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1. Avsedd anvandning

For in vitro -diagnostisk anvandning. RIDA®GENE Color Compensation Kit IV anvands for
fargkalibrering av 2-plex och hogre RIDA®GENE real-time PCR kérs pa LightCycler® 480 II.
RIDA®GENE Color Compensation Kit IV kan anvandas for att generera en
fargkompenseringsfil for att mojliggoéra analys av kvalitativa och kvantitativa 2-plex och
hogre RIDA®GENE real-time PCR-tester pa LightCycler® 480 Il.

Produkten ar avsedd for yrkesmassig anvandning.

2. Sammanfattning och forklaring av testet

| en realtid PCR, den utsanda fluorescerande signalen av en fluorescerande reporter
fargamne kan overlagra en intilliggande fargkanal, vilket genererar en signal (crosstalk).
Overhdrning fran fluorescerande signaler kan orsaka felaktiga resultat om inte en
korrigering utfors av en fargkompensationsfil. En fargkompenseringsfil kan kompensera for
korstal mellan fargkanalerna.

3. Testprincip

RIDA®PGENE Color Compensation Kit IV anvands for fargkalibrering av 2-plex och hogre
RIDA®GENE real-time PCR kors pa LightCycler® 480 II.

4. Reagenser som ingar

Tabell 1: Tillhandahallna reagenser (reagenserna i satsen ar tillrackliga for tre
fargkompenseringskorningar.)

1 Blank 1 x 400 L | vit, fardiga for anvandning
1 x 400 uL | bla, fardiga for anvandning
1 x 400 pL | gron, klar for anvandning

1% 400 pL | gul, klar for anvandning
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1 x 400 pL | orange, fardiga for anvandning

1% 400 pL | rod, klar fér anvandning
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5. Forvaringsanvisningar

- FOlj riktlinjerna for hantering i tabell 2 och forvara satsen direkt efter anvandning enligt
den angivna informationen.

- Testsatsen maste forvaras i ett morkt utrymme i -16 °C till -28 °C och kan i o6ppnat skick
anvandas fram till utgangsdatumet pa etiketten. Efter utgangsdatumet galler inte
kvalitetsgarantin langre.

- Alla reagenser ska tinas forsiktigt fore anvandning (t.ex. i kylskap vid 2 - 8 °C).

- Upprepad frysning och upptining upp till 3 ganger paverkar inte testegenskaperna.

- Kyl alla reagenser pa lampligt vis under PCR-beredningen (2 - 8 °C).

Tabell 2: Forvaringsforhallanden och information

Forvaringstemperatur Maximal forvaringstid

oéppnad 216 °C till -28 °C Kan anvandoas fram till angivet
utgangsdatum

Oppnad -16 °C till -28 °C 3 upptinings-/fryscykler

6. Nodvandiga reagenser som inte medfdljer

6.1 Reagenser

-Ingen.

6.2 Laboratorieutrustning

Foljande utrustning behovs for att utféra RIDA®*GENE Color Compensation Kit |V-testet:

Instrument for direktanalys-PCR: LightCycler® 480 Il (Roche)

Forbrukningsartiklar for direktanalys-PCR (plattor (lag profil, vita brunnar, genomskinlig
ram), reaktionsflaskor, folier)

Centrifug med rotor for plattor / reaktionsflaskor
Vortexblandare

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

Puderfria engangshandskar

For fragor, vanligen kontakta R-Biopharm AG pa pcr@r-biopharm.de.

RIDA®GENE Color Compensation Kit IV 2022-02-03 3



7. Varningar och forsiktighetsatgarder for anvandare

Endast for in vitro-diagnostisk anvandning.

Det har testet far endast utféras av utbildad laboratoriepersonal. Riktlinjerna fér arbete i
medicinska laboratorier maste foljas.

Folj alltid bruksanvisningen for detta test noggrant.

Pipettera inte prover eller reagenser med munnen. Undvik kontakt med skadad hud och
slemhinnor.

Anvand personlig skyddsutrustning (lampliga handskar, labbrock, skyddsglasdgon) vid
hantering av reagenser och prover, och tvatta handerna efter avslutat test.

ROk, at eller drick inte i omraden dar prover eller testreagenser hanteras.

Separata rum, speciella klader och instrument for extraktion, PCR-beredning och PCR
maste anvandas for att férhindra korskontaminering och falska positiva resultat.
Kliniska prover maste betraktas som potentiellt smittsamma och bortskaffas pa lampligt
satt, precis som alla reagenser och material som kommer i kontakt med potentiellt
smittsamma prover.

Anvand inte kitet efter utgangsdatumet. Anvandare ar ansvariga for korrekt kassering av
alla reagenser och material efter anvandning. Foélj nationella férordningar om kassering.

Ytterligare information om sakerhetsdatabladen (Safety Data Sheet, SDS) finns under
artikelnumret pa https://clinical.r-biopharm.com/search/.

For anvandare i Europeiska unionen: Rapportera alla allvarliga biverkningar som ar
forknippade med lakemedlet till R-Biopharm AG och relevanta myndigheter.
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8. Protokoll for att generera en fairgkompenseringsfil pa LightCycler® 480 Il

8.1 Forberedelse for fargkompensering

Tina, blanda och centrifugera reagenserna kort fore anvandning. Kyl alltid alla reagenser
under arbetssteg (2 °C till -8 °C). Fér en fargkompenseringskérning, pipettera fem
reaktioner med 20 pL av varje fargdmne inklusive bakgrunden (Blank) till en
mikrotiterplatta (s. Fig. 1).
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Figur 1: Pipetteringsschema for fargkompensering pa LightCycler® 480 Il.

Tabell 3: Forberedelse av fargkompensering for LightCycler® 480 I

Reagens | Kvantitet per reaktion Plpet}gra UL VEIG L
foljande brunnar

II
Q
>
-~

1 20 L B2, C2, D2, E2, F2
2 Dye 1 20 pL B4, C4, D4, E4, F4
3 Dye 2 20 uL B6, C6, D6, E6, F6
4 20 pL B8, C8, D8, E8, F8
5 20 pL B10, C10, D10, E10, F10
6 20 pL B12, C12, D12, E12, F12

Efter pipettering av reagenserna, forsegla mikrotiterplattan med optisk folie och
centrifugera om maijligt. Starta realtids-PCR enligt enhetsinstalliningarna.
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8.2 Konfiguration av PCR-instrument
Obs: Logga in pa programvaran som administrator for att stalla in detektionsformatet.

1. Nar du har éppnat programvaran klickar du pa ikonen "Tools” for att programmera
detektionsformatet (se foljande figur).

Instrument:  Virual LightCycler 480 96 System Il | Not Connected Database: My Computer [Research)
T Tl e
- LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3
Version 1.5.1.62

Absolute Quantification

[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an iNSCrument before JECCING UD & mew rum. 104
[AWesnsng 13.01.2021 15:21:5% Pleass activete an instrument befors sstting up a mew T, 107
il | »

2. Foljande fonster 6ppnas. | fonstret Verktyg valjer du "Detection Formats”. Klicka pa
knappen "New" for att skapa ett nytt detektionsformat. Flik. 4) och spara den som
"RIDAPGENE" (se foljande figur).

Tools
E-User Access — D i Fi —Filter C i nati Sel
- Current Password 7
Users and Groups ot |"m Elisshon
System Settings — SYHE Cresn o8 ERE s
Report Settings o SRLEI el £ 488 510 580 610 640 660
.. Error Log || Mono Color Hydrolysis Probe / UPL Probe : CET (o (om0 (0 (o
El- Database Information || Dual Color Hydrolysis Probe / UPL Probs i 265 I:I = - - - -
.. View Logged In Users [/ 3 Color Hydrolysis Probe t
.. Update QuE}y Engine || 4 Color Hydrolysis Probe a s O F N r r
e - tabase Mono Color HvbProbe t
.. Instruments Multi Color HybProbe i s3] O F F I IT
..Detection Formats > RIDA®GENE o
" e8s0 O OO0OO F
fme
— Sel d Filter C. ination List
Excitation Emission Name
Filter Filter
440 488 440-488
465 510 465-510
[ ] 533 580 533-520
533 610 533-610
618 660
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Tabell 4: Detekteringskanal for LightCycler® 480 I

Filterkombination

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

Obs: Stall in vardet for Quant Factor, Melt Factor och Integration Time pa 1
(standard).

Klicka pa knappen "Close” for att avsluta fonstret Verktyg.

3. Nar du har programmerat detektionsformatet klickar du pa knappen "New Experiment"
(se foljande figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 95 Systsm Il | Not Cannected Database: My Computer (Research)

Window:  [overview E| User: System Admin

LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP3

Version 1.5.1.62

[AWarning 13.01.2021 15:21:41 Please activate an instrument before setting wp a mew Tum. 104]
[ARerming 13.01.2021 15122154 Please mctivete an insCrument beFare setiing up a new ron. 100 -
) 1 >|‘|

4. Vilj detektionsformatet "RIDA®GENE" och ange en reaktionsvolym pa 20 uL (standard)
(se foljande figur).

Window: New Experiment j u

e S R —
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5. Programmera den termiska profilen (s. Flik. 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

I. t.f. t. H

Cycling 5 / Quantification 60 single 00-00:30 2.2

95 none 00:00:01 4,4
TM Analysis | 1/ Color Compensation 50 none 00:00:30 — _2’2

70 continuous Acquisitions (per °C)

=10.14*

Obs: Se till att antalet "Cycles" och "Analysis Mode" ar korrekta.

* Ramphastigheten kan variera ndgot beroende pa vilket detektorformat som valts.

6. Efter att programmeringen ar klar ska experimentet se ut enligt foljande (se foljande
figur).

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

Run Protocol | Data ‘ Run Notes

S P
Detection Format [rronscee ] [customizeY Block Size [ PE:

Color Comp ID | Lot No TestD [

—

]
TM.Analyse Temperature Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (*Cfs) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Ste

=
o
g

| None 00:00:01

Sw e
3|8|%

Ko@:> <@’

Overview

ﬂﬂﬂﬂﬂK

Temperature (°C)
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7. For att programmera layouten pa mikrotiterplattan, vaxla till "Subset Editor". Klicka pa
ikonen "Plus" for att skapa en ny delmangd och ange ett namn for layouten (t.ex. Color
Compensation). Hall Ctrl-tangenten och vanster musknapp intryckta och markera alla
brunnar som innehaller reagenser i mikrotiterplattan (se figurerna 1 och 2). Klicka pa
knappen "Apply" for att avsluta delmangden. Skarmen ska visas enligt foljande (se
féljande figur).

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

Window:  [New Experiment B Use
~New Subset 1 settings-

e
i

[y s [Report
e |
sacs

E 3

indow:
s

=

Repor

~
| s—
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8.

Byt till "Sample Editor ". Fran steg 1: "Select Workflow " valj "Color Comp ". | steg
2: "Select Samples ", valj den tidigare installda delmangden (Color Compensation).
For att avsluta layouten valjer du motsvarande dominerande kanal for varje reagens
(Blank, Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) i faltet ’Dominant Channel” (s. Tab.). 6).
Valj "Water” for reaktionerna med fargbakgrunden (Blank) (se féljande figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected Database
Window; o cvnnrinone j User:
. Slep1 Select Workfl Select Filter C:
pei r‘AbsQ nt r‘Remam  Scannin: @ Color C ‘ [
ing olor Comp =
ment e
‘( - T\Melt Geno ¢ Endpt Ger H_“ 7 465510 [ 533580 [v 533610 [ 618660
e
Tty —Stan 2 Salacr Sar pl —— | ['o_|color ReplOf Sampl Name| Deominant
] 5 Channel
Subset; [corox Compen 1] @21' vz W Blank Water -
s | o104z = | | Blank Water
Editor
A x pz | W Blank Water
’% B 2| W Blank Water
|Analysis| (/D] - | F2 | W Blank Wacter
”E B2 | W Dye 1 440-488
(F; [ ces| W Dye 1 440-488
Report | | H = | H Dye 1 440-423
| | s | W Dye 1 440-488
| W Dye L sa0-ass
[ponsnant cnanne: E| B6 Dye 2 et
ce Dye 2 465-510
@ water @ 440488 @ 465510 | os Dye 2 laes=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
|E12 Dye s 618-660
Step 3: Edit Color Comp Propertit Fiz Dye 5 618-660
’VSnmple Name

Tabell 6: Dominanta kanalinstallningar for reagenserna (LightCycler® 480 Il)

Dominant Channel

10

m Water

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

O
@

O
()
N

OO
@ | |D
Hillw

O
()
(6)]
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9. Placera plattan med de forberedda reaktionerna i enheten. Klicka pa "Experiment" och
sedan "Start Run" for att starta experimentet (se féljande figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Database
Windaw:  [New Experiment | User:
y | : Run Protocol Data ‘ Run Notes
! (i
—— | Detection Format [zzpaecznz
Subset
Editor

=] (customizey  Block Size | Pl
Color Comp ID [

Lot No

TestID |

{

Programs
Program Name
nitial Denat.

g2
H

I
Cycling
i

[i]
©e))

mi

3] K

e e————
TM-Analyse Temperature Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate (Cls) Acquisitions (per °C) Sec Target (°C) Ste

~|oo:00:01
0:00:01

Ko

Qverview
10
E:
9
o
_ 8
2 75
g 7
1
5 4
e o
It
4
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8.3 Utvédrdering och skapande av en fargkompenseringsfil

1. Nar du har slutfort LightCycler®-experimentet klickar du pa knappen "Analysis" (se
féljande figur).

Instrument:  Virtual LightCycler 480 96 System Il / Not Connected

Window:  [2021 cC IV 11188

Run Protocol

EEEN
Run complete...

Subset: [Color Compensation = ....
10 12

= 1200

T T
—
10
e —
s ————— —
F o
F 800
T 700
8
g 600
] ﬁ 500
s 00
=
=300
200
10
0.0
219
e
CCH .| r
Samples |'~
Color| Pos |Name | .
I B2 Blank H
Bl 354 Dve 1 35
B& Dye 2 90
BE Dye 3 a5
B 10 Dye 2 o
B B12 Dye 5 )
I ¢z Blank T =
I c: Dye 1 E 70
Ce Dye 2 E B
C8 Dye 3 & el
B cilo Dye 2
o = 551

2. | dialogrutan "Create New Analysis " gar dutill "Color Compensation ". Valj och
bekrafta lamplig delImangd (t.ex. Color Compensation) i dialogrutan som d6ppnas (se
féljande 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 6ppnas; klicka pa "Calculate” och sedan pa "Save CC Object” (se foljande
figur).

=

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

Window: IlDZ1 CC IV 11188 j

Exports Analyses [Color Compensation for Color Compensation
nt
Information | pr b

User:

s sm-l__l.@.. .
Editor
DDDDDDDDDDDD .
Sample o - 120{
Editor (5] /
5] 110{
O &
& 100{
Analysis|
- = o
= ; an|
Report F
% 60
@ Water B 440488 sEx
D 465510 @ 533580 =
@ 533610 [] 618660 30
s it 20]
Samples ~ [ w
Include | Color | Pos Name
v B 52 Blenk o
= W s ove EY Bl 52 5 51 55 3 57 E3 £ 0 Bl (3 3 6 &5 &
v [ | B6 Dye 2 Temperaly
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 I c1o Dye 2 §
v ciz fye 5 =
v Il Doz frank 5
v B o: ovET i
v W s vy g
v B s v =
: - =

4. Spara fargkompenseringsfilen som "RIDA®GENE CCIV"i mappen "CCC" (se foljande
figur).

Save Color Compensation

B3] Root
E|_] System Admin
& _; Experiments
| Macros
[I .| Pref rences
- Spec:|al Ciata

= - | Templates

Den har filen ar sedan tillganglig for andra LightCycler® 480 ll-experiment. Generering av
fargkompenseringsfilen ar nu klar.
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8.4 Anvandning av fargkompenseringsfilen

For att anvanda fargkompenseringsfilen, 6ppna det givna RIDA®GENE
realtids-PCR-experimentet och ladda 6nskad fargkompensation under "Experiment"
"Data". | rullgardinsmenyn "Color Comp (Off)" valjer du "in Database" och sedan den
sparade fargkompenseringsfilen (s. Fig. 2).

;L
i i1

H
L
B

2 [E2
E Time themm 55

Liiaig

REGP- @ @S o

:
: \ I
ks

in \ \ \

g0 ‘

o
=
%

,J\ ‘\u M WHH\ }H }M [{

5

=5
b | Time (himenss)

Samole 15
i
e n
A e

Figur 2: Anvandning av fargkompensationen

9

Nar fargkompenseringen valjs andras knappen "Color Comp (Off)" till "Color Comp (On)".
Den valda fargkompenseringen tillampas automatiskt pa alla filter i analysen. RIDA®
GENE realtids-PCR-korning kan nu analyseras som vanligt.

Obs: Fargkompenseringsfilen ar specifik for varje LightCycler® 480 Il. En ny
fargkompenseringsfil behdvs om enheten byts ut eller den optiska enheten
repareras.
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9. Versionshistorik

Versionsnummer | Avsnitt och benamning

2021-09-09 Foregaende version

2022-02-03 Allman revidering:

4. Reagenser som ingar

5. Forvaringsanvisningar

6. Nodvandiga reagenser som inte medfoljer

7. Varningar och forsiktighetsatgarder for anvandare

10. Symbolférklaringar

Allmanna symboler

FOor in-vitro -diagnostisk anvandning
Se anvandarhandboken
Batchnummer

Anvand fore

Forvaringstemperatur
Artikelnummer

Antal tester

Tillverkningsdatum

LL<g~"FRH

Tillverkare

Testspecifika symboler

Tom
Fargamne 1
Fargamne 2
Dye 3 Fargamne 3
Fargamne 4
Dye 5 Fargamne 5
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