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PRZEZNACZENIE

Zestaw sond CEP X SpectrumOrange/Y SpectrumGreen DNA Probe

Kit przeznaczony jest do detekcji sekwencji satelity alfa w regionie
centromerowym chromosomu X oraz satelity Il DNA w regionie Yq12
chromosomu Y w pofaczeniu z rutynowymi diagnostycznymi badaniami
cytogenetycznymi. Moze on byé wykorzystywany jako uzupetnienie
klasycznych badan cytogenetycznych stuzacych do identyfikowania

i liczenia kopii chromosoméw X oraz Y metoda fluorescencyjnej
hybrydyzaciji in situ (FISH) w jadrach interfazowych oraz ptytkach
metafazowych komoérek pochodzacych ze szpiku kostnego pacjentéw
po transplantacji szpiku kostnego od dawcy przeciwnej ptci z powodu
przewlektej biataczki szpikowej (ang. Chronic Myelogenous Leukemia,
CML), ostrej biataczki szpikowej (ang. Acute Myeloid Leukemia, AML),
zespotu mieloproliferacyjnego (ang. Myeloproliferative Disorder, MPD),
zespotu mielodysplastycznego (ang. Myelodysplastic Syndrome, MDS),
ostrej biataczki limfoblastycznej (ang. Acute Lymphoid Leukemia, ALL)
oraz choréb uktadu krwiotwérczego niesklasyfikowanych gdzie indziej
(ang. Hematological disorder not otherwise specified, HDNOS)]. Zestaw
ten nie jest przeznaczony do uzytku jako samodzielny test stuzacy do
raportowania wynikéw badan. Wyniki analizy FISH moga by¢ wydawane
i interpretowane wytacznie w potaczeniu z wynikami klasycznych badan
cytogenetycznych, przeprowadzonych réwnolegle z uzyciem tej samej
prébki pacjenta. Zestaw sond nie jest przeznaczony do stosowania u
pacjentéw po transplantacji szpiku kostnego od dawcy tej samej pici, z
matrycami w postaci innej niz niestymulowane hodowle komérek szpiku
kostnego czy jako badanie przesiewowe w kierunku konstytucyjnych
aneuploidii chromosoméw X i Y.

WPROWADZENIE

Przeszczep szpiku kostnego (ang. bone marrow transplantation,

BMT) stanowi podstawowa metode leczenia wielu nowotwordw
hematologicznych. Do najczestszych schorzen leczonych poprzez BMT
naleza: przewlekta biataczka szpikowa (CML), ostra biataczka szpikowa
(AML), ostra biataczka limfoblastyczna (ALL), zespét mielodysplastyczny
(MDS), zespét mieloproliferacyjny (MPD) oraz sporadycznie przewlekta
biataczka limfocytowa (CLL)."2 Cho¢ u wielu oséb obserwuje sie
stabilny stan chimeryzmu pomiedzy szpikiem dawcy i biorcy, w innych
przypadkach mamy do czynienia ze stanem niestabilnym i wznowa
choroby nowotworowej z rosnacg liczba komoérek biorcy w szpiku
kostnym lub krwi obwodowe;.

Po przeszczepie oszacowanie liczby komérek dawcy w stosunku

do liczby komérek biorcy moze poméc w ocenie przyjecia sie
przeszczepionych komorek, wykryciu obecnosci neoplazji klonalnych
czy zdiagnozowaniu wznowy. Szczegolnie jest to istotne w przypadku
BMT od dawcy pici przeciwnej. Obecnie stosowane metody oceniajace
przyjecie sie przeszczepionych komoérek po BMT obejmuja klasyczne
badanie cytogenetyczne.®

Klasyczne badanie cytogenetyczne polega na okre$leniu kariotypu
szpiku kostnego oraz na identyfikacji komérek dawcy i biorcy w oparciu
chromosomy pfci lub chromosomalne réznice heteromorficzne pomiedzy
dawca i biorca. Ptytki metafazowe przygotowuje sie konwencjonalnymi
metodami z niestymulowanego szpiku kostnego po 24- do 48-godzinnej
hodowli, wybarwionego dichlorowodorkiem kwinakryny lub barwnikiem
Giemsy. W zalezno$ci od danej placéwki klasyczne badanie
cytogenetyczne przeprowadza sie zazwyczaj na 20 do 30 komoérkach
mitotycznych. Biorcy szpiku po BMT od dawcy ptci przeciwnej sa badani
poprzez ocene konstytucji hormonéw ptci w ptytkach metafazowych
(XX=kobieta, XY=mezczyzna). W prébkach szpiku kostnego
pochodzacych od biorcéw po BMT od dawcy ptci przeciwnej, jesli jedna
lub wigcej ptytek metafazowych pochodzi od dawcy, prébke uwaza sie
za dodatnig pod wzgledem komdrek dawcy. Stosunek komérek XX do
komdrek XY moze by¢ przydatny w ocenie przyjecia si¢ przeszczepu.
Zazwyczaj za catkowite przyjecie sie przeszczepu uznaje sie przypadki,
w ktérych komérki dawcy znajduja si¢ na poziomie 100%. Nie
przywiazuje sig istotnego znaczenia klinicznego przypadkom, w ktdérych
tylko 1 ptytka metafazowa wykazuje obecno$¢ komérek biorcy.



Zaleta klasycznej cytogenetyki jest to, ze w przypadku, gdy wykryte
zostaja komorki gospodarza, mozna zastosowa¢ techniki prazkowania
do wykrycia nieprawidtowo$ci chromosomowych charakteryzujacych
klon biataczkowy, dokumentujgc tym samym wznowe choroby po
przeszczepie szpiku kostnego. Jednakze ograniczeniem klasycznego
badania cytogenetycznego jest wykrywanie chimeryzmu mieszanego

w matych proporcjach oraz konieczno$¢ analizy duzej liczby metafaz
dla poprawienia czutoéci badania.* Analiza 32 metafaz wymagana

jest w celu wykluczenia chimeryzmu na poziomie 9% i wigcej z 95%
ufno$cia;® analiza 459 lub wigkszej liczby metafaz wymagana jest

w celu wykluczenia chimeryzmu na poziomie 1% z 95% ufnoscia.5 Z
praktycznego punktu widzenia, w klasycznym badaniu cytogenetycznym
trudno jest wykluczy¢ poziomy chimeryzmu ponizej 10%. Ponadto analiza
kariotypu wymaga aktywnego podziatu komoérek, w zwigzku z czym jest
ona ograniczona do populacji komoérek proliferujgcych. Brak dzielacych
sie¢ komoérek spowodowany ubogokomérkowoscia szpiku jest gtéwna
przyczyna niepowodzenia klasycznego badania cytogenetycznego.
Zastosowanie techniki FISH w potgczeniu z klasycznym badaniem
cytogenetycznym moze zwigkszyé czuto$¢ analityczng poprzez
umozliwienie oceny duzej liczby komdrek. Zasadniczo w danej prébce
mozna oceni¢ co najmniej 500 jader interfazowych. Dzieki duzej
liczbie analizowanych komdrek oraz raportowanemu wzrostowi czuto$ci
analitycznej badania FISH, badanie to powinno zapewni¢ lepsza
precyzje szacowanego stosunku komérek biorcy do komérek dawcy niz
ma to miejsce w przypadku klasycznego badania cytogenetycznego.
Jednakze w duzym stopniu zalezy to od integralno$ci stosowanych

w tescie odczynnikéw, optymalnego dziatania analitycznego testu w
Srodowisku laboratoryjnym oraz rozpoznania wynikéw suboptymalnych.

ZASADA METODY

Hybrydyzacja fluorescencyjna in situ jest technika umozliwiajaca
wizualizacje swoistych sekwencji kwaséw nukleinowych na preparacie
komdrkowym. Doktadniej rzecz ujmujac, badanie DNA metoda FISH
polega na precyzyjnym przytgczeniu (ang. annealing) jednoniciowej,
znakowanej fluorescencyjnie sondy DNA do komplementarnych
sekwencji docelowych. Efekt hybrydyzacji sondy do fragmentu
komdrkowego DNA moze by¢ obserwowany przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego.

Tkanka sktadajgca 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 konsekwenciji
pozwala mu na hybrydyzacje z sonda DNA CEP X/Y. Po hybrydyzacji
nadmiar niezwigzanej sondy jest usuwany w serii ptukan, a chromosomy
i jadra sa 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 X/Y jest
widoczny w mikroskopie fluorescencyjnym wyposazonym w odpowiednie
filtry wzbudzajgce i emisyjne, umozliwiajgce wizualizacje intensywnego
pomaranczowego sygnatu fluorescencyjnego skupionego w centromerze
chromosomu X, intensywnego zielonego sygnatu fluorescencyjnego
skupionego w regionie Yq12 chromosomu Y, jak i wybarwionych na
niebiesko chromosomoéw i jader. Liczenie kopii chromosoméw X i

Y odbywa si¢ w badaniu mikroskopowym jader interfazowych i/lub
metafazowych. Wybarwione fluorescencyjnie centromery chromosomu
X oraz satelita lll DNA chromosomu Y sg dobrze widoczne na tle
niebieskiej fluorescencji barwnika DAPI barwigcego jadrowe DNA. W
poréwnaniu z klasycznym badaniem cytogenetycznym, procedura CEP
pozwala na uzyskanie wyzszego odsetka jader interfazowych mozliwych
do zinterpretowania w kazdym preparacie i umozliwia wzrokowe liczenie
kopii chromosoméw X i Y w obrebie jader.

Wyniki testu podawane sa jako odsetek jader z sygnatami XX, XY oraz
innymi w grupie wszystkich komérek z co najmniej jednym sygnatem
fluorescencyjnym. Kazdy pomaranczowy sygnat fluorescencyjny
odpowiada centromerowi chromosomu X. kazdy zielony sygnat
fluorescencyjny odpowiada satelicie Il DNA chromosomu Y.
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Sonda DNA CEP X (locus DXZ1) jest bezposrednio wyznakowana

na pomaranczowo (SpectrumOrange) fluorescencyjna sonda DNA
swoistg dla alfa-satelitarnych sekwencji DNA bogatych w pary AT

w regionie centromerowym chromosomu X (Xp11.1-Xq11.1). Sonda

DNA CEP Y (locus DYZ1) jest bezposrednio wyznakowana na zielono
(SpectrumGreen) fluorescencyjna sonda DNA swoista dla satelity Ill DNA
w regionie Yq12 chromosomu Y. Test przeznaczony jest do wykrywania i
liczenia kopii chromosoméw X i Y zaréwno w jadrach interfazowych, jak
i ptytkach metafazowych metoda FISH.

ODCZYNNIKI | APARATY

Materiaty dostarczone

Zestaw ten zawiera 4 odczynniki w ilo$ciach wystarczajacych do
wykonania okoto 20 oznaczen. Jedno oznaczenie definiuje sig jako
pojedynczy obszar docelowy o wymiarach 22 mm x 22 mm.

Tabela 1. CEP X SpectrumOrange/Y SpectrumGreen DNA
Probe Kit (nr produktu: 30-161050, nr kat. 07J20-050)

Nr Zawar-  Przecho-
Sktadnik Sktad produktu tosé wywanie
Sonda DNA 14 ng/pL sondy 30-171050 220 pL/ -20°C
CEP X/Y: satelity alfa DNA fiolke bez
plazmid X znakowanej dostepu
E. coli fluoroforem Swiatta
SpectrumOrange
(sonda oraz sondy satelity lll
poddana DNA'Y znakowanej
uprzednio fluoroforem zielonym
denaturacji)  SpectrumGreen,
uprzednio
wymieszanych z
blokujagcym DNA
oraz buforem
hybrydyzacyjnym
(siarczan dekstranu,
formamid, SSC)
Barwnik 125 ng/mL DAPI 30-804841 300 pL/ -20°C
kontrastowy  (4,6-diamidyno- fiolke bez
DAPI I 2-fenyloindol) w dostepu
dichlorowodorku Swiatta
fenylenodiaminy,
glicerolu i buforze
NP-40 detergent niejonowy 30-804818 1 mL/ -25do
fiolke 30°C
20X SSC chlorek sodowy i 30-805850 66 g/ —-20°C do

cytrynian sodowy

Tabela 2.CEP X SpectrumOrange/Y SpectrumGreen DNA
Probe Kit with ProbeChek Control Slides

(nr produktu: 32-161050, nr kat. 07J22-050)

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

pojemnik 25°C

Nr

produktu/ Zawar- Przecho-
Skiadnik Sktad nr kat. to$¢  wywanie
Szkietka Utrwalone, 30-805012 5 szkietek —20°C z
kontrolne pochodzgce z hodowli /07J21-012 (10 desy-
ProbeChek komorki meskie i obszaréow kantem
Control Slides zenskie limfoblastow docelo-
Low Level wymieszane w wych)
Male (niski  stosunku okoto 5%
poziom komérek meskich
komarek do 95% komorek
meskich) zenskich, naniesione
5% XY/ na szkietka
95% XX mikroskopowe.
ProbeChek Utrwalone, 30-805011 5 szkietek -20°C
Control Slides pochodzace z hodowli /07J21-011 (10 z desy-
Low Level komorki meskie i obszarow kantem
Female zenskie limfoblastow docelo-
(niski poziom Wwymieszane w wych)

komorek stosunku okoto 5%
zenskich) komorek zenskich
95% XY/ do 95% komorek
5% XX meskich, naniesione

na szkietka
mikroskopowe.




PRZECHOWYWANIE | POSTEPOWANIE Z PRODUKTEM
Oryginalnie zamkniety zestaw sond CEP X/Y DNA Probe Kit nalezy
przechowywac¢ w catosci w temp. —20°C, w ciemnym i suchym

miejscu. Sole 20X SSC i NP-40 moga by¢ przechowywane oddzielnie
w temperaturze pokojowej. Szkietka kontrolne ProbeChek Control Slides
przechowywaé¢ w temp. —20°C w szczelnie zamknigtym pojemniku

z desykantem, chroniacym szkietka przed wilgocia. Daty waznosci
kazdego, oryginalnie zamknietego sktadnika testu podane sg na
poszczegolnych etykietach. Powyzsze warunki przechowywania dotycza
zaréwno otwartych, jak i oryginalnie zamknietych sktadnikéw testu.

Materia: magane, lecz niedostarczone

UWAGA: Jesli warunki przechowywania nie zostaty okreslone w
ulotce informacyjnej lub na etykiecie produktu, odczynniki
przechowywaé zgodnie z zaleceniami producenta/dostawcy.

Odczynniki laboratoryjne

e 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.

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

e Desykant Drierite lub azot (w postaci gazu)

Sprzet laboratoryjny

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

Odttuszczone szkietka mikroskopowe

Ptyta 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
Mikroprobowki wiréwkowe 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 diamentowag koncowka

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 probowki

Klej kauczukowy

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 sig rutynowe czyszczenie mikroskopu oraz okresowe
strojenie, zwtaszcza, o ile to konieczne, dostrojenie/centrowanie lampy,
wykonywane przez inzyniera serwisowego producenta.

Zrodio $wiatta wzbudzajacego: Rekomendowane zrédio $wiatta
wzbudzajgcego to 100-watowa lampa rtgciowa lub jej odpowiednik

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

Obiektywy: Uzywajac mikroskopu wyposazonego w 100-watowa

lampe rteciowa lub jej odpowiednika o zblizonym natezeniu oraz
spektrum emitowanego $wiatta, nalezy stosowa¢ obiektywy do
fluorescencji z imersja olejowa o aperturze numerycznej =0,75.
Obiektyw powiekszajacy 25- lub 40-krotnie z okularem powiekszajacym
10-krotnie jest wtasciwy do skanowania prébek w celu wybrania
obszaréw odpowiednich do zliczania sygnatéw. Satysfakcjonujace
rezultaty zliczania sygnatéw FISH uzyskuje sie przy uzyciu obiektywéw

achromatycznych z imersjg olejowa, powigkszajacych 40-krotnie,
63-krotnie lub 100-krotnie.
Olejek imersyjny: Do obiektywéw nalezy uzywac olejku imersyjnego
przeznaczonego do mikroskopii fluorescencyjnej, charakteryzujacego sig
niska autofluorescencja.
Filtry: Zestawy filtrow wielopasmowych przeznaczone do wigkszosci
modeli mikroskopéw zostaty zoptymalizowane do uzycia z zestawami
sond DNA CEP i sg dostgpne w firmie Abbott Molecular Inc. Dla
zestawu CEP X/Y rekomendowany jest zestaw filtréw tréjpasmowych
DAPI/Green/Orange. Taka kombinacja filtrow umozliwia réwnoczesne
wzbudzenie i emisje fluoroforéw SpectrumOrange, SpectrumGreen oraz
DAPI. Hybrydyzacja sondy CEP X/Y do jej 2 chromosomdw docelowych
uwidoczniona jest poprzez fluorescencje pomaranczows i zielona.
Wszystkie pozostate sekwencje DNA beda fluoryzowaé na niebiesko
poprzez zastosowanie barwnika DAPI.
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 wartos$ci
5,3 przy uzyciu stezonego HCI. Doprowadzi¢ do uzyskania koncowej
objetosci 250 mL. Przefiltrowaé przez filtr o wielko$ci poréw wynoszacej
0,45 pm. Przechowywaé w zamknietym pojemniku w temperaturze
pokojowej przez maksymalnie 6 miesiecy.
Roztwor denaturujacy
Aby przygotowac roztwor, nalezy dodac:

49 mL  formamidu

7mL 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 sprawdzi¢ pH roztworu.
Roztwory 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 jeden tydzien, chyba ze doszto do wyparowania
lub rozcienczenia roztworu na skutek nadmiernego uzycia.
Roztwor 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 pokojowej za
pomoca pehametru. W razie potrzeby, doprowadzi¢ pH do wartosci
7,0 do 7,5 przy uzyciu 1N NaOH. Uzupetni¢ woda do uzyskania objetosci
1 litra. Przefiltrowa¢ przez filtr o wielko$ci poréw 0,45 pm. Nieuzywany
roztwdr przechowywaé w zamknietym pojemniku w temperaturze
pokojowej przez maksymalnie 6 miesiecy. Roztwér uzywany w badaniu
wymienia¢ po kazdym dniu pracy.
0,1% NP-40 w 2X SSC
Aby przygotowac roztwor, nalezy dodac:
100 mL 20X SSC, pH 5,3
849 mL oczyszczonej wody
1 mL NP-40
1000 mL  koncowej objetosci

Doktadnie wymieszaé. Zmierzyé pH w temperaturze pokojowej za
pomoca pehametru. Doprowadzi¢ 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. Szkietka kontrolne ProbeChek Control Slides do stosowania z
niniejszym zestawem sond zostaty wytworzone z kultur ludzkich
komorek limfoblastycznych kilkakrotnie utrwalonych w roztworze
metanolu:kwasu octowego (3:1). Jako Ze czesto nie jest mozliwe
stwierdzenie zakaznosci, podczas pracy z wszystkimi probkami
pochodzenia ludzkiego i szkietkami kontrolnymi nalezy przestrzegac¢
uniwersalnych srodkdw ostroznosci. Wytyczne dotyczace
obchodzenia sie z probkami mozna uzyskac¢ w Amerykarskim
Centrum Zwalczania i Zapobiegania Chorob (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
hybrydyzaciji.

4. Nieprzestrzeganie wszystkich procedur denaturacji preparatéw,
hybrydyzaciji i zliczania sygnatéw moze skutkowaé 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 ktdérych
nie jest wymagane $wiatto (inkubacje, ptukania itd.), nalezy
przeprowadzaé w przyttumionym $wietle, aby fluorofor nie byt
poddany na bezposrednie dziatanie $wiatta.

6. Sonda DNA CEP X/Y zawiera formamid, ktéry jest substancja
teratogenna. Unika¢ zanieczyszczenia skory i bton $luzowych.
Dalsze informacje, patrz karta charakterystyki substancji
niebezpiecznej.

7. W sposob szczegolny zaleca sig¢ stosowanie skalibrowanego
termometru do pomiaru temperatury roztworéw, tazni wodnych oraz
inkubatoréw, gdyz w tych przypadkach temperatura jest czynnikiem
gwarantujacym poprawne dziatanie testu.

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

Sonda CEP X SpectrumOrange/Y SpectrumGreen 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 tego typu odczynnikami oraz prébkami

pochodzenia ludzkiego nalezy obchodzi¢ sie jak z materiatem zakaznym,

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

Biomedical Laboratories”,!! standardach OSHA dotyczacych patogenéw

przenoszonych droga krwi (Standards on Bloodborne Pathogens),'?

w dokumencie CLSI M29-A3" oraz innych odpowiednich praktyk

zwigzanych z bezpieczenstwem biologicznym.'* A zatem wszystkie

materiaty pochodzenia ludzkiego nalezy traktowaé jako zakazne.

Do $rodkéw ostroznosci naleza miedzy innymi nastepujace wskazania:

e Podczas pracy z badanymi prébkami lub odczynnikami nosi¢
rekawice ochronne.

e Nie pipetowa¢ ustami.

e W miejscach, w ktérych opracowuje sig tego typu materiaty, nie
spozywaé pokarmoéw, nie spozywaé napojow, nie pali¢, nie naktada¢
kosmetykow ani szkiet kontaktowych.

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

e Wszystkie potencjalnie zakazne materiaty odkazi¢, a nastepnie
usuwaé zgodnie z lokalnymi, jak i ogélnokrajowymi przepisami.'#

Niebezpieczenstwo
Sktadniki warunkujace stopien zagrozenia umieszczone

na etykiecie: formamid

H360 Moze dziata¢ szkodliwie na ptodno$¢ lub na
dziecko w tonie matki.

P201 Przed uzyciem zapozna¢ sie ze specjalnymi
Srodkami ostroznosci.

P202 Nie uzywa¢ przed zapoznaniem sig
i zrozumieniem wszystkich srodkow
bezpieczenstwa.

P281 Stosowa¢ wymagane $rodki ochrony
indywidualnej.

P308+P313 W PRZYPADKU narazenia lub styczno$ci:
Zasiegna¢ porady/zgtosi¢ si¢ pod opieke

lekarza.

P405 Przechowywa¢ pod zamknigciem.

P501 Usuwacé produkt i jego opakowanie
w bezpieczny sposéb.

NP-40
Niebezpieczenstwo
g 3% Sktadniki warunkujace stopien zagrozenia umieszczone

na etykiecie: eter oktylofenolu z glikolem polietylenowym

H302 Dziata szkodliwie po potknieciu.

H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu.

H412 Dziata szkodliwie na organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate skutki.

P280 Stosowac regkawice ochronne/odziez
ochronna/ochroneg oczu.

P264 Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

P273 Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.

P305+ W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZzU:

P351+ Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut.

P338 Wyja¢ soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna
je tatwo usungé. Nadal ptukac.

P501 Usuwacé produkt i jego opakowanie

w bezpieczny sposadb.

Oswiadczenie dotyczace karty charakterystyki: Wazne informacje
dotyczace bezpiecznego obchodzenia sie z produktem, jego transportu i
usuwania podane sg w karcie charakterystyki.

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

POBIERANIE, OBROBKA, PRZECHOWYWANIE PROBEK
| PRZYGOTOWYWANIE PREPARATOW

Pobieranie prébek i ich obrébka

Szpik kostny powinien by¢ pobierany zgodnie z wytycznymi
obowigzujacymi w danej placéwce. Zalecenia dotyczace pobierania i
hodowli prébek znajduja si¢ w Instrukcji ,AGT Cytogenetics Laboratory
Manual”.” AGT zaleca pobieranie szpiku kostnego na podtozu
transportowym powlekanym heparyna sodowa lub do probéwek typu
Vacutainer zawierajgcych heparyne sodowa.” Zgodnie z instrukcjg AGT
dopuszcza sie stosowanie obydwu pojemnikéw. Prébki szpiku kostnego
nie powinny by¢ znacznie zanieczyszczone krwig, gdyz mogtaby ona
rozcienczy¢ szpik kostny oraz zaburzyé wyniki testu w odniesieniu do
ilosciowego stosunku komoérek dawcy do komérek biorcy.

Instrukcja AGT zaleca, aby po przetransportowaniu prébek do

pracowni cytogenetyki niezwtocznie rozpoczaé przygotowanie hodowli
szpiku kostnego. Instrukcja AGT zawiera szereg zalecen dotyczacych
prowadzenia i zakoniczenia hodowli komorkowych. Przed zatozeniem
hodowli lub jej zakonczeniem szpik kostny nie moze byé zamrozony. Po
wyizolowaniu prébki szpiku kostnego moga by¢ bezposrednio uzyte do
przygotowania preparatéw lub przechowywane w utrwalaczu w temp.
-20°C.7

Probki zéttaczkowe lub shemolizowane 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
stosowa¢ nastepujaca metode.

1.

10.
11.

Umieséci¢ taznie wodng oraz nawilzacz w urzadzeniu z obudowa
zabezpieczajaca przed utratg 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%, uzy¢
nawilzacza.

Podgrzac¢ taznie wodng do temp. 67 +2°C. Umiesci¢ statywy na
probéwki w $rodku tazni wodnej tak, aby nie dotykaty jej $cianek.
Przez caty czas trwania procedury poziom wody w tazni powinien
dochodzi¢ do gérnej powierzchni statywu na probéwki.

Przygotowa¢ osad komdrkowy, stosujac utrwalacz w taki sposdb, aby
zawiesina byta lekko metna.

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

Zanurzy¢ odttuszczone szkietko w kominku (Coplin) zawierajgcym
utrwalacz. Przechyli¢ szkietko, aby réwnomiernie rozprowadzi¢
utrwalacz na gornej powierzchni szkietka.

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

Witozy¢ szkietko do tazni wodnej i potozy¢ na statywie na probdéwki
tak, aby powierzchnia z materiatem badanym byta zwrécona do gory.
Pozostawi¢ szkietko do wyschniecia na 10 minut.

Zdja¢ szkietko ze statywu na probowki i obejrze¢ preparat pod
mikroskopem fazowo-kontrastowym. Oceni¢ liczbe komérek
interfazowych w kazdym polu widzenia, stosujac mate powigkszenie
(obiektyw powigkszajacy 10-krotnie). W celu uzyskania optymalnych
wynikéw badan w polu widzenia o matej rozdzielczo$ci powinno
znajdowac sie co najmniej 100 komoérek. W celu uzyskania zalecanej
liczby jader interfazowych doprowadzi¢ gestos$¢ preparatu do
zalecanej, stosujac $wiezy utrwalacz.

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

Przed rozpoczeciem hybrydyzaciji lub przechowywania pozwolié
dojrze¢ preparatom w temperaturze pokojowej przez 24 godziny w
otwartej kasetce.

Przechowywanie preparatéw

Umiesci¢ przygotowane szkietka w zamykanej kasetce na szkietka.
Kasetke szczelnie zamkng¢ 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 probki:

1

Przed przygotowaniem szkietek podgrza¢ komore hybrydyzacyjna

(hermetyczny pojemnik) do temp. 42°C, umieszczajac ja

w inkubatorze o temp. 42°C.

Doda¢ roztwor denaturujacy do kominka (Coplin) i umiesci¢ go

w fazni wodnej o temp. 73+1°C na co najmniej 30 minut. Przed

uzyciem sprawdzi¢ temperature roztworu.

Zdenaturowa¢ DNA prébki, zanurzajac przygotowane preparaty w

roztworze denaturujgcym o temp. 73+1°C na 5 minut. W jednym

kominku (Coplin) nie denaturowa¢ jednoczes$nie wiecej niz

4 preparatow.

Peseta usuna¢ preparat(y) z roztworu denaturujgcego i natychmiast

umiesci¢ go(je) w roztworze ptuczacym w postaci 70% etanolu w

temperaturze pokojowej. Potrzasna¢ szkietkiem w celu usuniecia

formamidu. Preparat(y) pozostawi¢ w etanolu przez 1 minutg.

Usuna¢ preparat(y) z 70% roztworu etanolu. Powtérzy¢ krok 4.,

uzywajac 85%, a nastgpnie 100% etanolu.

Odsaczy¢ nadmiar etanolu z preparatu, opierajac dolng krawedz

preparatu na bibule, a nastepnie wycierajac do sucha spodnig czg$¢

szkietka przy pomocy $ciereczki laboratoryjne;j.

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 zawierajacym 100% etanol. Nie
osuszac preparatu na powietrzu przed umieszczeniem
go na ptycie grzejne;j.

Przygotowanie sondy

1

Pozostawi¢ sonde do osiagnigcia temperatury pokojowej,

zmniejszajac w ten sposob jej lepkos¢ i umozliwiajac jej doktadne

odpipetowanie.

Wymieszaé na worteksie. Kazda probéwke krétko odwirowa¢ (1 do

3 sekund) w mikrowiréwce, aby zawarto$¢ osiadta na dnie probdéwki.

Ponownie delikatnie wymieszaé na worteksie.

UWAGA: Sonda jest poddana wstepnej denaturacji 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
wplynaé na hybrydyzacje.

UWAGA: Nie nanosi¢ roztworu sondy na kilka obszaréw
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 podda¢

hybrydyzacji przez co najmniej 30 minut.

UWAGA: W przypadku niektorych prébek moze by¢é wymagany
dtuzszy czas hybrydyzacji w celu uzyskania
wystarczajaco intensywnego sygnatu. Inkubacje
mozna przeprowadzaé przez catg noc (do 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.

e Pobra¢ klej do strzykawki o poj. 5 mL. Uszczelnié¢ szkietko
nakrywkowe, nanoszac niewielka ilos¢ kleju wokét brzegow
szkietka nakrywkowego, tak aby zachodzito ono zaréwno na
szkietko, jak i preparat, tworzac szczelng warstwe naokoto
szkietka.

e 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).

e Szczelnie zamknaé pokrywe komory i inkubowac przez 1 do
16 godzin, zgodnie z potrzebami.

® Po zakonczeniu inkubacji usunaé klej ze szkietka nakrywkowego
poprzez pociagniecie warstwy kleju do gory.

Ptukania po zakonczeniu hybrydyzacji

1

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

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

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

osiagnie temp. 73+1°C.

UWAGA: Jesli hybrydyzacji poddawanych jest wigcej niz
4 preparaty, nalezy je ptuka¢ w wiecej niz 1 serii. Przed
wykonaniem kolejnego ptukania roztwor ptuczacy musi
ponownie osiagna¢ temp. 73+1°C.

Zdjac¢ szkietko nakrywkowe z obszaru docelowego pierwszego

szkietka i natychmiast przetozy¢ szkietko do kominka (Coplin)

zawierajgcego 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. Rozpoczaé¢ 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 pdtka w zamykanej

szafce.)



5. Nanies¢ 10 pL barwnika kontrastowego DAPI Il na obszar docelowy
preparatu i przykry¢ szkietkiem nakrywkowym. Preparat(y)
przechowywa¢ w ciemnym miejscu do czasu rozpoczecia liczenia
sygnatow.

Przechowywanie

Preparaty (ze szkietkami nakrywkowymi) poddane hybrydyzacji

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.

Liczenie sygnatow

Ocena adekwatnosci preparatu

Ocene adekwatnosci preparatu przeprowadza sie na podstawie

nastepujacych kryteriow:

e Intensywno$¢ sygnatu sondy: Sygnat powinien byc¢ jasny, wyrazny i
tatwy do oceny. Sygnaty moga by¢ zarédwno jasne, zwarte i owalne,
jak tez wtdkniste, 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 hybrydyzowaé i $wieci¢ wytagcznie na obszarze docelowym
(centromer chromosomu X lub region Yq12 chromosomu Y). W celu
zidentyfikowania jakiejkolwiek hybrydyzaciji krzyzowej do sekwenciji
niedocelowych powinno ocenié¢ sig ptytki metafazowe. Jezeli
hybrydyzacja zostata przeprowadzona poprawnie, co najmniej 98%
komoérek powinno wykazywac 1 lub wiecej sygnatéw (patrz wytyczne
dotyczace liczenia sygnatéw ponizej).

Jesli ktorykolwiek z powyzszych warunkéw nie zostanie spetniony, nalezy

zapoznac¢ sig z trescig Tabeli 3. Wykrywanie i usuwanie probleméw, a
nastgpnie przeprowadzi¢ procedurg z nowym preparatem.

Wybdr optymalnego obszaru ogledzin i jader nadajacych sie do oceny
Do ogladania obszaru hybrydyzacji oraz badania rozktadu prébek
nalezy stosowa¢ obiektyw powiekszajacy 25-krotnie. Wybra¢ obszar,
na ktérym prdbka 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 komoérki sa zbite, nachodza
na siebie lub nie mozna zidentyfikowaé granic poszczegdinych jader.
Omijaé obszary, gdzie komoérki wystepuja w grupach. Zliczaé wytacznie
te komorki, ktére dajg sygnaty dyskretne.

Skanowanie

Za pomoca obiektywu powigkszajacego 40- lub 63-krotnie rozpoczaé
analize w lewym goérnym kwadrancie wybranego obszaru i, przesuwajac
si¢ 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.

Kontynuowaé¢ skanowanie do momentu zliczenia 500 jader interfazowych

oraz zliczenia i przebadania co najmniej 20 ptytek metafazowych.

Jesli po przebadaniu 200 jader ponad 5% z nich nie wykazuje sygnatu

hybrydyzacyjnego, oznacza to, ze dla danego preparatu hybrydyzacja

nie powiodta sig, a uzyskanych wynikéw nie nalezy raportowaé.

Liczenie sygnatéw w jadrach interfazowych

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

sygnaty fluorescencyjne w kazdym badanym jadrze interfazowym o

odpowiedniej jakosci. Postgpowac¢ zgodnie z wytycznymi dotyczacymi

liczenia sygnatéw zamieszczonymi na Rycinie 1. W celu zweryfikowania
lub przeprowadzenia doktadniejszej analizy sygnatdéw rozszczepionych
lub rozmytych nalezy stosowaé obiektywy o wiekszym powiekszeniu (np.
63-krotnie 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 jeden sygnat, jesli rozmycie sygnatu jest
spojne i miesci sie w akceptowalnych granicach.

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

e Zlicza¢ jadra z 0, 1, 2, 3, 4 lub >4 sygnatami (zaréwno sygnatami X,
jak i 'Y), a nastgpnie wynik zliczania zapisa¢ w 2-kierunkowej tabeli.
Zlicza¢ jadra z 1 lub wigcej sygnatem FISH kazdego koloru. Je$li
istnieja watpliwosci co do doktadnosci liczenia, nalezy powtorzy¢
procedure liczenia na innym obszarze szkietka.

e Nie liczy¢ jader z niepewnymi sygnatami.

Liczenie sygnatéw w ptytkach metafazowych

e Ptytki metafazowe powinny posiada¢ chromosomy, ktére sa od
siebie dobrze oddzielone, lecz bez watpienia pochodza z tej samej
komorki. Do liczenia i analizy chromosomdw wybraé co najmniej
20 kompletnych ptytek metafazowych o dobrej jakosci, z dobrze
okreslonymi, niezachodzacymi na siebie chromosomami.

e Sygnat sondy DNA CEP X/Y bedzie widoczny jako wyrazny sygnat
fluorescencyjny zlokalizowany w poblizu regionu centromeru
chromosomu X oraz regionu Yq12 chromosomu Y. Sygnat sondy
CEP moze sprawia¢ wrazenie rozszczepionego (2 mniejsze
sygnaty potozone blisko siebie), jesli chromatydy sa rozdzielone.
Rozdzielenie chromatyd wystepuje w przypadku, gdy komdrka
znajduje sie w pozniejszych fazach mitozy (pomiedzy metafaza
a anafaza). Rozdzielony sygnat wykryty na kazdej z 2 chromatyd
nalezy liczy¢ jako jeden sygnat. Postepowaé zgodnie z ogdélnymi
wytycznymi dotyczacymi powiekszania i skanowania w rozdziale
,Liczenie sygnatéw w jadrach interfazowych”.

e Oprodcz zliczania sygnatéw X/Y analizie nalezy poddaé komorki
metafazowe w celu weryfikacji swoistosci sond dla danego
locus oraz w celu upewnienia sig, ze nie ma sig¢ do czynienia
z hybrydyzujacymi krzyzowo sekwencjami w innych miejscach
chromosomowych.

Tabela 3.Wykrywanie i usuwanie problemow

Problem Prawdopodobna

przyczyna

Rozwiagzanie

* Brak sygnatu e Do przegladania e Zastosowac¢ odpowiednie filtry.

lub stabe preparatéw uzyto
sygnaty nieodpowiedniego
zestawu filtrow.
o Mikroskop nie dziata e Skontaktowa¢ sie z
prawidtowo. inzynierem serwisowym
producenta mikroskopu.
¢ Nieodpowiednie lampy e Uzyé lampy rteciowej
(np. ksenonowe lub (zalecana 100-watowa).
wolframowe)
® Przestarzata lampa * Wymieni¢ lampe na nowa.
rteciowa
® Rozregulowana lampa e Wyregulowa¢ lampe.
rteciowa
e Zabrudzone iflub ® Przeczyscic lub wymienié
porysowane soczewki  soczewke.
kolektora
® Zabrudzone lub ® Przeczys$ci¢ lub wymienié
peknigte lusterko w lusterko.
obudowie lampy
* Niewtasciwe obiektywy e Zastosowa¢ zalecane
obiektywy.
e Sondy nieprawidtowo e Sprawdzi¢, czy temperatura
zdenaturowane fazni wodnej wynosi 73+1°C.
¢ Nieprawidtowe warunki ® Sprawdzi¢, czy temperatura
hybrydyzacji inkubatora wynosi 42°C.
e Wydtuzy¢ czas hybrydyzacji
do 1 godziny.
¢ Nieodpowiednie e Sprawdzi¢, czy temperatura
warunki ptukania fazni wodnej wynosi 73+1°C.
® Sprawdzi¢ wtasnosci
roztworéw w tazni wodnej
(np. pH).
e Pecherzyki e Natozy¢ szkietko nakrywkowe,
powietrza uwigzione dotykajac najpierw
pod szkietkiem powierzchni mieszaniny
nakrywkowym, hybrydyzacyjne;j.
uniemozliwiajace
dostgp sondy
¢ Nieprawidtowo ® Przechowywa¢ sondy w temp.
przechowywane sondy —20°C bez dostepu $wiatta.
 Niska e Nieprawidtowe warunki ® Sprawdzi¢, czy temperatura
specyficz- hybrydyzacji inkubatora wynosi 42°C.
nos¢ ] ® Zbyt niska temperatura ¢ Utrzymywac temperature
sygnatow ptukania ptukania na poziomie 73+1°C.




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

Problem Prawdopodobna Rozwigzanie
przyczyna
* Mocne tto e Ptytki metafazowe ® Wydtuzy¢ czas denaturacji

widoczne na  dojrzewaty przez
preparacie prazenie lub zawieraja
duza ilo$¢ cytoplazmy.
® Resztki komdrek na

preparatéw do 10 minut.

 Pieciokrotnie przemy¢

preparacie zawiesing komérek $wiezym
utrwalaczem i powtérzy¢
procedure ,Przygotowania
preparatow”.
e Zanieczyszczone DNA e Zastgpi¢ ptukanie po
probki hybrydyzacji w 0,4X SSC

ptukaniem w formamidzie w
nastgpujacy sposoéb:
1. ptuka¢ kazde szkietko(a)
3 razy przez 10 minut
w 50% roztworze
formamidu/2X SSC o
pH 7,5 do 8,0 w temp.
46+1°C.
2. ptuka¢ szkietko(a) 1 raz
przez 10 minut w 2X SSC
w temp. 46+1°C.
3. piuka¢ szkietko(a)
1 raz przez 5 minut w
2X SSC/0,1% NP-40
w temp. 46+1°C.
® Zamieni¢ na filtry o mniejszej
szerokosci pasma lub filtry
wielopasmowe.

e Zastosowano filtry
gornoprzepustowe,
ktdre przepuszczaja
duzg ilo$¢ Swiatta.

* Plukania
przeprowadzono
w nieodpowiedniej
temperaturze lub
nieprawidtowo
sporzadzono roztwory.

e Szkietka nieprawidtowo e Zanurzyé szkietka w
odttuszczone przed roztworze etanolu i wytrze¢
naniesieniem komérek  $ciereczka laboratoryjng
docelowych przed naniesieniem zawiesiny

komorek.

® Sprawdzi¢ temperature tazni,
pH roztworéw
i/lub poprawno$¢ ich
przygotowania.

e Zaburzona e Zbyt szybko ® Zwigkszy¢ wzgledna

morfologia wysuszone wilgotno$é podczas
chromo- szkietka w trakcie przygotowywania preparatow.
somow przygotowywania ® Zwigkszy¢ temperature
preparatu tazni wodnej podczas
przygotowywania preparatow.
e 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 denaturaciji.
® Preparaty nie zostaty e Podgrzewac preparaty w
catkowicie wysuszone temp. 45°C przez 10 do
przed denaturacja. 15 minut przed denaturacja.
® Zbyt wysoka e Sprawdzi¢ temperature tazni
temperatura wodnej.
w roztworze
denaturujacym
o Zbyt ® Zbyt wysokie ® Sprobowac zablokowaé czesé
jaskrawy stezenie sondy sygnatu poprzez umieszczenie
sygnat dla stosowanego na $ciezce wzbudzania filtra o

mikroskopu neutralnej gestosci.

Rycina 1. Wzory obrazéw i wytyczne dotyczace liczenia
sygnatow

Legenda; O = sonda zielona
@ =sonda pomarariczowa

Nie liczy¢. Jadra zachodzg na siebie i nie
wszystkie obszary obydwu jader sa widoczne.

Liczy¢ jako 1 sygnat pomaranczowy i 1 sygnat
zielony. Sygnat pomaranczowy jest rozmyty.

08

Nie liczy¢. Jadra znajduja sie zbyt blisko siebie,
by mozna byto okre$li¢ granice komérek.

%
&

Liczy¢ jako 1 sygnat pomaranczowy i

1 sygnat zielony. Sygnat pomaranczowy jest
rozszczepiony.

Liczy¢ jako 1 sygnat pomarafczowy i 2 sygnaty
zielone. Jeden sygnat zielony jest rozszczepiony
i sygnat pomaranczowy jest rozszczepiony.

Liczy¢ jako 2 sygnaty pomaranczowe i
1 sygnat zielony.

Liczyé jako 3 sygnaty pomaranczowe i
1 sygnat zielony.

0

]

Liczy¢ jako 4 sygnaty pomaranczowe.

Kontrola jakosci

Zastosowanie szkietek kontrolnych

Szkietka kontrolne z niskim poziomem komérek meskich (low level male)

(5% XY[95% XX) oraz komdrek zenskich (low level female) (5% XX/95%

XY) musza by¢ oznaczanie réwnolegle z preparatami z materiatem

pacjenta w celu monitorowania dziatania testu oraz oceny doktadnosci

zliczania sygnatéw. Kontrole nalezy oznacza¢ kazdego dnia badania

FISH oraz przy rozpoczeciu pracy z kazda nowa partia zestawu sond.

Zalecane jest uzycie szkietek ProbeChek Control Slides.

Adekwatno$¢ preparatéw oraz doktadnos¢ liczenia sygnatéw nalezy

oceni¢ na podstawie kryteridw opisanych powyzej w rozdziale

dotyczacym liczenia sygnatéw. Kryteria dotyczace adekwatnosci szkietek
muszg by¢ spetnione, za$ wyniki liczenia sygnatéw powinny by¢ zgodne
ze specyfikacjami podanymi w arkuszach dotgczonych do szkietek
kontrolnych w celu uzyskania mozliwych do zaakceptowania wynikéw
badania.

Jesli szkietka kontrolne nie spetniaja kryteriow akceptowalnosci,

prawdopodobnie test zostat nieprawidtowo przeprowadzony lub tez

dziatanie sktadnika(éw) zestawu CEP X SpectrumOrange/CEP Y

SpectrumGreen 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.

Prawdopodobne przyczyny problemdw oraz dziatania wymagane w celu

ich usunigcia, patrz ,Wykrywanie i usuwanie problemow” w Tabeli 3.

Jesli szkietka kontrolne spetniaja kryteria akceptowalnosci, ale uzyskane

wartos$ci zliczen nie mieszcza sie w ustalonym zakresie, prawdopodobnie

liczenie sygnatéw nie zostato przeprowadzone poprawnie. W takim
przypadku nalezy wykona¢ niezalezng, powtdrng ocene tego samego
preparatu.

W zadnym wypadku nie nalezy raportowa¢ wynikdw rutynowej analizy

FISH, jesli oznaczenie kontroli testu nie powiedzie sie. W przypadku

prébek klinicznych, kiedy interpretacja sygnatu hybrydyzaciji jest

utrudniona i nie ma wystarczajacej ilosci prébki do ponownego
oznaczenia, test taki bedzie miat charakter nieinformatywny. Jesli

ilo§¢ komodrek do analizy jest niewystarczajaca, test nalezy uzna¢ za

nieinformatywny.

UWAGA: Zestawy ProbeChek zawierajg 5 szkietek kontrolnych z
niskim poziomem komérek meskich (nr produktu:
30-805012, nr kat. 07J21-012) lub 5 szkietek kontrolnych z
niskim poziomem komérek zenskich (nr produktu:
30-805011, nr kat. 07J21-011). Dopuszczalny zakres odsetka
jader XY/XX podany jest w ulotce ze specyfikacjami,
dotaczonej do szkietek.



INTERPRETACJA WYNIKOW

Wyniki zliczania 500 jader interfazowych sa podawane jako liczba i
odsetek jader interfazowych z sygnatem XX, sygnatem XY oraz ,innymi”
sygnatami. ,Inne” sygnaty to: XXY, XYY, XXX, XXXX, XXYY, X oraz Y;
podstawowymi zmiennymi bedacymi przedmiotem zainteresowania sa
odsetek komoérek z sygnatami XX oraz odsetek komoérek z sygnatami XY.
O ile klasyczna cytogenetyka oraz badanie FISH z uzyciem sondy CEP
X/Y w prébkach pobranych przed przeszczepem szpiku kostnego (BMT)
nie wykazuja obecnosci ,innych” sygnatéw u dawcy lub biorcy, suma
odsetka komdrek z XX oraz XY powinna by¢ wigksza niz 95%. Prébki
szpiku kostnego biorcéw po BMT od dawcy pfci przeciwnej o zawartosci
komorek dawcy >0,6% sa uznawane za dodatnie pod wzgledem
obecnosci komérek dawcy. Probki szpiku kostnego biorcéw po BMT od
dawcy ptci przeciwnej o zawarto$ci komérek dawcy <0,6% sa uznawane
za ujemne, cho¢ obecno$é komérek dawcy nie moze byé catkowicie
wykluczona.

Wyniki zliczania 20 do 30 metafaz sa podawane jako liczba i

odsetek ptytek metafazowych z sygnatami XX oraz XY. Interpretacja
wynikéw podlega tym samym zasadom, jak w klasycznym badaniu
cytogenetycznym. Zgodnie z tymi zasadami prébka jest negatywna pod
wzgledem obecnosci komdrek dawcy, jesli w 20 do 30 metafazach nie
wykrywa sie metafaz pochodzacych od dawcy. W przypadku wykrycia
co najmniej jednej metafazy pochodzacej od dawcy prébke uwaza sig
za dodatnia po wzglgdem obecno$ci komdrek dawcy.

Stosunek komoérek XX do komérek XY moze by¢ przydatny w ocenie
przyjecia sie przeszczepionego szpiku kostnego od dawcy ptci
przeciwnej. W analizie metafaz nie przypisuje sie znaczenia klinicznego
wykryciu tylko jednej komorki biorcy. Cho¢ analiza FISH jader
interfazowych pozwala na wykrycie zaledwie 1% komorek biorcy (lub
dawcy), nie ma danych na temat klinicznego znaczenia 1% komoérek
biorcy w poréwnaniu z 5% tych komoérek. Cho¢ znaczaca zmiana w
proporcji komoérek biorcy do komérek dawcy moze mie¢ znaczenie
kliniczne, test nie posiada walidacji na monitorowanie przyjecia sie
przeszczepu.

W przypadku, gdy wyniki klasycznego badania cytogenetycznego

oraz badania FISH nie sga zgodne z objawami klinicznymi, nalezy
doktadnie zbada¢ przyczyne niezgodnosci. Przyczyna niezgodnos$ci

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

Gdy warto$é odsetka jader interfazowych XX lub XY znajduje si¢ blisko
punktu odciecia (<5%),®1® wyniki powinny byé ostroznie interpretowane
i moze by¢ wymagana dalsza ocena badanej prébki. 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 prowadzgcego leczenie.

OGRANICZENIA

1. Zestaw sond CEP X/Y DNA Probe Kit zostat zoptymalizowany
wytacznie do identyfikacji chromosoméw w jadrach interfazowych lub
ptytkach metafazowych pochodzacych z prébek szpiku kostnego.

2. Test okre$la jedynie stosunek komoérek dawcy do komdrek biorcy
w prébkach szpiku kostnego pobranych od biorcéw szpiku po
przeszczepie od dawcy ptci przeciwnej. Nie pozwala on na
rozréznienie komorek nowotworowych od komoérek zdrowych. Nie
zostat on opracowany do wykrywania nieprawidtowosci strukturalnych
lub innych nieprawidtowo$ci chromosomowych w klonach
komdrek nowotworowych, co mozliwe jest w przypadku klasycznej
cytogenetyki.

3. Czasami dochodzi do utraty chromosomu Y w komorkach szpiku
kostnego pochodzacych od starszych mezczyzn, bez wzgledu na
to, czy prébka pochodzi od dawcy, biorcy czy pacjenta w okresie
potransplantacyjnym po przeszczepie szpiku.®

4. Wazne jest dysponowanie wynikami badan cytogenetycznych
przeprowadzonych przed przeszczepem zaréwno dawcy, jak i
biorcy, z uwagi na: (1) Sporadycznie obserwuje sie przypadki
mezczyzn z nietypowym chromosomem Y (z brakujgcym obszarem
heterochromatyny Yq), ktérych nie da sie wykryé w tescie CEP X/Y.
(2) Niektdére osoby moga posiada¢ sekwencje docelowe w innych
lokalizacjach chromosomowych, ktére hybrydyzuja do sond CEP
X lub Y. Zjawisko to nie zostato przebadane w przypadku CEP X,
jednakze polimorfizmy chromosomowe, ktére hybrydyzuja do sondy

Y, wystepuja raz na 2000 przypadkéw.® Moga one byé wykryte w
analizie metafaz CEP X/Y, a czasami tez w klasycznym badaniu
cytogenetycznym. (3) Konstytucyjna aneuploidia chromosoméw pfci,
w tym mozaicyzm, obecna u dawcy lub biorcy, moze skomplikowaé
zliczanie sygnatéw oraz interpretacje testu.

5. U dawcy lub biorcy ptci meskiej z kariotypem 46, XY, -Y, +X pewien
procent komoérek z sygnatami XX bedzie wykryty przez sondy
CEP X/Y.

6. W przypadku wystgpienia znaczacego zanieczyszczenia probek
pobranych ze szpiku kostnego krwig obwodowa, krew moze
rozcienczac badana probke. Wazne jest, aby uwzgledni¢ potencjalny
wplyw tego rozcienczenia na wyniki analizy FISH. Rozcienczenie
szpiku kostnego krwia moze bowiem zaburzy¢ stosunek komérek
dawcy do komorek biorcy.

7. Test CEP X/Y zostat zwalidowany wytacznie do stosowania
z niestymulowanymi, hodowlanymi prébkami szpiku kostnego
pobranymi od biorcéw po BMT od dawcy ptci przeciwnej. Nie jest
on przeznaczony do liczenia kopii chromosomu X i Y w komérkach
pochodzacych z innych populacji pacjentéw lub do badania innego
materiatu biologicznego, takiego jak amniocyty, kosmki kosmowki,
fibroblasty, komérki nowotworowe, dtugoterminowe hodowle komoérek
i inne.

8. Wyniki uzyskane za pomoca metody FISH moga mie¢ charakter
nieinformatywny w przypadku nieodpowiedniej jakosci badanego
materiatu i/lub przygotowania preparatu z badanym materiatem.

9. Test nie jest przeznaczony do stosowania u 0séb po przeszczepie
szpiku od dawcy tej samej ptci lub jako test diagnostyczny lub
przesiewowy w kierunku konstytucyjnych aneuploidii chromosomu
XiY.

10. Potencjalnie w komérkach dawcy lub biorcy moga znajdowacé sie
pozostatosci komorek ptodowych, jednakze prawdopodobny ich
poziom znajduje sie ponizej granicy wykrywalnos$ci zaréwno w
klasycznej cytogenetyce, jak i badaniu FISH.

11. Test CEP X/Y nie zostat zwalidowany do monitorowania statusu
przyjecia sie przeszczepu.

12. Znaczenie kliniczne oraz interpretacja wynikéw badania FISH
powinny by¢ rozpatrywane w potgczeniu z odpowiednimi kontrolami,
klasycznym badaniem cytogenetycznym, a takze w kontekscie
historii choroby pacjenta oraz innych objawdw klinicznych.

WARTOSCI OCZEKIWANE

Zliczanie sygnatéw interfazowych w badaniu FISH zostato

przeprowadzone na prébkach szpiku kostnego pobranych od oséb

zdrowych oraz od os6b po przeszczepie szpiku od dawcy ptci przeciwnej

w celu oceny oczekiwanego odsetka komérek z sygnatami XY i XX dla

tych dwoch grup badanych oraz w celu wyznaczenia warto$ci odciecia

dla okre$lenia obecnosci lub braku komdrek XX u mezczyzn oraz

komorek XY u kobiet. W kazdej prébce zliczono odsetek komoérek z

sygnatami XX, XY oraz ,innymi” sygnatami (np. X0, XXY, XXYY, itp.) w

kazdej komérce.

Wartosci dla prébek pochodzacych od osé6b zdrowych
Analize FISH jader interfazowych przeprowadzono z uzyciem prébek
szpiku kostnego pobranych od 57 zdrowych kobiet i 71 zdrowych
mezczyzn. Rozktad sygnatéw dla tej grupy badanej przedstawiono w
Tabeli 4. i 5.

Tabela 4. Procentowy rozktad odsetka komdrek z sygnatami
XiY w 71 prébkach szpiku kostnego pobranych od zdrowych
mezczyzn

Odsetek komorek z
XX XY X0 XXX 0Y XXY XYY XXYY XXXX
Srednia 0,04 98,51 1,03 000 0,21 0,10 0,02 0,06 0,00
SD 0,10 1,86 1,38 0,00 040 0,7 0,06 0,12 0,00

Tabela 5. Procentowy rozktad odsetka komdrek z sygnatami
X'iY w 57 prébkach szpiku kostnego pobranych od zdrowych
kobiet

Odsetek komoérek z
XX XY X0 XXX 0Y XXY XYY XXYY XXXX
Srednia 97,38 0,01 2,33 0,14 0,004 0,00 000 0,00 0,07
SD 1,81 0,05 1,66 0,20 0,026 0,00 0,00 0,00 0,17

W cytogenetycznie prawidtowych komérkach szpiku kostnego procent
komorek z jadrami XY u mezczyzn oraz jadrami XX u kobiet oraz
procent komorek z jadrami XX u mezczyzn oraz jadrami XY u kobiet to
2 zasadnicze kategorie do wyznaczenia wartosci oczekiwanych. Sredni
(+SD) odsetek komoérek z jadrami XY i XX w przypadku zdrowych



mezczyzn wynidst odpowiednio 98,51% (+1,86%) oraz 0,04% (+0,10%).
Sredni (+SD) odsetek komérek z jadrami XX i XY w przypadku zdrowych
kobiet wynidst odpowiednio 97,38% (+1,81%) oraz 0,01% (+0,05%).

A zatem, jesli zalecane wytyczne dotyczace liczenia sygnatéw sg
przestrzegane i stosowane, odsetek komoérek z jadrami XY w szpiku
kostnym zdrowych mezczyzn powinien miescic¢ sie w zakresie od 94,9%
do 100% (95% przedziat ufnosci), zas odsetek komdrek z jadrami XX

w szpiku kostnym zdrowych kobiet powinien miesci¢ si¢ w zakresie od
93,8% do 100% (95% przedziat ufnosci). Odsetek komdrek z jadrami XX
w szpiku kostnym zdrowych mezczyzn powinien miescic¢ sie w zakresie
od 0% do 0,24% (95% przedziat ufnos$ci), za$ odsetek komoérek z
jadrami XY w szpiku kostnym zdrowych kobiet powinien miesci¢ sie w
zakresie od 0% do 0,20% (95% przedziat ufnosci).

Wartosci w grupie pacjentow po przeszczepie szpiku
kostnego od dawcow pici przeciwnej

Przeprowadzono badanie w celu oceny rozktadu sygnatéw interfazowych
FISH w 143 prébkach pobranych od pacjentéw po BMT od dawcy ptci
przeciwnej. Rozktad sygnatéw dla tych 143 biorcéw (71 kobiet i 72
mezczyzn) zestawiono w Tabeli 6. i 7.

Tabela 6. Procentowy rozktad odsetka komérek z sygnatami
XiY w prébkach szpiku kostnego pobranych od 71 biorczyh
szpiku kostnego od dawcow pici przeciwnej

Odsetek komorek z

XX XY X0 XXX 0Y XXY XYY XXYY XXXX

Srednia 5,88 92,99 0,008 0,025 0,14 0,001 0,011 0,073 0,014
SD 19,3 19,35 0,010 0,112 0,29 0,002 0,046 0,214 0,098

Tabela 7. Procentowy rozktad odsetka komorek z sygnatami
XiY w prébkach szpiku kostnego pobranych od 72 biorcéw
szpiku kostnego od dawcoéw pici przeciwnej

Odsetek komorek z

XX XY X0 XXX 0Y XXY XYY XXYY XXXX

Srednia 92,72 5,64 0,015 0,067 0,011 0,0002 0,006 0,003 0,067
SD 16,91 16,8 0,013 0,157 0,094 0,0011 0,033 0,024 0,174

W przypadku prébek szpiku kostnego pochodzacych od biorcéw po BMT
od dawcy ptci przeciwnej podstawowa kategorig jest odsetek jader XX u
mezczyzn oraz jader XY u kobiet.

Punkt odciecia dla stwierdzenia obecnosci komérek dawcy

po BMT od dawcy ptci przeciwnej

Inng zasadnicza kategoria w prawidtowych komoérkach szpiku kostnego
jest odsetek komérek z sygnatami XX w przypadku zdrowych mezczyzn
i odsetek komérek z sygnatami XY u zdrowych kobiet. Te warto$ci
odsetkowe zostaty uzyte do wyznaczenia punktu odciecia dla okre$lenia
obecnosci lub braku szpiku kostnego dawcy ptci przeciwnej. Odsetek
komérek z sygnatami XX u mezczyzn oraz odsetek komdrek z sygnatami
XY u kobiet zostat wyliczony dla kazdej z 128 oséb (57 kobiet i 71
mezczyzn) badanych w badaniu kluczowym. W celu okreslenia zakresu
referencyjnego normy wyliczono (jednostronny) 95% przedziat ufnosci z
uzyciem rozktadu dwumianowego dla stosunku komérek interfazowych z
XX lub XY. Gérna wartos¢ graniczna wynosita 0,6%. W celu wyznaczenia
punktu odciecia sporzadzono ponizsza tabelg (Tabela 8.) w oparciu o
zastosowang metode dla wyliczenia proporcji dla pozioméw ufnosci. '

Tabela 8. Punkt odciecia dla klasyfikacji obecnosci komdérek
dawcy w oparciu o liczbe komérek XX u zdrowych mezczyzn
oraz komérek XY u zdrowych kobiet

Wykryta liczba komérek ptci

przeciwnej 500 zliczonych komorek
0 0,6%
1 1,0%
2 1,2%
3 1,6%
4 1,8%
5 2,1%

W oparciu o powyzsze dane punkt odcigcia wynoszacy 0,6% zostat
ustalony dla okreslenia obecnos$ci komérek dawcy w przypadku BMT od
dawcy pfci przeciwne;j.

Przed klinicznym zastosowaniem zestawu CEP X/Y laboratorium
powinno zweryfikowa¢ warto$¢ odciecia poprzez przebadanie i zliczenie
co najmniej 10 prébek szpiku kostnego mezczyzn oraz 10 prébek szpiku

kostnego kobiet, zgodnie z wytycznymi podanymi w niniejszej instrukcji
uzywania w rozdziale dotyczacym zliczania sygnatéw. Odsetek jader XX
w probkach pochodzacych od zdrowych mezczyzn oraz odsetek jader
XY w prébkach pochodzacych od zdrowych kobiet powinny znajdowaé
sie ponizej punktu odciecia wynoszacego 0,6%. Jesli ta warto$¢
odciecia nie jest odpowiednia dla danej placéwki, uzytkownik moze
ponownie ja wyznaczy¢, przeprowadzajgc opisane powyzej procedury
statystyczne. Nalezy pamigtaé, ze dysponowanie 20 prébkami (10
prébek od mezczyzn i 10 prébek od kobiet) nie jest wystarczajgce do
wyznaczenia nowej wartosci odcigcia.

SZCZEGOLOWA CHARAKTERYSTYKA TESTU

Czutos$¢ i swoistos¢ analityczna

Wydajno$é hybrydyzacji

W badaniu kluczowym z uzyciem 143 prébek szpiku kostnego $redni
odsetek komoérek wytgcznie z jednym sygnatem hybrydyzacyjnym
wynidst 0,012% (SD = 0,15%). A zatem, <2% komorek z tylko jednym
sygnatem stanowi realistyczng norme.

Czuto$¢ analityczna

Czuto$¢ analityczng sondy CEP X/Y przetestowano w opisanym ponizej
badaniu odtwarzalno$ci. W tym badaniu prébki z 0% XY okreslono w
oparciu o $rednig (+SD) wynoszaca 0,00% (+0,00%) jader XY oraz
probki z 1% XY - 0,94% (+0,32%). Probki z 0% XX okreslono w oparciu
o $rednig (+SD) wynoszaca 0,00% (+0,00%) jader XX oraz prébki z

1% XX - 0,95% (+0,34%). W przypadku prébek 0% oraz 1% niektére
warto$ci pokrywaty sie. Dolna warto$¢ graniczna 95% przedziatu ufno$ci
dla probek z 1% XY wyniosta 0,31%, za$ dla probek z 1% XX wyniosta
0,28%. Granice wykrywalnoéci dla sondy CEP X/Y oszacowano na 1,0%.

Swoistos¢ analityczna

Badania swoistosci dla poszczegoélnych locus przeprowadzono w oparciu
o ptytki metafazowe zgodnie ze standardowymi protokotami kontroli
jakosci (QC) firmy Abbott Molecular. Przebadano kolejno 65 ptytek
metafazowych wybarwionych metoda ,,G-banding” w celu identyfikacji
chromosoméw X i Y, a nastepnie przeprowadzono oznaczenie metoda
FISH. W zadnej z 65 badanych prébek nie zaobserwowano hybrydyzacji
krzyzowej do loci na innych chromosomach. Hybrydyzacja ograniczyta
sie do centromeru chromosomu X oraz regionu Yq12 chromosomu Y.

Odtwarzalno$¢

Na potrzeby oceny odtwarzalno$ci analizy jader interfazowych z
uzyciem CEP X/Y w oparciu o odsetek komérek z sygnatami XX

oraz XY przygotowano prébki szpiku kostnego w proporcji XY/XX
wynoszacej okoto 0%/100%, 1%/99%, 5%/95%, 95%/5% oraz okoto
99%/1% i 100%/0%. W kluczowym badaniu oceniono odtwarzalno$¢
pomigdzy osrodkami, partiami, dniami oraz badaczami dla 2 z tych
mieszanin prébek szpiku kostnego (okoto 99%/1% oraz 100%/0% XY/
XX) oraz dla 2 mieszanin komoérek ludzkich pochodzacych z badan
hematologicznych ze stosunkiem XY/XX wynoszgcym okoto 0%/100%
oraz 1%/99%. Odsetek komoérek z sygnatami XX oraz XY oceniono
zgodnie z wytycznymi dotyczacymi zliczania sygnatéw w niniejszej
instrukcji uzywania. W oparciu o analize ANOVA zaobserwowano
znaczaca zmienno$é wartosci pomiedzy osrodkami oraz pomiedzy
badaczami, co odzwierciedlato subiektywno$¢ wzrokowego liczenia
sygnatéw. Oprdcz kluczowego badania w jednym os$rodku przygotowano
i przeanalizowano 4 proébki szpiku kostnego ze stosunkiem XY/XX
okoto 0%/100%, 1%/99%, 5%/95% oraz 95%/5%. Warto$¢ Srednia,
odchylenie standardowe oraz procentowy wspoétczynnik zmiennosci (CV)
obserwowanego odsetka jader XX oraz XY dla prébek wykorzystanych
w badaniu kluczowym oraz ww. dodatkowych prébek szpiku kostnego
pokazano w Tabelach 9. do 13.

Tabela 9. Precyzja obserwowanego odsetka wykrytych jader z
sygnatem XY /XX

Wartosé Odchylenie  Wspétczynnik
Srednia standardowe  zmiennosci
Poziom XY/XX (%) (%) (%)
w prébkach: N XY XX XY XX XY XX
0% 100% 10 000 974 000 1,18 — 1,21

1%  99% 20 088 972 048 200 548 2,06
5%  95% 20 490 949 099 099 202 1,04
95% 5% 10 950 49% 160 160 168 323
99% 1% 24 983 09 04 034 04 363
100% 0% 24 990 0,00 047 0,00 048 —




Tabela 10. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader XY/XX wg osrodka badawczego

Tabela 12. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader XY/XX wg dnia badania

Poziom Osrodek nr 1 Osrodek nr2 Osrodek nr 3

Statys-
XX XY tyka XX XY XX XY XX XY
Srednia | 97,40 0,00
SD 1,18 0,00
100% 0%
CV (%) 1,21 —
n=10
Srednia | 97,20 0,88
sSD 2,00 0,48
99% 1%
CV (%) | 2,06 548
n=20
Srednia | 94,9 4,90
sSD 0,99 0,99
95% 5%
CV (%) 1,04 20,2
n=20
Srednia | 4,96 95,0
sD 1,60 1,60
5% 95%
CV (%) | 32,3 1,68
n=10
Srednia | 0,90 97,80 0,88 98,90 0,65 99,23
sD 0,36 0,84 021 021 030 0,29
1%  99%
CV (%) | 39,40 0,86 2424 022 4579 0,29
n=8
Srednia | 0,00 98,93 0,00 99,75 0,00 99,73
sD 0,00 048 000 028 000 0,118
0% 100%
CV (%) — 048 — 028 — 0,18
n=8

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

Tabela 11. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader XY/XX wg partii sondy

Poziom Partia nr 1 Partia nr 2 Partia nr 3 Partia nr 4
XX XY XX XY XX XYy XX Xy XX XY

Statys-
tyka

Srednia
SD
CV (%)
n=10

97,40 0,00
1,18 0,00
1,21

100% 0%

Srednia
SD
CV (%)
n=20

97,20
2,00
2,06

0,88
0,48
54,8

99% 1%

Srednia
SD
CV (%)
n=20

94,9
0,99
1,04

4,90
0,99
20,2

95% 5%

Srednia
SD
CV (%)
n=10

4,96
1,60
32,3

95,0
1,60
1,68

5% 95%

Srednia
SD
CV (%)
n=6

0,83 98,70 0,87 98,60 0,60 98,87 0,93 98,40
0,20 0,69 0,21 0,77 0,36 0,80 0,37 1,06
23,60 0,70 24,14 0,78 59,63 0,81 39,90 1,08

1% 99%

Srednia
SD
CV (%)
n=6

0,00 99,50 0,00 99,43 0,00 99,43 0,00 99,50
0,00 0,52 0,00 0,57 0,00 0,63 0,00
0,52 0,58 0,63

0% 100%

0,44

SD (odchylenie standardowe), CV(%) (wspétczynnik zmienno$ci)
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Poziom Dziennr1 Dziehnr2 Dziennr3 Dziennr4
XX XY XX XY XX XY XX XY XX XY

Statys-
tyka

Srednia
SD
CV (%)
n=10
Srednia
SD
CV (%)
n=20
Srednia
SD
CV (%)
n=20
Srednia
SD
CV (%)
n=10
Srednia
SD
CV (%)
n=6
Srednia
SD
CV (%)
n=6

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

97,40 0,00
1,18 0,00
1,21

100% 0%

97,20
2,00
2,06

0,88
0,48
54,8

9% 1%

94,9
0,99
1,04

4,90
0,99
20,2

95% 5%

4,96
1,60
32,3

95,0
1,60
1,68

5% 95%

0,83 98,70 0,93 98,40 0,77 98,63 0,70 98,83
0,20 0,69 0,37 1,06 0,15 0,77 0,43 0,80
23,60 0,70 39,90 1,08 19,64 0,79 61,94 0,81

1% 99%

0,00 99,50 0,00 99,43 0,00 99,40 0,00 99,53
0,00 0,56 0,00 0,63 0,00 0,51 0,00 0,45
0,57 0,63 0,51 0,45

0% 100%

Tabela 13. Zestawienie danych statystycznych dotyczacych
odsetka jader XY/XX wg badacza

Poziom Statys- Badacz nr 1 Badacz nr 2
XX XY tyka XX XY XX XY
Srednia | 98,00 0,00 96,80 0,00
) 0,71 0,00 1,31 0,00
100% 0% ’ ’ ’ ’
° * [ evw) | o073 — 1,35 —
n=5
Srednia | 95,4 0,80 99,00 0,96
SD 0,93 0,53 0,45 0,48
99% 1% ’ ’ ’ ’
’ * [ evw) | o097 66,1 0,45 50,0
n=10
Srednia | 952 4,48 94,56 5,32
95% 5% SD 0,65 0,53 1,19 1,18
CV (%) | 0,68 11,8 1,26 22,2
n=10
Srednia | 5,16 94,84 4,76 95,20
5% 95% ) 2,36 2,36 0,61 0,61
CV (%) | 4573 2,49 12,8 0,64
n=5
Srednia | 0,80 98,50 0,82 98,78
1% 99% SD 0,33 1,04 0,29 0,46
CV (%) | 41,29 1,06 35,35 0,47
n=12
Srednia | 0,00 99,45 0,07 99,58
0% 100% ) 0,00 0,65 0,23 0,42
CV (%) — 0,65 — —
n=12

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



Poréwnanie metod; prébki kliniczne
Przeprowadzono wieloo$rodkowe, za$lepione, kontrolowane,
poréwnawcze badanie dla scharakteryzowania dziatania zestawu
sond CEP X/Y DNA Probe Kit w identyfikacji stosunku komdrek XX do
komérek XY w poréwnaniu z klasycznym badaniem cytogenetycznym
u biorcéw po BMT od dawcy ptci przeciwnej. Archiwalne prébki szpiku
kostnego, ktére uprzednio zostaty przebadane klasyczng metoda
cytogenetyczna, zostaty wyselekcjonowane sposréd 143 pacjentéw
(72 mezczyzn i 71 kobiet) po BMT od dawcy ptci przeciwnej. Kolejne
probki wyselekcjonowano i oceniono w 3 o$rodkach. O$rodek nr
1 dostarczyt i przebadat 40 prébek; osrodek nr 2 - 52 prébki, za$
osrodek nr 3 - 51 prébek. Prébki te pochodzity od pacjentéw, u ktérych
zdiagnozowano jedna z ponizszych choréb:
1. przewlekta biataczka szpikowa (CML): 69 probek
2. ostra biataczka szpikowa (AML) lub ostra biataczka nielimfocytowa
(ANLL): 30 probek
3. zespot mielodysplastyczny (MDS): 7 probek
4. ostra biataczka limfocytowa (ALL): 21 probek
5. choroba ukfadu krwiotwdrczego niesklasyfikowana gdzie indziej,
ale w przypadku ktorej zwyczajowo przeprowadza sig¢ badanie
cytogenetyczne (HDNOS): 16 probek
Do klasycznego badania cytogenetycznego oraz analizy FISH
wszystkie osrodki wykorzystywaty niestymulowane prébki pochodzace
z hodowli. Kazdy osrodek przestrzegat wtasnych wewnetrznych zasad
postepowania w przypadku klasycznego badania cytogenetycznego.
Badania FISH przeprowadzono zgodnie z zaleceniami opisanymi w
instrukcji uzywania zestawu sond CEP X/Y DNA Probe Kit. Komorki
dawcy i biorcy zostaty zliczone metoda FISH w co najmniej 20
komdrkach metafazowych i 500 komérkach interfazowych.
Zgodnie z zatozeniem dotyczacym prébek z podejrzewanym
chimeryzmem chromosomoéw ptci pochodzacych od pacjentéw po BMT
od dawcy pici przeciwnej, komdrki dawcy zostaty wykryte w kazdej ze
143 prébek w klasycznym badaniu cytogenetycznym. Badanie interfazy
metoda FISH wskazato 143/143 proébki jako dodatnie pod wzgledem
obecnosci komdrek dawcy (100% czuto$¢ wzgledna). Analiza metafazy
metoda FISH wykryta komoérki dawecy w 141/141 prébkach (100% czuto$é
wzgledna). Rozktad komdrek dawcy pokazany jest w Tabeli 14. wedtug
osrodka i metody badania.
UWAGA: Dwie probki nie zawieraty ptytek metafazowych do badania
FISH, w zwigzku z czym catkowita liczba wyniosta 141, a nie
143.

Tabela 14. Rozktad sygnatéw pochodzacych z komérek dawcy
wg osrodka dla kazdej metody

Rozktad komérek dawcow

Metoda Osrodek nr 1 Osrodek nr 2 Osrodek nr 3
Cytogenetyka 2,5% do 100%  10,0% do 100% 30,0% do 100%
standardowa
Badanie metafazy 4 5y 4o 1009%  30,0% do 100%  25% do 100%
metoda FISH
Badanie interfazy 1o, 4 98.8% 29,4% do 100% 21,3% do 100%
metoda FISH

Oprécz oceny dziatania metody FISH w populacji docelowej pacjentéw
po BMT od dawcy pici przeciwnej, zdolno$é badania interfazy i metafazy
metoda FISH do poprawnego wskazywania jako ujemne prébek od
pacjentéw po BMT od dawcy tej samej ptci zostata oceniona u 153
pacjentdw po BMT od dawcy tej samej ptci. Rozktad diagnoz w tej
grupie pacjentéw byt podobny do rozktadu diagnoz u pacjentéw po BMT
od dawcy ptci przeciwnej. Badanie interfazy metoda FISH prawidtowo
wykryto 149/153 (97,4%) prébek jako ujemne. Wszystkie 4 przypadki
fatszywie dodatnie miaty miejsce w przypadku biorcéw ptci meskiej po
BMT od dawcy tej samej ptci. Jeden przypadek wykazywat kariotyp 46,
XY, -Y, +X, co w badaniu FISH skutkowato wynikiem 37,4% komérek

z sygnatami XX; wyniki badania FISH dla pozostatych 3 przypadkéw
wskazywaty na nizsze poziomy komoérek XX (4,6%, 1,6% oraz 0,8%).
Badanie metafazy metoda FISH wykryto 151/153 (98,7%) probki jako
ujemne. Obydwa wyniki fatszywie dodatnie uzyskano w przypadku tych
samych pacjentéw, u ktérych wyniki badania interfazy metoda FISH byty
rozbiezne. Jeden przypadek wykazywat kariotyp 46, XY, -Y, +X, co w
badaniu FISH skutkowato wynikiem 20% komoérek z sygnatami XX; wyniki
badania FISH dla drugiego przypadku wyniosty 7,1% komorek XX.
Btedne zaklasyfikowanie biorcy po BMT od dawcy tej samej ptci z
nieprawidtowym kariotypem wskazuje na potrzebe przeprowadzania
badania cytogenetycznego przed BMT w potaczeniu z badaniem

FISH. Pozostate 3 ,fatszywie dodatnie” przypadki w badaniu FISH
wykazywaty niskie poziomy komérek XX; zaréwno biorca, jak i dawca
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charakteryzowat kariotyp 46,XY. Cho¢ przypadki btednej klasyfikacji

w badaniu FISH nie dotyczyly kobiet po BMT od dawcy tej samej

pfci, niskie poziomy komérek dawcy/biorcy w badaniu FISH nalezy
interpretowac¢ z zachowaniem ostroznosci. Wszystkie wyniki FISH nalezy
interpretowa¢ w potaczeniu z wynikami konwencjonalnej cytogenetyki
oraz w kontekscie innych istotnych danych klinicznych.
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