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UDI-DI

XL KMT2A BA

oranzova/zelena

baleni

D-5090-100-0G 04251315812291 100 pl

TMPRSS B

PMC56962P1
KMT2A ]
BV104547

ooxe My

Zamysleny ucel

Sonda XL KMT2A BA disrup¢ni je kvalitativnineautomatizovany test pro
detekci KMT2A-pFestaveb v oblasti 11923.3 pomoci fluorescenéni in
situ hybridizace (FISH). Vyrobek je urcen jako diagnostickd pomUcka a
pomaha pfi sledovani onemocnéni. Testovanou populaci tvofi pacienti
s potvrzenou nebo suspektni akutni lymfoblastickou leukemii (ALL) a
akutni myeloidni leukemii (AML). Hybridizace se provadi na burikach
fixovanych metanolem/kyselinou octovou ziskanych z kostni drfené
nebo periferni krve.

Popis produktu

Sonda XL KMT2A BA disrup¢ni se sklada z oranZové znacené sondy
hybridizujici proximalné k oblasti genu KMT2A v 11g23.3, ktera
zasahuje do genu az k intronu 24, a zelené znacené sondy hybridizujici
distalné k oblasti genu KMT2A v 11q23.3, ktera zasahuje do genu aZ k
intronu 20, a vzajemné se tak prekryvaji v délce 3,4 kb (GRCh37/hg19).

Znama kFiZova reaktivita
Nejsou zndmy Zadné nespecifické hybridizace.

Poskytnuté materialy

100 pl (10 testl) XL KMT2A BA, sonda je rozpusténa v hybridiza¢nim
roztoku (> 50 % v/v formamidu, < 30 % w/v dextran sulfatu a < 2x SSC
(fyziologicky roztok - citrat sodny)) a pfipravena k pouZiti.
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Omezeni

Analyzu, interpretaci dat a hlaSeni diagnostickych nalezll ziskanych
metodou FISH by mél provadét kvalifikovany a zkuSeny personal
v souladu s odbornymi normami a pfislusnymi pokyny. Produkt neni
ur€en k poutziti jako samostatna diagnostika, screening onemocnéni
nebo jako doprovodna diagnostika. Diagnostické vySetfeni ziskané
timto produktem se proto vzdy provadi ve spojeni s jinymi
diagnostickymi metodami. Odchylky od protokold vyrobce mohou
ovlivnit robustnost avykonnost testu a mohou vést k zavadéjicim
vysledkdim. Mapy sond jsou vytvofeny v souladu s uréenym Gcelem
vyrobku. PIné barevné pruhy nemusi nutné znamenat, Ze sonda zcela
pokryva uvedenou genomickou oblast. Zobrazeny jsou pouze mezery
vétsi nez 10 kb. Proto se doporucuje opatrnost pfi interpretaci
vysledkd ziskanych pfi pouZiti mimo schvalené pokyny (off-label). Dalsi
informace jsou k dispozici na vyzadani.

Jako némecky vyrobce a distributor IVD se spole¢nost MetaSystems
Probes fidi platnymi evropskymi a némeckymi predpisy, které zakazuji
jakakoli prohlaseni tykajici se interpretace Udaji o pacientovi,
respektive diagnostickych a terapeutickych doporuceni.

Skladovani a manipulace

Sondy by mély byt skladovany ve tmé pfi teploté -20 °C (5 °C). Bylo
prokdzéno, Ze spolehlivost sondy neni ovlivnéna aZz 20 cykly
zmrazovani a rozmrazovani. Sondy jsou citlivé na svétlo, proto je tfeba
pfi manipulaci s nimi omezit pdsobeni svétla na minimum.

Pfeprava
Produkty vyrabé&né spolecnosti MetaSystems Probes jsou dodavany
pfi pokojové teploté.



PotFebné, ale nedodané vybaveni a materialy

Vodni lazen s presnou regulaci o Teplomér

teploty DAPI/antifade
Vyhfivana plotynka s pevnou PryZzové lepidlo

deskou a presnou regulaci teploty Mikroskopicka sklicka
Mikropipety s objemy od 1 pl do Kryci sklicka (sklenénd):
1 ml, kalibrované 22mmx22mma

pH metr, kalibrovany 24 mm x 32 mm

e Mraznicka -20 °C (+5 °C) * Rukavice

o Zvlh¢ovaci komora 37 °C (+ 1 °C) » Sklenice Coplin

 Fluorescen¢ni mikroskop s e Pinzeta
vhodnymi filtry (viz niZe) e 20x SSC

« Imerzni olej doporuceny vyrobcem * Tween-20

Destilovana voda
Mikrocentrifuga
Casovat

mikroskopu (fluorescenéni tfida).

Specifikace fluorochromu

Znaceni \ Excita€ni max. Emisni max.
Zelena 505 nm 530 nm
OranZova 552 nm 576 nm

Doporuceni pro fluorescencni mikroskop

e Fluorescen¢ni osvétleni: Vhodné metalhalogenidové nebo LED
fluorescen¢ni osvétlovaci systémy nebo béZzné 100wattové
rtutové vybojky.

« Objektivy vhodné pro epi-fluorescenc¢ni osvétleni.

e Fluorescen¢ni filtry: Pro prohliZzeni/pocitani pouzijte vhodnou
sadu vicepasmovych filtr(i. Pro snimani obrazk( nebo pozorovani
jednotlivych barevnych kanalG na mikroskopu pouzijte vhodné
sady jednopasmovych filtrd pro pfislusné fluorochromy (napt. od
spole¢nosti MetaSystems).

Princip testu

Fluorescen¢ni hybridizace in situ (FISH) k detekci komplementarnich
sekvenci DNA ve fixovanych bunkach pro pozorovani pod
fluorescencnim mikroskopem vyuZivé fragmenty DNA, do nichZ jsou
zatlenény nukleotidy spojené s fluoroforem,. DNA vybranych sond
a DNA pacienta jsou denaturovany, coZz znamena, Ze jsou oddélena
dvé vldkna dvousroubovice DNA. BEhem néasledné renaturace sondy
DNA hybridizuji s komplementarnimi sekvencemi DNA pacienta.

PfFiprava vzorku

Obecné pfipominky

Vyrobek je ur¢en k pouZiti v souladu se stanovenym Ucelem.

Buriky fixované metanolem/kyselinou octovou se pfipravuji z aspiratQ
kostni dfené nebo periferni krve. Dal3i podrobnosti o standardnich
postupech Ize nalézt v laboratornich pfiru¢kach a publikacich (napf.
The AGT Cytogenetics Laboratory Manual, 4th Edition).

Stabilita hybridizovanych preparatQ
« Hybridizované preparaty FISH Ize analyzovat po dobu nejméné
Sesti mésicl, pokud jsou skladovany ve tmé pfi -20 °C (£5 °C).

DalSi doporuceni k postupu

» Pro méfeni teplot roztokd, vodnich 1aznf a inkubator( se dlirazné
doporucuje pouZivat kalibrovany teplomér, protoze tyto teploty
jsou rozhoduijici pro optimalni vykonnost produktu.

« Peclivé kontrolujte teplotu predehratych roztokd.

» Peclivé zkontrolujte hodnotu pH vSech roztokl. Ta musi byt
v rozmezi 7,0 - 7,5 pfi pokojové teploté.

« Dullezité jsou, teplota akoncentrace pufrd (stringence) a pH,
protoZe nizka stringence mize vést k nespecifické vazbé sondy a
pfilis vysoka stringence mlze vést ke sniZeni intenzity signalu
nebo jeho vymizeni.

« Pred otevienim: kratcestocte, abyste shromézdili sondu na dné
zkumavky.
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Protokol FISH pro DNA sondy spolecnosti
MetaSystems
Priprava preparatd
1.Vzorek bunék nakapejte na mikroskopické sklicko. Nechte
zaschnout na vzduchu. Pokud sklicka nepouZijete béhem nékolika
nasledujicich dnl, uchovavejte je pfi-20 °C (+5 °C).
2.Aplikujte 10 pl sondy.
3. Zakryjte krycim sklickem 22 mm x 22 mm.
4.Utésnéte pomoci pryZového lepidla.

Denaturace
1.Denaturujte vzorek a sondu soucasné zahrivanim sklitka na
plotynce pri teploté 75 °C (+1 °C) po dobu 2 min.

Hybridizace
1. Inkubuijte ve zvlh€ovaci komofte pfi 37 °C (+1 °C) pfes noc.

Odmyti po hybridizaci
Pozadované roztoky
« 0,4x SSC (pH 7,0 - 7,5) pfi 72 °C (+1 °C)
e 2x SSC, 0,05 % Tween-20 (pH 7,0) pfi pokojové teploté

Postup
1.0patrné odstrarite kryci sklicko a vSechny stopy lepidla.

2.Promyvejte sklicko v 0,4x SSC (pH 7,0) pfi 72 °C (1 °C) po dobu
2 min.

3.Sklitko nechte okapat a promyvejte v 2x SSC, 0,05 % Tween-20 (pH
7,0) pfi pokojové teploté po dobu 30 sekund.

4.Kratce oplachnéte destilovanou vodou, abyste zabranili tvorbé
krystalt, a nechte oschnout na vzduchu.

Barveni jader
PoZadované roztoky:
« DAPl/antifade (napf. MetaSystems Probes DAPI/antifade, D-0902-
500-DA)

Postup:
1.Naneste 10 pl DAPl/antifade a prekryjte krycim sklickem o

rozmérech 24 x 32 mm.
2.Inkubujte po dobu 10 min.
3.Provedte mikroskopii a analyzu.
4.Sklicka skladujte pFi-20 °C (5 °C).

Ocekavané vysledky

Zobrazeny jsou pouze nejcastéjsi konstelace signald, Ize pozorovat i
jiné relevantni vzorce signald.

Normalini burika:
Dva zelenooranzové kolokaliza¢ni/fuzni signaly
(2GO).

Aberantni burika (typické vysledky):

Jeden zelenooranZovy kolokaliza¢ni/fuzni signal
(1GO), jeden samostatny zeleny (1G) a oranzovy (10)
signal, které jsou vysledkem chromozomového
zlomu v pfislusném lokusu. Translokace s body
zlomu v oblasti bodovych zlomd KMT2A maji za
nasledek maly oranZovy rozdéleny signal, ktery
zlstdvd s disruptovanym zelenym signalem.
Zbytkovy oranZovy signal je vyrazné mensSi neZ
disruptovany oranZovy signal a mdze byt dokonce
neviditelny.

Aberantni burika (typické vysledky):

Dva zelenooranzové kolokaliza¢ni/fazni signaly (2GO)
a jeden samostatny obvykle maly oranZovy signdl
(10), ktery indikuje vloZeni pfislusné genomové
oblasti do neznamého chromozomu.




Analytické hodnoceni

Udaje o analytickém hodnoceni byly shromazdény s pouzitim
interfaznich jader z kultur lymfocytd stimulovanych PHA. Odbér bunék
byl proveden podle cytogenetickych standardd. Ekvivalence vysledk
mezi nestimulovanymi kulturami kostni dfené a lymfocyty
stimulovanymi PHA byla zajiSténa srovnavaci studii.

Analyticka specifi¢nost
Specifi¢nost se vypocita jako procento spravné detekovanych objektd
z celkového poctu detekovanych objekt{.

Vypocditana analytickd specifita je 100 % po 20 hodnocenych
metafazich od 5 rliznych karyotypové normalnich muz.

Analyticka citlivost

Analyticka citlivost se vypocité jako procento interfaznich jader, ktera
maji ofekavané normalni usporadani signald, zcelkového poctu
analyzovanych interfaznich jader. Bylo analyzovano usporadani
signald u 400 jader od kazdého z 10 karyotypové normalnich jedincd.

Mira odchylky od priméru je vyjadiena relativni smérodatnou
odchylkou (% RSD).

Citlivost

2GO (normalni) 99.8 % 0.3 %

Cut-Off

Mezni hodnota (cut-off) pro kvalitativni test je hranice, pfi jejimz
prekroceni je vysledek povaZovan za pozitivni a pfi jejimz nedosazZeni
je vysledek povaZzovan za negativni.

Hraniéni hodnota byla vypoctena na zakladé hybridizace sondy na
interfaznich jadrech 10 jedincl s normalnim karyotypem. Hodnoty cut-
off jsou zaloZeny na 400 hodnocenych jaddrech od kazdého.

1GO1G 10 1.6%

Mezni hodnota je informativni a zavisi na rozlitnych parametrech
souvisejicich s laboratofi. Proto musi byt pro diagnostické pouZiti
hodnoty cut-off stanoveny individualné kazdou laboratofi.

PFesnost (reprodukovatelnost/opakovatelnost)
Reprodukovatelnost je mira shody mezi vysledky studii analytické
citlivosti provedenych za riznych podminek (den, 3arZe a vzorek). Pro
kazdou podminku byly provedeny tfi analyzy vzdy se 100 jadry.

Reprodukovatelnost se udava jako stupen odchylky od priméru
pomoci relativni smérodatné odchylky (% RSD).

Reproduko-
Podminky vatelnost
% RSD
Day-to-Day 06%
stejnd SarZe a stejnd osoba ve tfech dnech )
Lot.—tcf—Lot o 10%
stejnd osoba a den se tfemi Sarzemi
sampletoSample 0.6 %
stejnd SarZe a den se tfemi jedinci

Opakovatelnost je mira shody mezi studiemi provedenymi za stejnych
podminek. Samostatné studie opakovatelnosti nebyly provadény,
protoZze stupen odchylky od priméru ve studiich reprodukovatelnosti
za rliznych podminek byl stanoven s relativni smérodatnou odchylkou
<5 % (% RSD). Proto byl vyvozen zavér o stupni odchylky od priméru
za stejnych podminek s relativni smérodatnou odchylkou <5 % (%
RSD).
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Klinické hodnoceni

Publikovana literature

Tvrzeni o klinické U¢innosti vyrobku s ohledem na zamysleny ucel
byla podloZena védeckou literaturou vztahujici se k vyrobku a stavu,
ktery je vyrobkem analyzovan.

» Hidalgo-Gémez et al (2021) Leuk Lymphoma. 62:2202-2210
» Assaf et al (2021) Mol Biol Rep. 48:7021-7027

* Chebly et al (2022) Leuk Res Rep. 16:100277

* Gronroos et al (2020) Sci Rep. 10:2043

Publikované zku3enosti ziskané rutinnim diagnostickym
testovanim

Udaje z rutinnich diagnostickych testl byly ziskany z evropskych
diagnostickych laboratofi a zvefejnény na webovych strankach
MetaSystems Probes (viz pfislusny bezpecnostni list v pfislusné sekci
ke staZeni pro tento konkrétni produkt). Pfitomnost cilového markeru
v pozitivnich pfipadech a nepfitomnost v negativnich pfipadech
zjiSténd metodou FISH byla potvrzena referenc¢nimi technologiemi
(analyza chromozomového pruhovani).Testovana kohorta zahrnuje
pacienty s potvrzenou nebo suspektni ALL, AML, CMML, MDS, MPN a
NHL. Vzorky byly ziskany z kostni dfené a periferni krve.

PFeuspora- Pocet Diagnostickda Diagnosticka
dani pripadu citlivost specifi€nost

KMT2A-

preuspora- 1 4538 100 % 100 %

dani v oblasti

11923.3

Dalsi zdroje Udajl o klinickém hodnoceni

Vyhodnoceni diagnostickych validacnich Udajd shromazdénych v
ramci IVDD a klasifikovanych jako jiné zdroje Gdajl o klinickém vykonu
ukazuje, Ze XL KMT2A BA spréavné identifikoval vSech 16 analyzovanych
aberantnich p¥ipadd.

Postup kontroly kvality

PFed prvnim pouZitim tohoto vyrobku v diagnostice je tfeba ovérit, zda
funguje podle ocekavani. Je tfeba vzit v Gvahu pokyny a doporuceni
pro zavadéni novych testd FISH v diagnostice (napf. CLSI Fluorescence
In Situ Hybridization Methods for Clinical Laboratories; Approved
Guideline - Second Edition).



Bezpecnostni pokyny

VSechny sondy vyrabéné spolecnosti MetaSystems Probes jsou urceny
pouze pro profesionalni pouZiti a mél by je pouzivat kvalifikovany
avysSkoleny persondl. Pro zajisténi bezpecného provozu
a reprodukovatelnych vysledkd dodrzujte nize uvedena bezpecnostni
upozornéni a vystrazné znacky.

NEBEZPEC|

Obsahuje: Formamid

Standardni  H360FD MUze poskodit plodnost. MiZe poskodit

véty o nenarozené dité.

nebezpecno H351 Podezieni na zplsobeni rakoviny.

sti: H373 MUze zplsobit poskozeni organd pfi
dlouhodobé nebo opakované expozici.

Pokyny pro  P201 PFfed pouZitim si vyzadejte zvlastni pokyny.
bezpecné P260 Nedychejte prach/dym/plyn/mlhu/vypary/
zachazeni: stfikance.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév.
P308+ P313 POKUD jste vystaveni nebo se Vas to
tyka: Vyhledejte |ékaf'skou pomoc/opatteni.
P501 ZneSkodnéte obsah/kontejner v souladu s
mistnimi/regionalnimi/narodnimi/mezinarodnimi

predpisy.
Specialni Omezeno na profesionalni uZivatele.
znaleni:
A POZOR: Horka vodni lazefi a horké vyh¥ivané
plotynky!

Pro denaturaci a hybridizaci se pouZivaji horké
vodni lazné a horké vyhfivané plotynky s teplotou
>37 °C. Davejte pozor, abyste se nedostali do
primého kontaktu s horkymi povrchy nebo
kapalinami.
PouZivejte rukavice a laboratorni plast. V pfipadé
kontaktu s kiizi okamzité ochladte studenou vodou.

A POZOR: Spravna laboratorni praxe!

: PouZivejte v souladu se zdsadami spravné

laboratorni praxe.
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Hlaseni neZzadoucich udalosti
Jakakoli zavazna udalost, ke které doslo v souvislosti s prostfedkem, musi byt nahlaSena vyrobci a pfislusSnému organu ¢lenského statu, ve kterém je uZivatel
a/nebo pacient evidovan.

Re3eni problému

Problém i i i Doporucené rese

V mikroskopu nejsou | « Uzavrena clona odrazeného svétla / posuvnik stoji v draze » Otevrete zavérku / posurite jezdec mimo dréhu svétla.
detekovany zadné svétla.

signaly FISH. « Zdroj svétlaje vypnuty. » Zapnéte svétlo.

V cesté svétla je nesprévny fluorescencni filtr.
Objektiv je mimo sprévnou pozici.
Fototubus je v poloze pro fotoaparét. Presmérujte drahu svétla do okulard.

Hybridiza¢ni signaly Imerzni olej pronikl mezi sklicko a kryci sklo. Vymeénite kryci sklicko a DAPI/antifade. PouZijte kryci skli¢ko
po urcité dobé 24 mm x 32 mm, i kdyZ je hybridizovana pouze mala oblast.
zesldbnou.
Rozptylené signaly.

Presurite spravny filtr do drahy svétla.
Posurite objektiv do drahy svétla.

Pripravek neni dostatecné osvétlen. Zkontrolujte optickou drdhu mikroskopu. Spravné nastavte
UV svétlo. Zkontrolujte Zivotnost UV lampy.

PouZivejte dostatecné mnozstvi imerzniho oleje. Nemichejte
rdzné imerzni oleje. Pouzivejte imerzni olej vhodny pro
fluorescenci.

Vrstva proti vyblednuti (DAPI/antifade) je pfilis silna pro
zaostreni. NepouZivejte pfili§ velké mnoZstvi DAPI/antifade.
Staci 10 pl na sklicko (kryci sklitko 24 mm x 32 mm).

PouZijte vhodné kryci sklicka.

Preparaty by nemély byt starsi nez dva tydny. Pokud sklicka v
této dobé nepouZijete, skladujte je pfi teploté -20 °C (£5 °C).
ZestarSovani, zapékani nebo dalsi fixace mohou inhibovat
hybridizaci a nedoporucuji se.

Zvyste teplotu denaturace na 80 °C nebo prodluZte dobu
denaturace na 3 minuty.

PouZijte specidlni jednopasmovy filtr.

PouZijte DAPI/antifade o nizké koncentraci.

Rovinu zaostfeni nelze spravné nastavit.

Slabé signaly. Priprava preparatd je prilis stara.

Denaturace neni dostatecna.

Pro zobrazeni se pouzivé vicepasmovy filtr.

Slabé modré nebo Intenzita DAPI je pfilis vysoka, coZ vede k presvécovani na
zelené signdly filtru AQUA nebo ZELENA filtru.

nebovysoce difdzni Hodnota pH mycich roztokd je pfilis nizka. Zajistéte, aby hodnota pH roztokd byla mezi 7,0 a 7,5.
pozadiv zeleném Nékteré zelené fluorofory jsou velmi citlivé na pH nizsi nez 7.
barevném kanalu.

Vysoké nespecifické Zbyvajici cytoplazmatické proteiny bunék mohou narusit
pozadi. hybridizaci.
Pokud doporucena opatfeni problém nevyresi nebo vas problém neni uveden v seznamu, kontaktujte spole¢nost MetaSystems Probes.

PFedem preparaty oSetfete pepsinem (pred hybridizaci).

Zakaznicka podpora
Kontaktujte prosim spole¢nost MetaSystems Probes GmbH (kontaktni Udaje viz nize).

d MetaSystems Probes GmbH
1. Industriestrasse 7
68804 Altlussheim
Némecko

Tel: +49 (0)6205 292760

Fax: +49 (0)6205 2927629

e-mail: info@metasystems-probes.com

webové stranky: www.metasystems-probes.com

Spole¢nost MetaSystems Probes se zfika jakéhokoli vlastnického zajmu na znackach a nézvech jinych spole¢nosti.

Prehled o bezpecnosti a vykonnosti najdete na webovych strankach https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home nebo se informujte na adrese
info@metasystems-probes.com.

PouZité symboly
Symbol \Popis \

Oznacuje zdravotnicky prostredek, ktery je urcen k pouZiti jako diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro.

3
o

N
m

Znacka shody, ktera oznacuje, Ze zafizeni je ve shodé s platnymi regula¢nimi poZadavky v Evropské unii.

Oznacuje vyrobce zdravotnického prostredku.

Oznacuje, Ze pfi obsluze zafizeni nebo ovladaciho prvku v blizkosti mista, kde je symbol umistén, je tfeba dbat zvySené opatrnosti, nebo zZe
aktualni situace vyzaduje pozornost obsluhy nebo jeji zasah, aby se zabranilo nezadoucim nésledkim.

Oznacuje, Ze je tfeba, aby si uZivatel prostudoval ndvod k pouZiti.

= PR
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Revize dokumentu

Indikace pro zménu

CZ-CE-IVD-RevA250311- 18.03.2025  |Aktualizované IFU podle NARIZENI (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro.

250318v10.1 Aktualizace nema pfimy vliv na vlastnosti prostfedku a neméa dopad na sloZeni nebo slozky nasich
vyrobkd. Nema také vliv na zplsob pouZiti nasich vyrobk(, ale vyvolava zmény informaci poskytovanych
s vyrobkem jako oznaceni, ureni a navod k pouZiti.
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