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NAZWA
Vysis CLL FISH Probe Kit

PRZEWIDZIANE ZASTOSOWANIE

Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit jest przeznaczony do
wykrywania delecji obszaréw docelowych sondy LSI TP53, LS| ATM
oraz LSI D13S319 oraz powielenia sekwencji D12Z3 w prébkach krwi
obwodowej pobranych od pacjentéw z przewlekia biataczka limfocytowa
B-komoérkowa (ang. B-cell chronic lymphocytic leukemia, CLL). Test
ten moze by¢ stosowany do dychotomizacji CLL (13g-, +12 lub grupa
z prawidtowym genotypem wzgledem grupy z delecja 11g- lub 17p-)
oraz moze stuzy¢ jako pomoc przy okres$laniu rokowania w potaczeniu
z dodatkowymi biomarkerami, wynikami morfologii oraz innymi danymi
klinicznymi.

Badanie to wykonuje sig¢ wytacznie na zlecenie lekarza.

WPROWADZENIE

Przewlekfa biataczka limfocytowa (CLL) jest najczestszym typem
biataczki wystepujacym u osoéb dorostych w krajach rozwinietych.
Srednio u 1 osoby na 202 mezczyzn i kobiet w ciggu zycia zostanie
zdiagnozowana CLL." Mediana wieku w momencie rozpoznania choroby
to okoto 70 lat. Wskaznik wystepowania choroby u mezczyzn jest wyzszy
(6,44 na 100000 osodb) niz u kobiet (3,51 na 100000 osdb).! Wskaznik
wystepowania biataczki jest najwyzszy w populacji oséb biatych
nielatynoskiego pochodzenia (13,6 na 100000 osdb), za$ najnizszy -
wsrod Azjatow i ludnosci wysp Pacyfiku (7,4 na 100000 oséb) oraz
rdzennych Indian Ameryki Pétnocnej i mieszkancow Alaski (7,3 na
100000 oséb).2

Wykazano, iz biatko p53 o aktywno$ci supresora nowotworowego
odgrywa kluczowa role w onkogenezie oraz odpowiedzi na
chemioterapie w réznych rodzajach ludzkich nowotworéw. U ludzi

gen TP53 wystepuje na krétkim ramieniu chromosomu 17 (17p13)3 i
podlega supresji lub mutacji w wielu ludzkich nowotworach.* Delecje
regionu 17p powodujace nieprawidtowosci biatka supresorowego p53
uznano za jeden z czynnikéw najbardziej niekorzystnego rokowania dla
CLL, bowiem jest to czynnik predykcyjny, wskazujacy na krotki okres

do wystapienia progresji choroby, krotki okres trwania odpowiedzi na
leczenie, brak odpowiedzi na leczenie oraz krétki czas catkowitego
przezycia (ang. overall survival, 0S).56

Delecje 17p obserwuje sie czesciej u pacjentow poddawanych terapii niz
u pacjentéw wczesniej nieleczonych, przy czym jej czestotliwos¢é wzrasta
podczas trwania choroby u maksymalnie 50% pacjentéw z nawrotowa/
oporna postacig choroby, w ktérej wystepuje delecja.® U okoto 8 do

12% pacjentéw z CLL poddanych leczeniu pierwszego rzutu wystepuje
delecja 17p.6 Ogdlnie przyjmuje sie, ze u pacjentéw z delecja 17p
rokowania dotyczace wynikéw leczenia sa stabe.”:8

Gdy chemioimmunoterapia na bazie analogéw purynowych nie
powiedzie sie, w wyniku kolejnych terapii czas przezycia bez progresji
choroby (ang. progression-free survival, PFS) jest krétszy.8 Na wynik
leczenia silnie wptywa kilka cech natury molekularno-biologicznej, jak
réwniez kilka nieprzypadkowych zmian o podtozu cytogenetycznym oraz
onkogeny. W szczegdlnosci wéréd pacjentéw z CLL zdefiniowano grupe
bardzo wysokiego ryzyka, w ktérej wystepuje delecja krotkiego ramienia
chromosomu 17 (del 17p) przy medianie oczekiwanej dtugosci zycia
wynoszacej mniej niz 2 do 3 lat.

Obecnie u wigkszosci pacjentéw ze zdiagnozowang CLL choroba jest we
wczesnym stadium rozwoju (stadium 0 lub 1 wg Rai). Pacjenci z CLL we
wczesnym stadium stanowig grupe do$¢ zréznicowana. U okoto 30% do
50% z nich wystgpuje wysokie ryzyko przyspieszonej progresji choroby,
podczas gdy pozostali pacjenci moga przezyé dziesiatki lat i nigdy

nie wymagaé leczenia. W wyniku najnowszych badan nad cechami
biologicznymi biataczkowych komérek B odkryto nowe narzedzia
prognostyczne [stan zmutowania genéw w zmiennym regionie fancucha



ciezkiego immunoglobulin, nieprawidtowosci cytogenetyczne poddane
ocenie metoda fluorescencyjnej hybrydyzacii in situ (FISH) oraz
ekspresja kinazy ZAP70 (ang. Z-chain-associated protein kinase-70)],
ktére moga utatwi¢ identyfikacje pacjentdw z choroba we wczesnym
stadium rozwoju, nalezgcych do grupy wysokiego ryzyka wczesnej
progresji choroby.?

Rutynowa analiza kariotypu wykrywa jedynie aberracje chromosomowe
zwigzane z CLL w 40% do 50% przypadkéw. Zastosowanie metody FISH
oraz innych technologii umozliwi wykrycie nieprawidtowo$ci w obrebie
genomu w ponad 80% przypadkéw CLL. Czesto wystepujace aberracje
gendw to trisomia 12 oraz delecje 13q, 17p oraz 11q.1012

W kilku opublikowanych badaniach sugeruje sie, iz niektére z tych
nieprawidtowo$ci chromosomowych moga by¢ skorelowane z réznymi
parametrami choroby.>315 Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit
stosuje technologie FISH z wykorzystaniem sond DNA do wykrywania
statusu delecji obszaréw docelowych dla sondy specyficznej dla
danego locus: LSI (ang. locus-specific identifier) TP53 (zawierajacej
gen kodujacy biatko p53, zlokalizowany na chromosomie 17p), LSI

ATM (zawierajacej zmutowany gen odpowiadajacy za zespét ataksiji-
teleangiektazji, zlokalizowany na chromosomie 11q) oraz LSI D13S319
(zawierajacej marker D13S319, zlokalizowany na chromosomie 13q), jak
réwniez do wykrywania trisomii 12 za pomoca sondy CEP12 (sekwencje
alfa-satelitarne D12Z3, zlokalizowane na chromosomie 12).

Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit zawiera sonde LS| 13934
(zawierajaca gen kodujacy biatka btony lizosomalnej [ang. lysosomal-
associated membrane protein 1], zlokalizowany na chromosomie 13q),
petniaca funkcje sondy kontrolnej.

Wedtug wytycznych National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
Practice Guidelines™ dotyczacych chtoniakéw nieziarniczych (v.2.2015),
stanowigcych zalecenia uzgodnione przez wiodacych onkologéw z

USA, metoda FISH (z uwzglednieniem nieprawidtowosci badanych

przy uzyciu tego zestawu) daje informatywne wyniki pod wzgledem
zaréwno rokowania, jak i ustalenia terapii. W powyzszych wytycznych
zaleca sie stosowanie metody FISH w chwili rozpoznania, jak i ponowna
ocene metoda FISH w chwili wznowy w celu doboru opciji leczenia (z
uwzglednieniem nieprawidtowo$ci badanych przy uzyciu tego zestawu).1®

ZASADA METODY

Opis sondy DNA

Sondy Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/ATM SpectrumGreen Probes
Sonda LSI TP53 wyznakowana na pomaranczowo (SpectrumOrange), o
wielko$ci okoto 172 kpz (chr17:7494395-7666098; February 2009 Assembly
University of California, Santa Cruz [UCSC] Human Genome Browser'"), jest
potozona na chromosomie 17p13.1 i zawiera caty gen TP53.

Sonda LSI ATM wyznakowana na zielono (SpectrumGreen), o wielkosci
okoto 731 kpz (chr11:107801007-108531514; February 2009 Assembly
UCSC Human Genome Browser), jest potozona na chromosomie 11g22.3 i
zawiera gen ATM.

Sondy Vysis LS| D13S319 SpectrumOrange/13¢q34 SpectrumAqua/
CEP 12 SpectrumGreen Probes

Sonda LSI D13S319 wyznakowana na pomaranczowo (SpectrumOrange),
o wielkosci okoto 135 kpz (chr13:50602368-50737301; February

2009 Assembly UCSC Human Genome Browser), jest potozona na
chromosomie 13q14.3.

Sonda LSI 13934 wyznakowana na jasnoniebiesko (SpectrumAqua),

o wielkosci okoto 612 kpz (chr13:113691322-114303435; February

2009 Assembly UCSC Human Genome Browser), jest potozona na
chromosomie 13q34.

Sonda CEP 12 wyznakowana na zielono (SpectrumGreen) jest potozona
na centromerze chromosomu 12.
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LSI TP53 SpectrumOrange Probe

Ogolny opis odczynnikow

Barwnik kontrastowy DAPI I

Barwnik kontrastowy DAPI Il zawiera DAPI (4',6-diamidyno-2
fenyloindol - 2HCI) (specyficzny barwnik wiazacy sie z DNA) oraz
1,4-fenylenodiamine (sktadnik przeciwdziatajacy wyswiecaniu, ktdry
powoduje, iz sygnaty emitowane przez fluorofory nie tracg intensywnosci)
w mieszaninie glicerolu i roztworu soli fizjologicznej zbuforowanej
fosforanami.

NP-40

NP-40 jest niejonowg substancja czynng powierzchniowo,
wykorzystywana w wodnym roztworze ptuczacym do ptukania po
zakonczeniu hybrydyzacji.

Sol 20X Standard Sodium Citrate (SSC) Salt

20X SSC jest solg, stanowiaca mieszanine chlorku sodu i cytrynianu
sodu. Jest ona stosowana do sporzadzania roztworu 20X SSC oraz
kolejnych rozcienczen do przygotowania roztworéw do denaturaciji i
ptukania.

Opis metody

FISH jest technika umozliwiajaca wizualizacje swoistych sekwencji
kwasoéw nukleinowych na preparacie komérkowym. Doktadniej rzecz
ujmujac, metoda FISH polega na precyzyjnym przytaczeniu (ang.
annealing) jednoniciowej, znakowanej fluoroforem sondy DNA do
komplementarnej sekwencji docelowej. Efekt hybrydyzacji sondy

do fragmentu komérkowego DNA moze by¢ obserwowany poprzez
bezposrednia detekcje przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego.
Prébki krwi obwodowej pobrane od pacjentéw z CLL sg naktadane
na szkietka mikroskopowe przy uzyciu standardowych procedur
cytogenetycznych. DNA wyizolowane z prébki ulega denaturacji do
formy jednoniciowej, co w konsekwencji umozliwia hybrydyzacje

z sondami zestawu Vysis CLL FISH Probe Kit. Po hybrydyzaciji
niezwigzana sonda jest usuwana w serii ptukan, a jadra sg barwione
przy uzyciu barwnika kontrastowego DAPI, specyficznego barwnika
wigzacego sie z DNA, fluoryzujacego na niebiesko. Efekt hybrydyzacji
sond Vysis LS| TP53 SpectrumOrange, LSI ATM SpectrumGreen,



LSI D13S319 SpectrumOrange, LSI 1334 SpectrumAqua oraz CEP
12 SpectrumGreen widoczny jest w mikroskopie fluorescencyjnym
wyposazonym w odpowiednie filtry wzbudzajgce i emisyjne, jako
pomaranczowe, zielone i jasnoniebieskie sygnaty fluorescencyjne.

W komdrce z prawidtowg liczbg kopii obszaréw docelowych sond
Vysis LSI TP53 SpectrumOrange oraz Vysis LS| ATM SpectrumGreen
oczekiwanym wzorem sygnatéw sa dwa sygnaty pomaranczowe i

dwa sygnaly zielone. W komérce z prawidtowg liczba kopii obszaréw
docelowych sond Vysis LSI D13S319 SpectrumOrange oraz CEP

12 SpectrumGreen oczekiwanym wzorem sygnatéw sga dwa sygnaty
pomaranczowe i dwa sygnaty zielone. Liczenie sygnatéw sond Vysis
LSI TP53 SpectrumOrange, LSI ATM SpectrumGreen, LS| D13S319
SpectrumOrange oraz CEP12 SpectrumGreen pozwoli okresli¢
bezwzgledna liczbe kopii obszaréw docelowych sond oraz stwierdzi¢
obecnos¢ szukanych aberracji. Sonda LS| 13q34 SpectrumAqua petni
funkcje kontroli wykonania oznaczenia i jest opisana w dalszej czesci
niniejszej instrukcji w rozdziale ,Kontrole jakosci”.

ODCZYNNIKI

Materiaty dostarczone

Zestaw ten zawiera pigé odczynnikéw do przeprowadzenia 20 oznaczen.
Oznaczenie definiuje si¢ jako pojedynczy obszar hybrydyzacyjny o
wymiarach 22 mm % 22 mm sond Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/ATM
SpectrumGreen oraz pojedynczy obszar hybrydyzacyjny o wymiarach
22 mm x 22 mm sond Vysis LSI D13S319 SpectrumOrange/13q34
SpectrumAqua/CEP 12 SpectrumGreen.

Sondy Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/ATM SpectrumGreen
Probes

Nr czesci: 30-241051

llos¢ 1 fiolka, 200 pL/fiolke (300 oraz 200 ng/10 pL)

Przechowywanie -20°C (+ 5°C) bez dostepu Swiatta

Sktad Sondy DNA wyznakowane fluoroforem
SpectrumOrange oraz SpectrumGreen w buforze
hybrydyzacyjnym

Sondy Vysis LSI D13S319 SpectrumOrange/13¢q34 SpectrumAqua/
CEP 12 SpectrumGreen Probes

Nr czesci: 30-241050

llos¢ 1 fiolka, 200 pL/fiolke (200, 400 oraz 25 ng/10 pL)
Przechowywanie —-20°C (+ 5°C) bez dostepu $wiatta

Sktad Sondy DNA wyznakowane fluoroforem

SpectrumOrange, SpectrumAqua oraz
SpectrumGreen w buforze hybrydyzacyjnym

Barwnik kontrastowy DAPI I

Nr czesci: 30-804811

llos¢ 1 fiolka, 600 pL/fiolke (125 ng/mL)

Przechowywanie -20°C (+ 5°C) bez dostepu $wiatta

Sktad DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindolo - 2HCI) oraz
1,4-fenylenodiamina w mieszaninie glicerolu
oraz roztworu soli fizjologicznej zbuforowanej
fosforanami

NP-40

Nr czesci: 30-804810

llos¢ 2 fiolki, 2000 pL/fiolke

Przechowywanie -25°C do 30°C

Sktad NP-40 (niejonowy detergent)

Sol 20X SSC

Nr czesci: 30-804812

llos¢ 1 buteleczka, 66 g

Przechowywanie -25°C do 30°C

Sktad Chlorek sodu i cytrynian sodu

INSTRUKCJE DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA |
POSTEPOWANIA Z ODCZYNNIKAMI

J/-wc Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit musi by¢
-25°C

przechowywany w temp. —20°C (+ 5°C) i w miejscu
bez dostgpu $wiatta, jesli nie jest stosowany.
/ﬂfao"c
-25°C
Warunki transportowania

Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit jest transportowany w suchym
lodzie.

NP-40 oraz sél 20X SSC moga by¢ przechowywane
oddzielnie w temperaturze pokojowej.

Jesli stan dostarczonych odczynnikéw jest inny niz podany na
etykiecie badz odczynniki sa uszkodzone, nalezy skontaktowaé sig z
przedstawicielem firmy Abbott Molecular.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro
Wytgcznie do diagnostyki in vitro

produkt ten podlega sprzedazy i dystrybucji na zlecenie lekarza
lub laboratorium klinicznego i przeznaczony jest do stosowania
na zlecenie lekarza.

f UWAGA: Zgodnie z zastrzezeniem prawa federalnego USA

Srodki bezpieczenstwa
) UWAGA: Produkt ten zawiera materiaty pochodzenia ludzkiego i/
@ lub potencjalnie zakazne sktadniki. Nie istnieje zadna znana
metoda badawcza, ktéra mogtaby w petni zagwarantowac, 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-A32° oraz innych odpowiednich praktyk
zwigzanych z bezpieczenstwem biologicznym.2! A zatem wszystkie
materiaty pochodzenia ludzkiego nalezy traktowac jako zakazne.
Do $rodkéw ostroznosci naleza miedzy innymi nastepujace wskazania:
® 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 spozywac napojow, nie pali¢, nie
naktada¢ kosmetykéw ani szkiet kontaktowych.
e Wszelkie miejsca, w ktorych 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
usuwaé zgodnie z lokalnymi, jak i ogélnokrajowymi przepisami.?!
Skfadniki warunkujace stopien zagrozenia umieszczone na etykiecie:
e formamid
e eter oktylofenylowy glikolu polietylenowego
Zastosowanie maja ponizsze $rodki ostroznosci:

Niebezpieczenstwo

H302 Dziata szkodliwie po potknigciu.

H315 Dziata draznigco na skére.

H318 Powoduje powazne uszkodzenie oczu.

H411 Dziata toksycznie na organizmy wodne,
powodujac dtugotrwate skutki.

P280 Stosowacé rekawice ochronne |/ odziez
ochronng / ochrone oczu.

P264 Doktadnie umy¢ rece po uzyciu.

P273 Unikaé uwolnienia do $rodowiska.

% P305+P351+ W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU:
P338 Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut.

Wyjaé soczewki kontaktowe, jezeli sa i mozna
je fatwo usunaé. Nadal ptukac.
P310 Natychmiast skontaktowac si¢ z OSRODKIEM
ZATRUC lub lekarzem.
W PRZYPADKU POLKNIECIA: W przypadku
ztego samopoczucia §kontaktowaé sie z
OSRODKIEM ZATRUC lub z lekarzem.
P302+P352 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA:
Umy¢ duzg iloscia wody.

P301+P312

P332+P313 W przypadku wystapienia podraznienia skory:
Zasiegna¢ porady / zgtosi¢ sie pod opieke
lekarza.

P330 Wyptuka¢ usta.

P362 Zdja¢ zanieczyszczong odziez.

P501 Zawarto$¢ | pojemnik usuwac¢ zgodnie z

miejscowymi przepisami.



Niebezpieczenstwo

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

P201 Przed uzyciem zapoznaé sig ze specjalnymi
Srodkami ostrozno$ci.

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

P280 Stosowac rekawice ochronne |/ odziez
ochronng |/ ochrone oczu.

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

P405 Przechowywaé pod zamknieciem.

P501 Zawarto$¢ | pojemnik usuwa¢ zgodnie z

miejscowymi przepisami.

Oswiadczenie dotyczace karty charakterystyki: Wazne informacje

dotyczace bezpiecznego obchodzenia si¢ z produktem, jego transportu i

usuwania zawarte sg w karcie charakterystyki.

UWAGA: Karty charakterystyki dla wszystkich odczynnikéw
zawartych w zestawie sa dostepne na zyczenie u
przedstawiciela firmy Abbott Molecular.

Srodki ostroznosci dotyczace uzytkowania

e Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit jest przeznaczony do uzytku
wytacznie z prébkami, z ktérymi obchodzono sig i ktére przechowywano
zgodnie z opisem podanym w niniejszej instrukcji uzywania.

e Nie stosowaé zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit po uptywie
daty waznosci.

e Nalezy przestrzega¢ zalecen zamieszczonych w instrukcji uzywania.
Niezastosowanie sig do tych zalecen moze spowodowa¢ uzyskiwanie
btednych wynikéw.

Srodki ostroznosci dotyczace pracy laboratorium

e \Wszelkie materiaty pochodzenia biologicznego powinny byé
traktowane jako czynniki potencjalnie zakazne. Jako ze czesto
nie jest mozliwe stwierdzenie ich zakazno$ci, podczas pracy ze
wszystkimi probkami pochodzenia ludzkiego nalezy przestrzegaé
uniwersalnych $rodkéw ostroznosci.

e Probki, w ktorych doszto do hemolizy, moga uniemozliwi¢ prawidtowa
hodowle do standardowej analizy cytogenetycznej. Probki nalezy
chroni¢ przed dziataniem kwasoéw, silnych zasad lub wysokich
temperatur. Czynniki te powoduja uszkodzenie DNA oraz moga
doprowadzi¢ do uzyskania btednych wynikéw testu FISH.

e Nieprzestrzeganie wszystkich procedur denaturacji preparatow,
hybrydyzacji i detekcji moze skutkowaé uzyskaniem
nieakceptowalnych lub btednych wynikéw.

e Barwnik kontrastowy DAPI Il zawiera DAPI oraz 1,4-fenylenodiaming.

e DAPI moze wykazywaé dziatanie mutagenne na podstawie efektu
genotoksycznego. Unika¢ wdychania, potykania lub kontaktu ze
skéra. Szczegdtowe ostrzezenia, patrz karta charakterystyki.

* 1,4-fenylenodiamina jest znana jako substancja powodujgca reakcje
alergiczne skoéry i mozliwe reakcje alergiczne ze strony uktadu
oddechowego. Unika¢ wdychania, potykania lub kontaktu ze skora.
Szczegotowe ostrzezenia, patrz karta charakterystyki.

* Fluorofory szybko ulegaja degradaciji (fotoblaknieciu) pod
wptywem $wiatta. Ograniczenie dostepu $wiatta do wszystkich
preparatow i zestawdw sond zawierajgcych fluorofory, jak réwniez
przechowywanie preparatéw i zestawdw sond bez dostepu $wiatta,
zmniejsza te degradacje. Dotyczy to wszystkich krokow, w trakcie
ktorych opracowuje sie hybrydyzowany preparat. Wszystkie etapy
procedury, do przeprowadzenia ktérych nie jest wymagane $wiatto
(inkubacje, ptukania itd.), nalezy przeprowadza¢ bez dostepu $wiatta
lub przy sttumionym $wietle.

e Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit zawiera formamid, ktéry
ma wiasciwosci teratogenne. Unika¢ zanieczyszczenia skory i bton
$luzowych.

e Do pomiaru temperatury roztworéw i tazni wodnych nalezy uzywaé
skalibrowanych termometréw.

e Przed kazdym uzyciem nalezy zawsze sprawdzi¢ temperature
roztworéw ptuczacych, mierzac temperature roztworu w kominku do
barwienia przy uzyciu skalibrowanego termometru.

e Wszystkie substancje niebezpieczne nalezy usuwaé zgodnie z
zasadami usuwania materiatéw niebezpiecznych obowigzujacymi w
danej placéwce.

PROCEDURA BADANIA

Materiaty dostarczone
e Vysis CLL FISH Probe Kit (nr kat. 04N02-022)

Materiaty wymagane, lecz niedostarczone

e Olejek imersyjny odpowiedni do mikroskopii fluorescencyjnej

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

® Metanol

e Kwas octowy lodowaty

e Oczyszczona woda

e Klej kauczukowy

e 12 N kwas chlorowodorowy (HCI)

e 1 N lub 2N wodorotlenek sodu (NaOH)

e Formamid (o wysokim stopniu czysto$ci)

e 0,075 M chlorek potasu (KCI)

Sprzet laboratoryjny

e Szkietka mikroskopowe, odttuszczone

e Szkietka nakrywkowe o wymiarach 22 mm x 22 mm

e Pipeta mikrolitrowa (o zakresie od 1 do 10 L) oraz jatowe koncowki

e Timery

e Mikrowiréwka

e Wiréwka kliniczna osiagajaca obroty réwnowazne 250 x g oraz
mieszczaca probéwke wiréwkowa o poj. 15 mL

e Probowki stozkowe o poj. 15 mL

e Cylindry miarowe (100 mL do 1000 mL)

e taznie wodne (70 do 80°C)

e taznia wodna (37°C)

e Peseta

e Strzykawka jednorazowego uzytku

* Pipety jednorazowe (5 mL do 20 mL)

e Naczynka Coplina/pionowy kominek do barwienia

e Mikroskop fluorescencyjny wyposazony w zalecane filtry (patrz
rozdziat ,Sprzet mikroskopowy oraz akcesoria”)

e Skalibrowany termometr

e Kasetka na szkietka z zamykana pokrywa

* Mieszadto magnetyczne

e Pehametr

e Paski do pomiaru pH do sprawdzania warto$ci pH w zakresie 7,0 do
8,0

e Worteks

e Filtr o wielko$ci poréw 0,45 pm

e Cieplarka z mozliwoscia ustawienia temp. 37°C

e Wilgotna komora

e Plyta grzejna do preparatéw (45 do 50°C)

e Komora do suszenia preparatéw cytogenetycznych (opcjonalnie)

e Probéwki do mikrowiréwek

e Mikroskop fazowo-kontrastowy

* Piec osiggajacy temp. 90°C lub odpowiednik

Sprzet mikroskopowy oraz akcesoria

Mikroskop Do ogledzin rezultatéw 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 okresowy przeglad
techniczny, zwtaszcza dostrojenie/centrowanie lampy, wykonywane przez
inzyniera serwisowego producenta.

Zrédto $wiatta wzbudzajacego Rekomendowane zrédto $wiatta
wzbudzajacego to 100-watowa lampa rtgciowa lub jej odpowiednik

o zblizonym natgzeniu oraz spektrum emitowanego $wiatta. Nalezy
skonsultowaé sie z przedstawicielem serwisu producenta, aby upewni¢
sig, czy system iluminacji fluorescencji jest odpowiedni do ogledzin
probek badanych metoda FISH. Nalezy zapisa¢ liczbe godzin pracy
zaréwki i wymieni€ ja, zanim uptynie wyznaczony czas jej zuzycia. Nalezy
upewni¢ sig, 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 stosowaé obiektywy do
fluorescenciji z imersjg 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 obiektywdw
achromatycznych z imersjg olejowa, powigkszajacych 60/63-krotnie lub
100-krotnie.

Olejek imersyjny Do obiektywow nalezy uzywaé olejku imersyjnego
przewidzianego dla niewielkiej autofluorescencji i przeznaczonego do
uzytku w mikroskopii fluorescencyjne;j.

Filtry Hybrydyzacja sond Vysis LSI TP53 SpectrumOrange,

LSI ATM SpectrumGreen, LS| D13S319 SpectrumOrange, LSI

13934 SpectrumAqua oraz CEP 12 SpectrumGreen do obszarow
docelowych DNA widoczna jest poprzez zastosowanie odpowiednio
pomaranczowego, jasnoniebieskiego i zielonego barwnika
fluorescencyjnego. DNA, do ktérego sondy nie hybrydyzowaty, bedzie
fluoryzowat na niebiesko w wyniku barwienia DAPI II.

Filtry zalecane do stosowania z zestawem sond Vysis CLL FISH

Probe Kit to filtr dwupasmowy Vysis Dual Band Green/Orange V2, filtr
jednopasmowy Vysis Single Band DAPI, filtr jednopasmowy Vysis Single
Band Orange, filtr jednopasmowy Vysis Single Band Aqua oraz filtr
jednopasmowy Vysis Single Band Green lub odpowiedniki.

PROTOKOL BADANIA

Przed przystapieniem do przygotowania probek, patrz rozdziat
,OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI” w niniejszej instrukcji
uzywania.

Przygotowanie odczynnika roboczego

Roztwory etanolu (70%, 85% oraz 100%)

Przygotowac rozcienczenia (v/v) 70% oraz 85% etanolu, stosujac
100% etanol oraz oczyszczong wodeg. Przygotowane w ten sposéb
roztwory przechowywaé¢ w temperaturze pokojowej w szczelnie
zamknietych pojemnikach. Roztwér podstawowy wyla¢ po uptywie 6
miesiecy lub wczeéniej w przypadku stwierdzenia $ladéw zmetnienia lub
zanieczyszczenia roztworu. Rozcienczenia w kominkach do barwienia
mozna stosowaé przez okres maksymalnie jednego tygodnia, chyba
ze doszto do wyparowania, rozcienczenia lub zmetnienia roztworu na
skutek wielokrotnego uzycia.

Roztwér 20X SSC

Rozpusci¢ 66 g soli 20X SSC w 200 mL oczyszczonej wody w
odpowiednim naczynku. Zmierzy¢ pH w temperaturze pokojowej za
pomocg pehametru i doprowadzi¢ je do wartosci 5,3 + 0,2, stosujac 12 N
HCI, jesli zajdzie taka potrzeba. Przelaé roztwdr do cylindra miarowego i
doda¢ wode oczyszczong do uzyskania korncowej objetosci wynoszacej
250 mL. Wymiesza¢ i przefiltrowaé przygotowany w ten sposob roztwér
przez filtr o wielko$ci poréw wynoszacej 0,45 um. Przygotowany
roztwor podstawowy przechowywac w temperaturze pokojowej. Roztwér
podstawowy wyla¢ po uptywie 6 miesigcy lub wczesniej w przypadku
stwierdzenia $ladéw zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu.
Roztwor 2X SSC

Doktadnie wymiesza¢ 100 mL roztworu 20X SSC z 850 mL oczyszczonej
wody w odpowiednim naczynku. Uzywajac pehametru, zmierzyé pH w
temperaturze pokojowej, aby stwierdzi¢, czy warto$¢ pH miesci sie w
zakresie 7,0 + 0,2. Je$li to konieczne, zmodyfikowaé warto$¢ pH przy
uzyciu 1N lub 2N wodorotlenku sodu. Dodaé oczyszczong wode do
uzyskania koncowej objetosci 1 litra. Wymiesza¢ i przefiltrowaé przez
filtr o wielko$ci poréw wynoszacej 0,45 pm. Przygotowany roztwoér
podstawowy przechowywaé¢ w temperaturze pokojowej. Roztwdr
podstawowy wylaé po uptywie 6 miesiecy lub wczesniej w przypadku
stwierdzenia $ladéw zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu. Roztwér
uzywany w badaniu wymienia¢ po kazdym dniu pracy.

Roztwor do denaturacji (roztwér 70% formamidu/2X SSC)

Doktadnie wymiesza¢ 49 mL formamidu, 7 mL roztworu 20X SSC oraz
14 mL oczyszczonej wody. Zmierzy¢ pH w temperaturze pokojowe;j,
uzywajac paskéw do pomiaru pH, aby stwierdzi¢, czy warto$¢ pH miesci
sie w zakresie od 7,0 do 8,0. Przechowywaé przygotowany roztwor
podstawowy w temp. 2 do 8°C. Przed kazdym uzyciem sprawdzi¢, czy
warto$¢ pH miesci sie w zakresie od 7,0 do 8,0, stosujac paski do
pomiaru pH. Roztwér wylaé po uptywie jednego tygodnia.

Roztwor ptuczacy 0,4X SSC/0,3% NP-40

Dokfadnie wymiesza¢ 20 mL roztworu 20X SSC z 950 mL oczyszczonej
wody w odpowiednim naczynku. Doda¢ 3 mL NP-40 i doktadnie wymiesza¢
az do catkowitego rozpuszczenia NP-40. Przy pomocy pehametru zmierzy¢
pH w temperaturze pokojowej i doprowadzi¢ je do wartosci 7,4 + 0,1 przy
uzyciu 1 N lub 2 N wodorotlenku sodu. Doda¢ oczyszczong wode do
uzyskania koncowej objetosci 1 litra. Wymieszaé i przefiltrowaé przez filtr
o wielkosci poréw wynoszacej 0,45 pm. Przygotowany roztwdr podstawowy
przechowywaé w temperaturze pokojowej. Roztwor podstawowy wylaé

po uptywie 6 miesigcy lub wczesniej w przypadku stwierdzenia Sladéw
zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu. Roztwér uzywany w badaniu
wymienia¢ po kazdym dniu pracy.

Roztwor ptuczacy 2X SSC/0,1% NP-40

Doktadnie wymieszaé 100 mL roztworu 20X SSC z 850 mL oczyszczonej
wody w odpowiednim naczynku. Doda¢ 1 mL NP-40 i doktadnie wymiesza¢
az do catkowitego rozpuszczenia NP-40. Przy pomocy pehametru zmierzy¢
pH w temperaturze pokojowej i doprowadzi¢ je do wartosci 7,0 + 0,2 przy
uzyciu 1 N lub 2 N wodorotlenku sodu. Dodaé oczyszczong wode do
uzyskania kofncowej objetosci 1 litra. Wymieszac¢ i przefiltrowac przez filtr
o wielko$ci poréw wynoszacej 0,45 pm. Przygotowany roztwdér podstawowy
przechowywaé w temperaturze pokojowej. Roztwor podstawowy wylaé

po uptywie 6 miesiecy lub wczesniej w przypadku stwierdzenia $ladéw
zmetnienia lub zanieczyszczenia roztworu. Roztwor uzywany w badaniu
wymieniaé po kazdym dniu pracy.

Pobieranie probek i ich transport

Krew obwodowa powinna by¢ pobrana zgodnie z wytycznymi
obowigzujacymi w danym laboratorium. Podrecznik ,AGT Cytogenetics
Laboratory Manual” zawiera zalecenia dotyczace pobierania i
przetwarzania prébek.?2 Zgodnie z tymi wytycznymi dopuszcza sie
pobieranie prébek krwi obwodowej do probdwki zawierajacej heparyne
sodu. Do wykonania oznaczenia wymagana jest objeto$¢ jednego

(1) mL krwi obwodowej. Prébki mozna przetwarza¢ od razu lub
transportowa¢ na woreczkach z lodem oraz przechowywac¢ w temp.

2 do 8°C przez maksymalnie 96 godzin przed rozpoczeciem etapu
przygotowywania prébek. Prébek nigdy nie wolno umieszcza¢ w lodzie
ani zamrazaé. Nie nalezy stosowaé prébek, w ktérych doszto do
utworzenia sig skrzepow lub ktére nie byty transportowane w podanych
warunkach.

Przetwarzanie probek

UWAGA: Utrwalacz (metanol:lodowaty kwas octowy, 3:1 lub 2:1) nalezy
przygotowywac¢ codziennie.

1. Doda¢ 1 mL krwi obwodowej do stozkowej probdwki wiréwkowej o
poj. 15 mL.

2. Powoli dodawaé¢ 10 mL 0,075 M KCI. Delikatnie wymieszagé,
odwracajac probéwke kilka razy do géry dnem. Opcjonalnie:
Inkubowaé probéwke(i) przez 10 do 20 minut w temperaturze
pokojowej lub w temp. 37°C.

3. Powoli dodawa¢ 2 mL utrwalacza do zawiesiny komoérek. Delikatnie
wymieszac¢, odwracajac probowke kilka razy do géry dnem.

4. Wirowa¢ przez 8 do 12 minut przy warto$ci 1000 do 1200 obr./min.
(225 do 250 x g).

5. Zlaé i wyrzucié¢ supernatant do poziomu ok. 0,5 do 1,0 mL powyzej
osadu komoérkowego, uwazajac, by go nie naruszy¢. Ponownie
rozprowadzi¢ osad, delikatnie potrzasajac probéwka.

6. Powoli dodawa¢ 10 mL utrwalacza do zawiesiny komdrek.
Wymieszaé, odwracajac probéwke kilka razy do géry dnem.

7. Wirowac¢ przez 8 do 12 minut przy warto$ci 1000 do 1200 obr./min.
(225 do 250 x g).

8. Powtorzyé ptukanie z uzyciem utrwalacza (kroki 5. do 7.) jeszcze
dwa razy lub do czasu, az utrwalacz bedzie klarowny.

9. Ponownie rozprowadzi¢ osad komdrkowy w utrwalaczu. Dopasowaé
objeto$¢ zawiesiny, aby gesto$¢ komdrek byta odpowiednia do
przygotowania preparatu. W razie potrzeby przygotowac szkietko, aby
zweryfikowaé gestos¢ komorek.

10. Pozostawi¢ probke w utrwalaczu w temperaturze pokojowej (15 do
30°C) na co najmniej 10 minut przed rozpoczeciem przygotowywania
preparatu.

11. Rozpoczaé etap przygotowywania preparatu lub, w razie potrzeby,
utrwalony osad przechowywa¢ w temp. -20°C (+ 5°C) przez
maksymalnie 24 miesigce. W razie potrzeby, szczegdlnie w
przypadku przechowywania przez dtuzszy okres czasu, przemy¢
osad utrwalaczem przed przystgpieniem do przygotowywania
preparatu.

Przygotowanie preparatu

12. W celu uzyskania optymalnych wynikéw mozna uzyé komory do
suszenia preparatow cytogenetycznych. Podgrza¢ urzadzenie do
temp. 20 do 30°C przy wzglednej wilgotno$ci wynoszacej 30 do
50%. Jesli komora do suszenia preparatéw cytogenetycznych nie
jest dostepna, mozna zastosowa¢ inne metody w celu uzyskania
optymalnej temperatury i wilgotnosci do przygotowania docelowego
preparatu.

13. Kazde szkietko odpowiednio oznakowac.



14. Przed przygotowaniem preparatu upewni¢ sig, czy probka jest
odpowiednio wymieszana. Przy uzyciu pipety jednomiarowej
odmierzy¢ 5 do 25 pL zawiesiny komoérek na lewg potowe
odttuszczonego szkietka mikroskopowego oraz 5 do 25 pL
zawiesiny komérek na prawa potowe szkietka, tworzac dwa obszary
hybrydyzacyjne. Preparat pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu.

15. Przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego obliczy¢ ilo$¢ jader
interfazowych w kazdym polu przy matym powiekszeniu (obiektyw
powiekszajgcy 10-krotnie). W celu uzyskania optymalnych wynikow
badania przy matym powiekszeniu w kazdym polu powinno si¢
uzyska¢ co najmniej 100 komoérek. Doprowadzi¢ do uzyskania
odpowiedniej gegstosci preparatu w celu uzyskania zalecanej liczby
jader interfazowych.

UWAGA: Optymalnie przygotowana prébka bedzie zawierata
znikome ilo$ci resztek komdrkowych i/lub cytoplazmy lub nie bedzie
ich w ogdle zawieraé. Jadra powinny byé widoczne jako ciemne,
szare, pfaskie obiekty bez zataman. W celu uzyskania optymalnej
morfologii jader nalezy dopasowaé odpowiednig temperature,
wilgotno$¢ oraz objetosc.

16. Preparaty prazy¢ w temp. 90°C przez 10 minut (opcjonalnie).

Przygotowanie probki docelowej

UWAGA: Rozpocza¢ procedure recznej denaturacji sondy przed
przej$ciem do kroku 19. opisanego w tym rozdziale, aby zapewni¢
wystarczajaca ilo§¢ czasu na rozmrozenie materiatow.

17. Przela¢ roztwor do denaturacji oraz roztwér 2X SSC do osobnych
kominkéw lub wyjaé uprzednio przygotowany roztwér do denaturacji
z lodéwki (2 do 8°C).

18. Wstawi¢ kominek(i) do barwienia zawierajacy(e) roztwor do
denaturacji do fazni wodnej. Podgrzewaé¢, az temperatura roztworu
do denaturacji wyniesie 73 + 1°C.

19. Wstawi¢ kominek(i) do barwienia zawierajacy(e) roztwoér 2X SSC do
tazni wodnej. Podgrzewa¢ do temp. 37 + 1°C. Pozostawi¢ preparaty
z prébka w roztworze 2X SSC na 30 minut w temp. 37 + 1°C, aby
mogty dojrzeé. Ewentualnie preparaty mozna pozostawi¢ w roztworze
2X SSC na 2 minuty w temp. 73°C + 1°C, aby mogly dojrze¢.
UWAGA: Sprawdzi¢ temperature roztworéw przy uzyciu
skalibrowanego termometru. W kazdym kominku do barwienia nie
nalezy zanurza¢ wigcej niz 4 preparatéw rownoczesnie.

20. Wyja¢ preparaty z roztworu 2X SSC, a nastepnie niezwtocznie
przeniesé je do kominka(6w) do barwienia zawierajacego(ych) 70%
etanol na co najmniej 1 minute. Po zanurzeniu preparatéw w 70%
etanolu zanurzy¢ je kolejno w 85% etanolu na co najmniej 1 minute,
a nastgpnie w 100% etanolu na co najmniej 1 minute.

21. Po odwodnieniu w etanolu zanurzyé preparaty w roztworze do
denaturacji o temp. 73 + 1°C na 5 minut. Rozpocza¢ odmierzanie
czasu w chwili, gdy ostatni preparat zostanie umieszczony w
kominku do barwienia.

UWAGA: Aby utrzymac¢ wtasciwa temperature roztworu do
denaturaciji, nalezy denaturowaé 4 preparaty réwnoczesnie. Jesli
preparatow jest mniej niz 4, nalezy dotozy¢ pustych szkietek o
temperaturze pokojowej tak, aby razem byto ich 4.

22. Wyja¢ preparaty z roztworu do denaturacji, a nastgpnie niezwtocznie
przenie$¢ je do kominka do barwienia zawierajacego 70% etanol
na co najmniej 1 minutg. Po zanurzeniu preparatéw w 70% etanolu
zanurzyé je kolejno w 85% etanolu na co najmniej 1 minute, a
nastepnie w 100% etanolu na co najmniej 1 minute.

UWAGA: Zostawi¢ preparaty w 100% etanolu do momentu, w ktérym
bedzie mozliwe wysuszenie wszystkich preparatéw i natozenie
mieszaniny sondy.

Denaturacja sondy

23. Wyja¢ uprzednio opracowane mieszaniny sond z miejsca
przechowywania i odstawi¢ odczynniki do osiggnigcia temperatury
pokojowej.

24. Sondy podda¢ wirowaniu przez 2 do 3 sekund. Wytrzasna¢ na
worteksie, a nastgpnie ponownie krdétko odwirowaé.

25. Umiesci¢ probéwki w temp. 73 £ 1°C na 5minut.

26. Probéwki podda¢ wirowaniu przez 2 do 3 sekund.

27. Umiesci¢ probdéwki na ptycie grzejnej rozgrzanej do temp. 45 do
50°C do momentu, w ktérym bedzie mozliwe natozenie sondy na
docelowa prébke.

UWAGA: Jesli preparaty z badanym materiatem sg gotowe, gdy
sondy sg poddawane denaturacji, nalezy niezwtocznie nanie$¢ sondy
na obszary hybrydyzacyjne na preparacie.

Hybrydyzacja

28. Wyjac¢ preparaty z probkami ze 100% etanolu.

29. Wysuszy¢ preparaty, opierajac dolna krawedz kazdego szkietka na
reczniku papierowym (lub odpowiedniku) i wycierajac do sucha spod
szkietka (strona, ktéra nie zawiera materiatu badanego).

30. Przenies$¢ preparaty na ptyte grzejng o temp. 45 do 50°C na
maksymalnie 2 minuty dla odparowania resztek etanolu.

31. Przy uzyciu pipety mikrolitrowej natozy¢ 10 uL mieszaniny sondy
Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/ATM SpectrumGreen na jeden
obszar docelowy i natychmiast natozy¢ szkietko nakrywkowe,
nie wprowadzajac pecherzykéw powietrza. Powtérzyé procedure
dla mieszaniny sond Vysis LSI D13S319 SpectrumOrange/13q34
SpectrumAqua/CEP 12 SpectrumGreen.

32. Uszczelni¢ szkietka nakrywkowe, uzywajac strzykawki napetnionej
klejem kauczukowym.

33. Umiesci¢ preparaty w nagrzanej komorze wilgotnej, szczelnie
zamkna¢, a nastepnie inkubowa¢ w temp. 37°C + 1°C przez 6 do 24
godzin. Ewentualnie mozna zastosowac cieplarke z nawilzeniem o
temp. 37°C.

Procedura ptukania

34. Wla¢ odpowiednia ilo$¢ roztworéw 0,4X SSC/0,3% NP-40 oraz
2X SSC/0,1% NP-40 do osobnych kominkéw do barwienia az
do przykrycia preparatéw. Wstawi¢ kominek(i) do barwienia
zawierajacy(e) 0,4X SSC/0,3% NP-40 do tazni wodnej. Podgrzewac
do momentu, az temperatura roztworu 0,4X SSC/0,3% NP-40
wyniesie 73 + 1°C. Sprawdzi¢ temperature roztworu przy uzyciu
skalibrowanego termometru. Stosowaé 2X SSC/0,1% NP-40 o
temperaturze pokojowej. Roztworédw uzywac wytacznie przez 1
dzien, a nastepnie wylaé.

35. Usuna¢ szkietka nakrywkowe z preparatu i natychmiast zanurzyé
preparat w 0,4X SSC/0,3% NP-40. Potrzagsa¢ preparatami
znajdujacymi sie¢ wewnatrz kominka do barwienia przez 1 do
3 sekund. Powtdrzy¢ proces z innymi szkietkami, tak aby razem
byto ich 4. Rozpocza¢ odmierzanie czasu w momencie zanurzenia
czwartego szkietka.

UWAGA: Dla utrzymania wtasciwej temperatury roztworu 0,4X
SSC/0,3% NP-40 nalezy ptuka¢ cztery preparaty rownoczes$nie. Jesli
preparatéw jest mniej niz cztery, nalezy dotozy¢ pustych szkietek o
temperaturze pokojowej tak, aby razem byto ich cztery.

36. Wyjac¢ preparaty po uptywie 2 minut + 30 sekund.

37. Zanurzy¢ preparat(y) w kominku do barwienia zawierajacym 2X
SSC/0,1% NP-40. Potrzasa¢ preparatem(ami) znajdujacym(i) sie
wewnatrz kominka do barwienia przez 1 do 3 sekund.

38. Po zanurzeniu preparatu(6w) przez 5 do 60 sekund wyjaé go(je) z
2X SSC/0,1% NP-40.

UWAGA: Przeprowadzajgc procedure ptukania dalszych szkietek,

upewni¢ sie, ze przez rozpoczeciem ptukania temperatura roztworu 0,4X

SSC/0,3% NP-40 wynosi 73 + 1°C.

Procedura barwienia kontrastowego

39. Wysuszy¢ preparaty, opierajac dolng krawedz kazdego szkietka na
reczniku papierowym (lub odpowiedniku) i wycierajac do sucha spod
szkietka (strona, ktéra nie zawiera materiatu badanego).

40. Preparaty suszyé na powietrzu w ciemnosci, ustawione pod katem,
maksymalnie przez 2 godziny, aby utatwi¢ parowanie i uniknaé
gromadzenia sie 2X SSC/0,1% NP-40.

41. Wyja¢ barwnik kontrastowy DAPI Il z miejsca przechowywania i
odstawi¢ do osiagniecia temperatury pokojowe;j.

42. Barwnik kontrastowy DAPI Il wytrzasng¢ na worteksie przez 2 do
3 sekund.

43. Probéwke podda¢ wirowaniu przez 2 do 3 sekund.

44. Przy uzyciu pipety mikrolitrowej nanie$¢ 10 pL barwnika
kontrastowego DAPI Il na kazdy obszar docelowy preparatu, a
nastgpnie natozy¢ szkietko nakrywkowe. Powtdrzy¢ ww. czynno$ci
dla kazdego szkietka.

45. Przed rozpoczeciem obserwacji pod mikroskopem odczeka¢ co
najmniej 10 minut.

Procedura przechowywania

Preparaty poddane hybrydyzacji przechowywaé w temp. —20°C (+ 5°C) bez
dostepu $wiatta. W tych warunkach preparaty moga byé przechowywane
nie dtuzej niz 3 tygodnie po natozeniu barwnika kontrastowego DAPI Il bez
znaczacej utraty intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego.



Ocena preparatow

Ogladac preparaty przy uzyciu odpowiedniego zestawu filtrow w
optymalnie ustawionym mikroskopie fluorescencyjnym. Podane ponizej
zestawy filtrow optycznych pozwolg na wizualizacje fluoroforéw uzytych
podczas hybrydyzaciji.

Uzycie filtra Vysis (lub
odpowiednika)...

pozwala na wzbudzenie i emisje
fluoroforow...

Single Band Green fluoroforu zielonego (SpectrumGreen)

Single Band Aqua fluoroforu jasnoniebieskiego

(SpectrumAqua)
Single Band Orange fluoroforu pomaranczowego
(SpectrumOrange)
Single DAPI DAPI
Dual Band Green/Orange fluoroforu pomaranczowego
Filter v2 (SpectrumOrange) i zielonego

(SpectrumGreen)

Rutynowa ocena preparatdw i liczenie sygnatéw wykonywane jest

przy uzyciu filtra dwupasmowego (Dual Band). Jesli w danym

jadrze sygnat(y) emitowany(e) przez okreslong sondeg jest(sa) stabo
widoczny(e) podczas ogledzin z uzyciem filtra dwupasmowego, zaleca
sie stosowanie jednopasmowego filtra, aby utatwi¢ liczenie.

Interpretacja i podawanie wynikow

Kontrola jakosci

Sondy zawarte w zestawie Vysis CLL FISH Probe Kit petnig funkcje

wewnetrznych kontroli. Obecno$¢ co najmniej jednego sygnatu

hybrydyzacyjnego dla sond w kazdej mieszaninie sond oznacza, ze

sondy dziatajg prawidtowo w warunkach przeprowadzania oznaczenia,

z wyjatkiem nullisomii D13S319, gdy obie kopie obszaru docelowego

D13S319 ulegaja delecji. Sonda LS| 13934 SpectrumAqua petni funkcje

kontroli statusu delecji D13S319, rozréznienia mieszaniny sond oraz

ogolnej jakosci hybrydyzacii.

Ocena jako$ci obszaru docelowego

Ocene jakosci hybrydyzacji do obszaru docelowego przeprowadza

sie na podstawie podanych ponizej kryteridw. Jesli kryteria te nie sg

spetnione, nie powinno sig¢ oceniaé takiego preparatu.

e Morfologia jader komorkowych: Granice jader komérkowych
powinny by¢ wyrazne, a struktura jader nienaruszona.

e Tto: Tto powinno by¢ ciemne lub czarne i stosunkowo wolne od
fluoryzujacych czasteczek czy zamglenia.

¢ Intensywnos¢ sygnatu sondy: Sygnaty powinny by¢ jasne, zwarte,
okragte lub owalne, wyrazne i tatwe do oceny.

Potwierdzenie obszaru docelowego sondy

Bezposrednio przed rozpoczeciem liczenia sygnatéw dla kazdego
obszaru hybrydyzacyjnego nalezy stwierdzi¢ i zapisa¢ obecnos$é lub brak
jasnoniebieskich sygnatéw w obszarze hybrydyzacyjnym przy pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego z systemem epiiluminacji wyposazonego
w obiektyw powigkszajgcy 60/63-krotnie lub 100-krotnie. Czynnos$¢ ta
spetnia rolg kontroli jako$ci, majacej na celu upewnienie sie, czy na
obszar hybrydyzacyjny naniesiono prawidtowa sonde i czy doszto do
prawidtowej hybrydyzaciji typu LSI, nawet jesli brak jest obu kopii obszaru
docelowego sondy Vysis LS| D13S319 Probe (brak pomaranczowych
sygnatéw). Sygnat jasnoniebieski bedzie obecny wytacznie w obszarze
hybrydyzacyjnym sondy Vysis LSI D13S319 SpectrumOrange/13q34
SpectrumAqua/CEP 12 SpectrumGreen Probe, przy zachowaniu
odpowiednich warunkow hybrydyzacji. W obszarze hybrydyzacyjnym
sondy Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/ATM SpectrumGreen Probe nie
powinno byé zadnych sygnatéw jasnoniebieskich.

Liczenie sygnatow

Uzywajac wtasciwych filtréw wymienionych powyzej, dwie osoby

oceniajace okreslaja i zapisuja obecne wzory sygnatow w kazdym ze

100 jader w obu obszarach hybrydyzacyjnych. Pierwsza osoba liczy

jadra na jednej potowie obszaru docelowego hybrydyzacji (mozliwie jak

najdoktadniej), za$ druga osoba liczy jadra na drugiej potowie obszaru

docelowego hybrydyzacji (mozliwie jak najdoktadniej). Patrz Tabela 1.

Wskazoéwki dotyczace liczenia sygnatéw dwukolorowych.

e Wybiera¢ tylko nienaruszone jadra, ktére nie sa zagiete, nie
nachodza na siebie lub ktérych liczenie nie jest utrudnione przez
obecnos¢ resztek komdrkowych.

e Unikac liczenia preparatéw lub obszaréw na preparatach, w ktérych
doszto do nadmiernej nieswoistej hybrydyzaciji lub ktére zawierajg
wiele jader ze zbyt mata iloScig sygnatéw lub bez sygnatdw.

e Unika¢ liczenia jader zawierajacych zlepy lub skupiska sygnatéw.

e Stykajace sig sygnaty tego samego koloru bez wzgledu na ich
rozmiar liczy si¢ jako jeden sygnat. Jesli oddalone od siebie sygnaty
sg ze sobg potagczone niewielkim pasmem sygnatu, sygnaty te liczy
sie réwniez jako jeden sygnat.

e Jesli w danym obszarze przerwy pomigdzy sygnatami tego samego
koloru nie sg wieksze niz szeroko$é sygnatu, nalezy liczy¢ je jako
jeden sygnat. Jednakze je$li dwa sygnaty tego samego koloru sa
wyrazne, zwarte, maja taki sam rozmiar i intensywnos$¢, sa wyraznie
oddzielone i nie jest widoczne zadne taczace je pasmo sygnatu,
nalezy liczy¢ je jako dwa sygnaty, mimo iz odstep miedzy sygnatami
jest mniejszy niz szeroko$¢ sygnatu.

e Sygnaty tego samego koloru moga posiada¢ rézna intensywno$¢ w
danym jadrze. A zatem konieczne moze byé¢ uzycie odpowiedniego
filtra jednopasmowego i/lub wyregulowanie ptaszczyzny ogniskowe;j.

e Jesli pojawia sig jakiekolwiek watpliwosci, czy liczy¢ dang komdrke,
takiej komorki nie nalezy uwzglednia¢ w obliczeniach.

Tabela 1. Wskazowki dotyczace liczenia sygnatéw dwukolorowych

. = zielony

= pomaranczowy

-
[1:]
«Q
[
3
o
o

Jesli jadra nachodza na siebie, nie liczy¢.

Liczyé jako dwa sygnaty pomaranczowe
i dwa sygnaty zielone. Jeden sygnat
pomaranczowy jest rozmyty.

Liczy¢ jako dwa sygnaty pomaranczowe
i dwa sygnaty zielone. Jeden sygnat
pomaranczowy jest rozszczepiony.

Liczyé jako jeden sygnat pomaranczowy i

dwa sygnaty zielone. Jeden sygnat zielony
jest rozszczepiony i sygnat pomaranczowy
jest rozszczepiony.

Liczyé jako dwa sygnaty pomaranczowe i
jeden sygnat zielony.

Obszar sygnatu zaznaczony przerywang
linig. Brak odstgpow miedzy sygnatami w
gornym obszarze wigkszych niz szeroko$¢
nienaruszonego zielonego sygnatu; gorny
sygnat liczy¢ jako jeden sygnat zielony.
Liczy¢ jako 2 sygnaty pomaranczowe i 2
sygnaty zielone.

Oba blisko siebie potozone sygnaty
pomaranczowe sa zwarte i posiadajg te
sama intensywno$¢ i rozmiar. Liczy¢ jako
dwa sygnaty pomaranczowe i dwa sygnaty
zielone.

e Q@@@@g

Po zapisaniu wynikéw liczba nietypowych wzoréw sygnatéw uzyskanych
przez kazda osobe jest poddawana ocenie, a nastepnie wykonuje

sie ponizsze czynnosci, aby uzyska¢ koncowy wynik dla 200 jader.
Patrz Rycina 1. przedstawiajaca zasady zestawiania wynikéw i role
trzeciej osoby oraz Tabela 2. i 3. zawierajagce warto$ci punktu odciecia
warunkujace wiaczenie trzeciej osoby do liczenia nietypowych wzoréw
sygnatéw.

Okreslanie potrzeby wtaczenia trzeciej osoby

Liczba nieprawidtowych wzoréw sygnatéw pomaranczowych i zielonych
uzyskana przez kazda osobe oceniajaca jest poddawana ocenie i
poréwnywana z warto$ciami punktu odcigcia przedstawionymi w Tabeli 2.
oraz Tabeli 3.




Tabela 2. Wartosci punktu odcigcia prébek prawidtowych

dla okreslenia koniecznos$ci wiaczenia trzeciej osoby do
liczenia sygnatéw sondy Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/ATM
SpectrumGreen Probe

Punkt
Nieprawidiowy odciecia na
Sonda/Kolor wzor 100 jader  Nieprawidtowos¢
Vysis LSI TP53 1 sygnat
SpectrumOrange  pomaranczowy 7 17p-
(1R)?
Vysis LSI ATM 1 sygnat zielony 6 11g-

SpectrumGreen (1G)P

@ Nieprawidtowy wzér sygnatéw dla delecji TP53 to 1R. Dowolny wzér
zawierajacy pojedynczy sygnat pomaranczowy (R), bez wzgledu na
liczbe sygnatéw zielonych (G), uwazany jest za wzdér nieprawidtowy
wskazujacy na delecje TP53.

Nieprawidtowy wzér sygnatéw dla delecji genu ATM to 1G. Dowolny
wzdr zawierajacy pojedynczy sygnat zielony (G), bez wzgledu

na liczbe sygnatéw pomaranczowych (R), uwazany jest za wzor
nieprawidtowy wskazujacy na delecje ATM.

o

Tabela 3. Wartosci punktu odcigcia probek prawidtowych dla
okreslenia koniecznosci wiaczenia trzeciej osoby do liczenia
sygnatéw sondy Vysis LS| D13S319 SpectrumOrange/13q34
SpectrumAqua/CEP 12 SpectrumGreen Probe

Punkt
Nieprawidtowy odciecia na

Sonda/Kolor wzor 100 jader® Nieprawidtowosé
Vysis LSI D13S319 1 sygnat 139-
SpectrumOrange pomaranczowy 55 a

(1R) (monosomia)
Vysis LSI D13S319 zero sygnatow 13-
SpectrumOrange pomaranczowych 1,5 od-

(OR)? (nullisomia)
Vysis CEP 12 3 sygnaly zielone

b 2,5 +12

SpectrumGreen (3G)

a8 Nieprawidtowe wzory sygnatdéw dla delecji D13S319 to 1R
(monosomia) lub OR (nullisomia). Dowolny wzér zawierajacy sygnat
1R lub OR, bez wzgledu na liczbe sygnatéw zielonych (G) uwazany
jest za wzér nieprawidtowy wskazujacy na delecje D13S319.
Nieprawidtowy wzdr sygnatéw dla powielenia CEP 12 to 3G (trisomia).
Dowolny wzér zawierajacy sygnaty 3G, bez wzgledu na liczbe
sygnatéw pomaranczowych (R) uwazany jest za wzor nieprawidtowy
wskazujacy na powielenie CEP 12.
¢ Warto$¢ stanowi potowe punktu odciecia dla prébek prawidtowych dla
200 jader (patrz Tabela 4 .oraz 5.).
Patrz Rycina 1. zawierajgca opis zasad okreslania potrzeby wiaczenia
trzeciej osoby.

o

Rycina 1. Zasady zestawiania wynikow liczenia i rola trzeciego
technika dla kazdego nieprawidtowego wzoru sygnatéw

Pyt. 1 Czy jeden wynik liczenia jest rowny lub nizszy niz
punkt odcigcia dla 100 jader, za$ drugi - wyzszy od tej

wartosci?
TP53 ATM  [D138319 1R|D138319 0R| CEP12
7 6 5,5 1,5 2,5
Tak
Nie
A Y

Pyt. 2 Czy réinica migdzy 2 wynikami | Nie
liczenia jest wigksza niz 5?7

Wymagana jest Tak i

Zsumuj 2 wyniki
w celu uzyskania

trzecia osoba. koncowej

Tak Pyt. 3 Czy ktdrykolwiek z 2 wartosci.
< yskanych wynikow liczenia jest
x réwny lub nizszy niz dwukrotnos$é y
punktu odcigcia dla 100 jader?
Nie
Tak — ¥ — Nie
Pyt. 4 Czy roznica migdzy 2 wynikami

liczenia jest wigksza niz 15?

Aby okresli¢, czy istnieje potrzeba wigczenia trzeciej osoby, nalezy
zastosowaé zasady liczenia osobno dla kazdego znacznika sondy.

Wynik liczenia uzyskany przez trzecig osobg jest wykorzystywany
wytacznie dla okreslonego znacznika sondy, ktéry wymaga udziatu
trzeciej osoby. Okreslenie, czy uzyskany wzér sygnatow jest prawidtowy
czy nieprawidtowy dla pozostatych znacznikéw sondy, odbywa sie na
podstawie zliczen wykonanych przez pierwsze dwie osoby.

Trzecia osoba dokonuje zliczenia dla 100 jgder w obrebie obszaru
docelowego hybrydyzaciji, je$li ma miejsce jeden z ponizszych
przypadkow:

e Liczba nieprawidtowych wzoréw sygnatéw uzyskana przez jedng
osobe jest réwna lub nizsza niz punkt odcigcia dla 100 jader,
zas$ liczba zliczen uzyskana przez druga osobe jest wyzsza od
tej wartosci.

e Rdznica miedzy liczba nieprawidtowych wzoréw zliczonych
przez dwie osoby wynosi wiecej niz 5 dla 100 ocenianych
jader, za$ liczba nieprawidtowych wzoréw sygnatéw uzyskana
przez ktérakolwiek z tych oséb jest mniejsza niz lub réwna
dwukrotno$ci punktu odciecia.

e Rodznica miedzy liczba nieprawidtowych wzoréw sygnatéw
uzyskana przez obie osoby jest wigksza niz 15 na 100 ocenianych
jader.

Wyniki

Liczby zaobserwowanych wzoréw sygnatéw pomaranczowych i zielonych
uzyskane przez kazda z dwdch oséb sg sumowane, dajac w ten sposéb
liczbe zliczen dla 200 jader dla kazdej badanej probki. Gdy w celu
uzupetnienia oceny wiaczona zostaje trzecia osoba, sumuje sie dwa
najbardziej zblizone do siebie wyniki w celu uzyskania liczby zliczen dla
200 jader. Jesli réznica pomiedzy dowolnymi dwoma wynikami a trzecim
wynikiem jest taka sama, warto$¢ mediany zostaje podwojona i stanowi
uzyskany wynik zliczen dla 200 jader.

Interpretacja wynikow

Okreslenie prawidtowosci/nieprawidtowosci wzoru

Dang prébke uznaje sie za prawidtowa lub nieprawidtowg poprzez
poréwnanie liczby jader z zaobserwowanymi nieprawidtowymi wzorami
na 200 ocenianych jader z podang warto$cig punktu odciecia (Tabela
4 oraz Tabela 5). Jesli liczba jader z okreslonym nieprawidtowym
wzorem przekracza podang warto$é punktu odcigcia, uzyskany wynik
jest nieprawidtowy. Jesli liczba takich jader jest mniejsza niz lub réwna
podanej warto$ci punktu odcigcia, uzyskany wynik jest prawidtowy.

Tabela 4. Wartosci punktu odcigcia dla okreslania prawidtowosci/
nieprawidtowosci prébki dla sondy Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/
ATM SpectrumGreen Probe

Wartos¢
punktu
Nieprawidtowy odciecia dla
Sonda wzor 200 jader (%) Nieprawidtowoscé
. 1 sygnat
VSIS LSITPSS o orafczowy 14 (7,0%) 17p-
SpectrumOrange
(1R)

Vysis LSI ATM 1 sygnat zielony 12 (6,0%) 11g-

SpectrumGreen (1G)

Tabela 5. Wartosci punktu odciecia dla okreslania prawidtowosci/
nieprawidtowosci préobki dla sondy Vysis LSI D13S319
SpectrumOrange/13q34 SpectrumAqua/CEP 12 SpectrumGreen
Probe

Wartos¢
punktu
Nieprawidtowy odciecia dla
Sonda wzor 200 jader  Nieprawidtowos¢
) 1 sygnat
Vysis LSID13S319 - ohczowy 11 (5,5%)  13g- (monosomia)
SpectrumOrange (1R)
. zero sygnatow
Vysis LSIDI3S319 o ofczowych 3 (1,5%)  13g- (nullisomia)
SpectrumOrange
(0R)
Vysis CEP 12 3 sygnaly zielone o
SpectrumGreen (3G) 5 (2.5%) 12




Klasyfikacja Dohnera
Patrz Tabela 6 przedstawiajaca klasyfikacje Dohnera kazdej badanej
prébki na podstawie wykrytych nieprawidtowosci.5

Tabela 6. Klasyfikacja Déhnera

13g- (monosomia lub nullisomia) jako jedyna nieprawidtowo$¢
brak nieprawidtowosci cytogenetycznych

+12 bez 17p- lub 11g-

11qg- bez 17p-

17p-

Okreslanie kategorii prognostycznych

Patrz Tabela 7, aby okresli¢ kategorie prognostyczng (zgodnie z
aktualnymi wytycznymi NCCN'6) kazdej badanej probki.

Tabela 7. Okreslanie kategorii prognostycznych

Nieprawidtowos$¢ cytogenetyczna Kategoria
prognostyczna
del(11q) niekorzystne rokowanie
del(17p) niekorzystne rokowanie
prawidtowa neutralne rokowanie
+12 neutralne rokowanie

del(13q) (jako jedyna nieprawidtowos$¢) korzystne rokowanie

OGRANICZENIA PROCEDURY

e Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit jest przeznaczony do
stosowania wraz z wynikami oznaczen dodatkowych biomarkeréw,
wynikami badan morfologicznych oraz innymi danymi klinicznymi.

* Moga pojawi¢ si¢ tez inne wzory sygnatéw. Przy ich interpretaciji
przydatna moze by¢ analiza metafaz.

e Jesli dla danej probki uzyskano staby nieprawidtowy wzor
znakowania FISH, nalezy uzy¢ odpowiedniego filtra jednopasmowego
w celu potwierdzenia uzyskanego wzoru. Niezastosowanie sie do
tego zalecenia moze spowodowa¢ niedoktadng identyfikacje wzorow
sygnatow.

SZCZEGOLOWA CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA

Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczna zdefiniowana jest jako odsetek sygnatéw
emitowanych przez sondy, ktére hybrydyzuja do wtasciwego locus i nie
hybrydyzujg do zadnego innego miejsca. Test ten pozwala wzrokowo
okresli¢, czy kazda sonda hybrydyzuje swoiscie do oczekiwanego miejsca
na chromosomie. Swoisto$¢ analityczna sond w zestawie Vysis CLL FISH
Probe Kit w odniesieniu do ich docelowych loci chromosomowych zostata
wyznaczona z uzyciem chromosomoéw metafazowych przygotowanych z
hodowli krwi obwodowej, umieszczonych na szkietkach mikroskopowych,
uzyskanych od pigciu mezczyzn o prawidtowym kariotypie. Lokalizacja
hybrydyzacji kazdego sygnatu FISH na chromosomach 20 kolejnych jader
metafazowych na kazdym z 5 szkietek zostata oceniona przez jedna
osobe dla 200 docelowych loci.

Dla kazdej sondy i badanej prébki zliczono liczbe sygnatéw FISH

w chromosomach metafazowych emitowanych przez sondy, ktére
hybrydyzowaty do prawidtowego locus, oraz liczbe sygnatéw FISH

w chromosomach metafazowych emitowanych przez sondy, ktére
hybrydyzowaty do nieprawidtowego locus. Swoisto$¢ kazdej sondy
zostata obliczona jako liczba sygnatéw FISH w chromosomach
metafazowych emitowanych przez sondy, ktére hybrydyzowaty do
prawidtowego locus, podzielona przez catkowitg liczbe sygnatéw FISH w
chromosomach metafazowych emitowanych przez hybrydyzujace sondy
oraz pomnozona przez 100 w celu uzyskania warto$ci procentowej.
Swoisto$¢ analityczna kazdej sondy w zestawie Vysis CLL FISH Probe
Kit wyniosta 100% (200/200) (patrz Tabela 8).

Tabela 8. Swoisto$¢ analityczna

Liczba sygnatéw w chro-
mosomach metafazowych
Prawidtowa Hybrydyzacja

cytoge- do prawi- taczna

netycznie dtowego liczba sy- Przedziat

sekwencja docelowego gnatow po Swoistos¢ ufnosci 95%

Sonda docelowa locus hybrydyzacji (%) (%)

Vysis LSITPS3 474 4 200 200 100 (98,17, 100)
SpectrumOrange
Vysis LSI ATM
SpectrumGreen 11922.3 200 200 100 (98,17, 100)
Vysis LSI
D13S319 13q14.3 200 200 100 (98,17, 100)
SpectrumOrange
Vysis LSI 13034 5/, 200 200 100 (98,17, 100)
SpectrumAqua
Vysis CEP 12
SpectrumGreen 12p11.1-g11 200 200 100 (98,17, 100)

Czutos¢ analityczna

Czuto$¢ analityczna zdefiniowana jest jako odsetek nadajgcych sie do
oceny jader interfazowych, dla ktérych uzyskano oczekiwany prawidtowy
wzor sygnatéw. Oczekiwanym prawidtowym wzorem sygnatéw dla
wszystkich sond z zestawu Vysis CLL FISH Probe Kit sg 2 sygnaty dla
kazdego jadra.

Czuto$¢ analityczna sond w zestawie Vysis CLL FISH Probe Kit

w odniesieniu do ich docelowych loci chromosomowych zostata
wyznaczona z uzyciem jader interfazowych przygotowanych z hodowli
krwi obwodowej uzyskanej od 25 pacjentéw o prawidtowym kariotypie.
Dla kazdej prébki wzory sygnatéw dla 200 badanych jader zostaty
ocenione poprzez zliczanie sygnatéw pomaranczowych i zielonych
obecnych w kazdym obszarze docelowym sondy. Kazda z oséb oceniata
100 jader w kazdej probce, uzyskujac tacznie wynik dla 200 jader

w kazdej prébce i 5000 dajacych sig zliczy¢ jader pochodzacych z
prawidtowych prébek.

Czuto$¢ (przy przedziatach ufnosci 95% na podstawie rozktadu
dwumianowego) obliczono jako odsetek nadajacych sie do oceny jader
interfazowych, dla ktérych uzyskano oczekiwany wzér 2 sygnatéw dla
kazdego jadra.

W Tabeli 9. pokazano, ze zestaw sond Vysis CLL FISH Probe

Kit wykazuje czuto$¢ na poziomie 97,98% dla sondy LSI TP53
SpectrumOrange, 98,68% dla sondy LSI ATM SpectrumGreen, 98,60%
dla sondy LSI D13S319 SpectrumOrange oraz 98,94% dla sondy CEP 12
SpectrumGreen.

Tabela 9. Czuto$¢ analityczna

Liczba jader

interfazowych Czutosé
Sygnaty
Z oczekiwanym nadajace Przedziat

wzorem sie do ufnosci 95%
Sonda sygnatéw liczenia Odsetek (%) (%)
Vysis LSI TPS3 4899 5000 97,98 97,55, 98,35
SpectrumOrange
Vysis LSI ATM 4934 5000 98,68 98,32, 98,98
SpectrumGreen
Vysis LSIDI8S319 g4, 5000 98,60 98,23, 98,91
SpectrumOrange
Vysis CEP 12 4947 5000 9894 98,62, 99,21
SpectrumGreen

Analityczna charakterystyka punktu odciecia dla probek
prawidtowych

Punkt odciecia wyznaczajacy prébki prawidtowe w odniesieniu do sond
DNA FISH definiuje si¢ jako maksymalny odsetek jader interfazowych
nadajacych sie do oceny o okreslonym nieprawidtowym wzorze
sygnatéw, przy ktérym prébka uwazana jest za prawidtowa dla danego
wzoru sygnatéw. Punkt odciecia wyznaczajacy prébki prawidtowe
wyrazony jest jako odsetek lub rzeczywista liczba nieprawidtowych
wzoréw sygnatéw FISH w odniesieniu do standardowej liczby badanych
jader. Kryteria stosowane do klasyfikacji jadra jako nadajacego sie

do oceny podano w rozdziale ,Interpretacja i podawanie wynikow”

w niniejszej instrukcji uzywania. Rozdziaty ,Kontrola jakosci” oraz
LLiczenie sygnatow”, jak réowniez ,Wskazowki dotyczace liczenia
sygnatéw dwukolorowych” (Tabela 1) zawieraja instrukcje, w jaki



sposob okresli¢, czy caty preparat jest odpowiedni do liczenia sygnatow
oraz ktdre typy komérek/sygnatéw mozna liczy¢.

Punkty odcigcia sygnatéw sond z zestawu Vysis CLL FISH Probe

Kit dla ich docelowych loci chromosomowych zostaty wyznaczone z
uzyciem jader interfazowych przygotowanych z hodowli krwi obwodowej
uzyskanej od 25 pacjentéw o prawidtowym kariotypie. Dla kazdej prébki
wzory sygnatdéw dla 200 badanych jader zostaty ocenione poprzez
zliczanie sygnatéw pomaranczowych i zielonych obecnych w kazdym
obszarze docelowym sondy.

Oczekiwanym prawidtowym wzorem sygnatéw jader interfazowych dla
wszystkich sond z zestawu Vysis CLL FISH Probe Kit sg dwa sygnaty w
kazdym jadrze. Jako ze populacja prébek nie pasuje do rozktadu Gaussa,
punkt odciecia prébek prawidtowych obliczono przy uzyciu funkc;ji
odwréconej beta.23

Wykazano, iz dla zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit warto$¢ punktu
odcigcia wynosi 14 na 200 badanych jader (7,0%) dla sondy LSI TP53
SpectrumOrange (1 sygnat), 12 na 200 badanych jader (6,0%) dla sondy
LSI ATM SpectrumGreen (1 sygnat), 11 na 200 badanych jader (5,5%)
dla sondy LSI D13S319 SpectrumOrange (1 sygnaf), 3 na 200 badanych
jader (1,5%) dla sondy LSI D13S319 SpectrumOrange (0 sygnatéw) oraz
5 na 200 badanych jader (2,5%) dla sondy CEP 12 SpectrumGreen (3
sygnaty). Patrz Tabela 10.

Tabela 10. Analityczna charakterystyka wartosci punktu odcigcia
probek prawidtowych

Wartosé
punktu Wartos¢
odciecia punktu
Liczba Maksymalna probek pra- odciecia
Sonda badanych liczba wzo- widtowych prébek pra-
(nieprawidtowy jader row fatszywie (na200  widtowych
wzor sygnatow) (n) dodatnich jader) (%)
Vysis LSI TP53
SpectrumOrange 200 8 14 7,0 (14/200)
(1 sygnat)
Vysis LSI ATM
SpectrumGreen 200 6 12 6,0 (12/200)
(1 sygnat)
Vysis LSI D13S319
SpectrumOrange 200 5 11 5,5 (11/200)
(1 sygnatf)
Vysis LSI D13S319
SpectrumOrange 200 0 3 1,5 (3/200)
(0 sygnatéw)
Vysis CEP 12
SpectrumGreen 200 1 5 2,5 (5/200)
(3 sygnaty)
Precyzja

Nieprecyzyjno$¢ sond w zestawie Vysis CLL Probe Kit wyznaczono przy
uzyciu jader interfazowych przygotowanych z 2 osobnych prébek krwi
obwodowej nieobciazonych delecja del(17p13.1), del (11g22.3), del
(13q14.3) oraz trisomii 12, oraz 8 dodatkowych prdébek, sposréd ktérych
co najmniej 2 wykazywaty jedng z podanych nieprawidtowosci (badanie
precyzji nr 1).

Ten za$lepiony panel 10 prébek sktadajacy sie zaréwno z prébek
ujemnych, jak i dodatnich, zostat uzyty do zbadania 3 partii sond Vysis
LSI TP53 SpectrumOrange/ATM SpectrumGreen oraz Vysis LS| D13S319
SpectrumOrange/13q34 SpectrumAqua/CEP 12 SpectrumGreen w ciagu
kazdego z 2 dni, oraz 1 z 3 partii trzeciego dnia.

Dla kazdej probki wzory sygnatéw FISH dla 200 badanych jader zostaty
ocenione poprzez zliczanie sygnatéw pomaranczowych i zielonych
obecnych w kazdym obszarze docelowym sondy.

Precyzje przeanalizowano osobno dla kazdej prébki na kazda sonde

na podstawie odsetka nieprawidtowych komoérek o badanym(ch)
wzorze(ach) sygnatéw.

Zaslepiony panel utworzony z 8 niepowtarzalnych prébek zbadano przy
uzyciu trzech réznych partii sond DNA FISH w ciagu 3 dni (badanie precyzji
nr 2). Przeprowadzono badania precyzji pod katem wartosci punktu odciecia
prébek prawidtowych na podstawie odsetka komérek o badanym wzorze
sygnatéw oraz przeanalizowano je osobno dla kazdej probki panelu.
Warto$¢ $rednig oraz odchylenie standardowe dla zaobserwowanego
odsetka nieprawidtowych komérek w prébkach ujemnych, dodatnich

oraz prébkach o liczbie sygnatéw zblizonej do punktu odciecia prébek
prawidtowych, uzyskane w badaniu precyzji nr 1 oraz nr 2, przedstawiono
w Tabelach 11. do 15.
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Tabela 11. Analiza precyzji na podstawie odsetka nieprawidtowych
wzorow sygnatéw dla sondy Vysis LSI TP53 SpectrumOrange Probe
[del(17p13.1)(1 sygnat)]?

Sktadowa

SD pomie- Sktadowa

dzy dniami SD  Catko-

Bada- Wartos¢ (w obrebie pomiedzy wite

nie Probka Kategoria n $rednia  partii) partiami  SDP
1 1 uiemna 7 2,6 1,23 0,00 1,23
1 2 uiemna 7 2,9 1,58 1,11 1,94
1 3 ujemna 7 3,8 3,48 0,00 3,48
1 4 ujemna 7 3,1 2,00 0,00 2,00
1 5 ujemna 7 2,7 0,76 0,65 1,00
1 6 ujemna 7 2,4 2,90 0,00 2,90
1 7 ujemna 7 2,1 1,38 0,00 1,38
1 8 ujemna 7 2,8 1,29 0,00 1,29
1 9 dodatnia 7 29,8 5,15 4,54 6,87
1 10 dodatnia 7 73,2 5,29 0,00 5,29
2 7 dodatnia® 9 13,6 3,11 0,00 3,11
2 8 dodatnia® 9 16,9 3,90 0,00 3,90

2 Warto$¢ $rednia oraz odchylenia standardowe sa przedstawione jako
odsetki nieprawidtowych wzoréw sygnatow.

b Catkowita wariancja stanowi sume pozostatych komponentéw
wariancyjnych.

¢ Prébka dodatnia zblizona do punktu odciecia dla prébki prawidtowe;j.

Tabela 12. Analiza precyzji na podstawie odsetka nieprawidtowych
wzoréw sygnatow dla sondy Vysis LSI ATM SpectrumGreen Probe
[del(11922.3)(1 sygnat)]?

Sktadowa SD
pomiedzy Skiadowa

dniami SD Catko-

Bada- Wartos¢ (w obrebie pomiedzy wite
nie Prébka Kategoria n srednia partii) partiami  SDP
1 1 ujemna 7 1,6 0,54 0,59 0,80

1 2 ujemna 7 1,8 0,59 0,00 0,59
1 3 ujemna 7 2,6 0,81 1,54 1,74
1 4 ujemna 7 2,1 2,25 1,08 2,50
1 5 ujemna 7 2,9 1,71 1,64 2,37

1 6 ujemna 7 1,1 1,34 0,00 1,34

1 7 dodatnia 7 64,1 3,18 0,00 3,18
1 8 dodatnia 7 13,7 4,31 5,10 6,68
1 9 ujemna 7 1,6 0,99 0,00 0,99

1 10 ujemna 7 1,5 1,51 0,00 1,51
2 1 dodatnia® 9 8,4 3,12 0,91 3,25
2 2 dodatnia® 9 7,8 3,00 1,89 3,55
2 8 dodatnia® 9 18,7 3,46 0,00 3,46

2 Warto$¢ $rednia oraz odchylenia standardowe sa przedstawione jako
odsetki nieprawidtowych wzoréw sygnatéw.

Catkowita wariancja stanowi sume pozostatych komponentéw
wariancyjnych.

¢ Prébka dodatnia zblizona do punktu odciecia prébki prawidtowe;j.

o

Tabela 13. Analiza precyzji na podstawie odsetka nieprawidtowych
wzoréw sygnatow dla sondy Vysis LSI D13S319 SpectrumOrange
Probe [del(13q14.3)(1 sygnat)]®

Sktadowa
SD
pomiedzy Sktadowa
dniami(w  SD
Bada- Wartos¢ obrebie pomiedzy Catkowite
nie Probka Kategoria n $rednia partii) partiami SDP
1 1 uiemna 7 3,5 1,12 1,10 1,57
1 2 ujemna 7 2,2 1,69 0,00 1,69
1 3 dodatnia 7 66,1 6,13 0,00 6,13
1 4 dodatnia 7 20,1 4,88 0,00 4,88
1 5 uiemna 7 0,6 0,83 0,00 0,83
1 6 uiemna 7 0,4 0,64 0,00 0,64
1 7 dodatnia 7 84,9 4,14 0,00 4,14
1 8 ujemna 7 0,6 0,97 0,00 0,97
1 9 ujemna 7 2,3 2,08 0,00 2,08
1 10  dodatnia 7 53,6 8,57 0,00 8,57
2 5 dodatnia® 9 58 2,49 0,00 2,49
2 6 dodatnia® 9 14,9 2,46 1,15 2,72




a8 Wartos$¢ $rednia oraz odchylenia standardowe sa przedstawione jako
odsetki nieprawidtowych wzoréw sygnatéw.

Catkowita wariancja stanowi sume pozostatych komponentéw
wariancyjnych.

Probka dodatnia zblizona do punktu odciecia prébki prawidtowe;j.

o

o

Tabela 14. Analiza precyzji na podstawie odsetka nieprawidtowych
wzoréw sygnatow dla sondy Vysis LSI D13S319 SpectrumOrange
Probe [del(13q14.3)(0 sygnatéw)]?

Sktadowa
SD
pomiedzy Sktadowa
dniami (w  SD
Bada- Wartos¢ obrebie pomiedzy Catkowite
nie Probka Kategoria n $rednia partii) partiami SDP
1 1 uiemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
2 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 3 ujemna 7 0,2 0,21 0,38 0,44
1 4 ujemna 7 0,1 0,40 0,00 0,40
1 5 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 6 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 7 ujemna 7 0,2 0,32 0,00 0,32
1 8 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 9 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 10  dodatnia 7 18,4 6,32 0,87 6,38
2 8 dodatnia® 9 19,8 2,53 0,00 2,53

a8 Warto$¢ $rednia oraz odchylenia standardowe sa przedstawione jako
odsetki nieprawidtowych wzoréw sygnatéw.

b Catkowita wariancja stanowi sume pozostatych komponentéw
wariancyjnych.

¢ Prébka dodatnia zblizona do punktu odciecia prébki prawidtowe;.

Tabela 15. Analiza precyzji na podstawie odsetka nieprawidtowych
wzoréw sygnatow dla sondy Vysis CEP 12 SpectrumGreen Probe
[trisomia 12 (3 sygnaty)]?

Sktadowa
SD
pomiedzy Sktadowa
dniami SD
Bada- Warto$¢ (w obre- pomiedzy Catkowite
nie  Probka Kategoria n s$rednia bie partii) partiami SDP
1 1 uiemna 7 0,2 0,42 0,00 0,42
1 2 uiemna 7 0,2 0,60 0,00 0,60
1 3 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 4 ujemna 7 0,1 0,40 0,00 0,40
1 5 dodatnia 7 21,6 6,07 0,00 6,07
1 6 dodatnia 7 70,7 4,06 1,07 4,19
1 7 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 8 dodatnia 7 67,3 4,84 0,00 4,84
1 9 ujemna 7 0,0 0,00 0,00 0,00
1 10 ujemna 7 0,1 0,20 0,00 0,20
2 3 dodatnia® 9 8,3 2,77 0,00 2,77
2 4 dodatnia® 9 3,6 3,05 0,00 3,05

a8 Warto$¢ $rednia oraz odchylenia standardowe sa przedstawione jako
odsetki nieprawidtowych wzoréw sygnatéw.

Catkowita wariancja stanowi sume pozostatych komponentéw
wariancyjnych.

Probka dodatnia zblizona do punktu odcigcia prébki prawidtowe;j.

o

o

Odtwarzalnosé |

Trzy osobne laboratoria przebadaty zaslepiony panel 20 preparatow
probek reprezentujacych pigeé kategorii wedtug klasyfikacji Déhnera
(patrz Tabela 7). Badanie zostato przeprowadzone z uzyciem 10
preparatéw dziennie, przez 2 dni, dajac tacznie 6 cykli w 3 osrodkach
badawczych. W kazdym laboratorium przebadano te same partie
sond Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/ATM SpectrumGreen Probes
oraz LS| D13S319 SpectrumOrange/13q34 SpectrumAqua/CEP 12
SpectrumGreen Probes. Wyniki przedstawione w Tabeli 16. wykazuja
catkowita zgodnos$¢ z prébkami reprezentujacymi kazda z 5 kategorii
klasyfikacji Déhnera.

11

Tabela 16. Catkowita zgodnos¢ pomiedzy osrodkami, wg sondy

Niezgodnos¢? Ogodtem
Sonda Osro- Osro- Osro-| Liczba Liczba
(Nieprawi- dek dek dek | wynikow badanych Procentowa
dtowos¢) nr1 nr2 nr3 |zgodnych?® probek zgodnosé
TP53 (17p-) 0 0 0 20 20 100
ATM (11g-) 2 0 0 18 20 90
CEP 12 0 0 0 20 20 100
(+12)
D138319 1x 2 0 0 18 20 90
(130-)
D13S319 2x 0 1 1 18 20 90
(139-)

2 Niezgodnos$¢ = Liczba probek, w przypadku ktérych wynik uzyskany w
jednym osrodku byt niezgodny z wynikami uzyskanymi w pozostatych
osrodkach. Zgodno$¢ = Liczba prébek, w przypadku ktérych uzyskano
zgodne wyniki we wszystkich 3 osrodkach.

Odtwarzalno$¢ zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit dla kazdej
kategorii prognostycznej wykazata niemal idealng zgodno$é2* przy
zastosowaniu rozszerzonego wspotczynnika kappa dla trzech o$rodkéw
badawczych (Tabela 17).

Tabela 17. Odtwarzalno$¢ zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit
na podstawie rozszerzonego wspétczynnika kappa

Kategoria prognostyczna

Rokowanie posrednie/ Rokowanie

Probka korzystne? niekorzystne?
1 3 0
2 3 0
3 3 0
4 3 0
5 3 0
6 3 0
7 3 0
8 3 0
9 3 0
10 3 0
11 3 0
12 3 0
13 0 3
14 1 2
15 0 3
16 1 2
17 0 3
18 0 3
19 0 3
20 0 3

Kappa 0,86

Stopien Prawie idealna zgodno$¢24

zgodnosci

2 Liczba osrodkéw na podstawie kategorii prognostycznej

Ponadto dane przeanalizowano wedtug o$rodkéw i sond przy uzyciu
doktadnego testu Fishera (Fisher’s Exact Test). Patrz Tabela 18 i 19).

Tabela 18. Odtwarzalno$¢ zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit
wg osrodka (na podstawie doktadnego testu Fishera)

Kategoria prognostyczna
Rokowanie posrednie/

Osrodek korzystne? Rokowanie niekorzystne®
1 12 8
2 12 8
3 14 6

warto$¢ p 0,8396

2 Liczba prébek panelu na podstawie kategorii prognostycznej



Tabela 19. Odtwarzalno$¢ zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit
wg sondy na podstawie doktadnego testu Fishera

Nie
Wykryta wykryto
Sonda Osro- nieprawidto-  nieprawi- War-
(Nieprawidtowos$¢) dek wosé diowosci  tosc p
TP53 (17p-) 1 4 16 1,0000
2 4 16
3 4 16
ATM (11g-) 1 2 18 0,7495
2 4 16
3 4 16
D13S319 1x (13g-[x1]) 1 6 14 0,8396
2 8 12
3 8 12
D13S319 2x (13q-[x2]) 1 2 18 1,000
2 3 17
3 3 17
CEP 12 (+12) 1 5 15 1,000
2 5 15
3 5 15

Tabela 20. Catkowita odtwarzalno$¢ wg osrodka

Osrodek nr 1 Osrodek nr 2 Osrodek nr 3 tacznie
Probka  Probki Prébki Probki Prébki
panelu  zgodne/ % |zgodne/ % |zgodne/ % |zgodne/ 95%

Probki zgod- | Probki zgod-| Probki zgod- | Probki % zgod- przedziat

og6tem* nosci (ogétem* nosci jogétem* nosci [ogdtem* nosci  ufnosci
wysoce
dodatnia 1 30/30 100 | 30/30 100 | 30/30 100 | 90/90 100  (96,100)
wysoce
dodatnia 2 30/30 100 | 30/30 100 | 30/30 100 | 90/90 100  (96,100)
stabo

: 30/30 100 | 30/30 100 | 30/30 100 | 90/90 100  (96,100)
dodatnia 1
stabo
) 30/30 100 | 30/30 100 | 30/30 100 | 90/90 100  (96,100)

dodatnia 2
bliska
punktu 30/30 100 | 29/30 97 | 25/30 83 84/90 93 (86,97)
odcigcia 1
bliska
punktu 30/30 100 | 29/30 97 | 29/30 97 88/90 98 (92,99)
odciecia 2
prawi-

30/30 100 | 27/30 90 | 30/30 100 | 87/90 97 (91,99)
dfowa 1
Prawl- ane0 400 | 27/30 90 | 30530 100 | 87/80 97 (9199)
diowa 2 ’

Odtwarzalnosé Il

Odtwarzalno$¢ zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit oceniono

w trzech zewnetrznych laboratoriach, badajgc zakodowany,
randomizowany 8-prébkowy panel (8 niepowtarzalnych prébek, po

2 preparaty na kazda), sktadajacy sie z szesciu niepowtarzalnych
probek krwi obwodowej, w ktérych wykryto nieprawidtowosci TP53 o
réznym stopniu (probki o wartosciach blisko punktu odciecia 1 oraz 2,
probki stabo dodatnie 1 oraz 2, prébki wysoce dodatnie 1 oraz 2) oraz
dwdch niepowtarzalnych probek krwi obwodowej, w ktérych nie wykryto
nieprawidtowosci TP53 (probka prawidtowa 1 oraz 2).

Panel 8 prébek sktadat si¢ z 2 probek nalezacych do kazdej z podanych
kategorii:

Docelowy odsetek komorek

Typ probki dodatnich

<7%
7% do 19%

prébka prawidtowa

probka dodatnia o wartosciach
blisko punktu odciecia (17p-)

20% do 50%
>50%

prébka stabo dodatnia (17p-)
prébka wysoce dodatnia (17p-)

W badaniu zastosowano trzy partie zestawu sond Vysis CLL FISH Probe
Kit w kazdym z 3 osrodkow.

Co najmniej dwie wyznaczone osoby w kazdym z trzech o$rodkéw
badawczych dokonywaty zliczen sygnatéw dla prébek panelu pod katem
TP53. Badanie kazdej partii odczynnikéw przeprowadzano przez pie¢ (5)
nienastgpujacych po sobie dni, przez okoto 25 kalendarzowych dni.
Kazdy osrodek oceniat 240 preparatéw, dajac tacznie 720 ocenionych
preparatéw. Dla kazdego preparatu z probka panelu dwie osoby
dokonywaly zliczen sygnatéw dla 100 jader, uzyskujac tacznie wynik dla
200 jader.

Dla kazdej probki panelu obliczono procentowa zgodno$¢ z oczekiwana
klasyfikacja prébek wedtug osrodka oraz tacznie dla wszystkich
osrodkow. Wyniki przedstawiono w Tabeli 20. Dla kazdej prébki panelu
obliczono procentowa zgodno$¢ z oczekiwana klasyfikacja probek
wedtug partii oraz tacznie dla wszystkich partii. Wyniki przedstawiono w
Tabeli 21.

* Liczba badanych prébek zgodnych z oczekiwana klasyfikacja sposréd
tacznej liczby badanych probek

Tabela 21. Catkowita odtwarzalnos¢ wg partii

Partia nr 1 Partianr2  Partianr 3 Ltacznie
Probka Probki Probki Probki Probki
panelu zgodne/ % |zgodne/ % |zgodne/ % |zgodne/ % 95%
Probki zgod- | Probki zgod-| Probki zgod- | Probki zgod- przedziat
og6tem* nosci jogétem* nosci jogétem* nosci (ogotem* nosci ufnosci
wysoce
dodatnia 1 30/30 100 | 30/30 100 | 30/30 100 | 90/90 100 (96,100)
wysoce
dodatnia 2 30/30 100 | 30/30 100 | 30/30 100 | 90/90 100 (96,100)
stabo 30/30 100 | 30/30 100 |30/30 100 | 90/90 100 (96,100)
dodatnia 1 ’
stabo 30/30 100 | 30/30 100 | 30/30 100 | 90/90 100 (96,100)
dodatnia 2 ’
bliska
punktu 28/30 93 | 27/30 90 [29/30 97 | 84/90 93 (86,97)
odcigcia 1
bliska
punktu 29/30 97 | 29/30 97 [30/30 100 | 88/90 98 (92,99)
odciecia 2
?raw'dmwa 29/30 97 |30/30 100 | 28/30 93 | 87/90 97 (91,99)
Z'aw'dm‘”a 29/30 97 |29/30 97 |29/30 97 | 87/90 97 (91,99)

* Liczba badanych probek zgodnych z oczekiwana klasyfikacja sposrod
tacznej liczby badanych prébek

Przydatnos¢ kliniczna

Tradycyjne systemy okre$lania stopnia zaawansowania klinicznego
biataczki CLL wg Rai oraz Bineta opieraja sie na obcigzeniu choroba
oraz sa przydatne przy klasyfikowaniu pacjentéw do grup o podobnych
czasach przezycia.2526 Systemy te jednakze nie sg skuteczne w
przewidywaniu okresu przezycia we wczesnych stadiach choroby,

gdy rozpoznawana jest wigkszo$¢ przypadkow CLL. W zwigzku z tym
opracowano markery molekularne, ktére pozwalaja rozréznia¢ pacjentéw
podatnych na szybka progresje choroby od pacjentéw, u ktérych przebieg
choroby bedzie powolny.

W badaniu kluczowym przeprowadzonym przez Déhnera i wsp.
zatytutowanym ,Genomic Aberrations and Survival in Chronic
Lymphocytic Leukemia” wykryto, iz zmiany genomowe wykrywane
metoda FISH stanowia czynnik predykcyjny progresji choroby oraz
catkowitego przezycia.® Liczne badania potwierdzaja wniosek Déhnera



i wsp., ze utrata markeréw 17p oraz 11q jest czynnikiem predykcyjnym
skréconego czasu przezycia w poréwnaniu z innymi grupami klasyfikacji
Déhnera, na podstawie wykrytych metoda FISH aberracji.'®15 Dzigki

tym badaniom metoda FISH zostata uwzgledniona w wytycznych NCCN
jako narzedzie do okreslania rokowania dla CLL. Zgodnie z aktualnymi
wytycznymi NCCN wedtug kategorii prognostycznych w CLL pacjenci
dzielg sig na 3 grupy — z rokowaniem korzystnym, neutralnym oraz
niekorzystnym. 16

W badaniu prospektywnym z 2006 roku z udziatem 151 pacjentow,
przeprowadzonym przez Shanafelta i wsp. z uzyciem sond FISH

firmy Vysis wyznaczono korelacje pomiedzy catkowitym przezyciem

a kategoria ryzyka w badaniu FISH dla CLL w chwili rozpoznania.'®
Pacjentéw podzielono na 2 grupy rokownicze. W przypadku braku
aberracji chromosomowych lub jesli obecne byly wytacznie aberracje

w postaci 13g- i/lub +12, pacjenci byli zaliczani do grupy o rokowaniu
korzystnym/posrednim wg badania FISH. W przypadku wystgpowania
aberracji chromosomowej w postaci delecji 17p- lub 11g- pacjent byt
zaliczany do grupy o niekorzystnym rokowaniu wg badania FISH. Kazdy
z czynnikdw takich jak niekorzystne rokowanie wzglgdem korzystnego/
posredniego rokowania wg badania FISH (P=0,004), wiek w chwili
rozpoznania (P=0,0006) oraz stopien zaawansowania wg Rai (P=0,0026)
wykazywat znaczaca korelacje z catkowitym przezyciem od chwili
rozpoznania w analizie jednoczynnikowej. Gdy uwzgledniono wszystkie
czynniki w wieloczynnikowym modelu regresji Coxa, kazdy z tych trzech
czynnikdw nadal byt znaczacy: rokowanie niekorzystne wzgledem
rokowania korzystnego/posredniego wg badania FISH (P=0,00022), wiek
w chwili rozpoznania (P=0,000024) oraz stopier zaawansowania wg Rai
(P=0,00012).

Kliniczna przydatnos¢ zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit zostata
okreslona gtéwnie na podstawie wysokiej zgodno$ci z oznaczeniem
wykorzystanym w publikacji Shanafelta i wsp.'S (Patrz Zgodno$é metod.)
Ponadto jak wykazano w badaniu Shanafelta, u wszystkich pacjentéw

z delecja 17p- nieprawidtowos¢ ta dotyczyta 24 do 94% komérek.'® A
zatem niemozliwe byto okreslenie skutku delecji 17p- przy bardzo niskim
poziomie. W publikacji na temat nieleczonych pacjentdéw chorych na
CLL, u ktérych wystepuje delecja 17p-, Tam i wsp. podaja, iz catkowite
przezycie 3-letnie wynosi 92% dla pacjentdw, u ktérych wystepuje delecja
17p- na poziomie < 25% wzgledem 54% dla pacjentéw, u ktérych delecja
17p- jest na poziomie > 25% (P=0,007).”

Zgodnos¢ metod

Przeprowadzono badanie, poréwnujac metode zastosowang w zestawie
sond Vysis CLL FISH Probe Kit z metoda zastosowana przez Shanafelta i
wsp.'® W badaniu tym okreslono przydatnos¢ kliniczng zestawu sond Vysis
CLL FISH Probe Kit, wykazujac zgodno$¢ z metoda FISH zastosowang w
badaniu Shanafelta. Przydatno$¢ kliniczna zestawu sond Vysis CLL FISH
Probe Kit jest udokumentowana w recenzowanych publikacjach.

W badaniu tym analizie poddano 64 probki, zaszeregowane wg
klasyfikacji Dohnera na podstawie wczesniejszych wynikéw uzyskanych
metoda FISH uzyta w badaniu Shanafelta. Tabela 22. przedstawia
rozktad analizowanych prébek wg klasyfikacji Dohnera.

Tabela 22. Liczba badanych prébek wg klasyfikacji Dohnera

Klasyfikacja Déhnera Liczba badanych probek

13g- (monosomia lub nullisomia)

jako jedyna nieprawidtowos$é 13
prawidtowa (brak nieprawidtowos$ci 12
cytogenetycznych)

+12 bez 11g- lub 17p- 14
119- bez 17p- 18
17p- 7

Do kazdego wyniku przypisano kategorie wg klasyfikacji Déhnera (Tabela
6), a nastepnie okreslono kategorig prognostyczng (patrz Tabela 7).
Procentowa zgodno$¢ pomiedzy zestawem sond Vysis CLL FISH Probe Kit
a metoda FISH uzyta w badaniu Shanafelta dla kategorii prognostycznej
wyniosta 97% (62/64), przy dolnej granicy jednostronnego 95% przedziatu
ufno$ci wynoszacej 90% (patrz Tabela 23). Catkowitg zgodnos$¢
zdefiniowano jako odsetek probek nalezacych do tej samej kategorii
prognostycznej podczas badania z uzyciem zestawu sond Vysis CLL FISH
Probe Kit oraz metody FISH uzytej w badaniu Shanafelta.

Tabela 23. Zgodno$¢ dla kategorii prognostycznej?

Referencyjny test FISH Shanafelta

Vysis CLL FISH Probe Rokowanie
Kit posrednie/ Rokowanie

korzystne niekorzystne Ogotem
Rokowanie posrednie/ 38 1 39
korzystne
Rokowanie niekorzystne 1 24 25
Ogodtem 39 25 64

2 Wartosci w tej tabeli odzwierciedlaja liczbe probek.

Dane dotyczace badania klinicznego

Badanie kliniczne byto badaniem wieloosrodkowym, w ktérym
analizowano prébki krwi obwodowej pobrane od oséb chorych na

CLL. Analizie poddano skuteczno$¢ Venetoclaxu (inhibitora BCL2) w
jednoramiennym badaniu poddanych uprzednio leczeniu pacjentéw
chorych na CLL z delecja 17p (Badanie 1). Badanie 1 przeprowadzono
przy uzyciu zestawu sond Vysis CLL FISH Probe Kit w prébkach krwi
obwodowej pobranych od pacjentéw z nawrotowa/oporng postacia CLL.
tacznie badaniu przesiewowemu w kierunku delecji 17p poddano 167
0s6b w gtéwnej kohorcie biorgcej udziat w Badaniu 1.

tacznie 167 pacjentéw z Badania 1 poddano analizie pod katem
informacji prognostycznych zgodnie z wytycznymi NCCN. Pacjenci z
delecja 17p lub 11q zostali zaklasyfikowani do kategorii o niekorzystnym
rokowaniu. Sposréd 167 pacjentéw 8 zaklasyfikowani do kategorii o
korzystnym rokowaniu, 8 - do kategorii neutralnej, 150 - do kategorii o
niekorzystnym rokowaniu oraz w przypadku 1 pacjenta uzyskano wynik
nieinformatywny. Dane dotyczace kategorii prognostycznych z Badania 1
podano w Tabeli 24.

Tabela 24. Kategoria prognostyczna oséb poddanych badaniu
przesiewowemu w Badaniu 1 w oparciu o metode FISH

Kategoria prognostyczna Liczba
Rokowanie niekorzystne 150
Rokowanie neutralne 8
Rokowanie korzystne 8
Wynik nieinformatywny 1
tacznie 167

Sposréd 167 oséb poddanych badaniu przesiewowemu 107 oséb zostato
zarejestrowanych do Badania 1. Dane demograficzne oraz charakterystyke
choroby dla populacji badanej w Badaniu 1 podano w Tabeli 25.

Tabela 25. Dane demograficzne oraz charakterystyka choroby
w Badaniu 1

Charakterystyka N=1072
Wiek (w latach)

Mediana (zakres) 67 (37-85)
Rasa, n (%)

Azjatycka 0 (0)

Czarna 3 (2,8)

Biata/NieznanaP 104 (97,2)

Pte¢, n (%)

Mezczyzni 70 (65,4)

Kobiety 37 (34,6)
ECOG, n (%)

0 42 (39,3)

1 56 (52,3)

2 9 (8,4)
Liczba wczes$niejszych terapii

Mediana (zakres) 2 (1-10)

2 U jednego pacjenta nie wystapita delecja 17p.
b Nieznana rasa jednego pacjenta
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Firma Abbott Molecular Inc. jest producentem zestawu sond Vysis CLL
FISH Probe Kit.

Zestaw sond Vysis CLL FISH Probe Kit oraz wiele innych bezposrednio
znakowanych sond DNA FISH jest chronionych patentami amerykanskimi
o nr 5663319 oraz 5491 224 przyznanymi firmie Abbott Molecular.
Bezposrednio znakowane sondy fluorescencyjne LSI oraz CEP firmy
Vysis sa chronione nastepujacymi patentami amerykanskimi: RE 40494,
6596479, 7115709, 5756696 oraz 6607 877 przyznanymi na mocy
wytacznej licencji firmie Abbott Molecular Inc. przez The Regents of
the University of California. Metody jednoczesnego wykrywania wielu
sygnatéw hybrydyzacyjnych sa chronione patentem amerykanskim

o nr 6203977, przyznanym na mocy wytacznej licencji firmie Abbott
Molecular Inc. przez Uniwersytet Yale (Yale University).

LSI, WCP, Vysis, SpectrumGreen, SpectrumAqua oraz SpectrumOrange
sg znakami towarowymi grupy spoétek firmy Abbott podlegajacych
réznym jurysdykcjom.

Pomoc techniczna:

Aby uzyskaé pomoc techniczng, prosimy o kontakt z przedstawicielem

firmy Abbott Molecular w Polsce lub o odwiedzenie strony internetowej

firmy Abbott Molecular pod adresem http://www.abbottmolecular.com.
1300 East Touhy Avenue
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