(? GEN-PROBE'

PRQGENSA

~—"—— P(A3

PROGENSA® PCA3-analys

For in vitro-diagnostiskt bruk.
Endast for USA-export.

Avsedd anvandning ... ...... ... 1
Sammanfattning och forklaring av analysen . ................. 1
MetodprinCiper .. ... 1
Reagenser . ... . 1
Materiel ... ... 3
Varningar och forsiktighetsatgarder ........................ 3
Forvarings- och hanteringskrav ............. ... ... ... ..... 4
Provtagning, -transport och -férvaring ...................... 5
Analysforfarande . ......... . .. . 5
Metodanmarkningar . ............ i 8
Kvalitetskontrollférfaranden . ........... ... ... ... ... ..... 10
Tolkning avresultat ......... ... . . i 10
Restriktioner . . ... . . 13
Prestandaegenskaper .......... .. ... ... oo 13
Litteratur . ... 18

Avsedd anvandning

PROGENSA PCA3-analys ar en in vitro-nukleinsyreamplifieringsanalys
(NAAT) som detekterar budbarar-RNA (RNA= ribonukleinsyra) i
prostatacancergen 3 (PCA3) i urinprover frAn man for bestamning av
PCA3 Score. PCA3 Score ar avsett for anvandning tillsammans med
vardstandarddiagnostiska algoritmer som hjalp vid diagnos av
prostatacancer.

Sammanfattning och férklaring av analysen

Anvéandning av serumanalys for prostataspecifikt antigen (PSA) for
prostatacancerscreening har resulterat i biopsidiagnos av mindre,
tidigare oupptéckta tumérer (1), och salunda skapat ett nytt diagnostiskt
dilemma: Endast en brakdel av de man som har férhgjda serum-PSA-
nivaer har pavisbar prostatacancer. Man med minst en negativ biopsi
har ofta kvarstdende forhojt serum-PSA, framst p.g.a. férstorad prostata
och godartad prostatahyperplasi (BPH). Det &r dock s att en betydande
andel man med nagot forhojt serum-PSA (2,5 - 4,0 pg/L) har eller
kommer att utveckla kliniskt signifikant prostatacancer (1). Aven om
biopsi fortfarande &ar den gyllene standarden for pavisande av
prostatacancer, behdvs noggrannare analyser med hdgre specificitet
som vagledning vid beslut om huruvida prostatabiopsi ska utforas.

PCAS3 (benamns ocksa "PCA3™" eller "DD3°***") ar ett icke-kodande,
prostataspecifikt MRNA som &veruttrycks i prostatacancerceller, med ett
medianvarde pa en 66-faldig uppreglering jamfért med omkringliggande
godartad vavnad (2). Daremot ar genuttrycket av PSA likartat i
cancerceller och godartade celler; PSA-mRNA-nivaer kan darfor
anvandas for att normalisera for mangden prostataspecifik
ribonukleinsyra (RNA) i molekyléara analysprover. Lampligheten av
kvantitativ PCA3-baserat molekylar analys av urinsediment (2) och
helurin (3) har pavisats.

PROGENSA PCA3-analys utnyttjar helurin som samlats in efter
prostatapalpation (DRE) vid vilken varje lob palperas tre ganger.
Prostatapalpation medfoér utséndring av prostataceller genom prostatas
gangsystem till urinvagarna, dar de kan samlas in fran
forstaportionsurinen. Urinen behandlas genom tillsats av
urintransportmedium (UTM), som lyserar cellerna och stabiliserar RNA.
PCA3- och PSA-mRNA kvantifieras, och PCA3 Score faststélls baserat
pa kvoten PCA3-mRNA/PSA-mRNA. Férutom normalisering av PCA3-

signalen, tjanar matningen av PSA-mRNA ocksa till att bekréafta att
utbytet av prostataspecifikt RNA ar tillrackligt stort for att erhalla ett giltig
resultat. Hogre PCA3 Score korrelerar med hégre sannolikhet for en
positiv prostatabiopsi.

Metodprinciper

PROGENSA PCA3-analys bestar av tvd kvantitativa
nukleinsyreamplifieringsanalyser. Analysen kombinerar teknikerna
malinfangning, transkriptionsmedierad amplifiering (TMA) och
hybridiseringsskyddsanalys (HPA) for att stromlinjeforma
urinprovsbehandling, amplifiera malsekvens-mRNA samt detektera
amplikon.

Nar PROGENSA PCA3-analys utfors i laboratoriet, isoleras malsekvens-
MRNA- molekylerna fran urinproven genom malinfangning.
Oligonukleotider ("infangningsoligonukleotider”) som &ar komplementara
till sekvensspecifika regioner hos maélen hybridiseras till malen i
urinprovet. For varje mal anvands en separat infangningsoligonukleotid.
Det hybridiserade malet fangas sedan in p& magnetiska mikropartiklar
som sedan separeras fran urinprovet i ett magnetfalt. Tvéattsteg anvands
for att aviagsna frammande komponenter frn reaktionsroret. Magnetisk
separation och tvattsteg utfors med ett Target Capture-system.

Malamplifiering sker via TMA, vilket ar en transkriptionsbaserad
nukleinsyreamplifieringsmetod som utnyttjar tv& enzymer, omvant
transkriptas frdn Moloney murint leukemivirus (MMLV) och T7-RNA-
polymeras. En unik uppsattning primrar anvands for varje mal. Omvant
transkriptas anvands for att skapa en deoxyribonukleinsyrakopia (DNA-
kopia) (innehdllande en promotorsekvens for T7-RNA-polymeras) av
malsekvensen. T7-RNA-polymeras producerar flera kopior av RNA-
amplikon frdn DNA-kopiemallen.

Detektion sker genom att HPA anvander enstrangiga,
kemiluminiscensmarkta nukleinsyreprober som ar komplementara till
amplikonen. Separata prober anvéands for varje malamplikon. De mérkta
nukleinsyreproberna hybridiseras specifikt till amplikonen.
Selektionsreagenset skiljer ut hybridiserade och icke-hybridiserade
prober genom att inaktivera méarkningen p& icke-hybridiserade prober. |
detekteringssteget méats den kemiluminiscenssignal som avges av den
hybridiserade proben i en luminometer och rapporteras som relativa
ljusenheter (RLU).

PCA3- och PSA-mRNA kvantifieras i separata ror och PCA3 Score
bestams. Kalibratorer som innehdller kanda mangder PCA3- eller PSA-
RNA-transkript inkluderas i varje analysomgang och anvandas for att
skapa en standardkurva. PCA3- och PSA-kontroller inkluderas ocksa for
att verifiera noggrannheten hos de resultat som interpolerats fran
standardkurvan.

Reagenser

Reagenser och tillhandahallen materiel i PROGENSA PCA3/PSA-
analyssats for PROGENSA PCA3-analys listas nedan. Reagens-ID-
symboler anges aven bredvid respektive reagensnamn.
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Reagenser

PROGENSA PCA3/PSA-analyssats, 2 x 100 reaktioner, art.nr Svmbol K K ) Beskrivni
302355 (8 kartonger) ymbo omponent vantitet |Beskrivning
PROGENSA PCA3 100-reaktionssats Ej smittbarande PCA3-
KAL PCA3-kalibratorer Ax17mL nukleinsyra i fosfatbuffrad
PROGENSA PCA3 kylskapsforvarad kartong — forvaras vid 2 till 8 °C 2-5 ’ I6sning innehallande <5 %
litiumlaurylsulfat.
Symbol Komponent Kvantitet |Beskrivning .
Ej smittbarande PCA3-
Ej smittbarande pC PCAS3 positiva 2% 1.7 mL nukleinsyra i fosfatbuffrad
PCA3 1% 100 nukleinsyra torkad i kontroller ' I6sning innehallande <5 %
A Amplifieringsreagens rea)litioner HEPES-buffrad 16sning tumiaurylsultat.
P 9 9 innehéallande <10 %
bulkmedel. PROGENSA PSA 100-reaktionssats
Omvant transkriptas och PROGENSA PSA kylsképsférvarad kartong — férvaras vid 2 till 8 °C
A IEEEC N ikl Bl ey e [oes
enzymreagens reaktioner |! - g ymbo omponent vantitet |Beskrivning
innehallande <10 %
bulkmedel. Ej smittbarande
— nukleinsyra torkad i
» sr_nlttb_ar_ande A am Iifieﬁr? A;rea ens rela)liti];)?](:er HEPES-buffrad I5sning
kem||um|n|scen_s-DNA- p gsreag innehallande <10 %
1 x 100 probgr torkade i _ bulkmedel.
P PCA3-probreagens Kii succinatbuffrad 16sning
reaktioner innehallande <5 % Omvant transkriptas och
bulkmedel och <5 % PCA3/PSA- 1% 100 RNA-polymeras tork_ade i
litumlaurylsulfat. E enzymreagens reaktioner HEPES-buffrad 16sning
Y 9 innehallande <10 %
bulkmedel.
PROGENSA PCA3 rumstemperaturkartong — férvaras vid 15 till 30 °C
Ej smittbarande
Symbol Komponent Kvantitet |Beskrivning kemiluminiscens-DNA-
1 x 100 prober torkade i
PCA3 Vattenhaltig 16sning P PSA-probreagens reaktioner succinatbuffrad |6sning
AR Amplifierinasrekon- | 1 x 9.3 mL innehallande innehallande <5 %
pit g ; ’ konserveringsmedel (<1 % bulkmedel och <5 %
stitutionslésning "
parabener). litiumlaurylsulfat.
PCA3/PSA-enzym HEPES-buffrad losning - o
ER Rekon- 1x33mL |nnehallande ett ytaktivt PROGENSA PSA rumstemperaturkartong — férvaras vid 15 till 30 °C
A - ’ amne (10 % Triton X-100)
stitutionslésning 0 B .
och 20 % glycerol. Symbol Komponent Kvantitet |Beskrivning
PCA3/PSA- SucciTatbuﬁrad l6sning Vattenhaltig losning
PR probrekon- 1x 12,4 mL |innehallande <5 % PSA . A
s o o AR Amplifieri K 1%93mL innehallande
stitutionsldsning litiumlaurylsulfat. r;i[t)L:tli(e;::rs]%Ssrr?in(;n_ X3J,5m konserveringsmedel (<1 %
Boratbuffrad 16sning parabener).
S PCA3-PSA- 1x31mL |inneh&llande ytaktivt &mne
i HEPES-buffrad I6snin
selektionsreagens (1 % Triton X-100). PCA3/PSA-enzym e eAlando ot vt kt'gt
ER Rekonstitution- | 1 x 3,3 mL |"nne a aono € etiyla NOO
Ej smittbarande nukleinsyra slésning amne (% % Triton X-100)
TCR PCA3 Target 1x22mL | HEPES-buffrad I6sning och 20 % glycerol.
Capture-reagens innehallande fast fas (<0,5 PCA3/PSA- Succinatbuffrad 16sning
mg/mL). PR | probrekonstitution- |1 x 12,4 mL |inneh&llande <5 %
1 slésning litiumlaurylsulfat.
Forslutningskort & Kni
orpackning PCAI/PSA- Boratbuffrad 16sning
TR S . 1x 31 mL |innehdllande ytaktivt amne
Rekonstitutions 1 selektionsreagens ]
A ; % Triton X-100).
kragar forpackning @
Ej smittb&arande nukleinsyra i
PROGENSA PCAS3 kalibrator- och kontrollsats — férvaras vid 2 till 8 °C TCR PSA Target 1x22 mL HEPES-buffrad l6sning
Capture-reagens innehallande fast fas (<0,5
Symbol Komponent Kvantitet |Beskrivning mg/mL).
Fosfatbuffrad l6sning Forslutninaskort 1
KAL PCA3-kalibrator 1 | 1 x 2,0 mL |innehallande <5 % g forpackning
litiumlaurylsulfat. —
Rekonstitutions- 1
kragar férpackning
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PROGENSA PSA kalibrator och kontrollsats — forvaras vid 2 till 8 °C

Symbol Komponent Kvantitet |Beskrivning

Fosfatbuffrad 16sning
1 x 2,0 mL |innehallande <5 %
litiumlaurylsulfat.

KAL PSA-kalibrator 1

Ej smittbarande PSA-

PSA-kalibratorer nukleinsyra i fosfatbuffrad

KAL 2-5 4x17mL I6sning innehallande <5 %
litumlaurylsulfat.
Ej smittbarande PSA-
PSA positiva nukleinsyra i fosfatbuffrad
pC kontroller 2x L7 mL I6sning innehallande <5 %

litiumlaurylsulfat.

APTIMA analysvatskor — férvaras vid 15 till 30 °C (2 kartonger)

Symbol Komponent Kvantitet |Beskrivning
HEPES-buffrad 16sning
w Tvattlésning 1 x 402 mL |innehéllande <2 %
natriumdodecylsulfat.
DF . !3uff_ert fon: 1 x 402 mL |Bikarbonatbuffrad I6sning.
inaktiveringsvatska
(0] Oljereagens 1 x 24,6 mL |Silikonolja.

Anm. Alla material i PROGENSA PCA3/PSA-analyssats kan ocksa
kopas separat (se avsnittet Materiel for utforlig information).

Materiel
Anm. Materiel som kan fas frdn Gen-Probe har artikelnummer angivna.

Nodvandig materiel som inte tillhandahalls
PROGENSA PCAS3 Urine Specimen Transport Kit (art.nr 302352)
GEN-PROBE luminometer LEADER HC+ (art.nr 104747)
GEN-PROBE Target Capture-system (TCS) (art.nr 104555)
APTIMA autodetekteringssats (art.nr 301048)
2 eppendorf-pipetter Repeater Plus (art.nr 105725)
Repetitionspipettspetsar (2,5 mL, 5,0 mL och 25,0 mL)
Antingen:

2 vortexblandare for flera ror (art.nr 102160F)

3 bad med cirkulerande vatten (62 °C £ 1 °C, 42 °C £ 1 °C,
62 °C + 1 °C) (art.nr 104586F)

3 distanselement for vattenbad (artikel.nr 104627)
eller

2 SB100 Dry Heat Bath/vortexblandare (art.nr 105524F) (ytterligare
SB100-instrument kan behdvas beroende pa
genomstromningskraven)

Mikropipett, 1000 uL RAININ PR1000 (art.nr 901715)
Spetsar, 1000 pL P1000 (art.nr 105049)

Pipett, eppendorf 20 till 200 pL (art.nr 105726)

Spetsar, pipett - 20 till 200 pL

Blekmedel (min. 5,25 % eller 0,7 M natriumhypokloritlésning)
Plastbehallare med stort lock

Urinprovbehallare av standardtyp, utan konserveringsmedel
Enheter med tio rér (TTU:er) (art.nr TU0022)

Kassetter med tio spetsar (TTC:er) (art.nr 104578)
SysCheck kalibreringsstandard (artikel.nr 301078)

Valfri materiel

PROGENSA PCAS3 100-reaktionssats (art.nr 302354)
PROGENSA PCA 100-reaktionssats (art.nr 302357)
PROGENSA PCA3 kalibrator- och kontrollsats (art.nr 302353)
PROGENSA PSA kalibrator- och kontrollsats (art.nr 302356)
PROGENSA PCAS3/PSA Proficiency Panels (art.nr 302350)
PROGENSA PCA3 Specimen Diluent Kit (art.nr 302351)
APTIMA analysvatskesats (artikel.nr 302002C)

TECAN Freedom EVO 100/4 (art.nr 900932)

PCA3 dackplattenhet, DTS 800 (art.nr 902021)
Reagensbehallare (40 mL kvartsmodul) (art.nr 104765)

Delad reagensbehallare (19 mL x 2-kvartsmodul) (art.nr 901172)
Transportror (art.nr 302521)

Engangspipettspetsar med filter (1 mL) (Tecan nr 10612513)
Extra, genomtrangliga lock (art.nr 302520)

Extra, ogenomtrangliga lock (art.nr 103036A)

Varningar och forsiktighetsatgarder
A. For in vitro-diagnostiskt bruk.
B. Endast fér USA-export.

Laboratorierelaterade

C. Anvand endast tillhandahéllen eller specificerad laboratoriemateriel
for engangsbruk.

D. lakita sedvanliga sakerhetsrutiner for laboratorier. At, drick och rok
inte dar du arbetar. Bar puderfria handskar, skyddsglaségon och
laboratorierockar for engdngsbruk vid hantering av urinprover och
satsreagenser. Tvatta hdnderna ordentligt efter hantering av
urinprover och satsreagenser.

E. Varning! Irritanter och fratande medel. Undvik hud-, 6gon och
slemhinnekontakt med Auto Detect 1 och Auto Detect 2. Om dessa
vatskor kommer i kontakt med huden eller égonen ska det
drabbade omrédet tvattas med vatten. Om dessa vatskor spills, ska
spillet spadas ut med vatten innan det torkas upp.

F.  Arbetsytor, pipetter och annan utrustning maste dekontamineras
regelbundet med 2,5 till 3,5 % (0,35 till 0,5 M) natriumhypoklorit
(blekmedelslésning) (se Metodanméarkningar).

G. Ett separat stélle for post-amplifiering rekommenderas starkt for att
minimera amplikonkontamination i analysen. Detta separata stalle
ska vara avskilt frdn pre-amplifieringsomradet, dar
reagensberedning, malinfangning och amplifiering utfors.

H. For att minska risken for att laboratorieutrymmen férorenas med
amplikon ska laboratorieomradet arrangeras for enkelriktat
arbetsflode frdn reagensberedning t.o.m. post-amplifiering. Prover,
utrustning och reagenser ska inte stéllas tilloaka i det omrade dar
foregdende steg utférdes. Personal ska inte atervanda till
foregdende arbetsomrade utan att vidta lampliga skyddsatgarder
mot kontamination.

Provrelaterade

I Efter urintillsats méaste vatskenivan i transportroret for urinprov
ursprungligen ligga mellan de tva svarta indikatorstrecken pa
roretiketten. Annars méaste provet underkannas.

J. Bibehall korrekta forvaringsforhallanden vid transport av prover for
att sakerstalla provernas kvalitet. Provernas stabilitet under andra
transportférhallanden dan de som rekommenderas har inte
utvarderats.

K. Utgangsdatum angivna p& provtagningssatserna galler for
provtagningsplatsen och inte provinrattningen. Prover som samlats
in vid tidpunkt fére provtagningssatsens utgangsdatum, och som
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Forvarings- och hanteringskrav

transporterats och forvarats i enlighet med bipacksedeln, &r giltiga
for analys dven om utgadngsdatumet for provtagningsroret har
passerats.

Forvara alla prover vid angivna temperaturer. Analysprestanda kan
paverkas om felaktigt férvarade prover anvands. Se Provtagning, -
transport och -forvaring for specifika anvisningar.

Urinprover kan vara smittforande. Anvand allmant vedertagna
forsiktighetsatgarder vid utférande av denna analys. Metoder for
hantering och kassering ska faststéallas av laboratoriechefen.
Endast kvalificerad personal med fardigheter i anvandningen av
PROGENSA PCA3-analys och som har lamplig utbildning i
hantering av smittférande material ska utféra detta forfarande.

Undvik korskontamination under provhanteringen. Urinprover kan
innehaller hoga nivder av mal-mRNA. Se till att provbehallare inte
kommer i kontakt med varandra, och kassera anvanda material
utan att forflytta dem 6ver 6ppna behéllare. Om handskar kommer i
kontakt med ett prov, ska nya handskar anvéandas for att undvika
korskontamination.

Analysrelaterade

0.

P.

Anvand inte denna sats efter utgangsdatum.

Nar det galler PROGENSA PCA3-analyssatsen far inte PCA3-
analysreagens med olika partinummer bytas ut mot varandra,
blandas eller kombineras (dvs. for varje analyt maste
analysreagenserna i den "kylskapsforvarade” kartongen och den
"rumstempererade” kartongen komma frdn samma parti).
Analysreagenserna kan anvandas med kalibratorer och
kontrollsatser fran olika partier. APTIMA-analysvatskesatser ar
utbytbara sinsemellan. PCA3- och PSA-reagenssatser behover inte
matcha varandra.

Forvara alla analysreagenser vid angivna temperaturer.
Analysprestanda kan paverkas om felaktigt forvarade
analysreagenser anvands. Se Forvarings- och hanteringskrav och
Metodanmarkningar for specifika anvisningar.

For analysinaktivering (se Analysforfarande) maste
natriumhypokloritkoncentrationen i blekmedelslésningen vara minst
2,6 % (0,35 M) efter 1:1 utspadning med inaktiveringsbuffert.
Darfér maste blekmedelslosningen ha en utgdngskoncentration av
natriumhypoklorit p& minst 5,25 % (0,7 M) for att nédvandig
slutkoncentration for inaktivering ska erhallas.

Spetsar med hydrofoba proppar maste anvandas. Minst tva
repetitionspipetter maste avdelas for anvandning med denna
analys: en for anvandning i pre-amplifieringsstegen och en for
anvandning i post-amplifieringsstegen. En separat mikropipett
maste anvandas for provoverforing savida inte ett TECAN Freedom
EVO 100/4-instrument anvands. Alla pipetter maste rengéras
regelbundet enligt beskrivningen i Metodanmarkningar.

Vid anvandning av repetitionspipetter for reagenstillsats far
pipettspetsarna inte komma i kontakt med reaktionsréren, sa att
kontaminantéverforing fran ett ror till ett annat undviks.

Ordentlig blandning kravs for att erhalla korrekta analysresultat. For
fullstandig information h&nvisas till Metodanmaérkningar.

Separata vattenbad for pre-amplifierings-, amplifierings- och post-
amplifieringsstegen i analysen maste finnas.

Vissa reagenser i denna sats ar markta med risk- och
sakerhetssymboler enligt europadirektiv 1999/45/EC och ska
hanteras i enlighet darmed. Sakerhetsdatablad finns pd www.gen-
probe.com och kan erhéllas pa begaran.

Forvarings- och hanteringskrav

A. Se Tabell 1 for reagensforvaringsinformation.
Tabell 1: Reagensfdrvaring

Stabilitet 6ppnade/
Reagens/Vatska | Forvaring o6ppnade rekonstituerade
(upp till utgdngsdatum)
Amplifiering- 2 t°||I 8 °Ciill 30 dagar vid 2 till 8 °C*
sreagenser utgangsdatum
Probreagenser 2 t:" g-ctil 30 dagar vid 2 till 8 °C*
utgangsdatum
2 till 8 °CHill . L o
Enzymreagens Utgangsdatum 30 dagar vid 2 till 8 °C
Target Capture- 15 t°I|| 30 °Cill 30 dagar vid 15 till 30 °C
reagenser utgangsdatum
Amplifiering- . o 4
srekonstitution- 2“!' 30 °C Ej tillampligt (eng&ngsbruk)
L utgangsdatum
slésning
Prob- . o
rekonstitution- 2“!' 30°C il Ej tillampligt (engangsbruk)
L utgangsdatum
slésning
Enzym . o 4
Rekonstitution- 2“1' 30 °C Ej tillampligt (engangsbruk)
L utgangsdatum
slésning
Selektionsreagens 2 tlll 30 °C 30 dagar vid 15 till 30 °C
utgangsdatum
Kalibratorer 2 t°|II 8 °Cill Ej tillampligt (eonstaka
utgangsdatum analysomgang)
Kontroller 2 t°||I 8 °Ciill Ej tillampligt (e;nstaka
utgangsdatum analysomgang)
Oljereagens 15 1ll 30 °C il 30 dagar vid 15 till 30 °C
utgangsdatum
Tvéttldsning 15 toI" 80 °C il 30 dagar vid 15 till 30 °C
utgangsdatum
Buffert for . o 4
inaktivering- 15 tJ" 30 scl 28 dagar vid 15 till 30 °C
. utgangsdatum
svatska

* Kan anvandas igen fér andra analysomgangar upp till fyra
ganger, under forutsattning att den totala tiden vid rumstemperatur
inte Overstiger 4 timmar.

B. Forvara inte Target Capture-reagens vid temperaturer under

15 °C.

C. Probreagens och

rekonstituerad probreagens ar

ljuskénsliga.

Skydda dessa reagenser fran langvarig exponering for ljus vid
forvaring och beredning foér anvéndning.

Frys inte reagenserna.

Anvand inte reagenser eller vatskor efter utgdngsdatum.

PROGENSA PCA3-

och PSA-kalibratorer och -kontroller &r

ampuller for enstaka analysomgangar och de maste kasseras efter
anvandning.

Forandringar i de tillhandahalina reagensernas utseende kan vara
tecken pa instabilitet eller forsamring av dessa material. Om
foréandringar i reagensernas utseende observeras efter
resuspension (t.ex. uppenbara férandringar i reagensfargen eller
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Provtagning, -transport och -férvaring

grumlighet som tyder pd mikrobiell kontaminering), ska teknisk
support p& Gen-Probe kontaktas fore anvandning.

H. Aterstdende ©6ppnade eller rekonstituerade reagenser kan
anvandas i ytterligare analyser om de har forvarats pa ratt satt
efter den férsta anvandningen. Den aterstdende reagensen kan
poolas med nyligen beredd eller annan aterstdende reagens i
samma parti. Byt inte mellan och blanda eller kombinera inte
reagenser fran satser med olika partinummer. Inga komponenter
i de poolade reagenserna far éverskrida foérvaringsgranserna for de
Oppnade eller rekonstituerade reagenserna. Se till att den poolade
reagensen har blandats ordentligt och att tillrackligt stor volym har
beretts sa att reagens finns for en hel analysomgéng.

Provtagning, -transport och -férvaring

PROGENSA PCA3-analys ar avsedd att kvantifiera PCA3- och PSA-
mRNA i férstaportionsurin insamlad efter prostatapalpation vid vilken
varje lob palperas tre ganger. Urinprov behandlas med PROGENSA
PCAS transportsats for urinprover Stabiliteten hos PCA3- och PSA-
mRNA i urin och behandlad urin faststélldes genom &évervakning av
mRNA-kopienivaerna i urinprover insamlade enligt anvisningarna nedan.

A. Anvisningar for urinprovtagning och -behandling:

1. Be patienten att dricka rikligt med vatten (cirka 500 mL) for att
sékerstélla tillracklig urinméngd for provtagning.

2. Utfér prostatapalpation enligt nedanstdende beskrivning fore
urinprovtagningen:

Palpera prostatan tillrackligt kraftigt s& att ytan trycks in ca
1 cm, frdn basen till apex och frdn den laterala kanten till
medianlinjen pa varje lob sdsom visas i figuren nedan Figur 1.
Palpera varje lob exakt tre ganger. Detta &r inte avsett
som prostatamassage.

Bas
Vanster lob Hoger lob

Apex

Figur 1. Korrekt riktning vid tryck mot prostatan

3. Efter prostatapalpationen anvisas patienten att lamna ca 20 till
30 mL forstaportionsurin i en l[Amplig méarkt urinbégare. Detta
maste vara den forsta kastade urinen efter prostatpalpationen.
Anvand en urinbagare helt fri frdn konserveringsmedel. Om en
patient inte kan stoppa urinstralen och lamna mer urin &n 20 till
30 mL, ska all urin behdllas. Om patientens inte kan lamna
onskad urinvolym, kravs atminstone 2,5 mL for PROGENSA
PCA3-analys.

4, Obehandlade urinprover maste, om de inte omedelbart
behandlas, forvaras vid 2 till 8 °C eller pa is. Det kylda,
obehandlade urinprovet méaste éverforas till transportroret
for urinprover inom 4 timmar efter provtagningen. Frys inte
obehandlade urinprover.

5. For behandling av urinprover ska ett tatt lock sattas pa och
urinproverna inverteras 5 ganger for resuspendering av celler.
Avlagsna locket pa transportréret for urinprover och overfor
2,5 mL av urinen till réret med hjalp av dverfoéringspipetten for
engangsbruk. Korrekt urinvolym har tillsatts nar vatskenivan
ligger mellan de svarta péfyliningslinjerna pa etiketten pa
transportroret for urinprover.

6.  Satt tillbaka locket pa transportroret for urinprover ordentligt och
invertera urinprovet 5 ganger for att blanda det. Detta kallas nu
det behandlade urinprovet.

Transport och forvaring av prover fore analys:

1. Behandlade urinprover maste transporteras till laboratoriet i
transportroret for urinprover vid eller under 30 °C (kan frysas).
Transporten maste ske sa att proverna med sakerhet nar
analysinrattningen inom 5 dagar efter provtagningen. Vid
mottagning av leveransen kan laboratoriet forvara prover vid 2
till 8 °C i upp till 14 dagar innan de maste kasseras. Om langre
forvaringstid krévs, kan prover férvaras vid eller under -20 °C i
upp till 90 dagar. Se Tabell 2 for tilldtna forvaringstider vid olika
temperaturer.

Tabell 2: Férvaringstider fér behandlade urinprover

Forvaringstemperatur Tid

Forvaring och transport av behandlade
prover:

Vid eller under 30 °C upp till 5 dagar*

Efter mottagning pa analysinrattningen:

2till 8 °C upp till 14 dagar

-20 °C eller under upp till 90 dagar

*Till&ten tid for transport vid 30 °C eller under.

2. Behandlade urinprover kan utsattas for upp till 5 frysningar/
upptiningar.

Provforvaring efter analys:
1. Prover som har analyserats maste forvaras stdende i ett stall.

2. Om transportréren for urinprover inte aterforsluts med ett intakt
lock, ska de tacktas med en ny, ren plast- eller foliebarriar.

3.  Om analyserade prover behover frysas eller fraktas, ska de
genomtréngliga locken tas av och nya, ogenomtréngliga lock
séttas pa transportroren for urinprover. Om prover behoéver
fraktas for analys vid en annan inrattning, maste
rekommenderade temperaturer uppratthdllas. Undvik stank
och korskontamination.

Anm. Fo6lj kraven i P1650, utfardad av International Air
Transportation Association (IATA), fér emballage nér urinprover
transporteras med allmanna landfordon och med flyg.

Analysférfarande

Beredning av arbetsytor

1. Stall in ett vattenbad p& 62 °C + 1 °C for pre-amplifiering, ett
andra vattenbad p& 42 °C + 1 °C (for amplifiering) och ett tredje
vattenbad pd 62 °C + 1 °C for post-amplifiering. Se till att
vattenbaden  innehdller  tillrackligt med vatten (se
Metodanmarkningar). Om SB100 Dry Heat Bath/vortexblandare
anvands, hanvisas till Tillampningsbladet for SB100 Dry Heat
Bath/vortexblandare for PROGENSA PCA3-analys
(Tilldampningsblad SB100).

2. Innan denna analys pabérjas ska arbetsytor och pipetter tokas
av med 2,5 till 3,5 % (0,35 till 0,5 M) natriumhypoklorit
(blekmedelslosning). Lat blekmedelslosningen vara i kontakt
med ytorna och pipetterna i minst 1 minut, och skélj sedan med
vatten. Lat inte blekmedelslosningen torka. Tack ytan pa
béanken dar reaktionen ska utféras med rena, plastfodrade,
absorberande laboratorieb&nkskydd.

3. Satt in tillrackligt med tiospetskassetter i Target Capture-
systemet (TCS). Se till att TCS-tvattflaskan ar fylld med
tvéattldsning och att aspiratorn ar ansluten till vakuumpumpen.
(Se Anvandarhandledning for Target Capture-systemet.)
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Analysférfarande

B. Reagensrekonstitution och -beredning

Reagensrekonstitution ska utféras innan provoverforingen paborjas.

1.

For att rekonstituera amplifierings-, enzym- och probreagenser,
ska flaskan med frystorkad reagens kombineras med
rekonstitutionsldsningen. Om rekonstitutionslésningen forvarats
i kylsk&p ska den uppna rumstemperatur fore anvandning.

(4

48!

g

Figur 2. Rekonstitutionsprocess

a. Para ihop korrekt rekonstitutionslosning och torkat
reagens. Kontrollera att ampullernas etikettfarger matchar
sd att de paras ihop korrekt.

b. Oppna den torkade reagensampullen och satt in
rekonstitutionskragens skarade ande ordentligt i
ampulléppningen (Figur 2, steg 1).

c. Oppna matchande rekonstitutionslésning och lagg locket
pa en ren, tackt arbetsyta. Hall I6sningsflaskan pa banken
och satt i rekonstitutionskragens andra &nde ordentligt i
flaskan (Figur 2, steg 2).

d. Invertera lAngsamt de hopsatta flaskorna. Lat I6sningen
rinna ur flaskan ned i glasampullen (Figur 2, steg 3). Véanta
tills det frystorkade reagenset I6ses upp och ror sedan
forsiktigt om I6sningen i glasampullen for att blanda.
Undvik skumbildning nar flaskan virvlas (Figur 2, steg 4).

e. Invertera enheten vid en lutning pa 45° for att minimera
skumning (Figur 2, steg 5). Lat all vatska rinna tillbaka i
plastflaskan.

f.  Avlagsna rekonstitutionskragen och glasampullen (figur 2,
steg 6).

g. Satt pa locket pa plastflaskan igen och dra av och kassera
den oversta etiketten (Figur 2, steg 7). P4 den aterstdende
flasketiketten noteras operatérens initialer,
rekonstitutionsdatum och partinumret for det frystorkade
reagenset pa alla rekonstituerade reagensampuller. Var
noga med att notera analyten (PCA3 eller PSA) pa
probreagensampullerna.

h. Kassera bade rekonstitutionskragen och glasampullen
(figur 2, steg 8).

i Kassera alla oanvanda reagenser efter 30 dagar eller, om
detta intraffar forst, pa utgdngsdatumet.

Tidigare rekonstituerade prob-, amplifierings- och
enzymreagenser maste uppna rumstemperatur (15 till 30 °C)
innan analysen pabdrjas. Se Forvarings- och hanteringskrav vid
poolning av aterstdende reagenser. Om rekonstituerad
amplifieringsreagens innehaller utfalining som inte l6ses upp vid
rumstemperatur, ska den varmas vid 62 °C + 1 °C i 1 till 2
minuter i pre-amplifieringsomradet. Om  rekonstituerad
amplifieringsreagens innehdller utfallning som inte atergar till
l6sning vid rumstemperatur, ska den varmas vid 62 °C+1°Cil
till 2 minuter i post-amplifieringsomradet. Efter dessa

uppvarmningssteg kan de rekonstituerade reagenserna
anvandas aven om restutfallning kvarstar. Efter resuspendering
ska ampullerna blandas genom forsiktig inversion.

C. Forberedelse av stall

Repetitionspipetten som anvands fér malinfangning, provéverforing
och amplifiering ska endast anvandas i dessa steg (se Varningar
och forsiktighetsatgarder).

1.

lordningstall ett stall for PCA3-analyten och ett annat stall for
PSA-analyten.

Anm. Om antalet prover ar tillrackligt litet, kan bada
analyterna testas i samma stall. Om TECAN Freedom EVO
100/4-instrumentet anvands, maste separata provstall
anvandas for varje analyt. Inte fler &n tva fulla provstall (20
TTU:er) i taget kan analyseras.

| tiorérsenhetens (TTU:ns) stéll placeras tillrackligt antal TTU:er
for kalibratorerna, kontrollerna och proverna for varje analyt.

Mérk TTU:erna med prov-ID. | Tabell 3 beskrivs tillsats av
kalibratorerna, kontrollerna och proverna. Starta PSA-
kalibratorerna p& en ny TTU.

Anm. Kalibratorer ska koras i vardera tre replikat, och
kontroller i vardera tva replikat, och de maste kéras pa
samma stéll som prover. Prover maste koras i duplikat. LAmna
inte tomma reaktionsrér mellan kalibratorer, kontroller och
prover. Vid anvandning av TECAN Freedom EVO 100/4-
instrument hanvisas till TillAmpningsblad for TECAN Freedom
EVO 100/4 fér PROGENSA PCA3-analys (Tillampningsblad
for TECAN Freedom EVO ) for ytterligare anvisningar.

Tabell 3: Exempel pd uppstéllning av stall

. *Mal-PCA3- *Mal-PSA-

Stall- Prov- . .
osition beskrivnin koncentration koncentration

P 9 (kopior/mL) (kopior/mL)
1till3 Kalibrator 1 0 0
4 1ill 6 Kalibrator 2 250 7.500
7till 9 Kalibrator 3 2.500 75.000
10till 12 Kalibrator 4 25.000 750.000
13till 15 Kalibrator 5 125.000 3.000.000
16 till 17 Kontroll A 1.250 37,500
181till 19 Kontroll B 62.500 1.500.000
20 tilln Prov Okand Okand

*PCA3 och PSA positiva kalibratorer och kontroller har faststallda

varden,

s det

faktiska koncentrationer

(kopior/mL)  for

kalibratorerna 2 till 5 och kontrollerna A och B kommer att vara
ndgot olika de malkoncentrationer som finns i tabellen, och
varierar fran parti till parti. De faststallda vardena tillhandahalls pa
ett kort i forpackningen av kalibrator- och kontrollampuller och

anvands for
analysomgéangsgiltighet.

kalibrering och

faststallande av
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Analysférfarande

D.

Verifiering av koncentrationsinformation

Kontrollera med systemadministratoren for PROGENSA PCA3-
analysprogram att koncentrationsinformationen for partierna med
de PROGENSA PCA3- och PSA-kalibratorsatser och -kontrollsatser
som analyserats har forts in. For ytterligare information hanvisas till
Snabbguide féor PROGENSA PCAS3-analys (Snabbguide) eller
Handledning for systemadministratorer for PROGENSA PCAS-
analysprogram.

Anm. Inmatning av koncentrationsinformation kréavs fore forsta
anvandning av varje nytt kalibrator- och kontrollsatsparti.
Efterfoljande analysomgangar med anvéandning av kalibratorer och
kontroller fran samma satsparti kraver inga ytterligare atgarder.

Instélining av Worklist Editor

Skapa en arbetslista for analysomgang med GEN-PROBE Worklist
Editor pa en dator i pre-amplifieringsomrédet. Fér anvandning av
Worklist Editor hanvisas till Snabbguide eller Anvandarhandledning
for GEN-PROBE Worklist Editor. Om TECAN Freedom EVO 100/4-
instrument anvands, hanvisas ocksa till Tillampningsbladet for
TECAN Freedom EVO for ytterligare anvisningar.

Provberedning

1. Lt kalibratorerna och kontrollerna uppna rumstemperatur fore
analys. Blanda ampullerna genom att forsiktigt invertera dem.

2. Lat proverna uppnd rumstemperatur fore analys. Vortexblanda
inte proverna. Proverna ska blandas genom att de forsiktigt
inverteras med jdmna intervall under uppvarmningsperioden.
Se Metodanmarkningar for information om utfallning som inte
loser sig och for hantering av frysta prover.

Pre-amplifiering

Pre-amplifieringstemperaturen maste vara 15 till 30 °C. Kér bada
stallen parallellt. Om SB100 Dry Heat Bath/vortexblandare
anvands, héanvisas till tillampningsbladet SB100. Om TECAN
Freedom EVO 100/4-instrument anvéands, hénvisas till
Tillampningsbladet for TECAN Freedom EVO for ytterligare
anvisningar.

1. Blanda Target Capture-reagenset (TCR) ordentlig genom
virvling eller inversion. Tillsatt 100 pL av det analytspecifika
TCR:et i korrekt reaktionsror med repetitionspipetten.

2. Gor hal i locket p& kalibratorampullen med mikropipetten och
tillsatt 400 pL av kalibratorn till det korrekt markta
reaktionsroret. Dra upp replikattillsatser fran ampullen genom
hélet i locket med anvandning av samma pipettspets. Anvand
en ny pipettspets for varje kalibratoranmpull. Upprepa for tillsats
av kontroller och prover. Tack Over och spara eventuellt
aterstdende prov och forvara det vid eller under 8 °C (se
Provtagning, -transport och -forvaring for ytterligare information)
om en omanalys skulle behdvas.

3. Téack TTU:erna med forslutningskort och skaka stéllet forsiktigt
fér hand. Vortexblanda inte. Inkubera stallet vid 62 °C £ 1 °C i
ett vattenbad i 30 £ 5 minuter.

4, Ta upp stéllet ur vattenbadet och torka bort vattnet pa rérens
undersida med ett absorberande material.

5. Se till att forslutningskorten sitter ordentligt. Byt vid behov ut
mot nya forslutningskort och forslut TTU:erna ordentligt.

6. Vortexblanda stéllet i 60 sekunder med vortexblandaren for flera
ror (se Metodanmaérkningar). Pabérja vortexblandning inom 2
minuter efter att stéllet tagits upp ur vattenbadet.

7. L&t forslutningskortet sitta kvar och inkubera stallet vid
rumstemperatur i 30 + 5 minuter.

8. Placera stillet med fronttabben framat pad TCS-enhetens
magnetiska bas i 5 till 10 minuter. Ladda TTC-stéllet med
TTC:er

9. Fléda dispenseringsstationens pumpledningar genom att
pumpa tvattlésning genom dispenseringsgrenroret. Pumpa

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.

tillrackligt med vétska genom systemet s att det inte finns
nagra luftbubblor i ledningen och sa att alla tio munstyckena
avger ett stadigt vatskeflode.

Sl& pa vakuumpumpen och koppla loss suggrenréret vid den
forsta kopplingen mellan suggrenréret och ventilklaffsflaskan.
Se till att vakuummanometern uppfyller
lackagetestspecifikationen. Det kan ta 15 sekunder innan denna
avlasning erhalls. Anslut grenréret igen och se till att
vakuummanometern uppfyller vakuumnivaspecifikationen. L&t
vakuumpumpen vara pa tills samtliga Target Capture-steg ar
slutférda och slangen till suggrenréret ar helt torr.

Se bladet med vakuumspecifikationer for Target Capture-
systemet pa& baksidan av Anvandarhandledningen for Target
Capture-systemet eller kontakta Gen-Probe teknisk support for
ytterligare information.

Anslut suggrenroret ordentligt till den fdrsta uppséttningen
spetsar. Sank ned spetsarna i den forsta TTU:n tills spetsarna
ar i kontakt med vatskans 6vre skikt. Behall spetsarnas kontakt
med vétskans Gvre skikt medan spetsarna forflyttas nedat tills
de kommer i kortvarig kontakt med rorens botten. Knacka
spetsarna forsiktigt mot rorens botten tills all kvarvarande
vétska har avlagsnats. Hall inte spetsarna i langvarig kontakt
med rorens botten och knacka dem inte snabbt mot rérens
botten eftersom det kan bildas ett skumdverskott i
vakuumfallan.

Efter att aspirationen utférts ska spetsarna matas tillbaka in i
den ursprungliga spetskassetten. Upprepa aspirationsstegen
for de aterstdende TTU:erna med en separat spets for varje
reaktionsror.

Placera dispenseringsgrenroret 6ver varje TTU och anvand
dispenseringsstationens pump for att tillsatta 1,0 mL
tvéttlosning i varje TTU-ror.

Tack roren med ett forslutningskort och avlagsna stallet fran
TCS:et. Vortexblanda en gadng med vortexblandaren for flera
ror. Se Metodanmarkningar for ytterligare information.

Satt stallet p& TCS-enhetens magnetiska bas i 5 till 10 minuter.
Aspirera all vatska sdsom i Steg 11 och Steg 12.

Efter den sista aspirationen ska stéllet avlagsnas frdn TCS-
basen och roren synas for att sékerstélla att all vatska har
aspirerats och att alla rér innehaller magnetiska partikelpelletar
Om vatska syns, ska stallet placeras pad TCS-basen igen i 2
minuter och aspirationen upprepas for TTU:n i frdga med
samma spetsar som anvandes tidigare for varje reaktionsror.
Om nagon som helst magnetpartikelpellet syns efter att
aspirationen ar klar, kan roret godkéannas. Om ingen pellet syns
ska provet analyseras igen. Om samma prov inte innehdller
nagon magnetpartikelpellet i detta steg i en efterféljande
analysomgang, kan det bero pa ett provspecifikt problem. Ett
nytt urinprov rekommenderas i detta fall.

501377SV Rev. C



Metodanmarkningar

H.

Amplifiering

Anm. Enzymtillsats p& ett reaktionsstall (Steg 6 och 7 nedan)
maste utféras inom 90 sekunder.

Utfor Steg 6 och 7 pa ett stall fore upprepning pa nasta stall. Om
SB100 Dry Heat Bath/vortexblandare anvands, hanvisas till
Tillampningsbladet SB100. Om TECAN Freedom EVO 100/4-
instrument anvands, hanvisas ocksa till Tillampningsbladet for
TECAN Freedom EVO for ytterligare anvisningar.

1.

8.

Tillsatt 75 L rekonstituerat analytspecifikt amplifieringsreagens
i varje reaktionsror med repetitionspipetten.  Alla
reaktionsblandningar i stéllet ska nu vara roda.

Tillsatt 200 pL oljereagens med repetitionspipetten.

Tack roren med ett forslutningskort och vortexblanda med
vortexblandaren for flera ror.

Inkubera stéllet i ett pre-amplifieringsvattenbad vid 62 °C + 1 °C
i 10 £ 5 minuter.

Overfor stallet till ett vattenbad vid 42 °C + 1 °C i 5 + 2 minuter.

Med stéllet i vattenbadet avlagsnas forslutningskortet forsiktigt
och 25 pL rekonstituerat enzymreagens tillsatts med
repetitionspipetten i var och en av reaktionsblandningarna. Alla
reaktioner ska nu vara orange.

Téack omedelbart réren med ett nytt forslutningskort, avliagsna
stallet frAn vattenbadet och blanda snabbt reaktionerna genom
att forsiktigt skaka stallet fér hand.

Anm. Minimera tiden som stallet ar utanfor vattenbadet for att
forhindra avkylning av réren.

Inkubera stallet vid 42 °C £ 1 °C i 60 £ 5 minuter.

Post-amplifiering

Den repetitionspipett som anvénds vid hybridisering och selektion
ska anvandas endast i dessa steg (se Varningar och
forsiktighetsatgarder). Temperaturen i post-amplifieringssteget
maste vara 15 till 30 °C. Om SB100 Dry Heat Bath/vortexblandare
anvands, hénvisas till Tillampningsbladet SB100.

1. Hybridisering

a. Avlagsna stallet fran vattenbadet i pre-amplifieringssteget
och overfor det till omradet for post-amplifieringssteget.
Tillsatt 100 pL rekonstituerad, analytspecifik probreagens
med repetitionspipetten. Alla reaktionsblandningar ska nu
vara gula.

b.  Téack roren med ett forslutningskort och vortexblanda i 10
sekunder, eller tills fargen &ar enhetlig, med
vortexblandaren for flera ror.

c. Inkubera stéllet i ett 62 °C + 1 °C vattenbad i 20 £ 5
minuter.

d. Ta upp stéllet ur vattenbadet och inkubera vid
rumstemperatur i 5 + 1 minuter.

2. Selektion

a. Tillsatt 250 pL selektionsreagens i varje rér med
repetitionspipetten. Alla reaktioner ska nu vara rosa.

b. Téack réren med ett forslutningskort, vortexblanda stéllet i
10 sekunder eller tills fargen ar enhetlig och inkubera
stéllet i ett vattenbad vid 62 °C = 1 °C i 10 + 1 minuter.

c. Ta upp stéllet ur vattenbadet. Inkubera stéllet vid
rumstemperatur i 15 + 3 minuter.

Detektion

For anvandning av luminometern LEADER HC+ héanvisas till
Anvéandarhandledningen for luminometern LEADER HC+. For
anvandning av PROGENSA PCA3-analysprogram héanvisas till
Snabbguide eller Handledning for systemadministratérer och
anvandarhandledning fér PROGENSA PCA3-analysprogram.

1.

Forbered luminometern LEADER HC+ genom att placera en
tom TTU i kassettposition nummer ett och utfér protokollet
TVATT en géng.

Se till att det finns tillrackligt med Auto Detect 1 och 2 for att
analysen ska kunna slutforas.

Satt in TTU:erna i luminometern och anvand diagrammet i
luminometern som vagledning. Vid analys av bada analyterna
(analysomgéng med pa varandra foljande analyser) satts alla
PCA3-TTU:er in forst, och omedelbart darefter alla PSA-TTU:er.

Logga in p& datorn. Klicka p& NY ANALYSOMGANG och vilj
korrekt analysprotokoll och korrekta koncentrationer. Klicka pa
NASTA for att paborja analysomgangen.

Anm. Analysomgangen maste slutféras senast 2 timmar efter
avslutandet av inkubationen i selektionssteget (62 °C).

Bered en buffrad 16sning for blekmedelsinaktivering genom att
blanda lika volym 5,25 % (0,7 M) natriumhypoklorit och buffert
for inaktiveringsvatska i en plastbehdllare med stort lock.
Etikettera och skriv utgdngsdatumet pa plastbehallaren. Denna
buffrade blekmedelsldsning for inaktivering &r stabil i 4 veckor
vid rumstemperatur.

Nar analysomgangen ar fardig, genererar analysprogrammet tva
rapporter, en rakorningsrapport och en kvotrapport, om
analysomgangarna varit av typen med pa varandra foljande
analyser (se Kvalitetskontrollférfaranden och Tolkning av resultat).

Nar analysomgangen ar fardig, ska de anvanda TTU:erna
avlagsnas fran luminometern och placeras i behallaren med
den buffrade blekmedelslésningen. L&t TTU:erna st i
behallaren i 15 minuter fére kassering. Rutiner fér hantering och
kassering ska faststéllas av laboratoriechefen.

Metodanmarkningar
A. Provberedning

1.

Om proverna innehdller suspenderade utfallningar, skall de
varmas vid 37 °C i upp till 5 minuter och sedan inverteras
forsiktigt. Om utfallningen inte I6ses upp, maste man se till att
den inte hindrar dverforing av provet.

Frysta prover skall tinas i rumstemperatur (15 till 30 °C,
vattenbad kan anvéandas) och inverteras sporadiskt under
upptiningen for att férhindra att en oléslig plugg bildas. Blanda
ampullerna genom att invertera dem forsiktigt sa fort isen inuti
ampullen har tinat s& mycket att den &ar 16s och ror sig fritt.
Fortsatt uppvarmningen tills provet ar helt tinat och blanda
ampullerna igen genom att invertera dem forsiktigt.

a. Om en plugg bildas och proverna ska pipetteras med
TECAN Freedom EVO 100/4-instrumentet, skall proverna
frysas igen och upptiningsférfarandet genomféras pa nytt
s& att ingen plugg bildas. Om pluggen inte kan
elimineras, méaste provet pipetteras for hand.

b.  Om en plugg bildas och proverna ska pipetteras foér hand
med en mikropipett behovs inga vidare atgarder, men se
till att pluggen inte hindrar dverféringen av provet.

B. Kontroll, kalibrator och provpipettering

1.

Den kalibrator-, kontroll- eller provvolym som tillsatts TTU:n ska
vara 400 pL. Visuell kontroll av den volym som pipetterats ned i
TTU:n  rekommenderas for att sékerstilla  korrekt
volymoverforing. Korrekt volym kréavs for noggranna resultat.

Se till att pipettspetsen sitter korrekt pa pipetten och kontrollera
att volyminstaliningen &r korrekt. Visuell kontroll av
volyminstallningen i slutet av varje TTU (vart 10:e rér)
rekommenderas. Slapp pipettkolven l&Angsamt och stadigt vid
uppdragning av provet for att undvika generation av skum och
bubblor.
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Metodanmarkningar

C.

Reagenser

1. Probrekonstitutionslosning kan utfallas vid forvaring. Varm
l6sningen vid 62 °C + 1 °C i 1 till 2 minuter. Efter detta
uppvarmningssteg far probrekonstitutionslosningen anvandas
aven om utfallning finns kvar. Efter resuspendering ska
ampullen blandas forsiktigt genom inversion.

2. Vid pipettering av andra reagenser &n enzym ska du sikta nagot
till sidan av reaktionsrorets botten (dar botten svanger uppét
mot sidorna). Vid pipettering av enzymreagens ska du sikta
direkt mot mitten av reaktionsroret. Bekréfta visuellt att
reagenser dispenseras korrekt (inte for mycket reagens pa
rérens sidor och korrekt fargandring).

Temperatur

1. Target Capture-, amplifierings-, hybridiserings- och
selektionsstegen ar temperaturberoende. Det ar darfér absolut
nodvandigt att vattenbadens temperaturer halls inom angivna
temperaturintervall.

2. Rumstemperatur definieras som 15 till 30 °C.

Tid

Target Capture-, amplifierings-, hybridiserings- och
selektionsstegen &r temperaturberoende. laktta de specifika tiderna
i Analysforfarande.

Vortexblandning

Korrekt vortexblandning &r viktig for att PROGENSA PCA3-analys
ska utfoéras korrekt. For vortexblandning av reaktioner stalls
vortexblandaren for flera ror in pa lagsta hastighet, stallet sakras
och blandaren slds pa. Oka hastigheten langsamt tills vatskan &r
halvvéags uppe i roret. Vortexblanda i 10 sekunder, angiven tid eller
tills fargen &r enhetlig. Sank sedan hastigheten till lagsta hastighet
innan vortexblandaren slds av och stallet tas bort.
Reaktionsblandningarna far aldrig komma i kontakt med
forslutningskorten.

Vattenbad

1. Vattennivan i vattenbaden maste hallas vid 3,8 till 5,0 cm (1,5 till
2,0 in), matt frAn den stodjande metallbrickan (i botten pa
vattenbadet) till vattenytan. Detta sakerstaller korrekt
varmeoverforing.

2. For att undvika korskontamination ska vattenbadet bara
anvandas i ett specifikt analyssteg.

Dekontaminering
1.  Ytor och pipetter

Laboratoriebanksytor och pipetter maste dekontamineras
regelbundet med 2,5 till 3,5 % (0,35 till 0,5 M) natriumhypoklorit
(blekmedelslésning). Lat blekmedelslosningen vara i kontakt
med ytorna i minst 1 minut och skolj sedan med vatten. L&t
inte blekmedelslésningen torka. Klorlésningar kan
punktkorrodera utrustning och metall. Skélj noga av blekmedel
fr&n utrustning med vatten for att undvika punktkorrosion.

2. TCS-suggrenror
Efter varje anvandning:
a. Flytta dispenseringsgrenréret ur vagen.

b. Satt en ny TTC i TTC-stallet. Sl& pa vakuumpumpen.
Anslut suggrenroret till spetsarna i TTC:n. Aspirera all
kvarvarande tvattlésning i dispenseringsstationens
flodningstrag.

c.  Hall minst 100 mL 0,5 till 0,7 % (0,07 till 0,1 M) eller, om sa
onskas, 2,5 till 3,5 % (0,35 till 0,5 M)
natriumhypokloritlésning i flodningstraget. Aspirera all
lI6sning genom suggrenroret.

d. Hall minst 100 mL avjoniserat vatten i flodningstraget.
Aspirera allt vatten genom suggrenroret.

e. Mata ut spetsarna till deras ursprungliga TTC.

f. L&t vakuumpumpen vara pa tills grenrérsslangen &r torr,
s att backflode undviks (ca 3 minuter).

g. Dekontaminera suggrenrorets ytor enligt beskrivningen i
TCS-enheten.

3. TCS-avfallsbehallare

Rengor avfallsflaskan minst en gang i veckan eller narhelst
avfallsflaskan ar 25 % full, beroende péa vilket som intraffar
forst.

a. Stang av vakuumpumpen och &t vakuumtrycket
utjamnas.

b. Los ut snabbkopplingsfattningarna mellan avfallsflaskan
och dverrinningsflaskan, och mellan avfallsflaskan och
suggrenroret.

Ta bort avfallsflaskan fran vakuumfallans hélje.

Ta av locket och tillsatt forsiktigt 400 mL 5 till 7 % (0,7 till
1,0 M) natriumhypokloritldsning till 4 L-avfallsflaskan.

Anm. Detta kan goras i en angkapa for att undvika angor
i laboratoriet.

e. Satt pa ett lock pa avfallsflaskan och rér om innehallet
forsiktigt tills det &r helt blandat.

f. Lat avfallsflaskan sta i minst 15 minuter och kassera sedan
innehallet (avfallet).

g. Skolj avfallsflaskan med vatten for att avlagsna allt avfall
inuti flaskan.

h. Satt pa ett lock pa den tomma avfallsflaskan och placera
den i vakuumfallans holje. Anslut
snabbkopplingsfattningarna till TCS-enheten. Kassera
bada handskarna noga.

4. TCS-enheten

Torka av TCS-enhetens ytor, suggrenréret och ytan pa
spetsarna i tvattbuffertejektorn med pappershanddukar fuktade
med 2,5 till 3,5 % (0,35 till 0,5 M) natriumhypokloritldsning
(blekmedel). Skolj med vatten efter blekmedelssteget och
torka sedan ytorna helt med pappershanddukar.

5. stall

S&ank ned stéallet i 2,5 till 3,5 % (0,35 till 0,5 M)
natriumhypoklorit (blekmedelslésning) och se till att de tacks
av losningen. Hall stallen nedsankta i 10 minuter. Vid langre
exponering tar stallen skada. Skolj stallen noga med vatten
och torka dem sedan helt torra med pappershanddukar.

Analyskontamination

1. Kontamination kan ske om tillracklig forsiktighet inte iakttas
under analysférfarandet.

2. TTU:er maste dekontamineras med buffrat blekmedel sédsom
beskrivs i Analysférfarande. Ateranvand inte TTU:erna.

3. Utfor regelbunden dekontaminering av utrustning och arbetsytor
enligt beskrivningen ovan i Dekontaminering.

4,  Som med alla reagenssystem kan for mycket puder p& vissa
handskar orsaka kontamination av O©ppna ror. Det
rekommenderas att operatdrer anvander puderfria handskar.
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Kvalitetskontrollforfaranden

Kvalitetskontrollférfaranden
A.  Analysomgangsgiltighet
1. Kalibratorer och kontroller maste kéras med alla analyser och p& samma stall som analysprover. Foljande kriterier maste vara uppfyllda for att
en analysomgang ska betraktas som giltig:
Genomsnittligt RLU for kalibrator 2 > RLU-gransvéarde

Déar RLU-grénsvarde = Genomsnittligt RLU for kalibrator 1
+1,645 standardavvikelser for RLU-replikat for kalibrator 1
+1,645 standardavvikelser for RLU-replikat for kalibrator 2

Genomesnittligt interpolerat kalibrator 5-utbyte = 100 + 30 %
Genomsnittligt interpolerat kontroll A-utbyte = 100 + 60 %
Genomesnittligt interpolerat kontroll B-utbyte = 100 + 35 %

2. PCA3-programmet utvarderar automatiskt resultaten mot kriterierna ovan och rapporterar analysomgangsstatus som GODKAND om
giltighetskriterierna uppfylls och som ICKE GODKAND om giltighetskriterierna inte uppfylls.

3.  Om analysomgangsstatus &r ICKE GODKAND, &r alla analysresultat i samma analysomgéng ogiltiga fér analyten ifrdga och far inte
rapporteras.

4.  Om en analysomgang &r ogiltig, maste analysomgangen upprepas for analyten ifrdga (se Tolkning av resultat). Om analysomgéngen &r giltig
for den andra analyten, far dessa resultat anvandas i dataanalys med den upprepade, giltiga analysomgangen med den férsta analyten.

B. Provgiltighet

Inom a giltig analysomgang kan individuella provresultat bedémas som OGILTIGA och anges da i rakoérningsrapporten (se Tolkning av resultat).
Aven om individuella replikat for ett prov kan vara giltiga, ogiltigférklaras ett prov om den interpolerade differensen i koncentration (kopior/mL)
mellan replikaten 6verskrider 600 %. Analys av proven for sddan analyt maste upprepas.

Tolkning av resultat
A. Rapporttyper
1. RA&korningsrapport

Rakoérningsrapporten ger information om analysomgangsgiltighet (GODKAND eller ICKE GODKAND; se Kvalitetskontrollférfaranden) och
om individuella reaktionsrér analyserade med PROGENSA PCA3-analys. Om en analysomgéng &r ogiltig (ICKE GODKAND), mérks alla rér
i denna analysomgang som ogiltiga. Individuella rér kan emellertid bedémas som ogiltiga inom en giltig analysomgang (GODKAND). For
analysomgangar med pé varandra féljande analyser (d.v.s. bdde PCA3 och PSA-analyter analyseras i samma analysomgang), kan en
analytanalysomgang vara ogiltig medan den andra analytanalysomgangen &r giltig.

Undantagssammanfattningen aterfinns i slutet av rakorningsrapporten. | analysomgangar med pa varandra foljande analyser da bada
analytanalysomgangarna ar giltiga, kan prover listade i undantagssammanfattningen krava omanalys av en analyt. Aven om ett PCA3
Score-resultat ar listat i undantagssammanfattningen, betraktas detta resultat inte som rapporterbart forran manuell matchning har utforts
och resultatet &r listat i en kvotrapport. Om endast en analyt analyserades eller om en analytanalysomgang ar ogiltig, listas alla analyserade
prover i undantagssammanfattningen.

2. Kvotrapport

Analysprogrammet genererar automatiskt en kvotrapport fér en analysomgang med p& varandra féljande analyser om bada
analytanalysomgangarna ar giltiga. Programmet beraknar och listar PCA3 Score for proverna i kvotrapporten. Prover listade i kvotrapporten
kraver antingen ingen ytterligare analys eller s maste bada analyterna analyseras om. Prover som inte &r listade i kvotrapporten aterfinns
i avsnittet "Undantagssammanfattning” i r&kérningsrapporten.

En kvotrapport kan ocksa genereras efter manuell matchning (se Manuell matchning for ytterligare information).
3. Kvalitetskontrollrapport

Kvalitetskontrollrapporten listar giltighetskriterier fér analysomgéngar, faststallda och interpolerade koncentrationer samt kalibrator- och
kontrollutbyte. Rapporten listar ocksd de parametrar som definierar den fyrparametriska logistiska dosrespons-kalibreringskurvan (3). For
ytterligare information héanvisas till Anvéandarhandledning for PROGENSA PCA3-analysprogram.

B. Matchning
1. Automatisk matchning

I analysomgangar med pa varandra féljande analyser i vilka bada analytanalysomgangarna ar giltiga, matchar programmet automatiskt de
individuella PCA3- och PSA-analytresultaten fér prover och bestammer PCA3 Score (om det kan berdknas). Resultaten listas i
kvotrapporten eller i undantagssammanfattningen i rdkérningsrapporten.

2. Manuell matchning

N&ar PCA3- och PSA-analyter analyseras i olika analysomgangar, kan programmet inte automatiskt bestimma PCA3 Score. Manuell
matchning av analytresultaten kravs fér bestamning av PCA3 Score eller PCA3 Score-intervall (se Snabbguide eller anvandarhandledningen
for PROGENSA PCA3-analysprogram). Manuell matchning kan ocksa kravas for resultat som &r listade i rdkdrningsrapportens
undantagssammanfattning. Efter manuell matchning listas PCA3 Score for matchade prover i en ny kvotrapport.
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Tolkning av resultat

C. Tolkning av rapporter
1. PCA3 Score

Anm. Endast PCA3 Score och PCA3 Score-intervall listade i kvotrapporten ar rapporterbara. Resultat som visas i
undantagssammanfattningen kan krava ytterligare atgarder och &r inte rapporterbara.

PCAS3 Score berdknas som kvoten PCA3-mRNA-kopior/PSA-mRNA-kopior multiplicerat med 1 000. Score kan endast berdknas utifran
resultat fran giltiga analysomgangar och prover. Ogiltiga analysomgangar och prover maste analyseras igen for analyten ifrdga (se
Omanalys for ytterligare information).

Om det rapporterade PCA3 Score ligger under gransvardet, ska resultatet tolkas som NEGATIVT. Om PCA3 Score ligger 6ver eller ar lika
med gransvardet, ska resultatet tolkas som POSITIVT. Laboratoriechefen faststéller gransvardet (se Prestandaegenskaper for ytterligare
information).

Under vissa forhallanden tillhandahélls ett PCA3 Score-intervall (>[Beréaknat Score] eller <[Berdknat Score]). Om <[Beréaknat Score] ligger
under gransvardet, ska resultatet tolkas som NEGATIVT. Om >[Berdknat Score] ligger dver gransvardet, ska resultatet tolkas som
POSITIVT. Om ett numeriskt varde krévs, kan provutspadning och omanalys skapa ett PCA3 Score i stéllet for ett PCA3 Score-intervall (se
Omanalys - Utspadning av prover éver gransvardesintervallet).

2. Tolkning av status- och analyskoder

| statuskolumnen i bade rakdérningsrapporten och kvotrapporten anges informationen i formatet ”s:a”. Analysomgangsspecifika statuskoder
("s"”) anges fore (till vanster om) kolonet och analytspecifika analyskoder ("a”) anges efter (till hdger om) kolonet. Analytspecifika koder
anges med gemener foér PCA3-resultat och versaler for PSA-resultat. Varje rapport innehaller beskrivningar av status och analyskoder som
forekommer i rapporten. Exempelvis kan koder ange om ett prov- eller replikatresultat ar giltigt eller utanfér gransvardena. Se Snabbguide
eller Anvandarhandledningen for PROGENSA PCA3-analysprogram for en full lista 6ver status- och analyskoder och mer utférlig

information.

Om ett PCA3 Score rapporteras i kvotrapporten och inga status- eller analyskoder forekommer i PCA3- eller PSA-statuskolumnen, betyder
detta att bada analyterna var giltiga och inom gransvardena. Provresultatet &r rapporterbart och inga ytterligare atgarder kravs.

Om en status- eller analyskod finns i undantagssammanfattningen eller i kvotrapporten, kan omanalys vara nddvandig (se Tolkning av
resultaten i undantagssammanfattningen och Tolkning av resultat i kvotrapporten). Om analytresultat kommer fr&n separata analysomgangar
och har en analyskod/analyskoder, ska kombinationen for bada analyterna sokas i Tabell 4a eller Tabell 4b for att bestamma om ytterligare
atgarder kravs.

Anm. Forekomsten av en status- eller analyskod innebér inte automatiskt att omanalys kravs.
3. Tolkning av resultaten i undantagssammanfattningen
Eventuellt innehdller undantagssammanfattningen inga prover alls. | dessa fall kravs inga ytterligare atgarder.

Om undantagssammanfattningen innehaller ett prov/prover fér analysomgangar med p& varandra féljande analyser dar bada
analytanalysomgangarna &r giltiga, hanvisas till Tabell 4a for anvisningar.

For enskilda analytanalysomgangar hanvisas till Tolkning av status- och analyskoder. | analysomgangar med pa varandra féljande analyser
dar en analytanalysomgang ar ogiltig, ska den ogiltig analysomgangen goras om (se Omanalys for ytterligare information) och resultaten
behandlas som om individuella analytanalysomgéngar hade utférts. Manuell matchning krévs.

Ett prov kan mérkas som ogiltigt &ven om de individuella réren (replikat) mérks som giltiga. Det ar det sammantagna resultatet av replikaten
som avgor provgiltigheten, och en stor skillnad mellan replikat gor ett prov ogiltigt (se Kvalitetskontrollférfaranden for ytterligare information).
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Tolkning av resultat

Tabell 4a: Scenario for undantagssammanfattning for PROGENSA PCA3-analys

PCA3-resultat

PSA-resultat

Angivet

Ytterligare

(Analyskod) (Analyskod) PCA3 Score analys? Atgérd/Kommentar
I '”0”.“ Ogiltigt* Omanalysera PSA (se Omanalys) och matcha resultaten
gransvardesintervallet -- Ja
. (A, B, E,Hellerl) manuellt.
(ingen kod)
Under Ogiltigt
grénsvardesintervallet gritig -- Ja Omanalysera PSA och matcha resultaten manuellt.
(A, B, E,Hellerl)
)
Ogiligt Inom
grugt gransvardesintervallet -- Ja Omanalysera PCA3 och matcha resultaten manuellt.
(a, b, e, helleri) )
(ingen kod)
M 1. Matcha manuellt for att erhalla <[Beraknat Score] ELLER
Inom Over <[Beraknat 2. Spad ut provet i provspadningsmedel (se Utspadning av prover
gransvardesintervallet | gréansvéardesintervallet o Valfritt < Spac U pri | provsp 9 P gavp
(ingen kod) ) Score] Over gransvardesintervallet), omanalysera PSA och matcha
resultaten manuellt om ett PCA3 Score kravs.
Over Inom 1. Matcha manuellt for att erhalla >[Beraknat Score] ELLER
gransvardesintervallet | gransvardesintervallet | >[Beraknat Score] Valfritt 2. Spéad ut provet i provspadningsmedel, omanalysera PCA3 och
® (ingen kod) matcha resultaten manuellt om ett PCA3 Score krévs.
Under Inom
grénsvardesintervallet | gransvéardesintervallet | <[Beréknat Score] Nej Matcha manuellt for att erhalla <[Beraknat Score].
(9) (ingen kod)
Under Over
gransvardesintervallet | gransvardesintervallet | <[Beréknat Score] Nej Matcha manuellt for att erhalla <[Beraknat Score].
(@) (F)

*Galler endast for ogiltiga prover inom en giltig analysomgang.
**For varden utanfor gransvardesintervallet berdknas "Berdknat Score” med anvandning av kopienivan for narmaste positiva kalibrator.

4. Tolkning av resultat i kvotrapporten

Om ett prov &r listat i kvotrapporten med ett PCA3 Score, &r resultatet ett rapporterbart PCA3 Score och inga ytterligare atgarder kravs. Om

inget PCA3 Score é&r listat, angivet som

n_n

Tabell 4b: Scenario for kvotrapport for PROGENSA PCA3-analys

i PCA3 Score-kolumnen, hanvisas till Tabell 4b fér anvisningar.

PCA3-resultat PSA-resultat Angivet Ytterligare Atasrd/Kommentar
(Analyskod) (Analyskod) PCA3 Score analys? g
Inom Inom
grénsvardesintervallet | gransvéardesintervallet PCA3 Score Nej Inga ytterligare atgarder; resultat ar rapporterbart.
(ingen kod) (ingen kod)
Ogiltigt* Ogiligt - Ja Omanalysera bada analyterna (se Omanalys)
@a b, e, heller ) (A, B, E, H eller I) y ys).
o Over ] . g iy
Ogiltigt _ gransvérdesintervallet _ Ja ?pad ut"proYet i p_rovspadnlngsmedel (se Utfpadnmg av prover
(a, b, e, helleri) " over gransvardesintervallet), omanalysera bada analyterna.
Over Ogiltigt Spéad ut provet i provspadningsmedel, omanalysera bada
gransvardesintervallet gitig - Ja P P P P 9 ' Y
0 (A, B, E,Hellerl) analyterna.
Over Over j . g .
R . R ; Spad ut provet i provspadningsmedel, omanalysera bada
gransvardesintervallet | gréansvéardesintervallet - Ja
analyterna.
® (F)
- Under S u .
Ogiltigt I . . Provet har otillracklig méangd RNA for en korrekt analys. Ett nytt
. grénsvardesintervallet - Nej 2 o .
(a, b, e, helleri) ©) prov maste tas fran patienten.
N . Inom « “Undgr . Provet har otillracklig mangd RNA for korrekt analys. Ett nytt prov
grénsvardesintervallet | gransvéardesintervallet - Nej ° o .
) maste tas fran patienten.
(ingen kod) (G)
R ngr « ”Und_er . Provet har otillracklig mangd RNA for korrekt analys. Ett nytt prov
gransvardesintervallet | gréansvardesintervallet - Nej o o .
maste tas fran patienten.
® (©)
u “Und_er u “Und_er . Provet har otillrdcklig méangd RNA fér korrekt analys. Ett nytt prov
grénsvardesintervallet | gransvéardesintervallet - Nej 2 ° .
@ ©) maste tas fran patienten.

*Galler endast for ogiltiga prover inom en giltig analysomgéng. Om prover var ogiltiga p.g.a. att analysomgangen var ogiltig, anges resultaten i
undantagssammanfattningen (se Tolkning av resultaten i undantagssammanfattningen for ytterligare information).
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Restriktioner

D. Omanalys
1. Riktlinjer for omanalys

a. Trots att det inte ar nddvandigt att bada analyterna analyseras i samma analysomgang, maste bada analytresultaten harréra frén
samma provampull for att PCA3 Score ska vara rapporterbart.

b. Alla ogiltiga analysomgangar maste upprepas och alla ogiltiga prover frén giltiga analysomgangar maste omanalyseras.
c. Omanalysera prov/prover med anvandning av en ny uppsattning kalibratorer och kontroller.
d. Korrekt forvaring av aterstdende prover fore omanalys ar vasentlig (se Provtagning, -transport och -forvaring for ytterligare information).

e. Manuell matchning av PCA3- och PSA-analyter kan kravas for att bestamma PCA3 Score (se Manuell matchning for ytterligare
information).

2. Utspadning av prover dver gransvardesintervallet

a. Om en provkoncentration extrapoleras ¢ver kalibrator 5 inom en giltig analysomgang, ar resultatet "6ver gransvardesintervallet” och
resultatet kommer att markas med analyskoden "f” eller "F” i analysomgangsrapporten/-rapporterna. Koncentrationen kommer att
uttryckas som >[Kalibrator 5-koncentration].

b. Invertera det behandlade urinprovet for att blanda det fére utspédning av provet. Rekommenderad, men ej nédvandig, utspadning &r 1:10
med anvandning av PROGENSA PCAS3-provutspadningssats. | en ampull av lamplig storlek tillsétts 1 800 uL provspadningsmedel och
200 pL prov. Satt ett lock pa roret och invertera fem ganger for att blanda fullstandigt. Spadningsfaktorn kommer att anges som "10” i
analysomgangens arbetslista. Om b&da analyterna ska omanalyseras, ska volymerna dubbleras (anvand 3 600 pL provspadningsmedel
och 400 pL prov). Se bipacksedeln for PROGENSA PCAS3-provutspadningssats. Analysera det utspadda provet med analysen.

c.  Om provresultatet vid omanalys &r 6ver gransvardesintervallet igen, krévs ytterligare utspadning tills det interpolerade provresultatet ligger
inom intervallet for kalibratorerna. Ytterligare utspadning av den forsta 1:10-utspadningen &r tillaten, forutsatt att den forsta 1:10-
utspadningen forvarats korrekt (se Provtagning, -transport och -férvaring for ytterligare information).

Restriktioner

A. PROGENSA PCA3-analys ska inte anvandas for patienter som tar ldkemedel som paverkar serum-PSA-nivaer, t.ex. finasterid (Proscar,
Propecia), dutasterid (Avodart) eller som behandlas med antiandrogener (Lupron). Effekten av dessa lakemedel pd PCA3-genuttryck har annu
inte utvarderats.

B. Vissa behandlingar och diagnostiska undersokningar, t.ex. prostatektomi, stralning och prostatabiopsi, kan paverka prostatavavnadens viabilitet
och sélunda paverka PCA3 Score. Effekten av dessa forfaranden pa analysprestanda har @&nnu inte utvarderats. Prover for PCA3-analys ska tas
nar klinikern anser att prostatavavnaden har aterhamtat sig.

C. Anvandning av denna analys forbehalls personal som har utbildning i forfarandet. Underlatenhet att folja anvisningarna i denna bipacksedel kan
ge felaktiga resultat.

Varje laboratorium méste utféra oberoende validering av en LIS-6verféringsprocess.

E. Tillférlitliga resultat &r beroende av korrekt urinprovtagning. Eftersom transportsystemet som anvéands for denna analys inte medger att man
mikroskopiskt bekraftar att provet ar korrekt taget, ar det ndédvandigt att kliniker utbildas i korrekt provtagningsteknik. Se Provtagning, -transport
och -forvaring for anvisningar. For utforlig information hanvisas till bipacksedeln i PROGENSA PCAS3 transportsats for urinprover.

F. Resultat fran PROGENSA PSA3-analyser ska tolkas tillsammans med andra laboratorie- och Kkliniska data tillgangliga for Klinikern.
(Analysresultat kan paverkas av olamplig provtagning, olamplig provférvaring, tekniska fel eller provsammanblandning.)

Prestandaegenskaper
A. Kliniska resultat
1. Diagnostisk sensitivitet och specificitet

Prestandaegenskaper for PROGENSA PCA3-analys faststalldes med anvandning av prover fran forsokspersoner vid fyra geografiskt
spridda, nordamerikanska kliniska inrattningar. Studiepopulationen bestod av 529 man for vilka prostatabiopsi var planerad.
Forsdkspersonernas demografiska data visas nedan:

a. Genomsnittsalder + SD = 64 + 8 ar (medianvarde 63, intervall 32 till 89)

b. Genomsnittlig serum-PSA-niva = 7,9 + 21,9 ug/L (5,6, 0,3 till 484)

c. Genomsnittlig prostatavolym (métt med transrektalt ultraljud) = 44 + 25 cm? (39, 5 till 225)
d. 34 % (180/529) biopsipositiva for prostatacancer
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Figur 3 visar korrelationen mellan PCA3 Score och sannolikheten for positivt biopsiresultat. Med 6kande PCA3 Score tkade forekomsten av
cancerpositiva biopsiresultat hos férsokspersonerna.

80 %

70 %+

60 % -

50 %

40 %+

% biopsipositiv

30 %

20 %

10 %

0%

PCA3 Score: <5 5.9 1019 20-34 3549  50-100  >100
Antal

forsskspersonar: 58 85 104 97 57 86 42

Figur 3. Korrelationen mellan PCA3 Score och sannolikheten fér positivt biopsiresultat.

ROC-analys (ROC = receiver operating characteristic) utférdes, med prostatabiopsi som referensmetod, enligt CLSI GP10-A (1995) (4). For
PROGENSA PCA3-analysen var ytan under kurvan (AUC) 0,685 (95 % konfidensintervall = 0,637 till 0,733). Tabell 5 visar diagnostisk
sensitivitet och specificitet vid olika PCA3 Score-gransvarden. Varje laboratorium ska faststalla gransvardet for diagnostisk sensitivitet eller
specificitet (se Tolkning av resultat).

Tabell 5: Diagnostisk sensitivitet och specificitet vid olika PCA3 Score-gransvarden for PROGENSA PCA3-analys

PCA3 Score-gransvérde 5 10 15 25 35 50 95
Sensitivitet 96 % 85 % 77 % 63 % 53 % 41 % 17 %
Specificitet 14 % 33% 47 % 61 % 74 % 84 % 95 %

2. Provstabilitetsstudier

a. Stabilitet i helurin: Forstaportionsurin samlades in fran 10 forsokspersoner och férvarades vid 2 till 8 °C eller vid 30 °C fére behandling
genom tillsats till urintransportmedierna (UTM). Vid 2 till 8 °C observerades betydande nedbrytning av PCA3- och PSA-mRNA i vissa
prover efter 4 timmar. Helurin maste salunda behandlas inom 4 timmar. Vid 30 °C observerades betydande nedbrytning efter mindre
an 1 timme. Darfor maste helurin alltid forvaras i kylskap eller pa is fore behandling.

b.  Stabilitet hos behandlat urin: Tolv prover inkuberades vid 4 eller 30 °C i upp till 38 dagar. Vid 4 °C var PCA3- och PSA-mRNA stabila i 21
dagar; vid 30 °C, i 5 dagar. Prover som férvarades vid -20 och -70 °C uppvisade PCA3- och PSA-mRNA-stabilitet i upp till 90 dagar.

c.  Stabilitet vid frysning/upptining: Prover cyklades mellan 37 och -70 °C sex ganger. Ingen minskning i PCA3- eller PSA-mRNA- kopienivaer
observerades.

B. Analytiska resultat
1. Analytisk sensitivitet

En analytisk sensitivitetspanel bestdende av utspétt in vitro-mRNA-transkript anvandes for att utvardera analyssensitivitet. En operator
testade panelen i tolv analysomgangar med fem replikat och med anvandning av ett enda reagensparti. Detektionsgransen och
kvantifieringsgréansen beraknades enligt CLSI EP17-A (2004) (5). Detektionsgransen for PCA3-analyten var 80 kopior/mL, och for PSA-
analyten var den 1438 kopior/mL. Kvantifieringsgransen for bada analyterna var Kalibrator 2.

2. Analytisk specificitet

a. Osplitsat transkript: Analysen hade utformats for att endast detektera det prostatacancerspecifika exon 3-exon 4-splitsad PCA3-
mRNA:et (2). Analysen detekterade inte 1 miljon kopior/mL osplitsad PCA3-mRNA signifikant éver bakgrunden.

b. Prostataspecificitet for PCA3-mRNA i urin: Prover tagna fran forsokspersoner som genomgatt radikal prostatektomi (n = 97) analyserades
med PROGENSA PCA3-analys, och PCA3-mRNA-nivaerna jamférdes med nivaerna hos forsékspersoner fore biopsi (n = 464).
Medianvardet for PCA3-mRNA-koncentrationen (kopior/mL) lag under analysens detektionsgréans for prover fran forsokspersoner som
genomgatt prostatektomi, medan medianvardet for PCA3-mRNA-koncentrationen (kopior/mL) for prover fran forsokspersoner fore biopsi
var 7243 kopior/mL; dessa data bekraftar att PCA3-mRNA i urin ar fran prostatan.
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C.

d.

Vavnadsspecificitet: Totalt

RNA extraherades frdn vavnad fran tvd unika manliga donatorer per vavnadstyp,

tillsattes

provspadningsmedel (10 ng per reaktion) och analyserades med PROGENSA PCA3-analys. Prostatavavnad var den enda typ som

detekterades 6ver PCA3-mRNA-detektionsgransen for de vavnadstyper som listas i Tabell 6.
Tabell 6: Vavnadstyper fran man analyserades for PCA3-mRNA

Interfererande substanser: De substanser som listas i Tabell 7 tillsattes alikvoter av poolat, behandlat urin fran man. Proverna

Vavnadstyp
Urinbldsa (normal) Njure
Urinblasa (tumér) Penis
Benmaérg Prostata

Ductus deferens

Sadesblasan

Bitestikel

Testikel

analyserades med PROGENSA PCAS3-analys enligt CLSI EP7-A2 (2005) (6). Vid de angivna koncentrationerna observerades ingen

analysinterferens.

Tabell 7: Amnen som analyserats for PROGENSA PCA3-analysinterferens

Terapeutiska agens

Terapeutiska agens, forts.

Substans Analyskoncentration Substans Analyskoncentration
Paracetamol/Kodein 5,34 pmol/L Uroxatral 30 mg/L
Atorvastatin 25 mg/L Doxazosin 1,33 pmol/L
Lisinopril 0,74 pmol/L Terazosin 7,8 umol/L
Amlodipin 245 pmol/L Finasterid 15 mg/L
Atenolol 37,6 pumol/L Tamsulosin 1,2 pg/L
Sulfasalazin 754 pmol/L Metformin 310 pmol/L
Esomeprazol 120 mg/L Sildenafil 12,9 pmol/L
Allopurinol 294 pmol/L Saw palmetto 1600 mg/L
Difenhydramin 19,6 umol/L Selen 0,275 mg/L
Paracetamol 1324 pmol/L
Acetylsalicylsyra 3,62 mmol/L Urinens bestandsdelar
Ibuprofen 2425 pmol/L Substans Analyskoncentration
Furosemid 181 pmol/L Urinsyra 1,4 mmol/L
Ciprofloxacin 30,2 umol/L Hemoglobin 2g/lL
Levaquin 48,6 umol/L Vita blodkroppar 4,56 x 10" celler/L
Doxycyclin 67,5 pmol/L Erytrocyter 3,06 x 107 celler/L
Fluoxetinhydroklorid 11,2 pmol/L Albumin 50 g/L
Flutamid 1500 mg/L Bilirubin (okonjugerat) 342 g/L
Dutasterid 1,5 mg/L 19G 60 g/L
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3. Noggrannhet

Noggrannheten hos PROGENSA PCA3-analys utvarderades enligt CLSI EP15-A2 (2005) (7). PCA3- och PSA-mRNA-transkript
kvantifierades med ultraviolett/visuell spektrofotometri och tillsattes i behandlade, normala urinprover frdn kvinnor (ingen detekterbar PCA3-
eller PSA-mRNA), varefter koncentrationer mattes genom PROGENSA PCA3-analys. Procentuellt (%) utbyte beraknades som forhallandet
mellan uppmaétt koncentration (kopior/mL) och tillsatta koncentration (kopior/mL), multiplicerat med 100.

Tabell 8: Kopieutbyte vid PROGENSA PCA3-analys

Kénd koncentration Uppmaétt koncentration, .
Analyt kopior/mL kopior/mL Utbyte i %
750 808 108 %
7.500 7.618 102 %
PCA3
18.750 18.722 100 %
75.000 70.287 94 %
20.000 23.684 118 %
250.000 278.373 111 %
PSA
500.000 599.941 120 %
1.750.000 1.960.775 112 %

4. Linearitet och intervall

Det linjara intervallet vid PROGENSA PCA3-analys bestamdes enligt CLSI EP6-A (2003) (8) baserat pa linjar regressionsanalys (minsta
kvadratmetoden). Tva grupper av utspadningsserier bereddes fran prover innehallande hég koncentration av PCA3- och PSA-mRNA. En
uppséttning spaddes i behandlad urin frAn kvinnor och en uppséttning spaddes i provspadningsmedel. Spadningarna strackte sig éver hela
analysintervallet mellan den lagsta och hogsta positiva kalibratorn for varje analyt. Fér bdde PCA3- och PSA-analyter visade
analysmatningsresultat ett direkt proportionellt férhallande mellan de analyserade spadningarna och rapporterat analytkoncentration (kopior/
mL). Ingen signifikant spadningsmedelsmatriseffekt forekom. Se Figur 4.

PCA3-analyt PSA-analyt
. 1,4E+05 3,0E+06
j'g y=0,9932x + 613,87 i 2 y = 1,0875x - 27939 A
3 126405 R2 =0,9998 = 2,5E+06 ?=0,9991 L
§ O = Provutspadning % g O : Provutspadning °
< 1,0E+05 < 2,0E+06 .
el 5] P
£ 80E+04 <
c £ 1.5E+06
g I+
§ 6,0E+04 £
:'1 = 1,0E4+06
P <T
Y 4,0E+04 09523 - 79762 & y =0,9663x + 27393
E 20E+04 R*=0, s A =Urin
% A = Urin = 0,0E+06
0,0E+00 0,0E+00 5,0E+05 1,0E+06 1,5E+06 2,0E+06 2,5E+06 3,0E+06
0,0E+00 3,0E+04 6,0E+04  9,0E+04 1,2E+05
Forvantad PCA3-koncentration (kopior/mL}) Forvantad PSA-koncentration (kopior/mL)

Figur 4. PROGENSA PCA3-analyslinearitet for PCA3- och PSA-analyter

5.  Precision

Analysprecisionen utvarderades enligt CLSI EP5-A2 (2004) (9). Repeterbarhet ar precision vid minimal variabilitet och reproducerbarhet &r
precision vid maximal variabilitet.

For repeterbarhet bereddes en 3-komponentsanalyspanel bestdende av utspétt in vitro-mRNA- transkript. En operatér pa en analysinréttning
analyserade panelen i 20 analysomgangar av 5 replikat under 20 dagar med anvandning av ett enstaka kalibrator- och kontrollparti, ett
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reagensparti och en utrustningsuppsattning. Tabell 9 visar repeterbarhetsprecisionen for PROGENSA PCA3-analys vid olika
analyskoncentrationsnivaer.

Tabell 9: PROGENSA PCA3-analysrepeterbarhet

Analyt Panel Genc_)msnitt Repeterbarhet Repeterbarhet
Komponent kopior/mL SD VK
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 reproducerbarhet bereddes en 8-komponentsanalyspanel bestdende av poolade prover (1 till 3) och utspatt in vitro-mRNA-transkript (4
till 8). Tre operatérer analyserade panelen i 18 analysomgangar under 3 dagar med anvandning av ett enstaka Kalibrator- och kontrollparti,
3 reagenspartier och 3 utrustningsuppsattningar. Tabeller 10 och 11 sammanfattar total, inom-analysomgangs-, mellan-analysomgangs-,
operatérs-, utrustnings- och partiprecision for PROGENSA PCA3-analys avseende koncentration (kopior/mL) och PCA3 Score.

Inom-analysomgangs-, mellan-operatérs- och mellan-analysomgangsvariabilitet utgjorde, i fallande ordning, de stérsta bidragen till total
analysvarians. Reagensparti och utrustning visade litet bidrag till total analysvarians. Dessa resultat visar att analysen uppvisar
reproducerbarhet och att den priméara kallan for variationer &r slumpfel (inom-analysomgéng).

Tabell 10: PROGENSA PCA3-analysreproducerbarhet: Kopia/mL-analys

Analyt Panel n Uppmétt Totalt VK analylsrla(;nmg-éngs- anal;lz/lsi:ﬁgéngs VK, mel_!an- VK, me!lan- m\e/III<a{n-
Komponent kopior/mL VK VK operators |utrustnings parti
1 36 248 27 % 24 % 7% 15% 11% 0%
2 36 7.021 11 % 6 % 9% 9% 0% 0%
3 36 31.469 8 % 6 % 5% 9% 0% 4%
4 36 1.469 15% 13 % 7% 6 % 0% 1%
PCA3
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% 11 % 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 11 % 4% 6 % 9% 8% 0%
4 34 37.185 9% 5% 7% 3% 0% 1%
PSA 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 11 % 7% 7% 0% 1% 6 %
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Tabell 11: PROGENSA PCA3-analysreproducerbarhet: PCA3 Score-analys

Inom- Mellan- VK,
Panel Score- o o VK, mellan- | VK, mellan-
n - Totalt VK | analysomgangs- | analysomgangs- . . mellan-

Komponent* medelvarde operators utrustnings .
VK VK parti
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 % 11% 7%
8 34 37 21 % 14 % 12 % 0% 0% 9%

*Panelkomponenter 4 Tl 6 inneholl endast PCA3- eller PSA-mRNA-franskript och inkluderades darfor inte 1 denna analys.
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