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1. Javasolt alkalmazas

In vitro diagnosztikai alkalmazasra. A RIDA®GENE Color Compensation Kit IV a
LightCycler® 480 Il késziilékkel végzett 2-szeres és tobbszorés RIDA®GENE real-time
PCR valés idejii PCR-futtatasok szinkalibralasara szolgal. A RIDA®GENE Color
Compensation Kit IV hasznalhaté szinkompenzacids fajl Iétrehozasara, amely lehetévé
teszi a 2-szeres és tObbszoros kvalitativ és kvantitativ RIDA®GENE real time PCR valds
idejii PCR-tesztek elemzését a LightCycler® 480 Il készilékkel.

A terméket kizarolag szakemberek hasznalhatjak.

2. A vizsgalat magyarazata és leirasa

A valé6s ideji PCR soran a fluoreszcens jelz6festék altal kibocsatott fluoreszcens jel
atfedhet egy szomszédos szincsatornat, igy jelet generalhat (crosstalk). A fluoreszcens
jelek athallasa hibas eredményeket okozhat, hacsak nem torténik korrekcié egy
szinkompenzacios fajl segitségeével. A szinkompenzacios fajl kompenzalhatja a
szincsatornak kozotti athallasokat.

3. A vizsgalat elve

A RIDA®GENE Color Compensation Kit IV a LightCycler® 480 Il készilékkel végzett
2-szeres és tObbszoros RIDA®GENE real time PCR valos idejii PCR-futtatasok
szinkalibralasara szolgal.

4. Rendelkezésre bocsatott reagensek

1. tablazat: Rendelkezésre bocsatott reagensek (A készletben talalhatoé reagensek
3 szinkompenzacios futtatashoz elegendbek.)

Készlet . . . .

1 [Blank | 1x | 400 uL | fehér, hasznalatra kész

2 [Dye 1] 1 x 400 pL | kék, hasznalatra kész

)
O

3 [Dye 2] 1x | 400 pL | zdld, hasznélatra kész

O
@
N

4 [Dye 3] 1x | 400 uL | sarga, hasznalatra kész

W)
0]
w

5 [Dye 4] 1x | 400 uL | narancssarga, hasznalatra kész

W)
D
N

6 Dye 5 1 x 400 uL | piros, hasznalatra kész
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5. Tarolasi utasitasok

- Kérjuk, kOvesse a 2. tablazatban szerepl6 kezelési utmutatét, és a készletet kdzvetlenul
a hasznalat utan a megadott informacioknak megfelel6en tarolja.

- Minden reagenst fénytél védve, -16 °C és -28 °C kozott kell tarolni, és ha bontatlanok, a
cimkén feltuntetett lejarati datumig felhasznalhatdk. A lejarati idén tul a minéségi
szavatossag nem érvényes.

- Minden reagenst felhasznalas el6tt gondosan fel kell olvasztani (pl. hGtészekrényben,

2 -8 °C-on).

- A legfeljebb 3-szori ismételt fagyasztas és felolvasztas nem befolyasolja a vizsgalati
tulajdonsagokat.

- A PCR el6készitése soran minden reagenst megfelel6en hitson le (2 - 8 °C).

2. tablazat: Tarolasi feltételek és informaciok

Tarolasi hémérséklet Maximalis tarolasi idé
t?ontatlan 16 °C &s -28 °C kézbit A nyomtatott Ie’Jaratll datumig
allapotban hasznalhato
bontott allapotban | -16 °C és -28 °C kozott 3 felolvasztasi-lefagyasztasi ciklus
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6. Sziikséges, de nem biztositott reagensek

6.1. Reagensek

Nincsenek.

6.2. Laboratoriumi felszerelés

A RIDA®GENE Color Compensation Kit IV teszt elvégzéséhez a kdvetkez6 felszerelésekre
van szukség:

Felszerelés

Real time PCR val6s idejii PCR-késztilék: LightCycler® 480 Il (Roche)
Real time PCR valds idejii PCR-fogydeszk6zdk (lemezek (alacsony, fehér
mérdScellak, atlatszé keret), reakcids tvegek, filmek)

Centrifuga rotorral lemezekhez/reakcios Uvegekhez
Vortex-keverd

Pipettak (0,5 - 20 L, 20 - 200 uL, 100 - 1000 pL)
Pipettahegyek szirével

Hintépormentes eldobhatd kesztyi

A kérdéseivel forduljon az R-Biopharm AG vallalathoz a pcr@r-biopharm.de e-mail cimen.
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7. Figyelmeztetések és ovintézkedések a felhasznaldék szamara

Kizarélag in vitro diagnosztikai alkalmazasra.

A vizsgalatot csak képesitett laboratériumi szakszemélyzet végezheti. Az orvosi
laboratériumokban valé munkavégzésre vonatkozé iranyelveket be kell tartani.

A vizsgalat elvégzésekor mindig szigoruan tartsa be a kezelési kézikdnyvet.

Ne pipettazzon mintakat vagy reagenseket a szajaval. Kerllje a sértilt bérrel és
nyalkahartyaval valé érintkezést.

A reagensek és mintak kezelésénél viseljen egyéni védbeszkdzt (megfeleld kesztylit,
laboratoriumi kopenyt, védészemuveget), és a vizsgalat elvégzése utan mosson kezet.
Ne dohanyozzon, ne egyen vagy igyon azokon a teruleteken, ahol a mintakat kezeli.
A keresztszennyezddés és a hamis pozitiv eredmények elkerulése érdekében kulon
helyiségeket, specialis ruhazatot és eszkozoket kell hasznalni az extrakciohoz, a
PCR-el6készitéshez és a PCR-hez.

A Klinikai mintakat potencialisan fert6zének kell tekinteni, és megfeleléen kell
artalmatlanitani, mint minden olyan reagenst és anyagot, amely potencialisan fert6z6
mintakkal érintkezik.

A készletet a lejarati id6 utan ne hasznalja fel. Az 6sszes reagens é€s anyag hasznalat
utani megfelel6 artalmatlanitasaért a felhasznalok felelések. Az artalmatlanitassal
kapcsolatban kerjik, tartsa be az orszagos elGirasokat.

A biztonsagi adatlap (Safety Data Sheet, SDS) tovabbi részletei a cikkszam alatt
talalhatdk a kdvetkez6 cimen: https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Az Eurdpai Unidban lévé felhasznalok szamara: Jelentsen minden, a termékkel
kapcsolatos sulyos nemkivanatos eseményt az R-Biopharm AG vallalatnak és a
megfelel6 nemzeti hatésagoknak.
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8. Protokoll a szinkompenzaciods fajl Iétrehozasahoz a LightCycler® 480 Il
késziléken

8.1.Szinkompenzacio elékészitése

Hasznalat el6tt olvassza fel, keverje dssze és rdvid ideig centrifugalja a reagenseket. A
munkafolyamatok soran mindig hlitse az 6sszes reagenst (2 °C és -8 °C kozott). A
szinkompenzacios futtatashoz pipettazzon 6t reakciot, 20 pL-t minden egyes festékbdl,
beleértve a hatteret (Blank) is, egy mikrotiterlemezre (lasd 1. abra).

1. dbra: Pipettazasi séma a szinkompenzacidhoz a LightCycler® 480 Il készllékben.
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3. tablazat: Szinkompenzacio elékészitése a LightCycler® 480 Il készulékhez

Készlet Readens Reakcionkénti Pipettazzon egyenként
koédja 9 mennyiség 20 pL-t a kovetkez6 mérdcellakba

1 20 pL B2, C2, D2, E2, F2
2 20 uL 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 pL B12, C12, D12, E12, F12

A reagensek pipettazasa utan zarja le a mikrotiterlemezt optikai féliaval, és lehetéség
szerint centrifugalja. Inditsa el a real time PCR valés ideji PCR-t a készulék beallitdsainak
megfeleléen.

8.2.PCR-késziilék beallitasa

Megjegyzés: Jelentkezzen be a szoftverbe rendszergazdaként a detektalasi
formatumok beallitdsahoz.

1. A szoftver megnyitédsa utan kattintson a ,Tools” ikonra a detektalasi formatum
programozasahoz (lasd a kdvetkezd abrat).

Instrument:  Virual LighiCycler 480 96 System || [ Not Conneeted . Dowbase: My Computer [Research) ]
Wi e T e
- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3 .
Version 1.5.162 .

=

|

oo ) <

=
@
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2. A kovetkezb ablak nyilik meg. A Tools ablakban valassza a ,Detection Formats”
lehetbséget. Kattintson a ,New” gombra egy uj detektalasi formatum létrehozasahoz

4,

(lasd: 4. tabl.) és mentse el ,RIDAPGENE” néven (lasd a kdvetkezé abrat).

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 Daca—base T o : :I::\.illcnlzrdﬂy?xn?y s zzobe / UPL Probe i 0 F F F - F
View Logged In Users Color Hydrolysis Frobe t
Update Query Engine v 4 Color Hydrolysis Probe a s O rF - For
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
"
[4
|
i .
1q ; Clear
| ==
|
H f s Filter C: ion 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
|

tablazat: A LightCycler® 480 Il detektaldcsatorna beallitasa

Sziir6 kombinacio

Megjegyzés:

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

(alapértelmezett).

Kattintson a ,Close” gombra a Tools ablakbdl valo kilépéshez.

8
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Allitsa a Quant Factor, a Melt Factor és az Integration Time értékét 1-re
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3. A detektalasi formatum programozasa utan kattintson a ,New Experiment” gombra
(lasd a kovetkez6 abrat).

Instrument:  Viriual LighiCycler 480 96 System I f Not Connected

- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

@ e i 3 @]

4, Vélassza ki a ,RIDA®GENE” detektalasi formatumot, és adja meg a 20 yL
reakciotérfogatot (alapértelmezett) (Iasd a kdvetkezd abrat).

Window:  |New Experiment | User: System Admin

1-\. ‘ Run Protocol Data ‘ Run Notes ‘

—— | Detection Format [rromeces = Block Size |

Subset
Editor | | 019t Lomp 1] LotNo TestiD [ “

5. Programozza be a termikus profilt (Ilasd 5. tablazat).

5. tablazat: Termikus profil
Temperature targets
Cycles / Target Acquisition Hold Ramp rate
Program Analysis Mode [°C] Mode [hh:mm:ss] [°cls]
Initial Denat.| 1/ none 95 none 0:00:30 4.4
. o 95 none 0:00:15 4.4
Cycling 5 / Quantification 60 single 0:00:30 22
95 none 0:00:01 4.4
TM Analysis 1/ Color . 50 none 0:00:30 . ”2,2
Compensation . Acquisitions (per °C)
70 continuous = 10.14**

Megjegyzés: Gy6z8djon meg arrdl, hogy a ,Cycles” és az ,Analysis Mode” szama
helyes.

* A hémérsékletemelkedés sebessége a kivalasztott detektalasi formatumtél fliggéen némileg valtozhat.
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6. A programozas befejezése utan a kisérletnek a kdvetkezdképpen kell kinéznie: (lasd a
kdvetkezd abrat).

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

[New Experiment K| System Admin

)
= b Run Protocol Data s
ment Setup- T
Detection Format [Froascens ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [20 =]
. Color Comp ID [ LotNo| TestID | .
Program Name | Cycles
Initial Den 1 = vom -
) cveting = < Quantification -
. @ e -
Al i Tees .
. Target () Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (°Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (*C) Step Size (*C) ‘Step Delay (cycles)
| [s0 =laz =3 B = =
., il 0,11 = = =z .

1016 10 n

30 i

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

1 =
el |

7. A mikrotiterlemez elrendezésének programozasahoz valtson at a ,Subset Editor’
programba. Kattintson a ,Plus” ikonra egy Uj részhalmaz létrehozasahoz, és adjon meg
egy nevet az elrendezésnek (pl. Color Compensation). Tartsa lenyomva a Ctrl billenty(t
és a bal egérgombot, és jeldlje meg a mikrotiterlemez dsszes, reagenseket tartalmazé
mérGcellakat (lasd az 1. és 2. abrat). Kattintson az ,Apply” gombra az alcsoport
befejezéséhez. A képernydnek a kdvetkezéképpen kell megjelennie (lasd a kdvetkezd
abrat).

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

Window:  [New Experiment | User: System Admin
- Subsets- s

D |Name |Analysis |Report
Colos Compensati [ v

@ | &
NP @O/ @ Tle ¢

seg=

[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please
AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please
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8. Valtson a ,Sample Editor’. Az 1. ,Select Workflow” |épésben valassza a ,,Color
Comp” lehetGséget. A 2. ,Select Samples” |épésben valassza ki a korabban beallitott
alcsoportot (Color Compensation). Az elrendezés befejezéséhez valassza ki az egyes
reagensek (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) megfelel6 dominans csatornjat
a ,Dominant Channel” mezé&ben (lasd 6. tablazat). Kérjuk, valassza a ,,Water”
lehetéséget a szines hattérrel (Blank) rendelkezé reakciokhoz (lasd a kdvetkezd abrat).

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

Window:  [New Experiment El

¢ [ Select Filter C:

"’F 440488 [ 465510 [V 533580 ¥ 533610 F 618660

Step 1: Select
Experi-| | ~ AbsQuant (" RelQuant (" Scanning (& Color Comp.
‘ment

& (* MeltGeno (" Endpt Geno

Editor | ~Step 2: Select Samples—

% | Color ReplOf | Sample Name  —Dominant
Channel

Blank

@ Water @ 440488 @ 465510
@ 533580 @ 533610 [ 618660

= = %
[~ Step 3: Edit Color Comp Properties—————  Fi-
Sample Name

Dominant channel -]

(s |
A s (mesecan ) mpon ][ ewon ]

[AWarning 13.01. before setting up a new run. o0 4|
/AWarning 13.01. before setting up a new run. 100 j @

6. tablazat: Dominans csatorna beallitasok a reagensekhez (LightCycler® 480 Il)

Dominant Channel

Water

440/ 488
465 /510
533 /580
533 /610
Dye 5 618 /660
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9. Helyezze a lemezt az el6készitett reakciokkal a készulékbe. Kattintson az ,Experiment”,
majd a ,Start Run” gombra a kisérlet elinditdasahoz (lasd a kovetkez6 abrat).

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

Database: My Computer (Research)

Window: [New Experiment | User: System Admin

= ‘ Run Protocol | Data | Run Notes |

ment P

| Detection Format [rrorscevs E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20 =]

Subset

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

: e

@ - =
saven| ~

Report | | - -

4 (~ 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

—
m—"

e

Temperature (°C)
HE58ABRINBREY
e
—
‘/ ]
o
=
e —
/
T
L

ol oz 058 1% 275 257 35 % 530

512 708 750 8% 913 54 076, 1053 130 1207
Estimated Time (hman:ss)

e
[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate a
A [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activate a

Start Run
before secting up a new run. FCTR|
fore secting up a new run. 100 j @
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8.3. Kiértékelés és szinkompenzaciods fajl Iétrehozasa

1. A LightCycler® kisérlet befejezése utan kattintson az ,Analysis” gombra (lasd a
kovetkezé abrat).

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. A ,Create New Analysis” parbeszédpanelen Iépjen a ,Color Compensation”
menupontra. Valassza ki és erdsitse meg a megfeleld részhalmazt (pl. Color
Compensation) a megnyil6 parbeszédpanelen (lasd a kdvetkezé abrat).

—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. Megnyilik az elemzés; kattintson a ,Calculate”, majd a ,Save CC Object” gombra (lasd
a kovetkez6 abrat).

=]
Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: [2021 cc v 11188 | User: System Admin
Information | ==~
B o2
s BRRRB e @@= [
2 6 /s sficiwi: m
fm = —
CRE S ——— g?g
wy_———————
. T‘ g - .E
B water @ 440488 g <5
£ ¥
X
2
ol i
B 0
L] £} El = ] E] 3 E3 Bl £ ] ] El ) ] & 3 3 5] ] ]
u Temperature
] C
= - =z
. v
]
u =
H B
= :
u 1
= i
| H
H H
u
]
[}
|

Notes Filter CombN ..
(oammine |V == (Yoo
— e

Al @

4. Mentse a szinkompenzacids fajlt ,RIDA®GENE CCIV” néven a ,CCC" mappaba (lasd a
kovetkezé abrat).

Save Color Compensation

Lig 3l

(= 2] Root
B System Admin
| Experiments —
i) Macras
--4] PFreferences

B _.SnecialNala

i L) 5id Curve
e | Templates

=

1T

Blank

Ez a f4jl ezutan elérhetd mas LightCycler® 480 Il kisérletekhez. A szinkompenzacids fajl
generalasa ezzel befejez6dott.
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8.4. A szinkompenzacids fajl hasznalata

A szinkompenzacids fajl hasznalatahoz nyissa meg a megadott RIDA®GENE real time
valos ideji PCR-kisérletet és toltse be a kivant szinkompenzaciot az ,Experiment”,,Data”
menupont alatt. A ,Color Comp (Off)” legordiild menlben valassza ki az ,in Database”,
majd a mentett szinkompenzacios fajlt (lasd 2. abra).

FR ]

DOO0E )

Run Protocal Data

WERR .

a |10 |41 |12
ﬂ

S

ERE

NEE0o gk @&

\Mr

|‘| H M' “\ [l 'ﬂ | M‘

H I ‘!H H‘l “ll "“' MJ

00 oA [T [ g2 1244 ,Dzﬁl'sz ; T [TiES [E) (B 0Ea2E

Terperaturs )
E5BIBRIFRBE RS

=

In Use:

A e

2. abra: A Color Compensation hasznalata

)

A szinkompenzacio kivalasztasakor a ,Color Comp (Off)” gomb ,Color Comp (On)”
gombra valtozik. A kivalasztott szinkompenzacioé automatikusan alkalmazasra kerul az
elemzés Osszes sz(ir6jére. A RIDA®GENE real-time PCR-futtatds most mar a szokasos
modon elemezhetd.

Megjegyzés: A szinkompenzacios fajl minden egyes LightCycler® 480 Il készllékre
specifikus. Uj szinkompenzacios fajlra van szilkség, ha a késziiléket
kicserélik vagy az optikai egységet javitjak.
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9. Verziotorténet

Verziészam Szakasz és megnevezés

2021-09-09 El6z6 verzio

2022-02-03 Altalanos feliilvizsgalat:

4. Rendelkezésre bocsatott reagensek

5. Tarolasi utasitasok

6. Szukséges, de nem biztositott reagensek

7. Figyelmeztetések és dvintézkedések a felhasznaldk
szamara

10. A szimbélumok magyarazata

Altalanos szimbdlumok

In vitro diagnosztikai alkalmazasra
Tartsa be a kezelési kézikdnyvet
Gyartasi szam

Felhasznalhatésagi id6

Tarolasi hémérséklet

Tételszam

A tesztek szama

A gyartas datuma

LL<f~*BEE

Gyarto

Vizsgalatspecifikus szimbolumok

Ures
Dye 1 Festék 1
Festék 2
Festék 3
Festék 4
Dye 5 Festék 5
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