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Kullanim Amaci

CytoCell® Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe Kit, Down veya Patau
sendromundan suphelenilen ylksek riskli hamileliklerde kromozomlar 13 ve 21'i
numaralandirmada, Carnoy c¢ozeltisinde (3:1 metanol/asetik asit) sabitlenmis,
amniyotik sivi numunelerinden tiretilmis hiicrelerde kromozom 13q14.2 bélgesi ile
kromozom 21q22.1 bélgesini tespit etmek igin kullanilan, kalitatif, otomatik olmayan
bir floresans yerinde hibridizasyon (FISH) testidir.

Kullanim endikasyonlari

Bu cihaz, ultrason taramasi ve biyokimyasal test gibi onaylanmis tanisal ve klinik
bakim yollarinda, kromozom 13q14.2 bdélgesi ile kromozom 21g22.1 bdélgesinin
kopya sayisi durumu bilgisinin hasta ydnetimi igin 6nemli olacagdi, diger klinik testler
ve laboratuvar testlerine ek olarak tasarlanmigtir.

Sinirlamalar

Bu cihaz, bu prob setinde sirasiyla yesil ve turuncu klonlarin kapladigi kromozom
13q14.2 ile kromozom 21qg22.1 bdlgelerini igeren kromozomal materyali tespit
etmek icin tasarlanmistir. Bu bolge disindaki genomik kazanglar veya kayiplar ya
da bu bolgenin kismi kayip veya kazanglari bu cihazla tespit edilemeyebilir.

Bu cihaz sunlar igin kullaniimaz: bagimsiz tanilama, birlikte tanilama, popilasyon
bazli tarama, hasta basinda test ya da kendi kendine test. Bu cihaz, kullanim
amacinda belirtilenler digindaki numune tipleri, hastalik tipleri ya da amaglar igin
dogrulanmamistir.

Bu cihaz, tanilama amagl diger laboratuvar testlerine yardimci olmasi igin
kullaniimalidir. Yalnizca FISH sonuglarina dayanarak tedavi baslatiimamalidir.
FISH sonuclarinin raporlamasi ve yorumlanmasi, uygun vasiflara sahip personel
tarafindan yapilmal, profesyonel uygulama standartlariyla tutarli olmalidir ve ilgili
diger test sonuglari, klinik ve tanilama bilgilerini de g6z 6niinde bulundurmalidir.
Bu cihaz yalnizca laboratuvarda profesyonel kullanim igindir.

Protokole bagh kalinmamasi performansi etkileyebilir ve yanls pozitif/negatif
sonuglara neden olabilir.

Test Prensipleri

Floresans yerinde hibridizasyonu (FISH), DNA dizilimlerinin metafaz kromozomlar
Uzerinde ya da sabit sitogenetik numunelerden alinan interfaz gekirdeklerde tespit
edilmesine yardimci olan bir tekniktir. Bu teknik, tim kromozomlari ya da tekli
6zglin dizilimleri melezlestiren DNA problarini kullanir ve G bantli sitogenetik
analizin glcli bir yardimcisidir. Bu teknik, prenatal, hematolojik ve solid timor
kromozomal analizlerde temel bir arastirma araci olarak kullanilabilir. Fiksasyon ve
denatiirasyonun ardindan, hedef DNA komplementer bir dizilime sahip, benzer bir
denatiire, floresan etiketli DNA probuna tavlanmaya hazir hale gelir. Hibridizasyonu
takiben, bagsiz ve belirsiz bagli DNA probu kaldirilir ve DNA vizlializasyon igin
karsit boyayla boyanir. Floresan mikroskop bdylece hedef materyal lizerindeki
melezlestiriimis probun gériintilenmesini yapabilir.

Prob Bilgisi

Down Sendromu (DS), kromozom 21'in lglinci (kismen ya da tamamen) bir
kopyasinin varliginin neden oldugu bir otozomal trizomi olup, degisken zihinsel
yetersizlik, kas hipotonisi ve eklem laksitesi ile karakterizedir ve genellikle
karakteristik bir yliz dismorfizmi ve kardiyak, gastrointestinal, nérosensoriyel ya da
endokrin kusurlari gibi gesitli anormalliklerle iliskilendirilir’2. DS, diinya genelinde

zihinsel yetersizligin 6nde gelen nedenlerinden biridir ve bu hastalar ayni zamanda
6grenme ve bellek, konjenital kalp hastaliklari (KKH), Alzheimer hastaligi (AH),
|I6semi, kanser ve Hirschsprung hastaligi (HH) dahil olmak Uzere gesitli saglik
sorunlariyla da karsilagir’. DS'de yilksek genetik karmasiklik ve fenotip gesitliligi
vardir'. Hamileligin 16. haftasinda, DS hamileliklerinin insidansi 20 yagindaki
anneler igin 1050'de 1, 30 yasindaki anneler igin 620'de 1 ve 40 yasindaki anneler
iginse 70'te 1'dir®.

Patau Sendromu (PS), fazladan bir kromozom 13 varliginin neden oldugu bir
kromozomal anormallik olup, beyin malformasyonlari (holoprosensefali), ylz
dismorfizmi, okuler anormallikler, postaksiyel polidaktili, viseral malformasyonlar
(kardiyopati) ve ciddi psikomotor gerilik ile karakterizedir?. PS, embriyonik evrede
prekordal mezodermde kusurlu fiizyon nedeniyle fenotipik holoprosensefali ve orta
hat fiizyon anormallikleri ile iligkilendirilir. Hamileligin 16. haftasinda, PS
hamileliklerinin insidansi 20 yasindaki anneler igin 11000'de 1, 30 yasindaki
anneler igin 6500'de 1 ve 40 yasindaki anneler iginse 700'de 1'dir®.

Prob Spesifikasyonu
13 benzersiz dizilim, 13q14.2 Yesil
21 benzersiz dizilim, 21922.1 Turuncu
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Yesil prob karisimi, ITM2B, RB1 ve RCBTB2 genlerini kapsayan bir 416kb prob ve
bir 124kb prob igerir. Turuncu prob karisimi, 21922.1 izerinde DYRK1A geninden
DSCR8 genine kadar bir bolgeyi kaplar.

Tedarik Edilen Materyaller

Prob: Viyal basina 50 pl (5 test) ya da viyal basina 100 pl (10 test).

Problar, hibridizasyon ¢ézeltisine (<%65 formamit; <20 mg dekstran siilfat; <%10
20 kat salin-sodyum sitrat (SSC)) karistinimis olarak tedarik edilir ve kullanima
hazirdir.

Karsit boya: Viyal basina 150 pl (15 test)
Karsit boya, DAPI Antifade ES'dir (gliserol bazli gémme ortami icinde 0,125 pg/ml
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol)).

Uyarilar ve Tedbirler

1. Yalnizca in vitro tanilama amagchdir. Yalnizca laboratuvarda profesyonel
kullanim igindir.

2. Prob karigimlari bir teratojen olan formamit icermektedir; buhari solumayin ya
da cildinize temas ettirmeyin. Kullanirken 6zen gésterin; eldiven ve laboratuvar
onlagu giyin.

3. DAPI'yi kullanirken 6zen gésterin; eldiven ve laboratuvar 6nligi giyin.

4. Viyaller zarar gérmis ya da viyal igerikleri bir sekilde bozulmugsa bunlari
kullanmayin.

5. Bu Urini glvenli sekilde imha etmenin yolunu bulmak icin Guvenlik Veri
Sayfasindaki ©nerilerle birlikte bulundugunuz konumdaki yerel imha
yoénetmeliklerini izleyin. Bu zarar gérmus test kiti igerikleri icin de gegerlidir.

6. Kullaniimig tim reaktifler ve diger tim kontamine ve tek kullanimlik
materyalleri, enfeksiy6z ya da enfeksiyon potansiyeli olan atik prosedirlerini
izleyerek imha edin. Kati ve sivi atiklari, yapisi ve tehlike derecesine gore
kullanmak ve bunlari gegerli yénetmelikler uyarinca islemek ve imha etmek (ya
da isletmek ve imha ettirmek) laboratuvarin sorumlulugudur.

7. Operatorler, kirmizi, mavi ve yesil renkleri ayirt edebiliyor olmalidir.

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

. Bir prob dider problarla seyreltiimemelidir ya da karistinimamaldir.

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

11. Tdm Urtnler kullaniimadan énce dogrulanmalidir.

12. i¢ kontroller, numuneleri test ederken etkilenmeyen hiicre poplilasyonlari
kullanilarak yapilmalidir.

Sicaklik Agiklamalari
e -20 °C/ Donmus / Dondurucuda: -25°Cila-15°C
e 37°C: +37°C+1°C
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o« 72°C: +72°C+1°C
e 75°C: +75°C+1°C
e Oda Sicakligr (RT): +15°Cila +25 °C

Muhafaza ve Kullanim
-15°C  Bu kit, kit etiketinde belirtilen son kullanma tarihine kadar -25 °C
Jf ile -15 °C arasinda bir dondurucuda muhafaza edilmelidir. Prob
-25°C ve karsit boya viyalleri karanlik bir ortamda muhafaza
edilmelidir.

\I/ FISH probu, DAPI Antifade ES karsit boyasi ve Hibridizasyon
./ Cozeltisi, normal kullanim sirasinda uygulanan dondurma-
//— e ¢6zme dongllerinde stabil kalir (burada bir dongl viyalin
AI dondurucudan gikarilimasi ve dondurucuya yerlestiriimesinden
. olusur) - 50 pl (5 test) viyal FISH probu igin 5 déngt, 100 pl (10
test) viyal FISH probu igin 10 déngu ve 150 pl (15 test) viyal

karsit boya igin 15 déngu. Isiga maruz kalma en aza indirilmeli ve mimkun oldukca
onlenmelidir. Bilesenleri, verilen 1sik gecirmez kapta muhafaza edin. Etikette
belirtilenler disindaki kosullarda kullanilan ve muhafaza edilen bilesenler, gerektigi
gibi galismayabilir ve test sonuglarini olumsuz etkileyebilir. Isiga ve sicakhk
degisimlerine maruz kalinmasinin éniine gegmek igin her turlii caba sarf edilmelidir.

Gerekli Olan Fakat Tedarik Edilmeyen Teghizat ve Materyaller

Kalibre edilmis techizat kullaniimahdir:

Isitmali tabla (sert bir tabla ve 80 °C’ye kadar dogru sicaklik kontrolii)
Kalibre edilmis degisken hacimli mikropipet ve ug araligi 1 pl-200 pl
Dogru sicaklik kontroliinde (37 °C ve 72 °C) su banyosu
Mikrosantrifdj tipler (0,5 ml)

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

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

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 santrifijj

13. Mikroskop lamlari

14. 24x24 mm lameller

15. Zamanlayici

16. 37 °C inkubatér

17. Kauguk ¢ozelti yapistiricisi

18. Vorteks mikser

19. Dereceli silindirler

20. Manyetik karistirici

21. Kalibre edilmis termometre

©CREXNOO A WN =

Tedarik Edilmeyen Tercihe Bagh Techizat
1. Sitogenetik kurutma kabini

Gerekli Olan Fakat Tedarik Edilmeyen Reaktifler
20 kat salin-sodyum sitrat (SSC) Cozeltisi
%100 Etanol

Tween-20

1 M Sodyum hidroksit (NaOH)

1 M Hidroklorik asit (HCI)

Aritilmig su

OO0k wN =

Floresan Mikroskop Onerisi

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

Yesil 495 521
Turuncu 551 572

Mikroskoba yukarida listelenen ses dalgalarini kapsayan uygun eksitasyon ve
emisyon filtrelerinin takildigindan emin olun. Uglii DAPI/FITC/TRITC bant gegirici
filtre, yesil ve turuncu floroforlar ile karsit boyanin es zamanli goriintilenmesi igin
optimaldir. Uclii DAPI/FITC/Teksas Kirmizisi bant gegirici filtre de floroforlar ile
DAPI'nin es zamanl goériintilenmesi igin kullanilabilir.

Dogru sekilde galistigindan emin olmak igin, floresan mikroskobu kullanmadan
once kontrol edin. Floresan mikroskoba uygun ve disik otomatik floresan igin
formile edilmis immersiyon yagi kullanin. DAPI renk solmasi &nleyici karigimi
mikroskop immersiyon yagiyla karistirmaktan kaginin. Bu, sinyalleri bozacaktir.
Lamba 6mri ve filtrelerin yasiyla ilgili olarak Ureticilerin 6nerilerine riayet edin.

Numune Hazirlama

Bu kit, laboratuvar ya da kurumsal kilavuzlara gére hazirlanmis olan, Down veya
Patau sendromundan sliphelenilen ylksek riskli hamileliklerde kromozomlar 13 ve
21'i numaralandirmada, Carnoy ¢ozeltisinde (3:1 metanol/asetik asit) sabitlenmis,
amniyotik sivi  numunelerinden tiretiimis hiicrelerde kullaniimak Uzere
tasarlanmistir. Amniyotik sivi numunesi toplama islemi laboratuvar ya da kurumsal
kilavuzlara gére yapiimaldir. Kanli ya da kahverengi gérinimli numuneler, anne
kani icerebilecegi ve yanlis sonuglara neden olabileceginden kullaniimamalidir.
Havayla kurutulmus numuneleri mikroskop lamlari Uzerinde standart sitogenetik
prosedurlere uygun sekilde hazirlayin. AGT Sitogenetik Laboratuvar Kilavuzu
numune toplama, kiiltirleme, hasat ve lam yapimi igin éneriler igermektedir®.

Cozelti Hazirlama

Etanol Gozeltileri

Takip eden oranlari kullanarak %100 etanolii artiimis su ile seyreltin ve iyice
karigtirin:

e %70 Etanol-7 birim %100 etanol ve 3 birim arntiimig su

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

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

2xSSC CGozeltisi

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

0,4xSSC Cozeltisi

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

2xSSC, %0,05 Tween-20 Cozeltisi

1 birim 20xSSC GCozeltiyi 9 birim aritiimis 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.

Onerilen Lam On Islemi °.

1. 3:1 metanol/asetik asit icinde sabitlenmis, amniyotik sivi numunelerinden
turetilmis hicrelerden hazirlanan lami 37 °C'de 1 saat boyunca 2xSSC'ye
daldirin.

2. Lami 37 °C'de 13 dakika boyunca yeni hazirlanmis pepsin galisma ¢ozeltisine
(100 ml 0,01 M HCl'ye eklenen 5 mg pepsin) yerlestirin.

3. Lami oda sicakliginda 5 dakika boyunca fosfat tamponlu salin (PBS) igine
daldirin.

4. Lami fiksasyon sonrasi gozeltisine (%0,95 formaldehit: 1,0 ml %37
formaldehit, 0,18 g MgCl2 ve 39,0 ml PBS) oda sicakliginda 5 dakika boyunca
daldirin.

5. Lami oda sicakhiginda 5 dakika boyunca PBS igine daldirin.

6. Lami oda sicakliginda %70 etanol igine daldirin. Lami 2 dakika boyunca etanol
yikamasinda bekletin.

7. Lami %70 etanolden gikarin. 6. adimi %80 etanol, ardindan %100 etanolle
tekrarlayin.

8. Havayla kurumasina izin verin.

FISH Protokolii
(Not: Probun ve karsit boyanin laboratuvar igiklarina maruz kalmamasina her
zaman dikkat edin).

Lam Hazirlama (lama yukaridaki protokole gore 6n islem uygulandiysa bu

adimi gegin)

1. Hicre numunesini cam mikroskop lami Uzerine yerlestirin. Kurumaya izin
verin. (Tercihe bagl, sitogenetik kurutma kabini kullanilyorsa: 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).

2. Lami 2 dakika boyunca, oda sicakliginda ve ajitasyon olmadan 2xSSC igine
daldirin.

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

4. Kurumaya izin verin.

On Denatiirasyon

5. Probu dondurucudan ¢ikartin ve oda sicakliginda isinmasini saglayin.
Kullanmadan énce, tlipleri kisa sure santriftj edin.

6. Prob ¢ozeltisinin bir pipetle karnstinldigindan ve g¢oézeltinin esit olarak
dagildigindan emin olun.

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

8. 5 dakikalik 6n isitma igin, probu ve numune lamini 37 °C (+/- 1 °C) isitmah
tabla Gizerine koyun.

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

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

Hibridizasyon
11. Lami nemli, 1sik gecirmez bir kap iginde, 37 °C’de (+/- 1 °C) bir gece bekletin.

Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

12. DAPI'yi dondurucudan ¢ikarin ve oda sicakliginda isinmasini saglayin.

13. Lameli ve yapistiricinin tiim 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) ve ajitasyon
olmadan 2xSSC, %0,05 Tween-20 igine daldirin.

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

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

18. Floresan mikroskop kullanarak izleyin (bakiniz Floresan Mikroskop Onerisi).
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Prosediirel Oneriler

1. Lamlarin isitilmasi ya da yipranmasi, sinyal floresanini diistrebilir.

2. Cytocell Ltd.'nin tedarik ettigi ya da onerdigi reaktifler haricinde reaktifler
kullanmak, hibridizasyon kosullarini olumsuz etkileyebilir.

3. Bu sicakliklar optimum Uriin performansi agisindan kritik oldugu igin, ¢ozelti,
su banyosu ve inklbatér sicakliklarini dlgmek igin kalibre edilmis bir
termometre kullanin.

4. Dusuk sertlik probun belirsiz baglanmasiyla ve ok yiksek sertlik sinyal
yokluguyla sonuclanabilecedi igin, yikama konsantrasyonlari, pH ve sicakliklar
onemlidir.

5. Tamamlanmamis denatlrasyon sinyal yokluguna, asiri denatlrasyon ise
belirsiz baglanmaya neden olabilir.

6. Asirn hibridizasyon ilave ya da beklenmeyen sinyallerin ortaya gikmasiyla
sonuglanabilir.

7. Kullanicilar, testi tanilama amagcli olarak kullanmadan 6nce, protokolli kendi
numunelerine gdére optimize etmelidirler.

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

Sonuglarin Yorumlanmasi

Lam Kalitesinin Degerlendirilmesi

Asagidaki durumlarda lam analiz edilmemelidir:

e  Sinyaller, tekli filtrelerle analiz yapmak igin gok zayifsa - analize devam etmek
icin, sinyaller parlak, ayirt edilebilir ve kolay degerlendirilebilir oimahdir

e Analize engel olan, gok sayida kimelenmis/ist Uste binmis hiicre varsa

e Hicrelerin >%50’si melezlestiriimemisse

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

e Hucre cekirdekleri arasinda sinirlar ayirt edilemiyorsa ve intakt degillerse

Analiz Kilavuzlari

e Her numuneyi iki analist analiz etmeli ve yorumlamalidir. Herhangi bir
tutarsizlik Gglinci bir analist tarafindan degerlendirilerek ¢oziilmelidir

e Analistlerin hepsi gecerli ulusal standartlarin 6ngérdigu vasiflara sahip
olmalidir

e Her analist, her numuneden yeterli gekirdegi bagimsiz olarak skorlamalidir,
boylece birlestirilen analist skorlari kurumsal, bdélgesel ya da ulusal
kilavuzlarca belirtilen minimum kriteri karsilar. Birinci analist lamin sol
tarafindan, ikinci analist lamin sag tarafindan analize baglamalidir.

e Her bir analist elde ettigi sonuglari ayri tablolara kaydetmelidir

e Yalnizca intakt gekirdekleri analiz edin. Ust iste binmis, kiimelenmis ya da
sitoplazmik kalintilarla veya ylksek derece otofloresanla kapli ¢ekirdekleri
analiz etmeyin

e Cok fazla sitoplazmik kalinti ya da belirsiz hibridizasyon olan alanlardan
kacinin

e Sinyal yogunlugu, tek bir cekirdekte bile degisebilir. Bu durumlarda, tekli
filtreler kullanin ve/ya da odak diizlemini ayarlayin

e Sinyaller optimal alti kosullarda diflize olarak gértinebilir. E§er ayni rengin iki
sinyali birbirine deg@iyorsa ya da bu iki sinyalin arasindaki uzaklik iki sinyal
genisliginden daha blyuk degilse veya bu iki sinyali birbirine baglayan zayif
bir zincir varsa, bu iki sinyal tek olarak kabul edilir

e ki renkli ayirma probunu analiz ederken, aralarinda 2 sinyal genigliginden
daha dar olan bir bosluk bulunan kirmizi ve yesil sinyaller varsa bunlar yeniden
dlzenlenmemis/kaynastiriimamis sinyal olarak sayilrlar

e Ug renkli ayirma probunu analiz ederken, aralarinda 2 sinyal genisliginden
daha dar olan bir bosluk bulunan 3 sinyal (kirmizi, yesil, mavi) varsa bunlar
yeniden diizenlenmemis/kaynastiriimamis sinyal olarak sayilirlar

e Hucrenin analiz edilebilir olup olmadigindan emin degilseniz, analiz yapmayin

Saymayin - gekirdeklerin
sinirlari belirlenemeyecek
kadar birbirine gok yakin

Ust Uiste binmig gekirdekleri
saymayin - her iki gekirdegin
tim alanlar gérinmez

iki turuncu ve iki yesil sinyal
olarak sayin — iki yesil
sinyalden biri daginiktir

iki turuncu ve iki yesil sinyal
olarak sayin — bir yesil
sinyaldeki bosluk iki sinyal
genigliginden azdir

Beklenen Normal Sinyal Oriintiisii

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

Beklenen Anormal Sinyal Oriintiileri

Trizomi 13 olan bir hiicrede, g yesil ve iki turuncu sinyal (3Y2T) beklenecektir.

Trizomi 21 olan bir hiicrede, iki yesil ve Ug¢ turuncu sinyal (2Y3T) beklenecektir.
Andploid/dengesiz numunelerde diger sinyal 6rintileri mimkanddar.

Bilinen llgili Etkilegimler / Etkilesen Maddeler
Bilinen ilgili etkilesim / etkilesen madde yok.

Bilinen Gapraz Reaktivite
Bilinen capraz reaktivite yok.

Olumsuz Durum Raporlama

Avrupa Birligi ve benzer diizenleyici rejimin (/n vitro Tibbi Tanilama Cihazlari
hakkinda (EU) 2017/746  Yonetmelidi) oldugu Ulkelerde  bulunan
hastalar/kullanicilar/igunci taraflar igin; bu cihazin kullanimi sirasinda ya da
sonucunda olumsuz bir durum meydana gelirse, liitten bunu Ureticiye ve Yetkili
Ulusal Makama rapor edin.

Diger (lkelerdeki olumsuz durumlar igin, litfen bunu Ureticiye ve Yetkili Ulusal
Makama rapor edin.

Uretici vijilans irtibati: vigilance@ogt.com

AB Yetkili Ulusal Makamlari icin, vijilans temas noktalarinin bir listesini surada
bulabilirsiniz:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts_en

Spesifik Performans Ozellikleri

Analitik Belirlilik

Analitik  belirlilik, dogru lokusa melezlestirimis ve baska bir konuma
melezlestirimemis sinyallerin ylzdesi olarak tanimlanir. Bes numunede bulunan
20 metafaz hiicresinin her birinde doért kromozomal lokus analiz edildi ve 400 veri
noktasi elde edildi. Her melezlestiriimis probun konumu haritalandi ve dogru lokusa
melezlestiriimis metafaz kromozomundaki FISH sinyallerinin sayisi kaydedildi.

Kit icerisindeki her probun analitik belirliligi, dogru lokusa melezlestiriimis metafaz
kromozomu FISH sinyallerinin toplam melezlestiriimis metafaz kromozomu FISH
sinyali sayisina bolinmesiyle hesaplandi, bulunan sonug 100 ile ¢arpildi, yizde
olarak ifade edildi ve %95 gliven araliginda verildi.
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Tablo 1. Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe Kit icin Analitik Belirlilik

21g22.1 200 200 %100 %98,12-%100
13q14.2 200 200 %100 %98,12-%100
Analitik Hassasiyet

Analitik hassasiyet, beklenen normal sinyal oriintisi olan, skorlanabilir interfaz
hiicrelerinin ylizdesidir. Kromozomlar 13 ve 21 igin normal bir komplemana sahip
oldugu FISH ya da karyotip ile dogrulanan karyotipik olarak normal erkekler ya da
disilerden alinan amniyotik sivi  numunelerinden 25 sabitlenmis hicre
sUispansiyonunun her biri icin en az 50 interfaz hiicresi analiz edildi ve bunun
sonucunda her numune tipi igin minimum 1250 puanlanan cekirdek elde edildi.
Hassasiyet verileri, beklenen normal bir sinyal dlzenini gosteren hicrelerin
yuzdesine dayanarak analiz edildi ve %95 gliven araliginda bir ylizde olarak ifade
edildi.

Tablo 2. Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe Kit icin Analitik Hassasiyet

Amniyotik sivi >%95

%96,24 (%94,84-
97,64)

Normal Kesim Degerleri Karakterizasyonu

Normal esik degeri, bir bireyin normal olarak kabul edilebilecegi ve klinik bir tani ile
tutarl olmadigi yanlis bir pozitif sinyal orlintlisi gésteren hicrelerin ylizdesi olarak
tanimlanir. Kromozomlar 13 ve 21 igin normal bir komplemana sahip oldugu FISH
ya da karyotip ile dogrulanan karyotipik olarak normal erkekler ya da disilerden
alinan amniyotik sivi numunelerinden 25 sabitlenmis hiicre slispansiyonunun her
biri igin en az 50 interfaz hicresi analiz edildi ve bunun sonucunda her numune tipi
icin minimum 1250 puanlanan cekirdek elde edildi.

Esik degeri, MS Excel'deki B-ters (BETAINV) fonksiyonu kullanilarak belirlendi.
Normal bir hasta numunesindeki binom dagiliminin tek tarafli %95 gliven araliginin
bir Ust sininini kullanarak yanlis pozitif sinyal 6rlintiisii gdsteren interfaz hiicrelerinin
ylizdesi olarak hesaplandi.

Tablo 3. Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe Kit icin Normal Esik Dederleri
Karakterizasyonu

Amniyotik Sivi %8,97

Laboratuvarlar, esik degerlerini kendi verilerini kullanarak ve kendi tani
ortamlarinda gegerli olabilen kurumsal, bélgesel ya da profesyonel en iyi
uygulama kilavuzlari uyarinca dogrulamalidir®?.

Kesinlik
Bu Urlinin kesinligi giin ici kesinlik (numuneden numuneye), glnler arasi kesinlik
(guinden giine) ve tek bolgeli lotlar arasi kesinlik (lottan lota) cinsinden &lgtimustur.

Bu Uriiniin kesinligini degerlendirmek igin U¢ (3) numune kullanildi: bir normal
amniyotik sivi, bir Dlslik Pozitif trizomi 13 amniyotik sivisi (3Y2T) ve bir Dlsik
Pozitif trizomi 21 amniyotik sivisi (2Y3T). Dusik Pozitif amino sivisi numuneleri, 2-
4 kat araliginda esik degeri olan bir disik pozitif numune olusturmak amaciyla,
normal amniyotik sivi numunesi orani kullanilarak ve buna bilinen pozitif amniyotik
sivi numunesi eklenerek tasarlanmistir.

Gin i¢i ve gunler arasi kesinligi belirlemek icin numuneler, ardisik olmayacak
sekilde belirlenmis 10 farkli tarih boyunca degerlendirildi ve lottan lota kesinligi
belirlemek igin, ayni numunelerin t¢ (3) kopyasi Uzerinde g (3) Urin lotu
degerlendirildi. Sonuglar, 6ngoérilen negatif sinifla yapilan genel anlagsma olarak
sunulmustur (negatif érnekler igin).

Tablo 4. Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe Kit icin Yeniden Uretilebilirlik ve
Kesinlik

Amniyotik sivi Negatif %100
P - Amniyotik sivi Diislik Pozitif o
Gln |§Lve gu.nle.r arasl Trizomi 13 (3Y2T) %100
’ Amniyotik sivi distik Pozitif %96 7
Trizomi 21 (2Y3T) o
Amniyotik sivi Negatif %88,9
Amniyotik sivi Disiik Pozitif
Lottan lota ; . %100
Kesinlik Trizomi 13 (3Y2T) °
Amniyotik sivi duslk Pozitif %100
Trizomi 21 (2Y3T) °
Klinik Performans

Uriiniin amaglanan yeniden diizenlemeleri tespit etmesini saglamak amaciyla, tirlin
icin amaglanan poptlasyonun temsili numuneleri lGzerinde yapilan ¢ calismada
klinik performans saglandi: Prenatal amniyotik sivi numunelerinden alinan kalinti
3:1 metanol/asetik asit sabitlenmis materyal. Calismanin numune boyutu, 15 tane
trizomi 13 pozitif ve 157 tane trizomi 13 negatif 6rnek ve toplamda 109 tane trizomi
21 pozitif ve 63 tane trizomi 21 negatif 6rnekten olusan populasyonla 172 érnek

olmustur. Sonuglar daha sonra numunenin bilinen durumuyla karsilastirildi. Prob,
her durumda numunelerin 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) de@erleri saglamak amaciyla
analiz edildi.

Tablo 5. Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe Kit icin Klinik Performans

Klinik Hassasiyet (gercek pozitif oran, TPR) %100,0
Klinik Belirlilik (gergek negatif oran, TNR) %100,0
Yanlig Pozitif oran (FPR) = 1 — Belirlilik %0,00

Giivenlilik ve Performans Kisa Ozeti (SSP)

SSP, Temel UDI-Dl'ye bagdh oldugu tibbi cihazlar hakkinda Avrupa veritabani
(Eudamed) yoluyla halka agik olacaktir.

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

Temel UDI-DI: 50558449LPA003GL

Eudamed tam olarak galismiyorsa, SSP@ogt.com adresine e-posta gondererek
talep edilmesi tizerine SSP halka agik olacaktir.

Ek Bilgiler

Uriinle ilgili daha fazla bilgi almak igin, CytoCell Teknik Destek Bélimii ile iletisime
gegin.

Tel: +44 (0)1223 294048

E-posta: techsupport@cytocell.com

Web sitesi: www.ogt.com
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Semboller Sozliigi

EN ISO 15223-1:2021 - "Tibbi cihazlar - Uretici tarafindan
saglanacak bilgilerde kullanilacak semboller - Boliim 1: Genel

Tanimlayicisi

gereklilikler"
(© International Organization for Standardization)
Referans
Sembol Baslik Numarasi/Numaralari
M tr: Uretici 5.1.1
tr: Avrupa
Toplulugu'nda/Avrupa
| Ec [ReP] Birligi'nde yetkil 512
temsilci
g tr: Son kullanim tarihi 5.1.4
LOT tr: Parti kodu 5.1.5
tr: Katalog numarasi 5.1.6
> 7 tr: Glines 1s1gindan
N~ .
//.l\ koruyun 532
/ﬂ[ tr: Sicaklik sinin 5.3.7
tr: Kullanim
D:i] talimatlarina bakin 543
tr: Elektronik
kullanim talimatlarina 543
ogt.com/IFU bakin
A tr: Dikkat 54.4
tr: In vitro tibbi
tanilama cihazi 55.1
tr: <n> te_s? igin 555
yeterlidir
tr: Benzersiz Cihaz 57.10

IVD reaktifleri

ve bilegenleri icin EDMA sembolleri, Ekim 2009

revizyonu
Referans
Sembol Baglik Numarasi/Numaralari
CONT tr: Iglpdekller (veya Uygulanamaz
icerikler)

Patentler ve Markalar

CytoCell, Cytocell Limited'in tescilli ticari markasidir.

| EC |ReP|

IFU Siiriim Gegmisi

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology

418 Cambridge Science Park

Milton Road
CAMBRIDGE

CB4 0Pz
BIRLESIK KRALLIK

Tel: +44 (0)1223 294048
F: +44 (0)1223 294986

E-posta: probes@cytocell.com

Web sitesi: www.ogt.com

Sysmex Europe SE
Bornbarch 1

22848 Norderstedt
ALMANYA

Tel: +49 40 527260

Web sitesi: www.sysmex-europe.com

V001.00 2023-01-11: (EU) 2017/746 Y 6netmeligi icin yeni IFU
V002 2025-08-29: UKCA isaretinin kaldiriimasi.
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