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Tiltenkt formal

CytoCell® EVI1 (MECOM) Breakapart Probe er en kvalitativ, ikke-automatisert
FISH-test (fluorescens in situ-hybridisering) som brukes til pavisning av
omgrupperinger i 3926.2-omradet pa kromosom 3 i suspensjoner av fikserte,
hematologisk deriverte celler i Carnoys lgsning (3:1 metanol/eddiksyre) fra
pasienter med bekreftet eller mistenkt akutt myeloid leukemi med MECOM-
omgruppering (AML) eller myelodysplastiske neoplasmer (MDS).

Indikasjoner for bruk

Dette utstyret er designet for bruk i tillegg til andre kliniske og histopatologiske
tester som foretas under godkjent diagnostisk og klinisk behandling, der kunnskap
om MECOM-omgruppering vil veere viktig for den kliniske behandlingen.

Begrensninger

Dette utstyret er designet for pavisning av omgrupperinger med brytningspunkter i
omradet som dekkes av de rgde, grenne og aqua-fargede klonene i dette
probesettet, som omfatter MECOM-omradet (grenne probe), et omrade telomert til
MECOM-genet (red probe) og et omrade centromerisk tii MECOM-genet (aqua-
farget probe). Det er mulig at brytningspunkter utenfor disse omradene eller
variantomgrupperinger som er fullstendig innenfor dette omradet, ikke blir pavist
med dette utstyret.

Dette utstyret er ikke ment for: bruk til frittstdende diagnostisering, bruk til
folgediagnostikk, prenatal testing, populasjonsbasert screening, testing i
pasientnaere omgivelser, eller selvtesting.

Dette utstyret er ikke validert for prgvetyper, sykdomstyper eller formal utenom det
som er angitt i det tiltenkte formalet.

Det er ment som et supplement til andre diagnostiske laboratorietester, og
behandling skal ikke igangsettes kun pa bakgrunn av FISH-resultatet.
Rapportering og tolking av FISH-resultater skal utferes av kvalifisert personell, i
samsvar med standarder for profesjonell praksis, og andre relevante testresultater
og klinisk og diagnostisk informasjon skal tas i betraktning.

Dette utstyret er kun til profesjonell laboratoriebruk.

Dersom protokollen ikke felges, kan det pavirke testen og fere til falske
positive/negative resultater.

Prinsippene bak testen

Fluorescens in situ hybridisering (FISH) er en teknikk som gjer det mulig & pavise
DNA-sekvenser pa kromosomer i metafase eller kjerner i interfase ved hjelp av
fikserte cytogenetiske prover. Teknikken innebezerer bruk av DNA-prober som
hybridiserer til hele kromosomer eller unike enkeltsekvenser, og er effektiv som
supplement til cytogenetisk G-bandsanalyse. Denne teknikken kan na brukes som
et viktig verktgy for analysering av prenatale og hematologiske kromosomer og
kromosomer i solide svulster. Etter fiksering og denaturering er mal-DNA
tilgjengelig for sammenkobling med en fluorescens-merket DNA-probe som er
denaturert pa lignende mate og som har en komplementeer sekvens. Etter
hybridisering blir ubundet og ikke-spesifikt bundet DNA-probe fiernet, og DNA-et
blir motfarget for visualisering. Fluorescensmikroskopi gjer det da mulig a
visualisere den hybridiserte proben pa malmaterialet.

Probeinformasjon
MECOM-onkogenet (MDS1 og EVI1 kompleks locus) pa 3926.2 er ofte omgruppert
ved hematologiske maligniteter av  myeloid opprinnelse, inklusive

myelodysplastiske neoplasme (MDS) og akutt myeloid leukemi med MECOM-
omgruppering (AML). Ekspresjonen av det i neoplastiske myeolide celler forstyrrer
myeloid-differensiering, cellesyklusregulering og cellesignalveier’.

Denne avregulerte ekspresjonen skyldes ofte en kromosom-omgruppering som
involverer 3926.2, der de to vanligste (~40 %) avvikene er 1(3;3)(q21;926.2) og
inv(3)(921926.2)". Det er beskrevet over 30 ytterligere 3q26.2-omgrupperinger, de
fleste karakterisert pa molekylniva’.

Brytningspunktene for translokasjonene og inversjonene varierer i betydelig grad.
MECOM-omgrupperinger er sveert heterogene og kan vaere vanskelige & pavise
ved konvensjonell cytogenetikk. FISH er derfor et nyttig verktgy for & pavise dem.
Brytningspunktomrader i variant t(3;v)(q26.2;v) kan ga fra 3' proksimalt for MECOM
til 5’ distalt for MDS1-EVI1-fremmeren, noe som er dekket av den gregnne proben.
Forventet signalmgnster for disse translokasjonene varierer derfor avhengig av
brytningspunktets posisjon?. Testing av MECOM-omgrupperinger anbefales bade i
MDS og AMLS,

AML med MECOM-omgruppering er en aggressive sykdom med kort overlevelse
uavhengig av blastprosent, og det er ingen forskjell i utfall mellom tilfeller med
inv(3)/t(3;3) sammenlignet med MECOM-omgrupperinger med andre partnere’.
MDS-risikostratifisering omfatter variabler som alder, alvorlighetsgrad av
cytopenier og cytogenetiske funn'.

Probespesifikasjon
EVI1, 3926.2, red

EVI1, 3g26.2, grann
EVI1, 3g26.2, aqua-farget
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Den rede komponenten av EVI1-probeblandingen bestar av en 158 kb probe
telomerisk til D3S4415-markgren og omfatter LRRC34-genet. Den grgnne
komponenten dekker et 181 kb omrade som omfatter centromerdelen av EV/1-
genet (MECOM) og strekker seg forbi marker D3S1282. Den aqua-fargede
komponenten dekker et 563 kb omrade centromerisk til EV/7-genet, som omfatter
D3S1614-markgren.

Medfelgende materiell

Probe: 50 uL per ampulle (5 tester) eller 100 uL per ampulle (10 tester)

Probene leveres forhandsblandet i hybridiseringslgsning (<65 % formamid;
<20 mg dekstransulfat; <10 % av 20x natriumklorid/natriumsitrat-opplgsning
(SSC)) og er klare til bruk.

Kontrafarge: 150 yL per ampulle (15 tester)
Kontrafargen er DAPI Antifade ES (0,125 pug/mL DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindol)
i glyserolbasert monteringsmedium).

Advarsler og forsiktighetsregler

1. Til in vitro-diagnostisk bruk. Kun til profesjonell laboratoriebruk.

2. Probeblandingene inneholder formamid, som er teratogent; ikke innand damp,
og unnga hudkontakt. Handter forsiktig; bruk hansker og labfrakk.

3. Handter DAPI forsiktig; bruk hansker og labfrakk.

4. Ikke bruk hvis ampullen(e) er skadet, eller hvis innholdet i ampullen er uheldig
pavirket pa noen mate.

5. Folg lokale avfallsbestemmelser som gjelder for ditt sted, samt anbefalingene
i sikkerhetsdatabladet for & bestemme sikker avfallshandtering av dette
produktet. Dette gjelder ogsa innhold i skadde testsett.

6. Alle brukte reagenser og alle andre kontaminerte engangsmaterialer skal
kastes ved a falge prosedyrer for smittefarlig eller potensielt smittefarlig avfall.
Det er ansvaret til ethvert laboratorium & handtere fast og flytende avfall i
henhold til deres art og farlighetsgrad og & behandle og kassere dem (eller fa
dem behandlet og kassert) i samsvar med gjeldende forskrifter.

7. Brukerne ma veere i stand til & skille mellom fargene red, bla og grenn.

8. Dersom de angitte protokollene og reagensene ikke benyttes, kan det pavirke
testen og fare til falske positive/negative resultater.

. Proben skal ikke fortynnes eller blandes med andre prober.

10. Dersom det ikke brukes 10 pL av proben under protokolltrinnet med pre-
denaturering, kan det pavirke testen og fere til falske positive/negative
resultater.

11. Alle produkter bgr valideres for bruk.

12. Internkontroll ber utfgres ved & bruke upavirkede cellepopulasjoner i
testpraver.

Temperaturdefinisjoner
e -20°C/Frosset/ | fryser:
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e 37°C: +37°C+1°C
e T72°C: +72°C+1°C
e T75°C: +75°C+1°C

e Romtemperatur (RT): +15 °C til +25 °C
Oppbevaring og handtering
-16°C  Settet skal oppbevares mellom -25 °C og -15 °C i fryser og kan
oppbevares inntil utlepsdatoen oppgitt pa settets etikett.
-25°C Ampullene med probe og kontrafarge ma oppbevares markt.

\ ] /7 FISH-proben, DAPI Antifade ES-kontrafargen og
\./ hybridiseringsopplgsningen forblir stabile gjennom fryse-tine-
-"7 - syklusene som oppleves under normal bruk (hvor én syklus
AI utgjer fierning av ampullen fra og gjeninnsetting i fryseren) —
. 5 sykluser for 50 pL-(5 tester-)Jampullen med FISH-probe,
10 sykluser for 100 pL-(10 tester-)ampullen med FISH-probe,
og 15 sykluser for 150 pL-(15 tester-Jampullen med kontrafarge. Eksponering for
lys bgr minimeres og unngas der det er mulig. Oppbevar komponentene i den
lysbestandige beholderen som fglger med. Komponenter som brukes og lagres
under andre forhold enn de som er angitt pa etiketten, fungerer kanskje ikke som
forventet og kan pavirke analyseresultatene negativt. Eksponering for lys og
temperaturforandringer ma begrenses i stgrst mulig grad.

Nedvendig utstyr og materialer som ikke medfalger

Det ma benyttes kalibrert utstyr:

1. Varmeplate (med fast plate og ngyaktig temperaturkontroll opptil 80 °C)
2. Kalibrerte mikropipetter med forskjellige tupper og for forskjellige volum i
omradet 1-200 pL

Vannbad med ngyaktig temperaturkontroll ved 37 °C og 72 °C
Mikrosentrifugergr (0,5 mL)

Fluorescensmikroskop (se avsnittet Anbefalinger for
fluorescensmikroskopering)

6. Fasekontrastmikroskop

7. Rene Coplin-krukker av plast, keramikk eller varmeresistent glass

8. Pinsett

9. Kalibrert pH-maler (eller strips med pH-indikator som maler pH 6,5-8,0)
10. Fuktekammer

11. Immersjonsolje for fluorescensmikroskopering

12. Benksentrifuge

13. Objektglass

14. 24x24 mm-dekkglass

15. Tidtaker

16. 37 °C-inkubator

17. Lim (gummiopplgsning)

18. Vortex-blander

19. Graderte sylinderglass

20. Magnetrgrer

21. Kalibrert termometer

oA w

Valgfritt utstyr som ikke medfelger
1. Cytogenetisk tarkekammer

Nodvendige reagenser som ikke medfalger

20x natriumklorid/natriumsitrat-opplgsning (SSC)
100 % etanol

Tween-20

1M natriumhydroksid (NaOH)

1M saltsyre (HCI)

Renset vann

OO0k wN =

Anbefalinger for fluorescensmikroskopering

Bruk en 100-watts kvikksglvlampe eller tilsvarende samt planslipte, apokromatiske
objektglass 60/63x eller 100x for oljeimmersjon og optimal visualisering.
Fluoroforene som benyttes i dette probesettet, eksiterer og emitterer ved falgende
beglgelengder:

Aqua-farget 418 467
Grgnn 495 521
Red 596 615

Serg for at mikroskopet har egnede eksitasjons- og emisjonsfiltre som dekker
bglgelengdespekteret angitt ovenfor.

Bruk et enkelt bandpassfilter (aqua-farget spektrum) for optimal visualisering av
aqua-farget spektrum eller et trippelt bandpassfilter (redt spektrum/ grent
spektrum / aqua-farget spektrum) for simultan visualisering av de grgnne, rede og
aqua-fargede fluoroforene.

Sjekk at fluorescensmikroskopet fungerer som det skal, for det brukes. Bruk
immersjonsolje som er egnet for fluorescensmikroskopering, og som er formulert
for svak autofluorescens. Unnga & blande DAPI antifade i immersjonsoljen. Det
gjer signalene utydelige. Folg produsentenes anbefalinger nar det gjelder lampens
og filtrenes levetid.

Provepreparering

Settet er designet for bruk av Carnoys Igsning (3:1 metanol/eddiksyre) fikserte
hematologisk-avledede cellesuspensjoner fra pasienter med bekreftet eller
mistenkt akutt myeloid leukemi (AML) eller myelodysplastisk neoplasmer (MDS)
som er preparert i henhold til laboratoriets eller institusjonens retningslinjer.
Preparer Iuftterkede prever pa objektglass i henhold til standard cytogenetiske

prosedyrer. AGT Cytogenetics Laboratory Manual inneholder anbefalinger for
prgvetaking, dyrking, hgsting og prevepreparering®.

Tilberedning av opplgsninger

Etanolopplosninger

Fortynn 100 % etanol med renset vann i falgende forhold, og bland godt:

e 70 % etanol — 7 deler 100 % etanol og 3 deler renset vann

e 85 % etanol — 8,5 deler 100 % etanol og 1,5 deler renset vann
Oppl@sningene kan oppbevares i opptil 6 maneder ved romtemperatur i en lufttett
beholder.

2xSSC-opplosning

Fortynn 1 del 20xSSC-opplgsning med 9 deler renset vann, og bland godt. Sjekk
pH, og juster til pH 7,0 ved bruk av NaOH eller HCI etter behov. Opplgsningen kan
oppbevares i opptil 4 uker ved romtemperatur i en lufttett beholder.

0,4xSSC-opplasning

Fortynn 1 del 20xSSC-opplasning med 49 deler renset vann, og bland godt. Sjekk
pH, og juster til pH 7,0 ved bruk av NaOH eller HCI etter behov. Opplgsningen kan
oppbevares i opptil 4 uker ved romtemperatur i en lufttett beholder.

2xSSC, 0,05 % Tween-20-opplosning

Fortynn 1 del 20xSSC-opplgsning med 9 deler renset vann. Tilsett 5 yL Tween-20
per 10S mL, og bland godt. Sjekk pH, og juster til pH 7,0 ved bruk av NaOH eller
HCI etter behov. Oppl@sningen kan oppbevares i opptil 4 uker ved romtemperatur
i en lufttett beholder.

FISH-protokoll
(Merk: Pass alltid pa at proben og kontrafargen eksponeres minst mulig for
laboratoriebelysning).

Preparering av objektglass

1. Legg cellepraven pa et objektglass av glass. La terke. (Valgfritt, hvis du
bruker et cytogenetisk terkekammer: For optimal cellepravepreparering
skal kammeret holde omtrent 25 °C og 50 % fuktighet. Dersom et cytogenetisk
terkekammer ikke er tilgjengelig, kan en avtrekkshette veere et alternativ).

2. Legg objektglasset i 2xSSC i 2 minutter ved romtemperatur (RT) uten
omrgring.

3. Dehydrer i flere etanoloppl@sninger (70 %, 85 % og 100 %) ved RT, 2 minutter
i hver oppl@sning.

4. Laterke.

Pre-denaturering

5. Ta proben ut av fryseren, og la den na RT. Sentrifuger rerene lett for bruk.

6. Bland probelgsningen med en pipette sa den blir homogen.

7. Taut10 pL av probe per test, og overfgr volumet til et mikrosentrifugerer. Sett
straks resterende probe tilbake i fryseren.

8. Forhandsvarm proben og prevepreparatet til 37 °C (+/- 1 °C) pa en varmeplate
i 5 minutter.

9. Legg 10 uL av probeblandingen pa cellepraven, og legg et dekkglass forsiktig
pa. Forsegl med lim (Qummioppl@sning), og la limet tarke helt.

Denaturering
10. Denaturer prgven og proben samtidig ved & varme objektglasset pa en
varmeplate ved 75 °C (+/- 1 °C) i 2 minutter.

Hybridisering
11. Oppbevar objektglasset i en fuktig, lystett beholder ved 37 °C (+/- 1 °C) over
natten.

Vasking etter hybridisering

12. Ta DAPI ut fra fryseren, og la den na RT.

13. Fjern forsiktig dekkglasset og alle limrester.

14. Legg objektglasset i 0,4xSSC (pH 7,0) ved 72 °C (+/- 1 °C) i 2 minutter uten
omraring.

15. La opplgsningen renne av, og legg objektglasset i 2xSSC, 0,05 % Tween-20
ved RT (pH 7,0) i 30 sekunder uten omrgring.

16. La oppl@sningen renne av, og legg 10 uL DAPI antifade pa hver prave.

17. Legg pa et dekkglass, fiern eventuelle bobler og la fargen utvikles i marke i 10
minutter.

18. Se pa proven i et fluorescensmikroskop (se Anbefalinger for
fluorescensmikroskopering).

Prosedyreanbefalinger

1. Utterkede eller gamle prgver kan gi redusert signalfluorescens.

2. Hybridiseringsforholdene kan bli negativt pavirket dersom det brukes andre
reagenser enn de som fglger med eller anbefales av Cytocell Ltd.

3. Bruk et kalibrert termometer til maling av temperaturen i oppl@sninger,
vannbad og inkubatorer siden disse temperaturene er viktige for optimal
ytelse.

4. Konsentrasjoner, pH-verdier og temperaturer er viktige siden lav stringens kan
fare til uspesifikk binding av proben og for hay stringens kan fare til manglende
signal.

5. Ufullstendig denaturering kan fgre til manglende signal og overdenaturering
kan ogsa fere til uspesifikk binding.

6. Overhybridisering kan fare til ekstrasignaler eller uventede signaler.

7. Brukerne bgr optimalisere protokollen for egne praver far de bruker testen til
diagnostiske formal.

8. Suboptimale forhold kan fare til uspesifikk binding som kan bli feiltolket som et
probesignal.

Tolking av resultater
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Vurdering av provepreparatets kvalitet

Provepreparatet skal ikke analyseres dersom:

e Signalene er for svake for analysering i enkle filtre. For & kunne brukes i
analyse skal signalene veere klare, distinkte og enkle & evaluere

Det er mange sammenklumpede/overlappende celler som forstyrrer analysen
>50 % av cellene ikke er hybridisert

Det er et overskudd av fluorescerende partikler mellom celler og/eller en
fluorescerende take som interfererer med signalene — pa optimale
provepreparater bar bakgrunnen veere jevn, og merk eller svart

e Grensen til cellekjernen ikke kan skjelnes eller ikke er intakt

Retningslinjer for analyse

e To analytikere skal analysere og tolke hver prgve. Ved eventuell
uoverensstemmelse skal det foretas en vurdering av en tredje analytiker

Alle analytikere skal veere tilstrekkelig kvalifisert i henhold til anerkjente
nasjonale standarder

Hver analytiker skal uavhengig av hverandre gi score til 100 kjerner i hver
prove. Forste analytiker bgr starte analysen fra venstre side av prgven og
andre analytiker fra hayre side

Begge analytikere skal dokumentere resultatene sine i separate dokumenter
Analyser bare intakte kjerner, ikke analyser overlappende eller
sammenklumpede kjerner eller kjerner som er dekket av cytoplasmarester
eller som har hgy grad av autofluorescens

Unnga omrader med mye cytoplasmarester eller uspesifikk hybridisering
Signalintensiteten kan variere, ogsa innenfor en enkelt kjerne. | slike tilfeller
skal det brukes enkeltfiltre og/eller det fokale planet skal justeres

Ved suboptimale forhold kan signalene bli diffuse. Dersom to signaler med
samme farge er i kontakt med hverandre, eller avstanden mellom dem ikke er
starre enn to signalbredder, eller nar en svak trdad sammenkobler de to
signalene, skal de regnes som ett signal

Dersom det ved analysering av trefargede «breakapart»-prober er en avstand
mellom 3 signaler (rede, grenne, aqua-fargede) ikke er stgrre enn 2
signalbredder, skal de tolkes som ikke-omgrupperte/sammenkoblede signaler
Ved tvil om hvorvidt en celle er analyserbar eller ikke, skal den ikke analyseres

Skal ikke telles — kjernene er
for naere hverandre til at
grensene kan bestemmes

Overlappende kjerner skal
ikke telles — ikke alle omrader
pa de to kjernene er synlige

Teller som 2 fusjonssignaler —
avstanden mellom det rgde og
det grenne/aqua-fargede
signalet er mindre enn to
probebredder

Teller som 2 fusjonssignaler —
avstanden mellom det grenne
og det rede/aqua-fargede
signalet er mindre enn to
probebredder

Teller som 2 fusjonssignaler —
avstanden mellom det aqua-
fargede og det rede/grenne

signalet er mindre enn to
probebredder

Teller som 2 fusjonssignaler —
det rgde signalet er diffust i
fusjonen gverst til hayre

Teller som 2 fusjonssignaler —
det grgnne signalet er diffust i
fusjonen gverst til hgyre

Teller som 2 fusjonssignaler —
det aqua-fargede signalet er
diffust i fusjonen gverst til
hayre

Forventede resultater
Forventet mgnster av normale signaler

| en normal celle forventes det to rede/grenne/aqua-fargede fusjonssignaler
(2RGA).

Forventet mgnster av unormale signaler

I en celle med t(3;3)(q21;26.2) eller t(3;v)(q26.2;v) med brytningspunkter distalt til
den grenne proben er det forventede signalmensteret ett redt/grent/aqua-farget
signal, ett grent/aqua-farget fusjonssignal og ett radt signal (1IRGA1GA1R).

| en celle med inv(3)(q21926.2) eller t(3;v)(q26.2;v) med brytningspunkter
proksimalt til den grgnne proben er det forventede signalmgnsteret ett
redt/grent/aqua-farget signal, ett radt/grent fusjonssignal og ett aqua-farget signal
(1RGA1TRG1A).

Andre signalmgnstre er mulige i aneuploide/ubalanserte cellepraver.

Kjente relevante interferenser / interfererende stoffer
Ingen kjente relevante interferenser / interfererende stoffer.

Ingen kjente kryssreaksjoner.

Rapportering av alvorlige hendelser

Hvis pasienten/brukeren/tredjeparten er etablert i EU og i land med identisk
reguleringsregime (forordning (EU) 2017/746 om in vitro diagnostisk medisinsk
utstyr) og det oppstar en alvorlig hendelse under bruken av dette utstyret eller som
felge av dets bruk, skal dette rapporteres til produsenten og til din nasjonale
kompetente myndighet.

For alvorlige hendelser i andre land, skal dette rapporteres til produsenten og, hvis
relevant, til din nasjonale kompetente myndighet.

Produsentkontakt: vigilance@ogt.com

Det finnes en liste over kontaktpunkter til nasjonale kompetente myndigheter i EU
pa:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Spesifikke analysekarakteristika
Analytisk spesifisitet
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Analytisk spesifisitet er definert som prosentandelen signaler som viser
hybridisering til korrekt locus og ingen annen lokasjon. | tjue metafaseceller fra fem
prever ble det analysert to kromosomloci i hver celle, noe som tilsvarer
200 datapunkter per komponent. Plasseringen av hver hybridiserte probe ble
kartlagt, og antall FISH-signaler fra kromosomer i metafase som hybridiserte til
riktig locus ble registrert.

Den analytiske spesifisiteten til hver probe i settet ble beregnet som antall FISH-
signaler fra kromosomer i metafase hybridisert til riktig locus delt pa det totale
antallet FISH-signaler fra hybridiserte kromosomer i metafase. Dette resultatet ble
multiplisert med 100, uttrykt i prosent og gitt med 95 % konfidensintervall.

Tabell 1. Analytisk spesifisitet for EVI1 (MECOM) Breakapart Probe

3q26.2 200 200 100 % 98,12 %-100 %
3q26.2 200 200 100 % 98,12 %-100 %
3q26.2 200 200 100 % 98,12 %—100 %

Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet er prosentandelen interfase-celler som kan gis en score og
som har det forventede normale signalmegnsteret. Minst 200 interfaseceller ble
analysert for hver av 25 fikserte cellesuspensjoner fra beinmarg som ble ansett
som negative for en MECOM-omgruppering, noe som resulterer i minst
5000 analyserte kjerner for hver prgvetype. Sensitivitetsdataene ble analysert pa
bakgrunn av prosentandelen celler som viste et normalt forventet signaimenster,
og ble uttrykt som en prosentandel med 95 % konfidensintervall.

Tabell 2. Analytisk sensitivitet for EVI1 (MECOM) Breakapart Probe

99,14 % (98,89 %—
99,39 %)

Beinmarg >95 %

Karakterisering av normale cut-off-verdier

Normal cut-off er definert som prosentandelen celler som viser et falskt positivt
signalmenster som hos et individ ville betraktes som normalt og ikke i samsvar med
en klinisk diagnose. Minst 200 interfaseceller ble analysert for hver av
25 beinmargsprever som ble ansett som negative for MECOM-omgruppering, noe
som resulterte i minst 5000 analyserte kjerner for hver pravetype.

Cut-off-verdien ble bestemt ved bruk av B-invers-funksjonen (BETAINV) i MS
Excel. Den ble beregnet som prosentandelen interfaseceller som viser et falskt
positivt signalmenster, ved bruk av evre grense av et ensidig 95 %
konfidensintervall for den binomiske fordelingen i en normal prgve fra en pasient.

Tabell 3. Karakterisering av normale cut-off-verdier for EVI1 (MECOM) Breakapart
Probe

Beinmarg 4 %

Laboratorier ma verifisere cut-off-verdier ved bruk av egne data 6.

Reproduserbarhet
Reproduserbarhetsstudier ble utfgrt for a fastsla:
. 3-steds reproduserbarhet samme dag (prove til prove)
. 3-steds reproduserbarhet forskjellige dager (dag til dag)
. 3-steds reproduserbarhet forskjellige steder (sted til sted)
. Ett-steds reproduserbarhet mellom batcher (batch til batch)

Reproduserbarhet ble bestemt av 3 forskjellige laboratorier som testet til sammen
12 blindede praver, 6 per signalmgnster (2 negative for omgrupperingen, 2 svakt
positive prgver som var 1 til 3 ganger cut-off, og 2 sveert positive prgver som
inneholdt mer enn 45 % celler som var positive for omgrupperingen). Analysen ble
utfert ved bruk av 2 replikater av hver prgve og i lepet av 5 ikke-pafglgende dager.

Alle 3 laboratorier utfgrte testing av samme probebatch pa samme dag, forskjellige
dager og forskjellige lokasjoner. Ett av laboratoriene utfgrte ogsa testing av
reproduserbarhet ved bruk av 3 forskjellige probebatcher.

Resultatene ble presentert som det totale samsvaret med den predikerte negative
klassen (for de negative prgvene) og den predikerte positive klassen (for de
positive prgvene).

Tabell 4a. Reproduserbarhet og ngyaktighet for EVI1 (MECOM) Breakapart Probe
— inversjonssignalmegnster

Reproduserbarhet — samme Beinmarg negativ 100 %
dag (prave il prave), Beinmarg svakt positiv 63 %
mellom dager (dag-til-dag)
og mellom steder (sted-til- Beinmarg sveert positiv 100 %
sted)
Beinmarg negativ 92 %
Reproduserbarhet mellom - -
} s ) Beinmarg svakt positiv 67 %
partier (parti-til-parti)
Beinmarg sveert positiv 100 %

Tabell 4b. Reproduserbarhet og ngyaktighet for EVI1 (MECOM) Breakapart
Probe- translokasjonssignalmgnster

Reproduserbarhet — samme Beinmarg negativ 100 %
dag (preve til prave), Beinmarg svakt positiv 98 %
mellom dager (dag-til-dag)
og mellom steder (sted-til- Beinmarg sveert positiv 100 %
sted)

Beinmarg negativ 100 %

Reproduserbarhet mellom Beinmarg svakt positiv 100 %
partier (parti-til-parti) - —

Beinmarg svaert positiv 100 %

Det ble utfgrt en ekstra reproduserbarhetsstudie for & supplere de lavpositive
resultatene for inversjonssignalmensteret ved hjelp av 2 prever med ulike
lavpositivitetsnivaer (2x og 4x cut-off-verdien) og 1 negative prave for a fastsla:

. ett-steds reproduserbarhet samme dag (preve til prove)

. ett-steds reproduserbarhet forskjellige dager (dag til dag)

. ett-steds reproduserbarhet mellom operaterer (operater til operatar)

Reproduserbarheten ble fastslatt ved hjelp av 1 parti av proben, evaluert pa 2
replikater av hver prave, testet over 5 ikke-sammenhengende dager av 2
forskjellige operatarer.

Resultatene ble presentert som det totale samsvaret med den prognostiserte
positive klassen (for de positive prgvene).

Tabell 4c. Ytterligere stettedata for reproduserbarhet og ngyaktighet for EVI1
(MECOM) Breakapart Probe — inversjonssignalmenster

Reproduserbarhet — Beinmarg svakt positiv (2x 100 %
samme dag (preve til cut-off) °
preve), mellom dager
(dag til dag), mellom Beinmarg svakt positiv (4x 100 %
operaterer (operateor til cut-off) °

operater)
Klinisk ytelse

For & sikre at produktet paviser de korrekte omgrupperingene, ble den kliniske
ytelsen bestemt over 3 studier pa representative prover fra den tiltenkte
populasjonen for produktet: Carnoys Igsningsfikserte (3:1 metanol/eddiksyre)
hematologisk-avledede cellesuspensjoner fra pasienter med bekreftet eller
mistenkt akutt myeloid leukemi (AML) eller myelodysplastisk syndrom (MDS).
Studiene hadde en samlet provestarrelse pa ett hundre og atten (118) prever, med
en malpopulasjon pa sju (7) translokasjonspositive og ett hundre og elleve (111)
translokasjonsnegative og et kombinert utvalg pa ett hundre og nitten (119) prever
med ett hundre og elleve (111) inversjonsnegative og atte (8) inversjonspositive
prover. Resultatene ble sammenlignet med prgvens kjente status.
Konkordansen/diskordansen av resultater ble funnet & oppfylle akseptkriteriene for
denne studien.

Resultatene av disse testene ble analysert for & bestemme verdier for klinisk
sensitivitet, klinisk spesifisitet og falskt positiv-rate (FPR) for positive signaler, ved
bruk av en endimensjonal metode.

Tabell 5. Klinisk ytelse for EVI1 (MECOM) Breakapart Probe — translokasjon

Klinisk sensitivitet (sann positiv rate, TPR) 99,94 %
Klinisk spesifisitet (sann negativ rate, TNR) 99,97 %
Falsk positiv rate (FPR) = 1 — Spesifisitet 0,03 %

Tabell 6. Klinisk ytelse for EVI1 (MECOM) Breakapart Probe — inversjon.

Klinisk sensitivitet (sann positiv rate, TPR) 96,26 %
Klinisk spesifisitet (sann negativ rate, TNR) 99,28 %
Falsk positiv rate (FPR) = 1 — Spesifisitet 0,72 %
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Sammendrag av sikkerhet og ytelse (SSP)
SSP skal gjeres tilgjengelig for allmennheten via den europeiske databasen for
medisinsk utstyr (Eudamed), der SSP-en er knyttet til den grunnleggende UDI-DI.

Eudamed URL: https://ec.europa.eu/tools/eudamed
Grunnleggende UDI-DI: 50558449LPH036JL

Hvis Eudamed ikke er fullt ut funksjonell, skal SSP gjgres tilgjengelig for
allmennheten pa forespgrsel ved a sende e-post til SSP@ogt.com.

Ytterligere informasjon

Ytterligere produktinformasjon kan fas ved a kontakte CytoCell Technical Support
Department.

TIf.: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com
Nettsted: www.ogt.com
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CytoCell er et registrert varemerke for Cytocell Limited.

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

STORBRITANNIA

TIf.: +44 (0)1223 294048

E: probes@cytocell.com
Nettsted: www.ogt.com
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Nettsted: www.sysmex-europe.com

IFU versjonshistorikk

V001 2024-02-05: Ny bruksanvisning for forordning (EU) 2017/746
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