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Ograniczenia

Ten wyrdb jest przeznaczony do wykrywania rearanzacji z miejscami ztaman w
regionach zawierajgcych geny IGH i CCND1, do ktérych wigzg sie czerwone i
zielone klony zawarte w tym zestawie sond. Produkt ten moze nie umozliwi¢
wykrycia miejsc ztaman, do ktérych doszto poza tymi regionami, lub wariantowych
rearanzacji catkowicie zawierajgcych sie w tych regionach.

Ten test nie jest przeznaczony do uzytku jako samodzielny test diagnostyczny, do
badan prenatalnych, populacyjnych badan przesiewowych, badan przytézkowych
ani do samotestowania. Ten produkt jest przeznaczony wytgcznie do uzytku
profesjonalnego w laboratorium; wszystkie wyniki powinny by¢ interpretowane
przez personel posiadajgcy odpowiednie kwalifikacje, z uwzglednieniem innych
istotnych wynikéw testow.

Ten produkt nie zostat zatwierdzony do stosowania dla typéw prébek lub choréb
innych niz okreslone w czesci dotyczacej przeznaczenia.

Raportowanie i interpretacja wynikéw metody FISH powinny byé zgodne z
profesjonalnymi standardami praktyki i dokonywane z uwzglednieniem innych
informacji klinicznych i diagnostycznych. Zestaw ten nalezy traktowac jako
uzupetnienie innych diagnostycznych testéw laboratoryjnych. Z tego wzgledu nie
nalezy inicjowa¢ zadnych dziatan terapeutycznych wytgcznie na podstawie wyniku
uzyskanego metodg FISH.

Nieprzestrzeganie protokotu moze wptyng¢ na skutecznos$c testu i doprowadzié do
uzyskania wynikow fatszywie pozytywnych/negatywnych.

Ten zestaw nie zostat zatwierdzony do stosowania w celach innych niz okreslone
w czesci dotyczacej przeznaczenia.

Przeznaczenie

Produkt CytoCell IGH/CCND1 Plus Translocation, Dual Fusion Probe to
jakosciowy, niezautomatyzowany test wykonywany metodg fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (Fluorescence In Situ Hybridisation, FISH) przeznaczony do
detekcji chromosomowych rearanzacji zachodzacych miedzy regionem 11q13.3
zlokalizowanym na chromosomie 11. a regionem 14q32.3 zlokalizowanym na
chromosomie 14. w utrwalonych w roztworze Carnoya (metanol/kwas octowy w
stosunku 3:1) zawiesinach komérek pochodzenia hematologicznego pobranych od
pacjentéw z rozpoznaniem lub podejrzeniem chioniaka z komodrek ptaszcza
(Mantle Cell Lymphoma, MCL).

Wskazania

Ten produkt zaprojektowano jako produkt uzupetniajgcy inne testy kliniczne i
histopatologiczne wykonywane w ramach przyjetych $ciezek diagnostycznych i
opieki klinicznej, w przypadku ktérych znajomos$¢ statusu translokacji IGH-CCND1
w istotny sposéb wptywataby na postgpowanie kliniczne.

Zasady dzialania testu

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (Fluorescence In Situ Hybridisation, FISH) to
technika, ktéra umozliwia wykrywanie sekwencji DNA na chromosomach
metafazowych lub w jadrach interfazowych obecnych w utrwalonych prébkach
cytogenetycznych. Technika ta obejmuje wykorzystanie sond DNA, ktére
hybrydyzujg do catych chromosomoéw lub pojedynczych unikalnych sekwencji, i
stanowi istotne uzupetnienie cytogenetycznej analizy prgzkéw G. Technika ta moze
by¢é obecnie wykorzystywana jako kluczowe narzedzie diagnostyczne w
chromosomalnych analizach prenatalnych, hematologicznych i guzéw litych.
Docelowa sekwencja DNA, po utrwaleniu i denaturacji, staje si¢ dostgpna do
przytagczenia do zdenaturowanej w podobny sposob, fluorescencyjnie
wyznakowanej sondy DNA o sekwencji komplementarnej. Po hybrydyzacji
niezwigzane i nieswoiscie zwigzane sondy DNA sg usuwane, a DNA jest barwiony

kontrastowo w celu jego uwidocznienia. Sondy zhybrydyzowane do materiatu
docelowego mozna obserwowac¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Informacje o sondzie

Translokacje t(11;14)(q13;932) obejmujgcg gen CCND1 (cyclin D1) zlokalizowany
w regionie 11g13.3 i gen IGH (immunoglobulin heavy locus) zlokalizowany w
regionie 14q32.33 powigzano z chtoniakiem z komoérek ptaszcza.

Rearanzacja prowadzaca do translokacji t(11;14)(q13;932) obejmujace geny
CCND1 i IGH jest uznawana za ceche charakterystyczng chtoniaka z komdrek
ptaszcza (MCL). Badania pod katem obecnosci tej rearanzacji mozna wykonywac
w celu wspomagania diagnostyki réznicowej choréb limfoproliferacyjnych
zwigzanych z komorkami B CD5+2.

Specyfikacja sondy
CCND1, 11g13.3, kolor czerwony
IGH, 14q32.33, kolor zielony
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Produkt IGH/CCND1 Plus zawiera sondy, wyznakowane zielonym fluoroforem,
potozone proksymalnie wzgledem segmentu statego (C) i w obrgbie segmentu
zmiennego (V) regionu genu IGH, a takze sondy CCND1 wyznakowane
czerwonym fluoroforem. Mieszanina sond CCND1 zawiera sonde o dtugosci 155
kz pofozong centromerycznie wzgledem genu CCND1, obejmujgcg region miedzy
markerami D11S2663 i D11S4095, oraz drugg sonde (162 kz) obejmujaca
telomeryczny koniec genu CCND1 i region az do genu FGF3.

Dostarczone materiaty

Sonda: 50 pl na fiolkg (5 testéw) lub 100 pl na fiolke (10 testow)

Sondy sg dostarczane we wstgpnie wymieszanym roztworze hybrydyzacyjnym
(formamid; siarczan dekstranu; roztwor soli fizjologicznej i cytrynianu sodu (SSC))
i sg gotowe do uzycia.

Barwnik kontrastowy: 150 pl na fiolke (15 testow)
Barwnikiem kontrastowym jest odczynnik DAPI antifade (ES: 0,125 pg/ml DAPI
(4,6-diamidyno-2-fenyloindol)).

Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

1. Do diagnostyki in vitro. Wytgcznie do uzytku profesjonalnego.

2. Podczas pracy z sondami DNA i barwnikiem kontrastowym DAPI nalezy nosi¢
rekawiczki.

3. Mieszaniny sond zawierajg formamid, ktéry wykazuje dziatanie teratogenne;
nie wdycha¢ oparéw i nie dopuszcza¢ do kontaktu ze skorg. Zachowac
ostrozno$¢ podczas pracy z tym produktem; nosi¢ rekawiczki i fartuch
laboratoryjny.

4. DAPI jest potencjalnym czynnikiem rakotwérczym. Zachowac ostroznos$é
podczas pracy z tym produktem; nosi¢ rekawiczki i fartuch laboratoryjny.

5. Wszystkie materiaty stwarzajgce zagrozenie nalezy wyrzuca¢ zgodnie z
wytycznymi placéwki dotyczacymi usuwania odpadéw stwarzajgcych
zagrozenie.

6. Operatorzy muszg by¢ w stanie rozréznia¢ czerwony, niebieski i zielony kolor.

7. Nieprzestrzeganie wskazanego protokotu oraz nieuzywanie wiasciwych
odczynnikéw moze wplynaé¢ na skutecznos$é testu i doprowadzi¢ do uzyskania
wynikow fatszywie pozytywnych/negatywnych.

8. Nie nalezy rozciencza¢ sondy ani mieszac¢ jej z innymi sondami.

9. Niezastosowanie 10 pl sondy podczas fazy denaturacji wstepnej wykonywanej
w ramach protokotu moze wptynaé na skutecznosc¢ testu i doprowadzi¢ do
uzyskania wynikow fatszywie pozytywnych/negatywnych.

Przechowywanie i postepowanie z produktem
-15°C  Zestaw nalezy przechowywa¢ w zamrazarce w temperaturze od
J/ -25°C do -15°C do daty waznosci wskazanej na etykiecie
-25°C zestawu. Fiolki z sondami i barwnikiem kontrastowym nalezy
przechowywaé w ciemnosci.
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\ | /7 Sonda zachowuje stabilno$¢ przez wszystkie cykle zamrazania
~ o - i rozmrazania wykonywane podczas standardowego
N~ uzytkowania produktu (jeden cykl jest definiowany jako wyjecie
/ I sondy z zamrazarki i ponowne umieszczenie jej w zamrazarce)
A i zachowuje fotostabilno$¢ przez maksymalnie 48 godzin ciggtej
. ekspozycji na $wiatto. Nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby
ograniczy¢ ekspozycje produktéw na $wiatto i zmiany

temperatury.

Sprzet i materialy wymagane, ale niedostarczane

Nalezy uzywac nastepujgcego skalibrowanego sprzetu:

1. Plyta grzewcza (ze stabilng ptytg i mozliwoscig doktadnej kontroli temperatury
do 80°C)

2. Skalibrowane mikropipety i koncéwki umozliwiajace przenoszenie réznych
objetosci cieczy w zakresie 1-200 pl

3. taznia wodna z mozliwoscig doktadnej kontroli temperatury na poziomie 37°C
i72°C

4. Proboéwki mikrowiréwkowe (0,5 ml)

5. Mikroskop fluorescencyjny (patrz cze$¢ ,Zalecenia dotyczace mikroskopu
fluorescencyjnego”)

6. Mikroskop z kontrastem fazowym

7. Czyste barwiacze Coplina z tworzywa sztucznego, ceramiki lub szkia
zaroodpornego

8. Szczypczyki

9. Skalibrowany pH-metr (lub papierki wskaznikowe pH umozliwiajgce pomiar
pH w zakresie 6,5-8,0)

10. Pojemnik zapewniajgcy duzg wilgotno$¢ powietrza

11. Olejek imersyjny odpowiedni do obiektywéw mikroskopowych klasy
fluorescencyjnej

12. Wiréwka laboratoryjna

13. Szkietka mikroskopowe

14. Szkietka nakrywkowe o wymiarach 24x24 mm

15. Stoper

16. Inkubator nastawiony na temperature 37°C

17. Klej kauczukowy

18. Wytrzasarka

19. Cylindry miarowe

20. Mieszadto magnetyczne

21. Skalibrowany termometr

Opcjonalny sprzet niedostarczany
1. Komora do suszenia prébek do badan cytogenetycznych

Odczynniki wymagane, ale niedostarczane

Roztwor soli fizjologicznej i cytrynianu sodu (SSC), 20x
Etanol, 100%

Tween-20

Wodorotlenek sodu (NaOH), 1 M

Kwas solny (HCI), 1 M

Woda oczyszczona

oA wWNE

Zalecenia dotyczace mikroskopu fluorescencyjnego

W celu optymalnej wizualizacji sondy zalecane jest uzywanie 100-watowej lampy
rteciowej lub réwnowaznej lampy i obiektywéw planapochromatycznych
umozliwiajgcych stosowanie olejku imersyjnego przy powiekszeniu 60/63x lub
100x. Fluorofory uzyte w tym zestawie sond charakteryzujg si¢ nastepujacymi
dtugosciami fal wzbudzenia i emisji:

Zielony 495 521
[ Czerwony | 596 | 615 |

Nalezy upewni¢ sig, ze w mikroskopie zamontowane sg odpowiednie filtry
wzbudzenia i emisji, ktére obejmujg wymienione powyzej dtugosci fal. Do
jednoczesnej obserwacji zielonych i czerwonych fluoroforéw optymalnie nadaje sig
potrojny filtr pasmowo-przepustowy dla barwnika DAPI/widma zielonego/widma
czerwonego lub podwadjny filtr pasmowo-przepustowy dla widma zielonego/widma
czerwonego.

Przed uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego nalezy sprawdzi¢, czy dziata on
prawidtowo. Nalezy stosowa¢ olejek imersyjny odpowiedni do mikroskopii
fluorescencyjnej o skitadzie odpowiednim do niskiej autofluorescencji. Nalezy
unika¢ mieszania barwnika DAPI antifade z mikroskopowym olejkiem imersyjnym,
poniewaz spowoduje to zaciemnienie sygnatéw. Nalezy przestrzegaé zalecen
wytworcy dotyczacych okresu zywotnosci lampy i wieku filtrow.

Przygotowanie préobki

Zestaw zaprojektowano do uzytku na utrwalonych w roztworze Carnoya
(metanol/kwas octowy w stosunku 3:1) zawiesinach komoérek pochodzenia
hematologicznego. Komérki nalezy przygotowa¢ zgodnie z wytycznymi
obowigzujgcymi w laboratorium lub placéwce. Nalezy przygotowaé probki suszone
na powietrzu na szkietkach mikroskopowych zgodnie ze standardowymi
procedurami cytogenetycznymi. Podrecznik AGT Cytogenetics Laboratory Manual
zawiera zalecenia dotyczace pobierania probek, prowadzenia hodowli komoérek,
zbierania komérek z hodowli oraz przygotowywania preparatow?®.

Przygotowanie roztworéw

Roztwory etanolu

Rozciefnczy¢ 100-procentowy etanol wodg oczyszczong w okreslonych ponizej

proporcjach i doktadnie wymieszaé:

e  70-procentowy etanol — doda¢ 7 czesci 100-procentowego etanolu do 3
czesci wody oczyszczonej

e  85-procentowy etanol — dodac¢ 8,5 czesci 100-procentowego etanolu do 1,5
czesci wody oczyszczonej

Przechowywacé roztwory przez maksymalnie 6 miesiecy w temperaturze pokojowe;j

w szczelnym pojemniku.

2x stezony roztwér SSC

Rozcienczy¢ 1 cze$¢ 20x stezonego roztworu SSC z 9 czesciami wody
oczyszczonej; dobrze wymiesza¢. Zmierzy¢ pH i doprowadzi¢ je do wartosci 7,0
przy uzyciu NaOH lub HCI, odpowiednio do potrzeb. Przechowywa¢ roztwoér przez
maksymalnie 4 tygodnie w temperaturze pokojowej w szczelnym pojemniku.

0,4x stezony roztwér SSC

Rozcienczy¢ 1 cze$¢ 20x stezonego roztworu SSC z 49 czesciami wody
oczyszczonej; dobrze wymieszac. Zmierzy¢ pH i doprowadzi¢ je do wartosci 7,0
przy uzyciu NaOH lub HCI, odpowiednio do potrzeb. Przechowywaé roztwér przez
maksymalnie 4 tygodnie w temperaturze pokojowej w szczelnym pojemniku.

2x stezony roztwor SSC ze srodkiem Tween-20 w stezeniu 0,05%
Rozcienczy¢ 1 cze$¢ 20x stezonego roztworu SSC z 9 cze$ciami wody
oczyszczonej. Dodac¢ 5 pl $rodka Tween-20 na 10 ml roztworu; dobrze wymieszac.
Zmierzy¢ pH i doprowadzi¢ je do wartosci 7,0 przy uzyciu NaOH lub HCI,
odpowiednio do potrzeb. Przechowywac roztwor przez maksymalnie 4 tygodnie w
temperaturze pokojowej w szczelnym pojemniku.

Protokét FISH
(Uwaga: Nalezy mozliwie ogranicza¢ ekspozycje sondy i barwnika kontrastowego
na $wiatto w laboratorium).

Przygotowanie szkietek

1. Wkropi¢ probke komoérek na szkietko mikroskopowe. Pozostawi¢ do
wyschniecia. (Opcjonalnie, w przypadku korzystania z komory do
suszenia probek do badan cytogenetycznych: probki nalezy nanie$¢ przy
uzyciu komory do suszenia prébek do badan cytogenetycznych. Komora
powinna mie¢ temperature okoto 25°C i zapewnia¢ wilgotnos¢ 50%, aby
umozliwi¢ optymalne naniesienie prébki komérek. Jesli komora do suszenia
prébek do badan cytogenetycznych nie jest dostgpna, nalezy pozostawi¢
probki pod wyciggiem).

2. Zanurzy¢ szkietko w 2x stezonym roztworze SSC w temperaturze pokojowej
na 2 minuty; nie wstrzasac.

3. Odwodni¢ prébke, korzystajac z szeregu alkoholowego (etanol w stezeniu
70%, 85% i 100%); zanurza¢ szkietko w kazdym roztworze alkoholu na 2
minuty w temperaturze pokojowej.

4. Pozostawi¢ do wyschniecia.

Denaturacja wstepna

5.  Wyjg¢ roztwdr sond z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do temperatury
pokojowej. Przed uzyciem roztworu nalezy krétko odwirowa¢ probéwki.

6. Wymieszac roztwdr sond pipetg w celu zapewnienia jego jednorodnosci.

7. Pobra¢ 10 pl roztworu sond na test i przenie$¢ pobrang objeto$¢ do probowki
mikrowiréwkowej. Bezzwlocznie wlozy¢ pozostaty roztwér sond z powrotem
do zamrazarki.

8. Umiesci¢ roztwor sond i szkietko z probka na plycie grzewczej o temperaturze
37°C (+/-1°C) na 5 minut w celu ich wstepnego ogrzania.

9.  Wkropi¢ 10 pl mieszaniny sond na prébke komorek i ostroznie nanie$¢
szkietko nakrywkowe. Zaklei¢ szkietko klejem kauczukowym i poczeka¢ na
jego catkowite wyschnigcie.

Denaturacja
10. Denaturowac jednoczesnie prébke i mieszanine sond, ogrzewajgc szkietko na
ptycie grzewczej o temperaturze 75°C (+/-1°C) przez 2 minuty.

Hybrydyzacja
11. Umiesci¢ szkietko w wilgotnym, $wiattoszczelnym pojemniku w temperaturze
37°C (+/-1°C) na noc.

Ptukania po hybrydyzacji

12. Wyja¢ barwnik DAPI z zamrazarki i pozostawi¢ go do ogrzania do temperatury
pokojowej.

13. Ostroznie zdjg¢ szkietko nakrywkowe i usung¢ wszelkie pozostatosci kleju.

14. Zanurzyé szkietko w 0,4x stezonym roztworze SSC (pH 7,0) w temperaturze
72°C (+/-1°C) na 2 minuty; nie wstrzgsac.

15. Pozwoli¢, aby szkietko ociekto, a nastepnie zanurzy¢ je w 2x stezonym
roztworze SSC ze $rodkiem Tween-20 w stezeniu 0,05% (pH 7,0) w
temperaturze pokojowej na 30 sekund; nie wstrzgsac.

16. Pozwoli¢, aby szkietko ocieklo, a nastepnie nanies¢ 10 pl barwnika DAPI
antifade na kazda prébke.

17. Przykry¢ szkietkiem nakrywkowym, usung¢ wszelkie pecherzyki powietrza i
pozostawi¢ szkietko w ciemnosci na 10 minut, aby umozliwi¢ rozwoj barw.

18. Obejrze¢ pod mikroskopem fluorescencyjnym (patrz Zalecenia dotyczace
mikroskopu fluorescencyjnego).

Stabilnos¢ wykonanych preparatéw

Preparaty poddane procedurze nadajg sie¢ do analizy przez maksymalnie 1
miesigc, o ile sg przechowywane w ciemnosci w temperaturze pokojowej lub
nizszej.

Zalecenia dotyczace procedury

1. Woypiekanie lub postarzanie preparatéw moze zmniejszy¢ fluorescencje
sygnatu.

2. Stosowanie odczynnikéw innych niz dostarczone lub zalecane przez firme
Cytocell Ltd moze mie¢ negatywny wptyw na warunki hybrydyzacji.

3. Do pomiaru temperatury roztworéw, tazni wodnych i inkubatoréw nalezy
uzywaé skalibrowanego termometru, poniewaz temperatury te sg kluczowe
dla optymalnego dziatania produktu.

4. Stezenia, warto$ci pH i temperatury roztworéw wykorzystywanych do ptukania
sg istotne, gdyz mato surowe warunki moga doprowadzi¢ do nieswoistego
wigzania sondy, a zbyt surowe warunki mogg spowodowac brak sygnatu.

5. Niecatkowita denaturacja moze spowodowa¢ brak sygnatu, a nadmierna
denaturacja moze réwniez doprowadzi¢ do nieswoistego wigzania.

6. Nadmierna hybrydyzacja moze spowodowa¢ otrzymanie dodatkowych lub
nieoczekiwanych sygnatéw.
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7. Przed uzyciem testu do celéw diagnostycznych uzytkownicy powinni
zoptymalizowa¢ protokoét dla wiasnych prébek.
8. Suboptymalne warunki moga prowadzi¢ do nieswoistego wigzana sond, ktére

moze zosta¢ btednie zinterpretowane jako sygnat sondy.

Interpretacja wynikow

Ocena jakosci preparatow

Preparatu nie nalezy ocenia¢ w nastgpujacych przypadkach:

e Sygnaly sg zbyt stabe, aby mozna byto analizowac¢ je w pojedynczych filtrach
— do analizy mozna przystgpi¢ jedynie, jesli sygnaly s3 jasne, wyrazne i tatwe
do oceny.

Widoczna jest duza liczba zlepionych/naktadajgcych sig na siebie komoérek, co
utrudnia analize.

W >50% komorek nie doszto do hybrydyzaciji.

Pomiedzy komodrkami znajdujg sie liczne czastki fluorescencyjne i/lub
widoczne jest ,zamglenie” fluorescencyjne, ktére zakidca sygnaty — w
przypadku preparatéw optymalnych do oceny tlo powinno by¢ ciemne lub
czarne i klarowne.

e Nie mozna rozrézni¢ granic jadra komdérkowego lub sg one nieciagte.

Wytyczne dotyczace analizy

e Kazda prébka powinna by¢ analizowana i interpretowana przez dwoéch
analitykdw. Wszelkie rozbieznosci powinny zostaé rozwigzane w wyniku
oceny dokonanej przez trzeciego analityka.

Kazdy analityk powinien posiada¢ odpowiednie kwalifikacje zgodne z normami
krajowymi.

Kazdy analityk powinien dokona¢ niezaleznej oceny 100 jader dla kazdej
prébki. Pierwszy analityk powinien rozpoczg¢ analize od lewej strony
preparatu, a drugi od prawej strony preparatu.

Kazdy analityk powinien zapisa¢ wtasne wyniki w odrebnym arkuszu.

Nalezy analizowac¢ wylgcznie nienaruszone jadra, nie wolno analizowac¢ jgder
naktadajacych sig na siebie, zlepionych, pokrytych resztkami cytoplazmy ani
jader wykazujgcych wysoki stopien autofluorescenciji.

Nalezy unika¢ obszaréw, w ktérych wystepuje nadmierna ilo$¢ resztek
cytoplazmy lub nieswoista hybrydyzacja.

Intensywno$¢ sygnatu moze sie rézni¢ nawet w obrebie jednego jadra. W
takich przypadkach nalezy uzy¢ filtréw pojedynczych i/lub wyregulowac
ptaszczyzne ogniskowania.

W warunkach suboptymalnych sygnaty mogg wyglada¢ na rozlane. Jesli dwa
sygnaty o tym samym kolorze stykajg sie ze sobg, odlegto$¢ miedzy nimi jest
nie wigksza niz dwie szerokosci sygnatu lub istnieje cienkie pasmo tgczace
oba sygnaly, nalezy zliczac je jako jeden sygnat.

W przypadku watpliwosci, czy komdrka nadaje sie do analizy, nie nalezy jej
analizowac.

Nie zlicza¢ — jadra sg za
blisko siebie, aby mozna byto
okresli¢ ich granice

Nie zlicza¢ jgder
naktadajgcych sie na siebie —
nie sg widoczne cate obszary
obu jgder

Zliczy¢ jako dwa sygnaty
czerwone i dwa sygnaty
zielone — jeden z dwoch
sygnatéw czerwonych jest
rozlany

Zliczy¢ jako dwa sygnaty
czerwone i dwa sygnaty
zielone — przerwa widoczna
w jednym czerwonym sygnale
jest mniejsza niz dwie
szerokosci sygnatu

Wyniki oczekiwane
Oczekiwany wzorzec sygnatu wskazujgcy na stan prawidtowy

W komoérce prawidiowej oczekiwane sg dwa sygnaty czerwone i dwa sygnaty
zielone (2C, 27).

Oczekiwane wzorce sygnatu wskazujgce na stan nieprawidtowy

Oczekiwany wzorzec sygnatu w komérce z translokacjg t(11;14)(q13;932.3) to
jeden sygnat czerwony, jeden sygnat zielony i dwa sygnaty fuzyjne (1C, 1Z, 2F).

W przypadku prébek aneuploidalnych/z rearanzacjg niezrownowazong mogg
wystgpi¢ inne wzorce sygnatu. Nalezy pamigta¢, ze w obecnosci rearanzacji genu
IGH innych niz translokacja IGH-CCND1 zielony sygnat dla genu IGH moze
wyglada¢ na rozszczepiony.

Znana reaktywnos¢ krzyzowa
Zielona sonda IGH moze wykazywa¢ hybrydyzacje krzyzowg wzgledem regionu
15¢q11.2i 16p11.2.

Zgtaszanie zdarzen niepozadanych

W przypadku podejrzenia nieprawidtowego dziatania tego wyrobu lub pogorszenia
jego wiasciwosci uzytkowych, ktére mogto przyczyni¢ sie do wystagpienia zdarzenia
niepozgdanego (np. opodznienia diagnozy lub postawienia btednej diagnozy,
opdznienia leczenia lub podjecia niewtasciwego leczenia), nalezy bezzwitocznie
zgtosi¢ ten fakt wytworcy (e-mail: vigilance@ogt.com).

Jesli ma to zastosowanie, zdarzenie nalezy zgtosi¢ takze wlasciwemu organowi
krajowemu. Wykaz punktéw kontaktowych ds. nadzoru nad produktami (ang.
vigilance) jest dostepny na stronie: http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-
devices/contacts/.

Specyficzne parametry skutecznosci

Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczna to odsetek sygnatéw, ktére hybrydyzujg do wiasciwego
locus i nie hybrydyzujg do zadnej innej lokalizacji. Swoisto$¢ analityczng ustalono
poprzez analize tgcznie 200 loci docelowych. Swoisto$¢ analityczng obliczano jako
liczbe sygnatéw FISH zhybrydyzowanych do prawidtowego locus podzielong przez
catkowitg liczbe zhybrydyzowanych sygnatéw FISH.

Tabela 1. Swoisto$¢ analityczna dla produktu IGH/CCND1 Plus Translocation
Dual Fusion Probe

Czerwony
CCND1 11g13.3 200 200 100
Zielony
IGH 14932.33 200 200 100

Czutos¢ analityczna

Czuto$¢ analityczna to odsetek komorek inferfazowych nadajgcych sie do oceny z
oczekiwanym wzorcem sygnatu wskazujgcym na stan prawidlowy. Czuto$é
analityczng ustalono poprzez analize komérek interfazowych w réznych prébkach
prawidiowych. Czuto$¢ obliczano jako odsetek komoérek nadajgcych sie do oceny,
w ktérych zaobserwowano oczekiwany wzorzec sygnatu (z 95-procentowym
przedziatem ufnosci).

Tabela 2. Czuto$¢ analityczna dla produktu IGH/CCND1 Plus Translocation, Dual
Fusion Probe

479 500 95,8 2

Charakterystyka wartosci odcigcia dla stanu prawidfowego

Warto$¢ odcigcia dla stanu prawidtowego, okreslana w odniesieniu do sond FISH,
to maksymalny odsetek komérek interfazowych nadajgcych si¢ do oceny, dla
ktérych obserwowany jest okreslony wzorzec sygnatu charakterystyczny dla stanu
nieprawidtowego, przy ktérym prébka jest uznawana za prawidtowg pod wzglgdem
tego wzorca sygnatu.
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Warto$¢ odcigcia dla stanu prawidtowego ustalono przy uzyciu prébek pobranych
od pacjentéw ze stanem prawidtowym i pacjentéw dodatnich wzgledem badanej
rearanzacji. Dla kazdej probki zarejestrowano wzorzec sygnatu dla 100 komorek.
W celu okreslenia wartosci progowej, dla ktérej uzyskiwana jest maksymalna
warto$¢ czutos$¢ + swoistos¢-1, obliczono indeks Youdena.

Tabela 3. Charakterystyka wartosci odciecia dla stanu prawidtowego dla produktu
IGH/CCND1 Plus Translocation, Dual Fusion Probe

1C, 17, 2F 0,99 1

Laboratoria musza zweryfikowa¢ wartosci odciecia w oparciu o wiasne dane*®.

Precyzja i odtwarzalnos¢

Precyzja to miara naturalnej zmiennosci wynikéw testu przy wielokrotnym
powtarzaniu testu w tych samych warunkach. Miare te oceniono poprzez analize
powtdrzen wykonanych przy uzyciu produktu zawierajgcego sondy o tym samym
numerze serii, ktory wykorzystywano do badan jednej prébki, w niezmiennych
warunkach, w ramach jednego dnia.

Odtwarzalno$¢ to miara zmiennosci testu, ktérg ustalono w kategoriach zmiennosci
miedzy prébkami, migdzy dniami i migdzy seriami. Odtwarzalno$¢ migdzy dniami
oceniano poprzez analize tych samych probek w trzech réznych dniach.
Odtwarzalno$¢ miedzy seriami oceniano poprzez analize tych samych prébek w
ramach jednego dnia przy uzyciu produktu zawierajgcego sondy o trzech réznych
numerach serii. Odtwarzalno$¢ migdzy prébkami oceniono poprzez analizg trzech
powtdrzen kazdej probki w ramach jednego dnia. Dla kazdej prébki rejestrowano
wzorce sygnatu obserwowane w 100 komoérkach interfazowych i obliczano odsetek
komorek, w ktérych zaobserwowano oczekiwany wzorzec sygnatu.

Odtwarzalnos$¢ i precyzje obliczono jako odchylenie standardowe (STDEV) migdzy
powtdrzeniami dla kazdej zmiennej i ogéine srednie STDEV.

Tabela 4. Odtwarzalno$¢ i precyzja dla produktu IGH/CCND1 Plus Translocation,
Dual Fusion Probe

Precyzja 0,00
Miedzy prébkami 0,00
Miedzy dniami 0,00
Migdzy seriami 0,00
Odchylenie ogétem 0,00

Skutecznos¢ kliniczna

Skutecznos$¢ kliniczng ustalono na reprezentatywnej probce docelowej populaciji
pacjentéw. Dla kazdej probki zarejestrowano wzorzec sygnatu dla 2100 komoérek
interfazowych. Status prawidtowy/nieprawidtowy okreslano poprzez poréwnanie
odsetka komoérek z okreslonym wzorcem sygnatu wskazujgcy na stan
nieprawidlowy do wartosci odcigcia dla stanu prawidtowego. Wyniki poréwnano
nastepnie ze znanym statusem prébeki.

Wyniki danych klinicznych poddano analizie w celu uzyskania wartosci czutosci,
swoistosci i wartosci odcigcia, stosujac podejscie jednowymiarowe.

Tabela 5. Skuteczno$¢ kliniczna dla produktu IGH/CCND1 Plus Translocation
Dual Fusion Probe

Czutos¢ kliniczna (odsetek wynikow prawdziwie 100%
dodatnich (True Positive Rate, TPR))
Swoistos¢ kliniczna (odsetek wynikéw prawdziwie 100%
ujemnych (True Negative Rate, TNR))
Odsetek wynikéw fatszywie dodatnich (False Positive 0%
Rate, FPR) = 1 — swoisto$¢

Dodatkowe informacje

W celu uzyskania dodatkowych informacji na temat produktu nalezy
skontaktowac si¢ z dziatem wsparcia technicznego firmy CytoCell.
Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

Strona WWW: www.ogt.com
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Objasnienie symboli

REF pl: Numer katalogowy
VD pl: Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
LoT pl: Kod partii
E]EJ pl: Zajrzyj do instrukcji uzywania
“ pl: Wytwérca
8 pl: Uzy¢ do daty
-15°C
/ﬂ/ pl: Dopuszczalna temperatura
-25°C
e
N~ . - P
//.{\ pl: Trzyma¢ z dala od $wiatta stonecznego
W pl: Zawarto$¢ wystarczajgca do <n> testow
CONT pl: Zawartos¢

Patenty i znaki towarowe
CytoCell jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Cytocell Ltd.

Cytocell Ltd.

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

Cambridge, CB4 0PZ, UK
Tel.: +44(0)1223 294048
Faks.: +44(0)1223 294986
E-mail: probes@cytocell.com
Strona WWW: www.ogt.com
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