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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vodeci pruzatelj inovativnih tehnologija uzorkovanja i ispitivanja
koje omogucuju izolaciju i detekciju sadrzaja bilo kojeg bioloSkog uzorka. Nasi
napredni proizvodi i usluge visoke kvalitete osiguravaju uspjesSno dobivanje
rezultata za uzorke.

QIAGEN postavlja standarde u sljedeé¢im podrucjima:
B prociS¢avanje DNK, RNK i proteina

M ispitivanja nukleinskih kiselina i proteina

M istrazivanje mikroRNK i RNKi

B automatizacija tehnologija uzorkovanja i ispitivanja.

Nasa misija jest omoguciti vam postizanje izvanrednog uspjeha i nova
revolucionarna otkrica. Dodatne informacije potrazite na web-mjestu
www.qgiagen.com.
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Predvidena uporaba

Komplet ijpsogen RT Kit omogucuje uporabu obrnute transkripcije ukupne RNK
u molekularnom dijagnostiCkom testiranju.

Napomena: radne znacCajke kompleta ipsogen RT Kit utvrdene su samo s
transkriptima BCR-ABL Mbcr i ABL. Korisnik je odgovoran za utvrdivanje
odgovarajucih radnih znacajki za druge ciljne transkripte.

Sazetak i objasnjenje

Obrnuta transkripcija RNK potrebna je pri kvantifikaciji RNK (npr. putem
RT-PCR ili real-time RT-PCR) ili kloniranju sekvence RNK. Obrnute
transkriptaze upotrebljavaju se in vitro za sintezu prvog lanca cDNK pri ¢emu
je RNK pocetni predlozak. UCinkovitost reakcije uvelike ovisi o kvaliteti i
kvantiteti poCetnog predloska RNK. Vazno je da pocetni predlozak bude
netaknuta RNK. Cak i koli¢ine kontaminirajuéih RNaza u tragovima u uzorku
RNK mogu uzrokovati cijepanje RNK, C¢ime se dobivaju skraceni proizvodi
cDNK. Kemijske necistoée, kao Sto su proteini, polianioni (npr. heparin), soli,
EDTA, etanol, fenol i druga otapala, mogu utjecati na aktivnost i moguénost
obrade obrnute transkriptaze.

Kako bi se osigurala obnovljiva i u€inkovita obrnuta transkripcija, vazno je
odrediti kvalitetu i kvantitetu poCetne RNK. Za najbolje rezultate
preporucujemo da pocnete s RNK koja je pro€iScena uporabom tehnologije
membrane od silika-gela. Primjerice, komplet QIAGEN® RNeasy® Mini Kit (kat.
br. 74104), ili komplet RNeasy Midi Kit (kat. br. 75144) mogu se upotrijebiti za
izoliranje RNK iz razli€itih polaznih materijala i pruziti RNK visoke kvalitete koja
je iznimno prikladna za uporabu u obrnutoj transkripciji i primjenama RT-PCR.

Nacelo postupka

Obrnuta transkriptaza multifunkcionalni je enzim s 3 razliCitima enzimskim
aktivnostima: RNK-ovisna DNK-polimeraza, hibridno ovisna egzoribonukleaza
(RNaza H) i DNK-ovisna DNK-polimeraza. In vivo, kombinacija tih 3 aktivnosti
omogucuje transkripciju genoma jednolanCane RNK u dvolan¢anu DNK za
infekciju retrovirusom. Aktivnost RNK-ovisne DNK-polimeraze (obrnuta
transkripcija) transkribira cDNK iz predloSka RNK. Tom se aktivnosti
omogucuje sinteza cDNK za kloniranje, PCR i sekvenciranje RNK.
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Isporuc¢eni materijali

Sadrzaj kompleta

ipsogen RT Kit (33)
Kataloski br. 679923
Broj reakcija 33
Reverse Transcriptase (Obrnuta transkriptaza) 36 i
5x RT Buffer (RT pufer) za obrnutu transkripciju 180 pl
dNTP Mix* (ANTP mjeSavina*) 72 pl
Random Primer (Nasumic¢na pocetnica)® 190 pl
RNase Inhibitor (Inhibitor RNaze) 18 ul
DTT# 45 pl
Priruénik za ipsogen RT Kit (engleski) 1

* Deoksinukleotidi, svaki 10 mM.
T Nasumic¢ni nonamerni oligonukleotid.
* Ditiotreitol.

1
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Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni

Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu,
rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne naoc€ale. ViSe informacija potrazite
u odgovarajuc¢im sigurnosno-tehni¢kim listovima (Safety Data Sheets, SDS)
dostupnima kod dobavlja¢a proizvoda.

Potrosni materijal

B Sterilni vrhovi pipeta s hidrofobnim filtrima otporni na aerosole za PCR
bez nukleaze

M Epruvete za PCR od 0,5 mlili 0,2 ml bez RNaze i DNaze
B Led

Reagensi
M Voda stupnja Cisto¢e za PCR bez nukleaze
B Reagensi za elektroforezu na gelu 1,2-postotne formaldehid agaroze

Oprema

B Mikrolitarske pipete* namijenjene za PCR (1 — 10 pl; 10 — 100 pl;
100 — 1000 pl)

B Stolna centrifuga® s rotorom za reakcijske epruvete od 0,2 ml / 0,5 mi
(koja moze postic¢i 10.000 o/min)

B Spektrofotometar,* ili Agilent® BioAnalyzer®,* za kvantifikaciju RNK
B Oprema* za elektroforezu na gelu u pulsiraju¢em polju

B TermomijeSalica, grijani kruzni inkubator, blok za zagrijavanje ili vodena
kupelj* (korak obrnute transkripcije)

* Provijerite jesu li instrumenti pregledani i kalibrirani prema preporuci proizvodaca.
|
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Upozorenja i mjere opreza
Za in vitro dijagnosti¢ku uporabu

Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu,
rukavice za jednokratnu uporabu i zastitne naocale. ViSe informacija potrazite
u odgovarajuc¢im sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheets, SDS).
Oni su dostupni na mrezi u prakticnom i kompaktnom PDF formatu na
web-mjestu www.qiagen.com/safety. Ondje mozete pronaci, pregledati i
ispisati sigurnosno-tehnicki list za svaki komplet QIAGEN i komponentu
kompleta.

Bacite otpad od uzoraka i ispitivanja u skladu s lokalnim sigurnosnim
propisima.

Opc¢e mjere opreza

Za izvodenje testova qPCR potrebna je dobra laboratorijska praksa,
uklju€ujuéi odrzavanje opreme, koja je vezana uz molekularnu biologiju i koja
je u skladu s primjenjivim propisima i relevantnim normama.

Ovaj komplet namijenjen je za in vitro dijagnosticku uporabu. Reagensi i upute
koji su prilozeni uz ovaj komplet potvrdeni su za optimalni radni u€inak. Daljnje
razrjedivanje reagensa ili izmjena vremena i temperature inkubacije moze
uzrokovati dobivanje pogresnih ili nepodudarnih podataka. Svi reagensi
formulirani su specificno za uporabu s ovim kompletom. Kako bi se ostvario
optimalni radni ucinak postupak, nisu dopustene zamjene.

Za odredivanje razina transkripta pomoc¢u qPCR-a potrebna je obrnuta
transkripcija mRNK i amplifikacija generirane cDNK pomoc¢u PCR-a. Stoga je
cijeli postupak ispitivanja potrebno izvesti pod uvjetima bez RNaze/DNaze.

Budite iznimno oprezni kako biste sprijecili:

B kontaminaciju RNazom/DNazom, §to moze uzrokovati degradaciju
predloSka mRNK i generirane cDNK

M kontaminaciju prijenosom mRNK ili iz PCR-a zbog koje se dobiva lazno
pozitivan signal.

Zato preporu¢amo sljedece:

B Upotrebljavajte laboratorijsku opremu bez nukleaze (npr. pipete, vrhove
pipeta, reakcijske bocice) i nosite rukavice kad provodite ispitivanje.

B Upotrebljavajte nove vrhove pipeta otporne na aerosole za sve korake
pipetiranja kako biste sprijeCili kriznu kontaminaciju uzoraka i reagensa.

M Pripremite glavnu mjeSavinu prije PCR-a primjenom potrebnog materijala
(pipete, vrhovi itd.) u predvidenom podrucju gdje nisu uvedene matrice
DNK (cDNK, DNK, plazmid). Dodajte predlozak u zasebnoj zoni (po
mogucnosti u zasebnoj prostoriji) primjenom potrebnog materijala (pipete,
vrhovi itd.).
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Pohrana i rukovanje reagensima

Kompleti se isporu€uju na suhom ledu i po prijmu se moraju pohraniti na
temperaturi od —30 °C do —-15 °C.

B Lagano promije3ajte i centrifugirajte epruvete prije otvaranja.
B Cuvajte sve komponente kompleta u originalnim spremnicima.

Ovi uvjeti pohrane odnose se i na otvorene i na neotvorene komponente.
Komponente koje se pohranjuju pod nekim drugim uvjetima, a ne onim koji su
navedeni na naljepnicama mozda nece pravilno funkcionirati $to moze
negativno utjecati na rezultate ispitivanja.

Rokovi trajanja za svaki reagens navedeni su na naljepnicama pojedinacnih
komponenti. Pod pravilnim uvjetima pohrane proizvod ¢e nastaviti ispravno
funkcionirati do isteka roka trajanja koji je otisnut na naljepnici.

Rukovanje ispitcima i pohrana ispitaka

Uzorke pune krvi potrebno je antikoagulirati kalijevim EDTA i pohraniti na
temperaturi 2 — 8 °C ne duzZe od 5 dana prije ekstrakcije RNK.
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Postupak

Priprema uzoraka RNK

Ekstrakciju RNK potrebno je izvesti odobrenim postupkom
(QIAGEN Rneasy Mini Kit, kat. br. 74104 ili RNeasy Midi Kit, kat. br. 75144;
ili Life Technologies TRIzol®, kat. br. 15596-026 i 15596-018).

Radni u€inak ispitivanja ovisi o koncentraciji i kvaliteti ulazne RNK. Stoga
preporucujemo izvodenje kvalifikacije pro€is¢ene RNK prije daljnje analize
pomocu elektroforeze na* agaroznom gelu, uredaja Agilent BioAnalyzer ili
spektrofotometrijom.™

Protokol: obrnuta transkripcija

Postupci koje treba napraviti prije zapoc€injanja

B Odmrznite sve potrebne komponente i stavite ih na led.

M Dobro pomijeSajte sadrzaj epruveta (ne mijeSajte u vorteks mijesalici) i
izvedite kratko okretanje (10 s pri 10.000 o/min) kako bi se tekucina
skupila na dnu epruvete.

M Prilagodite uzorke RNK na 0,1 pg/ul vodom bez nukleaze.

Napomena: kontrola bez predloSka (No Template Control, NTC) generirana
tijekom obrnute transkripcije pomocu vode bez nukleaze kao predloska moze
se upotrijebiti za provjeru kvalitete obrnute transkripcije.

Postupak

1. Inkubirajte 1 ug svakog uzorka RNK koji je potrebno testirati (10 pl) u
trajanju od 5 min na 65 °C.

2. Odmah ohladite na ledu u trajanju od 5 min.
3. Kratko centrifugirajte (10 s pri 10.000 o/min) kako bi se tekuéina
skupila na dnu epruvete. Drzite na ledu.

4. Pripremite prethodnu mjesavinu za obrnutu transkripciju na ledu i
drzite je na ledu (pogledajte Tablica 1.).

* Kada radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovaraju¢u laboratorijsku kutu, rukavice za
jednokratnu uporabu i zastitne naocale.

T Opti¢ka gustoéa izmjerena na 260 nm i 280 nm: Opti¢ka gustoéa od 1,0 na 260 nm
ekvivalentna je priblizno 40 pg/ml jednolan¢ane RNK. Omjer Azso/A2s0 izmedu 1,8 2,1
ukazuje na visoko pro€iséenu RNK.
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Tablica 1. Priprema prethodne mjesSavine za obrnutu transkripciju

Komponenta prethodne Volumen po Konacna
mjesavine uzorku (pl)* koncentracija
5x pufe_r za obrnutu 50 1x
transkriptazu
dNTP (10 mM svaki) 2,0 0,8 mM
Nasumicni nonamer (100 pM) 5,25 21 uM
Inhibitor RNaze (40 U/ul) 0,5 0,8 U/ul
Obrnuta transkriptaza
(200 U/l) 1,0 8 U/l
DTT 1,25 —
Volumen prethodne

. 15
mjesavine RT po uzorku

* Pripremite n + 1, pri €emu je n broj uzoraka RNK

5. Pazljivo mijeSajte (ne mijesSajte u vorteks mijesalici), kratko
centrifugirajte i dodajte 15 pl prethodne mjesavine svakom uzorku
RNK (za 40 ng/pl) i kontroli na bazi vode (No Template Control, NTC).

6. Pazljivo izmijeSajte svaku epruvetu (ne mijesajte u vorteks mijesalici)
i kratko centrifugirajte.

7. Pokrenite program za obrnutu transkripciju (pogledajte Tablica 2.)
pomocu termomijesalice, grijanog kruznog inkubatora, bloka za
zagrijavanje ili vodene kupelji.

Tablica 2. Postavke za obrnutu transkripciju

Obrnuta transkripcija 1 25 °C na 10 min
Obrnuta transkripcija 2 50 °C na 60 min
Inaktivacija 85 °C na 5 min
Hladenje 4 °C na 5 min

8. Kratko centrifugirajte (10 s pri 10.000 o/min) da bi se cDNK skupila na
dnu epruvete.

9. Drzite na ledu ili pohranite na —20 °C dok se izvodi qPCR.
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Rjesavanje problema

Za viSe informacija o rjeSavanju problema s kompletom pogledajte stranicu s
naj¢eséim pitanjima u naSem Centru za tehnic¢ku podrsku:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Znanstvenici u tehnickoj sluzbi tvrtke
QIAGEN uvijek ¢e rado odgovoriti na sva pitanja koja mozda imate vezano uz
informacije i protokole u ovom priru¢niku ili tehnologije uzorkovanja i ispitivanja
(informacije za kontakt potrazite u ,Contact Information”, na stranici 12).

Kontrola kvalitete

Ovaj komplet proizveden je u skladu s normom ISO 13485. Certifikati o analizi
dostupni su na zahtjev na web-mjestu www.qiagen.com/support/.

Ogranicenja

Korisnici moraju biti obu€eni i upoznati s ovom tehnologijom prije uporabe
ovog uredaja. Ovaj se komplet treba upotrebljavati u skladu s uputama u ovom
priru¢niku, u kombinaciji s provjerenim instrumentom navedenim u ,Materials
Required but Not Provided”, stranica 6.

Svi dobiveni dijagnosticki rezultati moraju se tumaciti u kombinaciji s ostalim
Klini¢kim ili laboratorijskim nalazima. Odgovornost je korisnika potvrditi radne
znacajke sustava za sve postupke koji se izvode u laboratoriju, a koje ne
pokrivaju ispitivanja radnih znacajki koje je provela tvrtka QIAGEN.

Potrebno je obratiti pozornost na rokove trajanja otisnute na kutiji i
naljepnicama svih komponenata. Nemojte upotrebljavati komponente kojima je
istekao rok trajanja.

Radne znacajke

Radne znacajke kompleta ipsogen RT Kit utvrdene su samo s transkriptima
BCR-ABL Mbcr i ABL. Korisnik je odgovoran za utvrdivanje odgovarajucih
radnih znacajki za druge ciljne transkripte.

Za dodatne informacije u pogledu radnih znacajki kompleta ipsogen RT Kit
pogledajte Prirucnik za ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit koji je
dostupan na web-mjestu www.giagen.com.

Referencije

Tvrtka QIAGEN odrzava veliku, aZuriranu internetsku bazu podataka
znanstvenih publikacija u kojima se koriste proizvodi tvrtke QIAGEN.
Sveobuhvatne opcije pretrazivanja omogucuju vam da pronadete ¢lanke koji
su vam potrebni jednostavnim pretrazivanjem kljuénih rijeci ili navodenjem
odredene primjene, podrucja istrazivanja, naslova itd.

Priruénik za ipsogen RT Kit 03/2015 1


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx
http://www.qiagen.com/support/
http://www.qiagen.com/

Za potpuni popis referencija posjetite referentnu bazu podataka tvrtke
QIAGEN putem interneta na web-mjestu www.giagen.com/RefDB/search.asp
ili se obratite tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN ili svojem lokalnom distributeru.

Simboli
Na ambalazi i naljepnicama mogu se pojaviti sljedeci simboli:

<N> Sadrzava reagensa dovoljno za <N> reakcija

¢

Upotrijebiti do

IVD In vitro dijagnosticki medicinski proizvod

Kataloski broj

LO Broj serije

MAT Broj materijala

GTIN Globalni broj trgovacke jedinice
OgraniCenje temperature
Proizvodac

Procitajte upute za uporabu

=Rl s B

Kontaktni podaci

Za tehniCku pomo¢ i vise informacija posjetite nas Centar za tehni¢ku pomo¢
na web-mjestu www.qgiagen.com/Support, nazovite broj 00800-22-44-6000 ili
se obratite jednom od odjela tehnicke sluzbe tvrtke QIAGEN ili lokalnim

distributerima (pogledajte poledinu ili posjetite web-mjesto www.giagen.com).
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Informacije za naruéivanje

Proizvod Sadrzaj Kat. br.

ipsogen RT Kit (33) Za 33 reakcije: Obrnuta transkriptaza, 679923
5x RT pufer, dNTP mjeSavina,
nasumicna pocetnica, inhibitor
RNaze, DTT

Rotor-Gene® Q MDx — za real-time PCR analizu odobrenu
za in vitro dijagnostiku (In Vitro Diagnostic, IVD) u klini¢ékim
primjenama

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cikler i analizator 9002032
5plex HRM Platform taljenja velike razlucivosti s 5 kanala

(zeleni, zuti, naran&asti, crveni,

tamnocrveni) plus HRM kanal,

prijenosno racunalo, softver, pribor,

1-godiSnje jamstvo na dijelove i rad,

instalacija i obuka nisu ukljuCene

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cikler i analizator 9002033
5plex HRM System taljenja velike razluCivosti s 5 kanala

(zeleni, zuti, narancCasti, crveni,

tamnocrveni) plus HRM kanal,

prijenosno racunalo, softver, pribor,

1-godisSnje jamstvo na dijelove te rad,

instalaciju i obuku

Azurirane informacije o licenciranju i izjave o odricanju odgovornosti specificne
za proizvod potrazite u odgovaraju¢em priru¢niku za QIAGEN komplet ili
korisni€kom priru€niku. Priru€nici za komplete tvrtke QIAGEN i korisnicki
priru¢nici dostupni su na web-mjestu www.giagen.com ili ih moZzete zatraziti od
tehnicke sluzbe tvrtke QIAGEN ili vaseg lokalnog distributera.
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Ova stranica namjerno je ostavljena praznom
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Ovaj proizvod namijenjen je za in vitro dijagnosticku uporabu. Proizvodi ipsogen ne smiju se preprodavati, modificirati za preprodaju ni
upotrebljavati u proizvodnji komercijalnih proizvoda bez pisanog dopustenja tvrtke QIAGEN.

Informacije u ovom dokumentu podloZne su promjeni bez prethodne obavijesti. Tvrtka QIAGEN ne preuzima nikakvu odgovornost za bilo kakve
pogreske koje se mogu pojaviti u ovom dokumentu. Smatra se da je ovaj dokument potpun i to¢an u vrijeme izdavanja. Tvrtka QIAGEN ni u kojem
slu€aju nije odgovorna za slucajnu, posebnu, viSestruku ili posljediénu Stetu u vezi s upotrebom ovog dokumenta ili proizasiu iz te upotrebe.

Za proizvode ipsogen jam¢i se da ispunjavaju navedene specifikacije. Jedina obveza tvrtke QIAGEN i jedini pravni lijek kupca ograni¢eni su na
besplatnu zamjenu proizvoda u slu€aju da proizvodi ne rade na zajamé&eni nacin.

Proizvod sadrzi obrnutu transkriptazu SuperScript® Ill Reverse Transcriptase koja je subjekt jednog ili vise izdanih patenata u SAD-u ili zahtjeva za
patente na ¢ekanju u SAD-u te odgovarajucih istovjetnih stavki izvan SAD-a u vlasniStvu drustva Life Technologies Corporation i prodaje se na
temelju sporazuma drustava Life Technologies Corporation i Ipsogen. Kupovna cijena ovog proizvoda uklju€uje ograni¢ena, neprenosiva prava
pod prethodno navedenim patentima u svrhu uporabe ove koli¢ine proizvoda za primjenu tvrdnji u navedenim patentima isklju¢ivo za aktivnosti
kupca pri mjerenju transkripata BCR-ABL p210. Ne prenose se nikakva druga prava, ukljuéujuéi pravo na uporabu ovog proizvoda za primjene u
forenzici. Dodatne informacije o stjecanju prava pod patentima u vlasnistvu drustva Life Technologies Corporation mogucée je dobiti kontaktiranjem
Odjela za licenciranje na adresi Licensing Department, Life Technologies Corporation, 5791 Van Allen Way, Carlsbad, CA 92008. (760) 603-7200.
E-posta: Outlicensing@lifetech.com.

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

Ugovor o ogranic¢enoj licenciji
Uporabom ovog proizvoda svaki kupac ili korisnik kompleta jpsogen RT Kit pristaje na sljede¢e uvjete:

1. Komplet ipsogen RT-Dx Kit smije se upotrebljavati isklju€ivo u skladu s Priru¢énikom za ipsogen RT Kit i upotrebljavati samo s komponentama
ukljuéenima u komplet. Tvrtka QIAGEN ne daje nikakvu licenciju za svoje intelektualno vlasni$tvo za uporabu ili ugradivanje komponenata
ovog kompleta s bilo kojom komponentom koja nije sadrzana u ovom kompletu, osim kako je opisano u Priru¢niku za ipsogen RT Kit i drugim
protokolima dostupnima na web-mjestu www.giagen.com.

2. Osim izri¢ito navedenih licencija, QIAGEN ne jam¢i da ovaj komplet i/ili njegova upotreba ne krsi prava trecih strana.

3. Ovaj komplet i njegove komponente licencirani su samo za jednokratnu uporabu i ne smiju se ponovno upotrebljavati, preradivati niti
preprodavati.

4. QIAGEN se odri¢e svih drugih licencija, izri€itih ili impliciranih, osim onih koje su izri¢ito navedene.

5. Kupac i korisnik ovog kompleta potvrduju da ne¢e poduzimati ili dopustiti drugim osobama poduzimanje koraka koji bi mogli dovesti do
krSenja gore navedenih odredbi ili omoguciti njihovo krSenje. QIAGEN moze provesti zabrane navedene u ovom Ugovoru o ograni¢enoj
licenciji na bilo kojem sudu te ¢e potraZivati sve sudske troSkove i troSkove postupka istrazivanja, ukljucujuci troSkove odvjetnika, za svaku
radnju s ciljem provedbe ovog Ugovora o ograni¢enoj licenciji ili bilo kojeg svojeg prava intelektualnog vlasniStva povezanog s kompletom i/ili
njegovim komponentama.

AZurirane uvjete licencije potrazite na www.giagen.com.
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