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lerobezojumi

ST ierice ir paredzéta tadu genomisko zudumu noteik§anai, kuru lielums parsniedz
regionu, ko nosedz zalais un sarkanais klons $aja zonzu komplekta un kas ietver
P53 (TP53), ATM un D13S319 redionus, vai pieaugumu noteik§anai, kuru lielums
parsniedz regionu, ko nosedz zilais klons $aja zonzu komplekta, kura ietilpst 12.
hromosomas centromérs. Izmantojot So produktu, var netikt noteikti genomiskie
pieaugumi/zudumi arpus Siem regioniem vai daléji $o regionu pieaugumi vai
zudumi.

Sis tests nav paredzéts: izmanto$anai autonoma diagnostikas lidzekla statusa,
prenatalai testéSanai, konkrétu populaciju skriningam, testéSanai arpus
laboratorijas un pastesté$anai. Sis produkts ir paredzéts tikai profesionalai
lietoSanai laboratorijas; visu rezultatu interpretéSana javeic atbilstosi kvalificétiem
darbiniekiem, nemot véra citu attiecinamo testu rezultatus.

Sis produkts nav apstiprinats lieto$anai tadu tipu paraugiem vai slimibam, kas nav
noradtti informacija par paredzéto lietojumu.

ZinoSana par luminiscentas in situ hibridizacijas rezultatiem un to interpretéSana ir
javeic atbilstoSi profesionalajiem prakses standartiem un ir janem veéra cita
kiiniska un diagnostikas informacija. Sis komplekts ir paredzéts ka citu
diagnostisko laboratorijas testu paliglidzeklis, un Iémumus par terapiju nedrikst
pienemt, vadoties tikai péc luminiscentas in situ hibridizacijas rezultatiem.
Neieverojot attiecigo protokolu, var tikt ietekméta veiktsp&ja un iegati kladaini
pozitivi vai klGdaini negativi rezultati.

Sis komplekts nav apstiprinats izmanto$anai noltkiem, kas neatbilst noraditajam
paredzétajam lietojumam.

Paredzeétais lietojums

Komplekts Cytocell® Aquarius CLL PROFILER Kit ir kvalitativs, neautomatizéts
luminiscentas in situ hibridizacijas (fluorescence in situ hybridisation — FISH)
tests, kas paredzéts hromosomalo deléciju noteik§anai 11. hromosomas regiona
11g22.3, 17. hromosomas regiona 17p13.1 vai 13. hromosomas regiona 13q14.2-
q14.3 un/vai 12. hromosmas centromériska regiona pieauguma noteik$anai
Karnua 8kiduma (3:1 metanols/etikskabe) fiksétas hematologiski iegitas Stnu
suspensijas no pacientiem, kuriem ir konstatéta hroniska limfocitiska leikémija
(HLL).

Indikacijas

Sis produkts ir paredzéts ka citu klinisko un histopatologisko testu papildinajums
atzitdas diagnostikas un kliniskds apripes metodés, kad informacija par
P53(TP53) delécijas, ATM delécijas vai D13S319 delécijas statusu un/vai 12.
hromosomas centroméra pieauguma statusu ir svariga kliniskajai parvaldibai.

Testa principi

Luminiscenta in situ hibridizacija (Fluorescence in situ hybridisation — FISH) ir
metode, kas |auj noteikt DNS sekvences metafazu hromosomas vai interfazes
kodolos fiksétiem citogenétiskiem paraugiem. Saja metodé tiek izmantotas DNS
zondes, kas hibridizéjas ar veselam hromosomam vai atseviSkdm unikalam
sekvencém un kalpo ka efektivs G joslu citogenétiskas analizes paliglidzeklis. So
metodi tagad var lietot ka batisku izmekléSanas instrumentu prenatalaja,
hematologiskaja un solidu audzé&ju hromosomalaja analizé. Mérka DNS péc
luminiscéjosi markétu DNS zondi, kurai ir papildu sekvence. Péc hibridizacijas
nesaistitda un nespecifiski saistiti DNA zonde tiek aizvakta un DNS tiek

kontrastéta vizualizacijai. Pé&c tam, izmantojot luminiscences mikroskopiju,
hibridizéto zondi var vizualizét mérka materiala.

Informacija par zondi

Komplekts Cytocell CLL PROFILER Kit ir paredzéts TP53, ATM un D13S319
deléciju noteik$anai, ka art 12. hromosomas centroméra sekvenéu pieauguma
noteik8anai periféro asinu vai kaulu smadzenu paraugos pacientiem, kuri cie$ no
hroniskas limfocTtiskas leikémijas (HLL).

ZonzZu kombinacija P53(TP53)/ATM Probe Combination

Géns TP53 (onkoproteins p53), kas atrodas 17p13.1, ir viens no svarigakajiem
antionkogéniem, ka arT spécigas iedarbibas transkripcijas faktors, kuram ir
batiska loma genétiskas stabilitates nodrosinasana. TP53 zudums ir konstatéjams
10% pacientu, kuri cie$ no HLL, un tiek uzskatits par visnelabvéligakas
prognozes markieri $aja saslimsana’=.

ATM (ATM serina/treonina kindzes) géns, kas atrodas 11922.3, ir svarigs
kontrolpunkta géns, kas iesaistits §Gnu bojajumu parvaldiba; ta funkcijas ir DNA
bojagjumu 8Gn& lmena novértéSana un mégindSana tas izlabot, fosforilgjot
galvenos substratus, kas iesaistiti reagéSanas uz DNS bojajumiem cela®. ATN
zudums ir konstatéjams 18% pacientu, kuri cie§ no HLL, un tiek uzskatits par
nelabvéligas prognozes markieri $aja saslimsana‘.

ATM/TP53 mijiedarbibas HLL ietvaros analizes rezultati norada, ka TP53 un ATM
ir svariga loma limfatiskas sistémas véZa proliferacija®. Ir konstatéts, ka ATM
pastiprina TP53 fosforilaciju, ja bojajumi ir tik lieli, ka ir nepiecieSama $unas
apoptoze (ko medié TP53). ATM delécija nonem So kontrolpunkta aktivitati un Iidz
ar to TP53 aktivizéSanu. L1dz ar to nenotiek bojato $inu labo$anas vai apoptozes
méginajumi par spiti TP53 klatbatnei. Ja ATM nepastav, bojato $tnu proliferacija
var turpinaties®.

Zonde D13S319/13qter/12cen Deletion/Enumeration

Delécijas, kas ietekmé 13q14, arf ir visbiezak sastopamas strukturalas genétiskas
aberéacijas hroniska limfocitiskaja leikémija (HLL)®"8. 30-60% HLL pacientu ir
konstatéta §T regiona heterozigota delécija, savukart 10-20% HLL pacientu ir
konstatéta §T regiona homozigota delécija®. Izdzivosanas koeficients $Tm abam
grupam ir vienads'0. Pacienti ar 13q14 delécijam tiek klasificéti ka loti zema riska
grupas parstaviji, ja nav nekadu citu genétisku bojajumu’.

Divi nekodéjoSas RNS géni, DLEU1 (deletéts limfocitiskaja leikémija 1) un DLEU2
(deletéts limfocttiskaja leikémija 2), ka arT genétiskais markieris D13S319 atrodas
patogéni kritiskaja regiona 13q1411. DLEU1 tiek uzskatits par visticamako ar HLL
saistito antionkokandidatgénu regiona 13q14'2. 12. hromosomas trisomija ir
anormalitate ar tendenci atkartoties, ta ir konstatéjama 20% HLL gadijumu'® un
biezi ir novérojama ka unikala citogenétiska aberacija (40-60% gadijumu ar 12.
hromosomas trisomiju)’. Pacienti ar 12. hromosomas trisomiju tiek klasificéti ka
piederosi pie zema riska grupas, ja nav nekadu citu genétisku bojajumu’.

Zondes specifikacija

Zonde D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe
D13S319, 13q14.2, sarkana

13qter, 13934, zila

D12Z3, 12p11.1-q11.1, zala

13q14.2:143

[

Z

D1273

Zonde Chromosome 12 Alpha Satellite Probe ir atkartotas sekvences zonde,
markéta zala krasa, un atpazist centromérisko atkartoto sekvenci D12Z3. Zonde
D13S319, markéta sarkana krasa, nosedz 156kb regionu, tostarp visu DLEU1
génu un lielako dalu DLEU2 géna, ka arT D13S319, D13S272 un RH47934
markierus. 13qgter subtelomériska specifiska zonde, kas markéta zila krasa, lauj
identificét 13. hromosomu un darbojas ka kontrolzonde.
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P53 komponent3 ietilpst 161kb zonde, markéta sarkana krasa, kas nosedz visu
P53 (TP53) génu un tam piegulo$os regionus. ATM komponenta ietilpst 182kb
zonde, markéta sarkana krasa, kas nosedz NPAT géna telomérisko galu un ATM
géna centromérisko galu aiz D11S3347 markiera.

Nodrosinatie materiali
Zonde D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe:
50 pl flakona (5 testi), 100 pl flakona (10 testi) vai 200 pl flakona (20 testi)

Zonde P53 (TP53) /ATM Probe:
50 pl flakona (5 testi), 100 pl flakona (10 testi) vai 200 pl flakona (20 testi)

Zondes tiek nodroSinatas iepriekS sajauktd veida hibridizacijas Skiduma
(formamids; dekstrana sulfats; citrata fiziologiskais $kidums (saline-sodium citrate
— SSC)) un ir gatavas lietoSanai.

Kontrasta krasviela: 150 pl flakona (15 testi) vai 500 pl flakona (50 testi)
Kontrasta krasviela ir DAPI luminiscences uzturéSanas Skidums (ES: 0,125 pg/ml
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindols)).

Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

1. Paredzéts lietoSanai in vitro diagnostika. Tikai profesionalai lieto$anai.

2. Apejoties ar DNS zondém un DAPI kontrasta krasvielu, valkajiet cimdus.

3. Zondes maisijumos ietilpst formamids, kas ir teratogéns, tadél nedrikst
pielaut to izgarojumu ieelpo$anu un nonaks$anu saskaré ar adu. Rikojieties ar
to piesardzigi; valkajiet cimdus un laboratorijas virsvalku.

4. DAPI ir potenciali kancerogéna viela. Rikojieties ar to piesardzigi; valkajiet
cimdus un laboratorijas virsvalku.

5. Atbrivojieties no visam bistamajam vielam atbilstoSi jusu iestadé spéka

esoSajam vadItnijam attieciba uz bistamu atkritumu utilizaciju.

Operatoriem jaspéj atSkirt sarkano, zilo un zalo krasu.

7. Neievérojot noradito protokolu un noradijumus par reagentiem, var tikt

ietekméta veiktspéja un iegati klGdaini pozitivi vai kladaini negativi rezultati.

Zondi nedrikst atSkaidit vai veidot maistjumus ar citam zondem.

Ja protokola priek§denaturé$anas fazes laika netiek izmantoti 10 pl zondes,

var tikt ietekméta veiktspé&ja un iegdti klGdaini pozitivi vai klGdaini negativi

rezultati.

o
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Uzglabasana un apieSanas
15°C Aquarius® komplekts ir jaglaba saldétava, temperatiras
diapazona no -25 °C Iidz -15 °C, Iidz pat deriguma termina
-25°c/ﬂ/ beigu datumam, kas noradits uz komplekta marké&juma.
Zondes un kontrasta krasvielas flakoni ir jauzglaba tumsa.

\|/ Zonde paliek stabila normalas lietoSanas gaitd notieko$ajos
\./ sasaldésanas/atkauséSanas ciklos (vienu ciklu veido zondes
A iznemsSana no saldétavas un ievietoSana atpakal saldétava) un
A\ ir fotostabila I1dz pat 48 stundam péc nonak$anas pastaviga
. apgaismojuma. Ir javeic viss iesp&jamais, lai ierobezZotu
gaismas un temperatiras svarstibu ietekmi.

Aprikojums un materiali, kas ir nepiecieSami, bet nav ieklauti komplektacija

Ir jaizmanto kalibréts aprikojums.

1. Sildierice (ar cietu sildvirsmu un precizu temperatiras regulé$anu Iidz pat
80 °C)

2. Kalibrétas dazada tilpuma mikropipetes un uzgali 1-200 pl diapazona.

3. Udens vanna ar precizu temperatiras regulé$anu — 37 °C un 72 °C

4. Mikrocentrifigas mégenes (0,5 ml)

5. Luminiscences mikroskops (sk. sadalu leteikumi attieciba uz luminiscences
mikroskopu)

6. Fazu kontrasta mikroskops

7. Tiri plastmasas, keramikas vai karstumizturiga stikla Koplina trauki

8. Pincete

9. Kalibréta pH meérierice (vai pH indikatora strémeles, ar kuram var veikt
meérfjumus pH 6,5-8,0 diapazona)

10. Konteiners ar mitru vidi

11. Luminiscencei atbilstoSa mikroskopa objektiva iegremdésanas ella

12. Galda centrifiga

13. Mikroskopa priekSmetstiklini

14. 24x24 mm segstiklini

15. Taimeris

16. 37 °C inkubators

17. Gumijas ITme

18. Virpulmaisitajs

19. Meércilindri

20. Magnétiskais maisitajs

21. Kalibréts termometrs

Papildaprikojums, kas nav ietverts komplektacija
1. Citogenétiska zavéSanas kamera

Nepiecie$amie reagenti, kas nav ietverti komplektacija

20x citrata fiziologiskais $kidums (saline-sodium citrate — SSC)
100% etanols

Tween-20

1M natrija hidroksids (NaOH)

1M salsskabe (HCI)

Attirits Gdens

SN~

Uz luminiscences mikroskopu attiecinamie ieteikumi

Lai nodroSinatu optimalu vizualizaciju, izmantojiet 100 W dzivsudraba spuldzi vai
ekvivalentu gaismas avotu un ella iegremdé&jamus 60/63x vai 100x objektivus.
Saja zonzu komplekta izmantotie fluorofori tiks ierosinati un izstaros talak
noradita garuma vilnos.

Zils 418 467
Zal§ 495 521
Sarkans 596 615

NodroSiniet,lai mikroskops bitu aprikots ar iepriek$ noraditajiem vilna garumiem
atbilstoSiem ierosmes un izstaro$anas filtriem. Lai nodroSinatu optimalu zalo un
sarkano fluoroforu vienlaicigu vizualizaciju, izmantojiet trisjoslu DAPI/zala
spektra/sarkana spektra filtru vai divjoslu zala spektra/sarkana spektra filtru.
Izmantojiet vienjoslas zilda spektra filtru zila spektra optimalai vizualizacijai vai
trisjoslu sarkana spektra/zala spektra/zila spektra filtru vienlaicigai zalo, sarkano
un zilo fluoroforu vizualizacijai.

Pirms lietoSanas parbaudiet luminiscences mikroskopu, lai parliecinatos, vai tas
darbojas pareizi. Izmantojiet iegremdéSanas ellu, kas piemérota luminiscences
mikroskopijai un nodrosina zemu autoluminiscences limeni. Izvairieties no DAPI
luminiscences uzturé$anas Skiduma sajaukSanas ar mikroskopa iegremdésanas
ellu, jo pretéja gadijuma radisies signala traucéjumi. Rikojieties atbilstosi razotaja
ieteikumiem attieciba uz spuldzes un filtru kalposanas ilgumu.

Paraugu sagatavosana

Sis komplekts ir paredzéts izmanto$anai ar periféro asinu vai kaula smadzenu
8anam, kas fiksétas Karnua Skiduma (3:1 metanols/etikskabe) fiksatora un ir
sagatavotas atbilstoSi laboratorija vai iestadé spéka eso$ajam vadliijam.
Sagatavojiet gaisa nozavétus paraugus uz mikroskopa priekSmetstikliniem
atbilstosi standarta citogenétiskajam procediram. AGT citogenétikas laboratorijas
rokasgramata ir ietverti ieteikumi par paraugu nems$anu, kulturéSanu, ievakSanu
un priekdmetstiklinu sagatavosanu'.
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Skidumu sagatavo$ana

Etanola skidumi

Atskaidiet 100% ar attiritu 0deni atbilstosi talak noraditajam proporcijam un rapigi
samaisiet.

e 70% etanols — 7 dalas 100% etanola ar 3 dalam attirita Gdens

e  85% etanols — 8,5 dalas 100% etanola ar 1,5 dalam attirita Gdens

Glabajiet 8kidumus Iidz pat 6 méneSiem istabas temperatira hermétiski
noslédzama konteinera.

2xSSC skidums

AtSkaidiet 1 dalu 20xSSC skiduma ar 9 dalam attirita Gdens un ripigi samaisiet.
Parbaudiet pH ITmeni un nodroSiniet, lai t& pH bdtu 7,0, péc nepiecieSamibas
izmantojot NaOH vai HCI. Uzglabajiet $kidumu Iidz pat 4 ménesu ilguma istabas
temperatira hermétiski noslédzama konteinera.

0.4xSSC skidums

AtSkaidiet 1 dalu 20xSSC Skiduma ar 49 dalam attirita Gdens un rapigi samaisiet.
Parbaudiet pH ITmeni un nodroSiniet, lai td pH bdtu 7,0, péc nepiecieSamibas
izmantojot NaOH vai HCI. Uzglabajiet $kidumu [idz pat 4 ménesu ilguma istabas
temperatdra hermétiski noslédzama konteinera.

2xSSC, 0,05% Tween-20 Skidums

AtSkaidiet 1 dalu 20xSSC Skiduma ar 9 dalam attirita Gdens. Pievienojiet 5 pl
Tween-20 uz 10 ml un rdpigi samaisiet. Parbaudiet pH ITmeni un nodroSiniet, lai
td pH bdtu 7,0, péc nepiecieSamibas izmantojot NaOH vai HCI. Uzglab3jiet
Skidumu ITdz pat 4 méneSu ilguma istabas temperattra hermétiski noslédzama
konteinera.

Luminiscentas in situ hibridizacijas protokols
(Piezime. NodroSiniet, lai zonde un kontrasta krasviela péc iespé&jas mazak tiktu
paklauta laboratorijas apgaismojuma iedarbibai.)

Priek$Smetstiklina sagatavosana

1. Novietojiet SGnu paraugu uz mikroskopa priekSmetstiklina, kas izgatavots no
stikla. Laujiet nozat. (Péc izvéles, ja tiek izmantota citogenétiska
zavésanas kamera: priekSmetstiklinu sagatavo$anai jaizmanto citogenétiska
zavéSanas kamera. Lai nodro$inatu optimalu $inu parauga sagatavo$anu,
kamera jadarbina, iestatot aptuveni 25 °C temperatdru un 50% mitruma. Ja
citogenétiska zavésanas kamera nav pieejama, ka alternativu var izmantot
gazu noslcéju).

2. legremdgjiet priekSmetstiklinu 2xSSC $kiduma istabas temperatira uz
2 mindtém, neveicot maisiSanu.

3. Veiciet dehidréSanas etanola sérijas (70%, 85% un 100%), katru 2 minates
istabas temperatara.

4. Laujiet nozat.

Priek$denaturésana

5. Iznemiet zondi no saldétavas un laujiet tai sasilt I1dz istabas temperatarai.

Pirms mégenu lietoanas bridi tas centrifuggjiet.

Izmantojot pipeti, parliecinieties, vai zondes 8kidums ir viendabigi samaisits.

Panemiet 10 pl zondes S$kiduma katram testam un péarnesiet to uz

mikrocentrifigas mégeni. Atlikuso zondes $kidumu nekavéjoties ievietojiet

atpakal saldétava.

8. Novietojiet zondi un parauga priekSmetstiklinu uz sildierices un veiciet
priekssildisanu 37 °C (+/- 1 °C) temperatdra 5 minates.

9. Uzlieciet 10 yl zondes maisifjuma uz S$Gnu parauga un rapigi uzlieciet
segstiklinu. Hermetizé&jiet ar gumijas ITmi un laujiet Iimei pilntba noZat.

6.
7.

Denaturésana
10. Veiciet parauga un zondes vienlaicigu denaturé$anu, sildot priekSmetstiklinu
uz sildierices 75 °C (+/- 1 °C) temperatdra 2 mindtes.

Hibridizacija
11. levietojiet priekSmetstiklinu gaismu necaurlaidiga konteinera ar mitru vidi un
atstajiet to 37 °C (+/- 1 °C) temperatdra Iidz nakamajai dienai.

Skalosana péc hibridizacijas

12. Iznemiet DAPI no saldétavas un laujiet tam sasilt [1dz istabas temperatirai.

13. Nonemiet segstiklinu un rapigi notiriet visas lTmes atliekas.

14. legremdgjiet priekSmetstiklinu 0,4xSSC (pH 7,0) 72 °C (+/- 1 °C) temperatira
uz 2 minatém nemaisot.

15. Noteciniet Skidrumu no priekSmetstiklina un iegremdgjiet to 2xSSC, 0,05%
Tween-20 8kiduma istabas temperatira (pH 7,0) uz 30 sekundém nemaisot.

16. Noteciniet Skidrumu no priekSmetstiklina un katram paraugam pievienojiet
10 pl DAPI luminiscences uzturéSanas lidzekli.

17. Uzlieciet segstiklinu, likvidejiet burbulus un laujiet krasai tumsa attistities
10 mindtes.

18. Skatiet luminiscences mikroskopa (sk. leteikumi attieciba uz
luminiscences mikroskopu).

Sagatavoto priekSmetstiklinu stabilitate
Sagatavotie priekSmetstiklini ir analiz&jami 1 méneSa perioda, ja tiek glabati
tumsa un istabas temperatira vai par istabas temperatiru zemaka temperatara.

leteikumi attieciba uz procediiru

1. PriekSmetstiklinu karséSana vai novecoSana var samazinat signala
luminiscenci.

2. Tadu reagentu izmanto$ana, kas nav uznémuma Cytocell Ltd. nodroSinatie
vai ieteiktie reagenti, var nelabvéligi ietekmét hibridizacijas apstak|us.

3. Skidumu, ddens vannu un inkubatoru temperatiras mériSanai jaizmanto
kalibréts termometrs, jo noraditas temperatiiras ievérosana ir kritiski svariga
produkta optimalas veiktsp&jas nodrosinasanai.

4. SkaloSanas Skidumu koncentracijas, pH vértibas un temperatiiras vértibas ir
svarigas, jo parak lielas pielaides gadijuma iespéjama nespecifiska sasaiste,
savukart parak mazas pielaides gadijuma iespéjama signala nepietiekamiba.

5. Nepilniga denaturéSana var izraistt signala nepietiekamibu, savukart
parmériga denaturéSana ari var izraisit nespecifisku sasaisti.

6. Parmérigas hibridizacijas dé| iesp&jami papildu vai neparedzéti signali.

7. Pirms testa izmantoSanas diagnostikas nolikiem lietotajiem ir javeic
protokola optimizacija atbilstoSi saviem paraugiem.

8. Ja apstakli nav pietiekami optimali, iespéjama nespecifiska sasaiste, kas var
tikt nepareizi interpretéta ka zondes signals.

Rezultatu interpretésana

Sagatavota priekSmetstiklina ar paraugu kvalitates novértésana

Paraugu nedrikst analizét talak noraditajos gadijumos.

e Signali ir parak vaji analizéSanai atseviSkos filtros — lai veiktu analizi,
signaliem jabat spilgtiem, labi iz8kiramiem un viegli novertéjamiem.

Ir daudz salipusu/parklajoSos $unu, kas traucé veikt analizi.

>50% $dnu nav hibridizétas.

Starp §inam atrodas pardk daudz luminisc&joSo dalinu un/vai luminiscéjoss
aizmiglojums, kas rada signala trauc&jumus, — optimala priekSmetstiklina ar
paraugu fonam jabat tum$am vai melnam un tiram.

e Sanu kodolu robezas nav iz§kiramas un nav veselas.

Uz analizi attiecinamas vadlinijas

e Katra parauga analizi un interpretéSanu ir javeic diviem laboratorijas
specialistiem. Visas neatbilstibas ir janovérs, novértéSanu veicot treSajam
laboratorijas specialistam.

Katram laboratorijas specialistam jabat attiecigi kvalificétam atbilstosi spéka
esoSajiem valsts limena standartiem.

Katram laboratorijas specialistam neatkarigi javeic novértésana 100
kodoliem no katra parauga. Pirmajam laboratorijas specialistam jasak
analize no priekSmetstiklina kreisds puses, savukart otram laboratorijas
specialistam — no priekSmetstiklina labas puses.

Katram laboratorijas specialistam jadokumenté savi rezultati atseviskas
lapas.

Ir jaanalizé tikai veseli kodoli, nevis parklajoSies kodoli, sablivéjusies kodoli
vai kodoli, kurus sedz citoplazmatiskds atliekas vai augsta Iimena
autoluminiscence.

Jaizvairds no zonam ar parmérigu citoplazmatisko atlieku apjomu vai
nespecifisku hibridizaciju.

Signala intensitate var bat mainiga, pat viena kodola. Sados gadijumos
izmantojiet atseviSkus filtrus un/vai pielagojiet fokalo plakni.

Ja apstakli nav pietiekami optimali, signali var Skist izkliedéti. Ja divi
vienadas krasas signali savstarpéji saskaras vai attalums starp tiem
neparsniedz divus signala platumus, vai arm abus signalus savieno tikko
redzams pavediens, Sie signali ir uzskatami par vienu signalu.

Ja pastav Saubas, vai Stna ir analiz€jama, neveiciet tas analizi.

Neskaitit — kodoli atrodas
parak tuvu viens otram, lai
varétu noteikt to robezas

Neskaitit parklajoSos kodolus
— nav redzamas visas abu
kodolu zonas

Skaitit ka divus sarkanus
signalus, divus zilus signalus
un divus zalus signalus —
viens no abiem sarkanajiem
signaliem ir difizs

Skaitit ka divus sarkanus
signalus, divus zilus signalus
un divus zalus signalus —
atstarpe viena sarkanaja
signala ir mazaka neka divi
signala platumi
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s
o
o
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Paredzamie rezultati
Zonde D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe
Paredzamais normalu signalu modelis

Paredzamie anormalo signalu modeli

Sana ar hemizigotu D13S319 lokusa deléciju paredzamais signalu modelis ir
viens sarkans, divi zili un divi zali signali (1S, 2Zi, 2Z).

Sina ar homozigotu D13S319 lokusa deléciju paredzamais signalu modelis ir divi
zili un divi zali signali, bez sarkaniem signaliem (0S, 2Zi, 2Z).

Sana ar 12. hromosomas trisomiju un normalu D13S319 statusu paredzamais
signalu modelis ir divi sarkani signali, divi zili signali un tris zali signali (2S, 2Zi,
3Z).

Siana ar 12. hromosomas trisomiju un hemizigotu D13S319 deléciju paredzamais
signalu modelis ir viens sarkans signals, divi zili signali un tris zali signali (1S, 2Zi,
37Z).

Sina ar 12. hromosomas trisomiju un homozigotu D13S319 deléciju paredzamais
signalu modelis ir divi zili signali un tris zali signali, bez sarkaniem signaliem (0S,
2Zi, 32).

Citi signalu modeli ir iesp&jami aneiploidos/nelidzsvarotos paraugos.

Zonde P53/ATM Probe
Paredzamais normalu signalu modelis

Paredzamie anormalo signalu modeli

Siana ar ATM deléciju paredzamais signalu modelis ir divi sarkani signali un viens
zal$ signals (28, 12).

Sana ar P53 deléciju paredzamais signalu modelis ir viens sarkans un divi zali
signali (1S, 2Z).

Citi signalu modeli ir iesp&jami aneiploidos/nelidzsvarotos paraugos.

Zinama krusteniska reakcija
Zala D12Z3 zonde var uzradt krustenisko hibridizaciju ar 3c, 6¢, 7c un 10c.

Zinosana par nevélamiem notikumiem

Ja uzskatat, ka ir raduSies Sis ierices darbibas traucéjumi vai tas veiktspé&jas
raditdji ir pasliktinajusies, iesp&jami izraisot nelabvéligu notikumu (pieméram,
novélotu vai nepareizu diagnozi, novélotu vai nepiemérotu terapiju), par to
nekavéjoties jazino razotajam (e-pasta adrese: vigilance@ogt.com).

Bar $adu notikumu arT var bat jazino kompetentajai iestadei attiecigaja valstr.
Kontaktpersonu medicinas ieri€u kontroles jautdjumos saraksts ir atrodams $aja
vietné: http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Specifiskas veiktspéjas raksturlielumi

Analitiskais specifiskums

Analitiskais specifiskums tiek izteikts ka to signdlu procentudla vértiba, kas
hibridizéjas ar pareizo lokusu un nekadu citu vietu. Analttiskais specifiskums tika
noteikts, veicot 200 mérka lokusu analizi. Analitiskais specifiskums tika noteikts,
luminiscentas in situ hibridizacijas signalu, kas hibridizéjas ar pareizo lokusu,
skaitu izdalot ar hibridizéto luminiscentas in situ hibridizacijas signalu kopskaitu.

1. tabula Komplekta CLL PROFILER Kit analitiskais specifiskums

D13S319/ Sarkana
Zonde D13S319 13q14.2 200 200 100
13qter/12cen Zila
Deletion, 13qter 13q34 200 200 100
Enumeration Zala, 12p11.1-
Probe D1223 q11.1 200 200 100
Zonde Sanans | 47p13 200 200 100
P53/ATM Zala
Probe ATM 11922.3 200 200 100
Analitiskais jutigums

Analitiskais jutigums tiek izteikts k& novértéjamu interfazes Stnu ar paredzamu
normalo signalu modeli procentuald vértiba. Analitiskais jutigums tika noteikts,
analizéjot interfazes Slnas dazados normalos paraugos. Jutigums tika aprékinats
k& novértéjamo Stnu ar paredzamo signalu modeli procentuala vértiba (ar 95%
ticamibas intervalu).

2. tabula Komplekta CLL PROFILER Kit analitiskais jutigums

D138319/
Zonde 13qter/12cen
Deletion,
Enumeration Probe

467 500 93,4 2,6

Zonde P53/ATM

Probe 479 500 95,8 17

Normalitates robeZvértibu raksturojums

Uz luminiscentas in situ hibridizacijas zondém attiecinama normalitates
robezvértiba ir novértéjamu interfazes $0nu ar specifisku anormalo signalu
modeli, ar kadu paraugs ir uzskatdms par normalu attieciba uz $adu signalu
modeli, maksimala procentuala vértiba.
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Normalitates robezvértiba tika noteikta, izmantojot paraugus no normaliem un
pozitiviem pacientiem. Katram paraugam tika registréti 100 $Gnu signalu modeli.
Tika aprékinats Judena indekss, lai noteiktu robezvertibu, kurai ir maksimizéts
jutigums + specifiskums -1.

3. tabula Komplekta CLL PROFILER Kit normalitates robezvértibu raksturojums

D13S319/ D13S319
Zonde hemizigota 1S, 2Zi, 2Z 0,96 6
13qter/12cen delécija
Deletion,
Enumeration | 12 hromosomas | 5q o7 37 0,99 4
trisomija
Probe
Zonde P53 delécija 18, 22 0,99 8
P53/ATM —
Probe ATM delécija 28,12 0,99 8

Laboratorijam javeic robezvértibu verifikacija, izmantojot savus datus'16.

Precizitate un reproducéjamiba

Precizitate ir testa dabigo atSkiribu raditajs, testu atkartojot vairakas reizes
vienados apstaklos. Sis raditajs tika noteikts, analiz&jot atkartotu viena parauga
testéSanu ar zondém no vienas partijas, vienados apstaklos un viena diena.

Reproducéjamiba ir testa variabilitates raditajs un ir noteikta, nemot véra paraugu
imena, dienas Iimena un partijas [mena variabilitdti. Dienas Iimena
reproducéjamiba tika noteikta, analizéjot vienus un tos pasus paraugus tris
dazadas dienads. Partijas Tmena reproducéjamiba tika noteikta, viena diena
analiz&jot vienus un tos pasus paraugus un izmantojot zondes no tris dazadam
partijam. Paraugu limena reproducéjamiba tika noteikta, analizéjot tris parauga
replikatus viena diena. Katram paraugam tika registréti 100 interfazes $tnu
signalu modeli un tika aprékinata Stnu ar paredzamo signalu modeli procentuala
vértiba.

Reproducéjamiba un precizitate tika aprékinatas ka standartnovirze (Standard
Deviation — STDEYV) starp replikatiem katram mainigajam, ka art visparéja vidéja
STDEV.

4. tabula Komplekta CLL PROFILER Kit reproducéjamiba un precizitate

Zonde
o 1’7?/ [Sater/126en | zonde P53/ATM Probe

Probe
Precizitate 1,28 1,37
Paraugu limena 1,30 1,60
Dienas limena 4,12 2,27
Partijas Tmena 2,04 1,77
Vispariga novirze 3,30 1,98

Kliniska veiktspéja

Kliniska veiktspéja tika noteikta, izmantojot produkta paredzéto populaciju
reprezent&joSu paraugu. Katram paraugam tika registréti 2100 interfazes $tnu
signalu modeli. Normalitate/anormalitate tika noteikta, salidzinot S$dnu ar
specifisku anormalo signdlu modeli procentualo vértibu ar normalitates
robezveértibu. Rezultati péc tam tika salidzinati ar zinamo parauga statusu.

Klinisko datu rezultati tika analizéti, lai iegltu jutiguma, specifiskuma un
normalitates vértibas, izmantojot viendimensionalu pieeju.

5. tabula Komplekta CLL PROFILER Kit kliniska veiktspé&ja

Zonde D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe

D13S319 96,6% 99,5% 0,5%
elécija
12.

hromosomas 100% 100,0% 0%

trisomija

Zonde P53/ATM Probe

P53 delécija 100% 100% 0%
ATM delécija 100% 100% 0%

Papildinformacija

Lai sanemtu papildinformaciju par produktu, sazinieties ar Cytocell tehniska
atbalsta nodalu.

Talr.: +44 (0)1223 294048

E-pasts: techsupport@cytocell.com

Timeklt: www.cytocell.com
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Patenti un pre¢u zimes
Aquarius un Cytocell ir registrétas uznémuma Cytocell Ltd. preu zimes.

Cytocell Ltd.

Oxford Gene Technology,

418 Cambridge Science Park,

Milton Road,

Cambridge, CB4 OPZ, Apvienota Karaliste
Talr.: +44(0)1223 294048

Fakss: +44(0)1223 294986

E-pasts: probes@cytocell.com

TimekIT: www.cytocell.com
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