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GENVINSET HLA C*06 je souprava pro detekci skupiny alel pomoci
Real Time PCR pomoci specifickych primer(i a préb hydrolyzy PCR
(technologie Tagman ©).
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7 vl Z

charakterizované epidermalni hyperplazii, zanétlivou bunécnou infiltraci
a vaskularni remodelaci [1, 2]. Vyskytuje se pfiblizné ve 2% béiné
populace. KoZni projevy psoridzy jsou zjevné a maji negativni dopad na
kvalitu Zivota pacient(. Navic se u vice nez 40% psoriatikd rozvine
psoriaticka artritida; u 5% psoriatik{ je psoriaticka artritida zavaina a
deformativni [3]. M& komplexni etiologii kterd zahrnuje jak genetické tak
environmentalni faktory. Nicméné zékladni pfitina psoriazy zistava
neznama.

Rodinné studie ukazaly, Ze psoriaza ma geneticky zéklad a je
multifaktorialni ve vétsiné, ne-li ve viech pripadech [4]. | pfes tetné
studie genetickych linif, které vedly ke 19 kandidatnim lokusdm , identita
genu zlistava stale nezndma [5). Nicméné je obecnéa shoda, Ze hlavni
genetickou determinantou psoridzy oznacované jako “psoriasis
susceptibility 1" (PSORS1T [MIM 177900]), Zastava hlavni
histokompatibilni komplex (MHC) [6].

Existence alelickych asociaci mezi psoriazou a lidskym leukocytarnim
antigenem (HLA) genu v MHC, byla zvaZovana uz pted vice nez 100 lety
[7]. Jako hlavni geneticky polymorfismus byla identifikovan HLA-C*06 a
identifikuje psoridzu s asnym nastupem (type 1) [8] a guttatovy subtyp
psoriazy. Celosvetoveé se cetnost vyskytu alel HLA-C*06 znacné isi a
miZe se pohybovat od 14,1% do 59,1%, zatimco procento pacientd s
psoriazou nesouci HLA-C * 06 se pohybuje od 10,5% do 77,2 %, podle
Chen et al. [9]. PrestoZe je C*06 s onemocnénim vysoce spojen,
frekvence alel neodrazi pfimo prevalenci patologie. Patogeneze psoriazy
integruje genetické, environmentalni a imunologické faktory.

Biologicka agens predstavuji pokroCily typ [écby lupénky. Klinické studie
vSak prokdzaly, Ze 1 vysoce selektivni léky nejsou dcinné u vSech
pacientli a mohou byt spojeny se zavaznymi vedlejSimi acinky [10].

Nékolik studii prokéazalo vyznamné zvySeni odpovédi na |écbu
ustekinumabem u HLA-C*06 pozitivnich pacientl [10-14]. Talamonti a
kol. uvedli, Ze pacienti s pozitivni HLA-C*06 reaguji na ustekinumab
rychleji a |épe neZ pacienti s HLA-C*06 negativni, 96,3% z nich dosahlo
PASI 75 v 28. tydnu, oproti 72,7% u negativnich pacientd s C*06 [10] .
Podobné vysledky byly zjistény u ¢inskych pacientd, u nichZ vice
pozitivnich pacientl C*06 dosahlo PASI 75 a PASI 90 ve 4 a 28 tydnech,
ve srovnani s C*06 negativnimi pacienty [14].



Ukéazalo se, Ze pritomnost HLA-C 06 ovliviiuje rlizné aspekty psoridzy, od
genetické vnimavosti aZ po klinické projevy, komorbiditu a dcinnost
lécby. Je zajimavé, Ze ackoli pozitivita alely je obvykle spojena se

zavazngjSi a nestabilngjSi formou onemocnéni, zda se, 7e odpovéd na
lécbu je vyhodngjsi jak pro konvencni, tak pro urcité biologické latky.

To vSe podtrhuje roli HLA-C*06 nejen jako markeru citlivosti na psoridzu,
ale také jako farmakogenetického markeru odpovédi na |écbu psoriazy
ustekinumabem.
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Metoda detekce pouZivana Genvinsetem je zaloZena na PCR se
specifickymi primery pro specifické alely HLA -C*06 monitorované
sondami TagMan (*).

Soucasné metoda amplifikuje a detekuje kontrolni gen ([3-actin), pro
verifikaci vysledku testu.

Tato technika umoZniuje vysoké rozliSeni, vysokou citlivost, specificitu a
reprodukovatelnost.

(*) Viz Omezeni postupu (oddil 12)
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Referencni ¢islo DQP-24 (24 testd)

GVS C06-PM:
GVS C06-MM:
GVS-C06-C+:
GVS-RB:

1 lahvicka x 110 pl - Primer Mix (PM)
1 lahvicka x 138 yl - Master Mix (MM)
Txbul
1x 100 pl

Pozitivni kontrola (C+)
Reak¢ni blank (RB)

Referencni ¢islo GVS-C06-48 (48 testd)

GVS C06-PM:
GVS C06-MM:
GVS-C06-C+:
GVS-RB:

2 lahvicky x 110yl Primer Mix (PM)
2 lahvicky x 138 pyl - Master Mix (MM)
Tx5ul
1x 100 pl

Pozitivni kontrola (C+)
Reakéni blank (RB)



ol QO

BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES

Blackhills Diagnostic Resources, S.L.
Camino del Pildn 86, Casa 7 Local. 50011- Zaragoza -Spain
www.blackhillsdiagnostic.com

VSechny reagencie by mély byt uchovavany pfi teploté -18 az-30 °C.
PFi této teploté jsou reagencie stabilni do data expirace vyznatené na
lahviCce.

Neprovadgjte vice nez 3 zmrazovaci / rozmrazovaci cykly lahvicek Primer
Mixu (GVS C06-PM) a Master Mixu (GVS C06-MM), nebot tim miZe byt
sniZena senzitivita a zménény vysledky
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HLA-C*06 6. Material potrebny,
ktery neni soucasti soupravy

Obecné
» Rukavice

o Laboratorni plast

Spotfebni materiél
o Filtratni $picky (, P200, P100 a P10)
o 1,5 ml autokladvované zkumavky
» RT-PCR reagencie specifické pro pristroj

(napf. kdyZ pro Rotor Gene-Q Ize pouZit pouze 0,1 ml zkumavky)

Vybavenf
« RT-PCR pristroj ( byly validovany nasledujici pfistroje:
o Vortex

- Pipety (P200, P100 a P10)
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Pro testovani pouzivejte vzorek pIné krve v EDTA nebo citratu jako
antikoagulantu. Heparin miZe interferovat s PCR procesem a nemél by
byt pro tuto metodu pouZivan.

Technika je kompatibilni se vSemi konvenénimi DNA extrakénimi
systémy.

Pfed vydavanim vysledki pro diagnostické Gcely provedte validaci vasi
extrakéni soupravy.

VSechen biologicky material a vzorky
krve by mély byt pokladany za infekgni
material a jako s takovymi je tfeba

s nimi zachazet. P¥i manipulaci s nimi
dodrZujte obecna bezpecnostni
opatfeni. Kazda manipulace by se méla
provadét v rukavicich a s pfisluSnou
ochranou.
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Pfed zacatkem postupu rozmrazte
vSechny soucasti soupravy, promichejte a
centrifugujte

Pracujte na ledu nebo chladicim bloku.

PCR by méla byt provadéna v Pre PCR
prostoru.

PouZive|te pouze Spicky s filtrem a
autoklavované zkumavky 1,5 ml.

Po celou dobu pouZivejte rukavice a
laboratorni plast.

Doporucuje se v kazdém béhu zaclenit
jeden HLACO6 negativni vzorek a pozitivni
kontrolu (C+) obsaZenou v souprave.

Vezméte vzorky z mrazaku a vortexujte (nebo poklepejte prstem)

Pfipravte Primer Mix a Master Mix podle poctu vzorki (n+1)

Master Mix h

Primer Mix b

Pipetujte 9 pl této smési na optickou misku a pfidejte 1 pl DNA
negativni kontroly do kontrolni jamky

Uzavfete misku a centrifugujte 1 min. 360 x g.
Umistéte misku do termocykleru a spustte program.

BLACKHILLS DIAGNO:

Blackhills Diagnostic Resources, S.L.
Camino del Pildn 86, Casa 7 Local. 50011- Zaragoza -Spain
www.blackhillsdiagnostic.com

STIC RESOURCES



Nastavte amplifikaCni program:  Nastavte odecitaci kanaly

Desnaturalization 1 95 05:00 X
95 00:15 X
Cycle 40
b4 1:00 Single
Cooling 1 15 % X

Emitovana fluorescence musi byt v kanadlech FAM (495-520 nm)
a HEX (535-554 nm). Obé fluorescence by mély byt detekovany
v kazdé jamce (biplex reakce).
POZN. - Zvlastni nastaveni pro Rotor Gene Q:
Oteviete Rotor-Gene Q — Pure Detection software. Vyberte Tabulku
“Advanced” v okné New Run, a kliknéte “New".
Vyberte typ rotoru, ktery pouzivate (jsou akceptovany pouze 0.1 ml.
zkumavky viz.odstavec ‘Material potfebny, ale nedodavany str. 8).
Vyberte “Locking Ring Attached” a pokracujte kliknutim na “Next".
NapiSte do“Reaction Volume” 10 uL, a identifikujte operatora a
vzorek.
Kliknéte na “Edit Profile” a nastavte amplifikacni program (viz
pododstavec ‘B) Konfigurace thermo cykleru). Vyberte krok 60 sec
at 60 °C, a kliknéte na “Acquiring to Cycling A”. Vlyberte kanaly pro
fluorescenci “Green” and “Yellow". Potom “0K". Kliknéte “OK" pro
potvrzeni a zavfete okno “Edit Profile” ow.
Kliknéte “Gain Optimization” v “Run New Wizard" dialogovém
okné pro otevfeni okna “Auto-Gain Optimization Setup”.
V rolovacim menu nastaveni kanal( ,Channel Settings” vyberte
“Acquiring Channels” a potom “Add”. VV okné “Auto-Gain
Optimization Channel Settings”, nastavte nasledujici parametry pro
kazdy z kanal (“Green” and “Yellow"):
Tube position=1
Target Sample Range: 5 Fl up to 10 F
Acceptable Gain Range: -10t0 10
Aktivujte volbu “Perform Optimization Before 1st Acquisition”, a
kliknéte “Close”.
vyberte “Next” a potom “Start Run” v okné “New Run Wizard”
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GENVINSET HLA je kvalitativni metodou ve které identifikujeme
pfitomnost nebo nepfitomnost skupiny alel HLA -C*06

Neni tfeba volit pasivni referenci.
Vysledky se objevi nasledovné:

Vyberte amplifikacni kanal FAM a miZe se objevit nasledujici obréazek:

AR

Cycle
Vzorky, u kterych se objevi amplifikaCni kfivka jsou pozitivni na
pfitomnost alely C*06 a je mozné je identifikovat Cislem nazyvanym
Crossing point (CP) odpovidajici poctu cykl( ve kterych je jiZ fluorescence
detekovana-

Vyberte amplifikatni kanal VIC/HEX a mlZe se objevit nasledujici obréazek:

A

Vzorky, které vykazuji amplifikatni kfivku jsou pozitivni pro interni
kontrolu (B-actin) V8echny DNA vzorky by mély vykazovat pozitivni
vysledky.pro tento gen, potvrzuji pfitomnost vzorku v odpovidajici jamce
a spravnou amplifikaci.
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V diisledku kvalitativni povahy testu neni tfeba provadét kalibraci

Doporucuje se v kazdém béhu zaclenit kontrolu kontaminace, pouZitim
Reagencniho Blanku misto DNA v souprave a také dodavanou pozitivni
kontrolu.

Aby bylo mozZno prohlasit vzorek validnim, je tfeba si uvédomit
nasledujici kritéria:

Kontrola kontaminace (reakéni blank) musi byt negativni pro C*06 a
pro B-actin. Hodnoty Cp (crossing pont) >35 by mély byt pokladany
za negativni. Cp<35 svédci o kontaminaci a vysledky by mély byt
zlikvidovany.

Pozitivni kontrola vzorku (musi byt pozitivni jak pro C*06 tak pro
pro R-actin.

Vzorky DNA by mély byt vidy pozitivni pro B--actin (Cp<35).

Vzorky, vykazujici vysledky Cp>35 pro B-actin a pro C*06 a musi byt
pokladany za pochybné a mély by byt pretestovany za provedeni
nové extrakce DNA.

Stanoveni je tfeba provadét podle doporuceni v soupravé stejné jako

dalSich kontrol kvality, které odpovidaji specifikacim lokalnich, narodnich
m certifikacnich agentur.
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Bylo prokazano, Ze navazani primerd a préb v pfevazné vétsing alel HLA
databaze (IM-GT-HLA) nevykazuje nespecifické vazby. Nebyl hlaSen
Zadny ptipad cross-reakéniho fenoménu u genomické DNA.

Specificita analytickych reakci je uvedena v Odstavei ,, 12

Byla provedena diluéni stanoveni dvou vzorkd nékolika vzork(

s pozitivnimi i negativnimi vzorky HLA-C*06 ziskanymi pomoci
konvencnich izolagnich systému a o koncentraci 19,9 a 73,9 ng/yl
byly ziskany nasledujici vysledky analytické senzitivity detekce alely
HLA-C*06:

e \/zorek DNA ziskany konventnim extraktnim systémem:
Limit detekce = 1,5 ng/pl (¥)

(*) Cp <35

Bylo analyzovano 153 vzorki ziskanych ve dvou klinickych laboratofich..
Tyto byly jiZ pfed tim typovany metodami HLA-SSO (Sekventné
specifické oligonukleotidy) na Luminexu nebo NGS.

/e 153 vzorki testovanych a validovanych pomoci kontrolniho genu
B-actinu z nichZ 24 bylo pozitivnivh. (amplifikace na FAM kanélu)

Samples C*06 + C*06 b-actin
SSUJ‘I E'DfJ + 24 0 24
NGS5 - 0 129 129

Ve vysledcich ziskanych pomoci GENVINSET HLA C * 06 a typizaci dfive
ziskané metodou SSO (Sequence Specific Oligonukleotid Probes) nebo
NGS existuje 100% shoda.
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HLA-C*04 12. Alely detekované GENVINSET
HLA-C*06 (IMGT-HLA 3.30.0)

C*06:02:01:01 C*06:02:16 C*06:02:43 C*06:15
C*06:02:01:02 C*06:02:17 C*06:02:44 C*06:16N
C*06:02:01:03 C*06:02:18 C*06:02:45 C*06:17
C*06:02:01:04 C*06:02:19 C*06:18
C*06:02:01:06 C*06:02:20 C*06:02:47 C*06:19
C*06:02:01:06 C*06:02:21 C*06:02:48 C*06:20
C*06:02:01:07 C*06:02:22 C*06:02:49 C*06:11
C*06:02:01:08 C*06:02:23 C*06:02:50:01 C*06:22
C*06:02:01:09 C*06:02:24 C*06:02:50:02
C*06:02:01:10 C*06:02:25 C*06:02:51 C*06:24
C*06:02:01:11 C*06:02:26 C*06:02:52 C*06:25
C*06:02:01:12 C*06:02:27 C*06:02:53 C*06:26
C*06:02:01:13 C*06:02:28 C*06:02:54 C*06:27
C*06:02:01:14 C*06:02:29 C*06:03:01 C*06:28
C*06:02:03 C*06:02:30 C*06:03:02 C*06:29
C*06:02:04 C*06:02:31 C*06:04:01 C*06:30
C*06:02:05 C*06:02:32 C*06:04:02 C*06:31
C*06:02:06 C*06:02:33 C*06:05 C*06:32
C*06:02:07 C*06:02:34 C*06:06 C*06:33
C*06:02:08 C*06:02:35 C*06:07 C*06:34:01
C*06:02:09 C*06:02:36 C*06:08 C*06:34:02
C*06:02:10 C*06:02:31 C*06:09 C*06:35
C*06:02:11 C*06:02:38 C*06:10 C*06:36
C*06:02:12 C*06:02:39 C*06:1 C*06:37
C*06:02:13 C*06:12 C*06:38
C*06:02:14 C*06:02:41 C*06:13 C*06:39
C*06:02:15 C*06:02:62 C*06:40
¢ Detekované alely e Netestované alely.

o (WD alely znacené tucné a kurzivou
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¥ 12. Alely detekované
HI'A C 06 GENVINSET HLA -C*06 (IMGT-HLA 3.30.0)

C*06:41 C*06:65 C*06:90 C*06:115
C*06:42:01 C*06:66 C*06:9 C*06:116N
C*06:42:02 C*06:67 C*06:92
C*06:43:01 C*06:68 (*06:93 C*06:118
C*06:43:02 C*06:69 C*06:94 C*06:119
CF06:44 C*06:70:01 C*06:95 C*06:120
C*06:4b C*06:70:02 C*06:96 C*06:121
C*06:46N C*06:7 C*06:97 C*06:122
C*06:47 C*06:71 C*06:98 C*06:123
C*06:48 C*06:73 C*06:99 C*06:124
C*06:740 C*06:100 C*06:125
C*06:50 C*06:7h C*06:101
C*06:51 C*06:76:01 C*06:102:01 C*06:127:01:0
C*06:52 C*06:76:02 C*06:102:02 C*06:127:01:0
C*06:53:01 C*06:77 C*06:103 C*06:127:02
C*06:53:02 C*06:78 C*06:104 C*06:128N
C*06:b4 C*06:T9N C*06:129
C*06:55 C*06-80 C*06:130
C*06:56
C*06:57 C*06:-82 C*06:107 C*06:132:01
C*06:-83 C*06:108 C*06:132:02
C*06:59 C*06:84 C*06:109 (*06:133
C*06:60 C*06:-85 C*06:110 C*06:134N
C*06:61 C*06:1M C*06:135
C*06:62 C*06:87 C*06:112 L*06:136
C*06:63 C*06:-88 C*06:113 C*06:137
¢ Detekované alely ¢ Netestované alely.
Nedetekovatelné alely. o (WD alely znacené tucné a kurzivou
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HLA-C*06

12. Alely detekované
GENVINSET HLA -C*06 (IMGT-HLA 3.30.0)

C*06:167 C*06:196
C*08:140 C*06:168 C*06:197
C*08:141 C*06:169 C*06:198

C*06:170 C*06:199
C*I6:143 C*06-2000
C*06:164 C*06:172 C*06:201

C*06:173 £*06:202
C*06:146 C*06:174
CHI8:147 C*06:175N C*06:204
C*06:148 C*06:176 C*06:205
C*06:149 C*06:177 C*06:206
C*06:150 C*06:178 C*06-207
C*D8:151 C*06-2060N
C*08:152N C*06:180 C*06:209
C*06:153 C*06:181 C*06:210
C*06:154 C*06:162 C*06:211N
C*08:155:01:01 C*06:183 C*06:212
CHO8:15501027  C*D6184 C*06:-213
C*06:156 C*06:185 C*06:214
C*08:157 C*06:186 C*06-215N
C*06:158 C*06:167 C*06:216
C*08:159 C*06:188 C06:217
C*06:160 C*06:189 C*06:218
C*08:161 C*06:190 C*06:219
C*06:162 C*06:191

C*06:192
C*06:164 C*06:193
C*06:165 C*06:19%
C*06:166 C*06:195

¢ Netestované alely.
o (WD alely znacené tucné a kurzivou

e Detekované alely
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Popsané podminky PCR by mély byt prisné kontrolovany.
Odchylky od téchto parametr(i mohou vést k pochybnym vysledkim.

Prace s GENVINSETem musi byt provadéna v souladu se spravnou
laboratorni praxi a lokalnimi nafizenimi, jako EFI standardy
(European Federation of Immunogenetics).

RT-PCR termocykler musi byt kalibrovan v souladu s doporucenimi
vyrobce a mél by byt pouZivan podle ndvodu vyrobce.

Nekombinujte komponenty z jinych souprav nebo SarZi.
NepouZivejte soupravu po datu expirace.

NepouZivejte soupravu, pokud mate podezreni na ztratu reaktivity,
kontaminaci, protrZeni kontejneru nebo dalSi pfipady, které mohou
ovlivnit kvalitu testu.

Z dlivodu komplexnosti typizace HLA by méla kontrolovat data a
interpretaci kvalifikovana osoba.

ProSIé reagencie likvidujte podle aktudlnich nafizeni.
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o Kontaminace Primer Mixu/ Master Mixu/Reakéniho blanku
Opakujte experiment s novym alikvotem Primer Mixu/Master
Mixu/Reakéniho blanku
Manipulaci se soupravou provadejte vzdy v souladu se
spravnou laboratorni praxi, aby nedo$lo ke kontaminaci
Verifikujte podminky manipulace a skladovani
Zlikvidujte kontaminované reagencie

e Pre PCR oblast je kontaminované

o (vérte, Ze v8echna nutna opatfeni v laboratofi jsou
dodrZovana
o (véfte moZné kontaminace v jinych PCR metodach
o (Qvérte kvalitu pouZitého materialu (pipety, Spicky, zkumavky)
= Chyba v pipetovani
o Vidy ovéfujte, Ze pfidany material odpovida pracovnimu listu

e Spatn4 kvalita DNA vzork
Opakujte DNA extrakci a verifikujte kazdy krok ( Hemoactin
mdZe interferovat s PCR)

e Vzorky s nizkou koncentraci DNA
Ovérte koncentraci DNA a je-li tfeba opakujte extrakei.

= Degradace soupravy (lahvitka Primer Mixu)
Ovérte spravné skladovani (Primer Mixu v temnu, zmrazeného
Zabranite vice neZ 3 cykllim zmrazovani rozmrazovani
Primer Mixu
Je-li tfeba, pripravte si alikvoty.
Opakujte série s novymi reagenciemi
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= Degradace soupravy (lahvitka Master Mixu)
Ovérte spravné skladovani soupravy
/abrarite vice nez 3 cyklim zmrazovani rozmrazovani Master
Mixu
Je-li tfeba, pripravte si alikvoty.
Opakujte série s novymi reagenciemi

e /kfiZzena kontaminace
S komponenty soupravy pracujte s nejvétsi moznou
opatrnosti zabranit kontaminaci.

e (Chyba pipetovanf
Ujistéte se, Ze pfidany vzorek odpovida protokolu.

e (Chyba pipetovanf
Ujistéte se, Ze pridany vzorek odpovida protokolu.

e Vngj3f prach interferuje se signalem
Manipulujte s kapilarami vZdy v rukavicich

¢ Kapalina nenf na dné jamky nebo je tam vzduchové bubliny
Centrifugujte pro jistotu, Ze vzorek je na dné
jamky/zkumavky a nejsou tam vzduchové bubliny, jak je
v protokolu.

e (Chyba pipetovani
Ovérte, Ze v jamce/kapilafe je spravny objem vzorku.

= Vlybran Spatny odetitaci kandl
Nakonfigurujte sprévny kanal

= Chyba pipetovani nebo nepfitomnost reagencie
Ovérte, Ze pipetovani a konfiguraci reakce.
Opakujte PCR.

= Nebyl vybrén odetitaci kanél v programu termocykleru
Ovérte, a modifikujte program termocykleru.
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Tento vyrobek byl vyvinut pro /n vitro diagnostiku

Vyrobky firmy BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L. by
nemély byt pfeprodavany modifikovany nebo pouZzivany pro
vyrobu komergnich produkt(l bez pisemného souhlasu
BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.

V8echny informace v tomto dokumentu mohou byt zménény
bez pfedchoziho upozornéni. BLACKHILLS DIAGNOSTIC
RESOURCES, S.L. neprebird zodpovédnost za mozné chyby

v tomto dokumentu. Pfedpoklada se, 7e dokument je
kompletni a presny v dobé publikace. V Zadném pfipadé neni
BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L., zodpovédna za
nehody, mimofadné nebo nékolikanasobné Skody vzniklé
pouZitim tohoto dokumentu.

Koupi tohoto produktu ziskavate pravo vyuZivat nékteré
patenty Roche za GCelem vyuZiti jako /n vitro diagnostiku. To
nezaruCuje Zadny genericky patent nebo dalSi patenty slouzZici
k jinému Gcelu nez vySe specifikované.

FAM ™ a HEX ™]sou obchodni znacky Life Technologies
Corporation.

VIC © je obchodni znacka Life Technologies Corporation.

FAM ™ HEX ™a VIC ® mohou byt pokryty vice patenty
vlastnénymi Applied Biosystems, LLC. Koupé tohoto vyrobku
zahrnuje omezena neprenosna prava.

TagMan © je registrovana znatka Roche Molecular Systems,
Inc.

GENVINSET je obchodni znacka BLACKHILLS DIAGNOSTIC
RESOURCES, S.L.



