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Omezeni

Tento prostiedek je navrzZen tak, aby detekoval prfeskupenis body zZlomu v oblasti
vymezené cervenymi, zelenymi a modrymi kopiemi v této sadé sond, coz
zahrnuje oblast EVI1 (MECOM). Body zlomu mimo tuto oblast nebo variantni
preskupeni, plné obsaZena v této oblasti, nemusi byt timto prostfedkem
detekovany.

Tento test neniuréen k pouZiti v rdmci samostatné diagnostiky, prenatalnimu
testovani, skriningu populace, testovani pfimo u pacienti nebo provadéni
autotestovani. Tento produkt je uréen pouze k profesionalnimu laboratornimu
pouziti; veSkeré vysledky museji vyhodnotit kvalifikovani pracovnici se
zohlednénim dal$ich relevantnich vysledku testl.

Tento produkt nebyl validovan pro pouZiti na typech vzorkd nebo jinych typech
chorob kromé téch, které jsou specifkovany v odstavci predpokladané pouZiti.
Hlaseni a interpretace vysledkl FISH musejibyt v souladu s profesionalnimi
standardy praxe a mély by zohledriovat dalSiklinické a diagnostické informace.
Tato sada je koncipovana jako dopInék dal$ich diagnostickych laboratornich
testy. Terapeutické postupy nesmi byt zahajovany pouze na zakladé vysledki
testd FISH.

Nedodrzeni protokolu muZe ovlivnit funkci a vést k falesné pozitivnim/negativnim
vysledkim.

Tato sada nebyla validovanapro jiné G€ely nez ty, kteréjsou uvedeny v odstavci
predpokladané pouziti.

Predpokladané pouziti

CytoCell Breakapart Probe EVI1(MECOM)) je kvalitativni, neautomatizovany,
fluorescenéni in situ hybridizaéni test (FISH) pouzivany k detekci
chromozomalnich pfeskupeniv oblasti 3q26.2 na chromozomu 3 v hematologicky
ziskanych bunéénych suspenzich fixovanych v Carnoyové roztoku (3:1
metanol/kyselina octovd) od pacientd s potvrzenou nebo pfedpokladanou akut ni
myeloidni leukémii (AML) nebo myelodysplastickym syndromem (MDS).

Indikace

Tento produkt byl vytvoren jako doplnék k dal§im klinickym a histopatologicky m
testlm v ramci uznavanych diagnostickych postupta postupl klinické péce v
pfipadech, kdy by znalost stavu translokace EVI1 (MECOM) byla dtleZita pro
klinickou lé¢bu.

Principy testu

Fluorescenéniin situ hybridizace (FISH) je technika, kterd umoziiuje detekovat
sekvence DNA na metafazovych chromozomech nebo vinterfaznich jadrech z
fixovanych cytogenetickych vzork(. Tato technika vyuziva sondy DNA, které
hybridizuji na celé chromozomy nebona jednotlivé jedine¢né sekvence, a slouzi
jako dulezity doplnék cytogenetické analyzy pomoci G-pruhovani. Tuto techniku
je nyni mozno aplikovat jako zakladni vySetfovaci nastroj pfi prenatalnim a
hematologickém vysetieni a pfi chromozomalni analyze solidniho tumoru. Po
fixovani a denaturaci je cilova DNA k dispozici pro reasociaci na podobné
denaturovanou, fluorescenéné oznacenou sondu DNA, kterdama komplementarni
sekvenci. Po hybridizaci se nevézana a nespecificky vazana DNAsonda odstrani
a DNA se barevné oznaci pro Uc€ely vizualizace. Fluorescenéni mikroskopie
potom umoznuje vizualizaci hybridizované sondy na cilovém materialu.

Informace o sondé
Onkogen MECOM (komplexni lokus MDS1 a EVI1) na 3g26.2 je u
hematologickych malignit myeloidniho pivodu ¢asto preskupen.

MECOM koéduje protein zinkového prstu, ktery je nevhodné exprimovan v
leukemickych burikach 2-5 % pacientd s AML a MDS™. Tato deregulovana
exprese je ¢asto zpusobena chromozomalnim pfeskupenim zahrnujicim oblast
3026.2, pficemz dvéma nejcastéj§imi aberacemi jsou t(3;3)(921;926.2) a
inv(3)(q21q26.2)*. Body zZlomu pro translokaci a inverzi se vyznamné lisi.

Inverzni body zlomu se nachéazeji centromericky ke genu MECOM, zahrnujijej a
pokryvaji asi 600 kb. VétSinabodu zZlomu v translokacich 3926.2 je telomerickych
ke genu MECOM a pokryvaoblast zahrnujici telomericky konec genu MDS1 a
gen MYNN?Z

Chromozomalni pfeskupeni zahrnujici oblast 3g26.2 jsou spojovana s
myeloidnimi malignitami, aberantni expresi genu MECOM, $patnou prognézou a
agresivnim klinickym prib&hem?.

AML s inv(3)(q21g26.2) nebo t(3;3)(q21;926.2) je podle klasifikace myeloidnich
novotvarl a akutnileukémie Svétové zdravotnické organizace (WHO) uznany m
onemocnénim. Jedna se o transformovanou nebo de novo AML s velmi
agresivnim klinickym prabéhem a aberacemi, zahrnujicic MECOM na 3g26.2 a
RPN1 (riboforin 1) na 3q213,

Bylo také prokazano, ze MECOM je pfeskupen u onemocnénisouvisejiciho s
terapii prostfednictvim translokace t(3;21)q26.2;q22), coz vede k fiziMECOM-
RUNX134,

Preskupeni MECOM jsou velmi heterogenni a pomoci konvenénicy togenetiky
mUze byt obtizné je odhalit, ¢imzse metoda FISH stavauZziteEnym nastrojem
jejich detekce.

Parametry sondy
EVI1, 3926.2, Cervena
EVI1, 3926.2, zelena
EVI1, 3026.2, modra

3926.2
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Cervena slozka smési sond EVI1se sklada ze sondy o délce 158 kb, telomerické
k markeru D3S4415, a zahrnuje gen LRRC34. Zelena sloZzkapokryva oblast o
délce 181 kb, ktera zahrnuje centromerickou ¢ast genu EVI1 (MECOM) az za
marker D3S1282. Modra slozka pokryva oblast o délce 563 kb centromericky ke
genu EVI1, coz zahrnuje marker D3S1614.

Dodany material

Sonda: 50 pl v jedné lahvic¢ce (5 testd) nebo 100 pl v jedné lahvi¢ce (10 testd)
Sondy jsou dodavany pfedem smichané v hybridizaénim roztoku (formamid;
dextran sulfat; solny roztok citratu sodného (SSC)) a jsou pfipraveny k pouziti.

Kontrastni barvivo: 150 pl v jedné lahvi¢ce (15 testd)
Kontrastnim barvivem je DAPI antifade (ES: 0,125 pug/ml DAPI (4,6-diamidin-2-
fenylindol)).

Varovani a bezpe€nostni pokyny

1. Prodiagnostické pouitiin vitro. Vyhradnék profesionainimu pouziti.

2. Pfi manipulaci s DNA sondami a barvivem DAPI antifade pouzivejte
rukavice.

3. Smésiv sondach obsahuji formamid, coz je teratogen; nevdechujte vypary a
zamezte kontaktu s pokozkou. Zachazejte s nim opatrné; noste rukavice a
laboratorni plast.

4. DAPI je potencialni karcinogen. Zachazejte s nim opatrné; noste rukavice a
laboratorni plast.

5. VeSkeré nebezpe¢né materidly likvidujte v souladu se smérnicemi pro
likvidaci nebezpe¢ného odpadu vaseho zdravaotnického zafizeni.

6. Pracovnici musibytschopnirozli$it éervenou, modrou a zelenou barvu.

7. Nedodrzenipfedepsaného protokolu a reagencii muze ovlivnit funkci a vést k
fale$né poztivnim/negativnim vysledkam.

8. Sonda se nesmifedit ani michats jinymi sondami.

9. Neni-libéhem kroku predenaturace v ramci protokolu pouzito 10 ul sondy,
muzZe to ovlivnit funkci a véstk falesné pozitivnim/negativnim vysledkim.

Uchovavaniamanipulace
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A5°C Sadu je tfeba uchovavatv mrazni¢ce pfi teplotach -25 °Caz -
15 °C azdo data exspirace uvedeného na Stitkusady. Sonda
25°C alahvi€ky s kontrastnimi barvivy musi byt ulozeny vtemnu.

\|/ Sonda zlistava béhem cyklu zmrazovani a rozmrazovani, k

'@’  nimz dochazi pfi bé&zném pouzivani, stabilni (jeden cyklus

‘7 N~ znamena vyjmutisondy zmrazni¢ky a vraceni do mraznicky) a

AI je fotostabilni az 48 hodin po souvislém vystavenisvétlu. Je

. tfeba vynaloZit veSkeré Usili na omezeni expozice svétlu a
teplotnim zménam.

Potrebné vybaveni a material, které nejsou soucasti dodavky

Je nutné pouzivat kalibrovana zafizeni:

1. Varnadeska (s pevnou plotnou a pfesnym ovladanim teploty do 80 °C)

2. Kalibrované mikropipety s riznym objemem a $pickamiv rozsahu od 1 pl do
200 pl

3. Vodnilazen s pfesnym ovladanim teploty od 37 °C do 72 °C

4. Mikrocentrifugaéni zkumavky (0,5 ml)

5. Fluorescenéni mikroskop (viz oddil Doporuceny fluorescenéni mikroskop)

6. Mikroskop s fazovym kontrastem

7. Cisté plastové, keramické nebo sklenéné (z ohnivzdorného skla) lahvigky
typu ,coplin®

8. Chirurgické klesté

9. Kalibrovany pH metr (nebo pH indika¢ni prouzky, schopné méfit pH v

rozmezi 6,5-8,0)
10. VIhéena nadoba
11. Imerzniolej na objektiv fluorescenéniho mikroskopu
12. Stolniodstfedivka
13. Mikroskopova sklicka
14. Krycisklicka24 x 24 mm
15. Stopky
16. Inkubétor 37 °C
17. Lepidlo na bazi kau€ukového roztoku
18. Vifivy mixér
19. Odmérné vaéice
20. Magneticka michacka
21. Kalibrovany teplomér

Volitelnévybaveni, které neni soucasti dodavky
1. Cytogenetickasusici komora

Potfebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky
20x fyziologicky roztok citrétu sodného (SSC)
100% etanol

Tween-20

1 m hydroxidu sodného (NaOH)

1 m kyseliny chlorovodikové (HCI)
Demineralizovana voda

2R .

Doporuceni ohledné fluorescenéniho mikroskopu

Pro optimalni vizualizaci pouzijte 100 wattovou rtutovou lampu nebo podobnou a
apochromatické objektivy 60/63x nebo 100x s imerznim olejem. Fluorofory
pouZité v této sadé sondy budou excitovat a emitovat pfi nasledujicichvinovych
délkach:

Aqua 418 467
Zelena 495 521
Cervena 596 615

Zajistéte, aby byl mikraskop vybaven pfislusnymi excitaénimi a emisnimi filtry,
které pokryvaiji vySe uvedené vinové délky. Pro optimalni simultannivizualizaci
zelenych a ¢ervenych fluorofor(i pouzijte tfipasmovy DAPI/zeleny/€erveny filtr
nebo dvoupasmovy zeleny/Cerveny fitr. Pro optimaini vizualizaciaqua spektra
pouZijte jednopasmovy aqua filtr, nebo pro simultanni vizualizaci zelenych,
¢ervenych a aqua fluorofort pouZijte tfipasmovy Cerveny/zeleny/aqua filtr.

PFed pouZitim zkontrolujte spravnou funkci fluorescenéniho mikroskopu. Pouzijte
imerzniolej vhodny pro fluorescenéni mikroskopy a se specialnim slozenim pro
nizkou autofluorescenci. Dbejte na to, aby nedo$lo ke smichani barviva DAPI
antifade s imerznim olejem do mikroskopu, protoZze by tak doSlo k zastfeni
signall. Dodrzujte doporuceni vyrobce tykajici se Zivotnosti lampy a stafi filtra.

Pfiprava vzorkl

Sada je ur€ena k pouziti u hematologicky ziskanych bunéénych suspenzi
fixovanych v Carnoyoveé fixacnim roztoku (3:1 metanol/kyselina octova), které
jsou pfipraveny v souladu s pokyny laboratofe nebo zdravotnického zafizeni. Na
mikroskopova sklicka naneste vzorky usuSené na vzduchu v souladu se
standardnimi cytogenetickymi postupy. Cytogenetics Laboratory Manual AGT
(Priru¢ka pro cytogenetické laboratofe) obsahuje doporuceni pro odbér, kultivaci
a ziskavani vzorku a pro pFipravu skligek®.

Pfiprava roztoku

Etanolové roztoky

Rozfedte 100% etanol demineralizovanou vodou v nasledujicich pomérech a
fadné promichejte.

e 70% etanol - 7 dilt 100% etanolu na 3 dily purifikované vody

e  85% etanol - 8,5 dilt 100% etanolu na 1,5 dily purifikované vody

Roztoky skladujte az 6 mésicu pfi pokojové teploté ve vzduchotésné nadobé.

Roztok 2xSSC

Zted'te 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody a fadné promichejte.
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7.0.
Roztok skladujte ve vzduchotésné nadobé pfi pokojové teploté po dobu az 4
tydnu.

Roztok 0.4xSSC

Ziedte 1 dil roztoku 20xSSC 49 dily demineralizované vody a fadné promichejte .
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7.0.
Roztok skladujte ve vzduchotésné nadobé pfi pokojové teploté po dobu az 4
tydna.

Roztok 2xSSC, 0,05% roztok Tween-20

Ziedte 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody. Na 10 ml pfidejte 5 pl
roztoku Tween-20 a fadné promichejte. Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo
HCI podle potfeby upravte na pH 7.0. Roztok skladujte ve vzduchotésné nadobé
pfi pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.

Protokol FISH

(Poznamka: Dbejte, aby vzdy byla omezena expozice sondy a kontrastnich barviv
osvétleniv laboratofi).

Priprava sklicka

1. Naneste bunéény vzorek na mikroskopové sklicko. Nechte ho uschnout.
(Volitelné pfi pouziti cytogenetické susici komory: vzorky Ize na skli¢ka
nanést pomoci cytogenetické susSici komory. K optimalnimu naneseni
bunéénych vzorku by méla komora pracovat pfi teploté pfiblizné 25 °C a
vlhkosti 50%. Pokud cytogenetickou suSici komoru nemate, pouzijte jako
alternativu digestor.)

2. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 2xSSC pfi pokojové teploté.
Neprotfepavejte.

3. Dehydratujte pomoci etanolové série (70%, 85% a 100%), vzdy po dobu 2
minut pfi pokojové teploté.

4. Nechte ho uschnout.

Predenaturace

5. Vyjméte sondu z mrazniCky a nechejte ji zahfat na pokojovou teplotu.
Laboratornilahviky pfed pouzitim kratce odstfedte.

6. Dbeijte, aby byl roztok sondy rovnomérné promichan pipetou.

7. Na kazdy test naberte 10 pl sondy a pfeneste ji do mikrocentrifugacni

zkumavky. Zbytek sondy vrat’'te rychle do mraznicky.

8. Sondu a sklicko se vzorkem umistéte na varnou desku a pfedehtivejte po
dobu 5 minut pfi teploté 37 °C (+/- 1 °C).

9. Kapnéte 10 pyl smési sondy na buné€ny vzorek a opatrné jej prekryjte krycim
sklickem. NeprodySné uzaviete pomoci kau€ukového lepidla a nechejte
lepidlo UpIné uschnout.

Denaturace
10. Zahtivanim sklickana varné desce po dobu 2 minut pfi teploté 75 °C (+/- 1
°C) vzorek a sondu soubézné denaturujte.

Hybridizace
11. Sklicko ulozte na noc do vihké neprasvitné nadobky pfi teploté 37 °C (+/- 1
°C).

Post-hybridizaéni vymyvani

12. Vyjméte DAPI z mrazni¢ky a nechejte ho zahfat na pokgovou teplotu.

13. Opatrné sejméte kryciskli¢ko a odstrarite vSechny zbytky lepidla.

14. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 0,4xSSC (pH 7,0) pfi teploté 72 °C
(+/- 1 °C). Neprotrepavejte.

15. Sklicko osu$tea na 30 sekund ponoite do roztoku 2xSSC, 0,05% Tween-20
pfi pokojové teploté. Neprotfepavejte.

16. Sklicko osustea na kazdy vzorek naneste 10 ul DAPI antifade.

17. PFikryjte krycim sklickem, odstrarite veSkeré bubliny, ulozte dotemna a po
dobu 10 minut nechejte vyvijetbarvu.

18. Zkontrolujte pomoci fluorescenéniho mikroskopu (viz Doporu€eniohledné
fluorescencniho mikroskopu).

Stabilita pfipravenych sklicek
Pokud jsou hotova skli¢ka uloZzena v temnu a pfi pokojové teploté nebo nizsi, |1ze
je analyzovat az po dobu 1 mésice.

Doporuceni pro zpracovani

1. Vypalovaninebo starnuti skli¢ek mize redukovat fluorescencni signdl.

2. Podminky hybridizace mohou byt nepfiznivé ovlivnény pouZitim reagencii,
které nejsou dodany nebo doporuceny spdecnosti Cytocell Ltd.

3. K méreniteplot roztokl, vodnich lazni a inkubatorlipouzivejte kalibrovany
teplomér, protoZe tyto teploty jsou velmi dlleZité k zajisténi optimalni funkce
produktu.

4. Koncentrace promyvaciho roztoku, pH a teplota jsou duleZité, protoze
nedostate¢na dislednost miize vést k nespecifickému navazani sondy a
prilisna dislednost naopak k absencisignalu.

5. Neuplna denaturace m(ze véstk absenci signalu a pfili§ dlouha denaturace
mUze rovnéz zplUsobit nespecifické navazani.

6. Nadmérna hybridizace muZe zpUsobit dodateéné nebo neotekavané signély.

7. UZvatelé by si méli pfed pouZitim testu pro diagnostické u¢ely optimalizovat
protokol pro své vlastnivzorky.

8. Neoptimalni podminky mohou vést k nespecifickému vazani, které mze byt
nespravné interpretovano jako signal sondy.

Interpretace vysledki
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Vyhodnocenikvality sklicka

Sklicko by se nemélo analyzovat, jestlize:

e jsou signaly pfili§ slabé, a nelze je proto analyzovat jednoduchymii filtry — pro
pokracovani v analyze museji byt signaly jasné, vyrazné a snadno
hodnotitelné;

analyze brani velky pocet shluktbunék nebo prekryvajicich se bunék;
nebylo hybridizovano >50% bunék;

mezi bufikami se nachazi pfili§ mnoho fluorescenénich &astic a/nebo
fluorescenéniho zakalu, ktery rusi signaly — u optimalnich skli¢ek by mélo byt
pozadi tmavé nebo ¢erné a ¢iré;

e nenimozné rozliSit hranice buné&nych jader a hranice nejsou nepo$kozené.

Pokyny pro analyzu

e Kazdy vzorek musi analyzovat a vyhodnotit dva analytici. Jakékoliv
nesrovnalosti se musi vyfesit hodnocenim tretiho analytika.

VSichni analytici musi mit odpovidajici kvalifikaci v souladu s uznavanymi
narodnimi standardy.

VSichni analytici musi provést nezavislé hodnoceni 100 jader kazdého
vzorku. Prvnianalytik musi za¢it provadétanalyzu zlevé strany sklicka a
druhy analytik z pravé strany.

Kazdy analytik musi zdokumentovat své vysledky na samostatnych listech.
Analyzujte pouze nepoSkozena jadra, nikoli prekryvajici se nebo
nahromadéna jadra ani jadra prekryta cytoplazmatickym odpadem ¢i jadra s
vysokym stupném autofluorescence.

Vyhnéte se misttm, kde je pfili§ mnoho cytoplazmatického odpadu nebo kde
se vyskytuje nespecificka hybridizace.

Intenzita signalu se m(ze li§it, dokonce i v ramci jediného jadra. V takovy ch
pfipadech pouZijte jednoduché filtry a/nebo upravte ohniskovou rovinu.

Za neoptimalnich podminek se mohou signaly jevit jako rozptylené. Jestlize
se dva signaly stejné barvy vzajemné dotykaji, nebo je mezi nimivzdalenost
mensinezdveé Sitky signalu, nebo pokud dva signdly spojuje slaby pruh,
pocitejte je jako jeden signal.

Pokud pfi analyze tfibarevnych sond typu ,break apart‘ nenimezera mezi
¢ervenym, zelenym a aqua signalem vétsi nez §Sitka dvou signald,
zapocitejte jej jako pfeskupeny/spojeny signal.

Pokud si nejste jisti, zda Ize buriku analyzovat &i nikoli, analyzu neprovadée.

Nepoditejte — jadra jsou pfili§
tésné u sebe, takze neni
mozno urcit hranice

Nepocitejte prekryvajici se
jadra — véechny oblasti obou
jadernejsou viditelné

Pocitejte jako 2 fuzni signaly -
mezera mezi Cervenyma
zelenym/modrym signalemje
mensinez dvé Sifky signalu

Pocitejte jako 2 fuzni signaly -
mezera mezi zelenyma
¢ervenym/modrym signalem je
mensinez dveé Sifky signalu

Pocitejte jako 2 fuzni signaly -
mezera mezi modrym a
Eervenym/zelenym signalem
je mensinezdveé Sitky signalu
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Pocitejte jako 2 fuzni signaly —
Cerveny signal ve fuzivpravo
nahofe je difuzni

Pocitejte jako 2 fuzni signaly —
zeleny signal ve flzivpravo
nahofre je difuzni

Pocitejte jako 2 fuzni signaly —
modry signal ve fazi vpravo
nahofe je difuzni

Predpokladané vysledky
Tribarevna strategie ukazuje pfitomnost translokace nebo inverze a umoznuje
rozli§eni v§ech jednotlivych typl preskupeni.

Predpokladany vzorec normaliniho signalu

U normalni buriky se pfedpokladaji dva Cervené/zelené/modré spolecné
lokalizované signaly (2CZM).

Predpokladané vzorce abnormalniho signalu

V bunice s translokaci t(3;nn)(g21;nn) bude mit pfedpokladany vzorec signalu
jeden Cerveny, jeden zeleny/modry fuzni a jeden €erveny/zeleny/modry fuzni
signal (1C, 1zM, 1CZMm).

V burice s inverziinv(3)(q21q26.2) bude mit pfedpokladany vzorec signdlujeden
Cerveny/zeleny fuzni signal, jeden samostatny modry signal a jeden
gerveny/zeleny/modry fuzni signal (1€Z, 1M, 1CZM).

U aneuploidnich/nevyvézenych vzorkd jsou mazné jiné vzory signalu.

Znama zkFizena reaktivita
Zkfizena reaktivitaneniznama.

Hlaseni nezadoucich uéinku

Pokud se domnivate, Ze prostfedek nefungoval spravnénebo doslo kezhorseni
jeho funkénich charakteristik, coz mohlo pfispét ke vzniku nezadouci udalosti
(napf. zpozdéna nebo chybna diagndza, zpozdéna nebo nevhodna lécba), je
nutné tuto skute¢nost neprodlené oznamit vyrobci (e-mail: vigilance@ogt.com).

V odpovidajicich pfipadech je rovnéz nutné udalost oznamit pfislusnému
narodnimu organu. Seznam kontaktnich mist pro vigilanci naleznete naadrese:
http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/ .

Specifické funkéni charakteristiky

Analytickéa specificita

Analyticka specificita je procentosignal(, které hybridizuji do spravného lokusu a
na zadné jiné misto. Analyticka specfficitabyla stanovena analyzou celkem 200
cilovych lokusl. Analyticka specificita bylavypoétena jako pocetsignalt FISH,
které hybridizovaly na spravny lokus déleno celkovym poctem hybridzovanych
signalt FISH.
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Tabulka 1. Analyticka specificita Breakapart Probe EVI1

Cervena
EVI1 3026 200 200 100
Zelena
EVI1 3026 200 200 100
Modra
EVIL 3026 200 200 100

Analytické citlivost

Analytickd senztivita je procento zapoditatelnych interfaznich bunék s
predpokladanym normalnim signalovym vzorem. Analyticka senzitivita byla
stanovena analyzou interfaznich bunék napfic¢ rGdznymi normalnimi vzorky.
Senzitivita byla vypoctena jako procento zapocitatelnychbunék s o ekavanym
signalovym vzorem (s 95% intervalem spolehiivosti).

Tabulka 2. Analytické citlivost Breakapart Probe EVI1

4957 5000 99,14

98,84 — 99,36

Charakteristika norménich meznich hodnot

Normalni mezni hodnota ve spojeni se sondami FISH je maximalni procento
zapocitatelnych interfaznich bunék se specifickym abnormainim signalovym
vzorem, pfi kterém se vzorek povazuje pro tento signalovy vzor za normaini.

Normalni mezni hodnota byla stanovena pomoci vzorkl negativnich na
preskupeni, kterd ma sondadetekovat, a beta inverzni funkce. U kazdého vzorku
byly dvéma nezavislymi analytiky zaznamenany vzorce signalu 100 interfaznich
jader, celkem 200 jader v kazdém vzorku.

Tabulka 3. Charakteristika normalnich meznich hodnot Breakapart Probe EVI1

1C, 1ZM,

TE7M 25 200 3 4
1CZ, 1M,

1E7M 25 200 3 4

Laboratofe si musiové&fit mezni hodnoty pomoci vlastnich dat® .
Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla stanovena tfemi nezavislymi laboratofemi, které
testovaly Sestzaslepenych vzorkl (dva negativni na pfeskupeni, dva vzorky s
nizkou pozitivitou, které odpovidaly 1 - 3ndsobku mezni hodnoty,adva vysoce
pozitivni vzorky, které obsahovaly vice nez 45 % bunék pozitivnich na
preskupeni). Analyza byla provedenapomoci dvou opakovani jednotlivych vzorka
v prabéhu péti dnt, které nenasledovaly po sobé.

VSechny tfi laboratore provadély testovani v ramci stejného dne, v rdmci riznych
dnt a v rdmci rznych laboratofi s pouZitim stejné Sarze sondy, pficemzjedna z
laboratofitaké provedla testovani reprodukovatelnosti v ramci riznych $arzi, kdy
poutzila tfi rizné Sarze sondy.

Reprodukovatelnost byla stanovena na zakladé shody mezi riznymi proménnymi
zkoumanymi pfi jednotlivychtestech.

Tabulka 4. Reprodukovatelnost a presnost Breakapart Probe EVI1

V ramcijednoho dne Negativni 100

/v riznych dnech /v __,
. Inverze, riiznych laboratoFich Vysoce pozitivni 100
(1CZ, 1M, 1CZM) Negativni 92

V rGznych $arzich

Vysoce pozitivni 100
V ramci jednoho dne Negativni 100

/v raznychdnech/v L
Translokace rﬂznycr); laboratofich | VYSOce pozitivni 100
(1€, 1zm, 1Czm V riznvch Sarsich Negativni 100
ruznych sarzic Vysoce pozitivni 100

Klinicka funkce

Klinicka funkce byla stanovena pomoci reprezentativni sady nahodnych pacientd
s AML nebo MDS a na pracoviéti bylo odebrano 100 vzorkd. C etnost pfipadu
preskupeni Zjisténa sondou byla porovnana s cetnosti ziskanou ze zdroji z
literatury.

Aby bylo mozno toto porovnani provést, byl interval spolehlivosti uvadény v
literatufe na populaci velikosti 100 vzorkl stanoven pomoci vypoctu
jednovybérového proporéniho testu s korekci kontinuity.

Tabulka 5. Klinicka funkce Breakapart Probe EVI1

AML s pfeskupenim
inv(3)/t(3;3)/MECOM 1.3 0.1 4 6.7
MDS s pfeskupenim

MECOM 0.4 0 53

Dalsi informace

Dalsiinformace o produktu vam sdéli oddéleni technické podpory spdec¢nosti
CytoCell.

T: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

Web: www.ogt.com
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Priivodce symboly

REF cz: Katalogové €islo

cz: Zdravotnicky diagnosticky prostfedek in

VD .
vitro

LOT cz: Kéd Sarze

cz: Viznavod k pouziti

“ cz: Vyrobce

cz: Datum spotfeby

-15"C
/ﬂ/ cz: Omezeni teploty
-25°C

cz: Chrarite pfed slune¢nim svétlem

W cz: Mnozstvi dostacuje k provedeni<n>
testd

CONT cz: Obsah

Patenty aochranné znamky
CytoCell je registrovana ochranna znamka spoec¢nosti Cytocell Ltd.

Cytocell Ltd.

3-4 Technopark
Newmarket Road
Cambridge, CB5 8PB, UK.
T: +44(0)1223 294048

F: +44(0)1223 294986

E: probes@cytocell.com
W: www.ogt.com
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