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Paredzétais lietojums

AdnaTest ProstateCancerSelect ir in vitro diagnostikas metode, kas paredzéta cirkuléjoSu
audzéja Sidnu, kas iegltas no prostatas véza pacientu stabilizétiem nesadalitu asinu
paraugiem, imidnkimiskai bagatinadSanai, izmantojot epitélija un ar audzéjiem saistitu
antigénu kombinaciju.

AdnaTest ProstateCancerDetect ir in vitro diagnostikas tests, kas paredzéts audzéja Stnu
ekspresijas profilu analizei ar atgriezenisko transkriptazi un vairaku amplikonu PCR, ka art
tam sekojoSu PCR produktu optiska blivuma analizi, izmantojot automatizétu kapilaru
elektroforézi bioanalizatora Agilent® 2100.

AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect nav paredzéts skriningam, un to nedrikst izmantot
ka diagnostikas testu, lai apstiprinatu prostatas vézi.

Sis produkts ir paredzéts izmanto$anai tikai profesionaliem lietotdjiem, pieméram,

tehnikiem un arstiem, kas apmaciti lietot molekulari biologiskas metodes.
Kopsavilkums un skaidrojums

AdnaTest ProstateCancerSelect |auj veikt imGnmagnétisku audzéja Stnu bagatinasanu,
izmantojot epitélija un ar audzéjiem saistitus antigénus. AdnaTest ProstateCancerDetect
izmanto ar prostatas vézi saistitas génu ekspresijas analizei iminmagnétiski bagatinatas
audzéja 8Unas, izmantojot atgriezenisko transkriptazi un PCR.
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Proceduras princips

AdnaTest ProstateCancerSelect

Epitélija un ar audze€jiem saistito antigénu antivielas tiek konjugétas pie magnétiskam
loditém, lai varétu markét audzéja Sdnas nesadalitdas asinis. Markétas Sidnas tiek
ekstrahétas, izmantojot magnétisko dalinu koncentratoru (AdnaMag-L un AdnaMag-S), un
péc tam lizétas (1. attéls).

Sinu lizats tiek izmantots turpmakai analizei ar AdnaTest ProstateCancerDetect.

AdnaTest B
Select lodttes Atdalisana Sinu lizéSana

—_— - e

) e
0 — Em— Em—
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Inkubacija

I {Z==

AdnaTest Select

@  Asins $linas @ Audzéja Sunas
#% Magnétiskas lodites ar antivielu vai Oligo(dT)25 parklajumu

1. attels. AdnaTest ProstateCancerSelect: iminmagnétisko Sinu atlase, izmantojot ar vairakiem audzéjiem
saistitas antivielas. Pirmaja posma tiek bagatinatas asins CTC (AdnaTest Select). To panak, izmantojot ar
antivielam parklatas magnétiskas dalinas (lodites). Tiek lietotas vairakas antivielas, kas ar augstu specifiskumu un
afinitati sasaistas ar attiecigajam véza sunam. Bagatinatajam $0nam veic I1zi un péc tam vairakas reizes attira, lai
iegitu mRNS.
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AdnaTest ProstateCancerDetect

AdnaTest ProstateCancerDetect satur Oligo (dT)zs lodites, lai izolétu mRNS no iepriek$
bagatinatu audzéja Sinu lizata. Atgriezeniskas transkriptdzes rezultata rodas kDNS, ko
péc tam izmanto k& Sablonu audzéja Sdnu noteikS3anai un raksturoSanai ar vairaku
amplikonu PCR. Ar AdnaTest PrimerMix ProstateDetect var palielinat tris ar audzéju
saistitus antigénus un vienu kontrolgénu. Ar AdnaTest PrimerMix AR-Detect var palielinat
androgéna receptoru (AR).

Vairaku
Atgriezeniska L amplikonu
Atdalidana transkriptaze NoteikSana PCR rezultati
_— —> [EEn== =
I s

AdnaTest Select

@  Asins Sinas O Audzéja Sunas
# Magnétiskas lodites ar antivielu vai Oligo(dT)25 parklajumu

2. attéls. AdnaTest ProstateCancerDetect: dazadi vairaku amplikonu PCR audzéju markieri, kas saistiti ar
vézi. Otraja posma bagatinatas Snas parbauda, izmantojot RT-PCR, kas paredzéts ar audzé&jiem saistitiem
ekspresijas modeliem. Ar atgriezenisko transkriptazi mRNS virknes parvér§ kDNS. Tad var palielinat vairakus
saistitos audz&ju markierus, izmantojot vairdku amplikonu PCR, ka arT tos vizualizét.
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Abi AdnaTest PrimerMix generé $adus fragmentus:

PrimerMix ProstateDetect

® PSMA: 449 bp
e PSA: 357 bp
® EGFR: 163 bp
® Aktins: 120 bp (iekS&ja PCR kontrole)

PrimerMix AR-Detect

e AR: 440 bp

Piezime. Fragmentu lielums var nedaudz atSkirties. Parliecinieties, ka izmantojat AdnaTest

Positive Controls noteikto signalu pieskirei.

NodrosSinatie materiali

Komplekta sastavdalas

AdnaTest ProstateCancerSelect

Testu skaits 12
Kataloga numurs 395432
Nonem8&anas stobrini Collection Tubes 3x5
g g coL TUBE
(Nonemsanas stobrini) -
(15 ml)
Nonems$anas stobrini Collection Tubes 24
b b coL TUBE
(Nonemsanas stobrini) -
(1,5 ml)
Sarkana krasa ProstateSelect Beads PSB 1,2ml
(ProstateSelect lodites)
Sarkana krasa AdnaTest Lysis/Binding LBB 2x12ml
Buffer (AdnaTest
lizes/fiksacijas

bufer§kidums)

Rokasgramata 1
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AdnaTest ProstateCancerDetect

Kataloga nr. 396432

Testu skaits 12

AdnaTest RNS reagenti 1. kaste

Sarkana krasa AdnaTest lizes/fiksacijas LBB 2ml
bufers§ktdums

Oranza krasa Oligo (dT)25 lodites odT 280 pl

Balta krasa RNS attiri§anas BA 4 ml
bufers§kidums A

Balta krasa RNS attiriSanas BB 4ml
bufers$kidums B

Violeta krasa Tris-HCL buferSkidums TB 2ml

AdnaTest 2. kaste

ProstateCancerDetect

Zila krasa AdnaTest PrimerMix PMP 144 pl
ProstateDetect

Oranza krasa AdnaTest Positive CONTROL 40 pl
Control Prostate (C+)

Dzeltena krasa AdnaTest PrimerMix PMA 144 pl
AR-Detect

Sarta krasa AdnaTest Positive CONTROL 40 pl
Control AR (C+)
Rokasgramata 1

AdnaTest ProstateCancerDetect reagentu daudzums ir pietiekams, lai analizétu 6 PCR

kontroles un 12 asins paraugus.

NepiecieSamie materiali, kas netiek piegadati

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas

lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai sanemtu papildinformaciju, iepazistieties ar

attiecigajam droSibas datu lapam (Safety Data Sheets, SDS), kas ir pieejamas pie

produkta piegadataja.
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AdnaTest ProstateCancerSelect

lekartas
e Stobrinu rotators 15 ml un 1,5 ml stobriniem (piem., ELMI Ltd., kat. Nr. IMIX-03)

® Magnétisko dalinu koncentratori

O AdnaMag-L (kat. Nr. 399921)
O AdnaMag-S (kat. Nr. 399911)

Materials

e AdnaTube Tubes (AdnaTube stobrini) (kat. Nr. 399932), ja stradajat ar BD Vacutainer®
ACD-A stobriniem

e Sterilas 10 ml stikla vai plastmasas pipetes un pipetétajs bez RNazes

e Sterile, RNase-free 1.5 ml reaction tubes (Sterili 1,5 ml reakciju stobrini bez Rnazes)
(piem., Sarstedt, kat. Nr. 72.690)

® Pipetes un pipeSu uzgali bez RNazes ar aerosola barjeru, pieméroti 100-1000 pil
pipetésanai
Reagenti

e Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.0-7.3 (Fosfata sals bufer§kidums (PBS),
pH 7,0-7,3) (piem., Fisher, kat. Nr. VX14190169, D—PBS)

AdnaTest ProstateCancerDetect

lekartas

® Stobrinu rotators 1,5 ml stobriniem (piem., ELMI Ltd., kat. Nr. IMIX-03)

® Magnetic particle concentrator AdnaMag-S
(Magnétisko dalinu koncentrators AdnaMag-S) (kat. Nr. 399911)

® Termalais bloks vai Gdens vanna (65 °C)
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® Termalais amplifikators ar apsildamu vaku un karsé$anas atrumu 2 °C/sek.

® Bioanalizators Agilent 2100 (Agilent Technologies)

Materials

e Sterili 0,2 ml PCR stobrini ar planam sienindm bez RNazes
e Sterili 1,5 ml reakciju stobrini bez RNazes (piem., Sarstedt, kat. Nr. 72.690)

® Pipetes un pipesu uzgali bez RNazes ar aerosola barjeru, pieméroti 1-200 pl

pipetésanai

Reagenti
e Sensiscript® RT Kit (Sensiscript RT komplekts) (QIAGEN, kat. Nr. 205211,
50 reakcijas)

O Piezime. Sensiscript RT komplekts (kat. Nr.205211) ir piemérots tikai
25 paraugiem, jo katrai reakcijai ir nepiecieSams divkarss apjoms.
e Recombinant RNasin, RNase-inhibitor, 2500 U (Rekombinéts RNAsin, RNazes
inhibitors, 2500 V) (Promega, kat. Nr. N2511)

e HotStarTaq® Master Mix Kit (HotStarTaq® Master Mix komplekts) (QIAGEN,
kat. Nr. 203443, 250 V)

® Drupinats ledus
Bridingjumi un piesardzibas pasakumi
LietoSanai in vitro diagnostika

Informacija par droSibu

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu, vienreizéjas
lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu papildinformaciju, lidzu, iepazistieties ar
attiecigajdam droSibas datu lapam (safety data sheets, SDS). Tas értd un kompakta
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PDF formata ir pieejamas vietné www.qiagen.com/safety, kur katram QIAGEN

komplektam un ta sastavdalam var atrast, apskatit un izdrukat SDS.

Izmetiet paraugu un testu atkritumus atbilstoSi vietéjiem droSibas noteikumiem.
Informacija par lietoSanu

Sie testi ir javeic specialistam, kas parzina molekulari biologiskas metodes.
Patenti

AdnaTest ProstateCancerDetect ir nepiecieSama Hoffmann-La Roche AG, Basel licence.
AdnaTest ProstateCancerDetect iegade nesniedz lietotdjam atlauju veikt PCR bez
licences.

Reagentu glabasana un riciba ar tiem

Uzglabasana

AdnaTest ProstateCancer piegada tris kastés. AdnaTest ProstateCancerSelect
(kat. Nr. 395432) un AdnaTest RNS reagentu 1. kaste (1. kaste, kat. Nr. 396432) jaglaba
2-8 °C temperatira. Sastavdalas nedrikst izmantot péc deriguma termina beigam.

AdnaTest ProstateCancerDetect 2. kasti (2. kaste, kat. Nr. 396432), kas satur AdnaTest
PrimerMixes un AdnaTest Positive Controls, jaglaba atseviski
-301dz -15°C temperatira. Lai novérstu iesp&jamu piesarnoSanu un atkartotas
temperatiras izmainas, dozéjiet praimera maisijumu. Sastavdalas nedrikst izmantot péc

deriguma termina beigam.
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Riciba

ProstateSelect lodites satur konservantu natrija azidu. Natrija azids ir citotoksisks,
tapéc pirms lodisu izmanto$anas no ta ir jaatbrivojas (skatiet “Protokols: Audzéja Sinu
bagatinasana, izmantojot AdnaTest ProstateCancerSelect” 14. Ipp.).

Visas sastavdalas un papildu reagenti, ko nodrosina citi piegadataji, jauzglaba atbilstosi
$o piegadataju noradijumiem. levérojiet attiecigo razotaju informaciju par drosibu.
Izmantojiet aizsargcimdus, lai nepielautu kontaminaciju ar DNS, RNS un RNazi.
Dozgjiet ProstateSelect lodites, lai nepielautu kontaminaciju.

Tests ir javeic noradrtaja seciba, un tam ir jaatbilst visam minétajam specifikacijam
attieciba uz inkubacijas laiku un inkubacijas temperataru.

Ja $ilinu bagatinasanas laika notiek atlases lodiSu aglutinacija, izmetiet paraugus.

Ja iesp&jams, apstradajiet paraugus (tostarp veicot atgriezenisko transkriptazi un péc
tas arT analizéjot palielinatos PCR produktus) dazadas telpas, lai nepielautu
savstarpéju kontaminaciju.

Rezultatu kvalitati var negativi ietekmét citu piegadataju, nevis ieteikto produktu
izmantoSana.

levérojiet laboratorijas dro$ibas un higiénas noteikumus (pieméram, uzvelciet
laboratorijas halatu, aizsargbrilles un cimdus).

Riciba ar paraugiem un to glabasana

Paraugu sagatavo$ana

Asins paraugi ir japanem pirms arstniecisko vielu lietoSanas. Neizmantojiet AdnaTest
ProstateCancerSelect atrak neka 7 dienas péc pédéjas arstnieciskas procediras!

Asins parauga nonemsana: ja paraugu transportéSanas laiks ir mazaks neka

4 stundas, izmantojiet stobrinus, kas ka antikoagulantu satur EDTA (piem., S
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Monovette® K3 EDTA, Sarstedt [kat. Nr. 01.1605.001]), lai panemtu vismaz 7,5 ml
nesadalttu asinu.

® Ja paraugu transportéSanas laiks ir garaks neka 4 stundas, izmantojiet BD Vacutainer
ACD-A stobrinus (Becton Dickinson GmbH, kat. Nr. 366645 [ES]; 364606 [ASV]), lai
panemtu vismaz 8,5 ml nesadalitu asinu. Pirms talakas apstrades ar AdnaTest, 5 ml
ACD-A asinu japarnes AdnaTube parauga stobrina, kat. Nr. 399932.

® Asinis nekavéjoties janovieto glabasanai 4-8 °C temperatara.

® Paraugi ir jaapstrada péc iespéjas atrak, bet ne vélak ka 4 stundu laika péc asins
panems$anas, ja izmantojat standarta EDTA stobrinus, vai 30 stundu laika, ja izmantojat

BD Vacutainer panemsanas stobrinus kopa ar AdnaTube.

® Asins paraugs nedrikst bat hemolizéts.
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Protokols: Audzéja stinu bagatinasana,
izmantojot AdnaTest ProstateCancerSelect

Svariga informacija pirms darba saks$anas.

® Pirms procediras izlasiet “Bridinajumi un piesardzibas pasakumi” (10. Ipp.), “Reagentu
glabasana un riciba ar tiem” (11. Ipp.) un “Riciba ar paraugiem un to glabasana”

(12. Ipp.).
® Pirms izmantoSanas ProstateSelect lodites ir jaskalo, lai atbrivotos no natrija azida, ka
aprakstits talak sadala “A procedura: ProstateSelect lodiSu sagatavoSana”.

® L{dzu, izmantojiet komplekta ieklautos 1,5 ml nonemsanas stobrinus tikai noraditajai
protokola darbibai.

Pirms darba sakSanas javeic $adas darbibas

e Parliecinieties, ka AdnaTest l1zes/fiksacijas buferSkidums ir sasniedzis istabas

temperatdru. Ja ir vérojamas nogulsnes, |aujiet reagentam sasniegt istabas

A procedira: ProstateSelect lodiSu sagatavoSana

1. Rapigi resuspendéjiet ProstateSelect lodites ar pipetéSanas metodi; nesaskaliniet!

2. Aprékiniet ProstateSelect lodidu apjomu, kas nepiecieSams visu paraugu apstradei
(100 pl katram paraugam) un parnesiet aprékinato daudzumu 1,5 ml reakciju stobrina
(nav ieklauts komplekta).

Ja apstradajamo paraugu skaits parsniedz 10, izmantojiet papildu 1,5 ml reakciju
stobrinus (nav ieklauti komplekta).

3. levietojiet stobrinu iekarta AdnaMag-S.
4. Péc 1 minltes nonemiet supernatantu ar pipeti.

Piezime. Nonemot supernatantu, nepieskarieties loditém!
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5.

SkaloSanas darbibas:

5a. Iznemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-S.

5b. Pieviengjiet 1 ml PBS un resuspendéjiet lodites, veicot atkartotu pipetédanu.
5c. levietojiet magnétisko slidni iekarta AdnaMag-S.

5d. Péc 1 minites pilniba nonemiet supernatantu ar pipeti.

S5e. Atkartojiet 5a. lldz 5d. darbibu divas reizes (kopuma javeic tris skalo$anas).

. lznemiet stobrinu no iekartas AdnaMag-S un resuspendéjiet lodites PBS, I1dz tiek

sasniegts sakotnéjais tilpums (100 pl katram paraugam). Turpiniet ar “B procedira:
audzéja Sunu atlase”, skatt talak teksta.

B procedira: audzéja Sunu atlase

1.

Izmantojot standarta EDTA stobrinus, ar pipeti parnesiet 5 ml asins parauga 15 ml
panemsanas stobrinos.

Izmantojot ACD-A asinis BD Vacutainer ACD-A stobrina, parnesiet 5 ml asins
AdnaTube.

Piezime. AdnaTube ir jalieto obligati, izmantojot BD Vacutainer ACD-A stobrinus.

RapTgi resuspendgjiet ProstateSelect lodites (sagatavotas A procediras 6. darbiba),
izmantojot pipetéSanu, un pievienojiet 100 pl So lodiSu katram asins paraugam.

. Léni rotéjiet stobrinus (apméram 5 apgr./min.) 30 mindtes istabas temperatdra iericé,

kura ir iespéjama gan sasvérsana, gan rotésana.

levietojiet stobrinus iekarta AdnaMag-L, neizmantojot magnétisko slidni. Sasipojiet
AdnaMag-L lejup, lai atbrivotu vacina iekérusas asins lases.

. levietojiet magnétisko slidni un inkubgjiet stobrinus iekarta AdnaMag-L 3 minGtes

istabas temperatara.
Ar 10 ml pipeti pilntba nonemiet visu asins supernatantu, nepieskaroties loditém.

Piezime. Nonemot supernatantu, nepieskarieties lodrtém!
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7. SkaloSanas darbibas:

7a. lznemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-L.

7b. Pievienojiet 5 ml PBS. Noslédziet stobrinus un saudzigi 5 reizes pakratiet
AdnaMag-L virziena uz priekSu un atpakal, lai resuspendétu magnétiskas
lodttes/Snu kompleksus.

7c. Divas reizes sasipojiet ar stobriniem piepildito AdnaMag-L lejup, lai atbrivotu
vacina iekérusas lases.

7d. levietojiet magnétisko slidni iekarta AdnaMag-L un 1 mindti inkubégjiet istabas
temperatara.

7/e. Nonemiet visu supernatantu, izmantojot pipeti.

7f.  Atkartojiet 7a. [Tdz 7e. darbibu divas reizes (kopuma javeic tris skalo$anas).

8. Iznemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-L.

9. Resuspendgéjiet magnétisko lodisu/$inu kompleksus 1 ml PBS un parnesiet katru

paraugu jauna 1,5 ml reakciju stobrina (nav ieklauti komplekta).

10.levietojiet reakciju stobrinus iekarta AdnaMag-S, kura atrodas magnétiskais slidnis.
Piezime. lekartas AdnaMag-S magnétisko slidni var ievietot divéjadi. Vienmér
ievietojiet slidni ta, lai balta plastmasas pléve batu vérsta uz prieksu, lai parliecinatos,
ka magnéti atrodas blakus reakciju stobriniem.

11.Péc 1 minGtes nonemiet pilnTgi visu supernatantu, izmantojot pipeti, lai optimiz&tu
turpmaku Sdnu lizi.

12.1znemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-S.

13.Pievienojiet katram reakciju stobrinam 200 ul AdnaTest lizes/fiksacijas buferSkiduma
(buferSkidumam jalauj sasniegt istabas temperatira). Resuspendégjiet, vismaz piecas
reizes izmantojot pipeti.

14.levietojiet magnétisko slidni iekarta AdnaMag-S un inkubgjiet 1 mindati.

15.Parnesiet supernatantu ($tnu lizatu) jaunos 1,5 ml reakciju stobrinos (ieklauti
komplekta).

16 AdnaTest ProstateCancerSelect un ProstateCancerDetect rokasgramata 03/2017



16.1zmetiet stobrinus, kuros ir lodites.

17 .Uzreiz veiciet mMRNS izoléSanu (skattt “Protokols: Ar génu ekspresiju saistita prostatas
véza noteik§ana bagatinatas audzéja Stnas, izmantojot AdnaTest
ProstateCancerDetect” 18. Ipp.) vai uzglabajiet $nu lizatus —20 °C temperatira ne
vairak ka 2 nedélas.
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Protokols: Ar génu ekspresiju saistita prostatas
véza noteikSana bagatinatas audzéja sunas,
izmantojot AdnaTest ProstateCancerDetect

Svariga informacija pirms darba saks$anas.

® Pirms procediras izlasiet “Bridinajumi un piesardzibas pasakumi” (10. Ipp.) un
“Reagentu glabasana un riciba ar tiem” (11. Ipp.).

® Alidz C procedira apraksta mRNS izoléSanu un atgriezenisko transkriptazi

® L{dzu, izmantojiet komplekta ieklautos 1,5 ml nonemsanas stobrinus tikai noraditajai

protokola darbibai.

Pirms darba sakS$anas javeic $adas darbibas

e Parliecinieties, ka AdnaTest l1zes/fiksacijas buferSkidums ir sasniedzis istabas

temperatdru. Ja ir vérojamas nogulsnes, |aujiet reagentam sasniegt istabas

e |aujiet RNS attiriSanas buferskidumam A un RNS attiriSanas buferSkidumam B
sasniegt istabas temperatiru. Novietojiet Tris-HCL buferskidumu uz ledus.

o Atkauséjiet 10 x buferskidumu RT un dNTP, kas ietilpst Sensiscript RT komplekta,
istabas temperatira. Sajauciet, saskalinot. Isi centrifugéjiet un uzglabajiet uz ledus.
Atkauségjiet tdeni, kas nesatur RNazi (ietilpst Sensiscript RT komplekta).

® Noregulgjiet termala bloka vai Gdens vannas temperatiru uz 65 °C.
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A procedura: Oligo(dT)zs lodiSu sagatavoSana

1.

Pirms izmantoSanas rupigi resuspendgjiet Oligo(dT)zs lodites ar pipetéSanas metodi;
nesaskaliniet!

Aprékiniet lodiSu apjomu, kas nepiecieSams visu paraugu apstradei (20 pl katram
paraugam un vél 10 %), un parnesiet aprékinato apjomu jauna 1,5 ml reakcijas
stobrina, kas nesatur RNazi (nav ieklauts komplekta).

. levietojiet stobrinu iekarta AdnaMag-S.

Piezime. lekartas AdnaMag-S magnétisko slidni var ievietot divéjadi. Vienmér
ievietojiet slidni ta, lai balta plastmasas pléve batu vérsta uz priekSu, lai parliecinatos,

ka magnéti atrodas blakus reakciju stobriniem.
Péc 1 minGtes nonemiet supernatantu ar pipeti.
SkaloSanas darbibas:

5a. Iznemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-S.
5b. Pievienojiet sakotnéjo AdnaTest lizes/fiksacijas buferskiduma daudzumu
(2. darbtba 19. Ipp.) un resuspendgjiet lodites, veicot atkartotu pipetésanu. Lai
nepielautu putu veidoSanos, saudzigi resuspendgjiet.
5c. levietojiet magnétisko slidni iekarta AdnaMag-S.
5d. Péc 1 minites pilntba nonemiet visu supernatantu.
5e. Atkartojiet 5a. lldz 5d. darbibu vienu reizi (kopuma javeic divas skalo$anas).
Iznemiet stobrinu no iekartas AdnaMag-S un resuspendéjiet lodites AdnaTest
lizes/fiksacijas buferskiduma Iidz sakotnéjam apjomam (2. darbiba 19. Ipp.). Turpiniet

ar “B procedira: mRNS izoléSana”.
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B procedira: mRNS izoléSana

1.

Pievienaojiet 20 pl Oligo(dT)zs lod1Su (6. darbiba, skatit iepriek$) katra stobrina, kas
satur Stnu lizatu
(15. darbiba 16. Ipp.).

2. Leéni rotéjiet stobrinus (apméram 5 apgr./min.) 10 mindtes istabas temperatra iericg,
kura ir iespéjama gan sasvérSana, gan rotésana.
3. levietojiet stobrinus iekarta AdnaMag-S, neizmantojot magnétisko slidni. Sastpojiet
AdnaMag-S lejup, lai atbrivotu vacina iekérusas lodites un Skidrumu.
4. levietojiet magnétisko slidni un péc 1 mindtes nonemiet supernatantu.
5. Skalosanas darbibas 1:
5a. Iznemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-S.
5b. Katra stobrina pievienojiet 100 ul RNS attirisanas buferskiduma A un
resuspendgjiet lodttes, veicot atkartotu pipetéSanu. Lai nepielautu lodiSu zudumu,
rdpigi noskalojiet vacinu un stobrina sieninas.
5c. levietojiet magnétisko slidni iekarta AdnaMag-S.
5d. Péc 1 mindtes pilniba nonemiet visu supernatantu.
S5e. Atkartojiet 5a. Idz 5d. darbibu vienu reizi (kopuma javeic divas skalo$Sanas).
6. SkaloSanas darbibas 2:
6a. Iznemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-S.
6b. Katra stobrina pievienojiet 100 ul RNS attiridanas buferskiduma B.
Resuspendgjiet lodites, veicot atkartotu pipetéSanu, un parnesiet tas jaunos
1,5 ml reakcijas stobrinos (ieklauti komplekta).
6c. levietojiet magnétisko slidni iekarta AdnaMag-S.
6d. P&c 1 mindtes pilntba nopemiet visu supernatantu. Sis solis ir javeic uzmanigi
(vérojiet granulu), jo lodites var slidét, un tas var neti§am izvadit.
be. Atkartojiet 6a. l1dz 6d. darbibu vienu reizi tajos pasos reakcijas stobrinos (kopuma
javeic divas skaloSanas).
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7. lznemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-S.

8. Katra stobrina pievienojiet 100 pl ledusauksta Tris-HCL buferskiduma un
resuspendéjiet lodttes, veicot pipetéSanu.

9. levietojiet magnétisko slidni iekarta AdnaMag-S.

10.Péc 1 minGtes pilniba nonemiet visu supernatantu.

11.1znemiet magnétisko slidni no iekartas AdnaMag-S.

12.Resuspendgjiet mRNS/lodisu kompleksu 14,75 pl Gdens, kas nesatur RNazi.

13.Parvietojiet stobrinus uz termalo bloku vai Gdens vannu un inkubgjiet 5 minates 65 °C
temperatira.

14.Nekavéjoties novietojiet stobrinus uz ledus un gaidiet vismaz 2 minates.

15.Nekavéjoties uzsaciet (5 mintsu laika) atgriezenisko transkriptazi (C procedira:
atgriezeniska transkriptaze, izmantojot komplektu Sensiscript RT).

Neuzglabajiet mRNS/lod1su kompleksu!

C procedira: atgriezeniska transkriptaze, izmantojot komplektu Sensiscript RT

1. Sagatavojiet RT Master Mix uz ledus. RT Master Mix sagatavo atbilstoSi 1. tabula
redzamajiem noradijumiem, nemot véra paraugu skaitu.
Aprékinot RT Master Mix tilpumu, ir par 10 % japalielina apjoms, kas aprékinats
kopé&jam atgriezeniskas transkriptazes reakciju skaitam. Vienmér ir jasagatavo
negativa kontroles reakcija, nepievienojot mMRNS (RT kontrole).

2. Saskaliniet RT Master Mix. Tsi centrifugéjiet un ar pipeti ievietojiet 0,2 ml PCR stobrinos
5,25 yl maisijuma katrai reakcijai.

3. Uzmanigi resuspendéjiet mRNS/lodisu kompleksus (12. darbiba 21. Ipp.), izmantojot
pipeti. Parnesiet visu tilpumu 0,2 ml PCR reakciju stobrina, kura atrodas RT Master
Mix. Rap1gi sajauciet, atkartoti veicot pipetésanu.
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1. tabula. Atgriezeniskas transkriptazes reakcijas iestatne

Sastavdala Tilpums

RT Master Mix

10x Buffer RT (10 x bufers§kidums RT) 2,0l
dNTP Mix (dANTP maisijums) (5 mM katra dNTP) 2,0l
RNase inhibitor (RNazes inhibitors), 40 V/ul (Promega) 0,25 pl

Sensiscript Reverse Transcriptase (Sensiscript 1,0 pl
atgriezeniska transkriptaze)

Sablona RNS* 14,75 ul

mRNA/bead complex or RNase free water
(mRNS/lodi8u komplekss vai Gdens bez Rnazes)

Kopéjais tilpums 20,0 pl

* Lai nodroSinatu RT kontroli, pievienojiet 14,75 pl Gdens bez RNazes, nevis mMRNS/lodi§u kompleksu. mRNS/lod1Su
kompleksa tilpums var nedaudz atSkirties. Jebkura gadijuma atgriezeniskas transkriptazes veik$anai izmantojiet
visu tilpumu!

4. kDNS tiek sintezéta termalaja amplifikatora talak aprakstitajos apstak|os (2. tabula).
2. tabula. Atgriezeniskas transkriptazes programma

Temperatira Laiks
37°C 60 mindtes
93°C 5 mindtes
4°C °

5. Novietojiet reakciju stobrinus ar kDNS uz ledus vai uzglab3jiet -20 °C temperatiira ne
ilgak ka 4 nedélas. Turpiniet ar “Protokols: Vairaku amplikonu un viena amplikona
PCR” 22. Ipp.
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Protokols: Vairaku amplikonu un viena
amplikona PCR

Svariga informacija pirms darba sakSanas

Pirms procediras izlasiet “Bridindjumi un piesardzibas pasakumi” (10. Ipp.) un

“Reagentu glabasana un riciba ar tiem” (11. Ipp.).

Pirms darba sakSanas javeic $adas darbibas

Atkauségjiet HotStarTaq Master Mix (QIAGEN), AdnaTest PrimerMix ProstateDetect,
AdnaTest Positive Control Prostate, AdnaTest PrimerMix AR-Detect, AdnaTest Positive
Control AR un Gdeni bez RNazes. Saskaliniet, atri centrifugéjiet un uzglabajiet uz
ledus.

A procedira: vairaku amplikonu PCR (AdnaTest ProstateDetect)

1.

PCR Master Mix tiek sagatavots atbilstoSi 3. tabula redzamajiem noradijumiem, nemot
véra paraugu skaitu.

Aprékinot PCR Master Mix apjomu, ir papildus japieskaita vismaz 10 %. Nemiet vér3,
ka, izmantojot AdnaTest Positive Control Prostate, vienmér jabit pievienotam tGdenim

bez RNazes ka negativajai kontrolei, ka arT RT kontrolei.

Katram paraugam ievadiet 21,0 pl PCR Master Mix 0,2 ml PCR reakciju stobrina.
Resuspendgjiet kDNS/lodiSu maisTtjumu, izmantojot pipetéSanas metodi, un iepildiet
4,0 yl 8T maisijuma katra reakciju stobrina.

Piezime. Lai nodroSinatu negativo kontroli, KDNS vieta pievienojiet 4,0 ul Gdens bez

RNazes.
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. tabula. Vairaku amplikonu PCR sagatavos$ana
Sastavdala Tilpums
Vairaku amplikonu PCR Master Mix
HotStarTag Master Mix 12,5l
RNase-free water (Udens, kas nesatur Rnazi) 45ul
PrimerMix ProstateDetect 4,0 pl
kDNS vai
RT kontrole, vai

s _ o 40u

negativa kontrole (Gdens, kas nesatur RNazi), vai
pozitiva kontrole (C+) katram:
Kopéjais tilpums 25,0 pl

3. PCR veiksanai tiek izmantots termalais amplifikators atbilstosi 4. tabula aprakstitajai

programmai. Darbiniet termalo amplifikatoru ar palielinajumu 2 °C/sekundé. PCR tiek

kopa veikts 42 ciklos.

4. tabula. PCR ciklesanas programma

Temperatira Laiks
Sakotnéjas aktivizé$anas 95°C 15 minates
darbiba
3 solu ciklesana
Denaturacija: 94 °C 30 sekundes
Praimeru hibridizacija: 61°C 30 sekundes
Ekstensija: 72°C 30 sekundes
Ciklu skaits: 42
Galiga ekstensija: 72°C 10 mindtes
Atdzisana: 4°C ©

B procedura: Viena amplikona PCR (AdnaTest AR-Detect)

1.

PCR Master Mix tiek sagatavots atbilsto3i 5. tabula redzamajiem noradijumiem, nemot

véra paraugu skaitu.
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Aprékinot PCR Master Mix apjomu, ir papildus japieskaita vismaz 10 %. Nemiet vér3,
ka, izmantojot AdnaTest Positive Control, vienmér jabit pievienotam Gdenim bez
RNazes ka negativajai kontrolei, ka arT RT kontrolei.

2. Katram paraugam ievadiet 21,0 ul PCR Master Mix 0,2 ml PCR reakciju stobrina.
Resuspendgjiet kDNS/lodiSu maisTjumu, izmantojot pipetéSanas metodi, un iepildiet
4,0 pl 8T maisijuma katra reakciju stobrina.

Piezime. Lai nodro$inatu negativo kontroli, KDNS vieta pievienojiet 4,0 ul Gdens bez

RNazes.
5. tabula. Viena amplikona PCR sagatavoSana

Sastavdala Tilpums

Viena amplikonu PCR Master Mix

HotStarTag Master Mix 12,5l
RNase-free water (Udens, kas nesatur Rnazi) 454
PrimerMix AR-Detect 4,0 pl
kDNS vai
RT kontrole, vai

s - i . 4,04
negativa kontrole (tdens, kas nesatur RNazi), vai
pozitiva kontrole (C+) katram:
Kopéjais tilpums 25,0 pl

3. PCR veik$anai tiek izmantots termalais amplifikators atbilstosi 6. tabula aprakstitajai
programmai. Darbiniet termalo amplifikatoru ar palielinajumu 2 °C/sekundé. PCR tiek
kopa veikts 35 ciklos.
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6. tabula. PCR cikle$anas programma

Temperatira Laiks
Sakotnéjas aktivizé$anas 95°C 15 minates
darbiba
3 solu ciklésana (35 cikli)
Denaturacija 94°C 30 sekundes
Praimeru hibridizacija: 60 °C 30 sekundes
Ekstensija: 72°C 60 sekundes
Ciklu skaits: 35
Galiga ekstensija: 72°C 10 mindtes
4°C )

AtdziSana:

Rezultatu interpretacija

Fragmenta analize bioanalizatora Agilent 2100

Analizes veikSanai izmanto bioanalizatoru Agilent 2100 (Agilent Technologies), kas
atrodas uz DNA 1000 LabChip. levérojiet DNA 1000 LabChip® rokasgramata minétas
norades un parliecinieties, ka LabChip nav iekluvu$as lodites. Magnétiskas lodites, kas

atrodas gela, var izraisit nederigus rezultatus.

1. Palaidiet bioanalizatora programmatiiru 2100 expert. Atlasiet Instrument (riks) sadala
Contexts (konteksti) un tad klikSkiniet iz pogas Assay (tests), kas atrodas blakus
Assay Selection (testu atlase).

2. Atlasiet Electrophoresis > DNA 1000 Series Il.xsy (elektroforéze > DNA 1000 Series

Il.xsy). Sagatavojiet mikroshému un saciet izpildi.
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3. Rezultatu noveértésanai iestatiet noteikSanas slieksni:

3a. Atlasiet Data (dati) sadala Contexts un tad klikSkiniet uz cilnes Assay Properties
(testa Tpasibas). Atlasiet Global (viss) un Normal (normals) nolaizamaja izvélné
labaja pusé.

3b. Atlasiet Sample Setpoints > Integrator > height threshold (FU) (parauga
iestattjumi > integrators > augstuma slieksnis (FU)) un iestatiet So vérttbu uz 0

(noklus&juma veértiba ir 20), lai noteiktu visus signalus.

Rezultatu analize AdnaTest ProstateDetect

Tests tiek uzskatits par pozitivu, ja ir skaidri noteikts vismaz viena ar audzéju saistita
transkripta (PSMA, PSA vai EGFR) PCR fragments.

Izmantojot bioanalizatoru Agilent 2100, maksimumi ar koncentraciju, kas ir = 0,10 ng/ul, ir
pozitivi (3. attéls).

Kontrolgéna aktina fragmentam ir jabat noteiktam visos pacientu paraugos (iekSéja PCR
kontrole). Aktina signals nodroSina pozitivu kontroli veiksmigai $dnu atdali$anai,
atgriezeniskajai transkriptdzei un vairaku amplikonu PCR. Negativas kontroles un

RT kontroles paraugos nedrikst bt joslas ar vairak ka 80 bazu pariem (praimeru diméri).

Fragments, kas ir lielaks par 900 bp, liecina par kontaminaciju ar genoma DNS.

Atdalianas process nebija veiksmigs, un $aja gadijuma rezultati nav derigi.

SVARIGI! Ja protokols netiek precizi ievérots, var tikt iegiiti nepatiesi negativi vai

nepatiesi pozitivi rezultati.
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3. attéls AdnaTest ProstateCancerDetect rezultati vairaku amplikonu PCR paraugiem, kas analizéti ar
bioanalizatoru Agilent 2100. Pirmaja josla ir attélots DNS lieluma standarts (DNS fragmentu garuma markieris).
1. parauga ir pozitivs EGFR rezultats, 2. parauga ir pozitivs PSMA un PSA rezultats, 3. parauga ir pozitivs PSMA,
PSA un EGFR rezultats. 4. paraugs ir negativs. Aktins ir noteikts 1.—4. parauga. PCR negativa (C-) un pozitiva
kontrole (C+) ir redzama divas pedgjas joslas.

Rezultatu analize AdnaTest AR-Detect

Izmantojot bioanalizatoru Agilent 2100, maksimumi ar koncentraciju, kas ir =2 0,15 ng/pl AR,
ir pozitivi (4. attéls).

Kontrolgéna aktina fragmentam ir jabGt noteiktam visos pacientu paraugos (iek$éja PCR
kontrole). Aktina signals nodroSina pozitivu kontroli veiksmigai S0nu atdaliSanai,
atgriezeniskajai transkriptdzei un viena amplikona PCR. Negativas kontroles un

RT kontroles paraugos nedrikst bt joslas ar vairak k& 80 bazu pariem (praimeru diméri).
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SVARIGI! Ja protokols netiek precizi ievérots, var tikt iegiiti nepatiesi negativi vai

nepatiesi pozitivi rezultati.
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4. attéls. Viena amplikona PCR paraugu AdnaTest ProstateCancerDetect rezultati. Pirmaja josla ir attélots DNS

lieluma standarts (DNS fragmentu garuma markieris). 1.—3. parauga un 5. parauga ir pozitivs AR rezultats.

4. paraugs ir negativs. PCR negativa (C-) un pozitiva kontrole (C+) ir redzama divas pédéjas joslas.
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Problému novérsanas ieteikumi

Sie problému novér$anas ieteikumi var bit noderigi, risinot radusas problémas. Vairak
informacijas skatiet arT lapa “Visbiezak uzdotie jautajumi”, kas atrodas misu Tehniska
atbalsta centra: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Tehniskd atbalsta
darbinieki vienmér labprat atbildés uz jasu jautdjumiem par informaciju un/vai protokoliem

Saja rokasgramata, vai arT paraugu un testu metodém (kontaktinformaciju skatiet vietné
www.giagen.com).

Kvalitates kontrole

Saskanad ar QIAGEN Kvalitates vadibas sistému, kas sertificéta atbilstoSi ISO, katru
AdnaTest ProstateCancerSelect un AdnaTest ProstateCancerDetect partiju parbauda
saskana ar iepriek$ noteiktiem parametriem, lai nodro8inatu pastavigu precu kvalitati.

lerobezojumi

Visus reagentus jaizmanto tikai in vitro diagnostika.
Produktu drikst lietot tikai Tpasi apmacrta persona in vitro diagnostikas veikSanai.

Ir svarigi, ka pirms sisttmas izmanto$anas operators pilnibd iepazistas ar lietoSanas

instrukcijam.
Lai nodroSinatu optimalus PCR rezultatus, stingri jaievéro lietoSanas instrukcijas.

Parbaudiet deriguma terminus, ka noraditi uz kastes un visu sastavdalu markéjuma.
Neizmantojiet sastavdalas péc deriguma termina beigam.
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Visi iegltie diagnostikas rezultati jainterpreté kopa ar citiem kliniskiem konstatéjumiem vai

laboratoriskiem rezultatiem.

Darbibas raksturojums
AtglsSana

Veselu donoru asins paraugiem tika pievienotas divas kultivétas LnCap prostatas véza
Sdnas, lai noteiktu atgGSanas pakapi, kas sasniegta, izmantojot AdnaTest
ProstateCancerSelect/Detect (7. tabula).

7. tabula. AdnaTest ProstateCancer atgiSanas pakape attieciba uz audzéja Sanam, kas pievienotas veselu
donoru asins paraugiem

Pozitivo rezultatu skaits Kopéjais paraugu skaits

Divas audzg&ja Stnas, pievienotas 5 ml 38 (95 %) 40
asinu parauga

AtglSanas pakape attieciba uz divu audz&ja Sdnu, kas pievienotas 5 ml veselu donoru

asinu, noteikSanu ir 95 %.

Specifiskums

Komplekts AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect tika izmantots, lai analizétu 40 veselus
donorus un noteiktu nepatiesi pozitivo rezultatu koeficientu konkrétaja nogrieznt (0,10 ng/pl
fragmenta koncentracija katram ieklautajam génu profilam, iznemot aktinu).

8. tabula. Specifiskuma noteikSana

Kontrolgrupa Kopéjais paraugu skaits Nepatiesi pozitivo Specifiskums (%)
rezultatu skaits

Veseli donori 40 0 (0 %) 100

AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect uzradija 100 % specifiskumu (8. tabula).
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Atkartojamiba

Divdesmit veselu donoru asins paraugiem tika pievienotas 10 LnCap prostatas véza $0nas
katram paraugam. Divi operatori izmantoja AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect asins
paraugu analizéSanai, lai noteiktu atkartojamibu. Testa iek8&ja un starptestu atkartojamiba
bija 100 % (9. tabula).

9. tabula. AdnaTest ProstateCancer Select/Detect atkartojamiba

Pozitivs AdnaTest Testa iekséja Starptestu atkartojamiba
Operators rezultats/paraugi atkartojamiba (%) (%)
A 10/10 100 100
B 10/10 100 100

Precizitate

Lai noteiktu precizitati, tika apkopotas un analizétas kDNS alikvotas, izmantojot AdnaTest
ProstateCancerDetect. Divi operatori analizéja 30 kDNS paraugus, ko veido 3 neatkarigi

10 paraugu mérijumi. Testa iek§€ja un starptestu precizitate bija 100 % (10. tabula).

10. tabula. AdnaTest ProstateCancerDetect precizitate

Pozitivs AdnaTest Testa iekséja Starptestu precizitate
Operators rezultats/paraugi precizitate (%) (%)
A 30/30 100 100
B 30/30 100 100
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TraucéjosSas vielas

Antikoagulanti

Panemot un parvadajot asinis, obligati jaizmanto antikoagulanti. Heparins un citrats izraisa
agregatu veidoSanos péc AdnaTest iminmagnétisko lodiSu pievienoSanas, tapéc testam var
nebdt rezultatu vai tie var bt nepatiesi. Tomér EDTA un ACDA (citrata/dekstrozes/adenina
Skidums A) ir saderigi ar AdnaTest imlinmagnétiskajam loditém.

Hemolize

Hemolizi asins paraugos (plazmas frakcija izskatas sarkana) vairakuma gadijumu izraisa
neatbilsto$i transportéSanas vai uzglabasanas apstakli. Sadi paraugi var radit nepatiesi

negativus rezultatus, un tie ir jaatmet.

Kimijterapijas preparati, mérka terapijas medikamenti un antihormonu reZimi

Kimijterapijas preparati (taksani, cisplatins, oksaliplatins, 5-FU, antraciklins, irinotekans
u.c.) ir iedarbigi citotoksini un izraisa bojajumus vai strauju $inu bojaeju asins paraugos.
Tadgjadi ir liela iesp&jamiba iegdt nepatiesi negativus rezultatus, izmantojot AdnaTest
iminmagnétiskas lodites. Péc So vielu ievadiSanas cilvéka organismam ir nepiecieSamas
5-7 dienas, lai veiktu to detoksificé8anu (11. tabula). Saja laikd nemtos asins paraugus

nedrikst izmantot darba ar AdnaTest iminmagnétiskajam loditém.

11. tabula. Kimijterapijas preparatu pussabruk$anas laiks

Medikaments Pussabruksanas laiks Atsauce

5-Fluorouracil Lidz 20 minatém www.drugs.com/pro/fluorouracil-injection.html
Docetaxel Lidz 11,1 stundai www.drugs.com/pro/docetaxel.html
Cis-platinum Lidz 30 minatém www.drugs.com/pro/cisplatin.html
Carbo-platinum Lidz 5,9 stundam www.drugs.com/pro/carboplatin.html

Paclitaxel Apméram 25,4 stundas www.drugs.com/pro/paclitaxel.html
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Lidzvertigi piesardzibas pasakumi ir ieteicami arm gadijum3, ja tiek izmantoti mérka
terapijas rezimi, pieméram, antivielas (Herceptin®, bevacizumabs, cetuksimabs u.c.),
tirozina kinazes blokétaji (olaparibs, Iressa®, Erbitux®, lapatinibs u.c.) un antihormonu
medikamenti (tamoksiféns, abiraterons, enzalutamids u.c.), ja tie ir lietoti kd atseviSks
medikaments vai kombinacija ar kimijterapijas preparatiem.

Kliniskajos izméginajumos, kuros demonstréta tadu cirkuléjoSo audzéja $tnu (circulating
tumor cells — CTC) prognozéjo$a vértiba, kas identificétas un raksturotas, izmantojot
AdnaTest iminmagnétiskas lodites, nav novérota negativa kimijterapijas preparatu, mérka
terapiju vai antihormonalu terapiju ietekme, ja péc medikamentu lietoSanas tiek ievérots
nogaidisanas periods — vismaz 7 dienas. Turklat izplatitdko vienlaicigi lietoto
medikamentu (aspirina, ibuproféna, aprepitanta, steroidu u.c) negativa ietekme ir maz
ticama, lai gan ta tiek kontroléta.

Traucéjosi apstakli

Asinsrece

Klinisko izmégindjumu kontekstad ir novérota asinsrece péc inkubacijas ar AdnaTest
iminmagnétiskajam loditém — visbiezak tas notiek asins paraugos, kas iegdti no
pacientiem vélina slimibas stadija. AdnaTest darbplGsmas gaita ir grati apstradat asins
paraugus, kuros noveérojama asinsrece, jo tajos ir palielinata viskozitate un ir apgratinata
pipetes izmanto$ana. Sados asins paraugos ir ari nepienemami liels kontamingjo$u

leikocTtu skaits, kas izraisa nepatiesi pozitivus rezultatus. Sadi paraugi ir jaatmet.

Labdabiga organiska saslim$ana un hroniskas iekaisuma saslimsanas

Labdabiga organiskas saslim$ana un hronisks iekaisums, pieméram, artrits, labdabiga
prostatas hiperplazija (BPH), Krona slimiba u.c. neizraisa nepatiesi pozitivus AdnaTest

rezultatus.
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Akata alergija

Akltu alergisku saslim$anu gadijumad péc CTC bagatinasanas ar AdnaTest
imdinmagnétisko lodidu palidzibu rodas palielinats daudzums kontamingjo$o leikocttu. ST
iemesla d&| nevar pilnigi izslégt nepatiesi pozitivus rezultatus.

Kliniskie pétijumi

Tika novéroti 12 pacienti ar metastatisku, pret kastraciju rezistentu prostatas vézi (castrate-
resistant prostate cancer — CRPC) docetaksela terapijas laika. Pirmais paraugs tika
analizéts sakotné&ja stadija un vél divus paraugus analizéja apsekoSanas laika.

Pétot AR aktivizaciju, tika skaidri pieradits, ka AR aktivizacija un deaktivizacija izteikti
korelé ar CTC skaita samazinaSanas atrumu terapijas rezultatd. Tomér terapijas laika
CTC pozitivitates koeficients samazinajas no 70 % sakotnéji I1dz ~ 35 % apsekoSanas
laika, un AR pozitivitate samazindjas no 55 % I1dz ~11 %. Terapijas rezultata arstéSana ar
docetakselu vairak ietekmé AR pozitivos CTC apaksklonus neka AR negativos CTC. Sie
rezultati labi korelé ar Darshan et al. 2011. gada pétijumu, kura tika novérota AR kodola
transportéSanas un signalizéSanas blokéSana, ko izraisija taksans.

Sie rezultati liecina par specifisko un sensitivo CTC noteik$anu prostatas véza kliniskajos

paraugos, ka arT ar terapijas mérkiem saistito genétisko profilu novértésanu.
Atsauce

Darshan, M.S. et al. (2011) Taxane-Induced Blockade to Nuclear Accumulation of the
Androgen Receptor Predicts Clinical Responses in Metastatic Prostate Cancer. Cancer
Res. 2011 Sep 15; 71(18): 6019-6029. Publicéts tieSsaisté 2011. gada 28. jdlija, doi:
10.1158/0008-5472.CAN-11-1417.
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Saisinajumi

AdnaMag-L Magnétisko dalinu koncentrators (liels)
AdnaMag-S Magnétisko dalinu koncentrators (mazs)
AR Androgéna receptors

bp Bazu pari

C+ Pozitiva kontrole

C- Negativa kontrole

kDNS Komplementara dezoksiribonukleinskabe
DNS Dezoksiribonukletnskabe

dNTP Dezoksinukleotida trifosfati

EGFR Epidermas augSanas faktora receptors

kb kilobazes

mRNS Matrices ribonukleinskabe

PCR Polimerazes kédes reakcija

PSA Prostatas specifiskais antigéns

PSMA Prostatas specifiskais membranas antigéns
RNaze Ribonukleaze

apgr./min. Apgriezieni minaté

RT Atgriezeniska transkriptaze
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n

Imboli

Satur reagentus, kuru daudzums ir pietieckams <N> testu
veikSanai

Ay
b=
v

1zlietot ITdz

Temperataras ierobezojumi

Kataloga numurs

Skatit lieto$anas noradijumus
RaZotajs
In vitro diagnostikas medicinas ierice

Materidla numurs

B

Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs (GTIN)
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Informacija pasutiSanai

Prece Saturs Kat. Nr.
AdnaTest CTC izoléSanai un sekojosai mRNS 395432
ProstateCancerSelect ekstrakcijai no nesadalitdm cilvéka asinim

12 paraugiem
AdnaTest RT-PCR komplekts ar prostatas vézi saistitas 396432
ProstateCancerDetect génu ekspresijas noteikSanai bagatinatas

audzéja Slnas

Saistitas preces

AdnaTubes 12 paraugu stobrini ar EDTA. Izmantot tikai ar 399932
stabilizétam asinim, kas panemtas uznémuma
BD A-CDA asins nems$anas stobrinos
AdnaMag-L 8 stobriniem, 15 ml. 399921
AdnaMag-S 8 stobriniem, 1,5 ml. 399911
Sensiscript RT Kit (50) 50 atgriezeniskas transkriptazes reakcijam:* 205211
Sensiscript atgriezeniska transkriptaze,
150 pl 10 x buferskidums RT, 100 pl dNTP
maisijums (satur 5 mM katra dNTP), 1,1 ml
Udens bez RNazes
HotStarTaq Master Mix 3 x 0,85 ml HotStarTag Master Mix (satur 203443

komplekts (250 U)

250 vientbas HotStarTaq DNS polimerazes,
PCR buferskidumu ar 3 mM MgClz, 400 uM
katra NTP) un 2 x 1,7 ml Gdens bez RNazes

* Sensiscript RT komplekts (50) ir piemérots tikai 25 paraugiem, izmantojot AdnaTest ProstateCancerDetect, jo
katrai reakcijai ir nepiecieSams divkarss apjoms.
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Jaunako informaciju par licencéSanu un precu juridiskas atrunas skatiet attieciga QIAGEN
komplekta rokasgramata vai lietotdja instrukcija. QIAGEN komplektu lietotaja
rokasgramatas un lietotaja instrukcijas ir pieejamas www.giagen.com, ka ari tas var

pieprasit QIAGEN tehniska atbalsta centros vai pie vietéjiem precu izplatitajiem.

lerobezZots licences ligums AdnaTest ProstateCancerSelect un AdnaTest ProstateCancerDetect
Sis preces izmanto3ana liecina par katra preces pircéja un tas lietotaja piekrisanu $adiem nosacijumiem:

1. So preci drikst lietot tikai saskana ar protokoliem, kas nodro$inati kopa ar preci, un $o rokasgramatu, un to drikst lietot tikai kopa ar sastavdalam, kas
ietvertas $aja komplekta. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta intelektualajiem TpaSumiem, lai $aja komplekta ietvertas
sastavdalas izmantotu kopa ar jebkadam sastavdalam, kas nav ietvertas $aja komplekta, vai ar tam apvienotu, iznemot gadijumus, kas aprakstiti kopa ar
preci piegadatajos protokolos un $aja rokasgramata, ka art papildu protokolos, kas pieejami timekla vietné www.qgiagen.com. DaZus no Siem papildu
protokoliem QIAGEN lietotaji nodrosina QIAGEN lietotajiem. Sie protokoli nav ripigi testéti vai optimizéti uzngmuma QIAGEN. Uznémums QIAGEN nedz
apliecina, nedz garanté, ka tie neparkapj treSo personu tiesibas.

Uznémums QIAGEN negaranté, ka $is komplekts un/vai ta lietoSana neaizskar treSo personu tiesibas, ja vien tas nav neparprotami noradits.
Sis komplekts un ta sastavdalas ir licencétas vienreizéjai lietosanai un nevar tikt izmantotas atkartoti, atjaunotas vai pardotas talak.
Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadas citas tieSas vai netieSas atlaujas, kas nav skaidri noradita.

S

Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatjaut citiem veikt jebkadas darbibas, kas varétu izraisit vai veicinat jebkuras no ieprieks aizliegtajam
darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit §T ierobeZota licences liguma aizliegumu Tsteno$anu jebkura tiesa un apnemas atgat visus savus izmekléSanas
un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot $o ierobeZoto licences ligumu vai jebkuru no uznémuma intelektuala fpasuma
tiestbam saistiba ar komplektu un/vai ta sastavdalam.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet vietné www.giagen.com.

Preéu zimes: QIAGEN®, Sample to Insight®, HotStarTaq®, Sensiscript® (QIAGEN grupa); Agilent® (Agilent Technologies, Inc.); ERBITUX® (ImClone LLC., Eli Lilly
and Company pilniba piedero$s meitasuznémums); Herceptin® (Genentech, Inc.); IRESSA® (AstraZeneca grupa) LabChip® (Caliper Life Sciences, Inc.); Sarstedt®,
S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.); Vacutainer® (Becton Dickinson and Company).

HB-2396-001 © 2017 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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