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Avsett andamal

CytoCell® FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual Fusion Probe &r ett
kvalitativt, icke-automatiserat fluorescerande in situ-hybridiseringstest (FISH) som
anvands for att upptacka rearrangemang mellan region 1524 pa kromosom 15
och region 17921.1-g21.2 pa kromosom 17 i hematologiskt erhallna
cellsuspensioner fixerade i Carnoys ldsning (3:1 metanol/attiksyra) fran patienter
med faststalld eller misstankt akut myeloisk leukemi (AML).

Bruksanvisning

Den héar enheten ar avsedd att vara ett komplement till 6vriga kliniska och
histopatologiska undersékningar inom ramen fér sedvanlig diagnostik och sjukvard
dar kdnnedom om translokationsstatus for PML::RARA skulle ha betydelse for den
kliniska handlaggningen.

Begrénsningar

Den har enheten anvands for att upptacka rearrangemang med brytpunkter i
regionen som tacks av de réda och gréna klonerna i denna sonduppsattning, vilken
innefattar regionerna PML och RARA. Brytpunkter utanfér denna region eller
varianter av rearrangemang som ligger helt inom denna region upptacks inte alltid
med den har enheten.

Enheten ar inte avsedd for fristdende diagnostisering, behandlingsvéagledande
diagnostik, prenatal testning, populationsbaserad screening, patientnara testning
eller egentestning.

Enheten har inte validerats for anvandning pa andra prov- eller sjukdomstyper, eller
fér andamal som faller utanfér den avsedda anvéndning som anges.

Den ar avsedd som komplement till andra diagnostiska laboratorietester och
behandling bor inte sattas in enbart pa grundval av FISH-resultaten.

Rapportering och tolkning av FISH-resultat ska utféras av kvalificerad personal i
enlighet med professionell praxis och annan klinisk och diagnostisk information
samt andra relevanta testresultat bor beaktas.

Den har enheten ar endast avsedd for professionellt bruk i laboratorium.
Underlatenhet att folja anvisningarna kan paverka prestanda och leda till falskt
positiva/negativa resultat.

Principer for testet

In situ-hybridisering med fluorescens (FISH) ar en teknik for att upptédcka DNA-
sekvenser pa metafaskromosomer eller interfaskarnor fran fixerade cytogenetiska
prover. Tekniken anvander DNA-sonder som hybridiserar till hela kromosomer eller
enstaka unika sekvenser och fungerar som ett kraftfullt komplement till
cytogenetisk analys med Giemsa-fargning. Tekniken gar nu att tillampa som ett
viktigt undersodkningsverktyg vid prenatala och hematologiska kromosomanalyser
liksom vid kromosomanalyser av solida tumérer. Mal-DNA kan efter fixering och
denaturering hybridisera till en likaledes denaturerad, fluorescensmarkt DNA-sond
med en komplementar sekvens. Efter hybridisering avlagsnas obunden och
ospecifikt bunden DNA-sond, och DNA kontrastfargas for visualisering.
Fluorescensmikroskopi synliggér den hybridiserade sonden pa malmaterialet.

Information om sonden
Genen PML (promyelocytic leukemi) sitter pa 15924.1 och genen RARA (retinoic
acid receptor alpha) sitter pa 17921.2. Translokationen t(15;17)(q24;921) ger

upphov till fusionsgenen PML::RARA och ar det diagnostiska kannetecknet for akut
promyelocytleukemi (APL).

Sonden FAST PML/RARa FISH mdjliggér snabb upptéckt av rearrangemanget da
endast en timmes hybridisering kravs.

Fusionsgenen PML:: RARA produceras av translokationen t(15;17)(q24;921) som
ses i 6ver 90 % av fallen av APL, en leukemi som utgér 5 — 8 % av alla fall av akut
myeloisk leukemi (AML)'2. | en andel av fallen kan varianter av RARA-
translokationer ses. Kanda fusionspartners ar bland annat NPM1 pa 5q35, NUMA1
pa 11913, ZBTB16 (PLZF) pa 11923, STAT5B pa 17921, PRKAR1A pa 17924,
FIP1L1 pa 4912 och BCOR péa Xp11345,

Bade PML och RARA har implicerats vid normal hematopoes. PML har aktivitet for
tillvéxthdmning och apoptosframjande, medan RARA &r en transkriptionsfaktor
som reglerar effekten av retinoidsyra vid specifika svarselement®. Fusionsproteinet
PML::RARA beter sig som en féréandrad retinoidsyrareceptor med formagan att
avge onkogena signaler’.

Omedelbar behandling av patienter med APL ar av yttersta vikt pa grund av dédliga
koagulationsstdérningar och livshotande blédning vid diagnos. Innan tretinoin (all-
trans-retinoic-acid, ATRA) och arseniktrioxid (ATO) infordes i
behandlingsprotokollen for APL hade sjukdomen dalig prognos. Men sedan dessa
behandlingar inférdes har den 6vergripande 6verlevnaden 6kat dramatiskt och
nastan 90 %° av patienterna botas. Patienter med varianter av RARA-
translokationer uppvisar varierande mottaglighet fér behandling. Vissa patienter
uppvisar resistens mot behandlingsprotokollen®5. Darfor &r det viktigt att skilja
mellan APL-patienter med PML::RARA-fusion och patienter med varianter av
RARA-translokationer.

Sondens specifikationer
PML, 15924, rod
RARaq, 17921.1-q21.2, grén
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Sondblandningen fér PML (markt i rétt) bestar av en sond pa 153 kb som faster
centromert om PML-genen som tacker markéren D15S169, och en sond pa 176 kb
som faster telomert om PML-genen som tacker markéren D15S965.
Sondblandningen for RARa (RARA) (markt i gront) bestar av en sond pa 195 kb
som faster centromert om RARa (RARA)-genen och stracker sig éver CASC3-
genen, och en sond pa 166 kb som inkluderar den telomera &nden av RARa
(RARA)-genen samt generna TOP2A, IGFBP4 och TNS4.

Material som medféljer

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

Sonderna tillhandahalls férblandade i hybridiseringslésning (< 65 % formamid, <
20 mg dextransulfat, < 10 % av 20x natriumklorid-natriumcitrat (SSC-buffert)) och
ar fardiga att anvandas.

Kontrastfarg: 150 pl per flaska (15 tester)
Kontrastfargen ar DAPI antifade ES (0,125 ug/ml DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol)
i glycerolbaserat fastmedel).

Varningar och forsiktighetsatgarder
1. For in vitro-diagnostik. Endast for professionellt bruk i laboratorium.
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2. Sondblandningarna innehaller formamid som &ar en teratogen. Undvik
inandning av angorna och hudkontakt. Hantera varsamt. Anvand handskar
och laboratorierock.

3. Hantera DAPI varsamt. Anvand handskar och laboratorierock.

4. Anvand inte skadade flaskor eller om dess innehall har aventyrats pa nagot
satt.

5. Kassera produkten pa ett sakert satt genom att folja lokala bestdmmelser samt
rekommendationerna i sékerhetsdatabladet. Detta galler dven for skadat
testkitsinnehall.

6. Kassera anvand reagens och annat kontaminerat material for engangsbruk pa
samma satt som vid kassering av smittfarligt eller potentiellt smittfarligt avfall.
Det ar laboratoriets ansvar att hantera fast och flytande avfall i enlighet med
dess typ och hur pass farligt det ar. Avfallet ska hanteras och kasseras (av
personal eller via extern hjalp) i enlighet med tillampliga bestdmmelser.

7. Alla anvandare maste kunna skilja mellan fargerna rétt, blatt och gront.

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

. Sonden far inte spadas eller blandas med andra sonder.

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

11. Alla produkter maste valideras fére anvandning.

12. Interna kontroller med opaverkade cellpopulationer i testproverna ska utféras.

Temperatursdefinitioner

e -20 °Clfryst/i frys: -25°C+-15°C
e 37°C: +37°C+1°C
¢« T72°C: +72°C+1°C
¢ 75°C: +75°C+1°C

e Rumstemperatur (RT): +15°C ++25°C
Forvaring och hantering
-16°C  Kitet ska forvaras mellan -25 °C och -15°C i frys fram fill det
utgangsdatum som anges pa etiketten. Sonden och flaskorna
-25°C med kontrastfarg maste férvaras morkt.

\I/ FISH-sonden, DAPI Antifade ES-kontrastfargen och
\./ hybridiseringslésningen &r stabila under frysnings- och
//— e upptiningscykler vid normal anvandning (nér en cykel utgérs av
AI att flaskan tas ut och sétts tillbaka i frysen) — fem cykler fér FISH-
. sondflaskor pa 50 pl (5 tester), tio cykler fér FISH-sondflaskor

pa 100 pl (10 tester) och 15 cykler for kontrastfargsflaskor pa

150 pl (15 tester). Minimera risken for ljusexponering och undvik om mdjligt.
Forvara komponenterna i den medféljande ljusskyddade behallaren. Om
komponenterna hanteras eller forvaras i férhallanden utdver de som anges pa
etiketten ar det mojligt att de inte fungerar som de ska, vilket kan paverka
analysresultaten. Se till att undvika exponering av ljus och temperaturférandringar.

Utrustning och material som behdvs men inte medfoéljer

Utrustningen som anvands maste vara kalibrerad:

1. Varmeplatta (med en fast platta och exakt temperaturreglering upp till 80 °C)

2. Kalibrerade instéllningsbara mikropipetter och spetsar med volym mellan
1-200 pl

3. Vattenbad med exakt temperaturreglering vid 37 °C och 72 °C

4.  Mikrocentrifugror (0,5 ml)

Fluorescensmikroskop  (se  avsnittet om  rekommendationer  for

fluorescensmikroskop)

6. Faskontrastmikroskop

7. Rena kyvetter av plast, keramiskt material eller varmetaligt glas

8. Tang

9. Kalibrerad pH-matare (eller indikatorremsor som mater pH 6,5 — 8,0)

10. Behallare med befuktning

11. Immersionsolja for linser 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

o

Valfri utrustning som inte medféljer
1. Cytogenetisk torkkammare

Reagenser som behévs men inte medfoljer

20 x natriumklorid-natriumcitratlésning (SSC)
100 % etanol

Tween-20

1 M natriumhydroxid (NaOH)

1 M saltsyra (HCI)

Renat vatten

oA WN =~

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 anvénds i denna sonduppsattning exciteras och emitteras vid
féljande vaglangder:

Grén 495 521
Réd 596 615

Se till att mikroskopet ar forsett med ratt excitations- och emissionsfilter for 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 anvandning for att sakerstélla att det
fungerar  ordentligt. Anvand immersionsolia som ldmpar sig  for
fluorescensmikroskopi och har en sammanséttning med lag autofluorescens.
Undvik att blanda DAPI antifade med immersionsolja fér mikroskopet eftersom
detta gor signalerna otydliga. Folj tillverkarnas rekommendationer betraffande
lampans livslangd och filtrens alder.

Provberedning

Kitet ar utformat for att anvandas pa hematologiskt erhallna cellsuspensioner
fixerade i Carnoys l6sning (3:1 metanol/attiksyra) som &r beredda enligt
laboratoriets eller institutionens riktlinjer. Bered lufttorkade prover pa objektglas i
enlighet med cytogenetiska standardférfaranden. AGT Cytogenetics Laboratory
Manual innehaller rekommendationer foér provtagning, odling, insamling och
montering pa objektglas®.

Lésningsberedning

Etanollésningar

Spad 100-procentig etanol med renat vatten i féljande férhallanden 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 I6sningarna upp till 6 manader i rumstemperatur i en lufttat behallare.

2 x SSC-l6sning

Spad 1 del 20 x SSC-lésning med 9 delar renat vatten och blanda noggrant.
Kontrollera pH-vardet och justera till pH 7,0 med den mangd NaOH eller HCI som
kravs. Forvara I6sningen upp till fyra veckor i rumstemperatur i en lufttat behallare.

0,4 x SSC-I6sning

Spad 1 del 20 x SSC-lésning med 49 delar renat vatten och blanda noggrant.
Kontrollera pH-vardet och justera till pH 7,0 med den mangd NaOH eller HCI som
kravs. Forvara I6sningen upp till fyra veckor i rumstemperatur i en lufttat behallare.

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

Spéad 1 del 20 x SSC-I6sning med 9 delar renat vatten. Tillsatt 5 yl Tween-20 per
10 ml och blanda val. Kontrollera pH-vardet och justera till pH 7,0 med den mangd
NaOH eller HCI som kravs. Forvara I6sningen upp till fyra veckor i rumstemperatur
i en lufttat behallare.

SNABBT FISH-protokoll — En (1) timmes hybridisering
(Obs: Se till att sonden och kontrastfargen aldrig utsatts fér mer an begransat med
laboratoriebelysning.)

Montering pa objektglas

1. Applicera cellprovet pa ett objektglas. Lat torka. (Vid anvédndning av
cytogenetisk torkkammare: Kammaren ska anvandas vid cirka 25 °C och
50 % luftfuktighet for optimal applicering av cellprovet. Om en cytogenetisk
torkkammare inte finns att tiliga ar ett dragskap ett alternativ.)

2. Lagg objektglaset i 2 x SSC i tva minuter i rumstemperatur (RT) utan att rora
det.

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

4. Lat torka.

Fére denaturering

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

6. Sakerstall att sondlésningen ar val blandad med en pipett.

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

8. Lat sonden och objektglaset férvarmas pa en varmeplatta vid 37 °C (+/- 1 °C)
i fem minuter.

9. Applicera 10 pl av sondblandningen pa cellprovet och lagg forsiktigt pa ett
tackglas. Forsegla med gummildsning och lat torka helt.

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

Hybridisering
11. Lat objektglaset ligga i en fuktig, ljustat behallare vid 37 °C (+/- 1°C)ien (1)
timme.

Tvattar efter hybridisering
12. Ta ut DAPI ur frysen och lat den varmas upp till rumstemperatur.
13. Ta bort tackglaset och alla spar av lim noggrant.
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14. Lat objektglaset ligga i 0,4 x SSC (pH 7,0) vid 72 °C (+/- 1 °C) i 2 minuter utan
omrdrning.

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

16. Lat objektglaset rinna av och applicera 10 yl DAPI antifade pa varje prov.

17. Lagg ett téckglas dver, avliagsna eventuella bubblor och lat fargen utvecklas i
morker i 10 minuter.

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

Standard FISH-protokoll — Hybridisering 6ver natt
(Obs: Se till att sonden och kontrastfargen aldrig utsatts fér mer an begransat med
laboratoriebelysning.)

Montering pa objektglas

1. Applicera cellprovet pa ett objektglas. Lat torka. (Vid anvandning av
cytogenetisk torkkammare: Kammaren ska anvandas vid cirka 25 °C och
50 % luftfuktighet for optimal applicering av cellprovet. Om en cytogenetisk
torkkammare inte finns att tillga &r ett dragskap ett alternativ.)

2. Lagg objektglaset i 2 x SSC i tva minuter i rumstemperatur (RT) utan att réra
det.

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

4. Lat torka.

Fore denaturering

5. Ta ut sonden ur frysen och lat den varmas upp till rumstemperatur.
Centrifugera réren 1att fére anvandning.

6. Sakerstall att sondlésningen ar val blandad med en pipett.

7. Avlagsna 10 pl av sonden per test och éverfor till ett mikrocentrifugrér. Lagg
snabbt tillbaka aterstdende sond i frysen.

8. Lat sonden och objektglaset forvarmas pa en varmeplatta vid 37 °C (+/- 1 °C)
i fem minuter.

9. Applicera 10 pl av sondblandningen pa cellprovet och lagg forsiktigt pa ett
tackglas. Foérsegla med gummildsning och lat torka helt.

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

Hybridisering
11. L&gg objektglaset 6ver natten i en fuktig, ljustat behallare vid 37 °C (+/- 1 °C).

Tvéttar efter hybridisering
. Ta ut DAPI ur frysen och lat den varmas upp till rumstemperatur.

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

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

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

16. Lat objektglaset rinna av och applicera 10 yl DAPI antifade pa varje prov.

17. L&gg ett tackglas dver, avldgsna eventuella bubblor och lat fargen utvecklas i
morker i 10 minuter.

18. Granska i ett fluorescensmikroskop (se Rekommendationer for

fluorescensmikroskop).

Rekommendationer for forfarande

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

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

3. Anvand en kalibrerad termometer for att mata temperaturen pa Idsningar,
vattenbad och inkubatorer eftersom dessa temperaturer ar avgérande for att
produkten ska fungera optimalt.

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

5. Ofullstandig denaturering kan ge utebliven signal, och éverdenaturering kan
aven resultera i icke-specifik bindning.

6. Overhybridisering kan ge extra eller ovéantade signaler.

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

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

Tolkning av resultaten

Beddmning av objektglasets kvalitet

Objektglaset ska inte analyseras i féljande fall:

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

e Det finns valdigt manga hopklumpade/dverlappande celler som forsvarar
analysen.

e Om >50 % av cellerna ar inte hybridiserade.

e Det finns en stor mangd fluorescerande partiklar mellan cellerna och/eller ett
fluorescerande dis som stor 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 tolka alla prover. Eventuella avvikelser bor
avgoras av en tredje analytiker.

e Alla analytiker ska ha lampliga kvalifikationer enligt godkénd nationell
standard.

e Varje analytiker ska oberoende av de andra bedéma 100 karnor i varje prov.
Den forsta analytikern ska borja fran vanster pa objektglaset och den andra
analytikern fran hoger.

e Varje analytiker ska dokumentera sina resultat pa separata papper.

e Analysera endast hela karnor, inte kdrnor som ar éverlappande, hopklumpade
eller tackta av cytoplasmatiskt skrap eller har hég grad av autofluorescens.

e Undvik omraden med stora mangder cytoplasmatiskt skrap eller icke-specifik
hybridisering.

e Signalens intensitet kan variera dven med en enskild kdrna. Anvand i sa fall
enkla filter och/eller justera fokalplanet.

e Vid bristfalliga férhallanden kan signalerna vara otydliga. Om tva signaler med
samma féarg vidror varandra, om avstandet mellan dem &ar hogst tva
signalbredder eller om en tunn stréng férenar de bada signalerna ska de
betraktas som en signal.

e Vid analys av tvafargade separationssonder galler att om mellanrummet
mellan den réda och gréna signalen inte ar stérre an 2 signalbredder ska
signalen raknas som icke rearrangerad/sammanslagen.

e Vid analys av trefargade separationssonder géller att om mellanrummet
mellan nagon av de tre signalerna (réda, gréna och bla) inte ar stérre an tva
signalbredder ska signalen réknas som icke rearrangerad/sammanslagen.

e Om det finns tvivel om huruvida en cell gar att analysera eller inte, lat bli att
analysera den.

Rakna inte — karnorna ligger for
nara varandra for att
avgransningarna ska kunna
bedémas.

Réakna inte 6verlappande karnor —
alla omraden i bada karnor kan
inte ses.

Rakna som tva roda signaler och
tva grona signaler — en av de tva
réda signalerna ar diffus.

Rakna som tva roda signaler och
tva grona signaler — mellanrummet
i en av de réda signalerna ar
mindre an tva signalbredder.

Forvantade resultat
Edrvantat normalt signalménster

| en normal cell férvantas tva réda och tva gréna signaler (2R2G).

Férvantade onormala signalmdnster

| celler med translokationen t(15;17)(q24.1;921) férvantas en rod signal, en grén
signal och tva fusionssignaler (1R1G2F).

Andra signalménster kan férekomma vid aneuploida/obalanserade prover.
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Kénda relevanta stérningar/stérande @mnen
Inga kanda relevanta stérningar/stérande @mnen.

Kénd korsreaktivitet
Ingen kénd korsreaktivitet.

Rapportering av allvarliga incidenter

For patienter/anvandare/tredje part inom EU och i lander med samma
bestammelser ((EU) 2017/746-direktiv om medicintekniska produkter for in vitro-
diagnostik): allvarliga incidenter som sker i samband med anvandning av den har
enheten ska rapporteras till tillverkaren och behérig nationell myndighet.

Allvarliga incidenter som sker i andra lander ska rapporteras till tillverkaren och
behorig nationell myndighet (om tillampligt).

For kontakt gallande sakerhetsdvervakning hos tillverkare: vigilance@ogt.com

En forteckning 6ver kontaktpunkter for sakerhetsdvervakning for behdriga
nationella myndigheter inom EU finns pa:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts _en

Specifika prestanda

Analytisk specificitet

Analytisk specificitet definieras som den procentandel signaler som hybridiserar till
ratt locus och ingen annan plats. Fyra kromosomloci i var och en av tjugo
metafasceller fran samtliga fem prov analyserades, varav 400 datapunkter erhdlls.
Placeringen av varje hybridiserad sond kartlades och antalet FISH-signaler i
metafaskromosomer som hybridiserade till ratt locus registrerades.

Den analytiska specificiteten hos varje sond i uppsattningen beraknades som antal
FISH-signaler i metafaskromosomer som hybridiserats till ratt locus, dividerat med
det totala antalet hybridiserade FISH-signaler i metafaskromosomer. Detta resultat
multiplicerades med 100, uttrycktes som procent och angavs med 95 %
konfidensintervall.

Tabell 1. Analytisk specificitet for FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual
Fusion Probe

15q24.1 200 200 100 % 98,12 — 100 %
17921.1- . —
17921.2 200 200 100 % 98,12 - 100 %

Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet &r den procentandel beddmningsbara interfasceller som har
det férvéntade normala signalménstret. Minst 100 interfasceller analyserades for
vart och ett av 25 fixerade cellsuspensioner fran benmarg och 25 fixerade
cellsuspensioner fran perifert blod med en snabbhybridiseringsmetod, och 25
fixerade cellsuspensioner fran benmarg med hybridisering &6ver natt. Detta
resulterade i minst 2 500 bedémda karnor for perifert blod och 5 000 bedémda
karnor for benmargsprov. Sensitivitetsdata analyserades baserat pa
procentandelen celler som uppvisade ett normalt férvantat signalménster och
uttrycktes som procent med 95 % konfidensintervall.

Tabell 2. Analytisk sensitivitet for FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual
Fusion Probe

Benmarg — snabb >95% 98,80 %
hybridisering (97,96 — 99,63 %)

Benmarg — >959% 98,52 %
hybridisering éver natt (97,76 — 99,28 %)

Perifert blod — snabb >05% 99.31 %
hybridisering (98.66 — 100.00 %)

Beskrivning av normala cut-off-vdrden

Det normala cut-off-vardet definieras som procentandelen celler som uppvisar ett
falskt positivt signalmdnster med vilket en individ skulle anses normal och som inte
stdmmer 6verens med en klinisk diagnos. Minst 100 interfasceller analyserades for
vart och ett av 25 fixerade cellsuspensioner fran benméarg och 25 fixerade
cellsuspensioner fran perifert blod med en snabbhybridiseringsmetod, och 25
fixerade cellsuspensioner fran benmarg med hybridisering 6ver natt. Detta
resulterade i minst 2 500 bedémda karnor for perifert blod och 5 000 bedémda
karnor fér benmargsprov.

Cut-off-vardet berdknades med B-invers-funktionen (BETAINV) i MS Excel. Det
berédknades som procentandelen interfasceller som uppvisade ett falskt positivt
signalmonster. Den &vre gransen av ett ensidigt 95 % konfidensintervall av
binomialférdelningen i ett normalt patientprov anvandes.

Tabell 3. Beskrivning av _normala cut-off-vérden fér FAST PML/RARa (RARA)
Translocation, Dual Fusion Probe

Benmarg — snabb hybridisering 2,71 %
Benmarg — hybridisering éver natt 3,44 %
Perifert blod — snabb hybridisering 4,36 %

Laboratorierna méaste verifiera cut-off-vérden med hjélp av sina egna data®°.

Precision

Produktens precision har uppmaétts som precision inom samma dag (fran prov till
prov), precision mellan olika dagar (fran dag till dag) och precision mellan olika loter
pa samma inrattning (fran lot till lot).

Tva prover per hybridiseringsmetod anvéandes for att bedéma precisionen hos
produkten: ett negativt benméargsprov och ett svagt positivt benmérgsprov. Det
svagt positiva benmargsprovet (2-4x produktens cut-off-varde) skapades genom
att tillsatta ett kant positivt prov till ett normalt benméargsprov som anvandes for att
testa produkten runt det faststéllda cut-off-vardet.

For att faststélla precisionen mellan dagar och inom samma dag utvarderades
proverna under tio ej efterféljande dagar, och for att faststalla precisionen mellan
loter utvarderades tre lotnummer av produkten pa tre replikat av.samma prover.
Resultaten presenterades som Overgripande O&verensstammelse med den
forutspatt negativa klassen (for de negativa proverna).

Tabell 4. Reproducerbarhet och precision fér FAST PML/RARa (RARA)
Translocation, Dual Fusion Probe

Reproducerbarhet Benmarg, negativt 100 %
under samma dag
(prov till prov) och » "
mellan dagar (dag till Benmarg, svagt positivt 100 %
dag)
Reproducerbarhet Benmérg, negativt 100 %
mellan loter Benmarg, svagt positivt 100 %
Kliniska prestanda

For att sakerstdlla att produkten upptécker de avsedda rearrangemangen
faststélldes dess kliniska prestanda i en studie av representativa prover fran den
avsedda populationen for produkten: fixerat restmaterial av hematologiskt erhallna
metanol/attiksyra. 136 prover anvéandes med en population av 43 positiva och 93
negativa prover. Resultaten jamférdes med provets kénda status som faststallts
med en jamférelsemetod. Resultatens konkordans/diskordans foll inom de
godkanda kriterierna for studien.

Resultaten av dessa tester analyserades for att faststalla klinisk sensitivitet, klinisk
specificitet och frekvensen av falskt positiva resultat (false positive rate, FPR) for
positiva signaler med hjélp av en endimensionell metod.

Tabell 5. Kliniska prestanda fér FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual
Fusion Probe

Klinisk sensitivitet (sant positivt resultat, TPR) 98,93 %
Klinisk specificitet (sant negativt resultat, TNR) 99,58 %
Falskt positivt resultat (FPR) = 1 — specificitet 0,42 %

Siakerhets- och prestandasammanfattning (SSP, Summary of Safety and
Performance)

Sakerhets- och prestandasammanfattningen ska vara tillganglig via den
europeiska databasen for medicintekniska produkter (Eudamed) och lankat till
grundlaggande UDI-DI.

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

Grundlaggande UDI-DI: 50558449LPH064JR

Om Eudamed inte ar fullt funktionellt ska sakerhets- och
prestandasammanfattningen géras offentlig via e-postbegaran till SSP@ogt.com.

Mer information
Kontakta CytoCells tekniska support for att fa mer information om produkten.
Tfn: +44 (0)1223 294048

E-post: techsupport@cytocell.com
Hemsida: www.ogt.com
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Symbolordlista

SS-EN ISO 15223-1:2021 - "Medicintekniska produkter —
Symboler att anvdndas vid mérkning av produkt och
information till anvindare — Del 1: Allmdnna krav”

(© International Organization for Standardization)

Symbol Titel Referensnummer
M sv: Tillverkare 5.1.1
sv: Auktoriserad
representant inom
E den europeiska 51.2
gemenskapen/EU
2 sv: Utgangsdatum 5.1.4
sv: Kod for
tillverkningssatsen 51.5
sv: Katalognummer 5.1.6
e : Skydda mot
//IY sv: y- a MO 5.3.2
/.\ solljus
/ﬂf sv: Temperaturgrans 5.3.7
sv: Se 543
bruksanvisningen
D}] sv: Se
bruksanvisning i 54.3
ogt.com/IFU elektronisk form
& sv: laktta forsiktighet 54.4
sv: Medicinteknisk
|VD produkt for in vitro- 5.5.1
diagnostik
\ ; / sv: Innehallet racker
till <n> tester 555
sv: Unik
produktidentifiering 5.7.10

EDMA-symboler for IVD-reagens och -komponenter —

reviderade i oktober 2009

Symbol

Titel Referensnummer

CONT

sv: Innehall (eller

innehaller) Ej tilampligt

Patent och varumarken
CytoCell ar registrerat varumarke som tillhér Cytocell Limited.

Ec |Rep

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0Pz
STORBRITANNIEN

Tfn: +44 (0)1223 294048
E-post: probes@cytocell.com
Hemsida: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Deelbdge 19 D
22297 Hamburg
TYSKLAND

Hemsida: www.sysmex-europe.com

Bruksanvisningsversion

V001.00 2023-01-25: Ny bruksanvisning for bestammelsen (EU) 2017/746

V002 2025-08-29: Borttagning av UKCA-market
V003 2025-09-09: Uppdatering av adressen for den EU-godkanda

representanten. Borttagning av telefonnummer for EU-godkénd representant.

Borttagning av OGT-faxnummer
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