CEP 8 SpectrumOrange-
DNA Probe Kit

UWAGA: Zmiany wyrézniono kolorem szarym.

Objasnienia uzytych symboli
Wytwdrca

Numer katalogowy

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Zawarto$¢ wystarczajaca do <n> badan

Ograniczenie dopuszczalnej temperatury

Niebezpieczenstwo

Niebezpieczenstwo

Niebezpieczenstwo

Zagrozenia biologiczne
Zajrzyj do instrukcji uzywania.
Uzy¢ do

Autoryzowany przedstawiciel
w krajach Wspolnoty Europejskiej

IVEHe OO e JEiL

8

CEP 8 SPECTRUMORANGE DIRECT LABELED
CHROMOSOME ENUMERATION DNA PROBE KIT FOR
FLOURESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION

(nr produktu: 30-160008, nr kat. 07J20-008;
nr produktu: 32-160008, nr kat. 07J22-008)

NAZWA ZASTRZEZONA

CEP 8 SpectrumOrange Direct Labeled Fluorescent DNA Probe Kit
NAZWA ZWYCZAJOWA LUB POWSZECHNIE
STOSOWANA

Odczynniki do fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH)
PRZEZNACZENIE

Zestaw sond CEP 8 SpectrumOrange DNA Probe Kit przeznaczony
jest do detekciji alfa-satelitarnych sekwencji bogatych w pary AT w
regionie centromerowym chromosomu 8 w potaczeniu z rutynowymi
diagnostycznymi badaniami cytogenetycznymi. Moze on by¢
wykorzystywany jako uzupetnienie klasycznych badan cytogenetycznych
stuzacych do identyfikowania i liczenia kopii chromosomu 8 metoda
fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH) w jadrach interfazowych
oraz ptytkach metafazowych komérek pochodzacych ze szpiku
kostnego pacjentéw chorych na schorzenia mieloidalne [przewlekta
biataczka szpikowa (ang. Chronic Myelogenous Leukemia, CML),
ostra biataczka szpikowa (ang. Acute Myeloid Leukemia, AML), zespot
mieloproliferacyjny (ang. Myeloproliferative Disorder, MPD), zesp6t
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mielodysplastyczny (ang. Myelodysplastic Syndrome, MDS) oraz
choroby uktadu krwiotwérczego niesklasyfikowane gdzie indziej (ang.
Hematological disorders not otherwise specified, HDNOS)]. Zestaw
ten nie jest przeznaczony do uzytku jako samodzielny test stuzacy do
raportowania wynikdw badan. Nie jest on réwniez przeznaczony do
badania materiatu pochodzacego z dtugotrwatych hodowli, takiego jak
amniocyty, fibroblasty czy komérki nowotworowe.

WPROWADZENIE

Aberracje chromosomowe wystepujace w schorzeniach mieloidalnych
zostaty obszernie przebadane. W schorzeniach tych ma miejsce wiele
réznych nieprawidtowo$ci chromosomoéw. W okoto 18% wszystkich
schorzen mieloidalnych obecna jest trisomia chromosomu 8.
Przewlekfa biataczka szpikowa (CML) stanowi okoto 15% przypadkéw
biataczki wykrywanej u oséb dorostych. Mediana wieku w momencie
wystapienia choroby to 67 lat, jednakze z CML mamy do czynienia
we wszystkich grupach wiekowych (analiza populacyjna SEER). W
2012 r. przewidywano rozpoznanie 4870 przypadkéw tej choroby

w USA oraz zgon 440 pacjentéw chorujacych na to schorzenie.1®
CML jest chorobg klonalng szpiku kostnego, charakteryzujaca sie
nowotworowym rozrostem granulocytéw. Przebieg tej choroby dzieli
sie na 2 gtéwne fazy: poczatkowa faze przewlekta i koncowa faze
przetomu blastycznego. Przejéciu z fazy przewlektej do fazy przetomu
blastycznego czesto towarzyszy co najmniej jedna z 3 swoistych

dla tej choroby aberracji chromosomowych: trisomia chromosomu

8, wystepowanie dodatkowego chromosomu Philadelphia lub
izochromosomu 17 (17q). Zaburzenia te czgsto wyprzedzajg pojawienie
sie objawow klinicznych przetomu blastycznego o 2 do 6 miesiecy.
Trisomia chromosomu 8 wystepuje w okoto 20 do 50% przypadkéw
nieprawidtowosci.24

Zespoty mieloproliferacyjne (MPD) to grupa przewlektych nowotworéw
klonalnych, charakteryzujacych sie¢ nadmierna proliferacja jednej

lub kilku mieloidalnych linii komérkowych. Zazwyczaj w mniejszym
stopniu wptywaja one na proces dojrzewania komérek, nie dochodzi
bowiem do zatrzymania tego procesu. Do gtéwnych podtypéw

MPD naleza: czerwienica prawdziwa (ang. polycythemia vera,

PV), idiopatyczna mielofibroza (ang. idiopathic myelofibrosis, IMF),
nadptytkowo$é samoistna (ang. essential thrombocythemia, ET)

oraz przewlekfa biataczka szpikowa (CML), ktéra na ogét uznawana
jest za oddzielng jednostke chorobowg i opisana zostata powyzej.
Wymienione podtypy MPD réznia sie pod wzgledem rodzaju komdrek
hematopoetycznych (krwiotwdrczych), ktére w najwiekszym stopniu
ulegaja namnozeniu. We wszystkich przypadkach choréb nalezacych
do zespotéw mieloproliferacyjnych obserwuje sie tendencje progresiji
do ostrej biataczki nielimfoblastycznej (ang. acute nonlymphocytic
leukemia, ANLL). Mimo iz w przypadku MPD nie wystepuja swoiste
nieprawidtowos$ci kariotypowe, w niektérych chromosomach
preferencyjnie dochodzi do nieprawidtowosci liczbowych i strukturalnych.
Najczesciej wystepujacymi zmianami sa rearanzacje dtugiego ramienia
chromosomu 1, monosomia 7, trisomia 8, trisomia 9, delecja na
ramieniu 13q oraz delecja na ramieniu 20q. Trisomia 8 stanowi okoto
20% wszystkich nieprawidtowos$ci chromosoméw wystepujacych w
przypadkach czerwienicy prawdziwej (PV) i zwykle wspétwystepuje z
trisomig 9.56 Sposréd wszystkich przypadkéw IMF, w ktérych dochodzi
do nieprawidtowo$ci chromosomoéw, trisomia 8 stanowi 10%.4 Zespoty
mielodysplastyczne (MDS) to grupa stabo zdefiniowanych schorzen,
wystepujacych gtéwnie wsrdd osob starszych, gdzie dochodzi do
zaburzen w szpiku kostnym na skutek jakosciowego i iloSciowego
uposledzenia komérek hematopoetycznych. MDS to szpikowe
hemocytopatie klonalne o stosunkowo heterogennym spektrum obrazu
klinicznego.

Gtéwnymi problemami klinicznymi w tych zaburzeniach sa
wspoétwystepujace zespoty chorobowe spowodowane cytopeniami we



krwi obwodowej oraz ryzyko transformacji MDS w ostrg biataczke
szpikowa (AML). W populacji ogdélnej MDS wystepuja z czestoscia

5 na 100000 oséb. Jednak wsrod oséb w wieku 70 lat lub wiecej
czesto$¢ wystepowania zwigksza sie i wynosi 22-45 na 100000 i

dalej wzrasta z wiekiem.” Najwazniejsza morfologiczng cecha szpiku
kostnego w zespole MDS jest zaburzenie zakidcajace réznicowanie i
proliferacje wszystkich linii komdrkowych. Pacjenci ze szpikiem normo-
lub bogatokomérkowym wykazuja jednoczesénie cytopenie w krwi
obwodowej. Swoiste aberracje chromosomowe zaobserwowano u prawie
79% pacjentéw z uprzednio stwierdzonym kariotypem zwigzanym z MDS.
Do najczes$ciej wystepujacych aberracji nalezy delecja na ramieniu 5q,
monosomia 7 oraz trisomia 8. Trisomia 8 wystepuje w okoto 10 do 20%
przypadkéw nieprawidtowosci chromosomowych.47:8

Ostra biataczka nielimfoblastyczna (ANLL) jest najczestsza forma
biataczki, wystepujaca wsrod oséb dorostych, na ktdrg rocznie zapada
okoto 2,5 osoby na 100 000. Istotng cechg patologiczng ANLL jest
nadmierne gromadzenie si¢ niedojrzatych komorek prekursorowych
szpiku z linii nielimfocytarnej w samym szpiku, w krwi obwodowej

oraz czasem w innych tkankach. Przypuszczalnie czynnik blokujacy
dojrzewanie komorek prekursorowych uniemozliwia dalsze przejscie
komdrek mieloidalnych przez jeden lub kilka z 4 gtéwnych szlakéw
réznicowania. Biataczce ANLL towarzyszy ponad 25 nieprawidtowosci
cytogenetycznych, a u 80% pacjentéw z ANLL stwierdzono co najmniej
jedna z nich. Sugeruje to, iz choroba ta wywotana jest nieograniczong
ekspansja pojedynczego klonu pochodzacego z jednej komorki, ktéra
ulegta rearanzacji genetycznej. Trisomia 8 jest zdecydowanie najczesciej
wystepujaca aberracja liczbowa w ANLL, stanowiac jedyna zmiang w 7%
wszystkich przypadkéw nieprawidtowo$ci chromosomowych oraz 15%
przypadkéw nieprawidtowosci ogétem.2:4:2

ZASADA METODY

Hybrydyzacja fluorescencyjna in situ jest technika umozliwiajaca
wizualizacje swoistych sekwencji kwaséw nukleinowych na preparacie
komorkowym. Doktadniej rzecz ujmujgc, badanie DNA metodg FISH
polega na precyzyjnym przytaczeniu (ang. annealing) jednoniciowej,
znakowanej fluorescencyjnie sondy DNA do komplementarnych
sekwencji docelowych. Efekt hybrydyzacji sondy do fragmentu
komorkowego DNA moze by¢ obserwowany dzieki mikroskopii
fluorescencyjne;j.

Tkanka sktadajaca sie z jader interfazowych lub ptytek metafazowych
jest nanoszona na szkietka zgodnie ze standardowymi procedurami
postepowania w badaniach cytogenetycznych. Uzyskane w ten sposéb
DNA ulega denaturacji do formy jednoniciowej, co w konsekwencji
pozwala mu na hybrydyzacje z sonda DNA CEP 8. Po hybrydyzaciji
nadmiar niezwigzanej sondy jest usuwany w serii ptukan, a chromosomy
i jadra sg barwione przy uzyciu barwnika kontrastowego DAPI (4,6
diamidyno-2-fenyloindol), specyficznego barwnika wiazacego sig z
DNA, fluoryzujacego na niebiesko. Efekt hybrydyzacji sondy DNA CEP
8 jest widoczny w mikroskopie fluorescencyjnym wyposazonym w
odpowiednie filtry wzbudzajace i emisyjne, umozliwiajace wizualizacje
zaréwno intensywnego pomaranczowego sygnatu fluorescencyjnego
skupionego w centromerze chromosomu 8, jak i wybarwionego na
niebiesko chromosomu i jader. Liczenie kopii chromosomu 8 odbywa
sie w badaniu mikroskopowym jader interfazowych i/lub ptytek
metafazowych. Wybarwione fluorescencyjnie centromery chromosomu
8 sa dobrze widoczne na tle niebieskiej fluorescencji barwnika DAPI
barwiacego jadrowe DNA. W poréwnaniu z klasycznymi metodami
cytogenetycznymi, procedura CEP pozwala na uzyskanie wyzszego
odsetka jader mozliwych do zinterpretowania w kazdym preparacie

i umozliwia wzrokowe liczenie kopii chromosomu 8 w obrebie jader.
Wyniki badan podawane sg jako odsetek jader, dla ktdrych uzyskano 0,
1, 2, 3, 4 oraz >4 sygnaly fluorescencyjne. Kazdy sygnat fluorescencyjny
odpowiada centromerowi chromosomu 8. Jadro, dla ktérego uzyskano 2
sygnaty fluorescencyjne, nazywane jest jadrem ,dwusygnatowym”. Jadro,
dla ktérego uzyskano 3 sygnaty fluorescencyjne, nazywane jest jadrem
#tréjsygnatowym”.

8p11.1-q11.1 CEP 8
alpha satellite
SpectrumOrange

Sonda DNA CEP 8 jest bezpos$rednio wyznakowana na pomarafnczowo
(SpectrumOrange) fluorescencyjna sonda DNA swoistg dla alfa-
satelitarnych sekwencji DNA bogatych w pary AT w regionie
centromerowym chromosomu 8 (8p11.1-q11.1). Test przeznaczony
jest do wykrywania i liczenia kopii chromosomu 8 zaréwno w jadrach
interfazowych, jak i ptytkach metafazowych metoda FISH.

ODCZYNNIKI | APARATY

Materiaty dostarczone

Zestaw ten zawiera 4 odczynniki wystarczajace do wykonania okoto
20 oznaczen. Jedno oznaczenie definiuje sie jako pojedynczy obszar
docelowy o wymiarach 22 mm x 22 mm.

Tabela 1. CEP 8 SpectrumOrange DNA Probe Kit
(nr produktu: 30-160008, nr kat. 07J20-008)

Nr Zawar- Przecho-

Sktadnik Sktad produktu tos¢ wywanie
Sonda DNA 5 ng/pL sondy 30-170008 220 uL/ -20°C
CEP 8: DNA wyznakowanej fiolke bez
plazmid E. coli pomaranczowym dostepu
fluoroforem Swiatta
(sonda (SpectrumOrange),
poddana zawierajacej
wstepnej sekwencje alfa-
denaturacji) satelitarne, wstgpnie
wymieszanej z buforem
hybrydyzacyjnym
(siarczan dekstranu,
formamid SSC)
Barwnik 125 ng/mL DAPI 30-804841 300 uL/ -20°C
kontrastowy (4,6-diamidyno- fiolke bez
DAPI II 2-fenyloindol) w dostepu
dichlorowodorku Swiatta
fenylenodiaminy,
glicerolu i buforze
NP-40 detergent niejonowy  30-804818 1mL/ -25do
fiolke 30°C
20X SSC chlorek sodowy i 30-805850 66 g/ —20do

cytrynian sodowy pojemnik  25°C

Tabela 2. CEP 8 SpectrumOrange DNA Probe Kit with
ProbeChek Control Slides
(nr produktu: 32-160008, nr kat. 07J22-008)

Oprocz sktadnikéw podanych w Tabeli 1. zestaw zawiera szkietka
ProbeChek.

Nr Zawar- Przecho-
Sktadnik Skiad produktu  to$¢  wywanie
Szkietka Utrwalony materiat 30-805000 5 -20°C
zawierajgce biologiczny szkietek  z desy-
kontrole ujemne pochodzacy z (10 kantem
ProbeChek kultur prawidtowych obsza-
Negative (~0% trisomii 8/12) row
Control Slides ludzkich komérek docelo-
(0% trisomii limfoblastycznych, wych)
8/12) naniesiony na szkietka

mikroskopowe

Szkietka Utrwalony materiat 30-805002 5 -20°C
zawierajace biologiczny szkietek  z desy-
kontrole pochodzacy (10 kantem
dodatnie z mieszanych obsza-
ProbeChek (~10% trisomii réw
Positive 8/12 oraz ~90% docelo-
Control Slides disomii 8/12) kultur wych)

(10% trisomii  ludzkich komdrek

8/12) limfoblastycznych,
naniesiony na szkietka
mikroskopowe




PRZECHOWYWANIE | OBCHODZENIE SIE Z
PRODUKTEM

Zestaw sond CEP 8 DNA Probe Kit nalezy przechowywaé¢ w cato$ci

w temp. —20°C, w ciemnym i suchym miejscu. Szkietka kontrolne
ProbeChek Control Slides przechowywa¢ w temp. —20°C w szczelnie
zamknietym pojemniku z desykantem, chronigcym szkietka przed
wilgocig. Po przygotowaniu roztwordw z soli 20X SSC oraz sktadnikéw
NP-40 nalezy je przechowywaé w temperaturze pokojowej przez
maksymalnie 6 miesigcy. Daty waznosci kazdego sktadnika testu podane
sa na poszczegdinych etykietach.

Materiatly wymagane, lecz niedostarczone

Odczynniki laboratoryjne

UWAGA: Jesli warunki przechowywania nie zostaty okreslone w
instrukcji uzywania lub na etykiecie produktu, odczynniki
przechowywac zgodnie z zaleceniami producenta/dostawcy.

Formamid ultraczysty.

Etanol (100%). Przechowywa¢ w temperaturze pokojowe;.

Stezony (12N) HCI

1N NaOH

Oczyszczona woda (destylowana lub dejonizowana lub Milli-Q).

Przechowywaé w temperaturze pokojowej.

Utrwalacz (metanol:kwas octowy w stosunku 3:1). Do codziennego

przygotowywania.

e Desykant Drierite lub azot (w postaci gazu)

e Klej kauczukowy

Sprzet laboratoryjny

Mikroskop fluorescencyjny wyposazony w zalecane filtry
Mikroskop $wietlny z kontrastem fazowym

Odfttuszczone szkietka mikroskopowe

Plyta grzejna do preparatéw (45 do 50°C)

Szklane szkietka nakrywkowe o wymiarach 22 mm x 22 mm
Pipeta mikrolitrowa (o zakresie od 1 do 10 pL) oraz jatowe koncowki
Polipropylenowe probéwki do mikrowiréwek z polipropylenu (0,5 mL
lub 1,5 mL)

Timer

Mieszadto magnetyczne

Worteks

Mikrowiréwka

Cylinder miarowy

taznie wodne (67+2°C oraz 73+1°C)

Inkubator powietrzny (42°C)

Rysik z diamentowa koncéwka

Komora wilgotno$ciowa

Peseta

Strzykawka jednorazowego uzytku (5 mL)

Kominki do barwienia (naczynka Coplina) (6), sugerowany typ:
Wheaton. Nr 900620; kominek pionowy

Pehametr oraz papier lakmusowy

Skalibrowany termometr

Druciane statywy na probdowki

e Filtr o wielko$ci poréw 0,45 pm

Sprzet mikroskopowy oraz filtry

Mikroskop: Do ogledzin rezultatu hybrydyzacji wymagany jest
mikroskop fluorescencyjny z systemem epiiluminacji. W celu uzyskania
optymalnego przebiegu ogledzin preparatu FISH nalezy sprawdzi¢, czy
mikroskop dziata prawidtowo. Mikroskop przystosowany do ogledzin
rezultatéw typowego barwienia DNA barwnikiem DAPI, jodkiem
propidyny lub kwinakryna moze nie by¢ odpowiedni do pracy z testami
FISH. Zaleca sige rutynowe czyszczenie mikroskopu oraz okresowe
strojenie, zwtaszcza, o ile to konieczne, dostrojenie/centrowanie lampy,
wykonywane przez inzyniera serwisowego producenta.

Zrédto $wiatta wzbudzajacego: Rekomendowane zrédio $wiatta
wzbudzajgcego to 100-watowa lampa rteciowa lub jej odpowiednik

o zblizonym natgzeniu oraz spektrum emitowanego $wiatta. Nalezy
skonsultowa¢ sie z inzynierem serwisowym producenta, czy dany system
iluminaciji fluorescencyjnej jest odpowiedni do ogledzin prébek FISH.
Nalezy zapisa¢ liczbe godzin pracy zaréwki i wymienié¢ ja, zanim uptynie
wyznaczony czas jej zuzycia. O ile to konieczne, nalezy upewni¢ sig,
czy lampa jest wtasciwie wyregulowana.

Obiektywy: Uzywajac mikroskopu wyposazonego w 100-watowg

lampe rteciowa lub jej odpowiednika o zblizonym natezeniu oraz
spektrum emitowanego $wiatta, nalezy stosowaé obiektywy do
fluorescencji z imersja olejowa o aperturze numerycznej = 0,75.
Obiektyw powiekszajacy 40-krotnie z okularem powigkszajacym
10-krotnie jest wtasciwy do skanowania prébek w celu wybrania
obszaréw odpowiednich do zliczania sygnatéw. Satysfakcjonujace

rezultaty zliczania sygnatéw FISH uzyskuje sie przy uzyciu obiektywow
achromatycznych z imersjg olejowa, powiekszajacych 63-lub 100-krotnie.
Olejek imersyjny: Do obiektywéw nalezy uzywaé olejku imersyjnego
przeznaczonego do mikroskopii fluorescencyjnej, charakteryzujagcego sie
niska autofluorescencja.

Filtry: Zestawy filtrow wielopasmowych przeznaczone do mikroskopu
fluorescencyjnego firmy Abbott Molecular zostaty zoptymalizowane do
wykonywania analizy przy uzyciu bezposrednio wyznakowanych sond
CEP. Dla wiekszosci modeli mikroskopéw dostepne sa kompletne,
ztozone i wyregulowane zestawy filtréw firmy Abbott Molecular.
Zalecanym filtrem do zestawu sond CEP 8 SpectrumOrange DNA

Probe Kit jest filtr dwupasmowy DAPI/Orange Filter, ktéry umozliwia
jednoczesne wzbudzenie i emisje fluoroforéw SpectrumOrange oraz
DAPI (niebieski). Aby uzyska¢ wigcej informacji na temat zestawéw
filtrow firmy Abbott Molecular, prosimy o kontakt z przedstawicielem
firmy Abbott Molecular.

Przygotowanie roztworéw roboczych

20X SSC

Aby przygotowac roztwor, nalezy dodac:
66 g 20X SSC

200 mL oczyszczonej wody
250 mL koncowej objetosci

Doktadnie wymiesza¢. Zmierzy¢ pH w temperaturze pokojowej za
pomoca pehametru. W razie potrzeby doprowadzi¢ pH do wartosci
5,3 przy uzyciu stezonego HCI. Doprowadzi¢ do uzyskania koncowej
objetosci 250 mL. Przefiltrowaé przez filtr o wielko$ci poréw wynoszacej
0,45 pm. Przechowywaé w zamknietym pojemniku w temperaturze
pokojowej przez maksymalnie 6 miesiecy.
Roztwér denaturujacy
Aby przygotowa¢ roztwor, nalezy dodac:

49 mL  formamidu

7 mL 20X SSC, pH 5,3

14 mL oczyszczonej wody
70 mL  koncowej objetosci

Dobrze wymieszaé i przela¢ do kominka szklanego (Coplin). Zmierzy¢
pH w temperaturze pokojowej za pomoca pehametru. Sprawdzi¢, czy
pH miesci sie w zakresie 7,0 do 8,0. Przechowywaé w zamknigtym
pojemniku w temp. 2 do 8°C. Roztwér uzywaé nie diuzej niz 1 tydzien.
Przed kazdym uzyciem sprawdzié¢ pH roztworu.

Roztwory ptuczace etanolu

Przygotowa¢ rozcienczenia (v/v) 70%, 85% i 100% etanolu, stosujac
100% etanol i oczyszczong wode. Przechowywaé w temperaturze
pokojowej w szczelnie zamknietych pojemnikach. Roztwory mozna
stosowac nie diuzej niz 1 tydzien, chyba ze doszto do wyparowania lub
rozcienczenia roztworu na skutek nadmiernego uzycia.

Roztwér ptuczacy 0,4X SSC
Aby przygotowac roztwor, nalezy dodac:

950 mL oczyszczonej wody
20 mL 20X SSC, pH 5,3
1000 mL  koncowej objetosci

Doktadnie wymieszaé. Zmierzyé pH w temperaturze pokojowe;j
za pomoca pehametru. W razie potrzeby doprowadzi¢ pH do
wartosci 7,0 do 7,5. Uzupeti¢ woda do uzyskania objetosci 1 litra.
Przefiltrowa¢ przez filtr o wielkosci poréw 0,45 pm. Nieuzywany roztwor
przechowywaé¢ w zamknietym pojemniku w temperaturze pokojowej
przez maksymalnie 6 miesigcy. Roztwdér uzywany w badaniu wymienia¢
po kazdym dniu pracy.
Roztwor ptuczacy 0,1% NP-40 w 2X SSC
Aby przygotowac roztwor, nalezy dodac:

100 mL 20X SSC, pH 5,3

849 mL oczyszczonej wody

1mL NP-40
1000 mL  koncowej objetosci

Doktadnie wymieszaé. Zmierzyé pH w temperaturze pokojowej za
pomoca pehametru. Doprowadzié pH do wartosci 7,0 do 7,5 przy uzyciu
1N NaOH. Uzupetni¢ woda do uzyskania objetosci 1 litra. Przefiltrowaé
przez filtr o wielko$ci poréw 0,45 um. Doda¢ 70 mL roztworu do
kominka (Coplin) i utrzyma¢ temperature pokojowa. Nieuzywany roztwor
przechowywaé w zamknietym pojemniku w temperaturze pokojowej
przez maksymalnie 6 miesiecy. Roztwér uzywany w badaniu wymienia¢
po kazdym dniu pracy.



OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

1. Do diagnostyki in vitro

2. Wszelkie materiaty pochodzenia biologicznego powinny byé
traktowane jako czynniki potencjalnie zakazne. Szkietka kontrolne
zawarte w zestawie zostaty wytworzone z kultur ludzkich komérek
limfoblastycznych utrwalonych w roztworze metanolu:kwasu
octowego (3:1, viv). Jako ze czesto nie jest mozliwe stwierdzenie
zakazno$ci, podczas pracy z wszystkimi prébkami pochodzenia
ludzkiego i szkietkami kontrolnymi nalezy przestrzega¢ uniwersalnych
$rodkdw ostroznosci. Wytyczne dotyczace obchodzenia sie z
prébkami mozna uzyska¢ w Amerykanskim Centrum Zwalczania
i Zapobiegania Choréb (U.S. Centers for Disease Control and
Prevention).!!

3. Uzycie odczynnikéw innych niz dostarczone lub zalecane przez
firme Abbott Molecular moze mie¢ niekorzystny wptyw na warunki
hybrydyzacji.

4. Nieprzestrzeganie wszystkich procedur denaturacji preparatéw i
hybrydyzacji moze skutkowa¢ uzyskaniem nieakceptowalnych lub
btednych wynikéw.

5. Fluorofory szybko ulegaja fotoblaknieciu pod wptywem $wiatta.
Ograniczenie dostepu $wiatta do wszystkich roztworéw
zawierajacych fluorofory zmniejsza te degradacje. Dotyczy to
wszystkich krokéw, w trakcie ktérych opracowuje sie hybrydyzowany
preparat. Wszystkie etapy procedury, do przeprowadzenia ktérych
nie jest wymagane $wiatto (inkubacje, ptukania itd.), nalezy
przeprowadza¢ bez dostepu $wiatta.

6. Sonda DNA CEP 8 zawiera formamid, ktéry jest substancja
teratogenng. Unika¢ zanieczyszczenia skdry i bton $luzowych.
Dalsze informacje, patrz karta charakterystyki substancji
niebezpiecznej.

7. Do pomiaru temperatury roztworéw, temperatury w tazniach wodnych
i inkubatorach nalezy uzywaé skalibrowanych termometréw.

8. Wszystkie niebezpieczne materiaty nalezy utylizowa¢ zgodnie z
zasadami utylizacji materiatéw niebezpiecznych, obowigzujacymi w
danej placéwce.

CEP 8 SpectrumOrange DNA Probe

@ UWAGA: Preparat ten zawiera materiaty pochodzenia

ludzkiego i/lub potencjalnie zakazne sktadniki. Nie istnieje zadna

znana metoda badawcza, ktéra mogtaby w petni zagwarantowa¢, ze

produkty pochodzenia ludzkiego lub inaktywowane mikroorganizmy

nie beda zrédtem zakazenia. Z tymi odczynnikami oraz prébkami

pochodzenia ludzkiego nalezy obchodzi¢ sie jak z materiatem zakaznym,

przestrzegajac procedur laboratoryjnych dotyczacych bezpieczenstwa,
jak np. procedur opisanych w publikaciji ,Biosafety in Microbiological and

Biomedical Laboratories”,'® standardach OSHA dotyczacych patogenéw

przenoszonych droga krwi (Standards on Bloodborne Pathogens),®

w dokumencie CLSI M29-A320 oraz innych odpowiednich praktyk

zwigzanych z bezpieczenstwem biologicznym.2! A zatem wszystkie

materiaty pochodzenia ludzkiego nalezy traktowaé jako zakazne.

Do $rodkdw ostrozno$ci naleza miedzy innymi nastepujace wskazania:

e Podczas pracy z badanymi prébkami lub odczynnikami nosié
rekawice ochronne.

e Nie pipetowa¢ ustami.

e W miejscach, w ktérych opracowuje sig tego typu materiaty, nie
spozywaé pokarmow, nie spozywac napojow, nie pali¢, nie naktadac
kosmetykéw ani szkiet kontaktowych.

e Wszelkie miejsca, w ktérych doszto do rozlania sie badanych
prébek, wyczysci¢ i zdezynfekowaé przy pomocy pratkobdjczego
Srodka dezynfekujacego, takiego jak 1,0% podchloryn sodu, lub
innego odpowiedniego $rodka o podobnym dziataniu.'®

e Wszystkie potencjalnie zakazne materiaty odkazi¢, a nastepnie
usuwac¢ zgodnie z lokalnymi, jak i ogélnokrajowymi przepisami.?!

Niebezpieczenstwo

Sktadniki warunkujace stopien zagrozenia umieszczone

na etykiecie: formamid

H360 Moze dziataé szkodliwie na ptodnos$¢ lub na
dziecko w tonie matki.

P201 Przed uzyciem zapozna¢ sie¢ ze specjalnymi
$rodkami ostroznosci.
P202 Nie uzywa¢ przed zapoznaniem sig

i zrozumieniem wszystkich $rodkow
bezpieczenstwa.

P281 Stosowa¢ wymagane $rodki ochrony
indywidualnej.

P308+P313 W PRZYPADKU narazenia lub stycznosci:
Zasiegna¢ porady/zgtosi¢ sie pod opieke

lekarza.
P405 Przechowywa¢ pod zamknigciem.
P501 Usuwac produkt i jego opakowanie w

bezpieczny sposoéb.
NP-40
Niebezpieczenstwo

Sktadniki warunkujace stopien zagrozenia umieszczone
na etykiecie: eter oktylofenolu z glikolem polietylenowym

H302 Dziata szkodliwie po potknigciu.

H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu.

H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate skutki.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez
ochronna/ochrone oczu.

P264 Doktadnie umyé rece po uzyciu.

P273 Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.

P305+ W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZzU:

P351+ Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut.

P338 Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna
je tatwo usuna¢. Nadal ptukac.

P501 Usuwac produkt i jego opakowanie w

bezpieczny sposoéb.

Karty charakterystyki substancji niebezpiecznych dla wszystkich
odczynnikdw zawartych w zestawie sg dostepne na zyczenie u
przedstawiciela firmy Abbott Molecular.

POBIERANIE, OBROBKA, PRZECHOWYWANIE PROBEK
| PRZYGOTOWYWANIE PREPARATOW

Pobieranie probek i ich obrébka

Szpik kostny powinien by¢ pobierany zgodnie z wytycznymi
obowiazujgcymi w danej placédwce. Zalecenia dotyczace pobierania i
hodowli prébek znajduja sie w instrukcji ,ACT Cytogenetics Laboratory
Manual”. ACT zaleca pobieranie szpiku kostnego na podtozu
transportowym powlekanym heparyna sodowa lub do probdéwek typu
Vacutainer zawierajacych heparyne sodowa. Zgodnie z instrukcjg ACT
dopuszcza sie stosowanie obydwu pojemnikéw.2

Instrukcja ACT zaleca, aby po przetransportowaniu prébek do pracowni
cytogenetyki niezwtocznie rozpoczaé przygotowanie bezposrednich
rozmazoéw lub hodowli szpiku kostnego. Instrukcja ACT zawiera szereg
zalecen dotyczacych hodowli, rozmazéw bezposrednich i zakonczenia
hodowli. Po zakonczeniu hodowli prébki szpiku kostnego moga byé
bezposrednio uzyte do przygotowania preparatéw lub przechowywane w
utrwalaczu w temp. —20°C.2

Probki zéttaczkowe lub hemolizowane moga uniemozliwia¢ prawidtowa
hodowle konieczng do przeprowadzenia klasycznego badania
cytogenetycznego. Prébki nalezy chroni¢ przed dziataniem kwasoéw,
silnych zasad oraz wysokich temperatur. Czynniki te powoduja
uszkodzenie DNA oraz moga doprowadzi¢ do uzyskania btednych
wynikéw testu FISH.

Przygotowania preparatu z utrwalonego osadu komérkowego

W celu przygotowania preparatéw z wyhodowanych prébek mozna

stosowac nastepujaca metode.

1. Umiesci¢ taznig wodna oraz nawilzacz w urzadzeniu z obudowa
zabezpieczajaca przed utrata wilgotnosci z dostepem umieszczonym
z przodu. Zamkna¢ otwdr urzadzenia, luzno przykrywajac go folia,
lecz nie blokujac catkowicie dostepu do wnetrza. Jesli pokojowy
wilgotnosciomierz pokazuje poziom wilgotnosci ponizej 45%, uzyé
nawilzacza.



2. Podgrzaé taznie wodng do temp. 67 £2°C. Umies$ci¢ statywy na
probéwki w $rodku tazni wodnej tak, aby nie dotykaty jej $cianek.
Przez caly czas trwania procedury poziom wody w tazni powinien
dochodzi¢ do gérnej powierzchni statywu na probowki.

3. Przygotowaé osad komdrkowy, stosujac utrwalacz w taki sposdb, aby
zawiesina byta lekko metna.

4. Oczyscic szkietko mikroskopowe, przemywajac obie powierzchnie
szkietka 70% etanolem (uzywac tryskawki). Wytrze¢ szkietko do
sucha przy pomocy Sciereczki laboratoryjnej wzdtuz catej jego
dtugosci, zaczynajac od oznakowanego konca. Podpisa¢ szkietko
przy uzyciu otéwka.

5. Zanurzy¢ odttuszczone szkietko w kominku (Coplin) zawierajacym
utrwalacz. Przechyli¢ szkietko, aby réwnomiernie rozprowadzi¢
utrwalacz na gérnej powierzchni szkietka.

6. Niezwtocznie przenies¢ szkietko nad taznie¢ wodna. Trzymajac pipete
Pasteura 5 do 10 cm nad szkietkiem, nanie$¢ 3 do 4 kropli zawiesiny
komdrek wzdtuz catej dtugosci szkietka.

7. Wiozy¢ szkietko do tazni wodnej i potozyé na statywie na probdwki
tak, aby powierzchnia z materiatem badanym byta zwrécona do gory.
Pozostawi¢ szkietko do wyschniecia na 10 minut.

8. Zdjac¢ szkietko ze statywu na probowki i obejrze¢ preparat pod
mikroskopem fazowo-kontrastowym. Oceni¢ liczbe komdrek
interfazowych w kazdym polu widzenia, stosujac mate powigkszenie
(obiektyw powigkszajacy 10-krotnie). W celu uzyskania optymalnych
wynikdw badan w jednym polu widzenia powinno znajdowaé sie
co najmniej 100 komérek. W celu uzyskania zalecanej liczby jader
interfazowych doprowadzi¢ gesto$¢ preparatu do zalecanej, stosujac
Swiezy utrwalacz.

9. Delikatnie obrysowa¢ obszar zawierajacy jadra interfazowe na
spodzie szkietka przy pomocy rysika z diamentowa koncéwka. Ze
wzgledu na fakt, iz do utworzenia obszaru hybrydyzacyjnego stosuje
sie szkietko nakrywkowe (22 mm x 22 mm), obszar ten nie powinien
by¢ wigkszy niz powierzchnia szkietka nakrywkowego. Na jednym
szkietku mozna uzy¢é maksymalnie 2 szkietek nakrywkowych.

10. Umiesci¢ preparaty w kasetce na szkietka.

11. Przed rozpoczgciem hybrydyzacji lub przechowywania pozwoli¢
dojrzeé preparatom w temperaturze pokojowej przez 24 godziny
w otwartej kasetce.

Przechowywanie preparatéw

Umiesci¢ przygotowane szkietka w zamykanej kasetce na szkietka.
Kasetke szczelnie zamkna¢ w torebce plastikowej napetnionej azotem
w postaci gazu i zawierajacej okoto 1 tyzeczke desykantu Drierite. Przed
rozpoczeciem hybrydyzacji przechowywaé w temp. —20°C.

PROCEDURA BADANIA: SKROT PROCEDURY FISH

Denaturacja DNA prébki:

1. Przed przygotowaniem szkietek podgrza¢ komore hybrydyzacyjna
(hermetyczny pojemnik) do temp. 42°C, umieszczajac ja w
inkubatorze o temp. 42°C.

2. Dodac¢ roztwoér denaturujacy do kominka (Coplin) i umiesci¢ go
w tazni wodnej o temp. 73+1°C na co najmniej 30 minut. Przed
uzyciem sprawdzi¢ temperature roztworu.

3. Zdenaturowa¢ DNA probki, zanurzajac przygotowane preparaty w
roztworze denaturujagcym o temp. 73+1°C na 5 minut. W jednym
kominku (Coplin) nie denaturowac¢ jednoczes$nie wiecej niz 4
preparatow. Przed kazdym uzyciem sprawdzi¢, czy pH roztworu
denaturujgcego wynosi 7,0 do 8,0.

4. Peseta usunaé preparat(y) z roztworu denaturujacego i natychmiast
umiescic¢ go(je) w roztworze ptuczacym w postaci 70% etanolu w
temperaturze pokojowej na 1 minute. Potrzasnaé szkietkiem w celu
usuniecia formamidu. Preparat(y) pozostawi¢ w etanolu przez 1
minute.

5. Usuna¢ preparat(y) z 70% roztworu etanolu. Powtdrzy¢ krok 4.,
uzywajac 85%, a nastgpnie 100% etanolu.

6. Odsaczy¢ nadmiar etanolu z preparatu, opierajac dolng krawedz
preparatu na bibule, a nastepnie wycierajac do sucha spodnig czg¢$¢
szkietka przy pomocy Sciereczki laboratoryjne;j.

7. Przed naniesieniem roztworu sondy umiesci¢ preparat(y) na ptycie
grzejnej o temp. 45 do 50°C na maksymalnie 2 minuty.

UWAGA: Jesli po hybrydyzacji preparat jest gotowy przez ponad
2 minuty, zanim gotowa jest sonda, powinien on
pozosta¢ w naczyniu zawierajagcym 100% etanol. Nie
osuszac preparatu na powietrzu przed umieszczeniem
go na ptycie grzejne;j.

Przygotowanie sondy

1. Pozostawi¢ sonde do osiggniecia temperatury pokojowe;j,
zmniejszajac w ten sposob jej lepko$¢ i umozliwiajac jej doktadne
odpipetowanie.

Wymiesza¢ na wytrzasarce typu worteks. Kazdg probowke krétko

odwirowaé (1 do 3 sekund) w mikrowiréwce, aby zawarto$¢ osiadta

na dnie probowki. Ponownie delikatnie wymiesza¢ na wytrzasarce

typu worteks.

UWAGA: Sonda jest poddana wstepnej denaturaciji i jest gotowa
do naniesienia na zdenaturowany obszar docelowy
szkietka.

Hybrydyzacja

1

Nanie$¢ 10 pL alikwotu roztworu sondy na obszar docelowy
preparatu. Natychmiast przykry¢ roztwor sondy szkietkiem
nakrywkowym o wymiarach 22 mm x 22 mm, umozliwiajac jego
réwnomiernie rozprzestrzenienie sie pod szkietkiem. Unika¢
powstawania pecherzykéw powietrza, gdyz moga one niekorzystnie
wptynaé na hybrydyzacje.

UWAGA: Nie nanosi¢ roztworu sondy na kilka obszarow
docelowych, zanim kazdy z nich nie zostanie przykryty
szkietkiem nakrywkowym.

Umiesci¢ szkietko w komorze hybrydyzacyjnej podgrzanej do temp.

42°C i szczelnie zamknaé pokrywe komory.

Wstawi¢ komore z preparatem do inkubatora o temp. 42°C i poddac

hybrydyzacji przez co najmniej 30 minut.

UWAGA: W przypadku niektorych prébek moze by¢ wymagany
dtuzszy czas hybrydyzacji w celu uzyskania
wystarczajgco intensywnego sygnatu. Inkubacje mozna
przeprowadza¢ przez cata noc (16 godzin). W przypadku
inkubaciji trwajacych ponad 1 godzine nalezy uszczelni¢
szkietka nakrywkowe przy uzyciu usuwalnego szczeliwa,
jak np. klej kauczukowy, a komora hybrydyzacyjna musi
by¢ nawilzona. Procedure te opisano ponizej.

Pobra¢ klej do strzykawki o poj. 5 mL. Uszczelni¢ szkietko

nakrywkowe, nanoszac niewielkg ilos¢ kleju wokét brzegéw szkietka

nakrywkowego, tak aby zachodzito ono zaréwno na szkietko, jak i

preparat, tworzac szczelng warstwe naokoto szkietka.

Umiesci¢ preparat w hybrydyzacyjnej komorze wilgotno$ciowej

(hermetyczny pojemnik z kawatkiem wilgotnej bibuty lub recznikiem

papierowym o wymiarach 2,5 cm x 7,5 cm przyklejonym do $cianki

pojemnika).

Szczelnie zamknaé pokrywe komory i inkubowa¢ przez 1 do 16

godzin, zgodnie z potrzebami.

Po zakonczeniu inkubacji usuna¢ klej ze szkietka nakrywkowego

poprzez pociagniecie warstwy kleju do gory.

Ptukania po zakonczeniu hybrydyzacii

1

Doda¢ 0,4X SSC (pH 7,0 do 7,5) do kominka (Coplin). Podgrza¢

roztwor 0,4X SSC, umieszczajac kominek (Coplin) w tazni wodnej

o temp. 73+1°C na co najmniej 30 minut lub do czasu, az roztwér

osiagnie temp. 73+1°C.

UWAGA: W celu utrzymania wiasciwego zakresu temperatur
NALEZY jednorazowo umiescié 4 szkietka w podgrzanym
roztworze ptuczacym. Jesli hybrydyzacji poddawanych
jest mniej niz 4 preparaty, mozna stosowac
uzupetniajaco szkietka mikroskopowe o temperaturze
pokojowej (bez natozonej prébki) tak, aby taczna liczba
szkietek wynosita 4. Jesli hybrydyzacji poddawanych
jest wiecej niz 4 preparaty, nalezy je ptuka¢ w wiecej
niz jednej serii. Przed wykonaniem kolejnego ptukania
roztwor ptuczacy musi ponownie osiagnaé temp.
73+ 1°C.

Zdja¢ szkietko nakrywkowe z obszaru docelowego pierwszego

szkietka i natychmiast przetozy¢ szkietko do kominka (Coplin)

zawierajacego 0,4X SSC o temp. 73+1°C. Poruszaé preparatem
przez 1 do 3 sekund. Powtérzy¢ ten krok z pozostatymi 3 szkietkami

i inkubowa¢ przez 2 minuty w temp. 73+1°C.

UWAGA: Nie usuwac szkietek nakrywkowych z kilku preparatow
jednoczesnie przed umieszczeniem ktéregokolwiek z
nich w tazni wodnej. Rozpocza¢ odmierzanie czasu dla
2-minutowej inkubacji od momentu wtozenia do tazni
wodnej ostatniego szkietka.

Przetozy¢ kazde szkietko z tazni wodnej do kominka zawierajacego

2X SSC/0,1% NP-40 o temperaturze pokojowej i pozostawi¢ na 5 do

60 sekund, a po wtozeniu do tazni kolejnych szkietek wstrzasaé nimi

przez 1 do 3 sekund.

Preparaty pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu, w ciemnym

miejscu (wystarczy zamknieta szuflada lub pdétka w zamykanej

szafce.)

Nanie$¢ 10 pL barwnika kontrastowego DAPI Il na obszar docelowy

preparatu i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym. Preparat(y)

przechowywa¢ w ciemnym miejscu do czasu rozpoczecia liczenia
sygnatéw.



Przechowywanie

Preparaty (ze szkietkami nakrywkowymi) poddane hybrydyzaciji
przechowywa¢ w temp. —20°C w ciemnosci. W tych warunkach
preparaty moga by¢ przechowywane przez maksymalnie 12 miesiecy
bez znaczacej utraty intensywnosci fluorescencji sygnatéw. W celu
diuzszego przechowywania szkietka nakrywkowe nalezy uszczelni¢, aby
zapobiec wysychaniu preparatu, a nastepnie preparaty przechowywaé¢ w
temp. -20°C.

Ocena adekwatno$ci preparatu
Ocene adekwatnosci preparatu przeprowadza sig na podstawie
nastepujacych kryteriow:

¢ Intensywno$¢ sygnatu sondy: Sygnat powinien by¢ jasny, wyrazny
i tatwy do oceny. Sygnaty moga by¢ jasne, zwarte i owalne lub
tez widkniste, rozlane i owalne.

e Tto: Tto powinno by¢ ciemne lub czarne i pozbawione czastek
fluorescencyjnych czy zamglenia.

e Hybrydyzacja krzyzowa/swoisto$¢ sekwencji docelowej: Sonda
powinna hybrydyzowa¢ i $wieci¢ wytacznie na obszarze
docelowym (centromer chromosomu 8). W celu zidentyfikowania
jakiejkolwiek hybrydyzaciji krzyzowej do sekwencji niedocelowych
powinno oceni¢ sie ptytki metafazowe. Jezeli hybrydyzacja
zostata przeprowadzona poprawnie, co najmniej 98% komoérek
powinno wykazywa¢ 1 lub wigcej sygnatéw (patrz wytyczne
dotyczace liczenia sygnatdéw ponizej).

Jesli ktorykolwiek z powyzszych warunkéw nie jest spetniony, nalezy
zapoznaé sie z Tabela 3., opisujaca wykrywanie i usuwanie problemoéw, i
powtoérzy¢ procedure na $wiezych preparatach.

Wybor optymalnego obszaru ogledzin i jader nadajacych sie do oceny
Do ogladania obszaru hybrydyzacji oraz badania rozktadu prébek nalezy
stosowa¢ obiektyw powiekszajacy 10- do 25-krotnie. Wybraé obszar,

na ktérym probka jest rozmieszczona niezbyt gesto, jadra interfazowe
lub ptytki metafazowe rzadko na siebie nachodza i w obrebie jednego
pola widzenia mozna obejrze¢ kilka jader interfazowych lub ptytek
metafazowych. Omija¢ obszary, na ktérych komérki sa zbite, nachodza
na siebie lub nie mozna zidentyfikowaé granic poszczegdlnych jader.
Omija¢ obszary, gdzie komorki wystepuja w grupach. Zliczaé wytacznie te
komorki, ktére daja sygnaty dyskretne.

Skanowanie

Za pomoca obiektywu powigekszajacego 40- lub 63-krotnie rozpoczaé
analize w lewym gérnym kwadrancie wybranego obszaru i, przesuwajac
sie z lewej strony do prawej, liczy¢ ilo$¢ sygnatéw w kazdej ptytce
metafazowej lub na obszarze jadra w kazdej badanej komoérce
interfazowej. Obszary na szkietku o duzej gesto$ci komoérek nalezy
losowo pomija¢ w celu zeskanowania catego obszaru docelowego.
Kontynuowa¢ skanowanie do momentu zliczenia 500 jader interfazowych
oraz zliczenia i przebadania co najmniej 20 ptytek metafazowych.

Jesli po zliczeniu 200 jader ponad 2% z nich nie wykazuje sygnatu
hybrydyzacyjnego, oznacza to, ze dla danego preparatu hybrydyzacja
nie powiodta sig, a uzyskanych wynikéw nie nalezy raportowaé.

Liczenie sygnatéw jader interfazowych

Za pomoca obiektywu powiekszajacego 40- lub 63-krotnie liczy¢

sygnaty fluorescencyjne w kazdym badanym jadrze interfazowym o

odpowiedniej jakosci. Postepowa¢ zgodnie z wytycznymi dotyczacymi

liczenia sygnatéw zamieszczonymi na Rycinie. W celu zweryfikowania

lub przeprowadzenia doktadniejszej analizy sygnatéw rozszczepionych

lub rozmytych nalezy stosowac obiektywy o wiekszym powiekszeniu (np.

63- lub 100-krotnie).

e Dwa sygnaty podobnej wielkosci, lezace w bliskim sgsiedztwie, ale
niepotgczone widoczng linig, liczy sig jako 2 sygnaty.

e Rozmyty sygnat liczy¢ jako 1 sygnat, jesli rozmycie sygnatu jest
spojne i miesci sie w akceptowalnych granicach.

e Dwa mate sygnaty potagczone widoczna linig liczyé jako 1 sygnat.

e Liczy¢ jadra, dla ktérych uzyskano 0, 1, 2, 3, 4 lub >4 sygnaty.
Liczyé jadra, dla ktérych uzyskano zero sygnatéw wytacznie w
przypadku, gdy istnieja inne jadra, dla ktérych widoczny jest co
najmniej 1 sygnat w polu widzenia. Jesli istniejg watpliwosci co do
dokfadnosci liczenia, nalezy powtérzy¢ procedure liczenia na innym
obszarze szkietka.

e Nie liczy¢ jader z niepewnymi sygnatami.

Liczenie metafaz

e Plytki metafazowe powinny posiada¢ chromosomy, ktére sa
od siebie dobrze oddzielone, lecz bez watpienia pochodzg z
tej samej komorki. Do liczenia i analizy chromosoméw wybraé
dobrej jakosci kompletne ptytki metafazowe z dobrze okreslonymi,
niezachodzgcymi na siebie chromosomami.

e Sygnat sondy DNA CEP 8 bedzie widoczny jako wyrazny sygnat
fluorescencyjny zlokalizowany blisko regionu centromerowego
chromosomu 8. Sygnat sondy CEP moze sprawia¢ wrazenie
rozszczepionego (2 mniejsze sygnaty potozone blisko siebie), jesli
chromatydy sa rozdzielone. Rozdzielenie chromatyd wystepuje w
przypadku, gdy komérka znajduje sie w pdzniejszych fazach mitozy
(pomiedzy metafaza a anafaza). Rozdzielony sygnat wykryty na
kazdej z 2 chromatyd nalezy liczy¢ jako 1 sygnat. Postgpowac
zgodnie z ogdlnymi wytycznymi dotyczacymi powigkszania i
skanowania w rozdziale ,Liczenie sygnatéw jader interfazowych”.

Rycina. Wzory obrazéw i wytyczne dotyczace liczenia sygnatéw
interfazowych

Ominaé¢, nie liczy¢. Moga to byé 2 jadra z
1 sygnatem kazde lub 1 jadro skrecone.

Liczyé jako 2 sygnaty. Jeden bardzo zbity, a drugi
rozlany.

Ominaé, nie liczy¢. Nie da sie ustali¢, ktére z jader
zawiera sygnaty.

Liczy¢ jako 2 sygnaty. Jeden z sygnatéw jest
rozszczepiony.

Liczy¢ jako 3 sygnaty.

Liczy¢ jako 3 sygnaty. Jeden z sygnatéw jest
rozszczepiony.

Liczy¢ jako 4 sygnaty.

LRI

Kontrola jakosci

Zastosowanie szkietek kontrolnych

Szkietka z kontrolg dodatnia (niski poziom trisomii 8) oraz kontrolg
ujemna (okoto 0% trisomii 8) nalezy oznacza¢ réwnolegle z preparatami
z badanym materiatem w celu monitorowania jako$ci dziatania testu oraz
oszacowania doktadnosci liczenia sygnatéw. Kontrole nalezy oznaczaé
kazdego dnia badania FISH oraz przy rozpoczeciu pracy z kazdg nowa
partia zestawu sond. Opakowania kontroli ProbeChek wchodza w sktad
zestawu, ale sg tez dostgpne osobno; osobne opakowania zawierajg

5 szkietek z kontrolg dodatnig (niski poziom trisomii 8, nr produktu:
30-805002) lub 5 szkietek z kontrolg ujemng (brak trisomii, nr produktu:
30-805000). Dopuszczalny zakres dla jader z trzema sygnatami (%)
podano w arkuszu ze specyfikacjami dotagczonym do tych szkietek.
Adekwatnos$é preparatow oraz doktadno$c¢ liczenia sygnatéw nalezy
oceni¢ na podstawie kryteriow opisanych powyzej w rozdziale
dotyczacym liczenia sygnatéw. Kryteria dotyczace adekwatnos$ci szkietek
muszg by¢ spetnione, za$ wyniki liczenia sygnatéw powinny by¢ zgodne
ze specyfikacjami podanymi w arkuszach dotaczonych do szkietek
kontrolnych w celu uzyskania mozliwych do zaakceptowania wynikéw
badania.

Jesli szkietka kontrolne nie spetniaja kryteriéw akceptowalno$ci,
prawdopodobnie test zostat nieprawidtowo przeprowadzony lub

tez dziatanie sktadnika(ow) zestawu CEP 8 SpectrumOrange DNA
Probe Kit nie byto satysfakcjonujace. Konieczne moze by¢ ponowne
przeprowadzenie analizy z uzyciem nowych szkietek kontrolnych i
preparatu(éw) z materiatem pobranym od pacjenta. Nalezy zapozna¢
sie z trescig Tabeli 3., opisujaca wykrywanie i usuwanie problemoéw,
aby uzyskaé informacje na temat prawdopodobnych przyczyn i dziatan
naprawczych.

Jesli szkietka kontrolne spetniaja kryteria akceptowalno$ci, ale uzyskane
wartos$ci zliczen nie mieszcza sig w ustalonym zakresie, prawdopodobnie
liczenie sygnatéw nie zostato przeprowadzone poprawnie. W takim
przypadku nalezy wykona¢ niezalezna, powtdrng ocene tego samego
preparatu.



W zadnym wypadku nie nalezy raportowa¢ wynikdw rutynowej analizy
FISH, jesli oznaczenie kontroli testu nie powiedzie sie. W przypadku
probek klinicznych, kiedy interpretacja sygnatu hybrydyzaciji jest
utrudniona i nie ma wystarczajacej ilosci prébki do ponownego
oznaczenia, test taki bedzie miat charakter nieinformatywny. Jesli
ilos¢ komorek do analizy jest niewystarczajaca, test nalezy uznaé¢ za
nieinformatywny.

Tabela 3. Wykrywanie i usuwanie problemoéw (c.d)

Tabela 3. Wykrywanie i usuwanie problemoéw

Prawdopodobna
Problem przyczyna Rozwigzanie
* Brak sygnatu e Do przegladania e Zastosowaé odpowiednie
lub stabe preparatéw uzyto filtry.
sygnaty nieodpowiedniego

zestawu filtrow.

e Mikroskop nie dziata e Skontaktowa¢ sie z
prawidtowo. inzynierem serwisowym
producenta mikroskopu.

¢ Nieodpowiednie lampy e Uzy¢ lampy rteciowej

(tj. ksenonowe lub (zalecana 100-watowa).
wolframowe)

® Przestarzata lampa * Wymieni¢ lampe na nowa.
rteciowa

* Rozregulowana lampa ® Wyregulowaé¢ lampe.
rteciowa

e Zabrudzone iflub e Przeczy$ci¢ oraz wymieni¢
porysowane soczewki soczewke.
kolektora

e Zabrudzone lub ® Przeczysci¢ lub wymienié
pekniete lusterko w lusterko.

obudowie lampy
* Niewtasciwe obiektywy e Zastosowa¢ zalecane

obiektywy.
e Sondy nieprawidtowo e Sprawdzi¢, czy temperatura
zdenaturowane tazni wodnej wynosi
73+1°C.
* Nieprawidtowe warunki e Sprawdzi¢, czy temperatura
hybrydyzaciji inkubatora wynosi 42°C.
e Wydtuzyé czas hybrydyzaciji
do 1 godziny.
¢ Nieodpowiednie warunki ® Sprawdzi¢, czy temperatura
ptukania fazni wodnej wynosi
73+1°C.

e Sprawdzi¢ wtasnosci
roztworéw w tazni wodnej

(np. pH).

® Pecherzyki e Natozy¢ szkietko
powietrza uwiezione nakrywkowe,
pod szkietkiem dotykajac najpierw
nakrywkowym, powierzchni mieszaniny
uniemozliwiajace dostep hybrydyzacyjne;j.
sondy

¢ Nieprawidtowo ® Przechowywac¢ sondy

przechowywane sondy  w temp. —20°C bez
dostepu $wiatta.

Prawdopodobna
Problem przyczyna Rozwigzanie
e Silne tto o Plytki metafazowe e Wydtuzy¢ czas denaturacji
preparatu dojrzewaty przez preparatéw do 10 minut.

prazenie lub zawieraja
duza ilo$¢ cytoplazmy.
® Resztki komérek na e Pigciokrotnie przemy¢
preparacie zawiesing komorek swiezym
utrwalaczem i powtérzyé
procedure ,Przygotowania

preparatow”.
e Zanieczyszczone DNA e Zastapi¢ ptukanie po
proébki hybrydyzacji w 0,4X SSC

ptukaniem w formamidzie

w nastepujacy sposéb:

1. ptuka¢ kazde szkietko(a)
3 razy przez 10 minut
w 50% roztworze
formamidu/2X SSC
opH7,5do8,0
w temp. 46+1°C.

2. ptuka¢ szkietko(a)
1 raz przez 10 minut
w 2X SSC w temp.
46+1°C.

3. ptuka¢ szkietko(a)
1 raz przez 5 minut
w 2X SSC/0,1% NP-40
w temp. 46+1°C.

e Zastosowano filtry e Zamieni¢ na filtry o
gornoprzepustowe, ktére mniejszej szerokosci pasma
przepuszczaja duza lub filtry wielopasmowe.
ilos¢ $wiatta.

¢ Plukania e Sprawdzi¢ temperature
przeprowadzono tazni, pH roztworéw
w nieodpowiedniej i/lub poprawnos$¢ ich
temperaturze lub przygotowania.

nieprawidtowo
sporzadzono roztwory.

o Szkietka nieprawidtowo e Zanurzy¢ szkietka w

odttuszczone przed roztworze etanolu i wytrzeé
naniesieniem komérek  Sciereczka laboratoryjng
docelowych przed naniesieniem

zawiesiny komorek.

* Niska e Nieprawidtowe warunki e Sprawdzi¢, czy temperatura
swoisto$¢ hybrydyzaciji inkubatora wynosi 42°C.
sygnatow ® Zbyt niska temperatura ® Utrzymywaé temperature

ptukania ptukania na poziomie
73+1°C.

e Zaburzona  ® Zbyt szybko wysuszone e Zwiekszy¢ wzgledna

morfologia szkietka w trakcie wilgotno$¢ podczas
chromo- przygotowywania przygotowywania
somow preparatu preparatéw.

e Zwiekszy¢ temperature
tazni wodnej podczas
przygotowywania

preparatow.
¢ Denaturacji poddano e Wydtuzy¢ czas suszenia
zbyt $wiezy materiat. szkietek z naniesionym
materiatem.

¢ Pozwoli¢ dojrze¢
preparatom, pozostawiajac
je na co najmniej 24
godziny w temperaturze
pokojowej przed
rozpoczeciem denaturacji.
e Preparaty nie zostaly ¢ Podgrzewaé preparaty w
catkowicie wysuszone temp. 45°C przez 10 do

przed denaturacja. 15 minut przed denaturacja.
® Zbyt wysoka e Sprawdzi¢ temperature
temperatura w roztworze tazni wodnej.
denaturujgcym
o Zbyt ® Zbyt wysokie stezenie e Sprébowa¢ zablokowaé
jaskrawy sondy dla stosowanego cze$¢ sygnatu poprzez
sygnat mikroskopu umieszczenie na $ciezce

wzbudzania filtra o
neutralnej gestosci.




INTERPRETACJA WYNIKOW TESTU

Wyniki zliczania 500 jader interfazowych podawane sg w postaci liczby
oraz odsetka jader z 1, 2, 3, 4 oraz >4 sygnatami. Prébki kliniczne
zawierajace >2,2% jader trojsygnatowych uwazane sg za posiadajace
nieprawidtowy klon komérkowy z trisomia 8; probki zawierajace <2,2%
jader trojsygnatowych uwazane sg za prawidtowe, cho¢ nie mozna

w petni wykluczyé obecnosci trisomii 8. W przypadku, gdy odsetek
tréjsygnatowych jader interfazowych jest zblizony do wartosci punktu
odciecia (2,0 do 2,5%), wyniki nalezy interpretowa¢ z zachowaniem
ostroznosci.

Wyniki zliczania 20 do 30 ptytek metafazowych podawane sa w
postaci liczby oraz odsetka metafaz z 1, 2, 3, 4 oraz >4 sygnatami.
Interpretacja wynikéw podlega tym samym zasadom, jak w klasycznym
badaniu cytogenetycznym. Zgodnie z nimi prébka nie wykazuje
obecnosci trisomii 8, jesli w 20 metafazach nie znaleziono metafaz
trojsygnatowych, zas w przypadku, gdy w 20 do 30 metafazach
znaleziono =2 metafazy tréjsygnatowe, prébka jest dodatnia pod
wzgledem obecnosci trisomii 8. Jesli w 20 metafazach znaleziono

1 metafaze tréjsygnatowa, nalezy kontynuowac liczenie dla kolejnych
10 metafaz. Jesli w 30 metafazach znaleziono 1 z trisomia 8, probke
uwaza sie za niejednoznaczna.

W przypadku, gdy wyniki klasycznego badania cytogenetycznego

oraz badania FISH nie sa zgodne z objawami klinicznymi, nalezy
dokfadnie zbada¢ przyczyne niezgodnosci. Przyczyna niezgodnosci

w wynikach uzyskanych droga réznych metod badan moze byé
niedoktadno$é wynikéw 1 lub kilku metod badan, réznice w czutosci/
swoisto$ci analitycznej pomiedzy metodami, rzeczywiste réznice w
statusie chromosomu 8 w réznych populacjach komérek badanych z
uzyciem réznych metod (np. cykliczne procesy komérek metafazowych
wzgledem niecyklicznych proceséw komorek interfazowych), itp.

W przypadku, gdy wyniki uzyskane przy uzyciu 1 lub wiecej metod
testowych sa niejednoznaczne lub gdy odsetek tréjsygnatowych jader
interfazowych jest zblizony do warto$ci punktu odciecia (2,0 do 2,5%),
nalezy zachowaé ostrozno$¢ podczas interpretacji wynikow i uwzglednic¢
ewentualng konieczno$¢ dalszej oceny badanych prébek. Powtérne
badanie FISH (przeprowadzone réwnolegle z materiatem kontroli
jakosci) i/lub powtdrne klasyczne badanie cytogenetyczne z uzyciem
pozostatego materiatu badanego moze by¢ pomocne przy ocenie
prawdopodobienstwa uzyskania btednych wynikéw. Jesli przyczyna
niezgodnos$ci pomigdzy wynikami badan nie zostanie ustalona lub wyniki
testu nie sa spdjne z objawami klinicznymi, niezbedna jest konsultacja
cytogenetyka i lekarza prowadzacego leczenie.

OGRANICZENIA

1. Zestaw sond CEP 8 SpectrumOrange DNA Probe Kit zostat
scharakteryzowany wytacznie w odniesieniu do identyfikacji
chromosoméw w preparatach zawierajacych jadra komérkowe lub
ptytkach metafazowych pochodzacych z prébek szpiku kostnego.

2. Interpretacja kliniczna wynikéw testéw powinna by¢ przeprowadzona
wraz z klasycznym badaniem cytogenetycznym oraz powinna
zosta¢ poddana ocenie w konteks$cie historii choroby pacjenta oraz
wynikéw innych laboratoryjnych badan diagnostycznych.

3. Probki kliniczne zawierajace >2,2% jader tréjsygnatowych uwazane
sa za posiadajace nieprawidtowy klon komérek z trisomia 8; probki
zawierajace <2,2% jader tréjsygnatowych powinny by¢ uwazane
za prawidiowe, cho¢ nie mozna catkowicie wykluczy¢ obecnosci
trisomii 8.

4. Zestaw sond CEP 8 SpectrumOrange DNA Probe Kit nie jest
przeznaczony do badania materiatu pochodzacego z dtugotrwatych
hodowli komérek, jak amniocyty, fibroblasty czy komorki
nowotworowe.

5. Wyniki uzyskane za pomoca metody FISH moga mie¢ charakter
nieinformatywny w przypadku nieodpowiedniej jako$ci badanego
materiatu i/lub nieodpowiedniego przygotowania preparatu z
badanym materiatem.

6. W przypadku wystapienia znaczacego zanieczyszczenia probek
pobranych ze szpiku kostnego krwig obwodowa, krew moze
rozciencza¢ badang prébke. Wazne jest, aby uwzglednié¢ potencjalny
wptyw tego rozciefnczenia na wyniki analizy FISH.

7. Mozliwe sa przypadki wystepowania u pacjentéw polimorfizmu
chromosomoéw, ktére moga hybrydyzowaé do sondy CEP 8.

Analiza FISH jader komérkowych w stadium metafazy powinna byé
przeprowadzona jako uzupetnienie analizy FISH jader interfazowych.
W badaniach klinicznych nie przebadano zjawiska polimorfizmu.

8. Test ten nie wykrywa obecnosci innych nieprawidtowos$ci
chromosomowych, czesto towarzyszacych zaburzeniom
hematologicznym.

9. Nie wykazano skuteczno$ci tego badania w monitorowaniu trisomii 8
lub progresji choroby.

WARTOSCI OCZEKIWANE

Zliczanie sygnatéw jader interfazowych metoda FISH przeprowadzono

z uzyciem probek szpiku kostnego pobranych od oséb zdrowych oraz

0s6b wykazujacych obecnos¢ komorek z trisomig 8 w celu oceny

oczekiwanego odsetka komorek, dla ktérych uzyskano 0, 1, 2, 3 oraz

>4 sygnaty dla obu tych kategorii pacjentéw oraz wyznaczenia warto$ci

odciecia, definiujgcej obecnosé lub brak trisomii 8. W kazdej badanej

probce liczono odsetek komérek, dla ktérych uzyskano 0, 1, 2, 3 oraz

>4 sygnaty.

Wartosci w grupie prawidtowych probek szpiku kostnego

Analize FISH jader interfazowych przeprowadzono poczatkowo z

uzyciem probek szpiku kostnego pobranych od 35 oséb zdrowych.
Rozktad sygnatéw dla tej grupy badanej przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Procentowy rozktad ilosci komoérek, dla ktérych
uzyskano sygnat sondy CEP 8, w 35 prawidtowych prébkach
szpiku kostnego

Odsetek komorek, dla ktérych uzyskano

0 sygnatéw 1 sygnat 2 sygnaty 3 sygnaly >4 sygnaty

Wartosé ——, 5, 2,23 96,7 0,71 0,18
Srednia
) 0,20 0,91 0,88 0,52 0,13

Ponadto przeprowadzono kluczowe badanie z uzyciem 60 prébek

szpiku kostnego uznanych za prawidtowe w badaniu cytogenetycznym,
pobranych w 3 os$rodkach, w celu potwierdzenia wartosci oczekiwanych
oraz wyznaczenia warto$ci odciecia testu. Rozktad sygnatéw dla tych 60
prébek przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Procentowy rozktad ilosci komérek, dla ktérych
uzyskano sygnat sondy CEP 8, w 60 prawidtowych prébkach
szpiku kostnego
Odsetek komorek, dla ktorych uzyskano
0 sygnatow 1 sygnat 2 sygnaly 3 sygnaly >4 sygnaty

Warto$¢
Srednia
SD 0,21 1,95 2,05 0,24 0,20

0,11 2,67 96,7 0,41 0,14

W prébkach szpiku kostnego potwierdzonych jako prawidtowe w badaniu
cytogenetycznym odsetek komoérek dwu- i tréjsygnatowych stanowi 2
najwazniejsze kategorie, stuzace do oceny wartos$ci oczekiwanych.
Sredni odsetek dwu- i trojsygnatowych jader komérkowych we wstepnym
badaniu wynosit odpowiednio 96,7% (SD = 0,88%) oraz 0,71% (SD

= 0,52%). Analogicznie, w badaniu potwierdzajgcym z uzyciem 60
prawidtowych prébek $redni odsetek dwu- i tréjsygnatowych jader
komoérkowych wynosit odpowiednio 96,7% (SD = 2,05%) oraz 0,41% (SD
= 0,24%). A zatem, jesli zalecane wytyczne dotyczace liczenia sygnatéw
s przestrzegane i stosowane, odsetek komérek dwusygnatowych w
prawidtowych prébkach szpiku kostnego powinien miesci¢ si¢ w zakresie
od 92,7% do 100% (95% przedziat ufnosci), za$ odsetek komdrek
tréjsygnatowych powinien miesci¢ sie w zakresie od 0% do 1,73%

(95% przedziat ufnosci).

Wartosci w grupie probek szpiku kostnego wykazujgcych
obecnos$é komorek z trisomia 8

Przeprowadzono badanie w celu oceny rozktadu sygnatéw FISH w
jadrach interfazowych w 151 prébkach szpiku kostnego, w ktérych
uprzednio stwierdzono obecnos¢ komdrek z trisomia 8 w klasycznym
badaniu cytogenetycznym. Rozktad sygnatéw dla tych 151 prébek
przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Procentowy rozkfad ilosci komérek z sygnatem sondy
CEP 8 w 151 probkach szpiku kostnego z trisomia 8
Odsetek komérek, dla ktérych uzyskano

2 sygnaty 3 sygnaty >4 sygnaty

0 sygnatéw 1 sygnat

Wartosé g 1,21 48,76 48,81 1,22
Srednia
sD 0,22 1,22 28,90 29,58 6,42




W prébkach szpiku kostnego uznanych za nieprawidtowe w badaniu
cytogenetycznym krytyczna kategorie stanowi odsetek komérek z 3
sygnatami (% jader tréjsygnatowych). W oparciu o analize FISH 151
prébek $rednia warto$¢ (+SD) odsetka jader tréjsygnatowych wyniosta
48,81% (+29,58%). Odsetek jader tréjsygnatowych miescit sig w
zakresie od 0,6% do 96,6%.

Wyznaczenie wartosci odcigcia (cutoff)

Inng istotna kategoria w grupie prawidtowych prébek szpiku kostnego
jest odsetek jader tréjsygnatowych. Odsetek jader tréjsygnatowych w
prébkach prawidtowych zostat zastosowany do wyznaczenia punktu
odcigcia dla trisomii 8. Odsetek komorek tréjsygnatowych obliczono
dla kazdego z 60 uczestnikdw badania kluczowego, po czym oceniono
rozktad danych w odniesieniu do rozktadu normalnego w oparciu o
test Shapiro-Wilka.'® Zatozenie normalnosci nie zostato spetnione, w
zwiazku z czym dane zostaty przeksztatcone logarytmicznie i obliczono
$redni odsetek komorek tréjsygnatowych oraz warto$¢ odchylenia
standardowego. Wyznaczono 95-procentowe przedziaty ufno$ci przy
uzyciu aproksymaciji rozktadem normalnym, za$ jako warto$¢ odciecia
zastosowano antylogarytm gornej granicy przedziatu. Szczegé6towe
informacje na temat obliczen zestawiono ponizej w Tabeli 7.

Tabela 7. Wyznaczenie punktu odcigcia w celu klasyfikacji
komorek z trisomig 8

Odsetek jader tréjsygnatowych

Wartosci przeksztatcone Arytmetyczna wartosé

Statystyka logarytmicznie antylogarytmu
Warto$¢ srednia -0,4783 —
Odchylenie 0,4178 —
standardowe

Srednia gornej

warto$ci 95% 03406 219

przedziatu ufnosci
+ 1,96 SD

Punkt odciecia, wynoszacy 2,19% i obliczony w Tabeli 7., zaokraglono
do 2,2%. Warto$ci prawidtowe (ujemne) zdefiniowano jako <2,2%
komdrek tréjsygnatowych, za$ >2,2% komérek tréjsygnatowych
zdefiniowano jako dodatnie pod wzgledem obecnos$ci trisomii 8.
Warto$¢ odcigcia wynoszaca 2,2% jest rowniez poparta analiza krzywej
ROC (ang. Receiver Operator Characteristic) w celu wyznaczenia
maksymalnej warto$ci wzglednej czuto$ci i swoistosci.

Przed zastosowaniem zestawu CEP 8 laboratorium powinno
zweryfikowac¢ swojg warto$é odcigcia poprzez przeanalizowanie i
zliczenie sygnatéw dla co najmniej 10 prébek szpiku kostnego zgodnie
z zaleceniami opisanymi w rozdziale dotyczgcym liczenia sygnatow w
niniejszej instrukcji uzywania. Odsetek jader tréjsygnatowych w prébkach
prawidtowych powinien by¢ nizszy niz punkt odcigcia wynoszacy 2,2%.
Jesli ta warto$¢ odciecia nie jest odpowiednia dla danej placowki,
uzytkownik moze ponownie ja wyznaczy¢, przeprowadzajgc opisane
powyzej procedury statystyczne. Nalezy pamieta¢, ze dysponowanie

10 prébkami nie jest wystarczajace do wyznaczenia nowej wartosci
odciecia.

SZCZEGOLOWA CHARAKTERYSTYKA TESTU

Czutos¢ i swoistos¢ analityczna

Wydajnoé¢ hybrydyzacji

W badaniu prébnym z uzyciem 35 prébek szpiku kostnego Sredni
odsetek komoérek bez sygnatu hybrydyzacyjnego wynidst 0,22%

(SD = 0,20%). W badaniu kluczowym z uzyciem 60 probek szpiku
kostnego $redni odsetek komoérek bez sygnatu hybrydyzacyjnego wynidst
0,11% (SD = 0,21%). A zatem <2% komérek bez zadnego sygnatu
stanowi realistyczna norme, w szczegdlno$ci w badaniach metafaz
metoda FISH.

Czuto$¢ analityczng sondy CEP 8 przetestowano w opisanym ponizej
badaniu odtwarzalnos$ci. W badaniu tym oszacowano, ze prébki z
trisomig na poziomie 0% wykazywaty $rednio 0,95% (SD = 0,51%) jader
trojsygnatowych, za$ dla prébek z trisomig na poziomie 5% odsetek

ten wyniost 5,37% (SD = 0,98%). W przypadku prébek z trisomig na
poziomie 0% oraz 5% niektére warto$ci pokrywaty sie. Gérna warto$¢
95% przedziatu ufnosci dla prébek z 0% trisomii wyniosta 1,95%, za$
dolna warto$¢ 95% przedziatu ufnosci dla probek z 5% trisomii wyniosta
3,45%. A zatem, granice wykrywalnosci dla sondy CEP 8 w komdrkach
interfazowych oszacowano na 4,0%.

Swoisto$¢ analityczna

Badania swoistosci dla poszczegoélnych locus przeprowadzono z
uzyciem ptytek metafazowych zgodnie ze standardowymi protokotami
kontroli jako$ci firmy Abbott Molecular. Przebadano kolejno 62 ptytki
metafazowe wybarwione metoda ,G-banding” w celu identyfikacji
chromosomu 8, a nastgpnie przeprowadzono oznaczenie metoda FISH.
W zadnej z 62 badanych prébek nie zaobserwowano hybrydyzacji
krzyzowej do loci na innych chromosomach. Hybrydyzacja ograniczyta
sie do regionu centromerowego chromosomu 8.

Odtwarzalno$é

Przeprowadzono badanie prébne w celu oceny odtwarzalnosci analizy
interfaz CEP 8 przy okre$laniu odsetka komdrek tréjsygnatowych przy
uzyciu jednej partii sondy DNA CEP 8. Szkietka z prébkami szpiku
kostnego pobranymi od zdrowych dawcéw przygotowano w 1 o$rodku
wewnetrznym i przekazano do 2 o$rodkdw w celu wykonania analizy
FISH. Nastepnie sygnaty byty liczone przez 4 obserwatoréw w ciagu
réznych dni. Warto$¢ $rednia, odchylenie standardowe oraz procentowy
wspétczynnik zmiennosci (CV) dla obserwowanego odsetka jader
tréjsygnatowych przedstawiono w Tabelach 8. do 12.

W celu dalszej oceny odtwarzalno$ci testu z uzyciem sondy CEP 8
poddano badaniu komorki tréjsygnatowe pod wzgledem odtwarzalnosci
pomigdzy osrodkami, pomiedzy partiami, pomigdzy dniami i pomiedzy
obserwatorami. Jedna prébke szpiku kostnego wykazujaca niski
stopien (okoto 7%) trisomii 8 oceniono pod wzgledem odsetka komdrek
tréjsygnatowych zgodnie z instrukcjami dotyczacymi liczenia sygnatéw
podanymi w niniejszej instrukcji uzywania. Warto$¢ $rednia, SD oraz
procentowy wspétczynnik zmiennosci (CV) dla obserwowanego odsetka
jader trojsygnatowych dla kazdej zmiennej przedstawiono w Tabelach 8.
do 12.

Tabela 8. Precyzja obserwowanego odsetka jader
tréjsygnatowych

Stopien Wartosé Odchylenie Wspoétczynnik
trisomii 8 n Srednia  standardowe zmiennosci
0% 24 0,99% 0,57% 58%
7% 24 7,70% 1,45% 19%

Tabela 9. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader tréjsygnatowych wedtug osrodka badawczego

Stopien Osrodek Osrodek Osrodek
trisomii 8 Statystyka nr1i nr 2 nr3
Warto$é 0,83 1,15 —
$rednia
0% SD 0,40 0,67 —
CV (%) 48,20 46,20 —
n 12,00 12,00 —
Warto$¢ 8,93 8,02 6,17
$rednia
7% SD 0,96 1,09 1,10
CV (%) 10,70 13,60 17,8
n 8,00 8,00 8,00

SD (odchylenie standardowe), CV(%) (wspétczynnik zmienno$ci)

Tabela 10. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader tréjsygnatowych wedtug partii sondy

Stopien Partia Partia Partia Partia
trisomii 8 Statystyka nri nr2 nr3 nr 4
Wartos¢ 0,99 — — —
$rednia
0% SD 0,57 — — —
CV (%) 58,00 — — —
n 24,00 — — —
Warto$¢ 8,30 7,63 7,80 7,10
$rednia
7% SD 1,72 1,45 0,95 2,02
CV (%) 20,70 19,00 12,10 28,50
n 6,00 6,00 6,00 6,00

SD (odchylenie standardowe), CV(%) (wspoétczynnik zmiennosci)



Tabela 11. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader tréjsygnatowych wedtug dnia badania

Stopien Dzien Dzien Dzien Dzien
trisomii 8 Statystyka  nr 1 nr2 nr3 nr 4
Wartosé 0,83 1,15 — —
$rednia
0% SD 0,40 0,67 — —
CV (%) 48,20 46,20 — —
n 12,00 12,00 —_ —_
Warto$¢ 8,23 7,67 7,17 7,76
Srednia
7% SD 1,70 1,40 2,20 0,73
CV (%) 20,70 18,30 30,70 9,40
n 6,00 6,00 6,00 6,00

SD (odchylenie standardowe), CV(%) (wspétczynnik zmiennosci)

Tabela 12. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader tréjsygnatowych wedtug obserwatora

Stopien Obserwator Obserwator
trisomii 8 Statystyka nr1 nr 2
Wartos$¢ srednia 0,75 1,23
SD 0,64 0,37
0%
CV (%) 85,30 30,10
n 12,00 12,00
Warto$é srednia 7,82 7,60
SD 1,35 1,76
7%
CV (%) 17,30 23,20
n 12,00 12,00

SD (odchylenie standardowe), CV(%) (wspétczynnik zmienno$ci)

Zaobserwowano znaczaca zmienno$¢ warto$ci pomiedzy osrodkami oraz
pomiedzy obserwatorami, co odzwierciedlato subiektywno$¢ wzrokowego
liczenia sygnatéw. Wyniki klasyfikacji szkietek jako dodatnich lub
ujemnych pod wzgledem trisomii 8 (przy uzyciu warto$ci odciecia réwnej
2,2%) byly w 96% prawidtowe (1 z 24 wykazywat obecnos$¢ 2,4% jader
tréjsygnatowych) w przypadku prawidtowych prébek szpiku kostnego i

w 100% prawidtowe w przypadku prébek z niewielkim (7%) stopniem
trisomii 8.

Poréwnanie metod; prébki kliniczne
Przeprowadzono wieloo$rodkowe, za$lepione, kontrolne, poréwnawcze
badanie w celu dalszego okreslenia dziatania zestawu sond CEP 8
SpectrumOrange DNA Probe Kit. Celem badania byto wyznaczenie
czutosci i swoistosci testu z uzyciem sondy CEP 8 wzgledem
klasycznego badania cytogenetycznego, bedacego standardowa
praktyka. Cztery laboratoria dostarczyty 368 archiwalnych prébek szpiku
kostnego w celu przeprowadzenia analizy w 3 o$rodkach badawczych.
Osrodek nr 1 dostarczyt 101 prébek. Osrodek nr 2 dostarczyt 57
probek. Osrodek nr 3 dostarczyt 130 prébek. Osrodek nr 4 dostarczyt
80 probek. Probki pochodzace z osrodka nr 4 przebadano w osrodku
nr 3. Po przeprowadzeniu klasycznego badania cytogenetycznego 151
prébek sklasyfikowano jako dodatnie pod wzgledem trisomii 8, 201 -
jako ujemne pod wzgledem trisomii 8, za$ 16 - jako niejednoznaczne
pod wzgledem trisomii 8 (1 trisomia 8 na 30 przebadanych metafaz).
Pietnascie sposréd 16 niejednoznacznych przypadkéw zostato ,celowo”
wybranych po zakonczeniu badania. Prébki te pochodzity od pacjentéw,
u ktérych zdiagnozowano jedna z ponizszych choréb:
1. ostra biataczka szpikowa (AML): 102 prébki
2. zespot mieloproliferacyjny (MPD), w tym czerwienica prawdziwa:
44 prébki
3. zespot mielodysplastyczny (MDS): 80 prébek
4. przewlekta biataczka szpikowa (CML): 72 probki
5. choroby uktadu krwiotwérczego niesklasyfikowane gdzie indziej
(HDNOS): 70 probek (w tym choroby hiperproliferacyjne takie jak
odczyn biataczkowy, zespoty limfoproliferacyjne lub przewlekta
biataczka limfatyczna bez trisomii 8).
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W jednym os$rodku badawczym okoto 50% archiwalnych prébek szpiku
kostnego nie dato informatywnych wynikéw FISH. Dalsze badanie prébek
wybranych z tej grupy wykazato brak integralnosci probek i ustalono,

iz w tym osrodku probki byty przechowywane wbrew zaleceniom w
temp. 4°C, zamiast w temp. -20°C. Na podstawie przeprowadzonych
badan wyciagnieto wniosek, iz niektére prébki i/lub preparaty byty
nieodpowiednie.

Analiza FISH jader interfazowych wzgledem klasycznego badania
cytogenetycznego

Na podstawie tego samego wieloo$rodkowego poréwnawczego

badania opisanego powyzej poréwnano wyniki analizy jader
interfazowych uzyskane metoda FISH z wynikami klasycznego badania
cytogenetycznego. W oparciu o punkt odcigcia wynoszacy 2,2% jader
tréjsygnatowych, ktéry zostat zwalidowany w tym samym kluczowym
badaniu klinicznym, wzgledna czuto$¢ wyniosta 96,03% (145/151) [95%
przedziat ufnosci: 92,55 do 99,51%], za$ wzgledna swoisto$¢ wyniosta
98,01% (197/201) [95% przedziat ufnosci: 96,08 do 99,94%] dla analizy
jader interfazowych przy uzyciu sondy CEP 8. Wyniki zestawiono w
Tabeli 13.

Sposéréd 10 niezgodnych przypadkéw wyniki klasycznego badania
cytogenetycznego miescity sie w zakresie od 0/20 do 8/22 komodrek
metafazowych z trisomig 8, za$ wyniki analizy jader interfazowych

przy uzyciu sondy CEP 8 wyrazone jako odsetek jader tréjsygnatowych
miescity sie w zakresie od 0,6% do 6,0%. Sposréd 16 niejednoznacznych
przypadkéw odsetek jader tréjsygnatowych w badaniu przy uzyciu sondy
CEP 8 miescit sie w zakresie od 0,2% do 2,2%.

Tabela 13. Czuto$¢ i swoisto$¢ analizy jader interfazowych
metoda FISH przy uzyciu sondy CEP 8 przy zwalidowanym
punkcie odciecia (2,2%) wzgledem klasycznego badania
cytogenetycznego | Wszystkie 4 osrodki tacznie

Klasyczne badanie cytogenetyczne

Analiza jader

interfazowych Wynik

z uzyciem sondy Wynik Wynik niejedno-

CEP 8 dodatni ujemny znaczny Ogoétem
Wynik dodatni 145 (96,03%) 4 0 149
Wynik ujemny 6 197 (98,01%) 16 219
OGOLEM 151 201 16 368

W oparciu o 368 probek klinicznych wspétczynnik korelacji dla trisomii
8 wynosit 0,91 pomiedzy klasycznym badaniem cytogenetycznym
metafaz z analiza komérek interfazowych przy uzyciu sondy CEP
8. Wspétczynnik regresji analizy z uzyciem sondy CEP 8 wzgledem
badania cytogenetycznego wynidst 0,71. Ponizsze réwnanie przedstawia
odwzorowanie wynikdw analizy z uzyciem sondy CEP 8 wzgledem
wynikéw badania cytogenetycznego:
y=1,2944+0,7112x
gdzie: x= odsetek ptytek metafazowych z trisomig 8 w klasycznym
badaniu cytogenetycznym
y= odsetek tréjsygnatowych jader interfazowych w analizie z
uzyciem sondy CEP 8

Analiza metafaz w badaniu FISH wzgledem klasycznego badania
cytogenetycznego

W poréwnaniu analizy metafaz z uzyciem sondy CEP 8 z klasycznym
badaniem cytogenetycznym uwzgledniono tacznie 348 przypadkow.
Dwadziescia sposrod 368 przypadkéw uwzglednionych w analizie
jader interfazowych z uzyciem sondy CEP 8 zostato wytaczonych z
badania ze wzgledu na niewystarczajaca ilo$¢ ptytek metafazowych do
przeprowadzenia analizy z uzyciem sondy CEP 8 (prébka musi zawieraé
=20 ptytek metafazowych.)

Zgodnie z zasadami klasycznego badania cytogenetycznego badang
prébke uwaza sig za dodatnig pod wzgledem trisomii 8, jesli w 2 lub
wiecej ptytkach metafazowych wystepuje trisomia chromosomu 8. W
oparciu o warto$¢ odciecia wynoszaca =2 metafaz tréjsygnatowych
wzgledna czuto$¢ wyniosta 89,19% (132/148) [95% przedziat ufnosci:
84,19 do 94,19%], za$ wzgledna swoisto$¢ wyniosta 91,30% (168/184)
[95% przedziat ufno$ci: 87,22 do 95,37%] dla analizy metafaz z
uzyciem sondy CEP 8. Wyniki zestawiono w Tabeli 14. Sposrod 16
niejednoznacznych przypadkéw uzyskanych w klasycznym badaniu
cytogenetycznym, 15 byto ujemnych, za$ 1 byt niejednoznaczny pod
wzgledem trisomii 8 w analizie metafaz z uzyciem sondy CEP 8.
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trisomii 8 wynosit 0,95 pomigdzy badaniem komorek interfazowych

przy uzyciu sondy CEP 8 a badaniem metafaz przy uzyciu sondy CEP

8. Wspodtczynnik regresji analizy metafaz wzgledem analizy komérek

interfazowych przy uzyciu sondy CEP 8 wynosit 0,81. Ponizsze réwnanie

przedstawia odwzorowanie wynikéw analizy metafaz przy uzyciu sondy

CEP 8 na wyniki analizy komdrek interfazowych przy uzyciu sondy
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firm.

W przypadku problemdw technicznych prosimy o kontakt z
przedstawicielem firmy Abbott Molecular w Polsce lub o odwiedzenie
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