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Numatytoji paskirtis

JAdnaTest OvarianCancerSelect® — tai ,n vitro“ diagnostinis metodas, skirtas
cirkuliuojanioms auglio Igsteléms, gautoms i§ antikoaguliuoty viso kraujo méginiy,
surinkty i$ kiauSidziy véziu serganciy pacienty, gausinti naudojant epiteliniy ir su augliu
susijusiy antigeny derinj.

LAdnaTest OvarianCancerDetect” — tai ,in vitro“ diagnostinis tyrimas, skirtas auglio Igsteliy
ekspresijos profiliy analizei, naudojant atvirkstine transkripcijg ir sudétine PGR, ir vélesnei
densitometrinei PGR produkty analizei, naudojant automatizuotg kapiliary elektroforeze
LAgilent® 2100 bioanalizatoriumi.

JAdnaTest OvarianCancerSelect/Detect” neskirtas naudoti atrankinés patikros tikslais ir
neturi bati naudojamas kaip diagnostinis tyrimas norint patvirtinti kiauSidziy véz;.

Sis gaminys skirtas naudoti tik profesionalams, pavyzdZiui, technikams ir gydytojams,

susipazinusiems su molekulinés biologijos metodais.
Santrauka ir paaiskinimas

Naudojant ,AdnaTest OvarianCancerSelect® galima atlikti auglio Igsteliy imunomagnetinj
gausinimg pasitelkus epitelinius ir su augliu susijusius antigenus. ,AdnaTest
OvarianCancerDetect® naudojamas su kiausidziy veéziu susijusios geny ekspresijos
imunomagnetiSkai pagausintose vézio Igstelése analizei naudojant atvirkstine transkripcijg
ir PGR.
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Procedtros principas

AdnaTest OvarianCancerSelect

Epiteliniy ir su augliu susijusiy antigeny antikinai sujungiami su magnetiniais rutuliukais,
kad visame kraujyje bty pazymétos auglio lastelés. Pazymétos Igstelés iSskiriamos
naudojant magnetiniy daleliy koncentratoriy (AdnaMag-L ir AdnaMag-S), tada lizuojamos
(1ir 2 pav.).

+JAdnaTest"
LSelect” rutuliukai Atskyrimas Lasteliy lizé
:h@: e
—_— —_— '
D Cwo ™
Inkubacija
I -

AdnaTest Select

@  Kraujo Iastelés @ Auglio Igstelés
# Antiklnais arba ,Oligo(dT)25" padengti magnetiniai rutuliukai

1 pav. ,,AdnaTest OvarianCancerSelect“: imunomagnetinis Igsteliy atrinkimas naudojant su augliu susijusius

antikiinus.

Lasteliy lizatas naudojamas tolesnei analizei naudojant ,AdnaTest OvarianCancerDetect".
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AdnaTest OvarianCancerDetect

+LAdnaTest OvarianCancerDetect" rinkinyje yra ,Oligo (dT)25" rutuliuky, skirty mRNR i$skirti
naudojant i§ anksto pagausinty auglio lasteliy lizatg. Atlikus atvirkstine transkripcijg
gaunama cDNR, kuri naudojama kaip auglio Igsteliy aptikimo ir charakterizavimo naudojant
sudétine / dvigubg PGR, matrica. Naudojant ,PrimerMix OvarianDetect” galima amplifikuoti
tris su augliu susijusius antigenus ir vieng kontrolinj geng. ,AdnaTest PrimerMix ERCC1-
Detect” amplifikuoja iSpjovimo reparacijos kryZminés komplementacijos 1 geng (ERCC1) ir
vieng kontrolinj geng.

Atvirkstiné Sudétinés
Atskyrimas transkripcija Aptikimas PGR rezultatai
RNA » — E=ao =
—m |, cDNA = 4. S
C Lt :_=____;
I T

AdnaTest Detect

Q@ Kraujo Igstelés @ Auglio Igstelés

# Antikdnais arba ,Oligo(dT)25“ padengti magnetiniai rutuliukai
2 pav. ,AdnaTest OvarianCancerDetect*: jvairiy su augliu susijusiy Zymeny sudétiné PGR. Antrame etape,
naudojant RT-PGR, pagausintos Igstelés tiriamos, ar néra su augliu susijusiy ekspresijos modeliy. mRNR gijos
atvirkstine tvarka transkribuojamos j cDNR. Tuomet, naudojant sudéting PGR, gali bati amplifikuoti ir vizualizuoti keli
su augliu susije Zymenys.

Du pradmeny miSiniai sukuria tokiy dydziy fragmentus:

PrimerMix OvarianDetect

e CA125: 432 bp
e GA733-2:  395bp
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® Muc-1: 299 bp

® Aktinas: 120 bp

PrimerMix ERCC1-Detect

e ERCCI: 357 bp

® Aktinas: 120 bp

(vidiné PGR kontroliné medziaga)

(vidiné PGR kontroliné medziaga)

Pastaba: fragmenty dydziai gali Siek tiek skirtis. Aptiktiems signalams priskirti naudokite

JAdnaTest* kiauSidziy teigiamg kontroline medziagg ir ,AdnaTest* teigiamg kontroline

medziagg ERCC1.

Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

AdnaTest OvarianCancerSelect

Katalogo numeris 395442
Tyrimy skaicius 12
Surinkimo mégintuvéliai Collection Tubes* 3x5
H coL TUBE
(surinkimo mégintuvéliai -
(15 ml)
Surinkimo mégintuvéliai ,Collection Tubes* coL TUBE 24
(surinkimo mégintuvéliai -
(1,5 ml)
Raudona ,OvarianSelect Beads" 0SB 1,2 ml
(,OvarianSelect*
rutuliukai)
Raudona LAdnaTest Lysis/Binding  LBB 2x12ml
Buffer” (,AdnaTest"
lizés / susiejimo buferinis
tirpalas)
Vadovas 1
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AdnaTest OvarianCancerDetect

Katalogo numeris 396442
Tyrimy skaicius 12
»AdnaTest* RNR 1 dézute
reagentai
Raudona LAdnaTest Lysis/Binding LBB 2ml
Buffer* (,AdnaTest" lizés /
susiejimo buferinis
tirpalas)
Oranziné ,Oligo (dT)zs" rutuliukai odT 280 pl
Balta ,RNA Purification Buffer BA 4 ml
A" (RNR gryninimo
buferinis tirpalas A)
Balta ,RNA Purification Buffer BB 4 ml
B* (RNR gryninimo
buferinis tirpalas B)
Violetiné ,Tris-HCL Buffer* (,Tris- B 2ml
HCL" buferinis tirpalas)
AdnaTest 2 dézute
OvarianCancerDetect
Mélyna LJAdnaTest PrimerMix PMO 144 pl
OvarianDetect"
(pradmeny misinys
LJAdnaTest PrimerMix
OvarianDetect")
Oranziné LAdnaTest Positive CONTROL 56 pl
Control Ovarian (C+)*
(-AdnaTest" kiausidziy
teigiama kontroliné
medziaga (C+)
Mélyna LJAdnaTest PrimerMix PME 144 pl
ERCC1-Detect"
(pradmeny misinys
LJAdnaTest PrimerMix
ERCC1-Detect®)
Oranziné LAdnaTest Positive CONTROL 56 pl
Control ERCC1 (C+)"
(,AdnaTest" teigiama
kontroliné medziaga
ERCC1 (C+)
Vadovas 1

LAdnaTest OvarianCancerDetect” reagenty pakanka 6 PGR kontrolinéms medZziagoms ir

12 kraujo méginiy iSanalizuoti.
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Reikalingos, taCiau nepateikiamos medziagos

Dirbdami su chemikalais, visada dévekite tinkamg laboratorinj chalatg, muaveékite
vienkartines pirStines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos yra

atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS), kuriuos gali pateikti produkto tiekéjas.

AdnaTest OvarianCancerSelect

Jranga

® _Tube rotator for 15 ml and 1.5 ml tubes” (Mégintuveliy rotorius, skirtas 15 mlir 1,5 ml
meégintuvéliams) (pvz., ELMI Ltd., kat. nr. IMIX-03)

® Magnetiniy daleliy koncentratoriai

O ,AdnaMag-L"“ (kat. nr. 399921)
O ,AdnaMag-S* (kat. nr. 399911)

MedZiagos

® ,AdnaTube Tubes® (,AdnaTube“ mégintuvéliai) (kat. nr. 399932), kai naudojami
,BD Vacutainer® ACD-A" mégintuvéliai

e Sterilios be RNazés 10 ml stiklinés arba plastikinés pipetés ir automatinés pipetés

e Sterile, RNase-free 1.5 ml reaction tubes® (sterilis be RNazés 1,5 ml reakcijy

mégintuvéliai) (pvz., ,Sarstedt”, kat. nr. 72.690)

® Pipetés ir pipeciy antgaliai be RNazés su aerozoliniais barjerais, tinkami 100—1 000 pl
tariui lasinti
Reagentai

e _ Phosphate buffered saline (PBS)" (fosfato buferinis fiziologinis tirpalas (PBS), pH 7,0—
7,3 (pvz., ,Fisher", kat. nr. VX14190169, D-PBS)
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AdnaTest OvarianCancerDetect

Jranga

® Tube rotator for 1.5 ml tubes” (mégintuvéliy rotorius, skirtas 1,5 ml mégintuvéliams)
(pvz., ELMI Ltd., kat. nr. IMIX-03)

®  Magnetic particle concentrator AdnaMag-S* (magnetiniy daleliy koncentratorius
LAdnaMag-S*) (kat. nr. 399911)

e Siluminis blokas arba vandens vonelé (50°C)

e Siluminio ciklo prietaisas su Sildomu dangteliu, Sildymo greitis 2 °C/sek.

e Agilent 2100“ bioanalizatorius (,Agilent Technologies*)

Medziagos

e Sterilis be RNazés plonasieniai 0,2 ml PGR mégintuvéliai

e Sterile, RNase-free 1.5 ml reaction tubes” (sterilis be RNazés 1,5 ml reakcijy
mégintuvéliai) (pvz., ,Sarstedt”, kat. nr. 72.690)

® Pipetés ir pipeciy antgaliai be RNazés su aerozoliniais barjerais, tinkami 1-200 pl tdriui
laSinti

Reagentai

e Sensiscript® RT Kit* (,Sensiscript® RT* rinkinys (QIAGEN, kat. nr. 205211, 50 reakcijy)
O Pastaba: ,Sensiscript RT Kit* (,Sensiscript RT* rinkinio) (kat. nr. 205211) uzteks tik

25 méginiams, nes kiekvienai reakcijai reikia dvigubo tdrio.

e Recombinant RNasin, RNase-inhibitor, 2.500 U“ (rekombinantinis ,RNAsin“, RNazés
inhibitorius 2 500 U) (,Promega*“, kat. nr. N2511)

e  HotStarTag® Master Mix Kit* (,HotStarTag®" pagrindinio miSinio rinkinys) (QIAGEN,
kat. nr. 203443, 250 U)

e Skaldytas ledas
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J]spéjimai ir atsargumo priemonés

Skirta ,in vitro* diagnostikai

Saugos informacija

Dirbdami su chemikalais, visada dévekite tinkamg laboratorinj chalatg, muaveékite
vienkartines pirStines ir naudokite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS). Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku PDF
formatu internete www.qgiagen.com/safety — Cia galite rasti, perzidréti ir iSspausdinti

kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDS.
Méginiy ir tyrimy atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy saugos reikalavimy.
Naudojimo informacija

Siuos tyrimus turi atlikti molekulinés biologijos metodus iSmanantys darbuotojai.

Patentai

JAdnaTest OvarianCancerDetect” testui reikalingos ,Hoffmann-La Roche AG", Bazelyje,
licencijos. ]sigijus ,AdnaTest OvarianCancerDetect®, naudotojui nesuteikiama teisé atlikti
PGR be licencijos.
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Laikymas

JAdnaTest OvarianCancer” sistema pateikiama trijose dézutése. ,AdnaTest
OvarianCancerSelect* (kat. nr. 395442) ir ,AdnaTest RNA Reagent Box 1" (,AdnaTest"
reagenty 1 dézuté) (1 dézutés kat. nr. 396442) turi bati laikomi 2—-8 °C temperatiroje.
Komponenty negalima naudoti pasibaigus tinkamumo laikui.

LAdnaTest OvarianCancerDetect Box 2“ (,AdnaTest OvarianCancerDetect® 2 dezuté)
(2 dézutés kat. nr. 396442), kurioje yra ,AdnaTest PrimerMixes® ir ,AdnaTest* teigiamos
kontrolinés medziagos, turi bati laikoma atskirai nuo —30 iki —15 °C temperataroje. Norédami
iSvengti galimo uZterSimo ir pasikartojan€iy temperatiros poky€iy, pradmeny miSinj
padalykite j alikvotines dalis. Komponenty negalima naudoti pasibaigus tinkamumo laikui.

Apdorojimas

®  OvarianSelect” rutuliukuose yra natrio azido kaip konservanto. Natrio azidas yra
citotoksinis, todél prie$ naudojant rutuliukus jj reikia pasalinti. (Zr. ,Protokolas: Auglio
Igsteliy pagausinimas naudojant ,AdnaTest OvarianCancerSelect*, 14 psl.)

e Visi komponentai ir papildomi reagentai, pateikti kity tiekéjy, turi bati laikomi pagal jy
instrukcijas. Taikomi atitinkamy gamintojy saugos patarimai.

® Déveékite apsaugines pirstines, kad iSvengtuméte uzterS§imo DNR, RNR ir RNazémis.

e  OvarianSelect” rutuliukus padalykite j alikvotines dalis, kad iSvengtuméte uzterSimo.

® Tyrimg reikia atlikti nurodyta seka laikantis visy inkubavimo laiko ir inkubavimo
temperatiros atzvilgiu nurodyty specifikacijy.
e Jei atliekant Igsteliy gausinimag atrinkimo rutuliukai sulimpa, méginius iSmeskite.

® Jei jmanoma, méginius apdorokite, jskaitant atvirkstine transkripcijg ir vélesne analize,

skirtingose patalpose, kad baty iSvengta kryZminio uztersimo.
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e Naudojant ne sitlomy, o Kity tiekéjy produktus, gali biti gauti prastesni rezultatai.

® Reikia laikytis laboratorijos saugos ir higienos reikalavimy (pvz., dévéti laboratorinius

chalatus, maveéti pirStines ir uzsidéti apsauginius akinius).
Bandinio naudojimas ir laikymas
Méginio paruoSimas

e Kraujo méginiai turi bati paimti prie$ naudojant terapines medziagas. ,AdnaTest
OvarianCancerSelect“ naudokite tik po paskutinés terapinés intervencijos praéjus bent
7 dienoms!

o Kraujo surinkimas: jei méginiai bus transportuojami trumpiau nei 4 valandas, naudokite
meégintuvélius su EDTA kaip antikoaguliantu (pvz., .S Monovette® K3 EDTA*, ,Sarstedt*
[kat. nr. 01.1605.001]) ir surinkite bent 7,5 ml viso kraujo.

® Jei méginiai bus transportuojami ilgiau nei 4 valandas, naudokite ,Vacutainer ACD-A
Tubes” (,BD Vacutainer ACD-A* mégintuvélius) (,Becton Dickinson GmbH*, kat. nr.
366645 [ES]; 364606 [JAV]) ir surinkite bent 8,5 ml viso kraujo. Pries tolesnj
apdorojimg naudojant ,AdnaTest", 5 ml ACD-A kraujas turi biti perkeltas j ,AdnaTube®,
kat. nr. 399932.

e Kraujas i$ karto turi bati laikomas 4 °C temperataroje.

® Méginius reikia apdoroti kuo greiciau, bet ne véliau kaip per 4 val. po kraujo paémimo,
kai naudojami jprasti EDTA mégintuvéliai, arba per 30 val., kai kartu su ,AdnaTubes"
naudojami ,,BD Vacutainer” kraujo surinkimo mégintuvéliai.

o Kraujo méginiai negali bGti hemolizuoti.
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Protokolas: Auglio Igsteliy pagausinimas
naudojant ,AdnaTest OvarianCancerSelect®

Svarbi informacija prie$ pradedant

® Prie$ pradédami procedira, perskaitykite ,)spéjimai ir atsargumo priemonés*” (11 psl.),
+Reagenty laikymas ir naudojimas*” (12 psl.) ir ,Bandinio naudojimas ir laikymas*
(13 psl.).

® Prie§ naudojant ,OvarianSelect” rutuliukus batina juos nuplauti, kaip aprasyta toliau

esanciame skyriuje ,Proceddra A: ,OvarianSelect” rutuliuky paruos$imas®, kad bty
pasalintas natrio azidas.

e Pateiktus 1,5 ml surinkimo mégintuvélius naudokite tik nurodytame protokolo etape.

Ka reikia atlikti prieS pradedant

e |sitikinkite, kad ,AdnaTest" lizés / susiejimo buferinis tirpalas at3ildytas iki kambario
temperatiros. Jei matote nuosédy, atsildykite reagentus iki kambario temperatdros ir
iSmaisykite, kol nuosédos visiskai istirps.

Proceddra A: ,OvarianSelect” rutuliuky paruoSimas

1. Kruopsciai iSmaisykite ,OvarianSelect” rutuliukus jsiurbdami ir laSindami pipete; nepurtykite!

2. Apskaiciuokite ,OvarianSelect® rutuliuky tdrj, reikalingg visiems méginiams apdoroti
(100 ul vienam méginiui), ir perpilkite apskaiciuotg tdrj j 1,5 ml reakcijy mégintuvélj
(nepateikiamas).

Jei apdorojama daugiau kaip 10 méginiy, naudokite papildomus 1,5 ml reakcijy
megintuvélius.

3. |statykite mégintuvelj j ,AdnaMag-S*.

4. Po 1 minutés iSsiurbkite supernatantg pipete.

Pastaba: iSsiurbdami supernatantg nelieskite rutuliuky!
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5.

Plovimo veiksmai:

5a. 18 ,AdnaMag-S* iSimkite magnety slankiklj.

5b. ]laSinkite 1 ml PBS ir kelis kartus pipete jsiurbdami ir laSindami iSmaiSykite
rutuliukus.

5c. |statykite magnety slankiklj j AdnaMag-S.

5d. Po 1 minutés visiSkai iSsiurbkite supernatantg pipete.

5e. Kartokite 5a ir 5d veiksmus dukart (i$ viso trys plovimai).

ISimkite mégintuveélj i$ ,AdnaMag-S* ir iSmaiSykite rutuliukus PBS, kad blty gautas

pradinis tdris (100 yl vienam méginiui). Pereikite prie ,Proceddra B: auglio Igsteliy

pasirinkimas*, Zemiau.

Procedira B: auglio Igsteliy pasirinkimas

1.

Jei naudojate standartinius EDTA mégintuvélius, pipete jlasinkite 5 ml kraujo méginio

i 15 ml surinkimo mégintuvélj (pateikiamas).

Jei naudojate ACD-A kraujg ,BD Vacutainer ACD-A"“ mégintuvélyje, perkelkite 5 ml
kraujo j ,AdnaTube".

Pastaba: naudojant ,BD Vacutainer ACD-A" mégintuvélius, ,AdnaTubes" yra privalomi.
|siurbdami ir la8indami pipete kruop$¢iai iSmaiSykite ,OvarianSelect” rutuliukus
(paruostus atliekant A procediros 6 veiksma) ir jlasinkite po 100 pl Siy rutuliuky j
kiekvieng kraujo meégin;.

Prietaise létai (mazdaug 5 aps./min.) sukite mégintuvélius kambario temperatiroje

30 minuciy, leisdami pakreipti ir sukti.

|statykite mégintuvélius j ,AdnaMag-L"“ be magnety slankiklio. Pakreipkite ,AdnaMag-L"
Zemyn, kad iStekéty j dangtelj pateke kraujo laseliai.

|statykite magnety slankiklj ir inkubuokite mégintuvélius ,AdnaMag-L" kambario
temperatiroje 3 minutes.

10 ml pipete visisSkai iSsiurbkite supernatantg neliesdami rutuliuky.

Pastaba: iSsiurbdami supernatantg nelieskite rutuliuky!
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10.

11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

Plovimo veiksmai:

7a. 18 ,AdnaMag-L" iSimkite magnety slankikl].

7b. ]laSinkite 5 ml PBS. Uzdarykite mégintuvélius ir atsargiai papurtykite ,AdnaMag-L"
pirmyn atgal 5 kartus, kad iSsimaiSyty magnetiniy rutuliuky / Igsteliy kompleksai.

7c. Dukart pakreipkite ,AdnaMag-L*“ su mégintuvéliais Zemyn, kad iStekéty j dangtelj
pateke laseliai.

7d. ] ,AdnaMag-L" jstatykite magnety slankiklj ir inkubuokite kambario temperatiroje
1 minute.

7e. Pipete visiSkai iSsiurbkite supernatants.

7f.  Kartokite 7a ir 7e veiksmus dukart (i$ viso trys plovimai).

IS ,AdnaMag-L* iSimkite magnety slankiklj.

ISmaiSykite magnetiniy rutuliuky / Igsteliy kompleksus 1 ml PBS ir perkelkite kiekvieng

méginj j 1,5 ml reakcijy mégintuvélj (nepateikiamas).

|statykite reakcijy mégintuvélius j ,AdnaMag-S* su jdétu magnety slankikliu.

Pastaba: ,AdnaMag-S*“ magnety slankiklj galima jstatyti naudojant dvi padétis. Slankiklj

visada jstatykite taip, kad balta plastikiné plévelé baty nukreipta j priekj ir magnetai baty

Salia reakcijy megintuvéliy.

Po 1 minutés pipete visiSkai iSsiurbkite supernatantg, kad baty optimizuota Igsteliy lizé.

IS ,AdnaMag-S* iSimkite magnety slankiklj.

| kiekvieng reakcijy mégintuvélj jlasinkite 200 ul ,AdnaTest" lizés / susiejimo buferinio

tirpalo (atSildyto iki kambario temperatdros). ISmaisykite jsiurbdami ir laSindami pipete

bent penkis kartus.

| ,AdnaMag-S*“ jstatykite magnety slankiklj ir inkubuokite 1 minute.

Perkelkite kiekvieng supernatantg (lgsteliy lizatg) j naujg 1,5 ml reakcijy mégintuvél;.

ISmeskite mégintuvélius su rutuliukais.

IS karto teskite atlikdami mRNR iSskyrima (Zr. ,Protokolas: su kiau$idziy véziu
susijusios geny ekspresijos pagausintose auglio Igstelése aptikimas naudojant
~AdnaTest OvarianCancerDetect™, 17 psl.) arba Igsteliy lizatus laikykite —20 °C
temperatdroje ne ilgiau kaip 2 savaites.
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Protokolas: su kiausidziy véziu susijusios geny
ekspresijos pagausintose auglio Igstelése
aptikimas naudojant ,AdnaTest
OvarianCancerDetect"

Svarbi informacija prie$ pradedant

® Prie$ pradédami procedira, perskaitykite ,Jspéjimai ir atsargumo priemonés* (11 psl.) ir
+Reagenty laikymas ir naudojimas* (12 psl.).

® Procedirose A-C aprasomas mRNR iSskyrimas ir atvirk$tiné transkripcija.

e Pateiktus 1,5 ml surinkimo mégintuvélius naudokite tik nurodytame protokolo etape.

Ka reikia atlikti prie$ pradedant

e |sitikinkite, kad ,AdnaTest" lizés / susiejimo buferinis tirpalas atSildytas iki kambario
temperatiros. Jei matote nuosédy, atSildykite reagentus iki kambario temperataros ir
iSmaiSykite, kol nuosédos visiskai istirps.

e AtSildykite RNR gryninimo buferinj tirpalg A ir RNR gryninimo buferinj tirpalg B iki
kambario temperatiros. Padékite , Tris-HCL® buferinj tirpalg ant ledo.

e Kambario temperataroje atSildykite 10x buferinio tirpalo RT ir ANTPs i$ ,Sensiscript RT“
rinkinio. Purtydami sumaiSykite. Trumpai centrifuguokite ir laikykite ant ledo. AtSildykite
vandenj be RNazés (,Sensiscript RT* rinkinio dalis).

® Sureguliuokite, kad Siluminio bloko arba vandens vonelés temperatara baty 50°C.

Procedira A: ,Oligo (dT)2s" rutuliuky paruoSimas

1. Kruops¢iai iSmaiSykite ,Oligo(dT)zs* rutuliukus jsiurbdami ir [aSindami pipete. Nevartykite!
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Apskaiciuokite rutuliuky tarj, reikalingg visiems méginiams apdoroti (20 pl vienam
méginiui pridedant 10 %), ir perpilkite apskaiciuotg tdrj j 1,5 ml reakcijy mégintuveélj be
RNazés (nepateikiamas).

|statykite mégintuvélj j ,AdnaMag-S*.

Pastaba: ,AdnaMag-S* magnety slankiklj galima jstatyti naudojant dvi padétis. Slankiklj
visada jstatykite taip, kad balta plastikiné plévelé bity nukreipta j priekj ir magnetai baty
Salia reakcijy mégintuvéliy.

Po 1 minutés iSsiurbkite supernatantg pipete.

Plovimo veiksmai:

5a. 18 ,AdnaMag-S* iSimkite magnety slankiklj.

5h. JlaSinkite pradinj (2 veiksmas, 18 psl.) ,AdnaTest" lizés / susiejimo buferinio tirpalo
tarj ir kelis kartus pipete jsiurbdami ir [aSindami iSmaiSykite rutuliukus. MaiSykite
atsargiai, kad nesusidaryty puty.

5c. |statykite magnety slankiklj j ,AdnaMag-S*.

5d. Po 1 minutés visiSkai iSsiurbkite supernatanta.

5e. Kartokite 5a ir 5d veiksmus vieng kartg (i$ viso du plovimai).

ISimkite mégintuvélj i§ ,AdnaMag-S* ir iSmaisykite rutuliukus ,AdnaTest" lizés /

susiejimo buferiniame tirpale, kad bity gautas pradinis taris (2 veiksmas, 18 psl.).

Pereikite prie ,Procedira B: mRNR iSskyrimas*.

Procedira B: mRNR i8skyrimas

1.

| kiekvieng mégintuvélj, kuriame yra Igsteliy lizato, (15 veiksmas, 16 psl.) jlasinkite 20 ul
,Oligo(dT)25“ rutuliuky (6 veiksmas, auksciau).

Prietaise létai (mazdaug 5 aps./min.) sukite mégintuvélius kambario temperatiroje
10 minuciy, leisdami pakreipti ir sukti.

|statykite mégintuvélius j ,AdnaMag-S* be magnety slankiklio. Pakreipkite ,AdnaMag-S*
zemyn, kad iStekéty j dangtelj pateke rutuliukai ir skystis.

|statykite magnety slankiklj ir po 1 minutés iSsiurbkite supernatants.

18
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10.
11.
12.
13.

14.

Plovimo veiksmai 1:

5a. 18 ,AdnaMag-S* iSimkite magnety slankiklj.

5b. ] kiekvieng mégintuvélj jlasinkite 100 pl RNR gryninimo buferinio tirpalo A ir kelis
kartus pipete jsiurbdami ir laSindami iSmaisykite rutuliukus. kad nebdty prarasta
rutuliuky, kruops$ciai iSskalaukite dangtelj ir mégintuvélio sieneles.

5c. |statykite magnety slankiklj j ,AdnaMag-S*.

5d. Po 1 minutés visiSkai iSsiurbkite supernatantsg.

5e. Kartokite 5a ir 5d veiksmus vieng kartg (i$ viso du plovimai).

Plovimo veiksmai 2

6a. 18 ,AdnaMag-S* iSimkite magnety slankiklj.

6b. ] kiekvieng mégintuvélj jlasinkite 100 yl RNR gryninimo buferinio tirpalo B.
|siurbdami ir laSindami iSmaiSykite rutuliukus ir perkelkite j naujus 1,5 ml reakcijy
meégintuvélius (pateikiami).

6c. |statykite magnety slankiklj j ,AdnaMag-S*.

6d. Po 1 minutés visiskai i§siurbkite supernatantg. Sj veiksma reikia atlikti atidZiai
(stebékite granule), nes rutuliukai gali nuslysti ir bati netycia pasalinti.

6e. Kartokite 6a—6d veiksmus vieng kartg tuose paciuose reakcijy meégintuvéliuose
(i viso du plovimai).

IS ,AdnaMag-S* iSimkite magnety slankiklj.

| kiekvieng mégintuvel; jlasinkite 100 pl labai Salto , Tris-HCL" buferinio tirpalo ir

jsiurbdami ir laSindami pipete iSmaiSykite rutuliukus.

|statykite magnety slankiklj j ,AdnaMag-S*.

Po 1 minutés visiSkai iSsiurbkite supernatanta.

IS ,AdnaMag-S* iSimkite magnety slankiklj.

ISmaiSykite mRNR / rutuliuky kompleksg 29,5 pl vandens be RNazés.

Perkelkite mégintuvélius j Siluminj bloka arba vandens vonele ir inkubuokite 5 minutes
50°C temperataroje.

Meégintuvélius i$ karto padékite ant ledo bent 2 minutéms.
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15. 1S karto (per 5 minutes) teskite atlikdami atvirk&tine transkripcijg (Procedara C:
atvirkstiné transkripcija naudojant ,Sensiscript RT* rinkinj).

Nelaikykite mRNR / rutuliuky komplekso!

Procedira C: atvirkstiné transkripcija naudojant ,,Sensiscript RT* rinkinj

1. ParuoSkite RT pagrindinj miSinj ant ledo. RT pagrindinis miSinys ruoSiamas, kaip
parodyta 1 lenteléje, atsizvelgiant | méginiy skaiciy.
Pagrindinio miSinio tdris turi bati 10 % didesnis nei visoms atvirkstinés transkripcijos
reakcijoms apskaiciuotas tdris. Visada reikia paruosti neigiamos kontrolés reakcijg
(RT kontroline medziagg) nepridedant mRNR.

2. Papurtykite RT pagrindinj misinj. Trumpai centrifuguokite ir kiekvienai reakcijai jlasinkite
10,5 ulj 0,2 ml PGR mégintuvélius.

3. Atsargiai pipete iSmaiSykite mRNR / rutuliuky kompleksus (10 veiksmas, 19 psl.).
Perkelkite visa tarj j 0,2 ml PGR reakcijos mégintuvélj, kuriame yra RT pagrindinio

miSinio. Kruops$¢iai iSmaisykite kelis kartus jsiurbdami ir laSindami pipete.
1 lentelé. Atvirkstinés transkripcijos reakcijos nustatymas

Komponentas Taris

RT pagrindinis miSinys

10 x buferinis tirpalas RT 4,0 pl
dNTP miSinys (5 mM kiekvieno dNTP) 4,0 pl
RNazés inhibitorius, 40 U/l (,Promega“) 0,5l
LSensiscript® atvirkstiné transkriptazeé 2,0l
RNR matrica* 29,5 ul

mRNR / rutuliuky kompleksas arba vanduo be RNazés

Bendrasis tiris 40,0 pl

*

Vietoj mRNR / rutuliuky komplekso jlasinkite 29,5 pl vandens be RNR-azés kaip RT kontrolinés medziagos. mRNR /
rutuliuky komplekso taris gali Siek tiek skirtis. Atvirkstinés transkripcijos reakcijoje visada naudokite bendrajj tarj.
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4. cDNR sintetinama Siluminio ciklo prietaise esant toliau nurodytoms sglygoms
(2 lentelé).

2 |lentelé. Atvirkstiné transkripcijos programa

Veiksmas Laikas Temperatira
Atvirkstiné transkripcija 60 min. 37°C
Denatiracija 5 min. 93°C
Vésinimas L 4°C

5. Padékite reakcijy mégintuvélius su cDNR ant ledo arba laikykite —20 °C temperatdroje

ilgiausiai 4 savaites.

6. Pereikite prie ,Protokolas: sudétiné ir dviguba PGR", 22 psl.
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Protokolas: sudétine ir dviguba PGR

Svarbi informacija prie$ pradedant

Prie§ pradédami procedirg, perskaitykite ,Jspéjimai ir atsargumo priemonés” (11 psl.) ir
+Reagenty laikymas ir naudojimas* (12 psl.).

Ka reikia atlikti prieS pradedant

AtSildykite ,HotStarTaq" pagrindinj miSinj (QIAGEN), ,AdnaTest PrimerMix
OvarianDetect", ,AdnaTest PrimerMix ERCC1-Detect”, ,AdnaTest" kiausidziy teigiamg
kontroling medziagg, ,AdnaTest" teigiama kontroling medziagg ERCC1 ir vandenj be
RNazés. Papurtykite, greitai centrifuguokite ir laikykite ant ledo.

Procedura A: sudétiné PGR (,AdnaTest OvarianDetect®)

1.

PGR pagrindinis miSinys ruoSiamas, kaip parodyta 3 lenteléje, atsizvelgiant | méginiy
skaiciy.

PGR pagrindinio misinio tdris turi bati 10 % didesnis, nei apskai€iuotas pagal meginiy
skaiciy. Atkreipkite démesj, kad visada turi bati jtraukta ,AdnaTest" kiausidziy teigiama
kontroliné medziaga, vanduo be RNazés kaip neigiama kontroliné medziaga ir RT
kontroliné medziaga.

Ruosdami j 0,2 ml PGR reakcijy mégintuveélius jlasinkite 42,0 ul PGR pagrindinio
midinio. |siurbdami ir laSindami pipete iSmaiSykite cDNR / rutuliuky mi$inj ir jlaSinkite
8,0 pl Sio miSinio j kiekvieng reakcijy mégintuvel;.

Pastaba: vietoj cDNR jlaSinkite 8,0 yl vandens be RNazés kaip neigiamos kontrolinés

medZiagos.

22
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3 lentelé. Sudétinés PGR paruosimas

Komponentas Taris

Sudétinés PGR pagrindinis misinys
,HotStarTaq" pagrindinis miSinys 25,0 pl
Vanduo be RNazés 13,0 ul

LAdnaTest PrimerMix OvarianDetect (pradmeny miSinys 4,0 pl
JAdnaTest PrimerMix OvarianDetect")

cDNR arba

RT kontroliné medziaga, arba

neigiama kontroliné medziaga (vanduo be RNazés), arba 8,0 pl

L+AdnaTest" kiau$idziy teigiama kontroliné medziaga,
kiekvienos:

Bendrasis tiris 50,0 pl

3. Atliekant PGR, Siluminio ciklo prietaisas naudojamas pagal 4 lenteléje aprasyta
programg. Naudokite Siluminio ciklo prietaisg esant 2 °C/sek. greiciui. PGR atliekama,

i$ viso naudojant 37 ciklus.
4 lentelé. PGR cikly programa

Veiksmas Laikas Temperatira

Pradinis aktyvinimo veiksmas 15 min. 95 °C

3 veiksmy ciklai

Denatiracija 30 sek. 94°C
Prisijungimas 30 sek. 58°C
ISplétimas 30 sek. 72°C
Galutinis iSplétimas: 10 min. 72°C
Vésinimas © 12°C
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Procedira B: dviguba PGR (,AdnaTest ERCC1-Detect")

1. PGR pagrindinis misinys ruoSiamas, kaip parodyta 5 lenteléje, atsizvelgiant j méginiy
skaiciy.

Pagrindinio miSinio tdris turi bati 10 % didesnis, nei apskai€iuotas pagal méginiy
skaiciy. Atkreipkite démesj, kad visada turi bati jtraukta ,AdnaTest" teigiama kontroliné
medziaga ERCC1, vanduo be RNazés kaip neigiama kontroliné medziaga ir RT
kontroliné medziaga.

2. Ruo&damij 0,2 ml PGR reakcijy mégintuvélius jlaSinkite 42,0 pl pagrindinio miSinio.
|siurbdami ir laSindami pipete iSmaiSykite cDNR / rutuliuky misinj ir jlasinkite 8,0 ul Sio
misinio | kiekvieng reakcijy mégintuvél;.

Pastaba: vietoj cDNR jlaSinkite 8,0 ul vandens be RNazés kaip neigiamos kontrolinés

medziagos.
5 lentelé. Dvigubos PGR paruosimas

Komponentas Taris

Dvigubos PGR pagrindinis misinys
,HotStarTaqg" pagrindinis miSinys 25,0 pl
Vanduo be RNazés 13,0 ul

JAdnaTest PrimerMix ERCC1-Detect (pradmeny misinys 4,0 pl
LAdnaTest PrimerMix ERCC1-Detect”)

cDNR arba

RT kontroliné medziaga, arba

neigiama kontroliné medziaga (vanduo be RNazés), arba 8,0 pl

L+AdnaTest" teigiama kontroliné medziaga ERCC1,
kiekvienos:

Bendrasis tiris 50,0 pl
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3. Atliekant PGR, Siluminio ciklo prietaisas naudojamas pagal 6 lenteléje aprasyta

programg. Naudokite Siluminio ciklo prietaisg esant 2 °C/sek. greiciui. PGR atliekama i$

viso naudojant 35 ciklus.
6 lentelé. PGR cikly programa

Veiksmas Laikas Temperatira
Pradinis aktyvinimo veiksmas 15 min. 95°C

3 veiksmy ciklai

Denatiracija 30 sek. 94°C
Prisijungimas 30 sek. 60°C
ISplétimas 60 sek. 72°C
Galutinis iSplétimas: 10 min. 72°C
Vésinimas © 12°C
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Rezultaty aiskinimas

Fragmenty analizé ,Agilent 2100“ bioanalizatoriumi

Analizé atliekama ,Agilent 2100 bioanalizatoriumi (,Agilent Technologies®) naudojant
,DNA 1000 LabChip®“. Vykdykite ,DNA 1000 LabChip“ vadove pateiktas instrukcijas ir
zidreékite, kad j ,LabChip“ nepatekty rutuliuky. Dél gelyje esanciy magnetiniy rutuliuky gali
bati gauti klaidingi rezultatai.

1. Paleiskite bioanalizatoriaus programineg jrangg ,2100 expert”. Dalyje Contexts
(kontekstai) pasirinkite Instrument (instrumentas), tada spustelékite mygtukg Assay
(tyrimas) Salia Assay Selection (tyrimo pasirinkimas).

2. Pasirinkite Electrophoresis > DNA 1000 Series Il.xsy (elektroforezé > DNA 1000

Series Il.xsy). Parenkite lustg ir pradékite tyrima.
3. Norédami jvertinti rezultatus, nustatykite aptikimo slenkst;:

3a. Dalyje Contexts (kontekstai) pasirinkite Data (duomenys), tada spustelékite
skirtuka Assay Properties (tyrimo ypatybés). DeSingje puseéje i$ iSpleCiamojo
meniu pasirinkite Global (visuotinis) ir Normal (jprastas).

3b. Pasirinkite Sample Setpoints > Integrator > height threshold (FU) (méginio
nustatyti taSkai > integratorius > aukscio slenkstis (FU) ir Sig reikSme nustatykite
kaip O (numatytoji reikSme yra 20), kad baty aptikti visi signalai.
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LAdnaTest OvarianDetect” analizés rezultatai

Tyrimas laikomas teigiamu, jei aiSkiai aptinkamas bent vienas su véziu susijusio transkripto
(GA733-2, ,Muc-1“ arba CA125) PGR fragmentas.

Naudojant ,Agilent 2100 bioanalizatoriy, virSinés esant = 0,15 ng/ul koncentracijai yra

teigiamos. (3 pav).

Kontrolinio geno aktino fragmentas turi bati aptiktas visuose tyrimo méginiuose (vidiné
PGR kontroliné medziaga). Aktino signalas pateikia teigiamg kontroline medziaga, kad
baty sékmingai atliktas Igsteliy atskyrimas, atvirkstiné transkripcija ir sudétiné PGR. Neturi
matytis neigiamos kontrolinés medziagos ir RT kontroliniy méginiy fragmenty, didesniy nei
80 baziy pory (pradmeny dimery).

Didesnis nei 1000 bp fragmentas rodo uZterS§img genomine DNR, o tai reiSkia, kad
problema kilo atskiriant Igsteles. Siuo atveju rezulatai yra netinkami.

SVARBU: jei nebus tiksliai laikomasi protokolo, gali biti gauti klaidingai neigiami ir

klaidingai teigiami rezultatai.

Jei reikia pagalbos aidkinant rezultatus nedvejodami kreipkités j misy pagalbos komanda.
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3 pav. Naudojant ,,Agilent 2100* bioanalizatoriy iSanalizuoty sudétinés PGR méginiy ,,AdnaTest
OvarianCancerDetect" rezultatai. Pirmoje juosteléje parodytas DNR dydzio standartas (DNA laipteliai). 1 méginys
yra GA733-2, ,Muc-1“ir CA 125 teigiamas, 3, 4 ir 5 méginiai yra GA733-2 ir ,Muc-1“ teigiami, o 6 méginys yra
GA733-2 teigiamas. 2 méginys yra neigiamas. Aktinas aptiktas 1-6 méginiuose. PGR neigiama ir teigiama kontroliné

medziaga parodyta paskutinése dviejose juostelése.
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LJAdnaTest ERCC1-Detect” analizés rezultatai

Naudojant ,Agilent 2100“ bioanalizatoriy, virSlinés esant 2 0,2 ng/upl koncentracijai yra
ERCC1 teigiamos. (4 pav).

Kontrolinio geno aktino fragmentas turi bdti aptiktas visuose tyrimo méginiuose (vidiné
PGR kontroliné medziaga). Aktino signalas pateikia teigiamg kontroline medziagg, kad
blty sékmingai atliktas Igsteliy atskyrimas, atvirk§tiné transkripcija ir dviguba PGR. Neturi
matytis neigiamos kontrolinés medziagos ir RT kontroliniy méginiy fragmenty, didesniy nei
80 baziy pory (pradmeny dimery).

SVARBU: jei nebus tiksliai laikomasi protokolo, gali bati gauti klaidingai neigiami ir

klaidingai teigiami rezultatai.

Jei reikia pagalbos aiSkinant rezultatus nedvejodami kreipkités j misy pagalbos komanda.
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4 pav. Dvigubos PGR méginiy ,,AdnaTest OvarianCancerDetect” rezultatai. Pirmoje juosteléje parodytas DNR
dydzio standartas (DNA laipteliai). 1-3 méginiai yra ERCC1 teigiami. 2 méginys yra neigiamas. Aktinas aptiktas 1-3
meéginiuose. PGR neigiama ir teigiama kontroliné medziaga ERCC1 parodyta paskutinése dviejose juostelése.
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TrikCiy Salinimo vadovas

Zr. daZnai uZduodamy klausimy puslapj misy techninés pagalbos centre:
www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN techninése tarnybose dirbantys
mokslininkai visada mielai atsakys | visus jums kilusius klausimus apie Siame vadove ir
(arba) protokoluose pateiktg informacijg, méginius ir tyrimy technologijas (kontaktine
informacijg rasite apsilanke www.qgiagen.com).

Kokybés kontrolé

Pagal QIAGEN ISO sertifikuotg kokybés vadybos sistemg kiekviena ,AdnaTest
OvarianCancerSelect* ir ,AdnaTest OvarianCancerDetect* partija tikrinama pagal

nustatytas specifikacijas, kad baty uztikrinta nuosekli produkty kokybé.
Apribojimai
Visi reagentai gali bati naudojami tik ,in vitro* diagnostikai.

Produkta turi naudoti tik personalas, specialiai iSmokytas atlikti ,in vitro“ diagnostines
proceduras.

Svarbu, kad prie§ naudodamas sistemg operatorius nuodugniai perskaityty naudojimo
instrukcijas.

Kad baty uztikrinti optimalds PGR rezultatai, reikia grieztai laikytis naudojimo instrukcijy
nurodymuy.

Patikrinkite tinkamumo datas, iSspausdintas ant dézutés ir visy komponenty etikeciy.

Nenaudokite komponenty pasibaigus tinkamumo laikui.
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laboratoriniais nustatytais faktais.

Veikimo charakteristikos

Atkdrimas

Dvi ir 5 i8auginty ,lgrov1® kiau8idziy véZio Igsteliy buvo pridétos j sveiky donory kraujo
meéginius, norint nustatyti atkdrimo  rodiklius, gautus naudojant AdnaTest
OvarianCancerSelect/Detect (7 lentelé).

7 lentelé. Vézio lasteliy, pridéty j sveiky donory kraujo méginius, ,,AdnaTest OvarianCancer* atkiirimo rodikliai

Bendras méginiy Teigiamy rezultaty
skaicius skaicius Atkarimas
| 5 ml kraujo pridétos dvi vézio lgstelés 20 18 90 %
| 5 ml kraujo pridéta penkios véZio Igstelés 20 20 100 %

2 vézio lasteliy, pridéty j 5 ml sveiky donory krauja, aptikimo atkarimo rodiklis yra 90 %.
5 véZio lIgsteliy, pridéty j 5 ml sveiky donory krauja, aptikimo rodiklis yra 100 %.

SpecifiSkumas

Analizuojant 20 sveiky donory buvo naudojamas ,AdnaTest OvarianCancerSelect/Detect®
norint nustatyti klaidingai neigiamy rezultaty rodiklj esant nurodytai kritinei reikSmei (0,15
ng/ul kiekvieno jtraukto geno, iSskyrus aktino, fragmenty koncentracijai). ,AdnaTest
OvarianCancerSelect/Detect’ parodé 95 % specifiSkumg (8 lentele).

8 lentelé. Specifikacijos nustatymas

Kontrolinés Bendras méginiy skaicius Klaidingai teigiamy SpecifiSkumas (%)
medZiagos rezultaty skaicius
Sveiki donorai 20 1(5%) 95
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Rezultaty atkartojamumas

| dvideSimt méginiy, gauty i§ sveiky donory, buvo pridéta po 10 ,lgrov1“ kiausidZiy véZio

Igsteliy. Kad bty nustatytas atkartojamumas, du operatoriai iSanalizavo kraujo méginius

naudodami ,AdnaTest OvarianCancerSelect/Detect”. Vidinis tyrimo atkartojamumas ir

atkartojamumas tarp tyrimy buvo 100 % (9 lentelé).

9 lentelé. ,,AdnaTest OvarianCancer Select/Detect” atkartojamumas

Teigiamy ,,AdnaTest* Vidinis tyrimo Atkartojamumas tarp
Operatorius  rezultaty / méginiy atkartojamumas (%) tyrimy (%)
A 10/10 100 100
B 10/10 100 100
Tikslumas

Norint nustatyti tikslumg, cDNR alikvotinés dalys buvo sujungtos ir iSanalizuotos naudojant

JAdnaTest OvarianCancerDetect”. Du operatoriai iSanalizavo 30 cDNR méginiy — buvo

atlikti 3 nepriklausomi 10 méginiy matavimai. Vidinis tyrimo tikslumas ir tikslumas tarp

tyrimy buvo 100 % (10 lentelé).

10 lentelé. ,,AdnaTest OvarianCancerDetect” tikslumas

Teigiamy ,,AdnaTest* Vidinis tyrimo Atkartojamumas tarp
Operatorius  rezultaty / méginiy atkartojamumas (%) tyrimy (%)
A 30/30 100 100
B 30/30 100 100
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Trukdancios medziagos

Antikoaguliantai

Imant ir transportuojant kraujg batina naudoti antikoaguliantus. Taciau pridéjus ,AdnaTest*
imunomagnetiniy rutuliuky dél heparino ir citrato susidaro dariniai, dél kuriy gali bati negauti
tyrimo rezultatai arba gauti klaidingai teigiami rezultatai. Tac¢iau EDTA ir ACDA (citrato /

dekstrozés / adenino tirpalas A) yra suderinami su ,AdnaTest" imunomagnetiniais rutuliukais.

Hemolizé

Hemolizé kraujo méginiuose (plazmos dalis atrodo raudona) dazniausiai pasireiSkia dél
netinkamy transportavimo arba laikymo sglygy. Tokiy méginiy rezultatas gali bati klaidingai
neigiamas, todél juos reikia iSmesti.

Chemoterapijos, tikslinés terapijos vaistai ir antihormoniniai reZimai

Chemoterapiniai vaistai (taksanai, cisplatina, oksaliplatina, 5-FU, antraciklinas,
irinotekanas ir kt.) yra stipras citotoksinai ir pazeidzia arba greitai prazudo kraujo méginyje
esancias lgsteles. Dél to, naudojant ,AdnaTest” imunomagnetinius rutuliukus, yra didelé
tikimybé, kad bus gauti klaidingai neigiami rezultatai. Gavus Siy medziagy, Zmogaus kanui
reikia mazdaug 5-7 dieny, kad galéty jas detoksikuoti (11 lentelé). Siuo metu paimty
kraujo méginiy negalima naudoti su ,AdnaTest" imunomagnetiniais rutuliukais.
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11 lentelé. Chemoterapiniy vaisty pusamzis

Vaistas PusamZis Literatiira

5-fluorouracilas ki 20 min. www.drugs.com/pro/fluorouracil-injection.html
Docetakselis Iki 11,1 val. www.drugs.com/pro/docetaxel.html
Cisplatina Iki 30 min. www.drugs.com/pro/cisplatin.html
Karboplatina Iki 5,9 val. www.drugs.com/pro/carboplatin.html
Paklitakselis Mazdaug 25,4 val. www.drugs.com/pro/paclitaxel.html

Tokiy paciy atsargumo priemoniy rekomenduojama laikytis esant tikslinés terapijos
rezimams, pvz., antikiny (,Herceptin®, bevacizumabo, cetuksimabo ir kt.), tirozino kinazés
blokatoriy (olaparibo, ,lressa®, ,Erbitux®, lapatinibo ir kt.) ir antihormoniniy vaisty
(tamoksifeno, abiraterono, enzalutamido ir kt.), naudojamy kaip atskiras vaistas arba
derinant su chemoterapija.

Atliekant klinikinius tyrimus, rodancius cirkuliuojanciy auglio Igsteliy (CTC), nustatyty ir
charakterizuoty naudojant ,AdnaTest* imunomagnetinius rutuliukus, prognostine reikSme,
nebuvo stebima jokiy neigiamy trukdziy dél chemoterapiniy vaisty, tikslinés terapijos ar
antihormoniniy terapijy, jei buvo laikomasi reikalavimo po vaisty vartojimo palaukti bent
7 dienas. Be to, buvo stebimas neigiamas jprasty bendrai naudojamy vaisty (aspirino,
ibuprofeno, aprepitanto, steroidy ir kt.) poveikis, nors jis mazai tikétinas.
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Trukdancios salygos

Kraujo kreSuliai

Klinikiniy tyrimy kontekste po inkubacijos, naudojant ,AdnaTest‘ imunomagnetinius
rutuliukus, pastebéjome kraujo kreSuliy — dazniausiai vélyvos ligos stadijos pacienty kraujo
méginiuose. Dél didesnio klampumo kraujo méginius, kuriuose susidaro kresuliy, sunku
apdoroti atliekant ,AdnaTest“ darby eigg ir juos sunku lasinti. Be to, juose yra nepriimtinai
daug uzterSianCiy leukocity, dél kuriy gaunami klaidingai teigiami rezultatai. Tokius

meginius reikia iSmesti.

Gerybiné organiné liga ir Iétinés uzdegiminés biklés

Dél gerybiné organinés ligos ir létiniy uzdegimy, pvz., artrito, krono ligos ir kt., klaidingai
teigiami AdnaTest rezultatai nepateikiami.

Umi alergija
Esant Omioms alerginéms bdkléms, po CTC pagausinimo naudojant ,AdnaTest"

imunomagnetinius rutuliukus padaugéja uzterSianCiy leukocity. Todél negalima visiSkai
atmesti klaidingai teigiamy rezultaty galimybés.

Klinikiniai tyrimai

Klinikinio tyrimo naudojant ,AdnaTest OvarianCancerSelect/Detect” rezultatai buvo
paskelbti Clinical Chemistry 2014 m. spalio mén. Siame kiau$idZiy véZio tyrimo rinkinyje
CTC gausinimui naudojami magnetiniai rutuliukai, pazyméti naudojant ,anti-EpCAM" ir
Lanti-MUC1", tada atliekama EpCAM, MUC1, CA125 ir ERCC1 hiperekspresijos RT-PCR
analizé. Siame tyrime nustatant pirmine diagnoze buvo naudojami 147 paciengiy kraujo
méginiai. Pas 14 % pacienCiy aptikta CTC ir reikSmingai prognozuotas bendras
iSgyvenamumas (OS; p = 0,041). Be to, pas 8 % pacienciy rasta ERCC1 teigiamy CTC,
reikSmingai koreliuojanciy su iSgyvenamumu ligai neprogresuojant (DFS: p = 0,009) ir
bendru i8gyvenamumu (OS: p = 0,026). Svarbiausia, kad Sis tyrimas aiSkiai parodé, jog
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ERCC1 teigiamos CTC nepriklausomai prognozuoja atsparumg platina pagristiems
rezimams (p = 0,01). Stebétina, kad $i koreliacija rasta tik naudojant ,AdnaTest* molekulinj
CTC charakterizavima, bet nerasta naudojant IHC audiniy dazyma pasitelkus antiking
8F1, paprastai naudojamg ERCC1 aptikimui audiniuose.

Literatdra

Kuhlmann, J.D. et al. (2014) ERCC1-Positive Tumor Cells in the Blood of Ovarian Cancer
Patients as a Predictive Biomarker for Platinum Resistance. Clin. Chem. 60,1282-9.

Santrumpos

AdnaMag-L Magnetiniy daleliy koncentratorius (didelis)
AdnaMag-S Magnetiniy daleliy koncentratorius (mazas)

bp Baziy poros

C+ Teigiama kontroliné medziaga

C- Neigiamos kontrolinés medziagos

CA125 Vézio antigenas 125

cDNR Komplementiné deoksiribonukleino ragstis

DNR Deoksiribonukleino ragstis

dNTPs Deoksinukleotidy trifosfatai

ERCC1 ISpjovimo reparacijos kryzminé komplementacija 1
GA733-2 Skrandzio ir zarny auglys, susijes su antigenu 733-2
kb kilobazé

mRNR Matriciné ribonukleino ragstis

Muc-1 +Muc-1" genas

PGR Polimerazés grandininé reakcija

RNazé Ribonukleaze

aps./min. Apsisukimy per minute

RT Atvirkstiné transkripcija
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imbolial
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Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> testams atlikti

Tinka iki
Temperatdros apribojimai
Katalogo numeris

Zr. vadove pateiktg informacijg
Gamintojas
L,In vitro“ diagnostinis medicinos prietaisas

MedZziagos numeris

Bendrasis komercinis prekés numeris
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.
AdnaTest CTCs iSskyrimui ir vélesniam mRNR iSskyrimui 395442
OvarianCancerSelect i Zmogaus viso kraujo, 12 paruosimy
AdnaTest RT-PCR rinkinys, skirtas su kiausidziy véZiu 396442
OvarianCancerDetect susijusiai geny ekspresijai pagausintose auglio

lgstelese aptikti
Susije produktai
AdnaTube 12 méginiy mégintuvéliy su EDTA. Naudokite 399932
tik su antikoaguliuotu krauju, surinktu BD A-
CDA kraujo surinkimo mégintuvéliuose
AdnaMag-L 8 meégintuvéliams, 15 ml 399921
AdnaMag-S 8 meégintuvéliams, 1,5 ml 399911
Sensiscript RT Kit (50) Skirta 50 atvirkstinés transkripcijos reakcijy:* 205211
LSensiscript” atvirk§tiné transkriptazé, 150 pl
10x buferinis tirpalas RT, 100 pl dNTP miSinys
(5 mM kiekvieno dNTP), 1,1 ml vandens be
RNazes
HotStarTaq Master Mix 3 x 0,85 ml ,HotStarTaq" pagrindinio miSinio 203443

Kit (250 U) (yra 250 vienety ,HotStarTag“ DNR
polimerazés, PGR buferinis tirpalas su 3 mM
MgClz ir 400 pM kiekvieno dNTP) ir 2 x 1,7 ml
vandens be RNazés

* Sensiscript RT“ rinkinio (50), naudojant ,AdnaTest OvarianCancerDetect", uzteks tik 25 méginiams, nes

kiekvienai reakcijai reikia dvigubo tario.

AdnaTest OvarianCancerSelect ir OvarianCancerDetect vadovas 03/2017

39



Norédami gauti naujausios informacijos apie licencijavimg ir atsakomybés uz produktus
apribojimus, zr. atitinkamg QIAGEN rinkinio vadovg arba naudotojo vadova. QIAGEN
rinkinio vadovai arba naudotojo vadovai pateikti svetainéje www.qgiagen.com arba galite jy

papra$yti QIAGEN techniniy tarnyby ar vietinio platintojo.

»AdnaTest OvarianCancerSelect* ir ,AdnaTest OvarianCancerDetect“ ribotoji licenciné sutartis

Sio produkio naudojimas reiskia pirkéjo ar naudotojo sutikima su Siomis salygomis:

1. Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su 3iuo produktu, Siuo vadowu ir tik su komplekte esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio komplekto komponentus su j 3j rinkinj nejeinanciais komponentais, i3skyrus aprasytus
protokoluose, pateiktuose su Siuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, esancivose www.qgiagen.com. QIAGEN vartotojams pateikiami keli
papildomi protokolai. Sivos protokolus QIAGEN kruop3Ciai patikrino ir optimizavo. QIAGEN neteikia garantijy, kad 3ie protokolai nepazeidzia treciujy 3aliy
teisiy.

I3skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad 3is komplektas ir (arba) jo naudojimas nepazeis tregiyjy 3aliy teisiy.

Komplektui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy ity i3reiksty ar numanomy licencijy, iSskyrus aiskiai nurodytas licencijas.

o~ N

Komplekto pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti ¢ia nurodytus draudziamus
veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo ir teismo ilaidas, jskaitant
i3laidas advok pateikusi ieskinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su Sivo komplektu ir (arba) jo k is susijusiy teisiy j savo

intelekting nuosavybe.

Atnauijintas licencijos salygas Zr. www.giagen.com.

Prekiy Zenklai: ,QIAGEN®”, ,Sample to Insight®, ,HotStarTaq®”, ,Sensiscript®™ (,QIAGEN Group”); ,Agilent® (,Agilent Technologies, Inc”.); ERBITUX® (,ImClone
LLC.”, visiskos nuosavybés ,Eli Lilly and Company” filialas); ,Herceptin® (,Genentech, Inc.”); IRESSA® (,AstraZeneca Group”), ,LabChip®” (,Caliper Life Sciences,
Inc.”); ,Sarstedt®”, ,S-Monovette® (,Sarstedt AG and Co".); ,Vacutainer® (,Becton Dickinson and Company”).

HB-2344-001 © 2017 QIAGEN. Visos teisés saugomos.
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