiyla iligkili hatalar

Analiz yazilimiyla iligkili hatalar icin PyroMark Q24 MDx
Yazilimi Kullanim Kilavuzunda (PyroMark Q24 MDx Software
User Guide) Sorun Giderme Rehberi kismina bagvurun.

7.3 Cihazla iligkili hatalar

Aciklama ve 6neriler

Hata mesajlari

a)

Too many unsaved  Kaydedilmemis ¢alismalari bir USB bellege
runs in the aktarin; bakiniz Bslom 5.1.2.

instrument. (Cihazda

cok fazla

kaydedilmemis

caligma.) Lutfen

“Unsaved Runs”

klasérine gidin ve

bunlari USB bellege

kaydedin.

The required value  Calismayi yeniden baslatin. Oda sicakligi
was not reached. yuksektir ve bir sicaklik problemi devam eder:
(Gereken degere
ulasiimadi.) Calisma
durdurulacaktir

B Sogutma cihazinin gict oldugundan emin
olun; arkada bir 1sik géstergesi yanar. Aksi
halde baglantilarinizi kontrol edin.

B Sogutucu seviyesini kontrol edin.

“Run name” is invalid Calisma dosyasinin PyroMark Q24 MDx Yazilimi

(“Calisma adi” icinde olugturuldugundan emin olun.
gecersizdir)

Could not copy “file” Bagka bir USB bellek deneyin. QIAGEN
to USB memory tarafindan saglanan USB belleklerin

(“Dosya” USB bellege kullaniimasini éneririz.
kopyalanamadi)
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Aciklama ve oneriler

e)

f)

Failed to connectto  Cihazi tekrar baglatin. Problem devam ederse,
the hardware/the QIAGEN Teknik Servisi ile irtibat kurun.
connection to the

hardware is lost,

please restart the

instrument

(Donanima

baglanilamadi/dona

nima baglanti

kaybedildi, litfen

cihazi tekrar baglatin)

No valid upgrade Yikseltme yUkleme dosyalarinizin USB bellekte
folders/files found on kék kisminda “Upgrade” adli bir klasér icinde
USB memory (USB bulundugundan emin olun.

bellek Uzerinde

gecerli yUkseltme

klasorleri/dosyalar

bulunmad)

Not: Tum diger cihaz hata mesajlari igin lutfen QIAGEN Teknik Servisi ile
irtibat kurun.

Diger Problemler

a) Cihaz baglarken Reaktif kartusunun dogru yerlestirildigini kontrol
beklenmeyen bir edin.
gUrultt yapiyor

b) USB bellekle temas  Kullanilan USB bellek hasarli veya sistemle
yok uyumlu degil. QIAGEN tarafindan saglanan USB

belleklerin kullaniimasi énerilir.

c) USB bellek Bozulmug USB kontagi, QIAGEN Teknik
yerlestirilemez Servisiyle irtibat kurun.
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7.4 Vakum is istasyonuyla ilgili hatalar

Aciklama ve 6neriler

a) Vakum alinmadi

b) Ornek hazirlama
sirasinda vakum

kaybi

c) Filtre problari uygun
sekilde ¢aligmiyor

d) Hareketsiz hale
getirme plakasinda
bazi kuyularda sivi
kalmig

e) Hareketsiz hale
getirme plakasinda
beyaz kalintilar
(Sepharose
boncuklar)

Vakum pompasini kapatin ve herhangi bir basinci
gidermek Uzere atik kabina kapagr acin. Kapag:
kapatin ve pompay tekrar baslatin. Atik kabi
doluysa bosaltin.

Tup sisteminin dogru baglandigindan ve sizinti
olmadigindan emin olun.

Atk filtresi islak olabilir ve degistirilmesi
gerekebilir; bakiniz Blum 6.3.5.

Tip sisteminin dogru baglandigindan ve sizinti
olmadigindan emin olun.

Atk filtresi islak olabilir ve degistirilmesi
gerekebilir; bakiniz Blum 6.3.5.

Filtre problarinin uygun sekilde ¢alighgindan emin
olun; bakiniz Bdlim 6.3.2).

Karsilik gelen filtre problarini degistirin; bakiniz
Bolum 6.3.2.

Plakanin (veya striplerin) sallanmasindan beri
1 dakikadan uzun sire gectiyse boncuklar
yakalamadan énce tekrar 1 dakika hafifce
sallayin.

7.5 Dogru kurulum ve calishirmayi
dogrulama
PyroMark Control Oligo, PyroMark Q24 MDx ile birlikte
satilir ve sistemin uygun sekilde kurulumu ve caligmasini

dogrulamak igin gereklidir. PyroMark Control Oligo bir
oynak baz (%C olarak &l¢ilur), dért nikleotidin tGmUnin tek
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bazi ve iki ve U¢ bazin homopolimerlerinden olusur.
PyroMark Control Oligo'nun nasil kullanilacagr hakkinda
bilgi icin Grinle saglanan PyroMark Q24 Validation Oligo El
Kitabina bakiniz.
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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8 Sozluk

Terim Tanim

AQ Farkl alellerin kantifikasyonu icin kullanilan analiz modu

Biyotin Streptavidine ¢ok gi¢lt baglanabilen bir molekdl. PCR
primerleri, olugan PCR Urininidn streptavidin kapl
boncuklara baglanabilmesini momkdn kilmak Gzere
biyotinile hale getirilebilir.

Bistlfit HSO;"e bisUlfit (veya hidrojen sulfit) denir. Bislfit

BisuUlfit muamele
kontrol{

CpG
Siklik dagim

sirasi

Ydénlendirilmisg
dagtim sirasi

reaksiyonunda DNA, sodyum bisUlfitle metile sitozinlerin
non reaktif kaldigi kosullar altinda, sitozin rezidUlerini
urasile dénUstirmek Uzere muamele edilir.

Pyrosequencing tahlilleri bagarili bistlfit muamelesini
degerlendirmek Uzere bir dahili kontrol icerebilir.
Sekansta arkasinda G gelmeyen C bazlari normalde
metile degildir ve bu nedenle bistlfit muamelesi ve PCR
sonrasinda tamamen T'ye dénUsturdlmeleri gerekir.
Basarili bistlfit muamelesi sonucunda tim sablonlar bu
pozisyonlarda sadece T'ler géstermeli ve Cller
gostermemelidir. Ters tahliller igin tom sablonlar bu
pozisyonlarda sadece A'lar géstermeli ve G'ler
gostermemelidir.

CpG metilasyonu analizinde kullanilan analiz modu.

Nukleotid dagtimi igin tekrarlayici bir dagitim sirasi.
Normalde bilinmeyen DNA sekanslarini sekanslamak igin
Pyrosequencing teknolojisinde kullanilir. Ornegin,

“CTGA" veya “TCGA" kullanilabilir ve istenen sayida
tekrarlanabilir.

Bilinen sirayi izleyen, siklik olmayan dagitim sirasi. Analiz
edilecek sekansi bildiginizde Pyrosequencing
teknolojisinde kullanilabilir. Ornegin “TCCAGAA” sekansi
“TCAGA” dagitim sirasiyla analiz edilebilir.
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Sozluk

Terim Tanim

Dagmim sirasi  Pyrosequencing calismalarinda nikleotidleri ve
dagimalar gereken sirayr tanimlar.

Azalma Pyrogram'da normalde gérilen tepe yUksekliginde
devamli bir azalma.

Enzim Bir biyokimyasal reaksiyonu degistirmeden hizini
arttirmak igin bir katalist gérevi yapan bir protein (veya
RNA). Pyrosequencing teknolojisinde sekanslama
reaksiyonunda Klenow polimerazi, silfirilaz, lusiferaz ve
apirazin bir karigimi kullanilir.

Histogram Beklenen Pyrosequencing tepe paterninin teorik temsili.

Homopolimer =~ DNA'da esit bazlarin bir dizisi. Pyrosequencing
teknolojisinde ikiden fazla ayni bazin bir dizisi
homopolimer kabul edilir.

InDel'ler Insersiyonlar ve/veya delesyonlar.

Cihaz metotlari  Cihaz igin kanighrici hizi, blok sicakligi ve puls suresi
ayarlari gibi fiziksel ayarlari tanimlayan bir metot.
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Sozluk

Terim Tanim
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
(Uluslararasi Saf ve Uygulamali Kimya Dernegi). Organik
ve biyokimyasal isimlendirme, semboller, terminoloji vs.
hakkinda éneriler veren bir kurum.
IUPAC kodlar
A = Adenin W = Tveya A
C = Sitozin S=Cveya G
G = Guanin B =C, Tveya G (A degil)
T = Timin D = A, T veya G (C degil)
R = PUrin (A veya G) H = A, T veya C (G degil)
Y = Pirimidin (C veya V = A, Cveya G (T degil)
T)
M = Cveya A N = Herhangi bir baz (A, C,
G veya T)
K=Tveya G
Faz digi Alellerin biri digerlerinden énce sekanslandiginda.

Polimorfizm

On sekanslama
sinyali

Pyrogram

Genel olarak belirli bir poptlasyonda bulunan DNA
sekansinin bircok varyasyon tipinden herhangi birini
kapsayan genetik varyasyonlar.

Substrat bir kuyuya verilirken (Pyrogram'da bir “S” ile
gosterilir) kontaminanlar (ATP veya PPi gibi) 1s1§a
dénisturilecektir. Fazla yiksek substrat tepesi érnegin
tamponlarda yuksek seviyede kontaminan
bulunabilecegine isaret eder.

Pyrosequencing teknolojisi kullanilarak yapilan bir
sekanslama reaksiyonunun sonucunda olugan grafik.
Katilan nikleotidler Pyrogram'da tepeler olarak gésterilir.
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Sozluk

Terim

Tanim

Kalite kontrol
penceresi

Referans tepe

RLU

Sepharose
boncuklar

SQA

Analiz edilecek

sekans

Sekanslama
primeri

Kayma

Sinyal-parazit
orani

Baz getirmeli sekansta tanimlanmig baz sayisinin
sonundaki kalite icin genel bir bakis saglar. SQA analiz
modunda bir ayar.

Degisken olmayan tepeler (yani degisken bir pozisyonun
bir parcasi olmayan tepeler) “referans tepeler” olarak
gecer. Referans tepeler analizde hem tek tepe yuksekligi
seviyesini hesaplarken referans olarak hem de kaliteyi
degerlendirirken dahili kontroller olarak kullanilir.

Relatif Isik Unitesi (Pyrosequencing'de Pyrogram'da tepe
yUkseklikleri tanimlamak icin kullanilan birim).

Biyotinile PCR Grunlerinin hazirlanmasi igin Streptavidin
kapl boncuklar kullaniimalidir.

Bilinmeyen sekanslarda baz getirme igin analiz modu.

Sekanslama primerinden hemen sonra baglayan ve
Pyrosequencing cihaz platformlar kullanilarak analiz
edilecek bir veya birkag degisken pozisyonu iceren kisa
bir DNA sekansi parcasi (6rneginizde).

Sekanslama primeri, érnek hazirlama sirasinda sablonla
birlegtirilir. Sekanslama primerinin 3' ucu DNA polimeraz
ile uzatma igin baglama noktasi gérevi gérir.

Arti kayma: Bir defada birden fazla nikleotid katan
(6rnegin 6nceki dagmimdan kalan reziduler varsa) ve
diger sablon sekanslarindan énce sekanslanacak olan,
sablon sekanslarinin kictk bir orani.

Eksi kayma: Bir nukleotid katmayan ve sablonun geri
kalan kismindan sonra sekanslanacak olan, sablon
sekanslarinin kiguk bir orant.

Sinyal yuksekligi ile parazit yOksekliginin orani. Verinin
netliginin bir géstergesi. Oran ne kadar yUksekse, veri o
kadar iyidir.
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Sozluk

Terim

Tanim

Tek nukleotid
polimorfizmi

(SNP)

Streptavidin

Substrat

Degisken
pozisyon

SNP'ler bir DNA bazinin digeriyle degisimiyle ilgilidir.
SNP'ler ve nokta mutasyonlari yapisal olarak benzerdir ve
sadece sikliklari farklidir. Bir popUlasyonun %1 veya daha
azinda olan varyasyonlar nokta mutasyonlari kabul
edilirken %1'inden fazlasinda gérilenler SNP'lerdir.

Biyotine cok gicli baglanabilen bir protein.

Bir enzimin etki ettigi bir molekil. Pyrosequencing
teknolojisi sekanslama reaksiyonunda adenozin 5'
fosfosulfat (APS) ve lusiferinin bir karigimini kullanir.

Sekansta bir veya birka¢ degisken bazda farklilik gésteren
bir bélge. PyroMark Q24 MDx Yaziliminda degisken
pozisyonlar histogram ve Pyrogram iginde mavi-gri bir
arka alan rengiyle vurgulanir.
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Sozluk

Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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Ek B

Ek A

Teknik veriler
QIAGEN herhangi bir zamanda 6zellikleri degistirme hakkini sakli tutar.

Cevresel kosullar

Calishirma kosullari: PyroMark Q24 MDx Cihazi

Girig gici 100-240 VAC, 50-60 Hz
Girig gU¢ tUketimi Maksimum 160 VA

Cihaz 24V DC, 40 W
derecelendirmesi

Sogutucu 12VDC, 60 W
derecelendirmesi

Asir voltaj I
kategorisi

Hava sicakhg: 15-32°C (59-90°F)

Bagil nem %20 — %90 (yogunlasmayan)
Rakim 2000 m'ye (6500 fit) kadar
Calisma yeri Sadece iceride kullanim igin

Esintisiz konum, pencereye yakin degil. Dogrudan gines
1s1§inda tutmayin.

Kirlilik seviyesi 2
Cevresel sinif 3K2 (IEC 60721-3-3)
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Ek B

Nakliye kosullari

Hava sicakhg —25-60°C (-13-140°F)

Bagil nem Maks. %75 (yogunlagmayan)

Saklama kosullari

Hava sicakhg: 10-40°C (50-104°F)

Bagil Maks. %75 (yogunlagmayan)
nem

Mekanik veri ve donanim ozellikleri

Boyutlar (kapali) Genislik: 390 mm (15,35 ing)
YUkseklik: 420 mm (16,54 ing)
Derinlik: 525 mm (20,67 ing)

Agikhk Geniglik: 700 mm (27,56 ing)
YUkseklik: 700 mm (27,56 ing)
Derinlik: 600 mm (23,62 ing)

Agirhk 28 kg (61,74 Ib.)
Kapasite Caligma bagina 24 adede kadar 6rnek

Kimyasal diren¢  pH 4 - pH 9, sik kullanilan deterjanlar, 0,5 M sodyum
hidroksit, %70 etanol
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Ek B

Cahishrma kosullari: PyroMark Q24 MDx Vakum s istasyonu

Gug

Asin voltaj
kategorisi

Hava sicakhg:
Bagil nem

Rakim

Calisma yeri

Kirlilik seviyesi

Cevresel sinif

100 V AC, 50/60 Hz veya
115V AC, 60 Hz veya

230V AC, 50 Hz

Gug tuketimi: Maksimum 25 VA

15-32°C (59-90°F)
%20-90
2000 m'ye (6500 fit) kadar

Sadece iceride kullanim igin

Normal laboratuvar kosgullari; yeterli havalandirma
kullanin

2
3K2 (IEC 60721-3-3)

Nakliye kosullari

Hava sicakhg:

Bagil nem

-25-60°C (-13-140°F)

Maks. %75 (yogunlagsmayan)

Saklama kosullan

Hava sicakhg

Bagil
nem

10-40°C (50-104°F)

Maks. %75 (yogunlagsmayan)
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Mekanik veri ve donanim ozellikleri

Boyutlar (calisma Geniglik: 295 mm (11,61 ing)
tezgahi) YUkseklik: 68 mm (2,68 ing)
Derinlik: 353 mm (13,90 ing)

Agiklik Geniglik: 350 mm (13,78 ing) (veya 700 mm [27,56 ing])
YUkseklik: 400 mm (15,74 ing)
Derinlik: 700 mm (27,56 ing) (veya 350 mm [13,78 ing))

Agirlik 11 kg (24,26 |b.) (doldurulmus oluklar ve tam dolu bir atik
kabi dahildir)
Kapasite Plaka basina 24 adede kadar 6rnek

Kimyasal diren¢  pH 4 - pH 9, sik kullanilan deterjanlar, 0,5 M sodyum
hidroksit, %70 etanol

PyroMark Q24 MDx Yazilimi

isletim sistemi Microsoft Windows 7, ingilizce versiyonu
islemci Intel Pentium IV, 3 GHz (veya Usti)

RAM 1 GB

Serbest sabit disk 100 MB

alani

Grafik kart Monitér ¢6z0n0rltguns destekleyen
Monitér 1280 x 1024 piksel

Isaretleme cihazi Fare veya benzeri

ArayUzler USB girisi ve CD-ROM arayUzleri
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Atk Elektriksel ve Elektronik Ekipman (WEEE)

Bu bolum kullanicilar tarafindan atik elektrikli ve elektronik
ekipmanin atilmasiyla ilgili bilgiler verilmektedir.

Uzerinde carpi isareti bulunan tekerlekli ¢ép kutusu (asagiya
bakiniz) bu Gronun diger atiklarla birlikte atilmamasi
gerektigini gdsterir; bunun onayl bir muamele tesisine ya da
geri dénUsUm igin yerel yasalar ve dizenlemelere gére
olusturulmus 6zel bir toplama noktasina géturdlmesi
gerekmektedir.

Atma zamaninda atik elektronik ekipmanin ayri olarak
toplanmalari ve geri dénustirilmeleri dogal kaynaklarin
korunmasina yardim eder ve Grinin insan saghgimi ve
cevreyi koruyucu bir tarzda geri dénisimUnin yapilmasini
saglar.

Geri donustirme istek Uzerine QIAGEN tarafindan ek
maliyetle saglanabilir. Avrupa Birliginde, spesifik WEEE geri
dénustirme gereklilikleriyle uyumlu olarak ve QIAGEN
tarafindan bir replasman Grininin saglandigr durumlarda
WEE isaretli elektronik ekipman igin Ucretsiz olarak geri
dénUsim sunulmaktadir.

Elektronik ekipmanin geri dénGsumd icin gerekli iade
formuyla birlikte yerel QIAGEN satig ofisi ile temas kurun.
Form gonderildikten sonra QIAGEN tarafindan sizinle ya
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Ek B

elektronik ah@in alinmasinin planlanmasi icin ek bilgi
istenmesi amaciyla ya da size 6zel bir Geret bildirimi icin
irtibat kurulacaktir.

FCC deklarasyonu

“Amerika Birlesik Devletleri Federal Haberlesme Komisyonu” (USFCC) (47
CRF 15. 105 iginde) bu 0ronun kullanicilarinin asagidaki hususlar ve
kosullar hakkinda bilgilendirilmeleri gerektigini beyan eder.

"Bu cihaz FCC kisim 15 kosullarini kargilar:

Kullanim, takip eden iki kosula baglidir: (1) Bu cihaz zararl girigimlere
neden olmaz ve (2) bu cihaz istenmeyen ¢alismaya neden olabilecek girisim
dahil alinan ttm girigimi kabul etmelidir.”

“Bu Sinif B dijital aygit Kanada ICES-0003 kogullarina uyar.”

Asagidaki beyan aksi belirtilmedikce bu kilavuzda kapsanan
UrOnler igin gegerlidir. Diger UrUnler igin beyan, beraberinde
verilen belgelerde bulunacaktir.

Not: Bu ekipman test edilmis ve FCC Kurallari Kisim 15 uyarinca bir Sinif B

dijital cihaz limitleriyle uyumlu oldugu saptanmistir ve dijital aygit igin

Kanada Girisime Neden Olan Ekipman Standardi ICES-003'Gn tom

gerekliliklerini kargilar. Bu limitler mesken tipi bir kurulumda zararh girigime

kargi makul koruma saglamak Gzere tasarlanmigtir. Bu ekipman radyo

frekansi enerjisi Uretir, kullanir ve yayabilir ve talimatlara uygun sekilde

kurulmaz ve kullanilmaz ise telsiz haberlegsmeleri icin zararli girisimlere

neden olabilir. Ancak belirli bir kurulumda girisim olmayacagr konusunda

garanti yoktur. Bu ekipman, ekipmanin kapatilip agilmasiyla

belirlenebilecegi sekilde radyo veya televizyon alinmasinda zararli girisime

neden olursa kullanicinin su 6nlemlerden biri veya birkagini kullanarak

girisimi duzeltmeye calismasi desteklenir:

B Alici antenin yeri veya yoninin degistirilmesi.

B Ekipman ile alici arasindaki ayirma mesafesinin arttirilmasi.

B Ekipmanin alicinin bagl oldugundan farkh bir devre Uzerindeki ¢ikisa
baglanmasi.

B Yardim igin bayi veya deneyimli bir radyo/T.V. teknisyeniyle irtibat
kurun.
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QIAGEN GmbH Almanya bu cihaz Uzerindeki yetkisiz degisikliklerin ya da
QIAGEN GmbH, Almanya tarafindan belirlenenlerin digindaki baglant
kablolari ve ekipmanin yerine kullaniimasi ya da takilmasinin neden oldugu
radyo televizyon girisimlerinden sorumlu degildir. Bu tUr yetkisiz
degisikliklerin, yerine kullanimlarin ya da eklerin neden oldugu girisimlerden
kullanici sorumlu olacaktir.

AT uyum beyani

Yasal Ureticinin adi ve adresi
QIAGEN GmbH

QIAGEN Strasse 1

40724 Hilden

Almanya

Guincel bir Uyum Beyani QIAGEN Teknik Servisinden istenebilir.
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Ek B

Tahlil tasarimi ve dogrulama

Tahlil tasarimi

Pyrosequencing tahlilleri en son PyroMark Tahlil Tasarimi Yazilimi (ADSW)
versiyonu kullanilarak tasarlanabilir. Bu program otomatik olarak hem PCR
hem sekanslama primerleri iceren primer setleri olugturur. Her primere
Pyrosequencing analizi icin spesifik birka¢ parametre temelinde bir kalite
puani verilir. PyroMark ADSW icin dogru tahlil tipini kullandiginizdan emin
olun. Pyrosequencing icin tum gerekli optimize primerleri icermekte olan
QIAGEN IVD etiketli tahlilleri kullanmanizi éneririz.

PCR

PCR amplifikasyonu icin mutasyon saptama, SNP analizi, metilasyon analizi
ve baz getirme gibi ¢esitli Pyrosequencing uygulamalari icin sablon DNA'nin
yUksek élctde spesifik ve yansiz amplifikasyonunu mimkin kilan ve
Pyrosequencing analizi icin 6zellikle optimize edilmis PyroMark PCR Kitinin
(QIAGEN) kullanilmasini éneririz. Kullanimi kolay ana karigim formati cesitli
torlerden genomik DNA ve ayrica bisUlfitle dénistorolmiog DNA gibi cesitli
baglangig materyallerinin sadece tek protokol kullanilarak spesifik
amplifikasyonunu mimkin kilar.

PCR primerleri

Tek iplikcikli DNA sablonu hazirlanmasi sirasinda streptavidin kapli
sablonlar (Streptavidin Sepharose High Performance; GE Healthcare)
Uzerinde hareketsiz hale getirmeyi momkin kilmak Uzere primerlerden biri
biyotin etiketli olmalidir. Tahlilin oryantasyonu ileri dogru veya ters olabilir.
PyroMark ADSW ile primerler tasarlaniyorsa, biyotinile olmasi gereken
primer belirtilir.

Biyotinile primer HPLC veya esdeger bir islemle saflagtirilmalidir ¢inkd
serbest biyotin streptavidin kapli Sepharose boncuklar Gzerinde baglanma
bélgeleri icin biyotinile PCR Urinuyle rekabete girecektir.
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Amplikon uzunlugu

Pyrosequencing tahlilleri icin optimum amplikon uzunlugu 80 ile 200 baz
cifti (bp) arasindadir ama 500 bp'ye kadar Grinler iyi sonuglar verebilir.
CpG tahlilleri igin amplikonlar ideal olarak 200 bp altinda olmalidir.

Sekanslama primeri

Sekanslama primerlerini PyroMark ADSW kullanarak tasarlayin. Bir InDel
tahlili tasarlarken sekanslama primerinin degisken pozisyondan birkag baz
dnce bulunmasi kuvvetle dnerilir. Pyrosequencing icin tOm gerekli optimize
primerleri icermekte olan QIAGEN IVD etiketli tahlilleri kullanmanizi éneririz.

PCR kurulumu

PyroMark PCR Kiti kullanilarak 25 ul PCR reaksiyonlari kurulur. PyroMark
PCR El Kitabi iginde saglanan talimat izlediginizden emin olun.

PCR'i optimum birlestirme sicakliginda 45 déngi olarak yapin. Daha az
doéngU kullanmak yetersiz Grin verir ve asirt ve kullanilmamig biyotinile
primer nedeniyle Pyrosequencing reaksiyonlarinda bir arka alan problemi
olusturur.

PCR 0r0n0 bir agaroz jelde analiz edildiginde minimum primer fazlaligiyla
tek bir guclt bant vermelidir.

Baslangi¢ sablonu

PCR Grindndn verimi ve kalitesi nUkleik asit baglangig sablonunun hem
kalitesi hem miktarindan etkilenir. Bu ézellikle bistlfit muamelesiyle
parcalanmig veya parafine gémuilo materyalden elde edilmis DNA'dan uzun
bslgelerin amplifikasyonu igin gegerlidir.

Baslangi¢ sablonunun kalitesi

PCR c¢ok sayida enzimatik reaksiyon déngisinden olustugundan proteinler,
fenol/kloroform, tuzlar, etanol, EDTA ve diger kimyasal ¢ézicilerdeki
safsizliklara tek adimli enzim katalizoérli islemlerden daha hassastir.
QIAGEN nukleik asit hazirlama sistemleri icin tam bir seri sunarak PCR igin
en yUksek kalitede sablonlar garanti eder. Bunlar arasinda hizli plasmid
saflaghrma igin QlAprep® sistemi, genomik DNA ve viral nikleik asitlerin
hizli saflagtirimasi igin QlAamp® ve DNeasy® sistemleri ve cesitli
kaynaklardan RNA hazirlamak igin RNeasy® sistemi vardir. QlAprep,
QIAamp, DNeasy ve RNeasy Grinleri hakkinda daha fazla bilgi icin Teknik

PyroMark Q24 MDx Kullanim Kilavuzu 01/2016 B-9



Ek B

Servis BélUmlerimizden biriyle irtibat kurun (arka kapaga bakiniz) veya
www.giagen.com adresini ziyaret edin.

CpG tahlilleri yaparken baslangi¢ sablonunun kalitesi

Bisulfit muameleli DNA sablonlari kullanarak bagarili bir PCR icin kritik
parametreler arasinda PCR icin yeterince uzun DNA parcalari ve tam bisilfit
dénistirme vardir. EpiTect® Bisulfit Kiti etkin bistlfit dénistirme igin hizli ve
guvenilir bir iglem saglarken benzersiz bir DNA Koruma Tamponu bisulfit
dénUstirme reaksiyonu sirasinda DNA parcalanmasini énler. EpiTect
urnleri hakkinda daha fazla bilgi icin Teknik Servis Bélumlerimizden biriyle
irtibat kurun (arka kapaga bakin veya www.giagen.com adresini ziyaret

edin).

Baslangi¢ sablonunun miktar

Bir primerin sablonla birlesme etkinligi PCR'da énemli bir faktérdir.
Reaksiyonun termodinamik tabiati nedeniyle primer:sablon orani PCR
6zgullugu ve etkinligini kuvvetli sekilde etkiler ve ampirik olarak optimum
hale getirilmesi gerekir. Cok az sablon kullanilirsa primerler tamamlayici
sekanslarini bulamayabilir. Cok fazla sablon yanlis priming olaylarinda bir
artiga neden olabilir.

PCR optimizasyonu

PyroMark PCR Kiti cogu durumda tatminkar sonuglar verir. Ancak daha
yUksek bir Mg?* konsantrasyonu gerekiyorsa kitte saglanan 25 mm MgCl,
kullanimini éneririz.

Onerilen birlestirme sicakhigi genomik DNA ve bisilfit muameleli DNA icin
PyroMark ADSW 2.0 kullanilirken sirasiyla 60°C ve 56°C'dir.

Q-Solution® (PyroMark PCR Kiti ile saglanir) eklenmesi GC'den zengin
sablonlar veya yUksek derecede sekonder yapilari olan zor sablonlar igin
PCR verimi ve 6zgulloguns arthirabilir.

Tum PCR optimizasyon testleri icin bir agaroz jelde bir 25 ul PCR'in 5 ul
kismini analiz edin ve minimum primer fazlaligiyla tek bir kuvvetli spesifik
bant olugmasini hedefleyin.

Lutfen ek sorun giderme icin PyroMark PCR El Kitabina bakiniz.
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AQ ve CpG tahlillerinde her iki alelin esit amplifikasyonu

Kantifikasyon tahlillerinde givenilir sonuglar her iki alelin esit
amplifikasyonuna baglidir ve bu dikkatle test edilmelidir.

Bir CpG tahlilinde esit amplifikasyonu saglamak igin metile olmamig DNA
giderek artan oranda tamamen metile DNA ile karighinlabilir. Bistlfit
muameleli tamamen metile ve metile olmamig DNA'yr kullanima hazir
solUsyonlar halinde saglayan EpiTect Control DNA'lar kullanmanizi éneririz.
PyroMark Q24 MDx ile giris (beklenen) alelin bir fonksiyonu olarak élgtlen
bir alel frekansinin regresyon analizi 0,9 Uzerinde bir R? degeri vermelidir.

AQ tahlili icin degisken pozisyon dahil alel varyantlar bir CpG tahlili igin
olan igleme benzer sekilde farkl oranlarda karigtirilabilir. Bir AQ tahlilinde
degisken pozisyon SNP ise esit amplifikasyon testi yapmanin en kolay yolu
bir heterozigottan tepe yuksekliklerin kargilastirlmasidir. Eger SNP tek baz
katihimlaryla (6rn. AAC/TGG) temsil ediliyorsa iki alel (C ve T tepeleri) esit
yUkseklikte tepeler vermelidir. Bir InDel heterozigotu %50 delesyon
vermelidir.

Ornek hazirlama

Bir 25 ul PCR'in 5-20 ul kismini Bélom 5.3.3 igindeki talimata gore
Streptavidin Sepharose High Performance (GE Healthcare) Gzerinde
hareketsiz hale getirme igin kullanin. Bu iglem PCR etkinligine bagli olarak
yaklagik 0,5-4 pikomol PCR Urinine esdeger olacaktir.

Not: PyroMark PCR Kitini kullanirken, PCR Grininden 5-10 ul gogu
durumda tatminkar Pyrosequencing sonuglari verir. Bu hacim, Pyrogram
icinde en az 40 RLU degerinde tek tepe yUksekligi elde edecek sekilde
ayarlanmalidir.

Pyrosequencing analizi
Aksi belirtilmedikge yazilimda tom tahlil kurulumlari igin varsayilan ayarlar
kullanin.

Tahlil kurulumu

AQ ve CpG tahlilleri

AQ veya CpG tahlili olustururken analiz edilecek sekans en az bes degisken
olmayan referans tepe olusturmaya yeterli sayida baz icermelidir. InDel'ler
icin degisken pozisyon éncesinde birkag referans tepe dahil edilmelidir.
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Sekanslama primeri analiz edilecek pozisyona komsu yerlestirilirse degisken
pozisyon sonrasindaki sekansin bir kismini “Sequence to Analyze” metin
kutusuna girin. Metin kutusundaki son bazin degisken pozisyonun bir pargasi
olmadigindan emin olun.

Yazilim tarafindan bos dagitimlar otomatik olarak olusturulur ve tahlil igin
entegre kalite kontroller gérevi yapar. Bos dagitimlari asla harig birakmayin
cunku spesifik olmayan nikleotid katiliminin mokemmel géstergeleri olarak
islev gérurler. Bir dagitim sirasini manuel olarak olustururken uygun sayida
bos dagitimi dahil edin. MUmkunse dagitim sirasini bir bog dagitimla
baglatin ve en azindan degisken pozisyon sayisi ile ayni sayida bog dagitim
bulundurun.

Kirmizi @ simgesiyle belirtilen uyarilar ve ipuclarina dikkat edin ve simge
belirdiginde uygun degisiklikleri yapin.

CpG tahlillerinde bisulfit muamele kontrolleri

Bir CpG tahlili olugtururken bisulfit muamele kontrollerinin dahil edilmesi
énerilmez. PyroMark ADSW icinde turuncu rengi T'lerle belirtildigi sekilde bir
Guaninin takip etmedigi sitozinler bisulfit muamelesi sirasinda tamamen
Timine dénUstirilmelidir ve bu nedenle reaksiyon igin kontrol olarak
kullanilabilir. PyroMark Q24 MDx Yaziliminda bir CpG tahlili olugtururken
yazilim bisUlfit muamelesi reaksiyonu icin kontroller olarak olasi dagitimlar
verir. Orijinal sekans (bistlfit muamelesi éncesinde) tahlile girilebilir ve
dnerilen kontrollerin T'lere dénUsturilen Cller olup olmadigini (ters tahlilde
A'lar ve G'ler olarak okunur) ve kontroller olarak uygun olup olmadiklarini
belirlemek icin kullanilir. Tercih edilen kontroller sekansin baglangicinda
bulunan ve/veya tek baz katilimlarini temsil eden dagitimlardir.

SQA tahlilleri

Cok sayida sablon sekanslamayla deneyim ortalama olarak dagitim sirasi
n(CTGA) ile en iyi sekanslama kalitesinin elde edildigine isaret eder. Ancak
bazi sablonlar diger dagitim siralariyla daha iyi sonuglar verebilir.

Mimkin oldugunda, farkl sekanslarin ¢6zOnOrliguns iceren SQA tahlilleri
¢6z0n0rltgin homopolimerlerin dogru sekanslanmasina bagh olmadig
sekilde tasarlanmalidir. Ayrica, sekansin baglangicinda tercihen tek tepeler
olarak birkag bilinen baz bulunmasi faydalidir. Bunlar zor tahlillerde tepe
seviyelerinin ayarlanmasina yardimci olmak igin referans tepeler olarak
kullanilabilir.
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Baglangigc DNA 6rneginin saf oldugundan veya tahlilin érnekte sadece tek
hedef sekansi sekanslayabildigi ve/veya spesifik olarak amplifiye
edilebildiginden emin olun. Yoksa tahlil, analiz edilemeyecek karigik
sekanslar olusturabilir.

Kirmizi @ simgesiyle belirtilen uyarilar ve ipuclarina dikkat edin ve simge
belirdiginde uygun degisiklikleri yapin.

Yeni bir tahlilin dogrulanmasi

Kontroller

Tom yeni tahliller kullanici tarafindan dogrulanmalidir. Yeni bir tahlil test
ederken bir referans DNA érnegi kullanin ve PyroMark Q24 MDx
Yaziliminda uygun analiz parametrelerinin kullanildigindan emin olun. Tek
iplikgikli bir DNA Gzerinde olusan halkalar veya primerler arasinda
etkilesimler DNA polimeraz tarafindan baz katilimi igin priming bélgeleri
gorevi gorebilir. Bir tahlil ilk kez analiz edildiginde su kontroller dahil
edilmelidir:

M Sablon DNA olmadan PCR. Bu iglem primerlerin Pyrosequencing
reaksiyonlarina bir arka alan sinyali olusturmak Uzere etkilegsime girip
girmedigini gosterecektir.

M Sablon DNA ile ama sekanslama primeri olmadan PCR. Bu iglem
sablonun kendi Uzerinde halka olusturup olusturmadigini ve
Pyrosequencing reaksiyonlarinda bir arka alan sinyali verip vermedigini
gOsterecekdir.

B Herhangi bir PCR Grin0 olmadan sekanslama primeri. Bu iglem
sekanslama primerinin Pyrosequencing reaksiyonlarinda dupleksler veya
hairpin'ler olusturup arka alan sinyali verip vermeyecegini gésterecektir.

M Herhangi bir PCR Grint olmadan biyotinile primer. Bu islem biyotinile
primerinin Pyrosequencing reaksiyonlarinda dupleksler veya hairpin'ler
olusturup arka alan sinyali verip vermeyecegini gdsterecektir.

B PCR 0rini olmadan sekanslama primeri ve biyotinile primer birlikte. Bu
islem sekanslama primeri ve biyotinile primerin Pyrosequencing
reaksiyonlarinda dupleksler olusturup olusturmadigini ve arka alan
sinyali verip vermedigini gosterecektir.

Bu kontrollerden Pyrogram'lar herhangi bir nUkleotid eklenmesinden sonra
herhangi bir dnemli tepe géstermemelidir.
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Kalite degerlendirmesi

Kullanici eger tahlildeki herhangi bir sey analiz yaziliminin verdigi sonucun
kalitesini azaltabilecekse uyarilacaktir. lyi optimize edilmis bir tahlil igin temel
hedef AQ veya CpG tahlilindeki tOm degisken pozisyonlarin veya bir SQA
tahlilinin kalite kontrol penceresindeki sekansin, varsayilan veya daha kath
analiz parametreleri kullanilirken “Passed” (Basarili) kalite
degerlendirmesine sahip olmasidir. Bu tUr sonuglar analiz sonrasinda
kuyuda kalite gubugunda mavi olarak gésterilecektir. Daha dustk kalitenin
sonuglar “Check” (Kontrol edin) (sari) veya “Failed” (Basarisiz) (kirmizi) ve
beraberinde hata mesajlanyla gésterilecektir.

Analiz sonuclari

Ornekler ve poritif kontroller icin sunlar hedefleyin:

M Yeterli sinyal siddetleri. En az 40 RLU degerinde tek bir tepe yUksekligini
hedefleyin

M Bos dagitimlarda arka alan yok

B Degisken pozisyonlarda (AQ ve CpG) arka alan yok

B Beklenen referans sekans paterni (AQ ve CpG)

B TUm pozisyonlar (AQ ve CpG) ve kalite kontrol penceresi (SQA) “Passed”
kalite degerlendirmesine sahip.

AQ ve CpG tahlilleri igin kalite degerlendirmeleri sekans baglamini ve ayrica
analiz edilen pozisyonlardaki sonuglari temel alir. Bu entegre kalite
kontrolden sapmalar “Well Information” alaninda uyarilar olarak gdésterilir.

SQA tahlilleri icin analiz sonuclari yazilimin tahmin ettigi tepe yukseklik
seviyeleriyle iligkili olarak Pyrogram icinde tepelerin gorontmunu temel alir.

SQA tahlillerinde bilinen bazlarin dahil edilmesi tepe yukseklik seviyesinin
tahminini daha iyi hale getirebilir.
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Sorumluluk maddesi

QIAGEN kendi personeli diginda diger kisiler tarafindan gerceklestirilen
tamirler ya da modifikasyonlardan, bu tir tamir ve modifikasyonlarin
yapilmasi icin Sirket tarafindan yazili izin verilen kisiler tarafindan yapilanlar
haricinde, hicbir sekilde bu garanti kapsamindaki hususlarla ilgili olarak
sorumlu olmayacaktir.

Bu garanti kapsami altinda degistirilen ttm materyaller yalnizca orijinal
garanti periyodu siresi igin gecerli olacak ve Sirketin bir yetkilisince verilmisg
yazili bagka bir garanti olmadig strece orijinal gegerlilik sonu étesinde bir
garanti hicbir sekilde olmayacaktir. Bilgi génderme cihazlari, arabirim
cihazlar ve ilgili yazilm programlari yalnizeca bu Grinlerin orijinal Ureticileri
tarafindan verilen garanti sirelerince garanti edileceklerdir. QIAGEN
temsilcileri dahil herhangi bir kisi tarafindan yapilan ve bu garantinin
sartlariyla uyumsuz olan veya bunlarla ¢atisan temsiller ve garantiler,
QIAGEN!'in bir yetkilisi tarafindan yazili bir onay verilmedigi surece Sirketi
baglamayacaktir.
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