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Sihtotstarve

CytoCell® Prenatal Enumeration Probe Kit on kvalitativne, mitteautomaatne,
fluorestseeruva in situ hubridiseerimise (FISH) analliis, mida kasutatakse
kromosoomide Xp11.1-q11.1, Yp11.1-q11.1 ja 18p11.1—q11.1 alfa-tsentromeersete
piirkondade ning kromosoomide 13q14.2 ja 21922.1 piirkondade tuvastamiseks
Carnoy lahuses (3 : 1 metanool/aadikhape) fikseeritud rakkudes, mis on saadud
lootevee proovidest, X-, Y-, 13., 18. ja 21. kromosoomi loendamiseks kdrge riskiga
raseduste korral, kus kahtlustatakse Turneri, Patau, Edwardsi v&i Downi stindroomi.

Kasutusnaidustused

See seade on loodud taiendusena teistele Kliinilistele ja laboriuuringutele
tunnustatud diagnostilistes ja kliinilistes raviteedes, nagu naiteks ultraheliuuring ja
biokeemilised analiiiisid, kus teadmised kromosoomide Xp11.1-q11.1 ja 18p11.
1-q11.1 alfa-tsentromeersete piirkondade, kromosoomide 13q14.2 ja 21g22.1
piirkondade koopiate arvu kohta on patsiendi ravi seisukohalt olulised.

Piirangud

See seade on loodud kromosomaalse materjali tuvastamiseks, mis hdlmab
komponendis Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe vastavalt X-, Y- ja
18. kromosoomi puhul roheliste, oranzide ja siniste kloonidega kaetud
tsentromeerseid piirkondi. Selle seadmega ei pruugita tuvastada geenimaterjali
lisandumisi ega kadusid valjaspool neid piirkondi voi osalisi lisandumisi ega
kadusid nendes piirkondades.

See seade on loodud ka kromosomaalse materjali tuvastamiseks, mis hélmab
kromosoomide 13q14.2 ja 21g22.1 piirkondi, mida katavad komponendis Prenatal
13 and 21 Enumeration Probe rohelised ja oranzid kloonid. Selle tootega ei pruugita
tuvastada geenimaterjali lisandumisi ega kadusid valjaspool neid piirkondi voi
osalisi lisandumisi ega kadusid nendes piirkondades.

See seade pole ette ndhtud kasutamiseks iseseisva diagnostilise vahendina,
téiendava diagnostilise  vahendina, populatsioonipdhiseks  skriininguks,
patsiendildahedaseks analulsimiseks ega iseendal analliiisimiseks.

Seda seadet ei ole kontrollitud proovitliiipide, haigustilipide véi muude eesmarkide
jaoks, mis ei ole sihtotstarbes esitatud. Seda seadet ei ole X- ja/vdi Y-kromosoomi
lisandumise tuvastamiseks valideeritud.

See seade on ette nahtud muude laboratoorsete analliiside taiendamiseks ja ravi
ei tohiks alustada, tuginedes vaid FISH-i tulemustele.

FISH-i tulemuste tblgendamise ja teavitamise peavad tegema vastava
kvalifikatsiooniga to6tajad ning see peab vastama erialastele kutsestandarditele ja
peaks arvesse votma muid asjakohaseid testitulemusi, Kliinilist ja diagnostilist teavet.
See seade on ette nahtud ainult professionaalseks laborikasutuseks.

Protokolli jargimata jatmine vdib mdjutada analliisi toimivust ja pdhjustada
valepositiivseid/negatiivseid tulemusi.

Analiilisi pohimote

Fluorestseeruv in situ hibridiseerimine (FISH) on meetod DNA jarjestuste
tuvastamiseks metafaasi kromosoomides voi fikseeritud tsutogeneetiliste proovide
interfaasi tuumades. Meetod kasutab DNA sonde, mis hibridiseeritakse kogu
kromosoomi vdi Uksiku unikaalse jarjestusega ning toimib tsiitogeneetilise analliusi
vbimeka tdiendusena. Hiljutised arengud on tdhendanud, et seda vaartuslikku meetodit
saab nulid rakendada olulise diagnostilise vahendina prenataalses, hematoloogilises
ja patoloogilises kromosoomianalusis. Fikseeritud ja denatureeritud sihtméark-DNA on

saadaval sarnase denatureeritud, fluorestsentsmarkeriga DNA sondiga paardumiseks,
millel on komplementaarne jarjestus. Peale hibridiseerimist eemaldatakse
seondumata ja ebaspetsiifiliselt seotud DNA sond ning DNA visualiseeritakse
vastandvarvimisega. Seejérel vdimaldab fluorestsentsmikroskoopia hibridiseeritud
sondi visualiseerimist sihtmarkmaterjalil.

Sondi teave

Molekulaarsel tsutogeneetilisel anallusil, mis véimaldab kromosomaalsete
kdrvalekallete tépset tuvastamist ja kordumise riski hindamist, on oluline roll kérge
riskiga raseduste prenataalses hindamises. Kdige levinumad kromosomaalsed
korvalekalded on aneuploidiad, mis tdhendab ebanormaalset kromosoomide arvu
rakus, kusjuures haigestunud inimestel esineb tavaliselt trisoomia (kolm
kromosoomi) v&i monosoomia (iiks kromosoom).! Tuntud ja kliiniliselt oluliste
aneuploidiate hulka kuuluvad 13., 18. ja 21. kromosoomi trisoomiad, samuti
X-monosoomia. Need kdrvalekalded on peamised arenguhéairete ja ebasoodsate
reproduktiivsete tulemuste pdhjustajad ning Uhed levinumad naidustused
invasiivseks prenataalseks diagnostikaks.?

21. kromosoomi trisoomia (Downi siindroom) on levinuim eluvdimeline autosoomne
trisoomia, mida iseloomustavad kognitiivsed haired, kaasaslndinud
slidameanomaaliad ja multisisteemne haigestumus ning see on endiselt
prenataalsete geneetiliste analliliside peamine naidustus.>* 13. kromosoomi
trisoomiat (Patau stindroom) iseloomustavad aju vaararengud (holoprosentsefaalia),
ndo dismorfism, siimaanomaaliad, postaksiaalne poliidaktidlia, vistseraalsed
vaararengud (kardiopaatia) ja raske pstihhomotoorne mahajaamus. 18. kromosoomi
trisoomia (Edwardsi siindroom) on seotud raskete kaasasiindinud vaararengutega,
kdrge perinataalse suremuse ja ultraheliuuringutel tapselt méaaratletava fenotiilbiga,
mis réhutab tépse prenataalse tuvastamise ja geneetilise kinnituse vajadust.®’
X-monosoomia (Turneri sindroom), mida nimetatakse ka ovariaalseks dlisgeneesiks,
on naistel kdige levinum sugukromosomaalne anomaalia ja see tuleneb Uhe
X-kromosoomi téielikust voi osalisest puudumisest.®

Prenataalset diagnoosimist pakutakse kdrge riskiga raseduste korral, mille puhul
on suurenenud risk kromosoomianomaaliate, nagu 13., 18. ja 21. kromosoomi
trisoomia ja X-monosoomia, tekkeks. FISH on valideeritud molekulaarne
tsutogeneetiline meetod kromosoomieksemplaride arvu kiireks tuvastamiseks ja
loendamiseks interfaasilistes tuumades. FISH vdimaldab sihiparaselt tuvastada
tavalisi aneuploidiaid ja annab kiireid tulemusi Kliiniliste otsuste tegemise
toetamiseks ning seda kasutatakse laialdaselt ténapdevases aneuploidia
diagnostikas, eriti kui on vaja kiiresti kinnitada kromosoomieksemplaride arvu.® 0!

Sondi spetsifikatsioon

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe
X-tsentromeer, Xp11.1 —g11.1 (DXZ1) roheline
Y-tsentromeer, Yp11.1 —q11.1 (DYZ3) oranz

18 tsentromeer, 18p11.1 — q11.1 (D1821) sinine
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CMP-AND? VD04
Komplekt sisaldab kahte sondikomponenti kahe eraldi hibridiseerimise jaoks.

LPA002
Sondikomponent LPA002 on roheliste, oranZide ja siniste otsemargistatud
fluorestseeruvate DNA-sondide segu.
. Roheline DXZ1-sond maérgistab otse X-kromosoomi DXZ1-piirkonnas
asuvaid alfa-satelliit-DNA jarjestusi.
. Oranz DYZ3-sond margistab otse Y-kromosoomi DYZ3-piirkonnas
asuvaid alfa-satelliit-DNA jarjestusi.
. Sinine D18Z1-sond margistab otse 18. kromosoomi D18Z1-piirkonnas
asuvaid alfa-satelliit-DNA jarjestusi.
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LPA003
Sondikomponent LPA003 on roheliste ja oranzide otsemargistatud
fluorestseeruvate DNA-sondide segu, mis sisaldavad unikaalseid jérjestusi.

. Roheline sondisegu sisaldab 124kb-sondi ja 416kb-sondi piirkonnas
13914.2, mis hdlmab geene ITM2B, RB1 ja RCBTB2, sealhulgas
markereid D13S1195, D13S1155, D13S153 ja D13S1218.

. Oranz sondisegu sisaldab 348kb-sondi, 288kb-sondi ja 106kb-sondi
piirkonnas 21922.13, mis hdlmab geene DYRK1A, KCNJ6, DSCR4 ja
DSCRS8, sealhulgas markereid D21S270, D21S337, D21S1238,
D21S1917 ja D21S341.

Tarnitavad materjalid

Sond: 50 pl viaali kohta 5 testiga komplektis, 100 pl viaali kohta 10 testiga
komplektis, 300 pl viaali kohta 30 testiga komplektis, 500 pl viaali kohta 50 testiga
komplektis.

Sondikomponendid tarnitakse eelsegatuna hubridiseerimislahuses (<65%
formamiidi; <20 mg dekstraansulfaati; <10% 20-kordset naatriumtsitraadi
soolalahust (saline-sodium citrate, SSC)) ja on valmis kasutamiseks.

Vastandvarv: 150 pl viaali kohta 5 testiga komplektis, 500 pl viaali kohta 10 testiga
komplektis, 1000 pl viaali kohta 30 testiga komplektis voi 1200 pl viaali kohta
50 testiga komplektis.

Vastandvarv on DAPI Antifade ES (0,125 pg/ml DAPI-d (4,6-diamidino-2-
fenlilindool) gliitseroolipdhises paigaldusvahendis).

Hoiatused ja ettevaatusabinoud

1. In vitro diagnostiliseks kasutamiseks. Ainult laboratoorseks kasutamiseks.

2. Kasutajad peavad alati tagama Oigete ja ajakohaste kasutusjuhenditega
tutvumise ning nende jargimise.

3. Sondi segud sisaldavad formamiidi, mis on teratogeenne; érge hingake sisse

aure ning valtige kontakti nahaga. Késitsege ettevaatlikult; kasutage kindaid ja

laborikitlit.

Kasitsege DAPI-d ettevaatlikult; kasutage kindaid ja laborikitlit.

Arge kasutage, kui viaal(id) on kahjustatud v&i viaali sisu on mingil viisil

halvaks lainud.

6. Selle toote ohutuks kdrvaldamiseks jargige oma asukohas kehtivaid kohalikke
jaatmekaitluseeskirju ja ohutuskaardil esitatud soovitusi. See kehtib ka
kahjustatud testikomplekti sisu kohta.

7. Korvaldage koik kasutatud reaktiivid ja kdik muud saastunud Uhekordselt
kasutatavad materjalid, jargides nakkusohtlike voi tdenaoliselt nakkusohtlike
jaatmete toiminguid. Iga labor vastutab tahkete ja vedelate jaatmete kaitlemise
eest olenevalt nende laadist ja ohtlikkuse astmest ning nende kaitlemise ja
kérvaldamise (voi tdddelda ja kdrvaldada laskmise) eest kehtivate eeskirjade
kohaselt.

Kasutajad peavad olema suutelised eristama sinist, oranzi ja rohelist varvi.

Esitatud protokollist, vahenditest ja reaktiividest kdérvalekaldumine vdib

mdjutada analulsi toimivust ja pohjustada valepositiivseid/valenegatiivseid

tulemusi.

10. Sondi ei tohi lahjendada ega segada teiste sondidega.

11. Kui denatureerimise eeletapis ei kasutata 10 pl sondi, nagu on protokollis ette
nahtud, siis vOib see mojutada analliisi toimivust ja pdhjustada
valepositiivseid/valenegatiivseid tulemusi.

12. Koik tooted tuleb enne kasutamist kontrollida.

13. Sisekontrollid tuleb teha, kasutades testitavates proovides mdjutamata
rakupopulatsioone.

14. Komponente LPA00O2 ja LPAOO3 sisaldavate viaalide vahelise saastumise
valtimiseks tuleb vétta ettevaatusabinéud.
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Temperatuuri méaratlused

e 20 °C/jaatunud / sligavkilmas: —25 °C kuni =15 °C

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

e Ruumi temperatuur (RT): +15 °C kuni +25 °C
Sailitamine ja kdsitsemine
-15°C  Komplekti tuleb sailitada kilmutatuna temperatuurivahemikus —
25..-15°C kuni kehtivusaja I8puni, mis on esitatud toote
-25°C etiketil. Sondi ja vastandvarvi viaale tuleb sailitada pimedas.

\ ] /7 FISH-sond, vastandvarv DAPI Antifade ES ja
~Nag' hibridiseerimislahus  séilitavad stabiilsuse kogu normaalse
=718~ kasutamise ajal esinevate killmutamise ja sulatamise tsiiklite
/ I kestel (kus Uks tslikkel kestab viaali kiilmikust valjavétmisest kuni
A sinna tagasipanekuni). FISH-sondid: 5 tsuUklit 5 testiga komplekti
. puhul, 10 tsuklit 10 testiga komplekti puhul, 30 tsuklit 30 testiga
komplekti puhul, 50 tsuklit 50 testiga komplekti puhul. Vastandvarv: 10 tsuklit
5 testiga komplekti puhul, 20 tsuklit 10 testiga komplekti puhul, 60 tsiklit 30 testiga
komplekti puhul ja 100 tstklit 50 testiga komplekti puhul. Valgusega kokkupuudet
tuleb minimeerida ja vdéimalusel véltida. Hoidke komponente kaasasolevas
valguskindlas mahutis. Muudel kui sildil margitud tingimustel kasutatud ja sailitatud
komponendid ei pruugi ootusparaselt toimida ning vdivad analulsi tulemusi
negatiivselt mojutada. Piirake iga hinna eest kokkupuudet valgusega.

Seadmed ja materjalid, mis on vajalikud, kuid mida ei tarnita

Kasutada tuleb kalibreeritud seadmeid.

Kuumutusplaat (tdisplaadi ja tapse temperatuuriregulaatoriga kuni 80 °C)
Kalibreeritud erineva mahuga mikropipetid ja otsikud vahemikus 1-200 pl
Vesivann, tapse temperatuuriregulaatoriga 37 °C ja 72 °C juures
Mikrotsentrifuugi katsutid (0,5 ml)

Fluorestsentsmikroskoop (vt fluorestsentsmikroskoobi soovituste 16iku)
Faasikontrastmikroskoop

Labipaistvast plastist, keraamilised v6i kuumakindlast klaasist Coplini
anumad

Nookrwh =~

8. Pintsetid

9. Kalibreeritud pH-meeter (vdi pH indikaatorribad vahemikus pH 6,5-8,0)
10. Niiskuskamber

11. Fluorestsentsmikroskoobi immersioondli
12. Lauatsentrifuug

13. Mikroskoobi alusklaasid

14. 24x24 mm katteklaasid

15. Taimer

16. 37 °C inkubaator

17. Katteklaasi lim

18. Vortex-segisti

19. Gradueeritud silindrid

20. Magnetsegisti

21. Kalibreeritud termomeeter

Valikulised seadmed, mida ei tarnita
1. Tsltogeneetiline kuivatuskamber

Vajalikud reaktiivid, mida ei tarnita

20-kordne naatriumtsitraadi soolalahus (SSC)
100%-line etanool

Tween-20

1M naatriumhidroksiid (NaOH)

1M vesinikkloriid (HCI)

Destilleeritud vesi

OGO h N~

Fluorestsentsmikroskoobi soovitused

Kasutage optimaalseks visualiseerimiseks 100-vatist elavhébelampi vbi sellega
samavaarset ning immersioondliga apokromaatset objektiivi 60/63-kordse voi
100-kordse suurendusega. Selles sondikomplektis kasutatud fluorofoorid
aktiveeruvad ja emiteerivad jargnevatel lainepikkustel:

Sinine 418 467
Roheline 495 521
Oranz 551 572

Veenduge, et asjakohased eksitatsiooni- ja emissioonifiltrid, mis h6lmavad eespool
esitatud lainepikkusi, on mikroskoopi paigaldatud.

Kolme spektri 1abilaskevbimega filter DAPI/FITC/TRITC on optimaalne roheliste ja
oranzide fluorofooride ning vastandvarvi samaaegseks vaatlemiseks. Sinisel
fluorofooril on spetsiifilisus sinise ja DEAC spektri suhtes (vaja on Uhe spektri
labilaskevéimega sinise spektri vdi DEAC filtrit).

Kontrollige enne kasutamist fluorestsentsmikroskoopi, et veenduda selle
korrasolekus. Kasutage immersioondli, mis on fluorestsentsmikroskoopiaks sobiv
ja on madala autofluorestsentsiga. Valtige pleekimisvastase DAPI segamist
immersioondliga, kuna see segab signaali. Jargige tootja soovitusi lambi tédea ja
filtrite vanuse kohta.

Proovi ettevalmistamine

Komplekt on loodud kasutamiseks lootevee proovidest saadud rakkudega, mis on
fikseeritud Carnoy lahuses (3:1 metanool/atseethape) ja ette valmistatud
vastavalt labori v&i asutuse eeskirjadele, X-, Y-, 13., 18. ja 21. kromosoomi
loendamiseks kdrge riskiga raseduste korral, kus kahtlustatakse Turneri, Patau,
Edwardsi véi Downi siindroomi. Lootevee proov tuleb koguda vastavalt labori v&i
asutuse juhistele. Veriseid ega pruune proove ei tohi kasutada, kuna need véivad
sisaldada ema verd ja anda valetulemusi. Valmistage ette 6hu kaes kuivatatud
mikroskoobi alusklaasid vastavalt tsiitogeneetika standardprotseduuridele. AGT
Tsitogeneetika laborijuhend sisaldab soovitusi proovi kogumise, kultuuri
kilvamise, kogumise ja slaidi tegemise kohta.'?

Lahuse ettevalmistamine

Etanooli lahused

Lahjendage 100%-line etanool destilleeritud veega, jalgides suhtarvu ja pdhjalikult
segades.

e 70%-line etanool — 7 osa 100%-list etanooli suhtes 3 osa destilleeritud vett

e 85%-line etanool — 8,5 osa 100%-list etanooli suhtes 1,5 osa destilleeritud vett
Sailitage lahuseid kuni 6 kuud toatemperatuuril 6hukindlas ndus.

2x SSC lahus

Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 9 osa destilleeritud veega ja segage
p&hjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni pH on 7,0, kasutades NaOH v&i
HCI vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4 né&dalat toatemperatuuril
6hukindlas néus.

0,4x SSC lahus
Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 49 osa destilleeritud veega ja segage
pdhjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni pH on 7,0, kasutades NaOH v&i
HCI vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4 né&dalat toatemperatuuril
6hukindlas ndus.

2x SSC, 0,05% Tween-20 lahus

Lahjendage 1 osa 20-kordset SSC lahust 9 osa destilleeritud veega. Lisage 5 pl
Tween-20 10 ml kohta ja segage pdhjalikult. Kontrollige pH-d ja kohandage, kuni
pH on 7,0, kasutades NaOH v6i HCI vastavalt vajadusele. Sailitage lahust kuni 4
nadalat toatemperatuuril hukindlas ndus.
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FISH-i protokoll
(Markus. Veenduge, et sondi kokkupuude labori valgustusega oleks kogu aeg
piiratud).

Slaidi ettevalmistamine

1. Tilgutage rakuproov mikroskoobi klaasist alusklaasile. Laske kuivada.
(Valikuline, tsiitogeneetilise kuivatuskambri kasutamisel: optimaalseks
slaidi valmistamiseks tuleks kambrit kasutada temperatuuril ligikaudu 25 °C ja
Shuniiskusel 50%. Kui tsltogeneetiline kuivatuskamber ei ole kéattesaadav,
kasutage alternatiivina tdmbekappi).

2. Kastke slaidid toatemperatuuril 2 minutiks 2-kordsesse SSC lahusesse iima
segamata.

3. Dehudraatige etanoolilahuste seerias (70%, 85% ja 100%), igas 2 minutit
toatemperatuuril.

4. Laske kuivada.

Enne denaturatsiooni

5. Votke sond kilmikust valja ja laske soojeneda toatemperatuurile.
Tsentrifuugige katsuteid lihidalt enne kasutamist.

6. Veenduge, et sondi lahus on Uhtlaselt segunenud, kasutades pipetti.

7. Eemaldage 10 pl sondi anallilsi kohta ja viige see mikrotsentrifuugi katsutisse
Ule. Pange Ulejaanud sond Kiiresti tagasi kilmikusse.

8. Asetage sond ja proovislaid 5 minutiks kuumutusplaadile eelsoojenema
temperatuurile 37 °C (+/-1 °C).

9. Tilgutage 10 pl sondisegu rakuproovile ja asetage ettevaatlikult katteklaas.
Lisage katteklaasi liim ja laske liimil téielikult kuivada.

Denaturatsioon
10. Denatureerige proov ja sond lUheaegselt, kuumutades slaidi kuumutusplaadil
temperatuuril 75 °C (+/-1 °C) 2 minutit.

Hiibridiseerimine
11. Asetage slaid niiskesse valguskindlasse kambrisse temperatuurile 37 °C
(+/-1 °C), laske seista Uile6o.

Hiibridiseerimisjdrgsed pesud

12. Votke DAPI kiilmikust vélja ja laske soojeneda toatemperatuurile.

13. Eemaldage ettevaatlikult katteklaasid ja kdik liimijaljed.

14. Kastke slaidid 2 minutiks ilma segamata 0,4-kordsesse SSC lahusesse
(pH 7,0) temperatuuril 72 °C (+/-1 °C).

15. Kuivatage slaid ja kastke see 30 sekundiks iima segamata 2-kordsesse SSC
lahusesse, 0,05% Tween-20 lahusesse, toatemperatuuril (pH 7,0).

16. Kuivatage slaid ja lisage igale proovile 10 pl pleekimisvastast DAPI-d.

17. Katke katteklaasiga, eemaldage mullid ja laske varvil pimedas kujuneda
10 minutit.

18. Vaadake fluorestsentsmikroskoobiga (vt Fluorestsentsmikroskoobi
soovitused).

Protseduuri soovitused

1. Slaidide keetmine v6i aegumine vdib fluorestsentssignaali nérgendada.

2. Cytocell Ltd poolt toodetud vdi soovitatud reaktiivide asemel muude reaktiivide
kasutamine vdib ebasoodsalt méjutada hibridiseerimistingimusi.

3. Kasutage lahuste, vesivannide ja inkubaatorite temperatuuri mddtmisel
kalibreeritud termomeetrit, sest need temperatuurid on toote optimaalseks
toimimiseks kriitilise tdhtsusega.

4. Pesukontsentratsioonid, pH ja temperatuurid on olulised, kuna vahene rangus
vbib pdhjustada sondi ebaspetsiifilist sidumist ja liiga suur rangus voib
pdhjustada signaali puudumist.

5. Mittetdielik denatureerimine vdib pdhjustada signaali puudumist ja Uleligne
denatureerimine véib samuti pdhjustada ebaspetsiifilist seondumist.

6. Uleliigne hibridiseerimine vaib péhjustada taiendavaid véi ootamatuid
signaale.

7. Kasutajad peaksid enne anallusi kasutamist diagnostilisel eesmargil protokolli
oma proovidega optimeerima.

8. Suboptimaalsed tingimused véivad pdhjustada ebaspetsiifilist seondumist,
mida vdidakse ekslikult sondi signaalina télgendada.

Tulemuste tolgendamine

Slaidi kvaliteedi hindamine

Slaidi ei tohi anallilsida, kui:

e signaalid on Uhe filtriga analliisimiseks liiga ndrgad — analliusi jatkamiseks
peaksid signaalid olema eredad, selged ja lihtsalt hinnatavad;

e liiga palju kokkukleepunud/kattuvaid rakke segavad anallisimist;

e Ule 50% rakkudest pole hibridiseeritud;

e rakkude vahel on uleliigsed fluorestsentsosakesed ja/vdi fluorestsentshagu,
mis segab signaali — optimaalsetel slaididel peaks taust tunduma tume voi
must ja puhas;

e rakutuuma piire ei saa eristada ja need pole terviklikud.

Analiiiisi eeskirjad

e Igat proovi peab analliusima ja tdlgendama kaks analultikut. Koik
lahknevused tuleb lahendada kolmanda analtiltiku hinnanguga

e Anallltikud peavad olema riiklikult tunnustatud standardite kohase
véljadppega.

e Iga anallltik peab igast proovist iseseisvalt hindama piisavalt tuumasid, et
analultikute koondskoorid vastaksid institutsioonilistes, piirkondlikes voi
riiklikes suunistes satestatud miinimumnduetele. Esimene anallitik peab
alustama slaidi vasakult kiljelt ja teine analliltik paremalt kljelt

e Iga anallitik peab oma tulemused lles markima eraldi andmekandjale.

e Analilsige vaid terviklikke tuumi, mitte kattuvaid voi kokkukleepunud voi
tstitoplasma jaakidega kaetud ega autofluorestseerivaid tuumi.

Véltige alasid, kus esineb liigseid tsitoplasma jaake voi ebaspetsiifilist
hubridiseerimist.

Signaali tugevus vdib vahelduda, isegi Uhe tuuma piires. Sellistel juhtudel
kasutage Uksikfiltreid ja/vdi kohandage fokaaltasandit.

Suboptimaalsete tingimuste korral véivad signaalid hajuda. Kui kaks sama
varvi signaali puutuvad kokku véi nendevaheline kaugus on vaiksem kui kaks
signaalipikkust vdi signaale Gihendab dhmane niit, lugege signaalid Gheks.
Kui kahtlete, kas proov on analiiisimiseks sobiv, siis arge analliisige seda.

Mitte lugeda, kui tuumad on piiride
maaramiseks Uksteisele liiga
lahedal

Mitte lugeda kattuvaid tuumasid,
sest mélema tuuma kdik alasid ei
ole ndha

Lugeda Uheks roheliseks, liheks
oranziks ja kaheks siniseks
signaaliks — roheline signaal on
hajus

Lugeda Uheks roheliseks, liheks
oranziks ja kaheks siniseks
signaaliks — oranz signaal on hajus

Lugeda Uheks roheliseks, liheks
oranziks ja kaheks siniseks
signaaliks — Uks kahest sinisest
signaalist on hajus

Lugeda Uheks roheliseks, liheks
oranziks ja kaheks siniseks
signaaliks — tiihimik sinises

signaalis on vaiksem kui kaks
sondi laiust
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Mitte lugeda, kui tuumad on piiride
maaramiseks Uksteisele liiga
lahedal

Mitte lugeda kattuvaid tuumasid,
sest mdlema tuuma koik alasid ei
ole ndha

Lugeda kaheks oranziks ja kaheks
roheliseks signaaliks, kui ks
kahest rohelisest signaalist on

hajus

Lugeda kaheks oranziks ja kaheks
roheliseks signaaliks — tihimik
Uihes rohelises signaalis on
vaiksem kui kaks sondi laiust

Kolmanda analiiiitiku vajadus

Olenevalt kummagi analliitiku ndhtud ebanormaalsete tuumade arvust, vdib vaja

minna kolmandat hindajat. Kolmas analuitik analtlsib sama palju tuumasid kui

kaks esimest anallitikut, nagu on séatestatud institutsioonilistes, piirkondlikes voi
riiklikes suunistes. Kolmanda analuitiku reeglid on kirjeldatud allolevas tekstis ja
voodiagrammil.

Kolmas analliltik on néutav jargmistel juhtudel.

e Uhe analiiitiku positiivsete protsent on ile valjaarvamispiiri ja teisel alla
valjaarvamispiiri voi valjaarvamispiiril.

e Kahe analliitiku positiivsete protsent erineb enam kui 5% ja kummagi
analultiku positiivsete protsent on kahekordse valjaarvamispiiriga vordne voi
sellest madalam.

e Kahe analuiltiku positiivsete protsent erineb enam kui 15%.

Kolmest saadud tulemusest arvutatakse I6pliku positivsuse saamiseks kahe

lahima positiivsete protsendi vaartuse keskmine. Kui 3 hinnangut on vérdsel

kaugusel, tuleb kasutada positiivsete mediaanvaartust.

Uhe analttiku positiivsete taseme
protsent on le valjaarvamispiiri ja
teisel alla valjaarvamispiiri v&i
valjaarvamispiiril

2 anallltiku positiivsete
protsent erineb enam
kui 5%

L&pliku positivsuse saamiseks Kummagi analautiku
arvutage kahe anallutiku positiivsete protsent on
positiivsete tasemete kahekordse
protsendi keskmine. valjaarvamispiiriga vérdne
voi sellest madalam

Vajalik on 3. analbdtik

Ei 2 analuidtiku positiivsete Jah

protsent erineb enam
kui 15%

Eeldatavad tulemused
LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Eeldatavad normaalsed signaalimustrid

Normaalses naisrakus eeldatakse kahte rohelist ja kahte sinist signaali. (2R2S).

Normaalses meesrakus eeldatakse (ihte rohelist, Gihte oranzi ja kahte sinist
signaali (1R102S).

Eeldatavad ebanormaalsed signaalimustrid

Naisrakus, millel on 18. kromosoomi trisoomia, on eeldatav signaalimuster kaks
rohelist ja kolm sinist signaali (2R3S).

Meesrakus, millel on 18. kromosoomi trisoomia, on eeldatav signaalimuster Uks
roheline, Uks oranz ja kolm sinist signaali (1R103S).

Turneri sindroomiga rakus on eeldatav signaalimuster Uks roheline ja kaks sinist
signaali (1R2S).

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Eeldatav normaalne signaalimuster

Normaalses rakus eeldatakse kahte rohelist ja kahte oranzi signaali (2R20).

Eeldatavad ebanormaalsed signaalimustrid

13. kromosoomi trisoomiaga rakus eeldatakse kolme rohelist ja kahte oranzi
signaali (3R20).
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21. kromosoomi trisoomiaga rakus eeldatakse kahte rohelist ja kolme oranzi
signaali (2G30).

Aneuploidsetes/tasakaalustamata proovides véivad esineda teised signaalimustrid.

Teadaolevad asjakohased segajad / segavad ained
Teadaolevaid asjakohaseid segajaid / segavaid aineid pole.

Teadaolev ristreaktiivsus

DXZ1-sond vdib naidata risthiibridiseerimist 1., 11., 17. ja Y-kromosoomi
tsentromeeride suhtes.

DYZ3-sond vdib naidata risthiibridiseerimist 13., 14., 15., 20., 21., 22. ja
X-kromosoomi tsentromeeride suhtes.

D18Z1-sond vdib naidata risthlbridiseerimist 2., 4., 8., 9., 13, 14., 15., 20., 21. ja
22. kromosoomi tsentromeeride suhtes.

Rasketest juhtumitest teatamine

Patsiendile / kasutajale / kolmandale isikule Euroopa Liidus ja identse regulatiivse
reziimiga riikides (maarus (EL) 2017/746 in vitro diagnostiliste meditsiiniseadmete
kohta); kui selle seadme kasutamise ajal voi selle kasutamise tagajarjel on
toimunud raske vahejuhtum, teatage sellest tootjale ja oma riiklikule padevale
asutusele.

Muudes riikides toimuvate raskete juhtumite korral teatage sellest tootjale ja
vajaduse korral oma riiklikule padevale asutusele.

Tootja jarelevalve kontakt: vigilance@ogt.com

EL-i riikike padevate ametiasutuste jarelevalve kontaktide loend on esitatud
jargmisel lehel:
https://health.ec.europa.eu/medical-devices-sector/new-regulations/contacts _en

Spetsiifilised toimivuskarakteristikud

Analiiiitiline spetsiifilisus

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analldtiline spetsiifilisus on maaratletud kui Uksnes dige lookusega hibridiseeritud
signaalide protsentarv. Anallusiti 4 kromosomaalset lookust 5 proovi kdigis
20 metafaasi rakus, saades 100 andmepunkti X- ja Y-kromosoomile ning
200 andmepunkti 18. kromosoomile. Iga hibridiseeritud sondi asukoht kaardistati ja
dige lookusega hiibridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide arv salvestati.

Arvutati komplekti iga sondi anallitilise spetsiifilisuse number, jagades 0ige
lookusega hibridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide arvu
hibridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide koguarvuga. See tulemus
valjendati protsendina 95%-lise usaldusvahemikuga.

Tabel 1. Sondi LPAQ002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe analliitiline
spetsiifilisus

1)_(: 11111 100 100 100% 96,30-100%
11‘;} Iy 100 100 100% | 96,30-100%
11_2’:’1111'1 200 200 100% 98,12-100%

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analutiline spetsiifilisus on maaratletud kui Uksnes dige lookusega hibridiseeritud
signaalide protsentarv. Analliisiti 4 kromosomaalset lookust 5 proovi kdigis
20 metafaasi rakus, saades 200 andmepunkti 13. ja 21. kromosoomile. Iga
hubridiseeritud sondi asukoht kaardistati ja dige lookusega hubridiseeritud
metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide arv salvestati.

Arvutati komplekti iga sondi analiltilise spetsiifilisuse number, jagades odige
lookusega hubridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide arvu
hibridiseeritud metafaasi kromosoomi FISH-i signaalide koguarvuga. See tulemus
véljendati protsendina 95%-lise usaldusvahemikuga.

Tabel 2. Sondi LPAQ03 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe analiitiline
spetsiifilisus

13q14.2 200 200 100% 98,12-100%
219221 200 200 100% 98,12-100%

Analiiiitiline tundlikkus

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Analuitiline tundlikkus on hinnatavate interfaasi rakkude protsent eeldatava
normaalse signaalimustri suhtes. Analuilsiti vahemalt 50 interfaasi rakku fikseeritud
rakususpensioonides, mis saadi 25 karlotlilipselt normaalse mehe lootevee
proovidest ja 25 karlotllpselt normaalse naise lootevee proovidest, kelle 18.
kromosoomi komplementaarsus oli normaalne, mille tulemusel hinnati kokku
vahemalt 2500 tuuma. Tundlikkuse andmeid anallisiti normaalse eeldatava
signaalimustriga rakkude protsendi alusel ja véljendati protsendina 95%-lise
usaldusvahemikuga.

Tabel 3. Sondi LPAQ02 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe analiiitiline
tundlikkus

Lootevesi >95%

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

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Analuitiline tundlikkus on hinnatavate interfaasi rakkude protsent eeldatava
normaalse signaalimustri suhtes. Anallisiti vahemalt 50 interfaasi rakku fikseeritud
rakususpensioonides, mis saadi 25 karliotllipselt normaalse mehe v&i naise
lootevee proovidest, kelle 13. ja 21. kromosoomi komplementaarsus oli normaalne,
mille tulemusel hinnati iga proovitliibi kohta vahemalt 1250 tuuma. Tundlikkuse
andmeid analliUsiti normaalse eeldatava signaalimustriga rakkude protsendi alusel
ja valjendati protsendina 95%-lise usaldusvahemikuga.

Tabel 4. Sondi LPAQ03 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe analitiline
tundlikkus

Lootevesi >95% 96,24% (94,84-97,64%)

Normaalse viéljaarvamise piirvdértuste kirjeldus

LPAO002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Normaalne véljaarvamine méaaratletakse nende rakkude protsendina, mis naitavad
valepositiivset signaalimustrit, mille korral isik loetaks normaalseks ja kliinilisele
diagnoosile mittevastavaks. Analliusiti vdhemalt 50 interfaasi rakku fikseeritud
rakususpensioonides, mis saadi 25 karlotliipselt normaalse mehe lootevee
proovidest ja 25 karlotuupselt normaalse naise lootevee proovidest, kelle 18.
kromosoomi komplementaarsus oli normaalne, mille tulemusel hinnati kokku
vahemalt 2500 tuuma.

Véljaarvamise piirvdartus maaratleti MS Excelis funktsiooniga B-inverse
(BETAINV). See arvutati valepositiivset signaalimustrit naitavate interfaasi rakkude
protsendina, kasutades normaalse patsiendiproovi binominaalse jaotuse
Uihepoolse 95%-lise usaldusvahemiku Ulemist seotust.

Tabel 5. Sondi LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe normaalsete

véljaarvamiste piirvaartuste kirjeldus

1R103S 11,62%
Lootevesi 2R3S 8,97%
1R2S 13,98%

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Normaalne véljaarvamine méaaratletakse nende rakkude protsendina, mis naitavad
valepositiivset signaalimustrit, mille korral isik loetaks normaalseks ja kliinilisele
diagnoosile mittevastavaks. Analliusiti vahemalt 50 interfaasi rakku lootevee proovi
suspensioonides, mis saadi 25 kartotilUpselt normaalselt mehelt voi naiselt, mille
tulemusel hinnati iga proovitliiibi kohta vahemalt 1250 tuuma.

Véljaarvamise piirvaartus maaratleti MS Excelis funktsiooniga p-inverse
(BETAINV). See arvutati valepositiivset signaalimustrit nditavate interfaasi rakkude
protsendina, kasutades normaalse patsiendiproovi binominaalse jaotuse
Uhepoolse 95%-lise usaldusvahemiku Glemist seotust.

Tabel 6. Sondi LPA003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe normaalsete
valjaarvamiste piirvaartuste kirjeldus

2R30
Lootevesi 8,97%

3R20

Laborid peavad oma andmete p&hjal véljaarvamise piirvaartused kinnitama. 314

Kordustdpsus

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Selle toote kordustédpsus on moddetud paevasisese kordustédpsusena (proov
prooviga), paevadevahelise kordustdpsusena (pdev paevaga) ja Uhe asutuse
partiidevahelise kordustapsusena (partii partiiga).

Selle toote kordustdpsuse hindamiseks kasutati 3 proovi: 1 normaalne mehe
lootevee proov, mis loeti XY-ks ja millel on normaalne 18. kromosoomi
komplement, 1 normaalne naise lootevee proov, mis loetakse XX-ks ja millel on
normaalne 18. kromosoomi komplementaarsus, ning 1 madalalt positiivne naise
lootevee proov, millel on 18. kromosoomi trisoomia.
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Paevadevahelist ja padevasisest kordustapsust hinnati, anallilisides proove kolmes
korduses 10 mittejarjestikuse paeva jooksul. Partiidevahelist kordustapsust hinnati
kolme sdltumatu tootepartii kolmes korduses anallilisimisega, kasutades samu
proove. Tulemused valjendati lldise Uhilduvusena eeldatud liigitusega (positiivne
voi negatiivne).

Tabel 7. Sondi LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe reprodutseeritavus
ja kordustapsus

Naise negatiivne lootevesi 100,0%
Péaevasisene Naise 18. kromosoomi trisoomiaga

b 90,0%
lootevesi

Naise negatiivne lootevesi 100,0%

Paevadevaheline Naise 18. kromosooml trisoomiaga 90,0%
lootevesi

Mehe negatiivne lootevesi 100,0%

Naise negatiivne lootevesi 100,0%

Partiidevaheline Naise 18. kromosoorql trisoomiaga 100,0%
lootevesi

Mehe negatiivne lootevesi 100,0%

LPA003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe
Selle toote kordustdpsus on mdddetud paevasisese kordustédpsusena (proov
prooviga), paevadevahelise kordustdpsusena (pdev pdevaga) ja Uhe asutuse
partiidevahelise kordustapsusena (partii partiiga).

Selle toote kordustapsuse hindamiseks kasutati 3 proovi: 1 normaalne lootevee
proov, millel loeti olevat normaalne 13. ja 21. kromosoomi komplementaarsus,
1 madal positiivne 13. kromosoomi trisoomiaga lootevee proov ja 1 madalalt
positiivne 21. kromosoomi trisoomiaga lootevee proov.

Paevadevahelist ja padevasisest kordustapsust hinnati, anallilisides proove kolmes
korduses 10 mittejarjestikuse paeva jooksul. Partiidevahelist kordustapsust hinnati
kolme sdltumatu tootepartii kolmes korduses analliisimisega, kasutades samu
proove. Tulemused valjendati lldise UGhilduvusena eeldatud liigitusega (positiivne
voi negatiivne).

Tabel 8. Sondi LPAQO3 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe reprodutseeritavus
ja kordustépsus

Negatiivne lootevesi 100,0%
Paevasisene ja Madalalt positiivne 13. kromosoomi 100.0%
paevadevaheline trisoomiaga lootevesi o
Madalalt positiivne 21. kromosoomi
. ) } 96,7%
trisoomiaga lootevesi
Negatiivne lootevesi 88,9%
" . Madalalt positiivne 13. kromosoomi o
Partiidevaheline trisoomiaga lootevesi 100,0%
Madalalt. posm!vne 21. krom.osoom| 100,0%
trisoomiaga lootevesi

Kliiniline toimivus

LPA002 Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe

Tagamaks, et Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe tuvastab ettenahtud
Umberkorraldused, tehti toote kliiniline toimivus kindlaks toote sihtpopulatsiooni
esindusproove hdlmava the uuringuga. Prenataalse lootevee proovidest saadud
jaakmaterjal, fikseeritud metanooli/aadikhappega vahekorras 3 : 1. Uuringu valimi
suurus oli 71 proovi, millest 3 olid positivse 18. kromosoomi trisoomiaga,
2 positiivse X-monosoomiaga ja 66 negatiivsed. Anallisi mdjutamise valtimiseks
kdik proovid anoniimiseeriti ja randomiseeriti. Tulemusi vdrreldi proovi teadaoleva
olekuga. Sond tuvastas kaigil juhtudel proovi oleku digesti.

Testide tulemusi analiilsiti Ghemddtelise meetodiga, et selgitada vélja positiivsete
signaalide kliinilise tundlikkuse, Kliinilise spetsiifilisuse ja valepositiivsuse maara
(FPR) vaartused.

Tabel 9. Sondi Prenatal X, Y and 18 Enumeration Probe kliiniline toimivus

Kliiniline tundlikkus (tdeselt positiivsete 100.0%
méar) (true positive rate, TPR) '
Kliiniline spetsiifilisus (tdeselt negatiivsete 100.0%
maar) (true negative rate, TNR) ’
Valepositiivsete maar (false positive rate, 0.0%
FPR) = 1 — spetsifilisus '

LPAO003 Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe

Tagamaks, et Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe tuvastab ettendhtud
Umberkorraldused, tehti toote Kliiniline toimivus kindlaks toote sihtpopulatsiooni
esindusproove hdlmava kolme uuringuga. Prenataalse lootevee proovidest saadud
jaakmaterjal, fikseeritud metanooli/addikhappega vahekorras 3 : 1. Uuringu valimi
suurus oli 172 proovi, millest 15 olid positivse 13. kromosoomi trisoomiaga ja
157 negatiivse 13. kromosoomi trisoomiaga ning kokku 109 positivse 21.

kromosoomi trisoomiaga ja 63 negatiivse 21. kromosoomi trisoomiaga. Tulemusi
vorreldi proovi teadaoleva olekuga. Sond tuvastas kaigil juhtudel proovi oleku digesti.

Testide tulemusi analiiisiti themddtelise meetodiga, et selgitada vélja positiivsete
signaalide kliinilise tundlikkuse, kliinilise spetsiifilisuse ja valepositiivsuse méaara
(FPR) vaartused.

Tabel 10. Sondi Prenatal 13 and 21 Enumeration Probe kliiniline toimivus

Kliiniline tundlikkus (tBeselt positiivsete 100.0%
maéar) (true positive rate, TPR) '
Kliiniline spetsiifilisus (tdeselt negatiivsete 100.0%
maar) (true negative rate, TNR) ’
Valepositiivsete maar (false positive rate, 0.0%
FPR) = 1 — spetsiifilisus '

Ohutuse ja toimivuse kokkuvote (SSP)

Ohutuse ja toimivuse kokkuvdte (SSP) tehakse avalikkusele kattesaadavaks
Euroopa meditsiiniseadmete andmebaasi (Eudamed) kaudu, kus see on seotud
pohi-UDI-DI-ga.

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

P6hi-UDI-DI: 50558449LPA001GG

Kui Eudamed ei ole taielikult toimiv, tehakse ohutuse ja toimivuse kokkuvéte
(SSP) avalikkusele kattesaadavaks taotluse korral e-posti aadressil

SSP@ogt.com.

Lisateave

Lisateavet saate, kontakteerudes ettevotte CytoCell tehnilise toe osakonnaga.
Tel: +44 (0)1223 294048

E: techsupport@cytocell.com

W: www.ogt.com
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