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1. Verwendungszweck

Das RIDA®GENE Color Compensation Kit IV dient der Farbstoffkalibrierung von
5-plex real-time PCR-L&ufen auf dem LightCycler® 480I11. Mit dem RIDA®GENE Color
Compensation Kit IV kann ein Color Compensation File erstellt werden. Dieser
ermdglicht 5-plex real-time PCR Laufe von RIDA®GENE real-time PCR Kits auf dem
LightCycler ® 48011 zu analysieren.

2. Erlauterung

Bei einer 5-plex real-time PCR kann sich das emittierte Fluoreszenzsignal eines
Reporter-Fluoreszenzfarbstoffes auf einen benachbarten Farbstoffkanal Uberlagern
und in diesem Kanal ein Signal erzeugen (Crosstalk). Der Crosstalk von
Fluoreszenzsignalen kann zu falschen Ergebnissen fihren, wenn keine Korrektur
durch ein Color Compensation File durchgefihrt wird. Mit dem Color Compensation
File kdnnen Farbstoffiberlagerungen zwischen den Farbstoffkandlen kompensiert
werden.

3. Packungsinhalt

Tab.1: Packungsinhalt (Die Reagenzien einer Packung reichen fiir 3 Color Compensation

Laufe)
Kit Code Reagenz Menge Deckelfarbe
1 1x 400 pul weild
2 1x 400yl blau
3 1x 400 pul griin
4 Dye 3 1x 400 pl gelb
5 1x 400 ul orange
6 Dye 5 1x 400 pl rot
4. Reagenzien und ihre Lagerung

- Das RIDA®GENE Color Compensation Kit IV muss lichtgeschiitzt bei -20 °C
gelagert werden und kann bis zum aufgedruckten Verfallsdatum verwendet
werden.

- Nach Erreichen des Verfallsdatums kann keine Qualitatsgarantie mehr
tubernommen werden.
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- Vor dem Gebrauch sollte das RIDA®GENE Color Compensation Kit IV schonend
aufgetaut werden (z.B. im Kuhlschrank bei 2 - 8 °C).

- Alle Reagenzien wéahrend der Herstellung der Color Compensation geeignet
kiihlen (2 - 8 °C).

5. Zusatzlich bendtigte Gerate und Materialien

- LightCycler® 480Il (Roche)

- Real-time PCR Verbrauchsmaterialien (Mikrotiterplatte, optische Folie)
- Pipetten (0,5 — 20 pl, 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl)

- Pipettenspitzen mit Filtern

- Zentrifuge

- Puderfreie Einmalhandschuhe

6. VorsichtsmalRnahmen

- Dieser Test ist nur von molekularbiologisch geschultem Laborpersonal
durchzufihren.

- Die Gebrauchsanweisung zur Durchfihrung des Tests ist strikt einzuhalten.

- Wahrend des Umgangs mit Reagenzien Einmalhandschuhe tragen und nach
Abschluss des Tests die Hande waschen.

- In den Bereichen, in denen mit Proben gearbeitet wird, nicht rauchen, essen
oder trinken.

- Testkit nach Erreichen des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.
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7. Protokoll zur Erstellung eines Color Compensation Files auf dem
LightCycler® 480l

7.1 Herstellung der Color Compensation

Fur einen Color Compensation Lauf missen je Farbstoff, inklusive dem
Farbstoffhintergrund (Blank), finf Reaktionen mit je 20 ul des entsprechenden
Reagenz in eine Mikrotiterplatte pipettiert werden (s. Abb.1).

Abb.1 Pipettierschema Color Compensation Lauf

Vor der Benutzung die Reagenzien auftauen, durchmischen und kurz zentrifugieren.
Reagenzien wahrend der Arbeitsschritte stets geeignet kiihlen (2 — 8 °C).

Tab.2: Herstellung der Color Compensation

tcose | eagons | "TgerD | 3020 lgere vl
1 Blank 20 pl B2, C2, D2, E2, F2
2 Dye 1 20 pl B4, C4, D4, E4, F4
3 Dye 2 20 pl B6, C6, D6, E6, F6
4 Dye 3 20 pl B8, C8, D8, E8, F8
5 Dye 4 20 pl B10, C10, D10, E10, F10
6 Dye 5 20 pl B12, C12, D12, E12, F12
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Die Mikrotiterplatte nach dem Pipettieren mit einer optischen Folie verschlieRen. Die
real-time PCR entsprechend der Gerateeinstellung starten.

7.2 Gerateeinstellung LightCycler® 480l

Hinweis: Die Anmeldung der LightCycler® 480Il Software muss als Administrator
erfolgen um eine Einstellung des Detektionsformates durchzufihren.

1. Nach dem Offnen der LightCycler® 4801l Software ist es erforderlich, durch
Dricken des “Einstellungen” Symbols, dass bendtigte Detektionsformat zu
programmieren.

= LightCycler® 480 Software release 1.5.0 SP1

Insttument: 25586 / Not Connected Datab. R

Window:  [Overview =] User: System Admin

- LightCycler® 480 Software release 1.5.0 SP1

Version 1.5.0.39

@80

Cr

Plate Typ
© White Plates
D Clear Plates

New Experiment from Macro

o

@

Absolute Quantification

4 Forning 10/21/2011 2:50:22 PN An error occured vhen trying to o TI y: Invalid state change from 999

to T P 2
TPersistentClean as a result of invoking Dirty! Object is locked by user System Admin! j .
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2. Das folgende Fenster offnet sich. Im Tools Fenster ,Detection
Formats® auswahlen. Durch Dricken des Buttons ,New* ein neues Detektionsformat
anlegen (s. Tab.3) und als ,RIDA®GENE 5-plex“ abspeichern. Das Tools Fenster
durch Dricken des Buttons ,,Close” schlie3en.

0,533 580,533-610,618-C60(5plexW 13213 | User: System Admin
Run Protocol I Data | Run Notes |

| (Cumiomizey Blocksize [ Plawm| r...d...v.,......r—j“

TestiD [

Anatysis Mode

Step Delay (cycles)

Selected L

Excitation Emission s Melt  Quant Max Integr
Filter  Filter Factor Factor  Time (S¢
a6 s10 1 1 1

Temperature ().
8R85829803ABRBEE

Tab.3: Detektionskanal Einstellung fiir den LightCycler® 480l

Filter Kombination

440/ 488

465 /510

533 /580

533/610

618 /660

Hinweis: Quant- und Meltfaktoren sowie Integration Time jeweils auf 1 setzen.
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3. Nach der Programmierung des Detektionsformates den Button ,New
Experiment® driicken.

=_LightCycler® 480 Software release 1.5.0 SP1

Instrument: 25586 / Not Connected

Window: |ov.rvlew | User:
. LightCycler® 480 Software release 1.5.0 SP1
d Version 1.5.0.39

Relative Quantification

[/

®/olm

AN

4 Ferning 10/21/2011 2:50:22 PM An error occured vhen trying to to TI : Invalid state change from 999 Al
TPersistentClean as a result of invoking Dirty! Object i3 locked by user System Admin!

4. Zunachst das Detektionsformat ,RIDA®GENE 5-plex“ wahlen und ein
Reaktionsvolumen von 20 pl eintragen.

55 LightCycler® 480 B - —
Instrument.  No active instrument Database: Hilde (Research)
Window:  [130527 cc run 440-485,465.510,533.580,533-610,618-660(5plex)#13213 | User: System Admin

; B Pl .
‘ment Setup- —— ——
Dexminnquszmm Splex , j- Block Size |25 Plate ID Reaninn\lvhe S| )

. Color Comp ID | Lot No| TestID |

——douill Programs
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5. Den LightCycler® 480Il entsprechend des real-time PCR-Profils (s. Tab.4)
programmieren. Die 4 Programmschritte mit dem ,Plus® Symbol erstellen.

u
Editor
Sample
Editor

A

F lightCyers S0 SR O — =% T |- —
Instrument:  No active instrument Database: Hilde (Research)
Window: 130527 ce run 440.458,465510,533-580,533.610,616-660(5plex}#13213 | User: System Admin
Run Protocol Data ‘ Run Notes ‘
Setup-
Detection Format CustomizeY|  Block Size Plate ID Reaction Volume =
ﬁ Color Comp ID | Lot No TestiD | [
Programs
m Cyel Analysis Mode [
ation v [

e
Tab.4: LightCycler® 480ll real-time PCR Profil
Temperature targets
Program Cycles / Analysis | Target | Acquisition Hold Ramp rate
Mode [°C] Mode [hh:mm:ss] [°c/s]
Initial Denat. 1/none 95 none 00:00:30 44
Cycling 5 / Quantification % none 00:00:15 a4
60 single 00:00:30 2.2
95 none 00:00:01 4.4
TM-Analyse| 1/ Melting Curves 50 none 00:00:30 2.2
70 continuous 0.14 (Acquisitions per °C = 1)
Cooling 1/none 50 none 00:00:01 2.2

Hinweis: Auf die richtige Einstellung der Anzahl der ,Cycles” und des ,Analysis

Mode*“ achten.
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6. Nach Abschluss der Programmierung ergibt sich folgendes Bild des
LightCycler® 480I1 Experiments.

ler® 480 Software release 1.5.0 SP1

Instrument: 25586 / Not Connected D,

R
Window: New Experiment j User: System Admin
Run Protocol Data | Run Notes ‘
Setup
Detection Format [R-5 iopharn Block Size =5 Plate ID Reaction Volume 20 =]
Color Comp ID | Lot No | TestID |
Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
b Initial Denaturierung 1 2 |None -
Cyeling 5 *lQuancification -
T™H 1 ZMelting Curves -
Cooling 1 2 |None -
Initial Denaturierung Temperature Targets
Target (°C) Acquisition Mode Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate {"C/s) =~ Acquisitions (per°C) | Sec Target {°C) Step Size ('C) | Step Delay (cycles)
* | None ~|oo:00:30 4.2 = o 2o o =
Overview
1004
an
o
£ )
g‘ B0
50
4
304
ooo 024 104 1:40 225 01 352 437 513 548 B2d .00 736 813 48 325
Estimated Time (h:mm:ss)
[ End Program J[ + 10 Cycles J[ Start Run J
o e e
Tarning 10/21/2011 2:51:46 PN Ain error occured when trying to broadeast to TIDFormsProperty: Invalid state change from 993 |
A TPersistentClean as a result of invoking Dirty! Object is locked by user System hdwmin!

e
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7. Fur das Programmieren des
Editor“ driicken.

Layouts der Mikrotiterplatte den Button ,,Subset

htCycler® 480 Software release 1.5.0 5P1

Instrument: 25586 / Not Connected

Database: Research Database {Research)

Window:

New Experiment

System Admin

B User:

Run Protacol | Data | Run Notes
Setup
Detection Format |R—Bmphsrm Block Size |-~ Plate ID Reaction Volume 20 =
Color Comp ID | Lot No || Test D |
Programs
Program Name Cycles Analysis Mode
b Initial Denaturierung 1 * None -

Cyeling 5 *Quantifiecation -

™ 1 *Melting Curves -

Cooling 1 <+ |None -

Initial Denaturierung Temperature Targets
Hold {hh:mm:ss) Ramp Rate (°C/s)  Acquisitions (per °C) | Sec Target ("C} Step Size ("C) Step Delay (cycles)

o5 = = g

~|oo:00:30 Zla.4 = 2o 2o = =

Overview

Temperature (°C)
o
3

oo0 024 1:04 1:40 2:25

301 352 437 513 548 624 7.00 7.3 813 848 925
Estimated Time (h:mm:ss)

Warning
. i

‘4 Start =l

= L

10

10/21/2011 Z:51:46 PM An error occured when trying to broadcast to TIDFormsProperty:
TPersistentClean as a result of invoking Dirty! Chject is locked by user System Admin!

[Elanlijln ][ +10 Cycles ][ Start Run ]

(s |

Invalid state change from 999
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8. Durch das Driucken auf das ,Plus® Symbol ein neues Subset erstellen und dem
Layout eine Bezeichnung geben (z.B. CC). Die Strg-Taste sowie linke Maustaste
gedrickt lassen und alle Wells anwéhlen, in denen sich die Reagenzien in der
Mikrotiterplatte  befinden. Zur Fertigstellung des Subsets den Button
»Apply“ driicken. Folgendes Subset Bild ergibt sich.
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9. Den Button fur ,,Sample Editor“ driicken. Bei Step 1: ,,Select Workflow" die
Auswahl ,,Color Comp“ markieren. In Step 2: ,,Select Samples“ das vorher
eingestellte Subset auswéhlen (CC). Zur Fertigstellung des Layouts fir das jeweilige
Reagenz (Dye 1, Dye 2, Dye 3, Dye 4, Dye 5) den entsprechenden Dominat Channel
im ,,Dominant Channel“ Feld auswahlen (s. Tab.5). Fur die Reaktionen mit dem
Farbstoffhintergrund (Blank) bitte ,,Water* wéhlen. Es ist nicht nétig einen ,,Sample
Name*“ einzugeben.

LightCycler® 480

Instrument:  No ac

80.533.610,618.660{5plex)#13213 | User
- Select Filtor Cs

’M 533580 F 533610 W 618660 F 440488

Color Repl Of | ffmple Name

Window:  [130527 cc run 440
STop 1: Select
" Abs Quant (" Rel Quant  Scanning (% Color Comp
O Tm " MeltGeno ( Endpt Geno

o
EEEEE

B water @ 440488 ca
@ 465510 @ 533580 1 |28

NERC - @i @8 ¢

B 533610 O 618660 ::o -
5:22 -
02| W
- Step :Edt Colo Comp Propertes o |
Sample Name [ 2| |
Dominantchannel [ <]
(0}: on 10.09.2015 07:36:01 User preferences directory: C:\Program Files\Roche\Li a o de Program [
Tab. 5: Dominant Channel Einstellung fir Reagenzien auf dem LightCycler® 480ll
Reagenz Dominant Channel
Blank Water
Dye 1 440 / 488
Dye 2 465/ 510
Dye 3 533 /580
Dye 4 533 /610
Dye 5 618 / 660
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10. Die Platte mit den vorbereiteten Reaktionen in den LightCycler® 480Il einsetzen.

Den Button ,Experiment® driicken und durch Drlicken des Buttons ,,
Lauf starten.

& LightCycler® 4B0 Software release 1.5.0 5P1

Instrument: 25586 / Not Connected

Start Run" den

Research
Window: |New Experiment j User: System Admin
Experi- Run Protocel | Data ‘ Run Notes |
ment | J-Setup
Detection Format |R7E1npharm | Customizey Block Size [os Plate 1D Reaction Volume [25 =]
Subset
Elor Color Comp ID [ Lot No [| Test D [

Programs
Program Name

Cycles Analysis Mode

» Initial Denaturierung 1 * None =

Cycling 5 Bl o rancitication =

™ 1 “|neicing curves =

Cooling 1 *Inone =

Initial Denaturierung Temperature Targets
Target °C) Acquisition Mode Hold (hhzmm:ss) Ramp Rate (C/s) | Acquisitions (per °C) | Sec Target £C) Step Size (*C) | Step Delay (cycles)
» o5 - None ~ 00:00:30 4.3 5 Zlo =L slo =
=
Ovarview
100
aH
o ao]
2
g 60/
E 50
40
30
000 0:24 1:04 1:40 225 301 352 L> 3 5:48 6:24 700 736 813 548 325
Estimated Time (h:mm:ss)
+ 10 Cycles Start Run
Cerm———
1i0/21/2011

Uarning
VN

2:51:46 PM An error occured when trying te broadeast to TIDFormsProperty: Invalid state change from 999
TPersistentClean as a result of invoking Dirty! Object is locked by user System Admin!

T
74 start = @ 9 7 & lghcy | Gl Dokument1 - M
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7.3 Auswertung und Erstellung eines Color Compensation Files

Nach Abschluss des LightCycIer® Experiments den Button ,,Analysis“ driicken und
hier in der Dialog Box ,,Create New Analysis* auf ,,Color Compensation“ gehen.
In der sich nun o6ffnenden Dialog Box das entsprechende Subset auswahlen
(z.B. CC) und dieses bestatigen. In der sich oOffnenden Analyse den Button
»Calculate® und den Button ,,Save CC Object” driicken. Das Color Compensation
File als ,,RIDA®GENE 5-plex* unter dem Ordner ,,CCC* abspeichern. Danach steht
dieses File fir andere LightCycler® 480ll-Laufe zur Verfigung. Damit ist die
Generierung des Color Compensation File abgeschlossen.

Ja@o 2

NE @D el T @

L L ] —

&

irectory: C:\Program Files\Roch
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Zum Anwenden der Color Compensation den jeweiligen 5-plex Lauf 6ffnen und unter
,<Analysis“ die gewinschte Filterkombination auswahlen. Im Color Compensation
drop-down Meni ,in Database“ auswahlen und das bereits gespeicherte Color
Compensation File anwahlen, das bei dem Experiment angewendet werden soll. Der
»Color Comp (Off)*“ Button wechselt in ,,Color Comp (On)“, um anzuzeigen, dass
die Color Compensation angewahlt ist. Der 5-plex PCR Lauf kann nun ausgewertet
werden.

7 UightCycier 480 Sofvware eiease 150 - TR | . w ]
Instrument:  No active instrument Database: Hilde (Research)
Window: 130527 pos Proben RIDA VSP j User: Systom Admin
E o Bl [CE]] .
B Intormation [Frogran: oyl enzats Tan 4 . » = 1o 152 1 : :
sue | s [ EBIRR [ oenmse Hoee and | Anaiysi |

Iiiviss iy ® Arvpltction Carven (Ealeg) (z0om)

NERQ @k (T

Samples H
Include Color Pas Hame ¥ as
v W 5wz rl
]
4
] 14,446
] i
u 11,1454
|
u 8448
u
o
| 5,445/
u
| - ——
2846 . — —_— =
u P —
| — — — —
TiiissiisununnberBhiadnaaddsdsodd s bey 880N eBAS
FistCycle | 3] Last Cycle| <5 =]
1] | | ! (256)

Hinweis: Das Color Compensation File ist spezifisch fir jeden LightCycler® 480ll, d.h.
bei einem Wechsel des LightCycler® 48011 oder bei Reparatur der optischen Einheit ist
eine neue Color Compensation notig.
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