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Destinatie de utilizare

CytoCell® CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe este un test
calitativ, ne-automatizat de hibridizare fluorescenta in situ (FISH), utilizat pentru
detectia insertiilor si deletilor cromozomiale in regiunile 1p32.3 si 1921 ale
cromozomului 1 in suspensii de celule de origine hematologica, fixate in solutie
Carnoy (metanol/acid acetic 3:1), de la pacienti cu diagnostic suspectat sau
confirmat de mielom multiplu (MM).

Indicatii de utilizare

Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat complementar la alte teste
clinice si histopatologice in cadrul algoritmilor stabiliti de diagnostic si tratament in
situatiile in care cunoasterea statutului CKS1B sau CDKN2C (P18) poate fi
importanta pentru alegerea strategiei de gestionare clinica.

Limitari

Acest produs este conceput pentru a detecta insertii sau deletii ale unor
fragmente genomice mai mari decat regiunea de care se ataseaza clonele rosii si
verzi din acest set de sonde, care include regiunile CKS1B si CDKN2C (P18) .
Este posibil ca insertiile sau deletiile unor fragmente din afara acestei regiuni sau
insertiile sau deletiile partiale in aceasta regiune sa nu fie detectate cu acest
dispozitiv.

Acest dispozitiv nu este destinat pentru: utilizarea ca mijloc de diagnosticare de
sine statator, testare prenatald, screening la nivel de populatie, testare la locul de
acordare a asistentei medicale sau autotestare.

Acest dispozitiv nu a fost validat pentru utilizarea pe tipuri de probe, pe alte tipuri
de boli sau in alte scopuri decat cele specificate n destinatia de utilizare.

Este destinat ca test complementar altor teste diagnostice de laborator, iar actiunea
terapeutica nu trebuie initiata exclusiv pe baza rezultatului FISH.

Raportarea si interpretarea rezultatelor FISH trebuie sa fie facute de catre personal
calificat corespunzator, concordante cu standardele de practicad profesionale si
trebuie sa ia in considerare alte rezultate ale testelor relevante, informatii clinice si
diagnostice.

Acest dispozitiv este destinat numai pentru utilizare profesionala de laborator.
Nerespectarea protocolului poate afecta performanta si poate duce la rezultate fals
pozitive/negative.

Principiul testului

Hibridizarea fluorescentd in situ (FISH) este o tehnica care permite detectia
secventelor de ADN pe cromozomii in metafaza sau nucleii in interfaza din probe
citogenetice fixate. Aceasta tehnica presupune utilizarea sondelor de ADN care se
hibridizeaza la cromozomi intregi sau la secvente unice separate si serveste ca un
important test complementar analizei citogenetice cu bandare G. Aceasta tehnica
poate fi aplicata in prezent ca instrument de investigatie esential in cadrul analizei
cromozomiale prenatale, hematologice si a tumorilor solide. ADN-ul tinta, dupa
fixare si denaturare, este disponibil pentru aliniere la o sonda de ADN denaturata
n mod similar si marcaté fluorescent, care are o secventa complementara. Dupa

hibridizare, sonda de ADN nelegata si legatd in mod nespecific este indepartata,
iar ADN-ul este contracolorat pentru vizualizare. Dupa aceea, microscopia de
fluorescenta permite vizualizarea sondei hibridizate pe materialul tinta.

Informatii privind sonda

Gena CKS1B (subunitatea 1B de reglare a protein-kinazei CDC28) se localizeaza
la nivelul 1921, iar gena CDKN2C (inhibitorul 2C al kinazei ciclin-dependente) se
localizeaza la nivelul 1p32.3.

Insertiile in regiunea 1921 cu includerea genei CKS1B este una dintre cele mai
frecvente aberatii cromozomiale observate la pacientii cu mielom multiplu®.
Supraexpresia genei CKS1B intensificd progresia ciclului celular, sporind
caracterul proliferativ al afectiunii?. Aceasta este asociata cu fenotipul avansat al
mielomului multiplu si, in consecinta, poate fi asociatd cu un prognostic slab si
progresia bolii23. Insertii la nivelul 1921 au fost asociate cu o ratd de supravietuire
mai scazuta, iar in cazurile de recidivare a bolii se observa o amplificare si mai
mare. Aditii complete ale materialului genetic al bratului lung al cromozomului 1 se
ntalnesc frecvent la pacientii cu mielom multiplu si se pot manifesta in forma de
izocromozomi, duplicatii sau translocatii saritoare si sunt frecvent asociate cu
progresia bolii*.

CDKN2C este o gena de supresie tumorala, responsabild de inducerea mortii
celulare prin apoptoza si fragmentare a ADN-ului®. La pacientii cu mielom multiplu
functia acesteia este intensificata prin expresia citokinei IL-6, iar deletia homozigota
a genei respective este asociata cu o forma mai proliferativa a bolii®. Desi deletiile
CDKN2C au fost raportate rar in cazurile de neoplazii la om, analizele citogenetice
arata ca anomaliile la nivelul 1p32-36 se observa la aproximativ 16% dintre cazurile
de mielom multiplu uman si sunt asociate cu o rata globala de supravietuire mai
scazuta?35s,

Anomaliile citogenetice pot fi detectate cu ajutorul analizelor citogenetice
conventionale in aproximativ o treime dintre cazurile de mielom multiplu, nsa cu
ajutorul FISH proportia anomaliilor cromozomiale detectate creste pana la >90%".

Specificatii privind sonda

CKS1B, 1g21-922, rosu
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Produsul CKS1B/CDKN2C consta dintr-o sonda de 182 kb, marcata cu rosu, care
se ataseaza de intreaga gena CKS1B si regiunile de flancare incluzand genele
PYGO2 si ZBTB7B, si o sonda verde, care se ataseaza de o regiune de 170 kb,
care include intreaga gena CDKN2C, markerul D1S1661 si capatul centromeric al
genei FAF1.

Materiale furnizate

Sonda: 50 pl per flacon (5 teste) sau 100 pl per flacon (10 teste)

Sondele sunt furnizate pre-amestecate in solutie de hibridizare (< 65% formamida;
< 20 mg dextran sulfat; < 10% de solutie salina - citrat de sodiu (SSC)) 20x si sunt
gata de utilizare.

Contracolorant: 150 pl per flacon (15 teste)
Contracolorantul este DAPI Antifade ES (0,125ug/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
fenilindol) in mediu de montare pe baza de glicerol).

Atentionari si precautii

1. Pentru diagnosticare in vitro. Numai pentru utilizare profesionala in laborator.

2. Amestecurile de sonde contin formamida, care este teratogen; nu inhalati
vaporii si nu permiteti contactul cu pielea. Manevrati cu atentie; purtati manusi
si halat de laborator.

3. Manevrati DAPI cu atentie; purtati manusi si halat de laborator.

4. Nu utilizati daca flaconul/flacoanele este/sunt deteriorat/e sau continutul
flaconului este compromis n orice fel.

5. Respectati reglementarile locale de eliminare pentru locatia dvs., impreuna cu
recomandarile din fisa cu date de securitate, pentru a determina modul sigur
de eliminare a acestui produs. Acest lucru este valabil si pentru continutul
deteriorat al kitului de testare.

6. Eliminati toti reactivii utilizati si orice alte materiale de unicd folosinta
contaminate in conformitate cu procedurile pentru deseuri infectioase sau
potential infectioase. Este responsabilitatea fiecarui laborator sa manipuleze
deseurile solide si lichide in functie de natura si gradul lor de periculozitate si
sd le trateze si sa le elimine (sau sa dispuna tratarea si eliminarea lor) in
conformitate cu toate reglementarile aplicabile.

7. Operatorii trebuie sa fie capabili sa distinga culorile rosu, albastru si verde.
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8. Nerespectarea protocolului specificat, inclusiv a indicatiilor privind reactivii,
poate afecta performanta si poate duce la rezultate fals pozitive/negative.

9. Sonda nu trebuie diluatd sau amestecata cu alte sonde.

10. Neutilizarea a 10 pl de sonda la etapa de pre-denaturare a protocolului poate
afecta performanta si poate duce la rezultate fals pozitive/negative.

11. Toate produsele trebuie validate Tnainte de utilizare.

12. Controalele interne trebuie efectuate prin utilizarea unor populatii de celule
neafectate in probele de testare.

Definitii pentru temperatura

e -20°C/ Congelat/In congelator: ntre -25 °C si -15 °C

e 37°C: +37°C+1°C
e T72°C: +72°C+1°C
e 75°C: +75°C+1°C

e  Temperatura camerei (TC): ntre +15 °C si +25 °C
Pastrare si manevrare
-16°C  Kitul trebuie péastrat la temperaturi cuprinse intre -25°C si -
J/ 15 °C in congelator pana la data de expirare indicata pe eticheta
-25°C kitului. Flacoanele cu sonda si contracolorant trebuie pastrate la
ntuneric.

\|/ Sonda FISH, contracolorantul DAPI Antifade ES si solutia de
SS'@=" hibridizare raman stabile de-a lungul ciclurilor de congelare-
-"7 e~ decongelare prin care trec in timpul utilizarii normale (unde un
AI ciclu reprezinté scoaterea flaconului din congelator si repunerea
. acestuia Tn congelator) - 5 cicluri pentru flaconul de 50 ul (5
teste) de sonda FISH, 10 cicluri pentru flaconul de 100 pl (10
teste) de sonda FISH si 15 cicluri pentru flaconul de 150 pl (15 teste) de
contracolorant. Expunerea la lumina trebuie sé fie reduséa la minimum si evitata ori
de cate ori este posibil. Pastrati componentele in recipientul rezistent la lumina
furnizat. Componentele utilizate si pastrate n alte conditii decat cele mentionate pe
eticheta pot sa nu functioneze conform asteptarilor si pot afecta negativ rezultatele
analizei. Trebuie depuse toate eforturile pentru a limita expunerea la lumina si
modificarile de temperatura.

Echipamente si materiale necesare, dar neincluse in setul de livrare
Trebuie utilizate echipamente calibrate:

1. Placa fierbinte (cu placa solida si control precis al temperaturii pana la 80 °C)

2. Micropipete cu volum variabil, calibrate si varfuri, in intervalul 1 pl - 200 pl

3. Baie de apa cu control precis al temperaturii la 37 °C si 72 °C

4. Eprubete de microcentrifuga (0,5 ml)

5. Microscop de fluorescenta (va rugam sa consultati sectiunea Recomandare
privind microscopul de fluorescenta)

6. Microscop in contrast de faza

7. Vase Coplin din plastic, ceramica sau sticla rezistenta la caldura, curate

8. Pensa

9. pH-metru calibrat (sau benzi indicatoare de pH capabile s& masoare valori ale

pH-ului de 6,5 - 8,0)
10. Recipient umidificat
11. Ulei de imersie pentru lentile de microscop de grad de fluorescenta
12. Centrifuga pentru banc de lucru
13. Lame de microscop
14. Lamele de 24x24 mm
15. Cronometru
16. Incubator la 37 °C
17. Adeziv din solutie de cauciuc
18. Mixer vortex
19. Cilindri gradati
20. Agitator magnetic
21. Termometru calibrat

Echipamente optionale, care nu sunt furnizate
1. Camera de uscare de citogenetica

Reactivi necesari, dar care nu sunt furnizati

Solutie salina - citrat de sodiu (SSC - saline-sodium citrate) 20x
Etanol 100%

Tween-20

Hidroxid de sodiu (NaOH) 1M

Acid clorhidric (HCI) 1M

Apa purificata

oA wWNE

Recomandare privind microscopul de fluorescenta

Utilizati o lampa cu mercur de 100 wati sau echivalent si obiective plane
apocromate cu imersie in ulei de 60/63x sau100x pentru vizualizare optima.
Fluoroforii utilizati in acest set de sonde vor fi excitati si vor emite la urméatoarele
lungimi de unda:

Verde 495 521
Rosu 596 615

Asigurati-va de atasarea la microscop a unor filtre de excitatie si emisie adecvate
care acopera lungimile de unda enumerate mai sus. Utilizati un filtru cu banda de
trecere tripla DAPI/spectru verde/spectru rosu sau un filtru cu banda de trecere
dubld spectru verde/spectru rosu pentru vizualizarea simultand optima a
fluoroforilor de culoare verde si rosie.

Verificati microscopul de fluorescenta inainte de utilizare, pentru a va asigura ca
acesta functioneaza corect. Utilizati ulei de imersie care este adecvat pentru

microscopia de fluorescentd si este formulat pentru autofluorescenta redusa.
Evitati amestecul agentului anti-diminuare a colorarii DAPI cu uleiul de imersie
pentru microscop, deoarece acest lucru ar estompa semnalele. Urmati
recomandaérile producatorului cu privire la durata de viata a lampii si varsta filtrelor.

Prepararea probelor

Kitul este conceput pentru utilizarea pe suspensii de celule de origine
hematologica, fixate in solutie Carnoy (metanol/acid acetic 3:1), care sunt
preparate in conformitate cu ghidurile laboratorului sau institutiei. Preparati probele
uscate la aer pe lame de microscop Tn conformitate cu procedurile standard de
citogenetica. Manualul de laborator de analize citogenetice (Cytogenetics
Laboratory Manual) al AGT (Association of Genetic Technologists) contine
recomandari pentru colectarea specimenelor, cultura, recoltarea si crearea
lamelor®.

Prepararea solutiilor

Solutiile de etanol

Diluati etanol 100% cu apa purificatd prin utilizarea urmatoarelor proportii si
amestecati temeinic:

e Etanol 70% - 7 parti etanol 100% la 3 parti apa purificata

e Etanol 85% - 8,5 parti etanol 100% la 1,5 parti apa purificata

Pastrati solutiile timp de maximum 6 luni la temperatura camerei, intr-un recipient
ermetic.

Solutie SSC 2x

Diluati 1 parte solutie SSC 20x cu 9 parti apa purificatd si amestecati temeinic.
Verificati pH-ul si ajustati la pH de 7,0 prin utilizarea de NaOH sau HCI, dupa cum
este necesar. Pastrati solutia timp de maximum 4 saptdmaéni la temperatura
camerei Intr-un recipient ermetic.

Solutie SSC 0,4x

Diluati 1 parte solutie SSC 20x cu 49 parti apa purificata si amestecati temeinic.
Verificati pH-ul si ajustati la pH de 7,0 prin utilizarea de NaOH sau HCI, dupa cum
este necesar. Pastrati solutia timp de maximum 4 saptamani la temperatura
camerei Intr-un recipient ermetic.

Solutie SSC 2x, Tween-20 0,05%

Diluati 1 parte solutie SSC 20x cu 9 parti apa purificatad. Adaugati 5 yl de Tween-
20 per 10 ml si amestecati temeinic. Verificati pH-ul si ajustati la pH de 7,0 prin
utilizarea de NaOH sau HCI, dupa cum este necesar. Pastrati solutia timp de
maximum 4 saptamani la temperatura camerei intr-un recipient ermetic.

Protocolul FISH
(Nota: Asigurati-va de faptul ca expunerea sondei si a contracolorantului la luminile
din laborator este limitata in toate momentele temporale.)

Prepararea lamei

1. Depuneti punctiform proba de celule pe o laméa de microscop din sticla. Lasati
sd se usuce. (Optional, daca utilizati o camera de uscare destinata
analizelor citogenetice: Camera trebuie sa functioneze la aproximativ 25 °C
si umiditate de 50% pentru depunerea punctiforma optima a probei de celule.
Daca nu este disponibila o camera de uscare de citogenetica, utilizati ca
alternativa o hota.)

2. Imersati lama in SSC 2x timp de 2 minute la temperatura camerei (RT - room
temperature), fara agitare.

3. Deshidratati in serii de etanol (70%, 85% si 100%), fiecare timp de 2 minute la
RT.

4. Lasati sa se usuce.

Pre-denaturarea

5. Scoateti sonda din congelator si lasati-o sd se incalzeasca péana la
temperatura camerei. Centrifugati scurt eprubetele inainte de utilizare.

6. Asigurati-va de faptul ca solutia de sonda este amestecatd uniform, cu o
pipeta.

7. Tndepértat,i 10 pl de sonda per test si transferati intr-o eprubeta de
microcentrifugd. Puneti rapid la loc in congelator sonda ramasa .

8. Plasati sonda si lama cu proba pentru preincalzire pe o placa fierbinte de 37 °C
(+/- 1 °C) timp de 5 minute.

9. Depuneti punctiform 10 ul de amestec de sonda pe proba de celule si aplicati
cu atentie o lamela. Sigilati cu adeziv din solutie de cauciuc si lasati adezivul
sa se usuce complet.

Denaturarea
10. Denaturati simultan proba si sonda prin incélzirea lamei pe o placa fierbinte la
75 °C (+/- 1 °C) timp de 2 minute.

Hibridizarea
11. Plasati lama intr-un recipient umed, impermeabil pentru lumina, la 37 °C (+/-
1°C) si lasati-o sa stea peste noapte.

Spalarile post-hibridizare

12. Scoateti DAPI din congelator si lasati sa se incalzeasca la RT.

13. Indepértati cu atentie lamela si toate urmele de adeziv.

14. Imersati lama in SSC 0,4x (pH 7,0) la 72 °C (+/- 1 °C) timp de 2 minute fara
agitare.

15. Lasati lama sa se scurga si imersati-o Tn SSC x2, Tween-20 0,05% la RT (pH
7,0) timp de 30 secunde fara agitare.

16. Lasati lama sa se scurga si aplicati 10 pl de agent anti-diminuare a colorarii
DAPI pe fiecare proba.

17. Acoperiti cu o lamela, indepartati orice eventuale bule si lasati culoarea sa se
dezvolte la intuneric timp de 10 minute.
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18. Vizualizati cu un microscop de fluorescentd (consultati sectiunea

Recomandare privind microscopul de fluorescenta).

Recomandari procedurale

1. Coacerea sau imbatranirea lamelor poate reduce semnalul de fluorescenta.

2. Conditiile de hibridizare pot fi influentate in mod negativ de utilizarea unor
reactivi diferiti de cei furnizati sau recomandati de Cytocell Ltd.

3. Utilizati un termometru calibrat pentru masurarea temperaturilor solutiilor,
bailor de apa si incubatoarelor, deoarece aceste temperaturi sunt critice pentru
performanta optima a produsului.

4. Concentratiile, pH-ul si temperaturile de spalare sunt importante, deoarece o
strictete redusa poate avea ca rezultat legarea nespecifica a sondei, iar o
strictete prea mare poate avea ca rezultat lipsa de semnal.

5. Denaturarea incompletd poate avea ca rezultat lipsa de semnal, iar
denaturarea exageratd poate avea ca rezultat, de asemenea, legarea
nespecifica.

6. Hibridizarea exagerata poate avea ca rezultat semnale suplimentare sau
neasteptate.

7.  Utilizatorii trebuie sa optimizeze protocolul pentru propriile lor probe inainte de
utilizarea testului in scopuri diagnostice.

8. Conditiile suboptime pot avea ca rezultat legarea nespecifica, care poate fi
interpretata eronat ca semnal al sondei.

Interpretarea rezultatelor

Evaluarea calitatii lamei

Lama nu trebuie analizata daca:

e Semnalele sunt prea slabe pentru a fi analizate n filtre unice - pentru a
continua analiza, semnalele trebuie sa apara luminoase, distincte si usor
evaluabile

e Existd un numar mare de celule agregate/suprapuse care obstructioneaza
analiza

e >50% dintre celule nu sunt hibridizate

e Existd un exces de particule fluorescente intre celule si/sau o ceata
fluorescenta care interfereaza cu semnalele - in lamele optime, fundalul
trebuie sa apara intunecat sau negru si curat

e Marginile nucleilor celulelor nu pot fi distinse si nu sunt intacte

Linii directoare privind analiza

e Fiecare proba trebuie analizata si interpretata de doi analisti. Orice discrepanta
trebuie rezolvata prin evaluarea de catre un al treilea analist

e Fiecare analist trebuie sa fie calificat adecvat in conformitate cu standardele
recunoscute la nivel national

e Fiecare analist trebuie sa atribuie un scor in mod independent unui numar de
100 de nuclei pentru fiecare proba. Primul analist trebuie sa inceapa analiza
din partea stanga a lamei, iar cel de-al doilea analist, din partea dreapta

e Fiecare analist trebuie sa isi documenteze rezultatele in fise separate

e Analizati numai nucleii intacti, nu si pe cei suprapusi sau aglomerati sau nucleii
acoperiti de resturi citoplasmatice sau cu un grad ridicat de autofluorescenta

o  Evitati zonele in care exista un exces de resturi citoplasmatice sau hibridizare
nespecifica

e Intensitatea semnalului poate varia, chiar si in cazul unui singur nucleu. Tn
astfel de cazuri, utilizati filtre unice si/sau ajustati planul focal

e In conditii suboptime, semnalele pot aparea difuze. Daca doua semnale de
aceeasi culoare se ating unul pe celalalt, sau daca distanta dintre ele nu este
mai mare decat doua latimi de semnal, sau atunci cand exista un fir slab care
conecteaza cele doua semnale, considerati ca un singur semnal

e Laanalizarea sondelor de separare in doua culori, daca exista o bresa nu mai
mare decat latimea a 2 semnale intre semnalele rosu si verde, considerati ca
semnal fara rearanjament/fuziune

e La analizarea sondelor de separare in trei culori, daca exista o bresa nu mai
mare decét Idtimea a 2 semnale intre oricare dintre cele 3 semnale (rosu,
verde, albastru) considerati ca semnal fara rearanjament/fuziune

o Dacéa aveti orice dubii cu privire la caracterul analizabil al unei celule, nu o
analizati

Nu se analizeaza — nucleele
se afla prea aproape unele de
celelalte pentru a le putea
determina hotarele

Nucleele suprapuse nu se
analizeaza — nu sunt vizibile
toate zonele celor doua
nuclee

Considerati ca doua semnale
de control — unul dintre cele
doua semnale verzi este difuz

Considerati ca doua semnale
de control — bresa in cadrul
unui semnal verde este mai

mica decat latimea a doua
semnale

Rezultate asteptate
Tiparul de semnale normal asteptat

Tntr-o celula normala se asteapta detectarea a doud semnale rosii si doud
semnale verzi (2R2V).

Tiparul de semnale anormale asteptat

Tntr-o celul& cu o deletie a regiunii 1p32.3, modelul asteptat de semnale este: dou&
semnale rosii i un semnal verde (2R1V).

Tntr-o celuld cu insertie la nivelul locusului 1921 se asteapta detectarea a doud
semnale verzi si a trei sau mai multe semnale rosii (3+R2V).

Tntr-o celuld cu amplificarea locusului 1921, aceasta se va observa ca un numér
mare de semnale rosii mici imprastiate in citoplasma impreuna cu cele doua
semnale verzi de control (ampR2V).

Tntr-o celuld cu amplificarea locusului 1921, in rezultatul cireia se formeazi o
regiune coloratd omogen, se va observa un numar mare de semnale rosii de-a
lungul segmentului cromozomial extins in lungime si latime, alaturi de cele doua
semnale verzi de control (ampR2V).

in specimene cu aneuploidie/neechilibrate sunt posibile si alte modele de semnale.

Interferente/Substante interferente cunoscute relevante
Nu se cunosc interferente/substante interferente relevante.

Reactivitate incrucisata cunoscuta
Nu este cunoscuta nicio reactivitate incrucisata.

Raportarea incidentelor grave
Pentru un pacient/utilizator/tert din Uniunea Europeana si din tarile cu un regim de
reglementare identic (Regulamentul (UE) 2017/746 privind dispozitivele medicale
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de diagnostic in vitro); daca, in timpul utilizarii acestui dispozitiv sau ca urmare a
utilizarii acestuia, a avut loc un incident grav, va rugam sa il raportati producatorului
si autoritatii nationale competente din tara dvs.

Pentru incidente grave in alte tari, va rugam sa le raportati producatorului si, daca
este cazul, autoritatii nationale competente din tara dvs.

Punct de contact de vigilenta al producatorului: vigilance@ogt.com

Pentru autoritatile nationale competente din UE, o lista de puncte de contact de
vigilenta se gaseste la:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-reqgulations/contacts_en

Caracteristici de performanta specifice

Specificitatea analitica

Specificitatea analitica este definitd ca procentul de semnale care se hibridizeaza
la locusul corect si nu in alta locatie. Au fost analizate patru locusuri cromozomiale
in fiecare dintre 20 de celule in metafaza din cinci probe, rezultdnd 400 puncte de
date. Locatia fiecarei sonde hibridizate a fost mapata si a fost inregistrat numarul
de semnale FISH de cromozomi in metafaza care s-au hibridizat in locusul corect.

Specificitatea analitica a fiecarei sonde din kit a fost calculatd ca numarul de
semnale FISH de cromozomi in metafaza hibridizati la locusul corect impartit la
numarul total de semnale FISH de cromozomi in metafaza hibridizati; acest rezultat
a fost Tnmultit cu 100, a fost exprimat ca procent si i-a fost atribuit un interval de
ncredere de 95%.

Tabelul 1. Specificitatea analiticd a CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion

Probe

1921 200 200 100% 98,12% - 100%
1p32.3 200 200 100% 98,12% - 100%

Sensibilitatea analitica

Sensibilitatea analiticd este procentul de celule de interfaza carora li se poate
atribui un scor cu tiparul de semnale normal asteptat. A fost analizat un minim de
100 celule in interfaza pentru fiecare dintre cele 25 de suspensii de celule fixate
provenite din maduva osoasa si 25 de suspensii de celule fixate din celule CD138+
plasmatice, care au fost considerate negative pentru o insertie/amplificare CKS1B
sau o deletie CDKN2C, rezultdnd un minim de 2500 de nuclei carora li s-a atribuit
un scor pentru fiecare tip de proba. Datele privind sensibilitatea au fost analizate
pe baza procentului de celule care prezintd un model asteptat de semnale normal
si au fost exprimate ca procent cu un interval de incredere de 95%.

Tabelul 2. Sensibilitatea analiticd a CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion
Probe

N 3 } 98,68% (97,87% -
0, ! i
Maduva osoasa >95% 99,49%)
95,95% (94,96% -
0,
CD138+ >95% 96,94%)

Caracterizarea valorilor limita de normalitate

Valoarea normala de referinta este definita ca procentul de celule care prezinta un
model de semnale fals pozitive la care o persoana ar fi considerata normala si care
nu este concordant cu un diagnostic clinic. A fost analizat un minim de 100 celule
n interfaza pentru fiecare 25 de suspensii de celule fixate provenite din maduva
osoasa si 25 de suspensii de celule fixate din celule CD138+, care au fost
considerate negative pentru o insertie/amplificare CKS1B sau o deletie CDKN2C,
rezultand un minim de 2500 de nuclei carora li s-a atribuit un scor pentru fiecare tip
de proba.

Valoarea normala de referinta a fost determinata prin utilizarea functiei B-inversa
(BETAINV) din MS Excel. Aceasta a fost calculata ca procentul de celule Tn
interfaza care prezinta un model de semnale fals pozitive prin utilizarea limitei
superioare a unui interval de incredere de 95% unilateral al distributiei binomiale
intr-o proba de la un pacient normal.

Tabelul 3. Caracterizarea valorilor limitd de normalitate ale CKS1B/CDKN2C (P18)
Amplification/Deletion Probe

Maduva osoasa 5,93% 5,71%
CD138+ 9,24% 10,21%

Laboratoarele trebuie sa verifice valorile de referinta in baza propriilor date®*°.

Precizia

Precizia acestui produs a fost masurata in termeni de precizie in cadrul aceleiasi
zile (intre probe), precizie intre zile diferite (intre zile) si precizie intre loturi diferite
n cadrul aceluiasi centru (intre loturi).

Pentru evaluarea preciziei produsului au fost utilizate trei (3) probe: 1 proba
CD138+ normala, 1 proba CD138+ slab pozitiva pentru 2R1V (-CDKN2C) si 1
proba CD138+ slab pozitivd pentru 3R2V (+CKS1B). Probele CD138+ slab pozitive
au fost obtinute prin utilizarea unei proportii de probe CD138+ negative si

fnsamantarea acesteia cu o proba CD138+ pozitiva cunoscuta, cu scopul de a crea
probe slab pozitive Tn intervalul 2-4x fata de referinta, pentru a provoca produsul la
valoarea de referinta stabilita.

Pentru a stabili precizia intre zile diferite si in cadrul aceleiasi zile, probele au fost
evaluate la 10 date care nu au fost consecutive, iar pentru a stabili precizia intre
loturi, au fost evaluate 3 loturi de produs pe 3 replicate ale acelorasi probe.
Rezultatele au fost prezentate ca fiind concordanta globald cu clasa negativa
prezisa (pentru probele negative).

Tabelul 4. Reproductibilitatea si precizia CKS1B/CDKN2C (P18
Amplification/Deletion Probe

CD138+ normala (negativa) 100%

Precizia intre zile CD138+ SIaZbR‘;_cifitiVé pentru 100%

. . ‘A (]
diferite si in cadrul (-CDKN2C)

aceleiasi zile

CD138+ slab pozitiva pentru

0,
3R2V (+CKS1B) 100%
CD138+ normala (negativa) 100%
CD138+ slab pozitiva pentru
Precizia intre loturi (—C2DRK1III/2C) 100%
CD138+ slab pozitiva pentru o
3R2V (+CKS1B) 100%

Performanta clinicd

Pentru a asigura faptul ca produsul detecteaza rearanjamentele de destinatie,
performanta clinicd a fost stabilitd in cadrul a 1 studiu efectuat pe probe
reprezentative ale populatiei de destinatie pentru produs: material rezidual fixat in
metanol/acid acetic din probe de origine hematologica. Dimensiunea esantionului
pentru studiu a fost de 23 de specimene, cu o populatie tinta de 10 specimene
pozitive fie pentru amplificarea CKS1B, fie pentru deletia CDKN2C, fie pentru
ambele, si 13 specimene negative atat pentru amplificarea CKS1B, cét si pentru
deletia CDKN2C. Toate probele au fost dezidentificate si randomizate, pentru a
preveni eroarea sistematica a analizei. Rezultatele au fost comparate cu statutul
cunoscut al probei. Sonda a identificat corect statutul probelor in toate cazurile.

Rezultatele acestor teste au fost analizate pentru a furniza valorile privind
sensibilitatea clinica, specificitatea clinica si rata de rezultate fals pozitive (FPR,
false positive rate) pentru semnalele pozitive, prin utilizarea unei abordari
unidimensionale.

Tabelul 5. Performanta clinica a CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion
Probe, Rezultatele amplificarii CKS1B

Sensibilitate clinica (rata de rezultate 98.71%
adevarat pozitive - TPR, true positive rate) !

Specificitate clinica (rata de rezultate 99 75%
adevarat negative - TNR, true negative rate) !

Rata de rezultate fals pozitive (FPR, false 0.25%
positive rate) = 1 - specificitatea !

Tabelul 6. Performanta clinicda a CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion
Probe, Rezultatele deletiei CDKN2C.

Sensibilitate clinica (rata de rezultate 100%
adevarat pozitive - TPR, true positive rate)
Specificitate clinica (rata de rezultate 100%
adevarat negative - TNR, true negative rate)
Rata de rezultate fals pozitive (FPR, false 0%
positive rate) = 1 - specificitatea

Rezumatul de siguranta si performanta (SSP)

SSP trebuie sa fie pus la dispozitia publicului prin Baza de date europeana a
dispozitivelor medicale (Eudamed), unde este pus in legatura cu UDI-DI de baza.
URL Eudamed: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

UDI-DI de baza: 50558449LPH039JS

Daca Eudamed nu este complet functionala, SSP trebuie sa fie pus la dispozitia
publicului, la cerere, prin solicitare la adresa SSP@ogt.com.

Informatii suplimentare

Pentru informatii suplimentare referitoare la produs, va rugam sa contactati
departamentul de asistenta tehnica CytoCell.

Tel: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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Glosarul simbolurilor

EN ISO 15223-1:2021 - ,,Dispozitive medicale - Simboluri care
trebuie utilizate impreuna cu informatiile care trebuie
furnizate de catre producator - Partea 1: Cerinte generale”
(© Organizatia Internationala pentru Standardizare)

Simbol Titlu Numaér/numere de

referinta
M ro: Producator 5.1.1
ro: Reprezentant
autorizat pentru
E Comunitatea 5.1.2
Europeanad/Uniunea
Europeana
g ro: Data de expirare 5.1.4
LOT ro: Seria de fabricatie 5.1.5
ro: Numar de catalog 5.1.6
e ro: A se feri de
e .

/. \ lumina solara 532
ro: Limita d? 53.7
temperatura
ro: Consultati

instructiunile de 5.4.3

utilizare

ro: Consultati
instructiunile de 543
utilizare electronice

= )

ogt.com/IFU

ro: Precautie 544

ro: Dispozitiv medical

pentru diagnostic in 5.5.1
vitro
ro: Contine o
cantitate suficienta 5.5.5

pentru <n> teste

ro: Identificator unic
al dispozitivului

§| /5>

5.7.10

Simboluri EDMA pentru reactivi si componente IVD, revizie
octombrie 2009

Numar/numere de

Simbol Titlu s
referinta

ro: Continut (sau

CONT ) :
continuturi)

Nu este cazul

Brevete si marci comerciale

Cytocell este marca comerciala inregistrata a Cytocell Ltd.

| Ec |Re)

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

MAREA BRITANIE

Tel: +44 (0)1223 294048
Fax: +44 (0)1223 294986
E: probes@cytocell.com

W: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Bornbarch 1

22848 Norderstedt
GERMANIA

Tel: +49 40 527260
W: www.sysmex-europe.com

Istoricul versiunilor IFU
V001.00 2023-01-11: Noi IFU pentru Regulamentul (UE) 2017/746.
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