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1. Verwendungszweck

Das RIDA®GENE Color Compensation Kit Il dient der Farbstoffkalibrierung von
duplex und triplex real-time PCR-Laufen auf dem LightCycler ® 1.5 und 2.0. Mit dem
RIDA®GENE Color Compensation Kit Il kann ein Color Compensation File erstellt
werden, das es ermdglicht multiplex real-time PCR Laufe von RIDA®GENE real-time
PCR Kits auf dem LightCycler ® 1.5 und 2.0 zu analysieren.

2. Erlauterung

Bei einer multiplex real-time PCR kann sich das emittierte Fluoreszenzsignal eines
Reporter-Fluoreszenzfarbstoffes auf einen benachbarten Farbstoffkanal tberlagern
und in diesem Kanal ein Signal erzeugen (Crosstalk). Der Crosstalk von
Fluoreszenzsignalen kann zu falschen Ergebnissen fluhren, wenn keine Korrektur
durch ein Color Compensation File durchgefuhrt wird. Mit dem Color Compensation
File kdnnen Farbstoffiberlagerungen zwischen den Farbstoffkandlen kompensiert
werden.

3. Packungsinhalt

Tab.1l: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fur 3 Color
Compensation Laufe)

Kit Code Reagenz Menge Deckelfarbe
1 1x 80yl weifld
2 1x 80l grin
3 1x 80l gelb
4 Dye 3 Ix 80l rot
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4. Reagenzien und ihre Lagerung

Das RIDA®GENE Color Compensation Kit Il muss lichtgeschiitzt bei -20 °C
gelagert werden und kann bis zum aufgedruckten Verfallsdatum verwendet
werden.

- Nach Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitdtsgarantie mehr
Ubernommen werden.

Vor dem Gebrauch sollte das RIDA®GENE Color Compensation Kit Il schonend
aufgetaut werden (z.B. im Kuhlschrank bei 2 - 8 °C).

Alle Reagenzien wahrend der Herstellung der Color Compensation geeignet kiihlen
(2-8°C).

5. Zusatzlich bendtigte Gerate und Materialien

- LightCycler® 1.5 oder 2.0 (Roche)

- Real-time PCR Verbrauchsmaterialien (LightCycler® Kapillaren)
- Pipetten (0,5 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl)

- Pipettenspitzen mit Filtern

6. VorsichtsmalRnahmen

- Dieser Test ist nur von molekularbiologisch geschultem Laborpersonal
durchzufihren.

- Die Gebrauchsanweisung zur Durchfiihrung des Tests ist strikt einzuhalten.

- Wahrend des Umgangs mit Reagenzien Einmal-Handschuhe tragen und nach
Abschluss des Tests die Hande waschen.

- In den Bereichen, in denen mit Proben gearbeitet wird, nicht rauchen, essen
oder trinken.

- Testkit nach Erreichen des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.
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7. Protokoll zur Erstellung eines Color Compensation Files
auf dem LightCycler®1.5

7.1 Herstellung der Color Compensation

Fur einen Color Compensation Lauf muss je Farbstoff, inklusive dem
Farbstoffhintergrund (Blank), eine Reaktion mit je 20 pl des entsprechenden
Reagenz in eine LightCycler® Kapillare pipettiert werden. In Kapillare 4 muss zu den
20 ul Dye 3 noch 1 ul Dye 1 pipettiert werden (s. Tab.2).

Vor der Benutzung die Reagenzien auftauen, durchmischen und kurz zentrifugieren.
Reagenzien wahrend der Arbeitsschritte stets geeignet kiihlen (2 — 8 °C).

Tab.2: Herstellung der Color Compensation

Menge pro Reaktion
Kit Code Reagenz - - - -

Kapillare Kapillare Kapillare Kapillare
Position 1 Position 2 Position 3 Position 4

1 Blank 20 pl

2 Dye 1 20 pl 1l

3 Dye 2 20 ul

4 Dye 3 20 pl

Die LightCycler® Kapillaren nach dem Pipettieren verschlieBen und anschlieBend
kurz zentrifugieren. Die real-time PCR entsprechend der Gerateeinstellung

starten.

Hinweis: Die Reihenfolge der LightCycler® Kapillaren im LightCycler®-Karussell
einhalten.
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7.2Gerateeinstellung LightCyler®1.5

1. Nach dem Offnen der LightCyler® Software ist es erforderlich, durch Driicken des
Buttons “Run" ein neues “LightCycler Experiment® zu offnen.

Roche Molecular Biochemicals
LightCycler Software
f Version 3.5 ”\\

Run

Data Analysis

Edit Graphics Defaults [ )

Log On As Different User

Exit
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2. Das folgende Fenster 6ffnet sich.

[:]Rroche LightCycler Run 5.32 - noname.exp =3
File Edt Tools ©ptions Help
User
oisay [ 71 7] S |
) 3 iHtzets m Experiment
i Hise foder Dempensation § Choose CCC File honame.exp |
-
New Experiment Cycle Program Data Analysis Mode ]
Lantification
Cycles 14 o ;
. ] _LIJj IMelting Curves
Open Experiment File -
Temperature Targets z
Save Experiment Fil Target Temperature ('C) Add | oo L Impot | s
ave trperiment Hie Incubation Time (hremin:sec)
i 5 Cyile Program Simulation
Temperature Transition Rate ('C/ <) 00
Secondary Targej Temperature ("C) fiCs
Step Size ('C) a0
Step Delay (cycles)
|—Acqwsm0n hode 20—
.
Sud 707
Edit Samples a0-
S0
Real Time Fluorimeter
40-
30—
b
- N ']
o 1 2 b 5 & 7 g 9 10
_I I Sirmulation Experimental Mates I Edit Exp. Nates
Overview
100-
T[]
80—
a0—
40-
Emin;
ZEI_I I I 1 1 1 1 1 1 1 1 ( ]
1] 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 700 5:00 9:00 10:00

3. Den LightCycler® entsprechend des real-time PCR-Profils (Tab.3) programmieren.
Die 4 Programmschritte mit dem Button ,Add"“ erstellen.

Tab.3: LightCycIer® real-time PCR Profil

Temperature targets
Program | Cycles/Analysis | Target | Acquisition Hold Ramp rate
Mode [°C] Mode [hh:mm:ss] [°c/s]
Initial Denat. 1/none 95 none 00:00:05 20
95 none 00:00:05 20
Cyclin 5 / Quantification
yeling Q 60 single 00:00:05 20
1/Col 95 none 00:00:05 20
olor 00-
TM-Analyse Compensation 50 anne 00:00:05 . ”20
70 continuous 0.2 (Acquisitions per °C = 1)
Cooling 40 1/none 40 none 00:00:10 20

Hinweis: Auf die richtige Einstellung der Anzahl der “Cycles” und des “Analysis

Mode“ achten.
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4. Nach Abschluss der Programmierung ergibt sich folgendes Bild des “LightCycler

Experimentes*.
File Edit Tools ©Options Help
User
labor |
. Experiment
s Dolor Dompensation | Choose CCC File honame.exp |
Initial Denat.
New Experiment Cycle Program Data Analysis Mode JREgE] Cycling 93-05-60-05
[ ofd Quantification TM-Analyse
) . E@Jﬂ Melting Curves
Open Experiment File
Temperature Targets
- " Target Temperature ('C) | Add I Remave I Import I Move Lp
e EpEilmari e Incubation Time thrs:minser) 5
. 5 Cyle Program Simulation
Temperature Transition Rate ("C/ ) 100~
Secondary Targeﬂt Temperature (*C) T[EC
Step Size ('C) 90—
Step Delay (cycles)
’7 |—Acqu|9|t|0n hode 80—
(ehko [0 sEooofdn [5bo |90 |5 wone \E{E‘ 70~
Edit Samples Q@ 60—
50—
Real Time Fluorimeter -
30—
_“ ks
20-, , , , , . . (s]
o 2 4 6 g 10 12
_I I Simulatian Experimental Motes I Edit Exp. Motes
Cveryiew
100
T=C]
80—
60—
40-
20— E[min]
| I | | I i | 1 i i i | | i i i | | 1 i
a 10 20 30 40 50 1:00 1:10 1:20 1:30 1:40 1:50 2:00 2:20 2:30 2:40 2:50 3:00 310 3:20
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5. Die Kapillaren in das LightCyler®-Karussell tiberfiihren und in den LightCyler® 1.5
setzen. Links mit dem Button "Run"” den Lauf starten und in dem entsprechenden
Ordner abspeichern.

Es offnet sich nun das Fenster zum Programmieren des Layouts. Hier wird nun die
Anzahl an Kapillaren bei “Maximum Position“ eingetragen und mit Enter bestatigt.
Durch Drucken des Buttons “Done” startet anschliel3end der Lauf.

Fil= Edit Help
LC Caroussl Please edit the sample data for this run.
# Sample Name Type Replicate Concentration Notes | #  Sample Name Type Replicate Concentration Notes |
of of

| 1 Bample 1 | [Unknown (5[0 |5 0,006+ | | |i | 17
| 2 Bample 2 | | Unknawn \ﬂmg\ 0,00E+0 | | |i | 18
| 3 Fample 3 |[unknown [§] ofs|  o00e+0] ] || | 19 Gomsi i
| 4 Gample 4 |[tnknown (8] of8] o00e+0] ] || | 20 -

5 | | 21

@

§||22 3

-

| | 23 -

8 B

| | Pa Howei e

9 ||25
|10 |26
E =
| 12 G | | 28 -
|13 Fovanis £ E||29 &
1 IE
[i =
| 16 | | 32 -

Seek Te mperature| W|

Concentration Units
Ml PDSitiDnl 4 Enter Samples later Clear Sample List Default Sample List | ‘
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7.3 Auswertung und Erstellung eines Color Compensation Files

1. Nach Abschluss des LightCycler Experiments bietet sich folgendes Bild.

z File 3etup

Select a Program

Cycling 95-05-50-08; segment2

00—
1l 4

Temperature [C)

30
00:00:00

— Temperature Tracing

Select CC Data

Color Compensation  Report  window  Help

Mo CC data selected.

|
00:00:43
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|
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Guantification | Melting Curve

| ' |
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1
Oy
Ed

| ' I
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¥ -
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Fluorescence 1 __
F
0.5

0
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Cycles
Cycles -
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2. Uber “Select A Program“ das Segment 3 (TM-Analyse) fir die Color
Compensation auswahlen. Es ist nach Wahl des Segmentes 3 darauf zu achten,
dass tatsachlich die grinen Linien den Beginn und das Ende der Schmelzkurve
zeigen. Danach wird Uber den Menupunkt ,Color Compensation® der Punkt
,Calibration® ausgewahit".

(ol TGN Report Window  Help

Calibration | Quantification | Meling Curve

4 "
e edflonts B8 |nad Calibration Data ted

100~ t
a

0y
b3

50
40
30—

' | ' | ' | ' | | ' |
00:00:00 00:00:43 00:01:26 00:02:03 00:02:52 " 00:04:19 00:05:02
Time [h:mir:sec]

— Temperature Tracing  ®  Fluorescence Acquisition

¥ -

EI_I ' | ' [ | ' | ! | ' | | ' | ' | ' | ' [ | ! | ' I ' [ I ' I ' I ! | | ' | ' |
43 50 51 52 53 54 5] 56 57 58 53 =1 =1l B2 B3 B4 (55} =153 B7 [=::] B3 70 71
Temperature [°C)

Temperature -

Anschliel3end wird das Color Compensation File abgespeichert. Danach steht dieser
File fur andere LightCycler®-Laufe zur Verfiigung. Damit ist die Generierung der
Farbstoff-Kalibrierungsdatei abgeschlossen.

Zum Anwenden der Color Compensation den jeweiligen multiplex Lauf 6ffnen und
unter ,Select CC Data“ das entsprechende Color Compensation File importieren und
auswahlen. Dann den entsprechenden Kanal (z.B. F1 oder F2) auswahlen und durch
dricken des Buttons ,Quantification® den Lauf zur Analyse 6ffnen.

Hinweis: Das Color Compensation File ist spezifisch fir das jeweilige Gerét, d.h.
bei einem Wechsel des Geréates oder bei Reparatur der optischen Einheit ist eine
neue Color Compensation nétig.
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8. Protokoll zur Erstellung eines Color Compensation Files auf
dem LightCycler®2.0
8.1 Herstellung der Color Compensation

Fur einen Color Compensation Lauf muss je Farbstoff, inklusive dem
Farbstoffhintergrund (Blank), eine Reaktion mit je 20 pl des entsprechenden
Reagenz in eine LightCycler® Kapillare pipettiert werden (s. Tab.4).

Vor der Benutzung die Reagenzien auftauen, durchmischen und kurz zentrifugieren.
Reagenzien wahrend der Arbeitsschritte stets geeignet kiihlen (2 — 8 °C).

Tab.4: Herstellung des Color Compensation Laufes

Kit Code Reagenz Menge pro Reaktion | Position der Kapillare
1 Blank 20 pl 1
2 Dye 1 20 ul 2
3 Dye 2 20 ul 3
4 Dye 3 20 pl 4

Die LightCycler® Kapillaren nach dem Pipettieren verschlieBen und anschlieRend
kurz zentrifugieren. Die real-time PCR entsprechend der Gerateeinstellung starten.

Hinweis: Die Reihenfolge der LightCycler® Kapillaren im LightCycler®-Karussell
einhalten.

8.2. Gerateeinstellung LightCyler®2.0

1. Nach dem Offnen der LightCyler® Software ist es erforderlich, durch Driicken des
Buttons “New..." ein neues “LightCycler Experiment® zu 6ffnen.

B LightCycler Software (build 4.1.1.21) =181 x]

& Feort | &y Terpie 84 RunMaco

#Ereate MNew Obje

ak I Cancel
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2. Das folgende Fenster 6ffnet sich.

MLightCycler Software (build 4.1.1.21) - [New Experiment] = x|
Fle Edi Wiew Tools Window Help & x|

| 13 Mew A Run & pocdyse | £3 Open

& Save @ oot | £ Template... £ Run Macio

Start Run || End Frogan |+ 10 Eycies |Eolor Conp (0 - | [LE1417178, 6Ch en COMZ(LC_17178) =] Oplians = |

Brograms | Oriine Data Disphay | Fun Hotes |

[Seup Frograms

Default Channek 530 = Program Name | Cocles | Analysis Mode
» Program |1 leDne hi

Ju
Bl

Seek Temperature: |30

Mar Sesk Pos. BB z
Instrument Type:  [6Ch.
Capillary Size: W

[

—
Temperature Targets
Target (T Hold (hhimm:ss) Fiamp Rats ('C/s) SecTarget (T) | Step Siee ['C) Step Delay [cycles) Acquisition Made

b 35 2100:00:00 =[20 =0 -{o -{o =|None B

Bl

Temgperature (°C)
P
i

Time (h:mm:ss)

|Tupe | Date | Time |Message |x

/& New Experiment

Logged on ta Research as System Admin Research

3. Den LightCycler® entsprechend der Einstellungen (Tab.5) und der Programm-
schritte des real-time PCR-Profils (Tab.6) programmieren.

Tab.5: LightCycIer® Einstellungen

Parameter Einstellung

Default Channel

530

Seek Temperature

70 °C

Max. Seek Pos.

4

Instrument Type

6 Ch.

Capillary Size

20 pl

12
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Tab.6: LightCycIer® real-time PCR Profil

Temperature targets

Program | Cycles/Analysis | Target | Acquisition Hold Ramp rate
Mode [°C] Mode [hh:mm:ss] [°c/s]
Initial Denat. 1/none 95 none 00:00:05 20
95 none 00:00:05 20
Cyclin 5 / Quantification
yeling Q 60 single 00:00:05 20
1/Col 95 none 00:00:05 20
olor 00

TM-Analyse Compensation 50 ngne 00:00:05 _ .20
70 continuous 0.2 (Acquisitions per °C = 1)

Cooling 40 1/none 40 none 00:00:10 20

Hinweis: Auf die richtige Einstellung der Anzahl der “Cycles” und des “Analysis
Mode* achten.

=[5
NETE

&Yl | £3 Open & save @ Bepot | Z5) Template.. 45 Run Macio

=] options - |

Frogrgg nline D al3NEsplat U
ofiup / \ Programs P ——
Defoult Channst |530 | [ Frogram Name \, Tooles Analysis Moo
Sesk Tempersture |70 2] b Pragram 1 z|Mane \

PCR I 3 | Quantification 2
Max. Seek Pos. |4 = et ‘ 1 ~=|Calar Compensation =
nstumert Typs: [ECh =| [ e\ [Caoling N[ =[Mane

el

Capilary Size:

|

pl =
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4. Nach Abschluss der Programmierung ergibt sich folgendes Bild des “LightCycler
Experimentes®.

- _1& x|

_18 x|

& Ferot | L83 Template. £ Run Maci

Staut Aun | Endd Progiam |« 10 Cyctes |Eoior Comp (6]« | [LC1817173 6 Ch on COMz2 (LC_17175) =] options ~ |

Erograms | Online Data Display | Fun Motes |

e Programs
Defaut Channel. 530 =] Frogram Hame: Cycles Analysis Mode

Seek Temperature: | 30 7ﬁl zggl’ﬁm MNone
Max. Seek Pos. |4 Melt

Coaling

Quantification
Calor Compensation
None

[l el

pary gy gy

a3 s vfan
A4]4]q

Ll k|

Instrument Type: |6 Ch

Capillary Size: 200 =

= r=]
PCR Temperature Targets

arget ol 53| amp Rate [T/ =c Target tep Size tep Delay [cpcles] cquisition Mods

T Ty Hold [hh: Ramp Rate [T/ SecT. FiC] Step Size [T Step Del I i Mo

(Ll
B0

00:00:05 ~l20 {0 <lo o ~{None -
00:00:05 SE <[o <lo [0 =[single -

anas

lalo e |-

Overview

100+

95

904

85

50
= 75
704
|
50
554
50
454
40
354
30

Temperature (°C

0:00 0:29 045 1:05 1:20 1:38 1:52 2.08 2:24 2:39 2:55 310 325 340 356 415
Time (h:mm:ss)

|Twe | Date | Time |Message x

5 New Experiment

Logged on ta Research as System Admin Research

5. Fur das Programmieren des Layouts fur den Color Compensation Lauf, links auf
den Button “Samples® klicken. Hier nun unter “Analysis Type" die Auswahl “Color
Compensation® wahlen.

B LightCycler Software {build 4.1.1.21) - [New Experiment] (&8 x|
/FFle Edt View Tools Window Help =
&Y fndlpse. | £ 0pen.. & Save & Feoot

| 783 Template.. £4 Run Macro

Impott S4M fuinCopy. | Selected Channels |530|560 810]620]670) 705 Pint Samples

Sample Court |4 2] LE Carousel ID MPLEC Batch ID
Assay Cat. Mo Assay Lot Mo, Color Comp 1D

Pas| Sample Name Flepl. 0 | Sample Note
1 [Blank =
2 |Dyel g
3 |Dye2 =
| 4 [Dye3 z

6. Den jeweiligen Farbstoffen im Dialogfeld “Dominant Channel® einen Kanal
zuordnen (s.Tab. 7). Fir das Reagenz “Blank® den Kanal “Water® wahlen. Es ist
nicht nétig einen “Sample Name* anzugeben.
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Tab.7: Detektionskanaleinstellung

Reagenz Detektionskanal
Blank Water

Dyel 530

Dye2 560

Dye3 705

#LightCycler Software (build 4.1.1.21) - [New Experiment] — (=1 x|

==l x|

& Aravsis.. | £ Open.. @ Beport | Z8) Template... 54 Fun Macio

& seve

al ta
| Analysis Type ~ | Reset Samples. . Impont SAM funCopy | Selected Channels | 530 560] 610] 640] 670 705]  print samples

Cepll ==Tolor Comp |

" Pos| Sample Mame: Daminant Chann
|| 1 [Blank Water

2 |Dyel 530
3 [Dye2 560

4 [Dye3 705 -

N~

Die Kapillaren in das LightCyler®-Karussell iiberfiihren und in den LightCyler® 2.0
setzen. Links mit dem Button "Run" den Lauf starten und in dem entsprechenden
Ordner abspeichern.

8.3 Auswertung und Erstellung eines Color Compensation Files

Nach Abschluss des Experimentes auf den Button “Analysis® (in der oberen Leiste)
klicken und die Dialog-Box “Create New Analysis® offnen. Unter “Other Methods® auf
“Color Compensation“ gehen und die Auswahl bestatigen. In der sich 6ffnenden Analyse
auf den Button “Save CC Object..." klicken und diesen Lauf als ein CC Objekt unter dem
Ordner “CCC* abspeichern. Damit ist die Generierung Color Compensation Files
abgeschlossen.

Zum Anwenden der Color Compensation den jeweiligen multiplex Lauf 6ffnen und
unter “Analysis“ die Analyse offnen. Durch Klicken auf den Button “Color
Compensation (Off)* das abgespeicherte Color Compensation File auswahlen.
Durch Wechseln des Buttons “Color Compensation (Off)“ in “Color Compensation
(On)“ wird angezeigt, dass eine Farbstoffkalibrierung ausgewahlt ist. Der multiplex
real-time PCR Lauf kann nun ausgewertet werden.

Hinweis: Das Color Compensation File ist spezifisch fir das jeweilige Gerat, d.h. bei
einem Wechsel des Gerates oder bei Reparatur der optischen Einheit ist eine neue
Color Compensation nétig.
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