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Paredzétais lietoSanas mérkis

Zonde CytoCell® FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual Fusion Probe ir
kvalitativs, neautomatizéts luminiscentas in situ hibridizacijas (fluorescence in situ
hybridisation — FISH) tests, kas paredzéts hromosomalo parkartojumu
noteik§anai starp 15. hromosomas regionu 15924 un 17. hromosomas regionu
17921.1-g21.2 Karnua $kiduma (3:1 metanols/etikskabe) fiksétas hematologiski
iegttas SUnu suspensijas no pacientiem, kuriem ir konstatéta aklta mieloleikoze
(AML) vai pastav aizdomas par tas esamibu.

LietoSanas indikacijas

Sis ierice ir paredzéta ka citu kiinisko un histopatologisko testu papildinajums
atzitds diagnostikas un kiiniskds apripes metodés, kad informacija par
PML::RARA translokacijas statusu ir svariga kliniskajai parvaldibai.

lerobezojumi

STierice ir paredzéta parkartojumu ar partraukumpunktiem noteikanai regiona, ko
nosedz sarkanie un zalie kloni $aja zonzu komplekta, kura ietilpst PML un RARA
regioni. lzmantojot $o ierici, var netikt noteikti partraukumpunkti arpus ST regiona
vai parkartojumu varianti, kas pilniba ietilpst $aja regiona.

ST ierfce nav paredzéta: izmanto$anai autonoma diagnostikas lidzekla statusa,
papildu diagnostikas noluka, prenatalai testéSanai, konkrétu populaciju skriningam,
testéSanai arpus laboratorijas un pastestésanai.

ST ierice nav validéta paraugu tipiem, slimibu tipiem vai mérkiem, kas neatbilst
paredzétajam lietoSanas mérkim.

Ta ir paredzéta ka citu diagnostisko laboratorijas testu paliglidzeklis, un IEmumus
par terapiju nedrikst pienemt, vadoties tikai péc FISH testa rezultatiem.

ZinoSana par FISH testa rezultatiem un to interpretéSana ir javeic atbilstoSi
kvalificétam personalam saskana ar profesionalajiem prakses standartiem, un ir
janem véra citu testu rezultati, kiiniska un diagnostikas informacija.

ST ierice ir paredzéta tikai profesionalam lietojumam laboratorija.

Neieverojot attiecigo protokolu, var tikt ietekméta veiktsp&ja un iegati kladaini
pozitivi vai klGdaini negativi rezultati.

Testa principi

Luminiscenta in situ hibridizacija (fluorescence in situ hybridisation — FISH) ir
metode, kas lauj noteikt DNS sekvences metafaZzu hromosomas vai interfazes
kodolos fiksétiem citogenétiskiem paraugiem. Saja metodé tiek izmantotas DNS
zondes, kas hibridizéjas ar veselam hromosomam vai atseviskadm unikalam
sekvencém un kalpo ka efektivs G joslu citogenétiskas analizes paliglidzeklis. So
metodi tagad var lietot ka batisku izmekléSanas instrumentu prenatalaja,
hematologiskajé un soITdu audzéju hromosomélajé analize. Mérka DNS péc
luminiscé&josi markétu DNS zondi, kurai ir papildu sekvence. Péc hlbrldlzacuas
nesaistita un nespecifiski saistitd DNS zonde tiek aizvakta un DNS tiek kontrastéta
vizualizacijai. Péc tam, izmantojot luminiscences mikroskopiju, hibridizéto zondi var
vizualizét mérka materiala.

Informacija par zondi

PML (promielocitiskas leikémijas) géna atraSanas vieta ir 15924.1, savukart RARA
(retinskabes alfa receptora) géna atrasanas vieta ir 17921.2. Translokacijas
t(15;17)(924;921) rezultdtd rodas PML::RARA flzijas géns, kas ir akitas
promielocttiskas leikémijas (APL) diagnostiska iezime.

ST FAST PML/RARa FISH zonde nodro$ina atru parkartojuma noteik$anu, un ir
nepiecieSama tikai stundu ilga hibridizacija.

PML::RARA fazijas génu izveido t(15;17)(q24;921) translokacija, kas konstat&jama
vairak neka 90% APL gadijumu (APL ir leikémija, kas veido 5-8% akditas mieloidas
leikémijas (AML) gadijumu)*?. Gadijumu apakskopa ir novérojami RARA
translokaciju varianti. Zinamajos fOzijas partneros ietilpst NPM1, kura atrasanas
vieta ir 5935, NUMAL, kura atrasanas vieta ir 11913, ZBTB16 (PLZF), kura
atraSanas vieta ir 11923, STAT5B, kura atraSanas vieta ir 17921, PRKAR1A, kura
atraSanas vieta ir 17924, FIP1L1, kura atraSanas vieta ir 4912, un BCOR, kura
atrasanas vieta ir Xp11345,

PML un RARA ir iesaistiti normala hematopoézé. PML parvalda aug$anas
supresora un proapoptotisko aktivitati, savukart RARA ir transkripcijas faktors, kas
medié retinskabes iedarbibu noteiktos reakcijas elementos®. PML::RARA fizijas
proteins darbojas ka mainits retinskabes receptors ar sp&ju parraidit onkogénos
signalus’.

Talttéjas terapijas nodrosinasana APL pacientiem ir kritiski svariga, jo $T diagnoze
nozimé fatalus koagulacijas trauc&jumus un dzivibai bistamu hemoragiju. Pirms
all-trans-retinskabes (ATRA) un arséna trioksida (ATO) ieklauSsanas APL
arstéSanas protokolos $Ts saslim$anas iznakuma prognoze bija nelabvéliga, bet
péc $So terapiju ievieSanas vispargjais izdzivoSanas koeficients ir krasi
paaugstindjies un izarstéti tiek gandriz 90%° pacientu. Pacientiem ar RARA
translokaciju variantiem ir novérojama atskiriga jutiba pret terapiju; daziem
pacientiem ir novérojama rezistence pret terapijas protokolu®S. Tadél ir svarigi
diferenciét APL pacientus ar PML::RARA fiiziju un pacientus ar RARA translokaciju
variantiem.

Zondes specifikacija
PML, 15924 sarkana
RARa, 17921.1-g21.2, zal$
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PML zonzu maisijuma, kas markéts sarkana krasa, ietilpst 153 kb zonde, kuras
novietojums ir centromeérisks attiecibd pret PML génu, kas nosedz markieri
D15S169, un 176 kb zonde, kuras novietojums ir telomérisks attieciba pret PML
génu, kas nosedz markieri D15S965. RARa (RARA) zonZu maistjuma, kas markeéts
zala kras3, ietilpst 195 kb zonde, kuras novietojums ir centromérisks attieciba pret
RARa (RARA) génu, tostarp ari CASC3 génu, un 166 kb zonde, kas ietver RARa
(RARA) géna, ka arTt TOP2A, IGFBP4 un TNS4 génu telomérisko galu.

Nodrosinatie materiali

Zonde: 50 pl flakona (5 testi), 100 pl flakona (10 testi)

Zondes tiek nodroSinatas iepriek$ sajaukta veida hibridizacijas $kiduma (< 65%
formamids; < 20 mg dekstrana sulfats; < 10% 20x citrata fiziologiskais $kidums
(saline-sodium citrate, SSC)) un ir gatavas lieto$anai.

Kontrasta krasviela: 150 pl flakona (15 testi)
Kontrasta krasviela ir DAPI luminiscences uzturéSanas $kidums ES (0,125 pg/ml
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindols) $kiduma uz glicerina bazes).
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Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

1. LietoSanai in vitro diagnostika. Tikai profesionalam lietojumam laboratorija.

2. Zondes maisijumos ietilpst formamids, kas ir teratogéns, tadé| nedrikst pielaut

to izgarojumu ieelpoSanu un nonakSanu saskaré ar adu. Rikojieties ar to

piesardzigi; valkajiet cimdus un laboratorijas virsvalku.

Rikojieties ar DAPI piesardzigi; valkajiet cimdus un laboratorijas virsvalku.

Nelietot, ja flakons(-i) ir bojats(-i) vai flakona saturs jebkada veida ir bojats.

Izpildiet vietéjos utilizacijas noteikumus, ka arT droSibas datu lapa sniegtos

ieteikumus par droSu ST produkta utilizaciju. Tas attiecas arT uz bojatu testa

komplekta saturu.

6. Utilizéjiet visus izmantotos reagentus un jebkadus citus piesarnotus
vienreizlietojamos materialus, ievérojot procediras attieciba uz infekcioziem
vai potenciali infekcioziem atkritumiem. Katra laboratorija ir atbildiga par ricibu
ar cietajiem un Skidrajiem atkritumiem atbilstoSi to veidam un bistamibas
pakapei, ka art par to apstradi un utilizaciju (ITdz $im un turpmak) saskana ar
spéka esoSajiem noteikumiem.

7. Operatoriem jaspgj atSkirt sarkano, zilo un zalo krasu.

8. Neievérojot noradito protokolu un noradijumus par reagentiem, var tikt
ietekméta veiktspéja un iegati klGdaini pozitivi/negativi rezultati.

9. Zondi nedrikst atSkaidTt vai veidot maisijumus ar citdm zondém.

10. Ja protokola priek§denaturésanas fazes laika netiek izmantoti 10 pl no zondes,
var tikt ietekméta veiktsp&ja un iegati klGdaini pozitivi/negativi rezultati.

11. Pirms lietoSanas visi produkti ir jaapstiprina.

12. lekéjas kontroles javeic, testéSanas paraugos izmantojot neietekmétas $tnu
populacijas.

arw

Temperatiiras definicijas

e -20 °C/sasaldéts/saldétava: No -25 °C Iidz -15 °C

e 37°C: +37°C+1°C
e T72°C: +72°C+1°C
e 75°C: +75°C+1°C
e [stabas temperatlra (Room Temperature — RT): No +15 °C Iidz +25 °C

Uzglabasana un apieSanas
-156°C  Komplekts ir jaglaba saldétava temperatira no -25°C Iidz -
Jf 15 °C Iidz pat deriguma termina beigu datumam, kas noradits
-25°C uz komplekta etiketes. Zondes un kontrasta krasvielas flakoni ir
jauzglaba tumsa.

\|/ FISH zonde, DAPI Antifade ES kontrastviela un hibridizacijas
Y Y Skidums paliek stabili visos sasaldéSanas-atkauséSanas ciklos
//— e parastas lietoSanas laika (kur viens cikls ir flakona iznemsana
AI no saldétavas un ievietoSana taja atpakal) — 5 cikli 50 pl
. (5 testi) FISH zondes flakonam, 10 cikli 100 pl (10 testi) FISH
zondes flakonam un 15 cikli 150 pl (15 testi) kontrastvielas
flakonam. Péc iespéjas jasamazina gaismas iedarbiba un jaizvairas no tas, kad
vien iesp&jams. Uzglabajiet komponentus nodro$inataja gaismas necaurlaidigaja
konteinera. Komponenti, kas izmantoti un uzglabati apstaklos, kas nav noraditi
markéjuma, var nedarboties, ka paredzéts, un tie var negativi ietekmét analizes
rezultatus. Ir javeic viss iesp&jamais, lai ierobezotu gaismas un temperatiras
svarstibu ietekmi.

Aprikojums un materiali, kas ir nepiecieSami, bet nav ieklauti komplektacija

Ir jaizmanto kalibréts aprikojums.

Sildierice (ar cietu sildvirsmu un precizu temperatiras reguléSanu lidz pat

80 °C)

2. Kalibrétas dazada tilpuma mikropipetes un uzgali 1-200 pl diapazona.

3. Udens vanna ar precizu temperatiras regulésanu 37 °C un 72 °C

4. Mikrocentrifigas mégenes (0,5 ml)

5. Luminiscences mikroskops (sk. sadalu Uz luminiscences mikroskopu
attiecinamie ieteikumi)

6. Fazu kontrasta mikroskops

7. Tiri plastmasas, keramikas vai karstumizturiga stikla Koplina trauki

8. Pincete

9. Kalibréta pH mérierice (vai pH indikatora strémeles, ar kuram var veikt
mérijumus pH 6,5-8,0 diapazona)

10. Konteiners ar mitru vidi

11. Luminiscencei atbilstoSa mikroskopa objektiva iegremdésanas ella

12. Galda centrifliga

13. Mikroskopa priek$metstiklini

14. 24x24 mm segstiklini

15. Taimeris

16. 37 °C inkubators

17. Gumijas lime

18. VirpulmaisTtajs

19. Mércilindri

20. Magnétiskais maisitajs

21. Kalibréts termometrs

[

Papildaprikojums, kas nav ietverts komplektacija
1. Citogenétiska zavésanas kamera

Nepiecie$amie reagenti, kas nav ietverti komplektacija

20x citrata fiziologiskais $kidums (saline-sodium citrate — SSC)
100% etanols

Tween-20

1M natrija hidroksids (NaOH)

1M salsskabe (HCI)

Attirits 0dens

oA wNE

Uz luminiscences mikroskopu attiecinamie ieteikumi

Lai nodroSinatu optimalu vizualizaciju, izmantojiet 100 W dzivsudraba spuldzi vai
ekvivalentu gaismas avotu un ella iegremdéjamus 60/63x vai 100x objektivus. Saja
zonzu komplekta izmantotie fluorofori tiks ierosinati un izstaros talak noradita
garuma vilnos.

Zals 495 521
| Sarkans | 596 | 615 |

NodroSiniet,lai mikroskops bitu aprikots ar iepriek$ noraditajiem vilna garumiem
atbilstoSiem ierosmes un izstaroSanas filtriem. Lai nodroSinatu optimalu zalo un
sarkano fluoroforu vienlaicigu vizualizaciju, izmantojiet trisjoslu DAPI/zala
spektra/sarkana spektra filtru vai divjoslu zala spektra/sarkana spektra filtru.
Pirms lietoSanas parbaudiet luminiscences mikroskopu, lai parliecinatos, vai tas
darbojas pareizi. Izmantojiet iegremdéSanas ellu, kas piemérota luminiscences
mikroskopijai un nodro$ina zemu autoluminiscences limeni. Izvairieties no DAPI
luminiscences uzturéSanas Skiduma sajauk$anas ar mikroskopa iegremdésanas
ellu, jo pretéja gadijuma radisies signala traucéjumi. Rikojieties atbilstosi raZotaja
ieteikumiem attieciba uz lampas un filtru kalpo$anas ilgumu.

Paraugu sagatavosana

Sis komplekts ir paredzéts izmanto$anai ar hematologiski iegitam $anu
suspensijam, kas fiksétas Karnua (3:1 metanols/etikskabe) Skiduma un ir
sagatavotas atbilstoSi laboratorija vai iestadé spéka eso$ajam vadlinijam.
Sagatavojiet gaisa nozavétus paraugus uz mikroskopa priekSmetstikliniem
atbilstosi standarta citogenétiskajam procediram. AGT citogenétikas laboratorijas
rokasgramata ir ietverti ieteikumi par paraugu nemsanu, kulturéSanu, ievakSanu un
priekSmetstiklinu sagatavo$anu®.

Skidumu sagatavosana

Etanola Skidumi

AtSkaidiet 100% etanolu ar attiritu Gdeni atbilstosi talak noraditajam proporcijam un
rapigi samaisiet.

e 70% etanols — 7 dalas 100% etanola un 3 dalas attirita Gdens

e  85% etanols — 8,5 dalas 100% etanola un 1,5 dalas attirita Gdens

Glabajiet Skidumus Iidz pat 6 méneSiem istabas temperatira hermétiski
noslédzama konteinera.

2xSSC Skidums

Atskaidiet 1 dalu 20xSSC $kiduma ar 9 dalam attirita Gdens un rlpigi samaisiet.
Parbaudiet pH ITmeni un nodroSiniet, lai t& pH bdtu 7,0, péc nepiecieSamibas
izmantojot NaOH vai HCI. Uzglabajiet Skidumu [1dz pat 4 nedélu ilguma istabas
temperatdra hermétiski noslédzama konteinera.

0,4xSSC skidums

AtSkaidiet 1 dalu 20xSSC Skiduma ar 49 dalam attirita Gdens un rapigi samaisiet.
Parbaudiet pH [imeni un nodroSiniet, lai td pH bdtu 7,0, péc nepiecieSamibas
izmantojot NaOH vai HCI. Uzglabajiet Skidumu Iidz pat 4 nedélu ilguma istabas
temperatdra hermétiski noslédzama konteinera.

2xSSC, 0,05% Tween-20 Skidums

AtSkaidiet 1 dalu 20xSSC Skiduma ar 9 dalam attirita Gdens. Pievienojiet 5 pl
Tween-20 uz 10 ml un rdpigi samaisiet. Parbaudiet pH Iimeni un nodroSiniet, lai ta
pH bitu 7,0, péc nepiecieSamibas izmantojot NaOH vai HCI. Uzglabajiet Skidumu
lidz pat 4 nedé|u ilguma istabas temperatira hermétiski noslédzama konteinera.

FAST luminiscentas in situ hibridizacijas protokols (FISH) — vienas (1)
stundas hibridizacija

(Piezime. NodroSiniet, lai zonde un kontrasta krasviela péc iespé&jas mazak tiktu
paklauta laboratorijas apgaismojuma iedarbibai.)

Priek$metstiklina sagatavosana

1. Novietojiet S$anu paraugu uz mikroskopa priekSmetstiklina, kas izgatavots no
stikla. Laujiet nozat. (Péc izvéles, ja izmanto citogenétisko zavésanas
kameru: Lai nodroSinatu optimalu $inu parauga sagatavoSanu, kamera
jadarbina, iestatot aptuveni 25°C temperatiru un 50% mitruma. Ja
citogenétiska zavésanas kamera nav pieejama, ka alternativu var izmantot
gazu nosucéju).

2. legremdgjiet priekSmetstiklinu 2xSSC 8kiduma istabas temperatira uz
2 minGtém, neveicot maisi$anu.

3. Veiciet dehidréSanas etanola sérijas (70%, 85% un 100%), katru 2 mindtes
istabas temperatara.

4. Laujiet nozat.

Prieksdenaturésana

5. Iznemiet zondi no saldétavas un laujiet tai sasilt I1dz istabas temperatarai.
Pirms mégenu lietoSanas bridi tas centrifuggjiet.

6. Izmantojot pipeti, parliecinieties, vai zondes $kidums ir viendabigi samaisits.

7. Panemiet 10 yl zondes Skiduma katram testam un parnesiet to uz
mikrocentrifigas mégeni. AtlikuSo zondes $kidumu nekavéjoties ievietojiet
atpakal saldétava.

8. Novietojiet zondi un parauga priekSmetstiklinu uz sildierices un veiciet
priekssildiSanu 37 °C (+/- 1 °C) temperatira 5 minates.

9. Uzlieciet 10 pyl zondes maisifjuma uz $dnu parauga un rapigi uzlieciet
segstiklinu. Hermetiz&jiet ar gumijas Tmi un laujiet Iimei pilntba nozat.

Denaturésana
10. Veiciet parauga un zondes vienlaicigu denaturé$anu, sildot priekSmetstiklinu
uz sildierices 75 °C (+/- 1 °C) temperatdra 2 minates.
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Hibridizacija
11. levietojiet priekSmetstiklinu gaismu necaurlaidiga konteinera 37 °C (+/- 1 °C)
temperatiira uz vienu (1) stundu.

Skalosana péc hibridizacijas

12. Iznemiet DAPI no saldétavas un laujiet tam sasilt [1dz istabas temperatirai.

13. Nonemiet segstiklinu un rapigi notiriet visas Iimes atliekas.

14. legremdéjiet priekSmetstiklinu 0,4xSSC (pH 7,0) 72 °C (+/- 1 °C) temperatara
uz 2 mindtém nemaisot.

15. Noteciniet Skidrumu no priekSmetstiklina un iegremdégjiet to 2xSSC, 0,05%
Tween-20 $kiduma istabas temperatdra (pH 7,0) uz 30 sekundém nemaisot.

16. Noteciniet Skidrumu no priekSmetstiklina un katram paraugam pievienojiet
10 pl DAPI luminiscences uzturé$anas Iidzekli.

17. Uzlieciet segstiklinu, likvid&jiet burbulus un laujiet krasai tumsa attistities
10 mindtes.

18. Skatiet luminiscences mikroskopa (sk. Uz luminiscences mikroskopu
attiecinamie ieteikumi).

Standarta luminiscentas in situ hibridizacijas protokols (FISH) —
hibridizacija nakts laika

(Piezime. NodroSiniet, lai zonde un kontrasta krasviela péc iesp&jas mazak tiktu
paklauta laboratorijas apgaismojuma iedarbibai.)

Priek$Smetstiklina sagatavosana

1. Novietojiet SUnu paraugu uz mikroskopa priekSmetstiklina, kas izgatavots no
stikla. Laujiet nozat. (Péc izvéles, ja izmanto citogenétisko zavéSanas
kameru: Lai nodroSinatu optimalu $inu parauga sagatavoSanu, kamera
jadarbina, iestatot aptuveni 25°C temperatdru un 50% mitruma. Ja
citogenétiska zavésanas kamera nav pieejama, ka alternativu var izmantot
gazu noslcéju).

2. legremdgéjiet priekSmetstiklinu 2xSSC $kiduma istabas temperatira uz
2 mindtém, neveicot maisiSanu.

3. Veiciet dehidréSanas etanola sérijas (70%, 85% un 100%), katru 2 mindtes
istabas temperatara.

4. Laujiet nozat.

PriekSdenaturésana

5. lznemiet zondi no saldétavas un laujiet tai sasilt [1dz istabas temperatarai.
Pirms mégenu lietosanas bridi tas centrifugégjiet.

6. Izmantojot pipeti, parliecinieties, vai zondes Skidums ir viendabigi samaisits.

7. Panemiet 10 ul zondes Skiduma katram testam un parnesiet to uz
mikrocentrifigas mégeni. AtlikuSso zondes $kidumu nekavéjoties ievietojiet
atpakal saldétava.

8. Novietojiet zondi un parauga priekSmetstiklinu uz sildierices un veiciet
priekssildisanu 37 °C (+/- 1 °C) temperatdra 5 minates.

9. Uzlieciet 10 yl zondes maisljuma uz S$lnu parauga un rdpigi uzlieciet
segstiklinu. Hermetiz&jiet ar gumijas ITmi un laujiet lTmei pilniba nozat.

Denaturésana
10. Veiciet parauga un zondes vienlaicigu denaturéSanu, sildot priekSmetstiklinu
uz sildierices 75 °C (+/- 1 °C) temperattra 2 minates.

Hibridizacija
11. levietojiet priekSmetstiklinu gaismu necaurlaidigad konteinera ar mitru vidi un
atstajiet to 37 °C (+/- 1 °C) temperatara Iidz nakamajai dienai.

Skalosana péc hibridizacijas

12. Iznemiet DAPI no saldétavas un laujiet tam sasilt [1dz istabas temperatrai.

13. Nonemiet segstiklinu un rlpigi notiriet visas Tmes atliekas.

14. legremdgjiet priekSmetstiklinu 0,4xSSC (pH 7,0) 72 °C (+/- 1 °C) temperatira
uz 2 mindGtém nemaisot.

15. Noteciniet Skidrumu no priekSmetstiklina un iegremdégjiet to 2xSSC, 0,05%
Tween-20 8kiduma istabas temperatdra (pH 7,0) uz 30 sekundém nemaisot.

16. Noteciniet Skidrumu no priekSmetstiklina un katram paraugam pievienojiet
10 pl DAPI luminiscences uzturé$anas Iidzekli.

17. Uzlieciet segstiklinu, likvid&jiet burbulus un laujiet krasai tumsa attistities
10 minates.

18. Skatiet luminiscences mikroskopa (sk. Uz luminiscences mikroskopu
attiecinamie ieteikumi).

leteikumi attieciba uz procediiru

1. PriekSmetstiklinu karséSana vai novecoSana var samazinat signala
luminiscenci.

2. Tadu reagentu izmanto$ana, kas nav uznémuma Cytocell Ltd. nodrosinatie vai
ieteiktie reagenti, var nelabveéligi ietekmét hibridizacijas apstaklus.

3. Skidumu, Gdens vannu un inkubatoru temperatiiras méri$anai jaizmanto
kalibréts termometrs, jo noraditas temperatiiras ievéroSana ir kritiski svariga
produkta optimalas veiktsp&jas nodrosinasanai.

4. SkaloSanas Skidumu koncentracijas, pH vértibas un temperatiras vértibas ir
svarigas, jo parak lielas pielaides gadijuma iespéjama nespecifiska sasaiste,
savukart parak mazas pielaides gadijuma iesp&jama signala nepietiekamiba.

5. Nepilniga denaturéSana var izraisit signala nepietiekamibu, savukart

parmériga denaturéSana ari var izraisit nespecifisku sasaisti.

Parmérigas hibridizacijas dé| iespéjami papildu vai neparedzéti signali.

7. Pirms testa izmantoSanas diagnostikas nolikiem lietotajiem ir javeic protokola
optimizacija atbilstoSi saviem paraugiem.

8. Ja apstakli nav pietiekami optimali, iesp&jama nespecifiska sasaiste, kas var
tikt nepareizi interpretéta ka zondes signals.

o

Rezultatu interpretésana
Sagatavota priekSmetstiklina ar paraugu kvalitates novértésana
Paraugu nedrikst analizét talak noraditajos gadijumos.

e Signali ir parak vaji analizéSanai atseviSkos filtros — lai veiktu analizi,

signaliem jabat spilgtiem, labi iz8kiramiem un viegli novertéjamiem.

Ir daudz salipusu/parklajosos $unu, kas traucé veikt analizi.

>50% $anu nav hibridizétas.

e Starp SGnam atrodas parak daudz luminisc&joSo dalinu un/vai luminiscéjoss
aizmiglojums, kas rada signala traucg&jumus, — optimala priekSmetstiklina ar
paraugu fonam jabat tumSam vai melnam un tiram.

e Sanu kodolu robezas nav iz§kiramas un nav veselas.

Uz analizi attiecinamas vadlinijas

e Katra parauga analizi un interpretéSanu ir javeic diviem laboratorijas
specialistiem. Visas neatbilstibas ir janoveérs, novértéSanu veicot treSajam
laboratorijas specialistam.

e Katram laboratorijas specialistam jabat attiecigi kvalificétam atbilstosi speka
esoSajiem valsts limena standartiem.

e Katram laboratorijas specialistam neatkarigi javeic novértéSana 100 kodoliem
no katra parauga. Pirmajam laboratorijas specialistam jasak analize no
priekSmetstiklina kreisas puses, savukart otram laboratorijas specialistam —
no priekSmetstiklina labas puses.

e  Katram laboratorijas specialistam jadokumenté savi rezultati atseviSkas lapas.

e Irjaanalize tikai veseli kodoli, nevis parklajosies kodoli, sablivéjusies kodoli vai
kodoli, kurus sedz citoplazmatiskds atliekas vai augsta Iimena
autoluminiscence.

e Jaizvairas no zonam ar parmérigu citoplazmatisko atlieku apjomu vai
nespecifisku hibridizaciju.

e Signala intensitate var bGt mainiga, pat viena kodola. Sados gadijumos
izmantojiet atseviSkus filtrus un/vai pielagojiet fokalo plakni.

e Jaapstakli nav pietiekami optimali, signali var Skist izkliedéti. Ja divi vienadas
krasas signali savstarpéji saskaras vai attdlums starp tiem neparsniedz divus
signala platumus, vai arT abus signalus savieno tikko redzams pavediens, Sie
signali ir uzskatami par vienu signalu.

e Analizéjot divkrasu sadaliS8anas zondes, ja attdlums starp sarkano un zalo
signalu neparsniedz 2 signala platumus, signals ir uzskatams par
neparkartotu/saplidusu signalu.

e Analizéjot triskrasu sadaliSanas zondes, ja attdlums starp 3 signaliem
(sarkanu, zalu, zilu) neparsniedz 2 signalu platumu, signals ir uzskatams par
neparkartotu/saplidusu signalu.

e Japastav Saubas, vai Stna ir analizéjama, neveiciet tas analizi.

Neskaittt — kodoli atrodas parak
tuvu viens otram, lai varétu noteikt
to robezas

Neskaitit parklajosos kodolus —
nav redzamas visas abu kodolu
zonas

Skaitit ka divus sarkanus signalus
un divus zalus signalus — viens
no abiem sarkanajiem signaliem ir
diftizs

Skaitit ka divus sarkanus signalus

un divus zalus signalus — atstarpe

viena sarkanaja signala ir mazaka
neka divi signala platumi

Paredzamie rezultati
Paredzamais normalu signalu modelis
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Paredzamie anormalo signalu modeli

Sana ar t(15;17)(q24.1;g21) translokaciju paredzamais signalu modelis ir viens
sarkans, viens zal$ un divas fazijas (1S1Z2F).

Citi signalu modeli ir iesp&jami aneiploidos/nelidzsvarotos paraugos.

Zinamie batiskie traucéjumil/traucéjosas vielas
Nav zinamu batisku trauc&jumu/traucéjosu vielu.

Zinama krusteniska reakcija
Nav zinamas krusteniskas reakcijas.

Zino$ana par nopietniem negadijumiem

Pacientam/lietotdjam/tre$ajai personai Eiropas Savieniba un valstis ar identisku
tiesisko regul&jumu (Regula (ES) 2017/746 par In vitro diagnostikas mediciniskam
iericém); ja §Ts ierices lietoSanas laika vai tas lietoSanas rezultata ir noticis nopietns
negadijums, lidzu, zinojiet par to razotdjam un valsts atbildigajai iestadei.
Attiectba uz nopietniem negadijumiem citas valstis, l0dzu, zinojiet par to raZotdjam
un, ja paredzéts, savas valsts atbildigajai iestadei.

RaZotaja uzraudzibas kontaktinformacija: vigilance@ogt.com

ES valstu kompetentajam iestdadém kontaktpersonu medicinas ieri¢u kontroles
jautajumos saraksts ir atrodams $aja vietné:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Specifiskas veiktspéjas raksturlielumi

Analitiskais specifiskums

Analitiskais specifiskums tiek definéts ka to signalu procentuala vértiba, kas
hibridiz&jas uz pareizo lokusu un nekadu citu vietu. Katra no divdesmit metafazes
Sunam katra no pieciem paraugiem tika analizéti ¢etri hromosomu lokusi, dodot
400 datu punktus. Katras hibridizétas zondes atraSanas vieta ir kartéta, un ir
ierakstits metafazes hromosomu luminiscentas in situ hibridizacijas (Fluorescence
in situ hybridisation — FISH) signalu skaits, kas hibridizéjas uz pareizo lokusu.

Katras komplekta zondes analitiskais specifiskums tika aprékinats ka metafazes
hromosomu FISH signalu skaits, kas hibridiz&jas uz pareizo lokusu, dalits ar kopéjo
metafazes hromosomu FISH signalu kopéjo skaitu, Sis rezultats tika sareizinats ar
100, izteikts ka procentuala vértiba un dots ar 95% ticamibas intervalu.

1. tabula Zondes FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual Fusion Probe
analitiskais specifiskums

15g24.1 200 200 100% 98,12%-100%
17g21.1—

17q21.2 200 200 100% 98,12%-100%
Analitiskais jutigums

Analitiskais jutigums tiek izteikts ka novért&jamu interfazes Stnu ar paredzamu
normalo signalu modeli procentuala vértiba. Katrai no 25 fiksétam kaula smadzenu
80nu suspensijam un katrai no 25 fiksétam periféro asinu Sdnu suspensijam,
izmantojot atras hibridizacijas metodi, un 25 fiksétam kaula smadzenu Sinu
suspensijam, izmantojot hibridizaciju lTdz nakamajai dienai, tika analizétas vismaz
100 starpfazes Sunas. Rezultata periférajiem asins paraugiem tika iegati vismaz
2500 kodoli, bet kaulu smadzenu paraugiem — 5000 kodoli. Jutiguma dati tika
analizéti, pamatojoties uz 8lnu procentudlo vértibu, kas parada parastu
paredzamo signalu modeli un tiek izteikti ka procentuala vértiba ar 95% ticamibas
intervalu.

2. tabula Zondes FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual Fusion Probe
analitiskais jutigums

Kaula smadzenu
parauga atra >95%

98,80% (97,96—

0,
hibridizacija 99,63%)
Kaula smadzenu .
parauga hibridizacija >95% 98,52% (97,76~

0,
lidz nakamajai dienai 99,28%)
Periféro asinu parauga >95% 99,31% (98,66—
atra hibridizacija ° 100,00%)

Normalitates robezvértibu raksturojums

Normalo robezvértibu definé ka to $Gnu procentualo dalu, kuram ir klGdaini pozitivs
signala modelis, pie kura individa stavoklis tiek uzskatits par normalu un neatbilst
klTniskajai diagnozei. Katrai no 25 fiksétam kaula smadzenu $anu suspensijam un
katrai no 25 fiksétam perifero asinu S$0nu suspensijam, izmantojot atras
hibridizacijas metodi, un 25 fiksétdm kaula smadzenu S$dnu suspensijam,
izmantojot hibridizaciju I1dz nakamajai dienai, tika analizétas vismaz 100 starpfazes
SUnas. Rezultata periférajiem asins paraugiem tika iegati vismaz 2500 kodoli, bet
kaulu smadzenu paraugiem — 5000 kodoli.

Robezvértiba tika noteikta, programma MS Excel izmantojot B inversijas
(BETAINV) funkciju. Ta tika aprékinata ka starpfazu $tnu procentuala vértiba, kas
uzrada aplami pozitivu signdlu modeli, izmantojot binomialas izplatibas
vienpuséjas 95% ticamibas intervala aug$éjo robezu normalitates pacienta
parauga.

3. tabula Normalitates robezveértibu raksturojums zondei FAST PML/RARa (RARA)
Translocation, Dual Fusion Probe

Kaula smapl;e_ne_; — atra 2.71%
hibridizacija
Kaula §mad_zenes - h_|br|d_|zacua 3.44%
I1dz nakamajai dienai
Periféras asinis — atra hibridizacija 4,36%

Laboratorijam javeic robezvértibu verifikacija, izmantojot savus datus.®*°

Precizitate

Stizstradajuma precizitate ir izmérita dienas precizitates (no parauga uz paraugu),
starpdienu precizitates (no dienas uz dienu) un vienas vietas starppartiju
precizitates (no partijas uz partiju) izteiksmé.

Lai novértétu $a produkta precizitati, izmantoja divus hibridizacijas metodes
paraugus: negativu kaulu smadzenu paraugu un nedaudz pozitivu kaula smadzenu
paraugu. Nedaudz pozitivais kaulu smadzenu paraugs (2-4x produkta
robezvértiba) tika izveidots, parastajam kaulu smadzenu paraugam pievienojot
parbauditi pozitivu kaulu smadzenu paraugu, un to izmantoja, lai novértétu
produktu noteikto robezvértibu diapazona.

Lai noteiktu starpdienu un dienas precizitati, paraugi tika izvértéti desmit nesecigu
datumu laika, un, lai noteiktu precizitati no partijas uz partiju, tris produkta partijas
tika novertétas ar viena un ta paSa parauga tris atkartojumiem. Rezultétiltika
pasniegti ka visparéja konvergence ar prognozétu negativo klasi (negativiem
paraugiem).

4. tabula Reproducéjamiba un precizitate zondei FAST PML/RARa (RARA)
Translocation, Dual Fusion Probe

Dienas (paraugu Kaula smadzenes, negativs 100%
[TmenT) un starpdienu
(dienas iment) Kaula smadze:r]es, nedaudz 100%
reproducéjamiba pozitivs
Starppartiju Kaula smadzenes, negativs 100%
reproducéjamiba Kaula smadze_rjes, nedaudz 100%
pozitivs

Kiliniska veiktspéja

Lai nodroSinatu to, ka produkts konstaté paredzétos parkartojumus, kliniska
veiktspéja tika noteikta viena pétljuma produktam paredzétas populacijas
reprezentéjoSiem  paraugiem: atlikuais  metanola/etikskabé  fiksétais,
hematologiski iegltais materials. Paraugu apjoms bija 136 paraugi, tostarp 43
pozitivi paraugi un 93 negativi paraugi. Rezultatus salidzindja ar zinamo parauga
statusu, kas noteikts ar salidzindjuma metodi. Tika konstatéts, ka rezultatu
atbilstiba/neatbilstiba atbilst $§a pétijuma akceptéSanas kritérijiem.

So testu rezultdti tika analizéti, lai nodrosinatu kiinisku jutigumu, klTnisku
specifiskumu un kladaini pozitivo rezultatu raditaja (false positive rate — FPR)
vértibas pozitiviem signaliem, izmantojot viendimensijas pieeju.

5. tabula Kliniska veiktspéja zondei FAST PML/RARa (RARA) Translocation, Dual
Fusion Probe

Kliniskais jutigums (pareizi pozitivo rezultatu

raditajs (true positive rate — TPR))

Kitniskais specifiskums (pareizi negativo

rezultatu raditajs (true negative rate — 99,58%
TPR))

Kladaini pozitivo rezultatu raditajs (false

positive rate — FPR) = 1 — specifiskums

98,93%

0,42%

DroSuma un veiktspéjas kopsavilkums (Summary of Safety and
Performance — SSP)

SSP jabut publiski pieejamam, izmantojot Eiropas medicinisko ieriéu datubazi
(Eudamed), kur tas ir saistits ar pamata UDI-DI.

Eudamed URL: https://ec.europa.eu/tools/eudamed
Pamata UDI-DI: 505584491 PH064JR

Ja Eudamed nedarbojas pilntba, SSP ir publiski pieejams péc pieprasijuma pa e-

pastu SSP@ogt.com.

Papildinformacija

Lai sanemtu papildinformaciju par produktu, sazinieties ar CytoCell tehniska
atbalsta nodalu.

Talr.: +44 (0)1223 294048

E-pasts: techsupport@cytocell.com

Timekli: www.ogt.com
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Simbolu glosarijs

EN ISO 15223-1:2021 — “Mediciniskas ierices — simboli, kas
jaizmanto kopa ar razotaja nodros$inato informaciju — 1. dala.
Visparigas prasibas
(© International Organization for Standardization)

Simbols Nosaukums Atsauces numurs(-i)
M Iv: RaZotajs 511
Iv: Pilnvarotais
parstavis Eiropas
E Kopiena/Eiropas 512
Savieniba
8 Iv: Deriguma termins 514
LOT Iv: Partijas kods 5.1.5
lv: Kataloga numurs 5.1.6
< Iv: Sargat |
//lt v: Sargat no saules 53.0
a gaismas
/lf IVE Temge(aturas 5.3.7
ierobezojums
Iv: SI_(atTt Iletgsanas 543
instrukciju
D}] Iv: Skatit elektronisko
o . - 5.4.3
lietoSanas instrukciju
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A Iv: Uzmanibu! 54.4
Iv: In vitro
IVD diagnostikas 55.1
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W pietiekams <n> 555
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EDMA simboli IVD reagentiem un komponentiem, 2009. gada
oktobra redakcija
Simbols Nosaukums Atsauces numurs(-i)
CONT lv: Sastavs (vai N/p
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Patenti un precu zimes
CytoCell ir registréta Cytocell Limited precu zime.

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
418 Cambridge Science Park
Milton Road

CAMBRIDGE

CB4 0PZ

APVIENOTA KARALISTE

Talr.: +44 (0)1223 294048

| EC |ReP)

Fakss: +44 (0)1223 294986
E-pasts: probes@cytocell.com

TimekIT: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Bornbarch 1

22848 Norderstedt
VACIJA

Talr.: +49 40 527260

TimekKIT: www.sysmex-europe.com

LietoSanas instrukcijas variantu vésture
V001.00 2023-01-25: Jauna lieto$anas instrukcija atbilstosi Regulai (ES)

2017/746
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