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1. Paskirtis

Skirta naudoti in vitro diagnostikai. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV skirtas
spalvoms kalibruoti, atliekant 2 ar daugiau seky RIDA®GENE real-time PCR ciklus
prietaisu LightCycler® 480 Il. Naudojant RIDA®GENE Color Compensation Kit IV galima
sugeneruoti spalvy kompensavimo failg, kurio reikia atliekant kokybine ir kiekybine 2 ar
daugiau seky RIDA®GENE real-time PCR tyrimo analize prietaisu LightCycler® 480 II.

Gaminys skirtas naudoti profesionalams.

2. Tyrimo santrauka ir paaiskinimas

Vykstant tikralaikei PGR, fluorescenciniy reporteriniy dazy skleidZziamas fluorescencinis
signalas gali persidengti su gretimu spalvy kanalu ir generuoti signalg (sumiSimas). Dél
fluorescenciniy signaly sumisimo rezultatai gali bati neteisingi, nebent bus atlikta korekcija,
naudojant spalvy kompensavimo failg. Spalvy kompensavimo failas gali kompensuoti
spalvy kanaly sumisima.

3. Tyrimo principas
RIDA®GENE Color Compensation Kit IV skirtas spalvoms kalibruoti, atliekant 2 ar daugiau

seky RIDA®PGENE real-time PCR ciklus prietaisu LightCycler® 480 .

4. Pateikiami reagentai

1 lentelé.  Pateikiami reagentai (rinkinyje esanciy reagenty pakanka 3 spalvy
kompensavimo ciklams.)

Rinkinio .

1 [Blank | 1x | 400 uL | Balta, paruosta naudoti

2 [Dye 1] 1x | 400 uL | Mélyna, paruo$ta naudoti

)
O

3 [Dye 2] 1x | 400 L | Zalia, paruosta naudoti

O
@
N

4 [Dye 3] 1x | 400 pL | Geltona, paruo$ta naudoti

O
()
w

5 [Dye 4] 1x | 400 uL | Oranzine, paruo$ta naudoti

W)
(0]
N

(=]
O
()
()]
—
X

400 yuL | Raudona, paruosta naudoti
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5. Laikymo nurodymai

- Vadovaukites 2 lenteléje pateiktomis tvarkymo gairémis ir iS karto po naudojimo laikykite
rinkinj pagal nurodytg informacija.

- Visus reagentus reikia laikyti nuo -16 °C iki -28 °C temperatiroje, apsaugojus nuo
Sviesos. Neatidarius galima naudoti iki etiketéje iSspausdintos galiojimo pabaigos datos.
Pasibaigus galiojimo laikui, kokybés garantija nebegalioja.

- Visus reagentus prie$ naudojant reikia atsargiai atSildyti (pvz., $aldytuve, 2 - 8 °C).

- Pakartotinis uzsaldymas ir atSildymas iki 3 karty neturi jtakos tyrimo savybéms.

- Ruosdami PGR, tinkamai atvésinkite visus reagentus (2 - 8 °C).

2 lentelé.  Laikymo saglygos ir informacija

Laikymo temperatira Maksimali laikymo trukmé

neatidarius Nuo -16 °C iki -28 °C Galima naudofl I 15spausdintos
galiojimo pabaigos datos

atidarius Nuo -16 °C iki -28 °C 3 atSildymo ir uzSaldymo ciklai
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6. Reikalingi, bet nepateikiami reagentai

6.1. Reagentai

Néra.

6.2. Laboratoriné jranga

Norint atlikti RIDA®GENE Color Compensation Kit IV tyrimag, reikalinga toliau nurodyta
jranga.

Tikralaikés PGR prietaisas LightCycler® 480 Il (Roche)

Tikralaikés PGR sunaudojamos medziagos (plokstelés (zemo profilio, su baltais
Sulinéliais, skaidriu rémeliu), reakcijos buteliukai, plévelés)

Centrifuga su rotoriumi ploksteléms / reakcijos buteliukams
SiUkuriné maisyklé

Pipetés (0,5 - 20 yL, 20 - 200 pL, 100 - 1 000 pL)

Pipeciy antgaliai su filtrais

Vienkartinés pirstinés be pudros

Jei turite klausimy, susisiekite su R-Biopharm AG adresu pcr@r-biopharm.de.
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7. |spéjimai ir atsargumo priemonés naudotojams

Skirta naudoti tik in vitro diagnostikai.

Sj tyrima turi atlikti tik kvalifikuoti laboratorijos darbuotojai. Bitina laikytis darbo medicinos
laboratorijose gairiy.

Atlikdami §j tyrimg visada grieztai laikykités naudojimo instrukcijos.

Méginiy ar reagenty j pipete netraukite burna. Venkite sgly€io su pazeista oda ir
gleivinémis.

Tvarkydami reagentus ir méginius naudokite asmens apsaugos priemones (maveékite
tinkamas pirstines, vilkékite laboratorinj chalatg, dévekite apsauginius akinius). Baige
tyrimg nusiplaukite rankas.

Nerukykite, nevalgykite ir negerkite vietose, kuriose tvarkomi méginiai.

Siekiant iSvengti kryzminio uzterSimo ir klaidingai teigiamy rezultaty, iSskyrimo, PGR
paruosSimo bei PGR naudojimo proceduros turi bati atliekamos atskirose patalpose, vilkint
specialius drabuzius ir naudojant instrumentus.

Klinikinius méginius reikia laikyti potencialiai uzkre€iamais ir tinkamai pasalinti, kaip ir visus
reagentus bei medziagas, turinCius salytj su potencialiai uzkre€iamais méginiais.
Nenaudokite rinkinio pasibaigus jo galiojimo laikui. Naudotojai yra atsakingi uz tinkamg
visy panaudoty reagenty ir medziagy Salinimg. Laikykités nacionaliniy taisykliy dél
Salinimo.

Daugiau informacijos apie saugos duomeny lapg (Safety Data Sheet, SDS) ieSkokite
pagal prekés numerj adresu https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Naudotojams Europos Sgjungoje: praneskite R-Biopharm AG ir atitinkamoms
nacionalinéms institucijoms apie visus sunkius nepageidaujamus reiskinius, susijusius
Su gaminiu.
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8. Spalvy kompensavimo failo generavimas naudojant prietaisg LightCycler® 480 I

8.1.Pasiruosimas spalvy kompensavimo procedurai

PrieS naudodami atSildykite, iSmaiSykite ir trumpai centrifuguokite reagentus. Pries
kiekvieng darby etapg visada atvésinkite visus reagentus (nuo 2 °C iki -8 °C). Norédami
atlikti spalvy kompensavimo ciklg, pipete kiekvieno dazo jlaSinkite j penkis mikrotitravimo
plokstelés reakcijos langelius (20 uL), jskaitant foninj langelj (Blank) (Zr. 1 paveikslél)).

1 paveikslélis. Lasinimo schema, norint prietaisu LightCycler® 480 Il atlikti spalvy
kompensavimo ciklg
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3lentelé. PasiruoSimas pries prietaisu LightCycler® 480 Il atliekant spalvy
kompensavimo ciklg

Rinkinio R Kiekis kiekvienai Pipete jlasinkite po 20 L j
1 20 pL B2, C2, D2, E2, F2
2 20 pL B4, C4, D4, E4, F4
3 20 uL B6, C6, D6, E6, F6
4 20 uL B8, C8, D8, E8, F8
5 20 uL B10, C10, D10, E10, F10
6 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

Pipete jlasSine reagentus, mikrotitravimo plokstele uzsandarinkite optine folija ir, jei
jmanoma, centrifuguokite. Paleiskite tikralaike PGR pagal prietaiso nuostatas.
8.2.PGR prietaiso nustatymas

Pastaba. Prisijunkite prie programinés jrangos kaip administratorius, kad galétuméte
nustatyti aptikimo formata.

1. Atidare programine jrangg spustelékite Tools piktograma, kad galétuméte programuoti
aptikimo formatg (zr. toliau pateiktg paveikslél;).

- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

s

T B :-——;-‘S

Relative Quantification

\Y

Gene Scénning

AA

Melt Cunrve Genotyping
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2. Atidaromas toliau parodytas langas. Lange Tools pasirinkite Detection Formats.
Spustelékite mygtukg New, kad sukurtuméte naujg aptikimo formatg (zr. 4 lentele) ir
iSsaugokite jj kaip RIDA®GENE (Zr. toliau pateiktg paveikslélj).

Tool
D i Form: r Filter C
Active |Name L
[¥] SYBR Green I / HRM Dye Emission
b7 SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
¥| Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe x g v e
El-Database Information Itd Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe “I S R
o - v
View Logged In Users v 3 Color Hydrolysis Probe 1 465 [ l
Update Query Engine v 4 Color Hydrolysis Probe a g0 O T
Clean-up Database 4 Mono Color HybProbe t
T — v LLseseCospr HybProbe i s3] O F F I' I
Detection Formats > i) RIDASGENE b
nss] O OO OF
" -
‘ " |
|
i .
1q § Clear
|
H f - Filter Combination List - —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration |
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
. {440 1 488 440-488 1 1 1 |
o 465 510 465-510 1 1 1
533 580  533-580 1 T 1
533 610  533-610 1 1 1
618 660  €18-660 1 1 1
i Ctew " ( comy ]
- | moname.

4 lentelé.  Aptikimo kanalo nustatymas prietaise LightCycler® 480 I

Filtry derinys

440/ 488
465/510
533 /580
533/610
618 / 660

Pastaba. Nustatykite parametry Quant Factor, Melt Factor ir Integration Time
vertes j 1 (numatytoji nuostata).

Norédami iSeiti iS lango Tools, spustelékite mygtukg Close.
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3. Uzprogramave aptikimo formatg, spustelékite mygtukg New Experiment (Zr. toliau
pateiktg paveikslélj).

at: Virtual LightCycler 480 9 System Il [ Not Connected

window:  [Overview =] usen System Admin
- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

4. Pasirinkite RIDA®GENE aptikimo formatg ir jveskite 20 L reakcijos tdrj (numatytoji
nuostata) (zZr. toliau pateiktg paveikslél)).

‘. ‘ Run Protocol Data Run Notes

5. Uzprogramuokite Siluminj profilj (Zr. 5 lentele).

Temperature targets

5 lentelé.  Siluminis profilis

Cycles / Target Acquisition Hold Ramp rate
Program Analysis Mode [°C] Mode  [hh:mm:ss] [°cls]
Initial Denat.| 1/ none 95 none 00:00:30 4.4
. o 95 none 00:00:15 4.4
Cycling 5 / Quantification 50 single 00:00:30 22
95 none 00:00:01 4.4
TM Analysis | 1/ Color Compensation 50 none 00:00:30 — _2’2 °c
70 | continuous Ach|i|t|10831 ﬁfier )

Pastaba. |sitikinkite, kad lauke Cycles nurodytas teisingas skaicius, o lauke Analysis
Mode pasirinktas reikiamas rezimas.

* Temperaturos kilimo sparta gali Siek tiek skirtis priklausomai nuo pasirinkto aptikimo formato.
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6. Uzprogramavus eksperimentas turi atrodyti kaip toliau pateiktame paveikslélyje.

Instrument: Virtual LightCycler 480 96 System I1 / Not Connected Database: My Computer (Research)
)
Window:  [New Experiment | System Admin
[
Experi | L__ Run Protocol
ment u
Detection Format [R1pascene <
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
Programs
) Program Name | Cycles
Initial Denac. = vom -
| [cyciing B = ouanciti -
. @ e .
=
N Target .
. Target (C) Acquisition Mode. (cle) ) Sec Target (C) Step Size () Step Delay (cycles)
s 3 00:00:01 22 = | = =
i Coneanuons oo 3 3 e 3 .

3 275 257 35 43 530 512 708 780 B 913 B 018 0 {3 207
Estimated Time (himm:ss)
[EndPrwum 1[ 10 Cycles ][ Start Run ]
(e
)| |[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an instrument before Setting up a Dew run. 100 4]
& [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activase an instrument before sevcing up a new run. w g .

7. Norédami programuoti mikrotitravimo plokstelés iSdéstyma, perjunkite j Subset Editor.
Spustelékite Plus piktogramg, kad sukurtuméte naujg poaibj, ir jveskite iSdéstymo
pavadinimg (pvz., Color Compensation). Paspauskite ir laikykite nuspaude Ctrl bei kairijjj
pelés klavisg, pazymeékite visus mikrotitravimo plokstelés Sulinélius, kuriuose yra
reagenty (zr. 1 ir 2 paveikslélius). Spustelékite mygtukg Apply, kad uzbaigtuméte
poaibj. Ekranas turi atrodyti kaip toliau pateiktame paveikslélyje.

Database: My Computer (Research)

ANB ®Cn @ T
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8. Perjunkite | Sample Editor. Skirsnyje 1 veiksmas: Select Workflow pasirinkite Color
Comp. Skirsnyje 2 veiksmas: Select Samples pasirinkite anksc€iau nustatytg pogrupj
(Color Compensation). Noredami baigti iSdéstymg, lauke Dominant Channel pasirinkite
atitinkamg dominuojantj kiekvieno reagento kanalg (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4,
Dye 5) (zr. 6 lentele). Pasirinkite Water, jei reakcijos fonas spalvotas (Blank) (Zr. toliau
pateiktg paveikslélj).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)

Window:  [New Experiment | User: System Admin .m
. Step 1: Select } Select Filter C Abs
EXPeri-| | ~ pbs Quant ( RelQuant ( Scanning (8 Color Comp :
‘ment Units
’V(‘Tm F MakeCano C Ennttens | |7 440488 [V 465510 |7 533580 7 533610 [V 618.660 ni
- =
| |- step 2: Setect Samplos— % | Color ReplOf SampleName| Dominant
i - Channel =
ubset: [Cotor compen. M| m T
clm
||
| m ——
Elm
2/ m
i o m
Report | [H o m
e gl
5| 0
Sum. 2 £
3 <
@ Wwater @ 440488 [@ 465510 D
B 513580 @ 533610 [ 618660 E —
E
: ®
q
E
P
£
=
c.
)
£
E
B
c.
D.
= = %
- Step 3: Edit Color Comp Properties——————  F1-
Sample Name.
Dominant channel |
(Make Replicates ||/
Apply  |[)|[ Configure |( Toggle View
Torplade |\—/] Frtastin Table) Reset All Import. Export
AWarning 13.01. Please activate an in: before setting up a new run. > 4]
A¥ezning 13.01. g u = @

6 lentelé.  Reagenty dominuojandio kanalo nuostatos (LightCycler® 480 II)

Dominant Channel

Water
440/ 488
465 /510
533 / 580
533 /610
Dye 5 618 /660

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2022-02-03 11



9. | prietaisg jdékite plokStele su paruostais reakcijy langeliais. Spustelékite Experiment,
tada spustelékite Start Run, kad eksperimentas prasidéty (zr. toliau pateiktg paveikslél;).

: Virtual LightCycler 480 96 System Ii / Not Connected at : omputer (R

= [NewExpomimen K|
= ‘ Run Protocol | Data | Run Notes |
P
| Detection Format [rrorscevs E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20 =]
Subset
Editor | | Cotor Comp D[ LotNo| TestiD [
g Program:
: E”E
s -l
S —— -
(~ TM.Analyse Temperature Targets !
@ Target () Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (C) Step Size (°C) Step Delay (cycles) =
50 00:00:01 ¥ <1
© = o1 2
e
1

Toperature (°C)

\
1’3
x

512 708 750 8% 913 54 016 1053 130 1207
Estimated Time (hman:ss)

=
FCTR|

Start Run
[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an instrument before secting up a mew run.
A \A\Warning 13.01.2021 15:21:54 Please activate an instrument before setting up a new run. w0 @

EE
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8.3. Spalvy kompensavimo failo jvertinimas ir kirimas

1. Atlike LightCycler® eksperimentg, spustelékite mygtukg Analysis (Zr. toliau pateiktg
paveikslélj).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Wwindow:  [2021 CC Iv 11188

Experi- Ry Riedoce] - |
e EEEETTT
Run complete... :
; i n

L R —
1100
= 1o
2 ap
§ 20,0{
3 700
7 s
E 50,01
100
L 0y
200
10,0
a0
219 345
2
L 2 1 g
=
Samples |n
Color Pos |Name | ]
B2 Blank
W 3¢ v 95|
B& Dye 2 90|
BE Dye 3 5|
[l 510 Dyc 4 i
B Biz nye s g
B 2 Blank ik
M c¢ Dye1l E 70
Cé Dye 2 E 5|
ce Dye 3 5
B c0 Dye ¢ ‘
M c2 pyes =
Il D2 Blank 50
M p: Dye 1 45]
DE Dye 2 ]
DE Dye 3
B Dpio Dye 2
B D12 Dye s 000 026 106 145 2.25. 305
B F2 Blank v

2. Dialogo lange Create New Analysis pasirinkite Color Compensation. Atsidariusiame
dialogo lange pasirinkite ir patvirtinkite atitinkama poaibj (pvz., Color Compensation) (Zr.
toliau pateiktg paveikslél)).

—Create New Anal

¥

Abs Quant/2nd Derivative Max

\Abs Quant/Fit Points Create new analysis

INdvanced Relative Quantification :
Basic Relative Quantification Analysis Type *|Color Compensation j
Color Coopenaar ton Subset #|color Compensation hd
Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping rogram *E j
kGl T o Name *IColor Compensation for Color Compens
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3. Atidaroma analizé. Spustelékite Calculate, tada spustelékite Save CC Object (Zr. toliau
pateiktg paveikslélj).

=]
Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: [2021 cc v 11188 | User: System Admin
= =
Information | ==~
- (B o2
s BERR e (Seteq) 3;
2 6 /s sficiwi: m
fm = —
CRE S ——— g?g
wy_———————
=l
[ g - .E
B water @ 440488 g <5
£« =
X
2
o i
B 0
L] £} El = ] E] 3 E3 Bl £ ] ] El ) ] & 3 3 5] ] ]
u Temperature
] C
[ Compensated Data (65ie8)(zoom)
] e
]
u =
H B
= :
] H
= i
| H
H H
u
] ank 5
i W = Dye1 v Temperature
< >
Apply '| T | .,
[ i ™M Notes Calculate eaniss B 52+ CC Obiec !
= |

Al @

4. Spalvy kompensavimo failg i$saugokite kaip RIDA®?GENE CCIV aplanke CCC (zr. toliau
pateiktg paveikslélj).

Save Color Compensation

Lig 3l

(= 2] Root
B System Admin
| Experiments —
i) Macras
--4] PFreferences
B _LSnecialNata

i L) 5id Curve
e | Templates

=

1T

Blank

Tai padarius §j failg galima naudoti kitiems LightCycler® 480Il eksperimentams. Spalvy
kompensavimo failas sugeneruotas.
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8.4. Spalvy kompensavimo failo naudojimas

Norédami naudoti spalvy kompensavimo failg, atidarykite pateiktg RIDA®GENE real-time
PCR eksperimentg ir skirsnio Experiment dalyje Data jkelkite pageidaujamg spalvy
kompensavima. ISskleidZiamajame meniu Color Comp (Off) pasirinkite in Database, tada
pasirinkite iSsaugotg spalvy kompensavimo failg (Zr. 2 paveikslélj).

. ]

DOO0E )

Run Protocal Data i ‘Run Notes.

|
Ru:
sl I@BBB . i)
1]2(3

a5 [6 7|69 |10[1]|12

|
NEE0o gk @&

ﬂ_; o it
3 ST ll
MMJM AN J, Il

Torperaturs i)
E5BIBRFEARA

=T
Tim (b z5]

samgie 19 =
A =

2 paveikslélis. Spalvy kompensavimo naudojimas

(6]

Pasirinkus spalvy kompensavimg, mygtukas Color Comp (Off) pasikeicia j Color Comp
(On). Pasirinktas spalvy kompensavimas automatiskai taikomas visiems analizés filtrams.
Dabar RIDA®GENE real-time PCR galima analizuoti jprastai.

Pastaba. Spalvy kompensavimo failas skirtas konkre¢iam prietaisui LightCycler® 480 II.
Jei prietaisas buvo pakeistas arba optinis jrenginys buvo suremontuotas, reikia
naujo spalvy kompensavimo failo.
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9. Versijy istorija

Versijos numeris | Skyrius ir pavadinimas

2021-09-09 Ankstesné versija

2022-02-03 Bendroji perzitra:

4. Pateikiami reagentai

5. Laikymo nurodymai

6. Reikalingi, bet nepateikiami reagentai

7. |spéjimai ir atsargumo priemonés naudotojams

10. Simboliy paaiskinimas

Bendrieji simboliai

Skirta naudoti in vitro diagnostikai
Vadovautis naudojimo vadovu
Partijos numeris

Naudoti iki

Laikymo temperatlra

Gaminio numeris

Tyrimy skaicius

Pagaminimo data

LL<f~* 85

Gamintojas

Su tyrimu susije simboliai

Tusgiasis
Dye 1 1 dazas
2 dazas
3 dazas
4 dazas
Dye 5 5 dazas
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