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Sinirlamalar

Bu cihaz, P53 (TP53), ATM ve D13S319 bdlgelerini veya bu prob setindeki mavi
klonun kapsadigl bolgeden daha blyuk kazanimlar igeren bu setteki kirmizi ve
yesil klonlarin kapsadigi bélgeden daha buyilk genomik kayiplari tespit etmek igin
tasarlanmis olup, 12 centromere kromozomu igerir. Bu bdlge disindaki genomik
kazanclar/kayiplar veya bu bdlgenin kismi kazanglari/kayiplari bu Urinle
saptanamayabilir.

Bu test sunlar igin kullaniimaz: bagimsiz tanilama, prenatal test, populasyon bazli
tarama, hasta basinda test ya da kendi kendine test. Bu uriin yalnizca laboratuvar
uzmanlari tarafindan kullaniimasi igin Uretilmistir; tim sonugclar, diger ilgili test
sonuglari da g6z 6ninde bulundurularak gerekli vasiflara sahip personel tarafindan
yorumlanmalidir.

Bu drln, kullanim amacinin diginda kalan numune tipleri ya da hastalik tirlerinde
kullaniimasi icin valide edilmemistir.

FISH sonuglarinin raporlamasi ve yorumlanmasi, profesyonel uygulama
standartlariyla tutarli olmaldir ve diger klinik ve tanilama bilgilerini de g6z 6niinde
bulundurmalidir. Bu set, tanilama amagl diger laboratuvar testlerine yardimci
olmasi icin kullaniimalidir. Yalnizca FISH sonuglarina dayanarak tedavi
baslatiimamahdir.

Protokole bagl kalinmamasi performansi etkileyebilir ve yanlis pozitif/negatif
sonuglara neden olabilir.

Bu set, belirlenen kullanim amacinin digindaki amaglarla kullaniimasi igin valide
edilmemistir.

Kullanim Amaci

Cytocell® Aquarius CLL PROFILER Kiti, kronik lenfositik I6semili (KLL) hastalardan
alinan hematolojik olarak turetilmis hiicre slispansiyonlariyla sabitlenmis Carnoy
¢Ozeltisinde (3:1 metanol/asetik asit) bulunan kromozom 11 lzerindeki 11g22.3,
kromozom 17 Uzerindeki 17p13.1 bdlgesindeki veya kromozom 13 Uzerindeki
13914.2-q14.3'te bulunan kromozomal silmeleri ve/veya kromozom 12 Uzerindeki
sentometrik bdlgenin kazanglarini tespit etmek igin yerinde hibridizasyon (FISH)
testinde kullanilan kalitatif, otomatik olmayan bir floresandir.

Endikasyonlar

Bu Uriin, onaylanmis tanisal ve klinik bakim yollarinda, P53 (TP53), ATM silme
veya D13S319 silme durumu bilgisinin ve/veya kromozom 12 sentromer
kazancinin klinik yonetim igin 6nemli olacagi, diger klinik ve histopatolojik testlere
ek olarak tasarlanmistir.

Test Prensipleri

Floresan in situ hibridizasyonu (FISH), DNA dizilimlerinin metafaz kromozomlar
Uzerinde ya da sabit sitogenetik numunelerden alinan arafaz c¢ekirdeklerde tespit
edilmesine yardimci olan bir tekniktir. Bu teknik, tim kromozomlari ya da tekli
6zglin dizilimleri melezlestiren DNA problarini kullanir ve G bantli sitogenetik
analizin glcli bir yardimcisidir. Bu teknik, prenatal, hematolojik ve solid timor
kromozomal analizlerde temel bir arastirma araci olarak kullanilabilir. Fiksasyon ve
denatiirasyonun ardindan, Hedef DNA komplementer bir dizilime sahip, benzer bir
denatiire, floresan etiketli DNA probuna tavlanmaya hazir hale gelir. Melezlemeyi
takiben, bagsiz ve belirsiz bagli DNA probu kaldiriir ve DNA vizualizasyon igin
karsi boyayla boyanir. Floresan mikroskop bdylece hedef materyal zerindeki
melezlenmis probun gorintilenmesini yapabilir.

Prob Bilgisi

Cytocell CLL PROFILER Kiti, kronik lenfositik 16semili (KLL) hastalardan alinan
periferik kan veya kemik iligi 6rneklerinde TP53, ATM ve D13S319 silmelerinin ve
kromozom 12 sentromer sekanslarinin kazanimlarinin saptanmasi igin
tasarlanmistir.

P53(TP53)/ATM Probe Combination

17p13.1°deki TP53 (tiimér proteini p53) geni, en Onemli tumor baskilayici
genlerden biridir. Genetik stabilitenin sirdurilmesinde temel rol alan gicli bir
transkripsiyon faktorii gorevi de gorir. KLL'li hastalarin %10'unda TP53 kaybi
bildirilmigtir ve bu hastalikta en koétii prognostik isaretleyici olarak kabul edilir'-2.

11922.3'teki ATM (ATM serin/treonin kinaz) geni hiicre hasari yonetimine dahil olan
6nemli bir kontrol noktasi genidir. islevi, hiicredeki DNA hasar seviyesini lgmek
ve DNA hasar yanit yoluna dabhil edilen fosforlu anahtar substratlarla onarmaya
calismaktir’, KLL'li hastalarin %18'inde bildirilen ATM kaybi bu hastalikta zayif
prognostik isaretleyicisi olarak kabul edilir*.

KLL'deki ATM/TP53 etkilesiminin analizi, TP53 ve ATM'nin lenf kanserinin
proliferasyonunda 6énemli bir rol oynadigini géstermistir’. ATM'nin, hasarin
hiicrenin apoptozis (TP53'lin aracilik ettigi) tarafindan imha edilmesini gerektirecek
kadar blyik olmasi durumunda TP53 fosforilasyonunu arttirdigi gosterilmistir.
ATM'nin  silinmesi, bu kontrol noktasi etkinligini ve bdylece TP53'in
etkinlestiriimesini ortadan kaldirir. Bu nedenle, TP53 varligina ragmen hasarl
hiicrelerin onarimi veya apoptozisi yapiimaya galigiimamigtir. ATM yoklugunda
hasarli hiicrelerin proliferasyona devam etmesine izin verilir®.

D13S319/13qter/12cen Silme/Numaralandirma

13q14'U etkileyen silmeler ayrica kronik lenfositik Idsemi (KLL)®"-®'de en sik gériilen
yapisal genetik sapmalardir. Bu bélgenin %30-60'inda heterozigoz olarak silindigi
ve KLL'li hastalarin %10-20'sinde homozigos olarak silindigi bulunmustur®. Hayatta
kalma oraninin iki grup igin benzer oldugu gosterilmistir'®. 13q14 silmeleri olan
hastalar, diger herhangi bir genetik lezyonun yoklugunda, gok diisik riskli olarak
siniflandirihr’.

iki protein kodlamayan RNA geni, DLEU1 (lenfositik I6semi 1'de silindi) ve DLEU2
(lenfositik I6semi 2'de silindi) arti genetik isaretleyici D13S319, 13q14'"in patojenik
kritik bolgesini kapsar. DLEU1, 13q14 bdlgesindeki en olasi KLL ile iligkili aday
timér baskilayici gen olarak kabul edilir'2. Trizomi 12, KLL'de tekrarlayan bir
anormalliktir'’®, vakalarinin %20'sinde goriilir ve siklikla benzersiz sitogenetik
aberasyon (trizomi 12'li vakalarin %40-60")" olarak goérlir. Diger herhangi bir
genetik lezyonun yoklugunda, trizomi 12 disk riskli olarak siniflandirilir’.

Prob Spesifikasyonu

D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe
D13S319, 13q14.2, Kirmizi

13qter, 13934, Mavi

D12Z3, 12p11.1-q11.1, Yesil

foMEED

13q14.2:143 ___13q34

i [

Z

D12Z3

Kromozom 12 Alpha Satellite Probe, sentromerik tekrar sekansi D12Z3’l taniyan
yesil renkle etiketlenmis bir tekrar sekansi probudur. D13S319 probu, kirmizi olarak
etiketlenmis, DLEU1 geninin tamamini ve DLEU2 geninin g¢odunlugunu ve
D13S319, D13S272 ve RH47934 isaretgilerini iceren 156kb'lik bir bolgeyi kapsar.
Mavi renkle etiketlenmis 13qter subtelomer spesifik prob, 13 kromozomunun
tanimlanmasina olanak saglar ve kontrol probu olarak islev gorir.
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P53 (TP53)/ATM
P53, 17p13.1, Kirmizi
ATM, 11922.3, Yesil

17p13

(TP53)
SHBG ATP1B2 WRAP53

D1751678 D1751353 D175655

.
161kb

100kb

119223

D11S3347 D11S2179

I —
182kb
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P53 bileseni, tim P53 (TP53) genini ve yan bdlgeleri igine alan kirmizi renkte
etiketlenmis bir 161kb probdan olusur. ATM bileseni, NPAT geninin telomerik
ucunu ve D11S3347 isaretleyicisinin 6tesinde ATM geninin santromerik ucunu
kapsayan yesil renkte etiketli bir 182kb probdan olusur.

Tedarik Edilen Materyaller

D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe:

Viyal bagina 50yl (5 test), viyal bagina 100pl (10 test) ya da viyal bagina 200ul (20
test)

P53 (TP53) /ATM Probe:
Viyal bagina 50yl (5 test), viyal basina 100ul (10 test) ya da viyal basina 200pl
(20 test)

Problar, hibridizasyon ¢ozeltisine (formamit; dekstran stilfat; salin-sodyum sitrat
(SSS)) karistiriimis olarak tedarik edilir ve kullanima hazirdir.

Karsit Boya: Viyal basina 150pl (15 test) ya da viyal basina 500pl (50 test)
Karsit boya, DAPI renk solmasi karsiti karigimdir (ES: 0.125ug/ml DAPI (4,6-
diamidino-2-fenilindol)).

Uyarilar ve Tedbirler

1. Yalnizca in vitro tanilama amachdir. Yalnizca profesyonel kullanim igindir.

2. DNA problarini ve DAPI karsit boyasini kullanirken eldiven giyin.

3. Prob karisimlari bir teratojen olan formamit icermektedir; buhari solumayin ya
da cildinize temas ettirmeyin. Kullanirken 6zen gésterin; eldiven ve laboratuvar
onlugu giyin.

4. DAPI'nin kanserojen potansiyeli vardir. Kullanirken 6zen gésterin; eldiven ve
laboratuvar 6nligu giyin.

5. Tum tehlikeli malzemeleri, kurumuzun tehlikeli atik bosaltimi kilavuzuna gére

bosaltin.

Operatorler, kirmizi, mavi ve yesil renkleri ayirt edebiliyor olmalidir.

7. Belirtilen protokol ve reaktiflere bagli kalinmamasi, performansi etkileyebilir ve

yanlis pozitif/negatif sonuglara neden olabilir.

Bir prob diger problarla seyreltimemelidir ya da karistiimamalidir.

Protokoliin 6n denatirasyon asamasi sirasinda 10pl prob kullaniimamasi

performansi etkileyebilir ve yanlis pozitif/negatif sonuglara neden olabilir.

o
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Muhafaza ve Kullanim
15°C Aquarius®kiti, setin etiketinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar -25°C ile -15°C arasinda bir dondurucuda muhafaza
25 C/ﬂf edilmelidir. Prob ve karsit boya siseleri karanlk bir ortamda
muhafaza edilmelidir.

Prob, normal kullanim sirasinda deneyimlenen donma-¢ézilme

\ / cevrimleri sirasinda istikrarli  kalir (bir gevrim, probun
/ "~ dondurucudan alinmas! ve tekrar dondurucuya koyulmasindan
A\ olusur) ve surekli Isida maruz birakilmasinin ardindan 48 saate
. kadar fotostabildir. Isiga ve sicaklik degisimlerine maruz
kalinmasinin éniine gegmek igin her tiirlli caba sarf edilmelidir.

Gerekli Olan Fakat Tedarik Edilmemis Techizat ve Malzemeler
Kalibre edilmis techizat kullaniimalidir:

1. Isitmali tabla (sert bir tabla ve 80°C’ye kadar dogru sicaklik kontrolii)

2. Kalibre edilmis degisken hacimli mikropipet ve ug araligr 1ul - 200pl

3. Dogru sicaklik kontroliinde (37°C ve 72°C) su banyosu

4. Mikrosantrifuj tapler (0.5ml)

5.  Floresan mikroskop (Litfen Floresan Mikroskop Onerisi béliimiine bakiniz)

6. Faz kontrast mikroskobu

7. Temiz plastik, seramik ya da 1siya dayanikli cam Coplin kavanozlar

8. Forseps

9. Kalibre edilmis pH dlgiim cihazi (ya da pH 6.5 — 8.0 dlgebilen pH indikator
seritler)

10. Nemli kap

11. Floresan dereceli mikroskop lensi immersiyon yagi
12. Tezgah Ustl santrifij

13. Mikroskop lamlari

14. 24x24 lamel

15. Zamanlayici

16. 37°C inkiibator

17. Kauguk ¢ozelti yapistiricisi
18. Vorteks mikser

19. Dereceli silindirler

20. Manyetik karigtirici

21. Kalibre edilmis termometre

Tedarik Edilmeyen Tercihe Baglh Teghizat
1. Sitogenetik kurutma kabini

Gerekli Olan Fakat Tedarik Edilmeyen Reaktifler
20x salin-sodyum sitrat (SSS) Cozeltisi

%100 Etanol

Tween-20

1M Sodyum Hidroksit (NaOH)

1M Hidroklorik asit (HCI)

Aritilmisg su

oop v

Floresan Mikroskop Onerisi

Optimal viziializasyon icin, 100 vat civa buharli lamba ya da muadili bir lamba ve
yagd immersiyonu plani apokromat objektiflerini (60/63x ya da 100x) kullanin. Bu
prob setinde kullanilan florofor su dalga boylarini eksite eder ve yayar:

Mavi 418 467
Yesil 495 521
Kirmizi 596 615

Yukarida listelenen ses dalgalarini kapsayan eksitasyon ve emisyon filtrelerinin
mikroskoba uydugundan emin olun. Yesil ve kirmizi floroforlarin optimal es zamanh
vizlializasyonu igin, Ggli DAPI/yesil spektrum/kirmizi spektrum bant gegirici filtre
ya da ikili yesil/lkirmizi spektrum bant gegirici filtre kullanin. Aqua spektrumun
optimum sekilde gérintllenmesi icin tek bant gegirimli bir su spektrum filtresi veya
yesil, kirmizi ve aqua floroforlarin es zamanh géruntilenmesi icin Uglu kirmizi
spektrum/yesil spektrum/aqua spektrum bant gegirici filtre kullanin.

Dogru sekilde galistigindan emin olmak igin, floresan mikroskobu kullanmadan
once kontrol edin. Floresan mikroskoba uygun ve dlsik otomatik floresan igin
formiile edilmis immersiyon yagi kullanin. DAPI renk solmasi 6nleyici karigimi
mikroskop immersiyon yagiyla karistirmaktan kaginin. Bu, sinyalleri bozacaktir.
Lamba 6mru ve filtrelerin yasiyla ilgili olarak Ureticilerin &nerilerine riayet edin.

Numune Hazirlama

Bu kit, laboratuvar ya da kurumsal kilavuzlara gore hazirlanmis olan, Carnoy
¢Ozeltisi (3:1 metanol/asetik asit) fiksatifi icinde sabitlenmis, periferal kan hicreleri
veya kemik iligi hiicrelerinde kullaniimak Gizere tasarlanmistir. Havayla kurutulmus
numuneleri mikroskop lamlari lzerinde standart sitogenetik prosediirlere uygun
sekilde hazirlayin. AGT Sitogenetik Laboratuvar Kilavuzu, numune toplama,
kiltirleme, hasat ve lam yapimi igin éneriler igermektedir'.

Cozelti Hazirlama

Etanol Gozeltileri

Takip eden oranlari ve karigimlari kullanarak %100 etanolu artiimis su ile seyreltin:
e %70 Etanol - 7 birim %100 etanol ve 3 birim aritiimis su

e %85 Etanol - 8.5 birim %100 etanol ve 1.5 birim aritilmis su

Cozeltileri hava gegirmeyen bir kapta, 6 ay boyunca, oda sicakliinda muhafaza
edin.
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2xSSS CGozeltisi

1 birim 20xSSS Cozeltiyi 9 birim aritilmis suyla seyreltin ve iyice karistirin. pH'1
kontrol edin ve NaOH ya da HCI kullanarak pH 7.0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda
sicakliginda, hava gegirmez bir kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

0.4xSSS Cozeltisi

1 birim 20xSSS Cozeltiyi 49 birim arntiimis suyla seyreltin ve iyice karistirin. pH'1
kontrol edin ve NaOH ya da HCI kullanarak pH 7.0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda
sicakhginda, hava gegirmez bir kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

2xSSS, %0.05 Tween-20 Gozeltisi

1 birim 20xSSS Cozeltiyi 9 birim aritilmis suyla seyreltin. Her 10 ml basina 5yl
Tween-20 ekleyin ve iyice karistirin. pH'I kontrol edin ve NaOH ya da HCI
kullanarak pH 7.0 olarak ayarlayin. Goézeltiyi oda sicakhiginda, hava gegirmez bir
kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

FISH Protokolii
(Not: Probun ve karsi boyanin laboratuvar isiklarina maruz kalmamasina her
zaman dikkat edin).

Lam Hazirlama

1. Hicre numunesini cam mikroskop lam lzerine yerlestirin. Kurumaya izin verin.
(Sitogenetik bir kurutma kabini kullaniyorsaniz tercihe baghdir: lam
Uzerine damlatma sitogenetik kurutma kabininde yapilmalidir. Optimal hicre
numunesi damlatma igin, kabin yaklasik 25°C’de ve %50 nemde isletilmelidir.
Bir sitogenetik kurutma kabini mevcut degilse alternatif olarak bir davlumbaz
kullanin).

2. Lami 2 dakika boyunca, oda sicakliginda ve ajitasyon olmadan 2xSSS igine
daldirin.

3. Biretanol serisinde (%70, %85 ve %100), 2 dakika boyunca, oda sicakliginda
dehidrasyon yapin.

4. Kurumaya izin verin.

On Denatiirasyon

5. Probu dondurucudan cikartin ve oda sicakliginda i1sinmasini saglayin.
Kullanmadan 6nce, tiipleri kisa siire santrifij edin.

6. Prob ¢ozeltisinin bir pipetle karnstinldigindan ve g¢ozeltinin esit olarak
dagildigindan emin olun.

7. Testbasina probtan 10yl alin ve bir mikrosantrifij tiplne aktarin. Kalan probu
vakit kaybetmeden dondurucuya geri koyun.

8. 5dakikalik 6n I1sitma icin, probu ve numune lamini 37°C (+/- 1°C) isitmali tabla
Uzerine koyun.

9. Prob karigsimindan 10ul alip hiicre numunesi tizerine damlatin ve dikkatlice bir
lamel uygulayin. Kauguk c¢ozelti yapistiricisiyla kapatin ve yapistiricinin
tamamen kurumasina izin verin.

Denatiirasyon
10. Lami isitmali tabla (izerinde 75°C’de (+/- 1°C), 2 dakika i1sitarak numuneyi ve
probu es zamanli olarak denattire edin.

Melezlestirme
11. Lami nemli, 11k gegirmez bir kap iginde, 37°C’de (+/- 1°C) bir gece bekletin.

Melezleme Sonrasi Yikamalar

12. DAPI'y1 dondurucudan gikarin ve oda sicakliginda isinmasini saglayin.

13. Lameli ve yapistiricinin tiim izlerini dikkatlice kaldirin.

14. Lami 2 dakika boyunca, 72°C’de (+/- 1°C) ve ajitasyon olmadan 0.4xSSS (pH
7.0) icine daldirin.

15. Lami kurutun ve 30 saniye boyunca, oda sicakhiginda (pH 7.0) 2xSSS, %0.05
Tween-20 igine daldirin.

16. Lami kurutun ve her bir numuneye 10ul DAPI renk solmasi 6nleyici karigimi
uygulayin.

17. Bir lamel ile Ustunl kapatin, baloncuklari giderin ve 10 dakika boyunca
karanlikta bekleterek rengin belirginlesmesini saglayin.

18. Floresan mikroskop kullanarak izleme yapin (bkz. Floresan Mikroskop
Onerisi).

Kullaniimig Lamlarin Stabilitesi
Eger karanlik ve oda sicakliginda ya da oda sicakliginin altinda bir ortamda
muhafaza edilirlerse, kullaniimis lamlarla 1 aya kadar yeniden analiz yapilabilir.

Prosediirel Oneriler

1. Lamlarin isitiimasi ya da yipranmasi, sinyal floresanini disurebilir

2. Cytocell Ltd.'nin tedarik ettigi ya da onerdigi reaktifler haricinde reaktifler
kullanmak, melezlestirme kosullarini olumsuz etkileyebilir

3. Bu sicakliklar optimum Urlin performansi agisindan kritik oldugu icin, ¢ozelti,
su banyosu ve inkubatdr sicakliklarini dlgmek igin kalibre edilmis bir
termometre kullanin.

4. Dusuk sertlik probun belirsiz baglanmasiyla ve ¢ok yiksek sertlik sinyal
yokluguyla sonuglanabilecegi igin, yilkama konsantrasyonlar, pH ve sicakliklar
Sénemlidir

5. Tamamlanmamis denatlirasyon sinyal yokluguna, asir denatlrasyon ise
belirsiz baglanmaya neden olabilir

6. Asirt melezlestirme ilave ya da beklenmeyen sinyallerin ortaya gikmasiyla
sonuglanabilir

7. Kullanicilar, testi tanilama amagli olarak kullanmadan énce, protokoll kendi
numunelerine gére optimize etmelidirler

8. Optimal alti kosullar, belirsiz baglanmanin yanls sekilde prob sinyali olarak
yorumlanmasina neden olabilir

Sonuglarin Yorumlanmasi

Lam Kalitesinin Degerlendirilmesi

Asagidaki durumlarda lam analiz ediimemelidir:

e  Sinyaller, tekli filtrelerle analiz yapmak icin ¢cok zayifsa - analize devam etmek
icin, sinyaller parlak, ayirt edilebilir ve kolay degerlendirilebilir olmalidir

e Analize engel olan, ¢cok sayida kimelenmis/ust Uste binmis hiicre varsa

Hicrelerin >%50’si melezlestiriimemigse

Hiicreler arasinda fazla floresan partikil ve/ya da sinyalleri bozan bir floresan

bulanikligi varsa - Optimal lamlarda arka plan koyu ya da siyah ve temiz

gorinmelidir

e Hiucre cekirdekleri arasinda sinirlar ayirt edilemiyorsa ve intakt degillerse

Analiz Kilavuzlari

e Her numuneyi iki analist analiz etmeli ve yorumlamalidir. Herhangi bir
tutarsizlik Gglinci bir analist tarafindan degerlendirilerek ¢ozilmelidir

e Analistlerin hepsi gegerli ulusal standartlarin 6ngérdigu vasiflara sahip
olmalidir

e Her analist, her numune igin bagimsiz olarak 100 ¢ekirdek almaldir. Birinci
analist lamin sol tarafindan, ikinci analist lamin sag tarafindan analize
baslamalidir

e Her bir analist elde ettigi sonuglari ayri tablolara kaydetmelidir

e  Yalnizca intakt gekirdekleri analiz edin. Ust tste binmis, kiimelenmis ya da
sitoplazmik kalintilarla veya ylksek derece otofloresanla kapli ¢ekirdekleri
analiz etmeyin

e Cok fazla sitoplazmik kalinti ya da belirsiz hibridizasyon olan alanlardan
kaginin

e Sinyal yogunlugu, tek bir cekirdekte bile degisebilir. Bu durumlarda, tekli
filtreler kullanin ve/ya da odak diizlemini ayarlayin

e Optimal alti kosullarda difiize olarak goriinebilir. E§er ayni rengin iki sinyali
birbirine degiyorsa ya da bu iki sinyalin arasindaki uzaklik iki sinyal
genisliginden daha blyik degilse veya bu iki sinyali birbirine baglayan zayif
bir zincir varsa, bu iki sinyal tek olarak kabul edilir

e Hucrenin analiz edilebilir olup olmadigindan emin degilseniz, analiz yapmayin

Saymayin - ¢ekirdeklerin
sinirlari belirlenemeyecek
kadar birbirine ¢gok yakin

Ortiisen gekirdekleri saymayin
- her iki gekirdegin tim
alanlari gériinmez

iki kirmizi, iki mavi ve iki yesil
sinyal olarak sayilir - iki
kirmizi sinyalden biri difizdir

iki kirmizi, iki mavi ve iki yesil
sinyal olarak sayilir - bir
kirmizi sinyaldeki bogluk iki
sinyal genisliginden azdir

a8
s
o
o

Beklenen Sonuglar
D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe
Beklenen Normal Sinyal Oriintiist

Normal bir hiicrede, iki kirmizi, iki mavi ve iki yesil sinyal (2K, 2M, 2Y) beklenir.

DS214/CE-en v007.00/2019-06-20 (H040 v5/ H041 v5/ HO73 v2 / HO74 v2)

Sayfa3/5



Beklenen Anormal Sinyal Oriintiileri

D13S8319 lokusunun hemizigos silinmesi olan bir hlicrede, beklenen sinyal modeli
bir kirmizi, iki mavi ve 2 yesil sinyal (1K, 2M, 2Y) olacaktir.

D13S319 homozigos silinmesi olan bir hiicrede, beklenen sinyal modeli sifir
kirmizi, iki mavi ve iki yesil sinyal (0K, 2M, 2Y) olacaktir.

Trizomi 12 ve normal D13S319 durumundaki bir hiicrede, beklenen sinyal modeli
iki kirmizi, iki mavi ve Ug yesil sinyal (2K, 2M, 3Y) olacaktir.

Trizomi 12 ve hemizigos D13S319 silinmesi olan bir hiicrede, beklenen sinyal
modeli bir kirmizi, iki mavi ve g yesil sinyal (1K, 2M, 3Y) olacaktir.

Trizomi 12 ve homozigos D13S319 silinmesi olan bir hiicrede, beklenen sinyal
modeli sifir kirmizi, iki mavi ve ¢ yesil sinyal (OK, 2M, 3Y) olacaktir.

Anoploid/dengesiz numunelerde diger sinyal 6riintileri mimkinddr.

P53/ATM Probe
Beklenen Normal Sinyal Oriintiisii

Normal bir hiicrede, iki kirmizi ve iki yesil sinyal (2K, 2Y) olmasi beklenir.

Beklenen Anormal Sinyal Oriintiileri

ATM silinmesi olan bir hiicrede, beklenen sinyal modeli iki kirmizi ve bir yesil olur
(2K, 1Y).

P53 silinmesi olan bir hiicrede beklenen sinyal modeli bir kirmizi ve iki yesil sinyal
olur (1K, 2Y).

Andploid/dengesiz numunelerde diger sinyal 6riintileri mimkindr.

Bilinen Gapraz Reaktivite
Yesil D12Z3 probu 3c, 6¢, 7c ve 10c'ye gapraz hibridizasyon gdsterebilir.

Olumsuz Durum Raporlamasi

Eger bu cihazin islevini yeterli sekilde yerine getirmedigini ya da performansinin
olumsuz durumlari (6rn. gecikmis ya da yanlis teshis, gecikmis ya da yanlis tedavi)
daha da agirlastiracak sekilde kétllestigini dusiinliyorsaniz bunu hemen Ureticiye
bildirin (e-posta: vigilance@ogt.com).

Eger mimkiinse durumu yetkili ulusal makama da bildirmelisiniz. Vijilans temas
noktalarinin bir listesini surada bulabilirsiniz:

http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Spesifik Performans Ozellikleri

Analitik Spesifite

Analitik spesifite, yalnizca dogru lokusa hibritlesen sinyallerin yiizdesidir. Analitik
spesifite, toplam 200 hedef lokusun analiziyle tespit edildi. Analitik spesifite, dogru
lokusa hibridize olan FISH sinyalleri sayisinin, toplam hibridize FISH sinyallerine
bélinmesiyle hesaplandi.

Tablo 1. CLL PROFILER Kit icin Analitik Belirlilik

D13S319/ | pysaatg | 13142 | 200 200 100
13qter/12cen Mavi
Deletion, 13qter 13q34 200 200 100
Enumeration Y:gil T2p11.1
Prob T
robe D1273 q11.1 200 200 100
Kirmizi
P53/ATM P53 17p13 200 200 100
Probe Yesil
ATM 11922.3 200 200 100
Analitik Sensitivite

Analitik sensitivite, beklenen normal sinyal oriintisi olan, skorlanabilir arafaz
hiicrelerinin ylzdesidir. Analitik sensitivite, farkll normal numuneler lzerinden
arafaz hiicreler analiz edilerek belirlenmistir. Sensitivite, beklenen sinyal
orintusine sahip, skorlanabilir hiicrelerin ylzdesi olarak hesaplanmistir (%95
gliven araligr).

Tablo 2. CLL PROFILER Kiti icin Analitik Hassasiyet

D138319/
13qter/t2cen 467 500 93,4 26
Deletion,
Enumeration Probe
P53/ATM Probe 479 500 95,8 1,7

Normal Kesim Degerleri Karakterizasyonu

FISH problariyla birlikte normal kesim degeri, bir numunenin bu sinyal érintiistunin
normal kabul edilecegi spesifik anormal sinyal érlintiill, skorlanabilir arafaz hiicresi
maksimum yiizdesidir.

Normal kesim degeri, normal ve pozitif hastalardan alinan numuneler kullanilarak
belirlendi. Her numune igin, 100 hicrenin sinyal orintlleri kaydedildi. Youden
indeksi, Sensitivite + Spesifite-1'in maksimize oldugu esik degeri bulmak igin
hesapland.

Tablo 3. CLL PROFILER Kiti icin Normal Kesim Degerlerinin Karakterizasyonu

D138S319/

D135319
13qter/?20en hemizigos silme 1K, 2M, 2Y 0,96 6
Deletion,
Enumeration Trizomi 12 2K, 2M, 3Y 0,99 4
Probe
P53/ATM P53 silme 1K, 2Y 0,99 8
Probe ATM silme 2K, 1Y 0,99 8

Laboratuvarlar kesim degerlerini kendi verilerini kullanarak teyit ederler'®16,
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Kesinlik ve Yeniden Uretilebilirlik

Kesinlik, ayni kosullar altinda, birka¢ kez tekrar edilen bir testin dogal
varyasyonunun élgimidur. Bu, ayni numune tzerinde, ayni kosullarda ve ayni giin
test edilen probun ayni lot numarasinin tekrarlari analiz edilerek degerlendirildi.

Yeniden (retilebilirlik, bir testin degisebilirliginin 6lglilmesidir. Numuneden
numuneye, gunden gune ve partiden partiye degisebilirlik testleriyle belirlenir.
Gunden gline yeniden (Uretilebilirlik, ayni numunelerin farkli ¢ giinde analiz
edilmesiyle de@erlendirildi. Partiden partiye yeniden Uretilebilirlik, ayni numunelerin
bir giin icinde Ug¢ farkl lot kullanilarak analiz ediimesiyle degerlendirildi.
Numuneden numuneye yeniden Uretilebilirlik, bir numunenin tg tekrarinin bir giin
icinde analiz edilmesiyle degerlendirildi. Her bir numune igin, 100 arafaz hicresinin
sinyal orlntlleri kaydedildi. Beklenen sinyal 6rlntlli hicrelerin ylzdesi de
hesaplandi.

Yeniden (Uretilebilirlik ve kesinlik, her degisken ve genel ortalama agisindan,
tekrarlar arasindaki Standart Sapma (STDEV) olarak hesaplandi.

Tablo 4. CLL PROFILER Kiti icin Yeniden Uretilebilirlik ve Kesinlik

D13S319/13qter/12cen
Deletion, Enumeration P53/ATM Probe
Probe

Kesinlik 1,28 1,37
Numuneden numuneye 1,30 1,60
Glinden giine 4,12 2,27
Partiden partiye 2,04 1,77
Genel Sapma 3,30 1,98

Klinik Performans

Klinik performans, Griiniin hedef populasyonunun temsili numunesiyle tespit edildi.
Her numune igin, 2100 arafaz hicrelerinin sinyal Oorlntileri kaydedildi.
Normal/anormal determinasyonu, spesifik anormal sinyal oriintili hicrelerin
ylizdesinin normal kesim degeriyle karsilastiriimasi vasitasiyla belirlendi. Sonuglar
daha sonra numunenin bilinen durumuyla karsilastirildi.

Klinik verilerin sonuglari, sensitivite, spesifite ve kesim degerleri tGretmek igin tek
boyutlu bir yaklagim kullanilarak analiz edildi.

Tablo 5. CLL PROFILER Kitin Klinik Performansi

D13S319/13qter/12cen Deletion, Enumeration Probe
D13S319 Silme %96,6 %99,5 %0,5
Trizomi 12 %100 %100,0 %0
P53/ATM Probe
P53 silme %100 %100 %0
ATM silme %100 %100 %0

Ek Bilgiler

Uriinle ilgili daha fazla bilgi almak igin, Cytocell Teknik Destek Bélimii ile iletisime
gegin.

Tel: +44 (0)1223 294048

E-posta: techsupport@cytocell.com

Web sitesi: www.cytocell.com

Referanslar

Rossi D, et al., Blood. 2013 Feb 21;121(8):1403-12

Baliakas P, et al., Leukemia. 2014;(April):1-8

Stankovic et al., Blood 2004;103(1):291-300

Dohner et al., N Eng J Med 2000;343:1910-1916

Khanna et al., Nature Genetics 1998;20(4):398-400

Juliusson G et al., N Eng J Med 1990;323:720-4

Puiggros et al., Biomed Res Int 2014;1-13

Kasar et al., Nature Communications 2015;6:1-12

Hammarsund M et al., FEBS Letters 2004;556:75-80

10. Van Dyke DL et al., Br J Haematology 2009;148:544-50

11. LiuY etal., Oncogene 1997;15:2463-73

12.  Wolf S et al., Hum Mol Genet 2001;10:1275-85

13. Swerdlow et al., (eds,) WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and
Lymphoid Tissue, Lyon, France, 4th edition, IARC,2017

14.  Arsham, MS., Barch, MJ. and Lawce HJ. (eds.) (2017) The AGT Cytogenetics
Laboratory Manual. New Jersey: John Wiley & Sons Inc.

15. Mascarello JT, Hirsch B, Kearney HM, et al. Section E9 of the American
College of Medical Genetics technical standards and guidelines:
fluorescence in situ hybridization. Genet Med. 2011;13(7):667-675.

16. Wiktor AE, Dyke DLV, Stupca PJ, Ketterling RP, Thorland EC, Shearer BM,
Fink SR, Stockero KJ, Majorowicz JR, Dewald GW. Preclinical validation of
fluorescence in situ hybridization assays for clinical practice. Genetics in
Medicine. 2006;8(1):16—-23.

©CONDOTHWN =

Sembol Kilavuzu

REF tr: Katalog numarasi
VD tr: in vitro tibbi tanilama cihazi
LoT tr: Parti kodu

tr: Kullanim talimatlarina bakin

M tr: Uretici

tr: Son kullanim tarihi

=-15°C
/ﬂ/ tr: Sicaklik siniri
-25°C

N
jﬁ{? tr: Giines 1s1§indan koruyun
W tr: <n> testleri igin yeterlidir
CONT tr: igindekiler
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