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Omezeni

Tento prostfedek je navrzen tak, aby detekoval pfeskupeni s genomovymi ztratami
a zisky s body zlomu v oblastech vymezenych ¢ervenymi a zelenymi kopiemi v této
sadé sond, coz zahrnuje oblasti 13q14.3, ATM, P53 (TP53) a MYB a centromeru
chromozomu 12. Genomové ztraty a zisky mimo tyto oblasti nebo ¢aste¢né ztraty
a zisky v ramci téchto oblasti nemusi byt timto prostfedkem detekovany.

Tento test neni ur€en k pouziti v ramci samostatné diagnostiky, prenatalnimu
testovani, skriningu populace, testovani pfimo u pacienti nebo provadéni
autotestovani. Tento produkt je uréen pouze k profesionalnimu laboratornimu
pouziti; veSkeré vysledky museji vyhodnotit kvalifikovani pracovnici se
zohlednénim dalSich relevantnich vysledkl testd.

Tento produkt nebyl validovan pro pouZiti na typech vzorkl nebo jinych typech
chorob kromé téch, které jsou specifikovany v odstavci pfedpokladané pouziti.
Hlaseni a interpretace vysledkl FISH museji byt v souladu s profesionalnimi
standardy praxe a mély by zohledriovat dalsi klinické a diagnostické informace.
Tato sada je koncipovana jako dopInék dal$ich diagnostickych laboratornich testu.
Terapeutické postupy nesmi byt zahajovany pouze na zakladé vysledkd testd
FISH.

Nedodrzeni protokolu mudze ovlivnit funkci a vést k faleSné pozitivnim/negativnim
vysledkam.

Tato sada nebyla validovana pro jiné ucely nez ty, které jsou uvedeny v odstavci
predpokladané pouZiti.

Predpokladané pouziti

CLL Plus Screening Panel je kvalitativni, neautomatizovany, fluorescenéni in situ
hybridizaéni test (FISH) pouzivany k detekci chromozomalnich deleci v oblasti
11g22.3 na chromozomu 11, v oblasti 17p13.1 na chromozomu 17 nebo v oblasti
13q14.2-g14.3 na chromozomu 13 a/nebo ziskd v centromerické oblasti na
chromozomu 12 a/nebo deleci zahrnujicich oblast MYB na chromozomu 6 v oblasti
6q23.3 v hematologicky ziskanych bunéénych suspenzich fixovanych v Carnoyové
roztoku (3:1 metanol/kyselina octovd) od pacientd s potvrzenou nebo
predpokladanou chronickou lymfocytickou leukémii (CLL).

Indikace

Tento produkt byl vytvofen jako dopInék k dal§im klinickym a histopatologickym
testm v ramci uznavanych diagnostickych postupl a postupd klinické péce v
pfipadech, kdy by znalost stavu delece P53 (TP53), ATM nebo stavu delece
D13S319 a/nebo zisku centromery chromozomu 12 byla dlleZitd pro klinickou
lécbu.

Principy testu

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je technika, kterda umoziiuje detekovat
sekvence DNA na metafazovych chromozomech nebo v interfaznich jadrech z
fixovanych cytogenetickych vzorkl. Tato technika vyuziva sondy DNA, které
hybridizuji na celé chromozomy nebo na jednotlivé jedine¢né sekvence, a slouzi
jako dulezity doplnék cytogenetické analyzy pomoci G-pruhovani. Tuto techniku je
nyni mozno aplikovat jako zakladni vySetfovaci nastroj pfi prenatadlnim a
hematologickém vySetfeni a pfi chromozomalni analyze solidniho tumoru. Po
fixovani a denaturaci je cilovda DNA k dispozici pro reasociaci na podobné
denaturovanou, fluorescenéné ozna¢enou sondu DNA, kterd ma komplementarni
sekvenci. Po hybridizaci se nevazana a nespecificky vazana DNA sonda odstrani

a DNA se barevné oznaci pro ucely vizualizace. Fluorescenéni mikroskopie potom
umoznuje vizualizaci hybridizované sondy na cilovém materialu.

Informace o sondé
Vybér hematologickych sond a alfa-satelitni sonda pro chronickou lymfocytickou
leukémii (CLL).

Alpha-Satellite Probe 12 Plus for CLL

Trizomie 12 je u CLL opakované se objevujici abnormalita pozorovana u 20 %
pfipad® a Casto vznika jako unikatni cytogeneticka aberace (40-60 % pfipadu s
trizomii 12)2. Pacienti s trizomii 12 jsou pfi absenci dalSich genetickych lézi
klasifikovani jako malo rizikovi®. Tento produkt je také k dostani v testovacich
sadach s 5 lahvickami (LPH 069-S) a 10 lahvi¢kami (LPH 069) a byl optimalizovan
pro hybridizaci do druhého dne.

13q14.3
Delece postihujici oblast 13914 jsou nejc¢ast&jSimi strukturalnimi genetickymi
aberacemi u CLL3*5. Bylo zjisténo, Ze tato oblast je heterozygotné deletovana u
30-60 % a homozygotné deletovana u 10-20 % pacientd s CLL®. Pacienti s
delecemi 13q14 jsou klasifikovani jako pacienti s velmi malym rizikem, pokud
nejsou pFitomny Zadné jiné genetické léze®.

P53 (TP53) (17p13.1)

supresorovych genu; chova se jako silny transkripéni faktor s dalezitou roli pfi
udrzovani genetické stability. Ztrata TP53 je hlaSena u 10 % pacientd s CLL aje u
tohoto onemocnéni povaZovana za nejhorsi prognosticky marker”.

ATM (11922.3)

Gen ATM (ATM serin/threonin kindza) na 11922.3 je dllezitym kontrolnim genem
odpovédnym za fizeni poskozeni bunék a jeho funkci je vyhodnotit stuper
poskozeni DNA buriky a pokusit se o napravu pomoci fosforylace klicovych
substratt zapojenych do procesu odpovédi na poskozeni®. Ztrata ATM je hlasena
u 18 % pacientd s CLL a je u tohoto onemocnéni povazovana za $patny
prognosticky marker®.

MYB (6q23.3)
U CLL opakované dochazi k deleci chromozomu 6q. Gen MYB (transkripéni faktor
protoonkogenu MYB) je nezbytny pfi proliferaci hematopoetické bunky a jeji
diferenciaci'®t. Nachazi se na pruhu 6g23.3 a poskytuje marker pro deleci 6q.

Parametry sondy
Deletion Probe 13914.3
13q14.2-q14.3, ¢ervena
13qter, 13934, zelena

13q14.2-q14.3

PP
e %/Af’//ﬁ/}

LIESE nasse p13san RSMGEE DI

FIET) kb

Sondy 13914.2-q14.3, oznacené &ervené, pokryvaji markery D13S319 a D13S25.
Subtelomericky specificka sonda 13qter (kopie 163C9), oznatena zelené,
umozriuje identifikaci chromozomu 13 a slouzi jako kontrolni sonda.

Deletion Probe ATM

ATM, 11922.3, ¢ervena
D1171, 11p11.1-q11.1, zelena

CMP-HO06 v005.00

D111

(TN D

119223

D1153347  D1152179

182kb

100kb

Sonda ATM ma délku 182 kb, je oznagena Cervené, a pokryva telomericky konec
genu NPAT a centromericky konec genu ATM tésné za markerem D11S3347.
Smés sond také obsahuje kontrolni sondu pro centromeru 11 (D11Z1) ozna¢enou
zelené.
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Alpha Satellite Probe 12 Plus for CLL
D1273, 12p11.1-q11.1, Eervena

D12Z3

Alpha-Satellite Probe 12 Plus je sonda pro detekci repetitivnich sekvenci, je
oznacena Cervené a rozpoznava centromerické repetitivni sekvence D12Z3.

Deletion Probe P53 (TP53)
P53, 17p13, Cervena
D1771, 17p11.1-q11.1, zelena

CMP-H039 V007.00

D1721

{ BilN1D

17p13
p53
(TP53)
SHBG  ATP1B2 WRAP53
EFNB3
D1751678 D1751353 D175655
I —
161kb
100kb

Sonda p53 (TP53) je dlouha 161 kb, je oznacena Cervené, pokryva cely gen p53
(TP53) a prilehlé oblasti. Smés sond také obsahuje kontrolni sondu pro centromeru
17 (D17Z1), ozna¢enou zelene.

Deletion Probe MYB
MYB, 6923.3, Cervena
D671, 6p11.1-q11.1, zelen&

D6Z1
6q23.3
MYB
AHI1
i T,
D651837 D651431 AFMAO074ZG9 S

185kb

100kb

Smés sond MYB se sklada ze sondy o délce 185 kb, oznacené cervené, ktera
pokryvad cely gen MYB a oblasti telomerické ke genu, ktery zahrnuje
centromerickou ¢ast genu AHI1. Tato smés sond také obsahuje kontrolni sondu
pro centromeru 6 (D6Z1), oznaenou zelené.

Dodany materidl

Sondy: 50 pl v jedné lahvi¢ce (5 test() nebo 100 pl v jedné lahvicce (10 testu)
Sondy jsou dodavany predem smichané v hybridizaénim roztoku (formamid;
dextran sulfat; solny roztok citratu sodného (SSC)) a jsou pfipraveny k pouZziti.

Kontrastni barvivo: 150 pl v jedné lahvicce (15 testd)
Kontrastnim barvivem je DAPI antifade (ES: 0,125 ug/ml DAPI (4,6-diamidin-2-
fenylindol)).

Varovani a bezpe¢nostni pokyny
1. Pro diagnostické pouziti in vitro. Vyhradné k profesionalnimu pouziti.
2. Pfimanipulaci s DNA sondami a barvivem DAPI antifade pouzivejte rukavice.

3. Smeési v sondach obsahuji formamid, coz je teratogen; nevdechuijte vypary a
zamezte kontaktu s pokozkou. Zachazejte s nim opatrné; noste rukavice a
laboratorni plast.

4. DAPI je potencidlni karcinogen. Zachazejte s nim opatrné; noste rukavice a
laboratorni plast.

5. Veskeré nebezpecné materidly likvidujte v souladu se smérnicemi pro likvidaci
nebezpeéného odpadu vaseho zdravotnického zafizeni.

6. Pracovnici musi byt schopni rozlisit ¢ervenou, modrou a zelenou barvu.

7. Nedodrzeni pfedepsaného protokolu a reagencii muze ovlivnit funkci a vést k
fale$né pozitivnim/negativnim vysledkam.

8. Sonda se nesmi fedit ani michat s jinymi sondami.

9. Neni-li béhem kroku predenaturace v ramci protokolu pouzito 10 pl sondy,
muze to ovlivnit funkci a vést k fale$né pozitivnim/negativnim vysledkim.

Uchovéavani a manipulace
15°C Sadu je tfeba uchovavat v mrazni¢ce pfi teplotach -25 °C az -
15 °C az do data exspirace uvedeného na $titku sady. Sonda a
-25“CJ/ lahvi¢ky s kontrastnimi barvivy musi byt ulozeny v temnu.

\|/ Sonda zlstava béhem cykli zmrazovani a rozmrazovani, k

'@~  nimz dochazi pfi b&zném pouzivani, stabilni (jeden cyklus

-"'7 N~  znamena vyjmuti sondy z mrazni¢ky a vraceni do mraznic¢ky) a

AI je fotostabilni az 48 hodin po souvislém vystaveni svétiu. Je

. tfeba vynalozZit veSkeré Usili na omezeni expozice svétlu a
teplotnim zménam.

Potrebné vybaveni a material, které nejsou soucasti dodavky

Je nutné pouzivat kalibrovana zafizeni:

1. Varna deska (s pevnou plotnou a pfesnym ovliadanim teploty do 80 °C)

2. Kalibrované mikropipety s rdznym objemem a $pi¢kami v rozsahu od 1 pl do

200 pl

Vodni lazen s pfesnym ovladanim teploty od 37 °C do 72 °C

Mikrocentrifugaéni zkumavky (0,5 ml)

Fluorescenéni mikroskop (viz oddil Doporu¢eny fluorescenéni mikroskop)

Mikroskop s fazovym kontrastem

Cisté plastové, keramické nebo sklenéné (z ohnivzdorného skla) lahvicky typu

wcoplin®

8. Chirurgické klesté

9. Kalibrovany pH metr (nebo pH indikaéni prouzky, schopné méfit pH v rozmezi
6,5-8,0)

10. VIh¢ena nadoba

11. Imerzni olej na objektiv fluorescenéniho mikroskopu

12. Stolni odstfedivka

13. Mikroskopova sklicka

14. Kryci sklicka 24 x 24 mm

15. Stopky

16. Inkubator 37 °C

17. Lepidlo na bazi kau€ukového roztoku

18. Vifivy mixér

19. Odmérné valce

20. Magneticka michacka

21. Kalibrovany teplomér

No oM

Volitelné vybaveni, které neni soucasti dodavky
1. Cytogeneticka susici komora

Potfebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky
20x fyziologicky roztok citratu sodného (SSC)
100% etanol

Tween-20

1 m hydroxidu sodného (NaOH)

1 m kyseliny chlorovodikové (HCI)
Demineralizovana voda

ok wNE

Doporuceni ohledné fluorescenéniho mikroskopu

Pro optimalini vizualizaci pouzijte 100 wattovou rtutovou lampu nebo podobnou a
apochromatické objektivy 60/63x nebo 100x s imerznim olejem. Fluorofory pouzité
v této sadé sondy budou excitovat a emitovat pfi nasledujicich vinovych délkach:

Zelena 495 521
Cervena | 596 | 615

Zajistéte, aby byl mikroskop vybaven pfisluSnymi excitacnimi a emisnimi filtry,
které pokryvaji vySe uvedené vinové délky. Pro optimalni simultanni vizualizaci
zelenych a ¢ervenych fluorofort pouzijte tfipasmovy DAPI/zeleny/¢erveny filtr nebo
dvoupasmovy zeleny/Eerveny filtr.

Pfed pouzitim zkontrolujte spravnou funkci fluorescenéniho mikroskopu. PouZijte
imerzni olej vhodny pro fluorescenéni mikroskopy a se specialnim sloZzenim pro
nizkou autofluorescenci. Dbejte na to, aby nedoSlo ke smichani barviva DAPI
antifade s imerznim olejem do mikroskopu, protoze by tak doslo k zastfeni signalu.
DodrZujte doporuceni vyrobce tykajici se Zivotnosti lampy a stafi filtrd.

Priprava vzorku

Sada je uréena k pouziti u hematologicky ziskanych bunéénych suspenzi
fixovanych v Carnoyové fixaénim roztoku (3:1 metanol/kyselina octova), které jsou
pfipraveny v souladu s pokyny laboratofe nebo zdravotnického zafizeni. Na
mikroskopova sklicka naneste vzorky usuSené na vzduchu v souladu se
standardnimi cytogenetickymi postupy. Cytogenetics Laboratory Manual AGT
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(PFiru¢ka pro cytogenetické laboratore) obsahuje doporu¢eni pro odbér, kultivaci a
ziskavani vzorkd a pro pfipravu sklicek2.

Priprava roztokut

Etanolové roztoky

Rozfedte 100% etanol demineralizovanou vodou v nasledujicich pomérech a fadné
promichejte:

e 70% etanol - 7 dili 100% etanolu na 3 dily purifikované vody

e  85% etanol - 8,5 dild 100% etanolu na 1,5 dily purifikované vody

Roztoky skladujte az 6 mésicu pfi pokojové teploté ve vzduchotésné nadobé.

Roztok 2xSSC

Ztedte 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody a fadné promicheijte.
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7.0. Roztok
skladujte ve vzduchotésné nadobé pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.

Roztok 0.4xSSC

Ztedte 1 dil roztoku 20xSSC 49 dily demineralizované vody a fadné promichejte.
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7.0. Roztok
skladujte ve vzduchotésné nadobé pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.

Roztok 2xSSC, 0,05% roztok Tween-20

Ziedte 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody. Na 10 ml pfidejte 5 pl
roztoku Tween-20 a fadné promichejte. Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI
podle potfeby upravte na pH 7.0. Roztok skladujte ve vzduchotésné nadobé pri
pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.

Protokol FISH
(Poznamka: Dbejte, aby vzdy byla omezena expozice sondy a kontrastnich barviv
osvétleni v laboratofi).

Priprava sklicka

1. Naneste bunéény vzorek na mikroskopové sklicko. Nechte ho uschnout.
(Volitelné pfi pouziti cytogenetické susici komory: vzorky Ize na sklicka
nanést pomoci cytogenetické suSici komory. K optimalnimu naneseni
bunéénych vzorkll by méla komora pracovat pfi teploté pfiblizné 25 °C a
vlhkosti 50%. Pokud cytogenetickou suSici komoru nemate, pouZijte jako
alternativu digestor.)

2. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 2xSSC pfi pokojové teploté.
Neprotfepaveijte.

3. Dehydratujte pomoci etanolové série (70%, 85% a 100%), vzdy po dobu 2
minut pfi pokojové teploté.

4. Nechte ho uschnout.

Predenaturace

5. Vyjméte sondu z mraznicky a nechejte ji zahfat na pokojovou teplotu.
Laboratorni lahviky pfed pouZzitim kratce odstfedte.

6. Dbejte, aby byl roztok sondy rovnomérné promichan pipetou.

7. Na kazdy test naberte 10 pl sondy a preneste ji do mikrocentrifugaéni
zkumavky. Zbytek sondy vratte rychle do mraznicky.

8. Sondu a sklicko se vzorkem umistéte na varnou desku a predehfivejte po
dobu 5 minut pfi teploté 37 °C (+/- 1 °C).

9. Kapnéte 10 pl smési sondy na bunéény vzorek a opatrné jej prekryjte krycim
sklickem. Neprody$né uzaviete pomoci kaucukového lepidla a nechejte
lepidlo GpIné uschnout.

Denaturace
10. Zahfivanim skli¢ka na varné desce po dobu 2 minut pfi teploté 75 °C (+/- 1 °C)
vzorek a sondu soubézné denaturujte.

Hybridizace
11. Sklicko ulozte na noc do vihké neprusvitné nadobky pfi teploté 37 °C (+/- 1
°C).

Post-hybridizaéni vymyvani

12. Vyjméte DAPI z mraznicky a nechejte ho zahfat na pokojovou teplotu.

13. Opatrné sejméte kryci sklicko a odstrarite vSechny zbytky lepidla.

14. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 0,4xSSC (pH 7,0) pfi teploté 72 °C (+/-
1 °C). Neprotfepavejte.

15. Sklicko osuste a na 30 sekund ponofte do roztoku 2xSSC, 0,05% Tween-20
pii pokojové teploté. Neprotfepavejte.

16. Sklicko osuste a na kazdy vzorek naneste 10 pl DAPI antifade.

17. Prikryjte krycim sklickem, odstrarite veSkeré bubliny, uloZte do temna a po
dobu 10 minut nechejte vyvijet barvu.

18. Zkontrolujte pomoci fluorescenéniho mikroskopu. (Viz Doporuceni ohledné
fluorescenéniho mikroskopu.)

Stabilita pfipravenych sklicek
Pokud jsou hotova skli¢ka uloZzena v temnu a pfi pokojové teploté nebo nizsi, Ize
je analyzovat az po dobu 1 mésice.

Doporucéeni pro zpracovani

1. Vypalovani nebo starnuti skli¢ek mize redukovat fluorescencéni signal.

2. Podminky hybridizace mohou byt nepfiznivé ovlivnény pouzitim reagencii,
které nejsou dodany nebo doporuceny spolecnosti Cytocell Ltd.

3. K méfeni teplot roztokl, vodnich lazni a inkubator(i pouzivejte kalibrovany
teplomér, protoZe tyto teploty jsou velmi dllezité k zajisténi optimalni funkce
produktu.

4. Koncentrace promyvaciho roztoku, pH a teplota jsou dulezité, protoze
nedostate¢na dlslednost mize vést k nespecifickému navazani sondy a
pfilisna duslednost naopak k absenci signalu.

o

Neuplna denaturace muze vést k absenci signalu a pfili§ dlouha denaturace
mUze rovnéz zpusobit nespecifické navazani.

6. Nadmérna hybridizace mUze zpusobit dodate¢né nebo neotekavané signaly.
7. Uzivatelé by si méli pfred pouzitim testu pro diagnostické ucely optimalizovat
protokol pro své vlastni vzorky.

Neoptimalni podminky mohou vést k nespecifickému vazani, které muze byt
nespravné interpretovano jako signal sondy.

©

Interpretace vysledku

Vyhodnoceni kvality sklicka

Sklicko by se nemélo analyzovat, jestlize:

e  jsou signaly pfili§ slabé, a nelze je proto analyzovat jednoduchymi filtry — pro
pokracovani v analyze museji byt signaly jasné, vyrazné a snadno
hodnotitelné;

e analyze brani velky pocet shlukti bunék nebo prekryvajicich se bunék;

e nebylo hybridizovano >50% bunék;

e mezi bufikami se nachazi pfili§ mnoho fluorescenénich ¢&astic a/nebo
fluorescenéniho zakalu, ktery rusi signaly — u optimalnich sklicek by mélo byt
pozadi tmavé nebo ¢erné a Ciré;

e neni mozné rozlisit hranice bunéénych jader a hranice nejsou neposkozené.

Pokyny pro analyzu

e Kazdy vzorek musi analyzovat a vyhodnotit dva analytici. Jakékoliv
nesrovnalosti se musi vyfesit hodnocenim tfetiho analytika.

e VSichni analytici musi mit odpovidajici kvalifikaci v souladu s uznavanymi
narodnimi standardy.

e VSichni analytici musi provést nezavislé hodnoceni 100 jader kazdého vzorku.
Prvni analytik musi zacit provadét analyzu z levé strany sklicka a druhy
analytik z pravé strany.

e Kazdy analytik musi zdokumentovat své vysledky na samostatnych listech.

e Analyzujte pouze nepoSkozena jadra, nikoli prekryvajici se nebo
nahromadéna jadra ani jadra prekryta cytoplazmatickym odpadem ¢i jadra s
vysokym stupném autofluorescence.

e Vyhnéte se mistim, kde je pfili§ mnoho cytoplazmatického odpadu nebo kde
se vyskytuje nespecifick& hybridizace.

e Intenzita signalu se mize li$it, dokonce i v rémci jediného jadra. V takovych
pfipadech pouzijte jednoduché filtry a/nebo upravte ohniskovou rovinu.

e  Zaneoptimalnich podminek se mohou signaly jevit jako rozptylené. Jestlize se
dva signaly stejné barvy vzajemné dotykaji, nebo je mezi nimi vzdalenost
mensi nez dvé Sirky signalu, nebo pokud dva signdly spojuje slaby pruh,
pocitejte je jako jeden signal.

e Pokud si nejste jisti, zda Ize buriku analyzovat ¢i nikoli, analyzu neprovadéjte.

Nepocitejte — jadra jsou pfilis§
tésné u sebe, takze neni
mozno urcit hranice

Nepocditejte prekryvajici se
jadra — v8echny oblasti obou
jader nejsou viditelné

Pocitejte jako dva Cervené
signdaly a dva zelené signaly —
jeden ze dvou €ervenych
signalu je difuzni

Pocitejte jako dva Cervené
signdaly a dva zelené signaly —
mezera v jednom ¢erveném
signalu je menSi nez dveé Sirky
signalu
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Predpokladané vysledky
Deletion Probe 139q14.3
Ptedpokladany vzorec normalniho signalu

U normalni buriky se predpokladaji dva &ervené a dva zelené signaly (2C, 2Z).

Predpokladané vzorce abnormainiho signalu

V burice s hemizygotni deleci 13914.3 bude mit predpokladany vzorec signalu
jeden &erveny a dva zelené signaly (1C, 22).

V burice s homozygotni deleci nebude mit pfedpokladany vzorec signalu zadny
gerveny signal a bude mit dva zelené signaly (0C, 2Z).

Delece 13q u pacientll s CLL jsou rozpoznany jako heterogenni; mala delece v
oblasti 13q mlize v této sadé sond zpUsobit nepatrny zbytkovy signal.

U aneuploidnich/nevyvazenych vzorkl jsou mozné jiné vzory signalu.

Deletion Probe ATM
Predpokladany vzorec normaliniho signalu

U normalni buriky se pfedpokladaji dva &ervené a dva zelené signaly (2C, 2Z).

Predpokladany vzorec abnormaliniho signalu

V burice s deleci ATM bude mit pfedpokladany vzorec signalu jeden ¢erveny a dva
zelené signaly (1C, 22).

U aneuploidnich/nevyvazenych vzork( jsou mozné jiné vzory signalu.

Alpha-Satellite Probe 12 Plus for CLL
Predpokladany vzorec normainiho signalu

U normalni bufiky se predpokladaji dva gervené signaly (2C).

Predpokladany vzorec abnormaliniho signalu

V burice s trizomii 12 bude mit pfedpokladany vzorec signdlu tfi ervené signaly
30C).

U aneuploidnich/nevyvazenych vzork( jsou mozné jiné vzory signalu.

Deletion Probe P53 (TP53)
Predpokladany vzorec normaliniho signalu

U normalni buriky se pfedpokladaji dva &ervené a dva zelené signaly (2C, 2Z).

Predpokladany vzorec abnormaliniho signalu

V burice s deleci P53 bude mit pfedpokladany vzorec signalu jeden ¢erveny a dva
zelené signaly (1C, 22).

U aneuploidnich/nevyvazenych vzorku jsou mozné jiné vzory signalu.

Deletion Probe MYB
Predpokladany vzorec normaliniho signalu

U normalni bufiky se predpokladaji dva gervené a dva zelené signaly (2C, 22).

Predpokladany vzorec abnormalniho signalu

V burice s deleci MYB bude mit pfedpokladany vzorec signalu jeden Eerveny a dva
zelené signaly (1C, 22).

U aneuploidnich/nevyvazenych vzork( jsou mozné jiné vzory signalu.

Znama zkrizena reaktivita

Zelena sonda 13qter mUze vykazovat zkfizenou
Deletion Probe 13q14.3 | hybridizaci na centromefe chromozomu 19 a na p-
raménkach dalSich chromozomd.

Zelena sonda D11Z1 muze vykazovat az 4 signaly

Deletion Probe ATM zkFizené hybridizace na Xc a 17c.

Alpha-Satellite  Probe | Sonda mlzZe vykazovat ¢ervenou zkiiZzenou
12 Plus for CLL hybridizaci na 3c, 6¢, 7c a 10c.

Zelena sonda D17Z1 muZe vykazovat zkiizenou

Deletion Probe P53 hybridizaci na centromerach chromozomu 11 a X.

Deletion Probe MYB Zkfizena hybridizace neni zndma

Hlaseni nezadoucich ucinku

Pokud se domnivate, Ze prostfedek nefungoval spravné nebo doslo ke zhorSeni
jeho funkénich charakteristik, coZz mohlo pfispét ke vzniku nezadouci udalosti
(napt. zpozdéna nebo chybna diagnéza, zpozdéna nebo nevhodna Ié¢ba), je nutné
tuto skute¢nost neprodlené oznamit vyrobci (e-mail: vigilance@ogt.com).

V odpovidajicich pfipadech je rovnéz nutné udalost oznamit pfislusnému
narodnimu organu. Seznam kontaktnich mist pro vigilanci naleznete na adrese:
http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Specifické funkéni charakteristiky

Analyticka specificita

Analyticka specificita je procento signald, které hybridizuji do spravného lokusu a
na zadné jiné misto. Analyticka specificita byla stanovena analyzou celkem 200
cilovych lokusu. Analyticka specificita byla vypoctena jako pocet signald FISH,
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které hybridizovaly na spravny lokus déleno celkovym poétem hybridizovanych
signalt FISH.

Tabulka 1. Analyticka specificita sondy CLL Plus Screening Panel

Reprodukovatelnost je mira variability testu a byla stanovena na zakladé variability
mezi jednotlivymi vzorky, jednotlivymi dny a jednotlivymi davkami.
Reprodukovatelnost mezi jednotlivymi dny byla vyhodnocena analyzou stejnych
vzorkU ve tfech riznych dnech. Reprodukovatelnost mezi jednotlivymi Sarzemi byla
vyhodnocena analyzou stejnych vzork( tentyz den pomoci tfi riznych Cisel Sarzi
sondy. Reprodukovatelnost mezi jednotlivymi vzorky byla hodnocena analyzou tfi
replikatd vzorku ve stejny den. Pro kazdy vzorek byly zaznamenany signalové
vzory 100 interfaznich bunék a bylo vypoéteno procento bunék s pfedpokladanym
signalovym vzorem.

Reprodukovatelnost a pfesnost byly vypoéteny jako smérodatnd odchylka
(STDEV) mezi replikaty pro kazdou proménnou a jako celkova stfedni hodnota
STDEV.

Tabulka 4. Reprodukovatelnost a pfesnost sondy CLL Plus Screening Panel

Cervena
Deletion | 15145 | 130143 200 200 100
Frobe Zelena 13
13q14.3 elen qter,
q Tater 1an4 200 200 100
Deletion ci"T’fA"a 119223 200 200 100
Probe Zelend | 11q11.1
ATM elena q11.1-
iy ai1a 200 200 100
Alpha-
Satellite
Probe 12 é':;vzj:é 12”1111'11' 200 200 100
Plus pro qil.
CLL
Cervena
17p13.1 200 200 100
Deletion P53 P
Probe P53 | zelena | 17p1i.1-
ey 114 200 200 100
Deletion cfw"\’(‘f;a 6923 200 200 100
Probe Zelen4 6p11.1
MYB elena pll.1-
iy o111 200 200 100

Analyticka citlivost

Analyticka senzitivita je procento zapocitatelnych interfaznich bunék s
predpokladanym normalnim signalovym vzorem. Analyticka senzitivita byla
stanovena analyzou interfaznich bunék napfi¢ rlznymi normalnimi vzorky.
Senzitivita byla vypoctena jako procento zapoditatelnych bunék s ocekavanym
signalovym vzorem (s 95% intervalem spolehlivosti).

Tabulka 2. Analyticka citlivost sondy CLL Plus Screening Panel

Deletion
Probe 481 500 96,2 1,6
13q14.3

Alpha-
Deletion Deletion Satellite Deletion Deletion
Probe Probe Probe 12 Probe Probe
13914.3 ATM Plus for P53 MYB
CLL
Pfesnost 0,72 0,38 0,72 2,63 1,09
Mezi vzorky 0,58 0,38 0,89 2,30 1,19
Mezi dny 0,96 0,58 0,51 2,39 1,20
Mezi Sarzemi 1,40 1,27 1,27 1,68 0,90
Celkova 1,03 1,01 1,15 2,16 1,06
odchylka

Deletion
Probe 482 500 96,4 1,0
ATM

Alpha-
Satellite
Probe 12 487 500 97,4 1,0
Plus pro
CLL

Klinicka funkce

Klinicka funkce byla stanovena na zakladé reprezentativniho vzorku populace, pro
niz je produkt uren. Pro kazdy vzorek byly zaznamenany signalové vzory 2100
interfaznich bunék. Bylo provedeno normalni/abnormalini stanoveni porovnanim
procenta bunék se specifickym abnormalnim signalovym vzorem ve srovnani s
normalni mezni hodnotou. Vysledky byly poté porovnany se zndmym stavem
vzorku.

Vysledky klinickych dat byly analyzovany za ucelem stanoveni senzitivity,
specificity a mezni hodnoty pomoci jednodimenzniho pfistupu.

Tabulka 5. Klinicka funkce sondy CLL Plus Screening Panel

Deletion
Probe 471 500 94,2 2,7
P53

Deletion
Probe 479 500 95,8 1,7
MYB

Charakteristika norméalnich meznich hodnot

Normélni mezni hodnota ve spojeni se sondami FISH je maximalni procento
zapocitatelnych interfaznich bunék se specifickym abnormalnim signalovym
vzorem, pfi kterém se vzorek povazuje pro tento signalovy vzor za normaini.

Normalni mezni hodnota byla stanovena pomoci vzorkd normalnich a pozitivnich
pacientd. Pro kazdy vzorek byly zaznamenany signalové vzory 100 bunék. Byl
vypocten Youdenuv index k nalezeni prahové hodnoty, u niz je hodnota senzitivita
+ specificita -1 maximalni.

Tabulka 3. Charakteristika normalnich meznich hodnot sondy CLL Plus
Screening Panel

Deletion Probe
0, 0, 0,
13q14.3 96,3% 99,1% 0,9%
Deletion Probe
0, 0, 0,
ATM 100% 99,2% 0,8%
Alpha-Satellite
Probe 12 Plus 100% 100% 0%
for CLL
Deletion Probe
0, 0, 0,
P53 92,5% 97,1% 2,9%
Deletion Probe
0, 0, 0
MYB 97,8% 99,6% 0,4%

Deletion Probe X
139143 CR, 2Z nebo , 27 0,95 7
Deletion Probe ATM 1C, 27 0,99 9
Alpha-Satellite Probe x
12 Plus for CLL 3C 0.99 3
Deletion Probe P53 1C, 27 0,90 10
Deletion Probe MYB 1C, 27 0,97 8

Laboratofe si musi ové&fit mezni hodnoty pomoci vlastnich dat® 14,

Presnost a reprodukovatelnost

Ptesnost je mira pfirozeného kolisani testu pfi nékolikanasobném opakovani za
stejnych podminek. Hodnoceni bylo provedeno opakovanou analyzou sond
stejného Cisla Sarze, kdy testy probihaly na stejném vzorku za stejnych podminek
tentyz den.

Dalsi informace

DalSi informace o produktu vam sdéli oddéleni technické podpory spole¢nosti
CytoCell.

T: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

Web: www.ogt.com
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Privodce symboly

REF cz: Katalogové &islo

cz: Zdravotnicky diagnosticky prostredek in
vitro

LO cz: Kéd Sarze

D}] cz: Viz navod k pouziti

cz: Vyrobce

cz: Datum spotfeby

cz: Omezeni teploty

"-../ . . L. .
-7 i“ cz: Chrarite pted slunegnim svétlem
s

v cz: Mnozstvi dostaduje k provedeni <n>
testl

CONT cz: Obsah

Patenty a ochranné znamky
CytoCell je registrovana ochranna znamka spolec¢nosti Cytocell Ltd.

Cytocell Ltd.

Oxford Gene Technology,

418 Cambridge Science Park,

Milton Road,

Cambridge, CB4 OPZ, Spojené kralovstvi
T: +44(0)1223 294048

F: +44(0)1223 294986

E-mail: probes@cytocell.com

W: www.ogt.com
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