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Rajoitukset

Laite on suunniteltu havaitsemaan uudeleenjarjestymid, joissa on katkaisukohtia
taman koetinsarjan punaistenja vihreiden kloonien sitomilla alueilla, joihin sisatyy
EVI1 (MECOM) -alue. Tama tuote ei ehka havaitse kyseisen alueen ulkopuolsia
katkoskohtia tai  vaihtoehtoisia uudelleenjarjestymia, jotka sisaltyvét
kokonaisuudessaan télle alueelle.

Testia ei ole tarkoitettu kaytettavaksi riippumattomaan diagnostiikkaan,
raskausajan tutkimuksiin, vaestopohjaiseen seulontaan, vieritestaukseen tai
itsetestaukseen. Tamé& tuote on tarkoitettu ainoastaan ammattimaiseen
laboratoriokaytt6on; soveltuvan patevyyden saaneen henkildstén on tulkittava
kaikki tulokset ottaen huomioon muut asiaankuuluvat testitulokset.

Tata tuotetta ei ole validoitu kaytettavéksi sellaisen nayte- tai tautityyppen
kohdalla, joita ei ole maéritetty aiotussa kayttttarkoituksessa
FISH-tulostenraportoinninja tulkinnan on oltava yhdenmukainen ammattimaisten
kaytantdstandardien kanssa, ja niissa on otettava huomioon muut kliiniset ja
diagnostiset tiedot. Sarja on tarkoitettu muiden diagnostisten laboratoriotestien
apuvalineeksi, eikd hoitotoimia saa kaynnistdd yksinomaan FISH -tuloksen
perusteella.

Mikali protokollaa ei noudateta, se saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa
virheellisiin positiivisiin/negatiivisiin tuloksiin.

Tata sarjaa ei ole validoitu mainitusta aiotusta kaytttarkoituksesta poikkeavaan
kayttoon.

Aiottu kayttotarkoitus

CytoCell EVI1 (MECOM) Breakapart Probe irrotettavakoetin on kvalitatiivinen, ei-
automatisoitu FISH (fluorescence in situ hybridisation) -testi, jota kaytetdén
kromosomin 3 alueeseen 3926.2 liittyvien kromosomien uudelleenjérjestymien
havaitsemiseen Carnoyn liuokseen (3:1 metanoli/etikkahappo) fiksatoiduile,
hematologisesti johdetuille solususpensioile potilailta, joilla on epéilty akuutti
myelooinen leukemia (AML)tai myelodysplastinen oireyhtyma (MDS).

Kéayttdaiheet

Tama tuote on suunniteltu kaytettavaksi muiden kliinisten ja histopatologisten
testien liséksi vakiintuneissa diagnostiikan ja kliinisen hoidon hoitopoluissa, joissa
EVI1 (MECOM) -translokaation tilan tunteminen olisi tarkeaa kliiniselle hoidolle.

Testin periaatteet

Fluoresenssi in situ -hybridisaatio (FISH) on tekniikka, jonka avulla DNA-
sekvensseja voidaan havaita metafaasikromosomeista tai fiksatoituen
sytogeneettisten naytteiden interfaasitumista. Tekniikassa kaytetddn DNA-
koettimia, joiden avulla hybridisaatio koskee kokonaisia kromosomeja tai
yksittaisig, ainutkertaisia sekvenssejaja jotka toimivat tehokkaana sytogeneettisen
G-raita-analyysin apuvalineen& Tata tekniikkaa voidaan nyt kéyttdé olennaisena
tutkimustyokaluna raskauden aikaiseen, hematologiseen ja kiinteiden tuumoren
kromosomianalyysiin. Kohde-DNA on fiksaation ja denaturaation jalkeen saatavila
palautumiseksi samalla tavoin denaturoituun, fluoresenssimerkittyyn DNA-
koettimeen, jolla on tAydentava sekvenssi. Hybridisaation jalkeen sitomaton ja muu
kuin spesifisesti sidottu DNA-koetin poistetaan, ja DNA vastavarjétdén
visualisointia varten. Sen jalkeen hybridisoitu koetin voidaan visualisoda
fluoresenssimikroskopian avulla kohdemateriaalissa.

Koettimen tiedot
MECOM (MDS1- ja EVI1-kompleksin lokus)-onkogeeni paikassa 3q26.2 on usein
uudelleenjarjestynyt hematologisissa syovissd, jotka ovat l&htdisin
imusolmukkeesta.

MECOM-koodaa  sinkkisormiproteiinin,  joka ilmentyy  virheellisesti
leukemiasoluissa 2-5 prosentissa AML- ja MDS-potilaital. Tama dereguloitu
ilmentyminen johtuu usein kromosomien uudelleenjarjestymisestd, jossa on
mukana 3026.2, ja kaksi yleisintd poikkeusta ovat t(3;3)(921;926.2) ja
inv(3)(q21026.2). Translokaatioiden ja inversioiden katkoskohdat vaihtelevat
huomattavasti.

Inversion katkoskohtia tavataan MECOM-geenin sentromeerisella puolella ja
MECOM-geeni mukaan lukien, ja ne Kkattavat noin 600 kb. Suurin osa
katkoskohdista translokaatioissa 3026.2 ovat telomeerisia MECOM-geenin
néhden ja kattavat alueen, johon siséltyy MDS1-geenin telomeerinen pda ja
MYNN-geeni?.

Kromosomien uudeleenjarjestymét, joissa on mukana alue 3926.2, on yhdistetty
myelooisiin sydpiin, MECOM-geenin epanormaaliiniimentymiseen, epasuotuisaan
ennusteeseen seka aggressiiviseen Kliiniseen etenemiseen?.

AML ja inv(3)(q21926.2) tai t(3;3)(q21;q26.2) on tunnistettu tautikokonaisuus
Maailman terveysjarjeston (WHO) myelooisten neoplasmojen ja akuutten
leukemioiden luokituksen mukaisesti. Tama on transformoitunut tai de novo -AML,
jonka eteneminen on hyvin aggressivista, ja poikkeamissa on mukana MECOM
kohdassa 3026.2 ja RPN 1 (riboforiini ) paikassa 3q21°.

MECOMin on myds osoitettu olevan uudelleenjérjestynyt hoitoon liittyvissa
sairauksissa translokaation t(3;21)(q26.2;022) kautta, mistd seuraa MECOM-
RUNX1-fuusio®*.

MECOM-uudelleenjarjestymét ovat hyvin heterogeenisié ja niita voi olla vaikea
havaita perinteisen sytogenetiikan keinoin, jolloin FISH on hyddyllinen tydkau
niiden havaitsemiseen.

Koettimen tekniset tiedot
EVI1, 3926.2, punainen
EVI1, 3926.2, vihrea

EVI1, 3926.2, sininen

30262
b U \Zl
pasiens SHGC85783  pasize: D354415 D353523
—— — —]
563kb 181kb 158kb
w

EVI1-koetinseoksen punainen komponentti siséltdd 158 kb:n koettimen, joka on
telomeerinen D3S4415-markkerille ja sisaltdd LRRC34-geenin. Vihred
komponentti kattaa 181 kb:n alueen, johon siséltyy EVI1 (MECOM) -geenin
sentromeerinen 0sa, ja se yltdd D3S1282-markkerin yli. Sininen komponentti
kattaa 563 kb:n alueen EVI1-geenin sentromeerisessa osassa, johon sisalyy
D3S1614-markkeri.

Toimitettavat materiaalit

Koetin: 50 pl pulloa kohti (5 testid) tai 100 pl pulloa kohti (10 testid)

Koettimet toimitetaan ennalta sekoitettuna hybridisaatioliuokseen (formamidi,
dekstraanisulfaatti, suolaliuos-natriumsitraatti (SSC)), ja ne ovat valmita
kéaytettavaksi.

Vastavari: 150 pl pulloa kohti (15 testid)
Vastavéri on DAPI haipymista ehkéiseva (ES: 0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
fenyyli-indoli)).

Varoitukset javarotoimet

1. Tarkoitettu in vitro -diagnostiikkakayttoon. Vain ammattkayttoon.

2. Kayta kasineita kasitellessasi DNA-koettimia ja DAPI-vastavéria.

3. Anturiseokset sisatavat formamidig, joka on teratogeeni: &la hengitd hoyryja
sisé@an tai paasta ainettakosketuksiin ihon kanssa. Késiteltava varoen: kéyta
késineité ja laboratoriotakkia.

4. DAPI on potentiaalinen karsinogeeni. Kasiteltdva varoen: kayta kéasineita ja
laboratoriotakkia.

5. Havité kaikkivaaralliset materiaalit laitoks esi vaaraliisten jatteiden havittamista
koskevien ohjeidenmukaan.

6. Kayttajien on pystyttivaerottamaan toisistaan punainen, sininenja vihrea var.

7. Mikali hahmoteltua protokdlaa ei noudateta ja sen mukaisia reagenssefa el
kaytetd, se saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa virheellisin
positiivisiin/negatiivisiin tuloksiin.

8. Koetinta ei saa laimentaa tai sekoittaamuiden anturien kanssa.
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9. Mikali 10 pl:n koetinta ei kayteta protokadlan esidenaturaatiovaiheessa, se
saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa virheéllisiin positiivisiin/negatiivisin
tuloksiin.

Séilytys jakasittely
-15°C  Sarjaa on sdilytettava pakastimessa —25 °C ... —15 °C:n
J/ lampétilassa sarjan etiketissa ilmoitettuun erapaivaan saakka
-25°C Koetinta ja vastavaripuloja on séilytettava pimeéssa.

Koetin pysyy vakaana normaalissa kaytéssa ilmenevien
\\ |// pakastus- ja sulatusjaksgjen ajan (jolloin yhden jakson aikana

L) koetin poistetaan pakastimesta ja laitetaan takaisin
//—I N pakastimeen), ja se on fotostabiil jopa 48 tuntia altistuttuaan
A jatkuville valaistusolosuhteille. On ryhdyttava kaikkin
. mahdollisiin toimenpiteisiin valolle ja lampdtilan muutoksile

altistumisen rajoittamiseksi.

Laitteisto ja materiaalit Tarvittavat mutta pakkaukseen siséltymattd mét
Kalibroitua laitteistoa on kaytettava:

1. Lampoélevy (Kiintedlla levylla ja tarkalla lampétilan hallinnalla 80 °C:n
lampétilaan saakka)

Kalibroidut tilavuudeltaan vaihtelevat mikropipetit ja karjet, 1-200pl
Vesikylpy tarkalla lampédtilan hallinnala 37 °C:nja 72 °C:n lampotilassa
Mikrosentrifugiletkut (0,5 ml)

Fluoresenssimikroskooppi (katso Fluoresenssimikrosk ooppisuositus-0sio)
Vaihekontrastimikrosk ooppi

Coplin-purkit puhdasta muovia, keramiikkaa tai lAmmonkestavaa lasia
Pihdit

Kalibroitu pH-mittari (tai pH-indikaattoriliuskat, joilla voidaan mitata 6,5-8,0:n
pH-arvo)

10. Kostutettusailid

11. Fluoresenssiluokanmikroskooppilinssin immersiodljy

12. Tyopoytasentifugi

13. Mikroskooppiobjektilasi

14. 24 x24 mm:n peitelasit

15. Ajastin

16. 37 °C:ninkubaattori

17. Kumiliuosliima

18. Pydrresekoitin

19. Mittasylinterit

20. Magneettinen sekoitin

21. Kalibroitu lampomittari

LCoNoO LN

Valinnainen laitteisto, ei sisally pakkaukseen
1. Sytogeneettinen kuivauskammio

Tarvittavat reagenssit, jotka eivat sisélly pakkaukseen
20x suolaliuos-natriumsitraattiliuos (SSC)

100 % etanolia

Tween-20

1M natriumhydroksidi (NaOH)

1M suolahappo (HCI)

Akkuvesi

oo wNE

Fluoresenssimikroskooppisuositus

Kéytd 100 watin elohopealamppua tai vastaavaa ja 6ljyimmersiosuunniteiman
60/63x- tai 100x-apokromaattiobjektiiveja parhaaseen mahdolliseen visualisointin.
Tasséa koetinsarjassa kaytettavat loisteaineet virittyvat ja sateilevat seuraavila
aaltopituuksilla:

Sininen 418 467
Vihrea 495 521
Punainen 596 615

Varmista, ettd mikroskooppiin on sovitettu asianmukaiset viritys- ja
emissiosuodattimet, jotka kattavat yllaluetellut aallonpituudet. Kayta DAPI-/vihrean
spektrin/punaisen  spektrin  kolmoiskaistanpdastdsuodatinta tai  vihreén
spektrin/punaisen spektrin kaksoiskaistanpaéstdésuodatinta vihreén ja punaisen
loisteaineen optimaaliseen samanaikaiseen visualisointiin. Kéyta sinisen spektrin
yksinkertaista kaistanpéastosuodatinta sinisen  spektrin  optimaaliseen
visualisointiin tai punaisen spektrin/vihrean spektrin/sinisen  spektin
kolmoiskaistanpaastosuodatinta vihredn, punaisen ja sinisen loisteaineen
samanaikaiseen visualisointiin.

Tarkista fluoresenssimikroskooppi ennen kayttda varmistaaksesi, etta se toimi
asianmukaisesti. Kéytd immersiodljya, joka soveltuu fluoresenssimikroskoopile ja
jonka koostumus on tarkoitettu alhaiselle automaattiselle fluoresenssille. Vata
héipymisté ehkaisevén DAPIn sekoittamista mikroskoopin immersiodljyn kanssa,

suodatinten ian suhteen.

Néaytteen valmistelu

Sarja on suunniteltu kaytettavaksi hematologisesti johdettuihin solususpensioihin,
jotka on fiksatoitu Carnoyn liuosfksativiin (3:1 metandli/etikkahappo), jotka on
valmisteltu laboratorion tai laitoksen suuntaviivojen mukaisesti. Valmistele
ilmakuivatut naytteet mikroskoopin objektiivilaseille  sytogeneettisten
vakiotoimenpiteiden mukaisesti. AGT-sytogenetiikkalaboratorion opaskirja siséltéé
suosituksia naytteen kerddmisesta, viljelystd, poiminnasta ja objektiivilasien
valmistelusta®.

Liuoksen valmistus

Etanoliliuokset

Laimenna 100 % etanoli akkuvedella seuraavissa suhteissa ja sekoita huolellisesti.
e 70 % etanolia— 7 osaa 100 % etanolia ja 3 osaa akkuvetta

e 85% etanolia— 8,5 osaa 100 % etanolia ja 1,5 osaaakkuvettd

Sailyta liuosta enintdéan 6 kuukautta huoneenlampétilassa ilmatiiviissa sailiossa

2x SSC-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 9 osaan akkuvetts ja sekoita huolellisesti.
Tarkista pH ja sdéda pH-arvoon 7,0 kayttden natriumhydroksidia tai vetykloridia
tarpeen mukaan. Sailyta liuosta enintdan 4 viikkoa huoneenlampétilassa
iimatiiviissa sailiossa.

0,4 x SSC-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 49 osaan akkuvetta ja sekoita huolellisesti.
Tarkista pH ja saada pH-arvoon 7,0 kayttden natriumhydroksidia tai vetykloridia
tarpeen mukaan. Sailytd liuosta enintdan 4 viikkoa huoneenlampétilassa
iimatiiviissa sailiossa.

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

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 9 osaan akkuvettd. Lisaa5 pl Tween-20-liuosta
10 ml kohti ja sekoita huolellisesti. Tarkista pH ja séada pH-arvoon 7,0 kéyttden
natriumhydroksidia tai vetykloridia tarpeen mukaan. Sailyté liuosta enintaén 4
viikkoa huoneenlampétiassa ilmatiiviissa sailiéssa.

FISH-protokolla

(Huomautus: Varmista, etté koettimenja vastavérin altistuminen laboratoriovaloile
on aina rajallista).

Objektiivilasin valmistelu

1. Laita pisara solunaytettd mikroskooppiobjektilasille. Anna  kuivua
(Vaihtoehtoisesti, jos kaytetddn sytogeneettistd kuivauskammiota:
mikroskooppiobjektilaseille on asetettava pisara naytettd sytogeneettisen
kuivauskammion avulla Kammiota on kaytettava noin 25 °C:n lampétilassa ja
50 %:n kosteudessa, jotta solundytepisara voidaan asettaa optimaalisesti
lasille. Mikali sytogeneettistd kuivauskammiota ei ole saatavilla, kéyta
vaihtoehtoisesti vetokaappia).

2. Upota objektiivilasi 2 x SSC-liuokseen 2 minuutiksi huoneenlampétilassa
ravistamatta.

3. Kuivaa kutakin etanolisarjassa (70 %, 85 % ja 100 %) 2 minuutta
huoneenlampétilassa.

4. Annakuivua.

Esidenaturaatio

5. Poista koetin pakastimesta ja anna sen lammeta huoneenlampétilaan.
Sentrifugoi putkia lyhyen aikaa ennenkéayttoa.

6. Varmista, ettd koetinliuos on sekoitettu yhtenaisesti pipetilla.

7. Poista 10 pl koetinta testia kohti ja sirréd se mikrosentrifugiputkeen. Palauta
jaljelle jaanyt koetin nopeasti pakastimeen.

8. Aseta koetin ja nayteobjektiivilasi esilampidmaan 37 °C:n (+/- 1 °C)
lampélevylle 5 minuutiksi.

9. Laita 10 pl koetinseosta solunéytteelle ja aseta peitelasi varoen paikaleen.
Sulje kumiliuosliimalla ja anna liiman kuivua taysin.

Denaturaatio
10. Denaturoi ndyte ja koetin samanaikaisesti kuumentamalla objektiivilasia
lampdlevylla 2 minuutin ajan 75 °C:n (+/- 1 °C) lampétilaan.

Hybridisaatio
11. Laita objektiivilasi yoksi kosteaan valonkestavaén séilioon 37 °C:n (#- 1 «C)
lampétilaan.

Hybridisaation jélkeiset pesut

12. Poista DAPI pakastimesta ja anna sen lammeta huoneenlampétilaan.

13. Poista peitelasi ja kaikki limajaljet huolellisesti.

14. Upota objektiivilasi 0,4 x SSC-liuokseen (pH 7,0) 2 minuutiksi 72 °C:n (+- 1
°C) lampétilassaravistamatta.

15. Tyhjenné objektiivilasi ja upota se 30 sekunniksi 2 x SSCHiuokseenja 0,05 %
Tween-20-liuokseen huoneenlampétiassa (pH 7,0) ravistamatta.

16. Tyhjenn&a objektiivilasi ja laita kuhunkin naytteeseen 10 pl héaipymista
ehkaisevaa DAPIa.

17. Peité peitelasilla, poista mahdolliset kuplat ja anna véarn kehitty & pimeé&ssa 10
minuuttia.

18. Tarkastele fluoresenssimikroskoopila (katso
Fluoresenssimikroskooppisuositus).

Valmiiden objektiivilasien vakaus
Valmiita objektiivilaseja voidaan analysoida enintddn 1 kuukausi, mikali niita
séilytetdan pimeéssa huoneenlampdtilassa tai sitd matalammassa lampotilassa

Toimenpidesuositukset

1. Objektiivilasien sintraaminentai ikdannyttaminen saattaa heikentaa signaalien
fluoresenssia

2. Muiden kuin Cytocell Ltd -yhtion toimittamien tai suosittelemien reagenssien
kéaytto saattaavaikuttaa haitallisesti hybridisaatio-dosuhteisiin.

3. Kayta liuosten, vesikylpyjen ja inkubaattorien lampétilojen mittaukseen
kalibroitua lampomittaria, silla nama lampétilat ovat ratkaisevan tarkeita
tuotteen optimaalisen suorituskyvyn kannalta.

4. Pesupitoisuudet, pH-arvo ja lampdtilat ovat tarkeita, silla liiallinen 16yhyys
saattaa johtaa koettimen epéaspesifiseen sitoutumiseen ja liiallinen ankaruus
signaalin puuttumiseen.

5. Epétaydellinen denaturaatio saattaa johtaasignaalin puuttumiseen ja liiallinen
denaturaatio saattaa myos johtaaepaspesifiseen sitoutumiseen.
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6. Liiallinen hybridisaatio saattaa johtaa ylimaéraisiin tai odottamattomin
signaaleihin.

Kéayttajien on optimoitava omien naytteidensa protokolla ennen testin kéaytta.
Suboptimaaliset olosuhteet saattavat johtaa epaspesifiseen sitoutumiseen,
jotka saatetaan tulkita koetinsignaaliksi.

o~

Tulostentulkitseminen

Objektiivilasin laadun arviointi

Objektiivilasiaei tarvitse analysoida, jos:

e Yksittaisten signaalien signaalit ovat lilan heikkoja analysoitavaksi— jotta
analyysia voidaan jatkaa, signaalienon nayttava kirkkaina, sekeinéja helposti
arvioitavina
Analyysia vaikeuttaa suuri maarayhteen kasautuneita / paallekk&isia soluja
>50 % soluista ei ole hybridisoituneita
Solujen valissé on liikkaa fluoresoivia hiukkasia ja/tai fluoresoivaa utua, joka
héiritsee signaaleita — optimaalisissa objekfiivilaseissa taustan pitaisi nakya
tummana tai mustana ja puhtaana

e Soluntuman rajoja ei voida erottaa, eivatka ne ole eheita

Analysointiohjeet

e Kahden analyytikon pitéisi analysoida ja tulkita jokainen nayte. Kaikki
eridvyydet on annettava kolmannen analyytikon arvioitavaksi

Jokaisella analyytikolla on oltava sopiva patevyys tunnustettujen kansallisten
standardien mukaan.

Jokaisen analyytikon pitaisi saada riippumattomasti 100 tumaa kustakin
naytteestd Ensimmaéisenanalyytikon pitéisi kdynnistda analyysi objektiivilasin
vasemmalta puolelta ja toisen analyytikon oikealta puolelta

Kunkin analyytikon on dokumentoitava tuloksiaan erillisila arkeilla

Analysoi vain eheitd tumia, ei pdallekkéisia tai yhteen kasautuneita tumia tai
sellaisia tumia, jotka ovat sytoplasmajatteen peitossa tai joissa on runsaasti
autofluoresenssia.

Valta alueita, joilla on liiallista sytoplasmajatettd tai epaspesifistd
hybridisaatiota

Signaalin intensiteetti saattaa vaihdella yksittaisenkin tuman kohdalla. Kayta
téllaisissa tapauksissa yksittaisia suodattimia ja/tai saada fokustasoa.
Suboptimaalisissa olosuhteissa signaalit saattavat nayttaa hajanaisilta. Jos
kaksi samanvarsta signaalia koskettaatoisiaan, jos niiden valinen etéisyys on
enintdan yhta suuri kuin kahden signaalin leveys tai jos kahta signaaia
yhdistaa heikko saie, katso ne yhdeksi signaaliksi.

Analysoitaessa kolmivérisia irrotettavia koettimia, signaalit on laskettava
muiksi kuin uudelleenjérjestellyiksiffuusioituneiksi, jos punaisen, vihrean ja
sinisen signaalin véalinen rako on enintdén kahden signaalileveyden kokoinen.
Mika&li on epailystésiitd, voidaanko solu analysoida, alé analysoi sita.

Ala laske — tumat ovat liian
lahekkain, jotta rajoja voisi
maarittaa

Ala laske paallekkaisia tumia
— kummankin tuman kaikki
alueet eivat ole nakyvissa

Laske kahdeksi
fuusiosignaaliksi— punaisen ja
vihre&n/sinisen signaalin
véalinen rako on enintaan
kahden signaalileveyden
kokoinen

Laske kahdeksi
fuusiosignaaliksi — vihredn ja
punaisen/sinisensignaalin
valinen rako on enintdan
kahden signaalileveyden
kokoinen
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Laske kahdeksi
fuusiosignaaliksi — sinisen ja
punaisen/vihrean signaalin
valinen rako on enintdan
kahden signaalileveyden
kokoinen

Laske kahdeksi
fuusiosignaaliksi —
oikeanpuoleisessa

ylafuusiossa punaisen signaal
on hajanainen

Laske kahdeksi
fuusiosignaaliksi —
oikeanpuoleisessa

ylafuusiossa vihrea signaali on
hajanainen

Laske kahdeksi
fuusiosignaaliksi —
oikeanpuoleisessa

yléafuusiossa sinisen signaali
on hajanainen

Odotettavissa olevat tulokset
Kolmen vérin strategia osoittaa translokaation tai inversion ilmenemisen ja
mahdollistaa kunkin erilaisen uudelleenjarjestyman tyypin erottamisen.

Odotettavissaoleva normaali signaalikuvio

Tavallisessa solussa on odotettavissa kaksi punaista/vihredé/sinista samale
alueelle paikantuvaa signaalia (2PVS).

Odotettavissaolevat epanormaalit signaalikuviot

Jos solussa on t(3;nn)(g21;nn)-translokaatio, odotettavissa oleva signaalikuvio on
yksi punainen, yksi vihred/sininen fuusio ja yksi punainen/vihred/sininen
fuusiosignaali (1P, 1VS, 1PVS).

Jos solussa on inversioinv(3)(g21q26.2), odotettavissaoleva signaalikuvio on yksi
punainen/vihred fuusio, yksi erillinen sininen signaali ja  yksi
punainen/vihre&/sininenfuusiosignaali (1PV, 1S, 1PVS).

Muut signaalikuviot ovat mahdollisia aneuploidisissa / epatasapainoisissa
naytteissa

Tunnettu ristireaktiivisuus
Ei tunnettua ristireaktiivisuutta.

Haittatapahtumistaraportoiminen

Jos uskot, ettd tassa laitteessa on ilmennyt toimintahairio tai etta sen
suorituskykyominaisuuksissa on tapahtunut huononemista, joka on saattanut
myotavaikuttaa haittatapahtumaan (esim. viivastynyt tai virheellinen diagnoosi,
viivastynyt tai epdasianmukainen hoito), téstd on ilmoitettava valittomasti
valmistajalle (séhkoposti: vigilance@ogt.com).
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Soveltuvin osin tapahtumasta on ilmoitettava myds kansallisile toimivaltaisile
viranomaisille. Luettelo vaaratilanteiden yhteystiedoista on seuraavassa
osoitteessa: http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Erityiset suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen spesifisyys

Analyyttinen spesifisyys on prosenttiosuus signaaleista, jotka hybridisoidaan
oikeaan lokukseen eika muihin sijainteihin. Analyyttinen spesifisyys maaritettin
analysoimalla yhteens& 200 kohdelokusta. Analyyttinen spesifisyys laskettin
sellaisten FISH-signaalien maaraksi, jotka hybridisoituivat oikeaan lokukseen
jaettuna hybridisoituneiden FISH-signaalien kokonaismaarala.

Taulukko 1. EVI1 Breakapart Probe irrotettavan koettimen analyyttinen
spesifisyys

P“g\ﬁ}ﬂe" 3926 200 200 100
Vé’\‘/rlela 3926 200 200 100
Sininen

vy 3926 200 200 100

Analyyttinen herkkyys

Analyyttinen herkkyys on prosenttiosuus tulosten laskennassa kaytettavista
interfaasisoluista, joiden odotettavissa oleva signaalikuvio on normaal.
Analyyttinen herkkyys madritettin analysoimalla interfaasisduja erilaisten
normaalien naytteiden halki. Herkkyys laskettiin prosenttiosuudeksi tulosten
laskennassa kaytettavistd interfaasisoluista, joilla on odotettavissa oleva
signaalikuvio (95 %:n luottamusvali).

Taulukko 2. EVI1 Breakapart Probe irrotettavan koettimen analyyttinen herkkyys

4957 5000 99,14 98,84 — 99,36

Normaalien raja-arvojen luokittelu

Normaali raja-arvo on yhdessa FISH-koetinten kanssa maksimiprosenttiosuus
tulosten laskennassa kaytettavistda interfaasisoluista, joilla on spesifinen
epanormaali signaalikuvio, jonka kohdalla néayte katsotaan normaaliksi kyseisen
signaalikuvion osatlta.

Normaali raja-arvo maaritettiin uudelleenjarjestymalle negatiivisista naytteista, jota
koetin on tarkoitettu tunnistamaan, ja kayttaen kaanteista beetafunktiota. Kaksi
analyytikkoa kirjasi toisistaan riippumatta 100 interfaasituman signaalikuviot,
yhteensa 200 naytetta kohden.

Taulukko 3. EVI1 Breakapart Probe irrotettavan koettimen normaalien raja-arvoen
luokittelu

1P, 1VS,

1PVS 25 200 3 4
1PV, 1S,

1PVS 25 200 3 4

Laboratorioiden on tarkistettava raja-arvot kayttaen omia tietojaan® .

Uusittavuus

Uusittavuus maaritettiinkolmessa erillisessélaboratoriossa, jotka testasivat kuusi
sokkonaytettd (kaksi negatiivisia uudelleenjarjestymén osalta, kaksi heikosti
positiivista ndytetta, joissa oli 1-3-kertainen raja-arvo, ja kaksi vahvasti positiivista
naytetta, jotkasisalsivatyli 45 prosenttia uudelleenjarjestymalle positiivisia soluja).
Analyysi tehtiinkayttden kahta kopiotajokaisesta néytteesta viiden ei-perékkaisen
paivan aikana.

Kaikissa kolmessa kohteessa suoritettiin testaus kayttden samaa koetinerdg, ja
yksi kohde suoritti myds erén siséisen uusittavuustestin kayttden kolmea e
koetiner&a.

Uusittavuus laskettiin kayttden kunkin testin aikana tutkittujen muuttujen
yhtapitavyytta

Taulukko 4. EVI1 Breakapart Probe irrotettavan koettimen uusittavuus ja tarkkuus

e R Negatiivinen 100
Paivansisainen / paivienvalinen / -
Inversio kohteidenvalinen p;’smﬁgn 100
1PV, 1S,
( 1PVS) Negatiivinen 92
Erénsiséinen Vahvast 100
positiivinen
Paivénsisainen / paivienvalinen / Neg atuvn@ 100
Translokaatio kohteidenvalinen p;’sm?ﬁgn 100
1P, 1VS,
( 1PVS) Negatiivinen 100
Erénsiséinen Vahvast 100
positiivinen

Kliininen suorituskyky

Kliininen suorituskyky méaaritettiin k&yttden valikoimattomien potilaiden edustavaa
joukkoa, jotka olivat saaneet lahetteen AML:n tai MDS:n vuoksi, ja 100:aa
kohteesta kerattya naytettd. Koettimen havaitsemien uudelleenjarjestymien
iimenemisprosentteja verrattiin kirjallisuuskatsauksen tuloksiin.

Tamén vertailun mahdollistamiseksi kirjallisuuden osoittama luottamusvali 100
naytteen populaation koolta laskettiin laskemalla "1-sample proportions test with
continuity correction” -testilla.

Taulukko 5. EVI1 Breakapart Probe irrotettavan koettimen kliininen suorituskyky

AML ja
inv(3)/t(3;3)/MECOM- 13 01 6,7
uudelleenjarjestymat 2
MDS jaMECOM- 04 0 53

uudelleenjérjestymat

Lisatietoja

Tuotteita koskevia lisatietojaon saatavilla ottamallayhteyttd CytoCellin teknisen
tuen osastoon.

Puh.: +44 (0)1223 294048

Séahkoposti: techsupport@cytocell.com

Verkkosivut: www.ogt.com
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Symboliopas

REF fi: Kuvastonumero

fi: Laakinnallinen laite in vitro -

Vo diagnostiikkaan

LoT fi: Erdkoodi
EE[] fi: Tutustu kayttéohjeisiin
“ fi: Valmistaja

fi:

Kéytdn erapéiva

fi: Lampotilaraja
'-..\=’/
’ﬂ\‘“ fi: Pidettava poissa auringonvalosta
[ ]
W fi: Riittava sisaltd <n> testiin
CONT fi: Sisaltd

Patentit ja tavaramerkit
CytoCell on Cytocell Ltd.:n rekisterdity tavaramerkki.

Cytocell Ltd.

3-4 Technopark

Newmarket Road

Cambridge, CB5 8PB, UK.

Puh.: +44 (0) 1223 294048

F: +44 (0) 1223 294986
Sahkdposti: probes@cytocell.com
Verkkosivut: www.ogt.com
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