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Tervezett hasznalat

Az AdnaTest ProstateCancerSelect egy in vitro diagnosztikai modszer, melyet
prosztatardkos paciensek alvadasgatolt telies vérmintaibol nyert tumorsejtek immunkémiai

dusitasra terveztek, epitélidlis és tumorhoz koétheté antigének kombinacidja altal.

Az AdnaTest ProstateCancerDetect egy in vitro diagnosztikai assay, amit tumoresejtek
expresszios profijanak az elemzésére terveztek, reverz transzkripci6-, multiplex PCR-
valamint azt koévet6 Agient 2100 Bioanalyzer késziléken végzett kapillaris

elektroforézissel torténd denzitometrias analizis altal.

Az AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect nem alkalmas screenelésre és nem valé a

prosztatrak jelenlétének diagnosztikus igazolasara.

A termék szakemberek altali hasznalatra - példaul molekularis bioldgiai technikékat

elsajatftott technikusok vagy orvosok — javasolt.
Osszefoglalé és magyarazat

Az AdnaTest ProstateCancerSelect lehetévé teszi tumorsejtek - epitélidlis és tumorhoz
kéthetd antigének altal torténd - immunmagneses disitasat. Az  AdnaTest
ProstateCancerDetect immunmagneses mddszerrel duasitott tumorsejtek prosztatarakhoz
kétheté - reverz transzkripcid6 és PCR altal megvalosuld - génexpresszids analiziséhez

hasznalhaté.
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A folyamat alapelve

AdnaTest ProstateCancerSelect
Magneses gyongyokhoz kotott epitélidlis- és tumor asszocialt antigének ellenanyagainak a
segitségével jeldlik telies vér tumorsejtieit. A jelolt sejtek magneses részecske gyd(ijtével

(AdnaMag-L és AdnaMag-S) valo eltavolitasat a sejtek lizise koveti (1. abra).

A sejtlizatum hasznalhaté az Adna Test ProstateCancerDetect-tel valo elemzésre.

AdnaTest Select

gyongyok Szeparélas Sejtlizis
= S k= k=
o -'Q
hes —_— — 5 R —
3 = | = RNS —fi7
(@) - \ Q=

Inkubacié

AdnaTest Select

o Vérsejtek @ Tumorsejtek
L Ellenanyag vagy oligo (dt)25-bevont magneses gyongyok

1. 4bra. AdnaTest ProstateCancerSelect: Tobbszords tumorasszocialt antitestekkel torténti
immunmagneses sejtszelekcio. Els6 [épésben a vérben cirkulalo tumorsejtek - ellenanyaggal bevont mégneses
részecskék (gydngyok)segitségével valé - feldisitasa torténik (Adna Test Select). Szamos ellenanyag hasznalhat,
amely magas specfficitassal és affinitdssal kotddik a megfeleld dagantsejthez. Ezt kovet6en a feldusitott sejtek lizise
és tobb alkalommal valé tisztitasa torténik az mRNS extrakci6ja céljabol.

AdnaTest ProstateCancerDetect

Az AdnaTest ProstateCancerDetect oligoval (dT)2s bevont gydngydt tartalmaz, ami a
feldUsitott tumorsejtek lizatumébdl szdrmaz6 mRNS izolalasahoz szikséges. A reverz
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transzkripcid soran cDNS keletkezik, ami ezt kdvetéen templatként szolgal tumor a sejtek
multiplex PCR altal t6rténd detekcidjahoz és karakterizalasahoz. Az AdnaTest PrimerMix
ProstateDetect harom tumorasszocialt antigén és egy kontroll gén amplifikaciojat teszi
lehetévé. Az AdnaTest PrimerMix AR-Detect segitségével lehetséges az androgen
receptor (AR) amplifikacioja.

Reverz » Multiplex PCR
Szeparacié transzkripcié Detekci6 eredmények
— — > —> = =
MRNS — 75 DNS —F—1 "y =
& U S =
I .
AdnaTest Detect

@ Vérsejtek o Tumorsejtek
# Ellenanyag vagy oligo (dt)25-bevont magneses gyéngyok

2. abra. AdnaTest ProstateCancerDetect: Kiilonb6z6 daganatasszocialt tumormarker multiplexPCR
reakcio6ja. Masodik Iépésben a feldusitott sejtek tumorhoz kéthetd expresszios mintdzatanak a v izsgalata torténik
RT-PCR segitségével. AzmRNS szalak reverz transzkricidja soran cDNS képzédik. Ezt kdvetéen szamos tumor
asszocialt marker ampiifikalhato, s ezaltal vizualizalhaté mukiplex PCR segtségével.

A két AdnaTest PrimerMIX az alabbi fragmentumokat hozza létre:

PrimerMix ProstateDetect

e PSMA: 449 bp
® PSA: 357 bp
e EGFR: 163 bp
® Aktin: 120 bp (belsé PCR kontroll)
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PrimerMix AR-Detect

o AR 440 bp

Megjegyzés: A fragmenumok mérete kismértékben eltérhet. Gy6z6djon meg az AdnaTest

pozitiv kontrollok hasznélatarél a detektalt jelek kijeldlése végett.

Biztositott anyagok

Kit tartalma

AdnaTest ProstateCancerSelect

Tesztek mennyisége 12
Katalégusszam 395432
Mintav ev6 cs6 Csé (15 ml) coL 3x5
Mintav evé csé Csé (1.5ml) coL 24
Piros ProstateSelect gyongy PSB 1,2ml
Piros AdnaTest Ly sis/Binding  LBB 2x1,2ml
puffer
Kézikony v 1
AdnaTest RNS l-esdoboz
Reagensek
Piros AdnaTest Ly sis/Binding  LBB 2ml
puffer
Narancssarga Oligo(dT)25 gy 6ngy odT 280 ul
Fehér RNS tisztit6 puffer A BA aml
Fehér RNS tisztit6 puffer B BB aml
Lila Tris-HCL puffer B 2ml
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AdnaTest ProstateCancerDetect

Katalégusszam 396432

tesztek mennyisége 12

AdnaTest RNS l-esdoboz

Reagensek

Piros AdnaTest Ly sis/Binding LBB 2ml
puffer

Narancssarga Oligo(dT)25 gy 6ngy odT 280 pl

Fehér RNS tisztit6 puffer A BA 4ml

Fehér RNS tisztit6 puffer B BB aml

Lila Tris-HCL puffer B 2ml

AdnaTest 2-esdoboz

ProstateCan cerDetect

Kék AdnaTest PrimerMix PMP 144 pl
ProstateDetect

Narancsséarga AdnaTest pozitiv kontroll  |CONTROL 40 pl
Prostate (C+)

Sarga AdnaTest PrimerMix PMA 144l
AR-Detect

Rézsaszin AdnaTest pozitiv kontroll  |CONTROL 40 pl
AR (C+)
Kézikony v 1

Az AdnaTest ProstateCancerDetect reagensek elegendéek 6 PCR kontroll és 12 vérminta

elemzéséhez.

Egyeb sziikséges anyagok (melyeket a kit nem
tartalmaz)

Vegyszerekkel vald6 munka soran mindig viselien megfeleld védéfelszerelést: kdpenyt,
gumikeszty(it és veédbszemiveget. Tovabbi informacio elérheté a forgaimazo altal
biztositott termék biztonsagi adatlaprdl (Safety Data Sheet).
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AdnaTest ProstateCancerSelect

Felszerelés

15 ml and 1.5 ml cs6 razogép (pl.: ELMI Ltd., katalégusszam: IMIX-03)
Magneses részecske gyuijték

O AdnaMag-L (kataldbgusszam: 399921)
O AdnaMag-S katalbgusszam: 399911)

Targyi eszk6z o6k

AdnaTube csévek (kataldgusszam: 399932), BD Vacutainer® hasznélata esetén, ACD-

A csovek
Steril, RNaz mentes 10 ml-es Gveg vagy mianyag pipetta és pipettor
Sterile, RNaz mentes 1,5 ml-es reakciés csovek (pl.: Sarstedt, kataldgusszam: 72.690)

Pipettak és RNaz mentes sz(irés pipettahegyek (100-1000 pl térfogat bemérésére)

Reagensek

Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.0-7.3 (pl.: Fisher, katalégusszam:
VX14190169, D-PBS)

AdnaTest ProstateCancerDetect

Felszerelés

1,5 ml csérazogép (pl.: ELMI Ltd., katalégusszam: IMIX-03)
Magneses részecske gyijté6 AdnaMag-S (katalogusszam: 399911)
héblokk vagy vizfurdé (65°C)

PCR késziilék, flthet6 tetével és 2°C/s flitbsebességgel

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
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Targyi eszk6z ok

e Steril, RNazmentes, vékonyfald 0,2 ml PCR csdvek
® Steril, RNazmentes 1,5 mli-es reakcioés csovek (pl.: Sarstedt, katalogusszam: 72.690)

® Pipettak és RNaz mentes sz(ir6s pipettahegyek (1-200 pl térfogat bemérésére)

Reagensek

e Sensiscript® RT Kit (QIAGEN, katalégusszam: 205211, 50 reakciéhoz)

O Megjegyzés: The Sensiscript RT Kit (katalogusszam: 205211) csak 25 mintahoz
elegendd, mivel minden reakciéhoz kétszeres mennyiség szlkségeltetik.
® Recombinant RNasin, Rnaz inhibitor, 2500 U (Promega, katalogusszam:. N2511)

e HotStarTaq® Master Mix Kit (QIAGEN, kataldgusszam: 203443, 250 U)

® Z(zott jég

Figyelmezteteések es ovintézkedések

Kizarélag in vitro diagnosztikai hasznalatra

Biztonsagi tudnivalok

Vegyszerekkel val6 munka soran mindig viselien megfeleld védéfelszerelést: kdpenyt,
gumikesztyit és véd&szemiiveget. Tovabbi informacié elérhet6 a termék biztonsagi
adatlaprél (Safety Data Sheet). A biztonsagi adatlapok elérhetéek PDF formatumban a

www .giagen.com/safely weboldalon, ahol megtalalhato, illetve ahonnan kinyomtathaté az

Osszes QIAgen kit biztonséagi adatlapja.

A minta, illetve assay hulladékok megsemmisitésérél gondoskodjon a helyi biztonsagi

szabalyozasnak megfelelen.
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http://www.qiagen.com/safely

Alkalmazasi informaciok

Ezeket a teszteket molekularis biolégiai technikai  készségekkel rendelkezd
szakszemélyzet hasznalhatja.

Szabadalmak

Az AdnaTest ProstateCancerDetect a Hoffmann-La Roche AG, Basel engedélyét igényli.
Az AdnaTest ProstateCancerDetect megvasarlasa nem jogositja fel a felhasznal6t

engedély nélkili PCR elvégzésére.

Reagensek tarolasa és kezelése
Térolas

Az AdnaTest ProstateCancer rendszert harom dobozban szalltjak. Az AdnaTest
ProstateCancerSelect (kataldgusszam: 395432) és az AdnaTest RNA Reagent Box 1 (1-es
doboza a 396432-es kataldbgusszami terméknek) 2-8°C kozott tarolandd. Az egyes

komponensek nem hasznéalhaték a lejarati datumot kdvetéen.

Az AdnaTest ProstateCancerDetect Box 2 (a 396432-es katalébgusszami termék 2-es
doboza), amely az AdnaTest PrimerMixeket és AdnaTest pozitiv kontrollt tartalmazza
kilén tarolandd, —30 és —-15°C kozotti hémérsékleten. Az egyes komponensek nem

hasznalhatok a lejarati datumot kdvetben.

Kezelés

® ProstateSelect Beads (gydngyok) natrium azidot tartalmaz tartdsitoként. A natrium azid
citotoxikus, ezért a gyongyok hasznalata elétt eltavolitandé. (lasd “Protokoll:

Tumorsejtek dusitasa AdnaTest ProstateCancerSelect hasznélataval, 14. oldal)

AdnaTest ProstateCancerSelect and ProstateCancerDetect Kézikonyv 03/2017 11



Minden egyéb forrasbol szarmazé komponens és tovabbi reagens a gyartoé
utasitdsainak megfeleléen taroland6. Kovesse az adott gyartd biztonsagi informacioit.
Viselien gumikeszty(t a DNS, RNS és RNaz kontaminacié elkeriilése végett.
Aliquot-olja a ProstateSelect gydngyoket a kontaminaci6 elkertlése céljiabol.

A teszt |épéseit a megjelolt sorrendben kell elvégezni, eleget téve az 0sszes
specifikacionak, tekintettel az inkubacioés idére és -hémérsékletre.

Dobja ki a mintat, ha a gyongyok sejtdisitas folyaman ésszetapadnak.

Amennyiben lehetséges kulon helyiségben végezze el a mintaelékészitést - areverz
transzkripciéval egyutt — és az azt kdvetéen amplifikdlodd PCR termékek elemzését a
keresztkontaminacié elkerilésének céljabol.

Az ajanlott gyartoktol eltérd eredetli termékek haszndlata nem kivanatos hatast
eredményezhet.

Tartsa be a laboratérium biztonsagi és higiénés szabdlyait (pl.: laborkdpeny, illetve

véddszemiiveg és kesztyl viselése).

Mintakezelés és tarolas

Mintael6készités
® Vérmintat kell venni a terdpids anyagok adasa el6tt. Ne hasznalja az AdnaTest

ProstateCancerSelect-et a legutolso terapias beavatkozast kdvetéen 7 napon beliil.

Vérvétel: Amennyiben a minta szélltas kevesebb mint négy 6ra, hasznéljon EDTA-s
cstvet antikoagulansként (pl. S Monovette® K3 EDTA, Sarstedt [katalogusszam:
01.1605.001]) legaldbb 7,5 ml telies vér vételéhez.

Amenniben a mintaszalltds tobb, mint négy Orat vesz igénybe, hasznélion BD
Vacutainer ACD-A csovet (Becton Dickinson GmbH, kataldgusszam: 366645 [EU];
364606 [US]) legalabb 8,5 ml telies vér vételéhez. Tovabbi AdnaTest-tel valo
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felhasznalast megelézéen 5 ml ACD-A vérmintat kell atmérni egy AdnaTube Sample
Tube csébe (kataldgusszam: 399932).

® A vérmintat azonnal 4-8°C hémérsékleten kell tarolni.

® A mintafeldolgozast amint lehet el kell végezni, de legkésébb a mintavétel utan négy
6ran belul standard EDTA csovek hasznalatakor, illetve 30 6ran belil BD Vacutainer

vérvételi csovekbdl AdnaTube hasznalattal kombinalva.

e A vérmintdk nem hemolizalhatnak.
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Protokoll: Tumorsejtek dusitasa AdnaTest
ProstateCancerSelect hasznalataval

Kezdés el6tti fontos tudnivalok

® A folyamat megkezdése el6tt olvasse el a ,Figyelmeztetések és ovintézkedések” (10.
oldal), a ,Reagensek tarolasa és kezelése” (11. oldal) és a ,Mintakezelés és tarolas”
(12. oldal) részeket.

® A ProstateSelect Beads hasznalata el6tt mosassal tavolitsuk el a natrium azidot, ahogy

a ,ProstateSelect Beads el6készitése” részben leirtak szerint.

® A csomagolasban mellékelt 1,5 ml-es gy(ijté csoveket csak a megjeldlt protokoll

Iépésben hasznéljuk fel.

Kezdés el6tti teenddk

® (Gyd6zddjon meg rola, hogy az AdnaTest Lysis/Binding Buffer szobahére lett
ekvilibralva. Ha kicsapodas figyelhetd meg, akkor ekvilibralia a reagenst szobahére és

keverje, amig a kicsapddas teliesen feloldadik.

Folyamat A: A ProstateSelect Beads gyongyok kicsapasa

1. Pipettazassal keverje fel a ProstateSelect Beads gyongyoket. Ne vortexelie!

2. Szamolja ki az 6sszes feldolgozandé mintara szikséges ProstateSelect Beads
térfogatot (100 pul mintnként) és tegye at a kiszamolt mennyiséget egy 1,5 ml-es
reakciocsébe (nem biztositott).

Ha 10-nél tébb mintaat dolgozunk fel, haszndljunk tovabbi 1,5 ml-es reakciécsdveket
(nem biztositott).

3. Tegye a csOvetaz AdnaMag-S-be.
4. 1 perc utan tavolitsa el e fellilisz6t pipettaval.

Megjegyzés: Ne érjen hozza a gydngyokhoz a fellliszé eltavolitdsakor!
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5. Mosasi lépések:

5a. Tavolitsa el a csiszomagnest az AdnaMag-S-bél.

5b. Adjon hozza 1 ml PBS-t és keverje fel a gyongyoket ismételt pipettazassal.

5c.  Tegye a csUszomagnest az AdnaMag-S-be.

5d. 1 perc utén teliesen tavolitsa el a fellliszét pipettaval.

S5e. ba - 5d lépéseket ismételie kétszer (6sszesen 3 mosas).

Tavolitsa el a csévet az AdnaMag-S-bdl, majd keverje fel a gyongyoket PBS-ben az
eredeti térfogatra (100 pl). Folytassa a ,Folyamat B: Tumorsejtek szelektalasa” résszel,
alabb.

Folyamat B: Tumorsejtek szelektalasa

1.

Ha standard EDTA csoveket hasznal, pipettazon 5ml vért a 15 ml-es Collection Tube
csébe.

Ha ACD-A-s BD Vacutainer-ben tarolt ACD-A-s vért hasznal, tegyen 5 ml vért az
AdnaTube csébe.

Megjegyzés: Az AdnaTubes csdvek kotelez6éek, ha BD Vacutainer ACD-A csoveket
hasznal.

Alaposan keverje fel a ProstateSelect gydngyoket (Folyamat A 6. Iépésében
elékészitve) pipettazassal és adjon fejenként 100 pl gydngydt mindegyik vérmintahoz.
Lassan forgassa a csoveket (kb. 5 rpm) 30 percig szobah6n egy olyan eszkdzén,
amely kilendulést és forgast is engedélyez.

Helyezze a cstveket AdnaMag-L-be, de a csuszémagnes nélkil. Lenditse az
AdnaMag-L-t lefelé, hogy a kupakban ragadt vércseppek kiszabaduljanak.

Helyezze be a csUszémagnest és inkubalja a cstveket az AdnaMag-L-ben 3 percig
szobahdn.

Tavolitsa el a vér fellilisz6t teliesen egy 10 ml-es pipettaval anélkil, hogy a
gydngoykhoz érne.

Megjegyzés: Ne érjen a gyongytkhoz afellliszé eltavolitasakor!

Moso lépések:
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10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.

7a. Vegye ki a csuszémagnest az AdnaMag-L-bél.

7b. Adjon hozza 5 ml PBS-t. Zarja be a csdveket és finoman razzafel AdnaMag-L-t
Otszori hatra és visszamozgatassal, hogy a magneses gyongy/sejt
komplexumokat felkeverje.

7c. Lenditse az AdnaMag-L-t lefelé kétszer, hogy a kupakban ragadt cseppek
kiszabaduljanak.

7d. Helyezze be a csUszoméagnest az AdnaMag-L-be és inkubalja 1 percig szobahén.

7e. Teliesen tavolitsa el a felulisz6t egy pipettaval.

7f.  T7a - 7Te lépéseket ismételie kétszer (6sszesen 3 mosas).

Tavolitsa el a csuszomégnest az AdnaMag-L-bdl.

Keverje fel a magneses gyongy/sejt komplexumokat 1 ml PBS-ben és tegye &t
mindegyik mintat egy 1,5 ml-es rekacidocsébe (nem biztositott).

Helyezze a reakciocs6veket a a csuszomagnessel mar addigra ellatott AdnaMag-S-be.
Megjegyzés: Az AdnaMag-S csUszémagnesét kétféle pozicidban helyezhetjik be.
Mindig a fehér miianyag szalag felé nézzen a csuszémagnes, hogy a magnesek a
reakciocs6khoz legkozelebb essenek.

After 1 perc utan tavolitsa el a felllisz6t teliesen egy pipettaval, hogy a soron
kévetkezd seijt lizist optimalizalja.

Tavolitsa el a csuszomagnest az AdnaMag-S-bél.

Adjon 200 pl AdnaTest Lysis/Binding puffert (szobahd&re ekvilibralva) mindegyik
reakciocs6hodz. Keverje fel legalabb 6tszori pipettazassal.

Helyezze a csUszémagnest az AdnaMag-S-be és inkubalja 1 percig.

Helyezz at afellliszét (sejt lizatum) Uj 1,5 ml-es reakciécsdvekbe (biztositva).

Dobja ki a gydngyoket tartalmaz6 csoveket.

Folytassa az mRNS izolaldssal (lasd “Protokoll: Prosztata rakhoz kétheté
génexpresszidé meghatarozasa dusitott tumorsejtekb6l AdnaTest ProstateCancerDetect

hasznalataval’, 17. oldal) azonnal vagy tarolja a sejtlizatumokat —20°C-on legfelijebb 2
hétig.
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Protokoll: Prosztata rakhoz kotheto
genexpresszio meghatarozasa dusitott
tumorsejtekbdl AdnaTest ProstateCancerDetect
hasznalataval

Kezdés el6tti fontos tudnivalok

® A folyamat megkezdése el6tt olvassa el a “Figyelmeztetések és dvintézkedések” (10.
oldal) és a “Reagensek tarolasa és kezelése” (11. oldal) részeket.

® Az A-C pontokban leirt folyamatok leirjak az mRNS izolalast és a reverz transzkripciot.

® Kérjuk, csak a megjeldlt protokoll Iépéskben hasznélja a biztositott 1,5 mi-es

gy(ijtécsoveket.

Kezdés el6tti teendbk

® Gy6zbdjon meg roéla, hogy az AdnaTest Lysis/Binding puffer szobahére lett kalibralva.
Ha kicsapddas figyelhet6é meg, akkor ekvilibralja areagenst szobahére és keverje,
amig a kicsapddas teliesen feloldodik.

e FEkvilibralla RNA Purification Buffer A és RNA Purification Buffer B puffereket
szobahére. Helyezze a Tris-HCL puffertjégre.

® Szobah6n olvassza fel a 10x Buffer RT-t és a dNTP-ket a Sensiscript RT Kit-bél.
Vortexeléssel keverje fel. Roviden centrifugalja, majd tarolja jégen. Olvassza fel az

RNaz-mentes vizet (Sensiscript RT Kit része).

e Aliitson be egy thermo-blokkot vagy vizfiirdét 65°C-ra.

Folyamat A: Oligo(dT)zs Bead-ek el6készitése

1. Hasznalat el6tt alaposan keverje fel az Oligo(dT)2s Bead-eket pipettazassal; ne

vortexelje!
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Szamolja ki az 6sszes feldolgozandd mintara szikséges gyongy térfogatot (20 pl
mintanként + 10%) és tegye at a kiszamolt térfogatot egy RNaz-mentes 1,5 ml-es

reakciocsdbe (nem biztositott).

Helyezze a csoévetaz AdnaMag-S-be.

Megjegyzés: Az AdnaMag-S cslUszémagnesét kétféle pozicioban helyezhetjik be.
Mindig a fehér mllanyag szalag felé nézzen a csiszémagnes, hogy a magnesek a
reakciocs6khoz legkdzelebb essenek.

1 perc utan tavolitsa el a felliliszét pipettaval.

Mosasi lépések:

5a. Tavolitsa el a csiszémagnest az AdnaMag-S-bdl.

S5b. Adja hozzéa az eredeti térfogatot (2. Iépés, 18. oldal) az AdnaTest Lysis/Binding
pufferbdl és keverje fel a gyéngyoket ismételt pipettazassal. Ovatosan keverije,
hogy a habzast elkerdilje.

5c.  Helyezze a csUszéméagnest az AdnaMag-S-be.

5d. 1 perc utan teliesen tavolitsa el a felllisz6t.

Se. ba - 5d lépéseket ismételie egyszer (6sszesen két mosas).

Tavolitsa el a csévet az AdnaMag-S-bél, és keverje fel a gydngyoket AdnaTest

Lysis/Binding pufferben az eredeti térfogatra (2. Iépés, 18. oldal). Folytassa a

“Folyamat B: mRNS izolalas” résszel.

Folyamat B: mRNS izolalas

1.

Adjon 20 pl of Oligo(dT)2s Bead-et (6. [épés, fentebb) mindegyik sejtlizatumos csébe
(15. 1épés, 16. oldal).

2. Lassan forgassa a csoveket (kb. 5 rpm) 10 percig szobahén egy olyan eszkdzon,
amely kilendilést és forgéast is engedélyez.

3. Helyezze a csdveket az AdnaMag-S-be, de a cslszomagnes nélkil. Lenditse az
AdnaMag-S-t lefelé, hogy a kupakban ragadt gyéngyok és folyadék kiszabaduljon.

4. Helyezze meg a csuszomagnest és 1 perc utan tavolitsa el a fellliszo6t.
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5. Mosoé lépések 1:

5a. Tavolitsa el a csiszomagnest az AdnaMag-S-bél.

S5b. Adjon 100 pl RNA Purification Buffer A-t mindegyik csébe és keverje fel a
gyodngyoket ismételt pipettazdssal. Hogy a gyongyok elvesztését elkeriljtik,
alaposan oblitse le a kupakot és a csé falat.

5c.  Helyezze be a csUszémagnest az AdnaMag-S-be.

5d. 1 perc utan teliesen tavolitsa el a fellliuszoét.

S5e. 5a - 5d lépéseket ismételie meg egyezr (6sszesen két mosas).

6. Mosé lépések 2:

6a. Tavolitsa el a csiszoémagnest az AdnaMag-S-bdl.
6b. Adjon 100 pl RNA Purification Buffer B-t mindegyik csébe. Keverje fel a
gyodngyoket pipettazassal és helyezze at egy Uj 1,5 ml-es reakciécsébe
(biztosttott).
6c. Helyezze be a csliszomagnest az AdnaMag-S-be.
6d. 1 perc utan teliesen tavolitsa el a fellluszot. Ezt a lépést dvatossan végezze el
(vigyézzon a pellet-re) mivel a gyongyok lecsuszhatnak, és tévedésbdl
eltavolitasra kerdlhetnek.
6e. 6a - 6d lépéseket ismételie meg egyszerazonos reakcidcsében (0sszesen két
mosas).
7. Tavolitsa el a csiszomégnest az AdnaMag-S-bdl.
8. Adjon 100 pl jéghideg Tris-HCL puffer-tmindegyik cs6hoz és keverje fel a gyongyoket
pipettazassal.
9. Helyezze be a csuszémagnest az AdnaMag-S-be.
10. 1 perc utan teliesen tavolitsa el a felliliszo6t.
11. Tavolitsa el a csiszémagnest az AdnaMag-S-bdl.

12. Keverje fel a mRNS/gyongy-komplexet 14.75 pl RNaz-mentes vizben.

13. Helyezze &t a cstveket egy thermal blokkba vagy vizfirdébe és inkubalja 5 percig
65°C-on.

14. A csoveket helyezze azonnal jégre, legaldbb 2 percre.
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15. Folytassa azonnal (5 percen beliil) a reverz transzkripciéval (Folyamat C: Reverz

transzkripcié a Sensiscript RT Kit hasznalataval).

Ne tarolja a mRNS/gydngy komplexet!

Folyamat C: Reverz transzkripcié a Sensiscript RT Kit hasznalataval

1. Készitse el az RT master mixet jégen. Az RT master mixet az 1. tdblazat alapjan

készitsik el a mintaszam filiggvényében.

Az RT master mix térfogatal0%-kal nagyobb legyen, mint az 6sszes reverz
transzkripcios reakciora szant mennyiség. Mindig készitsiink hozza egy, mRNS

hozzéadasa nélkul készitett negativ kontroll reakciot is (RT control).

2. Vortexelie az RT master mixet. Roviden centrifugélja és pipettazzon 5.25 pl-t mindegyik

reakciéhoz 0.2 ml-es PCR csovekbe.

3. Ovatosan keverje fel pipettaval az mRNS/komplexeket (12. Iépés, 19. oldal). Helyezze
at a telies térfogatot 0.2 ml-es PCR reakciocsévekbe, amelyet mar tartalmazzék az RT

master mixet. Keverje meg alaposan ismételt pipettazassal.
1. tdblazat: Reverztranszkripcios reakcio d6sszedllitasa

Osszetevd Térfogat

RT master mix

10x Buffer RT 2.0l
dNTP Mix (5 MM each dNTP) 2.0l
RNaz inhibitor, 40 U/pl (Promega) 0.25pl
Sensiscript Reverse Transcriptase 1.0ul
Templat RNS* 14.75 pl

mRNS/gyongy komplex vagy RNaz mentes viz

Teljes térfogat 20.0ul

*

Mint RT kontroll, adjon 14.75 ul RNaz-mentes vizet a mRNS/gy6ngy -komplex helyett. A mRBS/gydngy komplex
térfogata enyhén valtozhat. Minden esetben a teljes térfogatat haszndlja a reverz transzkripciohoz!

4. A cDNS-t thermal cycler (PCR) gépben szintetizaljuk az alabbi kondicidkkal (2.
tablazat).
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2. tdbléazat: Reverztranszkripcios program

Hémérséklet 1dé
37°C 60 perc
93°C 5 perc
4°C o«

5. A cDNS-t tartalmaz6 reakcidcsdveket tegyik jégre vagy taroljuk —20 °C-on legfeliebb 4

hétig.

Folytassa a “Protokoll: Multiplex és Singleplex PCR’ résszela 22. oldalon.
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Protokoll: Multiplex és Singleplex PCR

Kezdés el6tti fontos tudnivalok

o A folyamat megkezdése el6tt olvassa el a “Figyelmeztetések és dvintézkedések” (10.

oldal) és a “Reagensek tarolasa és kezelése” (11. oldal) részeket

Kezdés el6tti teendbk

® Olvassza fel az aldbbiakat: HotStarTaq Master Mix (QIAGEN), AdnaTest PrimerMix
ProstateDetect, AdnaTest Positive Control Prostate, AdnaTest PrimerMix AR-Detect,
AdnaTest Positive Control AR és RNaz-mentes viz. Vortexelie, réviden centrifugalja

quickly és jégen tarolja.

Folyamat A: Multiplex PCR (AdnaTest ProstateDetect)

1. A PCR master mixet a 3. tdblazat alapjan készitsiik el a mintaszam fliggvényében.

A PCR Master Mix térfogatanak szamitasakor legalabb 10% tobblet térfogattal
kalkulaljunk. Fegyeljink arra, hogy egy AdnaTest Positive Control Prostate, RNaz-
mentes viz, mint negativ kontroll és az RT kontroll is mindig belekertljon.

2. Mindegyik elkészitésnél osszunk szét 21.0 ul PCR master mixet 0.2 m-es PCR
reakciocsdvekbe. Pipettdzassal keverjuk fel a cDNS/gyéngy mixet és ebbdl tegylink 4.0

Wt mindegyik reakciocsdébe.

Megjegyzés: Mint negativ kontroll, adjunk 4.0 pl of RNaz-mentes vizet cDNS helyett.
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3. tdblazat: Multiplex PCR elkészitése

Osszetevd Térfogat

Multiplex PCR master mix

HotStarTaq Master Mix 12.5ul
RNé&z-mentesviz 4.5l
PrimerMix ProstateDetect 4.0l
cDNSvagy

RT kontroll vagy

. . P 4.0pl
Negativ kontroll (RNaz-mentes viz) vagy
Pozitiv Kontral (C+) mindegykébd:
Teljes térfogat 25.0

3. APCR-hez egy thermal cyclert (PCR gép) hasznalunk a 4. tablazatban leirt programmal.
A thermal cyclert2°C/mp ramp id6vel futtassa. A PCR reakci6ban 6sszesen 42 ciklus

van.
4. tdblazat: PCRcycling program

Hémérséklet Idé
Kezd®6 aktivalasilépés 95°C 15 perc
3-step cycling
Denaturalas: 94°C 30mp
Bekotddés: 61°C 30mp
Lanchosszabbitas: 72°C 30 mp
Ciklusok szama: 42
Végsé lanchosszabbitas: 72°C 10 perc
Hiités: 4°C w0

Folyamat B: Singleplex PCR (AdnaTest AR-Detect)

1. A PCR master mixet a 5. tablazat alapjan készitsiik el a mintaszam fiiggvényében.
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5.

A PCR Master Mix térfogatanak szamitasakor legalabb 10% tobblet térfogattal
kalkuldljunk. Fegyeljiink arra, hogy egy AdnaTest Positive Control Prostate, RNaz -
mentes viz, mint negativ kontroll és az RT kontroll is mindig belekertljon.

Mindegyik elkészitésnél osszunk szét 21.0 ul PCR master mixet 0.2 mi-es PCR
reakciocsovekbe. Pipettdzassal keverjik fel a cDNS/gyongy mixet és ebbdl tegyink 4.0

Wt mindegyik reakciocsdébe.

Megjegyzés: Mint negativ kontroll, adjunk 4.0 pl of RNaz-mentes vizet cDNS helyett.
tdbléazat: Singleplex PCR elkészitése

Osszetevd Térfogat

Singleplex PCR master mix

HotStarTaq Master Mix 12.5ul
RN&z-mentesviz 4.5l
PrimerMix AR-Detect 4.0l
cDNSvagy
RT kontroll vagy
. . . 4.0u
Negativ kontroll (RNaz-mentes viz) vagy
Pozitiv Kontral (C+) mindegykébdl:
Teljes térfogat 25.0ul
3. APCR-hez egy thermal cyclert (PCR gép) hasznalunk a 6. tablazatban leirt programmal.
A thermal cyclert2°C/mp ramp idével futtassa. A PCR reakciéban 6sszesen 35 ciklus
van.
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6. tAblazat: PCRciklus program

Hémérséklet Idé
Initial activation step 95°C 15 perc
3-step cycling (35 cycles)
Denaturation: 94°C 30mp
Annealing: 60°C 30 mp
Extension: 72°C 60 mp
Number of cycles: 35
Final extension: 72°C 10 perc
Cool-down: 4°C *

Eredmények értékelese

Az Agilent 2100 Bioanalyzer segitségével torténé fragment analizis

A vizsgélatot Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) késziilékkel végezték DNA
1000 LabChip® -en. Kévesse a DNA 1000 LabChip kézikényv utasitasait és gy&zddjon
meg roéla, hogy egyetlen gyéngy sem kerilt & a LabChip-be. A gélben a magneses

gyongyok érvénytelen eredményt okozhatnak.

1. Inditsa el a Bioanalyzer 2100 expert szoftverét. Valasszaki az “Instrument”-eta
“Contexts” alatt és kattintson az “Assay” gombra az “Assay Selection” mellett.

2. Vdlassza ki az “Hectrophoresis >DNA 1000 Series ll.xsy”-t. Készitse el6 a chip-et
és inditasa el a futtatast.

3. Azeredmények értékeléséhez Allitsa be a detektélasi koszobot:

3a. Valassza ki a “Data”-t a “Contexts” alatt és kattintson az “Assay Properties”

fllre. Valassza ki a “Global” és “Normal” -t a legordild meni job oldalan.
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3b. Valassza ki a “Sample Setpoints > Integrator > height threshold (FU)” -ot és
alltsa be ezt az értéket 0-tdl (alapértelmezett érték 20), hogy az 6sszes jelet

detektalja.

Az AdnaTest ProstateDetect eredményeinek elemzése

A teszt pozitivnak tekinthetd, ha legalabb egy tumor asszocialt transzkript (PSMA, PSA
vagy EGFR) PCR fragmentjét egyértelmien lehet detektalni.

Az Agilent 2100 Bioanalyzer-t hasznalva a = 0.10 ng/ul koncentracidju csucsok pozitivak.
(3.4bra).

Az aktin kontroll gén fragmentjét minden paciens mintajaban detektalni kell (belsé PCR
kontroll). Az aktin jel biztositia a pozitiv kontrollt a sikeres sejtszeparélashoz, a reverz
transzkripcidhoz és a multiplex PCR-hez. A negativ kontroll-, és az RT kontroll mintdk nem

mutathatnak 80 bazisparnal nagyobb savokat (primer-dimerek).

A 900 bp-nal nagyobb fragmentek a genomi DNS szennyez&dését jelzik. Ebben az

esetben az eljaras nem volt sikeres és az eredmények érvénytelenek.

FONTOS: Ha a protokollt nem pontosan kdveti, akkor az fals -negativ és fals-pozitiv

eredményeket okozhat.
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3. dbra: AdnaTest ProstateCancer Detect multiplex PCR mintak eredményei az Agilent2100 Bioanalyzer-el
vizsgélva. Azels6 oszlop a DNS méret standardot mutatja (DNS létra). 1 minta EGFR pozitiv, 2 minta PSMA és
PSA pozitiv és 3. minta PSMA, PSA és EGFR pozitiv. 4 minta negativ. Az 1 és 4 mintéban az aktin detektalhat
volt. APCR negativ (C-) és pozitiv kontroll (C+)+ az utolsé két oszlop mutatja.

AdnaTest AR-Detect eredményeinek elemzése
Az Agilent 2100 Bioanalyzer hasznalataval a = 0.15 ng/ul koncentraciéju AR csucsok for

AR pozitivak (4.abra).

Az aktin kontroll gén fragmentjét minden paciens mintajaban detektalni kell (belsé PCR

kontroll). Az aktin jel biztosttja a pozitiv kontrollt a sikeres sejtszeparélashoz, a reverz
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transzkripciéhoz és a multiplex PCR-hez. A negativ kontroll-, és az RT kontroll mintdk nem

mutathatnak 80 b&zisparnal nagyobb savokat (primer-dimerek).

FONTOS: Ha a protokollt nem pontosan kdveti, akkor az fals -negativ és fals-pozitiv
eredményeket okozhat.
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4. dbra: AdnaTest ProstateCancerDetect multiplex PCR mintak eredményei. Az elsé oszlop a DNS méret
standardot mutatja(DNS létra). Az 1-3. minta és az 5. minta AR pozitivak. A 4. minta negativ. A PCR negativ (C-) és
a pozitiv kontroll (C+)-taz utolsé két oszlop mutatja.

150 = e
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Hibaelharitasi Utmutatd

Ez a Hibaelharitasi utmutaté segithet a felmerllé problémak megoldasaban. Tovabbi
informacioért keresse fel a Miszaki Tamogatasi Koézpont “Gyakran ismételt kérdések”

w eboldalat: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN Technikai Szolgéalat
szakemberei mindig 6rémmel vélaszolnak a kézikbnyvben szerepl6 informacidkra és/vagy
protokollokra vonatkozé kérdésekre, illetve a mintak-és assay-re vonatkoz6 technologiakra

(a kapcsolattartokkal kapcsolatban, latogasson el a www.giagen.com w eboldalra).

(for contact information, visit www.giagen.com).

MinOseg ellenorzes

A QIAGEN ISO mindsitéssel rendelkez6 minéségiranyitasi rendszerének megfeleléen az
AdnaTest ProstateCancerSelect és az AdnaTest ProstateCancerDetect minden gyartasi
tételét elére meghatarozott specifikaciok alapjan tesztelik, hogy biztositsédk a kovetkezetes

termékminGséget.
Korlatok

Az 6sszes reagens kizarolag in vitro diagnosztikai hasznalatra alkalmazhaté.

A terméket kizardlag az in vitro diagnosztikai eljarasokkal megbizott és képzett személyzet

hasznalhatja.

Fontos, hogy az Gzemeltet§ alaposan elolvassa a hasznalati utasitast a rendszer

hasznalata el6tt.

Az optimélis PCR-eredményekhez a haszndlati utasitas szigoru betartasa sziikséges.
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Bllenérizze a dobozon feltiintetett lejarati datumokat és a kit 6sszes tartalmanak cimkéit.
Ne haszndlja a kit komponenseit a lejarati datumuk utan.

Minden generélt diagnosztikai eredményt mas klinikai vagy laboratoriumi eredményekkel

egyltt kell értelmezni.

Telesitmeny jelemzok

Kihozatal

Egészséges donorokbdl szarmaz6 vérmintdkat két LnCap prosztatarék sejttel spike-oltak,
hogy megallapitsak azt a kihozatali ardnyt, mely az AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect
kittel érhet6 el (7. tablazat).

7.tablazat: Az AdnaTest ProstateCancer tumor sejtekkel spike-olt egészséges donorokbdl szarmazé
vérmintéak kihozatali aranya

Pozitiv esetek Osszes mintaszam

Két tumorseijttel spike-dt 5 ml vér 38 (95%) 40

Az egészséges donorokbdl szarmazd 2 tumorsejttel spike-olt 5 ml vér detektdlasara a

kihozatali aranya 95%.
Specificitas

Az AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect kitet hasznaltak 40 egészséges donor
vizsgalatara, hogy megallapitsak egy adott cut-off értéknél a fals-pozitivak aranyét (0.10

ng/pl fragment koncentraci6 minden egyes génprofilt tartalmaz, kivéve az aktint).

8. tdblazat: Specificitas meghatarozasa

Kontrollok Osszes mintaszam Fals-pozitivak szama Specificitas (%)

Egészséges donorok 40 0 (0%) 100

Az AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect 100%-0s specificitst igazolt (8. tablazat).
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Reprodukalhatoséag

20 egészséges donorbdl szarmazdé mintat, egyenként 10 LnCap prosztatarakos sejttel
spike-oltak. A vérmintakat két felhasznalo vizsgalata AdnaTest
ProstateCancerSelect/Detect kitet hasznalva, hogy a reprodukalhatésdgot megallapitsak.
A vizsgalatokon bellli (intra-assay) és a vizsgalatok kozétti  (inter-assay)
reprodukalhatéosag 100% volt (9.tablazat).

9. tdblazat: Az AdnaTest ProstateCancer Select/Detect reprodukalhatésaga

Pozitiv AdnaTest Intra-assay Inter-assay
Felhaszndo eredmény/minta reprodukalhatésag (%) reprodukalhatésag (%)
A 10/10 100 100
B 10/10 100 100

Pontosséag

A pontossdga megdllapitasdhoz  cDNS  alikvotokat  pooloztak és  AdnaTest
ProstateCancerDetect-el vizsgaltak. Két felhasznaldé 30 cDNS mintat vizsgalat, amelybdl
10 minta 3 fuggetlen mérésbdl all. A vizsgalaton belili (intra-assay) és a vizsgalaton kivili

(inter-assay) pontossag 100% volt (10.tablazat).

10. tablazat: Az AdnaTest ProstateCancerDetect pontossaga

Pozitiv AdnaTest Intra-assay pontossédg Inter-assay pontosség
Felhaszndo eredmény /mintak (%) (%)
A 30/30 100 100
B 30/30 100 100
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Interferal6 anyagok

Antikoagulansok

A vér levételekor és szalltasakor az antikoagulansok hasznalata kételez6. Azonban a
heparin és a citrat aggregatumok képz&déséhez vezet az AdnaTest immunmagneses
gyongyodk hozzaadasa utan, melyek ateszt eredményeinek vagy a hamis teszt
eredményeinek hianyat vonja maga utan.

Az EDTA és az ACDA (citrat/dextr6z/adenin A oldat) az AdnaTest immunmagnes

gyongyodkkel kompatibilis.

Hemolizis

A vérmintakban a hemolizis (a plazma frakcié piros szin(i) a legtdbb esetben kialakulhat,
kdészonhetéen a helytelen szallitasnak és tarolasi korilményeknek. Az ilyen mintak fals -

negativ eredményeket adhatnak és hulladékként kezelhetSek.

Kemoterapeutikumok, célzott terapias gyogyszerek és antihormonalis kezelések

Kemoterapeutikumok (taxanok, cisplatin, oxaliplatin, 5-FU, antraciklin, irinotekan etc.)
potencidlis citotoxinok és a vérmintdban [évd sejtek kdrosodasat, gyors sejthalalt
okozhatnak. Ez az AdnaTest immunmagneses gyongyodk haszndlata esetén a fals-negativ
eredmények nagy részét eredményezi. Ezeknek az anyagoknak az adagoldsa utan az
emberi szervezet 5-7 napra van sziksége a méregtelenitéshez (11.tablazat). A vérmintak
levétele ezalatt az id6 alatt nem térténhet meg az AdnaTest immunmagneses gyodngyok
hasznélataval egyiitt.

11. tablazat: Akemoterapeotikumok féléletideje

Gyogyszer Féléletidd Referencia

5-Fluouracil Legfeljebb 20 perc www.drugs.com/pro/fluorouracil -injection.html
Docetaxel Legfeljebb 11.1 6ra www.drugs.com/pro/docetaxel.html
Cis-platinum Legf eljebb 30 perc www.drugs.com/pro/cisplatin.html
Carbo-platinum Legfeljebb 5.9 éra www.drugs.com/pro/carboplatin.html
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Gyégyszer Féléletidd Referencia

Paclitaxel Korilbelul 25.4 6ra www.drugs.com/pro/paclitaxel.html

Hasonl6 figyelmeztetések érvényesen és ajanlottak a célzott terdpids kezelésekre
csakigy, mint az antitestes terapiakra (Herceptin®, bevacizumab, cetuximab etc.), tirozin
kindz blokkolokra (olaparib, Iressa®, Erbitux®, lapatinib etc.) és antihormonalis kezelésekre
(tamoxifen, abiraterone, enzalutamide stb.) egyetlen hatéanyagként vagy kemoterapias

szerekkel kombinalva.

Az AdnaTest immunmagneses gyodngyokkel azonositott és jellemzett keringd tumorsejtek
(CTC) prognosztikai értékét mutatd klinikai vizsgalatokban a kemoterédpias szerek, a
célzott terapidk vagy a hormondlis terapiak negativ interferenciajat nem figyelték meg,
feltéve, hogy a varakozasi idé betartottak legalabb 7 nappal a beadas utan. Tovabba a
kdzds gyogyszerelés negativ hatadsa (Aspirin, ibuprofen, aprepitant, szteroidok stb.) nem

valészinl, de ellenérzés alatt all.

Interferal6 korulmények

Véralvadas

A Klinikai vizsgalatok 6sszefliggésében az AdnaTest immunmagneses gyongyokkel torténd
inkubdlas utén figyelték meg a véralvadast - leggyakrabban a betegség késéi stadiumaban
szenvedd betegek vérmintain. Az alvadast mutaté vérmintak az AdnaTest munkafolyamat
soran nehezen feldolgozhatok a megndvekedett viszkozitas miatt és nehéz pipettazni.
Eifogadhatatlanul sok szennyez6 leukocitat is tartalmaznak, amelyek hamis pozitiv

eredményhez vezetnek. Azilyen mintakat el kell dobni.
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Jéindulati szeni megbetegedések és kronikus gyulladasos allapotok

Joindulati szervi megbetegedések és a krénikus gyulladasok, mint példaul az arthritis,
joindulatd  prosztata megnagyobbodas, Crohn betegség sth., nem vezet fals-pozitiv

AdnaTest eredményhez.

Akut allergia
Akut allergias éallapotok esetén az AdnaTest immunmagneses gyodngyok hasznélataval
fokozodik a szennyezd leukocitdk szama a CTC-dUsitas utan. Ezért a hamis pozitiv

eredményeket nem lehet teliesen kizarni.

Klinikai vizsgalatok

Osszesen 12, metasztatikus kasztracié-rezisztens prosztatarakban (CRPC) szenvedd
beteget kovettek a docetaxel-kezelés soran. Az elsé mintat az els vonalban vizsgaltak és
2 tovabbi mintat elemeztek a kdvetés soran.

Az AR aktivalassal kapcsolatban egyértelmiien bebizonyosodott, hogy az AR aktivalasa és
deaktivalasa erésen 0sszefligg a terapias beavatkozas miatti CTC-eliminacié aranyaval.
Azonban a CTC pozitivitasi rata a kezelés alatt 70% -rdl a kiindulasi értékrél -35% -ra esett
visszaa kovetés soran, és az AR pozitivitds 55% -rol 11% -ra csokkent. A terapia miatt az
AR-pozitiv CTC szubklénokat a docetaxel kezelés jobban befolyasolja, mint az AR-negativ
CTC. Ezek a medfigyelések jol korrelalnak a Darshan és mtsai. 2011-ben megfigyelésével,
ahol az AR nukleéris transzport és jelatvitel taxan okozta blokadjat figyelték meg.

Ezek az eredmények jelzik a CTC-k specifikus és érzékeny kimutatasat a prosztatarak

klinikai mintain, valamint a terapias célokkal kapcsolatos genetikai profilok értékelését.
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Rendelési informaciok

Termék A kit tartalma Kat. szam
AdnaTest A CTC-k izolalasara és az azt kdvetd mRNS 395432
ProstateCancerSelect kivonasra alkalmas kit telies human veérbdl,

12 minta feldolgozasara
AdnaTest RT-PCR kit, mely a feldusitott 396432
ProstateCancerDetect tumorsejtekbdl a prosztatarak asszocialt

génexpresszio detektalasara szolgal

Kapcsolodo termékek

AdnaTubes 12 minta csé EDTA-tartalommal. Kizaroélag 399932
antikoagulalt vérmintahoz hasznalhaté, A-
CDA vérgyljté csében BD
AdnaMag-L 8 cs6hoz, 15 ml 399921
AdnaMag-S 8 cs6hoz, 1.5 m 399911
Sensiscript RT Kit (50) 50 reverz-transzkripcios reakciohoz:* 205211
Sensiscript Reverse Transcriptase, 150 pl
10x Buffer RT, 100 ul dNTP Mix (tartalmaz 5
mM-t minden egyes dNTP-bdl), 1.1 ml RNaz
mentes viz
HotStarTaq Master Mix 3 x 0.85 ml HotStarTaq Master Mix (tartamaz 203443
Kit (250 V) 250 units HotStarTaq DNA Polymerase,
PCR Bufferwith3 mM MgClz, and 400 pM-t
minden egyes dNTP-b6l) és 2 x 1.7 ml RNaz
mentes viz
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* The Sensiscript RT Kit (50) 25 darab AdnaTest ProstateCancerDetect-t hasznalé mintdhoz elegendd, mivel
mindkét reakciéhoz kétszeres térfogat sziikséges.
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A naprakész engedélyezési informaciok és termékspecifikus felelésségbiztositasok
tekintetében tekintse meg az erre vonatkoz6 QIAGEN kit kézikbnyvét vagy haszndlati
Utmutatéjat. A QIAGEN kit kézikonyvének és felhasznaldi kézikdnyvek a
www.giagen.com cimen érhetdk el, vagy kérheték a QIAGEN Miszaki szervizétél vagy a

helyi forgalmaz6tol.

Korlatozott Licenc megéllapodas az AdnaTest ProstateCancerSelect és AdnaTest ProstateCancerDetect kitekre
Ennek a terméknek a haszndlataval barmely a kit-et beszerz6 és haszndld kinyivanitia beleegyezését a kovetkezd feltételekbe:

1 A termék a hozza adott kézikonyvben szerepld protokollokkal Gsszhangban és csak a készletben taldlhatd elemekkel egyitt hasznéhaté. A QIAGEN
valamennyi szellemi tulajdonjoga alapjan nem jérul hozza, hogy felhaszndligk és beleépitsék a készletben 1évo elemeket a készletben nem megtaldlhatd
elemekkel, kivéve abban az esetben, ha az szerepel atermékhez biztositottz kéézikonyvben, protokollokban vagy a www.giagen.com honlapon talahaté
tovabbi protokoliok valamelyikében. Néhany ezek kozil a tovéabbi protokollok kozil a QIAGEN felhasznalok &ltal més QIAGEN felhaszndlok részére bocsétott
protokollok. Ezeket a QIAGEN nem vetette ala alapos teszteknek és nem optimalizélta. A QIAGEN sem garanciat sem szavatossagot nem vallal arra, hogy
ezek nem sértik harmadik fél jogait,

A kifejezett licenceken kivil a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a készlet és/vagy ennek hasznélata harmadik fél jogait nem sérti

A kit és Osszetevbinek licence csak egyszeri hasznélatra érvényes, nem szabad azt Ujra felhaszndlni, felljitani vagy CGjra értékesiteni.

A QIAGEN egyértelmiien elutasit minden mas (kifejezett vagy hallgatdlagosan beleértett) licencet, amelyet kilon nem nyilvanitott ki.

A kit vevdje és felhasznaldja elfogadja, hogy sem 6 maga nem teszi és senki masnak sem engedélyez semmilyen Iépést, amely a fenti pontokban tittott
cselekményre vezet vagy elésegiti azt. A korlatozott licenc egyezménybe foglalt korlatozasokat a QIAGEN barmely birésagon keresztil érvényesitheti,
tovabba alicenc megszegbjét a nyomozati és birosagi elidras telies koltségének megtéritésére kotelezheti, beleértve az Ugyvédi dijakat is abban az
eligrasban, amelynek célia a korlatozott licenc, valamint a kit-hez és Gsszetevéihez kapcsolddd szellemi tulajdonjog betartatésa.

o wN

A legfrissebb licenc feltételekért latogassa meg a www.qiagen.com honlapot.

Ennek a terméknek a megvasarlasa feliogositia a vevét a kit human in vitro diagnosztikai  szolgaltatas teliesitményszinten vald haszndlatra. A vasérlassal
megszerzett haszndlati jogon kivil semmiyen alttaldnos szabadalmi vagy barmilyen maés licensz engedélyre nem jogosit ez a megallapodas.

Védiegyek: QIAGEN®, Sample to Insight®, HotStarTaq®, Sensiscript® (QIAGEN Group); Agilent® (Agilent Technologies, Inc.); ERBITUX® (ImClone LLC., a wholly-
owned subsidiary of Eli Lily and Company); Herceptin® (Genentech, Inc.); IRESSA® (AstraZeneca Group) LabChip® (Caliper Life Sciences, Inc.); Sarstedt®, S-
Monovette® (Sarstedt AG and Co.); Vacutainer® (Becton Dickinson and Company).

HB-2396-001 © 2017 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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