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Begransningar

Produkten anvénds for att upptacka rearrangemang med brytpunkter i regionen
som tacks av derdda och gréna klonerna i denna sonduppsattning, vilken innefattar
region IGH och BCL2. Brytpunkter utanfér denna region eller varianter av
rearrangemang som ligger helt inom denna region upptécks inte alltid med denna
produkt.

Testet &r inte avsett for: fristdende diagnostisering, prenatal testning,
populationsbaserad screening, patientnara testning eller egentestning. Denna
produkt &r endast avsedd for professionellt bruk i laboratorium. Alla resultat ska
tolkas av kvalificerad personal och med beaktande av andrarelevanta testresultat.
Produkten har inte validerats for anvandning p& andra provtyper eller
sjukdomstyper an dem som den enligt specifikationen ar avsedd for.
Rapportering och tolkning av FISH-resultat ska dverensstamma med professionel
praxis och annan klinisk och diagnostisk information bér beaktas. Detta kit &r avsett
som komplement til andra diagnostiska laboratorietester och behandling bér inte
séttas in enbart p& grundval av FISH-resultaten.

Underlatenhet att folja anvisningarna kan paverka prestanda och medfora falskt
positiva/negativa resultat.

Kitet har inte validerats for andamal som faller utanfér den avsedda anvandning
som anges.

Anvandningsomrade

CytoCell IGH/BCL2 Translocation, Dual Fusion Probe &r ett kvalitativt, icke-
automatiserat fluorescerande in situ-hybridiseringstest (FISH) som anvands for att
upptécka rearrangemang mellan region 18g21.3 pa4 kromosom 18 och region
14932.3 p& kromosom 14 i hematologiskt erhallina cellsuspensioner fixerade i
Carnoys lI6sning (3:1 metanol/attiksyra) frén patienter med faststalld eler missténkt
kronisk lymfatisk leukemi (KLL) eller non-Hodgkins lymfom (NHL).

Indikationer

Produkten &ar avsedd att vara ett komplement till évriga kliniska och
histopatologiska unders6kningar inom ramen for sedvanlig diagnostik och sjukvard
dar kdnnedom om translokationsstatus for IGH-BCL2 skulle ha betydelse for den
kliniska handlaggningen.

Principerfortestet

In situ-hybridisering med fluorescens (FISH) ar en teknik som gor att DNA-
sekvenser kan upptécks p& metafaskromasomer eller interfaskarnor fran fix erade
cytogenetiska prover. Tekniken anvander DNA-sonder som hybridiserar till hela
kromosomer eller enstaka unika sekvenser och fungerar som ett kraftfult
komplement till cytogenetisk analys med Giemsa-fargning. Denna teknk kan nu
tillampas som ett viktigt undersdkningsverktyg vid prenatala och hematologiska
kromosomanalyser liksom vid kromosomanalyser av solida tumorer. Mal-DNA kan
efter fixering och denaturering hybridisera till en likaledes denaturerad,
fluorescensmérkt DNA-sond som har en komplementar sekvens. Efter
hybridisering avlagsnas obunden och ospecifikt bunden DNA-probe, och DNA
kontrastfargas for visualisering. Fluorescensmikroskopi synliggér den
hybridiserade proben p& maimaterialet.

Information om sonden

Translokationen t(14;18)(q32;921), som involverar genen IGH (immunoglobuin
heavy locus) pad 14g32.33 och genen BCL2 (BCL2 apoptosis regulator) pa
18¢21.33, ar en kand aterkommande avvikelse som ses vid maligniteter av B-
cellstyp.

Rearrangemang av IGH-BCL2 observeras i 70-95 % av alla fall av follikulért
lymfom (FL) och i 20-30 % av alla fall av diffust storcelligt B-cellslymfom (DLBCL):
Foérekomstav translokationen t(14;18) vid DLBCL ar prediktivt for utfallet och har
negativ effekt p& prognosen® BCL2-translokationer har ocks& implicerats vid
kronisk lymfoproliferativ sjukdom av B-cellstyp (CLPD) och kan ibland ocksa
forekomma vid kronisk lymfatisk leukemi (KLL)®.

Sondens specifikationer
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Produkten for IGH/BCL2 bestar av sonder mérkta med gront som tacker de
konstanta, J-, D- och variabla segmenten i IGH-genen samt en sond pa 585 kb
markt med rott som tacker genema BCL2och KDSR.

Material som medfoljer

Sond: 50 pl per flaska (5 tester) eller 100 pl per flaska (10 tester)

Sonderna tillhandahdlls férblandade i hybridiseringslosning (formamid,
dextransulfat, natriumklorid-natriumcitrat (SSC-buffert)) och &r fardiga att
anvandas.

Kontrastféarg: 150 pl per flaska (15 tester)
Kontrastfargen ar DAPI blekningsfri (ES: 0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidino2-
fenylindol)).

Varningar och forsiktighetsatgarder

1. Forinvitro-diagnostik. Endast for professionellt bruk.

2. Anvand handskar vid hantering av DNA-proberoch DAPI-kontrastfarg.

3. Probeblandningarna innehéller formamid som &r en teratogen. Undvik
inandning av angorna och hudkontakt. Hantera varsamt. Anvand handskar
och laboratorierock.

4. DAPI &r potentiellt cancerframkallande. Hantera varsamt. Anvand handskar
och laboratorierock.

5. Kasta allt farligt material enligtinstitutionens riktlinjer for hantering av riskavfal.

6. Allaanvandare maste kunna skilja mellan fargerna rétt, blatt och gront.

7. Underlatenhet att folja det foreskrivna protokollet och reagenserna kan
paverka prestandan och leda till falskt positiva/negativa resultat.

8. Proben farinte spadas eller blandas med andra prober.

9. Underlatenhet att anvanda 10ul sond i protokollsteget fore denaturering kan
paverka prestandan och leda till falskt positiva/negativa resultat.

Forvaring och hantering
-15°C  Kitet ska forvaras mellan -25 °C och -15 °C i frys fram til det
utgdngsdatum som anges pa etiketten. Sonden och flaskoma
-25°C med kontrastfarg maste forvaras morkt.

\\II/ Sonden ar stabil under frysnings- och upptiningscykler vid

— normal anvandning (néren cykel utgdrs av att sonden tas ut och

/ I satts tillbaka i frysen) och &r fotostabil i upp till 48 timmar efter

S exponering for kontinuerlig belysning. Undvik noggrant
[ ] exponering for ljus och temperaturférandringar.

Utrustning och material som beh6vs men inte medf6ljer
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Utrustningen som anvands maste vara kalibrerad:

1. Véarmeplatta (med en fast platta och exakttemperaturreglering upp till80 °C)

2. Kalibrerade instéallningsbara mikropipetter och spetsar med volym frén 1 pi til
200 pl

3. Vattenbad med exakt temperatumregleringvid 37 °C och 72 °C

4. Mikrocentrifugrér (0,5 ml)

5. Fluorescensmikroskop (se avsnittet om rekommendationer for
fluorescensmikroskop)

6. Faskontrastmikroskop

7. Renakyvetter av plast, keramiskt material eller varmetdligt glas

8. Tang

9. Kalibrerad pH-métare (eller indikatorremsor som méter pH 6,5-8,0)

10. Behallare med befuktning

11. Immersionsolja forlinser till fluorescensmikroskop

12. Béankcentrifug

13. Objektglas

14. Tackglas 24 x 24 mm

15. Timer

16. 37 °C inkubator

17. Gummilésning

18. Vortexblandare

19. Matglas

20. Magnetomrorare

21. Kalibrerad termometer

Valfri utrustning som inte medféljer
1. Cytogenetisk torkkammare

Reagenser som behdvs men inte medfdljer
20 x natriumcitratidsning (SSC)

100 % etanol

Tween-20

1 M natriumhydroxid (NaOH)

1 M saltsyra (HCI)

Renat vatten

o pLWNE

Rekommendation for fluorescensmikroskop

Anvand en 100 W kvicksilverlampa eller motsvarande och plana akromatiska
objektiv med oljeimmersion 60/63 x eller 100 x for optimal visualisering. De
fluoroforer som anvéands i detta probekit framkallas och emitteras vid foljande
vaglangder:

Gron 495 521
| Rod | 596 | 615 |

Se till att mikroskopet &ar forsett medratt excitations- och emissionsfilter fér de ovan
angivna vaglangderna. Anvand ett tredubbelt bandpassfilter for DAPI/gront
spektrum/rétt spektrum eller ett dubbelt bandpassfilter for gront/rott spektrum for
optimal samtidig visualisering av de gréna och réda fluoroforerna.

Kontrollera fluorescensmikroskopet fére anvéndning for att sékerstalla att det
fungerar ordentligt. Anvédnd immersionsdja som ar lamplig for
fluorescensmikroskopi och har en sammanséttning med 18g autofluorescens.
Undvik att blanda DAPI antifade med immersionsolja fér mikroskopet eftersom
detta gor signalerna otydliga. Folj tillverkarnas rekommendationer betraffande
lampans livslangd och filtrens &lder.

Provberedning

Kitet &r utformat for att anvandas pd hematologiskt erhalina cellsuspensioner
fixerade i Carnoys I6sning (3:1 metanol/attiksyra) och beredda enligt laboratoriets
eller institutionens riktlinjer. Bered lufttorkade prover pa objektglas i enlighet med
cytogenetiska standardférfaranden. AGT Cytogenetics Laboratory Manual
innehaller rekommendationer for provtagning, odling, insamling och montering pa
objektglas*.

Lésningsberedning

Etanollésningar

Spad 100-procentig etanol med renat vatten i féljande forhallanden och blanda
noggrant.

e  70-procentig etanol — 7 delar 100-procentig etanol med 3 delar renat vatten

e 85-procentig etanol —8,5 delar 100-procentig etanol med 1,5 delar renat vatten
Forvara losningarna upp till 6 manader i rumstemperatur i en lufttéat behallare.

2x SSC-ldsning

Spéd 1 del 20 x SSC-lésning med 9 delar renat vatten och blanda noggrart.
Kontrollera pH-vardet och justeratill 7,0 pH med den mangd NaOH eller HCI som
kravs. Forvara lésningen upp till 4 veckor i rumstemperatur i en lufttat behallare.

0,4 x SSC-lésning

Spad 1 del 20 x SSC-l6sning med 49 delar renat vatten och blanda noggrant.
Kontrollera pH-vardet och justeratill 7,0 pH med den mangd NaOH eller HCl som
kravs. Forvara lésningen upp till 4 veckor i rumstemperatur i en lufttat behallare.

2x SSC, 0,05 % Tween-20-16sning

Spad 1 del 20 x SSC-I6sning med 9 delar renat vatten. Tillsatt 5 pl Tween-20 per
10 ml och blanda val. Kontrollera pH-vérdet ochjustera till 7,0 pH med den mangd
NaOH eller HCl som krévs. Forvara lIdsningen upp till 4 veckori rumstemperatur i
en lufttat behallare.

FISH-protokoll
(Obs: Settill att proben och kontrastféargen aldrig utsatts fér mer &n begréansat med
laboratoriebelysning).

Montering p& objektglas

1. Applicera cellprovet pa ett objektglas. Lat torka. (Om en cytogenetisk
torkkammare anvénds: applicera prov pa objektglasen med en cytogenetisk
torkkammare. Kammaren ska anvéandas vidcirka 25 °C och 50 % luftfuktighet
for optimal applicering av cellprovet. Om en cytogenetisk torkkammare inte
finns att tillga ar ett dragskap ett altemativ.)

2. Lagg objektglaseti2x SSCi2 minuter i rumstemperatur utan attrora det.

3. Dehydreraitre etanolbad efter varandra (70 %, 85 % och 100 %), vart och ett
under 2 minuter i rumstemperatur.

4. Lattorka.

Fore denaturering

5. Ta ut sonden ur frysen och 1& den varmas till rumstemperatur. Centrifugera
roren latt fére anvandning.

6. Sakerstall att probeldsningen &r val blandad med en pipett.

7. Avlagsna 10 pl av proben per test och dverfor till ett mikrocentrifugror. Lagg
snabbt tillbaka aterstdende sond i frysen.

8. Lat proben och objektglaset férvarmas pa en varmeplatta vid 37 °C (+/- 1 <C)
i5 minuter.

9. Applicera 10 ul av probeblandningen pa cellprovet och lagg forsiktigt pa ett
tackglas. Forsegla med gummilésning ochlat torka helt.

Denaturering
10. Denaturera provet och proben samtidigt genom att varma objektglaset pd en
varmeplatta vid 75 °C (+/- 1 °C) i 2 minuter.

Hybridisering
11. Lagg objektglaset 6ver natten i en fuktig, ljustét behallare vid 37 °C (+/- 1 °C).

Tvéttar efter hybridisering

12. Ta ut DAPI ur frysen och Iatden varmas till rumstemperatur.

13. Ta bort tackglaset och alla spar av lim noggrant.

14. Lat objektglasetliggai0,4 x SSC (pH 7,0) vid 72 °C (+/- 1 °C) i 2 minuter utan
omrorning.

15. Lat objektglaset rinna av och I8t det ligga stilla i 2 x SSC, 0,05 % Tween-20
vid RT (pH 7,0) under 30 sekunder.

16. Lat objektglasetrinna av ochapplicera 10 pl DAPI antifade pa varje prov.

17. L&gg ett tackglas dver, avlagsna eventuellabubblor och It fargen utvecklas i
morker i 10 minuter.

18. Granska i ett fluorescensmikroskop. (Se Rekommendationer for
fluorescensmikroskop.)

Hallbarhet for fardigmonterade objektglas
Fardigmonterade objekiglas &r analyserbara i upp till 1 manad om de févaras i
morker vid eller under rumstemperatur.

Rekommendationer for forfarand et

1. Objektglas som har brants eller aldrats ger en svagare fluorescenssignal

2. Hybridiseringen kan paverkas negativt vid anvandning av andra reagenser dn
de som tillhandahalls eller rekommenderas av Cytocell Ltd.

3. Anvand en kalibrerad termometer for att mata temperaturen pa lésningar,
vattenbad och inkubatorer eftersom dessa temperaturer & avgorande for att
produkten ska fungera optimalt.

4, Vatskekoncentration, pH-varden och temperaturer ar viktiga eftersom for g
noggrannhet kan leda till icke-specifik bindning av sonden och foér hog
noggrannhet kan innebara att signalerna uteblir.

5. Ofullstandig denaturering kan innebéara att signalerna uteblir och
overdenaturering kan &ven leda till icke-specifik bindning.

6. Overhybridisering kan ge extra eller ovéntade signaler.

7. Anvandaren bor optimera protokollet for sina egna prover innan testet anvands
for diagnostik.

8. Bristfalliga forhdllanden kan resultera i icke-specifik bindning som kan
misstolkas som en sondsignal.

Tolkning av resultaten

Beddmning av objektglasets kvalitet

Objektglaset ska inte analyserasi foljandefall:

e Signalerna ar for svaga for anays i enstaka filter — for att fortsatta analysen
ska signalerna framtréda klart och tydligt och vara latta att utvardera

e Det finns véldigt manga hopklumpade/éverlappande celler som forsvarar
analysen

e >50% av cellernainte &r hybridiserade

e Detfinns en stor méngd fluorescerande partiklar mellan cellerna och/eller ett
fluorescerande dis som stér signalerna — optimalt ska bakgrunden framsta
mork eller svart och ren

e Cellkarnornas granser gar inte att urskilja och ar inte intakta

Riktlinjer for analysen
e  Tva analytiker bor analysera och toka alla prover. Eventuella awikelser bor
avgoras av en tredje analytiker.
e Allaanalytiker skaha lampliga kvalifiationer enligt godkénd nationell standard
e Varje analytiker ska oberoende av de andra bedéma 100 karnor i varje prov.
Den forsta analytikern ska borja fran véanster pa objektglaset och den anda
analytikern fran hoger
e Varje analytiker ska dokumentera sina resultat pa separata papper
e Analysera endast hela kéarnor, inte kérnor som &r Overlappande eller
hopklumpade eller tackta av cytoplasmatiskt skrap eller har hég grad av
autofluorescens
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Undvik omrédden med stora mangder cytoplasmatiskt skrap eller icke-specifik
hybridisering

Signalens intensitet kan variera aven med en enskild karna. Anvand i sa fal
enkla filter och/eller justera fokalplanet

Vid bristfalliga férhallanden kan signalernavara otydliga. Om tvasignaler med
samma farg vidror varandra, om avstandet mellan dem &r hogst tva
signalbredder eller om en tunn strang foérenar de bada signalerna ska de
betraktas somen signal

Om det finns tvivel om hurwida en cell gr att analysera eller inte, 1t bi att
analysera den

Réakna inte — karnorna ligger
fornara varandra for att
avgransningarnaska kunna
beddmas.

Rakna inte dverlappande
karor—alla omraden ibada
karnorkan inte ses.

Rakna somtva roda signaler
och tva gréna signaler—en av
de tva roda signalerna ar
diffus.

Rakna somtva roda signaler
och tva grona signaler —
mellanrummeti en av de réda
signalerna ar mindre &n tva
signalbredder.
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Férvantade resultat
Edrvantat normalt signalménster

I en normal cell forvantas tva roda och tvagrona signaler (2R, 2G).

Edrvantat onormalt signalménster

I en cell med en t(14;18)(g32.3;921)-translokation ar det forvantade signalmonstret
enrod, en gron och tva fusioner (1R, 1G, 2F).

Andra signalmonster ar méjliga i aneuploida/oregelbundna prover. Obs! Om andra
IGH-rearrangemang &n translokationen IGH-BCL2 férekommer kan den gréna
IGH-signalen eventuellt se delad ut.

Kand korsreaktivitet
Den gréna IGH-sondenkan korshybridisera med 15g11.2 och 16p11.2.

Rapportering av oénskadehandelser

Om du tror att denna produkt har fungerat daligt eller att dess prestanda har
forsamrats och att detta har bidragit till en odnskad héndelse (t.ex. férsenad eler
felaktig diagnos, forsenad eller felaktig behandling) ska detta omedelbart
rapporteras till tillverkaren (e-post: vigilance@ogt.com).

I tillampliga fall ska handelsen &ven rapporteras il behérig nationel myndighet. En
forteckning ©ver kontaktpunkter foér sékerhetsévervakning finns —pé&
http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Specifika prestanda

Analytisk specificitet

Analytisk specificitet &r den procentandel signaler som hybridiserar till ratt lokus
och ingen annan plats. Den analytiska specificiteten faststélldes genom analys av
200 mallokus. Den analytiska specificiteten beréknades som antalet FISH -signaler
som hybridiserade till ratt lokus dividerat med det totala antalet hybridiserade FISH-
signaler.

Tabell 1. Analytisk specificitet f6r IGH/BCL2 Translocation, Dual Fusion Probe

Rod
BCL2 18921 200 200 100
Gron
IGH 14q32.3 200 200 100

Analytisk sensitivitet

Analytisk sensttivitet ar den procentandel bedémningsbara interfasceller som har
det férvantade normala signalménstret. Den analytiska sensitiviteten faststalldes
genom analys av interfasceller i olika normala prover. Sensitiviteten beréknades
som den procentandel bedémningsbara celler som hade det forvéantade
signalmdnstret (med 95 % konfidensintervall).

Tabell 2. Analytisk sensitivitet fér IGH/BCL2 Translocation, Dual Fusion Probe

487 500 97,4 1,0

Beskrivning av normala cut-off-varden
Det normala cutoff-vardet i samband med FISH-prober ar hogsta procentandelen
beddmningsbara interfasceller med ett specifikt onormal signalmonster dar ett
prov anses normalt fér det signalmonstret.

Det normala cutoff-vardet faststdldes med hjalp av prover fran normala och
positiva patienter. Forvarje prov registrerades signalmonstret i 100 celler. Youden-
index beraknades for attfinna troskelvardet vid vilket sensitivitet + specificitet-1 &
maximal.

Tabell 3. Beskrivning av normalacut-off-varden for IGH/BCL2 Translocation, Dual
Fusion Probe

1R, 1G, 2F 0,99 2

Laboratorierna maste verifiera cut-off-varden med hjlp av sina egna data®®.

Precision och reproducerbarhet

Precision &r ett matt p& den naturliga variationen for ett test som upprepas flera
ganger under samma férhallanden. Denna bedémdes genom upprepade analyser
av probe med samma lotnummer som testades pd samma prov under samma
forhallanden p& sammadag.

Reproducerbarhet &r ett matt p& variabiliteten hos ett test och har faststélts
betraffande variabiliteten fran prov till prov, dag till dag och tillverkningssats il
tillverkningssats. Reproducerbarhetenfran dag til dag bedémdes genom analys av
samma prover pa tre olika dagar. Reproducerbarheten fran tillverkningssats til
tillverkningssats bedémdes genom analys pA samma dag av samma prover med
anvandning av prober fran tre olika tilverkningssatser. Reproducerbarheten fridn
prov till prov beddmdes genom analys av tre upprepningar av ett provsamma dag.
For varje prov registrerades signalménstren hos 100 interfasceller, och antalet
celleri procent med det férvantade signalmonstret beréknades.

Reproducerbarheten och precisionen berdknades som standardavvikelsen
(STDEV) mellan kopian av varje variabel och det generella medelvéardet for
STDEV.

Tabell 4. Reproducerbarhet ochprecisionférIGH/BCL2 Translocation, Dual Fusion
Probe

Precision
Prov till prov
Dag till dag
Tillverkningssats til tillverkningssats
Generell avvikelse

o|o|o|o|lo

Kliniska prestanda

Kliniska prestanda faststalldes med ett representativt stickprov fran
malpopulationen for produkten. For varje prov registrerades signalmonstren for
2100 interfasceller. En bestadmning av normalt/onormalt gjordes genom jamforelse
mellan procentandelen celler med det specifika onormala signalménstret och det
normala cutoff-vardet. Resultaten jamfordes sedan med provets kénda status.
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Resultaten fran Kliniska data analyserades i syfte att f& fram vardena for sensitivitet,
specificitet och cutoff genom ett endimensionellt férfarande.

Tabell 5. Kliniska prestandafdr IGH/BCL2 Translocation, Dual Fusion Probe

Klinisk sensitivitet (sant positivt resultat, TPR) 100%
Klinisk specificitet (sant negativt resultat, TNR) 100%
Falskt positivt resultat (FPR) = 1 — specificitet 0%

Mer information

For ytterligare information om produkten, kontakta CytoCells tekniska support.
Tfn: +44 (0) 1223 294048

E-post: techsupport@cytocell.com

Hemsida: www.ogt.com
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Patent och varumarken

CytoCell &r ettregistrerat varumérke somtillhér Cytocell Ltd.

Cytocell Ltd.

Oxford Gene Technology,
418 Cambridge Science Park,
Milton Road,

Cambridge, CB4 0PZ, UK
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