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Kullanim Amaci

CytoCell® EVI1 (MECOM) Breakapart Probe, MECOM vyeniden diizenlemeli
dogrulanmis veya slpheli akut miyeloid l6semisi (AML) veya miyelodisplastik
neoplazmalari (MDS) olan hastalardan alinan, Carnoy ¢oOzeltisinde (3:1
metanol/asetik asit) sabitlenmis ve hematolojik olarak turetiimis hicre
slispansiyonlarinda kromozom 3 Uzerindeki 3q26.2 bolgesini iceren kromozomal
yeniden diizenlemeleri tespit etmek igin kullanilan, kalitatif, otomatik olmayan bir
floresans yerinde hibridizasyon (FISH) testidir.

Kullanim Endikasyonlari

Bu cihaz, MECOM yeniden diizenleme durumu bilgisinin klinik yonetim igin énemli
olacagdi onaylanmis tanisal ve klinik bakim yollarinda diger klinik ve histopatolojik
testlere ek olarak tasarlanmistir.

Sinirlamalar

Bu cihaz MECOM bdlgesini (yesil prob), MECOM genine telomerik bir bolgeyi
(kirmizi prob) ve MECOM genine sentromerik bir bolgeyi (agik mavi prob) iceren
bu prob setindeki kirmizi, yesil ve agik mavi klonlarla baglanmis bélgedeki kirilma
noktalarina sahip yeniden dizenlemeleri tespit etmek igin tasarlanmistir. Bu
bolgelerin digindaki kirllma noktalari ya da timiyle bu bélge dahilinde olan varyant
yeniden diizenlemeler bu cihazla tespit edilemeyebilir.

Bu cihaz sunlar igin kullaniimaz: bagimsiz tanilama, birlikte tanilama, prenatal test,
popllasyon bazli tarama, hasta baginda test ya da kendi kendine test.

Bu cihaz, kullanim amacinda belirtilenler disindaki numune tipleri, hastalik tipleri
ya da amaglar i¢in dogrulanmamistir.

Tanilama amagch diger laboratuvar testlerine yardimci olmasi icin kullaniimahdir.
Yalnizca FISH sonuglarina dayanarak tedavi baslatiimamalhdir.

FISH sonuglarinin raporlamasi ve yorumlanmasi, uygun vasiflara sahip personel
tarafindan yapilmali, profesyonel uygulama standartlariyla tutarli olmalidir ve ilgili
diger test sonuglari, klinik ve tanilama bilgilerini de géz 6nlinde bulundurmalidir.
Bu cihaz yalnizca laboratuvarda profesyonel kullanim igindir.

Protokole bagli kalinmamasi performansi etkileyebilir ve yanlis pozitif/negatif
sonuglara neden olabilir.

Test Prensipleri

Floresans yerinde hibridizasyonu (FISH), DNA dizilimlerinin metafaz kromozomlar
Uzerinde ya da sabit sitogenetik numunelerden alinan interfaz gekirdeklerde tespit
edilmesine yardimci olan bir tekniktir. Bu teknik, tim kromozomlari ya da tekli
6zglin dizilimleri melezlestiren DNA problarini kullanir ve G bantli sitogenetik
analizin gucli bir yardimcisidir. Bu teknik, prenatal, hematolojik ve solid timér
kromozomal analizlerde temel bir arastirma araci olarak kullanilabilir. Fiksasyon ve
denatirasyonun ardindan hedef DNA, komplementer bir dizilime sahip, benzer bir
denature, floresan etiketli DNA probuna tavlanmaya hazir hale gelir. Hibridizasyonu
takiben, bagsiz ve belirsiz bagli DNA probu kaldirilir ve DNA viziializasyon igin
karsit boyayla boyanir. Floresan mikroskopisi bdylece hedef materyal izerindeki
melezlestirilmis probun vizlializasyonunu yapabilir.

Prob Bilgisi

3926.2'deki MECOM (MDS1 ve EVI1 karmasik lokusu) onkojeni siklikla
miyelodisplastik neoplazmalar ve MECOM yeniden diizenlemeli (AML) akut
miyeloid I16semi gibi miyeloid kaynakl hematolojik malignitelerde yeniden
diizenlenir. Neoplastik miyeloid hiicrelerde ekspresyonu miyeloid farklilagsmasini,
hiicre déngust diizenlemesini ve hiicre sinyallesme yollarini’ bozar.

Bu dlzensiz ekspresyonun nedeni, en sik rastlanan (~%40) iki sapma ile birlikte
3qg26.2'yi igeren bir kromozomal yeniden dizenlemedir; bu sapmalar
1(3;3)(921;926.2) ve inv(3)(g21926.2)'dir'. 30'un Ulzerinde ek 3g26.2 yeniden
diizenlemesi tanimlanmistir, bunlarin cogu molekiler diizeyde karakterizedir®.

Translokasyonlar ve inversiyonlar igin kirllma noktalari blyik 6lglide degiskendir.
MECOM yeniden diizenlemeleri gok heterojendir ve konvansiyonel sitogenetik ile
tespit edilmesi zor olabilir; bu durum FISH'i tespitler icin yararli bir arag haline getirir.
Varyant t(3;v)(g26.2;v) kirllma noktalari MECOM'un 3' proksimalinden MDS1-EVI1
promotdrliniin 5' distaline uzanarak yesil prob tarafindan kapsanir. Bu nedenle bu
translokasyonlar igin beklenen sinyal 6rlintlist kirilma noktasinin konumuna bagh
olarak degisir’>. MECOM yeniden diizenlemelerine yonelik testler hem MDS hem
de AML'de onerilir®.

MECOM yeniden diizenlemeli AML, blast ylzdesinden bagimsiz olarak kisa
sagkalimla seyreden agresif bir hastaliktir ve diger ortaklarla MECOM yeniden
diizenlemelerine kiyasla inv(3)/t(3;3) iceren vakalar arasinda sonug¢ agisindan bir
fark yoktur'. MDS risk siniflandirmasi yas, sitopenilerin siddeti ve sitogenetik
bulgular gibi degiskenleri kapsar.

Prob Spesifikasyonu
EVI1, 3926.2, Kirmizi
EVI1, 3926.2, Yesil
EVI1, 3926.2, Agik Mavi
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3q26.2
EVI1
GOLIM4 EGFEM1P (MECOM) MYNN  LRRC34
351614 SHOC-85783 D351282 D354415 D353523
| ——— [ ] [ ]
563kb 181kb 158kb
100kb

EVI1 prob karigsiminin kirmizi bileseni, D3S4415 isaretcisine telomerik 158 kb’lik
bir probdan olusur ve LRRC34 genini de igerir. Yesil bilesen, EVI1 (MECOM)
geninin sentromerik bolimini ve D3S1282 isaretgisinin 6tesini iceren 181 kb'lik
bir bolgeyi kapsar. Agik mavi bilesen, D3S1614 isaretgisini iceren EVI1 genine
sentromerik 563 kb’lik bir bdlgeyi kapsar.

Tedarik Edilen Materyaller

Prob: Viyal basina 50 pl (5 test) ya da viyal basina 100 pl (10 test)

Problar, hibridizasyon gozeltisine (<%65 formamit; <20 mg dekstran siilfat; <%10
20 kat salin-sodyum sitrat (SSC)) karistiriimis olarak tedarik edilir ve kullanima
hazirdir.

Karsit boya: Viyal basina 150 pl (15 test)
Karsit boya, DAPI Antifade ES'dir (gliserol bazli ggmme ortami igcinde 0,125 pug/ml
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol)).

Uyarilar ve Tedbirler

1. Yalnizca in vitro tanilama amachdir. Yalnizca laboratuvarda profesyonel
kullanim igindir.

2. Prob karigimlari bir teratojen olan formamit icermektedir; buhari solumayin ya
da cildinize temas ettirmeyin. Kullanirken 6zen gosterin; eldiven ve laboratuvar
onlaga giyin.

3. DAPI'y1 kullanirken 6zen gdsterin; eldiven ve laboratuvar 6nligu giyin.

4. Viyaller zarar gérmis ya da viyal icerikleri bir sekilde bozulmussa bunlari
kullanmayin.

5. Bu Urund glvenli sekilde imha etmenin yolunu bulmak igin Gilvenlik Veri
Sayfasindaki 6nerilerle birlikte bulundugunuz konumdaki yerel imha
yoénetmeliklerini izleyin. Bu zarar gérmus test kiti igerikleri icin de gegerlidir.

6. Kullanilmis tim reaktifler ve diger tim kontamine ve tek kullanimhk

materyalleri, enfeksiy6z ya da enfeksiyon potansiyeli olan atik prosedurlerini

izleyerek imha edin. Kati ve sivi atiklar, yapisi ve tehlike derecesine goére
kullanmak ve bunlari gegerli ydnetmelikler uyarinca islemek ve imha etmek (ya
da isletmek ve imha ettirmek) laboratuvarin sorumlulugudur.

Operatérler, kirmizi, mavi ve yesil renkleri ayirt edebiliyor olmalidir.

Belirtilen protokol ve reaktiflere bagli kalinmamasi, performansi etkileyebilir ve

yanlis pozitif/negatif sonuglara neden olabilir.

. Bir prob diger problarla seyreltiimemelidir ya da karigtirimamaldir.

10. Protokoliin 6n denatiirasyon asamasi sirasinda 10 pl prob kullanilmamasi,
performansi etkileyebilir ve yanlis pozitif/negatif sonuglara neden olabilir.

11. TUm Urunler kullanilmadan énce dogrulanmalidir.

12. g kontroller, numuneleri test ederken etkilenmeyen hiicre popiilasyonlari
kullanilarak yapilmalidir.
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Sicaklik Agiklamalan

e -20 °C/Donmug/Dondurucuda: -25°Cila-15°C

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

Oda Sicakhgi (RT): +15 °C ila +25 °C
Muhafaza ve Kullanim
-15°C  Bu kit, kit etiketinde belirtilen son kullanma tarihine kadar -25 °C
J/ ile -15 °C arasinda bir dondurucuda muhafaza edilmelidir. Prob
-25°C ve karsit boya viyalleri karanhk bir ortamda muhafaza
edilmelidir.

\|/ FISH probu, DAPI Antifade ES karsit boyasi ve Hibridizasyon

~Nag' Cozeltisi, normal kullanim sirasinda uygulanan dondurma-
-"7 e~ ¢6zme dongllerinde stabil kalir (burada bir déngl viyalin
AI dondurucudan gikarilmasi ve dondurucuya yerlestiriimesinden
olusur) - 50 pl (5 test) viyal FISH probu igin 5 déngti, 100 pl (10

test) viyal FISH probu igin 10 déngli ve 150 pl (15 test) viyal

karsit boya igin 15 déngu. Isiga maruz kalma en aza indirilmeli ve mimkin oldukca
onlenmelidir. Bilesenleri, verilen 1sik gegirmez kapta muhafaza edin. Etikette
belirtilenler digindaki kosullarda kullanilan ve muhafaza edilen bilesenler, gerektigi
gibi galismayabilir ve test sonuclarini olumsuz etkileyebilir. Isiga ve sicakhk
degisimlerine maruz kalinmasinin 6nline gegmek igin her tiirlii caba sarf edilmelidir.

Gerekli Olan Fakat Tedarik Edilmeyen Tecghizat ve Materyaller
Kalibre edilmis techizat kullaniimahdir:

Isitmali tabla (sert bir tabla ve 80 °C'ye kadar dogru sicaklik kontrolii)
Kalibre edilmis degisken hacimli mikropipet ve ug araligi 1 pl-200 pl
Dogru sicaklik kontroliinde (37 °C ve 72 °C) su banyosu
Mikrosantrifij tipler (0,5 ml)

Floresan mikroskop (Liitfen Floresan Mikroskop Onerisi bélimiine bakiniz)
Faz kontrast mikroskobu

Temiz plastik, seramik ya da i1siya dayanikli cam Coplin kavanozlar
Forseps

Kalibre edilmis pH &lglim cihazi (ya da pH 6,5-8,0 dlgebilen pH indikator
seritler)

10. Nemli kap

11. Floresan dereceli mikroskop lensi immersiyon yagi

12. Tezgah Ustl santrifij

13. Mikroskop lamlari

14. 24x24 mm lameller

15. Zamanlayici

16. 37 °C inkibator

17. Kauguk gozelti yapistiricisi

18. Vorteks mikser

19. Dereceli silindirler

20. Manyetik karistiric

21. Kalibre edilmis termometre
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Tedarik Edilmeyen Tercihe Baglh Teghizat
1. Sitogenetik kurutma kabini

Gerekll Olan Fakat Tedarik Edilmeyen Reaktifler
20 kat salin-sodyum sitrat (SSC) Cozeltisi
%100 Etanol

Tween-20

1 M Sodyum hidroksit (NaOH)

1 M Hidroklorik asit (HCI)

Aritilmis su

S0k wN =

Floresan Mikroskop Onerisi

Optimal vizializasyon igin, 100 vat civa buharl lamba ya da muadili bir lamba ve
yag immersiyonu plani apokromat objektiflerini (60/63 kat ya da 100 kat) kullanin.
Bu prob setinde kullanilan florofor su dalga boylarini eksite eder ve yayar:

Acik Mavi 418 467
Yesil 495 521
Kirmizi 596 615

Mikroskoba yukarida listelenen dalga boylarini kapsayan uygun eksitasyon ve
emisyon filtrelerinin takildigindan emin olun.

Acik mavi spektrumun en iyi sekilde goriintulenebilmesi igin tekli acik mavi
spektrum bant gegirici filtre ya da yesil, kirmizi ve agik mavi floroforlarin es zamanl
gorintilenmesi igin Gglu kirmizi spektrum/yesil spektrum/acik mavi spektrum bant
gegcirici filtre kullanin.

Dogru sekilde calistigindan emin olmak icin, floresan mikroskobu kullanmadan
once kontrol edin. Floresan mikroskopisine uygun ve disik otomatik floresan igin
formiile edilmis immersiyon yagi kullanin. DAPI renk solmasi 6nleyici karigimi
mikroskop immersiyon yagiyla karistirmaktan kaginin. Bu, sinyalleri bozacaktir.
Lamba 6mri ve filtrelerin yasiyla ilgili olarak Ureticilerin 6nerilerine riayet edin.

Numune Hazirlama

Bu kit, laboratuvar ya da kurumsal kilavuzlara gére hazirlanmis olan, dogrulanmis
veya slpheli akut miyeloid l6semili (AML) ya da miyelodisplastik neoplazmali
(MDS) hastalardan alinan, Carnoy c¢ozeltisi (3:1 metanol/asetik asit) iginde
sabitlenmis, hematolojik olarak turetilmis hicre siispansiyonlarinda kullaniimak
Uzere tasarlanmistir. Havayla kurutulmus numuneleri mikroskop lamlari lizerinde

standart sitogenetik prosedirlere uygun sekilde hazirlayin. AGT Sitogenetik
Laboratuvar Kilavuzu numune toplama, kiltirleme, hasat ve lam yapimi igin
dneriler igermektedir®.

Cozelti Hazirlama

Etanol Cozeltileri

Takip eden oranlari kullanarak %100 etanoli aritilmis su ile seyreltin ve iyice
karistirin:

e %70 Etanol-7 birim %100 etanol ve 3 birim aritiimig su

e %85 Etanol-8,5 birim %100 etanol ve 1,5 birim aritilmis su

Cozeltileri hava gegirmeyen bir kapta, 6 aya kadar, oda sicakliginda muhafaza edin.

2xSSC Cozeltisi

1 birim 20xSSC Gozeltiyi 9 birim aritiimis suyla seyreltin ve iyice karistirin. pH'i
kontrol edin ve NaOH ya da HCI kullanarak pH 7,0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda
sicakhginda, hava gegirmez bir kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

0,4xSSC Cozeltisi

1 birim 20xSSC Cozeltiyi 49 birim aritilmis suyla seyreltin ve iyice karistirin. pH'i
kontrol edin ve NaOH ya da HCI kullanarak pH 7,0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda
sicakhginda, hava gegirmez bir kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

2xSSC, %0,05 Tween-20 Cozeltisi

1 birim 20xSSC Cozeltiyi 9 birim aritiimis suyla seyreltin. Her 10 ml basina 5 pl
Tween-20 ekleyin ve iyice karistirin. pH'I kontrol edin ve NaOH ya da HCI
kullanarak pH 7,0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda sicakliginda, hava gegirmez bir
kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

FISH Protokolii
(Not: Probun ve karsit boyanin laboratuvar isiklarina maruz kalmamasina her
zaman dikkat edin).

Lam Hazirlama

1. Hicre numunesini cam mikroskop lami Uzerine yerlestirin. Kurumaya izin
verin. (Tercihe bagh, sitogenetik kurutma kabini kullaniliyorsa: Optimal
hiicre numunesi damlatma igin, kabin yaklasik 25 °C'de ve %50 nemde
isletilmelidir. Bir sitogenetik kurutma kabini mevcut degilse alternatif olarak bir
davlumbaz kullanin).

2. Lami 2 dakika boyunca, oda sicakliginda ve ajitasyon olmadan 2xSSC igine
daldirin.

3. Biretanol serisinde (%70, %85 ve %100), 2 dakika boyunca, oda sicakliginda
dehidrasyon yapin.

4. Kurumaya izin verin.

On Denatiirasyon

5. Probu dondurucudan cikarin ve oda sicakliginda isinmasini saglayin.
Kullanmadan 6nce, tupleri kisa sure santrifij edin.

6. Prob c¢ozeltisinin bir pipetle karistiriidigindan ve ¢ozeltinin esit olarak
dagildigindan emin olun.

7. Test basina probdan 10 pl alin ve bir mikrosantrifijj tlipline aktarin. Kalan
probu vakit kaybetmeden dondurucuya geri koyun.

8. 5 dakikalik 6n isitma igin, probu ve numune lamini 37 °C (+/- 1 °C) isitmah
tabla izerine koyun.

9. Prob karisimindan 10 pl alip hiicre numunesi lizerine damlatin ve dikkatlice bir
lamel uygulayin. Kaucuk cozelti yapistiricisiyla kapatin ve yapistiricinin
tamamen kurumasina izin verin.

Denatiirasyon
10. Lami isitmali tabla Gzerinde 75 °C'de (+/- 1 °C), 2 dakika I1sitarak numuneyi ve
probu es zamanli olarak denattre edin.

Hibridizasyon
11. Lami nemli, 11k gegirmez bir kap iginde, 37 °C'de (+/- 1 °C) bir gece bekletin.

Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

12. DAPI'yi dondurucudan gikarin ve oda sicakliginda isinmasini saglayin.

13. Lameli ve yapistiricinin tiim izlerini dikkatlice kaldirin.

14. Lami 2 dakika boyunca, 72 °C'de (+/- 1 °C) ve ajitasyon olmadan 0,4xSSC
(pH 7,0) icine daldirin.

15. Lami kurutun ve 30 saniye boyunca, oda sicakliginda (pH 7,0) ve ajitasyon
olmadan 2xSSC, %0,05 Tween-20 igine daldirin.

16. Lami kurutun ve her bir numuneye 10 pl DAPI renk solmasi 6nleyici karigimi
uygulayin.

17. Bir lamel ile Ustini kapatin, baloncuklar giderin ve 10 dakika boyunca
karanlikta bekleterek rengin belirginlesmesini saglayin.

18. Floresan mikroskop kullanarak izleyin (bakiniz Floresan Mikroskop Onerisi).

Prosediirel Oneriler

1. Lamlarin isitiimasi ya da yipranmasi, sinyal floresanini diisurebilir.

2. Cytocell Ltd.'nin tedarik ettigi ya da onerdigi reaktifler haricinde reaktifler
kullanmak, hibridizasyon kosullarini olumsuz etkileyebilir.

3. Bu sicakliklar optimum uriin performansi acisindan kritik oldugu icin, ¢ozelti,
su banyosu ve inklUbatér sicakliklarini dlgmek igin kalibre edilmis bir
termometre kullanin.

4. Dusuk sertlik probun belirsiz baglanmasiyla ve ¢ok yiiksek sertlik sinyal
yokluguyla sonuclanabilecegi igin, yikama konsantrasyonlari, pH ve sicakliklar
onemlidir.

5. Tamamlanmamis denatiirasyon sinyal yokluguna, asin denatiirasyon ise
belirsiz baglanmaya neden olabilir.

6. Asin hibridizasyon ilave ya da beklenmeyen sinyallerin ortaya gikmasiyla
sonuglanabilir.
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Kullanicilar, testi tanilama amaclh olarak kullanmadan 6nce, protokolli kendi
numunelerine gére optimize etmelidirler.

Optimal alti kosullar, belirsiz baglanmanin yanlis sekilde prob sinyali olarak
yorumlanmasina neden olabilir.

*®

Sonuglarin Yorumlanmasi

Lam Kalitesinin Degerlendirilmesi

Asagidaki durumlarda lam analiz edilmemelidir:

e Sinyaller, tekli filtrelerle analiz yapmak icin ¢cok zayifsa - analize devam etmek
icin, sinyaller parlak, ayirt edilebilir ve kolay degerlendirilebilir olmalidir
Analize engel olan, ¢ok sayida kimelenmis/ist Uste binmis hiicre varsa
Hucrelerin >%50'si melezlestiriimemisse

Hucreler arasinda fazla floresan partikll ve/veya sinyalleri bozan bir floresan
bulanikligi varsa - optimal lamlarda arka plan koyu ya da siyah ve temiz
goéranmelidir

e Hicre gekirdekleri arasinda sinirlar ayirt edilemiyorsa ve intakt degillerse

Analiz Kilavuzlari

e Her numuneyi iki analist analiz etmeli ve yorumlamalidir. Herhangi bir
tutarsizlik Gglincl bir analist tarafindan degerlendirilerek ¢ozulmelidir
Analistlerin hepsi gecerli ulusal standartlarin 6ngérdugi vasiflara sahip
olmahdir

Her analist, her numune icin bagimsiz olarak 100 gekirdek almalidir. Birinci
analist lamin sol tarafindan, ikinci analist lamin sag tarafindan analize
baglamaldir

Her bir analist elde ettigi sonuglari ayri tablolara kaydetmelidir

Yalnizca intakt gekirdekleri analiz edin. Ust iiste binmis, kiimelenmis ya da
sitoplazmik kalintilarla veya yiiksek derece otofloresanla kaph cekirdekleri
analiz etmeyin

Cok fazla sitoplazmik kalinti ya da belirsiz hibridizasyon olan alanlardan
kaginin

Sinyal yogunlugu, tek bir gekirdekte bile degisebilir. Bu durumlarda, tekli
filtreler kullanin ve/veya odak diizlemini ayarlayin

Sinyaller optimal alti kosullarda dagdinik olarak gériinebilir. Eger ayni rengin iki
sinyali birbirine deg@iyorsa ya da bu iki sinyalin arasindaki uzaklik iki sinyal
genisliginden daha buyik degilse veya bu iki sinyali birbirine baglayan zayif
bir zincir varsa, bu iki sinyali tek olarak sayin

Ug renkli ayirma probunu analiz ederken, aralarinda 2 sinyal genisliginden
daha dar olan bir bosluk bulunan 3 sinyal (kirmizi, yesil, agik mavi) varsa
bunlar yeniden diizenlenmemis/kaynastiriimamis sinyal olarak sayilirlar
Hucrenin analiz edilebilir olup olmadigindan emin degilseniz, analiz yapmayin

Saymayin - ¢ekirdeklerin
sinirlar belirlenemeyecek
kadar birbirine ¢cok yakin

Ust (iste binmis gekirdekleri
saymayin - her iki gekirdegin
tim alanlarn gérinmez

2 flizyon sinyali olarak sayin -
kirmizi ile yesil/agik mavi
sinyal arasindaki mesafe iki
prob genisliginden azdir

2 flizyon sinyali olarak sayin -
yesil ve kirmizi/agik mavi
sinyal arasindaki mesafe iki
prob genisliginden azdir
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2 fuizyon sinyali olarak sayin -
acik mavi ile kirmizi/yesil
sinyal arasindaki mesafe iki
prob genisliginden azdir

2 fuizyon sinyali olarak sayin -
kirmizi sinyal sag Ust
flzyonda diflizdur

2 fuizyon sinyali olarak sayin -
yesil sinyal sag Ust flizyonda
diftizdiir

2 flizyon sinyali olarak sayin -
aclk mavi sinyal sag Ust
fizyonda difuizdir

Beklenen Sonuglar
Beklenen Normal Sinyal Oriintiisii

Normal bir hlicrede, iki kirmizi/yesil/agik mavi fiizyon sinyali beklenir (2KYA).

Beklenen Anormal Sinyal Oriintiileri

Yesil proba distal olan kirlma noktalarina sahip bir t(3;3)(q21;26.2) veya bir
t(3;v)(926.2;v) igeren bir hiicrede beklenen sinyal oriintiisii bir kirmizi/yesil/agik
mavi fiizyon sinyali, bir yesil/agik mavi flzyon ve bir kirmizi sinyal (1KYA1YA1K)
olacaktir.

Yesil proba proksimal olan kirilma noktalarina sahip, bir inv(3)(q21926.2) veya bir
t(3;v)(926.2;v) igeren bir hiicrede beklenen sinyal oriintiisii bir kirmizi/yesil/agik
mavi fiizyon sinyali, bir kirmizi/yesil fizyon ve bir agik mavi sinyal (1KYATKY1A)
olacaktir.

Andploid/dengesiz numunelerde diger sinyal oriintiileri mimkanddr.

Bilinen ilgili Etkilegimler/Etkilesen Maddeler
Bilinen ilgili etkilesim/etkilesen madde yok.

Bilinen capraz reaktivite yok.

Olumsuz Durum Raporlama

Avrupa Birligi ve benzer diizenleyici rejimin (in vitro Tibbi Tanilama Cihazlari
hakkinda (EU) 2017/746  Yonetmeligi) oldugu Ulkelerde  bulunan
hastalar/kullanicilar/iglinct taraflar igin; bu cihazin kullanimi sirasinda ya da
sonucunda olumsuz bir durum meydana gelirse, liitfen bunu Ureticiye ve Yetkili
Ulusal Makama rapor edin.
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Diger Ulkelerdeki olumsuz durumlar igin, liitfen bunu Ureticiye ve varsa, Yetkili
Ulusal Makama rapor edin.

Uretici vijilans irtibati: vigilance@ogt.com

AB Yetkili Ulusal Makamlari igin, vijilans irtibat noktalarinin bir listesini surada
bulabilirsiniz:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts _en

Spesifik Performans Ozellikleri

Analitik Belirlilik

Analitik  belirlilik, dogru lokusa melezlestirimis ve baska bir konuma
melezlestirimemis sinyallerin ylizdesi olarak tanimlanir. Bes numunede bulunan
yirmi metafaz hiicresinin her birinde iki kromozomal lokus analiz edildi ve bilesen
basina 200 veri noktas! elde edildi. Her melezlestirilmis probun konumu haritalandi
ve dogru lokusa melezlestirilmis metafaz kromozomundaki FISH sinyallerinin sayisi
kaydedildi.

Kit icerisindeki her probun analitik belirliligi, dogru lokusa melezlestirilmis metafaz
kromozomu FISH sinyallerinin toplam melezlestirilmis metafaz kromozomu FISH
sinyali sayisina bélinmesiyle hesaplandi, bulunan sonug 100 ile garpildi, ylizde
olarak ifade edildi ve %95 guiven araliginda verildi

Tablo 1. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Analitik Belirlilik

3026.2 200 200 %100 %98,12-%100

3026.2 200 200 %100 %98,12-%100

3026.2 200 200 %100 %98,12-%100
Analitik Hassasiyet

Analitik hassasiyet, beklenen normal sinyal 6riintisi olan, skorlanabilir interfaz
hucrelerinin yiizdesidir. Bir MECOM yeniden diizenlemesi igin negatif olan, kemik
iliginden 25 sabitlenmis hiicre stispansiyonunun her biri igcin en az 200 interfaz
hlcre analiz edildi ve bunun sonucunda her numune tipi igin minimum 5000
puanlanan cekirdek elde edildi. Hassasiyet verileri, beklenen normal sinyal
orlintlist gosteren hucrelerin yiizdesine dayanarak analiz edildi ve %95 giiven
araliginda bir ylizde olarak ifade edildi.

Tablo 2. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Analitik Hassasiyet

%99,14 (%98,89-
%99,39)

Kemik [ligi >%95

Normal Esik Degerleri Karakterizasyonu

Normal esik degeri, bir bireyin normal olarak kabul edilebilecegi ve klinik bir tani ile
tutarli olmadi@i yanlis bir pozitif sinyal 6rlintlisi gésteren hicrelerin ylizdesi olarak
tanimlanir. MECOM yeniden dlzenlemesi icin negatif olan 25 kemik iligi
numunesinin her biri i¢in en az 200 interfaz hiicre analiz edildi ve bunun sonucunda
her numune tipi igin minimum 5000 puanlanan cekirdek elde edildi.

Esik degeri, MS Excel'deki B-ters (BETAINV) fonksiyonu kullanilarak belirlendi.
Normal bir hasta numunesindeki binom dagiiminin tek tarafli %95 giiven arahginin
bir Gist sinirini kullanarak yanlis pozitif sinyal 6rlintiisti gosteren interfaz hiicrelerinin
yuizdesi olarak hesaplandi.

Tablo 3. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Normal Esik Degerlerinin
Karakterizasyonu

Kemik iligi %4

Laboratuvarlar esik degerlerini kendi verilerini kullanarak teyit etmelidir 5.

Yeniden Uretilebilirlik

Sunlari belirlemek tizere yeniden uretilebilirlik calismalari yapilimigtir:
. 3 bolgeli Gin igi yeniden Uretilebilirlik (numuneden numuneye)
. 3 bolgeli Gunler arasi yeniden Uretilebilirlik (glinden giine)
. 3 bolgeli Bolgeler arasi yeniden uretilebilirlik (bdlgeden bdlgeye)
. Tek bolgeli Lotlar arasi yeniden Uretilebilirlik (lottan lota)

Yeniden Uretilebilirlik, sinyal 6rlintlisi basina 6 (yeniden diizenleme igin iki negatif,
esik degerinin 1-3 kati olan iki disik pozitif numune ve yeniden diizenleme igin
pozitif hiicrelerin %45'inden fazlasini igeren iki ylksek pozitif numune) olmak tizere
toplam 12 kér numune test eden (g ayri laboratuvar tarafindan olusturuldu. Analiz,
art arda olmayan 5 gin boyunca her bir numunenin 2 kopyasi kullanilarak
gerceklestirildi.

Her 3 bolge de ayni prob lotunu kullanarak giin i¢i, gunler arasi ve bélgeler arasi
testler gerceklestirdi. Ayrica bolgelerden birinde 3 farkli prob lotu kullanilarak lotlar
arasi yeniden uretilebilirlik de test edildi.

Sonuglar, éngorilen negatif sinifla (negatif numuneler igin) ve 6ngoérilen pozitif
sinifla (pozitif numuneler igin) olan genel uyum olarak sunuldu.

Tablo 4a. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Yeniden Uretilebilirlik ve Kesinlik
— Inversiyon Sinyal Oriintiisii

Gun igi (numuneden Kemik [ligi Negatif %100

numuneye), glinler arasi Kemik iligi Dustk Pozitif %63

(glinden gline) ve bolgeler
arasi yeniden dretilebilirlik Kemik iligi Yiiksek Pozitif %100
(bdlgeden bolgeye)

Lot L | Kemik [ligi Negatif %92
otlar arasi (Lottan lota) Kemik iligi Dusik Pozitif %67
yeniden Uretilebilirlik — —

Kemik lligi Yuksek Pozitif %100

Tablo 4b. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Yeniden Uretilebilirlik ve Kesinlik
— Translokasyon Sinyal Oriintiisii

Gin igi (numuneden Kemik Iligi Negatif %100
numuneye), glinler arasi Kemik iligi Dusik Pozitif %98
(glinden gline) ve bolgeler
arasi yeniden uretilebilirlik Kemik lligi Yiiksek Pozitif %100
(bdlgeden bodlgeye)
Kemik Iligi Negatif %100
Lotlar aras, (Lottan lota) Kemik iligi Dusik Pozitif %100
yeniden Uretilebilirlik - —
Kemik lligi Yiksek Pozitif %100

Farkli dusik pozitiflik seviyesi (esik degerinin 2 ve 4 kati) olan 2 numune ve 1
negatif numune kullanilarak, asagidakileri belirlemek tizere inversiyon sinyal
orlntusiine yonelik disik pozitif sonuglar desteklemek icin ek bir yeniden
Uretilebilirlik galismasi gergeklestiriimistir:

. Tek bolgeli Gln ici yeniden Uretilebilirlik (numuneden numuneye)

. Tek bolgeli Glnler arasi yeniden Uretilebilirlik (giinden giine)

. Tek bolgeli Operatérler arasi yeniden Uretilebilirlik (operatérden

operatore).

Yeniden Uretilebilirlik 1 prob lotu kullanilarak belirlendi, her numunenin 2 kopyasi
Uzerinde degerlendirdi, 2 farkli operatér tarafindan ardisik olmayan 5 giin
boyunca test edildi.

Sonuglar, éngorilen pozitif sinifla (pozitif numuneler icin) olan genel uyum olarak
sunuldu.

Tablo 4c. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Yeniden Uretilebilirligi ve Kesinligi

destekleyen ek veriler — inversiyon Sinyal Oriintiisii

Gin igi (hnumuneden
numuneye), gunler
aras! (giinden giine) ve
operatorler arasi s e e .
yeniden iretilebilirik | Kemik 1ligi Diislk pozitif %100
(operatdrden (esik degerin 4 kati)
operatére)

Kemik Iligi Dusiik pozitif
(esik degerin 2 kati)

%100

Klinik Performans

Uriiniin amaglanan yeniden diizenlemeleri tespit etmesini saglamak amaciyla, Griin
icin amaglanan populasyonun asagida belirtilen temsili numuneleri Uzerinde
yapilan 3 calismada klinik performans saglandi: Dogrulanmis veya slpheli
miyelodisplastik sendromu (AML) veya miyelodisplastik neoplazmalari (MDS) olan
hastalardan Carnoy ¢ozeltisi (3:1 metanol/asetik asit) icinde sabitlenmis,
hematolojik olarak tlretiimis hiicre slispansiyonlari. Calismalar, yedi (7) pozitif
translokasyon ve yiz on bir (111) negatif translokasyondan olusan hedef
popllasyonla toplam yiiz on sekiz (118) érneklik bir numune boyutu ile yiiz on bir
(111) negatif inversiyon ve sekiz (8) pozitif inversiyon igeren toplam yiiz on dokuz
(119) 6rneklik bir numune boyutuna sahiptir. Sonuglar daha sonra numunenin
bilinen durumuyla karsilastirildi. Sonuglarin uyumu/uyumsuzlugunun, bu calisma
icin kabul edilebilirlik kriterini sagladigi bulundu.

Bu testlerin sonuglari, tek boyutlu bir yaklasim kullanarak pozitif sinyaller igin klinik
hassasiyet, klinik belirlilik ve yanlis pozitif oran (FPR) degerleri saglamak amaciyla
analiz edildi.

Tablo 5. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Klinik Performans — Translokasyon

Klinik Hassasiyet (gergek pozitif oran, TPR) %99,94
Klinik Belirlilik (gergek negatif oran, TNR) %99,97
Yanlig Pozitif oran (FPR) = 1 — Belirlilik %0,03

Tablo 6. EVI1 (MECOM) Breakapart Probe icin Klinik Performans — inversiyon.

|

Klinik Hassasiyet (gergek pozitif oran, TPR) %96,26
Klinik Belirlilik (gercek negatif oran, TNR) %99,28
Yanlig Pozitif oran (FPR) = 1 — Belirlilik %0,72
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Giivenlilik ve Performans Kisa Ozeti (SSP)

SSP, Temel UDI-Dl'ye bagl oldugu tibbi cihazlar hakkinda Avrupa veritabani
(Eudamed) yoluyla halka agik olacaktir.

Eudamed URL'si: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Temel UDI-DI: 50558449LPH036JL

Eudamed tam olarak galismiyorsa SSP@ogt.com adresine e-posta gondererek
talep edilmesi lizerine SSP halka agik olacaktir.

Ek Bilgiler

Uriinle ilgili daha fazla bilgi almak igin liitfen CytoCell Teknik Destek Bélimii ile
iletisime gegin.

Tel.: +44 (0)1223 294048

E-posta: techsupport@cytocell.com
Web sitesi: www.ogt.com
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Semboller Soézliigii

EN ISO 15223-1:2021 - "Tibbi cihazlar - Uretici tarafindan
saglanacak bilgilerde kullanilacak semboller - Boliim 1: Genel
gereklilikler”

(© International Organization for Standardization)

Referans
Sembol Bashk Numarasi/Numaralari
M tr: Uretici 5.1.1
tr: Avrupa
Toplulugu'nda/Avrupa
E Birligi'nde yetkili 51.2
temsilci
g tr: Son kullanim tarihi 514
LOT tr: Parti kodu 515
tr: Katalog numarasi 5.1.6
e tr: Gil Sind
//IY r: Glnes 1sigindan 5.3.0
/.\ koruyun
/l[ tr: Sicaklik siniri 5.3.7
tr: Kullanim
D:i] talimatlarina bakin 543
tr: Elektronik
kullanim talimatlarina 543
ogt.com/IFU bakin
& tr: Dikkat 54.4
tr: In vitro tibbi
tanilama cihazi 551
\ ; / tr: <n> test igin
yeterlidir 5585
tr: Benzersiz Cihaz 5710
Tanimlayicisi

IVD reaktifleri ve bilegenleri icin EDMA sembolleri, Ekim 2009

revizyonu
Referans
Sembol Bashk Numarasi/Numaralari
CONT tr: Icindekiler (veya

icerikler)

Uygulanamaz

Patentler ve Markalar

CytoCell, Cytocell Limited'in tescilli ticari markasidir.

| Ec |Rep)

IFU Siiriim Gegmisi

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

BIRLESIK KRALLIK

Tel.: +44 (0)1223 294048
Faks: +44 (0)1223 294986

E-posta: probes@cytocell.com
Web sitesi: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Bornbarch 1

22848 Norderstedt
ALMANYA

Tel.: +49 40 527260

Web sitesi: www.sysmex-europe.com
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