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1. Tilsigtet anvendelse

Til in vitro-diagnostisk anvendelse. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV anvendes til
farvekalibrering af 2-komplekse og hgjere RIDA®GENE real-time PCR kgrer pa
LightCycler® 480 II. RIDA®°GENE Color Compensation Kit IV kan bruges til at generere en
farvekompensationsfil for at muliggare analyse af kvalitative og kvantitative 2-komplekse
og hgjere RIDA®GENE real-time PCR -tests pa LightCycler® 480 II.

Produktet er beregnet til professionel brug.

2. Oversigt og forklaring af testen

| en realtid PCR, det udsendte fluorescerende signal fra en fluorescerende reporter
farvestof kan overlejre en tilstadende farvekanal, og dermed generere et signal (crosstalk).
Crosstalk fra fluorescerende signaler kan forarsage forkerte resultater, medmindre en
korrektion udfgres af en farvekompensationsfil. En farvekompensationsfil kan kompensere
for krydstale mellem farvekanalerne.

3. Testprincip

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV anvendes til farvekalibrering af 2-komplekse og
hajere RIDA®GENE real-time PCR karer pa LightCycler® 480 II.
4. Medfolgende reagenser

Tabel 1: Reagenser, der leveres (reagenserne i saettet er tilstraekkelige til
3 farvekompensationskearsler.)

1 1 x 400 pL | hvid, Klar til brug

2 1x | 400 pL | bla, klar til brug

3 1x | 400 uL | gren, klar til brug

4 1x | 400 uL | gul, Klar til brug

5 1x | 400 uL | orange, Klar til brug
6 Dye 5 1 x 400 pL | red, klar til brug

2 2022-02-03 RIDA®GENE Color Compensation Kit IV



5. Opbevaringsanvisninger

- Folg retningslinjerne for handtering i tabel 2, og opbevar saettet direkte efter brug i
henhold til de angivne oplysninger.

- Alle reagenser skal opbevares ved -16 °C til -28 °C et mgrkt sted og kan, hvis de ikke er
abnet, anvendes indtil udlgbsdatoen pa etiketten. Efter udlgbsdatoen er
kvalitetsgarantien ikke leengere gyldig.

- Alle reagenser skal optgs omhyggeligt inden brug (f.eks. i et kgleskab ved 2 - 8 °C).

- Gentagen frysning og optgning op til 3 gange pavirker ikke testegenskaberne.

- Alle reagenser afkgles korrekt under PCR-forberedelse (2 - 8 °C).

Tabel 2: Opbevaringsforhold og oplysninger

Opbevaringstemperatur Maksimal opbevaringstid

uabnet 16 °C til -28 °C Kan bruges indtil den trykte
udlgbsdato

abnet -16 °C til -28 °C 3 optenings-/nedfrysningscyklusser
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6. Nedvendige materialer, som ikke felger med

6.1 Reagenser

Ingen.

6.2 Laboratorieudstyr

Folgende udstyr er ngdvendigt for at udfare RIDA®GENE Color Compensation
Kit IV testen:

Udstyr

Realtids-PCR-instrument: LightCycler® 480 Il (Roche)

Realtids-PCR-materialer (plader (lav profil, hvide brgnde, klar ramme),
reaktionsheetteglas, folier)

Centrifuge med rotor til plader / reaktionshaetteglas
Vortexer

Pipetter (0.5 - 20 uL, 20 - 200 pL, 100 - 1000 L)
Pipettespidser med filtre

Pudderfri engangshandsker
For spargsmal bedes du kontakte R-Biopharm AG pa pcr@r-biopharm.de.
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7. Advarsler og forsigtighedsregler for brugerne

Kun til in vitro-diagnostisk anvendelse.

Denne test ma kun udfgres af uddannet laboratoriepersonale. Retningslinjerne for arbejde
pa medicinske laboratorier skal overholdes.

Brugsanvisningen for udferelse af denne test skal altid fglges ngje.

Brug ikke munden til at pipettere praver eller reagenser. Undga kontakt med @delagt hud
og slimhinder.

Beer personligt beskyttelsesudstyr (passende handsker, kittel, sikkerhedsbriller) ved
handtering af reagenser og praver, og vask haenderne efter afsluttet test.

Der ma ikke ryges, spises eller drikkes i omrader, hvor praver eller testreagenser
behandles.

Der skal anvendes adskilte rum, specialbekleedning og instrumenter til ekstraktion,
PCR-forberedelse og PCR for at forhindre krydskontaminering og falsk-positive resultater.
Kliniske prover skal betragtes som potentielt smitsomme og skal bortskaffes pa passende
vis, ligesom alle reagenser og materialer, der kommer i kontakt med potentielt smitsomme
prover.

Brug ikke seettet efter udlgbsdatoen. Brugerne er ansvarlige for korrekt bortskaffelse af
alle reagenser og materialer efter brug. Overhold de nationale bestemmelser for
bortskaffelse.

Yderligere oplysninger om sikkerhedsdatabladet (Safety Data Sheet, SDS) kan findes
under varenummeret pa https://clinical.r-biopharm.com/search/.

For brugere i Den Europzeiske Union: Rapporter alle alvorlige bivirkninger i forbindelse
med produktet til R-Biopharm AG og de passende nationale myndigheder.
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8. Protokol til generering af en farvekompensationsfil pa LightCycler® 480 I

8.1 Klargering af farvekompensation

Optg, bland og centrifuger reagenserne kortvarigt fgr brug. Afkgl altid alle reagenser under
arbejdstrin (2 °C til -8 °C). Til en farvekompensationskarsel pipetteres fem reaktioner med
20 pL af hvert farvestof, herunder baggrunden (Blank), ind i en mikrotiterplade (s. Fig. 1).
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Figur 1: Pipetteringsskema for farvekompensation pa LightCycler® 480 II.
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Tabel 3: Klarggring af farvekompensation til LightCycler® 480 I

Satkode Mangde pr. reaktion Ao %tgr:l\:jeglfalgende

1 [Blank | 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 pL B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 uL B12, C12, D12, E12, F12

Efter pipettering af reagenserne forsegles mikrotiterpladen med optisk folie og
centrifugeres om muligt. Start realtids-PCR i henhold til enhedsindstillingerne.

8.2 PCR-instrumentkonfiguration

Bemaerk: Log ind pa softwaren som administrator for at oprette detektionsformatet.

1. Nar du har abnet softwaren, skal du klikke pa ikonet "Tools" for at programmere
detektionsformatet (se folgende figur).

Instrument:  Virtual LighiCycler 480 9 System Il | Not Connected

Window:  [overview

LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62
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2. Fglgende vindue abnes. Veelg "Detection Formats " i vinduet Veerktgjer. Klik pa
knappen "New" for at oprette et nyt detektionsformat (s. Tab. 4) og gem det som
“RIDA®PGENE” (se fglgende figur).

Tools
B-User Access — D Formats- —Filter C bi Sel
i Current Password =
Users and Groups ool Mame Emission
srEat s e v SYBR Green I / HRM Dye
et aeieanag v SimpleProbe E 488 510 580 610 640 660
et v Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe : CET (o (om0 (0 (o
i D — 3 Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probe i e |:| = - - r -
View Logged In Users v 3 Color Hydrolysis Probe t
: Update Quelv Engine Ld 4 Color Hydrolysis Probe a 498 EI EI I | I | I | I |
CIreER=Up " Database v Mono Color HybProbe t
B | Instruments v Multi Color HybProbe i s3] OO0 F F
1| i pDetection Formats > v RIDASGENE o
" e 0 0 O0O0O0OO F
g
[
_-| ~ Selected Filter Combination List
Excitation | Emission Name
Filter Filter
| i 488  440-488
E 510 465-510
T 533 580 533-580
23 €10 533-610
618 660 CLOEE0

Tabel 4: Opseetning af detektionskanal til LightCycler® 480 Il

Filterkombination

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

Indstil veerdien for Quant Factor, Melt Factor og Integration Time til 1
(standard).

Bemeaerk:

Klik pa knappen "Close" for at afslutte veerktgjsvinduet.
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3. Nar detektionsformatet er programmeret, skal du klikke pa knappen "New Experiment"
(se felgende figur).

Instument:  Virtual LightCycler 480 9 System Il { Not Connected

window:  [Overview |

: LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

S

=
ion

Relative Quantificati
2

|{AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an Inscrument before aecting U a new runm. 104
‘Mu...ng 13101/2020 15121154 Plense asvivate an instrumens before sstving w & new . 103 .
il | »

4. Veelg detektionsformatet “RIDA®GENE” og indtast et reaktionsvolumen pa 20 uL
(standard) (se falgende figur).

Window:  |New Experiment & i

Run Protocol Data ‘ ﬂ

5. Programmeér den termiske profil (s. Tab. 5).

Temperature targets

Tabel 5: Termisk 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 Acquisi _2’2 °c
70 | continuous cquni|t|10831 Sfler )

Bemeerk: Sgrg for, at antallet af "Cycles" og "Analysis Mode" er korrekt.

* Rampehastigheden kan variere en smule afheengigt af det valgte detektorformat.

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2022-02-03 9



6. Nar programmeringen er feerdig, skal eksperimentet se ud som falger (se falgende
figur).

Instrument: Virtual LightCycler 480 96 System I1 / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window:  [New Experiment K| User: System Admin
| Run Protocol
Experi-| L Bl
Detection Format [R1pascene <
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
Program Name. Cycles
Initial Denac. None -
cccccc ~louantification v
. @ e .
=
o~ | ) TM-Analyse Targets ) ) .
. Target (C) Acquisition Mode. Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) ‘Sec Target (C) Step Size ('C) ‘Step Delay (cycles)
| [s0 BEE = = = z
. B = [concinuons oiny = 5 = .

(o ] v J e )

) [AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an instrument before Secting up a new run. 100
21 15:21:54 Please ac

/I\ | [Avszsng 1301 2021 25:20: e et et e it S S - = .

7. For at programmere layoutet af mikrotiterpladen skal du skifte til "Subset Editor". Klik
pa ikonet "Plus" for at oprette et nyt delmaengde og indtaste et navn for layoutet (f.eks.
Color Compensation). Tryk og hold Ctrl-tasten og venstre museknap nede, og marker
alle brgnde, der indeholder reagenser i mikrotiterpladen (se figur 1 og 2). Klik pa
knappen "Apply" for at afslutte delmaengden. Skaermen skal vises som falger (se
folgende figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database:
Window: [New Experiment
e
’ ,~'s Report
2 Color Compensati

.ﬂ..&ll
2 g
3

~
| s—
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8. Skift til "Sample Editor”. Fra trin 1: "Select Workflow" veelg "Color Comp". | trin 2:
"Select Samples", vaelg den tidligere indstillede delmaengde (Color Compensation).
For at afslutte layoutet skal du vaelge den tilsvarende dominerende kanal for hver
reagens (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) i feltet "Dominant Channel” (s.
Tab. 6). Veelg venligst "Water" for reaktionerne med farvebaggrunden (Blank) (se
falgende figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database
Window; pilausEsposimont j User:
o Slep1 Select Workil H Select Filter C
(‘AbsQ nt r‘Reman " Scanning  (® (olor Comp ‘ [,_““,
mef“ ‘( — ® e @ H_“ 12 [V 465510 [ 533580 [V 533610 [V 618.660
e
Tty —Stan 2 Salacr Sar pl — | |0 _|color ReplOf  Sampl Name| Dominant
] Channel
—— |Subset:[corox compen 3] @E v 82| W Blank Water -
el 9 [ | | Blank Water
EEM ol | x pz | W Blank Water
’% B 2| W Blank Water
D] 8 2| W Blank Wacer
IE 8¢ | W Dye 1 440-288
. ’E [ ca | W Dye 1 440-488
H =1 pa | W Dye 1 440-433
| | s | W Dye 1 440-488
| W Dye L sa0-ass
@ [ponsnant cnanne: E| B Dye 2 465-510
ce Dye 2 465-510
@ water @ 440488 @ 465510 = Dye 2 465-510
@ 533580 @ 533610 [ 618660 E6 Dye 2 465-510
[l | Fe Dye 2 465-510
B8 Dye 3 533-580
cs Dye 3 533-580
De Dye 3 533-580
E8 Dye 3 533-580
F8 Dye 3 533-580
810 Dye 4 533-810
c1o Dye 4 533-610
Do D 4 533-610
E10 Dye 4 533-610
F10 Dye 4 533-610
B12 Dye 5 618-660
c1z Dye 5 618-660
D12 Dye 5 618-660
e ————— |E12 Dye 5 615-660
Step 3: Edit Color Comp Propertit Fiz Dye 5 618-660
’VSnmple Name

Tabel 6: Dominante kanalindstillinger for reagenserne (LightCycler® 480 II)

Dominant Channel

Blan Water

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

0| 10|10 |0
D |D]||D]| |D
BN [=]]|=

O
()
(6)]
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9. Placer pladen med de forberedte reaktioner i enheden. Klik pa "Experiment" og
derefter "Start Run" for at starte eksperimentet (se falgende figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Database
[New Experiment =] User:
Run Protocol | Data ‘ Run Notes
P

Detection Format [rIp2sszn

<] [customizey  Block Size | P
Color Comp ID [

Lot No TestID |

Subset

itor

7 5
n

{

Programs
Program Name

Initial Denat.

g
H

@ | W6

Cycling
b TH-Znalyse

gocihy

<

)

= =
TM-Analyse Temperature Targets

G| Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Ste
>g5 *lHone ~|oo:00:01 4.2
50 | None 00:00:01 2
]
Overview
0
g
L
g
_ o
g 75
-Gy
E 65
2
)
551
e =
4
4
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8.3 Evaluering og oprettelse af en farvekompensationsfil

1. Nar LightCycler®-eksperimentet er fuldfgrt, skal du klikke pa knappen "Analysis" (se
falgende figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Window:  [2021 cC IV 11188

Run Protocol
EEEN
Run complete...
SuhseQ:ICnlnI Compensation j ....
10 12 r
- .= —————
10
—_—
s ————— —
F 00
F 800
T 700
8
g 600
~| ﬁ 50.0
5 400
=300
200
10
0.0
219
e
O . |r £
Samples |n
Color Pos Name | o0l
I B2 Blank H
I 382 Dye 1l 95
B& Dye 2 90
BE Dye 3 o5
B 10 Dye 2 o
B B12 Dye 5 g
Il c2 Blank ¥ 5
I c: Dye 1 E 70
Cé Dye 2 55
C8 Dye 3 5 ol
B cilo Dye 2
o = 551

2. | dialogboksen "Create New Analysis" skal du ga til "Color Compensation". Vaelg og
bekrzeft det relevante delmaengde (f.eks. Color Compensation) i dialogboksen, der
abnes (se folgende figur).

—Create New Analysis

Bbs Quant/2nd Derivative Max

Abs Quant/Fit Points Create new analysis
Advanced Relative Quantification
Basic Relative Quantification Analysis Type ¥ |Color Compensati
e I LT Subset Color Compensation
Endpoint Genotyping

Melt Curve Genotyping Program -)FITM
Tm Calling

Name ‘*‘ICD].DI Compensation 1
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3. Analysen abnes; klik pa "Calculate" og derefter pa "Save CC Object" (se falgende
figur).

[

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

[2021 cc v miss = User:

Analyses [Color Compensation for Color Compensation

Information | ===

subser: [ -] (i) ,2)(R) (R R Dot
A02 34 506 78 9Ai1i: =

=

e =
DEl
=2

mm
g

>

]
|
|
|2
|
i
0
i
0
i
|
Tl
L]

Sample| [BfF] g -] .
Editor | |C| (5] /
D) o 10|
IE|H o M -
P IF [ [s]
nalysis| gl 0 o = ol
Hlm s W . 8 ol
i g
Report BE 2 3
Color co: g &l
@ Water B 440488 g iy
@ 465510 [ 533580 = a0
@ 533610 [] 618660 30
s it 20]
Samples ~ [ m
Include | Color | Pos Name
v B 52 Blenk o
< ] S 50 51 -5 23 54 55 58 B 58 53 0 Bl B2 B3 B4 B5 3
v Il 86 Dve2 Temperature
c B 58 Dyes
v Il 510 Dye ¢
v B12 Dye 5
v Il c2z Blank
v W c: Dve1
v (=) Cé Dye 2
v W ce Dyes g
v Bl cio Dye s H
v c1z fye 5 e
v Il Doz frank 5
v B o: ovET i
v W s vy g
v B s v =
: - =

4. Gem farvekompensationsfilen som "RIDA®GENE CCIV” i mappen "CCC" (se falgende
figur).

Save Color Compensation

B3] Root
B[] System Admin
[ ] Experiments
" Macios
El-|_| Prefirences
—1-__| Special Data

Denne fil er derefter tilgeengelig for andre LightCycler® 480 Il eksperimenter. Generering af
farvekompensationsfilen er nu feerdig.
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8.4 Anvendelse af farvekompensationsfilen

For at bruge farvekompensationsfilen skal du abne det givne RIDA®GENE

real-time PCR -eksperiment og indlaese den gnskede farvekompensation under
"Experiment" "Data". | rullemenuen "Color Comp (Off)" skal du veelge "in Database" og
derefter den gemte farvekompensationsfil (s. Fig. 2).

Window:

;L
i i1

i
(O

SAEUEY

2 [iE
E Time themm 55

RESDC @ T ¢

I M \ 7
L M\ L ‘”M‘M Ju J/w, [{

5

=5
b | Time (himenss)

i
e n
A e

Figur 2: Anvendelse af farvekompensationen

9

Nar farvekompensationen er valgt, skifter knappen "Color Comp (Off)" til "Color Comp
(On)". Den valgte farvekompensation anvendes automatisk pa alle filtre i analysen.
RIDA®GENE real-time PCR -karsel kan nu analyseres som szaedvanlig.

Bemaerk:  Farvekompensationsfilen er specifik for hver LightCycler® 480 Il. En ny
farvekompensationsfil er ngdvendig, hvis enheden udskiftes eller den optiske
enhed repareres.
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9. Versionshistorik

Versionsnummer | Afsnit og betegnelse

2021-09-09 Foregaende version

2022-02-03 Generel revision:

4. Medfglgende reagenser

5. Opbevaringsanvisninger

6. Nadvendige materialer, som ikke fglger med
7. Advarsler og forsigtighedsregler for brugerne

10. Symbolforklaringer
Generelle symboler

Til in vitro-diagnostisk anvendelse
Betjeningsvejledningen skal overholdes
Batchnummer

Udlgbsdato

Opbevaringstemperatur
Bestillingsnummer

Antal tests

Produktionsdato

L4 ~"E 56

Producent

Testspecifikke symboler

Tom

Dye 1 Farvestof 1
Farvestof 2
Farvestof 3
Farvestof 4
Dye 5 Farvestof 5

—
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