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Begreensninger

Dette produkt er designet til at detektere rearrangementer med
falsomhedsgraenser i den region, der afgraenses af de rgde og de granne kloner i
dette probesaet, sominkluderer PDGFRB-regionen. Fglsomhedsgraenser uden for
denne region eller variante rearrangementer, som kun findes inde i denne region,
kan muligvis ikke detekteres med dette produkt.

Testen er ikke beregnet fil: brug som det eneste diagnostiske vaerktgj, praenatal
test, populationsbaseret screening, test i neerheden af patienter eller selvtestning.
Produktet er udelukkende beregnet til brug af faguddannet laboratoriepersonale;
alle resultater skalfortolkes af tilstraekkeligt kvalificeret personale, og der skal tages
hensyn til andre relevante testresultater.

Dette produkt er ikke valideret il brug til andre pravetyper eller sygdomsformer ud
over dem, der er specificeret under anvendelsesomradet.

Rapportering og fortolkning af FI1SH-resultater skal vaere i overensstemmelse med
professionel standardpraksis og bar tage hensyn til andre kliniske og diagnostiske
informationer. Dette kit er beregnet til brug som supplement il andre diagnostiske
laboratoriestests, og en behandling bgr ikke indledes udelukkende pa grundiag af
FISH-resultatet.

Hvis protokollen ikke overholdes, kan det have indflydelse pa funktionsevnen og
fare til falsk positive/negative resultater.

Dette kit er ikke valideret til formal ud over, hvad der angives under
anvendelsesomrade.

Anvendelsesomrade

CytoCell PDGFRB Breakapart Probe er en kvalitativ, ikke-automatiseret FISH-test
(fluorescens in situ hybridisering), der anvendes til at detektere kromosomale
rearrangementer i 5p32-regionen pa kromosom 5 ved brug af haematologisk-
deriverede cellesuspensioner, der er fikseret i Carnoys oplgsning (3:1
methanol/eddikesyre), fra patienter med bekraeftet eller mistsenkt akut lymfatisk
leukaemi (ALL) eller myeloproliferative neoplasier (MPN).

Indikationer

Dette produkt er designet som et supplemert til andre kliniske og histopatologiske
tests i anerkendte diagnostiske og kliniske plejeforlgb, hvor viden om status af
PDGFRB-rearrangementer er vigtig for den kliniske h&andtering.

Testens principper

Fluorescens insitu-hybridisering (FISH) er enteknik, der gar det muligt at detektere
DNA-sekvenser pd metafasekromosomer eller interfasekerner i fikserede
cytogenetiske prgver. Teknikken ger brug af DNA-prgver, som hybridiserer hele
kromosomer eller enkelte unikke sekvenser, og er et staerkt supplement ti
cytogenetisk analyse med G-banding-teknik. Denne teknik kan nu anvendes som
et essentielt investigativt veerktgj i forbindelse med praenatal analyse,
heematologiske analyser og kromosomanalyser af sdide tumorer. Mal-DNA'et er,
efter fiksering og denatuering, klar til hybridisering til en lignende denatureret,
fluorescens-meerket DNA-probe med en komplementaersekvens. Efter
hybridisering fjernes den ubundne og ikke-specifikt bundne DNA-probe, og DNAet
kontrastfarves med henblik p& visualisering. Et fluorescensmikroskop gar det
derefter muligt at visualisere den hybridiserede probe p& méal-materialet.

Probe-information
Rearrangementer, der involverer PDGFRB-genet (platelet derived growth factor
receptor beta) ved 5932, rapporteres b&de ved myeloide og lymfoide neoplasier.

| verdenssundhedsorganisationens klassifikation fra 2008 af myeloide neoplasier
og akut leukeemi blev en ny subgruppe af myeloide neoplasier introduceret:
Myeloide og lymfoide neoplasier med eosinofiliog anomali af PDGFRA, PDGFRB
eller FGFR1. Disse neoplasier udger tre specifikke sygdomsgrupper med noge
delte kendetegn®.

De myeloide neoplasier med PDGFRB-rearrangementer er kendetegnet ved
konstitutiv aktivering af PDGFRB-genproduktet’. Aktiveringen forarsages hyppigst
af en t(5;12)(q31-g33;p13)-translokation, som resulterer i et ETV6-PDGFRB-
fusionsgen. Det er blevet pavist, at patienter med denne fusion responderer pa
tyrosinkinasehzemmere (TKIs)?, som specifikt heemmer kinaseaktiviteten af
PDGFRB.

Ved B-ALL har genekspressionsprofilering identificeret en usaedvanlig genetisk
subgruppe, BCR-ABL1-lignende eller Philadelphia-kromosom-lignende (Ph-
lignende) ALL, som udggr omkring 15 % af tilfeldene ved paediatrisk ALL og har
et darligt udfald®*. Patienter med denne ekspressionssignatur er kendetegnet ved
genetiske forandringer, sdsom rearrangementer, mutationer og deletioner af en
reekke kinase- og cytokinreceptorer, herunder PDGFRB-rearrangementer. Kendte
PDGFRB-partnere er EBF1 ved 533, SSBP2ved 5q14, TNIP1 ved 5933 og ZEB2
ved 2g22. Det er altafgerende, at sddanne rearrangementer detekteres, da
patienter kan have fordel af behandling med tyrosinkinasehaemmere (TKI'ere)®*®

Probe-specifikation
PDGFRB, 5932, r@d
PDGFRB, 5932, grgn

5q32

o I PDGFF ’_) Y

D552618 D552619

107kb 154kb

100kb

PDGFRB-produktet bestar af en 107kb-probe, der er meerket med rgdt og er
centromerisk til PDGFRB-genet, inklusive D5S2618- og D5S2619-markgrerne, og
en grgn probe, der deekker en 154kb-region, der er telomerisk til PD GFRB-genet,
inklusive D5S2015-markgren.

Medleveret materiale

Probe: 50 pl pr. haetteglas (5 tests) eller 100 pl pr. haetteglas (10 tests)
Proberne leveres i en feerdigblandet hybridiserings-oplgsning (formamid;
dextransulfat; salin-natriumcitrat (SSC)) og er klar til brug.

Kontrastfarvning: 150 pl pr. heetteglas (15 tests)
Kontrastfarvningen er DAPI-antifade-oplgsning (ES: 0,125 pg/ml DAPI (4,6-
diamidino-2-phenylindade)).

Advarsler ogforsigtighedsregler

1. Til brug til in vitro-diagnostik. Makun anvendes af faguddannet personale.

2. Beer sikkerhedshandsker ved handtering af DNA-prober og DAPI-
kontrastfarvning.

3. Probe-blandinger indeholder formamid, som er teratogent: undga hudk ontakt
og at indande dampe. H&ndtér med omtanke; baer handsker og
laboratoriekittel.

4, DAPI er et potentielt karcinogen. Handtér med omtanke; bzer handsker og
laboratoriekittel.

5. Bortskaf alle farlige materialer i overensstemmelse med institutionens
vejledninger om bortskaffelse af farligt materiale.

6. Brugere skal kunne skelne mellem farverre rgd, bld og gran.

7. Hvis den beskrevne protokol og de beskrevne reagenser ikke overholdes, kan
det have indflydelse pa funktionsevnen og fgre til falsk positive/negatve
resultater.

8. Proben maikke fortyndes eller blandes med andre prober.

9. Hovis der ikke anvendes 10 pl af proben under pree-denatureringen, som
beskrevet i protokollen, kandet haveindflydelse pa funktionsevnen og fare ti
falsk positive/negative resultater.

Opbevaring og handtering
J/ -15°C  Kittet skal opbevares mellem -25 °C og -15 °C i en fryser indti
den udlgbsdag, der er anfgrt pa kittets etiket. Proben og
-25°C haetteglas med kortrastfarve skal opbevares merkt.

Proben forbliver stabil under fryse-optgningscyklusser i
forbindelse med normal brug (hvor en cyklus omfatter probens
-“'7| " udtagning fra og genindseetning i fryseren) og er fotostabi i op
A til 48 timer efter at veere blevet eksponeret for vedvarende lys.
Man skal bestreebe sig pd at begreense lyspavirkning og
temperaturforandringer.

Ngdvendigt udstyr og materialer,som ikke medleveres
Der skal anvendes kalibreret udstyr:
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Varmeplade (med en fast plade og ngjagtig temperaturkontrol op til 80 °C)
Kalibrerede mikropipetter med variabel volumen og spidser fra 1 pl til 200 pl
Vandbad med ngjagtig temperaturkontrol ved 37 °C og 72 °C
Mikrocentrifugerer (0,5ml)

Fluorescensmikroskop (jv. anbefalingerne ikapitiet om fluorescens mikos kopi
Fasekontrast-mikroskop

Rene plastik, keramiske eller vameresistente Coplin-glas.

Teenger

. Kalibreret pH-Meter (eller pH-indikatorstrips, der kan méle pH 6,5-8,0)

10. Befugtningsbeholder

11. Immersionsolie til fluorescensmikroskoplinser

12. Bordcentrifuge

13. Mikroskop-objektglas

14. Deekglas pa 24x24 mm

15. Timer

16. Inkubator pa 37 °C

17. Gummioplgsning (til forsegling af objektglas)

18. Vortex-blander

19. Maleglas

20. Magnetomrgrer

21. Kalibreret termometer

CoNoOlhwNE

Optionalt udstyr, derikke medleveres
1. Cytogenetisk tarrekammer

Ngdvendige reagenser, der ikke medleveres
20x saltvand-natriumcitrat-(SSC)-oplasning
100 % ethanol

Tween-20

1M natriumhydroxid (NaOH)

1M saltsyre (HCI)

Renset vand

ok wh R

Anbefalinger til fluorescensmikroskopi

Der bgr anvendes en 100-Watt kviksglv-lampe eller tilsvarende og olie-
immersions-apochromat-objektiver, plan, 60/63 eller 100x for at opna optimal
visualisering. De fluorforer, der benyttes i denne probe, vil excitere og udsende lys
ved fglgende bglgeleengder:

Grogn 495 521
| Rgd | 596 | 615 |

Sarg for, at mikroskopet har passende excitations - og emissionsfiltre, som deekker
de ovenfor naevnte bglgekengder. Benyt et tredobbelt bandpasfilter DAPI/gran,
spektrum/rgd eller et dobbelt bandpasfilter grant spektrum/rgdt spektrum for at
opn& optimal simultan visualisering af granne og rede fluorforer.

Efterprav fer brug, at fluorescensmikroskopet virker korrekt. Benytimmersionsole,
der er beregnet til fluorescensmikroskopi og formuleret til lav automatisk
fluorescens. Undga at blande DAPI-antifade med mikroskopi-immersionsolie, da
det vil slgre signalerne. Fglg fremstillerens anbefaling angdende lampens levetid
og filtrenes alder.

Praveklargaring

Kittet er designet til brug pd heematologisk-deriverede cellesuspensioner, der er
fikseret i Carnoys oplgsning (3:1 methanol/eddikesyre), som er klargjort i henhold
til laboratoriets eller institutionens vejledninger. Praeparér lufttarrede praver pa
objektglas i henhold til cytogenetiske standardprocedurer. AGT Cytogenetics
Laboratory Manual indeholder anbefalinger angéende preveindsamling, dyrkning,
hgst og praeparering af objektglas®.

Klarggring af oplgsning

Ethanoloplgsninger

Fortynd 100 % ethanol med rensetvand ved at anvende fglgende blandingsforhold,
og bland omhyggeligt.

e 70 % ethanol - 7 dele 100 % ethanol til 3 dele renset vand

e  85% ethanol - 8,5 dele 100 % ethanol til 1,5 dele rensetvand
Oplgsningerne kan opbevares i op til 6 maneder ved rumtemperatur i en lufttzet
beholder.

2XSSC-oplgsning

Fortynd 1 del 20xSSC-oplgsning med 9 dele renset vand, og bland omhyggelit.
Efterprav pH-vaerdien, og justér ti pH 7,0 ved at bruge NaOH eller HCI efter behov.
Oplgsningen kan opbevares i op til 4 uger ved rumtemperatur i en luftteet beholder.

0.4xSSC-oplgsning

Fortynd 1 del 20xSSC-oplgsning med 49 dele renset vand, og bland omhyggeligt.
Efterprgv pH-vaerdien, og justér ti pH 7,0 ved at bruge NaOH eller HCI efter behov.
Oplgsningen kan opbevaresi op til 4 uger vedrumtemperatur i en lufttaet beholder.

2xSSC; 0,05 % Tween-20-opl@sning

Fortynd 1 del 20xSSC-oplgsning med 9 dele renset vand. Tilsaet5 pl Tween-20 pr.
10 ml, og bland omhyggeligt. Efterprev pH-veerdien, og justértil pH 7,0 ved at bruge
NaOH eller HCI efter behov. Oplgsningen kan opbevares i op til 4 uger ved
rumtemperatur i en luftteet beholder.

FISH-Protokol
(Bemeerk: Probens og kontrastfarvningens eksponering for laboratorielys skal hele
tiden begraenses sd meget som muligt).

Forberedelse af objektglas

1. Dryp celleprgven pa et objektglas. Lad dettgrre. (Option, hvis der bruges et
cytogenetisk tgrrekabinet: Cellepreverne dryppes pad objektglasset i et
cytogenetisk tgrekabinet. Tarrekammeret bgr anvendes ved citka 25 °C og
50 % luftfugtighed for at f& optimale cellepraver. Hvis der ikke er et
cytogenetisk tarrekabinet til radighed, kan der alternativt anvendes et
stinkskab).

2. Nedsank objektglasset i 2xSSC i 2 minutter ved rumtemperatur (RT) uden
omrystning.

3. Dehydrériethanol i stigende koncentrationer (70 %, 85 % og 100 %), hver i 2
minutter ved RT.

4. Laddettarre.

Prae-denaturering

5. Tag proben ud af fryseren, og lad den opn& RT. Centrifugérkort rgrene inden
brug.

6. Sarg for, at probeoplgsningen er ensartet blandet med en pipette.

7. Udtag 10 pl af proben pr. test, og transferer til et mikrocentrifugerar. Saet
hurtigt det resterende probemateriale tilbage i fryseren.

8. Seet proben og prgveobjektglasset til opvarmning p& en varmeplade ved 37
°C (+/-1°C)i5 minutter.

9. Dryp 10 ul af probeblandingen p& celleprgven, og deek forsigtigt med et
daekglas. Forsegl med gummioplgsning, og lad det tgrre fuldstaendigt.

Denaturering
10. Denaturér prgve og probe samtidigt ved at varme objektglasset pa en
varmeplade ved 75 °C (+/-1°C) i 2 minutter.

Hybridisering
11. Anbring objektglasset i en fugtig, lysteet beholder ved 37 °C (+/-1 °C) natten
over.

Vask efter hybridisering

12. Tag DAPI ud af fryseren, og lad det opnad RT.

13. Fjern omhyggeligt daekglasset og alle spor af gummioplgsningen.

14. Nedseenk objektglasset i 0,4xSSC (pH 7,0) ved 72°C (+/- 1 °C) i 2 minutter
uden omrystning.

15. Lad objektglassettarre, og nedseenk det i 2xSSC, 0,05 % Tween-20 ved RT
(pH 7,0) i 30 sekunder uden omrystning.

16. Lad objektglassettarre, og tilsaet 10 pl DAPI-antifade p& hver prgve.

17. Daek med et deekglas, fjern alle eventuele bobler, og lad farven udviklesig i
mgrke i 10 minutter.

18. Undersgg med et fluorescensmikroskop (jf. Anbefalinger ftil
fluorescensmikroskopi).

Stabiliteteni de feerdige objektglas
Feerdige objektglas kan analyseres i op til 1 maned, hvis de opbevares markt
ved/eller under RT.

Anbefalingertil proceduren

1. Det kan nedszette signalfluorescensen, hvis objektglassene far for meget
varme eller er gamle.

2. Hybridiseringsbetingelserne kan pévirkes negativt, hvis der bruges andre
reagenser end dem, der anbefales eller leveres af Cytocell Ltd.

3. Der skal anvendes et kalibreret termometer til at male temperatureme i
oplgsninger, vandbade og inkubatorer, da disse temperaturerer vigtige for at
opn& bedst mulige resultater.

4. Stringens ved vaskekoncentrationerne, pH og temperatureme er vigtig, da for
lav stringens kan fare til ikke-specifik binding af proben, og for hgj stringens
kan fare til tab af signaler.

5. lkke-komplet denaturering kanfgre til tab af signaler, og for hgj denaturering
kan ogsa fere til ikke-specifik binding.

6. Overhybridisering kan fare til yderligere eller uforventede signaler.

7. Brugere bgr optimere protokollen til egne prover, fgr testen bruges ti
diagnostiske formal.

8. Suboptimale betingelser kan fare ftil ikke-specifk binding, som kan mistokes
som et probesignal.

Fortolkning af resultater

Vurdering af objektglaskvaliteten

Objektglasset bar ikke analyseres, hvis:

e signalerne er for svage til, at de enkelte filtre kananalyseres - for at fortseette
med en analyse skal signalerne veere lyse, klare og nemme atvurdere.

e derer et hgjt antal af klumpende/overappendeceller, som slgrer analysen.

e >50% af cellerne ikke er hybridiseret.

e der er for mange fluorescenspartikler mellem cellerne og/eller en
fluorescerende dis, der forstyrrer signalerne - optimale objektglas har en enten
mark eller sort og ren baggrund.

e cellekernernes omrids ikke kan skelnes og ikkeer intakte.

Analysevejledninger

e Derskal altid veere to brugere til at analysere og fortolke hver prgve. Enhver
diskrepans skal afklares ved en vurdering fra en tredje bruger

e Hver bruger skal have passende fagige kvalifikationer i overensstemmelse
med anerkendte nationale standarder.

e Hver bruger bgr uafheengigt bedgmme 100 kerner for hver prave. Den ene
bruger starter analysen fra venstre side af objektglasset, og den anden bruger
starter fra hgjre side.
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Brugerne skal dokumentere deres resultater skriftligt hver for sig.

Der skal kun analyseres intakte kerner, ingen overlappende eller klumpende
kerner, der er daekket af cytoplastisk debris eller har en hgj grad af
autofluorescens.

Undgd omrader med overskud af cytoplasmatisk debris eller ikke-specifik
hybridisering.

Signalintensiteten kan variere, selv for den enkelte kerne. | sddanne tilfeelde
anvendes enkeltfiltre og/eller justering af det fokale plan.

Ved suboptimale betingelser kan signalerne virke diffuse. Hvis to signaler med
samme farve bergrer hinanden, eller afstanden mellem dem ikke er starre end
bredden pa to signaler, eller hvis der er en svag streng, der forbinder de to
signaler, teelles de som ét signal.

Hvis man er i tviv, om en celle kan analyseres eller ej, s analyseres den kke.

Teel ikke - cellekernerne erfor
teet p& hinanden til, at derkan
bestemmes greenser

Teel ikke cellekerner, der
overlapperhinanden-deter
ikke alle omraderafde to
cellekerner, derersynlige

Teel som to fusionssignaler -
hullet mellem det rgde og
grgnne signal er mindre end
to signalers bredde

Teel som to fusionssignaler -
et fusionssignal er diffust

&8
o
o
o

Forventede resultater
Forventet normalt signalmgnster

I en normal celle forventes der torgde/grgnne fusionssignaler (2F).

Forventet abnormt signalmgnster

| en celle med PDGFRB-translokation vil det forventede signaimgnstervaere et radt
signal, et grant signal og et fusionssignal (1R, 1G, 1F).

Andre signalmgnstre er muiige i aneuploide/ubalancerede praver.

Kendt krydsreaktion
Ingen kendt krydsreaktion.

Indberetning af utilsigtedehaendelser

Hvis du mener, at dette udstyr ikke har virket korrekt eller er blevet forringet i dets
ydelseskarakteristika, hvilket kan have bidraget til en utilsigtet haendelse (for
eksempel forsinket eller falsk diagnose, forsinket eller uhensigtsmaessig
behandling), skal fremstilleren omgaende informeres (e-mail : vigilance@ogt.com).

Hvis relevant, skal heendelsen ligeledes indberettes til den nationale ansvarige
myndighed. En liste med vigilance-kontaktsteder kan findes p&
http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/ .

Seerlige ydelseskarakteristika

Analytisk specificitet

Analytisk specffitet er procentdelen af signaler, som kun hybridiserer til det komekte
locus og ingen anden lokalitet. Den analytiske specificitet blev etableret ved
analyse af i alt 200 mal-loci. Den analytiske specificitet blev beregnet som antallet
af FISH-signaler, som hybridiserertil det rettelocus, delt meddet samlede antal af
hybridiserede FISH-signaler.

Tabel 1. Analytisk specificitet for PD GFRB Breakapart Probe

Rad

PDGERB 5q32 200 200 100
Grgn

PDGERB 5q32 200 200 100

Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet er procentdelen af de interfaseceller, der kan teelles med det
forventede normale signalmgnster. Den analytiske sensitivitet blev etableret ved at
analysere interfaseceller patveers af forskellige normale prever. Sensitiviteten blev
beregnet som procentdelen af talte celler med det forventede signalmenster (med
et konfidensinterval pa 95 %).

Tabel 2. Analytisk sensitivitet for PD GFRB Breakapart Probe

488 500 97,6 1,3

Karakterisering af normale cut-offvaerdier

Den normale cut-off-veerdi i forbindelse med FISH-prober er den maksimale
procentdel af interfaseceller, der kan teelles med et specifikt abnomt
signalmgnster, hvorved en prove anses for at veere normal for dette signalmgnster.

Cut-off-vaerdien blev fastsldet ved brugaf prgver fra normale og positive patienter.
For hver prave blev der registreret signalmgnstre for 100 celler. Youden-indekset
blev beregnet for at finde teerskelveerdien, hvor sensitivitet + specificitet-1 er
maksimeret.

Tabel 3. Karakterisering af normale cut-off-veerdier for PDGFRB Breakapart
Probe

1R, 1G, 1F 0,99 2

Laboratorier skal verificere cut-off-veerdierved at bruge deres egne data” .

Praecision og reproducerbarhed

Preecision er et mal for den naturlige variation i en test, nar den gentages adskilige
gange under samme betingelser. Dette blev vurderet ved at analysere gentagelser
af det samme lot-nummer af prober, der var testet pA samme prgve, under de
samme betingelser og pa den sammedag.

Reproducerbarhed er et mal for variabiliteten af en test og er blevet fastsléet i
forhold til prave-til-preve-, dag-til-dag- og batch-til-batch-variabilitet. Dag-til-dag-
reproducerbarhed blev vurderet ved at analysere de samme prgver pa tre
forskellige dage. Batchtil-batch-reproducerbarhedblev vurderet ved at analysere
de samme prgver med tre forskellige lot-numre p& en dag. Prave-til-prave-
reproducerbarhed blev vurderet ved at analysere tre replikater af en prgve pa en
dag. For hver prgve blev signaimgnstrene for 100 interfaseceller registreret, og
procentdelen af celler med det forventede signalmanster blev beregnet.

Reproducerbarhed og preecision blev beregnet som standardafvigelsen (STDEV,
Standard Deviation) mellem replikater for hvervariabel og samlet middel-STDEV.

Tabel 4. Reproducerbarhed og preecision af PDGFRB Breakapart Probe

Preecision 0,00
Prgve-til prave 0,00
Dag-til-dag 0,00
Batch-til-batch 0,00
Samlet afvigelse 0,00

Klinisk ydeevne

Den kliniske ydeevne blev fastsl&et pa en repreesentativ prgve af den pateenkte
population for produktet. For hver prgve blev der registreret et signalmgnster for
2100 interfaseceller. Bestemmelsen af normal/abnorm blev taget ved at
sammenligne procentdelen af celler med det specifikke abnorme mgnster med den
normale cut-off-vaerdi. Resultateme blev derefter sammenlignet med den kendte
status for prgven.
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http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/

Resultaterne af de kliniske data blev analyseret for at producere sensitivitet,
specificitet og cut-off-veerdier med en en-dimensional fremgangsmade.

Tabel 5. Klinisk ydeevne forPDGFRB Breakapart Probe

Klinisk sensitivitet (sand positiv rate, TPR [True
o 99,7%
Positive rate])
Klinisk specificitet (san‘d negativ rate, TNR [True 100%
Negative rate])
Falsk positivrate (FPR, False Positive rate) =1 — 0%
Specificitet °

Yderligere information

Kontakt CytoCell Technical Support Department, hvis du gnsker yderigere
produktinformationer.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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