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Kullanim Amaci

CytoCell® FAST FISH Prenatal Enumeration Probe Kit; Turner, Patau, Edwards
veya Down sendromundan sliphelenilen yiiksek riskli gebeliklerde X, Y, 13, 18 ve
21 kromozomlarinin sayiminda, amniyotik sivi érneklerinden elde edilen Carnoy
¢Ozeltisi (3:1 metanol/asetik asit) ile sabitlenmis hicrelerde Xp11.1-g11.1, Yp11.1-
q11.1 ve 18p11.1-q11.1 alfa sentromerik bdlgesini ve 13q14.2 ve 21q22.1
kromozom bdlgelerini tespit etmek igin kullanilan kalitatif, otomatik olmayan,
floresan yerinde hibridizasyon (FISH) testidir.

Kullanim Talimatlari

Bu cihaz, kromozom Xp11.1-q11.1 ve 18p11.1-q11.1 alfa sentromerik bolgelerinin
ve kromozom 13q14.2 ve 21922.1 bdlgelerinin kopya sayisi durumunun
bilinmesinin hasta yénetimi icin dnemli oldugu, ultrason taramasi ve biyokimyasal
testler gibi bilinen tani ve klinik bakim yollarindaki diger klinik ve laboratuvar
testlerine yardimci bir arag olarak tasarlanmistir.

Sinirlamalar

Bu cihaz, sirasiyla X, Y ve 18 kromozomlari igin FAST FISH Prenatal X, Y and 18
Enumeration Probe bileseninde bulunan yesil, turuncu ve acik mavi klonlarla
kaplanan sentromerik bolgeleri igeren kromozomal materyali tespit etmek lzere
tasarlanmistir. Bu bolgelerin disindaki genomik kazanglar veya kayiplar ya da bu
bolgelerin kismi kazang veya kayiplari bu cihazla tespit edilemeyebilir.

Bu cihaz ayrica, FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe bilesenindeki
yesil ve turuncu klonlarla kaplanan kromozom 13q14.2 ve 21g22.1 bdlgelerini
iceren kromozomal materyali tespit etmek Ulzere tasarlanmistir. Bu bdlgelerin
disindaki genomik kazanclar veya kayiplar ya da bu bélgelerin kismi kazang veya
kayiplari bu driinle tespit edilemeyebilir.

Bu cihaz sunlar igin kullaniimaz: bagimsiz tanilama, tamamlayici tanilama,
popllasyon bazli tarama, hasta basinda test ya da kendi kendine test.

Bu cihaz, kullanim amaci kapsaminda belirtilen numune tirleri, hastalik turleri veya
kullanim amaglari disinda dogrulanmamistir. Bu cihazin X vel/veya Y
kromozomundaki artiglari tespit etmede kullanimi dogrulanmamistir.

Bu cihaz tanilama amagli dider laboratuvar testlerine yardimci olmasi igin
kullanilmalidir. Yalnizca FISH sonuglarina dayanarak tedavi baglatiimamalidir.
FISH sonuglarinin raporlamasi ve yorumlanmasi, uygun sekilde nitelikli personel
tarafindan, profesyonel uygulama standartlarina uygun olarak gercgeklestiriimelidir
ve diger ilgili test sonuclari ile klinik ve tanisal bilgiler g6z 6niinde bulundurmalidir.
Bu cihaz yalnizca laboratuvar profesyonellerinin kullanimi igin tasarlanmistir.
Protokole bagli kalinmamasi performansi etkileyebilir ve yanlis pozitifinegatif
sonuglara neden olabilir.

Test Prensipleri

Floresan Yerinde Hibridizasyonu (FISH), DNA dizilimlerinin metafaz kromozomlar
Uzerinde ya da sabit sitogenetik numunelerden alinan arafaz gekirdeklerde tespit
edilmesine yardimci olan bir tekniktir. Bu teknik, tim kromozomlari ya da tekli
o6zgun dizilimleri melezlestiren DNA problarini kullanir ve klasik sitogenetik
acisindan gugli bir yardimcidir. Son gelismeler sayesinde bu degerli teknik, artik
prenatal, hematolojik ve patolojik kromozom analizlerinde temel bir tani araci olarak
uygulanabilmektedir. Fiksasyon ve denatlirasyonun ardindan, Hedef DNA
komplementer bir dizilime sahip, benzer bir denatiire, floresan etiketli DNA probuna
tavlanmaya hazir hale gelir. Melezlemeyi takiben, bagsiz ve belirsiz bagli DNA

probu kaldirilir ve DNA vizlalizasyon igin karsit boyayla boyanir. Floresan
mikroskop  bdylece hedef materyal Uzerindeki melezlenmis  probun
goérintulenmesini yapabilir.

Prob Hakkinda Bilgi

Molekuler sitogenetik analiz, yliksek riskli gebeliklerin prenatal degerlendirmesinde
¢ok o6nemli bir rol oynayarak kromozomal anormalliklerin dogru bir sekilde
belirlenmesini ve tekrarlama riskinin degerlendiriimesini saglar. En yaygin
kromozomal anormallikler, anormal kromozom kopya sayisi olarak tanimlanan
andploidilerdir ve etkilenen bireyler tipik olarak trizomi (bir kromozomun ¢ kopyasi)
veya monozomi (bir kromozomun tek kopyasi) ile bagvururlar.” lyi bilinen, klinik
olarak énemli andploidiler arasinda trizomi 13, 18 ve 21’in yani sira monozomi X
de bulunur. Bu anormallikler, gelisimsel bozukluklara ve olumsuz {reme
sonuglarina 6nemli katkida bulunur ve invaziv prenatal tani icin en yaygin
endikasyonlar arasindadir.?

En sik gorilen otozomal trizomi olan Trizomi 21 (Down sendromu); bilissel
bozukluk, dogustan kalp anomalileri ve ¢oklu sistem morbiditesi ile karakterizedir
ve prenatal genetik test icin énemli bir gdsterge olmaya devam etmektedir.34
Trizomi 13 (Patau sendromu), beyin malformasyonlari (holoprosensefali), yiz
dismorfizmi, géz anomalileri, postaksiyel polidaktili, ic organ malformasyonlari
(kardiyopati) ve siddetli psikomotor geriligi ile karakterizedir.® Trizomi 18 (Edwards
sendromu), siddetli dogustan malformasyonlar, yiiksek perinatal mortalite ve iyi
tanimlanmis ultrasonografik fenotiplerle iligkilidir ve prenatal tespit ve genetik
dogrulamanin gerekliligini ortaya koyar.%” Monozomi X (Turner sendromu), ayni
zamanda dogustan yumurtalik hipoplazisi sendromu olarak da adlandirilr,
kadinlarda en sik gorilen cinsiyet kromozomu anormalligidir ve bir X
kromozomunun tamamen veya kismen yoklugundan kaynaklanir.®

Prenatal tani, trizomi 13, 18, 21 ve monozomi X gibi kromozomal anormallik riskinin
yuksek oldugu gebeliklerde sunulmaktadir. FISH, arafaz gekirdeklerinde
kromozom kopya sayisinin hizli tespiti ve sayimi igin dogrulanmis bir molekuler
sitogenetik yontemdir. FISH, yaygin andploidilerin hedeflenmis tespitini saglar ve
klinik karar verme slreglerini desteklemek igin hizli sonuglar sunar; 6zellikle
kromozom kopya sayisi durumunun hizli bir sekilde dogrulanmasinin gerektigi
durumlarda, modern anéploidi tanilamasinda yaygin olarak kullaniimaktadir.® 10"

Prob Spesifikasyonu

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe
X sentromeri, Xp11.1 —q11.1 (DXZ1) Yesil

Y sentromeri, Yp11.1 —q11.1 (DYZ3) Turuncu

18 sentromer, 18p11.1 — g11.1 (D18Z1) Agik Mavi
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LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
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Kit, iki ayri hibridizasyon igin iki adet prob bileseni icermektedir.

LPF002
LPF002 prob bileseni, dogrudan etiketlenmis yesil, turuncu ve agik mavi renkli
floresan DNA problarinin bir karigimidir:
. Yesil DXZ1 probu, X kromozomunun DXZ1 bélgesindeki alfa uydu DNA
dizilerini dogrudan etiketler.
. Turuncu DYZ3 probu, Y kromozomunun DYZ3 bélgesindeki alfa uydu
DNA dizilerini dogrudan etiketler.
. Agik mavi D18Z1 probu, kromozom 18’in D18Z1 bélgesindeki alfa uydu
DNA dizilerini dogrudan etiketler.
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LPF003
LPF003 prob bileseni, benzersiz diziler igeren, dogrudan etiketlenmis yesil ve
turuncu floresan DNA problarinin bir karigimidir:

. Yesil prob karigimi, ITM2B, RB1 ve RCBTB2 genlerini kapsayan
13q14.2 bolgesinde yer alan 124 kb’lik bir prob ve 416 kb’lik bir prob
icerir; bu problar D13S1195, D13S1155, D13S153 ve D13S1218
belirteglerini de kapsamaktadir.

. Turuncu prob karigsimi, DYRK1A, KCNJ6, DSCR4 ve DSCR8 genlerini
kapsayan 21g22.13 bolgesinde yer alan 348 kb’lik, 288 kb’lik ve 106
kb’lik ti¢ prob icermektedir; bu problar D21S270, D21S337, D21S1238,
D21S1917 ve D21S341 belirteglerini de kapsamaktadir.

Tedarik Edilen Materyaller

Prob: 5'li test kitinde her bir sisede 50 ul, 10’lu test kitinde her bir sisede 100 pl,
30'lu test kitinde her bir sisede 300 pl, 50’li test kitinde ise her bir sisede 500 pl
bulunur.

Prob bilesenleri, hibridizasyon ¢ozeltisinde (<%65 formamid; <20 mg dekstran
slfat; <%10 20x salin-sodyum sitrat (SSC)) dnceden karistiriimis olarak saglanir
ve kullanima hazirdir.

Karsit Boya: 5'li test kitinde sise basina 150 pl, 10’lu test kitinde sise basina 500
ul, 30’lu test kitinde sise basina 1000 pl veya 50'li test kitinde sise basina 1200 pl.
Karsit boya DAPI Antifade ES’dir (gliserol bazli montaj ortaminda 0,125 ug/ml DAPI
(4,6-diamidino-2-fenilindol) kullaniimistir).

Uyarilar ve Tedbirler

1. Yalnizca in vitro tanilama amachdir. Yalnizca laboratuvar profesyonellerinin
kullanimi igindir.

2. Operatérler, her zaman dogru ve en giincel Kullanim Talimatlarina bagvurup
bunlara uymaldir.

3. Prob karigimlari bir teratojen olan formamid igermektedir; buhari solumayin ya
da cildinize temas ettirmeyin. Kullanirken 6zen gésterin; eldiven ve laboratuvar
onlagua giyin.

4. DAPI'yi kullanirken 6zen gdsterin; eldiven ve laboratuvar 6nlugu giyin.

5. Viyal(ler) hasarliysa veya viyalin igerigi herhangi bir sekilde bozulmussa
kullanmayin.

6. Bu Urinin glvenli bir sekilde bertaraf edilmesi igin Glvenlik Bilgi Formundaki
onerilerle birlikte bulundugunuz yerdeki yerel bertaraf ydnetmeliklerini izleyin.
Bu durum hasarli test seti igerikleri igin de gecerlidir.

7. Kullanilmis reaktifleri ve diger kontamine tek kullanimlik malzemeleri, bulasici

veya potansiyel olarak bulasici atik prosediirlerine uygun sekilde bertaraf edin.

Kati ve sivi atiklari, niteliklerine ve tehlike derecelerine gore ele almak ve

bunlan yurirlikteki yonetmeliklere uygun olarak islemek ve bertaraf etmek

(veya islenmesini ve bertaraf edilmesini saglamak) her laboratuvarin

sorumlulugundadir.

Operatorler, agik mavi, turuncu ve yesil renkleri ayirt edebiliyor olmalidir.

9. Belirtilen protokol, ekipman ve reaktiflere bagl kalinmamasi, performansi
etkileyebilir ve yanhs pozitif/negatif sonuglara neden olabilir.

10. Bir prob diger problarla seyreltiimemelidir ya da karigtirimamalidir.

11. Protokoliin 6n denatiirasyon asamasi sirasinda 10 pl prob kullaniimamasi,
performansi etkileyebilir ve yanlis pozitif/negatif sonuglara neden olabilir.

12. Tdm drtnlerin kullaniimadan énce dogrulanmasi gerekir.

13. Test numunelerinde etkilenmemis hiicre popllasyonlari kullanilarak dabhili
kontroller yapiimahdir.

14. LPF002 ve LPF003 igeren siseler arasinda kontaminasyonu 6nlemek igin
onlemler alinmalidir.

*®

Sicakhk Tanimlan
e -20 °C/ Dondurulmus / Dondurucuda: -25°Cila-15°C

e 37°C: +37°C+1°C
e T72°C: +72°C+1°C
e T75°C: +75°C+1°C

e Oda Sicakligi (RT): +15°Cila +25 °C
Muhafaza ve Kullanim
-15°C  Set, setin etiketinde belirtilen son kullanma tarihine kadar -25°C
J/ ile -15°C arasinda bir dondurucuda muhafaza edilmelidir. Prob
-25°C ve karsit boya siseleri karanlik bir ortamda muhafaza
edilmelidir.

\ |/ FISH probu, DAPI Antifade ES karsit boyasi ve Hibridizasyon
~ [) - Sollisyonu, normal kullanim sirasinda yasanan dondurma-
=2 TN\ cbzme dbngileri boyunca stabil kalir (bir déngi, sisenin
/ I \ dondurucudan ¢ikariimasi ve tekrar dondurucuya konulmasi
A anlamina gelir). FISH problar: 5'li test kiti icin 5 dongi, 10°lu
. test kiti igin 10 dong, 30’lu test kiti igin 30 dongu, 50’li test kiti
icin 50 dongu. Karsit Boya: 5'li test kiti icin 10 dongl, 10’lu test kiti igin 20 dongu,
30’lu test kiti icin 60 dongu ve 50'li test kiti igin 100 dongu. Isiga maruziyet en aza
indirilmeli ve mimkiin oldugu durumlarda kaginilmalidir. Pargalari, birlikte verilen
1s1k gegirmez kapta saklayin. Etikette belirtilen kosullar disinda kullanilan ve
saklanan bilesenler beklendigi gibi performans géstermeyebilir ve analiz
sonuglarini olumsuz etkileyebilir. Isiga maruz kalinmasinin éniine gegmek icin her
turll caba sarf edilmelidir.

Gerekli Olan Fakat Tedarik Edilmemis Techizat ve Malzemeler

Kalibre edilmis techizat kullaniimahdir:

Isitmali tabla (sert bir tabla ve 80°C’ye kadar dogru sicaklik kontroli)
Kalibre edilmis degisken hacimli mikropipet ve ug araligi 1 pl - 200 pl
Dogru sicaklik kontroliinde (37°C ve 72°C) su banyosu

Mikrosantrifdj tapler (0,5 ml)

Floresan mikroskop (Liitfen Floresan Mikroskop Onerisi béliimiine bakiniz)
Faz kontrast mikroskobu

Temiz plastik, seramik ya da i1siya dayanikli cam Coplin kavanozlar
Forseps

PN N =

9. Kalibre edilmis pH 6lglim cihazi (ya da pH 6,5 - 8,0 dlgebilen pH indikator
seritler)

10. Nemli kap

11. Floresan dereceli mikroskop lensi immersiyon yagi

12. Tezgah Ustl santrifij

13. Mikroskop lamlari

14. 24x24 mm lamel

15. Zamanlayici

16. 37°C inklbator

17. Kauguk ¢dzelti yapistiricisi

18. Vorteks mikser

19. Dereceli silindirler

20. Manyetik karigtirici

21. Kalibre edilmis termometre

Tedarik Edilmeyen Tercihe Bagh Teghizat
1. Sitogenetik kurutma kabini

Gerekli Olan Fakat Tedarik Edilmeyen Reaktifler
20x salin-sodyum sitrat (SSC) Cozeltisi

%100 Etanol

Tween-20

1M Sodyum Hidroksit (NaOH)

1M Hidroklorik asit (HCI)

Aritilmig su

OGO h N~

Floresan Mikroskop Onerisi

Optimal viztalizasyon igin, 100 vat civa buharli lamba ya da muadili bir lamba ve
yag immersiyonu plani apokromat objektiflerini (60/63x ya da 100x) kullanin. Bu
prob kitinde kullanilan florofor su dalga boylarini eksite eder ve yayar:

Acik Mavi 418 467
Yesil 495 521
Turuncu 551 572

Mikroskoba yukarida listelenen ses dalgalarini kapsayan uygun eksitasyon ve
emisyon filtrelerinin takildigindan emin olun.

Uglii bant gegiren filtre DAPI/FITC/TRITC, yesil ve turuncu floroforlarin yani sira
karsit boyayi ayni anda goriintilemek igin idealdir. Su bazli florofor, Aqua ve DEAC
spektrumuna 6zgudur (tek bant gegiren Aqua veya DEAC filtresi gereklidir).

Dogru sekilde calistigindan emin olmak igin, floresan mikroskobu kullanmadan
once kontrol edin. Floresan mikroskoba uygun ve dislk otomatik floresan igin
formile edilmis immersiyon yagi kullanin. DAPI renk solmasi karsiti karigimi
mikroskop immersiyon yagiyla karistirmaktan kaginin. Bu, sinyalleri bozacaktir.
Lamba 6mri ve filtrelerin yasiyla ilgili olarak ureticilerin 6nerilerine uyun.

Numune Hazirlama

Bu kit, ylksek riskli gebeliklerde X, Y, 13, 18 ve 21 kromozomlarinin sayiminda,
amniyotik sivi 6rneklerinden elde edilen Carnoy ¢ozeltisi (3:1 metanol/asetik asit)
ile sabitlenmis hiicrelerde kullaniimak uzere tasarlanmistir. Turner, Patau, Edwards
veya Down sendromundan slphelenilen gebeliklerde, laboratuvar veya kurum
yonergelerine goére hazirlik yapilir. Amniyotik sivi érnegi alimi, laboratuvar veya
kurum yonergelerine uygun olarak yapilmalidir. Kanli veya kahverengi goriinen
ornekler kullanilmamalidir, ¢linki bunlar anne kani igerebilir ve yanlis sonuglara yol
acabilir. Havayla kurutulmus numuneleri mikroskop lamlari Gzerinde standart
sitogenetik prosedurlere uygun sekilde hazirlayin. AGT Sitogenetik Laboratuvar
Kilavuzu, numune toplama, kiltirleme, hasat ve lam yapimi icin Oneriler
icermektedir.'?

Cozelti Hazirlama

Etanol Cozeltileri

Takip eden oranlari ve karigimlari kullanarak %100 etanolu antiimis su ile seyreltin:
e %70 Etanol - 7 birim %100 etanol ve 3 birim aritilmig su

e %85 Etanol - 8,5 birim %100 etanol ve 1,5 birim aritilmig su

Cozeltileri hava gegirmeyen bir kapta 6 ay boyunca oda sicakliginda muhafaza
edin.

2xSSC CGozeltisi

1 birim 20xSSC Codzeltiyi 9 birim antilmis suyla seyreltin ve iyice karigtirin. pH’i
kontrol edin ve NaOH ya da HCI kullanarak pH 7,0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda
sicakliginda, hava gegirmez bir kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

0.4xSSC Gozeltisi

1 birim 20xSSC Cozeltiyi 49 birim aritilmis suyla seyreltin ve iyice karistirin. pH’i
kontrol edin ve NaOH ya da HCI kullanarak pH 7,0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda
sicakliginda, hava gecirmez bir kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.

2xSSS, %0,05 Tween-20 Cozeltisi

1 birim 20xSSC Cozeltiyi 9 birim aritilmis suyla seyreltin. Her 10 ml basina 5 pl
Tween-20 ekleyin ve iyice karistirin. pH'I kontrol edin ve NaOH ya da HCI
kullanarak pH 7,0 olarak ayarlayin. Cozeltiyi oda sicakliginda, hava gegirmez bir
kapta, 4 haftaya kadar muhafaza edin.
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FISH Protokolii
(Not: Probun laboratuvar igiklarina maruz kalmamasina her zaman dikkat edin)

Lam Hazirlama

1.

3.

4,

Hiicre numunesini cam mikroskop lam tzerine yerlestirin. Kurumaya izin verin.
(Sitogenetik kurutma odasi kullaniliyorsa istege bagh: Optimal hicre
numunesi damlatma igin, kabin yaklasik 25 °C’de ve %50 nemde isletiimelidir.
Bir sitogenetik kurutma kabini mevcut degilse alternatif olarak bir davlumbaz
kullanin).

Lami 2 dakika boyunca, oda sicakliginda (RT) ve ajitasyon olmadan 2xSSC
icine daldirin.

Bir etanol serisinde (%70, %85 ve %100), 2 dakika boyunca, oda sicakliginda
dehidrasyon yapin.

Kurumaya izin verin.

On Denatiirasyon

5. Probu dondurucudan ¢ikartin ve oda sicakhiginda isinmasini saglayin.
Kullanmadan 6nce, tupleri kisa siure santrifiij edin.

6. Prob cozeltisinin bir pipetle karistirildigindan ve c¢ozeltinin esit olarak
dagildigindan emin olun.

7. Test basina probdan 10 pl alin ve bir mikrosantrifijj tliplne aktarin. Kalan
probu vakit kaybetmeden dondurucuya geri koyun.

8. 5 dakikalik 6n i1sitma igin, probu ve numune lamini 37°C (+/- 1°C) isitmali tabla
Uzerine koyun.

9. Prob karisimindan 10 pl alip hiicre numunesi lizerine damlatin ve dikkatlice bir
lamel uygulayin. Kauguk ¢ozelti yapistiricisiyla kapatin ve yapistiricinin
tamamen kurumasina izin verin.

Denatiirasyon

10. Lami isitmali tabla lzerinde 75°C’de (+/- 1°C), 2 dakika i1sitarak numuneyi ve
probu es zamanli olarak denatiire edin.

Melezlestirme

11. Lami nemli, 1s1k gegirmez bir kap iginde 37°C’de (+/- 1°C) 2 saat bekletin.

Melezleme Sonrasi Yikamalar

12. DAPI'y1 dondurucudan gikarin ve oda sicakliginda isinmasini saglayin.

13. Lameli ve yapistiricinin tim izlerini dikkatlice kaldirin.

14. Lami 2 dakika boyunca, 72°C’de (+/- 1°C) ve ajitasyon olmadan 0.4xSSC (pH
7,0) icine daldirin.

15. Lami kurutun ve 30 saniye boyunca, oda sicakliginda (pH 7,0) 2xSSC, %0,05
Tween-20 igine daldirin.

16. Lami kurutun ve her bir numuneye 10 pl DAPI renk solmasi 6nleyici karigimi
uygulayin.

17. Bir lamel ile Ustind kapatin, baloncuklari giderin ve 10 dakika boyunca
karanlikta bekleterek rengin belirginlesmesini saglayin.

18. Floresan mikroskop kullanarak izleme yapin (bakiniz Floresan Mikroskop

Onerisi).

Prosediirel Oneriler

1.
2.

3.

Lamlarin isitiimasi ya da yaslandiriimasi, sinyal floresanini azaltabilir.
Cytocell Ltd.'nin tedarik ettigi ya da onerdigi reaktifler haricinde reaktifler
kullanmak, melezlestirme kosullarini olumsuz etkileyebilir.

Bu sicakliklar optimum urtin performansi agisindan kritik oldugu igin, ¢ozelti,
su banyosu ve inklUbatér sicakliklarini 6lgmek igin kalibre edilmis bir
termometre kullanin.

Dislk sertlik probun belirsiz baglanmasiyla ve ¢ok yiiksek sertlik sinyal
yokluguyla sonuglanabilecegi icin, yikama konsantrasyonlar, pH ve sicakliklar
6nemlidir.

Tamamlanmamis denatlrasyon sinyal yokluguna, asir denatlrasyon ise
belirsiz baglanmaya neden olabilir.

Asirn melezlestirme ilave ya da beklenmeyen sinyallerin ortaya ¢ikmasiyla
sonuglanabilir.

Kullanicilar, testi tanilama amach olarak kullanmadan 6nce, protokolli kendi
numunelerine goére optimize etmelidirler.

Optimal alti kosullar, belirsiz baglanmanin yanlis sekilde prob sinyali olarak
yorumlanmasina neden olabilir.

Sonugclarin Yorumlanmasi
Lam Kalitesinin Degerlendirilmesi
Asagidaki durumlarda lam analiz edilmemelidir:

Sinyaller, tekli filtrelerle analiz yapmak icin gok zayifsa - analize devam etmek
icin, sinyaller parlak, ayirt edilebilir ve kolay degerlendirilebilir oimahdir
Analize engel olan, ¢ok sayida kiimelenmis/Ust Uste binmis hlicre varsa
Hicrelerin >%50’si melezlestiriimemisse

Hicreler arasinda fazla floresan partikiil ve/ya da sinyalleri bozan bir floresan
bulanikligi varsa - Optimal lamlarda arka plan koyu ya da siyah ve temiz
go6rinmelidir

Hiicre gekirdekleri arasinda sinirlar ayirt edilemiyorsa ve intakt degillerse

Analiz Kilavuzian

Her numuneyi iki analist analiz etmeli ve yorumlamalidir. Herhangi bir
tutarsizlik Ggiinci bir analist tarafindan degerlendirilerek ¢ozulmelidir
Analistlerin hepsi gegerli ulusal standartlarin 6ngérdiigli vasiflara sahip
olmahdir

Her analist, kombine analist puanlari kurumsal, bdlgesel veya ulusal
yonergelerce belirtiien minimum kriterleri karsilayacak sekilde, her érnekten
yeterli sayida gekirdegi bagimsiz olarak puanlamalidir. Birinci analist lamin sol
tarafindan, ikinci analist lamin sag tarafindan analize baslamalidir.

Her bir analist elde ettigi sonuglari ayri tablolara kaydetmelidir

Yalnizca intakt gekirdekleri analiz edin. Ust iiste binmis, kiimelenmis ya da
sitoplazmik kalintilarla veya yiiksek derece otofloresanla kaph cekirdekleri
analiz etmeyin

Cok fazla sitoplazmik kalinti ya da belirsiz hibridizasyon olan alanlardan
kaginin

Sinyal yodunlugu, tek bir gekirdekte bile degisebilir. Bu durumlarda, tekli
filtreler kullanin ve/ya da odak diizlemini ayarlayin

Optimal alti kosullarda diflize olarak goérinebilir. Eger ayni rengin iki sinyali
birbirine degiyorsa ya da bu iki sinyalin arasindaki uzaklik iki sinyal
genisliginden daha blylk degilse veya bu iki sinyali birbirine baglayan zayif
bir zincir varsa, bu iki sinyal tek olarak kabul edilir

Hucrenin analiz edilebilir olup olmadigindan emin degilseniz, analiz yapmayin

Saymayin - ¢ekirdeklerin sinirlari
belirlenemeyecek kadar birbirine
cok yakin

Ortiisen gekirdekleri saymayin -
her iki gekirdegin tim alanlari
gorinmez

Bir yesil sinyal, bir turuncu sinyal
ve iki agik mavi sinyal olarak
sayilir - yesil sinyal daginiktir

Bir yesil sinyal, bir turuncu sinyal
ve iki agik mavi sinyal olarak
sayilir - turuncu sinyal daginiktir

Bir yesil sinyal, bir turuncu sinyal
ve iki agik mavi sinyal olarak
sayilir - iki agik mavi sinyalden biri
daginiktir

Bir yesil sinyal, bir turuncu sinyal
ve iki agik mavi sinyal olarak
sayilir - agik mavi sinyaller
arasindaki bosluk, iki prob
genigliginden daha azdir
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Saymayin - ¢cekirdeklerin sinirlari
belirlenemeyecek kadar birbirine
cok yakin

Ortiisen gekirdekleri saymayin -
her iki gekirdegin tiim alanlar
goriinmez

iki turuncu ve iki yesil sinyal olarak
sayilir - iki yesil sinyalden biri
daginiktir

Iki turuncu ve iki yesil sinyal olarak
sayilir - bir yesil sinyaldeki bosluk
iki sinyal genisliginden azdir

Ugiincii Analist Gereksinimleri

Her bir analistin gérdigi anormal gekirdek sayisina bagh olarak t¢linci bir analist

gerekebilir. Uglincii analist, kurumsal, bélgesel veya ulusal yénergelerde belirtildigi

lizere, ilk iki analistle ayni sayida cekirdegi analiz edecektir. Uglincii analist igin

gegerli kurallar, asagidaki metinde ve akis cizelgesinde agiklanmaktadir.

Asagidaki durumlarda tglinci bir analist gerekir:

e Analistlerden birinin ylUzdelik pozitiflik degeri, esik degerin Uzerinde, diger
analistlerin yuzdelik pozitiflik degeri ise esik degerin altinda veya esik degerde.

e Iki analistin yiizdelik pozitifliji arasindaki fark %5'ten fazla ve analistlerden
birinin yuzdelik pozitifligi degeri, esik degerin iki katina esit veya bundan daha
disuk.

o Iki analistin ylizdelik pozitiflik degeri arasindaki fark %15'ten fazla.

Elde edilen ¢ puandan, pozitif yizde degerleri birbirine en yakin olan ikisinin

ortalamasi alinarak nihai pozitiflik orani belirlenecektir. 3 skor birbirine esit

uzakliktaysa, medyan pozitiflik degeri kullaniimahdir.

Bir analistin yOzdelik pozitifik degeri, Evet
esik degerin Uzerinde, diger analistin
yuzdelik pozitiflik degeri ise esik
degerin altinda veya esik degerde

1 Hayir

Hayir 2 analistin yizdelik
pozitifiik degeri arasindaki
fark %5'ten fazla

Evet
-

Son pozitiflik icin 2 analistin Analistlerin yozdelik Evet

ylzdelik pozitiflik seviyelerinin pozitifiigi degeri, esik ﬁ 3. Analist gerekli
ortalamasini alin degerin iki katina esit

veya bundan daha dustk

1Hay|r

Hayir 2 analistin yozdelik Evet
pozitifik degeri arasindaki

fark %15'ten fazla

Beklenen Sonuglar
LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe
Beklenen Normal Sinyal Oriintiileri

Normal bir disi hiicresinde iki yesil ve iki agik mavi sinyal beklenir (2Y2A).

Normal bir erkek hiicresinde bir yesil, bir turuncu ve iki agik mavi sinyal beklenir
(1Y1T2A).

Beklenen Anormal Sinyal Oriintileri

Trizomi 18'li disi hiicresinde beklenen sinyal ériintusi iki yesil sinyal ve ¢ agik
mavi sinyal (2Y3A) olacaktir.

Trizomi 18’li bir erkek hiicresinde beklenen sinyal oriintlisu bir yesil sinyal, bir
turuncu sinyal ve ¢ agik mavi sinyal olacaktir (1Y1T3A).

Turner sendromlu bir hiicrede beklenen sinyal ériintlisti bir yesil sinyal ve iki agik
mavi sinyal (1Y2A) olacaktir.

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Beklenen Normal Sinyal Oriintiisi

Normal bir hiicrede iki yesil ve iki turuncu sinyal beklenir (2Y2T).

Beklenen Anormal Sinyal Oriintiileri

Trizomi 13’14 bir huicrede Ug yesil sinyal ve iki turuncu sinyal beklenir (3Y2T).
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Trizomi 21°li bir hlicrede iki yesil sinyal ve lg¢ turuncu sinyal beklenir (2Y3T).
Andploid/dengesiz numunelerde diger sinyal éruntileri mimkundar.

Bilinen ilgili Etkilegimler / Etkilegime Giren Maddeler
Bilinen ilgili etkilesim / etkilesime giren madde bulunmuyor.

Bilinen Gapraz Reaktivite

DXZ1 probu, 1, 11, 17 ve Y kromozomlarinin sentromerlerine gapraz hibridizasyon
gosterebilir.

DYZ3 probu, kromozom 13, 14, 15, 20, 21, 22 ve X'in sentromerlerine ¢apraz
hibridizasyon gésterebilir.

D18Z1 probu, 2, 4, 8, 9, 13, 14, 15, 20, 21 ve 22 numarali kromozomlarin
sentromerlerine ¢apraz hibridizasyon gdsterebilir.

Ciddi Olay Bildirimi

Avrupa Birligi'nde ve ayni diizenleyici rejime sahip (lkelerde (in vitro Tani Tibbi
Cihazlar Yénetmeligi (EU) 2017/746) bulunan bir hasta/kullanici/liglinci taraf igin;
bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay meydana
gelirse, liitfen bunu Ureticiye ve Ulusal Yetkili Makama bildirin.

Diger llkelerde meydana gelen ciddi olaylari litfen Ureticiye ve varsa Ulusal Yetkili
Makama bildirin.

Uretici gézetim irtibati: vigilance@ogt.com

AB Ulusal Yetkili Makamlari igin, gozetim irtibat noktalarinin listesi su adreste
bulunabilir:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts _en

Spesifik Performans Ozellikleri

Analitik Belirlilik

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analitik belirlilik, dogru bélgeye hibritlesen ve baska bir konuma olmayan sinyallerin
ylizdesi olarak tanimlanir. 5 érnekten alinan 20 metafaz hiicresinin her birinde 4
kromozomal lokus analiz edildi; bu da X ve Y kromozomlari igin 100’er veri noktasi,
kromozom 18 igin ise 200 veri noktas| elde edilmesini sagladi. Her hibritlestiriimis
probun konumu haritalandi ve dogru lokusa hibritlenen metafaz kromozomundaki
FISH sinyallerinin sayisi kaydedildi.

Kit icerisindeki her probun analitik belirliligi, dogru bélgeye melezlenen metafaz
kromozomu FISH sinyallerinin toplam melezlenmis metafaz kromozomu FISH
sinyali sayisina béltinmesiyle hesaplandi. Bu sonug, %95 giiven arahgi ile birlikte
ylizde olarak ifade edilmistir.

Tablo 1. LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe icin Analitik

Belirlilik

X§1111 11 ’ 100 100 %100 %96,30-100
Yg’” o 100 100 %100 %96,30-100
1i‘f11f' 200 200 %100 %98,12-100

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Analitik belirlilik, dogru bélgeye hibritlesen ve baska bir konuma olmayan sinyallerin
yuzdesi olarak tanimlanir. 5 érnekten alinan 20 metafaz hiicresinin her birindeki 4
kromozomal lokus analiz edildi ve bu da kromozom 13 ve 21 igin 200 veri noktasi
sagladi. Her hibritlestiriimis probun konumu haritalandi ve dogru lokusa hibritlenen
metafaz kromozomundaki FISH sinyallerinin sayisi kaydedildi.

Her probun analitik belirliligi, dogru bélgeye melezlenen metafaz kromozomu FISH
sinyallerinin toplam melezlenmis metafaz kromozomu FISH sinyali sayisina
bolinmesiyle hesaplandi. Bu sonug, %95 gliven araligi ile birlikte ylizde olarak
ifade edilmigtir.

Tablo 2. LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Probe icin Analitik Ozgiilliik

13q14.2 200 200 %100 %98,12-100
21922.13 200 200 %100 %98,12-100
Analitik Hassasiyet

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analitik hassasiyet, beklenen normal sinyal 6riintiisii olan, skorlanabilir arafaz
hiicrelerinin ylizdesidir. Karyotipik olarak normal, XY veya XX olarak kabul edilen
ve 18. kromozomun normal bir tamamlayicisina sahip erkeklerden veya

kadinlardan alinan amniyotik sivi 6rneklerinden elde edilen 47 sabit hiicre
slispansiyonunun her biri i¢in en az 50 arafaz hiicresi analiz edildi; bu da her 6rnek
turd igin en az 2350 cekirdegin degerlendiriimesiyle sonuglandi. Hassasiyet verileri,
beklenen normal bir sinyal dlzenini gdsteren hiicrelerin yizdesine dayanarak
analiz edildi ve %95 gliven araliginda bir yiizde olarak ifade edildi.

Tablo 3. LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe igin Analitik
Hassasiyet

%95,37 (%94,44-
%96,14)

Amniyotik Sivi >%95

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analitik hassasiyet, beklenen normal sinyal 6riintisi olan, skorlanabilir arafaz
hiicrelerinin ylizdesidir. 13 ve 21. kromozomlarin normal tamamlayicisina sahip
oldugu dogrulanan amniyotik sivi 6rneklerinden elde edilen 25 sabit hiicre
slispansiyonunun her biri igin arafaz hiicreleri analiz edildi ve her érnek tiirli icin en
az 1225 gekirdek degerlendirildi. Hassasiyet verileri, beklenen normal bir sinyal
dlzenini gosteren hicrelerin ylizdesine dayanarak analiz edildi ve %95 glven
araliginda bir yiizde olarak ifade edildi.

Tablo 4. LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe icin Analitik
Hassasiyet

%97,47 (%95,98-
%98,96)

Amniyotik Sivi >%95

Normal Esik Degerleri Karakterizasyonu

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Normal esik, bir bireyin normal olarak kabul edilebilecegi ve klinik bir tani ile tutarli
olmadigi yanhs bir pozitif sinyal modeli gdsteren hiicrelerin yiizdesi olarak
tanimlanir. Karyotipik olarak normal, XY veya XX olarak kabul edilen ve 18.
kromozomun normal bir tamamlayicisina sahip erkek veya kadinlardan alinan
amniyotik sivi 6rneklerinden elde edilen 47 sabit hiicre siispansiyonunun her biri
icin en az 50 arafaz hicresi analiz edildi; bu da her 6rnek tiri icin en az 2350
cekirdegin degerlendiriimesiyle sonuglandi.

Esik degeri, MS Excel'deki B-ters (BETAINV) fonksiyonu kullanilarak belirlendi.
Normal bir hasta numunesindeki binom dagiliminin %95 giiven araliginin bir Ust
sinirini kullanarak yanlis pozitif sinyal paterni gésteren arafaz hucrelerinin yiizdesi
olarak hesaplandi.

Tablo 5. LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe icin Normal
Esik Degerlerinin Karakterizasyonu

1Y1T3A

Amniyotik Sivi 2Y3A %11,62
1Y2A

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Normal esik, bir bireyin normal olarak kabul edilebilecegi ve klinik bir tani ile tutarli
olmadigi yanhs bir pozitif sinyal modeli gdsteren hicrelerin yuzdesi olarak
tanimlanir. 13 ile 21. kromozomun normal bir tamamlayicisina sahip oldugu
dogrulanan normal amniyotik sivi 6rneklerinden elde edilen 24 sabit hicre
stispansiyonunun her biri igin en az 50 arafaz hicresi analiz edildi; bu da her érnek
tlrd igin en az 1200 gekirdegin degerlendiriimesiyle sonuglandi.

Esik degeri, MS Excel'deki B-ters (BETAINV) fonksiyonu kullanilarak belirlendi.
Normal bir hasta numunesindeki binom dagiliminin %95 giiven araliginin bir tst
sinirini kullanarak yanlis pozitif sinyal paterni gésteren arafaz hucrelerinin yiizdesi
olarak hesaplandi.

Tablo 6. LPFO03 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe icin Normal
Esik Degerlerinin Karakterizasyonu

2Y3T

Amniyotik Sivi %8,97

3Y2T

Laboratuvarlar esik degerlerini kendi verilerini kullanarak teyit ederler.''4

Hassasiyet

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Bu Urtinlin hassasiyeti, numuneler arasi hassasiyet, partiler arasi hassasiyet ve
glnler arasi hassasiyet agisindan élgulmustr.

Hassasiyet, asagidaki tirdeki (turlerdeki) negatif &rnekler kullanilarak
degerlendiriimistir: XY kromozom yapisina sahip ve 18. kromozomun normal
tamamlayicisina sahip oldugu belirlenen 3 amniyotik sivi 6rnegi.

Numuneler arasi hassasiyet, Griinin tek bir partisi kullanilarak tek bir giinde u¢
numunenin test ediimesiyle degerlendirilmistir. Lotlar arasi hassasiyet, trlinin g
farkh lotu Uzerinde tek bir numunenin tek bir glinde test edilmesiyle
degerlendiriimistir. GUnler arasi hassasiyet, uriinlin tek bir partisi kullanilarak, tek
bir numunenin birbirini takip etmeyen (¢ glinde test ediimesiyle dederlendirilmigtir.
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Sonuglar, her bir hassasiyet bileseni icin (6rnekler arasi, partiler arasi ve glnler
arasi) negatiflik ylzdesinin (% negatif sinyal 6riintiisi) varyasyon katsayisi (%CV)
olarak %95 giliven araligiyla ifade edilmistir.

Tablo 7. LPFO02 FAST FISH Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe icin
Yeniden Uretilebilirlik ve Hassasiyet

Glnler arasi (giinden gline) Amniyotik sivi %0.00
yeniden Uretilebilirlik (negatif) o
Lotlar arasi (lottan lota) Amniyotik Sivi %0.41
yeniden Uretilebilirlik (negatif) o%
Ornekler arasi (6rnekten -
ornege) yeniden 3x A(mngly;ti'fl; sl %0,00
Gretilebilirlik d

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Bu Urlinlin hassasiyeti, numuneler arasi hassasiyet, partiler arasi hassasiyet ve
glinler arasi hassasiyet agisindan olgilmustir.

Hassasiyet, asagidaki tlrdeki (turlerdeki) negatif ornekler kullanilarak
degerlendirilmistir: Kromozom 13 ve 21'in normal tamamlayicisina sahip oldugu
belirlenen 3 amniyotik sivi érnegi.

Numuneler arasi hassasiyet, Grinun tek bir partisi kullanilarak tek bir giinde ug¢
numunenin test edilmesiyle degerlendirilmistir. Lotlar arasi hassasiyet, Urinin Gg
farkli lotu U{zerinde tek bir numunenin tek bir ginde test edilmesiyle
degerlendirilmistir. Glinler arasi hassasiyet, Griiniin tek bir partisi kullanilarak, tek
bir numunenin birbirini takip etmeyen ¢ glinde test edilmesiyle dederlendirilmistir.

Sonuglar, her bir hassasiyet bileseni icin (6rnekler arasi, partiler arasi ve ginler
arasi) negatiflik ylizdesinin (% negatif sinyal 6riintlisi) varyasyon katsayisi (%CV)
olarak %95 gliven araligiyla ifade edilmistir.

Tablo 8. LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe icin Yeniden

Uretilebilirlik ve Hassasiyet

Gunler arasi (giinden gline) Amniyotik sivi %0.00
yeniden Uretilebilirlik (negatif) o
Lotlar arasi (lottan lota) Amniyotik Sivi %1.18
yeniden Uretilebilirlik (negatif) oh
Ornekler arasi (6rnekten L
rnege) yeniden 3x A(mng'y;ti'f'; st %0,00
iretilebilirlik 9
Klinik Performans

LPF002 FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe Bileseni

FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe’un amaglanan yeniden
dlizenlemeleri tespit ettiinden emin olmak igin, Griiniin hedef popilasyonunun
temsili 6rnekleri Gzerinde yapilan tek bir calisma ile klinik performans belirlenmistir:
Prenatal amniyotik sivi 6rneklerinden elde edilen, 3:1 oraninda metanol/asetik asit
ile sabitlenmis malzeme. Calismanin &rneklem bulyikligi 70 numuneden
olusmakta olup, bu numuneler arasinda 2 adet trizomi 18 pozitif, 3 adet monozomi
X pozitif ve 65 adet negatif numune bulunmaktadir. Analiz ényargisini 6nlemek igin
tum o6rneklerin kimligi gizlenmis ve randomize edilmistir. Sonuglar daha sonra
numunenin bilinen durumuyla karsilastirildi. Prob, her durumda 6&rneklerin
durumunu dogru bir sekilde tanimladi.

Bu testlerin sonuglari, tek boyutlu bir yaklagim kullanarak pozitif sinyaller igin klinik
hassasiyet, klinik belirlilik ve yanlis pozitif oran (FPR) degerleri saglamak amaciyla
analiz edildi.

Tablo 9. FAST FISH Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe Klinik Performansi

Klinik Hassasiyet (gergek pozitif oran, TPR) %100,0
Klinik Belirlilik (gergek negatif oran, TNR) %100,0
Yanlig Pozitif Oran (FPR) = 1 — Belirlilik %0,0

LPF003 FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe’un amaglanan yeniden
dlzenlemeleri tespit ettiinden emin olmak igin, Grliniin hedef popilasyonunun
temsili 6rnekleri Gzerinde yapilan tek bir calisma ile klinik performans belirlenmistir:
Prenatal amniyotik sivi 6rneklerinden elde edilen, 3:1 oraninda metanol/asetik asit
ile sabitlenmis malzeme. Calismanin &rneklem bulyikligi 66 numuneden
olusmakta olup, bunlarin 5'i trizomi 13 pozitif, 13’ trizomi 21 pozitif ve 48'i negatif
numunedir. Analiz 6nyargisini énlemek igin tim o&rneklerin kimligi gizlenmis ve
randomize edilmistir. Sonuglar daha sonra numunenin bilinen durumuyla
karsilastiriidi. Prob, her durumda 6rneklerin durumunu dogru bir sekilde tanimladi.

Bu testlerin sonuglari, tek boyutlu bir yaklasim kullanarak pozitif sinyaller igin klinik
hassasiyet, klinik belirlilik ve yanlis pozitif oran (FPR) degerleri saglamak amaciyla
analiz edildi.

Tablo 10. FAST FISH Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe Klinik Performansi

Klinik Hassasiyet (gergek pozitif oran, TPR) %100,0
Klinik Belirlilik (gercek negatif oran, TNR) %100,0
Yanhs Pozitif Oran (FPR) = 1 — Belirlilik %0,0

Giivenlik ve Performans Ozeti (SSP)

SSP, Avrupa tibbi cihaz veri tabani (Eudamed) araciligiyla kamuya acik hale
getirilecek ve burada Temel UDI-DI ile baglantili olacaktir.

Eudamed URL: https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Temel UDI-DI: 50558449LPF001HK

Eudamed tam olarak islevsel degilse SSP, su e-posta yoluyla talep tzerine
kamuoyunun kullanimina sunulacaktir: SSP@ogt.com.

Ek Bilgiler

Uriinle ilgili daha fazla bilgi almak igin Iitfen CytoCell Teknik Destek Bolimii ile
iletisime gegin.

T: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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