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1. Tiltenkt bruk

For in vitro-diagnostisk bruk. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV brukes til
fargekalibrering av 2-plex og hgyere RIDA®GENE real-time PCR kjarer pa LightCycler®
480 Il. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV kan brukes til & generere en
fargekompensasjonsfil for 8 muliggjere analyse av kvalitative og kvantitative 2-plex og
hayere RIDA®GENE real-time PCR-tester pa LightCycler® 480 II.

Produktet er tiltenkt for profesjonell bruk.

2. Sammendrag og forklaring av testen

| en sanntids-PCR, kan det utsendte fluorescerende signalet til et fluorescerende
rapportgrfargestoff legge seg over en tilstatende fargekanal, og dermed generere et signal
(krysstale). Krysstale fra fluorescerende signaler kan forarsake feil resultater med mindre
en korreksjon utfgres av en fargekompensasjonsfil. En fargekompensasjonsfil kan
kompensere for krysstale mellom fargekanalene.

3. Testprinsipp

RIDA®PGENE Color Compensation Kit IV brukes til fargekalibrering av 2-plex og hayere
RIDA®PGENE real-time PCR kjgrer pa LightCycler® 480 II.
4. Medfolgende reagenser

Tabell 1: Medfglgende reagenser (de medfglgende reagensene i settet er tilstrekkelige
for 3 fargekompensasjonskjaringer.)

1
2
3
4
5
6

1 x 400 pL | grenn, klar til bruk

1x 400 pL | gul, Klar til bruk

]
1x | 400 pL | hvit, klar til bruk
1x | 400 uL | bla, Klar til bruk

1x 400 pyL | oransje, klar til bruk

Dye 5 1x 400 pL | red, Klar til bruk
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5. Oppbevaringsinstruksjoner

- Folg retningslinjene for handtering i tabell 2 og lagre settet direkte etter bruk i henhold til
den angitte informasjonen.

- Alle reagenser ma oppbevares markt ved -16 °C til -28 °C og kan (hvis de er uapnet)
brukes frem til utigpsdatoen som er angitt pa etiketten. Etter utlgpsdatoen er
kvalitetsgarantien ikke lenger gyldig.

- Alle reagenser bgr tines forsiktig for bruk (f.eks. i kjgleskap ved 2 - 8 °C).

- Gjentatt frysing og tining opptil 3 ganger pavirker ikke testegenskapene.

- Avkjgl alle reagenser pa en hensiktsmessig mate under forberedelse av PCR (2 - 8 °C).

Tabell 2: Oppbevaringsforhold og informasjon

Oppbevaringstemperatur Maksimal lagringstid

uapnet 216 °C til -28 °C Kan brukes frem til den angitte
utlgpsdatoen

apnet -16 °C til -28 °C 3 tine-fryse-sykluser

6. Nedvendige reagenser som ikke medfalger

6.1 Reagenser

Ingen.

6.2 Laboratorieutstyr

Folgende utstyr er nedvendig for & utfare RIDA®GENE Color Compensation Kit IV-testen:

Utstyr

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

Forbruksvarer for sanntids-PCR (plater (lav profil, hvite brgnner, klar ramme),
reaksjonsglass, folier)

Sentrifuge med rotor for plater/reaksjonsglass
Vortekser

Pipetter (0,5 - 20 uL, 20 - 200 pL, 100 - 1000 uL)
Pipettespisser med filter

Pulverfrie engangshansker

For sparsmal, vennligst kontakt R-Biopharm AG pa pcr@r-biopharm.de
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7. Advarsler og forsiktighetsregler for brukerne

Kun for in vitro-diagnostisk bruk.

Denne testen ma kun utfgres av kvalifisert laboratoriepersonell. Retningslinjene for arbeid i
medisinske laboratorier ma fglges.

Brukerhandboken ma alltid fglges neye ved utferelse av denne testen.

Ikke pipettér praver eller reagenser med munnen. Unnga kontakt med gdelagt hud og
slimhinner.

Bruk personlig verneutstyr (passende hansker, labfrakk, vernebriller) nar du handterer
reagenser og prgver, og vask hendene etter at testen er fullfort.

Ikke reyk, spis eller drikk i omrader der prgver behandles.

Separate rom, spesialkleer og instrumenter for ekstraksjon, PCR-klargjgring og PCR ma
brukes for & forhindre krysskontaminering og falsk-positive resultater.

Kliniske prever ma betraktes som potensielt smittsomme og ma avhendes pa en
hensiktsmessig mate, i likhet med alle reagenser og materialer som kommer i kontakt med
potensielt smittefarlige prover.

Ikke bruk settet etter utlgpsdatoen. Brukerne er ansvarlige for riktig avhending av alle
reagenser og materialer etter bruk. Felg nasjonale forskrifter for avhending.

Ytterligere informasjon pa sikkerhetsdatabladet (Safety Data Sheet, SDS) finner du
under varenummeret pa https://clinical.r-biopharm.com/search/.

For brukere i Den europeiske union: Rapporter alle alvorlige bivirkninger forbundet
med produktet til R-Biopharm AG og de relevante nasjonale myndighetene.
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8. Protokoll for generering av en fargekompensasjonsfil pa LightCycler® 480 II

8.1 Klargjering av fargekompensasjon

Tin, bland og sentrifuger reagensene kort far bruk. Avkjgl alltid alle reagenser under
arbeidstrinnene (2 °C til -8 °C). For en fargekompensasjonskjaring, pipettér fem reaksjoner
med 20 pL av hvert fargestoff inkludert bakgrunnen (Blank) inn i en mikrotiterplate (s.

Fig. 1).

Figur 1: Pipetteringsskjema for fargekompensasjon pa LightCycler® 480 II.
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Tabell 3: Klargjgring av fargekompensasjon for LightCycler® 480 II

Settkode Antall per reaksjon QEEE 20;"‘ I e
renner

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 uL B8, C8, D8, E8, F8
5 20 uL B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

Etter pipettering av reagensene forsegler du mikrotiterplaten med optisk folie og
sentrifugerer om mulig. Start sanntids-PCRen i henhold til enhetsinnstillingene.

8.2 PCR-instrumentoppsett

Merk: Logg deg pa programvaren som administrator for & konfigurere
deteksjonsformatet.

1. Etter a ha apnet programvaren, klikk pa "Tools"-ikonet for & programmere
deteksjonsformatet (se faglgende figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il [Not Conneeted . Dombase: My Computer [Research} )

Window:  [Gvarviow | User  System Admin

LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3
Version 1.5.162

® oo @ ME o
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2. Fglgende vindu apnes. | Tools-vinduet, velg "Detection Formats". Klikk pa "New"-
knappen for & opprette et nytt deteksjonsformat (se fane. 4) og lagre det som
"RIDA®GENE" (se fglgende figur).

D Form: r Filter C

Active Name
Emission

icd SYBR Gxreen I / HRM Dye
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
i -
‘ "
| |
1q |
- : = =
i} e Filter Combination List = —
" | | Excitation | Emission Name Melt = Quant Max Integration |
Filter Filter Factor Factor Time {Sec} |
. {440 1 488 440-488 1 i 1 |
B 465 510 465-510 1 1 5 2
533 580  533-520 1 T 1
535 610  533-610 1 1 1
618 660  615-€60 1 1 1
i (I opy
u Bovams |(_Doioe
|

Tabell 4: Deteksjonskanaloppsett for LightCycler® 480 I

Filterkombinasjon

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

Merk: Sett verdien for Quant Factor, Melt Factor og Integration Time til 1 (standard).

Klikk pa "Close"-knappen for & ga ut av Tools-vinduet.
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3. Etter programmering av deteksjonsformatet, klikk pa "New Experiment"-knappen (se
folgende figur).

Instrument:  Viriual LighiCycler 480 96 System I1 f Not Connected

window:  [Overview |

-3 LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

e —— — —

Relative Quantification

>
|Amarning 13.01.2 41 Please activate an instrument before SECTING WO a mew Tum, 19a]
& i Vaszang 13,012 £4 Vinase sceivave:an insveomar busors. sutsing os nev woa 103 n
il | .rj

4. Velg "RIDAPGENE"-deteksjonsformatet og angi et reaksjonsvolum pa 20 L (standard)
(se fglgende figur).

w Experimy | se ystem Admi
S Run Protocol Data. ‘ Run Notes ‘
ment | i
Detection ana!\lklnh@sl-:m: I | - Block Size |-~ Plate ID Remimt\lnlmnl |
r Lomp I | LotNo TestID

5. Programmer varmeprofilen (se fane. 5).

Temperature targets

Tabell 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 )

Merk: Pase at antall "Cycles" og "Analysis Mode" er korrekt.

* Rampehastigheten kan variere noe avhengig av detektorformatet som er valgt.
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6. Etter at programmeringen er fullfart, bar eksperimentet se ut som faglger (se falgende
figur).

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

[New Experiment K| User: System Admin

[mmrommhmmm ] (Customizdy  Biock size [ Plate ID Reaction Volume [0 =]

Color Comp ID [ LotNo| TestID |

Programs.

H
EEie
2§§

H

@ D@

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

=
ol
g8

I
H

©¥o® > <@
i
N (@O (@ (Tle ¢

215 257 35 5 530 &2 78 750

Estimated Time (hmm:ss)

ot before setting up a new run. 10 4]
fore secting up o new un. - = .

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

7. For & programmere oppsettet av mikrotiterplaten, bytt til "Subset Editor". Klikk pa
"Plus"-ikonet for a opprette en ny delmengde og angi et navn for oppsettet (f.eks. Color
Compensation). Trykk og hold Ctrl-tasten og venstre museknapp nede og merk alle

brenner som inneholder reagenser i mikrotiterplaten (se fig. 1 og 2). Klikk pa "Apply"-
knappen for a fullfere delmengden. Skjermen skal vises som fglger (se falgende figur).

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

Window:  [New Experiment | User: System Admin
-New Subset 1 setting

ANB ®Cn @ T
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8. Bytt til "Sample Editor". Fra trinn 1: "Select Workflow" velg "Color Comp". | trinn 2:
"Select Samples", velg den tidligere angitte delmengden (Color Compensation). For a
fullfere oppsettet, velg den tilsvarende dominante kanalen for hver reagens (Blank,
Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5i feltet "Dominant Channel” (se fane. 6). Velg
"Water" for reaksjonene med fargebakgrunnen (Blank) (se falgende figur).

Instrument: ~ Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database: My Computer (Research)
Window: [New Experiment | User: System Admin
Step 1: Select { Select Filter Abs
Experl-| | ~ Abs Quant (" RelQuant (" Scanning (® Color Comp [
‘ment 465 580 Units
Lq = kG Crgeen ] 7 440488 [ 465510 [ 533580 7 533610 [V 618.660

o

Editor | - Step 2: Select Samples— % | Color Repl Of | Sample Name | Dominant =

I
subset [coror o= (@) BB b s [ @ e
Sample s s CIN T

Editor .
i z o S1ank
: | m S1ank
= m S1ank
m s m v

= 1 1 alm
Report | [ Hlmm i o . Dye 1
) C AN | Dye 1
—— Elm Dye 1
]| - HES
< Dye 2
-2

@ water @ 440488 @ 465510
@ 533580 @ 533610 O 618-660

NP @O/D @ (T

= - ]
- Step 3: Edit Color Comp Properties——————  Fl-

Sample Name

— d
(s |9
|Vl R | ([ mesecan ) mpen ][ ewon ]

AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an in:
AWarning 13.01.2021 15:21:54 Please activate an &

Tabell 6: Dominant kanal-innstillinger for reagensene (LightCycler® 480 I1)

Dominant Channel

Blan Water

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

0| |0
D@
N ==

W)
0]
w

W)
(0]
N

W)
()
()]
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9. Plasser platen med de forberedte reaksjonene i enheten. Klikk pa "Experiment" og
deretter "Start Run" for & starte eksperimentet (se felgende figur).

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

NEERERRkEE
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8.3 Evaluering og oppretting av en fargekompensasjonsfil

1. Etter & ha fullfart LightCycler®-eksperimentet, klikk pa "Analysis"-knappen (se falgende
figur).

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. Ga til "Color Compensation" i dialogboksen "Create New Analysis". Velg og bekreft
den aktuelle delmengden(f.eks. Color Compensation) i dialogboksen som apnes (se
folgende figur).

—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

12 2022-02-03 RIDA®GENE Color Compensation Kit IV



o

3. Analysen apnes; klikk pa "Calculate" og deretter "Save CC Object" (se falgende figur).

rument:  Virtual LightCycler 480 96 System Ii / Not Connected

[2021 cc v 11188

= = Color C
Expert iyses| for Color
‘ment
rmat x

Raw Data
Repor ¥
Sum. = u
@ 465510 @ 533580 =
@ 533610 [0 618660 £
s -
Samples ~ ;
Include | Color Pos me
v m = @
L] £ El = ] E] 3 E3 Bl £ ] ] El
u Temperature
] B —
u Compensated Data.
|
]
u .
H §
= H
] 1
] :
u H
]
|
o ank 5
I - E4 Dyel v Temperature
< >
Aoty ol Notes | Calculate BN c Cc objecy)
Template 440488 : i

A []

4. Lagre fargekompensasjonsfilen som "RIDA®GENE CCIV" i "CCC"-mappen (se
falgende figur).

Save Color Compensation

= 2] Root
[ System Admin
[ | Expetiments —
b ] Macios
| Preferences
B 1 GnecialFata

(i

H | Meltstd
o L) Bueny

£ L) Std Curve
= --_] Templates

=

1T

Name |2021 CC IV 11188 (CC}

Blank

Denne filen er deretter tilgjengelig for andre LightCycler® 480 Il-eksperimenter. Oppretting
av fargekompensasjonsfilen er na fullfart.

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2022-02-03 13



8.4 Bruk av fargekompensasjonsfilen

For & bruke fargekompensasjonsfilen, apne det gitte RIDA°GENE sanntids-PCR-
eksperimentet og last inn gnsket fargekompensasjon under "Experiment" "Data". |
nedtrekksmenyen "Color Comp (Off)" velger du "in Database" og deretter den lagrede
fargekompensasjonsfilen (se fig. 2).

[
Time (homm ss)

M“'{'T [ Hl [\l‘ M ‘f
rJHq H | ‘l H\"|J"|\}‘ J, \\‘

t il rrr

|
|
|
°
NE @S- @ TE ¢

012 01954 02078 o

F
i LH T
‘I
Ik
|

|
M il

Torperaturs i)
E5BIBREARAS

=T
Tim (b z5]

57 Samgle 18 =
A =

Figur 2: Bruk av fargekompensasjon

(6]

Nar fargekompensasjonen er valgt, endres "Color Comp (Off)"-knappen til "Color Comp
(On)". Den valgte fargekompensasjonen brukes automatisk pa alle filtrene i analysen.
RIDA®GENE real-time PCR-kjgringen kan na analyseres som vanlig.

Merk: Fargekompensasjonsfilen er spesifikk for hver LightCycler® 480 Il. En ny
fargekompensasjonsfil er ngdvendig hvis enheten skiftes ut eller den optiske
enheten repareres.
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9. Versjonshistorikk

Versjonsnummer | Avsnitt og betegning

2021-09-09 Tidligere versjon

2022-02-03 Generell revisjon:

4. Medfglgende reagenser

5. Oppbevaringsinstruksjoner

6. Ngdvendige reagenser som ikke medfglger
7. Advarsler og forsiktighetsregler for brukerne

10. Symbolforklaring

Generelle symboler

For in vitro-diagnostisk bruk
Falg brukerhandboken
Batchnummer

Brukes innen
Oppbevaringstemperatur
Artikkelnummer

Antall tester

Produksjonsdato

LL<f~* 85

Produsent

Testspesifikke symboler

!

Blan Blank

Dye 1 Fargestoff 1
Fargestoff 2
Fargestoff 3
Fargestoff 4

Dye 5 Fargestoff 5
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