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Vseobecné informace Progensa PCA3

VsSeobecné informace

Urcéené pouziti

Test Progensa PCA3 je amplifikacni test nukleové kyseliny (NAAT) in vitro, ktery detekuje
ribonukleovou kyselinu (RNA) genu €. 3 karcinomu prostaty (Prostate Cancer Gene 3, PCA3)
ve vzorcich muzské moci a generuje skére PCA3. Skore PCAS je uréeno pro pouziti ve
spojeni se standardizovanym diagnostickym algoritmem jako pomucka pro diagn6zu
karcinomu prostaty.

Souhrn a vysvétleni testu

Pouziti testovani prostatického specifického antigenu (PSA) v séru pfi skriningu karcinomu
prostaty vedlo k bioptické diagnéze menSich a dfive nedetekovanych nadort (1), ¢imz
vzniklo nové diagnostické dilema: pouze ¢ast muzl se zvySenymi hladinami PSA v séru maji
detekovatelny karcinom prostaty. Muzi s minimalné jednou negativni biopsii maji ¢asto trvale
zvySenou hladinu PSA v séru primarné v dusledku zvétSené prostaty a benigni hyperplazie
prostaty (BPH). OvSem vyznamny podil muzd s mirné zvySenym sérovym PSA (2,5-4,0 pg/l)
ma, nebo se u nich vyvine, klinicky vyznamny karcinom prostaty (1). Zatimco biopsie zUstava
pfi detekci karcinomu prostaty zlatym standardem, jsou pro snazsi rozhodovani o provedeni
biopsie prostaty nutné presnéjSi testy s lepSi specificitou.

PCA3 (také znamé jaké ,PCA3""* nebo ,DD37**) je nekodujici prostaticka specifickda RNA,
ktera je ve vysoké mife exprimovana v burikach karcinomu prostaty, se stfedni 66nasobnou
up-regulaci ve srovnani s okolni benigni tkani (2). Exprese genu PSA je naopak podobna v
nadorovych i benignich burikach prostaty. Hladiny PSA RNA mohou byt proto pouZity pro
normalizaci mnozstvi prostatické specifické ribonukleové kyseliny (RNA) ve vzorcich pro
molekularni testy. Byla prokazana vhodnost kvantitativniho molekularniho testovani
zalozeného na PCA3 z mocovych sedimentl (2) a z plné modi (3).

Test Progensa PCAS3 vyuziva plnou mo¢ odebranou po vySetfeni per rectum (PR), které
zahrnuje tfi zmacknuti kazdého laloku prostaty. VySetieni per rectum zpUsobi uvolnéni bunék
prostaty pfes prostatické kanalky do mocCovych cest, kde mohou byt odebrany v prvni porci
moci. Mo¢ je zpracovavana pridanim média pro prepravu moci (UTM), které zplsobuje lyzu
bunék a stabilizuje RNA. Je provedena kvantifikace PCA3 RNA a PSA RNA a na zakladé
poméru PCA3 RNA/PSA RNA je stanoveno skére PCA3. Kromé normalizace signalu PCA3
slouzi méfeni PSA RNA také k potvrzeni, ze zisk prostatické specifické RNA je dostacujici
pro generaci platnych vysledkl. VysSi skére PCA3 koreluje s vy$si pravdépodobnosti
pozitivni biopsie prostaty.

Principy metody

Test Progensa PCAS je tvofen dvéma kvantitativnimi amplifikacnimi testy nukleové kyseliny.
Test Progensa PCA3 kombinuje nasledujici technologie: technologii zachyceni cile za ucelem
zdokonaleni zpracovani vzorkd mo¢i, technologii transkripéné mediované amplifikace (TMA)
za ucelem amplifikace clové RNA a technologii hybridizacné protekéniho testu (HPA) za
ucCelem detekce amplikonu.

Je-li test Progensa PCAS3 provadén v laboratofi, jsou molekuly cilové RNA izolovany ze
vzorkl moci pomoci metody zachyceni cile. Oligonukleotidy (,zachycené oligonukleotidy),
které jsou komplementarni pro sekvenéné specifické cilové regiony, jsou ve vzorku modi
hybridizovany pro cile. Pro kazdy cil se pouziva samostatny zachyceny oligonukleotid.

Test Progensa PCA3 2 501377CS Rev. 002



Progensa PCA3 Vieobecné informace

Hybridizovany cil je poté zachycen na magnetické mikroCastice, které jsou separovany ze
vzorku moc€i v magnetickém poli. Promyvaci kroky se pouZivaji pro odstranéni cizorodych
komponent z reakéni zkumavky. Magneticka separace a promyvaci kroky se provadi pomoci
systému zachyceni cile.

Amplifikace cile probiha pomoci TMA, coz je amplifikaéni metoda nukleové kyseliny zaloZzena
na transkripci, ktera vyuziva dva enzymy, reverzni transkriptazu Moloneyho viru mysi
leukemie (MMLV) a polymerazu T7 RNA. Pro kazdy cil se pouziva unikatni sada primera.
Reverzni transkriptaza se pouziva k vytvoreni kopie deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
(obsahujici promoéni sekvenci pro polymerazu T7 RNA) cilové sekvence. Polymeraza T7
RNA produkuje vice kopii RNA amplikonu z kopie DNA templatu.

Detekce je dosazena pomoci HPA vyuzivajici jednofetézcové chemiluminiscenéné znacené
sondy nukleové kyseliny, které jsou komplementarni k amplikonu. Samostatné sondy se
pouzivaji pro kazdy cilovy amplikon. Znacené sondy nukleové kyseliny hybridizuji specificky
s amplikonem. Selekéni reagencie rozliSuje mezi hybridizovanymi a nehybridizovanymi
sondami inaktivaci znaCeni na nehybridizovanych sondach. BEéhem detekéniho kroku je
chemiluminiscenéni signal produkovany hybridizovanou sondou méfen pomoci luminometru a
je hlasen jako relativni svételné jednotky (RLU).

PCA3 RNA a PSA RNA jsou kvantifikovany v samostatnych zkumavkach a je stanoveno
skore PCAS3. Kalibratory obsahujici znamé mnozstvi PCA3 RNA nebo PSA RNA transkriptu
jsou obsazeny v kazdém cyklu testu a pouzivaji se k vytvofeni standardni kfivky. PCA3 a
PSA kontroly jsou obsazeny také k verifikaci pfesnosti vysledku interpolovanych ze
standardni kfivky.
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Dodavané materialy a reagencie Progensa PCA3

Dodavané materialy a reagencie

Poznamka: Informace o H-vétach a P-vétach, které mohou byt spojeny s reagenciemi,
naleznete v knihovné bezpecnostnich listli (Safety Data Sheet Library) na adrese
www.hologic.com/sds.

Nize jsou uvedeny reagencie a materialy dodavané pro soupravu testu Progensa PCA3/PSA
k pouziti pfi testu Progensa PCA3. Vedle nazvu reagencie jsou také uvedeny identifikacni
symboly reagencie.

Souprava testu Progensa PCA3, 2 x 100 reakci, kat. ¢. 302355 (8 krabic)
Souprava Progensa PCA3, 100 reakci

Chladici krabice Progensa PCA3 — uchovavejte pfi teploté 2 °C az 8 °C od pfijmu az do
doby pouZitelnosti oznacené na stitku

Symbol Slozka Mnozstvi

A PCA3 amplifikacni reagencie 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusSené v pufrovaném roztoku HEPES
obsahujicim <10 % objemového Cinidla.

E Enzymaticka reagencie PCA3/PSA 1 lahvicka
Reverzni transkriptaza a RNA polymeraza vysusena v pufrovaném
roztoku HEPES obsahujicim <10 % objemového cinidla.

P Reagencie sondy PCA3 1 lahvi¢ka
Neinfekéni chemiluminiscenéni DNA sondy vysuSené v sukcinatem
pufrovaném roztoku obsahujicim <5 % objemového Cinidla a <5 %
lithium lauryl sulféatu.

Krabice s pokojovou teplotou Progensa PCA3 — uchovavejte pfi teploté 15 °C az 30 °C od
pfijmu az do doby pouZzitelnosti oznatené na Stitku

Symbol Slozka Mnozstvi
AR PCA3 amplifikaéné rekonstituéni roztok 1x9,3ml
Vodny roztok obsahujici konzervacni latky (<1 % parabend).
ER PCA3/PSA enzymaticky rekonstituéni roztok 1x3,3ml
Pufrovany roztok HEPES obsahujici surfaktant (10 % Triton X-100) a
20 % glycerol.
PR PCAZ3/PSA rekonstituéni roztok sondy 1x12,4 ml
Sukcinatem pufrovany roztok obsahujici <5 % lithium lauryl sulfatu.
S PCA3/PSA selekéni reagencie 1x31 mi
Boratem pufrovany roztok obsahujici surfaktant (1 % Triton X-100).
TCR PCA3 reagencie zachycuijici cil 1x22mil
Neinfekéni nukleova kyselina v pufrovaném roztoku HEPES obsahujici
pevnou fazi.
Uzaviraci karty 1 baleni
Rekonstitucni objimky 1 baleni
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Progensa PCA3 Dodavané materialy a reagencie

Souprava kalibratoru a kontrol Progensa PCA3 — uchovavejte pfi teploté 2 °C az 8 °C od
pfijmu az do doby pouZitelnosti oznatené na Stitku

Symbol Slozka Mnozstvi
CAL PCAS3 kalibrator 1 1x2,0ml
Fosfatem pufrovany roztok obsahujici < 5 % lithium lauryl sulfatu.
CAL PCA3 kalibratory 2-5 4 x1,7 ml

Neinfekéni PCA3 nukleova kyselina ve fosfatem pufrovaném roztoku
obsahujicim <5 % lithium lauryl sulfatu.

PC PCAZ3 pozitivni kontroly 2x1,7ml
Neinfekéni PCA3 nukleova kyselina ve fosfatem pufrovaném roztoku
obsahujicim <5 % lithium lauryl sulfatu.

Informacni list koncentraci PCA3 1 list

Souprava Progensa PSA, 100 reakci

Chladici krabice Progensa PSA — uchovavejte pfi teploté 2 °C az 8 °C od pfijmu az do
doby pouzitelnosti oznacené na Stitku

Symbol Slozka Mnozstvi

A PSA amplifika¢ni reagencie 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku HEPES
obsahujicim <10 % objemového Cinidla.

E Enzymaticka reagencie PCA3/PSA 1 lahvicka
Reverzni transkriptaza a RNA polymeraza vysusena v pufrovaném
roztoku HEPES obsahujicim <10 % objemového cinidla.

P Reagencie sondy PSA 1 lahvicka
Neinfekéni chemiluminiscenéni DNA sondy vysu$ené v sukcinatem
pufrovaném roztoku obsahujicim <5 % objemového Cinidla a <5 %
lithium lauryl sulfatu.
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Dodavané materialy a reagencie Progensa PCA3

Krabice s pokojovou teplotou Progensa PSA — uchovavejte pfi teploté 15 °C az 30 °C od
pfijmu az do doby pouzitelnosti ozna¢ené na Stitku

Symbol Slozka Mnozstvi
AR PSA amplifikacné rekonstitu¢ni roztok 1x9,3ml
Vodny roztok obsahujici konzervacni latky (<1 % parabenda).
ER PCA3/PSA enzymaticky rekonstituéni roztok 1x3,3ml

Pufrovany roztok HEPES obsahujici surfaktant (10 % Triton X-100) a
20 % glycerol.

PR PCAZ3/PSA rekonstituéni roztok sondy 1x12,4 ml
Sukcinatem pufrovany roztok obsahujici <5 % lithium lauryl sulfatu.

S PCA3/PSA selekéni reagencie 1x31ml
Boratem pufrovany roztok obsahujici surfaktant (1 % Triton X-100).

TCR PSA reagencie zachycuijici cil 1x22ml

Neinfekéni nukleova kyselina v pufrovaném roztoku HEPES obsahujici
pevnou fazi.
Uzaviraci karty 1 baleni
Rekonstituéni objimky 1 baleni

Souprava kalibratoru a kontrol Progensa PSA — uchovavejte pfi teploté 2 °C az 8 °C od
pfijmu az do doby pouZitelnosti ozna¢ené na Stitku

Symbol Slozka Mnozstvi
CAL PSA kalibrator 1 1x2,0ml
Fosfatem pufrovany roztok obsahujici < 5 % lithium lauryl sulfatu.
CAL PSA kalibratory 2-5 4x1,7ml

Neinfekéni PSA nukleova kyselina ve fosfatem pufrovaném roztoku
obsahujicim <5 % lithium lauryl sulfatu.

PC PSA pozitivni kontroly 2x1,7ml

Neinfekéni PSA nukleova kyselina ve fosfatem pufrovaném roztoku
obsahujicim <5 % lithium lauryl sulfatu.

Informacni list koncentraci PSA 1 list
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Progensa PCA3 Dodavané materialy a reagencie

Kapaliny testu Aptima — uchovavani pfi teploté 15 °C az 30 °C (2 krabice) od pfijmu az do
doby pouzitelnosti oznacené na Stitku

Symbol Slozka Mnozstvi
w Promyvaci roztok 1 x402 ml
Pufrovany roztok HEPES obsahujici <2 % dodecyl sulfatu sodného.
DF Pufr pro deaktivaéni kapalinu 1x402 ml
Bikarbonatovy pufrovany roztok.
(0] Olejova reagencie 1x24,6 ml
Silikonovy olej.

Poznamka: VeSkeré materidly, které jsou soucasti soupravy testu Progensa PCAS3, je
mozné zakoupit také samostatné (viz kapitola Materialy, kde jsou uvedeny podrobnosti).
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Materialy Progensa PCA3

Materialy

Poznamka: Informace o H-vétach a P-vétach, které mohou byt spojeny s reagenciemi,
naleznete v knihovné bezpecnostnich listli (Safety Data Sheet Library) na adrese
www.hologic.com/sds.

Poznamka: Materialy dostupné od spolecnosti Hologic maji uvedena katalogova ¢éisla.

Potiebny material, ktery se dodava zvlast’

Kat. €.

Piepravni souprava pro vzorky moci Progensa PCA3 302352
Luminometr Leader HC+ 104747
Systém zachyceni cile Hologic (Hologic Target Capture System - TCS) 104555
Souprava Aptima Auto Detect 301048
2 opakovaci pipetory eppendorf Repeater Plus 105725
Spicky pro opakovaci pipetory (2,5 ml, 5,0 ml a 25,0 ml) —
Bud: —

2 vicezkumavkové vifivé mixéry 102160F

3 cirkulacni vodni lazné 104586F

(62°C+t1°C,42°C+1°C, 62°Ct1°C)

3 distanéni vioZzky pro vodni lazen 104627
NEBO

2 lazné/virivky se suchym teplem SB100 105524F

Mohou byt nutné dalsi pristroje SB100 v zavislosti na poZadovaném vykonu

throughput
Mikropipetor, 1000 pl RAININ PR1000 901715
Spicky, 1000 ul P1000 105049
Pipetor, eppendorf 20 az 200 pl 105726
Spicky, pipeta 20 az 200 pl —
Bélidlo, 5% az 7% (0,7 M az 1,0 M) roztok chlornanu sodného —
Plastovy kontejner s velkym uzavérem —
Standardni kontejnery na sbér moci, bez konzervacnich latek —
Jednotky deseti zkumavek (Ten Tube Unit - TTU) TU0022
Kazety s deseti Spickami (Ten Tip Cassette - TTC) 104578
Kalibra¢ni standard SysCheck 301078

VoliteIné materialy
Kat. €.

Souprava Progensa PCA3, 100 reakci 302354
Souprava Progensa PSA, 100 reakci 302357
Souprava kalibratort a kontrol Progensa PCA3 302353
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Kat. €.

Souprava kalibratord a kontrol Progensa PSA 302356
Technické panely Progensa PCA3/PSA 302350
Souprava pro fedéni vzorku Progensa PCA3 302351
Souprava kapalin pro test Aptima 302002C
Jednorazové pipetové Spicky s filtrem (1 ml) 10612513 (Tecan)
TECAN Freedom EVO 100/4 900932

Souprava PCA3 Deck Plate, DTS 800 902021 —

Nédrzka na reagencie (40 ml Ctvrtkovy modul) 104765

Rozdélend nadrzka na reagencie (19 ml x 2¢tvrtkovy modul) 901172
Transportni zkumavky 302521
Nahradni propichovaci uzavéry 302520
Nahradni nepropichovaci uzavéry 103036A
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Varovani a bezpec¢nostni opatreni Progensa PCA3

Varovani a bezpec¢nostni opatreni

A.
B.

Pouze pro diagnostické pouZiti in vitro.

Pouze pro export z USA.

Souvisejici s laboratori

C.
D.

Pouzivejte pouze dodavané nebo specifikované jednorazové laboratorni materialy.

Pouzivejte rutinni laboratorni bezpe&nostni opatieni. V uréenych pracovnich prostorech
nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky moc¢i a reagenciemi soupravy
pouzivejte jednorazové rukavice bez talku, ochranu o€i a laboratorni plasté. Po
manipulaci se vzorky moci a reagenciemi soupravy si dukladné umyjte ruce.

Varovani: Drazdivé, ziravina. Zamezte styku reagencii Auto Detect 1 a Auto Detect 2 s
kazi, o€ima a sliznicemi. Pokud se tyto kapaliny dostanou do styku s kuzi nebo ocima,
omyjte postizenou oblast vodou. Pokud dojde k vyliti kapalin, rozfedte je vodou pfedtim,
nez je vytfete do sucha.

Pracovni povrchy, pipetory a jiné vybaveni musi byt pravidelné dekontaminovany pomoci
2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M) chlornanu sodného (roztok bélidla) (viz Poznamky k
postupu).

Durazné se doporucuje pouziti samostatné poamplifika¢ni oblasti, aby se minimalizovala
kontaminace amplikonu v testu. Tato vyhrazena oblast by méla byt mimo preamplifikani
oblast, kde probiha pfiprava reagencie, zachyceni cile a amplifikace.

Chcete-li zabranit kontaminaci laboratorni oblasti amplikonem, méla by byt laboratorni
oblast zorganizovana v jednosmérném pracovnim toku od pfipravy reagencie do
poamplifikacni oblasti. Vzorky, zafizeni a reagencie se nesmi vracet do oblasti, kde byl
proveden pfedchozi krok. Personal by se nemél pohybovat zpét do pfedchozi pracovni
oblasti bez fadného zabranéni kontaminaci.

Souvisejici s vzorkem

Po pfidani mo¢i musi byt na zacatku hladina kapaliny v transportni zkumavce pro vzorek
mocCi mezi dvéma ¢ernymi indikatorovymi linkami na Stitku zkumavky. Jinak musi byt
vzorky odmitnuty.

Pfi pfepravé vzorkl dodrzujte spravné podminky uchovavani, aby byla zajiSténa integrita
vzorku. Stabilita vzorku nebyla hodnocena za jinych pfepravnich podminek nez téch,
které jsou doporuceny.

Data pouzitelnosti uvedena na sbérné soupravé se vztahuji na misto sbéru a nikoliv na
testovaci zafizeni. Vzorky odebrané kdykoliv pfed datem pouzitelnosti sbérné soupravy a
pfenasené a uchovavané v souladu s pfibalovou informaci, jsou platné pro testovani,
dokonce i v pfipadé, Ze uplynula doba pouZitelnosti sbérné zkumavky.

Uchovavejte vSechny vzorky pfi specifikovanych teplotach. Provadéni testu muze byt
ovlivnéno pouzitim nespravné uchovavanych vzorka. Viz Sbér, transport a uchovavani
vzorku, kde jsou uvedeny specifické pokyny.
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Progensa PCA3 Varovani a bezpe&nostni opatieni

M.

Vzorky mo€i mohou byt infekéni. Pfi provadéni tohoto testu dodrzujte univerzalni
bezpelnostni opatfeni. Metody spravné manipulace a likvidace musi stanovit feditel
laboratofe. Tento postup by mél provadét pouze adekvatné kvalifikovany personal,
ktery je vySkoleny v pouziti testu Progensa PCA3 a adekvatné vyskoleny v zachazeni
s infekEnimi materialy.

Béhem manipulace s vzorkem zamezte zkfizené kontaminaci. Vzorky moci mohou
obsahovat vysoké hladiny cilové RNA. Ujistéte se, Ze nejsou nadoby na vzorky ve
vzajemném kontaktu a pouzité materidly vyhodte, aniz byste je pfenaseli nad
otevifenymi nadobami. Pokud dojde ke kontaktu rukavic se vzorkem modi, vymérite je,
abyste zabranili zkfizené kontaminaci.

Souvisejici s testem

0.

P.

NepouZivejte tuto soupravu po uplynuti doby pouzitelnosti.

U soupravy testu Progensa PCA3 nezaménujte, nemichejte ani nekombinujte
reagencie testu PCA3 raznych ¢isel Sarzi (j. pro kazdy analyt musi byt reagencie
testu pochazejici z chlazené krabice a z krabice s pokojovou teplotou ze stejné Sarze).
Reagencie testu Ize pouzivat s riznymi Sarzemi kalibraénich a kontrolnich souprav.
Soupravy kapalin pro test Aptima jsou zaménitelné. U souprav reagencii PCA3 a PSA
neni nutna vzajemna shoda.

Uchovavejte vSechny reagencie testu pfi uvedenych teplotach. Provadéni testu mize
byt ovlivnéno pouzitim nespravné uchovavanych Cinidel testu. Viz PoZadavky na
uchovavani a manipulaci a Poznamky k postupu, kde jsou uvedeny specifické pokyny.

Pro deaktivaci testu (viz Postup testu) musi byt koncentrace chlornanu sodného
minimalné 2,5 % (0,35 M) po zifedéni 1:1 s deaktivaénim pufrem. Proto musi byt
vychozi roztok chlornanu sodného 5% az 7% (0,7 M az 1,0 M), aby se dosahlo
kone¢né koncentrace nutné pro deaktivaci.

Je nutné pouzit Spicky s hydrofobnimi zatkami. Minimalné dva opakovaci pipetory
musi byt uréeny pro pouziti s timto testem: jeden pro pouziti v preamplifikacnich
krocich a jeden pro pouziti v poamplifikaCnich krocich. Jeden mikropipetor musi byt
vyhrazen vyhradné pro pouziti pfi pfenosu vzorku, pokud neni pouzit pfistroj TECAN
Freedom EVO 100/4. VSechny pipetory se musi pravidelné Cistit podle navodu v ¢asti
Poznamky k postupu.

PFi pouziti opakovacich pipetort pro pfidani reagencie se Spi¢kou pipetoru nedotykejte
reakéni zkumavky, abyste zabranili pfenosu z jedné zkumavky do druhé.

Adekvatni michani je nutné pro dosazeni pfesnych vysledki testu. Upiné podrobnosti
naleznete v Poznamky k postupu.

Pro preamplifikacni, amplifikacni a poamplifikaCni kroky testu musi byt vyhrazeny
samostatné vodni lazné.

Nékteré reagencie v této soupravé jsou oznaceny symboly rizika a bezpecénosti dle
Evropské smérnice 1999/45/ES a mélo by se s nimi odpovidajicim zpUsobem
zachazet. Listy s bezpecnostnimi Udaji o materialu je mozné prohlizet na strance
www.hologic.com a jsou k dispozici na vyZadani.
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Pozadavky na uchovavani a manipulaci

A. Informace o skladovani reagencii naleznete v Tabulka 1.
Tabulka 1: Skladovani reagencii

Stabilita po otevieni/rekonstituci

Reagencie / kapalina Skladovani v neotevieném stavu (do uplynuti doby pouzitelnosti)
Amplifikacni reagencie 2 °C az 8 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 30 dnu pfi teploté 2 °C az 8 °C*
Reagencie sondy 2 °C az 8 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 30 dnl pfi teploté 2 °C az 8 °C*
Enzymaticka reagencie 2 °C az 8 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 30 dnu pfi teploté 2 °C az 8 °C*

Reagencie zachyceni cile 15 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 30 dn( pfi teploté 15 °C az 30 °C

Amplifikacné rekonstitu¢ni

roztok 2 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti Neuplatriuje se (jedno pouziti)
Rekonstituéni roztok sondy 2 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti Neuplatiiuje se (jedno pouZiti)

E ticky rekonstitucni

r:zzt)c/)r:a Icky refonstitucnt 2 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti Neuplatriuje se (jedno pouziti)
Selekéni reagencie 2 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 30 dnl pfi teploté 15 °C az 30 °C
Kalibratory 2 °C az 8 °C do uplynuti doby pouzitelnosti Neuplatriuje se (jeden cyklus testu)
Kontroly 2 °C az 8 °C do uplynuti doby pouzitelnosti Neuplatiiuje se (jeden cyklus testu)
Olejova reagencie 15 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 30 dn( pfi teploté 15 °C az 30 °C
Promyvaci roztok 15 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 30 dnu pfi teploté 15 °C az 30 °C

Pufr pro deaktivacni kapalinu 15 °C az 30 °C do uplynuti doby pouzitelnosti 28 dnu pfi teploté 15 °C az 30 °C

* MGze se pouzivat znovu pro dalsi cykly az ctyrikrat, za predpokladu, Zze celkovy ¢as pfi pokojové teploté neni delsi nez
24 hodiny.

B. Neuchovavejte reagencii zachyceni cile pfi teplotach pod 15 °C.

C. Reagencie sondy a rekonstituovana reagencie sondy jsou fotosenzitivni. Chrarite tyto
reagencie pfed nadmérnou expozici svétlu pfi uchovavani a pfipravé pro pouziti.

D. Reagencie nezmrazujte.
E. Reagencie ani kapaliny nepouzivejte po uplynuti doby pouzZitelnosti.

F. Kalibratory a kontroly PCA3 a PSA testu Progensa jsou lahvi¢ky na pouZiti v jednom
cyklu a musi byt po pouziti zlikvidovany.

G. Zmény fyzikalniho vzhledu dodané reagencie mohou znamenat nestabilitu nebo
naruSeni téchto material(. Pokud jsou zmény fyzikalniho vzhledu reagencii viditelné po
resuspendaci (napf. jasné zmény barvy reagencie nebo zakaleni znamenajici
mikrobialni kontaminaci), kontaktujte pfed pouzitim technickou podporu spolecnosti
Hologic.

H. Rekonstituovanou reagencii vyhodte po 30 dnech nebo po uplynuti doby pouZzitelnosti,
dle toho, co nastane dfive.

I. Zbylé oteviené nebo rekonstituované reagencie je mozné pouzit v nasledujicich
testech, pokud byly uchovavany spravné po uvodnim pouziti. Zbyla reagencie maze
byt smichana s Cerstvé pfipravenou nebo jinou zbylou reagencii stejné Sarze.
Nezaménujte, nemichejte ani nekombinujte reagencie ze souprav s riznymi cisly
Sarzi (viz Varovani a bezpecénostni opatfeni). Zadné soudasti smichanych reagencii
nesmi prekracovat skladovaci meze otevienych nebo rekonstituovanych reagencii.
Ujistéte se, ze byla smichana reagencie dukladné promichana a Ze byl pfipraven
dostate¢ny objem reagencie pro cely cyklus testu.
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Sbér, transport a uchovavani vzorku

Test Progensa PCAS je navrzen pro kvantifikaci PCA3 RNA a PSA RNA v prvni porci mogi
odebrané po vysetfeni per rectum, které zahrnuje tfi zmacknuti kazdého laloku prostaty.
Mo¢€ je zpracovana pomoci soupravy na pfepravu vzorki moci Progensa PCAS3. Stabilita
PCA3 RNA a PSA RNA v Cerstvé a zpracované moci byla stanovena monitorovanim hladin
RNA kopii ve vzorcich mo¢i odebranych dle pokynd uvedenych nize.

A. Pokyny pro sbér a zpracovani vzorkd moci:

1. Chcete-li zajistit odbér dostateéného mnozstvi moci, mize pomoci, kdyz pacient
vypije vétsi mnozstvi vody (asi 500 ml).

2. Tésné pred odbérem moci provedte vySetfeni per rectum dle nize uvedeného popisu:

Aplikujte na prostatu dostatecny tlak, abyste zamackli povrch asi o 1 cm a to provedte
u kazdého laloku od baze k apexu a ze strany do stfedu tak, jak ukazuje Obrazek 1.
Na kazdy lalok zatlatte presné tfikrat. Ucelem neni provedeni masaze prostaty.

Baze
Levy lalok Pravy lalok

Apex
Obrazek 1. Spravny smér aplikace tlaku na prostatu

3. Po vysetfeni per rectum feknéte pacientovi, aby odebral prvni porci moci (asi 20
az 30 ml na za¢atku proudu moci) do vhodnym zplsobem oznaceného kelimku na
sbér moci. Toto musi byt prvni vzorek modi, kterou pacient vymoci po vySetfeni per
rectum. Pouzivejte odbérovy kelimek bez jakychkoliv konzervacnich latek. Pokud
pacient neni schopen zastavit proud moc¢i a vymoci vice, nez poZzadovanych 20 az
30 ml, uschovejte cely tento objem. Pokud neni pacient schopen dodat
pozadovany objem modi, je k provedeni testu Progensa PCA3 nutnych alespor 2,5
ml moci. Jinak musi byt vzorky odmitnuty.

Poznamka: Velmi vysoké objemy moci mohou sniZit koncentrace analyti PCA3
and PSA a zfidka mohou vést k neplatnosti vzorku. Proto by se mél pacient
pokusit, aby kelimek na sbér moci nenaplnil.

4. Pokud nejsou nezpracované vzorky mocéi okamzité zpracovany, je tieba je
uchovat pfi teploté 2 °C az 8 °C nebo na ledu. Zchlazeny a nezpracovany
vzorek moci je tireba prenést do prepravni zkumavky pro vzorek moc€i do étyf
hodin od odbéru. Jinak musi byt vzorek odmitnut a odebran novy vzorek.
Nezpracované vzorky mocéi nezmrazujte.

5. Chcete-li zpracovat vzorky moci, tésné uzavfiete a pétkrat prevratte vzorek modi,
aby doslo k resuspendaci bunék. Sejméte uzavér prepravni zkumavky pro vzorek
moci a pfeneste 2,5 ml odebrané mocéi do zkumavky pomoci dodavané
jednorazové prepravni pipety. Jakmile je hladina tekutiny mezi ¢ernymi plnicimi
linkami na Stitku pfepravni zkumavky pro vzorek moc€i, znamena to, Ze byl pfidan
spravny objem modi.

6. Zkumavku na pfepravu vzorku moci znovu pevné uzaviete a pétkrat ji pfevratte,
aby se vzorek promichal. Nyni je vzorek moci povaZzovan za zpracovany.
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B. Preprava a uchovavani vzorku pfed testovanim:

1. Zpracované vzorky moci se musi pfepravovat do laboratofe v pfepravni zkumavce
pro vzorek moc¢i. Mohou byt pfepravovany pfi teploté okolniho prostredi (bez Fizené
teploty) nebo zmrazené. Pfepravu zasilky je tfeba domluvit pfedem, aby bylo
zajisténo, ze budou vzorky moci obdrzeny testovacim centrem do 5 dnl od odbéru.

Po pfijeti zasilky musi laboratof ovéfit datum odbéru vzorku na zkumavce. Pokud byly
vzorky zaslany pfi teploté okolniho prostfedi a jsou obdrzeny vice nez 5 dnl po
odbéru vzorku, vzorek musi byt odmitnut a musi byt vyzadan novy vzorek. Laboratof
muze uchovavat vzorky pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 14 dn( predtim, nez
bude nutna jejich likvidace. Pokud potfebujete delSi obdobi, viz Tabulka 2, kde jsou
uvedeny povolené doby skladovani pfi rliznych teplotach.

Tabulka 2: Délka uchovavani zpracovanych vzork moci

Teplota uchovavani Doba

Uchovavani a pfeprava zpracovanych vzorku: az 5 dn0*

Po obdrzZeni v testovacim centru:
2°Caz8°C az 14 dnl
-35°Caz-15°C az 11 mésicu**
pfi teploté —65 °C nebo nizsi az 36 mésict™*

*Cas povoleny pro prepravu pfi teploté okolniho prostfedi nebo ve zmrazeném stavu.
**Cas povoleny po skladovani v chladniéce.

2. Zpracované vzorky moci mohou podstoupit az pét cykld zmrazeni a rozmrazeni.

C. Uchovavani vzorkd po testovani:
1. Vzorky musi byt po provedeni testu uloZzeny vertikalné ve stojanu.

2. Pfepravni zkumavky na vzorky moci by mély byt zakryty novou Cistou plastovou nebo
foliovou bariérou, pokud nejsou znovu zakryty neporusenou krytkou.

3. Pokud je tfeba testované vzorky zmrazit nebo pfepravit, odstrante propichovaci
uzavér a na transportni zkumavky na vzorky moci umistéte novy nepropichovaci
uzavér. Pokud je tfeba vzorky odeslat pro testovani do jiného zafizeni, je nutno
dodrZovat doporu€ené teploty. Zabrarite rozstrikovani a zkfizené kontaminaci.

Poznamka: Vzorky se musi pfepravovat v souladu s pfisluSnymi statnimi
a mezinarodnimi pfepravnimi pfedpisy.
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Postup testu

A. Priprava pracovniho mista

1. Nastavte jednu vodni lazen na 62 °C £ 1 °C pro preamplifikaci, druhou vodni lazen
na 42 °C + 1 °C pro amplifikaci a tfeti vodni lazen na 62 °C £ 1 °C pro poamplifikaci.
Ujistéte se, ze vodni lazné obsahuji dostatek vody (viz Poznamky k postupu). Pokud
pouzivate lazer/vifivku se suchym teplem SB100, pfecCtéte si aplikacni list lazné/
vifivky se suchym teplem SB100 pro test Progensa PCAS3 (aplikacni list SB100).

2. Pred zahajenim testu otfete pracovni povrchy a pipetory 2,5% az 3,5% (0,35 M az
0,5 M) roztokem chlornanu sodného. Roztok chlornanu sodného nechte v kontaktu
s povrchy a pipetory po dobu minimalné 1 minuty a pak oplachnéte vodou. Roztok
chlornanu sodného nenechte zaschnout. Zakryjte pracovni plochu, na niz bude
reakce provedena, Cistym absorpénim laboratornim krytem na pracovni desky, ktery
je potazen z jedné strany plastem.

3. Umistéte dostateCny pocCet kazet s deseti SpiCkami do systému pro zachyceni cile
(TCS). Ujistéte se, Ze je promyvaci lahev TCS naplnéna promyvacim roztokem a Ze
je aspirator pfipojen k vakuovému Cerpadlu. (Viz provozni prirucka systému zachyceni
cile (Target Capture System QOperator’s Manual).)

B. Rekonstituce a pfiprava reagencie

Rekonstituce reagencie by méla byt provedena pfed zahajenim pfenosu vzorku.

1. Chcete-li rekonstituovat amplifikacni reagencie, enzymatické reagencie a reagencie
sondy, zkombinujte lahve lyofilizované reagencie s rekonstituénim roztokem.
V pfipadé ulozeni v chladniCce nechejte rekonstituéni roztoky pfed pouZitim
dosahnout pokojové teploty.

f1 N

& J J

Obrazek 2. Rekonstituéni proces

a. Sparujte odpovidajici rekonstituéni roztok s jeho suchou reagencii. Ovéfte si, ze
maji lahvi¢ky &titky shodné barvy, aby bylo zajisténo spravné sparovani.

b. Otevfete lahvicku se suchou reagencii a pevné zasurte konec rekonstitu¢ni
objimky s drazkou do otvoru v lahvi¢ce (Obrazek 2, krok 1).

c. Oteviete odpovidajici rekonstitucni roztok a umistéte uzavér na Cisty zakryty
pracovni povrch. Drzte lahev s roztokem na pracovni desce a pevné zasunte
druhy konec rekonstitu¢ni objimky do otvoru v lahvi (Obrazek 2, krok 2).

d. Sestavené lahve pomalu pfevratte. Nechte roztok vytéct z lahve do sklenéné
lahvicky (Obrazek 2, krok 3). VyCkejte, az se lyofilizovana reagencie rozpusti
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a pak roztokem jemné ve sklenéné lahvi¢ce michejte, aby se promichal. P¥i
krouzeni lahvi zamezte vzniku pény (Obrazek 2, krok 4).

e. Obratte sestavu a sklorite v uhlu 45°, abyste minimalizovali vznik pény
(Obrazek 2, krok 5). Nechte veskerou kapalinu natéct zpét do plastové lahve.

f. Sejméte rekonstituCni objimku a sklenénou lahvi¢ku (Obrazek 2, krok 6).

g. Znovu uzaviete plastovou lahev (Obrazek 2, krok 7). Na vSech lahvi¢kach
s rekonstutituovanymi reagenciemi zaznameneijte inicialy obsluhy a datum
rekonstituce. Ujistéte se, ze na lahvi¢ky reagencie sondy zaznamenate analyt
(PCA3 nebo PSA).

h. Rekonstituéni objimku a sklenénou lahvicku zlikvidujte (Obrazek 2, krok 8).

Dfive rekonstituované reagencie sondy, amplifikacni a enzymatické reagencie musi
pfed zahajenim testu dosahnout pokojovou teplotu (15 °C az 30 °C). Prectéte si
Pozadavky na uchovavani a manipulaci, pokud smichavate zbytky reagencii
dohromady. Pokud rekonstituovana amplifikacni reagencie obsahuje precipitat, ktery
se pfi pokojové teploté nerozpousti, zahfivejte ji v preamplifikaéni oblasti pfi teploté
62 °C £ 1 °C po dobu 1 az 2 minut. Pokud rekonstituovana reagencie sondy
obsahuje precipitat, ktery se pfi pokojové teploté nevraci do roztoku, zahfivejte ho v
poamplifikacni oblasti pfi teploté 62 °C + 1 °C po dobu 1 az 2 minut. Po téchto
zahfivacich krocich mohou byt rekonstituované reagencie pouzity dokonce i

v pfipadé, ze zustava rezidualni precipitat. Po resuspendaci promichejte lahvicky
jemnym pfevracenim.

C. Priprava stojanu

Opakovaci pipetor pouzivany pro zachyceni cile, pfenos vzorkd a amplifikaci musi byt
vyhrazen pro pouziti pouze v téchto krocich (viz Varovani a bezpeénostni opatreni).

1.

Nastavte jeden stojan pro analyt PCA3 a dalSi stojan pro analyt PSA.

Poznamka: Pokud je pocet vzork( dostatecné nizky, oba analyty je mozZné testovat v
Jjednom stojanu. Pokud pouzivate pristroj TECAN Freedom EVO 100/4, musi byt pro
kazdy analyt vyhrazeny samostatné stojany. Je mozné testovat maximalné dva piné
stojany (20 TTU) najednou.

Do stojanu(l) na jednotku deseti zkumavek (TTU) umistéte dostatek jednotek TTU
pro kalibratory, kontroly a vzorky pro kazdy analyt.

Oznacte TTU pomoci identifikaniho Cisla vzorku. Tabulka 3 popisuje zplsob pfidani
kalibratoru, kontrol a vzorkd. Spustte PSA kalibratory na nové TTU.

Poznamka: Kalibratory by mély byt testovany ve tfech replikatech a kontroly ve dvou
replikatech a musi byt testovany ve stejném stojanu jako vzorky. Vzorky je tfeba
testovat v duplikatu. Nenechavejte prazdné reakcni zkumavky mezi Kkalibratory,
kontrolami a vzorky. Pokud pouzivate pfistroj TECAN Freedom EVO 100/4, prectéte
si aplikacéni list k pristroji TECAN Freedom EVO 100/4 pro test Progensa PCA3
(aplikacni list TECAN Freedom EVO), kde jsou uvedeny dalsi pokyny.
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Tabulka 3: Pfiklad nastaveni stojanu

Poloha . *Koncentrace cile *}’(om’:entrace
stojanu Popis vzorku PC.A3 cﬂovel:no PSA
(kopie/ml) (kopie/ml)
1az3 Kalibrator 1 0 0
4az6 Kalibrator 2 250 7 500
7az9 Kalibrator 3 2500 75 000
10az 12 Kalibrator 4 25 000 750 000
13az 15 Kalibrator 5 125 000 3 000 000
16 az 17 Kontrola A 1250 37 500
18 az 19 Kontrola B 62 500 1 500 000
20azn Vzorek neznameé neznamé

*Pozitivni kalibratory a kontroly PCA3 a PSA jsou pfidéleny dle hodnoty, takze aktualni hodnoty
kopii/ml pro kalibratory 2 az 5 a kontroly A a B budou lehce odliSné nez u cilovych koncentraci
uvedenych v tabulce a budou se liSit mezi jednotlivymi Sarzemi. Informace o koncentracich jsou
poskytovany na karté v baleni lahvi¢ek kalibrator(i a kontrol a jsou pouzity pro kalibraci a stanoveni
validity cyklu.

D. Verifikace informaci o koncentraci

Ovéfte si u administratora systému softwaru testu Progensa PCA3, Ze informace

o koncentraci pro Sarze souprav kalibratori a kontrol testu Progensa PCA3 a PSA byly
zadany. Pro vice informaci si preététe strucnou referencni priru¢ku pro test Progensa
PCA3 (Quick Reference Guide for Progensa PCA3 Assay) nebo pfiru¢ku systémového
administratora softwaru testu Progensa PCA3 (Progensa PCA3 Assay Software
System Administrator’s Manual).

Poznamka: Zadani informaci o koncentraci je vyZadovano pfed prvnim pouzitim
kazdé nové Sarze soupravy kalibratortl a kontrol. Nasledné cykly vyuZivajici kalibratory
a kontroly ze stejné Sarze soupravy nevyZaduji dalsi opatreni.

E. Nastaveni editoru pracovniho seznamu

Vytvofte pracovni seznam cyklu pomoci editoru pracovniho seznamu Hologic na
pocitaci, ktery se nachazi v preamplifikacni oblasti. Pro pouziti editoru pracovniho
seznamu si prectéte strucnou referenéni prirucku (Quick Reference Guide) nebo
provozni priru¢ku editoru pracovniho seznamu Hologic (Hologic Worklist Editor
Operator’s Manual). Pokud pouZzivate pfistroj TECAN Freedom EVO 100/4, pfectéte si
také aplikacni seznam TECAN Freedom EVO, kde jsou uvedeny dalSi pokyny.

F. PFiprava vzorku

1. Pfed testovanim ponechte kalibratory a kontroly dosahnout pokojovou teplotu.
Promichejte lahvi¢ky jemnym pfevracenim.

2. Prfed testovanim ponechte vzorky dosahnout pokojovou teplotu. Vzorky
nemichejte vifenim. Vzorky je tfeba michat obasnym jemnym pFevracenim
béhem zahfivaciho obdobi. Viz Poznamky k postupu, kde jsou uvedeny informace
0 precipitatu, ktery nepfejde do roztoku, a manipulaci se zmrazenymi vzorky.

G. Preamplifikace

Preamplifikacni prostfedi musi mit teplotu 15 °C az 30 °C. Uskutecnéte cyklus obou
stojanll paralelné. Pokud pouzivate lazen/vifivku se suchym teplem SB100, prectéte si
aplikacni list SB100. Pokud pouzivate pfistroj TECAN Freedom EVO 100/4, pfecltéte si
aplikacni list TECAN Freedom EVO, kde jsou uvedeny dalSi pokyny.
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1.

10.

1.

Reagencii zachyceni cile (TCR) dikladné promichejte vifenim nebo pfevracenim.
Za pouziti opakovaciho pipetoru pfidejte do odpovidajici reakéni zkumavky 100 pl
TCR specifického pro analyt.

Propichnéte uzavér lahvicky kalibratoru mikropipetorem a pfidejte 400 pl
kalibratoru k Fadné oznacené reakéni zkumavce. Za pouziti stejné Spi¢ky pipety
odeberte pfidany replikat z lahvi¢ky pfes propichnutou krytku. Pro kazdou lahvi¢ku
kalibratoru pouzivejte nové pipetové Spicky. Opakujte stejny postup pro pfidani
kontrol a vzork(. Zakryjte a uchovejte veskery zbyly vzorek a ulozte ho pfi teploté
8 °C nebo nizsi (viz Sbér, transport a uchovavani vzorku pro vice informaci) pro
pfipad, Ze bude nutné opakovani testu.

Zakryjte TTU uzaviraci kartou(kartami) a stojanem jemné rukou zatfepte.
Neumist'ujte do vifivky. Stojan inkubujte pfi teploté 62 °C = 1 °C ve vodni lazni
po dobu 30 £ 5 minut.

Vyjméte stojan z vodni 1azné a osuste spodni €asti zkumavek na absorpénim
materialu.

Ujistéte se, Ze jsou uzaviraci karty pevné usazeny. Pokud je to nutné, vyménte je
za nové uzaviraci karty a TTU fadné uzavrete.

Stojan michejte vifenim po dobu 60 sekund ve vifivém mixéru pro vice zkumavek
(viz Poznamky k postupu). Zagnéte s vifenim do 2 minut od vyjmuti stojanu
z vodni lazné.

Neodstranujte uzaviraci karty a stojan inkubujte pfi pokojové teploté po dobu
30 £ 5 minut.

Umistéte stojan s pfednim Stitkem smérem dopfedu na magnetickou bazi TCS na
dobu 5 az 10 minut. Vlozte TTC do stojanu.

Naplite hadicky rozdélovaci ¢erpaci stanice naCerpanim promyvaciho roztoku pfres
rozdélovaci potrubi. Nacerpejte dostatek kapaliny do systému, aby nebyly

v hadi¢ce pfitomné Zadné vzduchové bubliny a vdech deset trysek dodavalo
stabilni proud kapaliny.

Zapnéte vakuové Cerpadlo a odpojte aspiracni potrubi na prvnim konektoru mezi
aspiraénim potrubim a zachytnou lahvi. Zkontrolujte, Zze méfidlo vakua splnuje
specifikace zkouSky tésnosti. Hodnotu ziskate po 15 sekundach. Znovu pfipojte
potrubi a zajistéte, Ze méfidlo vakua splfiuje specifikace zkousky tésnosti.
Ponechejte vakuové Cerpadlo zapnuté do dokonceni vSech kroku zachyceni cile
a dokud nebude aspirani potrubi suché.

Viz list specifikaci vakua pro systém zachyceni cile na zadni strané provozni
pfirucky systému zachyceni cile (Target Capture System Operator’s Manual) nebo
se obratte na technickou podporu spole¢nosti Hologic, chcete-li ziskat dalSi
informace.

Pevné pfipojte aspiracni potrubi k prvni sadé Spi¢ek. Zanofte Spicky do prvni
jednotky TTU, az se dotknou povrchu kapaliny. Pfi pohybu Spi¢ek smérem dolu
udrzujte Spi¢ky v kontaktu s povrchem kapaliny, az se $pi¢ky dostanou do kratkého
kontaktu se dny zkumavek. Jemné poklepejte Spickami o dno zkumavek, az dojde
k odstranéni veskeré kapaliny. Neudrzujte Spicky v kontaktu se dny zkumavek pfilis
dlouho a neklepejte Spickami rychle, aby nedoslo v zachytném vakuovém prostoru
k vytvofeni nadmérné pény.
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12.

13.

14.

15.

16.
17.

Po dokonc&eni aspirace vysurite Spicky do jejich puvodni kazety. Opakujte aspiraéni
kroky pro zbyvajici TTU a pfitom pouzivejte vyhrazenou 3pi¢ku pro kazdou reakcni
zkumavku.

Umistéte rozdélovaci potrubi nad kazdou TTU a za pouZiti Cerpadla rozdélovaci
stanice aplikujte 1,0 ml promyvaciho roztoku do kazdé zkumavky TTU.

Zakryjte zkumavky uzaviraci kartou a vyjméte stojan z TCS. Jednou promichejte
vifenim ve vifivém mixéru pro vice zkumavek. DalSi informace viz Poznamky k
postupu.

Stojan umistéte na magnetickou bazi TCS na 5 az 10 minut.
Aspirujte veSkerou kapalinu jako v kroky 11 a krok 12.

Po posledni aspiraci vyjméte stojan z baze TCS a vizualné zkontrolujte zkumavky,
abyste se uijistili, Ze byla aspirovana veSkera kapalina a Ze vSechny zkumavky
obsahuji pelety magnetickych &astic. Pokud je viditelna jakakoliv kapalina, umistéte
stojan zpét na bazi TCS na 2 minuty a opakujte aspiraci pro tuto TTU pomoci
stejnych Spi¢ek pouzitych pfedtim pro kazdou reakéni zkumavku. Pokud bude
JAKAKOKLIV peleta magnetické &astice viditelna po dokoné&eni aspirace,
zkumavku je mozné akceptovat. Pokud nebude viditelna Zadna peleta, vzorek je
tfeba testovat znovu. Pokud pfi nasledujicim cyklu stejny vzorek neobsahuje pelety
magnetickych ¢astic v tomto kroku, muze to znamenat problém se vzorkem.

V takovém pfipadé se doporucuje novy odbér vzorku modi.

H. Amplifikace

Poznamka: Pridani enzymu do reakcniho stojanu (kroky 6 a krok 7 nize) musi byt
provedeno maximalné do 90 sekund.

Provedte Kroky 6 a 7 na jednom stojanu pfedtim, nez to budete opakovat na druhém
stojanu. Pokud pouzivate lazer/vifivku se suchym teplem SB100, prectéte si aplikacni
list SB100. Pokud pouzivate pfistroj TECAN Freedom EVO 100/4, prectéte si aplikacni
list TECAN Freedom EVO, kde jsou uvedeny dalSi pokyny.

1.

Pomoci opakovaciho pipetoru pfidejte 75 ul rekonstituované amplifikacni reagencie
specifické pro analyt do kazdé reakéni zkumavky. VSechny reakéni smési ve
stojanu by mély mit nyni ¢ervenou barvu.

Pomoci opakovaciho pipetoru pfidejte 200 ul olejové reagencie.

Zakryjte zkumavky uzaviraci kartou a michejte vifenim ve vifivém mixéru pro vice
zkumavek.

Stojan inkubujte v preamplifikaéni vodni lazni pfi teploté 62 °C + 1 °C po dobu
10 £ 5 minut.

Pfeneste stojan do vodni lazné o teploté 42 °C £ 1 °C na 5 £ 2 minuty.

Stojan ponechejte ve vodni lazni a opatrné odstrarite uzaviraci kartu; za pouziti
opakovaciho pipetoru pfidejte 25 pl rekonstituované enzymatické reagencie do
kazdé reakéni smési. VSechny reakce by mély mit nyni oranZovou barvu.

Okamzité zakryjte v8echny zkumavky Cerstvou uzaviraci kartou, vyjméte je z vodni
lazné a rychle smichejte jemnym tfepanim stojanu v ruce.

Poznamka: Minimalizujte ¢as, kdy je stojan mimo vodni lazen, abyste pfedesli
vychladnuti zkumavek.

Stojan inkubujte pfi teploté 42 °C + 1 °C po dobu 60 £ 5 minut.
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Po amplifikaci

Opakovaci pipetor pouzivany pfi hybridizaci a selekci musi byt vyhrazeny pouze na
tyto kroky (viz Varovani a bezpecénostni opatreni). Poamplifikaéni prostfedi véetné
detekce musi mit teplotu 15 °C az 30 °C. Pokud pouzivate lazen/vifivku se suchym
teplem SB100, prectéte si aplikacni list SB100.

1. Hybridizace

a. Vyjméte stojan z preamplifikaéni vodni lazné a pfeneste ho do poamplifikacni
oblasti. Pfidejte 100 ul rekonstituované reagencie sondy specifické pro analyt
za pouziti opakovaciho pipetoru. VSechny reakéni smési by mély mit nyni
Zlutou barvu.

b. Zakryjte zkumavky uzaviraci kartou a michejte vifenim ve vifivém mixéru pro
vice zkumavek po dobu 10 sekund, nebo dokud nebude barva uniformni.

c. Inkubujte stojan pfi teploté 62 °C £ 1 °C ve vodni lazni po dobu 20 £ 5 minut.

d. Vyjméte stojan z vodni lazné a inkubujte pfi pokojové teploté po dobu
5 1+ 1 minuta.

2. Vybér

a. Opakovacim pipetorem pfidejte 250 pl selekéni reagencie do kazdé zkumavky.
VSechny reakce by mély mit nyni rizovou barvu.

b. Zakryjte zkumavky uzaviraci kartou, michejte vifenim po dobu 10 sekund, nebo
dokud nebude barva uniformni a stojan inkubujte ve vodni lazni pfi teploté
62 °C £ 1 °C po dobu 10 £ 1 minuta.

c. Vyjméte stojan z vodni lazné. Stojan inkubujte pfi pokojové teploté po dobu
15 + 3 minuty.

J. Detekce

Chcete-li pouzit luminometr Leader HC+, preététe si provozni prirucku luminometru
Leader HC+ (Leader HC+ Luminometer Operator’s Manual). Chcete-li pouzit software
testu Progensa PCA3, prectéte si strucnou referenéni prirucku (Quick Reference
Guide) nebo pfiru¢ku systémoveého administratora softwaru testu Progensa PCA3
(Progensa PCA3 Assay Software System Administrator’s Manual) a provozni pfirucku
testu Progensa PCA3 (Progensa PCA3 Assay Operator's Manual).

1. Pfipravte luminometr Leader HC+ ‘umisténim jedné prazdneé TTU do pozice kazety
Cislo 1 a jednou provedte PROMYVACI protokol.

2. Uijistéte se, ze jsou pfitomny dostatecné objemy reagencii Auto Detect 1 a Auto
Detect 2 pro dokon&eni reakci.

3. Vlozte TTU do luminometru dle diagramu v luminometru jako voditka. Pokud
testujete oba analyty (t&sné& za sebou), vloZte nejprve vSechny jednotky TTU pro
PCA3 a tésné za nimi vSechny TTU pro PSA.

4. Pfihlaste se do pocitace. Kliknéte na NEW RUN (Novy cyklus) a zvolte odpovidajici
protokol testu a koncentrace. Klepnéte na NEXT (Dal$i) a zahajte cyklus.

Poznamka: Cyklus musi byt dokoncen do 2 hodin od konce inkubacniho kroku
selekce pri teploté 62 °C.

5. Pfipravte deaktivacni roztok smichanim stejnych objemd 5% az 7% (0,7 M az 1,0 M)
roztoku chlornanu sodného a pufru pro deaktivacni kapalinu v plastovém kontejneru s
velkym uzavérem. Plastovy kontejner oznacte Stitkem a na Stitek napiste datum
exspirace. Deaktivacni kapalina je stabilni po dobu 4 tydn( pfi pokojové teploté.
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6. Po dokonceni cyklu vytvori testovy software dvé zpravy o cyklu, Raw Run Report
(Zprava nezpracovaného cyklu) a Ratio Report (Zprava o poméru), v pfipadé, ze se
jedna o po sobé jdouci cykly (viz Postupy kontroly kvality a Interpretace vysledku).

7. Po dokonceni cyklu vyjméte pouzité TTU z luminometru a umistéte TTU do
kontejneru s deaktivaéni kapalinou. Ponechte TTU v kontejneru po dobu alespor 15
minut pfedtim, nez je vyhodite. Metody spravné manipulace a likvidace musi stanovit
feditel laboratore.

Poznamky k postupu
A. Pfiprava vzorku

1. Pokud vzorky obsahuji suspendované precipitaty, zahfivejte je na 37 °C po dobu az 5
minut a pak pokracujte jemnym pfevracenim. V pfipadé, Ze se precipitat znovu
nerozpousti, ujistéte se, Zze nebrani dodavce vzorku.

2. Zmrazené vzorky musi byt rozmrazené pfi pokojové teploté (15 °C az 30 °C, je
mozné pouzit vodni lazen) s ob&asnym pfevracenim pfi rozmrazovani, aby se
predeslo vzniku nerozpustné zatky. Promichejte lahviCky jemnym pFevracenim,
jakmile se led uvnitf lahvicky dostatecné rozpustil, aby se uvolnil a mohl se volné
pohybovat. Zahfivejte dale do upIiného rozpusténi vzorku a lahvi¢ky znovu
promichejte jemnym pfevracenim.

a. Pokud se vytvofi zatka a vzorky budou pipetovany pomoci zafizeni TECAN
Freedom EVO 100/4, znovu je zmrazte, opakujte pokyny pro rozmrazeni
a zajistéte, ze nevznikne zZadna zatka. Pokud nejste schopni vznik zatky vyloucit,
je tfeba vzorek pipetovat rukou.

b. Pokud se vytvofi zatka a vzorky se pipetuji rukou a mikropipetorem, neni nutné
zadné dalSi opatieni, ale ujistéte se, ze zatka nebrani dodani vzorku.

B. Pipetovani kontroly, kalibratoru a vzorku

1. Objem kalibratoru, kontroly nebo vzorku pfidanych do TTU by mél byt 400 pl.
Doporucuje se vizualni kontrola objemu pipetovaného do jednotky TTU, aby se zajistil
prenos spravného objemu. Spravny objem je nutny pro dosazeni pfesnych vysledkda.

2. Ujistéte se, ze je pipetova $piCka spravné umisténa na pipetoru a zkontroluje, ze je
objem spravné nastaven. Doporucuje se vizualni kontrola nastaveni objemu na konci
kazdé TTU (kazdych 10 zkumavek). PFi nabirani vzorku uvolfuijte pist pipety pomalu
stabilni rychlosti, abyste zabranili vzniku pény a bublinek.

C. Reagencie

1. V rekonstitu¢nim roztoku sondy muize dojit béhem uchovavani ke vzniku precipitatu.
Zahtivejte roztok pfi teploté 62 °C + 1 °C po dobu 1 az 2 minut. Po tomto zahfivacim
kroku muze byt rekonstitu¢ni roztok sondy pouzity dokonce i v pfipadé, ze zUstava
rezidualni precipitat. Po resuspendaci promichejte lahvi¢ku jemnym pfevracenim.

2. P¥i pipetovani jinych Cinidel nez enzymu mifte lehce ke strané spodni €asti reakeni
zkumavky (kde se spodni ¢ast zahyba smérem ke stranam). PFi pipetovani
enzymatické reagencie mifte do stfedu reakéni zkumavky. Vizualné si ovérte, Ze jsou
reagencie rozdélovany spravné (zadné nadmérné mnozstvi reagencie po stranach
zkumavek a spravna barevna zména).

D. Teplota

1. Kroky zachyceni cile, amplifikace, hybridizace a selekce jsou zavislé na teploté. Proto
je zasadné dulezité, aby se ve vodni lazni udrzovala teplota v ur€eném rozsahu.
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2. Pokojova teplota je definovana jako 15 °C az 30 °C.

E. Doba

F.

Reakce zachyceni cile, amplifikace, hybridizace a selekce jsou vSechny zavislé na Case.
Dodrzujte ¢asy specifikované v Postup testu.

Vifeni
Spravné vifeni je dllezité pro uspésné provedeni testu Progensa PCA3. Pro reakce s

zapnéte. Pomalu zvySujte rychlost, dokud kapalina nhedosahne poloviny zkumavky.
Michejte vifenim po stanovenou dobu 10 sekund nebo dokud nebude barva uniformni.

v v

a stojan vyjméte. Reakéni smési by se nemély nikdy dotykat uzaviracich karet.

G. Vodni lazné

1. Hladina vody ve vodnich laznich musi byt udrzovana na 3,8 az 5,0 cm (1,5 az
2,0 in.), méfeno od podpurné kovové misky (na dné vodni lazné) k vodni hladiné. To
zajisti spravny pfenos tepla.

2. Chcete-li zabranit zkfizené kontaminaci, je tfeba vodni lazné vyhradit pro specificky
krok testu.

H. Dekontaminace

1. Povrchy a pipetory

Laboratorni pracovni povrchy a pipetory musi byt pravidelné dekontaminovany
pomoci 2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M) roztoku chlornanu sodného. Roztok
chlornanu sodného nechte v kontaktu s povrchy po dobu minimalné 1 minuty a pak
oplachnéte vodou. Roztok chlornanu sodného nenechte zaschnout. Chlorové
roztoky mohou pusobit na zafizeni a kovu dilkovou korozi. Ddkladné oplachnéte
zafizeni vodou, abyste predesli vzniku koroze.

2. Aspiraéni potrubi TCS

Po kazdém pouZziti:

a. Posurnite rozdélovaci potrubi stranou.

b. Umistéte nové TTC do stojanu na TTC. Zapnéte vakuové Cerpadlo. Pfipojte
aspiracni potrubi ke Spickam v TTC. Aspirujte jakykoliv zbyvajici promyvaci roztok
v plnicim korytku rozdé&lovaci stanice.

c. Nalijte alespori 100 ml 0,5% az 0,7% (0,07 M az 0,1 M) nebo pokud je to
preferovano, tak 2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M) roztoku chlornanu sodného do
plniciho korytka. Nasajte veSkery roztok pfes aspiracni potrubi.

d. Nalijte alespor 100 ml deoinizované vody do plniciho korytka. Nasajte veSkerou
vodu pfes aspiracni potrubi.

e. Vysunte Spi¢ky do jejich originalni TTC.

f. Ponechejte vakuové Cerpadlo zapnuté, dokud nebudou hadi¢ky potrubi suché,
aby se zabranilo zpétnému toku (asi 3 minuty).

g. Povrchy aspiracniho potrubi dekontaminuijte, jak je popsano v Jednotka systému
zachyceni cile (TCS).

3. Odpadni kontejner systému zachyceni cile

Cistéte odpadni lahev minimalné jednou tydne, nebo kdyZ je odpadni lahev z 25%
plna, dle toho co je dFiv.
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a. Vypnéte vakuové Cerpadlo a nechejte vyrovnat podtlak.

b. Uvolnéte dily pro rychlé odpojeni mezi odpadni lahvi a pfetékaci lahvi a mezi
odpadni lahvi a aspiraénim potrubim.

Odstrante odpadni lahev z obalu pfepadu podtlaku.

d. Odstrarite uzavér a pozorné pfidejte 400 ml 5% az 7% (0,7 M az 1,0 M) roztoku
chlornanu sodného do 41 odpadni lahve.

o

Poznamka: To je mozZné provést v digestrori, abyste pfedesli uvolnéni vypard do
laboratore.
e. Uzavrete odpadni lahev a opatrné vifte obsahem, dokud nebude zcela promichan.
f. Ponechejte odpadni lahev usadit minimalné 15 minut a pak obsah vyhodte
(odpad).
g. Vyplachnéte odpadni lahev vodou, abyste odstranili zbyvajici odpad, ktery je
uvnitf.
h. Zaviete prazdnou odpadni lahev a umistéte ji do obalu pfepadu podtlaku. Pfipojte
dily pro rychlé odpojeni k jednotce TCS. Opatrné zlikvidujte obé rukavice.
Jednotka systému zachyceni cile (TCS)
Otrete povrchy jednotky TCS, aspiracniho potrubi a povrch ejekénich Spicek
promyvaciho pufru papirovymi utérkami navihéenymi 2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M)
roztokem chlornanu sodného. Po kroku s roztokem chlornanu sodného pokralujte s
oplachem vodou a potom povrchy Uplné vysuste papirovymi rucniky.
Stojany

Stojany ponofte do 2,5% az 3,5% (0,35 M az 0,5 M) roztoku chlornanu sodného tak,
aby byly roztokem pokryty. Stojany nechte ponofené po dobu 10 minut. DelSi
expozice stojany poskodi. Oplachnéte stojany dukladné vodou a pak je upIné osuste
papirovymi rucniky.

I. Kontaminace testu

1.

Pokud neni provadéni testu vénovana dostacujici pée, mize dojit k vniknuti
kontaminujicich materiald.

Jednotky TTU musi byt dekontaminovany deaktivaéni kapalinou, jak je popsano
v Postup testu. Jednotky TTU nepouzivejte opakované.

Provedte pravidelnou dekontaminaci zafizeni a pracovnich povrchd, jak je popsano
vySe v Dekontaminace.

Podobné jako u jinych systému reagencii muze nadbytek talku z nékterych rukavic
zpUsobit kontaminaci otevienych zkumavek. Doporucuje se, aby obsluha pouZzivala
rukavice bez talku.
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Postupy kontroly kvality

A. Platnost cyklu

1.

Kalibratory a kontroly musi byt pouZivany se vSemi testy a na stejném stojanu, jako
testované vzorky. Je tfeba dodrzet nasledujici kritéria, aby mohl byt cyklus povazovan
za platny:

Primérna RLU kalibratoru 2 > mezni hodnota RLU

Kde mezni hodnota RLU = pramérna RLU kalibratoru 1
+ 1,645 smérodatna odchylka kalibratoru 1 RLU replikatd
+ 1,645 smérodatna odchylka kalibratoru 2 RLU replikata.

Primérna interpolovana vytéznost kalibratoru 5 = 100 + 30 %
Primérna interpolovana vytéznost kontroly A = 100 + 60 %
Primérna interpolovana vytéznost kontroly B = 100 + 35 %

Software PCA3 automaticky hodnoti vysledky s vySe uvedenymi kritérii a bude hlasit
Run Status (Status cyklu) jako PASS (Splnil), pokud jsou spinéna kritéria validity a
FAIL (Nesplnil), pokud nejsou splnéna kritéria validity.

Pokud je Run Status (Status cyklu) oznacen jako FAIL (Nesplnil), vSechny vysledky
testu ve stejném cyklu jsou pro dany analyt neplatné a nesmi byt hlaseny.

Pokud je cyklus neplatny, musi byt pro dany analyt opakovan (viz Interpretace
vysledkd). Pokud je cyklus platny pro jiny analyt, mohou byt takové vysledky pouzity
pfi analyze dat s opakovanym platnym cyklem prvniho analytu.

B. Validita vzorku

PFi platném cyklu mohou byt jednotlivé vysledky vzork( povaZzovany za NEPLATNE

a budou vyznaCeny v Raw Run Report (Zprava nezpracovaného cyklu) (viz Interpretace
vysledkd). | kdyz mohou byt jednotlivé replikaty vzorku platné, vzorek bude neplatny,
pokud interpolovany rozdil kopii/ml mezi replikaty pfesahne 600 %. Testovani vzorku na
takovy analyt musi byt opakovano.
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Interpretace vysledku

A. Typy zprav
1. Raw Run Report (Zprava nezpracovaného cyklu)

Raw Run Report (Zprava nezpracovaného cyklu) poskytuje informace o validité cyklu
(PASS (Splinil) nebo FAIL (Nesplnil); viz Postupy kontroly kvality) a o jednotlivych
reakénich zkumavkach testovanych pomoci testu Progensa PCA3. Pokud je cyklus
neplatny (FAIL (Nesplnil)), vSechny zkumavky v takovém cyklu budou oznaceny jako
neplatné. Nicméné jednotlivé zkumavky mohou byt povazovany za neplatné v ramci
platného cyklu (PASS (Splnil)). Pro po sobé jdouci cykly (tzn. analyty PCA3 i PSA
byly testovany ve stejném cyklu testu) mdze byt jeden cyklus analytu neplatny,
zatimco druhy cyklus analytu maze byt platny.

Na konci Raw Run Report (Zprava nezpracovaného cyklu) se nachazi souhrn
vyjimek. Pro po sobé jdouci cykly, kde jsou cykly obou analytd platné, mohou vzorky
uvedené v souhrnu vyjimek vyZadovat opakované testovani u jednoho analytu. | kdyz
muze byt vysledek skére PCA3 uveden v souhrnu vyjimek, neni tento vysledek
povazovan za hlasitelny az do doby, kdy je provedeno manualni sparovani a vysledek
je uveden v Ratio Report (Zprava o poméru). Pokud byl testovan pouze jeden analyt
nebo pokud je cyklus jednoho analytu neplatny, vSechny testované vzorky budou
uvedeny v souhrnu vyjimek.

2. Ratio Report (Zprava o poméru)

Software testu generuje automaticky Ratio Report (Zprava o poméru) pro po sobé
jdouci cyklus, kde jsou cykly obou analytu platné. Software vypocita a uvadi seznam
skore PCA3 vzork( v Ratio Report (Zprava o poméru). Vzorky uvedené v Ratio
Report (Zprava o poméru) nevyzaduji bud zadné dalSi testovani, nebo musi byt
znovu testovany oba analyty. Vzorky, které nejsou uvedené v Ratio Report (Zprava o
poméru), budou uvedené v kapitole souhrn vyjimek Raw Run Report (Zprava
nezpracovaného cyklu).

Ratio Report (Zprava o poméru) mlze byt také generovana po manualnim sparovani
(viz Manualni parovani, kde je uvedeno vice informaci).

3. QC Report (Zprava o kontrole kvality)

QC Report (Zprava o kontrole kvality) uvadi kritéria validity cyklu, pfifazenych

a interpolovanych koncentraci a vytéznosti kalibratorl a kontrol. Zprava uvadi také
seznam parametru, které definuji Ctyfparametrovou logistickou kalibracni kfivku davky
a odpovédi (3). Pro vice informaci si pre¢téte provozni priru¢ku softwaru testu
Progensa PCA3 (Progensa PCA3 Assay Software Operator’s Manual).

B. Parovani
1. Automatické parovani

V po sobé jdoucich cyklech, kde jsou cykly obou analytl platné, paruje software
automaticky jednotlivé vysledky analytu PCA3 a PSA pro vzorky a stanovuje skore
PCA3 (pokud ho Ize vypoéitat). Vysledky jsou uvedeny v Ratio Report (Zprava

0 poméru) nebo souhrnu vyjimek zpravy Raw Run Report (Zprava nezpracovaného
cyklu).

2. Manualni parovani

Jakmile jsou testovany analyty PCA3 a PSA v rliznych cyklech, software nem(ze
automaticky stanovit skére PCA3. Manualni parovani vysledkd analytu je nezbytné
pro stanoveni skore PCA3 nebo rozsahu skére PCA3 (viz stru¢na referencni prirucka
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(Quick Reference Guide) nebo provozni pfirucka softwaru testu Progensa PCA3
(Progensa PCA3 Assay Software Operator's Manual)). Manualni parovani mize byt
také vyzadovano pro vysledky, které jsou uvedeny v souhrnu vyjimek ve zpravé Raw
Report (Zprava nezpracovaného cyklu). Po manualnim sparovani bude skére PCA3
pro sparované vzorky uvedeno v nové Ratio Report (Zprava o poméru).

C. Interpretace zprav

1.

Skore PCA3

Poznamka: Pouze skore PCA3 a rozsah skore PCA3 uvedené v Ratio Report
(Zprava o poméru) jsou hlasitelné. Vysledky, které se objevuji v souhrnu vyjimek
mohou vyZadovat dalsi opatfeni a nejsou hlasitelné.

Skére PCAS je vypocteno jako pomér kopii PCA3 RNA ke kopiim PSA RNA,
vynasobeno 1 000. Skére PCA3 mohou byt vypocétena pouze pomoci vysledku

z platnych cykl( a vzorkd. Neplatné cykly a neplatné vzorky musi byt pro tento analyt
opakované testovany (viz Opakovani testu, kde je uvedeno vice informaci).

Pokud je hlasené skére PCA3 pod mezni hodnotou, mél by byt vysledek

interpretovan jako NEGATIVNI. Pokud je skére PCA3 rovno mezni hodnoté nebo se
nachazi nad ni, mél by byt vysledek interpretovan jako POZITIVNI. Reditel laboratofe
stanovi mezni hodnotu (viz Funkéni charakteristiky, kde je uvedeno vice informaci).

Za urcitych podminek je poskytovan rozsah skére PCA3 (>[Vypoctené skére PCA3]
nebo <[Vypoctené skére]). Pokud je <[Vypodtené skdére PCA3] pod mezni hodnotou,
vysledek by mél byt interpretovan jako NEGATIVNI. Pokud je >[Vypoétené skére
PCA3] nad mezni hodnotou, vysledek by mél byt interpretovan jako POZITIVNI.
Pokud je pozadovana numericka hodnota, mlze fedéni vzorku a opakovany test
generovat skére PCA3 namisto rozsahu skére PCA3 (viz Opakovani testu - Redéni
vzorku s vysokou hodnotou mimo rozsah).

Interpretace kodu stavu a analyzy

Stavovy sloupec u obou zprav Raw Run Report (Zprava nezpracovaného cyklu)

i Ratio Report (Zprava o poméru) uvadi informace ve formatu ,s:a“. Kédy stavu
specifické pro cyklus (,s%) jsou uvedeny pfed dvojteCkou (vlevo) a kédy analyzy
specifické pro analyt (,a“) jsou uvedeny za dvojtec¢kou (vpravo). Kédy specifické pro
analyt jsou uvedeny malym pismem pro vysledky PCA3 a velkym pismem pro
vysledky PSA. Kazda zprava obsahuje popis kodu stavu a analyzy, které se objevuji
v této zpravé. Napfiklad kédy mohou ukazovat, zda je vysledek vzorku nebo replikatu
platny nebo je mimo rozsah. Viz struéna referenéni prirucka (Quick Reference Guide)
nebo provozni prfiru¢ka softwaru testu Progensa PCA3 (Progensa PCA3 Assay
Software Operator's Manual), kde je uveden Uplny seznam kéd( stavu a analyzy a
dal$i podrobnosti.

Pokud je skore PCA3 hlaseno ve zpravé Ratio Report (Zprava o poméru) a neobjevi
se zadné kody stavu nebo analyzy ve stavovéem sloupci PCA3 nebo PSA, znamena
to, Ze oba analyty byly dle testu platné a ,v rozmezi®. Vysledek vzorku je mozné
hlasit a nejsou nutna zadna dalsi opatfeni.

Pokud se kdd stavu nebo analyzy objevi v souhrnu vyjimek nebo Ratio Report
(Zprava o poméru), mize byt nezbytné provést novy test (viz Interpretace vysledki v
souhrnu vyjimek a Interpretace vysledk( v Ratio Report (Zprava o poméru)). Pokud
vysledky analytu pochazeji ze samostatnych cykll a maji kod(y) analyzy, najdéte
kombinaci pro oba analyty v Tabulka 4 nebo Tabulka 5, abyste mohli urcit, zda jsou
nezbytna dalSi opatieni.
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Interpretace vysledkl

Poznamka: Pritomnost kédu stavu nebo analyzy neznamena automaticky, Ze je

nutné provedeni opakovaného testu.
3. Interpretace vysledkd v souhrnu vyjimek

Souhrn vyjimek nemusi uvadét Zzadné vyjimky. V takovém pfipadé& nejsou nutna

Zadna opatfeni.

Pokud souhrn vyjimek uvadi vzorek (vzorky) z po sobé jdoucich cykld, kde byly
oba cykly analytu platné, prectéte si Tabulka 4, kde jsou uvedeny dalSi pokyny.

Pro jednotlivé cykly analytu si prec¢téte Interpretace koéd( stavu a analyzy. V po
sobé jdoucich cyklech, kde je jeden cyklus analytu neplatny, provedte nové
testovani neplatného cyklu (viz Opakovani testu, kde je uvedeno vice informaci)
a zachazejte s vysledky, jako by byly provedeny individualni cykly pro dany analyt.

Bude nutné provedeni manualniho sparovani.

Vzorek mlze byt oznacen jako neplatny, i kdyZ mohou byt jednotlivé zkumavky
(replikaty) oznacené za platné. Kombinovany vysledek replikatd urCuje validitu
vzorku a velky rozdil mezi replikaty zpUsobi neplatnost vzorku (viz Postupy
kontroly kvality, kde je uvedeno vice informaci).

Tabulka 4: Podminky souhrnu vyjimek testu Progensa PCA3

Vysledek PcA3  V¥S Vysledek 1 dene Dalsi . .
. . PSA R - Opatieni/lkomentar
(kéd analyzy*) . .. Skoére PCA3 testovani?
(k6d analyzy*)
V rozmezi Neplatny** _ Ano Opakujte test PSA (viz Opakovani testu)
(bez kédu) (A, B, E, Hnebo ) a manualné vysledky sparuijte.
Mimo rozsah, nizky Neplatny _ Ano Opakujte test PSA (viz Opakovani testu)
(9) (A, B, E, Hnebo I) a manualné vysledky sparuijte.
Neplatny V rozmezi _ Ano Opakujte test PCA3 (viz Opakovani testu)
(a, b, e, hnebo i) (bez kédu) a manualné vysledky sparuijte.
1. Manualné sparujte pro dosazeni
vysledku <[Vypoctené skére PCA3] NEBO
. Mimo rozsah, . 2. Naredte vzorek v fedidle vzorku (viz
v rozmezl vysoky <'[Vypocten?** Volitelné  Redéni vzork( s vysokou hodnotou mimo
(bez kodu) (F) skore PCA3] rozsah), opakujte test PSA a manualné
sparujte vysledky, pokud je poZzadovano
skore PCAS3.
1. Manualné sparujte pro dosazeni
Mimo rozsah vysledku >[Vypoctené skére PCA3] NEBO
P V rozmezi >[Vypoctené .. . 2. Naredte vzorek v fedidle vzorku,
vysoky (bez kodu) skore PCA3]  VOllteINé o akuite test PCA3 a manuainé sparuite
(M vysledky, pokud je poZzadovano skore
PCAS.
Mimo rozsah, nizky V rozmezi <[Vypotétené Ne Manualné sparujte pro dosazeni vysledku
(9) (bez kodu) skore PCA3] <[Vypoctené skore PCA3].
Mimo rozsah, nizky ~ Mimo rozsah, <[Vypo&tené Ne Manualné sparujte pro dosazeni vysledku
(9) vysoky skore PCA3] <[Vypoctené skore PCA3].

(F)

*Viz provozni priru¢ka softwaru testu Progensa PCA3 (Progensa PCA3 Assay Software Operator's Manual), kde je uveden

uplny seznam kédu analyzy.
**Plati pouze pro neplatné vzorky s platnym cyklem.

***Pro hodnoty mimo rozsah je vypoc&tené skore PCAS3 pocitano pomoci hladiny kopii pro nejbliz&i pozitivni kalibrator.
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Progensa PCA3

4. Interpretace vysledkl v Ratio Report (Zprava o poméru)

Pokud je vzorek uveden v Ratio Report (Zprava o poméru) se skére PCA3, je

vysledkem hlasitelné skére PCA3 a nejsou nutna Zadna dalsi opatfeni. Pokud neni
uvedeno zadné skére PCA3, vyjadiené jako ,--“ ve sloupci skére PCAS3, prectéte si
Tabulka 5, kde jsou uvedeny pokyny.

Tabulka 5: Podminky Ratio Report (Zprava o poméru) testu Progensa PCA3

, Vys Vysl k . .
Vysledek PCA3 ys Vyslede Uvedené Dalsi _ .
X . PSA . . Opatieni/lkomentar
(kéd analyzy*) . . Skére PCA3 testovani?
(k6d analyzy*)
V rozmezi V rozmezi X Z4dna dalsi opatieni; vysledek je mozné
(bez kodu) (bez kédu) Skore PCA3 Ne hlésit.
Neplatny** Neplatny _ Opakuite ob vty (viz Opakovani test
(a,b,e hneboi) (A B,E, Hnebol) Ano pakujte oba analyty (viz Opakovani testu).
Neplatny Mimo rozsah, Naredte vzorek v fedidle vzorku (viz Redéni
b epr? nyb . Vysoky -- Ano vzorku s vysokou hodnotou mimo rozsah),
(a, b, e, hneboi) (F) opakuijte test pro oba analyty.
Mimo ro|f§ah, Neplatny A Nafedte vzorek v Fedidle vzorku, opakujte
vy?fc)) y (A, B, E,Hnebo ) - no test pro oba analyty.
Mirr:/(;/srglf;ah, Mir?,?,srg;f;ah’ Ano Naredte vzorek v fedidle vzorku, opakujte
- test pro oba analyty.
(f) (F)
Neplatny Mi h nizky Vzorek ma nedostatek RNA pro pfesnou
b epr? nyb . Imo rozga » nizky -- Ne analyzu. U pacienta musi byt odebran novy
(a, b, e, hneboi) (@) vzorek.
Vv , Mi h. nizky Vzorek ma nedostatek RNA pro pfesnou
brozkrr'l(e;m 1Mo rozga » nizKy -- Ne analyzu. U pacienta musi byt odebran novy
(bez kodu) (@) vzorek.
Mimo rozsah, Mi h nizky Vzorek méa nedostatek RNA pro pfesnou
vysoky imo rozga - Nzky - Ne analyzu. U pacienta musi byt odebran novy
) (@) vzorek.
. I . Vzorek ma nedostatek RNA pro pfesnou
Mimo rozsah, nizky Mimo rozsah, nizky -- Ne analyzu. U pacienta musi byt odebran novy

(9

(G)

vzorek.

*Viz provozni prirucka softwaru testu Progensa PCA3 (Progensa PCA3 Assay Software Operator's Manual), kde je uveden
uplny seznam koédua analyzy.
**Plati pouze pro neplatné vzorky s platnym cyklem. Pokud byly vzorky neplatné, protoze byl neplatny cyklus, vysledky budou
uvedeny v souhrnu vyjimek (viz Interpretace vysledkt v souhrnu vyjimek, kde je uvedeno vice informaci).
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Progensa PCA3 Interpretace vysledku

D. Opakovani testu

1. Pokyny pro opakovani testu

a.

e.

| kdyZ neni nutné, aby byly oba analyty testovany ve stejném cyklu, musi
vysledky obou analytii pochazet ze stejné lahvi¢ky vzorku pro hlasitelné
skére PCA3.

V8echny neplatné cykly musi byt opakované testovany a vSechny neplatné vzorky
z platnych cykld musi byt opakované testovany.

Opakuijte test vzorku(t) pomoci nové sady kalibratort a kontrol.

Je nezbytné spravné uchovavani zbylych vzorkd pfed opakovanim testu (viz Sbér,
transport a uchovavani vzorku, kde je uvedeno vice informaci).

Manualni parovani analytd PCA3 a PSA muze byt nutné ke stanoveni skére
PCA3 (viz Manualni parovani, kde je uvedeno vice informaci).

2. Redéni vzork(i s vysokou hodnotou mimo rozsah

a.

Pokud koncentrace vzorku extrapoluje nad kalibrator 5 v rozsahu platného cyklu,
vysledek je ,mimo rozsah, vysoky“ a vysledek bude oznacen kédem analyzy ,f
nebo ,F* ve zpravé o cyklu. Koncentrace bude vyjadfena jako >[Koncentrace
kalibratoru 5].

Prevratte zpracovany vzorek moci, aby se prfed fedénim promichal. Doporuéené,
ale nevyzadované fedéni, je 1:10 s vyuzitim soupravy pro fedéni vzorku Progensa
PCAS3. Do vhodné lahvicky pfidejte 1 800 pl fedidla vzorku a 200 pl vzorku;
zkumavku uzaviete a pétkrat obratte, aby se obsah dikladné promichal. Faktor
fedéni v pracovnim listu cyklu bude ,10% Pokud maji byt znovu testovany oba
analyty, zdvojnasobte objemy (pouzijte 3 600 pl fedidla vzorku a 400 ul vzorku).
Prectéte si pfibalovou informaci k soupravé pro fedéni vzorku testu Progensa
PCA3. Testujte zfedény vzorek pomoci testu.

Pokud je pfi opakovaném testovani vysledek vzorku opét vysoky mimo rozsah,
bude nutné dalSi fedéni, dokud nebude vysledek vzorku interpolovat s rozsahem
kalibrator(i. DalSi fedéni uvodniho fedéni 1:10 je mozné za pfedpokladu, ze bylo
uvodni fedéni 1:10 fadné uchovano (viz Sbér, transport a uchovavani vzorku, kde
je uvedeno vice informaci).
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Omezeni

A. Test Progensa PCA3 by se nemél pouzivat pro pacienty, ktefi uZivaji léky, o nichz je
znamo, ze ovliviuji sérové hladiny PSA, jako napfiklad finasterid (Proscar, Propecia),
dutasterid (Avodart) a antiandrogenni terapie (Lupron). Uginek t&chto 1ék(i na genovou
expresi PCA3 nebyl dosud vyhodnocen.

B. Urcité terapeutické a diagnostické postupy, jako je prostatektomie, zafeni, biopsie
prostaty a jiné, mohou ovlivnit Zivotnost tkané prostaty a nasledné ovlivnit skore PCA3.
Uginek té&chto postupl na vykonnost testu nebyl dosud vyhodnocen. Vzorky pro
testovani PCA3 by mély byt odebrany tehdy, pokud si Iékaf mysli, Ze se prostaticka
tkan zotavila.

C. Pouziti testu Progensa PCA3 je omezeno na personal, ktery byl proskolen v takovych
postupech. Zanedbanim instrukci v této pfibalové informaci mohou byt zpusobeny
chybné vysledky.

D. Kazda laboratof musi nezavisle validovat pfenosovy proces LIS.

E. Spolehlivé vysledky zavisi na adekvatnim odbéru vzorku moci. Vzhledem k tomu, ze
pfepravni systém pouzivany v testu Progensa PCA3 neumoziiuje mikroskopické
hodnoceni adekvatnosti vzorku modi, je tfeba provedeni Skoleni Iékafl v technice
fadného odbéru vzork(h modi. Viz Sbér, transport a uchovavani vzorku. Podrobné
informace ziskate v pfibalové informaci dodavané k soupravé na prepravu vzork( moci
Progensa PCA3.

F. Vysledky testu Progensa PCA3 by mély byt interpretovany ve spojeni s jinymi
laboratornimi a klinickymi Udaji, které jsou dostupné Iékafi. (Testové vysledky mohou
byt ovlivnény nespravnym odbérem vzorku, technickou chybou nebo zaménou vzorku.)
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Funkéni charakteristiky

A. Klinické vysledky

1. Diagnosticka senzitivita a specificita

Vykonnostni charakteristiky testu Progensa PCA3 byly stanoveny pomoci vzorkd od
subjektl zafazenych ze &tyf geograficky odliSnych klinickych center v Severni
Americe. Populace subjektl byla tvofena 529 muzi, u nichz bylo planovano provedeni
biopsie prostaty. Demografické udaje subjektu jsou uvedeny nize:

a.
b.
c.

d.

Priimérny vék + smérodatna odchylka = 64 + 8 let (median 63, rozsah 32 az 89)
Pramérna hladina PSA v séru = 7,9 + 21,9 ug/l (5,6; 0,3 az 484)

Primérny objem prostaty (stanoveno pomoci transrektalniho ultrazvuku) = 44 + 25
cc (39, 5 az 225)

34 % (180/529) biopticky pozitivnich pro karcinom prostaty

Obrazek 3 ukazuje korelaci skére PCA3 s pravdépodobnosti pozitivni biopsie. Kdyz vzrostlo
skore PCAS3, zvysila se u subjektl incidence bioptickych vzorkd s pozitivitou karcinomu.

80 % T

70 %

60 %

50 %

40 %

30 %

% bioptické pozitivity

20 % A

10 %

0 %
Skére PCA3: <5 5-9 10-19 20-34 35-49 50-100 >100
Pocet subjekti: 58 85 104 97 57 86 42

Obrazek 3. Korelace skére PCA3 s pravdépodobnosti pozitivni biopsie

Analyza operacni charakteristika pfijemce (ROC) byla provedena pomoci biopsie prostaty
jako referencni metoda v souladu s CLSI GP10-A (1995) (4). Pro test Progensa PCA3 byla
plocha pod kfivkou (AUC) 0,685 (95 % interval spolehlivosti = 0,637 az 0,733). Tabulka 6
ukazuje diagnostickou senzitivitu a specificitu pfi rdiznych meznich hodnotach skére PCAS3.
Kazda laboratof by méla stanovit mezni hodnotu pro diagnostickou senzitivitu nebo
specificitu (viz Interpretace vysledku).

Tabulka 6: Diagnosticka senzitivita a specificita testu Progensa PCA3 pfi riznych meznich hodnotach skére

PCA3
Mezni hodnota skére
PCA3 5 10 15 25 35 50 95
Senzitivita 96 % 85 % 77 % 63 % 53 % 41 % 17 %
Specificita 14 % 33 % 47 % 61 % 74 % 84 % 95 %

2. Studie stability vzorku

a. Stabilita v pIné moci: Prvni porce moci byla odebrana od 10 subjektl a ulozena

pfi teploté 2 °C az 8 °C nebo 30 °C pfed zpracovanim pfidanim transportniho
média na mo¢ (UTM). Pri teploté 2 °C az 8 °C byl pozorovan vyznamny rozpad
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PCA3 RNA a PSA RNA u nékterych vzorkd po 4 hodinach. Proto musi byt plna
mo¢ zpracovana do 4 hodin. P¥i teploté 30 °C byla pozorovana vyznamna
degradace za méné nez 1 hodinu. Proto musi byt plnd mo¢ vzdy zchlazena nebo
uchovavana na ledu pfedtim, nez bude provedeno jeji zpracovani.

Stabilita ve zpracované moci: Dvanact vzorkl bylo inkubovano pfi teploté 4 °C
nebo 30 °C po dobu az 38 dnu. PFi teploté 4 °C byla PCA3 RNA a PSA RNA
stabilni po dobu 21 dn(; pfi teploté 30 °C po dobu 5 dnu. Vzorky ulozené pfi
teploté —20 °C a —70 °C prokazaly stabilitu PCA3 RNA a PSA RNA po dobu az 90
dna.

Stabilita pfi zmrazeni a rozmrazeni: Vzorky byly 6krat cyklovany mezi 37 °C a
—70 °C. Nebyl pozorovan pokles urovni kopii PCA3 RNA nebo PSA RNA.

B. Analytické vysledky

1. Analyticka senzitivita

Panel analytické senzitivity tvofeny fedénym in vitro RNA transkriptem byl pouZit pro
hodnoceni senzitivity testu. Jeden operator testoval panel ve dvanacti cyklech u péti
replikatl pomoci jedné SarZe na reagencii. Mez detekce a mez kvantifikace byly

vypocteny podle CLSI EP17-A (2004) (5). Mez detekce analytu PCA3 byla 80 kopii/ml
a pro analyt PSA byla 1 438 kopii/ml. Kvantifikacni mez obou analyt(i byl kalibrator 2.

2. Analyticka specificita

a.

Nespleteny transkript: Test Progensa PCA3 byl navrzen pro detekci pouze
spletené exon 3-exon 4 PCA3 RNA specifické pro karcinom prostaty (2). Test
nedetekoval 1 milion kopii/ml nespletené PCA3 RNA vyznamné nad pozadim.

PCA3 RNA specificka pro prostatu v moci: Vzorky od subjektd po radikalni
prostatektomii (n = 97) byly testovany za pouziti testu Progensa PCA3 a hladiny
PCA3 RNA byly srovnavany s hladinami od subjektd pfed biopsii (n = 464).
Median PCA3 RNA kopii/ml byl pod mezi detekce pro vzorky subjektd po
prostatektomii, zatimco median PCA3 RNA kopii/ml pro vzorky subjektl pred
biopsii byl 7 243 kopii/ml. Tyto udaje potvrzuji, ze PCA3 RNA v moci je z prostaty.
Tkanova specificita: Celkova RNA byla extrahovana z tkani dvou unikatnich
muzskych darct na typ tkané, byla pfidana k fedidlu vzorku (10 ng na reakci)

a testovana testem Progensa PCA3. Tkan prostaty byla jedinym typem
detekovanym nad mezi detekce PCA3 RNA typ( tkani uvedenych v Tabulka 7.

Tabulka 7: Typy muzské tkané testované pro PCA3 RNA

Typ tkané
Mocovy méchyf (normaini) Ledvina
Mocovy méchyf (nador) Penis
Kostni der Prostata
Chamovod Semenny vacek
Nadvarle Varle

Interferujici latky: Latky uvedené v Tabulka 8 byly pfidany k alikvotnim podilim
smichané zpracované muzské moci. Vzorky byly testovany pomoci testu
Progensa PCA3 v souladu s CLSI EP7-A2 (2005) (6). Pfi uvedenych
koncentracich nebyla v testu pozorovana zadna interference.
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Tabulka 8: Latky testované na interferenci s testem Progensa PCA3

Terapeutické prostiedky

Terapeutické prostredky, pokraéovani

Latka Testovana Latka Testovana
koncentrace koncentrace
Acetaminofen/kodein 5,34 pmol/l Uroxatral 30 mg/l
Atorvastatin 25 mgl/l Doxazosin 1,33 pmol/l
Lisinopril 0,74 pmol/l Terazosin 7,8 umol/l
Amlodipin 245 pymol/l Finasterid 15 mgl/l
Atenolol 37,6 pmol/l Tamsulosin 1,2 ugl/l
Sulfasalazin 754 pmol/l Metformin 310 pmol/l
Esomeprazol 120 mg/I Sildenafil 12,9 pmol/l
Allopurinol 294 umol/l Serenoa repens 1 600 mg/l
Difenhydramin 19,6 pmol/l Selen 0,275 mgl/l
Acetaminofen 1 324 pmol/l
Kyselina acetylsalicylova 3,62 mmol/l Slozky mogci
Ibuprofen 2 425 pmol/l Latka Testovana
koncentrace
Furosemid 181 pmol/l Kyselina mocova 1,4 mmol/l
Ciprofloxacin 30,2 umol/l Hemoglobin 24/
Levaquin 48,6 ymol/l Bilé krvinky 4,56 x 107 bunék/I
Doxycyklin 67,5 umol/l Cervené krvinky 3,06 x 107 bunék/I
Fluoxetin hydrochlorid 11,2 pmol/l Albumin 50 g/l
Flutamid 1 500 mg/l Bilirubin (nekonjugovany) 342 g/l
Dutasterid 1,5 mgl/l 1gG 60 g/l
3. Presnost

Presnost testu Progensa PCA3 byla hodnocena dle CLSI EP15-A2 (2005) (7).
Transkripty PCA3 RNA a PSA RNA byly kvantifikovany UV/VIS spektrofotometrii, byly
pfidany do zpracované normalni zenské moci (bez detekovatelné PCA3 RNA nebo
PSA RNA) a koncentrace byly zméfeny testem Progensa PCA3. Procentualni (%)
vytéZnost byla vypoctena jako pomér naméfenych kopii/ml k pfidanym kopii/ml a

vynasobeny 100.

Tabulka 9: Vytéznost kopii testu Progensa PCA3

Analvt Znama koncentrace, Namérena % vVtdEnost
y kopie/ml koncentrace, kopie/ml o vy
750 808 108 %
7 500 7618 102 %
PCA3
18 750 18 722 100 %
75000 70 287 94 %
20 000 23 684 118 %
250 000 278 373 111 %
PSA
500 000 599 941 120 %
1750 000 1960 775 112 %

4. Linearita a rozsah
Linearni rozsah testu Progensa PCA3 byl stanoven dle CLSI EP6-A (2003) (8) na
zakladé linearné regresni analyzy (nejmensi &tverce). Dvé sady sérii fedéni byly
pfipraveny ze vzorkU, které obsahovaly vysoké koncentrace PCA3 RNA a PSA RNA.
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Jedna sada byla nafedéna do zpracované Zenské moci a jedna sada do fedidla
pozitivnimi kalibratory pro kazdy analyt. Pro oba analyty, PCA3 a PSA, ukazaly
vysledky méfené testem pfimo umérny vztah mezi testovanymi fedénimi a hlaSenym
poctem kopii/ml analytu. Nedo$lo k Zadnému vyznamnému Fedicimu uc€inku na
matrix. Viz Obrazek 4.
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5.

Obrazek 4. Linearita testu Progensa PCA3 pro analyty PCA3 a PSA

Presnost

Pfresnost testu Progensa PCA3 byla hodnocena podle CLSI EP5-A2 (2004) (9).
Opakovatelnost je pfesnost za podminek minimalni variability a reprodukovatelnost je
pfesnost za podminek maximalni variability.

Pro opakovatelnost byl pfipraven trojclenny testovaci panel tvofeny z fedénych in vitro
RNA transkriptd. Jeden operator v jednom centru testoval panel ve 20 cyklech u 5
replikatd po dobu 20 dnuU za pouziti jedné Sarze kalibratoru a kontroly, Sarze
reagencie a sady vybaveni. Tabulka 10 ukazuje pfesnost opakovatelnosti testu
Progensa PCA3 v rliznych drovnich testové koncentrace.

Tabulka 10: Opakovatelnost testu Progensa PCA3

Panel Primeér Opakovatelnost Opakovatelnost
Analyt = .
Clen kopie/ml SD Ccv
1 1228 145 12 %
PCA3 2 12 020 809 7%
3 61108 2489 4%
1 48 091 3715 8 %
PSA 2 484 457 41 026 8 %
3 2001430 131 554 7%

Pro reprodukovatelnost byl pfipraven osmiélenny testovaci panel tvofeny smichanymi
vzorky (1 az 3) a zfedénymi in vitro RNA transkriptem (4 az 8). T¥i operatofi testovali
panel v 18 cyklech po dobu 3 dnu za pouziti jedné Sarze kalibratoru a kontroly, 3
Sarzi reagencie a 3 sad vybaveni. Tabulky 11 a 12 shrnuji pfesnost celkovou, v ramci
cyklu a mezi cykly, pfesnost operatora, vybaveni a Sarze v testu Progensa PCA3 pro
kopie/ml analytu a pro skére PCAS3.
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Variabilita v ramci cyklu, mezi operatory a mezi cykly byly v sestupném poradi
nejvétsi priginou celkové variability testu. Sarze reagencie a zafizeni mély jen maly
vliv na celkovou variabilitu testu. Tyto vysledky ukazaly, Ze test Progensa PCA3
probih& reprodukovatelné& a primarni zdroj variability je ndhodna chyba (v ramci

cyklu).
Tabulka 11: Reprodukovatelnost testu Progensa PCA3: analyza kopii/ml
Celkovy
Panel Naméfeng varacnt C,V . CVmezi cv MeZl  CVmezi CVmezi
Analyt = n . koe-  vramci opera- e L
Clen kopie/ml ficient cyklu cykly tory zafizenim Sarzemi
(CV)
1 36 248 27 % 24 % 7% 15 % 1% 0 %
2 36 7 021 11 % 6 % 9% 9% 0% 0%
3 36 31469 8 % 6 % 5% 9% 0% 4%
PCA3 4 36 1469 15 % 13 % 7% 6 % 0% 1%
5 36 14 844 7% 5% 2% 6 % 0% 4%
6 36 72372 7% 4 % 6 % 0% 1% 0 %
7 36 430 26 % 26 % 0% 1% 0% 1%
8 36 62 274 13 % 8 % 8 % 3% 0% 5%
1 34 52739 9 % 6 % 6 % 7% 4% 2%
2 34 218 789 10 % 6 % 7% 7% 4 % 0 %
3 32 1073 920 1% 4% 6 % 9% 8 % 0 %
PSA 4 34 37 185 9% 5% 7% 3% 0% 1%
5 32 386 504 10 % 4 % 8 % 6 % 3% 4%
6 34 1518 748 12 % 5% 8 % 4% 3% 7%
7 32 11 007 14 % 8 % 9% 0% 6 % 0 %
8 34 1694 404 1% 7% 7% 0% 1% 6 %

Tabulka 12: Reprodukovatelnost testu Progensa PCA3: Analyza skore PCA3

Celkovy CVv
Panel Primérné varia€ni . . CVmezi CVmezi CV mezi CV mezi
2w n . . . ramci . S s
Clen skére koeficient cykly operatory  zafizenim  Sarzemi
cyklu
(CV)
1 34 5 27 % 26 % 5% 23 % 8 % 0%
2 34 32 14 % 9% 10 % 12 % 0% 2%
3 32 30 12% 7% 5% 17 % 7% 6 %
7 32 39 28 % 24 % 2% 8 % 1% 7%
8 34 37 21 % 14 % 12% 0% 0% 9%

*Clenové panelu 4 a2z 6 obsahovaly pouze PCA3 RNA nebo PSA RNA transkript, a proto nebyly zafazeny do této analyzy.
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