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Zamysleny ucel

Sonda CytoCell® AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe
je kvalitativni, neautomatizovany, fluorescenéni in situ hybridizaéni test (FISH)
pouzivany k detekci chromozomalnich preskupeni mezi oblasti 21922.1
na chromozomu 21 a oblasti 8g21.3 na chromozomu 8 v hematologicky ziskanych
bunéénych suspenzich fixovanych v Carnoyové roztoku (3 : 1 metanol / kyselina
octova) od pacient s potvrzenou nebo predpokladanou akutni myeloidni leukémii
(AML).

Indikace k pouziti

Tento prostfedek byl vytvoren jako doplnék k dal§im klinickym a histopatologickym
testim vramci uznavanych diagnostickych postupt a postupt klinické péce
v pfipadech, kdy by znalost stavu translokace AML1::ETO (RUNX1::RUNX1T1) byla
dulezita pro klinickou léc¢bu.

Omezeni

Tento prostfedek je navrzen tak, aby detekoval preskupeni s body zlomu v oblasti
pokryté Eervenymi a zelenymi kopiemi v této sadé sond, coz zahrnuje oblasti AML1
a ETO (RUNX1 a RUNX1T1). Body zlomu mimo oblast nebo variantni pfeskupeni,
plné obsazena v této oblasti, nemusi byt timto prostfedkem detekovany.

Tento prostfedek neni uréen k pouZiti v rdmci samostatné diagnostiky, doprovodné
diagnostiky, prenatalnimu testovani, skriningu populace, testovani pfimo u pacientt
nebo provadéni autotestovani.

Tento prostfedek nebyl validovan pro typy vzork(, chorob nebo Gcely jing, nez ty,
které jsou uvedeny v zamysleném ucelu.

Je koncipovan jako doplnék dal$ich diagnostickych laboratornich testl.
Terapeutické postupy nesmi byt zahajovany pouze na zakladé vysledku testd FISH.
Hiaseni a interpretace vysledkd FISH museji byt provadény kvalifikovanymi
pracovniky v souladu s profesionalnimi standardy praxe a mély by zohledfiovat
dal$i relevantni vysledky testu, a také klinické a diagnostické informace.

Tento prostfedek je uréen pouze k laboratornimu profesionalnimu pouziti.
Nedodrzeni protokolu muze ovlivnit funkci a vést k fale$né pozitivnim/negativnim
vysledkam.

Principy testu

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je technika umoznujici detekovat sekvence
DNA na metafazovych chromozomech nebo v interfaznich jadrech z fixovanych
cytogenetickych vzorku. Tato technika vyuziva sondy DNA, které hybridizuji na celé
chromozomy nebo na jednotlivé jedine¢né sekvence, a slouzi jako dulezZity doplnék
cytogenetické analyzy pomoci G-pruhovani. Tuto techniku je nyni mozno aplikovat
jako zakladni vySetfovaci nastroj pfi prenatalnim a hematologickém vysSetfeni
a pfi chromozomalni analyze solidniho tumoru. Po fixovani a denaturaci je cilova
DNA k dispozici pro reasociaci na podobné denaturovanou, fluorescenéné
oznacenou sondu DNA, ktera ma komplementarni sekvenci. Po hybridizaci se
nevazana a nespecificky vazana DNA sonda odstrani a DNA se barevné oznaci
pro ucely vizualizace. Fluorescenéni mikroskopie potom umozfuje vizualizaci
hybridizované sondy na cilovém materialu.

Informace o sondé

Gen RUNXT (transkripcni faktor 1 skupiny RUNX) na 21922.1 je fuzovan s genem
RUNX1T1 (partnersky transkripcni korepresor 1 skupiny RUNX1) v oblasti Ensembl
8q21.3 v translokaci t(8;21)(q21.3;922.1), ktera se nejbéznéji vyskytuje u pacientl
s akutni myeloidni leukémii (AML) FAB typu M2 (dle francouzsko-americko-britské
klasifikace).

AML s fuzi RUNX1::RUNX1T1 vzniklou z translokace t(8;21)(q21.3;922.1) je podle
klasifikace myeloidnich novotvard a akutni leukémie Svétové zdravotnické
organizace (WHO) uznanym onemocnénim’. Tato translokace se nachazi u
10-22 % pacientd s AML FAB typu M2 a celkové u 5-10 % pfipadi AML, nejbéznéji
u déti a mladych dospélyche, a je indikatorem dobré prognézy®*°. Bod zlomu t(8;21)
vznika hlavné vintronu mezi exony 5a6 tésné pfed transaktivacni doménou
a vytvofeny fuzni protein obsahuje DNA vazajici doménu RUNX1, fazovanou do
transkripéniho faktoru RUNX1T12.

Vedle recipro¢ni translokace t(8;21) vytvarejici fuzi RUNX1::RUNX1T1 byly hiaseny
také variantni translokace. Tato variantni pfeskupeni mohou byt krypticka a pfi G-
pruhovani se daji snadno prehlédnout; avSak test FISH dokaze pfitomnost takovych
pfeskupeni indikovat?.

Parametry sondy
AML1, 21922.1, Cervena
ETO, 8921.3, zelena
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Slozka AML1 se sklada z ¢ervené oznacené sondy o délce 156 kb umisténé
centromericky na gen AML1 (RUNXT1), ktera zahrnuje gen CLIC6, a sondy o délce
169 kb pokryvajici ¢ast genu AML1 (RUNXT), véetné markerd SHGC-87606
aD21S1921. Slozka ETO (RUNX1T1), oznadena zelené, se sklada ze sondy
o délce 151 kb pokryvajici centromerickou ¢ast genu a pfilehlou oblast, a ze sondy
o délce 194 kb pokryvaijici telomerickou ¢ast genu a pfilehlou oblast.

Dodany material

Sonda: 50 pl v jedné lahvicce (5 testd) nebo 100 pl v jedné lahvicce (10 testl)
Sondy jsou dodavany predem smichané v hybridizaénim roztoku (<65 %
formamidu; <20 mg dextran sulfatu; <10 % 20x solného roztoku citratu sodného
(SSC)) a jsou pripraveny k pouZiti.

Kontrastni barvivo: 150 pl v jedné lahvi¢ce (15 testl)
Kontrastnim barvivem je DAPI Antifade ES (0,125 pug/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
fenylindol) v montaznim médiu na bazi glycerolu).

Varovani a bezpe€nostni pokyny
1. Pro diagnostické pouziti in vitro. Vyhradné k laboratornimu profesionalnimu
pouziti.
2. Smeési v sondach obsahuji formamid, coz je teratogen; nevdechuijte vypary
a zamezte kontaktu s pokoZkou. Zachazejte s nim opatrné; noste rukavice
a laboratorni plast.
3. Zachazejte s DAPI opatrné; noste rukavice a laboratorni plast.
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4. Nepouzivejte, pokud jsou lahvicky poSkozeny nebo je obsah lahvicky jakkoli
znehodnocen.

5. Prfi vybéru bezpecné likvidace tohoto produktu se fidte mistnimi predpisy
pro likvidaci ve vasi lokalité spolu s doporu¢enimi uvedenymi v bezpe¢nostnim
listu. To plati i pro poSkozeny obsah testovaci sady.

6. VSechny pouzité reagencie a dal$i kontaminované materialy na jedno pouziti
zlikvidujte podle postupud pro infekéni nebo potencialné infekéni odpad. Kazda
laboratof je odpovédna za nakladani s pevnym a kapalnym odpadem podle
jeho povahy a stupné nebezpecnosti a za jeho zpracovani a likvidaci (nebo
za zajisténi jeho zpracovani a likvidace) v souladu s platnymi pfedpisy.

7. Pracovnici musi byt schopni rozlisit éervenou, modrou a zelenou barvu.

8. Nedodrzeni pfedepsaného protokolu a reagencii mize ovlivnit funkci a vést
k fale$né pozitivnim/negativnim vysledkam.

. Sonda se nesmi fedit ani michat s jinymi sondami.

10. Neni-li béhem kroku predenaturace v ramci protokolu pouzito 10 pl sondy,
muze to ovlivnit funkci a vést k faleSné pozitivnim/negativnim vysledkim.

11. VSechny produkty by mély byt pfed pouzitim validovany.

12. Interni kontroly by mély byt provadény pomoci nedotéenych bunéénych
populaci v testovacich vzorcich.

Definice teploty

e —20°C/zmrazené / v mraznicce: -25°Caz-15°C

e 37°C: +37°C+1°C
e 72°C: +72°C+1°C
e 75°C: +75°C+1°C

e  Pokojova teplota (RT): +15°C az +25 °C
Uchovavani a manipulace
-15°C  Sadu je tfeba uchovavat v mrazni€ce pfi teplotach -25°C az
-15°C az do data exspirace, uvedeného na $titku sady. Sonda
-25°C a lahvicky s kontrastnimi barvivy musi byt uloZzeny v temnu.

\ |/ Sonda FISH, kontrastni barvivo DAPI Antifade ES a hybridizaéni
@'~  roztok zistavaji pfi b&2ném pouzivani stabilni po celou dobu
-"7 . cykld zmrazovani arozmrazovani (pfi€emz jeden cyklus
AI predstavuje vyjmuti lahvicky z mrazniky a jeji vioZzeni zpét) —
5 cykla pro 50 pl (5 testl) lahvicku sondy FISH, 10 cykld pro 100
ul (10 testd) lahvicku sondy FISH a 15 cyklG pro 150 pl (15 testa)
lahviéku kontrastniho barviva. Je tfeba minimalizovat vystaveni svétlu a pokud
mozno se mu zcela vyhnout. Slozky skladujte v dodané nadobé odolné vuci
pusobeni svétla. Slozky pouzité a skladované za jinych podminek, nez jaké jsou
uvedeny na etiketé, nemusi fungovat podle oéekavani a mohou nepfiznivé ovlivnit
vysledky testu. Je tfeba vynaloZit veskeré Usili na omezeni expozice svétlu
a teplotnim zménam.

Potrebné vybaveni a material, které nejsou souc¢asti dodavky

Je nutné pouzivat kalibrovana zatizeni:

1. Varna deska (s pevnou plotnou a pfesnym ovladanim teploty do 80 °C)

2. Kalibrované mikropipety s riznym objemem a $pi¢kami v rozsahu od 1 pl
do 200 pl

3. Vodni lazen s pfesnym ovladanim teploty od 37 °C do 72 °C

4. Mikrocentrifugaéni zkumavky (0,5 ml)

5. Fluorescencni mikroskop (viz oddil Doporuéeni ohledné fluorescenéniho
mikroskopu)

6. Mikroskop s fazovym kontrastem

7. Cisté plastové, keramické nebo sklenéné (z ohnivzdorného skla) lahvigky typu
wcoplin®

8. Chirurgické klesté

9. Kalibrovany pH metr (nebo pH indikaéni prouzky schopné mérit pH v rozmezi
6,5-8,0)

10. Vlhéena nadoba

11. Imerzni olej na objektiv fluorescenéniho mikroskopu

12. Stolni odstredivka

13. Mikroskopova skli¢ka

14. Kryci sklicka 24 x 24 mm

15. Stopky

16. Inkubator 37 °C

17. Lepidlo na bazi kau¢ukového roztoku

18. Vifivy mixér

19. Odmérné valce

20. Magnetickd michacka

21. Kalibrovany teplomér

Volitelné vybaveni, které neni soucasti dodavky
1. Cytogeneticka susici komora

Potrebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky
20x fyziologicky roztok citratu sodného (SSC)

100 % etanol

Tween-20

1M hydroxid sodny (NaOH)

1M kyselina chlorovodikova (HCI)
Demineralizovana voda

ooswN

Doporuceni ohledné fluorescenéniho mikroskopu

Pro optimalni vizualizaci pouzijte 100wattovou rtutovou lampu nebo jeji ekvivalent
a apochromatické objektivy 60/63x nebo 100x s imerznim olejem. Fluorofory
pouzité v této sadé sondy budou excitovat a emitovat pfi nasledujicich vinovych
délkach:

Zelena 495 521
| Cervena | 596 | 615 |

Zaijistéte, aby byl mikroskop vybaven pfislusnymi excitaénimi a emisnimi filtry, které
pokryvaji vySe uvedené vinové délky. Pro optimalni simultanni vizualizaci zelenych
a Cervenych fluoroforG pouzijte tfipasmovy DAPI/zeleny/Cerveny filtr nebo
dvoupasmovy zeleny/Cerveny filtr.

Pfed pouzitim zkontrolujte spravnou funkci fluorescenéniho mikroskopu. Pouzijte
imerzni olej vhodny pro fluorescenéni mikroskopy pfipraveny pro nizkou auto-
fluorescenci. Dbejte na to, aby nedo$lo ke smichani barviva DAPI antifade
s imerznim olejem do mikroskopu, protoZe by tak do$lo k zastfeni signalu. Dodrzujte
doporuceni vyrobce tykajici se Zivotnosti lampy a stafi filtrG.

Pfiprava vzorku

Sada je uréena kpouZiti uhematologicky ziskanych bunécnych suspenzi
fixovanych v Carnoyové fixaénim roztoku (3:1 metanol/kyselina octova)
od pacientd s potvrzenou nebo predpokladanou akutni myeloidni leukémii (AML),
které jsou pfipraveny v souladu s pokyny laboratofe nebo zdravotnického zafizeni.
Na mikroskopova sklicka naneste vzorky usu$ené na vzduchu v souladu se
standardnimi cytogenetickymi postupy. Cytogenetics Laboratory Manual AGT
(Prirucka pro cytogenetické laboratofe) obsahuje doporuceni pro odbér, kultivaci
a ziskavani vzorku a pro pfipravu sklicek®.

Pfiprava roztokt

Etanolové roztoky

Roziedte 100 % etanol demineralizovanou vodou v nésledujicich pomérech a fadné
promichejte:

e 70 % etanol — 7 dilt 100 % etanolu na 3 dily demineralizované vody

e 85 % etanol — 8,5 dilu 100 % etanolu na 1,5 dily demineralizované vody
Roztoky skladujte az 6 mésicl pfi pokojové teploté ve vzduchotésné nadobé.

Roztok 2xSSC

Ztedte 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody a fadné promichejte.
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7,0. Roztok
skladujte ve vzduchotésné nadobé pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.

Roztok 0,4xSSC

Ztedte 1 dil roztoku 20xSSC 49 dily demineralizované vody a fadné promichejte.
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7,0. Roztok
skladujte ve vzduchotésné nadobé pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.

Roztok 2xSSC, 0,05 % roztok Tween-20

Zredte 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody. Na 10 ml pfidejte 5 pl
roztoku Tween-20 a fadné promichejte. Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI
podle potfeby upravte na pH 7,0. Roztok skladujte ve vzduchotésné nadobé
pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydn(.

Protokol FISH
(Poznamka: Dbejte na to, aby vzdy byla omezena expozice sondy a kontrastnich
barviv vici osvétleni v laboratofi).

Priprava sklicka

1. Naneste bunéény vzorek na mikroskopové sklicko. Nechte ho uschnout.
(Volitelné pri pouziti cytogenetické susici komory: K optimalnimu naneseni
bunéénych vzorkl by méla komora pracovat pfi teploté pfiblizné 25 °C a 50 %
vlhkosti. Pokud cytogenetickou susici komoru nemate, pouZzijte jako alternativu
digestor.)

2. Sklicko ponofte na 2 minuty doroztoku 2xSSC pfi pokojové teploté.
Neprotiepavejte.

3. Dehydratujte pomoci etanolové série (70 %, 85 % a 100 %), vzdy po dobu
2 minut pfi pokojové teploté.

4. Nechte ho uschnout.

Predenaturace

5. Vyjméte sondu zmraznicky a nechejte ji zahfat na pokojovou teplotu.
Laboratorni lahvi¢ky pfed pouzitim kratce odstfedte.

6. Dbejte, aby byl roztok sondy rovnomérné promichan pipetou.

7. Nakazdy test odeberte 10 pl sondy a pfeneste ji do mikrocentrifugacni
zkumavky. Zbytek sondy vratte rychle do mraznicky.

8. Sondu a sklicko se vzorkem umistéte na varnou desku a predehfivejte po dobu
5 minut pfi teploté 37 °C (+/- 1 °C).

9. Kapnéte 10 pl smési sondy na bunéény vzorek a opatrné jej prekryjte krycim
sklickem. Neprodysné uzaviete pomoci lepidla na bazi kaucukového roztoku
a nechejte lepidlo Uplné uschnout.

Denaturace
10. Zahfivanim skli¢ka na varné desce po dobu 2 minut pfi teploté 75 °C (+/- 1 °C)

vzorek a sondu soub&zné denaturujte.

Hybridizace
11. Sklicko ulozte nanoc dovihké neprisvitné nadobky pfiteploté 37 °C
(+/-1°C).
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Post-hybridizaéni vymyvani

12. Vyjméte DAPI z mrazni€ky a nechejte ho zahfat na pokojovou teplotu.

13. Opatrné sejméte kryci sklicko a odstrarite vSechny zbytky lepidla.

14. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 0,4xSSC (pH 7,0) pfi teploté 72 °C
(+/- 1 °C). Neprotrepaveijte.

15. Sklicko osuste a na 30 sekund ponofte do roztoku 2xSSC, 0,05 % Tween-20
pfi pokojové teploté (pH 7,0). Neprotfepavejte.

16. Sklicko osuste a na kazdy vzorek naneste 10 yl DAPI antifade.

17. Prikryjte krycim sklickem, odstrarite veSkeré bubliny, ulozte do temna
a po dobu 10 minut nechejte vyvijet barvu.

18. Zkontrolujte pomoci fluorescenéniho mikroskopu (viz Doporuceni ohledné
fluorescenéniho mikroskopu).

Doporuéeni pro zpracovani

1. Vypalovani nebo starnuti skli¢ek maze redukovat fluorescenéni signal.

2. Podminky hybridizace mohou byt nepfiznivé ovlivnény pouzitim reagencii,
které nedodava nebo nedoporucuje spole¢nost Cytocell Ltd.

3. K méfeni teplot roztok(i, vodnich lazni a inkubatorli pouzivejte kalibrovany
teplomér, protoze tyto teploty jsou velmi dllezité k zajisténi optimalni funkce
produktu.

4. Koncentrace promyvaciho roztoku, pH ateplota jsou dulezZité, protoze
nedostate¢na dlslednost muze vést k nespecifickému vazani sondy a pfiliSna
dlslednost naopak k nedostate€nému signalu.

5. Neuplna denaturace muze vést k nedostatenému signalu a pfili§ dlouha
denaturace muze rovnéz zpUsobit nespecifické vazani.

6. Nadmérna hybridizace muze vést k dodateénym nebo neocekavanym
signalm.

7. Uzivatelé museji pfed pouzitim testu pro diagnostické Gcely optimalizovat
protokol pro své vlastni vzorky.

8. Neoptimalni podminky mohou vést k nespecifickému vazani, které mize byt
nespravné interpretovano jako signal sondy.

Interpretace vysledku

Vyhodnoceni kvality sklicka

Sklicko by se nemélo analyzovat, jestlize:

e jsou signaly pfili§ slabé a nelze je proto analyzovat jednoduchymi filtry — pro
pokraovani v analyze museji byt signaly jasné, vyrazné a snadno
hodnotitelné;

e analyze brani velky poc¢et shlukt bunék nebo prekryvajicich se bunék;

e nebylo hybridizovano >50 % bunék;

e mezi bunkami se nachazi pfili§ mnoho fluorescenénich castic a/nebo
fluorescenéniho zakalu, ktery rusi signaly — u optimalnich sklicek by mélo byt
pozadi tmavé nebo ¢erné a &iré;

e neni mozné rozlisit hranice bunécnych jader a hranice nejsou neposkozené.

Pokyny pro analyzu

e Kazdy vzorek musi analyzovat a vyhodnotit dva analytici. Jakékoliv
nesrovnalosti se musi vyfesit hodnocenim tfetiho analytika.

e VSichni analytici musi mit odpovidajici kvalifikaci v souladu s uznavanymi
narodnimi standardy.

e VSichni analytici musi provést nezavislé hodnoceni 100 jader kazdého vzorku.
Prvni analytik musi zacit provadét analyzu z levé strany skli¢ka a druhy analytik
z pravé strany.

e Kazdy analytik musi zdokumentovat své vysledky na samostatnych listech.

e Analyzujte pouze neposkozena jadra, nikoli pfekryvajici se nebo nahromadéna
jadra ani jadra prekrytd cytoplazmatickym odpadem ¢&i jadra s vysokym
stupném autofluorescence.

e Vyhnéte se mistim, kde je pfili§ mnoho cytoplazmatického odpadu nebo kde
se vyskytuje nespecificka hybridizace.

e Intenzita signalu se mize lisit, dokonce i v rdmci jediného jadra. V takovych
pripadech pouzijte jednoduché filtry a/nebo upravte ohniskovou rovinu.

e  Za neoptimalnich podminek se mohou signaly jevit jako rozptylené. Jestlize se
dva signaly stejné barvy vzajemné dotykaji, nebo je mezi nimi vzdalenost mensi
nez dvé $itky signalu, nebo pokud dva signdly spojuje slaby pruh, pocitejte je
jako jeden signal.

e  Pokud si nejste jisti, zda Ize buriku analyzovat ¢&i nikoli, analyzu neprovadéjte.

Nepocitejte — jadra jsou pfilis
tésné u sebe, takze neni
mozno urcit hranice

Nepocitejte pfekryvajici se
jadra — vSechny oblasti obou
jader nejsou viditelné

Pocitejte jako dva Cervené
signaly a dva zelené signaly —
jeden ze dvou Cervenych
signalu je difuzni

Pocitejte jako dva Cervené
signaly a dva zelené signaly —
mezera v jednom ¢erveném
signalu je mensi nez dvé Sirky
signalu

Predpokladané vysledky
Predpokladany vzorec normalniho signalu

U normalni buriky se predpokladaiji dva &ervené a dva zelené signaly (2C22).

Predpokladany vzorec abnormalniho signalu

V burice s translokaci t(8;21)(q21.3;q22.12) bude mit pfedpokladany vzorec signalu
jeden &erveny, jeden zeleny a dvé faze (1C1Z2F).

U aneuploidnich/nevyvazenych vzorkd jsou mozné jiné vzory signalu.

Znamé relevantni interference / interferujici latky
Nejsou znamy zadné relevantni interference / interferujici latky.

Znama zkiizena reaktivita
ZkFiZzena reaktivita neni znama.

Hlaseni zavaznych udalosti

Pro pacienta / uzivatele / tfeti stranu v Evropské unii a v zemich se shodnym
regulaénim rezimem (nafizeni (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
prostiedcich in vitro); pokud béhem pouzivani tohoto prostfedku nebo v dusledku
jeho pouzivani doslo k zavazné udalosti, nahlaste ji vyrobci a svému pfisluSnému
narodnimu organu.

Pokud do$lo k zavaznym udalostem v jinych zemich, nahlaste je prosim vyrobci
a pfipadné svému pfisluSnému narodnimu organu.

Kontaktni osoba pro vigilanci vyrobce: vigilance@ogt.com

Pro pfislusné narodni organy v EU je seznam kontaktnich mist pro vigilanci
k dispozici na adrese:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Specifické funkéni charakteristiky

Analyticka specificita

Analyticka specificita je procento signald, které hybridizuji do spravného lokusu a na
zadné jiné misto. Analytickd specificita byla stanovena analyzou celkem 400
cilovych lokusl. Byly analyzovany dva chromozomalni lokusy v kazdé
z 20 metafazovych bunék z 5 vzorkd, coz znamena celkem 400 datovych bodu.
Analyticka specificita byla vypoctena jako pocet signalu FISH, které hybridizovaly
na spravny lokus déleno celkovym poctem hybridizovanych signalt FISH.

Analyticka specificita jednotlivych sond v sadé byla vypoctena jako pocet signall
FISH metafazového chromozomu hybridizovanych na spravny lokus vydéleny
celkovym pocétem hybridizovanych FISH signaltil metafazového chromozomu, tento
vysledek byl vynasoben d&islem 100 a vyjadfen jako procento s intervalem
spolehlivosti 95 %.
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Tabulka 1. Analyticka specificita sondy AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1)
Translocation, Dual Fusion Probe

,AMU‘, 219221 200 200 100 98,12-100
Servend
ETO’, 8g21.3 200 200 100 98,12-100
zelena

Analyticka citlivost

Analyticka  citlivost je procento zapocitatelnych interfaznich  bunék
s predpokladanym vzorcem normalniho signalu. U kazdé z 25 suspenzi bunék
kostni dfené fixovanych Carnoyovym roztokem, které byly povazovany za
karyotypové normalni, bylo analyzovano minimalné 200 interfaznich bunék, coz
pro kazdy typ vzorku znamenalo minimainé 5 000 hodnocenych jader. Byly
analyzovany Udaje o citlivosti na zakladé procenta bunék vykazujicich normalni
predpokladany signalni vzorec, a byly vyjadfeny jako procento s 95 % intervalem
spolehlivosti.

Tabulka 2. Analyticka citlivost sondy AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1)
Translocation, Dual Fusion Probe

4965 5000 99,3

99,02, 99,58

Charakteristika normalnich meznich hodnot

Normalni mezni hodnota ve spojeni se sondami FISH je maximalni procento
zapocitatelnych interfaznich bunék se specifickym abnormalnim signalovym
vzorem, pfi kterém se vzorek povazuje pro tento signalovy vzor za normalni.

Normalni mezni hodnota byla stanovena pomoci vzorku negativnich na pfeskupeni,
které ma sonda detekovat, a beta inverzni funkce. U kazdého vzorku byly dvéma
nezavislymi analytiky zaznamenany vzorce signal(i 100 interfaznich jader, celkem
200 jader v kazdém vzorku.

Mezni hodnota byla uréena pomoci funkce B-inverse (BETAINV) v MS Excel. Byla
vypodtena jako procento interfaznich bunék vykazujicich faleSné pozitivni signalni
vzorec pomoci horni hranice jednostranného 95 % intervalu spolehlivosti
binomického rozdéleni u vzorku normalniho pacienta.

Tabulka 3. Charakteristika normalnich meznich hodnot sondy AML1/ETO
(RUNX1/RUNX1T1) Translocation, Dual Fusion Probe

Laboratofe si musi ovéfit mezni hodnoty pomoci vlastnich dat?2.

Reprodukovatelnost
Byly provedeny studie reprodukovatelnosti za uc¢elem zjisténi:
. reprodukovatelnosti na 3 pracovistich v ramci jednoho dne (mezi
vzorky),
. reprodukovatelnosti na 3 pracovistich v ramci riznych dnd (mezi dny),
. reprodukovatelnosti na 3 pracovistich v ramci riznych pracovist (mezi
pracovisti),
. reprodukovatelnosti na jednom pracovisti v ramci rGznych $arzi (mezi
Sarzemi).
Reprodukovatelnost byla stanovena tfemi nezavislymi laboratofemi, které testovaly
Sest zaslepenych vzorkll (dva negativni na preskupeni, dva vzorky s nizkou
pozitivitou, které odpovidaly 1-3nasobku mezni hodnoty, a dva vysoce pozitivni
vzorky, které obsahovaly vice nez 45 % bunék pozitivnich na pfeskupeni). Analyza
byla provedena pomoci dvou opakovani jednotlivych vzorkd v pribé&hu péti dnd,
které nenasledovaly po sobé.

V8echny tfi laboratofe provadély testovani v ramci stejného dne, v ramci rdznych
dnl avramci riznych laboratofi s pouZitim stejné $arze sondy, pficemz jedna
z laboratofi také provedla testovani reprodukovatelnosti v ramci riznych $arzi, kdy
pouzila tfi rizné $arze sondy.

Reprodukovatelnost byla stanovena na zakladé shody mezi rGznymi proménnymi
zkoumanymi pfi jednotlivych testech.

Tabulka 4. Reprodukovatelnost sondy AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1)
Translocation, Dual Fusion Probe

V ramci 90 % shoda negativni klasifikace 100 %
jednoho dne /
riznych dnud /

95 % shoda klasifikace vysoké

0,
rznych pozitivity 100 %
laboratofi
V ramei 90 % shoda negativni klasifikace 100 %

5 — -
riiznych Sarzi 95 % shoda klasifikace vysoké 100 %

pozitivity

Klinicka funkce

Aby bylo zajisténo, Ze sonda AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation Dual
Fusion Probe odhali zamérna preskupeni, byla pro tento produkt stanovena pomoci
péti studii klinicka funkce na reprezentativnich vzorcich ur¢ené populace: zbytkovy
material fixovany metanolem / kyselinou octovou v poméru 3 : 1. Studie zahrnovaly
kombinovany soubor $esti set tficeti étyF (634) vzorkd s celkovym poctem ticeti péti
(35) pozitivnich a péti set devadesati deviti (599) negativnich vzorkl ve vSech
laboratofich. Bylo zjiténo, Ze shoda/neshoda vysledkl splfiuje kritéria pfijatelnosti
pro tuto studii.

Vysledky téchto testt byly analyzovany, aby poskytly hodnoty klinické citlivosti,
klinické specificity a miru faleSné pozitivity (FPR) pozitivnich signald pomoci
jednodimenzniho pfistupu.

Tabulka 5. Klinicka funkce sondy AML1/ETO (RUNX1/RUNX1T1) Translocation
Dual Fusion Probe

Klinicka senzitivita (mira skute¢né pozitivity, TPR)* 99,74 %
Klinicka specificita (mira skute¢né negativity, TNR)* 99,90 %
Mira fale$né pozitivity (FPR) = 1-specifi¢nost* 0,10 %

Souhrn bezpecénosti a funkce (SSP)

SSP je zpfistupnén vefejnosti prostfednictvim evropské databaze zdravotnickych
prosttedkd (Eudamed), kde je propojen se zakladnim UDI-DI.

Eudamed URL: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Zakladni UDI-DI: 50558449LPH026JH

Pokud neni systém Eudamed pIné funkéni, musi byt SSP zpfistupnén verejnosti
na zakladé zZadosti zaslané e-mailem na adresu SSP@ogt.com.

Dalsi informace

Dalsi informace o produktu vam sdéli oddéleni technické podpory spole€nosti
CytoCell.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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Patenty a ochranné znamky
CytoCell je registrovana ochranna znamka spolec¢nosti Cytocell Limited.

| EC |ReP|

Historie verzi IFU

Cytocell Limited
Oxford Gene Technology

418 Cambridge Science Park

Milton Road
CAMBRIDGE

CB4 0PZ

SPOJENE KRALOVSTVI

T: +44 (0)1223 294048
F: +44 (0)1223 294986
E: probes@cytocell.com
W: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Bornbarch 1

22848 Norderstedt
NEMECKO

T: +49 40 527260

W: www.sysmex-europe.com

V001.00 2023-01-11: Novy IFU z ddvodu natizeni (EU) 2017/746
V002 2025-08-29: Odstraneni znacky UKCA.
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