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Omezeni

Tento prostfedek je navrzen tak, aby detekoval pfeskupeni s body zlomu v oblasti
vymezené Eervenymi a zelenymi kopiemi v této sadé sond, coz zahrnuje geny IGH
a MAFB. Body zlomu mimo tuto oblast nebo variantni pfeskupeni piné obsazena v
této oblasti nemusi byt timto prostfedkem detekovany.

Tento test neni uréen k pouziti v rdmci samostatné diagnostiky, prenatalnimu
testovani, skriningu populace, testovani pfimo u pacientl ani k provadéni
autotestovani. Tento produkt je urcéen pouze k profesionalnimu laboratornimu
pouziti; veSkeré vysledky musi vyhodnotit kvalifikovani pracovnici se zohlednénim
dal$ich relevantnich vysledku testa.

Tento produkt nebyl validovan k pouziti na jinych typech vzorkd nebo chorob, nez
jsou ty, které jsou specifikovany v odstavci predpokladané pouziti.

Hlaseni a interpretace vysledkd FISH musi byt v souladu s profesiondlnimi
standardy praxe a mély by zohledriovat dal$i klinické a diagnostické informace.
Tato sada je koncipovana jako doplnék dal$ich diagnostickych laboratornich testu.
Terapeutické postupy nesmi byt zahajovany pouze na zakladé vysledkd testd
FISH.

Nedodrzeni protokolu mize ovlivnit funkci a vést k faleSné pozitivnim/negativnim
vysledkdm.

Tato sada nebyla validovana k jinym Gc¢elim, nez jsou Ucely uvedené v odstavci
predpokladaného pouziti.

Predpokladané pouziti

Sonda CytoCell IGH/MAFB Translocation, Dual Fusion Probe je kvalitativni,
neautomatizovany, fluorescenéni in situ hybridizaéni test (FISH) pouzivany
k detekci chromozomalnich pfeskupeni mezi oblasti 14932.3 na chromozomu 14
aoblasti 20gq12 nachromozomu 20 v hematologicky ziskanych bunéénych
suspenzich fixovanych v Carnoyové roztoku (3:1 metanol / kyselina octova)
od pacientl s potvrzenymi nebo predpokladanymi hematopoetickymi neoplaziemi
lymfoidniho ptvodu [napf. mnohoéetny myelom (MM)].

Indikace

Tento produkt je uréen jako dopInék k dalSim klinickym a histopatologickym testim
v rdmci uznavanych diagnostickych postupt a postupu klinické péce v pfipadech,
kdy by znalost stavu translokace IGH::MAFB byla dlleZita pro klinickou 1é¢bu.

Principy testu

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je technika umozrujici detekovat
sekvence DNA na metafazovych chromozomech nebo v interfaznich jadrech
z fixovanych cytogenetickych vzorkd. Tato technika vyuziva sondy DNA, které
hybridizuji na celé chromozomy nebo na jednotlivé jedinecné sekvence a které
slouzi jako dulezity doplnék cytogenetické analyzy pomoci G-pruhovani. Tuto
techniku Ize nyni aplikovat jako zakladni vySetfovaci nastroj pfi prenatalnim
a hematologickém vySetfeni a pfi chromozomalni analyze solidniho tumoru.
Po fixovani a denaturaci je cilovd 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
Gen MAFB (MAF bZIP transkripéni faktor B) se nachazi na 20q12 a IGH (lokus pro
tézky retézec imunoglobulinu) na 14932.3

Priblizné 50-60 % pfipadd mnohocéetnych myelomd (MM) je spojeno
s translokacemi zahrnujicimi IGH a jednoho z nékolika partnerd véetné CCND1,
NSD2 (MMSET) a FGFR3, CCND3, MAF nebo MAFB™.

Translokace t(14;20)(932.3;q12) je opakované se objevujici translokace, kterou
najdeme asi u 2 % pacientt s MM?3,

Recipro¢nim preskupenim vznika zkracena forma p-enhanceru IGH (Ep, nachazi
se mezi spojovacimi (J) segmenty a konstantni oblasti genu IGH) v tésném
kontaktu s genem MAFB*. Bylo prokazano, Ze vysledna fuze a up-regulovany
produkt transkripce zplisobuje deregulaci cyklinu D21

Predpoklada se, Ze prognosticky vysledek t(14;20)(q32.3;q12) je stejny jako
u t(14;16)(g32.3;023)%.

Parametry sondy
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Produkt IGH/MAFB se skladad ze sond, oznagenych zelené, pokryvajicich
konstantni a variabilni segment genu IGH a sond MAFB (195 kb, 161 kb a 401 kb),
oznacenych ¢ervené. Sondy MAFB jsou umistény na obou stranach oblasti bodu
zlomu (mezi MAFB a PPP1R16B).

Dodany materidl

Sonda: 50 pl v jedné lahvicce (5 testd) nebo 100 pl v jedné lahvicce (10 testl)
Sondy jsou dodavany pfedem smichané v hybridizagnim roztoku (formamid;
dextran sulfat; solny roztok citratu sodného (SSC)) a jsou pfipraveny k pouZiti.

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

Varovani a bezpeénostni pokyny

1. K diagnostickému pouziti in vitro. Vyhradné k profesionalnimu pouziti.

2. Pri manipulaci s DNA sondami a barvivem DAPI antifade pouZzivejte rukavice.

3. Smeési v sondach obsahuji formamid, coz je teratogen; nevdechujte vypary
azamezte kontaktu s pokozkou. Noste rukavice, laboratorni plast a
manipulaci provadéjte u odsavade par. P¥i likvidaci proplachnéte velkym
mnozstvim vody.

4. DAPI je potencialni karcinogen. Zachéazejte s nim opatrné; noste rukavice
a laboratorni plast. Pfi likvidaci proplachnéte velkym mnoZstvim vody.

5. Veskeré nebezpecné materialy 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 mize ovlivnit funkci a vést
k fale$né pozitivnim/negativnim vysledkim.

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 faleSné pozitivnim/negativnim vysledkim.

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

\| /7 Sonda zlstava béhem cykli zmrazovani a rozmrazovani, k
SS@="  nimz dochazi pii bézném pouzivani, stabilni (jeden cyklus
“7 e~ znamena vyjmuti sondy z mraznicky a vraceni do mraznicky) a
AI\ je fotostabilni az 48 hodin po souvislém vystaveni svétlu. Je
. tfeba vynalozit veSkeré Uusili na omezeni expozice svétlu

a teplotnim zménam.
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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 variabilnim objemem a $pi¢kami v rozsahu od 1 pl
do 200 pl

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

4. Mikrocentrifuga¢ni zkumavky (0,5 ml)

5. Fluorescenéni mikroskop (viz oddil Doporu¢eni ohledné fluorescenéniho

mikroskopu)

Mikroskop s fazovym kontrastem

7. Cisté plastové, keramické nebo sklenéné (z ohnivzdorného skla) lahvicky
typu ,coplin®

8. Chirurgické kleste

9. Kalibrovany pH metr (nebo pH indikacni 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. Inkubétor 37 °C

17. Lepidlo na bazi kau¢ukového roztoku

18. Vifivy mixér

19. Odmérné vélce

20. Magneticka michacka

21. Kalibrovany teplomér

o

Volitelné vybaveni, které neni sou¢asti dodavky
1. Cytogeneticka susici komora

Potrebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky
20x fyziologicky roztok citratu sodného (SSC)

100 % etanol

Tween-20

1M hydroxid sodny (NaOH)

1M kyselina chlorovodikova (HCI)
Demineralizovana voda

o, wNE

Doporuceni ohledné fluorescencéniho mikroskopu

K optimalni vizualizaci pouzijte 100wattovou rtutovou lampu nebo podobné
osvétlovaci téleso a apochromatické objektivy 60/63x nebo 100x s imerznim
olejem. Fluorofory pouzité v této sadé sondy budou excitovat a emitovat pfi
nésledujicich vinovych délkach:

Zelena 495 521
Cervena 596 615

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

Pred pouzitim zkontrolujte spravnou funkci fluorescenéniho mikroskopu. Pouzijte
imerzni olej vhodny pro fluorescenéni mikroskopy a se specialnim slozenim pro
nizkou autofluorescenci. Dbejte, aby nedo$lo ke smichani barviva DAPI antifade
s imerznim olejem do mikroskopu, protoze by tak doslo k zastfeni signall.
Dodrzujte doporucéeni vyrobce tykajici se Zivotnosti lampy a stafi filtrG.

Priprava vzorkl

Sada je uréena k pouziti u hematologicky ziskanych bunéénych suspenzi
fixovanych v Carnoyové roztoku (3:1 metanol/kyselina octova), které jsou
pfipraveny v souladu s pokyny laboratofe nebo zdravotnického zafizeni.
Na mikroskopova sklicka naneste vzorky usuSené navzduchu v souladu se
standardnimi cytogenetickymi postupy. Cytogenetics Laboratory Manual AGT
(Pfiru¢ka pro cytogenetické laboratofe) obsahuje doporuceni k odbéru, kultivaci
a ziskavani vzork( a k pFipravé sklicek®.

Pfiprava roztoku

Etanolové roztoky

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

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

e 85 % etanol - 8,5 dill 100 % etanolu na 1,5 dily demineralizované vody
Roztoky skladujte az 6 mésicu ve vzduchotésné nadobé pfi pokojové teploté.

Roztok 2xSSC

Zredte 1 dil roztoku 20xSSC 9 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 0,4xSSC

Zredte 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

Zredte 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 potieby upravte na pH 7,0. Roztok skladujte ve vzduchotésné nadobé
pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.

Protokol FISH
(Poznamka: Dbejte, aby vzdy byla omezena expozice sondy a kontrastnich barviv
vuci 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 vzork by méla komora pracovat pfi teploté pfiblizné 25 °C a 50 %
vlhkosti. Pokud cytogenetickou susici komoru nemate, pouzijte jako alternativu
digestot.)

2. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 2xSSC pii pokojové teploté.
Neprotiepavejte.

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 mrazni¢ky a nechejte ji zahfat na pokojovou teplotu.
Laboratorni lahvi¢ky pfed pouzitim kratce odstfedte.

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

7. Nakazdy test odeberte 10 pl sondy a preneste ji do mikrocentrifugacni
zkumavky. Zbytek sondy vratte rychle do mraznicky.

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

9. Kapnéte 10 pyl smési sondy na bunécny vzorek a opatrné jej prekryjte krycim
sklickem. Neprody$né uzaviete lepidlem na bazi kauCukového roztoku
a nechejte lepidlo Uplné uschnout.

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

vzorek a sondu soub&zné denaturuijte.

Hybridizace
11. Sklicko ulozte nanoc do vihké neprusvitné nadobky pfiteploté 37 °C
(+/-1°C).

Post-hybridiza¢ni 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). Neprotiepavejte.

15. Sklicko osuste a na 30 sekund ponofte do roztoku 2xSSC, 0,05 % Tween-20
pfi pokojové teploté (pH 7,0). Neprotrepavejte.

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 fluorescenénim mikroskopem (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.

Doporuceni 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 spole¢nosti Cytocell Ltd

3. K méfeni teplot roztokl, vodnich lazni a inkubatorli pouzivejte kalibrovany
teplomér, protozZe 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
prilisna dislednost naopak k absenci signalu

5. Neuplna denaturace maze vést k absenci signalu a pfili§ dlouha denaturace
mUzZe rovnéz zpusobit nespecifické navazani

6. Nadmérna hybridizace mUze zpusobit dal$i nebo neocekavané signaly

7. Uzivatelé by si méli pfed pouzitim testu k diagnostickym ucelim optimalizovat
protokol na své vlastni vzorky

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

Interpretace vysledkut

Vyhodnoceni kvality sklicka

Sklicko by se nemélo analyzovat, jestlize:

e jsou signdly pfili§ slabé a nelze je proto analyzovat jednoduchymi filtry —
k pokradovani v analyze musi byt signaly jasné, vyrazné a snadno
hodnotitelné;

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

e nebylo hybridizovano >50 % bunék;

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

e neni mozné rozliit hranice buné¢nych jader a hranice nejsou neposkozené.

Pokyny pro analyzu

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

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

DS142/CE-cs v010.00/2023-02-21 (H025 v3 / HO32 v4)
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VSichni analytici musi provést nezavislé hodnoceni 100 jader kazdého vzorku.
Prvni analytik musi zacit provadét analyzu zlevé strany sklicka a druhy
analytik z pravé strany

Kazdy analytik musi zdokumentovat své vysledky na samostatnych listech
Analyzujte pouze nepoSkozend jadra, nikoli prekryvajici se nebo
nahromadéna jadra ani jadra prekryta cytoplazmatickym odpadem ¢&i jadra s
vysokym stupném autofluorescence

Vyhnéte se mistim, kde je pfili§ mnoho cytoplazmatického odpadu nebo kde
se vyskytuje nespecificka hybridizace

Intenzita signalu se muze liit, dokonce i v ramci jediného jadra. V takovych
pfipadech pouzijte jednoduché filtry a/nebo upravte ohniskovou rovinu

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

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

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

Nepoditejte prekryvajici se
jadra — v8echny oblasti obou
jader nejsou viditelné

Pocitejte jako dva cervené
signaly a dva zelené signaly —
jeden ze dvou Cervenych
signald je difuzni

Pocitejte jako dva Cervené
signaly a dva zelené signdly —
mezera v jednom ¢erveném
signalu je mensi nez dvé Sirky
signalu
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Predpokladané vysledky
Ptedpokladany vzorec normalniho signalu

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

Ptedpokladany vzorec abnormalniho signalu

V burice s translokaci t(14;20)(932.3;912) se pfedpoklada jeden Cerveny, jeden
zeleny a dva &ervené/zelené fuzni signaly (1C, 1Z, 2F).

U aneuploidnich/nevyvazenych vzorkl jsou mozné jiné vzory signalu.

Znama zkfizena reaktivita

Zelena sonda IGH mlze vykazovat zkfizenou hybridizaci na 15911.2 a 16p11.2.
Hlaseni nezadoucich uéinkud

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 [é¢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
Laboratofe si musi ovéfit mezni hodnoty za pouziti vlastnich dat®’.

Analyticka specificita

Analyticka specificita je procento signalu, 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,
které hybridizovaly na spravny lokus, déleno celkovym poctem hybridizovanych
signalu FISH.

Tabulka 1. Analyticka specificita sondy IGH/MAFB Translocation, Dual Fusion
Probe

Cervena
MAEB 20q12 200 200 100

Zelena
IGH 14932.33 200 200 100

Analyticka citlivost

Analyticka  citlivost je procento  zapoditatelnych interfaznich  bunék
s pfedpokladanym vzorcem normalniho signalu. Analyticka citlivost byla stanovena
analyzou interfaznich bunék napfi¢ ruznymi normalnimi vzorky. Senzitivita byla
vypocétena jako procento zapoditatelnych bunék s oéekavanym signalovym vzorem
(s intervalem spolehlivosti 95 %).

Tabulka 2. Analyticka citlivost sondy IGH/MAFB Translocation, Dual Fusion Probe

467 500 93,4 2,1

Presnost a reprodukovatelnost

Pfesnost 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.

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 rdznych dnech. Reprodukovatelnost mezi jednotlivymi $arzemi byla
vyhodnocena analyzou stejnych vzorkd tentyz den pouzitim tfi riznych &isel Sarzi
sondy. Reprodukovatelnost mezi jednotlivymi vzorky byla hodnocena analyzou tfi
replikatl vzorku ve stejny den. Pro kazdy vzorek byly zaznamenany signalové
vzory 100 interfaznich bunék a bylo vypocteno procento bunék s pfedpokladanym
signalovym vzorem.

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

Tabulka 3. Reprodukovatelnost a presnost sondy IGH/MAFB Translocation, Dual
Fusion Probe

Presnost 0,00
Mezi vzorky 0,00
Mezi dny 0,00
Mezi Sarzemi 0,00
Celkovéa odchylka 0,00

DalSi informace

Dal$i informace o produktu vam sdéli oddéleni technické podpory spole¢nosti
CytoCell.
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