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Kasutusotstarve

Sond CytoCell® CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe on
kvalitatiivne, mitteautomaatne, fluorestsents in situ hiibridisatsiooni (FISH) uuring,
mida kasutatakse 1. kromosoomi 1p32.3 ja 1g21 piirkondade kromosomaalsete
lisade ja deletsioonide tuvastamiseks Carnoy lahuses (3:1 metanool/atseethape)
fikseeritud hematoloogiliselt tuletatud rakususpensioonides, mis périnevad
kinnitatud vdi kahtlustatud hulgimueloomiga (MM) patsientidelt.

Naidustused

See seade on loodud taiendusena teistele kliinilistele ja histopatoloogilistele
uuringutele tunnustatud diagnostilistes ja Kliinilistes raviteedes, kus teadmised
CKS1B v8i CDKN2C (P18) oleku kohta on Kiliinilise ravi seisukohalt olulised.

Piirangud

Seade on loodud tuvastama genoomilisi lisasid vdi kadusid, mis on suuremad kui
sondikomplekti punase vdi rohelise klooniga kaetud piirkond, mis sisaldab
piirkondi CKS1B ja CDKN2C (P18). Piirkonnast valjapoole jaavaid genoomilisi
lisasid vdi kadusid vGi piirkonna osalisi lisasid v8i kadusid ei pruugita selle
seadmega tuvastada.

See seade pole ette nahtud kasutamiseks iseseisva diagnostilise vahendina,
diagnostilise abivahendina, prenataalseks analiilisimiseks, populatsioonipdhiseks
skriininguks, patsiendilahedaseks analuisimiseks vdi iseendal analiiiisimiseks.
Seda seadet ei ole valideeritud kasutamiseks muude proovitiilipide ega
haigustulipide korral ega muuks kasutusotstarbeks, peale selle, mis on
kasutusotstarbes tapsustatud.

Seade on ette ndhtud muude laboratoorsete analliuside tdiendamiseks ja ravi ei
tohiks alustada, p6hinedes vaid FISH-i tulemustel.

FISH-i tulemusi peab tdlgendama ja nendest teavitama vastava kvalifikatsiooniga
personal vastavalt erialastele kutsestandarditele ja vdttes arvesse muid
asjakohaseid analliusitulemusi ning muud Kliinilist ja diagnostilist teavet.

See seade on ette nahtud vaid erialaseks laboratoorseks kasutamiseks.

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

Analtusi 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 Uksiku unikaalse jarjestusega ning toimib G-vdddi tsitogeneetiliste
analulside vbimeka taiendusena. Seda meetodit saab nilid rakendada
prenataalse, hematoloogilise ja tahke kasvaja kromosomaalse anallisi
esmatéhtsa uuringu todriistana. Fikseeritud ja denatureeritud sihtmérk-DNA on
saadaval sarnase denatureeritud, fluorestsentsmarkeriga DNA sondiga
paardumiseks, millel on komplementaarne jarjestus. Peale hubridiseerimist
eemaldatakse seondumata ja ebaspetsiifiliselt seotud DNA sond ning DNA
visualiseeritakse vastandvéarvimisega. Seejarel vdimaldab fluorestsentsmikro-
skoopia hubridiseeritud sondi visualiseerimist sihtmarkmaterjalil.

Sondi teave
CKS1B (CDC28 proteiinkinaasi regulatoorne alamihik 1B) geen on asukohas 1g21
ja CDKN2C (tsukliinist sdltuv kinaasi inhibiitor 2C) geen on asukohas 1p32.3.

1g21 piirkonna lisa, mis sisaldab CKS1B, on Uks kdige sagedamini esinevatest
kromosomaalsetest aberratsioonidest hulgimieloomi puhul*. CKS1B geeni
Uleekspressioon reguleerib rakutsiikli progressiooni Ules, mis p&hjustab
proliferativeema haiguse?. See on seotud hulgimiieloomi edasiarenenud
fenotliibiga, mistdttu vdib seda seostada halva prognoosi ja haiguse
progressiooniga®?3. 1921 lisa on seostatud halvema elulemusega ja haiguse
relapsi korral on leitud tdiendavat amplifikatsiooni. 1. kromosoomi pika &la téielikud
lisad esinevad samuti sageli hulgimieloomi Kkorral ja vbivad esineda
isokromosoomidena, duplikatsioonide vdi hiippamistranslokatsioonidena ning neid
seostatakse sageli haiguse progressiooniga®.

CDKN2C on tuumorsupressorgeen, mis vastutab apoptootilise rakusurma
indutseerimise ja DNA fragmenteerimise eest®. See on Ulesreguleeritud tsiitokiini
IL-6 ekspressiooniga hulgimieloomi korral ja geeni homosiigootset deletsiooni
seostatakse proliferativsema haigusega®. Kuigi on teatatud, et CDKN2C
deletsioonid on inimese pahaloomuliste protsesside korral harvaesinevad, on
tsutogeneetiliste analtiusidega néidatud, et 1p32-36 korvalekaldeid esineb
ligikaudu 16% inimese hulgimieloomi juhtudest ja need on seotud negatiivsema
lildise elulemusega?359,

Tsutogeneetilisi kdrvalekaldeid leitakse tavaparase tsutogeneetiliste meetoditega
ligikaudu Uhel kolmandikul hulgimieloomi juhtudest, kuid FISH suurendab
tuvastatud kromosomaalsete kdrvalekallete osakaalu > 90%’.

Sondi spetsifikatsioon

CKS1B, 1921-g22, punane
CDKN2C (P18), 1p32.3, roheline

CKS1B

ﬂFAH |—> COKN2C ﬂT 7B
D151661
170kb 182kb

100kb

CKS1B/CDKN2C toode sisaldab 182 kb kogu CKS1B geeni ja piirnevaid piirkondi,
sh PYGO2 ja ZBTB7B geene hdlmavat punasega margistatud sondi ja rohelist
sondi, mis hdlmab 170 kb piirkonda, mis sisaldab kogu CDKN2C geeni, markerit
D1S1661 ja FAF1 geeni tsentromeerset otsa.

Tarnitavad materjalid

Sond: 50 pl viaali kohta (5 analtiusi) v6i 100 pl viaali kohta (10 analtitisi)

Sondid tarnitakse hubridiseerimislahusega eelsegatuna (< 65% formamiid;
< 20 mg dekstraansulfaat; < 10% 20-kordne naatriumtsitraadi soolalahus (saline-
sodium citrate, SSC)) ja on valmis kasutamiseks.

Vastandvarv: 150 pl viaali kohta (15 analiiusi)
Vastandvarv on pleekimisvastane DAPI ES (sisaldus 0,125 pg/ml DAPI
(4,6-diamidino-2-fentitilindool) gliitserooli p&hises kinnituskeskkonnas).

Hoiatused ja ettevaatusabinéud

1. Kasutamiseks in vitro diagnostikas. Ette néhtud vaid erialaseks laboratoorseks
kasutamiseks.

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

3. Kasitsege DAPI-t ettevaatlikult; kasutage kindaid ja laborikitlit.

4. Arge kasutage, kui viaal(id) on kahjustatud vai kui viaali sisu on mistahes viisil
rikutud.

5. Tootejaatmete ohutuks kéitlemiseks jargige kohalikke jaatmekaitluseeskirju ja
kemikaali ohutuskaardil toodud soovitusi. See kehtib ka kahjustatud
analutsikomplekti sisule.

6. Vabanege kdigist kasutatud reaktiividest ja muudest saastunud tihekordseks
kasutuseks ette nahtud vahenditest nakkusohtlike vdi potentsiaalselt
nakkusohtlike jaatmete kaitlemise eeskirjade kohaselt. Iga labor peab ise
vedelaid ja tahkeid jaatmeid kaitlema vastavalt nende loomusele ja ohtlikkuse
tasemele ning tagama nende kaitlemise ja kdrvaldamise (v6i laskma need
kaidelda ja kdrvaldada) vastavalt kehtivatele eeskirjadele.

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

8. Esitatud protokolli ja reaktiivide jargimata jatmine vdib mdjutada analGiusi
toimivust ja pohjustada valepositiivseid/valenegatiivseid tulemusi.

9. Sondi ei tohiks lahjendada ega segada teiste sondidega.

10. Kui denatureerimise eeletapis ei kasutata 10 pl sondi, nagu on protokollis ette
néhtud, siis vdib see modjutada analulsi toimivust ja pdhjustada
valepositiivseid/valenegatiivseid tulemusi.
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11. Kaiki tooteid tuleb enne kasutamist valideerida.
12. Sisemised kontrollid tuleb labi viia kontrollproovidega, mis sisaldavad
mojutamata rakupopulatsioone.

Temperatuuri maaratlused

e 20 °C/ kulmutatud / kiilmikus: —-25°C...-15°C
e 37°C: +37°C+1°C
e T72°C: +72°C+1°C
e 75°C: +75°C+1°C

e  Toatemperatuur: +15 °C...+25 °C
Séilitamine ja kasitsemine
-15°C  Komplekti tuleb séilitada kilmutatuna temperatuurivahemikus
—25...-15 °C kuni kehtivusaja I6puni, mis on esitatud toote
-25°C etiketil. Sondi ja vastandvéarvi viaale tuleb séilitada pimedas.

\ |/ FISH-i sond, pleekimisvastane DAPI ES vastandvarv ja
\./ hibridiseerimislahus ~ sdilitavad ~ stabiilsuse ~ normaalse
-"7 N~ kasutamise ajal esinevate sulatamise ja kilmutamise tsiklite
AI kestel (kus uks tstuikkel kestab sondi eemaldamisest kilmikust
. kuni sinna tagasipanekuni) — 5 tstklit 50 pl (5 analtusi) FISH-i
sondi viaali puhul, 10 tsuklit 100 pl (10 analtisi) FISH-i sondi
viaali puhul ja 15 tsiiklit 150 pl (15 analliusi) vastandvarvi viaali puhul. Kokkupuudet
valgusega tuleb piirata ja véimaluse korral alati valtida. Hoidke komponente kaasas
olevas valguskindlas mahutis. Siltidel mérgitutest erinevatel tingimustel séilitatud ja
kasutatud komponendid ei pruugi oodatud viisil toimida ja vdivad mdjutada
analliisitulemusi. 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 18iku Fluorestsentsmikroskoobi soovitused)

6. Faasikontrastmikroskoop

7. Labipaistvast plastist, keraamilised v8i 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. Lauatsentrifuug

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 wNpE

Fluorestsentsmikroskoobi soovitused
Kasutage optimaalseks visualiseerimiseks 100-vatist elavhdbelampi vdi sellega
samavaarset ning immersioondliga apokromaatset objektiivi 60/63-kordse vai 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 hdlmavad eespool
esitatud lainepikkusi, on mikroskoopi paigaldatud. Kasutage kolme spektri
labilaskevdoimega DAPI/rohelise spektri/punase spektri filtrit vdi 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 tédea ja
filtrite vanuse kohta.

Proovi ettevalmistamine

Komplekt on loodud kasutamiseks Carnoy lahuses (3:1 metanool/atseethape)
fikseeritud hematoloogiliselt tuletatud rakususpensioonidega, mis on ette
valmistatud vastavalt labori v8i asutuse eeskirjadele. Valmistage ette Shu kaes
kuivatatud mikroskoobi alusklaasid vastavalt tsutogeneetika
standardprotseduuridele. AGT Tsutogeneetika laborijuhend sisaldab soovitusi
proovi kogumise, kultuuri istutamise, kogumise ja slaidi tegemise kohta®.

Lahuse ettevalmistamine

Etanooli lahused

Lahjendage 100%-line etanool destilleeritud veega, jalgides suhtarvu ja p&hjalikult
segades:

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

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

2-kordne SSC lahus

Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 9 osa destilleeritud veega ja segage
pBhjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni pH on 7,0, kasutades NaOH v®&i
HCl vastavalt vajadusele. Saéilitage lahust kuni 4 né&dalat toatemperatuuril
6hukindlas ndus.

0,4-kordne SSC lahus

Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 49 osa destilleeritud veega ja segage
p&hjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni pH on 7,0, kasutades NaOH vdi
HCl vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4 né&dalat toatemperatuuril
ohukindlas ndus.

2-kordne 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 pdhjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni
pH on 7,0, kasutades NaOH vGi HCI vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4
nadalat toatemperatuuril 8hukindlas ndus.

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

Slaidi ettevalmistamine

1. Tilgutage rakuproov mikroskoobi klaasist alusklaasile. Laske kuivada.
(Tsutogeneetilise kuivatuskambri kasutamisel vdite toimida jargmiselt:
optimaalseks slaidi valmistamiseks tuleks kambrit kasutada temperatuuril
ligikaudu 25 °C ja 6huniiskusel 50%. Kui tsutogeneetiline 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 luhidalt enne kasutamist.

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

7. Eemaldage 10 pl sondi anallisi kohta ja viige see mikrotsentrifuugi katsutisse
Ule. Tagastage Ulejaanud sond kiiresti kiilmikusse.

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 taielikult kuivada.

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

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

Hubridisatsioonijargsed pesud

12. Eemaldage DAPI kulmikust 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).

Protseduuri soovitused

1. Slaidide keetmine vdi aegumine vdib fluorestsentssignaali nérgendada.

2. Cytocell Ltd poolt toodetud vdi soovitatud reaktiivide asemel muude reaktiivide
kasutamine vdib ebasoodsalt mdjutada hiibridiseerimistingimusi.

3. Kasutage lahuste, vesivannide ja inkubaatorite temperatuuri mdédtmisel
kalibreeritud termomeetrit, sest need temperatuurid on toote optimaalseks
toimimiseks kriitilise tdhtsusega.
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4. Pesukontsentratsioonid, pH ja temperatuurid on olulised, kuna védhene rangus
vOib pdhjustada sondi ebaspetsiifilist sidumist ja liga suur rangus vdib
pdhjustada signaali puudumist.

5. Mittetaielik denatureerimine v6ib pdhjustada signaali puudumist ja uleliigne
denatureerimine vdib samuti pdhjustada ebaspetsiifilist seondumist.

6. Uleligne hubridiseerimine voéib pbéhjustada tiiendavaid voi ootamatuid
signaale.

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

8. Suboptimaalsed tingimused vdivad pdhjustada ebaspetsiifilist seondumist,

mida vdidakse ekslikult sondi signaalina télgendada.

Tulemuste tdlgendamine

Slaidi kvaliteedi hindamine

Slaidi ei tohiks analitsida, kui

e signaalid on uhe filtriga analutsimiseks liiga ndrgad—anallusi jatkamiseks
peaksid signaalid olema eredad, selged ja lihtsalt hinnatavad;

liiga palju kokkukleepunud/kattuvaid rakke segavad analliiisimist;

ule 50% rakkudest pole hubridiseeritud;

rakkude vahel on Uleliigsed fluorestsentsosakesed ja/vi fluorestsentshagu,
mis segab signaali—optimaalsetel slaididel peaks taust tunduma tume v&i must
ja puhas;

e rakutuuma piire ei saa eristada ja need pole terviklikud.

Anallusi eeskirjad

e lgat proovi peaks analiusima ja tdlgendama kaks anallutikut. Koéik
lahknevused tuleks lahendada kolmanda analuitiku hinnanguga.

Analtiitikud peaks olema riiklikult tunnustatud standardite kohase
véljadppega.

Iga analuiltik peaks hindama eraldi 100 tuuma iga proovi kohta. Esimene
analliutik peaks alustama slaidi vasakult kiljelt ja teine analltik paremalt
kiljelt.

Iga analuitik peaks oma tulemused Ules markima eraldi andmekandjale.
Analiiisige vaid terviklikke tuumi, mitte kattuvaid vo6i kokkukleepunud vGi
tsutoplasma jaékidega kaetud ega autofluorestseerivaid tuumi.

Valtige alasid, kus esineb liigseid tsUtoplasma jaéke vdi ebaspetsiifilist
hubridiseerimist.

Signaali tugevus voib vahelduda, isegi Ghe tuuma piires. Sellistel juhtudel
kasutage uksikfiltreid ja/v6i kohandage fokaaltasandit.

Suboptimaalsete tingimuste korral vdivad signaalid hajuda. Kui kaks sama
varvi signaali puutuvad kokku vdi nendevaheline kaugus ei ole suurem kui
kaks signaalipikkust v8i signaale Uhendab &hmane niit, lugege signaalid
theks.

Kui kahevarvilise lahutatavate sondide analliiisimisel ei ole punase ja rohelise
signaali vahel tdhimik suurem kui 2 signaalipikkust, lugege see umber
korraldamata / sulandunud signaaliks

Kui kolmevarviliste lahutatavate sondide anallisimisel ei ole mistahes 3
signaali (punane, roheline ja sinine) vahel tiihimik suurem kui 2 signaalipikkust,
lugege see Umber korraldamata / sulandunud signaaliks.

e  Kuikahtlete, kas proov on anallilisimiseks sobiv, siis &rge analtlsige 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
kontrollsignaalina, kui uks
kahest punasest signaalist on
difuusne

Lugeda kahe
kontrollsignaalina, kui the
rohelise signaali tihimik on

kahest signaalipikkusest
vaiksem

38
o
o
o

Eeldatavad tulemused
Eeldatav normaalne signaalimuster

Normaalse raku eeldatav tulemus on kaks punast ja kaks rohelist signaali (2P2R).

Eeldatavad ebanormaalsed signaalimustrid

1p32.3 deletsiooniga rakus on eeldatav signaalimuster kaks punast ja ihe roheline
signaal (2P1R).

1921 lookuse lisaga raku eeldatav signaalimuster on kaks rohelist ja kolm vdi enam
punast signaali (3+P2R).

1921 lookuse amplifikatsiooniga rakus on sel puhul kogu tsitoplastmas néha palju
véaikseid punaseid signaale koos kahe rohelise kontrollsignaaliga (ampP2R).

Homogeenselt varvuvat piirkonda pdhjustava 1921 lookuse amplifikatsiooniga
rakus on naha palju punaseid signaale modda pikenenud ja laienenud
kromosomaalset segmendi koos kahe rohelise kontrollsignaaliga (ampP2R).

Aneuploidsete/tasakaalustamata proovides vdivad esineda teised signaalimustrid.

Teadaolevad asjakohased segajad / segavad ained
Asjakohaseid segajaid / segavaid aineid pole teada.

Teadaolev ristreaktiivsus
Teadaolev ristreaktiivsus puudub

Teavitamine tdsisest juhtumist

Patsientidele / kasutajatele / kolmandatele osapooltele Euroopa Liidus ja identsete
eeskirjadega riikides (méaarus (EL) 2017/746 In vitro
diagnostikameditsiiniseadmete kohta): kui seadme kasutamise kaigus vdi seoses
selle kasutamisega on leidnud aset tdsine juhtum, tuleb sellest teavitada tootjat ja
riiklikku padevat ametiasutust.

Muudes riikides tuleb tdsistest juhtumitest teavitada tootjat ja, kui see on ndutav,
riiklikku padevat ametiasutust.

Tootja jarelevalve kontaktandmed: vigilance@ogt.com

Jarelevalvet teostavate ELi riiklike padevate ametiasutuste loend on esitatud lehel:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Spetsiifilised toimivuskarakteristikud

Analuutiline spetsiifilisus

Analtutiline spetsiifilisus on maaratletud kui tiksnes dige lookusega hubridiseeritud
signaalide protsentarv. Anallusiti nelja kromosomaalset lookust viie proovi kdigis
20-s metafaasi rakus, saades 400 andmepunkti. Iga hibridiseeritud sondi asukoht
kaardistati ja Oige lookusega hubridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i
signaalide arv salvestati.

Arvutati komplekti iga sondi analuitilise spetsiifilisuse number, jagades dige
lookusega hubridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide arvu
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hibridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide koguarvuga, saadud
tulemus korrutati 100-ga, véljendati protsendina ja anti 95% usaldusvahemik.

Tabel 1. Sondi CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe analaiitiline
spetsiifilisus

1921 200 200 100% 98,12-100%

1p32.3 200 200 100% 98,12-100%

Analuutiline tundlikkus

Analuitiline tundlikkus on hinnatavate interfaasi rakkude protsent eeldatava
normaalse signaalimustri suhtes. Iga 25 fikseeritud luutidirakususpensiooni ja 25
fikseeritud CD138+ plasmarakkude suspensiooni kohta, mis tunnistati CKS1B
lisa/amplifikatsiooni vdi CDKN2C deletsiooni suhtes negatiivseks, anallusiti
véahemalt 100 interfaasi rakku, saades tulemuseks vahemalt 2500 tuuma iga
proovitiitibi  kohta. Tundlikkuse andmeid analliusiti normaalse eeldatava
signaalimustriga rakkude protsendi alusel ja valjendati protsendina 95%
usaldusvahemikuga.

Tabel 2. Sondi CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe analaiitiline
tundlikkus

= 98,68%
. ,
Luutidi >95% (97,87-99,49%)
95,95%
N ,
CD138+ >95% (94,96-96,94%)

Normaalse véljaarvamise piirvaartuste kirjeldus

Normaalne véljaarvamine méaratletakse nende rakkude protsendina, mis naitavad
valepositiivset signaalimustrit, mille korral isik loetaks normaalseks ja Kliinilisele
diagnoosile mittevastavaks. Iga 25 fikseeritud luuudirakususpensiooni ja 25
fikseeritud CD138+ suspensiooni kohta, mis tunnistati CKS1B lisa/amplifikatsiooni
vBi CDKN2C deletsiooni suhtes negatiivseks, anallilisiti vahemalt 100 interfaasi
rakku, saades tulemuseks vahemalt 2500 tuuma iga proovitiiiibi kohta.

Véljaarvamise piirvaartus maaratleti MS Excelis funktsiooniga B-inverse
(BETAINV). See arvutati valepositiivset signaalimustrit néitavate interfaasi rakkude
protsendina, kasutades normaalse patsiendiproovi binominaalse jaotuse
Uhepoolse 95% usaldusvahemiku Glemist seotust.

Tabel 3. Sondi CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe normaalse
véljaarvamise piirvaartuste kirjeldus

Luuidi 5,93% 5,71%
CD138+ 9,24% 10,21%

Laborid peavad oma andmete p&hjal véljaarvamise piirvaartused kinnitama®°,

Tapsus

Selle toote tdpsus on moddetud péevasisese tapsusena (proov-prooviga),
paevadevahelise tépsusena (paev-péevaga) ja Uhe asutuse partiidevahelise
tapsusena (partii-partiiga).

Toote tapsuse hindamisel kasutati kolme (3) proovi: 1 normaalne CD138+ proov,
1 CD138+ ndrgalt positivne 2P1R (-CDKN2C) suhtes ja 1 CD138+ ndrgalt
positivne 3P2R (+CKS1B) suhtes. Norgalt positivsed CD138+ proovid
konstrueeriti negatiivsete CD138+ proovide osast, mida vaarindati teadaoleva
positivse CD138+ prooviga, eesmargiga luua ndrgalt positiivsed proovid 2—4-
kordses véljaarvamise vahemikus, mida kasutati toote testimisel kindlaks tehtud
valjaarvamise kontrollimisel.

P&evadevahelise ja paevasisese tapsuse kindlaks tegemiseks hinnati proove 10-I
mittejarjestikusel paeval ning partii-partiiga tdpsuse kindlaks tegemiseks hinnati
toote 3-e partid sama proovi 3-e replikaadiga. Tulemused esitati Uldise
thilduvusena prognoositud negatiivse klassiga (negatiivsete proovide korral).

Tabel 4. Sondi CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe
reprodutseeritavus ja tapsus

Normaalne CD138+ (negatiivne) 100%
Paevasisene ja CD138+ ndrgalt positivne 2P1R 100%
paevadevaheline (—CDKN2C) °
tapsus & itii
p: CD138+ ndrgalt positivne 3P2R 100%
(+CKS1B)

Normaalne CD138+ (negatiivne) 100%

CD138+ norgalt positiivne 2P1R 100%

Partii-partiiga tapsus (—-CDKN2C) ’
CD138+ ndrgalt positiivne 3P2R o

(+CKS1B) 100%

Kliiniline toimivus

Tagamaks, et toode tuvastab ettenahtud Umberkorraldused, tehti toote Kliiniline
toimivus kindlaks toote sihtpopulatsiooni esindusproove hdlmava 1 uuringuga,
milles kasutati metanooli/atseethappega fikseeritud hematoloogiliselt tuletatud
jadkproove. Uuringu proovide hulk oli 23 proovi, sihtpopulatsiooniga 10 CKS1B
amplifikatsiooni véi CDKN2C deletsiooni vdi mdlema suhtes positiivset proovi ja 13
CKS1B amplifikatsiooni vdi CDKN2C deletsiooni suhtes negatiivset proovi.
Analliusi m&jutamise valtimiseks kdik proovid anonumiseeriti ja randomiseeriti.
Tulemusi vdrreldi proovi teadaoleva olekuga. Sond tuvastas kdigil juhtudel proovi
oleku digesti.

Testide tulemusi analuisiti ihemddtelise meetodiga, et selgitada vélja positiivsete
signaalide Kliinilise tundlikkuse, Kliinilise spetsiifilisuse ja valepositivsuse méara
(FPR) véaartused.

Tabel 5. Sondi CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe Kliiniline
toimivus, CKS1B amplifikatsiooni tulemused

Kliiniline tupdllkkus (l:r&le posnyg_rate, TPR) 08,71%
(tbeselt positiivsete maar)
Kliiniline spgtsuflllsus (tr_L_Je negatlyfe rate, 99,75%
TNR) (tBeselt negatiivsete maar)
Valeposnuvsete_maar (fal§§.posmve rate, 0,25%
FPR) = 1-spetsiifilisus

Tabel 6. Sondi CKS1B/CDKN2C (P18) Amplification/Deletion Probe Kkliiniline
toimivus, CDKN2C deletsiooni tulemused.

Kliiniline tundlikkus (true positive rate, TPR)
~ - s n 100%
(tbeselt positiivsete maar)
Kliiniline spetsiifilisus (true negative rate, 100%
TNR) (tGeselt negatiivsete maar)
Valepositiivsete maér (false positive rate, 0%
FPR) = 1-spetsiifilisus °

Ohutuse ja toimivuse kokkuvdte (OTK)

OTK tehakse avalikkusele ligipdésetavaks Euroopa meditsiiniseadmete
andmebaasi (Eudamed) kaudu, kus see on seotud p6hi-UDI-DI-ga.
Eudamedi URL: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

P6hi-UDI-DI: 50558449LPH039JS

Kui Eudamed ei toimi taielikult, tehakse OTK avalikkusele ligipdasetavaks
ndéudmisel meili teel SSP@ogt.com.

Lisateave

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

E-post: techsupport@cytocell.com

Veebisait: www.ogt.com
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