Brezen 2017

Prirucka k testu
AdnaTest
ProstateCancerSelect a
ProstateCancerDetect

; 12 (katalogové &islo 395432)

12 (katalogové €islo 396432)
K obohaceni nadorovych bunék z celé krve pacientt s karcinomem prostaty a detekci
genoveé exprese spojené s karcinomem prostaty v obohacenych nadorovych burikach.

Pro diagnostiku in vitro
Verze 1

Ce

395432 (AdnaTest ProstateCancerSelect)
396432 (AdnaTest ProstateCancerDetect)

u QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, NEMECKO

R1 1106692CS

00000
—  Sample to Insight QIAGEN —




Obsah

BRI POUZIT ..ot ettt ettt et e e e et e e ee e e e en e 4
SRMULT @ VYSVEEIENT ... 4
PrHINCID MELOAY ... ettt ettt e et e e e s ebeee s 5
AdnaTest ProstateCanCerSEIECE.........occvviiiiiieeiiii e 5
AdnaTest ProstateCanCerDELECT..........ccvviiiiiieeiiiiie e 6
DOAVANE MALETTAIY.....eieeeie ittt e s s 7
ODSAN SOUPTAVY ....veiiiiieiiiiiiiee et e et e e e e s st e e e e e e st bar e e e e e e s seatbaaeaaeeessnees 7
Pozadované materialy, které nejsou sou€asti dodavKy ..........cccceeviiiiiiiii, 9
AdnaTest ProstateCanCerSEIECE.........occvviiiriieeiiie e 9
AdnaTest ProstateCanCerDELECT..........ccvviiiiieeiee e 10
Upozornéni a bezpeCnostni Opatieni ...........ciiiiiiiiiiiie e 11
Bezpelnostni iNfOrMACE..........ciiiiiiiiii e 11
INFOrMACE O POUZILE ...t e e e e s r e e e e e s aaees 11
PaENTY ..o e 11
Skladovani €inidel @ manipulace S NIMi.........eeeiiiiiii e 12
SKIAOOVANT ...ttt e 12
= a1 o 10 = Lo = PR E PRSPPI 12
Manipulace se vzorky a JejiCh UIOZENT ........cueiieiiiiee e 13
PFIPraVva VZOIKU ......coeiiii ittt 13

Protokol: Obohaceni nadorovych bunék pomoci testu AdnaTest ProstateCancerSelect...14

Protokol: Detekce genové exprese souvisejici s nadorem prostaty vyjadieného v
obohacenych nadorovych burikach pomoci AdnaTest ProstateCancerDetect................... 17

2 Ptirucka k testu AdnaTest ProstateCancerSelect a ProstateCancerDetect 03/2017



Protokol: Multiplex a SinglepleX PCR ...t 22

INterpretace VYSIEAKU ........oouiiiiiii s 25
Analyza fragmentu na Agilent 2100 BiO@NalYZer............ccceieiiiieiiiiiiienee e 25
RESENT PrODIBMU ... ..ottt ne e et en s s sttt senans 29

KONEFOIA KVAIILY ..ottt e et e e e e e e e e e e e e e anees 29

(O] 0017.2=T o 1 H OO PP PP OUPPP PPN 29

Charakteristika UCINNOST .........uuiiiiiiiie e 30
ZACNYL .. 30
ST 01T ol (T = U TP PSPPI 30
REProdUKOVALEINOST .......uiiiiiiiee e e e e e e e et r e e e e e e snees 31
PEESNOST ... s 31
INEEITEIUJICT TALKY ..everieeieeeee e e e e e r e e e e e s anees 32
Interferujici POAMINKY .......oiiiii e 33
KINICKE STUIE ...ttt 34

(T = LD = T PSP PP PUPRT 34

ZKEAEKY ..ttt e et e ettt e et n 35

SYMIDOIY ettt 36

INfOrmMace Pro ODJEANANT. ........ceiiiiii et e e e e e e e e nnaeee s 37

PFirucka k testu AdnaTest ProstateCancerSelect a ProstateCancerDetect 03/2017 3



Ugel pouziti

AdnaTest ProstateCancerSelect je in vitro diagnosticka metoda uréena k
imunochemickému obohaceni obihajicich nadorovych bunék z antitrombotickych vzorkd
celé krve ziskanych od pacientl s rakovinou prostaty kombinaci epitelialnich a nadorovych
antigen(.

AdnaTest ProstateCancerDetect je in vitro diagnosticka zkouska ur€ena k analyze profilll
genové exprese nadorovych bunék reverzni transkripci a metodou multiplex PCR a
naslednou denzitometrickou analyzou PCR produktl automatizovanou kapilarni
elektroforézou vyuzivajici Bioanalyzer Agilent® 2100.

AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect neni uréen ke screeningovym ucelim a nema se
pouzivat jako diagnosticka zkouska k potvrzeni pfitomnosti karcinomu prostaty.

Tento produkt je uren pro pouziti profesionalnimi uzivateli, napf. techniky a lékafi
vySkolenymi v technikach molekularni biologie.

Shrnuti a vysvétleni

Test AdnaTest ProstateCancerSelect umoznuje imunomagnetické obohacovani
nadorovych bunék pomoci epitelovych a nadorovych antigend. Test AdnaTest
ProstateCancerDetect je uréen pro analyzu genové exprese souvisejici s nadorem prostaty
v imunomagneticky obohacenych nadorovych burikdch pomoci reverzni transkripce a
PCR.
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Princip metody

AdnaTest ProstateCancerSelect

Protilatky proti epitelovym a nadorovym antigenim jsou konjugovany na magnetické
kulicky, coz umozni oznaleni nadorovych bunék v plné krvi. Oznadené burfky jsou
extrahovany koncentratorem magnetickych ¢astic (AdnaMag-L a AdnaMag-S) a nasledné
lyzovany (obr. 1).

Bunéény lyzat prochazi dalsi analyzou testem AdnaTest ProstateCancerDetect.

AdnaTest
Zvolte kulicky Separace Bunéc¢na lyza

—_— - e
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< D CD

Inkubace

I {Z==

Zvolte AdnaTest

@  Krvinky o Nadorové buriky
# Magnetické kulicky potazené protilatkou nebo Oligo (dT)25

Obrazek 1. AdnaTest ProstateCancerSelect: Inunomagneticka selekce bunék s nékolika protilatkami
spojenymi s nadorem V prvnim kroku jsou obohaceny CTC v krvi (zvolte AdnaTest) Dosahne se toho pomoci
magnetickych ¢astic (kulicek) potazenych protilatkou. Jsou pouzity nékteré protilatky, které se vazi s velkou
specifi¢nosti a afinitou na odpovidajici nadorové buriky. Obohacené buriky jsou lyzovany a nasledné nékolikrat
Cistény pro extrahovani mRNA.
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AdnaTest ProstateCancerDetect

Test AdnaTest ProstateCancerDetect obsahuje kulicky potazené Oligo (dT)zs pro izolaci
mRNA z lyzatu pfedem obohacenych nadorovych bunék. Reverzni transkripci vznika
cDNA, ktera se nasledné pouziva jako templat pro detekci a charakterizaci nadorovych
bunék pomoci testu Multiplex-PCR. AdnaTest PrimerMix ProstateDetect umozriuje
amplifikaci tfi nadorovych antigenll a jednoho kontrolniho genu. AdnaTest PrimerMix AR-
Detect umozniuje amplifikaci androgenniho receptoru (AR).

Reverzni . Multiplex
Separace transkripce Prikaz Vysledky PCR
— =P —> [EEn== -
mMRNA :___ |
I [

Zvolte AdnaTest

@ Krvinky @ Nadorové buriky
# Magnetické kulitky potazené protilatkou nebo Oligo (dT)25

Obrazek 2. AdnaTest ProstateCancerDetect: Multiplex PCR riznych nadorovych markerti spojenych s
rakovinou. Ve druhém kroku jsou obohacené buriky vySetfeny RT-PCR na nadorové expresivni vzorce.. Vlakna
mRNA jsou reverzné prepsana do cDNA. Nasledné muaze byt nékolik spojenych nadorovych markeru zesileno
pomoci multiplex PCR a vizualizovano.
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Dvé smési primert zkousky Adna tvofi tyto fragmenty:

PrimerMix ProstateDetect

e PSMA: 449 bp
e PSA: 357 bp
e EGFR: 163 bp
® Aktin: 120 bp (interni kontrola PCR)

PrimerMix AR-Detect

e AR:

440 bp

Poznamka: Velikosti fragmenti se mohou mirné lisit. Ujistéte se, Ze k vyhodnoceni

Zjisténych signalu pouzijete prfesné ovladaci prvky.

Dodavané materialy

Obsah soupravy

AdnaTest ProstateCancerSelect

Pocet testu 12
Katalogové éislo 395432
Sbérné zkumavky Collection Tubes 3x5
coL TUBE
(Sbérné zkumavky) (15 -
ml)
Sbérné zkumavky Collection Tubes coL TUBE 24
(Sbérné zkumavky) (1,5 -
ml)
Cervena ProstateSelect Beads PSB 1,2ml
(Kulicky ProstateSelect)
Cervena AdnaTest Lysis/Bindin LBB 2x1,2ml
Y 9
Buffer
(Lyticky/vazebny pufr)
Handbook (PFirucka) 1
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AdnaTest ProstateCancerDetect

Katalogové €. 396432

Pocet testul 12

AdnaTest RNA Schranka 1

Reagenty

Cervena AdnaTest Lysis/Binding LBB 2ml
Buffer
(Lyticky/vazebny pufr)

Oranzova Oligo (dT)25 Beads odT 280 pl
(Kulicky Oligo (dT)25)

Bila RNA Purification Buffer A BA 4ml
(RNA Purifika¢ni pufr A)

Bila RNA Purification Buffer B BB 4 ml
(RNA Purifikaéni pufr B)

Fialova Tris-HCL Buffer (Tris- B 2ml
HCL pufr)

AdnaTest Schranka 2

ProstateCancerDetect

Modra AdnaTest PrimerMix PMP 144 pl
ProstateDetect

OranZova AdnaTest Positive CONTROL 40 pl
Control Prostate (C+)
(Pozitivni kontrola
prostaty (C+))

Zluta AdnaTest PrimerMix PMA 144 pl
AR-Detect

Ruzova AdnaTest Positive CONTROL 40 pl
Control AR (C+)
(Pozitivni kontrola AR
(C+)
Handbook (PFiru¢ka) 1

Cinidla AdnaTest ProstateCancerDetect postaéi na analyzu 6 PCR kontrol a 12 krevnich

vzorkd.
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Pozadované materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a
ochranné bryle. DalSi informace si vyhledejte v pfisluSnych bezpecnostnich listech (safety
data sheets, SDS), které obdrzite od dodavatele vyrobku.

AdnaTest ProstateCancerSelect

Vybaveni
® Rotator zkumavek pro 15 ml a 1,5 ml zkumavky (napf. ELMI Ltd., katalogové ¢&. IMIX-03)

® Koncentratory magnetickych ¢astic

O AdnaMag-L (kat. ¢. 399921)
O AdnaMag-S (kat. €. 399911)

Materiél

® AdnaTube Tubes (zkumavky AdnaTube) (kat. €. 399932), pfi praci se zkumavkami BD
Vacutainer® ACD-A

e Sterilni 10 ml sklenéné nebo plastové pipety bez RNazy a pipetor

® Sterile, RNase-free 1.5 ml reaction tubes (Sterilni 1,5 ml reakéni zkumavky) bez RNazy
(napf. Sarstedt, kat. €. 72.690)

® Pipety a pipetovaci $picky bez RNazy s aerosolovou bariérou vhodné k pipetovani
objemd 100 pl az 1000 pl
Reagencie

® Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.0-7.3 (Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
(PBS), pH 7,0 -7,3) (napf. Fisher, kat. ¢. VX14190169, D-PBS)
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AdnaTest ProstateCancerDetect

Vybaveni

Tube rotator for 1.5 ml tubes (rotator zkumavek pro 1,5ml zkumavky) (napf. ELMI Ltd.,
kat. ¢. IMIX-03)

® Magnetic particle concentrator AdnaMag-S (koncentrator magnetickych ¢astic
AdnaMag-S) (kat. ¢. 399911)

® Termoblok nebo vodni lazen (65°C)

® Termocykler s vyhfivanym vikem a rychlosti ohfevu 2°C/s.

e Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)

Material

e Sterilni tenkosténné 0,2 ml PCR zkumavky bez RNazy

® Sterile, RNase-free 1.5 ml reaction tubes (sterilni 1,5 ml reakéni zkumavky) bez RNazy
(napf. Sarstedt, kat. €. 72.690)

® Pipety a pipetovaci $picky bez RNazy s aerosolovou bariérou vhodné k pipetovani
objem 1 pl az 200 pl

Reagencie

e Sensiscript® RT Kit (Souprava pro reverzni transkripci Sensiscript®) (QIAGEN, kat.¢.
205211, 50 reakci)
O Poznamka: Sensiscript RT Kit (souprava pro reverzni transkripci Sensiscript)

(kat. €. 205211) postaci pouze pro 25 vzork(, protoZe pro kazdou reakci je nutny
dvojnasobny objem.

® Recombinant RNasin, RNase-inhibitor, 2500 U (rekombinantni RNAsin, inhibitor
RNazy, 2500 U) (Promega, kat. ¢. N2511)

e HotStarTaq® Master Mix (souprava HotStarTag® Master Mix) (QIAGEN, kat. ¢. 203443,
250 U)

® Drceny led
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Upozornéni a bezpecnostni opatreni

Pro diagnostiku in vitro

Bezpecénostni informace

Pfi manipulaci s chemikaliemi noste vzdy laboratorni odév, jednorazové rukavice a
ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich bezpecnostnich listech
(SDS). Jsou k dispozici také online v PDF formatu na strankach www.giagen.com/safety,
kde muzete najit, precist a vytisknout bezpecnosti listy vSech souprav a soucasti souprav
QIAGEN.

Vzorky a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi predpisy.
Informace o pouziti

Tyto testy mUze provadét pouze personal vyskoleny v technikdch molekularni biologie.
Patenty

Test AdnaTest ProstateCancerDetect vyzaduje licence spole¢nosti Hoffmann-La Roche

AG, Basel. Zakoupeni testd AdnaTest ProstateCancerDetect neposkytuje uZivateli

opravneéni provadét PCR bez licence.
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Skladovani Cinidel a manipulace s nimi

Skladovani

Systém AdnaTest ProstateCancer je dodavan ve ftfech krabickach. AdnaTest
ProstateCancerSelect (kat. €. 395432) a AdnaTest RNA Reagent Box krabice 1 (krabice 1
kat. €. 396432) musi byt skladovan pfi teploté 2—8°C. Komponenty nesmi byt pouzivany po
uplynuti doby pouZzitelnosti.

AdnaTest ProstateCancerDetect krabice 2 (krabice 2 kat.€. 396432) obsahujici AdnaTest
PrimerMixes a AdnaTest pozitivni ovladaci prvky, musi se skladovat zvlast pfi teploté —30
az —15°C. K zabranéni mozné kontaminace a opakovanych zmén teploty rozdélte pomérné

zakladni smés. Soucasti nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.
Manipulace

o Kulicky ProstateSelect obsahuji jako ochrannou latku azid sodny. Azid sodny je
cytotoxicky a proto je nutné ho odstranit pfed pouZzitim kuli¢ek. (Viz “Protokol:
Obohaceni nadorovych bunék pomoci testu AdnaTest ProstateCancerSelect”, strana
14.)

® VSechny soucasti a dalSi €inidla od jinych dodavatell je nutné uchovavat podle jejich
pokyn(l. Dodrzujte bezpecnostni informace pfislusnych vyrobct.

® Aby nedoslo ke kontaminaci DNA, RNA a RNazou, pouZivejte ochranné rukavice.
o Kulicky ProstateSelect rozdélte na alikvotni podily, aby nedosSlo ke kontaminaci.

® Test se musi provést v daném poradi a ¢asy a teploty inkubace musi odpovidat vSem
prislusnym uvedenym specifikacim.

® Jestlize pfi obohacovani bunék dojde k aglutinaci kuli¢ek, vzorky zlikvidujte.
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® Aby nedoslo ke zkfizené kontaminaci, provedte pokud je to mozné zpracovani vzorku
véetné reverzni transkripce a naslednou analyzu amplifikovanych PCR produkt(
v oddélenych mistnostech.

® Pouziti vyrobki jinych nez doporu¢enych dodavatelll mize mit za nasledek horsi
vysledky.

® Dodrzujte laboratorni bezpec¢nostni a hygienické pfedpisy (napf. noste laboratorni

odév, ochranné bryle a rukavice).

Manipulace se vzorky a jejich ulozeni

Priprava vzorku

® Krevni vzorky je nutné odebrat pfed pouzitim terapeutickych latek. Test AdnaTest
ProstateCancerSelect nepouzivejte dfive nez 7 dni po poslednim lé¢ebném zasahu!

® Odbér krve: Pokud je pfeprava vzorku kratSi nez 4 hodiny, pouzijte zkumavky
obsahujici EDTA jako antikoagulans (napi. S Monovette® K3 EDTA, Sarstedt [kat.¢.
01.1605.001]) k odbéru alespon 7,5 ml pIné krve.

® Pokud je pfeprava vzorku delSi nez 4 hodiny, pouzijte zkumavky BD Vacutainer ACD-A
Tubes (Becton Dickinson GmbH, kat.¢. 366645 [EU]; 364606 [US]) k odbéru alespon
8,5 ml pné krve. Pfed dal$im zpracovanim pomoci AdnaTest musi byt 5 ml ACD-A krve
preneseno do zkumavky na vzorky AdnaTube, kat. ¢. 399932.

® Krev je nutné okamzité uchovavat pfi 4 - 8 °C.

® Vzorky je nutné zpracovat co nejdfive, ale nejpozdéji 4 hodiny po odbéru krve pfi
pouziti standardnich EDTA zkumavek nebo do 30 hodin pfi pouziti zkumavek na sbér
krve BD Vacutainer v kombinaci se zkumavkami AdnaTubes.

® Nesmi dojit k hemolyze krve.
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Protokol: Obohaceni nadorovych bunék pomoci
testu AdnaTest ProstateCancerSelect

Dulezité body, nez zacnete

® Pred zahajenim postupu si pfe¢téte “Upozornéni a bezpeénostni opatfeni” (strana 11),
“Skladovani ¢inidel a manipulace s nimi” (strana 12) a “Manipulace se vzorky a jejich

uloZeni” (strana 13).

® Pred pouZitim je nutné promytim kuliCek ProstateSelect odstranit azid sodny podle
postupu popsaného nize v “Postup A: Pfiprava kuliek ProstateSelect”.

® Pouzijte dodané 1,5 ml sbé&rné zkumavky pouze pro oznaceny krok protokolu.

Co je tfeba udélat, nez zacnete

® Zajistéte, aby byl pufr AdnaTest Lysis/Binding vytemperovan na pokojovou teplotu.
Jestlize pozorujete usazeniny, vytemperujte pufr na teplotu laboratofe a michejte jej,
dokud se usazeniny zcela nerozpusti.

Postup A: Priprava kulicek ProstateSelect

1. Dukladnym pipetovanim resuspendujte kulicky ProstateSelect; nevortexujte!

2. Vypoctéte objem kulicek ProstateSelect nutny pro vSechny zpracované vzorky (100 pl
na vzorek) a pfeneste vypocteny objem do 1,5 ml reakéni zkumavky (neni soucasti
dodavky).

Jestlize zpracovéavate vice nez 10 vzorkd, pouzijte dalSi 1,5 ml reakéni zkumavky

(nejsou soucasti dodavky).
3. Vlozte zkumavku do AdnaMag-S.
4. Po 1 minuté odstrarite supernatant pomoci pipety.

Poznamka: Pfi odstrafiovani supernatantu se nedotykejte kuli¢ek!
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5.

Kroky promyvani:

5a. Z AdnaMag-S vyjméte magneticky posuvnik.

5b. Pridejte 1 ml PBS a opakovanym pipetovanim resuspenduijte kulicky.
5c.  Vlozte magneticky posuvnik zpét do AdnaMag-S.

5d. Po 1 minuté odstrarite zcela supernatant pomoci pipety.

5e. Opakuijte dvakrat kroky 5a az 5d (celkem tfi promyti).

. Vyjméte zkumavku z AdnaMag-S a resuspendujte kuli¢ky v PBS na plGvodni objem

(100 pl na vzorek). Pokracujte postupem “Postup B: Vybér nadorovych bunék” nize.

Postup B: Vybér nadorovych bunék

1.

PFi pouziti standardnich EDTA zkumavek pipetujte 5 ml vzorku krve do 15ml sbérné
zkumavky.

PFi pouziti krve ACD-A ve zkumavce BD Vacutainer ACD-A pfeneste 5 ml krve do
AdnaTube.

Poznamka: AdnaTubes jsou povinné pfi pouziti zkumavek BD Vacutainer ACD-A.

Pipetovanim ddkladné resuspendujte kulicky ProstateSelect (pfipravené v kroku 6
postupu A) a 100 pl té&chto kuliek pfidejte do kazdého vzorku krve.

. Pomalu otacejte zkumavkami (asi 5 ot./min) po dobu 30 minut pfi teploté laboratofe na

zafizeni, které umoznuje jak naklanéni, tak otaceni.
Vlozte zkumavky do AdnaMag-L bez magnetického posuvniku. Pohybem AdnaMag-L

smeérem dol{i uvolnéte kapky krve zachycené ve vicku.

VloZte magneticky posuvnik a inkubujte zkumavky v AdnaMag-L po dobu 3 minuty
pfi teploté laboratorfe.

10 ml pipetou zcela odstrarite krevni supernatant, aniz byste se dotkli kuli¢ek.
Poznamka: P¥i odstrafiovani supernatantu se nedotykejte kulicek!
Kroky promyvani:

7a. Z AdnaMag-L vyjméte magneticky posuvnik.
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7b. Pridejte 5 ml PBS. Uzaviete zkumavky a opatrnym protfepanim AdnaMag-L 5kréat
tam a zpét resuspendujte komplexy magnetickych kuli¢ek s burikami.

7c. Pohybem AdnaMag-L se zkumavkami dvakrat smérem dolG uvolnéte kapky
zachycené ve vicku.

7d. Vlozte magneticky posuvnik do AdnaMag-L a inkubujte 1 minutu pfi teploté
laboratofe.

7e. Pipetou zcela odstrarite supernatant.

7f. Opakujte dvakrat kroky 7a az 7e (celkem tfi promyti).

8. Z AdnaMag-L vyjméte magneticky posuvnik.

9. Resuspendujte komplexy magnetickych kuli¢ek s burikami v 1 ml PBS a preneste
kazdy vzorek do 1,5 ml reakéni zkumavky (neni soucasti dodavky).

10.Reakéni zkumavky viozte do AdnaMag-S s magnetickym posuvnikem.
Poznamka: Magneticky posuvnik je mozné do AdnaMag-S vlozit dvéma zpUsoby.
Vzdy vkladejte posuvnik bilym plastovym filmem smérem dopfedu, abyste se uijistili,
Ze magnety jsou v blizkosti reakénich zkumavek.

11.Po 1 minuté pipetou zcela odstrarite supernatant, aby optimalné probéhla nasledna
bunééna lyze.

12.Z AdnaMag-S vyjméte magneticky posuvnik.

13.Do kazdé reakéni zkumavky pfidejte 200 pl lytického/vazebného
pufru (vytemperovaného na teplotu laboratofe). Nejméné 5krat pipetujte, aby doslo
k resuspendaci.

14.Magneticky posuvnik vioZte do AdnaMag-S a inkubujte 1 minutu.

15.Supernatanty (bunééné lyzaty) pfeneste do novych 1,5 ml reakénich zkumavek
(je soucasti dodavky).

16.Zlikvidujte zkumavky s kulickami.

17.0kamzité pokracujte s izolaci mRNA (viz “Protokol: Detekce genoveé exprese
souvisejici s nadorem prostaty vyjadieného v obohacenych nadorovych burikach

pomoci AdnaTest ProstateCancerDetect”, strana 17) nebo uchovejte bunééné lyzaty
pfi max. —20 °C nejdéle 2 tydny.

16 Ptirucka k testu AdnaTest ProstateCancerSelect a ProstateCancerDetect 03/2017



Protokol: Detekce genove exprese souvisejici s
nadorem prostaty vyjadreného v obohacenych
nadorovych bunkach pomoci AdnaTest
ProstateCancerDetect

Dulezité body, nez zacnete

Pfed zahajenim postupu si pfectéte “Upozornéni a bezpecnostni opatfeni” (strana ), “11”
(strana ) a “Skladovani €inidel a manipulace s nimi” (strana 12).

Postupy A az C popisuji izolaci mMRNA a reverzni transkripci.

Pouzijte dodané 1,5 ml sbé&rné zkumavky pouze pro oznaceny krok protokolu.

Co je tfeba udélat, nez zaCnete

Zajistéte, aby byl pufr AdnaTest Lysis/Binding vytemperovan na pokojovou teplotu.
Jestlize pozorujete usazeniny, vytemperujte pufr na teplotu laboratofe a michejte jej,
dokud se usazeniny zcela nerozpusti.

Vytemperujte RNA purifikacni pufr A a RNA purifikaéni pufr B na teplotu laboratofe.
Umistéte Tris-HCI pufr na led.

Rozpustte 10x pufr RT a dNTPs ze soupravy pro reverzni transkripci Sensiscript pfi
teploté laboratofe. Vortexujte. Kratce odstfedte a uloZte na led. Rozmrazte vodu bez
RNazy (soucast soupravy pro reverzni transkripci Sensiscript).

Nastavte termoblok nebo vodni lazer na 65°C.

Postup A: Priprava kuli¢ek Oligo(dT)zs

1.

Dukladnym pipetovanim pred pouzitim resuspendujte Dynabeads Oligo(dT)zs;
nevortexujte!
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2. Vypoctéte objem kuli¢ek nutny pro vSechny zpracované vzorky (20 pl na vzorek plus
10%) a pfeneste vypocteny objem do 1,5 ml reakéni zkumavky bez RNazy (neni
soucasti dodavky).

3. Vlozte zkumavku do AdnaMag-S.

Poznamka: Magneticky posuvnik je mozné do AdnaMag-S vlozit dvéma zpUsoby.
Vzdy vkladejte posuvnik bilym plastovym filmem smérem dopfedu, abyste se ujistili, Zze
magnety jsou v blizkosti reakénich zkumavek.
4. Po 1 minuté odstrarite supernatant pomoci pipety.
5. Kroky promyvani:
5a. Z AdnaMag-S vyjméte magneticky posuvnik.
5b.  Pfidejte pavodni objem (krok 2, strana 18) lytického/vazebniho pufru a
opakovanym pipetovanim resuspendujte kulicky. Resuspendaci provadéjte
opatrné, aby nedoslo ke zpénéni.
5c.  Vlozte magneticky posuvnik do AdnaMag-S.
5d. Po 1 minuté zcela odstrarite supernatant.
5e. Opakujte dvakrat kroky 5a az 5d (celkem dvé promyti).
6. Vyjméte zkumavku z AdnaMag-S a resuspenduijte kulicky v lytickém/vazebném pufru
na plUvodni objem (krok 2, strana 18). Pokracujte “Postup B: izolace mRNA ".

Postup B: izolace mRNA
1. Pridejte 20 pl Oligo(dT)z2s kuliek (krok 6, vySe) do kazdé zkumavky obsahujici bunéény
lyzét (krok 15, strana 16).

2. Pomalu otacejte zkumavkami (asi 5 ot./min) po dobu 10 minut pfi teploté laboratore na
zafizeni, které umoznuje jak naklanéni, tak otaceni.

3. Zkumavky vloZte do AdnaMag-S bez magnetického posuvniku. Pohybem AdnaMag-S
smérem dol( uvolnéte kuli¢ky a kapalinu zachycenou ve vicku.

4. Vlozte magneticky posuvnik a po 1 minuté odstrarite supernatanty.
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5. Kroky promyvani 1:

5a.
5b.

5c.
5d.
Se.

Z AdnaMag-S vyjméte magneticky posuvnik.

Do kazdé zkumavky pfidejte 100 pl promyvaciho pufru A a opakovanym
pipetovanim resuspenduijte kulicky. Aby nedoslo ke ztraté zadnych kulicek,
ddkladné oplachnéte vicko a sténu zkumavky.

Vlozte magneticky posuvnik do AdnaMag-S.

Po 1 minuté zcela odstrarite supernatant.

Opakujte dvakrat kroky 5a az 5d (celkem dvé promyti).

6. Kroky promyvani 2:

ba.
6b.

bc.
6d.

be.

Z AdnaMag-S vyjméte magneticky posuvnik.

Do kazdé zkumavky pfidejte 100 ul RNA promyvaciho pufru B. Pipetovanim
resuspendujte kulicky a pfeneste do novych 1,5 ml reakénich zkumavek (dodano).
Vlozte magneticky posuvnik do AdnaMag-S.

Po 1 minuté zcela odstrarite supernatant. Tento krok je nutné provadét velmi
peclivé (sledujte peletu), protoze kulicky mohou klouzat a omylem muize dojit

k jejich odstranéni.

Opakujte jednou kroky 6a az 6dve stejnych reakénich zkumavkach (celkem dvé
promyti).

7. Z AdnaMag-S vyjméte magneticky posuvnik.

8. Do kazdé zkumavky pfidejte 100 ul ledové studeného Tris-HCL pufru a pipetovanim

resuspendujte kulicky.

9. Vlozte magneticky posuvnik do AdnaMag-S.

10.Po 1 minuté zcela odstrarite supernatant.

11.Z AdnaMag-S vyjméte magneticky posuvnik.

12.Resuspendujte komplex mRNA/kulicky v 14,75 pl vody bez RNazy.

13.Pfeneste zkumavky do termobloku nebo vodni 1dzné a inkubujte 5 minut pfi 65°C.

14.Zkumavky okamzité poloZte na led na nejméné 2 minuty.

15.Pokracujte ihned (do 5 minut) reverzni transkripci (Postup C: Reverzni transkripce

pomoci soupravy Sensiscript RT).
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Komplex mRNA/kuli¢ky neuchovaveijte!

Postup C: Reverzni transkripce pomoci soupravy Sensiscript RT.

1.

Pfipravte RT Master Mix na ledu. PCR Master Mix se pfipravuje dle tabulky 1 podle

poctu vzorkd.

Objem Master Mixu by mél byt o 10% vétsi, nez jste vypocitali pro celkovy pocet reakci

reverzni transkripce. Vzdy je nutné pfipravit reakci negativni kontroly bez pfidani

mRNA (kontrola RT).

RT Master Mix vortexujte. Kratce odstfedte a pipetujte 5,25 pl pro kazdou reakci do

0,2ml PCR zkumavek.

Opatrné pomoci pipety resuspendujte komplexy mRNA/kuli¢ky (krok 12, strana 19).

Preneste celkovy objem do 0,2 ml PCR reakéni zkumavky obsahujici RT Master Mix.

Opakovanym pipetovanim dukladné promichejte.
Tabulka 1. Nastaveni reakce reverzni transkripce

Soucast Objem
RT Master Mix

10x Buffer RT (10x pufr RT) 2,0l
dNTP Mix (5 mM kazdy dNTP) 2,0u
Rnase inhibitor (Inhibitor Rnazy), 40 U/ul (Promega) 0,25 pl
Sensiscript Reverse Transcriptase (Reverzni 1,0 pl
transkriptaza Sensiscript)

Templatova RNA* 14,75 pl
mRNA/bead complex or RNase free water (Komplex
mRNA/kulicky nebo vody bez Rnazy)

Celkovy objem 20,0 pl

*

Jako kontrolu RT pfidejte misto komplexu mRNA/kuli¢ky 14,75 pl vody bez RNazy. Objem komplexu
mRNA/kuli¢ky se muze mirné lisit. V kazdém pfipadé pro reverzni transkripci pouzijte celkovy objem!
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4. cDNA se syntetizuje v termocykleru za nasledujicich podminek (tabulka 2).
Tabulka 2. Program reverzni transkripce

Teplota Cas
37°C 60 minut
93°C 5 minut
4°C 0

5. Reakéni zkumavky s cDNA uloZte na led nebo je mlzete uchovat pfi max. —20 °C
nejdéle 4 tydny.
Pokracujte s “Protokol: Multiplex a Singleplex PCR”, strana 21.
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Protokol: Multiplex a Singleplex PCR

Dulezity bod pfed zahajenim
® Pfed zahajenim postupu si pfectéte “Upozornéni a bezpecnostni opatfeni” (strana ), “11”

(strana ) a “Skladovani €inidel a manipulace s nimi” (strana 12).

Co je tfeba udélat, nez zacnete

® Rozmrazit HotStarTag Master Mix (QIAGEN), AdnaTest PrimerMix ProstateDetect,
AdnaTest Positive Control Prostate, AdnaTest PrimerMix AR-Detect, AdnaTest Positive
Control AR a vodu bez R-Nazy. Kratce odstfedte a ulozte na led.

Postup A: Multiplex PCR (AdnaTest ProstateDetect)

1. PCR Master Mix se pfipravuje dle tabulky 3 podle poc¢tu vzork.
Vypocet objemu PCR Master Mix by mél zahrnovat alespon 10 % objemu navic.
Pamatujte, Ze vzdy je nutné zafadit AdnaTest pozitivni prostatickou kontrolu, vodu bez
RNazy jako negativni kontrolu a RT kontrolu.

2. Pro kazdou pfipravu nadavkujte 21,0 ul PCR Master Mixu do 0,2 ml PCR reakénich
zkumavek. Pipetovanim resuspendujte smés cDNA/kuli¢ek a pfidejte ji 4,0 pl do kazdé

reakéni zkumavky.

Poznamka: Jako negativni kontrolu pfidejte misto cDNA 4,0 pl vody bez RNazy.
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Tabulka 3. Priprava Multiplex-PCR

Soucast Objem
Multiplex PCR master mix
HotStarTag master mix 12,5l
RNase-free water (Voda bez Rnazy) 4,5 pl
PrimerMix ProstateDetect 4,0 pl
cDNA nebo
RT kontrola nebo

A . 4,0 pl
negativni kontrola (voda bez RNazy) nebo
pozitivni kontrola (C+) kazdy:
Celkovy objem 25,0 pl

3. Pro PCR se pouziva termocykler podle programu popsaného v tabulce 4. Spustte

termocykler s narGstem teploty 2°C/s. Béhem PCR probéhne celkem 42 cyklU.

Tabulka 4. PCR program cyklovani

Teplota Cas
Iniciaéni aktivaéni krok 95°C 15 minut
Cyklovani ve 3 krocich:
Denaturace: 94°C 30 sekund
Hybridizace: 61°C 30 sekund
Elongace: 72°C 30 sekund
Pocet cykll: 42
Koneéna elongace: 72°C 10 minut
4°C w

Chlazeni:

Postup B: Singleplex PCR (AdnaTest AR-Detect)

1. PCR Master Mix se pfipravuje dle tabulky 5 podle poétu vzorkd.

Vypocet objemu PCR Master Mix by mél zahrnovat alespori 10 % objemu navic.

Pamatujte, ze vzdy je nutné zaradit AdnaTest pozitivni kontrolu prostaty, vodu bez

RNazy jako negativni kontrolu a RT kontrolu.
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Pro kaZdou pfipravu nadavkuijte 21,0 yl PCR Master Mixu do 0,2 ml PCR reak¢nich
zkumavek. Pipetovanim resuspendujte smés cDNA/kuli¢ek a pfidejte ji 4,0 ul do kazdé
reakéni zkumavky.

Poznamka: Jako negativni kontrolu pfidejte misto cDNA 4,0 pl vody bez RNéazy.

Tabulka 5. Priprava Singleplex-PCR

Soucast Objem

Singleplex-PCR master mix

HotStarTag master mix 12,5l
RNase-free water (Voda bez Rnazy) 4,5 pl
PrimerMix AR-Detect 4,0 pl
cDNA nebo

RT kontrola nebo
negativni kontrola (voda bez RNazy) nebo
pozitivni kontrola (C+) kazdy:

4,0 pl

Celkovy objem 25,0 pl

3.

Pro PCR se pouziva termocykler podle programu popsaného v tabulce 6. Spustte
termocykler s narGistem teploty 2°C/s. BEhem PCR probéhne celkem 35 cyklU.
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Tabulka 6. PCR program cyklovani

Teplota Cas
Iniciaéni aktivaéni krok 95°C 15 minut
Cyklovani ve 3 krocich (35
cyklu): 94°C 30 sekund
Denaturace:
Hybridizace: 60°C 30 sekund
Elongace: 72°C 60 sekund
Pocet cykll: 35
Koneé&na elongace: 72°C 10 minut
4°C 0

Chlazeni:

Interpretace vysledku

Analyza fragmentu na Agilent 2100 Bioanalyzer

Doporu€ujeme analyzu pomoci Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) na DNA
1000 LabChip®. Postupujte podle pokynu v pfiruéce k DNA 1000 LabChip a dbejte na to,
aby nedoslo k pfenosu kulicek do LabChip. Magnetické kuli¢ky v gelu mohou byt pfi¢inou

nespravnych vysledka.

1. Spustte software pfistroje Bioanalyzer 2100 expert. Zvolte , Instrument" (Nastroj)

pod ,,Contexts" (Prostredi) a pak kliknéte na tlacitko , Assay" (Test) vedle ,Assay

Selection" (Volba testu).

2. Zvolte ,Electrophoresis" (Elektroforéza) > DNA 1000 Series Il.xsy. Pripravte Cip a

spustte cyklus.

3. Pro vyhodnoceni vysledk( nastavte prahovou hodnotu detekce:
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3a. Zvolte , Data" (Udaje) pod , Contexts" a pak kliknéte na tabulku ,, Assay
Properties" (Vlastnosti testu” tab. Zvolte ,, Global" (Celkové) a , Normal"
(Normalné) z rozeviraci nabidky vpravo.

3b. Zvolte ,Sample Setpoints" (Nastavovaci hodnoty vzorku) > , Integrator"”
(Integrator) > , height threshold (FU)" (Prahové vyska) (Nastavené body
vzorku > Integrator > prahova hodnota vysky piku) a abyste mohli detekovat
vSechny signdly, nastavte tuto hodnotu na 0 (vychozi hodnota je 20).

Analyza vysledkd AdnaTest ProstateDetect

Test je pozitivni, pokud je jasné detekovan PCR fragment nejméné jednoho nadorového
transkriptu (PSMA, PSA nebo EGFR).

Pomoci Agilent 2100 Bioanalyzer jsou maxima s koncentraci = 0,10 ng/ul pro pozitivni (obr. 3).

Fragment kontrolniho genu pro aktin musi byt detekovan ve vSech vzorcich pacientl
(interni kontrola PCR). Signal aktinu poskytuje pozitivni kontrolu Uspé&3né separace bunék,
reverzni transkripce a Multiplex-PCR. Vzorky negativni kontroly a RT kontroly nesmi
vykézat zadné pasy delSi nez 80 paru bazi (dimery primera).

Fragment delSi nez 900 bp oznacuje kontaminaci genomovou DNA. Separacni proces

nebyl Uspésny a vysledky jsou v tomto pfipadé neplatné.

DULEZITE: Pokud neni protokol presné dodrzen, miize to mit za nasledek fale$né
negativni nebo faleSné pozitivni vysledky.
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Obrazek 3. Vysledky vzorku testu AdnaTest ProstateCancerDetect analyzovanych na analyzatoru Agilent
2100 Bioanalyzer, Prvni pruh ukazuje hmotnostni standard DNA (DNA-Ladder). Vzorek 1 je pozitivni na EGFR,
vzorek 2 na PSMA a PSA a vzorek 3 je pozitivni na PSMA, PSA a EGFR. Vzorek 4 je negativni. Aktin je detekovan
ve vzorcich 1 az 4. PCR negativni (C-) a pozitivni kontrola (C+) jsou v poslednich dvou pruzich.

Analyza vysledk( AdnaTest AR-Detect

Pomoci Agilent 2100 Bioanalyzer jsou maxima s koncentraci = 0,15 ng/ul pro AR pozitivni
(obr. 4).

Fragment kontrolniho genu pro aktin musi byt detekovan ve vSech vzorcich pacientl
(interni kontrola PCR). Signal aktinu poskytuje pozitivni kontrolu Uspé&3né separace bunék,
reverzni transkripce a Singleplex-PCR. Vzorky negativni kontroly a RT kontroly nesmi
vykézat Zzadné pasy delSi nez 80 paru bazi (dimery primera).
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DULEZITE: Pokud neni protokol presné dodrzen, miize to mit za nasledek fale§né
negativni nebo falesSné pozitivni vysledky.
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Obrazek 4. AdnaTest ProstateCancerDetect vysledky singleplex PCR vzorku. Prvni pruh ukazuje hmotnostni
standard DNA (DNA-Ladder). Vzorky 1 az 3 a vzorek 5 jsou pozitivni na AR. Vzorek 4 je negativni. PCR negativni
(C-) a pozitivni kontrola (C+) jsou v poslednich dvou pruzich.
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Reseni problémd

Uvedené navody mohou pomoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se
systémem. DalSi informace mulzete najit také mezi €astymi dotazy (FAQ) na strankach
naSeho centra technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Védci z
technické podpory QIAGEN vzdy radi zodpovi VaSe otazky ohledné udaju a/nebo
protokolt v tomto manualu i obecné k technologiim pro pfipravu vzorkd a jejich rozbory
(moznosti navazani kontaktu viz zadni strana nebo navstivte www.giagen.com).

Kontrola kvality

V souladu se systémem fizeni jakosti spole¢nosti QIAGEN certifikovanym podle norem
ISO byla kazda Sarze sady AdnaTest ProstateCancerSelect a AdnaTest
ProstateCancerDetect testovana podle pfedem stanovenych kritérii, aby byla zarucena
jednotna kvalita produktu.

Omezeni

V8echny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

Produkt by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specidlné pouceni a vySkoleni

v metodice diagnostiky in vitro.
Je dulezité, aby si obsluha pfed pouzitim systému dukladné precetla pokyny k pouziti.

Pfesné dodrzovani pokynu k pouziti je bezpodmine¢né nutné k dosaZeni optimalnich
vysledkt PCR.
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Zkontrolujte data exspirace vytiSst€na na obalu a Stitcich vSech souclasti. NepouZivejte
soucasti po jejich datu exspirace.

Jakékoliv ziskané diagnostické vysledky se musi interpretovat v kontextu ostatnich
klinickych nebo laboratornich nalezu.

Charakteristika ucinnosti
Zachyt

Dvé prostatické nadorové buriky LnCap z kultivace byly pfidany do krevnich vzorkd od
zdravych darct krve s cilem zjistit  miry  zachytu testu  AdnaTest
ProstateCancerSelect/Detect (tabulka 7).

Tabulka 7. Mira zachytu testu AdnaTest ProstateCancer nadorovych bunék pfidanych do krevnich vzorki od
zdravych darcu krve

Pocet pozitivnich Celkovy pocet vzorku

Dvé nadorové buriky pfidany do 5 ml krve 38 (95%) 40

Pfi detekci 2 nadorovych bunék pfidanych do 5 ml krve od zdravych darcd je mira zachytu
95 %.

Specificita

Testem AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect bylo analyzovano 40 zdravych darcu
s cilem stanovit miru faleSné pozitivnich vysledkd pfi dané hraniéni hodnoté (zahrnuta

koncentrace fragmentt 0,10 ng/ul pro kazdy testovany gen kromé aktinu).

Tabulka 8. Stanoveni specificity

Kontroly Celkovy pocet vzorkl Pocet fale$né pozitivnich Specificita (%)

Zdravi darci 40 0 (0%) 100

30 Ptirucka k testu AdnaTest ProstateCancerSelect a ProstateCancerDetect 03/2017



Test AdnaTest ProstateCancerSelect/Detect vykazal specificitu 100 % (tabulka 8).

Reprodukovatelnost

Do kazdého ze dvaceti vzork( krve od zdravych darcd bylo pfidano 10 prostatickych
nadorovych bunék LnCap. Reprodukovatelnost testu AdnaTest
ProstateCancerSelect/Detect byla stanovena pomoci analyzy vzorkG krve dvéma
obsluhami. Reprodukovatelnost v ramci testu i mezi testy byla 100 % (tabulka 9).

Tabulka 9. Reprodukovatelnost testu AdnaTest ProstateCancer Select/Detect

Pozitivni vysledky/vzorky testu Reprodukovatelnost Reprodukovatelnost mezi
Obsluha AdnaTest v ramci testu (%) testy (%)
A 10/10 100 100
B 10/10 100 100

Presnost

Presnost byla stanovena po smichani alikvotnich podili cDNA a analyzovani pomoci testu
AdnaTest ProstateCancerDetect. Dvé obsluhy analyzovaly 30 vzorkd cDNA ve tfech
nezavislych mérenich po 10 vzorcich. Pfesnost v ramci testu i mezi testy byla 100 %
(tabulka 10).

Tabulka 10. Pfesnost testu AdnaTest ProstateCancerDetect

Pozitivni vysledky/vzorky testu Presnost v ramci Presnost mezi
Obsluha AdnaTest testu (%) testy (%)
A 30/30 100 100
B 30/30 100 100
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Interferujici latky

Antikoagulancia

PFi odbéru a prepravé krve je nutné pouzivat antikoagulancia. Nicméné pouZiti heparinu a
citratu zpUsobuje po pfidani imunomagnetickych kuli¢ek AdnaTest agregaci, coz muze
zabranit ziskani vysledk( testu nebo pfinést nespravné vysledky. EDTA a ACDA
(citrat/dextrézal/roztok adeninu A) jsou vSak kompatibilni s imunomagnetickymi kuli¢kami
AdnaTest.

Hemolyza

K hemolyze vzorkl krve (frakce plazmy se jevi Cervena) dochazi ve vétsiné pFipadl vinou
nespravné piepravy nebo nespravnych skladovacich podminek. Tyto vzorky mohou davat
faleSné negativni vysledky a je nutné je zlikvidovat.

Chemoterapeutika, pfipravky pro cilenou Ié€bu a antihormonalni rezimy lécby

Chemoterapeutika (taxany, cisplatina, oxaliplatina, 5 fluorouracil, antracyklin, irinotecan)
jsou silné cytotoxiny a zpUsobuji poskozeni nebo rychly zanik bunék ve vzorku krve. Toto
pfinasi pfi pouziti imunomagnetickych kuli¢ek AdnaTest vysokou pravdépodobnost faledné
negativnich vysledku. Po podani téchto latek potfebuje lidské télo asi 5-7 dni na detoxikaci
(tabulka 11). Vzorky krve odebrané bé&hem tohoto obdobi se nesmi pouzivat v testu

s imunomagnetickymi kulickami AdnaTest.

Tabulka 11. Polo¢asy chemoterapeutik

Pripravek Polocas Literatura

5-Fluorouracil AZ 20 minut www.drugs.com/pro/fluorouracil-injection.html
Docetaxel A7 11,1 hodin www.drugs.com/pro/docetaxel.html
Cis-platinum Az 30 minut www.drugs.com/pro/cisplatin.html
Carbo-platinum AZ 5,9 hodin www.drugs.com/pro/carboplatin.html
Paclitaxel Asi 25,4 hodin www.drugs.com/pro/paclitaxel.html

32 Ptirucka k testu AdnaTest ProstateCancerSelect a ProstateCancerDetect 03/2017



Stejna doporuceni plati i pro rezimy cilené lécby, kdyz jsou protilatky (Herceptin®,
bevacizumab, cetuximab atd.), tyrozinkindzové blokatory (olaparib, Iressa®, Erbitux®,
lapatinib atd.) a antihormonalni Iéky (tamoxifen, abirateron, enzalutamid atd.) podavany

jako jediné léc¢ivo nebo v kombinaci s chemoterapeutiky.

V klinickych hodnocenich prokazujicich prognostickou hodnotu cirkulujicich nadorovych
bunék (CTC), které byly identifikovany a charakterizovany pomoci imunomagnetickych
kulicek AdnaTest, nebyla zjist€na zadna negativni interference chemoterapeutik, cilenych
terapii nebo antihormonalnich terapii za predpokladu, Ze byla dodrzena &ekaci doba
nejméné& 7 dni po poslednim podani léku. Navic je nepravdépodobny negativni dopad
béznych soubézné podavanych léka (Aspirin, ibuprofen, aprepitant, steroidy atd.), nicméné
se sleduje.

Interferujici podminky

Srazeni krve

Bé&hem klinickych hodnoceni jsme pozorovali srazeni krve po inkubaci
s imunomagnetickymi kuliCkami AdnaTest — nejCastéji u pacientd v pozdnim stadiu
onemocnéni. Vzorky krve, které vykazuji znaky srazeni, se vtestu AdnaTest obtizné
zpracovavaiji kvali zvySené viskozité a obtizim pfi pipetovani. Obsahuiji i nepfijatelné velké
mnozstvi kontaminujicich leukocytl, coz vede k faleSné pozitivnim vysledkim. Takové
vzorky je nutné zlikvidovat.

Benigni organicka onemocnéni a chronické zanétlivé stavy

Benigni organicka onemocnéni a chronické zanéty, jako jsou artritida, benigni hyperplazie
prostaty (BPH), Crohnova choroba atd., nevedou k faleSné pozitivnim vysledkdm testu
AdnaTest.
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Akutni alergie

U akutnich alergickych stavi se po obohaceni CTC pomoci imunomagnetickych kuli¢ek
AdnaTest vyskytuje zvySeny pocet kontaminujicich leukocytl. Takze faleSné pozitivni
vysledky neni mozné pIné vyloucit.

Klinické studie

Béhem lécby docetaxelem bylo sledovano 12 pacientlli s metastatickym karcinomem
prostaty rezistentnim vac&i kastraci (CRPC). Prvni vzorek byl analyzovan pfi vstupni
navstéve a 2 dalsi vzorky byly analyzovany b&hem naslednych navstév.

S ohledem na aktivaci androgenového receptoru (AR) bylo jasné dokazano, Ze aktivace a
deaktivace AR silné koreluje s mirou eliminace CTC zpuUsobenou IéCebnym zasahem.
Nicméné mira pozitivity klesla b&hem 1éCby ze 70 % pfi vstupni navstévé na pfiblizné 35 %
béhem nasledné navstévy a pozitivita AR se snizila z 55 % na pfiblizné 11 %. Kvdli 1é¢bé
jsou AR pozitivni CTC subklony 1é€bou docetaxelem doteny vice nez AR negativni CTC.
Tato zjiSténi dobfe koreluji s poznatky autord Darshan et al. 2011, kdy bylo zjisténo taxany
indukované blokovani transportu AR do jadra a AR signalizace.

Tato zjisténi ukazuji na specifickou a citlivou detekci CTC v klinickych vzorcich nadoru

prostaty i vyhodnoceni genetickych profilll spojenych s Ié€ebnymi cili.
Literatura

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. 15. zafi 2011; 71(18): 6019-6029. Publikovano online 28. ¢ervence 2011. doi:
10.1158/0008-5472.CAN-11-1417.
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Zkratky

AdnaMag-L
AdnaMag-S
AR

bp

Koncentrator magnetickych ¢astic (-velky)
Koncentrator magnetickych ¢astic (-maly)
Androgenovy receptor

Pary bazi

Pozitivni kontrola

Negativni kontrola

Komplementarni deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxynukleotidové trifosfaty

Receptor epidermalniho rdstového faktoru
kilobaze

Mediatorova ribonukleova kyselina
Polymerazova fetézova reakce

Prostaticky specificky antigen

Prostaticky specificky membranovy antigen
Ribonukledza

Otacky za minutu

Reverzni transkripce
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Informace pro objednani

Vyrobek Obsah Kat. €.
AdnaTest Pro izolaci CTC a naslednou extrakci mRNA z 395432
ProstateCancerSelect pIné lidské krve pro 12 pfipravku
AdnaTest Souprava RT-PCR pro detekci genové 396432
ProstateCancerDetect exprese souvisejici s nadorem prostaty

v obohacenych nadorovych bunkach
Souvisejici produkty
AdnaTubes 12 zkumavek se vzorky obsahujicich EDTA. 399932
Pouzivejte pouze antikoagulovanou krev
sesbiranou v A-CDA sbérnych zkumavkach z
BD.
AdnaMag-L Pro 8 zkumavek, 15 ml 399921
AdnaMag-S Pro 8 zkumavek, 1,5 ml 399911
Sensiscript RT Kit (50) Pro 50 reverznich transkripénich reakci:* 205211
Sensiscript Reverse Transcriptase, 150 pl 10x
Buffer RT, 100 pl dNTP Mix (obsahuje 5 mM z
kazdé dNTP), 1,1 ml vody bez R-Nazy
HotStarTaq Master Mix 3 x 0,85 ml HotStarTaq Master Mix (obsahuje 203443
Kit (250 U) 250 jednotek HotStarTaq DNA polymerazy,
PCR pufr s 3 mM MgClz, a 400 pM z kazdé
dNTP) a 2 x 1,7 ml vody bez R-Nazy

* Souprava pro reverzni transkripci Sensiscript (kat. ¢. 50) postac¢i pouze pro 25 vzorkd pomoci
ProstateCancerDetect, protoZe pro kazdou reakci je nutny dvojnasobny objem.
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Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny

v prFirucce pro sadu QIAGEN nebo pfirucce uzivatele. Pfirucky k soupravam QIAGEN a

uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyZadat

od technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.

Smlouva o omezené licenci na AdnaTest ProstateCancerSelect a AdnaTest ProstateCancerDetect

Pouzivanim tohoto produktu vyjadfuje kterykoliv kupujici nebo uZivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.

Tento vyrobek se muze pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfirukou a pro pouZiti pouze s komponenty
dodanymi v soupravé. Spolenost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni soucasti, které jsou obsazeny

v této soupravé, spolecné s kterymikoliv sougastmi, které nejsou v této soupravé obsazeny, s vyjimkou pfipadd popsanych v této pfiruéce a dalsich
protokolech dostupnych na strankach www.giagen.com. Nékteré z téchto doplfujicich protokoltl byly poskytnuty uZivateli vyrobki spolecnosti QIAGEN pro
jiné uzivatele vyrobki QIAGEN. Tyto protokoly nebyly dikladné testovany ani optimalizovany spolecnosti QIAGEN. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani
neposkytuje zaruku na to, Ze neporusuji prava tretich stran.

Spoleénost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZiti nenarusuje prava
tretich stran.

Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovavat ani opakované prodavat.
Spole¢nost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dal$i vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

Kupujici a uZivatel této sady souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakéazané ¢innosti nebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN mUZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu, a bude
vyzadovat kompenzaci za veskeré naklady vynaloZzené na vysetfovani a soudni vylohy véetné poplatkl za pravni zastupce v pripadé jakéhokoliv soudniho

sporu s cilem prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k duSevnimu vlastnictvi v souvislosti se soupravou nebo jejimi
soucastmi.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, HotStarTaq®, Sensiscript® (skupina QIAGEN); Agilent® (Agilent Technologies, Inc.); ERBITUX® (ImClone LLC.,
plné vlastnéna pobocka spole¢nosti Eli Lilly and Company); Herceptin® (Genentech, Inc.); IRESSA® (skupina AstraZeneca) LabChip® (Caliper Life Sciences, Inc.);
Sarstedt®, S-Monovette® (Sarstedt AG and Co.); Vacutainer® (Becton Dickinson and Company).

HB-2396-001 © 2017 QIAGEN, v3echna prava vyhrazena.
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