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Rajoitukset

Taman laitteen tarkoitus on havaita genomin puutteita, jotka ovat suurempia kuin
tadman koetinsetin punaisen kloonin kattama alue, johon siséltyy D13S319-alue.
Tama tuote ei ehka havaitse kyseisen alueen ulkopudlisia genomin puutteita tai
taman alueen osittaisia puutteita.

Testia ei ole tarkoitettu kaytettéavéaksi riippumattomaan diagnostiikkaan,
raskausajan tutkimuksiin, vaestdpohjaiseen seulontaan, vieritestaukseen tai
itsetestaukseen. Taméa tuote on tarkoitettu ainoastaan ammattimaiseen
laboratoriokaytt6on; soveltuvan péatevyyden saaneen henkildstdn on tulkittava
kaikki tulokset ottaen huomioon muut asiaankuuluvat testitulokset.

Tata tuotetta ei ole validoitu kaytettavéksi sellaisen nayte- tai tautityyppen
kohdalla, joita ei ole méaéritetty aiotussa kayttétarkoituksessa
FISH-tulostenraportoinninja tulkinnan on oltava yhdenmukainen ammattimaisten
kaytantdstandardien kanssa, ja niissé on otettava huomioon muut kliiniset ja
diagnostiset tiedot. Sarja on tarkoitettu muiden diagnostisten laboratoriotestien
apuvalineeksi, eikd hoitotoimia saa kaynnistdd yksinomaan FISH -tuloksen
perusteella.

Mikali protokollaa ei noudateta, se saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa
virheellisiin positiivisiin/negatiivisiin tuloksiin.

Tata sarjaa ei ole validoitu mainitusta aiotusta kayttotarkoituksesta poikkeavaan
kayttoon.

Aiottu kayttotarkoitus

CytoCell D13S319Plus Deletion Probe -koetin on kvalitatiivinen, ei-automatisotu
FISH (fluorescence in situ hybridisation) -testi, jota kdytetddn kromosomien
deleetioiden havaitsemiseen kromosomin 13 alueella 13q14.2-q14.3 Carnoyn
liuokseen (3:1 metanoli/etikkahappo) fiksoiduille, hematologisesti johdetuile
solususpensiallle potilailta, joilla on vahvistettu tai epailty krooninen lymfaattinen
leukemia (CLL) tai multippeli myelooma (MM).

Kayttdaiheet

Tama tuote on suunniteltu kaytettavaksi muiden Kliinisten ja histopatologisten
testien liséksi vakiintuneissa diagnostiikan ja kliinisen hoidon hoitopoluissa, joissa
D13S319-deleetion tilantietdmys olisi tarkeaa kliiniselle hoidolle.

Testin periaatteet

Fluoresenssi in situ -hybridisaatio (FISH) on tekniikka, jonka avulla DNA-
sekvensseja voidaan havaita metafaasikromosomeista tai fiksoituien
sytogeneettisten naytteiden interfaasitumista Tekniikassa kaytetddn DNA-
koettimia, joiden avulla hybridisaatio koskee kokonaisia kromosomeja tai
yksittaisig, ainutkertaisia sekvenssejaja jotka toimivat tehokkaana sytogeneettisen
G-raita-analyysin apuvalineena. Tata tekniikkaa voidaan nyt kayttaa olennaisena
tutkimustyokaluna raskauden aikaiseen, hematologiseen ja kiinteiden tuumorien
kromosomianalyysiin. Kohde-DNA on fiksaation ja denaturaation jélkeen saatavila
palautumiseksi samalla tavoin denaturoituun, fluoresenssimerkittyyn DNA-
koettimeen, jolla on taydentava sekvenssi. Hybridisaation jélkeen sitomaton ja muu
kuin spesifisesti sidottu DNA-koetin poistetaan, ja DNA vastavarjataén
visualisointia varten. Sen jéalkeen hybridisoitu koetin voidaan visualisoida
fluoresenssimikroskopian avulla kohdemateriaalissa.

Koettimen tiedot
Uudelleenjarjestymat, jotka johtavat kromosomin 13 pitké&n haaran puuttumiseen
osittain tai kokonaan, ovat yleisid monissa hematologisissa héiridiss&

Kromosomin 13q poikkeamia ilmenee 16—40 prosentissa multippelin myelooman
(MM) tapauksista. Useimmitenkyseesséon taysi monosomia 13 (85 %), kun taas
lopuissa 15 prosentissa esiintyy 13q:n deleetio™*®. Multippelia myeloomaa
sairastavilla potilailla tehty tapaustutkimus rajasi kriittisen deleetioalueen
13q14:ksi®. Historiallisesti 13q:n deleetiot on liitetty huonoon MM-ennusteeseen,
mutta nykyisin uskotaan, etté sen prognostinen merkitys voi olla yhteydessa sen
esiintymiseen samanaikaisesti muiden geneettisten leesioiden kanssa®®.

Deleetiot, jotka vaikuttavat alueeseen 13q14, ovat myos yleisin rakenteelinen
geneettinen poikkeamakroonisessa lymfaattisessa leukemiassa (CLL)%"®. Alueen
todetaan olevan heterotsygoottisesti deletoitunut 30-60 prosentilla ja
homotsygoottisesti deletoitunut 10-20 prosentilla CLL-potilaista’®
Eloonjaamisprosentin  on  todettu olevan samanlainen kummallakin
potilasryhmalia®. Potilaat, joilla on 13q14-deleetioita, on luokiteltu hyvin pienen
riskin potilaiksi, ellei heilla ole muita geneettisiavaurioita™.

Kaksi ei-koodittavaa RNA-geenid, DLEU1 (deletoitunut lymfaattisessa
leukemiassa 1) ja DLEU2 (deletoitunut lymfaattisessa leukemiassa 2), seka
geneettinen markkeri D13S319, kattavat 13q14:n patogeenisen kriittisen alueen®
DLEU1-geenia pidetdédn todennakdisempand CLL-leukemiaan liittyvana
ehdokastuumoarisuppressorigeenina 13q14-alueella®®. Vastaavasti D13S319, joka
paikantuu RB1-geenin ja D13S25:n vdlille ja DLEUL:n lokukseen, oli deletoitunut
44 prosentissa CLL-tapauksista'®. On myds esitetty, etta telomeerisesti D13S319-
alueelle, johon D13S25 siséltyy, paikantuva geeni voi olla merkittévéa tapauksissa,
joissa esiintyy hemitsygoottisia deleetioita, ja etta tamé& geeni on putatiivinen
tuumorisuppressorigeeni®.

Koettimen tekniset tiedot
D13S319, 13g14.2-14.3, punainen
13qter, 13934, vihrea
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Punaisella leimattu D13S319-koetin kattaa 156 kb:n alueen, johon siséltyy koko
DLEU1, suurin osa DLEU2-geeneistd sek& D13S319-, D13S272- ja RH47934-
markkerit. Vihrealla leimattu 13qgter-subtelomeerikohtainen koetin mahdolistaa
kromosomin 13 tunnistamisen ja toimii kontrollikoettimena.

Toimitettavat materiaalit

Koetin: 50 pl pulloa kohti (5 testid) tai 100 pl pulloa kohti (10 testia)

Koettimet toimitetaan ennalta sekoitettuna hybridisaatioliuokseen (formamidi,
dekstraanisulfaatti, suolaliuos-natriumsitraatti (SSC)), ja ne ovat valmita
kéaytettavaksi.

Vastavari: 150 pl pulloa kohti (15 testia)
Vastavaéri on DAPI hdipymisté ehkaiseva (ES: 0,125 pg/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
fenyyli-indoli)).

Varoitukset javarotoimet

1. Tarkoitettu in vitro -diagnostiikkakayttoon. Vain ammattk ayttoon.

2. Kayta kéasineita kasitellessési DNA-koettimia ja DAPI-vastavaria.

3. Anturiseokset sisatavat formamidig, joka on teratogeeni: &la hengita hoyryja
sisaan tai paasta ainettakosketuksiin ihon kanssa. Kasiteltava varoen: kéyta
késineité ja laboratoriotakkia.

4. DAPI on potentiaalinen karsinogeeni. Késiteltéava varoen: kayta kasineté ja
laboratoriotakkia.

5. Havité kaikkivaaralliset materiaalit laitoks esi vaaraliisten jatteiden havittamista
koskevien ohjeidenmukaan.

6. Kayttajien on pystyttiva erottamaan toisistaan punainen, sininenja vihrea var.

DS219/CE-fiv007.00/2020-12-01 (HO79 v4)
Sivul/4



7. Mikéli hahmoteltua protokadlaa ei noudateta ja sen mukaisia reagensseja el
kaytetd, se saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa virheellisin
positiivisiin/negatiivisiin tuloksiin.

8. Koetinta ei saa laimentaa tai sekoittaamuiden anturien kanssa.

9. Mikali 10 pl:n koetinta ei kayteté protokadlan esidenaturaatiovaiheessa, se
saattaa vaikuttaa suorituskykyyn ja johtaa virheellisiin positiivisiin/negatiivisin
tuloksiin.

Sailytys jakasittely
J/fﬁ“c Sarjaa on sailytettava pakastimessa —25 °C ... =15 °C:n
lampétilassa sarjan etiketissa ilmoitettuun erapaivaan saakka
-25°C Koetinta ja vastavéripuloja on sailytettava pime&ssa.

Koetin pysyy vakaana normaalissa kayttssa ilmenevien
\\ |// pakastus- ja sulatusjaksgjen ajan (jolloin yhden jakson aikana
...._____ koetin poistetaan pakastimesta ja laitetaan takaisin

"7. I pakastimeen), ja se on fotostabiil jopa 48 tuntia altistuttuaan
A jatkuville valaistusolosuhteille. On ryhdyttava kaikkin
[ ] mabhdollisiin toimenpiteisiin valolle ja lampétilan muutoksile

altistumisen rajoittamiseksi.

Laitteisto ja materiaalit Tarvittavat mutta pakkaukseen sisaltyméttd mat
Kalibroitua laitteistoa on kaytettava:

1. Lampolevy (kiintealla levylla ja tarkalla lampétilan hallinnalla 80 °C:n
lampétilaan saakka)

Kalibroidut tilavuudeltaan vaihtelevat mikropipetitja kérjet, 1-200 pl
Vesikylpy tarkalla [ampdtilan hallinnalla 37 °C:n ja 72 °C:n lampétilassa
Mikrosentrifugiletkut (0,5 ml)

Fluoresenssimikroskooppi (katso Fluoresenssimikrosk ooppisuositus-0sio)
Vaihekontrastimikrosk ooppi

Coplin-purkit puhdasta muovia, keramiikkaa tai lammdnkestavaa lasia
Pihdit

Kalibroitu pH-mittari (tai pH-indikaattoriliuskat, joilla voidaan mitata 6,5-8,0:n
pH-arvo)

10. Kostutettusailio

11. Fluoresenssiluokanmikroskooppilinssin immersiodljy

12. Tyodpoytasentifugi

13. Mikroskooppiabjektilasi

14. 24 x24 mm:n peitelasit

15. Ajastin

16. 37°C:ninkubaattori

17. Kumiliuosliima

18. Pydrresekoitin

19. Mittasylinterit

20. Magneettinen sekoitin

21. Kalibroitu lampomittari

CoNOl®WN

Valinnainen laitteisto, ei sisélly pakkaukseen
1. Sytogeneettinen kuivauskammio

Tarvittavat reagenssit, jotka eivat sisally pakkaukseen
20x suolaliuos-natriumsitraattiliuos (SSC)

100 % etanolia

Tween-20

1M natriumhydroksidi (NaOH)

1M suolahappo (HCI)

Akkuvesi

ouprwN R

Fluoresenssimikroskooppisuositus

Kéayta 100 watin elohopealamppua tai vastaavaa ja 6ljyimmersiosuunniteiman
60/63x- tai 100x-apokromaattiobjektiiveja parhaaseen mahdolliseen visualisointin.
Tassa koetinsarjassa kaytettavét loisteaineet virittyvat ja séteilevat seuraavila
aaltopituuksilla:

Vihrea 495 521
[ Punainen [ 596 | 615 |

Varmista, ettd mikroskooppiin on sovitettu asianmukaiset viritys- ja
emissiosuodattimet, jotka kattavat yllaluetellut aallonpituudet. Kéyta DAPI-/vihrean
spektrin/punaisen  spektrin  kolmoiskaistanpdastosuodatinta tai  vihrean
spektrin/punaisen spektrin kaksoiskaistanpaéstdsuodatinta vihrean ja punaisen
loisteaineen optimaaliseen samanaikaiseen visualisointiin.

Tarkista fluoresenssimikroskooppi ennen kayttda varmistaaksesi, etta se toimi
asianmukaisesti. Kéyta immersiodljya, joka soveltuu fluoresenssimikroskoopile ja
jonka koostumus on tarkoitettu alhaiselle automaattiselle fluoresenssille. Vata
haipymisté ehkaisevan DAPIn sekoittamista mikroskoopin immersiodljyn kanssa,

suodatinten ian suhteen.

Néaytteen valmistelu

Sarja on suunniteltu kaytettavaksi hematologisesti johdettuihin solususpensioihin,
jotka on fiksatoitu Carnoyn liuosfiksativiin (3:1 metandli/etikkahappo), jotka on
valmisteltu laboratorion tai laitoksen suuntaviivojen mukaisesti. Valmistele
ilmakuivatut ndytteet mikroskoopin  objektiivilaseille  sytogeneettisten
vakiotoimenpiteiden mukaisesti. AGT-sytogenetiikkalaboratorion opaskirja sisaltééa
suosituksia naytteen kerddmisesta, viljelystd, poiminnasta ja objektiivilasien
valmistelusta’®.

Liuoksen valmistus

Etanoliliuokset

Laimenna 100 % etanoli akkuvedella seuraavissa suhteissa ja sekoita huolellisesti:
e 70 % etanolia— 7 osaa 100 % etanolia ja 3 osaa akkuvetta

e 85% etanolia—8,5 osaa 100 % etanolia ja 1,5 osaaakkuvetta

Sailyta liuosta enintdén 6 kuukautta huoneenlampétilassa ilmatiiviissa sailidssa

2x SSC-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 9 osaan akkuvettd ja sekoita huolellisesti.
Tarkista pH ja sdéda pH-arvoon 7,0 kayttden natriumhydroksidia tai vetykloridia
tarpeen mukaan. Sailyta liuosta enintdén 4 viikkoa huoneenlampétilassa
iimatiiviissa sailiossa.

0,4 x SSC-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 49 osaan akkuvetté ja sekoita huolellisesti.
Tarkista pH ja sdada pH-arvoon 7,0 kéyttéden natriumhydroksidia tai vetykloridia
tarpeen mukaan. Sailytd liuosta enintdan 4 viikkoa huoneenlampétilassa
iimatiiviissa sailiossa.

2x SSC, 0,05 % Tween-20-liuos

Laimenna 1 osa 20 x SSC-liuosta 9 osaan akkuvetta. Lisaa5s pl Tween-20-liuosta
10 ml kohti ja sekoita huolellisesti. Tarkista pH ja séada pH-arvoon 7,0 kéyttden
natriumhydroksidia tai vetykloridia tarpeen mukaan. Sailyta liuosta enintaan 4
viikkoa huoneenlampétiassa ilmatiiviissa sailiéssa.

FISH-protokolla
(Huomautus: Varmista, etté koettimenja vastavarin altistuminen laboratoriovaloile
on aina rajallista).

Objektiivilasin valmistelu

1. Laita pisara solundytettd mikroskooppiobjektilasille. Anna  kuivua
(Vaihtoehtoisesti, jos kaytetddn sytogeneettistda kuivauskammiota:
mikroskooppiobjektilaseille on asetettava pisara naytettd sytogeneettisen
kuivauskammion avulla. Kammiota on kéytettava noin 25 °C:n lampditilassa ja
50 %:n kosteudessa, jotta solundytepisara voidaan asettaa optimaalisesti
lasille. Mikali sytogeneettistd kuivauskammiota ei ole saatavilla, kéyta
vaihtoehtoisesti vetokaappia).

2. Upota objektiivilasi 2 x SSC-liuokseen 2 minuutiksi huoneenlampdtilassa
ravistamatta.

3. Kuivaa kutakin etanolisarjassa (70 %, 85 % ja 100 %) 2 minuutta
huoneenlampétilassa.

4.  Annakuivua.

Esidenaturaatio

5. Poista koetin pakastimesta ja anna sen lammeta huoneenlampétilaan.
Sentrifugoi putkia lyhyen aikaa ennenkayttoa.

6. Varmista, etté koetinliuos on sekoitettu yhtenéisesti pipetilla.

7. Poista 10 pl koetinta testia kohti ja sirra se mikrosentrifugiputkeen. Palauta
jaljelle jaanyt koetin nopeasti pakastimeen.

8. Aseta koetin ja nayteobjektiivilasi esilampidmaan 37 °C:n (+/- 1 °C)
lampélevylle 5 minuutiksi.

9. Laita 10 pl koetinseosta sounaytteelle ja aseta peitelasi varoen paikaleen.
Sulje kumiliuosliimalla ja anna liiman kuivua taysin.

Denaturaatio
10. Denaturoi ndyte ja koetin samanaikaisesti kuumentamalla objektiivilasia
lampolevylla 2 minuutin ajan 75 °C:n (+/- 1 °C) lampétilaan.

Hybridisaatio
11. Laita objektiivilasi yoksi kosteaan valonkestavaén séilioon 37 °C:n (#- 1 «C)
lampétilaan.

Hybridisaation jélkeiset pesut

12. Poista DAPI pakastimesta ja anna sen lammeta huoneenlampétilaan.

13. Poista peitelasi ja kaikki limajéljet huolellisesti.

14. Upota objektiivilasi 0,4 x SSC-liuokseen (pH 7,0) 2 minuutiksi 72 °C:n (-1
°C) lampétilassaravistamatta.

15. Tyhjenna objektiivilasi ja upota se 30 sekunniksi 2 x SSCHiuokseenja 0,05 %
Tween-20-liuokseen huoneenlampétiassa (pH 7,0) ravistamatta.

16. Tyhjenna objektiivilasi ja laita kuhunkin nadytteeseen 10 pl haipymista
ehkéisevaéd DAPIa.

17. Peité peitelasilla, poista mahdolliset kuplatja anna varn kehittya pimeéssa 10
minuuttia.

18. Tarkastele fluoresenssimikroskoopilla (Katso
Fluoresenssimikroskooppisuositus).

Valmiiden objektiivilasien vakaus
Valmiita objektiivilaseja voidaan analysoida enintddn 1 kuukausi, mikali niita
sailytetdan pimeéssa huoneenlampétilassa tai sitd matalammassa lampétilassa

Toimenpidesuositukset

1. Objektiivilasien sintraaminentai ikdannyttaminen saattaa heikentaa signaalien
fluoresenssia

2. Muiden kuin Cytocell Ltd -yhtién toimittamien tai suosittelemien reagenssien
kéaytto saattaavaikuttaa haitallisesti hybridisaatio-dosuhteisiin.

3. Kayta liuosten, vesikylpyjen ja inkubaattorien lampétilojen mittaukseen
kalibroitua lampomittaria, silla ndma lampétilat ovat ratkaisevan tarkeité
tuotteen optimaalisen suorituskyvyn kannalta.

4. Pesupitoisuudet, pH-arvo ja lampdtilat ovat tarkeitd, silla liiallinen 16yhyys
saattaa johtaa koettimen epéaspesifiseen sitoutumiseen ja liiallinen ankaruus
signaalin puuttumiseen.
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5. Epataydellinen denaturaatio saattaa johtaasignaalin puuttumiseen ja liiallinen
denaturaatio saattaa myos johtaaepaspesifiseen sitoutumiseen.

6. Liiallinen hybridisaatio saattaa johtaa ylimaéaréisiin tai odottamattomin

signaaleihin.

Kéayttajien on optimoitava omien néytteidensa protokolla ennen testin kéayttéa.

Suboptimaaliset olosuhteet saattavat johtaa epaspesifiseen sitoutumiseen,

jotka saatetaan tulkita koetinsignaaliksi.

© N

Tulosten tulkitseminen

Objektiivilasin laadun arviointi

Objektiivilasiaei tarvitse analysoida, jos:

e Yksittaisten signaalien signaalit ovat liian heikkoja analysoitavaksi — jotta
analyysia voidaan jatkaa, signaalienon nayttava kirkkaina, sekeinéja helposti
arvioitavina
Analyysia vaikeuttaa suuri maarayhteen kasautuneita / paallekkaisia soluja
>50 % soluista ei ole hybridisoituneita
Solujen valisséa on liikaa fluoresoivia hiukkasia ja/tai fluoresoivaa utua, joka
héiritsee signaaleita — optimaalisissa objektiivilaseissa taustan pitaisi nékya
tummana tai mustana ja puhtaana

e Solun tuman rajoja ei voida erottaa, eivatka ne ole eheita

Analysointiohjeet

e Kahden analyytikon pitaisi analysoida ja tulkita jokainen nayte. Kaikki
eriavyydet on annettava kolmannen analyytikon arvioitavaksi

Jokaisella analyytikolla on oltava sopiva patevyys tunnustettujen kansallisten
standardien mukaan.

Jokaisen analyytikon pitéisi saada riippumattomasti 100 tumaa kustakin
naytteesta Ensimmaéisenanalyytikon pitaisi kdynnistda analyysi objektiivilasin
vasemmalta puolelta ja toisen analyytikon oikealta puolelta

Kunkin analyytikon on dokumentoitava tuloksiaan erillisila arkeilla

Analysoi vain eheitd tumia, ei paallekkaisia tai yhteen kasautuneita tumia tai
sellaisia tumia, jotka ovat sytoplasmajatteen peitossa tai joissa on runsaasti
autofluoresenssia.

Valta alueita, joilla on liiallista sytoplasmajatettd tai epaspesifista
hybridisaatiota

Signaalin intensiteetti saattaa vaihdella yksittaisenkin tuman kohdalla. Kayta
tallaisissa tapauksissa yksittaisia suodattimia ja/tai sdada fokustasoa.
Suboptimaalisissa olosuhteissa signaalit saattavat nayttaa hajanaisilta. Jos
kaksi samanvarista signaalia koskettaatoisiaan, jos niiden vélinen etaisyys on
enintddn yhtd suuri kuin kahden signaalin leveys tai jos kahta signaaia
yhdistééa heikko séie, katso ne yhdeksi signaaliksi.

Mikali on epailystésiitd, voidaanko solu analysoida, la analysoi sita.

Al laske — tumat ovat lian
lahekkain, jotta rajoja voisi
maarittaa

Ala laske paallekkaisia tumia
— kummankin tuman kaikki
alueet eivat ole nakyvissa

Laske kahdeksi punaiseksi
signaaliksi ja kahdeksi
vihreé&ksi signaaliksi — toinen
kahdesta punaisesta
signaalista on hajanainen

Laske kahdeksi punaiseksi
signaaliksi ja kahdeksi
vihreé&ksi signaaliksi — toisen
punaisen signaalin rako on
pienempi kuin kaksi
signaalileveytta

38
o0
0
0

Odotettavissa olevat tulokset
Odotettavissaoleva normaali signaalikuvio

Tavallisessa solussa on odotettavissa kaksi punaista ja kaksi vihreaa signaalia (2P,
2V).

Odotettavissaolevat epdnormaalit signaalikuviot

Jos solussa on D13S319-lokuksen hemitsygoottinen deleetio, odotettavissa deva
signaalikuvio on yksi punainen ja kaksi vihreaa signaalia (1P, 2V).

Solussa, jossa on homotsygoottinen deleetio, odotettavissa oleva signaalikuvio on
nolla punaista ja kaksi vihreda signaalia (OP, 2V).

Muut signaalikuviot ovat mahdoliisia aneuploidisissa / epatasapainoisissa
naytteissa

Tunnettu ristireaktiivisuus
Ei tunnettua ristireaktiivisuutta.

Haittatapahtumistaraportoiminen

Jos uskot, ettéd téssa laitteessa on ilmennyt toimintahairid tai ettd sen
suorituskykyominaisuuksissa on tapahtunut huononemista, joka on saattanut
myotévaikuttaa haittatapahtumaan (esim. viivastynyt tai virheellinen diagnoasi,
viivastynyt tai epaasianmukainen hoito), tésta on ilmoitettava valittomasti

valmistajalle (séhkoposti: vigilance@ogt.com).

Soveltuvin osin tapahtumasta on ilmoitettava myds kansallisile toimivaltaisile
viranomaisille. Luettelo vaaratilanteiden yhteystiedoista on seuraavassa
osoitteessa: http://ec.europa.eu/growth/sectors/medical-devices/contacts/.

Erityiset suorituskykyominaisuudet

Analyyttinen spesifisyys

Analyyttinen spesifisyys on prosenttiosuus signaaleista, jotka hybridisoidaan
oikeaan lokukseen eiké muihin sijainteihin. Analyyttinen spesifisyys maaritettin
analysoimalla yhteens& 200 kohdelokusta. Analyyttinen spesifisyys laskettin
sellaisten FISH-signaalien maaraksi, jotka hybridisoituivat oikeaan lokukseen
jaettuna hybridisoituneiden FISH-signaalien kokonaismaarala.

Taulukko 1. D13S319 Plus Deletion Probe -koettimen analyyttinen spesifisyys

D135319 13q14.2 200 200 100
punainen

13qter 13qter,

vihrea 13934 200 200 100

Analyyttinen herkkyys

Analyyttinen herkkyys on prosenttiosuus tulosten laskennassa kaytettévista
interfaasisoluista, joiden odotettavissa oleva signaalikuvio on normaali.
Analyyttinen herkkyys madaritettin analysoimalla interfaasisoluja erilaisten
normaalien naytteiden halki. Herkkyys laskettiin prosenttiosuudeksi tulosten
laskennassa kaytettavista interfaasisoluista, joilla on odotettavissa oleva
signaalikuvio (95 %:n luottamusvali).

Taulukko 2. D13S319 Plus Deletion Probe -koettimen analyyttinen herkkyys

463 500 92,6 0,7
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Normaalien raja-arvojen luokittelu

Normaali raja-arvo on yhdessa FISH-koetinten kanssa maksimiprosenttiosuus
tulosten laskennassa kéaytettavistda interfaasisoluista, joilla on spesifinen
epanormaali signaalikuvio, jonka kohdalla néayte katsotaan normaaliksi kyseisen
signaalikuvion osalta.

Normaali raja-arvo maaritettiin kayttamalla normaaleilta ja positiivisilta potilaita
saatuja naytteitd. Kunkin naytteen kohdalla tallennettiin 100 solun signaalikuviot.
Youden-indeksi laskettiin sellaisen kynnysarvon I6ytamiseksi, jonka herkkyys +
spesifisyys-1 on maksimoitu.

Taulukko 3. D13S319 Plus Deletion Probe -koettimen normaalien raja-arvojen
luokittelu

1P, 2V tai OP, 2V 0,99 7

Laboratorioiden on tarkistettava raja-arvot kayttaen omia tietojaan'” 8.

Tarkkuus ja uusittavuus

Tarkkuus on testin luonnollisen vaihtelun mitta, kun testi toistetaan useita kertoa
samoissa olosuhteissa. Tama arvioitiin analysoimalla saman erdanumeron koetinta,
jota testattiin samalla naytteella samoissa olosuhteissa ja samana paivana.

Uusittavuus on testin vaihtelevuuden mitta, ja se on maaritetty vaihtelevuutena
naytteesta toiseen, paivasta toiseen ja erasta toiseen. Uusittavuutta paivasta
toiseen arvioitiin analysoimalla samat naytteet kolmena eri paivana. Uusittavuutta
erasté toiseen arvioitiin analysoimalla samat néytteet kdyttamalla kolmen en
eranumeron koettimia samana paivana. Uusittavuutta naytteestatoiseen arvioitin
analysoimalla naytteen kolmea replikaatiota samana péaivana. Kunkin naytteen
kohdalla tallennettiin 100 interfaasisolua ja laskettiin sellaisten solujen
prosenttiosuus, joilla oli odotettavissaoleva signaalikuvio.

Uusittavwus ja tarkkuus laskettiin  kunkin muuttujan replikaatioiden
kokonaisvaltaisen keskimééraisen STDEV-arvon vélisenad vakiopoikkeamana
(STDEV).

Taulukko 4. D13S319 Plus Deletion Probe -koettimen uusittavuus ja tarkkuus

Tarkkuus 0,77
Néytteesté toiseen 0,89
Péivésta toiseen 2,27
Eréasta toiseen 2,07
Kokonaispoikkeama 2,01

Kliininen suorituskyky

Kliininen suorituskyky maéaritettiin néytteesta, joka edustaa tuotteen aiottua
kohdevaestdd. Kunkin naytteen kohdalla tallennettiin 2100 interfaasisoun
signaalikuviot. Normaali / epanormaali maaritys tehtiin vertaamala sellaisen
solujen prosenttiosuus, jolla oli spesifinen epanormaali signaalikuvio normaalin
raja-arvoon verrattuna. Tuloksia verrattiin sen jalkeen naytteen tunnettuun tilaan.

Kliinisten tietojen tulokset analysaitiin herkkyyden, spesifisyyden ja raja-arvaen
aikaansaamiseksi yksiulotteista l&hestymistapaa kayttamalla.

Taulukko 5. D13S319 Plus Deletion Probe -koettimen kliininen suorituskyky

Kliininen herkkyys (oikea positiivinen aste, TPR) 99,7%
Kliininen spesifisyys (oikea negatiivinen aste, TNR) 100%
Véaéra positiivinen aste (FPR) = 1 —spesifisyys 0%
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tuen osastoon.

Puh.: +44 (0)1223 294048

Sahkdposti: techsupport@cytocell.com

Verkkosivut: www.ogt.com

Viitteet

Bullrich F et al., Cancer Res 2001;61:6640-8

Zojer et al., Blood 2000;95(6):1925-1930

Sawyer, Cancer Genetics 2011;204:3-12

Shaughnessy J et al., Blood 2000;96:1505-11

Fonseca et al., Leukemia 2009;23:2210-2221

Juliusson G et al., NEng J Med 1990,323:7204

Puiggros et al., BiomedRes Int 2014;1-13

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

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

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

11. Rossietal., Blood 2013;121(8):1403-1412

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

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

14. LiuY etal., Blood 1995;86:1911-5

15. Bullrich F et al., Blood 1996;88(8):3109-15

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

O NN R

17. 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.

18. 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.

Symboliopas

REF fi: Kuvastonumero

fi: Ladkinnallinen laite in vitro -
diagnostiikkaan

VD

LoT fi: Erédkoodi
D}] fi: Tutustu kayttdohjeisiin
“ fi: Valmistaja

fi:

Kaytén erapaiva

-15°C
/ﬂ/ fi: Lampotilaraja

-25°C
"'-.\:”
7 \“ fi: Pidettavéa poissa auringonvalosta
.
W fi: Riittava sisalté <n> testiin
CONT fi: Sisaltd
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