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1. Zweckbestimmung

Fur die in-vitro Diagnostik. Das RIDA®GENE Color Compensation Kit IV dient der
Farbstoffkalibrierung von 2-plex und hoherplexigen RIDA®GENE real-time PCR-Laufen auf
dem LightCycler® 480 Il. Mit dem RIDA®GENE Color Compensation Kit IV kann ein Color
Compensation File erstellt werden. Dieser ermdglicht es qualitative und quantitative 2-plex
und hoherplexige RIDA®GENE real-time PCR Tests auf dem LightCycler® 480 Il zu
analysieren.

Das Produkt ist fur die professionelle Anwendung vorgesehen.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

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

3. Testprinzip

Das RIDA®GENE Color Compensation Kit IV dient der Farbstoffkalibrierung von
2-plex und hoherplexigen RIDA®GENE real-time PCR-L&aufen auf dem
LightCycler® 480 II.

4. Packungsinhalt

Tab. 1: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fiur 3 Color Compensation

Laufe)
I R I

Blank 400 ul | weild

2 1% 400 pl | blau

3 1x 400 pl | griin

4 1 x 400 pl | gelb

5 1 x 400 pl | orange

6 Dve 5 1 x 400 pl | rot
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5. Reagenzien und ihre Lagerung

- Das RIDA®GENE Color Compensation Kit IV muss lichtgeschitzt bei -20 °C gelagert
werden und kann ungeoffnet bis zum aufgedruckten Verfallsdatum verwendet werden.
Nach Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitatsgarantie mehr dbernommen
werden.

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

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

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien — erforderliches Zubehor

Der RIDA®PGENE Color Compensation Kit IV ist geeignet fiir die Verwendung mit
folgendem real-time PCR-Gerat:

Tab. 2: Bendtigtes Zubehor

Real-time PCR-Gerit

Roche LightCycler® 480 Il

Sollten Sie weitere real-time PCR-Gerate verwenden wollen, kontaktieren Sie bitte R-
Biopharm zur Uberpriifung der Kompatibilitat unter mdx@r-biopharm.de.

- Real-time PCR-Verbrauchsmaterialien (Mikrotiterplatte, optische Folie)
- Zentrifuge mit Rotor flr Reaktionsgefal’e oder Platten

- Pipetten (0,5 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl)

- Pipettenspitzen mit Filtern

- Puderfreie Einmalhandschuhe
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7. VorsichtsmafRnahmen

Nur fur die in-vitro Diagnostik.

- Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufuhren. Die Richtlinien zur
Arbeit in medizinischen Laboratorien sind zu beachten.

- Die Gebrauchsanweisung zur Durchfihrung des Tests ist strikt einzuhalten.

- Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Kontakt mit verletzter Haut
oder Schleimhduten vermeiden.

- Wahrend des Umgangs mit Reagenzien und Proben, persdnliche Schutzausristung
(geeignetes Handschuhmaterial, Kittel, Schutzbrille) tragen und nach Abschluss des
Tests die Hande waschen.

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

- Eine raumliche Trennung von Extraktion, PCR-Ansatz und PCR ist zu beachten, um
Querkontaminationen zu vermeiden.

- Klinische Proben mussen als potentiell infektiés angesehen werden und missen wie
samtliche Reagenzien und Materialien, die mit potentiell infektidsen Proben
zusammenkommen entsprechend entsorgt werden.

- Das Testkit darf nach Erreichen des Verfallsdatums nicht mehr verwendet werden. Alle
Reagenzien und Materialien mussen nach Gebrauch sachgerecht und
eigenverantwortlich entsorgt werden. Bitte beachten Sie bei der Entsorgung die jeweils
national geltenden Vorschriften.

Weitere Details siehe Safety Data Sheets (SDS) unter www.r-biopharm.com.
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8. Protokoll zur Erstellung eines Color Compensation Files auf dem
LightCycler®480 Il

8.1 Herstellung der Color Compensation

Fir einen Color Compensation Lauf missen je Farbstoff, inklusive dem
Farbstoffhintergrund (Blank), finf Reaktionen mit je 20 pl des entsprechenden Reagenzes
in eine Mikrotiterplatte pipettiert werden (s. Abb.1).

Abb. 1: Pipettierschema Color Compensation Lauf fiir LightCycler® 480 II.

Vor der Benutzung die Reagenzien auftauen, durchmischen und kurz zentrifugieren.
Reagenzien wahrend der Arbeitsschritte stets geeignet kihlen (2 — 8 °C).
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Tab.3: Herstellung der Color Compensation LightCycler® 480 I

Kit Code | Reagenz | Menge pro Reaktion WL pl;;;);‘:tligeizge bl
1 Blank 20 pl B2, C2,D2, E2, F2
2 Dye 1 20 pl B4, C4, D4, E4, F4
3 Dye 2 20 pl B6, C6, D6, E6, F6
4 Dye 3 20 pl B8, C8, D8, ES8, F8
5 Dye 4 20 pl B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 pl B12, C12, D12, E12, F12

Die Mikrotiterplatte nach dem Pipettieren mit einer optischen Folie verschlieRen und nach
Madglichkeit zentrifugieren. Die real-time PCR entsprechend der Gerateeinstellung starten.
8.2 Gerateeinstellung

Hinweis: Die Anmeldung der Software muss als Administrator erfolgen um eine
Einstellung des Detektionsformates durchzuflihren.

1. Nach dem Offnen der Software ist es erforderlich, durch Driicken des “Einstellungen"
Symbols, dass bendétigte Detektionsformat zu programmieren.

Instrument:  Virtual LighiCycler 480 96 System Il / Not Connected

window:  [Overviow -]

LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3
Version 1.5.1.62

I e —

\V

Gene Scanning
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2. Das folgende Fenster offnet sich. Im Tools Fenster ,Detection Formats“ auswahlen.
Durch Drucken des Buttons ,New" ein neues Detektionsformat anlegen (s. Tab.5) und
als ,RIDA®GENE*“ benennen. Das Tools Fenster durch Driicken des Buttons
,Close“ schlielen.

El-User Access D ion For Filter C

Active Name
Emission

v SYBR Gxreen I / HRM Dye
v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe x a0 I' T T I I
v Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs €
¥| 3 Color Hydrolvsis Probe ; s IRl )R] [
¥| 4 Color Hydrolysis Probe a g0 O T
¥| Mono Color HybProbe t
v fi.Z.i o T.Zor HybProbe i s3] O F F I' I
» ¥ | RIDASGENE bt
n et OO O OF

:

|
K| s Filter Combination List - -
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration
Filter Filter Factor Factor Time {Sec)
L {440 | 488  440-488 1 i 1 |
o 465 510  465-510 1 3. 1
533 580  533-520 1 T 1
535 610  533-610 1 1 1
618 660  615-€60 1 1 1
i ([ mew
o e
Close

Tab.4: Detektionskanal Einstellung fur den LightCycler® 480 II

Filter Kombination

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

Hinweis: Quant- und Meltfaktoren sowie Integration Time jeweils auf 1 setzen (default).
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3. Nach der Programmierung des Detektionsformates den Button ,New
Experiment® dricken.

Window:  [Grariow gl
: LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

|

— = Mew Experiment from Template | ‘7‘
& Open Existing Objsct Lo

BN e
|A| priiEE el e

4. Zunachst das Detektionsformat ,RIDAPGENE* wahlen und ein Reaktionsvolumen von
20 pl eintragen (default).

Window:  |New Ex, periment | User: System Admin

Run Protocol Data |

Detection Format [sToasceve | Block Size |- " Plate D Reaction Volu te [20 =

Subset
Editor | | Color Comp 10 Lot No TestiD |

5. Das Thermalprofil (s. Tab.5) programmieren.

Tab.5: Thermalprofil

Temperature targets

Program | Cycles / Analysis | Target | Acquisition Hold Ramp rate
Mode [°C] Mode [hh:mm:ss] [°c/s]
[I)nitial 1/ none 95 none 00:00:30 4.4
enat.

, . 95 none 00:00:15 4.4

Cycling | 5/ Quantification 80 single 00:00:30 2o

95 none 00:00:01 4.4

T™- 1/ Color 50 ngne 00:00:30 2.2
70 continuous

Analyse Compensation _—
Acquisitions (per °C) = 1

0.14*

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

*Ramp rate kann je nach gewéhltem Detectionsformat geringfligig variieren.
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6. Nach Abschluss der Programmierung ergibt sich folgendes Bild des
Experiments.

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 95 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment E| Us System Admin
Experi-| | Run Protocol Data |
ment P
Detection Format [RIoasceve ] (CustomizdY  Biock Size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]

. Color Comp ID [ LotNo| TestID
| @ —
Program Name
. nitial Denat.
. 1yse

v
| Al TM.Analyse Targets
. L Target (C) Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) ‘Sec Target (°C) Step Size (°C) ‘Step Delay (cycles)
'.» s 00:00:01 =4 = 2] = = =
so 00:00:01 2.2 5 3 5 5
. 0 Horar i : 3 3
‘ ey
overview

NE @E ek (T ¢

-
e

o0 02 054 3 215 257 35 4% 530 612 708 780 8l si3 s 30
Estinated Time (himass)
=AY e e [ ]
e m—
| [AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please a instrument before setting up a new run. 100 4]
A [AWazning 13.01.2021 15:21:54 Paease n instzument before setting w a new zun, w3 .

7. Fur das Programmieren des Layouts der Mikrotiterplatte in den ,,Subset
Editor” wechseln. Durch das Dricken auf das ,Plus“ Symbol ein neues Subset
erstellen und dem Layout eine Bezeichnung geben (z.B. Color Compensation). Die
Strg-Taste sowie linke Maustaste gedrickt lassen und alle Wells anwahlen, in denen
sich die Reagenzien in der Mikrotiterplatte befinden (siehe Abb 1 und 2). Zur
Fertigstellung des Subsets den Button ,,Apply* driicken. Folgendes Subset Bild ergibt
sich.

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

Window:  [New Experiment | User: System Admin

AB QT @ (T

[Awarning 13.01. 15:21:41 Please ac
A [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please ac
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8. In den ,,Sample Editor*“ wechseln. Bei Step 1: ,,Select Workflow* die Auswahl
»Color Comp* markieren. In Step 2: ,,Select Samples” das vorher eingestellte Subset
auswahlen (Color Compensation). Zur Fertigstellung des Layouts fur das jeweilige
Reagenz (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) den entsprechenden Dominat
Channel im ,,Dominant Channel“ Feld auswahlen (s. Tab.6). Fur die Reaktionen mit
dem Farbstoffhintergrund (Blank) bitte ,,Water* wahlen.

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

< Roche)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
Step 1: Select { [~ Select Filter C: Abs. N i
e C AbsQuant ( RelQuant (" Scanning (* Color Comp | = M
nt Units 133
me: "(‘Tm £ irictane " Entotbons | [V 440488 [ 465510 7 533580 [V 533610 [ 618.660 n
%o | Color| Repl Of  Sample Name Dominant
Channel
G|
clm
ol .
Ell
3= ®
AN ]
alm
LA ]
dm &)
E|m -
3 hana =
E (.:>
B Water @ 40488 @ 465510 E
@ 533580 @ 533610 (] 618660 E
= ;
B
c
:
E |
£
50
c 7
D,
ED
£o
52
clz
2
=——— e
- Step 3: Edit Color Comp Properties 3t
Sample Name
Dominant channel -
Make Replicates ||\
Apply Configure |~ Toggle View
Crotpte [ e )" =) =) (i
. =

Lel L]
)

Tab. 6: Dominant Channel Einstellung fir Reagenzien (LightCycler® 480 I1)

Reagenz Dominant Channel
Blank Water
Dye 1 440 /488
Dye 2 465 /510
Dye 3 533 /580
Dye 4 533 /610
Dye 5 618 / 660
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9. Die Platte mit den vorbereiteten Reaktionen

in das Gerat einsetzen. Den Button

,Experiment® dricken und durch Dricken des Buttons ,Start Run" den Lauf starten.

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

Database: My Computer (Research)

< Roche
Window: [New Experiment | User: System Admin
= Run Protocol | Data | Run Notes |
ment P
| Detection Format [Rrpascene El Block Size Plate ID Reaction Volume [0 =]
Subset| | cotor Comp D [ LotNo| Tost 1D |
Program i
d
e | —_— ]
(~ TM-Analyse Temperature Targets 0
s Target ('€) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (*Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (C) Step Size () Step Delay (cycles) -
s0 00:00:01 2 5
i o1 2
s
.
\ \
\ | \ / \ / \ I X
| \ { \ \
\ / \
/ \ / \ / \ / \ / \ / \
/ \ / \
A J

—
m—"

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

f A\ —

ol oz 058 1% 275 257 35 % 530 512
Estimated Time (hman:ss)

750 8% 913 54 076, 1053 130 1207

g 13.01.2021 15:21:41 Please
rning 13.01.2021 15:21:54 Please
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8.3 Auswertung und Erstellung eines Color Compensation Files

1. Nach Abschluss des LightCycler® Experiments den Button ,,Analysis* driicken.

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Window:  [2021 cc v 11188

Experi-
ment

EEEN
Run complete...

Suhsetlcnlnx Compensation | Seea
] g 1 =

Color| Pos |Name | H 0]

Il 352 Blank f

W 3¢ Dyvel i
BE Dy= 2 0]
B8 Dye 3 )

B 510 Dye 4 ian

M Bi2 Dye s E

B <z Blank 57

M c: Dye1 g 70
Cé Dye 2 E &5
ce Dye 3 E

M co Dye ¢ ~

B ci2 Dye s 55

M oz Blank 50

M p: Dye 5
DE Dye 2 o]
DE Dye 3

B Dpio Dye 2

[ D1z Dve 5 000 026 .08 145 225 305

Bl F2 Blank v

2. In der Dialog Box ,,Create New Analysis‘“ auf ,,Color Compensation“ gehen. In der
sich nun 6ffnenden Dialog Box das entsprechende Subset auswahlen (z.B. Color
Compensation) und dieses bestatigen.

—Create New Anal

¥

Abs Quant/2nd Derivative Max

‘Abs Quant/Fit Points Create new analysis

Advanced Relative Quantification :
Basic Relative Quantification Analysis Type *|Color Compensation j
felon apenieran [5I.lbset #*|color Compensation hd
Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping Program é'él‘n'l e
Tm Calling Name ‘*ICUIUI Compensation for Color Compens
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3. In der sich 6ffnenden Analyse den Button ,,Calculate” und dann den freigegebenen
Button ,,Save CC Object” drucken.

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

"

Window:  [2021 cC v 11188 | User: System Admin

= @ [

T

Fluorescence (110-188)

588388

R =
olor compensation sample 3]
@ water @ 440488
@ 465510 @ 533580

@ 533610 0 618660

Include

o

NE @/E @k

olor
2 H =
u 51 52 53 54 % 5% 57 58 59 60 o 4 8 B4 85 86 o7 8 69
5om o i
v n e
: . Compensated Data (Sellect) (zoom
g |
o u
]
2 H c
v W
:
o ]
] u
M ]
L]
c |
:
i n nk 5
v B e pye1 v e
G >
(A O s ceone)
S

4. Das Color Compensation File als ,,RIDA®GENE CCIV* unter dem Ordner ,,CCC*
abspeichern.

Q)

Save Color Compensation

Lig 3l

(= %] Root
] System Admin
| Experiments —
o) Macros
--4] Preferences
B ) Snecial Nata

. L) Std Curve
- [~ Templates

=1

L

Name |2021 cC Iv 11183 (CC)

Blank

Danach steht dleses F|Ie far andere nghtCycIer® 480 Il Laufe zur Verfugung Damlt ist dle
Generierung des Color Compensation File abgeschlossen.
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8.4 Anwendung des Color Compensation Files

Zum Anwenden der Color Compensation den jeweiligen RIDA®GENE real-time PCR Lauf
offnen und unter ,Experiment” ,Data“ die gewunschte Color Compensation einladen.
Dazu unter dem ,Color Comp (Off)* Button ,,in Database* auswahlen und das bereits
gespeicherte Color Compensation File anwahlen.

|

NP0 - @ @@ ¢

ﬂ - H|' ‘H H |“ I”\
H‘\‘HUI‘H u‘l i

}IJ/ H

Torepersture i)
ssBaBBIFRAE

B
i
i

6]

Der ,,Color Comp (Off)* Button wechselt in ,,Color Comp (On)“, um anzuzeigen, dass
die Color Compensation angewahlt ist. Die gewahlte Color Compensation wird
automatisch auf alle Filter der Analyse angewendet. Der RIDA®GENE real-time PCR Lauf
kann nun wie gewohnt ausgewertet werden.

Hinweis: Das Color Compensation File ist spezifisch fiir jeden LightCycler® 480 Il d.h. bei
einem Gerateaustausch oder bei Reparatur der optischen Einheit ist eine neue
Color Compensation notwendig.
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10. Symbolerklarung

Allgemeine Symbole

In-vitro-Diagnostikum
Gebrauchsanweisung beachten
Chargennummer

verwendbar bis
Lagertemperatur
Artikelnummer

Anzahl Tests

Herstelldatum

LL<f~"BEE

Hersteller

Testspezifische Symbole

Blan

O O
@ @
() I PN

o
@
w

O
D
N

O
()
(63}
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