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Alkalmazasi terllet

Az RNeasy DSP FFPE Kit formalinban fixalt, paraffinba agyazott (Formalin-Fixed,
Paraffin-Embedded, FFPE) szévetekbdl torténd teljes RNS-tisztitasra szolgald rendszer.

A termék csak a molekuléris bioldgiai technikak teriiletén jaratos, szakképzett szakemberek,
pl. labortechnikusok és orvosok altali hasznalatra késziilt.

Az optimalizalt protokoll szilikaoszlopot tartalmazé centrifugacsé hasznalatan alapszik és a
hatramaradd DNS-t enzimatikus emésztés segitségével tavolitja el.

Az RNeasy DSP FFPE Kit in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.
Osszefoglalas és magyarazat

Az RNeasy DSP FFPEKIit specifikusan formalinban fixalt, paraffinba agyazott
(Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded, FFPE) szOveti metszetekbdl torténd teljes
RNS-tisztitasra szolgal6 rendszer. A 70 nukleotidnal hosszabb RNS-molekulak izolalasa
révén a kit altal izolalt RNS-fragmentumok olyan mddszerekhez is felhasznalhatéak, mint az
RT-PCR.

Az FFPE mintakban talalhaté nukleinsav-molekuldkat a fixalas és a beagyazas
természetébdl adéddan a formaldehid altalaban fragmentalja és kémiailag médositja. Emiatt
a friss vagy a fagyasztott mintakhoz képest az FFPE mintakb6l szarmazé
nukleinsav-izolatumok gyakran alacsonyabb molekulasulytak. A fragmentalédas mértéke
fligg a minta tipusatol, koratdl, a fixalas, a beagyazas, illetve a tarolas kortlményeitdl. Az
FFPE szdvetmintak el6zetes vizsgalatat a CEN/TS 16827-1:2015-6s szamu standard szerint
javasoljuk.

RNeasy DSP FFPE Kit hasznalati Gtmutaté (kézikdnyv) 08/2017 3



Noha a formaldehid altal okozott mdédositasok a standard mindségvizsgald assayk
(pl. gélelektroforézis, lab-on-a-chip) segitségével nem mutathatok ki, az enzimatikus

vizsgalatokat er6sen zavarjak.

Habar az RNeasy DSP FFPE Kit Ugy lett optimalizalva, hogy a formaldehid okozta
moédositasokat, amennyire lehetséges, visszaforditsa és az RNS tovabbi degradalédasat
megelézze, az FFPE mintakbdl szarmazd nukleinsavakat ne hasznaljuk olyan vizsgalati
moddszerekhez, amelyekhez intakt RNS sziikséges. A fragmentalddott RNS hasznalatahoz
egyes vizsgalati médszerek modositasara lehet szilkség (pl. RT-PCR esetén révid
amplikonok tervezése). A cDNS szintéziséhez oligo-dT primerek helyett random primerek
vagy génspecifikus primerek hasznalata szikséges.

Az FFPE mintak festése az RNS mindségét és a tovabbi vizsgalatok eredményeit tovabb
ronthatja. Az immunhisztokémiai festésekre ez kiléndsen igaz.

Az eljaras elve

Az RNeasy DSP FFPE eljards az RNS tisztitdsara a jol kidolgozott RNeasy technolégiat
hasznalja. A specifikusan optimalizalt lizalasi kérilményeknek készdnhetéen a teljes RNS
az FFPE szOveti metszetekbdl hatékonyan tisztithatd. A DNaz | emésztési lépés hatékonyan

tavolitja el a DNS-szennyezddést, ideértve az erésen toredezett molekulakat is.

A Deparaffinization Solution segitségével torténd kezelés a frissen metszett FFPE szdveti
metszetekbdl az Osszes paraffint eltavolitia. A mintakat ezutan optimalizalt lizispufferben
inkubaljuk, amely proteinaz K tartalma révén a metszetekbdl felszabaditja az RNS-t. A
magasabb hémérsékleten torténd rovid inkubalas a felszabaditott nukleinsav lancok kdzotti,
formalin okozta keresztkdtéseket részlegesen eltavolitia, ami az RNS-hozamot, annak
mindségét, illetve a késébbi vizsgalati enzimatikus vizsgalati modszerek teljesitményét
fokozza. Ezutdn DNA&z I-kezelés kdvetkezik, amely a genomialis DNS, illetve a formalinban
hosszasan fixalt mintdkban és a régi mintakban gyakran el6fordul6 nagyon rovid
DNS-fragmentumok eltavolitasara szolgél.
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Az emésztést kovetden a lizatumot Buffer RBC pufferrel keverjiik 6ssze. Az etanol
hozzaadasa az RNS szamara megfelel6 kotédési korlilményeket biztosit. Ezt kdvetéen a
mintat az RNeasy MinElute Spin Column oszlopra pipettazzuk, amelyben a teljes RNS a
membranhoz kot és amelyrél a szennyez6é anyagok hatékonyan lemoshatdéak. Az RNS-t
ezutan legaldbb 14 pl RNaz-mentes vizzel elualjuk.

RNeasy DSP FFPE eljaras

FFPE szoveti metszetek

Paraffin eltavolitasa

Emésztés proteinaz
K segitségével, majd
hékezelés

A fellilisz6 DNase 1-kezelése,
majd Buffer RBC és etanol
hozzdadasa

Teljes RNS kétédése az
RNeasy MinElute Spin
Column oszlophoz

Teljes RNS

Mosés

Eluéalas

Elualt RNS

1. dbra: RNS-tisztitasi eljaras FFPE szovetmintakbdl az RNeasy DSP FFPE Kit segitségével.
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Szallitott anyagok

A kit tartalma

RNeasy DSP FFPE Kit (50)
Katalégusszam 73604
Készitmények szama 50
Megnevezés Szimbdlumok Mennyiség
RNeasy MinElute Spin RNeasy MinElute® Spin Columns 50

(RNeasy MinElute® Spin Column
oszlopok) (r6zsaszin)
(2 ml-es moso6csovekkel)

ET Elution Tubes TUBE 50
(Eltciés csovek) (1,5 ml)

LT Lysis Tubes TUBE 150
(Liziscsovek) (2 ml)

WT Wash Tubes WASH| TUBE 250
(Mosbécsovek) (2 ml)

DPS Deparaffinization Solution DEPAR 20 mi
(Deparaffinalé oldat)

RBC Buffer RBC (RBC puffer)* 45 ml

PKD Buffer PKD (PKD puffer) PROTK | DIL 15 ml

PK Proteinase K (Proteinaz K) 1,25 ml

DN RNase-Free DNase | - 1
(RNaz-mentes DNaz I) (liofilizalt)

RNFW RNase-Free Water EWU | DIL 3x1,5ml
(RNaz-mentes viz)

DBB DNase Booster Buffer | DNase | BUF | 2ml
(DNaz higit6 puffer)

RPE Buffer RPE (RPE puffer)" (wasH | BUF 11 ml
(koncentratum)

HB, v1 RNeasy DSP FFPE Kit kézikonyv 1

*Guanidinsot tartalmaz. Hipot tartalmazo fertétlenitdszerekkel egyitt nem hasznalhaté. A biztonsagi informaciokat lasd
a 8. oldalon.

TA munkaoldat el6allitasahoz az elsé hasznalat elétt a 12. oldalon leirtaknak megfeleléen adjon hozza 4 térfogatnyi
(96-100%-0s, nem denaturalt) etanolt a palackon feltlintetettek szerint.
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Sziikséges, de nem biztositott anyagok

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratoriumi kdpenyt, egyszer
hasznalatos kesztylt és védészemulveget. Tovabbi informaciok a megfeleld biztonsagi
adatlapokon (Safety Data Sheets, SDS-ek) talalhatok, amelyek az adott termék gyartojatol
szerezhet6k be.

Gy6z6djon meg roéla, hogy az eszkdzdket a gyartd ajanlasai szerint ellendrizték és
kalibraltak.

e Steril, RNaz-mentes pipettahegyek és pipettak
e Mikrocentrifuga (rotorral, 2 ml-es csovekhez)
e Vortex keverd

® 100% etanol (ne haszndljon denaturalt alkoholt; a denaturalt alkohol mas anyagokat,

példaul metanolt vagy metil-etil-ketont is tartalmaz)
® Egyszer hasznalatos kesztylik

® 56-80 °C kozotti inkubaciora alkalmas keveréfunkcios flitéblokk
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Figyelmeztetések és ovintézkedések

In vitro diagnosztikai hasznalatra.
A kit hasznalata elétt figyelmesen olvassa el az 6sszes utasitast.

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratériumi kdpenyt, egyszer
hasznalatos kesztylt és véd&szemiveget. A tovabbi tudnivaldkat a megfeleld biztonsagi
adatlapok (Safety Data Sheets, SDS-ek) tartalmazzak. Ezek PDF-formatumban elérhet6k
online a www.giagen.com/safety cimen, ahol megtaldlhatja, megtekintheti és
kinyomtathatja a minden egyes QIAGEN kithez és annak komponenseihez tartoz6 SDS
biztonsagi adatlapokat.

VIGYAZAT Személyi sériilés kockazata

SOHA NE adjon fehéritészert vagy savat tartalmazoé oldatot kozvetlendl
a mintaelékészités hulladékahoz.

Az RNeasy DSP FFPE Kit pufferei natrium-azidot tartalmaznak. Ha a kit valamely puffere
kiémlik, megfelel6 laboratoriumi tisztitoszer és viz segitségével takaritsa fel. Ha
potencialisan fert6z6 agenst tartalmazé folyadék omlik ki, az érintett fellletet el6szor
laboratériumi tisztitoszerrel és vizzel, majd 1%-os (v/v) natrium-hipoklorittal tisztitsa meg.

Az RNeasy DSP FFPE Kit komponenseire a kdvetkez6 figyelmeztetd és ovintézkedésre
vonatkozé mondatok érvényesek.

PKD, RPE, RNFW, DBB

Tartalmazott anyag: Natrium-azid. Vigyazat! Lenyelve artalmas lehet. Rosszullét esetén
forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz.
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Hexadekant tartalmaz. Veszély! Lenyelve vagy a légutakba kerllve halalos lehet. Az ismételt
kitettség bérszarazsagot vagy a bér berepedezését okozhatja. A tartalom/edény elhelyezése
hulladékként: jévahagyott hulladékkezeld létesitményben. TILOS a hanytatas! LENYELES
ESETEN: Azonnal forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz. Elzarva tarolandé.

&>

Proteinaz K

Tartalmazott anyag: Proteinase K. Vigyazat! Enyhén bérirritalé hatasu. Belélegezve allergias és
asztmas tlneteket, és nehéz légzést okozhat. Kerilje a por/fust/gaz/kdd/gézok/permet
belélegzését. A tartalom/edény elhelyezése hulladékként: jovahagyott hulladékkezeld
létesitményben. Légzési probléméak esetén: Fordulion TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy
orvoshoz. BELELEGZES ESETEN: Légzési nehézségek esetén az érintett személyt friss
levegdre kell vinni és olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon 1élegezni.
Légzésvédelem hasznalata kotelezd.

&>

Tartalmazott anyag: Dezoxiribonukledz. Veszély! Allergids bdrreakciét valthat ki. Belélegezve
allergids  és  asztmas  tuneteket, és nehéz légzést okozhat. Kerille a
por/fust/gaz/kdd/gézok/permet  belélegzését. A tartalom/edény elhelyezése hulladékként:
jovahagyott hulladékkezelé Iétesitményben. Légzési problémak esetén: Forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ vagy orvoshoz. BELELEGZES ESETEN: Légzési nehézségek
esetén az érintett személyt friss levegdre kell vinni és olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni,
hogy kénnyen tudjon Iélegezni. A szennyezett ruhat le kell vetni és az Ujbdli hasznalat el6tt ki
kell mosni. Védbékesztyl/védéruha/szemvédd/arcvédd haszndlata kotelez6. Légzésvédelem
hasznalata kételezd.

&’

Py}
w
(@]

Guanidin-hidrokloridot tartalmaz. Vigyazat! Lenyelve vagy belélegezve artalmas. Bérirritalo
hatasu. Sulyos szemirritaciot okoz. Rosszullét esetén forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ
vagy orvoshoz. A tartalom/edény elhelyezése hulladékként: jovahagyott hulladékkezel®
létesitményben. A szennyezett ruhat le kell vetni és az Gjbdli hasznalat elétt ki kell mosni.
Védobkesztyl/védbruha/szemvédd/arcvédd hasznalata kételezb.

&

g

BB

Kalcium-kloridot és hidrogén-kloridot tartalmaz. Vigyazat! Bérirrital6 hatasu. Sulyos
szemirritaciét okoz. Ha a szemirritaci6 nem mulik el: Orvosi ellatast kell kérni. HA SZEMBE
KERUL: T6bb percig tarté 6vatos dblités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha
kénnyen megoldhaté. Az oblités folytatdsa. A szennyezett ruhat le kell vetni és az Gjbdli
hasznalat elétt ki kell mosni. HA BORRE KERUL: Béséges szappanos vizzel mossa le.
Boérirritacié esetén: Orvosi ellatast kell kérni. Védbékesztyl/védéruha/szemvédd/arcvédd
hasznalata kotelezd.

&

RNeasy DSP FFPE Kit hasznalati Gtmutaté (kézikdnyv) 08/2017 9



A reagensek tarolasa és kezelese

Az RNaz-mentes DNaz I-et és az RNeasy MinElute Spin Column oszlopokat az atvételiket
kovetéen azonnal 2-8 °C-on kell tarolni. A pufferek szobahémérsékleten (15-25 °C)
tarolhaték. Ezen feltételek mellett a kit a doboz cimkéjén feltintetett lejarati datumig a

teljesitéképesség romlasa nélkul tarolhato.

Az RNeasy DSP FFPE Kitet lejarat utan ne hasznalja.

Kitosszetevok

Az egyes reagensek lejarati datuma az adott 6sszetevd cimkéjén talalhatd. Helyes tarolasi
koérilmények mellett a termék a stabilitasi idén belll megbrzi teljesitményét, feltéve, hogy

azonos gyartasi tételbe tartozé dsszetevéket hasznalnak.

A DNaz | visszaoldas utani hosszu tavu tarolasahoz a torzsoldatot pipettazza szét egyszer
hasznalatos alikvotokra, amelyek igy —15 és —30 °C kozott legfeljebb 9 hénapig tarolhatok.
A felolvasztott alikvotok 2—-8 °C-on legfeljebb 6 hétig tarolhatok. Felolvasztas utan az
alikvotokat ne fagyassza vissza.

A reagenseket ne tegye ki UV-fénynek (példaul dekontaminalas céljabol), mivel ez a
reagensek dregedésének felgyorsulasat okozhatja.
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Fontos megjegyzesek

Kiindulasi anyag

A standard formalinos fixalasi és paraffinba agyazéasi eljarasok minden esetben a
nukleinsavak jelentds meértékl fragmentalodasat és keresztkdtédését eredményezik. A
nukleinsav-fragmentacié és -keresztkétddés mértékének visszaszoritdsa érdekében
mindenképp kovesse az alabbiakat:

® Legfeljebb 5 mm vastag mintat hasznaljon, hogy a formalin kénnyen és teljes
mértékben atjarhassa

o A mitéti eltavolitast kovetéen a lehet6 leggyorsabban fixalja a szévetmintakat
4-10%-0s semleges pufferelt formalinban

o A fixalas ideje legfeljebb 24 6ra legyen (a hosszabb fixalasi id6 nagyobb mértéki
nukleinsav-fragmentacidhoz vezet, ami a késébbi vizsgalatok eredményességét rontja)

® A beagyazas el6tt a mintat alaposan dehidratélja
® A beagyazashoz hasznaljon alacsony olvadaspontd paraffint

Az RNS-tisztitas kiindul6 anyaganak frissen metszett FFPE szdveti metszetnek kell lennie,
amelynek vastagsaga legfeljebb 20 um. Az ennél vastagabb metszet haszndlataval a
nukleinsav-hozam hatékonysadga még megnévelt idétartamu proteindz K-emésztés mellett
is csokkenhet. Mintanként akar 4, darabonként legfeljebb 10 um vastagsagu metszetet is
0sszevonhatunk. Amennyiben a metszetek dsszesitett vastagsadga nem haladja meg a
40 um-t, mintanként 4-nél tébb metszetet is 6sszevonhatunk (pl. nyolc darab 5 pum
vastagsagu metszetet).

A tisztitott RNS DNS-szennyezédését elkerilendd, kilonésen magas DNS-tartalmu
szovetek esetén mintanként kevesebb metszet hasznalata javasolt.

Ha a kiindulasi anyaggal kapcsolatban ilyen jellegli informaciéval nem rendelkezik,
mintanként legfeljebb 2 metszet hasznéalatat javasoljuk. Az RNS-hozamtdl és -tisztasagtol
flggben az ezt kovetd preparatumokban akar 4 metszet is hasznalhatd. Az RNeasy
MinElute Spin Column tultelitése az RNS-hozamot és -tisztasagot mindenesetre szignifikans
mértékben csokkentheti.
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A pufferek elkészitése

A DNA&z | torzsoldat elkészitése

A DNaz | torzsoldat elkészitéséhez a liofilizalt DNaz I-et oldja fel 550 Il RNaz-mentes
vizben. A veszteség elkeriilése érdekében a DNaz I-et tartalmazé lveget ne nyissa ki. Az
RN&az-mentes vizet RNaz-mentes injekcids ti és fecskend6 segitségével injektalja az
livegbe. Az liveg megforditasaval 6vatosan keverje 8ssze az oldatot. Ne vortexelje.

Egyes esetekben a DNz I-et tartalmazo Gveg Uresnek tlinhet. Ez azért lehetséges, mert a
liofilizalt enzim a gumidugéra ragadhat. A veszteség elkeriilése érdekében a DNaz I-et
tartalmazé Uveget ne nyissa ki. A DN&z |-et az alabb leirtak szerint injekcids ti és fecskendd
segitségével oldja fel.

Megjegyzés: A DNaz | a fizikai denaturaciora kilénosen érzékeny. A keverést kizarélag az
liveg 6vatos megforditasaval végezze.

Megjegyzés: A kimért RNaz-mentes viz teljes térfogatat injektalja az Givegbe.

A DNaz | feloldasa utan el6fordulhat, hogy a liofilizalt DNaz | oldatban feloldatlan anyag
marad, ami a gyartasi folyamatbol fakad6 normalis jelenség és a DNaz | eredményességét
nem befolyasolja.

A DNaz | hosszu tavu tarolasahoz a térzsoldatot pipettazza szét egyszer hasznalatos alikvotokra,
amelyek igy —15 és —30 °C kozott legfeliebb 9 hénapig tarolhatok. A felolvasztott alikvotok
2-8 °C-on legfeljebb 6 hétig tarolhatdk. Felolvasztas utan az alikvotokat ne fagyassza vissza.

A Buffer RPE elkészitése

A 11 ml Buffer RPE puffert tartalmazé palackhoz adjon 4 térfogatnyi (44 ml) 96—100%-0s
alkoholt. A palack cimkéjén lévdé négyzetet pipalja ki, ezzel jelezve, hogy az etanol
hozz4adasa megtortént.

Megjegyzés: Az eljards megkezdése elbtt az elkészitett Buffer RPE palackjat razas
segitségével keverje fel.
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Eljaras

A kezdés elétt figyelembe veendd fontos szempontok

Ha el6szor hasznalja az RNeasy DSP FFPE Kitet, olvassa el a ,Fontos megjegyzések”
részt (11. oldal)

Ha el6szor dolgozik RNS-sel, olvassa el a ,Fuiggelék: Altalanos megjegyzések az RNS

kezelésérdl” részt (23. oldal).

A Buffer RBC guanidinsoét tartalmaz, ezért a hipot tartalmazo fertétlenitészerekkel nem

hasznalhatd. A biztonsagi informéaciokat lasd a 8. oldalon.

Ha az atmutat6 mésként nem rendelkezik, az eljard&s minden Iépése
szobah6émérsékleten (15-25 °C) végzendd. Az eljaras folyaman gyorsan, sziinetek

nélkil dolgozzon.

Minden centrifugalasi 1épést szobahdémérsékleti (15-25°C) mikrocentrifuga
segitségével végezzen. Hitott mikrocentrifuga hasznalatakor a hémérsékletet dllitsa
20-25 °C kozé, maskulonben eléfordulhat, hogy az eszkéz 15 °C ala hil.

Az alabbi eljaras soran a hasznalando térfogatokat A jeldli, ha mintanként 1-2 metszetet
hasznal, mig a hasznalando térfogatokat @ jeldli, ha mintanként >3-4 metszetet hasznal.
A legels6 hasznalat el6tt a Buffer RPE puffert és RNaz-mentes DNaz I-et a , A pufferek
elkészitése” részben leirtak szerint el6 kell késziteni (12. oldal).

Hagyjon minden puffert szobah&mérsékletiire (1525 °C) jonni. Az elkészitett Buffer
RPE puffert razas segitségével keverje fel.

Az 5. és 9. lépéshez a flithet6 razd inkubatort allitsa 56 °C-ra. A varakozasi idd

csokkentése céljabdl a 9. 1épéshez allitson egy masik flthetd rdzé inkubatort 80 °C-ra.

Megjegyzés: A tisztitasi eljaras soran ne alljon meg, mert a megnovekedett inkubacios
id6k alkalmazasa az RNS degradalédasahoz, illetve elveszitéséhez vezethet. Legfeljebb

12 parhuzamos minta esetén az eljaras atlagos idétartama kortlbelil 130 perc.
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Protokoll: Teljes RNS tisztithsa FFPE szOveti mintakbol

Szike segitségével vagj le a mintablokkrdl a felesleges paraffint.

Készitsen 5—-20 um vastagsagu metszeteket.

Ha a minta felszine leveg&vel érintkezett, az elsé 2-3 metszetet dobja ki.

A metszeteket azonnal helyezze A 1,5 ml-es, illetve @ 2 ml-es mikrocentrifuga-csébe
és zarja le a kupakot.

Adjon hozza A 160 pl, illetve @ 320 pl Deparaffinization Solution oldatot, és vortex
kever@vel erételjesen keverje 10 masodpercig, majd révid ideig centrifugalja, hogy a
minta a cs6 aljan helyezkedjen el.

Inkubdlja a mintat 56 °C-on 3 percig, majd 5 percig hagyja, hogy szobahémérsékletre
haljon.

Ha tul kevés Deparaffinization Solution oldatot hasznalt, vagy tul sok paraffin volt a
mintankban, a deparaffindlé oldat lehllés utan viaszossa, szilardda valhat. Ha ez
megtdrténik, 160 pl-enként adjon tovabbi Deparaffinization Solution oldatot a mintankhoz
és ismételje meg az 5. lépést.

Adjon hozza A 150 i, illetve @ 240 pl Buffer PKD puffert, majd vortex kever&vel
3 masodpercig keverje.

Centrifugélja 1 percig 11 000 x g-vel.

Az alsg, atlatszo fazishoz adjon 10 pl proteindz K-t és 10 fel-le pipettazas segitségével
Ovatosan keverje el (a kilonvalt fazisokat ne keverje 6ssze).

Inkubalja 56 °C-on 15 percig 1100 rpm mellett, majd 80 °C-on 15 percig 1100 rpm mellett.

Egyetlen fiitéblokk hasznéalatakor az 56 °C-on végzett inkubalast kévetéen hagyja a
mintat szobahémérsékleten, amig a flitéblokk hémérséklete el nem éri a 80 °C-ot.

Megjegyzés: A maximalis RNS-hozam eléréséhez a szdvet proteinaz K-val torténd teljes
emésztése nem sziikséges, azonban a 80 °C-o0s inkubacids lépés kritikus fontossagu.

FONTOS: A 15 perces inkubalas megkezdése el6tt gy6z6djon meg rola, hogy a fltéblokk
hémérséklete elérte a 80 °C-ot. A 15 perces, 80 °C-os inkubacios |épés kritikus
fontossagu a formaldehid okozta keresztkétések megsziintetéséhez és az RNS optimalis
teljesitményének eléréséhez pl. real time RT-PCR reakcidk soran.

14
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10. Rovid ideig centrifugdlja, majd az also, szintelen fazisbdl pipettazzon A 145 pl-t,
illetve @ 230 pl-t egy Uj 1,5 ml-es mikrocentrifuga-csébe.

11. Inkubalja jégen 3 percig. Ezutan centrifugalja 15 percig 20 000 x g-vel.

12. A felliliszét pipettazza at egy 2 ml-es mikrocentrifuga-csébe Ulgyelve, hogy a pelletbdl
ne keriljén a pipettaba.

A pellet oldhatatlan sejttérmeléket pl. keresztk6tott DNS-t tartalmaz.

13. Adjon hozza a teljes mintatérfogat egytizedének megfelel térfogati DNaz higitd puffert
(A 14,5 pl, illetve @ 23 ul) és 10 yl DNaz | térzsoldatot. A keverést a csé megforditasaval
végezze. Rovid ideig centrifugdlja, hogy a cs6 oldalara tapadt folyadék a csé aljara
jusson.

Megjegyzés: A DNase I-et a kit liofilizalt formaban tartalmazza és a ,A DNaz | térzsoldat
elkészitése” részben leirtaknak megfeleléen kell feloldani (12. oldal).

Megjegyzés: A DNase | a denaturaciora kiiléndsen érzékeny. A keverést kizarélag a cs6
finom megforditasaval végezze. Ne vortexelje.

14. Inkubalja szobahémérsékleten 15 percig.

15. A kotési feltételek biztositasa céljabdl adjon hozza A 320 pl, illetve @ 500 pl Buffer RBC
puffert és vortex kever6vel alaposan keverje 3 masodpercig, majd révid ideig
centrifugalja.

16. Adjon A 720 pl, illetve @ 1200 pl 100%-0s etanolt a mintahoz. Ne centrifugdlja. Folytassa
kozvetlenll a 17. 1épéssel.

Az etanol hozzaadasa utan szemmel lathatd csapadék képzédhet. Ez nem befolyasolja
az eljarast.

17.5 fel-le pipettazas segitségével alaposan keverje 6ssze a mintat, majd (az esetlegesen
formalodott csapadékot beleértve) 700 pl-t mérjen at egy 2 ml-es mosocsébe helyezett
RNeasy MinElute Spin Column oszlopra. A kupakot dvatosan zérja le, majd centrifugélja
15 masodpercig 28000 x g fordulaton. Dobja ki az atfolyt frakciét* tartalmazo mosocsovet
és az oszlopot helyezze egy Uj mosdcsébe (a kit tartalmazza).

* Az atfolyt frakcio Buffer RBC puffert tartalmaz, ezért hipédval nem keverhet6. A biztonsagi informaciokat lasd a
8. oldalon.
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18.

19.

20.

21.

Ismételje meg a 17. Iépést (tovabbi keverés nélkil), amig a teljes minta at nem folyt az
RNeasy MinElute Spin Column oszlopon.

Pipettdzzon 500 pl Buffer RPE puffert az RNeasy MinElute Spin Column oszlopra. A
kupakot évatosan zarja le, majd centrifugalja 15 masodpercig 28000 x g fordulaton.
Dobja ki az atfolyt frakciot* tartalmazd mosocsovet és az oszlopot helyezze egy Uj
mosdécsdbe (a kit tartalmazza).

Megjegyzés: A Buffer RPE puffert a kit koncentralt formaban tartalmazza.
Gondoskodjon réla, hogy hasznalat el6tt az etanol hozzaadasa megtortént ,,A Buffer RPE
elkészitése” részben leirtaknak megfeleléen.

Pipettdzzon 500 pl Buffer RPE puffert az RNeasy MinElute Spin Column oszlopra. A
kupakot 6vatosan zarja le, majd centrifugalja 2 percig 28000 x g fordulaton, hogy az
oszlop membranja atmosoédjon. Dobja ki az atfolyt frakciot* tartalmazé mosécsovet és
az oszlopot helyezze egy Uj mosdcsbébe (a kit tartalmazza).

Megjegyzés: Centrifugalas utan évatosan emelje ki az RNeasy MinElute Spin Column
oszlopot a mosocsébdl ugy, hogy az oszlop nem ér az atfolyt frakciéhoz. Maskilénben
etanol-atszennyezés fordulhat eld.

A spin oszlop kupakjat nyissa ki és centrifugalja maximalis sebességgel 5 percig. Dobja
ki az atfoly6 frakciot tartalmazé mosécsovet.

A kupakok sériilésének megel6zése érdekében a spin oszlopokat Ugy helyezze be a
rotorba, hogy kozottiik legalabb egy poziciét Gresen hagy. A kupakokat a rotor forgaséaval
ellentétes iranyba allitsa be (pl. ha a rotor az éramutaté jarasaval megegyezd iranyban
forog, a kupakokat az 6ramutato jarasaval ellentétes iranyba allitsa).

Fontos, hogy a spin oszlop membranja megszaradjon, mert a hatramaradd etanol a
tovabbi reakcidkat zavarhatja. A nyitott kupakkal torténd centrifugalas biztositja, hogy az
RNS eluélasa kdzben nem térténik etanol-atszennyez6dés.

* Az atfolyt frakcio Buffer RBC puffert tartalmaz, ezért hipdval nem keverhet6. A biztonsagi informaciokat lasd a
8. oldalon.
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22.Helyezze az RNeasy MinElute Spin Column oszlopot egy Uj 1,5 ml-es elliciés cs6be
(a kit tartalmazza). Mérjen 14-32 pl RNaz-mentes vizet kdzvetlenil a spin oszlop
membranjanak a kézepére. Ovatosan zérja le a kupakot és centrifugalja maximalis
sebességgel 1 percig, hogy az RNS-t elualja.
A kisebb térfogatnyi RNaz-mentes vizzel torténd elualas magasabb RNS-koncentraciot,
de alacsonyabb RNS-hozamot eredményez.
Megjegyzés: Varhatéan alacsony RNS-hozamok esetén az elualashoz alacsony
kotberejl tesztcs6 (a kit nem tartalmazza) haszndlata ajanlott. Az RNeasy MinElute
Spin Column &tlagos holttérfogata 2 pl: 14 pyl RNaz-mentes vizzel térténd elualas
korulbelul 12 pl eluatumot eredményez.

23.Az RNS-eluatumok —60 és —90 °C, illetve —15 és —30 °C kozott legfeljebb 8 hétig
tarolhatok.
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MinOseg-ellendrzeés

A QIAGEN ISO-minésitett minéségiranyitasi rendszerének megfeleléen a RNeasy DSP
FFPE Kitek minden egyes gyartasi tétele esetében ellendrizzik az elére meghatarozott
specifikacioknak vald megfelelést, ezzel biztositva a termék egyenletes és kifogastalan
min&ségét.

Korlatozasok

A rendszer teljesitményének meghatarozasat célzé vizsgalatok soran formalinban fixalt,

paraffinba agyazott mintakbdl szarmazo tisztitott human RNS-t hasznaltunk.

A felhasznald felel6ssége, hogy validalja a rendszer teljesitményét a laboratériumaban
alkalmazott barmely olyan eljardsra, amely a QIAGEN teljesitmény-kiértékeld

vizsgélatoknak nem része.

A diagnosztikai eredményeket negativan befolyasolé hatasok kockazatanak minimalizalasa
érdekében a tovabbi alkalmazasokhoz megfelel kontrollokat kell hasznaini.

A kapott diagnosztikai eredményeket mindig az egyéb klinikai vagy laboratériumi leletekkel
Osszefiiggésben kell értelmezni.
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Szimbdélumok

Jelen hasznélati Utmutatéban az alabbi tablazatban felsorolt szimbélumokat alkalmaztuk.

W <N> reakciéhoz elegend6 reagenst tartalmaz
<N>
g Lejarati datum
In vitro diagnosztikai alkalmazasra szolgalé
IVD g g

orvostechnikai eszkdz

Az aru beérkezését kovetden

kg

DN

coL RNeasy MinElute Spin

Katalégusszam

LOT Tételszam

Anyagszam (azaz az 6sszetevék cimkéje)

e
=
<

Osszetevék (azaz a tartalom listaja)
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GTIN

0
<
-

Py,
S

Sodium azide

|I>ER~

Tartalmazott anyag (tartalom)

Szam (azaz lUvegek, palackok)

Globalis kereskedelmi aruazonosité szam
(Global Trade Iltem Number, GTIN)

Az R a Hasznalati atmutat6 (Kézikdnyv) modositasat,
az n pedig a médositas szamat jel6li

Hémérsékleti hatarértékek

Gyarto

Lasd a hasznalati Gtmutatot

Figyelem!

Proteinadz K

Natrium-azid
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Hibaelharitasi Utmutato

Ez a hibaelharitasi Uutmutaté barmely felmerllé hiba esetén segithet a megoldasban.

Tovabbi informaciokeért kérjiik, olvassa el miiszaki tamogatasi oldalunkon a gyakran ismételt

kérdéseket: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN miszaki Ugyfélszolgalat

kutatd szakemberei 6rommel &llnak rendelkezésére, ha barmilyen kérdése van akar ennek

a kézikdnyvnek a tartalmaval és/vagy a benne szerepl6 protokollokkal kapcsolatban, akar a

mintafeldolgozasi és vizsgalati modszerekkel kapcsolatban (az elérhetéség a koévetkezd

cimen taldlhat6: www.giagen.com).

Megjegyzések és javaslatok

Eldugult RNeasy MinElute Spin Column

a) Tul sok kiindulasi anyag

b) A centrifugalasi
hémérséklet tal alacsony

Alacsony RNS-hozam

a) Rossz minéségi
kiindulasi anyag

b) Tul sok kiindulasi anyag

c) Az RNS az RNeasy
MinElute Spin Column
membranjahoz koétve
marad

d) A pufferek/reagensek
rossz tarolasa

CsoOkkentse a kiindulasi anyag mennyiségét. A megfelel6 mennyiségl
kiindulasi anyag hasznalata alapvet6 fontossagu (lasd 11. oldal).

A centrifugalasi hémérsékletnek 15-25 °C kell lennie. Némely centrifuga még
akkor is 15 °C ala hat, ha 20 °C-ra van allitva. Ez csapadékképz6déshez
vezethet, ami az RNeasy MinElute Spin Column oszlopot eltémitheti. Ha ez
megtorténik, allitsa a centrifuga hémérsékletét 25 °C-ra.

Az olyan minték, amelyeket tébb, mint 24 6ran keresztul fixaltak, illetve nagyon
hosszu idén keresztiil taroltak, nagyon kis mennyiségli hasznalhat6 RNS-t
tartalmazhatnak.

A targylemezre rogzitett metszetekbdl a hosszu ideig tarté levegének valo
kitettség miatt eléfordulhat, hogy az RNS-hozam alacsonyabb lesz.

Az RNeasy MinElute Spin Column tiltelitése a nukleinsav-hozamot szignifikans
mértékben csokkenti. Csokkentse a kiindulasi anyag mennyiségét
(lasd 11. oldal).

Ismételje meg az RNS-ellcios [épést, de az RN&z-mentes viz hozzdadasa utan
és a centrifugdlas el6tt az RNeasy MinElute Spin Column oszlopot 10 percig
inkubélja a munkaasztalon.

Az RNeasy MinElute Spin Column oszlopokat és a DN&az l-et is a kit
kézhezvétele utan azonnal 2—8 °C koz6tt kell tarolni. Ellenérizze, hogy a tarolasi
hémérséklet megfelelé-e, mert a huzamosabb idén at tart6 magasabb
hémérsékleten valo tarolas funkcidvesztést okozhat.
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Megjegyzések és javaslatok

Alacsony Azso/Azso érték

a) Vizet hasznéltak az A tisztasdg mérésekor a minta higitsdhoz viz helyett hasznaljon 10 mM
RNS Aze0/A2e0 méréshez Tris Cl-t, pH 7,5.
val6 higitadsahoz

A tovabbi kisérletek soran DNS-szennyezdédés tapasztalhaté

a) Tl sok kiindulasi anyag Némely szovettipus esetén ha tul nagy mennyiségii szévetet dolgoz fel, a DNS
eltavolitasanak hatékonysaga csokkenhet. Ha az RNS-eluatum jelent6s
mennyiségli DNS-t tartalmaz, prébaljon mintanként kevesebb metszetbdl

kiindulni.
b) Magas DNS-tartalmi Ha nagyon nagy mennyiségli DNS-ben gazdag szdvetet (pl. csecsemdémirigy)
szovet dolgoz fel, elé6fordulhat, hogy a DNS nem emészt6dik meg teljes mértékben. A

tisztitasi eljarast ismételje meg kevesebb metszetbdl.
Ellendrizze, hogy a DNaz | megfelelé hémérsékleten lett tarolva, ahogyan a
,Reagensek tarolasa és kezelése” és a ,A DNz | torzsoldat készitése” részben

olvashato.
c) Reverz transzkripcié A legtobb reverz transzkriptaz mellé korilbelul 1 pg RNS hasznélata javasolt.
elégtelen mennyiségl Ha nagyon kis mennyiségli RNS-rél tervez reverz transzkripciot, javasoljuk,
RNS-rél hogy hasznéljon olyan reverz transzkriptazt, amelyet specifikusan nagy

érzékenységl reverz transzkripciohoz terveztek.

A kapott RNS a tovabbi vizsgalatok/alkalmazasok soran rosszul teljesit.

a) Az RNS toredezett vagy Az RNeasy DSP FFPE eljaras soran a 80 °C-os inkubacié az RNS reverz

formaldehid-mdédositas transzkripcié és egyéb tovabbi enzimatikus reakcié soran nyujtott megfelel®
miatt nem megfelel6 teljesitményéhez kritikus fontossagu. Gy6z6djon meg réla, hogy a 80 °C-os
szerkezetl inkubalasi hémérséklet a 15 perces inkubacio teljes ideje alatt fennall.

Noha a 80 °C-os inkubalas a formaldehid okozta moédositasok egy részét
visszaforditia, az FFPE metszetekbdl szarmazé RNS az enzimatikus
reakciokhoz nem optimalis templat. A cDNS-szintézishez kizarélag random
primer vagy génspecifikus primerek hasznalatat ajanljuk. Amennyire csak lehet,
a PCR soran az amplikon hosszat is minél révidebbre ajanlott tervezni
(<500 nukleotid).

b) Etanol atszennyezés Az RNeasy MinElute Spin Column membranjanak megszaradasahoz a Buffer
RPE pufferrel torténé masodik mosas soran gy6zédjon meg réla, hogy a
centrifugalas legalabb >8000 x g fordulaton, 2 percig, 15-25 °C kozott torténik.
Centrifugélas utan 6vatosan emelje ki az oszlopot a mos6cs6bél ugy, hogy az
oszlop nem ér az atfolyt frakcibhoz. Ezutan helyezze az oszlopot egy Uj
mosocsébe és centrifugaljia maximalis sebességgel 5 percig.

c) Soé-atszennyezés RNS Gy6z6djon meg roéla, hogy a Buffer RPE el6készitése a megfelelé etanol
eltcié kdzben hozzaadasaval tortént meg és hogy a puffer szobahémérsékletl (15-25 °C).

d) Reverz transzkripcio A legtdbb reverz transzkriptaz mellé korilbelil 1 pg RNS hasznélata javasolt.
elégtelen mennyiségl Ha nagyon kis mennyiségli RNS-rél tervez reverz transzkripciét, javasoljuk,
RNS-rél hogy hasznéljon olyan reverz transzkriptazt, amelyet specifikusan nagy

érzékenységl reverz transzkripcidhoz terveztek.
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Fuggelék: Altalanos megjegyzések az RNS
kezeléserdl

Az RNS kezelése

A ribonukledzok (RNazok) nagyon stabil és aktiv enzimek, amelyekhez altaladban nincsen
szukség kofaktorokra. Mivel az RN&zokat nehéz inaktivalni, és még paranyi mennyiségben
is képesek lebontani az RNS-t, soha ne hasznalja ugy a mianyag vagy lvegeszkozoket,
hogy el6tte nem tavolitotta el réluk a lehetséges RNA&z-szennyezédéseket. Nagy
gondosséaggal kell eljarni, nehogy véletlenil RNazt vigyen be egy RNS mintaba a tisztitasi
eljaras alatt vagy utan. Az RNaz-mentes kdrnyezet létrehozasa és fenntartasa érdekében
az alabbi ovintézkedések sziikségesek az eldobhat6 és t6bbszér hasznalhaté edények és
oldatok el6kezelése és hasznadlata soran, amikor RNS-sel dolgozik.

Altalanos kezelés

RNS-sel torténé munkavégzés soran mindig megfelel6 mikrobioldgiai, aszeptikus technikat
kell alkalmazni. A kéz és a porrészecskék baktériumokat €s penészgombékat hordozhatnak,
és az RNaz-szennyez6dés legaltalanosabb forrasai. A bdrfeliletrél vagy a poros
laboratériumi eszk6zokrdl szarmazé RNaz-szennyezddések atvitelének megakadalyozasa
céljabol a reagensek és RNS-mintak kezelésekor mindig viseljen latex- vagy vinilkeszty(t.
Gyakran valtson keszty(it, és amikor csak lehetséges, tartsa lezarva a csdveket. Amikor a
tovabbi alkalmazasok szamara alikvotokat pipettaz, a tisztitott RNS-t tartsa jégen.

A laborasztalokon, nem egyszer hasznalatos mianyageszk6zokon és laboratoriumi
felszereléseken (pl. pipettakon és elektroforézis-kadakon) eléforduld RNaz-szennyezédés
eltavolitdsahoz haszndlja az Ambion® RNaseZap® (katalégusszam: AM9780) termékét. Az
RN&z-szennyez6dés emellett A&ltalanos laboratériumi  reagensek segitségével is
eltavolithatd. A mlanyagaruk szennyezédésmentesitésére hasznalhat 0,1 M NaOH, 1 mM
EDTA oldatot, majd RNaz-mentes vizzel (lasd ,Oldatok”, 24. oldal), vagy
kloroformrezisztens mlanyagaruk esetén kloroformmal &blitsen. Az elektroforézis-kadak
szennyez6désmentesitésére hasznaljon detergenst (pl. 0,5% SDS), majd RNaz-mentes
vizzel és etanolrezisztens kadak esetén etanollal éblitsen és hagyja megszaradni.
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Egyszer hasznalatos mianyagaruk

A teljes eljards soran steril, RNaz-mentes, egyszer hasznalatos polipropilén tesztcsdvek
hasznélata javasolt. Az ilyen csévek altaldban RN&z-mentesek, ezért az RNaz enzimek
inaktivalasat célzo el6kezelésiik nem sziikséges.

Uvegaruk

Az Uvegarukat hasznalatuk elétt RNaz-mentesiteni kell. Az RNS-munkédhoz hasznalatos
Uvegarukat hasznalat el6tt detergenssel tisztitsa, alaposan 6blitse le és 240 °C-on legalabb
4 6ran keresztil (vagy, ha kényelmesebb, egy éjszakan at) autoklavozza. Az autoklavozas
6nmagaban szamos RNazt nem inaktival telies mértékben. Masik lehetéségként az
Uvegarukat az alabb, ,Oldatok” részben leirtaknak megfeleléen DEPC-vel
(dietil-pirokarbonattal) kezelje.

Oldatok

Az oldatokat (vizet és egyéb oldatokat) 0,1% DEPC-vel kezelje. A DEPC az RNazok erds,
de nem abszolut gatlészere. Az Givegaruk, illetve miianyagaruk RNaz-mentesitésére, vagy
RNé&z-mentes viz, illetve oldat készitéséhez A&ltaldban 0,1%-0s koncentraciéban
alkalmazzak. A DEPC az RNazokat kovalens modositas révén inaktivalja. A kezelendé oldat
100 ml-éhez adjon 0,1 ml DEPC-et és erételjes razas segitségével oldja fel. Inkubalja az
oldatot 37 °C-on 12 6ran at. A nyomokban hatramaradt DEPC-et 15 perc autoklavozéssal
tavolitsa el. A DEPC a primer aminokkal reakcidba Iép és Tris pufferek kbzvetlen kezelésére
nem alkalmas. A DEPC Tris pufferekben nagyon instabil és gyorsan etanolla és CO2-vé
bomlik. Tris pufferek készitésekor kezelje a vizet DEPC-vel, majd a Trist ebbe oldja fel, hogy
a megfelel6 puffert elkészithesse. Az RNS molekulak purinbazisait a legcsekélyebb
mennyiségli DEPC is modositja. Sejtmentes rendszerekben az igy mdédositott RNS
transzlaciés hatékonysaga nagyon alacsony. Amennyiben a purinbazisok csak kis ardnyban
maddosultak, a DNS:RNS és RNS:RNS hibridek kialakuldsanak esélye csekély mértékben
érintett. Az oldatokban, illetve edényekben hatramaradé DEPC-et autoklavozassal, vagy
100 °C-os 15 perces hdkezeléssel mindig el kell tavolitani.

Megjegyzés: Az RNeasy pufferek garantalt RNaz-mentessége nem DEPC-kezelésen
alapszik, ezért ezek biztosan nem tartalmaznak DEPC-szennyezd8dést.
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Rendelési informaciok

Termék Tartalom Katalogusszam

RNeasy DSP FFPE Kit (50) 50 RNeasy MinElute Spin Column, 73604
elucids cs6, mosocsé, liziscsd,
RNaz-mentes reagensek és pufferek

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a
megfelel6 QIAGEN kit kézikdnyvében, vagy felhasznaldi kézikdnyvében talalhatok.
A QIAGEN kitek kézikdnyvei és felhasznaldi kézikdnyvei a www.giagen.com webhelyen
érheték el, illetve a QIAGEN miszaki Ugyfélszolgalattdl vagy a teriletileg illetékes

forgalmazotol szerezhetdk be.
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Korlatozott licencszerzédés az RNeasy DSP FFPE Kit hasznalatahoz

A termék hasznélataval a termék vasarloja vagy felhasznaloja elfogadja a kovetkezd feltételeket:

1

Ll o

A terméket kizarolag a hozzé tartozé protokollok és a jelen kézikonyv szerint, valamint a kithez tartozé komponensekkel egyiitt szabad hasznalni. A QIAGEN
a szellemi tulajdonat képezé termékek egyikének esetében sem engedélyezi, hogy a kithez tartozé komponenseket a termékhez mellékelt protokollokban, a
jelen kézikonyvben és a www.giagen.com webhelyen elérhetd tovabbi protokollokban leirtak kivételével mas, nem a kithez tartozé komponensekbe
beépitsék, vagy azokkal egyiitt hasznaljak. A tovabbi protokollok némelyikét a QIAGEN felhasznaléi bocsatjak mas QIAGEN felhasznalok rendelkezésére. A
QIAGEN nem végezte el ezeknek a protokolloknak az alapos vizsgalatat és optimalizalasat. A QIAGEN nem vallal garanciat ezekért a protokollokért, és nem
garantalja azt sem, hogy azok nem sértik harmadik felek jogait.

Az itt leirt licenceken kiviil a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a kit és/vagy ennek hasznalata nem sérti harmadik felek jogait.
A kit és komponenseinek licence csak egyszeri hasznélatra jogosit; a komponensek Gjrafelhasznélasa, felljitasa vagy Gjraértékesitése tilos.
A QIAGEN az itt leirtakon kivil kifejezetten kizar minden mas konkrét vagy vélelmezett jogot.

A kit véaséarldja és felhasznéléja elfogadja, hogy semmilyen olyan lépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan Iépés megtételét, amely a
fentiekben elSirtak megszegéséhez vezet vagy azt elésegiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilalmak barmely birésagon

keresztiili érvényesitésére és az azzal 1 felmeriilé 6sszes vizsgalati és perkdltség kovetelésére, beleértve a korlatozott licencre vonatkozé jelen
szerz6dés vagy a kittel és/vagy komponenseivel kapcsolatos barmilyen szellemi tulajdonjog érvényesitése céljabél inditott peres eljaras tigyvédi koltségeit.

A legujabb licencfeltételekrél a www.qiagen.com oldalon tajékozodhat.

Védjegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, MinElute®, RNeasy® (QIAGEN Group); Ambion®, RNaseZap® (Thermo Fisher Scientific vagy leanyvallalatai).
A dokumentumban hasznalt bejegyzett nevek, védjegyek stb. akkor sem tekintheték a térvényi védelmen kiviil esének, ha nem rendelkeznek kiilén jel6léssel.
08/2017 HB-2416-001 1106945 © 2012-2017 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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