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Generel information Progensa PCA3

Generel information

Tilsigtet anvendelse

Progensa PCA3 Assay er en in vitro nukleinsyreamplifikationstest (NAAT), der detekterer
Prostatacancergen 3 (PCA3) ribonukleinsyre (RNA) i urinpragver fra maend til generering af en
PCA3 Score. PCA3 Score beregnes til anvendelse sammen med almindeligt anvendte
diagnostiske algoritmer som hjeelp til diagnosticering af prostatacancer.

Resumé og forklaring af testen

Anvendelse af serum-PSA-testen (prostata-specifikt antigen) til prostatacancer-screening har
resulteret i biopsidiagnosticering af mindre, tidligere ikke-detekterede tumorer (1) og har
saledes skabt et nyt diagnostisk dilemma: Kun en brgkdel af maend med @gede serum-PSA-
niveauer har detekterbar prostatacancer. Maend med mindst én negativ biopsi har ofte
persisterende gget serum-PSA primaert som fglge af forstgrrede prostata og benign
prostatahyperplasi (BPH). En vaesentlig del af maend med lettere gget serum-PSA (2,5-4,0
Mg/l) vil dog enten have eller vil udvikle klinisk signifikant prostatacancer (1). Selv om biopsi
forbliver standarden for detektion af prostatacancer, er der behov for mere ngjagtige tests
med bedre specificitet som hjaelp til at tage beslutninger om prostatabiopsi.

PCAS3 (der ogsa kaldes “PCA3°>*” eller “DD3**") er en ikke-kodende prostataspecifik RNA,
der er kraftigt overudtrykt i prostatacancerceller med en median opregulering pa 66-fold
sammenlignet med hosliggende benignt vaev (2). Genekspressionen af PSA er derimod
omtrent ens i cancer- og benigne celler; PSA RNA-niveauerne kan derfor anvendes il
normalisering for maengden af prostataspecifik ribonukleinsyre (RNA) i molekylaere
testprgver. Effektiviteten af kvantitativ PCA3-baseret molekyleer testning af urinsedimenter (2)
og af ubehandlet urin (3) er blevet pavist.

Progensa PCA3 Assay anvender ubehandlet urin, opsamlet efter en rektaleksploration, der
bestar af tre tryk pr. lap. Rektaleksplorationen Igsner prostataceller, der gar gennem
prostatakanalen og ind i urinvejen, hvor de kan opsamles i den fgrste urin. Urinen behandles
ved tilsaetning af urintransportmedium (UTM), der lyserer cellerne og stabiliserer RNA. PCA3
og PSA RNA kvantificeres, og PCA3 Score bestemmes pa grundlag af forholdet mellem
PCA3 og PSA RNA. Foruden normalisering af PCA3-signal tjener maling af PSA RNA ogsa
til at bekreefte, at udbyttet af prostataspecifik RNA er tilstraekkeligt til at generere et gyldigt
resultat. Hajere PCA3 Scores korrelerer med stgrre sandsynlighed for en positiv
prostatabiopsi.

Funktionsprincip

Progensa PCA3 Assay bestar af to kvantitative nukleinsyreamplifikationstests. Progensa
PCA3 Assay kombinerer teknikkerne til Target Capture, transkriptionsmedieret amplifikation-
(TMA) og hybridiseringsbeskyttelsesanalyse (HPA) til henholdsvis at streamline
urinprgvebehandling, amplificere target RNA og detektere amplicon.

Nar Progensa PCA3 Assay udfgres i laboratoriet, isoleres target RNA-molekylerne fra
urinprgverne vha. Target Capture. Oligonukleotider (“capture oligonukleotider”), der er
komplementeere til sekvensspecifikke regioner af targets, hybridiseres til targets i urinpraven.
Der anvendes et separat capture-oligonukleotid til hvert target. Det hybridiserede target
indfanges dernegest pa magnetiske mikropartikler, der separeres fra urinprgven i et magnetisk
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felt. Vasketrin anvendes til at fierne fremmede komponenter fra reaktionsrgret. Magnetisk
separation og vasketrin udfgres med et Target Capture System.

Targetamplifikation forekommer via TMA, som er en transkriptionsbaseret
nukleinsyreamplifikationsmetode, der anvender to enzymer, Moloney murint leukaemivirus
(MMLYV) revers transkriptase og T7 RNA polymerase. Der anvendes et unikt primerseet til
hvert target. Revers transkriptase anvendes til at generere en deoxyribonukleinsyrekopi
(DNA) (der indeholder en promotersekvens for T7 RNA polymerase) af target-sekvensen. T7
RNA-polymerase producerer flere kopier af RNA-amplicon fra DNA-kopiskabelonen.

Detektion opnas ved HPA vha. enstrengede kemiluminiscerende nukleinsyreprober, der er
komplementeere til amplicon’et. Separate prober anvendes til hvert target-amplicon. De
maerkede nukleinsyreprober hybridiserer specifikt til amplicon’et. Selektionsreagenset
differentierer mellem hybridiserede og ikke-hybridiserede prober ved at inaktivere maerket pa
de ikke-hybridiserede prober. Under detektionstrinnet males det kemiluminescerende signal,
der produceres af den hybridiserede probe, i et luminometer og rapporteres som relative
lysenheder (RLU).

PCA3 og PSA RNA kvantificeres i separate reagensglas og deres PCA3 Score bestemmes.
Kalibratorer, der indeholder kendte maengder PCA3- eller PSA RNA-transkripter, inkluderes i
hver analysekarsel og anvendes til at generere en standardkurve. PCA3- og PSA-kontroller
inkluderes ogsa til verificering af ngjagtigheden af resultaterne, der interpoleres fra
standardkurven.
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Progensa PCA3

Vedlagte reagenser og materialer

Bemaerk: For oplysninger om enhver fare og sikkerhedserklzeringer, der kan veere tilknyttet reagenser,
henvises til Safety Data Sheet Library (Arkivet med sikkerhedsdataark) p& www.hologic.com/sds.

Reagenser og materialer, der fglger med i Progensa PCA3/PSA-Assay Kit til Progensa PCA3
Assay, star anfgrt nedenfor. Reagenssymbolerne er ligeledes angivet ved siden af
reagensbetegnelsen.

Progensa PCA3 Assay Kit, 2 x 100 reaktioner, kat.nr. 302355 (8 asker)

Progensa PCA3 100-Reaction Kit

Progensa PCAS3, nedkglet aeske — opbevares ved 2 °C-8 °C fra modtagelsen og indtil den
anfgrte udlgbsdato

Symbol Komponent Kvantitet

A PCA3-amplifikationsreagens 1 heetteglas
Ikke-infektiose nukleinsyrer tarret i HEPES bufferoplgsning, der
indeholder <10 % volumenforagende middel.

E PCA3/PSA-enzymreagens 1 haetteglas
Revers transkriptase og RNA-polymerase tarret i HEPES
bufferoplasning, der indeholder <10 % volumenforggende middel.

P PCA3-probereagens 1 heetteglas

Ikke-infektigse kemiluminescerende DNA-prober tagrret i
succinatbufferoplgsning, der indeholder <5 % volumenforagende
middel og <5 % lithiumlaurylsulfat.

Progensa PCA3, aeske ved stuetemperatur — opbevares ved 15 °C-30 °C fra modtagelsen
og indtil den anfgrte udigbsdato

Symbol Komponent Kvantitet
AR Amplifikationrekonstitutionsoplgsning til PCA3 1x9,3ml
Vandig oplasning, der indeholder konserveringsmidler
(<1 % parabener).
ER PCA3/PSA-enzymrekonstitutionsoplgsning 1x3,3ml
HEPES bufferoplasning, der indeholder overfladeaktivt stof
(10 % Triton X-100) og 20 % glycerol.
PR PCA3/PSA-proberekonstitutionsoplesning 1x12,4 ml
Succinatbufferoplgsning, der indeholder <5 % lithiumlaurylsulfat.
S PCA3/PSA-selektionsreagens 1x31ml
Boratbufferopl@sning, der indeholder overfladeaktivt stof
(1 % Triton X-100).
TCR PCA3-Target Capture-reagens 1x22ml
Ikke-infektias nukleinsyre i HEPES bufferoplasning, der indeholder
fastfase.
Afdaekningspapir 1 pakke
Rekonstitueringsmanchetter 1 pakke
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Progensa PCAS3 Calibrator and Controls Kit — opbevares ved 2 °C-8 °C fra modtagelsen og
indtil den anfgrte udlgbsdato

Symbol Komponent Kvantitet
CAL PCA3-kalibrator 1 1x2,0ml
Fosfatbufferoplasning, der indeholder <5 % lithiumlaurylsulfat.
CAL PCA3-kalibratorer 2-5 4x1,7ml

Ikke-infektios PCA3-nukleinsyre i fosfatbufferoplasning, der indeholder
<5 % lithiumlaurylsulfat.

PC PCA3-positive kontroller 2x1,7ml
Ikke-infektios PCA3-nukleinsyre i fosfatbufferopl@sning, der indeholder
<6 % lithiumlaurylsulfat.

Informationsark, som angiver PCA3-koncentrationer 1 ark

Progensa PSA 100-Reaction Kit

Progensa PSA, nedkglet seske — opbevares ved 2 °C-8 °C fra modtagelsen og indtil den
anfgrte udlgbsdato

Symbol Komponent Kvantitet

A PSA-amplifikationsreagens 1 heetteglas
Ikke-infektiose nukleinsyrer tarret i HEPES bufferoplgsning, der
indeholder <10 % volumenforagende middel.

E PCA3/PSA-enzymreagens 1 haetteglas
Revers transkriptase og RNA-polymerase torret i HEPES
bufferoplasning, der indeholder <10 % volumenforaggende middel.

P PSA-probereagens 1 heetteglas
Ikke-infektiose kemiluminescerende DNA-prober tarret i
succinatbufferopl@asning, der indeholder <5 % volumenforggende
middel og <5 % lithiumlaurylsulfat.
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Progensa PSA, aeske ved stuetemperatur — opbevares ved 15 °C-30 °C fra modtagelsen
og indtil den anfgrte udlgbsdato

Symbol Komponent Kvantitet
AR Amplifikationsrekonstitutionsoplgsning til PSA 1x9,3ml
Vandig oplasning, der indeholder konserveringsmidler
(<1 % parabener).
ER PCA3/PSA-enzymrekonstitutionsoplgsning 1x3,3ml
HEPES bufferoplasning, der indeholder overfladeaktivt stof
(10 % Triton X-100) og 20 % glycerol.
PR PCA3/PSA-proberekonstitutionsoplgsning 1x12,4 ml
Succinatbufferoplgsning, der indeholder <56 % lithiumlaurylsulfat.
S PCA3/PSA-selektionsreagens 1x31ml
Boratbufferoplgsning, der indeholder overfladeaktivt stof
(1 % Triton X-100).
TCR PSA-Target Capture-reagens 1x22ml
Ikke-infektios nukleinsyre i HEPES bufferopl@sning, der indeholder
fastfase.
Afdaekningspapir 1 pakke
Rekonstitueringsmanchetter 1 pakke

Progensa PSA Calibrator and Controls Kit — opbevares ved 2 °C-8 °C fra modtagelsen
og indtil den anfgrte udlgbsdato

Symbol Komponent Kvantitet
CAL PSA-kalibrator 1 1x2,0ml
Fosfatbufferoplasning, der indeholder <5 % lithiumlaurylsulfat.
CAL PSA-kalibratorer 2-5 4x1,7ml
Ikke-infektiss PSA-nukleinsyre i fosfatbufferoplasning, der indeholder
<6 % lithiumlaurylsulfat.
PC PSA positive kontroller 2x1,7ml

Ikke-infektiss PSA-nukleinsyre i fosfatbufferoplasning, der indeholder
<6 % lithiumlaurylsulfat.

Informationsark, som angiver PSA-koncentrationer 1 ark
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Aptima Assay Fluids — opbevares ved 15 °C-30 °C (2 asker) fra modtagelsen og indtil
den anferte udlgbsdato

Symbol Komponent Kvantitet
w Vaskeoplgsning 1x402 ml
HEPES bufferoplasning, der indeholder <2 % natriumdodecylsulfat.
DF Buffer til deaktiveringsvaske 1x402 ml
Bikarbonatbufferopl@sning.
0] Oliereagens 1x24,6 ml
Silikoneolie.

Bemeerk: Alle materialerne, der er med i Progensa PCA3 Assay Kit, kan ogsa kobes
Separat (der er naermere oplysninger i afsnittet Materialer).
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Materialer Progensa PCA3

Materialer

Bemaerk: For oplysninger om enhver fare og sikkerhedserklzeringer, der kan veere tilknyttet reagenser,
henvises til Safety Data Sheet Library (Arkivet med sikkerhedsdataark) p& www.hologic.com/sds.

Bemeerk: Materialer, der fas hos Hologic, star opfert med katalognummer.

Nodvendige materialer, der skal anskaffes separat

kat. nr.

Progensa PCA3 Urine Specimen Transport Kit 302352
Leader HC+ luminometer 104747
Hologic Target Capture System (TCS) 104555
Aptima Auto Detect Kit 301048
2 eppendorf Repeater Plus pipetter 105725
Spidser til gentagelsespipetter (2,5 ml, 5,0 ml, 25,0 ml) —
Enten: —

2 stk. multireagensglas-vortexmixere 102160F

3 stk. cirkulationsvandbade 104586F

(62°C+1°C,42°C+1°C, 62°C+1°C)

3 stk. vandbadsindsatser 104627
ELLER

2 stk. SB100 Dry Heat Bath/vortexmixere 105524F

Yderligere SB100-instrumenter kan veere pakreevet, alt afheengigt af ensket

kapacitet
Mikropipette, 1000 ul RAININ PR1000 901715
Spidser, 1000 ul PR1000 105049
Pipette, eppendorf 20-200 pl 105726
Spidser, pipette 20-200 pl —
Blegemiddel, 5 %-7 % (0,7 M til 1,0 M) natriumhypochloritoplgsning —
Store plastbeholdere med lag —
Standard urinindsamlingsbeholdere uden konserveringsmidler —
Enheder med ti reagensglas (TTU) TU0022
Ti-spids-kassetter (TTC) 104578
SysCheck kalibreringsstandard 301078

Valgfri materialer
kat. nr.

Progensa PCA3 100-Reaction Kit 302354
Progensa PSA 100-Reaction Kit 302357
Progensa PCA3 Calibrators and Controls Kit 302353
Progensa PSA Calibrators and Controls Kit 302356
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kat. nr.

Progensa PCA3/PSA Proficiency Panels 302350
Progensa PCA3 Specimen Diluent Kit 302351
Aptima Assay Fluids Kit 302002C
Engangspipettespidser med filter (1 ml) 10612513 (Tecan)
TECAN Freedom EVO 100/4 900932

PCA3-daekplade, DTS 800 902021 —

Reagensbeholder (40 ml kvart modul) 104765

Delt reagensbeholder (19 ml x 2 kvart modul) 901172
Transportrar 302521
Gennemtraengelige udskiftningshaetter 302520
Uigennemtreengelige udskiftningshaetter 103036A
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Advarsler og forholdsregler Progensa PCA3

Advarsler og forholdsregler

A.
B.

Til in vitro diagnostisk brug.

Kun til eksport fra USA.

Vedrgrende laboratoriet

C.
D.

Brug kun medfglgende eller specificerede laboratorieartikler til engangsbrug.

Rutinemaessige laboratorieforholdsregler skal falges. Der ma hverken spises, drikkes eller
ryges i arbejdsomraderne. Brug engangshandsker uden pudder, beskyttelsesbriller og
laboratoriekittel ved handtering af urinpraver og kitreagenser. Vask handerne grundigt
efter handtering af urinprever og kitreagenser.

Advarsel: Lokalirriterende, setsende stoffer. Undga, at Auto Detect 1 og Auto Detect 2
kommer i kontakt med huden, gjnene og slimhinderne. Hvis disse vaesker kommer i
kontakt med huden eller gjnene, vaskes det pageeldende sted med vand. Hvis disse
vaesker spildes, skal den spildte vaeske fortyndes med vand, inden den tarres op.

Arbejdsflader, pipetter og andet udstyr skal regelmaessigt dekontamineres med 2,5 %-3,5
% (0,35 M-0,5 M) natriumhypochloritoplgsning (se Bemeerkninger til fremgangsmaden).

Det anbefales steerkt, at der benyttes et separat omrade til post-amplifikation, sa
amplicon-kontaminering i analysen minimeres. Dette saerlige omrade skal veere i afstand
af pree-amplifikationsomradet, hvor reagensklargering, Target Capture og amplifikation
finder sted.

Laboratorieomradet skal indrettes med arbejdsgang i én retning fra reagensklargering til
og med post-amplifikation for at bidrage til at forhindre, at omrader af laboratoriet bliver
kontamineret med amplicon. Prgver, udstyr og reagenser bar ikke fgres tilbage til det
omrade, hvor et tidligere trin blev udfert. Personalet bar ikke ga tilbage til et tidligere
arbejdsomrade uden at tage korrekte foranstaltninger imod kontaminering.

Vedrgrende prover

L.

Efter at urin er blevet tilsat, skal vaeskeniveauet i transportraret til urinprgver til at
begynde med std mellem de to sorte indikatorstreger pa etiketten pa rgret. Hvis det ikke
er tilfaeldet, skal prgven kasseres.

Under forsendelse af prover skal korrekte opbevaringsforhold bevares for at sikre
prevens integritet. Prgvestabilitet under forsendelsesforhold, der er anderledes end de
anbefalede forhold, er ikke blevet vurderet.

Udlgbsdatoerne pa praveudtagningskit geelder for indsamlingsstedet og ikke for
laboratoriet, hvor testen foretages. Praver, der indsamles far udigbsdatoen pa
indsamlingskittet og transporteres og opbevares som anvist i indlaegssedlen, kan testes,
selv om udlgbsdatoen for indsamlingsglasset er passeret.

Alle praver skal opbevares ved den specificerede temperatur. Hvis der anvendes forkert
opbevarede prgver, kan det indvirke pa analysepraestationen. Se seerlig anvisning i
Indsamling, transport og opbevaring af praver.
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M.

Urinprgver kan veere infektigse. Der skal tages generelle forholdsregler ved udfgrelse af
denne analyse. Korrekte handterings- og bortskaffelsesmetoder begr etableres af
laboratorielederen. Kun personale, der er korrekt opleert i udfgrelse af Progensa PCA3
Assay og i handtering af infektigse materialer, bar have tilladelse til at udfare denne
procedure.

. Undgé krydskontaminering under prgvehandteringstrinnene. Urinprgver kan indeholde

heje niveauer af RNA target. Pas pa, at prgvebeholdere ikke rgrer hinanden, og kassér
brugte materialer uden at fere dem hen over abne beholdere. Hvis handskerne kommer i
kontakt med en prove, skal der skiftes handsker for at undga krydskontaminering.

Vedrgrende analyse

0.

P.

Dette kit ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen.

For Progensa PCA3 Assay Kittet ma PCA3-analysereagenser med forskellige
lothumre ikke byttes om med hinanden, blandes eller kombineres (dvs. for hver
analyt skal analysereagenserne i den nedkglede aeske og i aesken ved stuetemperatur
veere fra samme lotnummer). Analysereagenserne kan bruges sammen med kalibrator-
og kontrolkit fra forskellige lotnumre. Aptima Assay Fluids kits kan byttes om med
hinanden. Det er ikke ngdvendigt at matche PCA3- og PSA-analysereagenskit med
hinanden.

Alle prgvereagenser skal opbevares ved den specificerede temperatur. Hvis der
anvendes forkert opbevarede analysereagenser, kan det indvirke pa
analysepraestationen. Se seerlige anvisninger i Krav til opbevaring og handtering og
Bemeerkninger til fremgangsmaden.

Til analysedeaktivering (se Fremgangsmade ved testning) skal
natriumhypochloritoplasningen veere mindst 2,5 % (0,35 M) efter fortynding med
deaktiveringsbuffer i forholdet 1:1. Man skal derfor starte med en
natriumhypochloritoplgsning pa 5 %-7 % (0,7 M-1,0 M) for at opna den slutkoncentration,
der er ngdvendig til deaktivering.

. Der skal anvendes spidser med hydrofobiske propper. Der skal anvendes mindst to

gentagelsespipetter specifikt dedikerede til denne analyse: En til pree-
amplifikationstrinnene, og én til post-amplifikationstrinnene. Der skal anvendes én
mikropipette specielt til prgveoverfgrsel, medmindre der anvendes et TECAN Freedom
EVO 100/4-instrument. Alle pipetter skal renses regelmaessigt, som anvist i
Bemaerkninger til fremgangsmaden.

Nar der anvendes gentagelsespipetter til reagenstilseetning, ma pipettespidsen ikke rgre
ved reaktionsrgret, sa overfgrsel fra et glas til et andet undgas.

. Korrekt blanding er ngdvendig for at opna ngjagtige analyseresultater. Find alle

oplysninger i Bemeerkninger til fremgangsméden.

Der skal anvendes separate vandbade til prae-amplifikations- og post-
amplifikationstrinnene i analysen.

Visse reagenser i dette kit er meaerket med risiko- og sikkerhedssymboler i henhold til EU-
direktiv 1999/45/EC og bgr handteres i henhold dertil. Sikkerhedsdatablade kan ses pa
webstedet www.hologic.com og fas pa anmodning.
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Krav til opbevaring og handtering

A. Der henvises til oplysninger om opbevaring af reagenser i Tabel 1.

Tabel 1: Opbevaring af reagenser

Reagens/vaeske

Opbevaring uabnet

Abnet/rekonstitueret

Stabilitet (indtil udlebsdatoen)

Amplifikation-reagenser

2 °C-8 °C indtil udlgbsdatoen

30 dage ved 2 °C-8 °C*

Probereagenser

2 °C-8 °C indtil udlgbsdatoen

30 dage ved 2 °C-8 °C*

Enzymreagens

2 °C-8 °C indtil udlgbsdatoen

30 dage ved 2 °C-8 °C*

Target Capture-reagenser

15 °C-30 °C indtil udlgbsdatoen

30 dage ved 15 °C-30 °C

Amplifikationrekonstitutions-
oplgsning

2 °C-30 °C indtil udlgbsdatoen

Ikke relevant (til engangsbrug)

Proberekonstitutions-
oplgsning

2 °C-30 °C indtil udlgbsdatoen

Ikke relevant (til engangsbrug)

Enzymrekonstitutions-
oplgsning

2 °C-30 °C indtil udlgbsdatoen

Ikke relevant (til engangsbrug)

Selektionsreagens

2 °C-30 °C indtil udlgbsdatoen

30 dage ved 15 °C-30 °C

Kalibratorer

2 °C-8 °C indtil udlgbsdatoen

Ikke relevant (til engangsbrug)

Kontroller

2 °C-8 °C indtil udlgbsdatoen

Ikke relevant (til engangsbrug)

Oliereagens

15 °C-30 °C indtil udigbsdatoen

30 dage ved 15 °C-30 °C

Vaskeoplgsning

15 °C-30 °C indtil udlgbsdatoen

30 dage ved 15 °C-30 °C

Buffer til deaktiveringsvaeske

15 °C-30 °C indtil udigbsdatoen

28 dage ved 15 °C-30 °C

*Kan bruges igen til andre analysekgrsler op til fire gange, hvis det samlede tidsrum ved stuetemperatur ikke overstiger
24 timer.

B. Target capture-reagens ma ikke opbevares ved temperatur under 15 °C.

C. Probereagens og rekonstitueret probereagens er lysfglsomme. Disse reagenser skal
beskyttes mod leengere tids udsaettelse for lys under opbevaring og klarggring til brug.

D. Reagenserne ma ikke fryses.
E. Reagenser og veesker ma ikke bruges efter udlgbsdatoen.

F. Progensa PCA3- og PSA-kalibratorer og -kontroller er haetteglas til engangsbrug og skal
kasseres efter brug.

G. Andringer i medfglgende reagensers udseende kan veere tegn pa ustabilitet eller
nedbrydning af disse materialer. Hvis der konstateres aendringer i udseendet pa
reagenser, der resuspenderes (f.eks. tydelige eendringer i reagensfarve eller uklarhed,
hvilket er tegn pa mikrobiel kontaminering), skal teknisk radgivning hos Hologic
kontaktes, inden reagenserne tages i brug.

H. Rekonstitueret reagens skal kasseres efter 30 dage eller ved udlgbsdatoen, alt efter hvad
der indtreeder forst.
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I. Resterende abnet eller rekonstitueret reagensmateriale kan anvendes i efterfalgende
analyser, hvis det opbevares pa korrekt made efter at veere blevet brugt fgrste gang.
Resterende reagensmateriale kan blive pooled med netop klargjort eller andet
resterende reagensmateriale fra samme lot. Reagenser fra kit med forskellige
lothumre ma ikke byttes om med hinanden, blandes eller kombineres. (Se
Advarsler og forholdsregler.) Ingen komponenter i pooled reagensmaterialer ma have
passeret greenserne for opbevaring af abnet eller rekonstitueret reagensmateriale. Det
poolede reagensmateriale skal blandes grundigt, og der skal veere klargjort en
maengde, der er tilstraekkelig til en hel analysekgrsel.
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Indsamling, transport og opbevaring af prover

Progensa PCA3 Assay er beregnet til kvantificering af PCA3 og PSA RNA i den fgrste
urin indsamlet efter en rektaleksploration, der bestar af tre tryk pr. lap. Urin behandles
med Progensa PCA3 Urine Specimen Transport Kit. Stabiliteten af PCA3 og PSA RNA i
urin og behandlet urin blev etableret ved at falge RNA-kopiniveauer i urinprgver, der blev
opsamlet som anvist nedenfor.

A. Anvisning i opsamling og behandling af urinprgver:

1.

Det kan veere nyttigt at bede patienten om at drikke en stor maengde vand
(ca. 500 ml) for at fa tilstraekkelig urin til opsamling.

Foretag en rektaleksploration, som beskrevet nedenfor, umiddelbart fgr urinopsamlingen:

Pafar tryk pa prostata; trykket skal veere tilstreekkeligt til at trykke overfladen ca.

1 cm ned fra basis til apex og fra den laterale linie til midterlinien for hver lap som
vist i Figur 1. Der skal paferes ngjagtigt tre tryk for hver lap. Det skal ikke veere en
prostatamassage.

Basis
Venstre lap Hgajre lap

Apex
Fig. 1. Korrekt retning af pafort prostatatryk

Efter rektaleksplorationen skal patienten instrueres i at opsamle den farste urin
(ca. 20-30 ml af den farste urinstrem) i et korrekt maerket urinopsamlingsbaeger.
Det skal veere den farste urinprgve, der udtemmes efter rektaleksploration. Der
skal bruges et opsamlingsbaeger uden konserveringsmidler. Hvis en patient ikke
kan stoppe urinstrammen og giver mere urin end de fgrste 20-30 ml, der anmodes
om, skal hele urinmaengden beholdes. Hvis patienten ikke kan afgive den
anmodede maengde urin, skal der vaere mindst 2,5 ml til at kere Progensa PCA3
Assay. Hvis det ikke er tilfeeldet, skal prgven kasseres.

Bemaerk: Meget haje urinmeengder kan nedseette analytkoncentrationerne af
PCA3 og PSA, og kan i sjeeldne tilfeelde resultere i en ugyldig prave. Patienten bgr
derfor prave at undga at fylde urinopsamlingsbaegeret helt op.

Hvis ubehandlede urinprover ikke behandles omgaende, skal de holdes ved
2 °C-8 °C eller l2gges pa is. Afkglede, ubehandlede urinprgver skal overfores
til transportroret til urinprover i lobet af 4 timer efter opsamling. Ellers skal
proven kasseres, og der skal indsamles en ny. Ubehandlede urinprever ma
ikke fryses.

Urinprever behandles ved at saette haetten godt pa og vende den ubehandlede
urinprgve om 5 gange, sa cellerne resuspenderes. Tag heetten af transportroret til
urinprgver, og overfgr 2,5 ml af den opsamlede urin til rgret med
overfgrselspipetten til engangsbrug. Der er korrekt maengde urin i rgret, nar
vaeskeniveauet er mellem de sorte streger pa etiketten pa transportraret til
urinprgver.
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6. Seet haetten godt fast pa transportragret til urinprever igen, og vend urinprgven om 5
gange, sa den blandes. Dette kaldes nu den behandlede urinprave.

B. Prgvetransport og -opbevaring inden testning:

1. Behandlede urinprgver skal transporteres til laboratoriet i transportrgr til urinprever.
De kan forsendes ved omgivelsestemperatur (uden temperaturkontrol) eller frosne.
Forsendelsen skal forega pa en sadan made, at praver modtages pa teststedet i
lebet af 5 dage efter opsamlingen.

Ved modtagelsen af forsendelsen bgr laboratoriet kontrollere datoen for
prevetagningen pa reret. Hvis forsendelsen af prgverne var ved
omgivelsestemperatur, og modtages mere end 5 dage efter prgveindsamling, skal
proven forkastes, og der ber anmodes om en ny pregve. Laboratoriet kan opbevare
pregverne ved 2 °C-8 °C i op til 14 dage, inden de skal bortskaffes. Hvis laengere
tidsperioder er nagdvendige, henvises til Tabel 2 ang. tilladelige opbevaringstider ved
forskellige temperaturer.

Tabel 2: Opbevaringstid for behandlede urinpraver

Opbevaringstemperatur Tidsrum

Opbevaring og forsendelse af behandlede prgver: Op til 5 dage*

Efter modtagelse pa teststed:
2°C-8°C Op til 14 dage
-35°Ctil-15°C Op til 11 maneder**
Ved eller under -65 °C Op til 36 maneder**

*Den tid, som forsendelsen ma tage ved omgivelsestemperatur eller frossen.
**Tid tilladt efter opbevaring i kaleskab.

2. Behandlede urinprgver kan fryses og t@s op 5 gange.

C. Opbevaring af praver efter testning:
1. Prgver, der er blevet analyseret, skal opbevares lodret i et stativ.

2. Huvis transportrgr til urinpragver ikke lukkes med en intakt haette, skal de daekkes med
en ny og ren plast- eller foliebarriere.

3. Hvis de analyserede prover skal fryses eller sendes, tages de gennemtreengelige
haetter af transportrgrene til urinprgver, og der seette nye uigennemtraengelige haetter
pa. De anbefalede temperaturer skal opretholdes, hvis praverne sendes til testning et
andet sted. Undga sprejtning og krydskontaminering.

Bemeaerk: Prgver skal forsendes i henhold til geeldende nationale og internationale
transportregulativer.
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Fremgangsmade ved testning

Progensa PCA3

Fremgangsmade ved testning

A. Klarggring af arbejdsomrade

Justér et vandbad til 62 °C + 1 °C til pree-amplifikation, et andet vandbad til 42 °C +
1 °C til amplifikation og et tredje vandbad til 62 °C £ 1 °C til post-amplifikation. Serg
for, at der er tilstraekkeligt vand i vandbadene (se Bemeerkninger til
fremgangsmaden). Hvis der anvendes SB100 Dry Heat Bath/vortexmixer, henvises
der til Brugervejledningen til SB100 Dry Heat Bath/vortexmixer til Progensa PCA3
Assay (Brugervejledning til SB100).

1.

Inden analysen startes, skal arbejdsflader og pipetter aftgrres med 2,5 %-3,5 % (0,35-
0,5 M) natriumhypochloritoplgsning. Lad natriumhypochloritoplgsningen blive pa
kontaktfladerne og pipetterne i mindst 1 minut, og skyl dernaest efter med vand.
Natriumhypochloritoplgsningen ma ikke tgrre. Daek bordoverfladen, hvor reaktionen
skal udfgres, med rene, absorberende afdaekningsstykker med plastbagbeklzedning til
laboratorieborde.

Seet et tilstreekkeligt antal ti-spids-kassetter i Target Capture System (TCS). Kontrollér,
at TCS-vaskeflasken er fyldt med vaskeoplgsning, og at aspiratoren er forbundet til
vakuumpumpen. (Der henvises til Brugervejledning til Target Capture System).

B. Rekonstituering og klargering af reagenser

Reagensrekonstituering skal udfgres, inden prgveoverfgrsel pabegyndes.

1.

Til rekonstituering af amplifikations-, enzym- og probereagenser kombineres flaskerne

med frysetarret reagens og rekonstitutionsoplgsningen. Hvis

rekonstitutionsoplgsningen er i kgleskab, skal den have stuetemperatur inden brug.

M
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Fig. 2. Rekonstitueringsprocessen

a. Gruppér den pageeldende rekonstitutionsoplgsning sammen med det tarrede
reagens. Kontrollér, at haetteglassene har samme etiketfarve for at sikre, at de er

grupperet korrekt.

b. Abn det tarrede reagenshaetteglas, og saet den udskarne ende af
rekonstitueringsmanchetten i haetteglasabningen (Figur 2, trin 1).

c. Abn den tilherende flaske med rekonstitutionsopl@sning, og laeg laget pa et rent,
afdaekket arbejdsbord. Hold flasken med oplgsning pa bordet, og seet den anden
ende af rekonstitueringsmanchetten i flaskehalsen med fast hand (Figur 2, trin 2).
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Progensa PCA3 Fremgangsmade ved testning

d. Vend langsomt op og ned pa de samlede flasker. Vent pa, at oplgsningen gar fra
flasken over i haetteglasset (Figur 2, trin 3). Vent pa, at det frysetgrrede reagens
oplgses, og vend dernaest forsigtigt oplasningen i haetteglasset, sa den blandes.
Pas pa ikke at fa indholdet til at skumme, mens flasken hvirvles rundt (Figur 2, trin
4).

e. Vend glassene om, og vip dem i en vinkel pa 45°, sa der bliver mindst mulig skum
(Figur 2, trin 5). Vent pa, at al veesken gar tilbage i plastflasken.

f. Fjern rekonstitueringsmanchetten og haetteglasset (Figur 2, trin 6).

g. Seet laget pa plastflasken igen (Figur 2, trin 7). Skriv operatgrens initialer og
rekonstitureringsdatoen pa alle rekonstituerede reagenshaetteglas. Husk at notere
analytten (PCA3 eller PSA) ned pa haetteglassene med probereagens.

h. Bortskaf rekonstitueringsmanchet og heetteglas (Figur 2, trin 8).

2. Tidligere rekonstituerede probe-, amplifikations- og enzymreagenser skal have
stuetemperatur (15 °C-30 °C), inden analysen pabegyndes. Der henvises til Krav til
opbevaring og handtering, hvis resterende reagenser blandes. Hvis rekonstitueret
amplifikationsreagens indeholder bundfald, der ikke bliver oplgst ved stuetemperatur,
opvarmes det til 62 °C £ 1 °C i 1-2 minutter i prae-amplifikationsomradet. Hvis
rekonstitueret probereagens indeholder bundfald, der ikke bliver oplgst ved
stuetemperatur, opvarmes det til 62 °C £ 1 °C i 1-2 minutter i post-
amplifikationsomradet. Efter sddan opvarmning kan de rekonstituerede reagenser
anvendes, selv om der er rester af bundfald. Efter resuspension blandes
haetteglassene ved at vende dem forsigtigt om.

C. Klarggring af stativ

Gentagelsespipetten, der anvendes til Target Capture, prgveoverfgrsel og amplifikation,
ma kun benyttes i disse trin af processen (se Advarsler og forholdsregler).

1. Der skal klargeres et stativ til PCA3-analytten og et andet stativ til PSA-analytten.

Bemaerk: Hvis antallet af prover er lavt nok, kan begge analytter testes i et enkelt
stativ. Hvis der anvendes TECAN Freedom EVO 100/4-instrument, skal hver analyt
have et separat stativ. Der kan hgjst testes to fulde stativer (20 TTU’er) ad gangen.

2. Seet et tilstraekkeligt antal TTU’er til kalibratorerne, kontrollerne og prgverne til hver
enkelt analyt i stativet eller stativerne til enheder med ti reagensglas (TTU’er).

3. Meerk TTU’erne med prgve-id-numrene. Tabel 3 beskriver tilseetningen af kalibratorer,
kontroller og prever. Start PSA-kalibratorer pa en ny TTU.

Bemeaerk: Kalibratorer skal kare i tre replikater og kontroller i to replikater hver, og de
skal kares i samme stativ som prgverne. Prover skal kares i duplikat. Der ma ikke
veere tomme reaktionsrgr mellem kalibratorer, kontroller og praover. Hvis TECAN
Freedom EVO 100/4-instrumentet anvendes, henvises der til naermere anvisning i
TECAN Freedom EVO 100/4-brugervejledning til Progensa PCA3 Assay (TECAN
Freedom EVO-brugervejledning).
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Tabel 3: Eksempel pé klargering af stativ

. *Target PCA3- *Target PSA
Stativ Prove . .
Position Beskrivelse koncentration Koncentration
(Kopier/ml (c/ml)) (Kopier/ml (c/ml))

1-3 Kalibrator 1 0 0

4-6 Kalibrator 2 250 7.500

7-9 Kalibrator 3 2.500 75.000
10-12 Kalibrator 4 25.000 750.000
13-15 Kalibrator 5 125.000 3.000.000
16-17 Kontrol A 1.250 37.500
18-19 Kontrol B 62.500 1.500.000
20-n Prave ukendt ukendt

*Positive PCA3- og PSA-kalibratorer og kontroller har tildelte vaerdier, sa de faktiske veerdier for
kopier/ml for kalibrator 2-5 og kontrol A og B vil veere lidt forskellige fra malkoncentrationerne, der
star opfart i tabellen, og vil variere fra lot til lot. Informationen om koncentrationer star pa et kort i
pakken med kalibrator- og kontrolhaetteglas, og anvendes til kalibrering og bestemmelse af
karselsgyldighed.

D. Verificering af koncentrationsinformation

Kontrollér sammen med systemadministratoren af Progensa PCA3 Assay-softwaren, at
koncentrationsinformationen for de testede Progensa PCA3- og PSA-kalibrator- og
kontrolkitlot er blevet indtastet. Der er naermere oplysninger i Lynvejledning til
Progensa PCA3 Assay (Lynvejledning) og Systemadministratorvejledning til Progensa
PCA3 Assay-software.

Bemeerk: Indtastning af koncentrationsinformation er pdkreevet, inden farste brug
af hver enkelt nye kalibrator- og kontrolkitlot. Til efterfalgende karsler, der bruger
kalibratorer og kontroller fra samme kitlot, skal der ikke indtastes yderligere.

E. Klarggring af Worklist Editor

Opret en arbejdsliste til analysekarsel vha. Hologic Worklist Editor pa en computer i
pree-amplifikationsomradet. Anvisning i brug af Worklist Editor star i Lynvejledningen
eller Brugervejledningen til Hologic Worklist Editor. Hvis TECAN Freedom EVO 100/4-
instrumentet anvendes, henvises der til neermere anvisning i TECAN Freedom EVO-
brugervejledningen.

F. Prgveklargaring

1. Vent pa, at kalibratorer og kontroller nar stuetemperatur, inden testningen
pabegyndes. Bland haetteglassene ved at vende dem forsigtigt om.

2. Vent pa, at proverne far stuetemperatur, inden testningen pabegyndes. Prgverne
ma ikke blandes i vortexmixer. Prgverne skal blandes ved, at de lejlighedsvist
vendes forsigtigt om under opvarmningsperioden. Se Bemaerkninger til
fremgangsmaden for information om bundfald, der ikke vil oplgses, og om
handtering af frosne praver.
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G. Pree-amplifikation

Pree-amplifikationsmiljget skal veere 15 °C-30 °C. Kgr begge stativer i parallelkarsel.
Hvis der anvendes SB100 Dry Heat Bath/vortexmixer, henvises der til SB100-
brugervejledningen. Hvis TECAN Freedom EVO 100/4-instrumentet anvendes,
henvises der til naermere anvisning i TECAN Freedom EVO-brugervejledningen.

1.

10.

1.

Bland Target capture-reagenset (TCR) grundigt ved at dreje eller vende glasset
om. Tilsaet 100 pl analytspecifikt TCR til det relevante reaktionsrgr med
gentagelsespipetten.

Gennembor haetten pa kalibratorhaetteglasset med mikropipetten, og tilsaet 400 ul
kalibrator til det korrekt maerkede reaktionsrgr. Brug samme pipettespids til at
treekke replikattilseetninger fra heetteglasset gennem den gennemborede heette.
Brug nye pipettespidser for hvert kalibratorhaetteglas. Gentag dette ved tilsaetning
af kontroller og prever. Tildeek og gem evt. resterende prgvemateriale ved hgjst
8 °C (se Indsamling, transport og opbevaring af praver) i tilfeelde af, at det er
ngdvendigt at gentage testen.

Tildeek TTU’erne med afdzekningspapir, og ryst stativet forsigtigt med handkraft.
Ma ikke blandes i vortexmixer. Inkubér stativet ved 62 °C £ 1 °C i vandbad i
30 £ 5 minutter.

Tag stativet op af vandbadet, og dup bunden af reagensglassene tgrre med
absorberende materiale.

Kontrollér, at afdeekningspapiret sidder godt fast. Udskift evt. afdaekningspapiret
med nyt, og luk TTU’erne godt til.

Bland stativet i 60 sekunder i multireagensglas-vortexmixeren (se Bemeerkninger til
fremgangsmaden). Pabegynd blanding i vortexmixer i lgbet af 2 minutter efter, at
stativet er taget op af vandbadet.

Lad afdeekningspapiret sidde pa glassene, og inkubér stativet ved stuetemperatur i
30 £ 5 minutter.

Anbring stativet med Front-fremspringet foran pa en TCS magnetisk sokkel i
5-10 minutter. Seet TTC’er i TTC-stativet.

Prim slangerne pa dispenseringsstationspumpen ved at pumpe vaskeoplgsning
gennem dispenseringsmanifolden. Pump s& megen vaesken gennem systemet, at
der ikke er luftbobler i slangen, og der kommer en jeevn vaeskestrgm ud af alle ti
dyser.

Teend vakuumpumpen, og tag aspirationsmanifolden af ved den forste studs
mellem aspirationsmanifolden og opfangningsflasken. Kontrollér, at vakuummeteret
holder specifikationen for teethedsafprgvning. Det kan tage 15 sekunder at fa
denne maling. Forbind manifolden igen, og kontrollér, at vakuummeteret holder
specifikationen for vakuumniveau. Lad vakuumpumpen veere slaet til, indtil alle
target-capture-trin er faerdige, og aspirationsmanifoldens slange er ter.

Se specifikationerne for vakuum pa Target Capture System, der star bag i
Brugervejledningen til Target Capture System, eller kontakt teknisk radgivning hos
Hologic for at fa naermere oplysninger.

Saet aspirationsmanifolden godt fast i det farste saet spidser. Saenk spidserne ned
i den fgrste TTU, til spidserne rgrer toppen af vaesken. Bevar spidsernes kontakt
med toppen af vaesken, mens spidserne bevaeger sig nedad, til spidserne kommer
i kort kontakt med bunden af reagensglassene. Sla forsigtigt spidserne mod
bunden af reagensglassene, til al resterende vaeske er fijernet. Spidserne ma ikke
holdes i langvarig kontakt med bunden af reagensglassene eller slas hurtigt, da
der kan dannes for meget skum i vakuumlasen.
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12.

13.

14.

15.

16.
17.

Nar aspirationen er feerdig, kastes spidserne ud i den originale spidskassette. Gentag
anvisningen i aspiration pa de resterende TTU’er; der skal bruges en ny spids til hvert
reaktionsrar.

Seet dispenseringsmanifolden over hver TTU, og tilfar 1,0 ml vaskeoplgsning i hvert
glas i TTU’en vha. dispenseringsstationspumpen.

Dak reagensglassene til med afdeekningspapir, og tag stativet af TCS’et. Bland
stativet én gang i multireagensglas-vortexmixer. Se Bemeerkninger til
fremgangsmaden for yderligere oplysninger.

Anbring stativet pa en TCS magnetisk sokkel i 5-10 minutter.
Aspirér al vaeske som i Trin 11 og i 12.

Efter den sidste aspiration tages stativet af TCS-soklen, og reagensglassene ses efter
for at sikre, at al vaeske er blevet aspireret, og alle glas indeholder magnetisk
partikelpellet. Hvis der kan ses vaeske, seettes stativet tilbage i TCS-soklen i

2 minutter; gentag aspirationen for den TTU, idet de samme spidser, som tidligere
blev brugt til hvert reaktionsrgr, bruges igen. Hvis der er NOGET magnetisk
partikelpellet synligt, nar aspirationen er faerdig, kan reagensglasset accepteres. Hvis
der ikke er pellet synligt, skal prgven testes igen. Hvis den samme prgve ikke
indeholder et magnetisk partikelpellet pa dette trin i en efterfelgende karsel, kan dette
indicere et provespecifikt problem. Opsamling af en ny urinprgve anbefales i denne
situation.

H. Amplifikation

Bemaerk: Enzymtilsaetning til et reaktionsrar (Trin 6 og 7 nedenfor) skal udfgres i lobet af
hagjst 90 sekunder.

Udfgr Trin 6 og 7 pa ét stativ, inden gentagelse pa et andet stativ. Hvis der anvendes
SB100 Dry Heat Bath/vortexmixer, henvises der til SB100-brugervejledningen. Hvis
TECAN Freedom EVO 100/4-instrumentet anvendes, henvises der til naermere anvisning
i TECAN Freedom EVO-brugervejledningen.

1.

Tilsaet 75 pl rekonstitueret analytspecifikt amplifikationsreagens til hvert enkelt
reaktionsror med gentagelsespipetten. Alle reaktionsblandinger i stativet skal nu blive
regde.

Tilsaet 200 pl oliereagens med gentagelsespipetten.

Tildeek reagensglassene med afdaekningspapir, og bland dem pa multireagensglas-
vortexmixeren.

Inkubér stativet i prae-amp vandbad ved 62 °C £ 1 °C i 10 £ 5 minutter.
Overfor stativet til et vandbad ved 42 °C £ 1 °C i 5 £ 2 minutter.

Med stativet i vandbadet fijernes afdaekningspapiret forsigtigt, og der tilsaettes 25 pl
rekonstitueret enzymreagens til hver af reaktionsblandingerne med
gentagelsespipetten. Alle reaktioner skal nu blive orangefarvede.

Tildeek omgaende reagensglassene med nyt afdaekningspapir, tag stativet op af
vandbadet, og bland reaktionerne ved forsigtigt at ryste stativet med handkraft.

Bemaerk: Tidsrummet, stativet er uden for vandbadet, skal holdes mindst muligt for at
forhindre, at reagensglassene koler af.

Inkubér stativet ved 42 °C + 1 °C i 60 + 5 minutter.
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Post-amplifikation

Den gentagelsespipette, der anvendes til hybridisering og selektion, ma kun anvendes il
disse trin i processen (se Advarsler og forholdsregler). Post-amplifikationsmiljget,
inklusive detektion, skal vaere 15 °C-30 °C. Hvis der anvendes SB100 Dry Heat Bath/
vortexmixer, henvises der til SB100-brugervejledningen.

1. Hybridisering

a. Tag stativet op af prae-amplifikationsvandbadet, og overfgr det til post-
amplifikationsomradet. Tilsaet 100 pl rekonstitueret analytspecifikt probereagens
med gentagelsespipetten. Alle reaktionsblandinger skal nu blive gule.

b. Tildaek reagensglassene med afdaekningspapir, bland i 10 sekunder pa
multireagensglas-vortexmixer, eller til farven er ensartet.

c. Inkubér stativet ved 62 °C + 1 °C i vandbad i 20 + 5 minutter.

d. Tag stativet op af vandbadet, og inkubér det ved stuetemperatur i 5 £ 1 minut.

2. Selektion

a. Fyld 250 ul selektionsreagens i hvert reagensglas med gentagelsespipetten. Alle
reaktioner skal nu blive pink.

b. Tildeek reagensglassene med afdaekningspapir, bland stativet i 10 sekunder pa
vortexmixer, eller til farven er ensartet, og inkubér stativet i et vandbad ved 62 °C
+1°Ci10 £ 1 minut.

c. Tag stativet op af vandbadet. Inkubér stativet ved stuetemperatur i 15 £ 3 minutter.

Detektion

Anvisning i anvendelse af Leader HC+ luminometeret star i Brugervejledning til Leader
HC+ luminometer. Anvisning i anvendelse af Progensa PCA3 Assay-softwaren star i
Lynvejledning og Systemadministratorvejledning og Brugervejledning til Progensa PCA3
Assay-software.

1. Klarger Leader HC+ luminometeret ved at anbringe én tom TTU i kassetteposition nr.
1 og udfagre vaskeprotokollen én gang.

2. Kontrollér, at der er tilstraekkelig maengde Auto Detect 1 og 2 til udfgrelse af
reaktionerne.

3. Saet TTU’erne i luminometeret med diagrammet i luminometeret som vejledning. Hvis
begge analytter testes (ryg mod ryg-karsel), iseettes alle PCA3-TTU’er farst, og
dernaest omgaende alle PSA-TTU’er.

4. Log pa computeren. Klik pA NEW RUN (NY KORSEL), og veelg den relevante
analyseprotokol og koncentrationer. Klik pa NEXT (NASTE) for at starte karslen.

Bemeaerk: Karslen skal vaere faerdig i Igbet af 2 timer efter slutningen af inkubationen
i selektionstrinnet ved 62 °C.

5. Klarggr deaktiveringsvaeske ved at blande lige dele 5 %-7 % (0,7 M-1,0 M)
natriumhypochloritoplgsning og buffer til deaktiveringsveeske i en stor plastbeholder
med lag. Seet etiket pa plastbeholderen, og skriv udlgbsdatoen pa den.
Deaktiveringsveesken er stabil i 4 uger ved stuetemperatur.

6. Nar karslen er feerdig, genererer analysesoftwaren to kerselsrapporter, én
karselsrapport med radata og én rapport med forholdsdata, hvis kerslerne er ryg mod
ryg (se Kvalitetskontrolprocedurer og Fortolkning af resultater).

7. Nar kgrslen er feerdig, tages de brugte TTU’er ud af luminometeret og saettes i
beholderen med deaktiveringsvaeske. Lad TTU’erne sta i beholderen i mindst 15
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minutter, inden de kasseres. Korrekte handterings- og bortskaffelsesmetoder bgr
etableres af laboratorielederen.

Bemaerkninger til fremgangsmaden
A. Preveklargaring

1. Hvis pragverne indeholder suspenderet bundfald, varmes de op ved 37 °C i op il
5 minutter og vendes derefter forsigtigt om. Hvis bundfaldet ikke bliver oplgst, skal det
sikres, at bundfaldet ikke forhindrer, at praven overfares.

2. Frosne praver skal optgs ved stuetemperatur (15 °C til 30 °C; der kan anvendes et
vandbad) og lejlighedsvist vendes om under opteningen for at forhindre, at der
dannes en uoplgselig prop. Bland haetteglassene ved at vende dem forsigtigt om, nar
isen i glassene er optget tilstraekkeligt til, at den har lgsnet sig og kan bevaege sig frit.
Fortszet med at opvarme, indtil prgven er helt optget, og bland igen glassene ved at
vende dem forsigtigt om.

a. Hvis der danner sig en prop, og preverne skal pipetteres med TECAN Freedom
EVO 100/4 instrumentet, fryses pragven igen, optaningsinstruktionerne gentages,
og det sikres, at der ikke danner sig nogen propper. Hvis proppen ikke kan
fiernes, skal prgven pipetteres manuelt.

b. Hvis der danner sig en prop, og pr@gverne skal pipetteres manuelt med en
mikropipette, er det ikke ngdvendigt at gare andet end at sikre, at proppen ikke
forhindrer, at prgven overfgres.

B. Pipettering af kontrol, kalibrator og prove

1. Meaengden af kalibrator, kontrol eller pragve, der fyldes i TTU’en, skal vaere 400 pl. Det
anbefales at foretage visuel inspektion af den maengde, der pipetteres i TTU’en, for at
sikre overfgrsel af korrekt maengde. Korrekt maengde er ngdvendig for at give
korrekte resultater.

2. Kontrollér, at pipettespidsen sidder rigtigt pa pipetten, og kontrollér, at
maengdeindstillingen er korrekt. Det anbefales at kontrollere maengdeindstillingen
visuelt i slutningen af hver TTU (for hver 10 reagensglas). Slip pipettestemplet
langsomt med en jeevn bevaegelse, nar der treekkes prgvemateriale, sa der ikke
dannes skum og bobler.

C. Reagenser

1. Proberekonstitutionsoplgsning kan danne bundfald ved opbevaring. Varm oplgsningen
op til 62 °C £ 1 °C i 1-2 minutter. Efter sadan opvarmning kan
proberekonstitutionsoplgsningen anvendes, selv om der er rester af bundfald. Efter
resuspension blandes heetteglasset ved at vende det forsigtigt om.

2. Nar der pipetteres andre reagenser end enzymreagenser, skal pipetten vendes lidt
mod siden af bunden af reaktionsrgret (der hvor bunden buer op og gar sammen
med siderne). Nar der pipetteres enzymreagens, skal pipetten vendes direkte mod
midten af reaktionsroret. Bekraeft visuelt, at reagenserne bliver dispenseret korrekt (sa
der ikke er for stor maengde reagens pa siden af rgrene, og farven skifter, som den
skal).
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D. Temperatur

1. Target capture-, amplifikations-, hybridiserings- og selektionstrinnene er
temperaturafheengige. Derfor er det yderst vigtigt, at vandbadene holdes pa deres
specificerede temperaturomrader.

2. Stuetemperatur vil sige 15 °C til 30 °C.

E. Tidsrum

Target capture-, amplifikations-, hybridiserings- og selektionstrinnene er tidsathaengige.
De specifikke tider i Fremgangsmade ved testning skal overholdes.

F. Blanding i vortexmixer

Korrekt blanding i vortexmixer er vigtig for at fa et vellykket Progensa PCA3 Assay. Til
blanding i vortexmixer af reaktioner stilles multireagensglas-vortexmixeren pa laveste
hastighed; saet stativet fast, og teend for strammen. Saet langsomt hastigheden op, til
vaesken gar halvvejs op i glasset. Lad vortexmixeren ga i 10 sekunder, det angivne
tidsrum, eller til farven er ensartet. Dernaest stilles multireagensglas-vortexmixeren pa
laveste hastighed, inden den slukkes, og stativet tages ud. Reaktionsblandingerne bgr
aldrig rgre ved afdaekningspapiret.

G. Vandbade

1. Vandniveauet i vandbadene skal holdes i en dybde pa 3,8-5,0 cm (1,5-2,0 tommer)
malt fra den stgttende metalbakke (i bunden af vandbadet) til vandoverfladen. Derved
sikres der korrekt varmeoverfarsel.

2. Vandbade ma kun anvendes til et bestemt analysetrin for at undga
krydskontaminering.

H. Dekontaminering
1. Overflader og pipetter

Laboratoriebordflader og pipetter skal jeevnligt dekontamineres med 2,5 %-3,5 %
(0,35 M-0,5 M) natriumhypochloritoplgsning. Lad natriumhypochloritoplgsningen blive
pa kontaktfladerne i mindst 1 minut, og skyl dernaest efter med vand.
Natriumhypochloritoplgsningen ma ikke terre. Klorinoplgsninger kan lave huller i
udstyr og metal. Skyl udstyret grundigt med vand for at undga huller.

2. TCS-aspirationsmanifold
Efter hver anvendelse:

a. Flyt dispenseringsmanifolden af vejen.

b. Sat en ny TTC i TTC-stativet. Teend for vakuumpumpen. Szet
aspirationsmanifolden pa spidserne i TTC’en. Aspirér al vaskeoplgsning, der er
tilbage i dispenseringsstationens primingkar.

c. Heeld mindst 100 ml af 0,5 % til 0,7 % (0,07 M til 0,1 M), eller hvis det
foretraekkes 2,5 % til 3,5 % (0,35 M til 0,5 M), natriumhypochloritoplgsning ned i
primingkarret. Aspirér al oplgsningen gennem aspirationsmanifolden.

d. Heeld mindst 100 ml deioniseret vand ned i primingkarret. Aspirér al vandet
gennem aspirationsmanifolden.

e. Kast spidserne ud i den originale TTC.

f. Lad vakuumpumpen veere slaet til, indtil manifoldslangen er ter for at forhindre
tilbagelgb (ca. 3 minutter).
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3.

g. Dekontaminér overfladerne pa aspirationsmanifolden som beskrevet i TCS-
apparatur.

TCS-affaldsbeholder

Renger affaldsflasken mindst én gang om ugen, eller nar den er kvart fuld, alt efter
hvad der sker fgrst.
a. Sluk vakuumpumpen og lad vakuumtrykket udligne sig.

b. Lasn lynkoblingerne mellem affaldsflasken og overlgbsflasken og mellem
affaldsflasken og aspirationsmanifolden.

c. Fjern affaldsflasken fra vakuumopfangningens indkapsling.
d. Tag heetten af og tilseet forsigtigt 400 ml af 5 % til 7 % (0,7 M til 1,0 M)
natriumhypochloritoplgsning til den 4 liters affaldsflaske.

Bemeerk: Dette kan gaores i en rgghaette for at undga, at der slipper damp ud i
laboratoriet.

Seet lag pa affaldsflasken og rotér forsigtigt indholdet, indtil det er helt blandet.
Lad affaldsflasken sta i mindst 15 minutter og bortskaf derefter indholdet (affald).
Skyl affaldsflasken med vand for at fjerne alt affald, der sidder tilbage indeni.

Seet lag pa den tomme affaldsflaske og anbring den i vakuumopfangningens
indkapsling. Saet lynkoblingerne pa TCS-apparaturet. Bortskaf forsigtigt begge
handsker.

Sa ™o

TCS-apparatur

Overfladerne pa TCS-apparaturet, aspirationsmanifolden og vaskebuffer-
udlgserspidserne tgrres af med papirservietter fugtet med 2,5 %-3,5 % (0,35 M-0,5 M)
natriumhypochloritoplgsning. Efter trinnet med natriumhypochloritoplgsning skylles
fladerne med vand, og tarres helt tarre med papirservietter.

Stativer

Nedseenk stativerne i 2,5 %-3,5 % (0,35 M-0,5 M) natriumhypochloritoplgsning;
kontrollér, at de er helt deekket af oplgsningen. Stativerne skal veere nedsaenket i
oplgsningen i 10 minutter. Laengere tid i oplgsningen kan skade stativerne. Skyl
stativerne grundigt med vand, og tgr dem dernaest helt tarre med papirservietter.

I.  Analysekontaminering

1.

2.

Der kan indfgres kontaminerende materialer, hvis der ikke udvises tilstraekkelig omhu
under analyseproceduren.

TTU’er skal dekontamineres i deaktiveringsvaeske som anvist i Fremgangsmade ved
testning. TTU’ er ma ikke genanvendes.

Udstyr og arbejdsflader skal regelmaessigt dekontamineres som anvist ovenfor i
Dekontaminering.

Som i alle reagenssystemer kan for meget pudder pa visse handsker forarsage
kontaminering af dbnede reagensglas. Det anbefales, at operatererne bruger
handsker uden pudder.
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Kvalitetskontrolprocedurer

A. Kagrselsgyldighed
1. Kalibratorer og kontroller skal kgres sammen med alle analyser og i samme stativ
som testpragverne. Fglgende kriterier skal opfyldes, for at en karsel kan betragtes som
gyldig:
Gennemsnitlig RLU for kalibrator 2 > RLU-cutoff
Hvor RLU-cutoff = Gennemsnitlig RLU for kalibrator 1

+ 1,645 standardafvigelser for kalibrator 1 RLU replikater
+ 1,645 standardafvigelser for kalibrator 2 RLU replikater.

Gennemsnitlig interpoleret kalibrator 5 genfinding = 100 + 30 %
Gennemsnitlig interpoleret kontrol A genfinding = 100 + 60 %
Gennemsnitlig interpoleret kontrol B genfinding = 100 + 35 %

2. PCA3 Assay-softwaren evaluerer automatisk resultaterne efter ovenstaende kriterier
og rapporterer karselsstatus som PASS (BESTAET), hvis gyldighedskriterierne er
opfyldt, og som FAIL (IKKE BESTAET), hvis gyldighedskriterierne ikke er opfyldt.

3. Hvis kerselsstatus er FAIL (IKKE BESTAET), er alle testresultater i den pagaeldende
karsel ugyldige og ma ikke rapporteres.

4. Hvis en karsel er ugyldig, skal kerslen gentages for den pageeldende analyt (se
Fortolkning af resultater). Hvis karslen er gyldig for den anden analyt, kan de data
anvendes til dataanalyse sammen med den nye, gyldige kgrsel af den fagrste analyt.

B. Prgvens gyldighed

| en gyldig kersel kan individuelle prgver blive bedemt UGYLDIGE og opfgres i rapporten
med radata (se Fortolkning af resultater). Skent individuelle replikater for en prgve kan
veere gyldige, bliver en prgve ugyldiggjort, hvis den interpolerede c/mi-forskel mellem
replikaterne er over 600 %. Testning af praven for den analyt skal gentages.
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Fortolkning af resultater

A. Rapporttyper

1.

Rapport med radata

Rapporten med rédata giver oplysninger om kearselsgyldighed (PASS [BESTAET] eller
FAIL [IKKE BESTAET]; se Kvalitetskontrolprocedurer) og om de individuelle
reaktionsrar, der testes med Progensa PCA3 Assay. Hvis en karsel er ugyldig (FAIL
[IKKE BESTAET]), maerkes alle reagensglassene i den karsel ugyldige. Men
individuelle reagensglas kan blive bedgmt ugyldige i en gyldig kersel (PASS
[BESTAET]). Ved ryg mod ryg-karsler (dvs. bade PCA3- og PSA-analytter testes i
samme analysekarsel), kan den ene analytkgrsel veere ugyldig, mens den anden
analytkarsel er gyldig.

Oversigten over undtagelser findes i slutningen af rapporten med radata. Nar det drejer
sig om ryg mod ryg-karsler, hvor begge analytkarsler er gyldige, kan det veere
ngdvendigt at gentage testen af en af analytterne for praver, der star opfaert i oversigten
over undtagelser. Selv om en PCA3 Score kan sta opfert i oversigten over undtagelser,
betragtes dette resultat ikke som rapporterbart, far der er udfgrt en manuel match, og
resultatet star opfart i rapporten med forholdsdata. Hvis kun én analyt blev testet, eller
hvis en analytkarsel er ugyldig, star alle testede prgver opfart i oversigten over
undtagelser.

Rapport med forholdsdata

Softwaren genererer automatisk en rapport med forholdsdata i forbindelse med ryg
mod ryg-karsler, nar begge analytkarsler er gyldige. Softwaren beregner og laver en
liste over PCA3 Score for prgver i rapporten med forholdsdata. Praver, der star opfart i
rapporten med forholdsdata, skal enten ikke testes mere, eller ogsa skal begge
analytter testes igen. Prgver, der ikke star opfert i rapporten med forholdsdata, kan
findes i oversigten over undtagelser i rapporten med radata.

Der kan ogsa genereres en rapport med forholdsdata efter manuel matchning (der er
naermere oplysninger i afsnittet Manuel matchning).

Kvalitetsrapport

| kvalitetsrapporten star opfart kriterier for analysekgrslens gyldighed, tildelte og
interpolerede koncentrationer og genfinding af kalibratorer og kontroller. | rapporten star
ligeledes opfgrt de parametre, der definerer den logistiske
dosisresponskalibreringskurve med fire parametre (3). Der er neermere oplysninger i
Brugervejledning til Progensa PCA3 Assay-software.

B. Matchning

1.

Automatisk matchning

| ryg mod ryg-kersler, hvor begge analytter er gyldige, matcher softwaren automatisk
de individuelle PCA3- og PSA-analytresultater for prgver og fastsaetter PCA3 Score
(hvis den kan beregnes). Resultaterne star opfert i rapporten med forholdsdata og
oversigten over undtagelser i rapporten med radata.

Manuel matchning

Nar PCA3- og PSA-analytter testes i forskellige kgrsler, kan softwaren ikke automatisk
fastsaette PCA3 Score. Manuel matchning af analytresultaterne er ngdvendig for at
fastsaette PCA3 Score eller PCA3 Score-omradet (der henvises til Lynvejledningen eller
Brugervejledningen til Progensa PCA3 Assay-software). Manuel matchning kan ogsa
veere pakraevet for resultater, der star opfart i oversigten over undtagelser i
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karselsrapporten med radata. Efter manuel matchning bliver PCA3 Score(s) for den
eller de matchede prever opfert i rapporten med forholdsdata.

C. Fortolkning af rapporter

1.

PCA3 Score

Bemaerk: Kun PCA3 Scores og PCA3 Score-omrader, der star opfoert i rapporten
med forholdsdata, kan rapporteres. Resultater, der star i oversigten over
undtagelser, kreever muligvis yderligere undersggelse og er ikke rapporterbare.

PCA3 Score beregnes for forholdet mellem PCA3 RNA-kopier og PSA RNA-kopier
multipliceret med 1.000. PCA3 Scores kan kun beregnes ud fra resultater fra gyldige
karsler og prever. Ugyldige karsler og ugyldige prever skal testes igen for den
pagaeldende analyt (der er neermere oplysninger i afsnittet Gentagelse af testning).

Hvis den rapporterede PCA3 Score er under cutoff, skal resultater fortolkes som
vaerende NEGATIVT. Hvis PCA3 Score er over eller lig med cutoff, skal resultatet
fortolkes som veerende POSITIVT. Laboratorielederen skal fastseette cutoff-vaerdien
(der er naermere oplysninger i afsnittet Funktionskarakteristika).

Under visse betingelser gives der et PCA3 Score-omrade (>[Beregnet PCA3 Score]
eller <[Beregnet Score]). Hvis <[Beregnet PCA3 Score] er under cutoff-veerdien, skal
resultatet fortolkes som vaerende NEGATIVT. Hvis >[Beregnet PCA3 score] er over
cutoff-veerdien, skal resultatet fortolkes som vaerende POSITIVT. Hvis en talveerdi er
pakreevet, kan prgvefortynding og gentaget testning muligvis generere en PCA3
Score i stedet for et PCA3 Score-omrade (se Gentagelse af testning - Fortynding af
praver over omréadet).

Fortolkning af status- og analysekoder

Kolonnen Status pa en rapport med radata og en rapport med forholdsdata viser
oplysningerne i formatet “s:a”. Karselsspecifikke statuskoder (“s”) star opfart for (til
venstre for) kolonet, og analytspecifikke analysekoder (“a”) star opfert efter (til hajre
for) kolonet. Analytspecifikke koder star med sma bogstaver for PCA3-resultater og
med store bogstaver for PSA-resultater. Hver enkelt rapport har beskrivelser af status-
og analysekoderne, der findes i rapporten. Koderne kan f.eks. angive, om et prgve-
eller replikatresultat er gyldigt eller uden for omrade. Der er en komplet liste over
status- og analysekoder samt flere detaljer i Lynvejledning eller Brugervejledning til
Progensa PCA3 Assay-software.

Hvis en PCA3 Score rapporteres i rapporten med forholdsdata, og der ingen status-
eller analysekoder star i statuskolonnerne for PCAS3 eller PSA, indikerer det, at
resultatet af testen for begge analytter er gyldigt og “inden for omrade”.
Prgveresultaterne er rapporterbare, og ingen yderligere tiltag er nadvendige.

Hvis der er en status- eller analysekode i oversigten over undtagelser eller i rapporten
med forholdsdata, kan det vaere ngdvendigt at gentage testen (se Fortolkning af
resultaterne i oversigten over undtagelser og Fortolkning af resultater i rapporten med
forholdsdata). Hvis analytresultaterne stammer fra separate karsler og har en eller
flere analysekoder, skal kombinationen for begge analytter findes i Tabel 4 eller
Tabel 5 for at bestemme, om yderligere tiltag er ngdvendige.

Bemeerk: Tilstedeveerelse af en status- eller analysekode betyder ikke automatisk, at
testen skal gentages.
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3.

Fortolkning af resultaterne i oversigten over undtagelser

Der star muligvis ingen praver opfgrt i oversigten over undtagelser. | sa fald skal der
ikke foretages yderligere.

Hvis der i oversigten over undtagelser star en eller flere praver fra ryg mod ryg-
karsler, hvor begge analytkarsler er gyldige, henvises der til anvisningerne i Tabel 4.

Nar det drejer sig om individuelle analytkersler, henvises der til Fortolkning af status-
og analysekoder. | ryg mod ryg-kersler, hvor én analytkarsel er ugyldig, skal den

ugyldige kgrsel gentages (der er naermere oplysninger i afsnittet Gentagelse af
testning), og resultaterne behandles, som om der er blevet foretaget individuelle
analytkgrsler. Der skal udferes manuel matchning.

En pragve kan blive maerket ugyldig, skent individuelle reagensglas (replikater) er
meerket gyldige. Det er det kombinerede resultat af replikaterne, der bestemmer

prgvens gyldighed, og en stor forskel mellem replikater ugyldigger en pragve (der er

naermere oplysninger under Kvalitetskontrolprocedurer).

Tabel 4: Betingelser for oversigt over undtagelser ved Progensa PCA3 Assay

PCA3-resultat

PSA-resultat

Anfort PCA3 Yderligere

Handling/kommentar

(Analysekode*) (Analysekode*) Score testning?
Inden for omrade Ugyldig* J Test PSA igen (se Gentagelse af testning)
(ingen kode) (A, B, E, Hellerl) - a og match resultaterne manuelt.
Under omradet Ugyldig J Test PSA igen (se Gentagelse af testning)
(9) (A, B, E, Heller ) - a og match resultaterne manuelt.
Ugyldig Inden for omrade J Test PCA3 igen (se Gentagelse af
(a, b, e, h,elleri) (ingen kode) - a testning) og match resultaterne manuelt.
1. Match resultaterne manuelt for at fa
<[Beregnet PCA3 Score] ELLER
Inden for omrade Over omradet <[Beregnet Valafrit 2. Fortynd prgven med pravefortynder (se
(ingen kode) (F) PCA3 Score]*** 9 Fortynding af praver over omradet), test
PSA igen, og match resultaterne manuelt,
hvis en PCA3 Score er pakraevet.
1. Match resultaterne manuelt for at fa
>[Beregnet PCA3 Score] ELLER
Over omradet Inden for omrade >[Beregnet Valafrit 2. Fortynd praven med prgvefortynder,

() (ingen kode) PCAS3 Score] agin test PCAS igen, og match resultaterne
manuelt, hvis en PCA3 Score er
pakraevet.

Under omradet Inden for omrade <[Beregnet Nei Match resultaterne manuelt for at f&

(9) (ingen kode) PCAS3 Score] / <[Beregnet PCA3 Score].

Under omradet Over omradet <[Beregnet Nei Match resultaterne manuelt for at fa

) (F) PCA3 Score] € <[Beregnet PCA3 Score].

*Der er en komplet liste over analysekoder i Brugervejledningen til Progensa PCA3 Assay-software.
**Geelder kun ugyldige prever fra en gyldig kersel.
***Med hensyn til vaerdier uden for omradet, beregnes den beregnede PCA3 Score ud fra kopiniveauet for den naermeste

positive kalibrator.
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Fortolkning af resultater

4. Fortolkning af resultater i rapporten med forholdsdata

Hvis en preove star opfert i rapporten med forholdsdata med en PCA3 Score, er
resultatet en rapporterbar PCA3 Score, og der skal ikke foretages yderligere. Hvis der

ikke star opfart nogen PCA3 Score, dvs. der star “--

henvises der til anvisningerne i Tabel 5.

i kolonnen med PCA3 Score,

Tabel 5: Betingelser for rapport med forholdsdata for Progensa PCA3 Assay

PCA3-resultat

PSA-resultat

Anfort PCA3 Yderligere

Handling/kommentar

(Analysekode*) (Analysekode*) Score testning?
Inden for omrade  Inden for omrade . Ingen yderligere tiltag; Resultatet er
(ingen kode) (ingen kode) PCA3 Score Nej rapporterbart.
Ugyldig** Ugyldig J Test begge analytter igen (se Gentagelse af
(a, b, e h,elleri) (A, B, E, Hellerl) - a testning).
. . Fortynd pr@ven med pravefortynder (se
b Ugyrl]dlg” . Over Olin radet -- Ja Fortynding af prever over omréadet), test
(a, b, e, h, elleri) (F) begge analytter igen.
Over omradet Ugyldig J Fortynd preven med prgvefortynder; test
) (A, B, E, Heller) - a begge analytter igen.
Over omradet Over omradet J Fortynd preven med prgvefortynder; test
i) (F) - a begge analytter igen.
. . Praven har utilstreekkeligt RNA til ngjagtig
bUgy}Ldlgll . Under (();mradet - Nej analyse. Der skal tages en ny prave fra
(a b, e, h, elleri) ©) patienten.
. . Preven har utilstreekkeligt RNA til ngjagtig
Indgn forl?rr;rade Under gmradet -- Nej analyse. Der skal tages en ny prgve fra
(ingen kode) ©) patienten.
. . Praven har utilstreekkeligt RNA til ngjagtig
Over ofrnradet Under gmradet -- Nej analyse. Der skal tages en ny prave fra
® (@) patienten.
. . Praven har utilstreekkeligt RNA til ngjagtig
Under omradet Under omradet -- Nej analyse. Der skal tages en ny prgve fra

(9)

(G)

patienten.

*Der er en komplet liste over analysekoder i Brugervejledningen til Progensa PCA3 Assay-software.
**Geelder kun ugyldige prever fra en gyldig kersel. Hvis prgverne var ugyldige, fordi kerslen var ugyldig, star resultaterne opfart
i oversigten over undtagelser (der er naermere oplysninger i Fortolkning af resultaterne i oversigten over undtagelser).
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D. Gentagelse af testning

1. Retningslinjer for gentagelse af testning

a.

Selv om det ikke er absolut ngdvendigt, at begge analytter testes i samme kearsel,
skal begge analytresultater komme fra samme prevehatteglas for at fa en
rapporterbar PCA3 Score.

Alle ugyldige karsler skal gentages, og alle ugyldige prover fra gyldige karsler
skal testes igen.

Den gentagne testning af praven eller prgverne skal foretages med et nyt saet
kalibratorer og kontroller.

Korrekt opbevaring af resterende prgvemateriale forud for gentagelse af
testningen er meget vigtig (der er naermere oplysninger i Indsamling, transport og
opbevaring af praver).

Det kan veere ngdvendigt med en manuel matchning af PCA3- og PSA-
analytterne for at bestemme PCA3 Score (der er naermere oplysninger i Manuel
matchning).

2. Fortynding af prgver over omradet

a.

Hvis en prgvekoncentration ekstrapoleres over kalibrator 5 i en gyldig karsel,
bliver resultatet “over omradet”, og resultatet bliver maerket med analysekode “f’
eller “F” i karselsrapporten eller -rapporterne. Koncentrationen angives som
>[kalibrator 5 koncentration].

Den behandlede urinprgve skal vendes om, sa den blandes inden den fortyndes.
Det anbefales, men det er ikke pakraevet, at lave en fortynding i forholdet 1:10
vha. Progensa PCA3 Specimen Diluent Kit. | et egnet heaetteglas tilseettes 1.800 ul
prevefortynder og 200 pl prgve; seet haetten pa, og vend glasset fem gange, sa
indholdet blandes grundigt. Fortyndingsfaktoren vil veere “10” pa arbejdslisten il
karslen. Hvis begge analytter skal testes igen, skal maengden fordobles (brug
3.600 pl prgvefortynder og 400 pl prave). Der henvises til indleegssedlen il
Progensa PCA3 Specimen Diluent Kit. Test den fortyndede prgve med analysen.
Hvis prgven ved gentagen testning igen er over omradet, er yderligere fortynding
pakraevet, indtil pragveresultaterne interpoleres inden for kalibratoromradet. Det er
tilladeligt at fortynde den oprindelige 1:10 fortynding, hvis den har veeret
opbevaret korrekt (der er naermere oplysninger i Indsamling, transport og
opbevaring af prgver).
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Begraensninger

A

Progensa PCA3 Assay bar ikke anvendes til patienter, som tager medicin, der vides at
indvirke pa serum-PSA-niveauer, sasom finasterid (Proscar, Propecia), dutasterid
(Avodart) og anti-androgenbehandling (Lupron). Disse lzegemidlers virkning pa PCA3-
genekspressionen er endnu ikke blevet vurderet.

. Visse terapeutiske og diagnostiske procedurer, sdsom prostatektomi, bestraling,

prostatabiopsi m.m., kan indvirke pa prostataveevs levedygtighed og efterfglgende
indvirke pa PCA3 Score. Indvirkningen af disse procedurer pa analysepraestationen er
endnu ikke blevet vurderet. Prgver til PCA3-testning ber opsamles, nar klinikeren mener,
at prostataveev er i orden igen.

Kun personale, som er opleert i fremgangsmaden til Progensa PCA3 Assay, ma udfare
analysen. Hvis anvisningerne i denne indlaegsseddel ikke fglges, kan det fare til fejlagtige
resultater.

Hvert enkelt laboratorium skal uafhaengigt godkende en LIS-overfarselsproces.

Palidelige resultater afhaenger af korrekt opsamling af urinprever. Da transportsystemet,
der anvendes til Progensa PCA3 Assay, ikke tillader mikroskopisk vurdering af
urinprgvens egnethed, er det ngdvendigt at oplaere klinikerne i de korrekte teknikker til
opsamling af urinprgver. Se Indsamling, transport og opbevaring af prgver. Der henvises
til detaljeret anvisning i indleegssedlen til Progensa PCA3 Urine Specimen Transport Kit.

Resultater fra Progensa PCA3 Assay skal fortolkes sammen med andre laboratorie- og
kliniske data, som klinikeren har til radighed. (Testresultater kan veere pavirket af forkert
opsamling af prever, tekniske fejl og sammenblanding af prever.)
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Funktionskarakteristika

A. Kliniske resultater
1. Diagnostisk sensitivitet og specificitet

Preestationskarakteristika for Progensa PCA3 Assay blev fastsat vha. prever fra
fors@gspersoner, der var tilmeldt fire forskellige kliniske centre i Nordamerika.
Fors@gspopulationen bestod af 529 maend, der skulle have fortaget prostatabiopsi.
Demografien for forsggspersonerne vises nedenfor:

a. Gennemsnitsalder £+ SD = 64 + 8 ar (median 63, omradet 32-89)

b. Gennemsnitligt serum-PSA-niveau = 7,9 + 21,9 ug/l (5,6, 0,3-484)

c. Gennemsnitlig prostatavolumen (bestemt ved trans-rektal ultralyd) = 44 + 25 cc
(39, 5-225)

d. 34 % (180/529) biopsi-positiv for prostatacancer

Figur 3 viser korrelationen mellem PCA3 Score og sandsynligheden for positiv biopsi.
Forekomsten af cancer-positiv biopsi hos forsggspersonerne foragedes i takt med forggelsen
af PCA3 Score.
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2 509%
o
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> 40 % +
2
2 30 % A
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20 % -
10 % -
0% -
PCA3 Score: <5 5-9 10-19 20-34 35-49 50-100 >100
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Fig. 3. Korrelation mellem PCA3 Score og sandsynligheden for positiv biopsi

ROC-analyse (Receiver operating characteristic) blev udfert vha. prostatabiopsi som
referencemetode iht. CLSI GP10-A (1995) (4). For Progensa PCA3 Assay var omradet under
kurven (AUC) 0,685 (95 % konfidensinterval = 0,637-0,733). Tabel 6 viser diagnostisk
sensitivitet og specificitet ved forskellige PCA3 Score-cutoffveerdier. Hvert enkelt laboratorium
bar fastsaette cutoff-veerdien for diagnostisk sensitivitet eller specificitet (se Fortolkning af
resultater).

Tabel 6: Progensa PCA3 Assay’s diagnostiske sensitivitet og specificitet ved forskellige PCA3 Score-
cutoffveerdier

PCA3 Score-cutoff 5 10 15 25 35 50 95
Sensitivitet 96 % 85 % 77 % 63 % 53 % 41 % 17 %
Specificitet 14 % 33 % 47 % 61 % 74 % 84 % 95 %
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2. Undersggelser af pragvestabilitet

a. Stabilitet i ubehandlet urin: Den fgrste urin blev opsamlet fra 10 fors@gspersoner
og opbevaret ved 2 °C-8 °C eller ved 30 °C inden den blev behandlet, dvs. den
blev tilsat til urintransportmedium (UTM). Efter 4 timer ved 2 °C-8 °C blev
vaesentlig PCA3- og PSA RNA-nedbrydning konstateret i nogle af pragverne.
Ubehandlet urin skal saledes behandles i Igbet af 4 timer. Ved 30 °C blev
vaesentlig nedbrydning konstateret, inden der var gaet 1 time. Derfor skal
ubehandlet urin altid saettes i keleskab eller lsegges pa is inden behandling.

b. Stabilitet i behandlet urin: Tolv prgver blev inkuberet ved 4 °C eller 30 °C i op til
38 dage. Ved 4 °C var PCA3 og PSA RNA stabil i 21 dage; ved 30 °C, 5 dage.
Det er blevet pavist, at i praver, der opbevares ved -20 °C og -70 °C, er PCA3 og
PSA RNA stabil i op til 90 dage.

c. Stabilitet ved frysning og optaning: Praver blev skiftevis anbragt ved 37 °C og -70
°C 6 gange. Der blev ikke konstateret en reduktion i PCA3- eller PSA RNA-
kopiniveauer.

B. Analytiske resultater
1. Analytisk sensitivitet

Der blev anvendt et analytisk sensitivitetspanel bestaende af fortyndet in vitro RNA-
transkript til vurdering af analysesensitivitet. En operater testede panelet i tolv karsler
med fem replikater vha. ét reagenslot. Detektionsgraensen og kvantificeringsgransen
blev beregnet int. CLSI EP17-A (2004) (5). Detektionsgreensen for PCA3-analytten
var 80 c¢/ml, og for PSA-analytten

1.438 c¢/ml. Kvantificeringsgraensen for begge analytter var kalibrator 2.

2. Analytisk specificitet

a. Usplejset transkript: Progensa PCA3 Assay er beregnet til kun at detektere
prostatacancer-specifik exon 3-exon 4 splejset PCA3 RNA (2). Analysen
detekterede ikke 1 million c/ml af usplejset PCA3 RNA, der var vaesentligt over
baggrunden.

b. Prostataspecificitet for PCA3 RNA i urin: Prgver fra post-radikale prostatektomi-
forsagspersoner (n = 97) blev testet med Progensa PCA3 Assay, og PCA3 RNA-
niveauer blev sammenlignet med niveauer fra forsggspersoner fer biopsi (n =
464). Median PCA3 RNA c/ml var under analysens detektionsgraense for praver
fra forsggspersoner efter prostatektomi, mens median PCA3 RNA c/ml for pragver
fra forsggspersoner fgr biopsi var 7.243 c/ml; disse data bekreefter, at PCA3 RNA
i urin er fra prostata.

c. Veaevsspecificitet: Total RNA blev udtrukket fra vaev fra to unikke mandlige donorer
pr. vaevstype, tilsat til prgvefortynding (10 ng pr. reaktion) og testet med Progensa
PCA3 Assay. Prostataveev var den eneste type, der blev detekteret over
detektionsgraensen for PCA3 RNA blandt de vaevstyper, der star opfert i Tabel 7.
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Tabel 7: Mandlige veevstyper testet for PCA3 RNA

Vavstype
Blaere (normal) Nyre
Blaere (tumor) Penis
Knoglemarv Prostata
Ductus deferens Saedbleere
Epididymus Testikler

d. Interfererende stoffer: Stofferne, der star opfert i Tabel 8, blev tilsat til alikvoter af
poolede behandlede urinprgver fra maend. Prgverne blev testet med Progensa
PCA3 Assay iht. CLSI EP7-A2 (2005) (6). Ved de anferte koncentrationer blev der
ikke observeret nogen interferens med analysen.
Tabel 8: Stoffer testet for interferens med Progensa PCA3 Assay

Terapeutiske stoffer Terapeutiske stoffer, fortsat
Stof Testkoncentration Stof Testkoncentration
Acetaminophen/codein 5,34 uymol/l Uroxatral 30 mgl/l
Atorvastatin 25 mgl/l Doxazosin 1,33 pmol/l
Lisinopril 0,74 pmol/l Terazosin 7,8 umol/l
Amlodipin 245 pmol/l Finasterid 15 mgl/l
Atenolol 37,6 pmol/l Tamsulosin 1,2 ug/l
Sulfasalazin 754 umol/l Metformin 310 pmol/l
Esomeprazol 120 mg/I Sildenafil 12,9 pmol/l
Allopurinol 294 pmoll/l Savpalme 1.600 mg/l
Diphenhydramin 19,6 pmol/l Selen 0,275 mgl/l
Acetaminophen 1.324 pmol/l
Acetylsalicylsyre 3,62 mmol/l Urinbestanddele
Ibuprofen 2.425 ymol/l Stof Testkoncentration
Furosemid 181 umol/l Urinsyre 1,4 mmol/l
Ciprofloxacin 30,2 pmol/l Haemoglobin 2gll
Levaquin 48,6 ymol/l Leukocytter 4,56 x 107 celler/l
Doxycyclin 67,5 pmol/l Erytrocytter 3,06 x 107 celler/I
Fluoxetinhydrochlorid 11,2 ymol/l Albumin 50 g/l
Flutamid 1.500 mgl/l Bilirubin (ukonjugeret) 342 g/l
Dutasterid 1,5 mgl/l IgG 60 g/l

3. Ngjagtighed
Ngjagtigheden af Progensa PCA3 Assay blev vurderet iht. CLSI EP15-A2 (2005) (7).
PCA3- og PSA RNA-transkripter blev kvantificeret ved UV-vis spektrofotometri, tilsat
behandlet normal urin fra kvinder (uden detekterbart PCA3 eller PSA RNA), og
koncentrationerne blev s& malt i en Progensa PCA3 Assay. Procent (%) genfinding
blev beregnet som forholdet mellem malt c/ml og tilsat ¢/ml multipliceret med 100.
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Tabel 9: Progensa PCA3 Assay’s kopigenfinding

Kendt koncentration,

Analyt c/ml Malt koncentration, c/ml % genfinding
750 808 108 %
7.500 7.618 102 %
PCA3
18.750 18.722 100 %
75.000 70.287 94 %
20.000 23.684 118 %
250.000 278.373 11 %
PSA
500.000 599.941 120 %
1.750.000 1.960.775 12 %

4. Linearitet og omrade

Det linezere omrade for Progensa PCA3 Assay blev bestemt iht. CLSI EP6-A (2003)
(8) baseret pa linezer regressionsanalyse (mindste kvadraters metode). To saet
fortyndingsserier blev klargjort af prgver med hgje koncentrationer af PCA3 og PSA
RNA. Et sezet blev fortyndet med behandlet urin fra kvinder, og et szet blev fortyndet
med prgvefortynder. Fortyndingerne speendte over hele analyseomradet fra de
laveste til de hgjeste positive kalibratorer for hver analyt. For bade PCA3- og PSA-
analytterne viste analysemalte resultater et direkte proportionalt forhold mellem de
testede fortyndinger og den rapporterede analyt c¢/ml. Der var ingen veesentlig

fortyndermatrixeffekt. Se Figur 4.
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Fig. 4. Progensa PCA3 Assay'’s linearitet for PCA3- og PSA-analytter
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5.

Praecision

Preecisionen af Progensa PCA3 Assay blev vurderet iht. CLSI EP5-A2 (2004) (9).
Gentagelighed er preecision pa betingelse af minimum variabilitet, og
reproducerbarhed er preecision pa betingelse af maksimum variabilitet.

For gentagelighed blev der klargjort et testpanel med 3 medlemmer, der bestod af
fortyndet in vitro RNA-transkript. En operatar pa et forsggscenter testede panelet i 20
karsler med 5 replikater i labet af 20 dage vha. et enkelt kalibrator- og kontrollot,
reagenslot og udstyrsseet. Tabel 10 viser gentagelighedspraecisionen for Progensa
PCA3 Assay ved diverse testkoncentrationsniveauer.

Tabel 10: Gentagelighed af Progensa PCA3 Assay

Analyt Panel Gennemsnitlig Gentagelighed Gentagelighed
Element c/ml SD cv
1 1.228 145 12 %
PCA3 2 12.020 809 7%
3 61.108 2.489 4%
1 48.091 3.715 8 %
PSA 2 484 .457 41.026 8 %
3 2.001.430 131.554 7 %

For reproducerbarhed blev der klargjort et testpanel med 8 medlemmer, der bestod af
poolede prgver (1-3) og fortyndet in vitro RNA-transkript (4-8). Tre operatgrer testede
panelet i 18 karsler i lgbet af 3 dage vha. et enkelt kalibrator- og kontrollot, 3
reagenslot og 3 udstyrssaet. Tabellerne 11 og 12 giver en oversigt over total preecision
og preecision inden for en kgrsel, mellem karsler, for bruger, udstyr og lot ved
Progensa PCA3 Assay for analyt c/ml og for PCA3 Score.

Variabilitet inden for en kgrsel, mellem operatgrer og mellem kgrsler var i faldende
reekkefglge den stgrste bidrager til generel analysevarians. Reagenslot og udstyr
bidrog kun lidt til den generelle analysevarians. Disse resultater viser, at Progensa
PCA3 Assay kan reproduceres, og at den primaere variationskilde er tilfaeldige fejl
(inden for en kgrsel).
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Tabel 11: Reproducerbarhed af Progensa PCA3 Assay: Analyse af kopier/ml

o cv cv cv, cv. cv.
Panel Malt inden mellem ’ ’
Analyt n Total CV mellem mellem mellem
Element c/ml for en opera-
kersler udstyr lot
kersel torer
1 36 248 27 % 24 % 7% 15 % 1% 0 %
2 36 7.021 1% 6 % 9% 9% 0% 0%
3 36 31.469 8 % 6 % 5% 9% 0% 4%
PCA3 4 36 1.469 15 % 13 % 7 % 6 % 0% 1%
5 36 14.844 7% 5% 2% 6 % 0% 4%
6 36 72.372 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 52.739 9% 6 % 6 % 7% 4 % 2%
2 34 218.789 10 % 6 % 7% 7% 4% 0 %
3 32 1.073.920 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 1.518.748 12 % 5% 8 % 4% 3% 7%
7 32 11.007 14 % 8 % 9% 0% 6 % 0 %
8 34 1.694.404 1% 7% 7 % 0% 1% 6 %
Tabel 12: Reproducerbarhed af Progensa PCA3 Assay: Analyse af PCA3 Score
Panel Middel- CVinden = CV oy ollem CV, mellem SV
. Total CV  foren mellem mellem
Medlem score operatgrer udstyr
kersel korsler lot
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%

*Panelmedlemmerne 4-6 indeholdt kun PCA3- eller PSA RNA-transkript og blev derfor ikke inkluderet i denne analyse.
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