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Piirangud

Seade on loodud tuvastama genoomilisi kadusid/lisasid sondikomplekti punase ja
rohelise klooniga seotud piirkonnas, mis sisaldab 13q14.3, ATM, P53 (TP53) ja
MYB piirkondi ja 12. kromosoomi tsentromeeri. Piirkondadest valjapoole jaavaid
genoomilisi kadusid ja lisasid vdi piirkonna osalisi kadusid ja lisasid ei pruugita selle

tootega tuvastada.
See analiilis pole ette néhtud kasutamiseks iseseisva diagnostilise vahendina,
prenataalseks analliiisimiseks, populatsioonipdhiseks skriininguks,

patsiendildahedaseks analliusimiseks voi iseendal anallilisimiseks. See toode on
ette nahtud vaid erialaseks laboratoorseks kasutamiseks; koiki tulemusi tuleks
télgendada vastava véljadppega personali poolt vdttes arvesse teisi asjakohaseid
analudsitulemusi.

Seda toodet ei ole valideeritud kasutamiseks muude proovitiiipide ega
haigustulpide korral, kui ainult nende, mis on kasutusotstarbes tédpsustatud.
FISH-i tulemuste tdlgendamine ja teavitamine peab vastama erialastele
kutsestandarditele ja peaks arvesse v8tma muud Kliinilist ja diagnostilist teavet.
See komplekt on ette nahtud muude laboratoorsete analiitiside taiendamiseks ja
ravi ei tohiks alustada, p&hinedes vaid FISH-i tulemustel.

Protokolli jargimata jatmine vd8ib mdjutada analliisi toimivust ja pdhjustada
valepositiivseid/negatiivseid tulemusi.

Seda komplekti ei ole valideeritud kasutamiseks muul kui kasutusotstarbes esitatud
eesmargil.

Kasutusotstarve

CLL Plus Screening Panel on kvalitatiivne, mitteautomaatne, fluorestsents in situ
hibridisaatsiooni (FISH) uuring, mida kasutatakse 11. kromosoomi 11g22.3
piirkonna, 17. kromosoomi 17p13.1 piiekonna v&i 13. kromosoomi 13q14.2—-q14.3
piirkonna kromosomaalsete deletsioonide ja/vdi 12. kromosoomi tsentromeerse
piirkonna lisade ja/vdi 6. kromosoomi asukohas 6g23.3 MYB piirkonna
deletsioonide tuvastamiseks Carnoy lahuses (3:1 metanool/atseethape) fikseeritud
hematoloogiliselt tuletatud rakususpensioonides, mis parinevad kinnitatud voi
kahtlustatud kroonilise limfotsitaarse leukeemiaga (CLL) patsientidelt.

Naidustused

See toode on loodud téiendusena teistele Kliinilistele ja histopatoloogilistele
uuringutele tunnustatud diagnostilistes ja kliinilistes raviteedes, kus teadmised P53
(TP53), ATM-i deletsiooni vdi D13S319 deletsiooni oleku ja/v6i 12. kromosoomi
tsentromeeri lisa kohta on Kliinilise ravi seisukohalt olulised.

Analliusi pdhimdte

Fluorestsents in situ hubridisatsioon (FISH) on meetod DNA jarjestuste
tuvastamiseks metafaasi kromosoomides vdi fikseeritud tsiitogeneetiliste proovide
interfaasi tuumades. Meetod kasutab DNA sonde, mis hubridiseeritakse kogu
kromosoomi vdi tiksiku unikaalse jarjestusega ning toimib G-véodi tsiitogeneetilise
analliiisi voimeka taiendusena. Seda meetodit saab niitid rakendada prenataalse,
hematoloogilise ja tahke kasvaja kromosomaalse analulsi esmatéhtsa uuringu
tooriistana. Fikseeritud ja denatureeritud sihtmark-DNA on saadaval sarnase
denatureeritud, fluorestsentsmarkeriga DNA sondiga paardumiseks, millel on
komplementaarne jérjestus. Peale hubridiseerimist eemaldatakse seondumata ja
ebaspetsiifiliselt seotud DNA sond ning DNA visualiseeritakse vastandvarvimisega.
Seejarel vBimaldab fluorestsentsmikroskoopia hubridiseeritud sondi
visualiseerimist sihntmarkmaterijalil.

Sondi teave
Kroonilise limfotsitaarse leukeemia (CLL) hematoloogiliste sondide ja alfa-
satelliidi sondi valik.

Alpha Satellite 12 Plus for CLL

12. trisoomia on rekurrentne korvalekalle CLL-ga ja seda esineb 20% juhtudest*
ning sageli avaldub see kordumatu tsiitogeneetilise aberratsioonina (40-60% 12.
trisoomia juhtudest)?. 12. trisoomiaga patsiendid on klassifikatsiooni jargi madal
riskiga ilma muude geneetiliste kahjustuteta®. Toode on saadaval ka 5 (LPH 069-
S) ja 10 (LPH 069) analtiusikomplekti suuruses ja on optimeeritud Ule6d
hibridiseerimiseks.

13q14.3

13gq14 mojutavad deletsioonid on kdige sagedasemad CLL-i strukturaalsed
geneetilised aberratsioonid®#®. On leitud, et piirkonnas on heterosiigootne
deletsioon 30-60% ja homosiigootne deletsiooni 10-20% KLL-ga patsientidest®.
1314 deletsioonidega patsiendid on klassifikatsiooni jargi vaga madal riskiga ilma
muude geneetiliste kahjustuteta®.

P53 (TP53) (17p13.1)

TP53 (tuumorivalk p53) geen asukohas 17p13.1 on (ks olulisemaid
tuumorsupressorgeene. See toimib tugeva transkriptsioonifaktorina, millel on
pohiline roll geneetilise stabiilsuse séilitamisel. TP53 kadu on leitud 10% CLL-ga
patsiendil ja seda peetakse halvima prognoosi markeriks®7.

ATM (11922.3)

ATM (ATM-i seriini/treoniini kinaas) geen asukohas 11g22.3 on oluline
kontrollgeen, mis on seotud rakukahjustuse kontrollimisega, ja selle funktsioon on
hinnata raku DNA kahjustuse taset ja Uritada kahjustusi parandada, fosforuilides
pohisubstraate, mis osalevad DNA kahjustuse signaalirajas®. ATM-i kadu on leitud
18% CLL-ga patsiendil ja seda peetakse CLL-i halva prognoosi markeriks®.

MYB (6qg23.3)

Kromosoomi 6q deletsioonid on CLL-i puhul rekurrentsed. MYB (MYB
protoonkogeen, transkriptsioonifaktor) geen on (Ulioluline hematopoeetiliste
rakkude proliferatsioonis ja diferentseerumisel*®!, See asub ribas 6q23.3 ja on 6q
deletsiooni marker.

Sondi spetsifikatsioon
Sond 13qg14.3 deletsiooni sond
13914.2-q14.3, punane
13qter, 13934, roheline

13q14.2-q14.3

PP

35319 D135 RS 013525

01351825

— —
nskb BT o

Punasega margistatud 13q14.2-14.3 sondid katavad D13S319 ja D13S25
markereid. Rohelisega margistatud 13qter subtelomeeri spetsiifiline sond (kloon
163C9) voimaldab tuvastada 13. kromosoomi ja toimib kontrollsondina.

ATM-i deletsiooni sond

ATM, 11922.3, punane
D1171, 11p11.1-q11.1, roheline

CMP-HO06 v005.00

D111

(TN D

119223

D1153347  D1152179

182kb

100kb

ATM sond 182 kb, mérgistatud punasega ja katab NPAT geeni telomeerset otsa ja
ATM geeni tsentromeerset otsa vahetult markerist D11S3347 kaugemale. Sondi
segu sisaldab ka rohelisega mérgistatud 11. tsentromeeri (D11Z1) kontrollsondi.

DS255/CE-et v006.00/2021-10-26 (HO01 v4 / H002 v3 / HO06 v5 / HO37 v3 / HO39 v7)

Lk 1/6



Alpha Satellite 12 Plus for CLL
D1273, 12p11.1-q11.1, punane

D12Z3

Sond Alpha-Satellite 12 Plus Probe on punasega margistatud korduva jarjestuse
sond, mis tuvastab tsentromeerse korduva jarjestuse D12Z3.

P53 (TP53) Deletion Probe
P53, 17p13, punane
D1771, 17p11.1-q11.1, roheline

CMP-H039 V007.00

D1721

17p13

p53
(TP53)
SHBG  ATP1B2 WRAP53

D1751678 D1751353 D175655
e —
161kb
100kb

p53 (TP53) sond on punasega margistatud 161 kb ja see katab kogu p53 (TP53)
geeni ja piirnevaid piirkondi. Sondisegu sisaldab ka rohelisega margistatud 17.
tsentromeeri (D17Z1) kontrollsondi.

MYB-i deletsiooni sond
MYB, 60g23.3, punane
D671, 6p11.1-q11.1, roheline

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

185kb

100kb

MYB-i sondi segu sisaldab kogu MYB-i geeni ja AHI1 geeni tsentromeerset osa
hdlmavat geeni suhtes telomeerset piirkonna punasega margistatud 185 kb sondi.
Sondi segu sisaldab ka rohelisega margistatud 6. tsentromeeri (D6Z1)
kontrollsondi.

Tarnitavad materjalid

Sondid: 50 pl viaali kohta (5 analuitisi) v6i 100 pl viaali kohta (10 analliusi)

Sondid tarnitakse hubridiseerimislahusega eelsegatuna (formamiid;
dekstraansulfaat; naatriumtsitraadi soolalahus (saline-sodium citrate, SSC)) ja on
valmis kasutamiseks.

Vastandvarv 150 pl viaali kohta (15 analliusi)
Vastandvarv on DAPI, pleekimisvastane (Sisaldus: 0,125 pg/ml DAPI (4,6-
diamidino-2-fentidlindool).

Hoiatused ja ettevaatusabindud
1. Invitro diagnostiliseks kasutamiseks. Ainult erialaseks kasutamiseks.
2. DNA sondide ja DAPI vastandvarvi kasitsemisel kandke kindaid.

3. Sondi segud sisaldavad formamiidi, mis on teratogeenne; arge hingake sisse
aure ning valtige kontakti nahaga. Kasitsege ettevaatlikult; kasutage kindaid ja
laborikitlit.

4. DAPI on potentsiaalne kartsinogeen. Kasitsege ettevaatlikult; kasutage
kindaid ja laborikitlit.

5. Vabanege kdigist ohtlikest jadtmetest oma asutuse ohtlike jaatmete kaitlemise
eeskirjade kohaselt.

6. Kasutajad peavad olema suutelised eristama punast, sinist ja rohelist varvi

7. Esitatud protokolli ja reaktiivide jargimata jatmine vdib mdjutada anallilisi
toimivust ja pdhjustada valepositiivseid/valenegatiivseid tulemusi.

8. Sondi ei tohiks lahjendada ega segada teiste sondidega.

9. Sondi 10ul kasutamata jatmine protokolli denatureerimiseelses etapis voib
mojutada anallilisi toimivust ja p6hjustada valepositiivseid/valenegatiivseid

tulemusi.
Séilitamine ja kasitsemine
15°C Komplekti  Aquarius® tuleks  sdilitada  kilmutatuna
temperatuurivahemikus —25...-15 °C kuni kehtivusaja I6puni,
-25“CJ/ mis on esitatud toote etiketil. Sondi ja vastandvarvi viaale tuleb

sdilitada pimedas.

\ | /7 Sond sdilitab stabiilsuse normaalse kasutamise ajal esinevate

~Na' sulatamise ja kulmutamise tstklite kestel (kus ks tsukkel

“7 N~ kestab sondi eemaldamisest kilmikust kuni sinna

AI tagasipanekuni) ja on fotostabiilne kuni 48 tundi peale pideva

. valgusega kokkupuudet. Piirake iga hinna eest kokkupuudet
valgusega ja temperatuurimuutustega.

Seadmed ja materjalid mis on vajalikud, kuid mida ei tarnita
Kasutada tuleb kalibreeritud seadmeid.

1. Kuumutusplaat (téisplaadi ja tapse temperatuuriregulaatoriga kuni 80 °C)

2. Kalibreeritud erineva mahuga mikropipetid ja otsikud vahemikus 1-200 pl

3. Vesivann, tapse temperatuuriregulaatoriga 37 °C ja 72 °C juures

4. Mikrotsentrifuugi katsutid (0,5 ml)

5. Fluorestsentsmikroskoop (vt fluorestsentsmikroskoobi soovituste 18iku)

6. Faasikontrastmikroskoop

7. Labipaistvast plastist, keraamilised v6i kuumakindlast klaasist Coplini
anumad

8. Pintsetid

9. Kalibreeritud pH-meeter (vdi pH indikaatorribad vahemikus pH 6,5-8,0)
10. Niiskuskamber

11. Fluorestsentsmikroskoobi immersioondli
12. Tsentrifuug

13. Mikroskoobi alusklaasid

14. 24x24 mm katteklaasid

15. Taimer

16. 37 °C inkubaator

17. Katteklaasi liim

18. Vortex-segisti

19. Gradueeritud silindrid

20. Magnetsegisti

21. Kalibreeritud termomeeter

Valikulised seadmed, mida ei tarnita
1. Tsutogeneetiline kuivatuskamber

Vajalikud reaktiivid, mida ei tarnita

20-kordne naatriumtsitraadi soolalahus (SSC)
100%-line etanool

Tween-20

1M naatriumhudroksiid (NaOH)

1M vesinikkloriid (HCI)

Destilleeritud vesi

Ok wWNE

Fluorestsentsmikroskoobi soovitused
Kasutage optimaalseks visualiseerimiseks 100-vatist elavhdbelampi vdi sellega
samavaarset ning immersioondliga apokromaatset objektiivi 60/63-kordse v6i 100-
kordse suurendusega. Selles sondi komplektis kasutatud fluorofoorid aktiveeruvad
ja emiteerivad jargnevatel lainepikkustel:

Roheline 495 521
Punane | 596 | 615

Veenduge, et asjakohased eksitatsiooni- ja emissioonifiltrid, mis hélmavad eespool
esitatud lainepikkusi, on mikroskoopi paigaldatud. Kasutage kolme spektri
labilaskevdimega DAPI/rohelise spektri/punase spektri filtrit v6i kahe spektri
labilaskevdimega rohelise spektri/punase spektri filtrit rohelise ja punase fluorofoori
samaaegseks optimaalseks visualiseerimiseks.

Kontrollige enne kasutamist fluorestsentsmikroskoopi, et veenduda selle
korrasolekus. Kasutage immersioondli, mis on fluorestsentsmikroskoopiaks sobiv
ja on madala autofluorestsentsiga. Valtige pleekimisvastase DAPI segamist
immersioondliga, kuna see segab signaali. Jargige tootja soovitusi lambi tddea ja
filtrite vanuse kohta.

Proovi ettevalmistamine

Komplekt on loodud kasutamiseks hematoloogiliselt tuletatud
rakususpensioonidega, mis on  fikseeritud  Carnoy lahuses  (3:1
metanool/atseethape) ja ette valmistatud vastavalt labori v3i asutuse eeskirjadele.
Valmistage ette 06hu kaes kuivatatud mikroskoobi alusklaasid vastavalt
tsutogeneetika standardprotseduuridele. AGT Tsutogeneetika laborijuhend
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sisaldab soovitusi proovi kogumise, kultuuri istutamise, kogumise ja slaidi tegemise
kohta*2.

Lahuse ettevalmistamine

Etanooli lahused

Lahjendage 100%-line etanool destilleeritud veega, jalgides suhtarvu ja péhjalikult
segades.

e 70%-line etanool — 7 osa 100%-list etanooli suhtes 3 osa destilleeritud vett

e  85%-line etanool — 8,5 osa 100%-list etanooli suhtes 1,5 osa destilleeritud vett
Sailitage lahuseid kuni 6 kuud toatemperatuuril 6hukindlas néus.

2x SSC lahus

Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 9 osa destilleeritud veega ja segage
pdhjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni pH on 7,0, kasutades NaOH voi
HCI vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4 né&dalat toatemperatuuril
6hukindlas ndus.

0,4 x SSC lahus
Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 49 osa destilleeritud veega ja segage
pdhjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni pH on 7,0, kasutades NaOH voi
HCl vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4 né&dalat toatemperatuuril
6hukindlas ndus.

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

Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 9 osa destilleeritud veega. Lisage 5 pl
Tween-20 10 ml kohta ja segage pohjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni
pH on 7,0, kasutades NaOH vdi HCI vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4
nadalat toatemperatuuril hukindlas ndus.

FISH-i protokoll
(Markus. Veenduge, et sondi ja vastandvarvi kokkupuude labori valgustusega
oleks kogu aeg piiratud).

Slaidi ettevalmistamine

1. Tilgutage rakuproov mikroskoobi klaasist alusklaasile. Laske kuivada.
(Valikuline, kui kasutatakse tsiitogeneetilist kuivatuskambrit: slaidid
tuleks valmistada tsutogeneetilist kuivatuskambrit kasutades. Optimaalseks
slaidi valmistamiseks tuleks kambrit kasutada temperatuuril ligikaudu 25 °C ja
ohuniiskusel 50%. (Kui tsltogeneetiline kuivatuskamber ei ole kattesaadav,
kasutage alternatiivina tdmbekappi).

2. Kastke slaidid toatemperatuuril 2 minutiks 2-kordsesse SSC lahusesse ilma
segamata.

3. Dehudrateerige etanoolilahuste seerias (70%, 85% ja 100%), igas 2 minutit
toatemperatuuril.

4. Laske kuivada.

Enne denaturatsiooni

5. Eemaldage sond kilmikust ja laske sel soojeneda toatemperatuurile.
Tsentrifuugige katsuteid lihidalt enne kasutamist.

6. Veenduge, et sondi lahus on Uhtlaselt segunenud, kasutades pipetti.

7. Eemaldage 10 pl sondi analliusi kohta ja viige see mikrotsentrifuugi katsutisse
ule. Tagastage Ulejadnud sond Kiiresti kilmikusse.

8. Asetage sond ja proovislaid 5 minutiks kuumutusplaadile eelsoojenema
temperatuurile 37 °C (+/-1 °C).

9. Tilgutage 10 pl sondisegu rakuproovile ja asetage ettevaatlikult katteklaas.
Lisage katteklaasi liim ja laske liimil téielikult kuivada.

Denaturatsioon
10. Denatureerige proov ja sond iiheaegselt, kuumutades slaidi kuumutusplaadil
temperatuuril 75 °C (+/-1 °C) 2 minutit.

Hibridisatsioon
11. Asetage slaid niiskesse valguskindlasse kambrisse temperatuurile 37 °C (+/-
1 °C), laske seista iiledo.

Hubridisatsioonijargsed pesud

12. Eemaldage DAPI kilmikust ja laske soojeneda toatemperatuurile.

13. Eemaldage ettevaatlikult katteklaasid ja koik limijaljed.

14. Kastke slaidid 2 minutiks ilma segamata 0,4-kordsesse SSC lahusesse (pH
7,0) temperatuuril 72 °C (+/-1 °C).

15. Kuivatage slaid ja kastke see 30 sekundiks ilma segamata 2-kordsesse SSC
lahusesse, 0,05% Tween-20 lahusesse, toatemperatuuril (pH 7,0).

16. Kuivatage slaid ja lisage igale proovile 10 pl pleekimisvastast DAPI-d.

17. Katke katteklaasiga, eemaldage mullid ja laske vérvil pimedas kujuneda
10 minutit.

18. Vaadake fluorestsentsmikroskoobiga. (Vt Fluorestsentsmikroskoobi
soovitused.)

Valmis slaidide stabiilsus
Valmis slaidid on anallusitavad kuni 1 kuu, kui neid hoitakse pimedas
toatemperatuuril vGi alla selle.

Protseduuri soovitused

1. Slaidide keetmine vdi aegumine vdib fluorestsentssignaali nérgendada.

2. Cytocell Ltd poolt toodetud v&i soovitatud reaktiivide asemel muude reaktiivide
kasutamine vGib ebasoodsalt mojutada hibridiseerimistingimusi

3. Kasutage lahuste, vesivannide ja inkubaatorite temperatuuri modtmisel
kalibreeritud termomeetrit, sest need temperatuurid on toote optimaalseks
toimimiseks kriitilise tahtsusega.

4. Pesukontsentratsioonid, pH ja temperatuurid on olulised, kuna véahene rangus
vBib pdhjustada sondi ebaspetsiifilist sidumist ja liiga suur rangus voib
pdhjustada signaali puudumist

5. Mittetéielik denatureerimine v8ib pdhjustada signaali puudumist ja Uleliigne
denatureerimine v8ib samuti pdhjustada ebaspetsiifilist seondumist

6. Uleligne hubridiseerimine v6ib poéhjustada taiendavaid véi ootamatuid
signaale

7. Kasutajad peaksid enne analliusi kasutamist diagnostilisel eesmargil protokolli
oma proovidega optimeerima

8. Suboptimaalsed tingimused vdivad pohjustada ebaspetsiifilist seondumist,
mida v@idakse ekslikult sondi signaalina tdlgendada

Tulemuste tdlgendamine

Slaidi kvaliteedi hindamine

Slaidi ei tohiks analtitisida, kui

e signaalid on Uhe filtriga anallitisimiseks liiga ndrgad — analiiisi jatkamiseks
peaksid signaalid olema eredad, selged ja lihtsalt hinnatavad,;

e liiga palju kokkukleepunud/kattuvaid rakke segavad analulsimist;

e (le 50% rakkudest pole hiibridiseeritud;

e rakkude vahel on dleliigsed fluorestsentsosakesed ja/vdi fluorestsentshagu,
mis segab signaali — optimaalsetel slaididel peaks taust tunduma tume vGi
must ja puhas;

e rakutuuma piire ei saa eristada ja need pole terviklikud.

Analluusi eeskirjad

e |gat proovi peaks anallusima ja tdlgendama kaks analldtikut. Koik
lahknevused tuleks lahendada kolmanda analititiku hinnanguga

e Analultikud peaks olema riiklikult tunnustatud standardite kohase
véljadppega.

e Iga analiiitik peaks hindama eraldi 100 tuuma iga proovi kohta. Esimene
anallitik peaks alustama slaidi vasakult kiljelt ja teine analliutik paremalt
kuljelt.

e lga analliutik peaks oma tulemused ules méarkima eraldi andmekandjale.

e Analiiiisige vaid terviklikke tuumi, mitte kattuvaid v&i kokkukleepunud voi
tsutoplasma jadkidega kaetud ega autofluorestseerivaid tuumi.

e Valtige alasid, kus esineb liigseid tsitoplasma jaéke v&i ebaspetsiifilist
hibridiseerimist.

e Signaali tugevus v8ib vahelduda, isegi Ghe tuuma piires. Sellistel juhtudel
kasutage uksikfiltreid ja/vdi kohandage fokaaltasandit.

e Suboptimaalsete tingimuste korral vdivad signaalid hajuda. Kui kaks sama
varvi signaali puutuvad kokku v8i nendevaheline kaugus on véiksem kui kaks
signaalipikkust vdi signaale Uhendab &hmane niit, lugege signaalid uheks.

e Kui kahtlete, kas proov on anallilisimiseks sobiv, siis &rge analulsige seda.

Mitte lugeda, kui tuumad on
piiride maaramiseks
Uksteisele liiga lahedal

Mitte lugeda kattuvaid
tuumasid, sest mélema tuumi
koik alasid ei ole naha

Lugeda kahe punase
signaalina ja kahe rohelise
signaalina, kui ks kahest

punasest signaalist on
difuusne

Lugeda kahe punase
signaalina ja kahe rohelise
signaalina, kui Ghe punase
signaali tihimik on kahest
signaalipikkusest vaiksem

Eeldatavad tulemused
Sond 13qg14.3 deletsiooni sond
Eeldatav normaalne signaalimuster
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Normaalse raku eeldatav tulemus on kaks punast ja kaks rohelist signaali (2P, 2R).

Eeldatavad ebanormaalsed signaalimustrid

Hemistigootse 13q14.3 deletsiooniga rakus on eeldatav signaalimuster ks punane
ja kaks rohelist signaali (1P, 2R).

Homosugootse deletsiooniga rakus on eeldatav signaalimuster puuduv punane ja
kaks rohelist signaali (OP, 2R).

13q kustutusi CLL-is tunnustatakse heterogeensetena; véaikse kustutusega
regioonis 13q vdib selle sondikompektiga kaasneda véike jaéksignaal.

Aneuploidsete/tasakaalustamata proovides vdivad esineda teised signaalimustrid.

ATM-i deletsiooni sond
Eeldatav normaalne signaalimuster

Normaalse raku eeldatav tulemus on kaks punast ja kaks rohelist signaali (2P, 2R).

Eeldatav ebanormaalne signaalimuster

ATM-i deletsiooniga rakus on eeldatav signaalimuster tiks punane ja kaks rohelist
signaali (1P, 2R).

Aneuploidsete/tasakaalustamata proovides vdivad esineda teised signaalimustrid.

Alpha Satellite 12 Plus for CLL
Eeldatav normaalne signaalimuster

Normaalse raku eeldatav tulemus on kaks punast signaali (2P).

Eeldatav ebanormaalne signaalimuster

12. trisoomiaga rakus on eeldatav signaalimuster kolm punast signaali (3P).

Aneuploidsete/tasakaalustamata proovides vdivad esineda teised signaalimustrid.

Sond P53 (TP53) deletsiooni sond
Eeldatav normaalne signaalimuster

Normaalse raku eeldatav tulemus on kaks punast ja kaks rohelist signaali (2P, 2R).
Eeldatav ebanormaalne signaalimuster

P53 deletsiooniga rakus on eeldatav signaalimuster tks punane ja kaks rohelist
signaali (1P, 2R).

Aneuploidsete/tasakaalustamata proovides vdivad esineda teised signaalimustrid.

MYB-i deletsiooni sond
Eeldatav normaalne signaalimuster

Normaalse raku eeldatav tulemus on kaks punast ja kaks rohelist signaali (2P, 2R).

Eeldatav ebanormaalne signaalimuster

MYB deletsiooniga rakus on eeldatav signaalimuster Giks punane ja kaks rohelist
signaali (1P, 2R).

Aneuploidsete/tasakaalustamata proovides vdivad esineda teised signaalimustrid.

Teadaolev ristreaktiivsus

Roheline 13qter sond voib naidata
risthlbridisatsiooni 19. kromosoomi tsentromeeri ja
muude kromosoomide p-Blgade suhtes.

Sond ATM Deletion | Roheline D11Z1 sond vdib néaidata kuni 4
Probe risthlbridisatsiooni signaali Xc ja 17c.

Sond 13q14.3 Deletion
Probe

Sond Alpha Satellite 12 | Sond vdib naidata risthibridisatsiooni 3c, 6c, 7¢ ja
Plus for CLL 10c suhtes.

Roheline D17z1 sond voib naidata
risthibridisatsiooni  11.  kromsoomi ja  X-i
tsentromeetri suhtes.

Sond P53 Deletion
Probe

Sond MYB Deletion

Teadaolev ristreaktiivsus puudub.
Probe

Kdrvalnahtudest teatamine

Kui usute, et see toode ei toimi vdi selle toimivus on halvenenud ning selle toimel
vdis esineda kdrvalnaht (nt hilinenud v6i valediagnoos, hilinenud v6i ebasobiv ravi),
tuleb sellest tootjat kohe teavitada (email: vigilance@ogt.com).

Kui see on kohandatav, tuleks sindmusest teavitada riiklikule padevale asutusele.
Pé&devate ametiasutuste loend on esitatud lehel:
http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Spetsiifilised toimivuskarakteristikud

Analuutiline spetsiifilisus

Analuitiline spetsiifilisus on vaid 08ige lookusega hubridiseeritud signaalide
protsentarv. Analtitiline spetsiifilisus saavutati kokku 200 sihtmérk-lookuse
analutsimisel. Analuttiline spetsiifilisus arvutati, jagades &ige lookusega
hibridiseeritud FISH-i signaalide arvu kogu hibridiseeritud FISH-i signaali arvuga.
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http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/

Tabel 1. CLL Plus Screening Panel analtitiline spetsiifilisus

Punane
Sond 13q14.3 13914.3 200 200 100
13914.3
Deletion
Probe Roheline 13qter,
13qter 13934 200 200 100
Punane
Sond ATM 11922.3 200 200 100
ATM
Deletion Rohell 11q111
Probe oheline qll.l-
D1171 qi11 200 200 100
Sond
Alpha
Satelite | DP1223 | 12pili- 200 200 100
12 Plus punane gqll.1
for CLL
sond | | oea® | 17p13.1 200 200 100
P53
Deletion ;
Roheline | 17p11.1-
Probe | p1771 ql1.1 200 200 100
Punane
Sond MYB 6g23 200 200 100
MYB
Deletion ;
Roheline 6pl1l1.1-
Probe D6Z1 qlL1 200 200 100

Analuutiline tundlikkus

Tabel 3. CLL Plus Screening Panel normaalse véljaarvamise piirvéartuste
kirjeldus

Sond 13914.3 1P, 2R vGi OP,
Deletion Probe 2R 0.95 i
Sond ATM
Deletion Probe 1P, 2R 099 9
Sond Alpha
Satellite 12 Plus 3P 0,99 3
for CLL
Sond P53 Deletion 1P, 2R 0,90 10
Probe
Sond MYB
Deletion Probe 1P 2R 0.97 8

Laborid peavad oma andmete p&hjal véljaarvamise piiri kinnitama®3 4.

Tapsus jareprodutseeritavus

Tapsus on analtutsi loomulik varieeruvus korduvalt, samades tingimustes
labiviimisel. Seda hinnati, analuiisides sama partiinumbriga sondi kordusanalutise
samal proovil, samades tingimustes, samal péeval.

Reprodutseeritavus on analliisi varieeruvus ja see saavutatakse, hinnates
varieeruvust proov-prooviga, paev-paevaga ja partii-partiga. Paev-paevaga
reprodutseeritavust hinnati sama proovi analiiisimisel kolmel erineval péaeval.
Partii-partiiga reprodutseeritavust hinnati the proovi the sondi kolme erineva
partiiga analuisimisel samal paeval. Proov-prooviga reprodutseeritavust hinnati
proovi kolme replikaadi analuiisimisel samal péeval. Iga proovi kohta salvestati 100
interfaasi raku signaalimuster ja arvutati eeldatava signaalimustriga rakkude
protsent.

Reprodutseeritavus ja tdpsus arvutati replikaatide vahelise standardhalbena (SH)
iga muutuja kohta ning uldise keskmise SH suhtarvuna.

Tabel 4. CLL Plus Screening Panel reprodutseeritavus ja tapsus

Analuitiline tundlikkus on hinnatavate interfaasi rakkude protsent eeldatava
normaalse signaalimustri suhtes. Anallitiline tundlikkus saavutati interfaasi
rakkude analiiiisimisel erinevates normaalsetes proovides. Tundlikkus arvutati
hinnatavate rakkude ja eeldatava signaalimustri protsentsuhtena (95%-lise
usaldusvahemikuga).

Tabel 2. CLL Plus Screening Panel analiiitiline tundlikkus

Sond

Sond
Sond Sond Sond
13q14.3 ATM AR SR MYB
. X Satellite Deletion -
Deletion Deletion Deletion
Probe Probe BP0 Al Probe
for CLL
Tapsus 0,72 0,38 0,72 2,63 1,09
Proov- 0,58 038 0,89 2,30 1,19
prooviga
Paev- 0,96 0,58 0,51 2,39 1,20
paevaga
Partii-partiiga 1,40 1,27 1,27 1,68 0,90
Halve 1,03 1,01 1,15 2,16 1,06

13q14.3
Deletion
Probe

481

500

96,2

1,6

Sond

Kliiniline toimivus

Kliiniline toimivus saavutati toote sihtgrupi esindusproovil. Iga proovi kohta
salvestati = 100 interfaasi raku signaalimustrid. Normaalne/ebanormaalne hinnang
anti, vorreldes teatud ebanormaalse signaalimustriga rakkude protsenti normaalse

ATM
Deletion
Probe

482 500 96,4 1,0

Sond
Alpha
Satellite 487 500 97,4 1,0
12 Plus
for CLL

Sond P53
Deletion 471 500 94,2 2,7
Probe

Sond
MYB
Deletion
Probe

479 500 95,8 17

Normaalse valjaarvamise piirvaartuste kirjeldus

FISH-i sondidega seotud normaalse véljaarvamise piirvaartus on hinnatavate,
teatud ebanormaalse signaalimustriga interfaasi rakkude suurim protsent, mille
juures proov hinnatakse normaalseks.

Normaalne véljaarvamise piirvdartus saavutati, kasutades normaalsete ja
positivsete patsientide proove. Iga proovi kohta salvestati 100 raku
signaalimustrid. Arvutati Youdeni koefitsient, et leida lavivaartus, mille korral
Tundlikkus + Spetsiifilisus-1 on maksimaalne.

véljaarvamise piirvaartusega. Siis vorreldi tulemusi proovi teadaoleva olekuga.

Kliiniliste andmete tulemused anallusiti

spetsiifilisus ja valjaarvamise piirvaértused tihemddtelise meetodiga.

Tabel 5. CLL Plus Screening Panel Kliiniline toimivus

Deletion
Probe

Sond 13914.3

96,3%

99,1%

0,9%

selleks, et saavutada tundlikkus,

Sond ATM
Deletion
Probe

100%

99,2%

0,8%

Sond Alpha
Satellite 12
Plus for CLL

100%

100%

0%

Sond P53
Deletion
Probe

92,5%

97,1%

2,9%

Sond MYB
Deletion
Probe

97,8%

99,6%

0,4%
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Lisateave

Lisateavet saate kontakteerudes ettevtte CytoCell tehnilise toe osakonnaga.
Tel: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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