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1. Zamyslané pouzitie

Na diagnostické pouZitie in vitro. Stiprava na kompenzaciu farieb RIDA®GENE Color
Compensation Kit IV sa pouziva na farebnu kalibraciu 2-plexnych a vysSich cyklov
RIDA®GENE real-time PCR na pristroji LightCycler® 480 II. Supravu na kompenzaciu
farieb RIDA®GENE Color Compensation Kit IV mozno pouZit na vytvorenie stuboru
kompenzacie farieb, ktory umozni analyzu kvalitativnych a kvantitativhych 2-plexnych
a vyssich testov RIDA®GENE real-time PCR na pristroji LightCycler® 480 Il.

Produkt je ur€eny na profesionalne pouZitie.

2. Zhrnutie a vysvetlenie testu

Pri PCR v realnom ¢ase mé&ze emitovany fluorescencny signal fluorescencného
reportérového farbiva prekryt susedny farebny kanal, ¢im sa vytvori signal (presluch).
Presluchy z fluorescenénych signalov mézu mat za nasledok nespravne vysledky, pokial
sa nevykona korekcia pomocou suboru kompenzacie farieb. Subor kompenzacie farieb
mo&ze kompenzovat presluchy medzi farebnymi kanalmi.

u

3. Princip testu

Suprava na kompenzaciu farieb RIDA®GENE Color Compensation Kit IV sa pouziva na
farebnu kalibraciu 2-plexnych a vy$8ich cyklov RIDA®GENE real-time PCR na pristroji
LightCycler® 480 II.

4. Dodané cinidla

Tabulka 1: Dodané &inidla (Cinidla dodané v stprave postaduju na 3 cykly farebnej
kompenzacie.)

-
sUpravy

1 [Blank | 1x | 400 uL | biela, pripravené na pouzitie

2 [Dye 1] 1x | 400 yL | modra, pripravené na pouzitie

)
O

3 [Dye 2] 1x | 400 pL | zelena, pripravené na pouZitie

O
@
N

4 [Dye 3] 1x | 400 uL | ZIta, pripravené na pouZitie

W)
0]
w

5 [Dye 4] 1x | 400 pL | oranZova, pripravené na pouZzitie

W)
D
N

6 Dye 5 1 x 400 uL | Cervena, pripravené na pouzitie
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5. Pokyny na skladovanie

- Postupujte podla pokynov na manipulaciu v tabulke 2 a supravu uskladnite priamo po
pouZziti podfa uvedenych informacii.

- V8etky €inidla sa musia uchovavat mimo dosahu svetla pri teplote -16° C az -28 °C a ak
nie su otvorené, mézu sa pouzivat do datumu exspiracie vytlateného na $titku. Po
datume exspiracie zaruka kvality prestava platit’.

- V8etky Cinidla sa musia pred pouzitim opatrne rozmrazit (napr. v chladnicke pri teplote 2
-8 °C).

- Opakované zmrazovanie a rozmrazovanie az 3-krat nema vplyv na vlastnosti testu.

- Pocas pripravy PCR vSetky €inidla ochladte vhodnym sp6sobom (2 - 8 °C).

Tabulka 2: Podmienky skladovania a informacie

Teplota skladovania Maximalna doba skladovania

Mozno pouzit do vytlaceného

neotvorené -16 °C az-28 °C X .
datumu exspiracie

3 cykly rozmrazovania

otvorené -16 °C az -28 °C .
a zmrazovania

6. Cinidla, ktoré sa vyzaduju, ale nie st suéastou dodavky
6.1 Cinidla

Ziadne.

6.2 Laboratérne vybavenie

Na vykonanie testu RIDA®GENE Color Compensation Kit IV sa vyZzaduje nasledujlce
vybavenie:

Pristroj PCR v realnom ¢ase: LightCycler® 480 Il (Roche)
Spotrebny material PCR v redlnom €ase (dosticky (nizkoprofilové, biele jamky, Ciry
ram), reakéné liekovky, filmy)

Centrifuga s rotorom na dosti¢ky/reakéné liekovky
Vortex

Pipety (0,5 - 20 pL, 20 - 200 pL, 100 - 1 000 uL)
Pipetové Spicky s filtrami

Jednorazové rukavice bez prasku

V pripade otazok sa obratte na spolo¢nost’ R-Biopharm AG na adrese pcr@r-
biopharm.de.
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7. Varovania a bezpe¢nostné opatrenia pre pouzivatelov

Len na diagnostické pouzitie in vitro.

Tento test smie vykonavat iba kvalifikovany laboratorny personal. Musia sa dodrziavat
usmernenia pre pracu v zdravotnickych laboratériach.

Pri vykonavani tohto testu vzdy prisne dodrziavajte navod na obsluhu.

Nepipetujte vzorky ani Cinidla ustami. Zabrante kontaktu s porusenou pokozkou

a sliznicami.

Pri manipulacii s €inidlami a vzorkami noste osobné ochranné prostriedky (vhodné
rukavice, laboratorny plast, ochranné okuliare) a po dokonc€eni testu si umyte ruky.

V priestoroch, kde sa manipuluje so vzorkami, nefajCite, nejedzte ani nepite.

Na zabranenie krizovej kontaminacii a faloSne pozitivnym vysledkom je nutné pouzit
oddelené miestnosti, Specialne obleCenie a nastroje na extrakciu, pripravu PCR a PCR.
Klinické vzorky sa musia povazovat za potencialne infekcné a musia sa nalezite
zlikvidovat, rovnako ako vsetky Cinidla a materialy, ktoré prichadzaju do kontaktu

s potencialne infek&nymi vzorkami.

Nepouzivajte supravu po datume exspiracie. Pouzivatelia su zodpovedni za spravnu
likvidaciu vSetkych €inidiel a materialov po pouziti. Pri likvidacii dodrZiavajte narodné
predpisy.

Dalsie podrobnosti o karte bezpe&nostnych udajov (Safety Data Sheet, SDS) najdete
pod Cislom polozky na stranke https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Pre pouzivatelov v Eurdpskej unii: VSetky zavazné neziaduce udalosti spojené
s produktom nahlaste spolo¢nosti R-Biopharm AG a prislusnym narodnym uradom.
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8. Protokol na vygenerovanie suboru farebnej kompenzacie na pristroji
LightCycler® 480 I

8.1 Priprava farebnej kompenzacie

Pred pouzitim Cinidla rozmrazte, premieSajte a kratko odstredte. PoCas pracovnych krokov
vzdy ochladte vSetky Cinidla (2 °C az -8 °C). Na vykonanie cyklu farebnej kompenzacie
napipetujte pat reakcii s 20 pL z kazdého farbiva vratane pozadia (Blank) do mikrotitracnej
dosti¢ky (pozrite si obr. 1).

Obrazok 1: Schéma pipetovania pre farebnu kompenzaciu na pristroji
LightCycler® 480 II.
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Tabulka 3: Priprava farebnej kompenzacie na pristroji LightCycler® 480 I

e Cinidlo | Mnozstvo na reakciu NEEPETIE [0 20T 6FF
supravy nasledujucich jamiek

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

Po napipetovani €inidiel uzatvorte mikrotitracnu dosti¢ku optickou féliou a podla moznosti
odstredte. Spustite PCR v realnom €ase podfla nastaveni zariadenia.

8.2 Nastavenie pristroja PCR
Poznamka: Ak chcete nastavit format detekcie, prihlaste sa do softvéru ako spravca.

1. Po otvoreni softvéru kliknite na ikonu ,Tools” na naprogramovanie formatu detekcie
(pozrite si nasledujuci obrazok).

- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

@ B8

(®[<&|m

Absolute Quantification

Ay wa 01,21 212 o - new run, 192]
A | Wazning 13.01.2020 15:31:54 Plesss sctivate an instzument befors sstting Gp & mew Tum. w0
Lel | &
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2. Otvoria sa nasledujuce okna. V okne Tools zvolte poloZzku ,Detection Formats”.
Kliknutim na tlacidlo ,New” vytvorte novy format detekcie (pozrite si tabulku 4) a ulozte
ho ako ,RIDA®GENE” (pozrite si nasledujlci obrazok).

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: Nastavenie detekéného kanala na pristroji LightCycler® 480 Il

Kombinacia filtrov

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

Poznamka: Nastavte hodnotu pre Quant Factor, Melt Factor a Integration Time na 1
(predvolené).

Kliknutim na tlacdidlo ,Close” zatvorite okno Tools.
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3. Po naprogramovani formatu detekcie kliknite na tlaidlo ,New Experiment” (pozrite si
nasledujuci obrazok).

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

Window:  [Gvarviow | User  System Admin

-+ LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

/7 7/ ¥ 4 |
N 1~
‘\:5
\ ¥ :

Gene Scanning

| Warning 13.01.2021 1$:21:41 Please activate an iNStrument before SECTINg WP & NEW Tunm. 104]
& & Sarming 13.01.2021 15:31:54 Fiease activate an instemment befors ssteing m s mew run. 103 n
Lel | &

4. Zvolte format detekcie ,RIDAPGENE" a zadajte reakény objem 20 uL (predvolené)
(pozrite si nasledujuci obrazok).

Window:  |New Experiment | User: System Admin

Exper- Run Protocol o ‘ s ‘

ment

. Dem'mqulJnm@Gm I j- Block Size |- Plate ID Remimt\lnluml |

rLomp 11| LotNo TestID

5. Naprogramuijte teplotny profil (pozrite si tabulku 5).

Temperature targets

Tabulka 5:  Teplotny 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 0:00:15 4.4
Cycling 5 / Quantification 50 single 00:00:30 22
95 none 0:00:01 4.4
TM Analysis | 1/ Color Compensation 50 none 00:00:30 Acquisi _2’2 °c
70 | continuous Cqu'i't'fgs} ﬁfier )

Poznamka: Uistite sa, Zze poCet ,Cycles” a ,Analysis Mode” je spravny.

* Rychlost nabehu sa mézZe mierne liSit' v zavislosti od zvoleného formatu detektora.
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6. Po dokon&eni programovania by mal pokus vyzerat' takto (pozrite si nasledujuci
obrazok).

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 | .
12 =
Program Name | Cycles
Initial Denat. PR -
) cveting & Z|cuancificasion -
. @ 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

100

|
1@

7. Ak chcete naprogramovat rozloZzenie mikrotitraCnej dostiCky, prepnite sa na kartu
»Subset Editor”. Kliknutim na ikonu ,Plus” vytvorte novli podmnozinu a zadajte nazov
rozlozenia (napr. Color Compensation). Stlacte a podrzte klaves Ctrl a lavé tlacidlo mysi
a oznacte vSetky jamky obsahujuce &inidla na mikrotitracnej dosticke (pozrite si obr. 1
a 2). Kliknutim na tlacidlo ,,Apply” dokonc¢ite podmnozinu. Obrazovka by sa mala
zobrazit takto (pozrite si nasledujuci obrazok).

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

AB ®on @ T
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8.

Prepnite sa na kartu ,,Sample Editor”. V Casti Step 1: ,,Select Workflow* vyberte
moznost ,,Color Comp*. V Casti Step 2: ,,Select Samples* vyberte predtym nastavenu
podmnozinu (Color Compensation). Na dokonc€enie rozloZenia vyberte zodpovedajuci
dominantny kanal pre kazdé Cinidlo (Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) v poli
»Dominant Channel” (pozrite si tabulku 6). Pre reakcie s farebnym pozadim (Blank)
vyberte polozku ,,Water” (pozrite si nasledujuci obrazok).

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: Nastavenia dominantného kanala pre ¢inidla (LightCycler® 480 II)

10

Dominant Channel

Water
440/488
465/510
533/580
533/610
Dye 5 618/660
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9. Vlozte dostiCku s pripravenymi reakciami do zariadenia. Kliknutim na polozku

,EXperiment® a potom na polozku ,Start Run® spustite pokus (pozrite si nasledujuci
obrazok).

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 [rTorscens E| Block Size Plate ID Reaction Volume [20
Subset
Editor | | Cotor Comp D[ LotNo| TestiD [
. .- Program;
= - |
5
=
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

—
sm——"

e

Toperature (°C)
REHSRBRINBRER
e

obn oz [ 1% 275 257 35 % 530 512 708 750 8% 913 e 016 1053 130 1207
Estimated Time (hman:ss)

e
[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Plea
A [AWarning 13.01.2021 15:21:54 Plea
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8.3 Vyhodnotenie a vytvorenie suboru kompenzacie farieb

1. Po dokongeni pokusu na pristroji LightCycler® kliknite na tlacidlo ,Analysis” (pozrite si
nasledujuci obrazok).

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 dialégovom okne ,Create New Analysis*“ prejdite na polozku ,Color
Compensation”. V dialdgovom okne, ktoré sa otvori, vyberte a potvrdte prislusnu
podmnozinu (napr. Color Compensation) (pozrite si nasledujuci obrazok).

—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. Otvori sa analyza; kliknite na polozku ,Calculate” a potom na polozku ,Save CC
Object” (pozrite si nasledujuci obrazok).

=]
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. Ulozte subor kompenzacie farieb ako ,RIDA®GENE CCIV” do prie¢inka ,CCC” (pozrite
si nasledujuci obrazok).

Save Color Compensation

Lig 3l

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

i L) 5id Curve
e | Templates

=

1T

Blank

Tento subor je nasledne k dispozicii pre dalSie pokusy na pristroji LightCycler® 480 II.
Generovanie suboru kompenzacie farieb je teraz dokoncené.
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8.4 Pouzitie suboru kompenzacie farieb

Ak chcete pouzit subor kompenzacie farieb, otvorte dany pokus RIDA®GENE real-time
PCR a na karte ,Experiment” v Casti ,Data” nacCitajte poZadovanu kompenzaciu farieb.
V rozbalovacej ponuke ,,Color Comp (Off)” vyberte moznost ,in Database” a potom
uloZeny subor kompenzacie farieb (pozrite si obr. 2).

. ]

EO0HE) |

E

Run Protocal

= I@e@® .
2345 [&]a[w]n|e g

|
I
|
°
NE @S- @ TE ¢

\Mf

"| H H. H\ h[' 'h I M\

‘m‘ i “l‘ i \' I \“MJ "‘u MJ

\
\H

l P

T s )
ExBIBRAINRRS AR

A =

Obrazok 2: PouZitie farebnej kompenzacie

(6]

Po zvoleni moznosti farebnej kompenzacie sa tlacidlo ,Color Comp (Off)’ zmeni na
“Color Comp (On)”. Vybrana farebna kompenzacia sa automaticky pouZzije na vSetky filtre
analyzy. Cyklus RIDA®GENE real-time PCR moZzno teraz analyzovat ako zvycajne.

Poznamka: Subor farebnej kompenzacie je Specificky pre kazdy pristroj LightCycler®
480 II. Pri vymene zariadenia alebo oprave optickej jednotky sa vyzaduje
novy subor farebnej kompenzacie.
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9. Historia verzie

Cislo verzie Cast a oznaéenie

2021-09-09 Predchadzajuca verzia

2022-02-03 VSeobecna revizia:

4. Dodané Cinidla

5. Pokyny na skladovanie

6. Cinidla, ktoré sa vyzaduju, ale nie su sugastou dodavky
7. Varovania a bezpecnostné opatrenia pre pouzivatelov

10. Vysvetlenie symbolov

VSeobecné symboly

Na diagnostické pouzitie in vitro
Dodrziavajte navod na obsluhu
Cislo sarze

Pouzite pred

Teplota skladovania

Cislo polozky

Pocet testov

Datum vyroby

LL<f~* 85

Vyrobca

Symboly Specifické pre dany test

Porovnavaci roztok
Dye 1 Farbivo 1

Farbivo 2

Farbivo 3

Farbivo 4
Dye 5 Farbivo 5
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