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Zamysleny ucel

Sada sond CytoCell® Prenatal Enumeration Probe Kit je kvalitativni,
neautomatizovany test zalozeny na fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH), ktery
se pouziva k detekci alfa-centromerickych oblasti chromozomid Xp11.1-q11.1,
Yp11.1-q11.1 a 18p11.1-q11.1 a oblasti chromozomu 13q14.2 a 21922.1. Test se
provadi na burikach fixovanych Carnoyovym roztokem (metanol / kyselina octova
v poméru 3 : 1), ziskanych ze vzorkd plodové vody za G€elem stanoveni poctu
chromozomd X, Y, 13, 18 a 21 u vysoce rizikovych téhotenstvi s podezifenim na
TurnerGv, Patauliv, Edwardsdv nebo Downdv syndrom.

Navod k pouziti

Tento prostfedek je navrzen jako doplnék k dal§im klinickym a laboratornim
vySetfenim v ramci uznavanych diagnostickych a lééebnych postupl, jako je
ultrazvukovy screening a biochemické testovani, v pfipadech, kdy je pro dalsi
postup péce o pacientku dulezita znalost stavu poctu kopii alfa-centromerickych
oblasti chromozomO Xp11.1-q11.1 a18p11.1-q11.1 a oblasti chromozomu
13g14.2 a 21922.1.

Omezeni

Tento prostfedek je navrzen k detekci chromozomalniho materialu, ktery zahrnuje
centromerické oblasti pokryté zelenymi, oranZzovymi a aqua klony v komponenté
prenataini sondy pro stanoveni poétu chromozoml X, Y a 18, ato v uvedeném
poradi pro chromozomy X, Y a 18. Genomové zisky nebo ztraty mimo tyto oblasti,
pfipadné castecné ztraty nebo zisky v téchto oblastech, nemuseji byt timto
prostfedkem detekovany.

Tento prostfedek je rovnéz navrzen k detekci chromozomalniho materialu, ktery
zahrnuje oblasti chromozomu 13q14.2 a 21922.1 pokryté zelenymi a oranzovymi
klony v komponenté prenatalni sondy pro stanoveni po¢tu chromozomu 13 a 21.
Genomové zisky nebo ztraty mimo tyto oblasti, pfipadné ¢astecné ztraty nebo zisky
v téchto oblastech, nemuseji byt timto produktem detekovany.

Tento prostfedek neni uréen k pouziti v ramci samostatné diagnostiky, jako
doprovodna diagnostika, ke screeningu populace, k testovani pfimo u pacient( ani
k provadéni autotestovani.

Tento prostfedek nebyl validovan pro jiné typy vzorkd, typy onemocnéni nebo ucely
nez jsou ty, které jsou uvedeny v zamysSleném uUcelu. Tento prostfedek nebyl
validovan pro pouziti k detekci zisk( chromozomU X a/nebo Y.

Tento prostfedek je koncipovan jako doplnék dalSich diagnostickych laboratornich
test(. Terapeutické postupy nesméji byt zahajovany pouze na zakladé vysledkl
testu FISH.

Hlaseni a interpretace vysledkl FISH museji provadét pracovnici s vhodnou
kvalifikaci v souladu s profesionalnimi standardy praxe. Rovnéz museji
zohledrovat dalSi klinické a diagnostické informace.

Tento prostfedek je uréen pouze pro profesionalni laboratorni pouziti.

Nedodrzeni protokolu muZe ovlivnit funkci a vést k fale$né pozitivnim ¢i negativnim
vysledkam.

Principy testu

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je technika umoznujici detekovat
sekvence DNA na metafazovych chromozomech nebo v interfaznich jadrech
z fixovanych cytogenetickych vzorkl. Tato technika vyuziva sondy DNA, které
hybridizuji na celé chromozomy nebo na jednotlivé jedine¢né sekvence a slouzi

jako dulezity doplnék klasické cytogenetiky. Diky poslednimu vyvoji je nyni mozno
tuto cennou techniku aplikovat jako zakladni diagnosticky nastroj pfi prenataini,
hematologické a patologické chromozomalni analyze. Po fixovani a denaturaci je
cilova DNA k dispozici pro reasociaci na podobné denaturovanou, fluorescenéné
oznac¢enou sondu DNA, kterda ma komplementarni sekvenci. Po hybridizaci se
nevazana a nespecificky vazana DNA sonda odstrani a DNA se oznadi
kontrastnim barvivem pro Gcely vizualizace. Fluorescenéni mikroskopie potom
umoznuje vizualizaci hybridizované sondy na cilovém materialu.

Informace o sondé

Molekularné cytogeneticka analyza hraje kli€¢ovou roli v prenatalnim vyhodnoceni
vysoce rizikovych téhotenstvi, nebot umoZfiuje presnou identifikaci
chromozomalnich abnormalit a posouzeni rizika jejich opakovani. NejCastéjSimi
chromozomalnimi abnormalitami jsou aneuploidie, definované jako abnormalni
pocet kopii chromozom(. PostiZzeni jedinci se obvykle projevuiji trizomii (tfi kopie
chromozomu) nebo monozomii (jedna kopie chromozomu).! Mezi dobfe znamé,
klinicky vyznamné aneuploidie patfi trizomie 13, 18 a 21 a také monozomie X. Tyto
abnormality jsou hlavnimi faktory pfispivajicimi k vyvojovym porucham
a nepfiznivym vysledkim reprodukce a patfi k nejcastéjSim indikacim k invazivni
prenatalni diagnostice.?

Trizomie 21 (Downlv syndrom), nej¢astéj$i Zivotaschopna autozomalni trizomie,
je charakterizovana kognitivni poruchou, vrozenymi srde¢nimi vadami
a multisystémovou morbiditou; zistava klicovou indikaci pro prenatalni genetické
testovani.®# Trizomie 13 (Pataulv syndrom) je charakterizovana malformacemi
mozku (holoprosencefalie), obli¢ejovym dysmorfismem, oc€nimi anomaliemi,
postaxialni polydaktylii, visceralnimi malformacemi (kardiopatie) a tézkou
psychomotorickou retardaci.® Trizomie 18 (Edwardsdv syndrom) je spojena
s téZkymi vrozenymi malformacemi, vysokou perinatalni mortalitou a jasné
definovanymi ultrasonografickymi fenotypy, coz podtrhuje nezbytnost pfesné
prenataini detekce a genetického potvrzeni.5” Monozomie X (TurnerGv syndrom),
oznacovana také jako syndrom vrozené ovaridlni hypoplazie, je nejcastéjsi
abnormalitou pohlavnich chromozom( u Zen avznikd v disledku Uplné nebo
Sastecné absence jednoho chromozomu X.8

Prenatalni diagnostika je nabizena u vysoce rizikovych téhotenstvi se zvySenym
rizikem chromozomalnich abnormalit, jako jsou trizomie 13, 18, 21 a monozomie
X. FISH je validovana molekularné cytogenetickd metoda pro rychlou detekci
a stanoveni poctu kopii chromozom( v interfaznich jadrech. Metoda FISH
umoziuje cilenou detekci béznych aneuploidii a poskytuje rychlé vysledky pro
podporu klinického rozhodovani. Je Siroce vyuzivana v moderni diagnostice
aneuploidii, zejména v pfipadech, kdy je vyZzadovano okamzité potvrzeni stavu
pottu kopii chromozom. %1011

Parametry sondy

LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe
Centromera X, Xp11.1-q11.1 (DXZ1), zelena
Centromera Y, Yp11.1-911.1 (DYZ3), oranzova
Centromera 18, 18p11.1-q11.1 (D1821), aqua
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CMP-A003 v005
CMP-A004 v004
CMP-A005 v004
LPA003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Unikatni sekvence 13, 13q14.2, zelena
Unikatni sekvence 21, 21922.13, oranzova
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Sada obsahuje dvé komponenty sond pro dvé samostatné hybridizace.

LPA002
Komponenta sondy LPAQ002 je smési zelenych, oranzovych aaqua pfimo
znacenych fluorescenénich DNA sond:
. Zelena sonda DXZ1 pfimo znaci sekvence alfa-satelitni DNA v oblasti
DXZ1 chromozomu X.
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. Oranzova sonda DYZ3 pfimo znadi sekvence alfa-satelitni DNA
v oblasti DYZ3 chromozomu Y.

. Aqua sonda D18Z1 ptfimo znaci sekvence alfa-satelitni DNA v oblasti
D18Z1 chromozomu 18.

LPA003
Komponenta sondy LPAQO3 je smési zelenych a oranZovych pfimo znacenych
fluorescenénich DNA sond obsahujicich unikatni sekvence:

. Zelena smés sond obsahuje 124kb sondu a 416kb sondu v oblasti
13914.2, ktera zahrnuje geny ITM2B, RB1 a RCBTB2, véetné markerd
D13S1195, D13S1155, D13S153 a D13S1218.

. Oranzova smés sond obsahuje 348kb sondu, 288kb sondu a 106kb
sondu v oblasti 21922.13, ktera zahrnuje geny DYRK1A, KCNJ6,
DSCR4 a DSCRS, véetné markert D21S270, D21S337, D2151238,
D21S1917 a D21S341.

Dodany material

Sonda: 50 pl na lahvi¢ku v sadé pro 5 test(i, 100 pl na lahvicku v sadé pro 10 testd,
300 pl na lahvic¢ku v sadé pro 30 testl, 500 pl na lahvi¢ku v sadé pro 50 testu.
Komponenty sondy jsou dodavany jiz smichané v hybridizaénim roztoku (< 65 %
formamidu, <20 mg dextran-sulfatu, <10 % 20x koncentrovaného solného
roztoku citratu sodného (saline-sodium citrate, SSC)) a jsou pfipraveny k pouZiti.

Kontrastni barvivo: 150 pl na lahvicku v sadé pro 5 test, 500 pl na lahvicku
v sadé pro 10 testt, 1 000 pl na lahvi¢ku v sadé pro 30 testl, 1 200 pl na lahvicku
v sadé pro 50 testa.

Kontrastnim barvivem je DAPI Antifade ES (0,125 pug/ml DAPI (4,6-diamidin-2-
fenylindol) v montovacim médiu na bazi glycerolu).

Varovani a bezpeénosti pokyny

1. Pro diagnostické pouZziti in vitro. Pouze pro profesionalni laboratorni pouziti.

2. Obsluha musi zajistit, aby byl za vSech okolnosti pouzivan a dodrzovan
spravny a nejaktualnéjsi navod k pouziti.

3. Smeési v sondach obsahuji formamid, coz je teratogen. Nevdechujte vypary
a zamezte kontaktu s pokozkou. Zachazejte s nim opatrné. Noste rukavice
a laboratorni plast.

4. S barvivem DAPI zachazejte opatrné. Noste rukavice a laboratorni plast.

5. Nepouzivejte, pokud jsou lahvicky poskozeny nebo je obsah lahvi¢ek
jakymkoli zpdsobem narusen.

6. Pristanovovani bezpeéné likvidace tohoto produktu se fidte mistnimi pfedpisy
o likvidaci pro vasi lokalitu a doporuéenimi uvedenymi v bezpeénostnim listu.
To plati i pro poSkozeny obsah testovaci sady.

7. VSechny pouzité reagencie a jakykoli jiny kontaminovany jednorézovy material
Zlikvidujte podle postuptl zavedenych pro infekéni nebo potencialné infekéni odpad.
Je odpovédnosti kazdé laboratofe nakladat s pevnymi a kapalnymi odpady podle
jejich povahy a stupné nebezpeénosti a zachazet s nimi a likvidovat je (nebo je
nechat zpracovat a zlikvidovat) v souladu s platnymi pfedpisy.

8. Pracovnici museji byt schopni rozliSit aqua (akvamarinovou), oranzovou
a zelenou barvu.

9. Nedodrzeni pfedepsaného protokolu, vybaveni a reagencii muze ovlivnit
funkci a vést k fale$né pozitivnim ¢&i negativnim vysledkam.

10. Sonda se nesmi fedit ani michat s jinymi sondami.

11. Neni-li béhem kroku predenaturace v ramci protokolu pouzito 10 yl sondy,
muzZe to ovlivnit funkci a vést k faleSné pozitivnim ¢&i negativnim vysledkim.

12. VSechny produkty by mély byt pred pouzitim validovany.

13. Vnitini kontroly by mély byt provadény s pouzitim neovlivnénych bunécnych
populaci v testovacich vzorcich.

14. Je tfeba pfijmout bezpecnostni opatfeni, aby se zabranilo kontaminaci mezi
lahvi¢kami obsahujicimi LPA002 a LPA0O3.

Vymezeni teplot

e 20 °C/zmrazeno /v mraznitce: -25°Caz-15°C

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

e Pokojova teplota (PT): +15°C az +25 °C
Uchovavani a manipulace
-15°C  Sadu je tfeba uchovavat v mrazni¢ce pfi teplotach —25 °C az
-15 °C az do data exspirace, uvedeného na $titku sady. Sonda
-25°C a lahvigky s kontrastnimi barvivy museji byt ulozeny v temnu.

Az Sonda FISH, kontrastni barvivo DAPI Antifade ES
SS'@="  ahybridizacni roztok ziistavaj stabilni bshem cyklt zmrazovani
—’/—I _— arozmrazovani, k nimz dochazi béhem bézného pouzivani

(kdy jeden cyklus predstavuje vyjmuti lahvicky z mraznicky a jeji
A vraceni do mraznicky). FISH sondy: 5 cykld pro sadu s 5 testy,
. 10 cykld pro sadu s 10 testy, 30 cyklu pro sadu s 30 testy,

50 cykll pro sadu s 50 testy. Kontrastni barvivo: 10 cykld pro sadu s 5 testy,
20 cykld pro sadu s 10 testy, 60 cykl( pro sadu s 30 testy, 100 cykl( pro sadu
s 50 testy. Expozici svétlu je tfeba minimalizovat, a pokud mozno, se ji vyhnout.
Slozky skladujte v dodané nadobé odolné proti pfistupu svétla. Slozky pouzivané
a skladované za jinych podminek, nez jsou uvedeny na $titku, nemuseji fungovat
podle oekavani a mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky analyzy. Je tfeba vynalozit
veskeré Usili na omezeni expozice svétlu.

Potrebné vybaveni a material, které nejsou soucasti dodavky

Je nutné pouzivat kalibrovana zatizeni:

1. Varna deska (s pevnou plotnou a pfesnym ovladanim teploty do 80 °C)

2. Kalibrované mikropipety s riznym objemem a $pickami v rozsahu od 1 pl do
200 pl

3. Vodni lazen s pfesnym ovladanim teploty od 37 °C do 72 °C

4. Mikrocentrifugacni zkumavky (0,5 ml)

5. Fluorescen¢ni mikroskop (viz oddil Doporuceny fluorescenéni mikroskop)

6. Mikroskop s fazovym kontrastem

7. Cisté plastové, keramické nebo sklenéné (z ohnivzdorného skla) lahvigky
typu ,coplin®

8. Chirurgické klesté

9. Kalibrovany pH metr (nebo pH indikaéni prouzky schopné méfit pH v rozmezi
6,5-8,0)

10. Vlhéena nadoba

11. Imerzni olej na objektiv fluorescenéniho mikroskopu

12. Stolni odstfedivka

13. Mikroskopova skli¢ka

14. Kryci sklicka 24 x 24 mm

15. Stopky

16. Inkubator 37 °C

17. Lepidlo na bazi kau¢ukového roztoku

18. Vifivy mixér

19. Odmeérné valce

20. Magneticka michacka

21. Kalibrovany teplomér

Volitelné vybaveni, které neni soucasti dodavky
1. Cytogeneticka susici komora

Potiebné reagencie, které nejsou soucasti dodavky
20x koncentrovany solny roztok citratu sodného (SSC)
100 % etanol

Tween-20

1 m hydroxidu sodného (NaOH)

1 m kyseliny chlorovodikové (HCI)

Demineralizovana voda

DA WN =

Doporuceny fluorescencéni mikroskop

Pro optimalni vizualizaci pouzijte 100wattovou rtutovou lampu nebo podobnou
a apochromatické objektivy se zvétsenim 60/63x nebo 100x s imerznim olejem.
Fluorofory pouzité v této sadé sond budou excitovat a emitovat pfi nasledujicich
vinovych délkach:

Aqua 418 467
Zeleny 495 521
Oranzovy 551 572

Zaijistéte, aby byl mikroskop vybaven pfislusnymi excitacnimi a emisnimi filtry,
které pokryvaji vyse uvedené vinové délky.

Tripasmovy filtr DAPI/FITC/TRITC je optimalni pro sou¢asné pozorovani zelenych
a oranzovych fluoroford i kontrastniho barveni. Aqua fluorofor ma specificitu pro
spektrum Aqua a DEAC (je vyZzadovan jednopasmovy filtr Aqua nebo DEAC).

Pred pouzitim zkontrolujte spravnou funkci fluorescenéniho mikroskopu. Pouzijte
imerzni olej vhodny pro fluorescenéni mikroskopy pfipraveny pro nizkou auto-
fluorescenci. Dbejte na to, aby nedoSlo ke smichani barviva DAPI antifade
s imerznim olejem do mikroskopu, protoze by tak do$lo k zastfeni signalu.
Dodrzujte doporuceni vyrobce tykajici se Zivotnosti lampy a stafi filtr.

Ptiprava vzorku

Sada je uréena pro pouziti na bunkach fixovanych Carnoyovym roztokem
(metanol / kyselina octova v poméru 3 : 1) ziskanych ze vzork( plodové vody, a to
za U€elem stanoveni poétu chromozomud X, Y, 13, 18 a 21 u vysoce rizikovych
téhotenstvi s podezienim na TurnerQlv, Pataudv, Edwardsiv nebo Downuv
syndrom. Vzorky museji byt pfipraveny v souladu s pokyny laboratofe nebo
pfislusného zdravotnického zafizeni. Odbér vzorkd plodové vody by mél byt
provadén podle pokynl laboratofe nebo pfisluSného zdravotnického zafizeni.
Vzorky, které se jevi jako krvavé nebo hnédé, by se nemély pouzivat, protoze
mohou obsahovat matefskou krev, coz mize vést k faleSnym vysledkim. Na
mikroskopova sklicka naneste vzorky usuSené na vzduchu v souladu se
standardnimi cytogenetickymi postupy. Cytogenetics Laboratory Manual AGT
(Prirucka pro cytogenetické laboratofe) obsahuje doporuceni pro odbér, kultivaci
a ziskavani vzork( a pro pfipravu skliéek.'?

PFiprava roztoku

Etanolové roztoky

Rozfedte 100 % etanol demineralizovanou vodou v nasledujicich pomérech a
fadné promichejte:

e 70 % etanol - 7 dil 100 % etanolu na 3 dily demineralizované vody

e 85 % etanol - 8,5 dilu 100 % etanolu na 1,5 dilu demineralizované vody
Roztoky skladujte az 6 mésicu pfi pokojové teploté ve vzduchotésné nadobé.

Roztok 2xSSC

Zredte 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody a fadné promichejte.
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7,0. Roztok
skladujte ve vzduchotésné nadobé pii pokojové teploté po dobu az 4 tydnd.

Roztok 0,4xSSC

Zfedte 1 dil roztoku 20xSSC 49 dily demineralizované vody a fadné promichejte.
Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI podle potfeby upravte na pH 7,0. Roztok
skladujte ve vzduchotésné nadobé pii pokojové teploté po dobu az 4 tydnd.

Roztok 2xSSC, 0,05 % roztok Tween-20

Zredte 1 dil roztoku 20xSSC 9 dily demineralizované vody. Na 10 ml pfidejte 5 pl
roztoku Tween-20 a fadné promichejte. Zkontrolujte pH a pomoci NaOH nebo HCI
podle potfeby upravte na pH 7,0. Roztok skladujte ve vzduchotésné nadobé pfi
pokojové teploté po dobu az 4 tydnu.
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Protokol FISH
(Poznamka: Dbejte prosim na to, aby vzdy byla omezena expozice sondy svétlim
v laboratofi.)

Priprava sklicka

1.

Naneste bunéény vzorek na mikroskopové skli¢ko. Nechte ho uschnout.
(VoliteIné pfi pouziti cytogenetické susSici komory: K optimainimu
naneseni buné&énych vzorkli by méla komora pracovat pfi teploté pfiblizné
25 °C a vlhkosti 50 %. Pokud cytogenetickou susici komoru nemate, pouzijte
jako alternativu digestof.)

2. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 2xSSC pfi pokojové teploté.
Neprotfepavejte.

3. Dehydratujte pomoci etanolové série (70 %, 85% a 100 %), vzdy po dobu
2 minut pfi pokojové teploté.

4. Nechte ho uschnout.

Predenaturace

5. Vyjméte sondu z mraznicky a nechejte ji zahfat na pokojovou teplotu.
Zkumavky pfed pouzitim kratce odstfedte.

6. Dbejte na to, aby byl roztok sondy rovnomérné promichan pipetou.

7. Na kazdy test odeberte 10 pl sondy a preneste ji do mikrocentrifugacni
zkumavky. Zbytek sondy vratte rychle do mraznicky.

8. Sondu a sklicko se vzorkem umistéte na varnou desku a predehfivejte po
dobu 5 minut pfi teploté 37 °C (+/-1 °C).

9. Kapnéte 10 pl smési sondy na bunéény vzorek a opatrné jej prekryjte krycim
sklickem. NeprodySné uzaviete pomoci kaucukového lepidla a nechejte
lepidlo UpIné uschnout.

Denaturace

10. Zahfivanim skli¢ka na varné desce po dobu 2 minut pfi teploté 75 °C (+/-1 °C)
vzorek a sondu soubézné denaturujte.

Hybridizace

11. Skli¢ko uloZte na noc do vihké neprusvitné nadobky pfi teploté 37 °C (+/-1 °C).

Post-hybridiza¢ni vymyvani

15.

16.
17.

18.

. Vyjméte DAPI z mraznicky a nechejte ho zahfat na pokojovou teplotu.
. Opatrné sejméte kryci skli¢ko a odstrarite vSechny zbytky lepidla.
. Sklicko ponofte na 2 minuty do roztoku 0,4xSSC (pH 7,0) pfi teploté 72 °C

(+/-1 °C). Neprotiepavejte.

Sklicko osuste a na 30 sekund ponoite do roztoku 2xSSC, 0,05 % Tween-20
pfi pokojové teploté (pH 7,0). Neprotfepavejte.

Skli¢ko osuste a na kazdy vzorek naneste 10 pl DAPI antifade.

Prikryjte krycim sklickem, odstrarite veSkeré bubliny, uloZzte do temna a po
dobu 10 minut nechejte vyvijet barvu.

Zkontrolujte pomoci fluorescenéniho mikroskopu (viz Doporuceni ohledné
fluorescenéniho mikroskopu).

Doporuceni pro zpracovani
1.

2.

3.

Vypalovani nebo starnuti skli¢ek mize snizovat fluorescenéni signal.
Podminky hybridizace mohou byt nepfiznivé ovlivnény pouzitim reagencii,
které nedodava nebo nedoporucuje spole€nost Cytocell Ltd.

K méfeni teplot roztokl, vodnich lazni a inkubatorl pouzivejte kalibrovany
teplomér, protoZe tyto teploty jsou velmi dulezité k zajisténi optimalni funkce
produktu.

Koncentrace promyvaciho roztoku, pH a teplota jsou dulezité, protoze
nedostate¢na duslednost muZe vést k nespecifickému vazani sondy a prilisna
duslednost naopak k nedostate¢nému signalu.

Nelplna denaturace mize vést k nedostatecnému signalu a pfili§ dlouha
denaturace mlze rovnéz zpUsobit nespecifické vazani.

Nadmérna hybridizace miZe vést k dodatenym nebo neocekavanym
signalm.

Uzivatelé museji pfed pouzitim testu pro diagnostické ucely optimalizovat
protokol pro své vlastni vzorky.

Neoptimalni podminky mohou vést k nespecifickému vazani, které muze byt
nespravné interpretovano jako signal sondy.

Interpretace vysledku
Vyhodnoceni kvality sklicka
Sklicko by se nemélo analyzovat, jestlize:

jsou signaly pfili§ slabé, a nelze je proto analyzovat jednoduchymi filtry — pro
pokraovani v analyze museji byt signaly jasné, vyrazné a snadno
hodnotitelné;

analyze brani velky pocet shluku bunék nebo prekryvajicich se bunék;

nebylo hybridizovano >50 % bunék;

mezi burfkami se nachazi pfili§ mnoho fluorescenénich c&astic a/nebo
fluorescenéniho zakalu, ktery rusi signaly — u optimalnich skli¢ek by mélo byt
pozadi tmavé nebo cerné a Ciré;

neni mozné rozliSit hranice bunéénych jader a hranice nejsou neposkozené.

Pokyny pro analyzu

Kazdy vzorek museji analyzovat a vyhodnotit dva analytici. Jakékoliv
nesrovnalosti se museji vyfesit hodnocenim tfetiho analytika.

VSichni analytici museji mit odpovidajici kvalifikaci v souladu s uznavanymi
narodnimi standardy.

Kazdy analytik musi nezavisle vyhodnotit dostate¢ny pocet jader z kazdého
vzorku tak, aby kombinovana skére analytiki splfiovala minimalni kritéria
stanovena institucionalnimi, regionalnimi nebo narodnimi smérnicemi. Prvni
analytik musi zacit provadét analyzu z levé strany sklicka a druhy analytik
z pravé strany.

Kazdy analytik musi zdokumentovat své vysledky na samostatnych listech.

Analyzujte pouze neposkozena jadra, nikoli prekryvajici se nebo
nahromadéna jadra ani jadra prekrytd cytoplazmatickym odpadem ¢&i jadra
s vysokym stupném autofluorescence.

Vyhnéte se mistim, kde je pfili§ mnoho cytoplazmatického odpadu nebo kde
se vyskytuje nespecificka hybridizace.

Intenzita signalu se muaze liSit, dokonce i v ramci jediného jadra. V takovych
pfipadech pouzijte jednoduché filtry a/nebo upravte ohniskovou rovinu.

Za neoptimalnich podminek se mohou signaly jevit jako rozptylené. Jestlize se
dva signaly stejné barvy vzajemné dotykaji nebo je mezi nimi vzdalenost
mensi nez dvé Sifky signalu, pfipadné pokud dva signaly spojuje slaby pruh,
pocitejte je jako jeden signal.

Pokud si nejste jisti, zda Ize buriku analyzovat ¢i nikoli, analyzu neprovadéjte.

Nepocitejte — jadra jsou pfilis
tésné u sebe, takze neni mozno
urcit hranice.

Nepocitejte prekryvajici se jadra —
nejsou viditelné vSechny oblasti
obou jader.

Pocitejte jako jeden zeleny signal,
jeden oranzovy signal a dva aqua
signaly — zeleny signal je
rozptyleny.

Pocitejte jako jeden zeleny signal,
jeden oranzovy signal a dva aqua
signaly — oranzovy signal je
rozptyleny.

Pocitejte jako jeden zeleny signal,
jeden oranzovy signal a dva aqua
signaly — jeden ze dvou aqua
signalu je rozptyleny.

Pocitejte jako jeden zeleny signal,

jeden oranzovy signal a dva aqua

signaly — mezera v aqua signalu je
mensi nez dvé $itky sondy.
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Nepocitejte — jadra jsou pfilis
tésné u sebe, takZe neni mozno
urcit hranice.

Nepocitejte prekryvajici se jadra —
nejsou viditelné vSechny oblasti
obou jader.

Pocitejte jako dva oranZové a dva
zelené signaly — jeden ze dvou
zelenych signall je rozptyleny.

Pocitejte jako dva oranzové a dva

zelené signaly — mezera v jednom

zeleném signalu je mensi nez dvé
Sitky signalu

Pozadavky na tretiho analytika

V zavislosti na po¢tu abnormalnich jader zjisténych kazdym analytikem, mize byt

zapotrebi tfeti analytik. Treti analytik bude analyzovat stejny pocet jader jako prvni

dva analytici, jak je stanoveno institucionalnimi, regionalnimi nebo narodnimi
smérnicemi. Pravidla tykajici se tfetiho analytika jsou podrobné uvedena v textu

a ve vyvojovém diagramu nize.

Treti analytik se pozaduje, pokud:

e Procentudini pozitivita ujednoho z analytikd je nad mezni hodnotou
a procentualni pozitivita u druhého analytika je pod touto mezni hodnotou
nebo na jeji Urovni.

e  Procentudini pozitivita u obou analytikl se li$i o vice nez 5 % a procentualni
pozitivita u kteréhokoli z nich je rovna nebo nizs$i nez dvojnasobek mezni
hodnoty.

e Procentualni pozitivita u obou analytikl se li$i o vice nez 15 %.

Ze tfi ziskanych skore budou pro kone¢nou pozitivitu zprimérovany dvé nejblizsi

kladné procentualni hodnoty. Pokud maji 3 vysledky stejny rozdil, je tfeba pouzit

hodnotu medianu pozitivity.

Uroveii procentudini pozitivity
u jednoho z analytiki je nad mezni
hodnotou a procentualni pozitivita
u druhého analytika je pod touto
mezni hodnotou nebo na jeji Grovni

Procentualni pozitivita
u 2 analytiku se lii
ovice nez 5 %

Pro stanoveni konetné
pozitivity vypotitejte primér
z urovni procentuaini
pozitivity od 2 analytikil

Procentualini pozitivita
u kteréhokoli z analytik(
je rovna nebo niz8i nez

dvojnasobek mezni
hodnoty

Je vyZadovano
posouzeni 3. analytikem

Ne Procentualni pozitivita Ano

u 2 analytiku se lisi
o vice nez 15 %

Predpokladané vysledky
LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Predpokladané vzory normalniho signalu

U normalni zenské buriky se pfedpokladaji dva zelené a dva aqua signaly (2Z2A).

U normalni muzské buriky se prfedpokladaji jeden zeleny, jeden oranzovy a dva
aqua signaly (1Z102A).

Predpokladané vzorce abnormalniho signalu

U Zenské buriky s trizomii 18 bude oekavany vzorec signal(: dva zelené signaly
a tfi aqua signaly (2Z3A).

U muZské buriky s trizomii 18 bude ocekavany vzorec signall: jeden zeleny signal,
jeden oranZovy signal a tfi aqua signaly (1Z103A).

U buriky s Turnerovym syndromem bude oc¢ekavany vzorec signall: jeden zeleny
signal a dva aqua signaly (1Z2A).

LPA003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Predpokladany vzor normalniho signalu

U normalni buriky se o¢ekavaji dva zelené a dva oranzové signaly (2Z20).

Predpokladané vzorce abnormalniho signalu

U buriky s trizomii 13 se ocekavaji tfi zelené signaly a dva oranzové signaly
(3220).
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U buriky s trizomii 21 se ocekavaji dva zelené signaly a tfi oranzové signaly
(2Z30).

U aneuploidnich/nevyvazenych vzorkl jsou mozné jiné vzory signalu.

Znamé relevantni interference / rusivé latky
Zadné znamé relevantni interference / rusivé latky.

Znama zkfizena reaktivita

Sonda DXZ1 muze vykazovat zkfizenou hybridizaci s centromerami
chromozomu 1, 11, 17 a’Y.

Sonda DYZ3 muze vykazovat zkfizenou hybridizaci s centromerami
chromozomu 13, 14, 15, 20, 21, 22 a X.

Sonda D18Z1 mulze vykazovat zkfizenou hybridizaci s centromerami
chromozom( 2, 4, 8, 9, 13, 14, 15, 20, 21 a 22.

Hlaseni zavaznych incidentt

Pro pacienta, uzivatele &i tfeti stranu v Evropské unii avzemich se stejnym
regulaénim rezimem (nafizeni (EU) 2017/746 o diagnostickych zdravotnickych
prostiedcich in vitro): pokud béhem pouzivani tohoto prostfedku nebo v disledku
jeho pouzivani dojde kzavazné udalosti, nahlaste ji vyrobci a mistnimu
pfislusnému vnitrostatnimu organu.

Zavazné incidenty v jinych zemich nahlaste vyrobci a pfipadné mistnimu
prislusnému vnitrostatnimu organu.

Kontaktni osoba pro vigilanci u vyrobce: vigilance@ogt.com

Seznam kontaktnich osob pro vigilanci u pfisluSnych vnitrostatnich organti v EU je
k dispozici na webové strance:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts _en

Specifické vykonnostni charakteristiky

Analyticka specificita

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analyticka specificita je definovana jako procento signald, které hybridizuji do
spravného lokusu ana zadné jiné misto. Byly analyzovany 4 chromozomalni
lokusy v kazdé z 20 metafaznich bunék z 5 vzorku, coz poskytlo po 100 datovych
bodech pro chromozom X iY a 200 datovych bodd pro chromozom 18. Bylo
zmapovano umisténi v8ech hybridizovanych sond a byl zaznamenan pocet FISH
signalt metafazovych chromozomu hybridizovanych na spravny lokus.

Analyticka specificita jednotlivych sond v sadé byla vypoétena jako pocet signalu
FISH metafazového chromozomu hybridizovanych na spravny lokus vydéleny
celkovym poétem hybridizovanych FISH signald metafazového chromozomu.
Tento vysledek byl vyjadien jako procento s 95 % intervalem spolehlivosti.

Tabulka 1. Analyticka specifita prenatalni sondy LPA002 Prenatal X, Y, and 18
Enumeration Probe

ngf o 100 100 100 % 96,30-100 %
Ygﬁ '11' 100 100 100 % 96,30-100 %
1—2‘2111 ! 200 200 100 % 98,12-100 %

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analyticka specificita je definovana jako procento signalt, které hybridizuji do
spravného lokusu a na Zadné jiné misto. Byly analyzovany 4 chromozomaini
lokusy v kazdé z 20 metafaznich bunék z 5 vzorku, coz poskytlo po 200 datovych
bodech pro chromozom 13 i 21. Bylo zmapovano umisténi vSech hybridizovanych
sond abyl zaznamenan pocet FISH signdll metafdzovych chromozom
hybridizovanych na spravny lokus.

Analyticka specificita jednotlivych sond v sadé byla vypoétena jako pocet signalu
FISH metafazového chromozomu hybridizovanych na spravny lokus vydéleny
celkovym poétem hybridizovanych FISH signald metafazového chromozomu.
Tento vysledek byl vyjadien jako procento s 95 % intervalem spolehlivosti.

Tabulka 2. Analyticka specifita prenatalni sondy LPAOO3 Prenatal 13 and 21
Enumeration Probe

13g14.2 200 200 100 %

98,12-100 %
98,12-100 %

21g22.1 200 200 100 %

Analyticka citlivost

LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analyticka citlivost je procento hodnotitelnych interfaznich bunék s oc¢ekavanym
normalnim vzorcem signalu. U kazdé z 25 fixovanych bunéénych suspenzi ze
vzorkll plodové vody od karyotypicky normalnich muzi a 25 karyotypicky
normalnich Zen, u nichZ byla potvrzena normalni vybava chromozomu 18, bylo
analyzovano minimalné 50 interfaznich bunék, coz celkové predstavuje minimalné
2500 vyhodnocenych jader. Byly analyzovany udaje o citlivosti na zakladé
procenta bunék vykazujicich normalni predpokladany vzorec signalu a byly
vyjadfeny jako procento s 95 % intervalem spolehlivosti.

Tabulka 3. Analyticka citlivost prenatalni sondy LPA002 Prenatal X, Y, and 18
Enumeration Probe

95,99 %
(95,15-96,69 %)

Plodova voda >95%

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analyticka citlivost je procento hodnotitelnych interfaznich bunék s oéekavanym
normalnim vzorcem signalu. U kazdé z 25 fixovanych bunécénych suspenzi ze
vzorkl plodové vody od karyotypicky normalnich muz( a Zen, unichz byla
potvrzena normalni vybava chromozoml 13 a 21, bylo analyzovano minimalné
50 interfaznich bunék, coz celkové predstavuje minimalné 1 250 vyhodnocenych
jader pro kazdy typ vzorku. Byly analyzovany udaje o citlivosti na zakladé procenta
bunék vykazujicich normalni pfedpokladany vzorec signalt a byly vyjadieny jako
procento s 95% intervalem spolehlivosti.

Tabulka 4. Analyticka citlivost prenatalni sondy LPAQO3 Prenatal 13 and 21

Enumeration Probe

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

Plodova voda >95%

Charakteristika normalnich meznich hodnot

LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Normalni mezni data jsou definovana jako procento bunék vykazujicich fale$né
pozitivni signalni vzorec, pfi némz by hodnota u pacienta byla povazovana za
normalni a neodpovidala klinické diagnéze. U kazdé z 25 fixovanych bunéénych
suspenzi ze vzorkl plodové vody od karyotypicky normalnich muzd
a 25 karyotypicky normalnich Zen, unichz byla potvrzena normalni vybava
chromozomU 18, bylo analyzovano minimalné 50 interfaznich bunék, coz celkové
predstavuje minimalné 2 500 vyhodnocenych jader.

Mezni hodnota byla ur€ena pomoci funkce B-inverse (BETAINV) v aplikaci MS
Excel. Byla vypoétena jako procento interfaznich bunék vykazujicich falesné
pozitivni signaini vzorec pomoci horni hranice jednostranného 95 % intervalu
spolehlivosti binomického rozdéleni u vzorku normalniho pacienta.

Tabulka 5. Charakterizace normalnich meznich hodnot prenatéini sondy LPA002

Prenatal X, Y, and 18 Enumeration Probe

1Z103A 11,62 %
Plodova voda 2Z3A 8,97 %
1Z2A 13,98 %

LPA003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Normalni mezni data jsou definovana jako procento bunék vykazujicich faleSné
pozitivni signalni vzorec, pfi némz by hodnota u pacienta byla povazovana za
normalni a neodpovidala klinické diagnéze. U kazdé zbunéénych suspenzi
z plodové vody od 25 karyotypicky normalnich muzi nebo Zen bylo analyzovano
minimalné 50 interfaznich bunék, coz celkové predstavuje minimalné
1 250 vyhodnocenych jader pro kazdy typ vzorku.

Mezni hodnota byla uréena pomoci funkce B-inverse (BETAINV) v aplikaci MS
Excel. Byla vypoétena jako procento interfaznich bunék vykazujicich falesné
pozitivni signalni vzorec pomoci horni hranice jednostranného 95 % intervalu
spolehlivosti binomického rozdéleni u vzorku normalniho pacienta.

Tabulka 6. Charakterizace normalnich meznich hodnot prenatéini sondy LPA003
Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

2730
Plodova voda 8,97 %

3720

Laboratofe si museji ové&fit mezni hodnoty pomoci vlastnich dat.''

Preciznost

LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Byla méfena preciznost tohoto produktu, pokud jde o preciznost v ramci jednoho
dne (mezi vzorky), preciznost v riznych dnech (mezi dny) a preciznost v rdmci
rlznych $arzi na jednom pracovisti (mezi Sarzemi).

K posouzeni preciznosti tohoto produktu byly pouZzity 3 vzorky: 1 vzorek plodové
vody s muzskym karyotypem (oznaceny jako XY) snormalni vybavou
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chromozomu 18, 1 vzorek plodové vody s Zenskym karyotypem (oznaceny jako
XX) s normalni vybavou chromozomu 18 a 1 slabé pozitivni vzorek plodové vody
s Zenskym karyotypem s trizomii 18.

Preciznost v riznych dnech av ramci jednoho dne byla hodnocena testovanim
vzorkd v triplikatech po dobu 10 na sebe nenavazujicich dni. Preciznost mezi
Sarzemi byla hodnocena testovanim 3 nezavislych $arzi produktu v triplikatech
s pouzitim stejnych vzorkd. Vysledky byly vyjadieny jako celkova shoda
s o¢ekavanou klasifikaci (pozitivni nebo negativni).

Tabulka 7. Reprodukovatelnost a preciznost prenatalni sondy LPAQ02 Prenatal X.
Y. and 18 Enumeration Probe

Negativni plodova voda, Zensky o
V ramci dne plod 1000%
Plodova voda s trizomii 18, Zensky 90.0 %
plod e
Negativni plodova voda, Zensky o
plod 100,0 %
Mezi dny Plodova voda sptlr(l)zomn 18, Zensky 90,0 %
Negativni plodova voda, muzsky o
plod 100,0 %
Negativni plodova voda, Zensky 100.0 %
plod e
V riznych Sarzich Plodova voda sF)tI:;zcjomll 18, Zensky 1000 %
Negativni plodova voda, muzsky o
plod 100,0 %

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Byla méfena preciznost tohoto produktu, pokud jde o preciznost v rdmci jednoho
dne (mezi vzorky), preciznost v rliznych dnech (mezi dny) a preciznost v ramci
riznych $arzi na jednom pracovisti (mezi $arzemi).

K posouzeni preciznosti tohoto produktu byly pouzity 3 vzorky: 1 normaini vzorek
plodové vody s potvrzenou normalni vybavou chromozomu 13 a 21, 1 slabé
pozitivni vzorek plodové vody s trizomii 13 a 1 slabé pozitivni vzorek plodové vody
s trizomii 21.

Preciznost v riznych dnech a v ramci jednoho dne byla hodnocena testovanim
vzorku v triplikatech po dobu 10 na sebe nenavazujicich dni. Preciznost mezi
Sarzemi byla hodnocena testovanim 3 nezavislych Sarzi produktu v triplikatech
s pouzitim stejnych vzork(. Vysledky byly vyjadfeny jako celkova shoda
s oCekavanou klasifikaci (pozitivni nebo negativni).

Tabulka 8. Reprodukovatelnost a preciznost prenatalni sondy LPAQOO3 Prenatal 13
and 21 Enumeration Probe

Negativni plodova voda 100,0 %
V ramci jednoho Slab& pozitivni plodova voda
dne a v riiznych P s trizon?ii 13 100,0 %
dnech Slabé pozitivni plodova voda
) L 96,7 %
s trizomii 21
Negativni plodova voda 88,9 %
Slabé pozitivni plodova voda
V riiznych $arzich P s trizonf" 13 100,0 %
Slabé p02|t|yn| plodova voda 1000 %
s trizomii 21

Klinicka funkce

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Aby bylo zajisténo, Ze prenatalni sonda pro stanoveni po¢tu chromozomi X, Y a 18
detekuje zamérna preskupeni, byla v ramci jedné studie stanovena klinicka funkce
na reprezentativnich vzorcich cilové populace pro tento produkt: zbytkovy material
z prenatalnich vzork(l plodové vody fixovany smési metanolu a kyseliny octové
(v poméru 3 : 1). Velikost souboru pro tuto studii ¢inila 71 vzorku, pfi¢emZ soubor
zahrnoval 3 vzorky pozitivni na trizomii 18, 2 vzorky pozitivni na monozomii X
a 66 negativnich vzorku. V8echny vzorky byly anonymizovany a randomizovany,
aby nedoS$lo ke zkresleni analyzy. Vysledky byly porovnany se znamym stavem
vzorku. Sonda spravné urcila stav vzorkl ve v§ech pripadech.

Vysledky téchto testt byly analyzovany, aby poskytly hodnoty klinické citlivosti,
klinické specificity a miru fale$né pozitivity (FPR) pozitivnich signall pomoci
jednodimenzniho pfistupu.

Tabulka 9. Klinicka funkce prenatalni sondy Prenatal X, Y and 18 Enumeration
Probe

Klinicka senzitivita (mira skute¢né pozitivity, o
TPR) 100,0 %

Klinicka specificita (mira skute¢né o
negativity, TNR) 100,0 %

Mira fale$né pozitivity (FPR) =1 — 0.0 %

specifiénost e

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Aby bylo zajisténo, Ze prenatalni sonda pro stanoveni po¢tu chromozomu 13 a 21
detekuje zamérna preskupeni, byla v rdmci tfi studii stanovena klinicka funkce na
reprezentativnich vzorcich cilové populace pro tento produkt: zbytkovy material
z prenatalnich vzorkld plodové vody fixovany smési metanolu a kyseliny octové
(v poméru 3 : 1). Velikost souboru pro tuto studii ¢inila 172 vzorkd, pfi¢emz soubor
zahrnoval 15 vzorkd pozitivnich na trizomii 13 a 157 vzorkd negativnich na
trizomii 13; dale pak celkem 109 vzorku pozitivnich na trizomii 21 a 63 vzorkd
negativnich na trizomii 21. Vysledky byly porovnany se znamym stavem vzorku.
Sonda spravné urcila stav vzorkl ve vSech pfipadech.

Vysledky téchto testd byly analyzovany, aby poskytly hodnoty klinické citlivosti,
klinické specificity a miru fales$né pozitivity (FPR) pozitivnich signalt pomoci
jednodimenzniho pfistupu.

Tabulka 10. Klinicka funkce prenatalni sondy Prenatal 13 and 21 Enumeration
Probe

Klinicka senzitivita (mira skute¢né pozitivity, o
TPR) 100,0 %

Klinicka specificita (mira skute¢né o
negativity, TNR) 100,0%

Mira fale$né pozitivity (FPR) = 1 — 0.0 %

specifi¢nost e

Souhrn udaji o bezpeénosti a klinické funkci (SSP)

Souhrn udaju o bezpecnosti a klinické funkci (SSP) musi byt zpFistupnén
vefejnosti prostfednictvim Evropské databaze zdravotnickych prostfedki
(Eudamed), kde je propojen se zakladnim UDI-DI prostfedku (Basic UDI-DI).
URL adresa databdze Eudamed: https://ec.europa.eu/tools/eudamed
Zakladni UDI-DI: 50558449LPA001GG

Pokud databaze Eudamed neni pIné funkéni, bude SSP zpfistupnén verfejnosti na
vyzadani zaslanim e-mailu na adresu SSP@ogt.com.

Dalsi informace

Dalsi informace o produktu vam sdéli oddéleni technické podpory spole¢nosti
CytoCell.

Tel.: +44 (0)1223 294048

E-mail: techsupport@cytocell.com

WWW: www.ogt.com
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CytoCell je registrovana ochranna znamka spole¢nosti Cytocell Limited.

Cytocell Limited

Oxford Gene Technology
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CB4 0PZ

SPOJENE KRALOVSTVI

Tel.: +44 (0)1223 294048
E-mail: probes@cytocell.com
WWW: www.ogt.com
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