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1. Kullanim amaci

In vitro tan1 amach kullanim icindir. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV, LightCycler®
480 Il Gzerinde 2 pleks renk kalibrasyonu ve daha yiiksek RIDA®GENE

real-time PCR caligsmalari igin kullanihr. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV,
LightCycler® 480 Il Gzerinde kalitatif ve kantitatif 2 pleks ve daha yiiksek RIDA®GENE
real-time PCR testlerinin analiz edilmesini saglayacak bir renk telafi dosyasi olusturmakta
kullanilabilir.

Uriin, profesyonel kullanima yéneliktir.

2. Testin 6zeti ve agiklamasi

Bir gercek zamanl PCR’de, yayilan floresan haberci boyasinin floresan sinyali, bitisik bir
renk kanalinin Uzerine binebilir ve boylece bir sinyal (parazit) Gretebilir. Floresan
sinyallerden gelen parazitler, bir renk telafi dosyasiyla dizeltme yapilmazsa, yanlis
sonugclara neden olabilir. Bir renk telafi dosyasi, renk kanallari arasindaki paraziti telafi
edebilir.

3. Test prensibi

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV, LightCycler® 480 Il (izerinde 2 pleks renk
kalibrasyonu ve daha yiksek RIDA®GENE real-time PCR galismalari igin kullanilir.

4. Saglanan reaktifler

Tablo 1:  Saglanan reaktifler (Kitte saglanan reaktifler 3 renk telafi galismasi igin

yeterlidir.)

1 Blank 1x 400 pyL | beyaz, kullanima hazir
1 x 400 uL | mavi, kullanima hazir
1x 400 pL | yesil, kullanima hazir

1 x 400 uL | sari, kullanima hazir

N
O (O]9l 0O
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1 x 400 uL | turuncu, kullanima hazir

1 x 400 uL | kirmizi, kullanima hazir
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5. Saklama talimatlari

- Lutfen Tablo 2’deki kullanma ilkelerini izleyin ve kiti kullandiktan hemen sonra belirtilen
bilgilere gore saklayin.

- Tum reaktifler gines 1s1gindan uzakta, -16 °C ila 28 °C'de saklanmalidirlar ve agilmamis
halde, etikette basili son kullanma tarihine kadar kullanilabilirler. Son kullanma tarihinden
sonra, kalite garantisi artik gecgerli degildir.

- Tum reaktifler kullanilmadan énce dikkatle ¢dézulmelidir (6rnegin, bir buzdolabinda 2 -

8 °C'de).
- 3 defaya kadar tekrarlanan dondurmanin ve ¢ézmenin test 6zelliklerine bir etkisi yoktur.
- PCR hazirhg@i sirasinda tum reaktifleri uygun sekilde sogutun (2 - 8 °C).

Tablo 2: Saklama kosullar ve bilgileri

Saklama sicakligi Maksimum saklama suresi

Basili son kullanma tarihine kadar

acllmamis -16 °Cila -28 °C kullanilabilir

acllmis -16 °Cila -28 °C 3 ¢6zme-dondurma dongusu

6. Gerekli olan ama saglanmayan reaktifler

6.1 Reaktifler
Yoktur.

6.2 Laboratuvar ekipmanlari

Asagidaki ekipmanlar, RIDA®GENE Color Compensation Kit IV testini gerceklestirmek igin
gereklidir:

Gergek Zamanl PCR aleti: LightCycler® 480 Il (Roche)
Gergek zamanh PCR sarf malzemeleri (plakalar (dusik profilli, beyaz kuyucuklu,
seffaf cerceveli), reaksiyon flakonlari, filmler)

Plakalar / reaksiyon flakonlari i¢in rotorlu santrifij
Vorteks cihazi

Pipetler (0,5 - 20 uL, 20 - 200 uL, 100 - 1000 pL)
Filtreli pipet uclari

Tek kullanimlik pudrasiz eldivenler

Sorulariniz igin, litfen R-Biopharm AG’yi pcr@r-biopharm.de adresinden arayin.
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7. Kullanicilar igin uyarilar ve énlemler

Yalnizca in vitro tani amach kullanim igindir.

Bu test, sadece yetkili laboratuvar personeli tarafindan gergeklestiriimelidir. Tibbi
laboratuvarlarda ¢alisma yonergelerine uyulmahdir.

Bu testi gergeklestirirken galigstirma kilavuzuna her zaman kesinlikle uyun.

Ornekleri veya reaktifleri agzinizi kullanarak pipetlemeyin. Yarali ciltle veya mukoz
membranlarla temasini 6nleyin.

Reaktifleri ve érnekleri kullanirken kisisel koruyucu ekipmanlar (uygun eldivenler,
laboratuvar onlugu, guvenlik gozlikleri) kullanin ve testi bitirdikten sonra ellerinizi yikayin.
Orneklerin kullaniimakta oldugu alanlarda sigara igmeyin, bir sey yemeyin veya igmeyin.
Capraz kontaminasyonu ve yalanci pozitif sonuglari 6nlemek amaciyla ekstraksiyon, PCR
hazirlama ve PCR igin ayri odalar, 6zel giysiler ve aletler kullaniimaldir.

Klinik ornekler, potansiyel olarak enfeksiyoz kabul edilmeli ve potansiyel olarak enfeksiyoz
orneklerle temas eden tim reaktifler ve malzemeler gibi uygun sekilde bertaraf edilmelidir.
Kiti, son kullanma tarihinden sonra kullanmayin. Kullanicilar, kullanildiktan sonra tim
reaktiflerin ve materyallerin uygun sekilde bertarafindan sorumludur. Bertaraf igin, lUtfen
ulusal ydnetmeliklere uyun.

Guvenlik Veri Formlarina (Safety Data Sheet, SDS) iliskin daha fazla ayrinti,
https://clinical.r-biopharm.com/search/ adresindeki 6ge numarasinda bulunmaktadir.

Avrupa Birligi'ndeki kullanicilar igin: Urlinle iligkili tim ciddi advers olaylari R-Biopharm
AG ve uygun ulusal makamlara bildirin.
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8. LightCycler® 480 Il iizerinde bir renk telafi dosyasi olusturmak igin protokol

8.1 Renk Telafisi hazirlama

Kullanmadan énce reaktifleri ¢bzun, karistirin ve kisa slreyle santrifiijleyin. Calisma
adimlari sirasinda tim reaktifleri her zaman sogutun (2 °C ila -8 °C). Bir renk telafi
g¢alismasi igin, arka plan (Blank) dahil, her biri 20 pL boyali bes reaksiyonu bir mikro-
titrasyon plakasina (bkz. Sekil 1) pipetleyin.

=
B
i
=
B
=
=
B

Sekil 1:  LightCycler® 480 Il lizerinde renk telafisi igin pipetleme diizeni.
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Tablo 3: LightCycler® 480 Il igin renk telafi hazirligi

Asagidaki kuyucuklarin her

v | e [ i

miktar
1 20 pL
2 20 pL
3 20 pL
4 20 uL
5 20 uL
6 Dye 5 20 pL

birine 20 pL pipetleyin
B2, C2, D2, E2, F2
B4, C4, D4, E4, F4
B6, C6, D6, E6, F6
B8, C8, D8, ES8, F8

B10, C10, D10, E10, F10

B12, C12, D12, E12, F12

Reaktifleri pipetledikten sonra, mikro-titrasyon plakasini optik folyoyla muhurleyin ve
mumkunse santrifijleyin. Gergek zamanl PCR'yi cihazin ayarlarina goére baglatin.

8.2 PCR alet kurulumu

Not: Saptama bigimini ayarlamak igin yazilimda yonetici olarak oturum agin.

1. Yazihimi agtiktan sonra, saptama bigimini programlamak igin “Tools” simgesine tiklayin

(asagidaki sekil).

. LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62
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2. Asagidaki pencere acllir. Tools penceresinde, “Detection Formats” secgimini yapin.

Yeni bir saptama bigimi olusturmak igin “New” dugmesine tiklayin ve (bkz. Tablo 4) ve

“RIDA®PGENE” olarak kaydedin (asagidaki sekle bakin).

Tool:
— D Form —Filter C
Active Name
[¥] SYBR Green I / HEM Dye Emission
v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe : a v I I
B e B s s m R -
Update Query Engine v 4 Color Hydrolysis Probe a sl O T
Clean-up Database v Mono Color HybProbe t
Inassananta v e T HybProbe i s3] O F F I I
Detection Formats » ¥ | RIDASGENE b
L n s8]0 OO O OF
. : -
|
T ‘ w
| [
N i} { = Filter C List - —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant |Max Integration |
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
- 440 488 440-488 3 1 1 |
‘_, 465 510 465-510 1 1 1
533 580 533-580 1 = 1
533 €10 533-€10 1 I i
618 660 618-660 1 1 X
F [ hew
- | Boname [ petete ] -
Lo
Tablo 4: LightCycler® 480 Il igin saptama kanali ayari
Filtre
kombinasyonu
440/ 488
465/ 510
533 /580
533/610
618 / 660
Not: Quant Factor, Melt Factor ve Integration Time 6geleri icin dederi 1 (varsayilan)

olarak ayarlayin.

Tools penceresinde ¢ikmak igin “Close” digmesine tiklayin.
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3. Saptama bigimini programladiktan sonra, “New Experiment” digmesine tiklayin
(asagidaki sekle bakin).

Instrument:  Viriual LighiCycler 480 96 System I1 f Not Connected

window:  [Overview

-+ LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

4. “RIDAPGENE" saptama bigimini segin ve 20 pL (varsayilan) seklinde bir reaksiyon
hacmi girin (asagidaki sekle bakin).

Run Protocol Data ‘ Run Notes ‘

xperi- ihiatey
ment | i

Detection anul\lklnn@sl-:m: I j- Block Size |- Plate ID Remimt\lnluml |
r Lomp I | LotNo TestID

5. Thermal profile’1 (Termal profil) programlayin (bkz. Tablo 5).
Tablo 5: Thermal profile (Termal profil)

Temperature targets

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
. 1/ Color 50 none 00:00:30 2,2
TM Analysis . —
Compensation . Acquisitions (per °C)
70 | continuous =10.14*
Not: “Cycles” ve “Analysis Mode” rakaminin dogrulugundan emin olun.

* Rampa hizi, segilen saptama bigimine bagli olarak ¢ok az degiskenlik gésterebilir.
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6. Programlama tamamlandiktan sonra, deney asagidaki gibi gérinecektir (asagidaki
sekle bakin).

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

[New Experiment K| User: System Admin

[mmrommhmmm ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [0 =]

Color Comp ID [ LotNo| TestID |

Programs.

H
EEie
2§§

H

@ D@

Tar
Target (*C) Acquisition Mode ) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Step Size (*C) ‘Step Delay (cycles)

=
ol
g8

I
H

©¥o® > <@
i
N (@O (@ (Tle ¢

215 257 35 5 530 &2 78 750

Estimated Time (hmm:ss)

ot before setting up a new run. 10 4]
fore secting up o new un. - = .

[;umgmn ][ + 10 Cycles ][ Start Run J

7. Mikro-titrasyon plakasinin dizenini programlamak igin, “Subset Editor” 6gesine gegin.
Yeni bir alt kime olusturmak i¢in “Plus” simgesine tiklayin ve bir dizen (6rn., Color
Compensation) girin. Ctrl tusunu ve sol fare dugmesini basili tutun ve mikro-titrasyon
plakasinda reaktif iceren tUm kuyucuklari isaretleyin (bkz. Sekil 1 ve 2). Alt kimeyi
bitirmek icin “Apply” digmesine tiklayin. Ekran agagidaki gibi goériinecektir (asagidaki
sekle bakin).

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

Window:  [New Experiment | User: System Admin

~New Subset 1 setting:
D Name |Analysis | Report

AB ®on @ T
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8. “Sample Editor” 6gesine gecin. 1. Adimdan: “Select Workflow” ve “Color Comp”
ogelerini segin. 2. Adimda: “Select Samples” 6gesinde daha 6nce ayarlanmig alt
kimeyi (Color Compensation) secin. Duzeni bitirmek igin, her bir reaktif icin (Blank,
Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) denk disen hakim kanali “Dominant Channel”
alaninda seg¢in (bkz. Tablo 6). Renk arka planh (Blank) reaksiyonlar icin lutfen “Water”
ogesini segin (asagidaki sekle bakin).

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 i l—
‘ment Units
"(‘Tm F MakeCano C Ennttens | |7 440488 [V 465510 |7 533580 7 533610 [V 618.660 ni
- =
| |- step 2: Setect Samplos— %0 | Color| ReplOf SampleName| Dominant
i Channel =
T 5)
st [eoior o H@LBB)| 4| m
4516 7]8 9010 gaf12 c|l |
||
| m ——
Elm
2/ m
i i m
Report | [H o m
= m ]
5| 0
Sum. . 1 L
g ©
@ Wwater @ 440488 [@ 465510 D
B 513580 @ 533610 [ 618660 E —
E
E
q
E
P
£
=
: e
)
£
E
B
c.
D.
= = %
- Step 3: Edit Color Comp Properties——————  F1-
Sample Name.
Dominant channel |
(Make Replicates ||/
Apply || Configure ] Toggle View
Template |"—/] Properties (Table) Reset All Import. Export
Please activate an in before secting up a new run.

[AvWarning 13.01.
Avazning 13.01.

Tablo 6: Reaktifler igin Hakim Kanal ayarlari (LightCycler® 480 Il)

m Dominant Channel

Water
440/ 488
465 /510
533 / 580
533 /610
Dye 5 618 /660
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9. Plakayi, hazirlanan reaksiyonlarla birlikte cihaza yerlestirin. Deneyi baglatmak igin
“‘Experiment” ve ardindan “Start Run” 6gesine tiklayin (asagidaki sekle bakin).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Database: My Computer (Research)

Window: [New Experiment

Run Protocol |

T user

System Admin

Data | Run Notes I
P
Detection Format [Froascene E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20 =]
Color Comp ID [ LotNo| TestiD [
Program:

[ EEE
G

Ko®> <oeE

=

Target (C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss)
~[00:00:01
00:00:01

TM-Analyse Temperature Targets

Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C)

=
|
=

Step Delay (cycles)

Sec Target () Step Size (°C)

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

f A\ —

—
m—"

530 708 750 846

512
Estimated Time (hman:ss)

313 54 076, 1053 130 1207

- _Apply.
Template || ™)
/AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate a
A [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activate a

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV
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8.3 Degerlendirme ve bir renk telafi dosyasi olugturma

1. LightCycler® deneyini tamamladiktan sonra, “Analysis” diimesine tiklayin (asagidaki
sekle bakin).

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. “Create New Analysis” iletisim kutusunda, “Color Compensation” 6gesine gidin.
Acilan iletisim kutusunda (asagidaki sekle bakin) uygun alt kiimeyi (6rnegin, Color
Compensation) segin ve onaylayin.

—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. Analiz acilir; “Calculate” ve ardindan “Save CC Object” 6gesine tiklayin (asagidaki
sekle bakin).

rument:  Virtual LightCycler 480 96 System Ii / Not Connected Database: My Computer (Research)

®

ndow:  [2021 CC IV 11188 | User. System Admin

Raw Dt (=]

¥
H
g

NERA I

L

H

Report 3
B water @ 440488 g 504
@ 465510 @ 533580 =

@ 533610 [ 618.660 0
- ”7753mples* kl

Include | Color Pos
v B2

Fluorescence (440-435)

~ il L = N
(Cromrty M) wores [ coeute PG ... cc o

Al @

4. Renk telafi dosyasini, “RIDAPGENE CCIV” olarak “CCC” klasoriine kaydedin
(asagidaki sekle bakin).

Save Color Compensation

Lig 3l

(= 2] Root
B System Admin
| Experiments —
fe ] Macros
--4] PFreferences
B _LSnecialNata

i L) Std Curve
e | Templates

=

1T

Name |2021 CC IV 11188 (CC)

Blank

Boylece bu dosya, baska LightCycler® 480 Il deneyleri igin kullanilabilir olur. Renk telafi
dosyasini olusturma islemi tamamlanmis olur.
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8.4 Renk telafi dosyasini kullanma

Renk telafi dosyasini kullanmak igin, verili RIDA®GENE real-time PCR deneyini agin ve
istediginiz renk telafisini “Experiment” “Data” 6gesinin altinda yukleyin. “Color Comp
(Off)” acilir menlUsunde, “in Database” 6gesini secin ve ardindan kaydedilmis renk telafi
dosyasini segin (bkz. Sekil 2).

| i
| 'HW' H! i T ity

lrr\r

i Mh i \f"

A

Torperany
ExBIBRAINRRS AR

=T
Tim (b z5]

A v ol

Sekil 2: Renk Telafi Dosyasini Kullanma

Renk telafisi secildiginde, “Color Comp (Off)” dugmesi “Color Comp (On)” seklinde
degisir Secilen renk telafisi, analizin tim filtrelerine otomatik olarak uygulanir. RIDA®GENE
real-time PCR galismasi artik olagan sekilde analiz edilebilir.

Not. Renk telafi dosyasi, her LightCycler® 480 II'ye 6zglidir. Cihaz degistirilirse veya
optik Unite tamir edilirse, Yeni bir renk telafi dosyasi gerekli olur.
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9. Siirim gec¢misi

Siriim numarasi Bolum ve adlandirma

2021-09-09 Onceki siiriim

2022-02-03 Genel revizyon:

4. Saglanan reaktifler

5. Saklama talimatlari

6. Gerekli olan ama saglanmayan reaktifler
7. Kullanicilar igin uyarilar ve 6nlemler

10. Simgelerin agiklamalari

Genel simgeler

in vitro tan1 amacli kullanim igindir
[1i] Kullanim kilavuzuna uyun
Parti numarasi
& Son kullanma tarihi
,ﬂ’ Saklama sicakhgi
Madde numarasi
&/ Test sayisi
M Uretim tarihi
pov | Uretici firma
Teste 6zel simgeler
Bos
Dye 1 Boya 1
Boya 2
Boya 3
Boya 4
Dye 5 Boya 5
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