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1. Uéel pouziti

K diagnostickému pouZiti in vitro. Souprava RIDA®GENE Color Compensation Kit IV se
pouziva pro kalibraci barev 2-plex a vy$sich cykld RIDA®GENE real-time PCR na pfistroji
LightCycler® 480 II. Soupravu RIDA®GENE Color Compensation Kit IV Ize pouzit

k vytvofeni souboru kompenzace barev, ktery umoznuje analyzu kvalitativnich

a kvantitativnich 2-plex a vy$8ich testd RIDA®GENE real-time PCR na pfistroji
LightCycler® 480 II.

Produkt je ur€en pro profesionalni pouziti.

2. Souhrn a vysvétleni testu

U metody real-time PCR muaze emitovany fluorescenéni signal fluorescencéniho
reportérového barviva prekryt sousedni barevny kanal, ¢imz vznika signal (crosstalk -
kfizova komunikace). KfiZzova komunikace (crosstalk) zptsobena fluorescencnimi signaly
muze vést k nespravnym vysledkim, pokud neni provedena korekce pomoci souboru
kompenzace barev. Soubor kompenzace barev muze kompenzovat kfizovou komunikaci
(crosstalk) mezi barevnymi kanaly.

3. Princip testu
Souprava RIDA®PGENE Color Compensation Kit IV se pouziva pro kalibraci barev 2-plex

a vyssich cykld metody RIDA®PGENE real-time PCR na pfistroji LightCycler® 480 .

4. Dodavana c¢inidla

Tabulka 1: Dodavana ¢inidla (Cinidla dodavana v soupravé vystaéi na 3 cykly
kompenzace barev.)

soupravy

1 1% 400 L | bila, pfipraveno k pouZiti
2 1x 400 puL | modra, pfipraveno k pouziti

3 [Dye 2] 1x 400 pL | zelena, pfipraveno k pouZiti

O
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N

4 [Dye 3] 1x 400 yL | zluta, pfipraveno k pouziti

O
@
w

5 [Dye 4] 1x 400 pL | oranZova, pfipraveno k pouZiti

O
D
N

400 pyL | Cervena, pfipraveno k pouziti
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5. Pokyny k uskladnéni

- Dodrzujte pokyny k manipulaci uvedené v tabulce 2 a uskladnéte soupravu
bezprostfedné po pouziti v souladu s uvedenymi informacemi.

- V8echna cCinidla musi byt uskladnéna mimo dosah svétla, pfi teploté -16 °C az -28 °C.
Pokud zlistanou neoteviena, Ize je pouzivat az do data pouzitelnosti vytisténého na
Stitku. Po datu pouzitelnosti jiz neni platna zaruka kvality.

- V8echna ¢inidla je tfeba pfed pouzitim dikladné rozmrazit (napf. v chladni¢ce pfi teploté
2-8°C).

- Opakované zmrazeni a rozmrazeni az tfikrat neovlivni vlastnosti testu.

- Béhem pfipravy PCR vSechna Cinidla nalezité zchladte (2 - 8 °C).

Tabulka 2: Podminky uskladnéni a souvisejici informace

Uskladnovaci teplota Maximalni doba uskladnéni

Lze pouzivat do vytisténého data

neoteviené -16 °C az -28 °C .. .
pouzitelnosti

oteviené -16 °C az-28 °C 3 cykly rozmrazeni a zmrazeni
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6. Potrebna ¢inidla, ktera nejsou soucasti dodavky
6.1 Cinidla

Zadna.

6.2 Laboratorni vybaveni

K provadéni testu RIDA®GENE Color Compensation Kit IV je zapotiebi nasledujici
vybaveni:

Pristroj pro real-time PCR: LightCycler® 480 Il (Roche)

Spotiebni material pro real-time PCR (destiCky (nizky profil, bilé jamky, prahledny
ramecek), reakeni lahvicky, folie)

Odstfedivka s rotorem pro destiCky / reakeni lahvicky

Vortex

Pipety (0,5 - 20 uL, 20 - 200 pL, 100 - 1000 pL)

Spicky pipet s filtry

Jednorazové rukavice bez pudru

V pfipadé jakychkoli dotaz(i kontaktujte spole€nost R-Biopharm AG na e-mailové adrese
pcr@r-biopharm.de.
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7. Varovani a bezpeénostni opatreni pro uzivatele

Pouze k diagnostickému pouZiti in vitro.

Tento test smi provadét vyhradné kvalifikovany laboratorni personal. DodrZujte pokyny pro
praci ve zdravotnickych laboratofich.

Pfi provadéni tohoto testu vzdy striktiné dodrzujte provozni pfiru¢ku.

Nepipetujte vzorky ani Cinidla usty. Zabrante kontaktu s poSkozenou pokozkou

a sliznicemi.

Pfi manipulaci s Cinidly a vzorky pouZzivejte osobni ochranné prostfedky (vhodné rukavice,
laboratorni plast, ochranné bryle) a po dokonceni testu si umyjte ruce.

V mistech, kde se manipuluje se vzorky, nekurte, nejezte ani nepijte.

Extrakci, pfipravu PCR a PCR je nutné provadét v oddélenych mistnostech a pouzivat pfi
tom specialni obleCeni a nastroje, aby se zabranilo kfizové kontaminaci a faleSné
pozitivnim vysledkdm.

Na klinické vzorky se musi pohlizet jako na potencialné infekéni a je nutné je vhodnym
zpusobem likvidovat, stejné jako vSechna cinidla a materialy, které pfichazeji do styku

s potencialné infek&nimi vzorky.

Nepouzivejte soupravu po datu pouzitelnosti. UZivatelé jsou zodpovédni za spravnou
likvidaci vSech pouzitych €inidel a materiala. P¥i likvidaci dodrzujte narodni predpisy.

DalSi podrobné informace o bezpecnostnich listech (Safety Data Sheet, SDS) jsou
k dispozici pod Cislem polozky na strankach https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Pro uzivatele v Evropské unii: VeSkeré zavazné nezadouci ucinky souvisejici s timto
produktem nahlaste spole¢nosti R-Biopharm AG a pfislusnym vnitrostatnim organum.
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8. Protokol pro generovani souboru kompenzace barev na pristroji
LightCycler® 480 I

8.1 Priprava kompenzace barev

Pfed pouzitim Cinidla rozmrazte, promichejte a kratce odstfedte. BEéhem pracovnich kroku
vzdy v8echna cCinidla ochladte (2 °C az -8 °C). Pro provedeni kompenzace barev
napipetujte do mikrotitraCni desticky pét reakci s 20 pL kazdého barviva v€etné pozadi
(Blank) (viz obr. 1).

Obrazek 1: Schéma pipetovani pro kompenzaci barev na pfistroji LightCycler® 480 Il
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Tabulka 3:  Pfiprava kompenzace barev pro pfistroj LightCycler® 480 I

Kéd &ini Mnozstvi na jednu Napipetujte po 20 pL do
soupravy nasledujicich jamek
1 20 pL B2, C2, D2, E2, F2
2 20 pL B4, C4, D4, E4, F4
3 20 pL B6, C6, D6, E6, F6
4 20 pL B8, C8, D8, E8, F8
5 20 uL B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 uL B12, C12, D12, E12, F12

Po dokonceni pipetovani Cinidel mikrotitracni desti¢ku uzavfete optickou folii a pokud
mozno odstfedte. Podle nastaveni zafizeni zahajte real-time PCR.
8.2 Nastaveni pristroje pro PCR

Poznamka: Prihlaste se do softwaru jako spravce a nastavte format detekce.

1. Po otevieni softwaru kliknéte na ikonu nastroje ,Tools" a naprogramujte format
detekce (viz nasledujici obrazek).

Instrument:  Virtual LighiCycler 480 96 System I1/ Not Conneeted . Dambase: My Computer (Research) ]
wniow [ T e s
- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 .
Version 1.5.1.62 .
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2. Otevre se nasledujici okno. V okné Tools vyberte moznost ,Detection Formats®.
Kliknutim na tlaCitko ,New* vytvofite novy format detekce (viz tabulka 4) a uloZte jej jako
,RIDA®PGENE" (viz nasledujici obrazek).

Tool
D i Form: r Filter C
Active |Name L
[¥] SYBR Green I / HRM Dye Emission
v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
¥| Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe x g v e
c
B Da!:a-base ITnformacion : ;’Jillcnlzrdﬂy?xoljy 5 EIDDE / UPL Probe i 465 D '7 '_ '_ '_ '_
View Logged In Users Celox Hydrolysis Pzobe t
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 s Filter Combination List - —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration |
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
. {440 1 488 440-488 1 1 1 |
B 465 510 465-510 1 1 5 2
533 580  533-580 1 T 1
533 610  533-610 1 1 1
618 660  €18-660 1 1 1
i Ctew " ( comy ]
- | Bename

Tabulka 4:  Nastaveni detekéniho kanalu pro pfistroj LightCycler® 480 Il

Kombinace filtra

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

Poznamka: Nastavte hodnoty Quant Factor, Melt Factor a Integration Time na 1
(vychozi hodnota).

Kliknutim na tlagitko ,,Close” ukondéete okno Tools.

8 2022-02-03 RIDA®GENE Color Compensation Kit IV



3. Po naprogramovani formatu detekce kliknéte na tlaCitko ,New Experiment” (viz
nasledujici obrazek).

Instrument:  Viriual LighiCycler 480 96 System I1 f Not Connected Datobase: My Computer [Research)

Window:  [Gvarviow | User  System Admin

-3 LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

Relative Quantification

i
| Warning 13.01.2021 1$:21:41 Please activate an iNStrument before SECTINg WP & NEW Tunm. 104]
& i,u.mng 1310112021 15121154 Please sctavate sn insvrmens befors ssteing w u new mua. 103 n
il | .rj

4. Vyberte format detekce ,RIDA®GENE" a zadejte objem reakce 20 uL (vychozi hodnota)
(viz nasledujici obrazek).

Window:  |New Experiment | User: System Admin

Experi- RiiiE Erotent Data. ‘ Run Notes ‘

ment | i
Detection ana!\lklnh@sl-:m: I :]- Block Size |-~ Plate ID Remimt\lnlmnl |

. o] o o[

5. Naprogramuijte teplotni profil (viz tabulka 5).

Temperature targets

Tabulka 5:  Teplotni profil

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
. . 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 .
70 continuous Acquni|t|10831 Sleer C)

Poznamka: Uijistéte se, Zze pocCet ,Cycles” a ,Analysis Mode* je spravny.

* Rychlost nabéhu se mtze mirné lisit v zavislosti na zvoleném formatu detektoru.
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6. Po dokon&eni programovani by mél experiment vypadat nasledovné (viz nasledujici
obrazek).

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

Window:  [New Experiment K| User: System Admin

I Run Protocol ] L
et || =Sebn -
[wmromm [Reoascene ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]

Color Comp ID [ LotNo| TestID |

i Programs
. [ o
Inicial Denat.

Target (C) Acquisition Mode. Hold (h:mm:ss)

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

=

g8
I
I
I

I
H

B @
©¥oe> <0
f]
g
E
N (@O (@ (Tle ¢

06 0 1130 i

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

) (awazning 13.01. 12151 Flzase aceivace an snstrumens before seveing w & nev . z
rels 13012021 1572141 Bl = 7
I\ | [Averning 15.0112021 15:21:58 Prcase activate an instrument before setting up a new run. - = .

7. Chcete-li naprogramovat rozvrzeni mikrotitracni desticky, pfepnéte do reZzimu ,Subset
Editor“. Kliknutim na ikonu ,Plus® vytvoite novou podskupinu a zadejte nazev jejiho
schematu (napf. Color Compensation). Stisknéte a podrzte klavesu Ctrl a levé tlacitko
mySi a oznacte vSechny jamky obsahuijici €inidla v mikrotitracni desti¢ce (viz obr. 1 a 2).
Kliknutim na tlacitko ,,Apply*“ dokon&ete podskupinu. Obrazovka by se méla zobrazit
nasledovné (viz nasledujici obrazek).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System II / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment | User: System Admin
1D Name |Analysis Report
2 Color Compensati v
Subset
Editor

i
AB ®on @ T

gss=

[AAWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an instrument before Setting up a new run.
AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activate an inscrument before SeTTing up & new run.
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8. Prepnéte na kartu ,Sample Editor®. V kroku 1: ,Select Workflow" vyberte moznost
,Color Comp*®. V kroku 2: ,Select Samples® vyberte dfive nastavenou podskupinu
(Color Compensation). Chcete-li schema dokoncit, vyberte odpovidajici dominantni
kanal pro kazdé cCinidlo (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) v poli ,Dominant
Channel” (viz tabulka 6). Pro reakce s barevnym pozadim (Blank) vyberte moznost
~Water“ (viz nasledujici obrazek).

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
"(‘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. Ve m T
clm
||
| m ——
Elm
2/ m
i o m
Report | [H o m
e gl
5| 0
Sum. . 1 L
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 = @

Tabulka 6:  Nastaveni dominantniho kanalu pro &inidla (LightCycler® 480 II)

Dominant Channel

Water
440/ 488
465 /510
533 / 580
533 /610
Dye 5 618 /660
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9. Vlozte destiCku s pfipravenymi reakcemi do pristroje. Kliknutim na tlacitko
,EXxperiment® a poté na tlacitko ,Start Run® spustite experiment (viz nasledujici

12

obrazek).

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

Database: My Computer (Research) G
oche

Window: [New Experiment | User: System Admin

= ‘ Run Protocol | Data | Run Notes |

ment P

| Detection Format [rTorscens E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20

Subset

Editor | | Cotor Comp D[ LotNo| TestiD [
. .- Program;
@A - :

- %

@ =

saven | ~

Report | | - -

(~ TM-Analyse Temperature Targets
Target (C) 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 2
Overview
1
/ \

—
sm——"

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

f A\ —

530

512
Estimated Time (hman:ss)

708 750 8% 913 e 016 1053 130 1207

i Tc:nm& |‘_’J

[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Plea
A [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Plea

2022-02-03

P —

Evd Program ||+ 10Gyelen
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8.3 Vyhodnoceni a vytvoireni souboru kompenzace barev

1. Po dokonéeni experimentu LightCycler® kliknéte na tlacitko ,Analysis“ (viz nasledujici
obrazek).

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. V dialogovém okné ,Create New Analysis“ piejdéte na volbu ,Color Compensation®.
V otevieném dialogovém okné vyberte a potvrdte pfisluSnou podskupinu (napf. Color
Compensation) (viz nasledujici obrazek).

—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. Otevie se analyza; kliknéte na moznost ,Calculate” a poté na ,Save CC Object” (viz
nasledujici obrazek).

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

®

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

o e

¥
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
- e

Al @

4. Ulozte soubor kompenzace barev jako ,RIDA?GENE CCIV“ do slozky ,CCC* (viz
nasledujici obrazek).

Save Color Compensation

Lig 3l

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

i L) Std Curve
e | Templates

=

1T

Name |2021 CC IV 11188 (CC)

Blank

Tento soubor je poté k dispozici pro dal$i experimenty LightCycler® 480 Il. Generovani
souboru kompenzace barev je nyni dokonceno.
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8.4 Pouziti souboru kompenzace barev

Chcete-li pouzit soubor kompenzace barev, oteviete dany experiment RIDA®GENE real-
time PCR a nactéte poZzadovanou kompenzaci barev v ¢asti ,Experiment” ,Data“.

V rozbalovaci nabidce ,,Color Comp (Off)“ vyberte moznost ,in Database“ a poté
uloZeny soubor kompenzace barev (viz obr. 2).

. ]

EO0HE) |

E

NEE0o gk @&

H |H Mfl'\ M,h

I“\
L A A

Torperaturs i)
ExBIBRAINRRS AR

= In
A =

Obrazek 2: Pouziti souboru kompenzace barev

(6]

Po vybéru kompenzace barev se tlacitko ,Color Comp (Off)“ zméni na ,Color Comp
(On)“. Vybrana kompenzace barev se automaticky pouzije na vSechny filtry analyzy. Nyni
Ize cyklus RIDA®GENE real-time PCR analyzovat jako obvykle.

Poznamka: Soubor kompenzace barev je specificky pro kazdy pfistroj LightCycler® 480

Il. Pfi vyméné zafizeni nebo opravé optické jednotky je tfeba vytvofit novy
soubor kompenzace barev.
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9. Historie verze

Cislo verze Cast a uréeni

2021-09-09 Predchozi verze

2022-02-03 Obecna revize:

4. Dodavana cinidla

5. Pokyny k uskladnéni

6. Potfebna Cinidla, ktera nejsou soucasti dodavky
7. Varovani a bezpec€nostni opatfeni pro uzivatele

10. Vysvétleni symbolua

Obecné symboly

K diagnostickému pouziti in vitro

Dodrzujte pokyny uvadéné v provozni pfirucce.
Cislo sarze

Datum spotfeby

Uskladnovaci teplota

Cislo polozky

Pocet testd

Datum vyroby

LL<f~* 85

Vyrobce

Symboly specifické pro test

Prazdny
Dye 1 Barvivo 1
Barvivo 2
Barvivo 3
Barvivo 4
Dye 5 Barvivo 5

—
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