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USKLADNETE OKAMZITE PO DORUCENI

ScreenYu Gyn® Kit se prepravuje pri pokojové teploté a teplotni indikacni znacka slouzi
k monitorovani, zda byl pfekrocen validovany teplotni interval. Ihned po pfijeti zkontrolujte teplotni
indikacniznacku pfipevnénou k soupravé a ovérte, zda doslo ke zméné barvy. Také zkontrolujte vnéjsi
baleni, uzavér a primarni baleni a ovérte, ze nejsou poskozeny. Soupravu je nutno ihned po pfijeti
ochladit na teplotu mezi 2 °C az 8 °C a chranit pred svétlem. Pfi dodrzeni prepravnich a skladovacich
podminek Ize ScreenYu Gyn® Kit a jeji soucasti pouzivat do uvedeného data.

Monitorovani teploty pfi prepravé

Teplotniindikacni znacka pripevnénad k ScreenYu Gyn® Kit monitoruje teplotu béhem prepravy. Svétle stfibrnd znacka znamena,
Ze souprava byla dorucena pfi pfedepsané pfepravni teploté. Cernd znacka dokazuje nedodrzeni pfedepsané pfepravni teploty,
coZ znamend, Ze funkéni parametry ScreenYu Gyn® Kit nemohou byt naddle zaruceny. V takovém pfipadé prosim kontaktujte
spolecnost Epitype GmbH.
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1 URCENYM UCELEM

ScreenYu Gyn@ je in vitro diagnosticky kit urceny pro kvalitativni detekci epigenetického markeru v
bisulfiticky-konvertované DNA z cervikalnich vzorkd Zen s pozitivnim vysledkem HPV testu nebo s
napadnym Pap nalezem, ktery je tfeba jesté objasnit. Pozitivni vysledek testu ScreenYu Gyn® souvisi
s pritomnosti cervikalni intraepitelialni neoplasie nebo rakovinou délozniho krcku.

Souprava ScreenYu Gyn® je urcena pro pouziti pouze kvalifikovanym persondlem obeznamenym s
technikami molekularni biologie. Interpretaci vysledkd je tfeba vzdy provadét v souvislosti s vysledky
dalsich laboratornich diagnostickych postupd, a také pritom zohlednit klinicky obraz.

2 KLINICKY VYZNAM

Karcinom délozniho cipku je ¢tvrtym nejcastéjsim typem nadoru u Zen na celém svété s > 600 000
novych ptipadd kazdy rok [1]. V podstaté u vsech pfipady je pretrvavajici infekce karcinogennim
lidskym papilomavirem (HPV) zakladni pfic¢inou [2] a predpokladem rozvoje karcinomu délozniho
Cipku. U zen negativnich na HPV existuje extrémné nizké riziko rozvoje karcinomu délozniho Cipkuy,
ale ani u vétsiny Zen s infekci HPV nedojde k rozvoji prekancerdzy. Pouze u pfiblizné 15 % Zen s infekci
HPV dojde ke skutecnému rozvoji prekancerézy nebo karcinomu, ktery vyzaduje lécbu [3].

Pacientkam s pozitivnim vysledkem HPV testu a/nebo dosud neobjasnénym nalezem Pap testu se
tedy doporucuje pouzit screeningovy test jako je ScreenYu Gyn®, ktery umozni zjistit
pravdépodobnost vyskytu karcinomu nebo predchazejiciho stavu s vysokou presnosti.

Stanoveni ScreenYu Gyn® se nema pokladat za konecné rozhodnuti o 1éCbé; je nutné jej analyzovat
spolecné s ostatnimi klinickymi nalezy.

3 PRINCIP STANOVENI

Z3kladem stanoveni ScreenYu Gyn® je detekce epigenetického biomarkeru, tj. metylace urcitého
Useku DNA, jehoz pritomnost odpovida vyskytu prekancer6z nebo karcinomu délozniho cipku
[4, 5, 6]. Navic je analyzovan také referencni marker specificky pro hydrogensificitan. Pouzité oblasti
markerd jsou uvedeny v tabulce nize.

Prehled oblasti markerd

Oznaceni v protokolu Oblast markeru Fluorescen¢ni barvivo
(oznaceni genu)

Marker metylace ZNF671 ROX

Kontrolni marker ACTB FAM

Detekce se provadi metodou vysoce citlivého kvantitativniho PCR pomoci sond. Vystupem
kvantitativnich pfistrojd je hodnota Cp (Cross point, cobas z 480 Analyzer) nebo hodnota Cq (Cycle
quantification, CFXg6 Real-Time PCR Detection System); obé odpovidaji prahové hodnoté cyklu Ct
ajsou takto také nize oznalovany. Tato hodnota odpovida cyklu pfi kvantitativni PCR, v némz
fluorescence poprvé vystoupa nad definovanou prahovou hodnotu.

Analyza vzorku pacientky pomoci testu ScreenYu Gyn® sestava ze dvou krokd.

Nejprve je DNA ve stéru z délozniho krcku konvertovana hydrogensifi¢éitanem sodnym, &¢imz se

.....

analyzovana s pouzitim kvantitativniho PCR pomoci sondy specifické pro metylaci. POvodné
metylovany Usek DNA je selektivné amplifikovan pomoci primer0 ve stripech ScreenYu Gyn®.
Detekce markeru metylace a kontrolniho markeru se provadi pomoci sond oznacenych
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fluorescencnimi barvivy. Soudasti je také pozitivni a negativni kontrola k potvrzeni PCR. Poté je
provedena analyza specificka pro stanoveni.

Odbérova ani hydrogensific¢itanova souprava nejsou soucasti soupravy ScreenYu Gyn® Kit. Produkty
specialné navrzené pro odbér vzorkd a osetreni hydrogensifi¢itanem se prodavaji samostatné.

OLO00 &
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A: Sbér vzorkd B: Osetreni C: Detekce marker0 a
hydrogensifi¢itanem vyhodnoceni PCR
Priprava vzorku ScreenYu Gyn®
Princip stanoveni

A: Gynekolog provede stér z déloZniho Cipku pacientky pomoci vhodné odbérové soupravy.

B: Diagnosticka laborator provede oSetreni vzorku pacientky hydrogensiricitanem.

C: U kazdého vzorku je provedena jedna duplexni PCR reakce. Analyza je provedena detekci barvivy oznacenych sond ve stripu
ScreenYu Gyn®.

4 USPORADANI STANOVENI SCREENYU GYN®

4.1 ScreenYu Gyn® Strips

Pfi stanoveni ScreenYu Gyn® se pouzivaji sondy TagMan. ScreenYu Gyn® Strip je 8jamkovy PCR strip,
ktery v kazdé jamce obsahuje dva pary primer0 a pfislusnou sondu pro amplifikaci markeru ZNF671
specifického pro metylaci a kontrolniho markeru ACTB. K analyze vzorku pacientky je nutna jedna
jamka ScreenYu Gyn® Strip.

4.2 Kontroly

Usporadani ScreenYu Gyn® Kit zahrnuje tfi kontroly k monitorovani kvality vzorku a oSetreni
hydrogensifi¢itanem (marker ACTB), a také kvality reakce PCR (pozitivni kontrola a negativni
kontrola).

4.2.1 Kontrola kvality osetfeni hydrogensiri¢citanem (kontrolni marker ACTB)

Tento kontrolni marker ovéfuje Uspésnost konverze vsech nemetylovanych cytosind na uracil, a tedy

.....

blizkosti lidského genu pro beta-aktin (ACTB). Pokud nedojde k amplifikaci ACTB s hodnotou Ct pod
32, stanovenivzorku je pokladano za neplatné a musi se opakovat.

4.2.2 Pozitivni kontrola

Pozitivni kontrola monitoruje kvalitu PCR. Amplifikace testu ScreenYu Gyn® Positive Control (PC) ma
poskytnout hodnotu Ct pod 38 u markeru metylace i kontrolniho markeru. V opa¢ném pfipadé je PCR
neplatné a musi se opakovat.



4.2.3 Negativni kontrola

Negativni kontrola je kontrolni reakce se ScreenYu Gyn® Water pouzitou jako matrice (NTC —
kontrola bez matrice), ktera musi byt negativni pro oba markery. Pokud se v negativni kontrole
vyskytnou hodnoty Ct, je velmi pravdépodobna kontaminace a stanoveni ScreenYu Gyn® se musi
opakovat.

5 REFERENCNI MATERIALY

Nejsou dostupné zadné mezinarodni referencni materidly.

6 OBSAH SOUPRAVY

Obsah soupravy ScreenYu Gyn® Kit

Oznaceni soucasti Objem/mnozstvi

SGoo01-46
. PCR Mastermix*

ScreenYu Gyn® Mastermix PCR-MM (2%) 1x 0,55 ml

ScreenYu Gyn® Strip STRIPS PCR strip * 6 stripU

ScreenYu Gyn® Caps CAPS Vicko pro strip 6 vicek

ScreenYu Gyn® Positive L

Control CONTROL Pozitivni kontrola 1x 90 pl

ScreenYu Gyn® Water Voda 1x2ml

Navod k pouziti - Navod k pouziti 1

*  Obsahuje viechny slozky potfebné pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR) kromé primerd, sond a matrice.

2 Obsahuje primery a sondy potfebné pro PCR.



7 SPOTREBNI MATERIAL A VYBAVENI (NENi SOUCASTI SOUPRAVY)

Stanoveni ScreenYu Gyn® m{ze provadét pouze kvalifikovany personal, a to s pomoci uvedeného
spotrfebniho materialu a vybaveni. Veskeré vyzadované laboratorni vybaveni musi byt nainstalovano,
kalibrovano, pouzivano a udrzovano podle pokynd vyrobce.

Pokojovou teplotou se rozumi teplota mezi 15 °C a 30 °C.

Potrebné vybaveni

Vybaveni Katalogové ¢. Spolecnost
. . . . Ds030-E,
EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE IVD) Dco31-E Zymo Research Europe GmbH
PCR microcentrifuge tube PP, 0.2 ml,
without cap, low profile, 8-well strip, white,  04-032-0556 Nerbe plus GmbH & Co. KG

np pcr ready *

Cap for PCR microcentrifuge tubes PP, 0.1
ml & 0.2 ml, flat, 8-cap strip, highly 04-043-0500 Nerbe plus GmbH & Co. KG
transparent, np pcr ready *

ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) - Hologic Inc.

Cervex-Brush® nebo Cervex-Brush® Combi - Rovers Medical Devices

Pro pouziti jako Balance Strips v PCR viz rozlozeni desticky na strané 15 nebo 19.

Stanoveni ScreenYu Gyn® vyzaduje dale uvedené laboratorni vybaveni a spotfebni material.

- Odstredivka na reakcni zkumavky o,5 ml /1,5 ml, = 10 0oo xg

- Odstredivka na PCR stripy

- Termocykler na reakéni zkumavky o,5 ml

- Viriva tfepacka / trepacka

- Pipety s rbznym rozsahem objemu a pfislusné Spicky s filtrem (sterilni, beze stop DNazy)
- Stojanek na reakéni zkumavky o,5 ml /1,5 ml/ 2 ml

- 96jamkovy drzak na PCR stripy

- Reak¢nizkumavky o,5 ml /1,5 ml (beze stop DNazy)

- Nedenaturovany ethanol (96-100 %)

- Pristroj pro kvantitativni PCR, detek¢ni kanal pro sondova barviva FAM a ROX

Test ScreenYu Gyn® byl validovan na nasledujicich pfistrojich pro kvantitativni PCR:

e cobas z 480 Analyzer (Roche Diagnostics GmbH) s blokem s 96 jamkami, adaptérem pro
PCR stripy a zafizeni LightCycler® 480 Software UDF 2.0.0 (Service Pack 3), vyhodnoceno
sverzi1.5.1.62

e CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) s verzi
softwaru CFX Maestro 2.3
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UCHOVAVANI A DOBA POUZITELNOSTI

Pfi dodrzeni prepravnich a skladovacich podminek Ize ScreenYu Gyn® Kit a jeji soudasti pouzivat do
uvedeného data. VSechna ¢inidla v soupravé jsou po otevreni stabilni po uvedenou dobu pouzitelnosti,
pokud jsou uchovavana za uvedenych podminek a chranéna pred kontaminaci.

Teplota uchovdvani soupravy ScreenYu Gyn® Kit a vybaveni, které neni soucasti soupravy

Vybaveni Teplota uchovavani

ScreenYu Gyn® Kit 2°Caz8°C

EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE IVD) 15°Caz30°C

ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) 15°Caz30°C

Cervex-Brush® nebo Cervex-Brush® Combi 15°Caz30°C
9 BEZPECNOSTNI POKYNY

9.1

Obecné informace

Pfi pouziti modernich metod molekularni biologie je nutno presné dodrzovat dale uvedené pokyny,
aby byla zajiSténa maximalni bezpecnost personalu laboratore a byly dosazeny vysoce kvalitni
vysledky:

Protoze tato souprava vyuzivda molekularné-biologické procesy, jako je oSetfeni
hydrogensifi¢itanem, amplifikace a detekce DNA, je uréena pouze pro diagnostiku in vitro a ma
ji pouzivat pouze personal vyskoleny v laboratornich metodach pro diagnostiku in vitro.

Pred pouzitim vyrobku si pozorné prectéte navod k pouziti. Je nutné brat v Uvahu pouze
aktualni verzi.

Pfi kazdém kroku noste vhodny laboratorni plast, jednorazové rukavice a v pfipadé potreby
i ochranné bryle.

Vyhnéte se pfimému kontaktu s biologickymi vzorky a dbejte také, aby nedoslo k jejich
vystiiknuti nebo rozpraseni.

Vyhtivané viko a inkubacni blok termocykleru mohou dosahovat teploty az 110 °C. Je zde
nebezpedi popaleni kize. Dodrzujte provozni pokyny pro zafizeni.

Po manipulaci se vzorky a Cinidly si d0kladné umyjte ruce.
Nepouzivejte ScreenYu Gyn®, pokud je baleni ¢inidel porusené. Kontaktujte svého distributora.
ScreenYu Gyn® Kit nepouzivejte po uplynuti doby pouzitelnosti a nepouzivejte prosla cinidla.

Nemichejte cinidla z riznych Sarzi, a také nemichejte Cinidla ze soupravy s Cinidly od jinych
vyrobcd.

Pouzivejte pouze materiadly dodavané se soupravou nebo doporucené jejim vyrobcem.

Veskeré vyzadované laboratorni vybaveni musi byt nainstalovano, kalibrovano, pouzivano
a udrzovano podle pokyn0 vyrobce.

Pipetovani malych objemd kapaliny (nékolika mikrolitrd) vyzaduje praxi. Ujistéte se, ze
pipetujete vyzadované objemy mikropipetami co nejpresnéji.

Je nezbytné dodrzovat relevantni regulacni pozadavky tykajici se obsluhy.

Pfedpoklada se dodrzovani spravné laboratorni praxe (GLP), jak ji definuje napf. Ufad pro
kontrolu potravin a Iékd USA (FDA) nebo Organizace pro ekonomickou spolupraci a rozvoj
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(OECD). Konkrétné je treba zohlednit doporuceni ohledné provadéni testd s pouzitim
molekularni amplifikace.

- Radné fungovani pFistroji PCR je zaru¢eno pouze za pokojové teploty.
9.2 Prostorové usporadani mistnosti

Z ddvodu vysoké analytickeé citlivosti PCR je nutno vénovat dUkladnou pozornost dodrzovani cistoty
soucasti soupravy a vzorkd.

PCR znasobi Useky DNA ve vzorku milionkrat az miliardkrat. | to nejmensi mnozstvi produktd PCR
(které se mohou Sifit i formou aerosolu) mize zpUsobit faleSny vysledek, pokud dojde k jejich prenosu
do materialu vzorku, do ¢inidel pro osetreni hydrogensifi¢itanem nebo do Cinidel PCR v této soupravé.

Proto je Cisty a dobfe strukturovany pracovni postup kriticky d0lezity pro prevenci nespravnych
vysledkd. Z toho dbvodu je nutné oddélit laboratorni prostory pro pfipravu vzorkd a vlastni PCR.
V kazdém laboratornim prostoru je treba zajistit samostatné vybaveni, spotifebni material,
laboratorni plasté a rukavice. Laboratorni plasté, rukavice ani vybaveni nikdy nepfenasejte z jednoho
prostoru do druhého. Obrazek nize ukazuje priklad laboratofe rozdélené na dvé samostatné
mistnosti. Jeden prostor je uren pouze pro oSetreni hydrogensifi¢itanem a pripravu PCR, zatimco ve
druhém se provadi PCR.

Mistnost 1 Mistnost 2

N

Oddeéleni prostor

Osetreni vzork( hydrogensiricitanem a celd pfiprava PCR se provddi v 1. mistnosti (idedlné v PCR digestori). Ve 2. mistnosti se
provadi PCR, detekce a analyza.

9.3 Prevence kontaminace
- Béhem vsech krokd je nutno mit na sobé laboratorni plast a jednorazové rukavice.

- Jednordzové rukavice je tfeba vyménovat casto a pokazdé pfi (podezieni na) kontaminaci
¢inidly nebo materialem vzorku.

- VSechny povrchy, vybaveni a material je tfeba dekontaminovat vhodnym cisticim roztokem
(¢inidla pUsobici rozklad DNA).

- Nedotykejte se vnitfku reakcnich zkumavek ani jejich vicek.

- PFi pipetovani vzdy pouzivejte Spicky s filtrem (beze stop DNazy, RNazy a lidské DNA)
k vylouceni zkfizené kontaminace aerosoly, které vznikaji béhem pipetovani. Spicky je tfeba
vzdy vyménit mezi jednotlivymi kroky pipetovani.

- Je dUlezité provadét negativni kontroly kvili detekci pripadné kontaminace.

9.4 Pokyny k manipulaci
- Nepouzité soucasti soupravy uchovavejte v pdvodnim baleni az do jejich pouziti.

- VesSkeré odstfedovani se provadi pfi pokojové teploté.

.....

uchovavat jeden tyden pfi teploté 2 °C az 8 °C nebo az dva mésice pfi teploté -15 °C az -30 °C.



Béhem celého postupu se nedotykejte ScreenYu Gyn® Strips a ScreenYu Gyn® Caps bez

jednorazovych rukavic; v opacném pfipadé mohou vzniknout nespecifické fluorescencni
signaly.

ScreenYu Gyn® Strips a ScreenYu Gyn® Caps jsou urcena k jednomu pouziti a nelze je pouzivat
opakované.

Nepouzité ScreenYu Gyn® Strips a ScreenYu Gyn® Caps uchovavejte v pGvodnim obalu.
ScreenYu Gyn® Strips je nezbytné nutné uchovavat tak, aby byly chranény pred svétlem.

10 LIKVIDACE

Nepouzité ScreenYu Gyn®@ Kit a jejich soudasti Ize zlikvidovat bez zvlastnich bezpecnostnich opatreni.
Se vzorky pacientek a pouzitymi reakénimi zkumavkami je nutno zachazet jako s infekénim odpadem.
Likvidace veskerych Cinidel musi byt v souladu s platnymi pravnimi predpisy.
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11 POSTUP STANOVENIi SCREENYU GYN®

Nasledujici kapitola obsahuje podrobny popis jednotlivych krokd zpracovani, od odbéru vzorkd az
k analyze udajo.
11.1 Pracovni postup

Celé stanoveni ScreenYu Gyn® Ize provést béhem méné nez ¢ty hodin. Aktivni manipulace vyzaduje
zhruba 2 hodiny. Pfi prvnim pouziti ScreenYu Gyn® si vyhradte 15 minut na vytvoreni Sablony PCR.

Purifikace Otevrenisablonya Export a analyza
[ lzolace vzorku ] konvertované DNA ulozenivysledk{ vysledkd PCR

10 min 70 min 40 min 10 min 5min 65 min 30 min
#}IIIII’ III#+}IIIIIIIIIIIIIIIIIIII>H
-

[ M&Feni PCR ]

Osetreni DNA Pfipravaa pipetovani
hydrogensifi¢itanem pro PCR

Legenda
— Aktivniprace
EEEEESE Cekénl'

Moznost preruseni prace
Casovy rozvrh pracovniho postupu ScreenYu Gyn®

11.2 Odbér vzorkd

Odbérova souprava neni soucasti ScreenYu Gyn® Kit. Lahvicky s roztokem ThinPrep® PreservCyt®
(Hologic) a kartacek na odbér vzorkd Cervex-Brush® (Rovers Medical Devices) Ize koupit od jejich
prislusnych vyrobcU. Lékar ma provadét odbér cervikalniho vzorku podle pokyn0 vyrobce a v souladu
s obecné prijimanymi zasadami pro odbér vzork{ cervikalniho stéru [7].

Dulezité upozornéni: Hlavicka kartacku na odbérvzorkd nema po odbéru zdstat v nadobce na vzorek;
mohlo by to narusit funkci stanoveni ScreenYu Gyn®.

Jako médium pro stér je nutno pouzit roztok ThinPrep® PreservCyt®. Spolehlivost stanoveni
ScreenYu Gyn® nebyla ovérena pfi pouziti jinych odbérovych médii.

Zajisténi dobré kvality vzorku DNA, ktery se bude pouzivat, je dilezitym predpokladem platnosti
stanoveni. Nespravny odbér vzorku, oSetfeni hydrogensifi¢itanem a uchovavani DNA mohou vést
k neplatnym nebo i faleSné negativnim vysledkdm.

Cervikalni vzorky |ze prepravovat k testovani do laboratore bez chlazeni. Vzorky |ze uchovavat po
dobu az 1,5 roku pfi teploté 2 °C az 30 °C.
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11.3 Priprava vzorku
Nasledujici kroky musi byt provedeny v prostoru pro pfipravu vzorkd (1. mistnost).

Dulezité upozornéni: Pokud je hlavicka kartacku na odbér vzorku uvnitt lahvicky se vzorkem, musite
ji nejdfive vyjmout a zlikvidovat.

- Vsechny vzorky pacientky promichejte na vifivé tfepacce po 5 sekund pfi maximalni rychlosti
aihned preneste 1 ml média do 1,5 ml reak¢ni zkumavky.

Upozornéni: Buriky se velmi rychle usazuji zpét na dno zkumavky. Mezi promichanim vzorku
pacientky a odebranim 1 ml vzorku nesmi uplynout vice nez 10 sekund!

- Odstredujte vzorky po 5 minut pfi 10 000 xg.
- Opatrné odstrante goo pl supernatantu nad peletou, aniz by doslo k naruseni pelety.
Upozornéni: Peleta mUze byt vice ¢i méné tuhd v zavislosti na vzorku.
- Peletu resuspendujte promichanim na vifivé trepacce po 3sekundy. Pridejte 20l
resuspendovaného vzorku k oSetfeni hydrogensifi¢itanem. Zbyvajicich 8o pl zlikvidujte.
11.4 Osetreni vzorkd hydrogensifi¢itanem
Hydrogensific¢itanova souprava neni soucasti ScreenYu Gyn® Kit. Validace stanoveni ScreenYu Gyn®

byla provedena se soupravou EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH).

- Mnozstvi: Pridejte 20 pl resuspendovaného vzorku + 130 pl Lightning Conversion Reagent
do o,5ml reakéni zkumavky.

Lightning Kit, s vyjimkou nasledujicich modifikaci:
e  Po poslednim promyti vyhodte pritok.

e Odstredte kolonu v prazdné Collection-Tube na sbér vzorkd po dobu 1 minuty pfi plné
rychlosti, aby zcela vyschla.

Upozornéni: Tento krok nevynechavejte, protoze zbytky etanolu mohou narusit vykon
testu ScreenYu Gyn®.

e  Eluujte v 15 pl M-Elution Buffer po dobu 30 sekund pfi 8 000 xg.
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11.5 PCR

Pred zahajenim PCR se presvédcte, ze teplotni protokol PCR je naprogramovan do vhodného pfistroje
pro kvantitativni PCR; snizite tak na minimum dobu mezi pfipravou a zahajenim PCR. Program pro
PCR zaloZte na analyzatoru cobas z 480 podle popisu na strané 14. Vysvétleni pro PCR na systému
CFX9g6 Real-Time PCR Detection System najdete na strance 19 a dale.

11.5.1 Priprava a pipetovani PCR reakce

Dulezité upozornéni: Priprava PCR a pipetovani by nemély trvat déle nez 60 minut. Tento krok se
provadiv 1. mistnosti (prostor pro pfipravu).

Podivejte se na rozlozeni desticky popsané na strané 15 nebo na strané 19. Pozitivni kontrola (PC)
musi byt napipetovana do jamky A1 a negativni kontrola (NTC) do jamky Ba.

- Ze soupravy vyjméte ScreenYu Gyn® Mastermix a pozadovany pocet ScreenYu Gyn® Strips,
které ulozite do 9g6jamkového drzaku.

Upozornéni: Jeden ScreenYu Gyn® Strip stadi na osm stanoveni PCR. Vezméte prosim na
védomi, Ze pozitivni kontrola a negativni kontrola (voda, NTC) musi byt provedeny pfi kazdém
méreni PCR.

- Promichejte ScreenYu Gyn® Mastermix maximalni rychlosti na vifivé tfepacce po 3 sekundy
a kratce odstredte.

- Sejméte PCR vicka ze ScreenYu Gyn® Strips a zlikvidujte je.
- Pfidejte 10 pl Cinidla ScreenYu Gyn® Mastermix do kazdé jamky ScreenYu Gyn® Strips.

- Eluat vzorku promichejte na vifivé tfepacce po 3sekundy maximalni rychlosti a kratce
odstredte.

- Pfidejte 10 pl vzorku do jamky napInéné Cinidlem ScreenYu Gyn® Mastermix.
Dulezité upozornéni: Pro kazdy krok pipetovani vyménte Spicku pipety.
Poznamka: Zbytek vzorkd eluatd uchovejte pro pripadné opakovanitestu ScreenYu Gyn® PCR.

- Promichejte ScreenYu Gyn® Positive Control maximalni rychlosti na vifivé tfepacce po
3 sekundy a kratce odstredte.

- Pridejte 10 pl ScreenYu Gyn® Positive Control do jamky A1 a 10 pl ScreenYu Gyn® Water do
jamky B1 jako negativni kontrolu.

- Kazdy ScreenYu Gyn® Strips uzaviete nepouzitym ScreenYu Gyn® Cap (prdhlednym
sackem).

Upozornéni: Nedotykejte se vnittku ScreenYu Gyn® Strips a ScreenYu Gyn® Caps.
Zkontrolujte, zda je ScreenYu Gyn® Cap po uzavieni spravné nasazeno na ScreenYu Gyn®
Strip. Kontrola se nejlépe provadi vizualné z boku.
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Spravné oznaceni: Nespravné oznaceni:

Upozornéni:

Neoznadujte casti vicek, které jsou
pfimo nad jamkami, protoze signal pfi
PCR je naditan shora skrz vicka, a
takové znaceni by tedy zpUsobilo
nespravné fluorescencni signaly.

Pro oznadeni Ize pouzit jazylek na
hornim i dolnim konci vicka.

- VSechny uzaviené ScreenYu Gyn® Strips promichejte po 3 sekundy maximalni rychlosti na
vifivé trepacce a kratce odstredte.
11.5.2 Provadéni PCR na analyzatoru cobas z 480

V nasledujici ¢asti je popsano provadéni stanoveni ScreenYu Gyn® na systémech pro kvantitativni
PCR: na analyzatoru cobas z 480 (oznaceno modrie) a na systému CFXg6 Real-Time PCR Detection
System (oznaceno zelené). Pfi provozu pristroji PCR vSak také vzdy dodrzujte pokyny vyrobce.

PCR provadéjte ve 2. mistnosti laboratore.

11.5.2.1  VytvoreniSablony PCR
Pokud jste Sablonu PCR vytvorili a ulozili dfive, m0zete pokracovat bodem 11.5.2.2 Zahdjeni méreni
PCR.

- Zapnéte analyzator cobas z 480 a odpovidajici pocitac. Do 15 sekund musite na obrazovce
pocitace v BIOSu zvolit moznost ,User defined Workflow", aby se systém prepnul do volné
programovatelného rezimu.

- Spustte software a pfihlaste se.

-V pracovni li$té napravo vyberte “Tools” #2 a vytvorte novy Detection Format. Pojmenuijte jej
ScreenYu Gyn. Vyberte kombinaci filtrd 465-510 540-610 (Excitace—-Emise). Okno zavrete
kliknutim na tlacitko Close.

- Chcete-li vytvorit novou Sablonu, zvolte tlacitko New Experiment.

Na karté Run Protocol nastavte parametr Detection Format na ScreenYu Gyn a parametr
Reaction Volume na 20 pl. Naprogramujte teplotni profil podle tabulky nize.
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Teplotni protokol PCR na analyzatoru cobas z 480

Programme Number Analysis Acquisition Hold Ramp
Name of cycles Mode Mode (hh:mm:ss) rate (°C/s)
Initialization ~ 1X None 94°C  None 00:01:00 b4
°C  None 00:00: 4.4
Amplification 42X Quantification 94 )
61°C  Single 00:00:30 2.2
Cooling 1iX None 37°C None 00:01:00 2.2

- Sablonu méfeni ulozte pod ndzvem ScreenYu Gyn tak, ze vyberete Apply Template = Save as
Template a Sablonu ulozite do pfislusné slozky.

11.5.2.2  Zahajeni méfeni PCR

Pokud jste Sablonu PCR ulozili dfive, m0zete ji nyni vyvolat kliknutim na tlacitko New Experiment
v modulu Template = ScreenYu Gyn. Zkontrolujte, zda je nastaven spravny teplotni protokol.

-V zavislosti na rozlozeni desticky vyberte Subset Template v modulu Subset Editor. Udélate to
tak, ze stisknete tlacitko ,+", vyberete viechny obsazené jamky v rozlozeni a Sablonu potvrdite
tlacitkem Apply. Tento Subset Template mUzete ulozit do pfislusné slozky pomoci Apply
Template - Save as Template.

- Vyberte vhodné rozlozeni desticky: a
o

S

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 (7

N

A PC N

0¢)

B NTC (@)

C 1 Q. o o o o Q. Q. Q. Q. o o >
= e e e e = = = = e e S
4 - ) 45 ) +J +J +J + 45 )

D 5 n n n n n n n n n n n &
(] [J] ()] ()] ()] (] (] ()] (] ()] ()] \<
(U] 9] |9) |9) |9) (9] (9] (9} (9} |9) |9)

E 3 c c c c c c c c c c c N
© © © © © © © © © © © ()
© © © © © © © © © © © =

F 4 o M M M M o o M M M M

G 5

H 6

Priklad rozloZeni destic¢ky — Sest vzorky pacientek (1-6)
Analyza nedplné obsazené desticky se provadi pomoci definovaného poctu vzorkd (subset) v modulu Subset Editor.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PC 7 15 23 31 39
B NTC 8 16 24 32 40
C 1 9 17 25 33 41 2 e e o g =
D 2 10 18 26 34 42 ﬁ ﬁ ﬁ § § ﬁ
(S} (S} (S} (S} ) (9}
E 3 11 19 27 35 43 | 5| 5| 5| 5| 5| 5
F 4 12 20 28 36 L4 @ @ @ @ @ @
G 5 13 21 29 37 45
H 6 14 22 30 38 46

Priklad rozloZeni destic¢ky pro 46 vzorki pacientek (1-46)
Analyza nedplné obsazené desticky se provadi pomoci definovaného poctu vzork( v modulu Subset Editor.

DUlezité upozornéni: RozloZeni destiek nenivariabilni. Pozitivni kontrola (PC) musi byt umisténa do
jamky A1 a negativni kontrola (NTC) do jamky B1.
Prazdné pozice by mély byt vyplnény prazdnymi prouzky (Balance Strips) pro vyvazeni, viz kapitola 7.
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- Definujte oznaceni vzorkd v modulu Sample Editor tak, ze vyberete Sablonu pro definovany
pocet vzork( ve 2. kroku: Select Samples - Subset a zadate Sample Name ve 3. kroku: Edit
Properties. Tuto Sablonu m0zete ulozit do prislusné slozky pomoci Apply Template > Save as
Template.

- Stripy vlozte do pfistroje PCR vertikalné v definovaném poradi.

Dolezité upozornéni: Pouzijte adaptér pro PCR stripy (od spolecnosti Roche Diagnostics
GmbH).

- Stisknutim tlacitka ,disketa" (na pravé strané pracovni listy) ulozte méreni PCR pod
jednoznacnym nazvem do pfislusné slozky a spustte méreni PCR kliknutim na tlacitko Start Run
na karté Run Protocol (Experiment Editor).

11.5.2.3  Exportdat

Pokud méreni PCR analyzujete pfimo na pocitaci analyzatoru cobas z 480, pokracujte bodem 11.5.2.4
Analyza dat PCR.

- Po dokonceni PCR (Run complete) exportujte méreni PCR pomoci tlacitka O
a ulozte soubor do pfislusné slozky.

11.5.2.4 Analyza dat PCR

Nasleduje popis analyzy exportovanych dat. Tyto pokyny byly vytvofeny pomoci tabulkového
procesoru Microsoft Excel. Lze také pouzit jiné vhodné programy.
- Pokud jste exportovali méfeni PCR, spustte na jiném pocitaci software LightCycler® 480

a otevrete/importujte méreni PCR. Jinak m0zete analyzu provést na pocitaci analyzatoru cobas
Z 480.

- Na karté Analysis vyberte algoritmus analyzy Abs Quant/Fit Points a dany subset, pokud je to
nutné.

- Nakarté Cycle Range nastavte tyto parametry: First Cycle 1, Last Cycle 42, parametr Background
na hodnotu 5 az 20, parametr Min Offset na hodnotu 4 a parametr Max Offset na hodnotu 19.

- Na karté Noise Band zkontrolujte, zda je parametr STD Multiplier nastaven na hodnotu 12
a hodnota Noise Band je vypocitana automaticky.

- Protoze probiha detekce dvou rdznych fluorescencnich barviv, analyza dat PCR se provadi
zvlast pro kazdy marker. Prislusny detekéni kanal je vybran tlacitkem Filter Comb:

Kombinace filtrd a nastaveni prahovych hodnot na analyzatoru cobas z 480

Marker Detekéni kanal Sonda ‘ Threshold ‘
ACTB 465-510 FAM 1,2
ZNF671 540—-610 ROX 0,5

-V karté Analysis zkontrolujte, zda je pocet Fit Points nastaven na 2.

- Pro ACTB vyberte Filter Comb 465 - 510, nastavte Threshold na 1,2 a stisknutim tlacitka
Calculate provedte analyzu. Vyexportujte tabulku dat jako soubor .txt kliknutim pravym
tlacitkem mysi na Export Table v karté Samples a ulozte jej do pfislusné slozky pod
jednoznacnym nazvem.
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- Poté pro ZNF671 vyberte Filter Comb 540 - 610, nastavte Threshold na o,5 a stisknutim tlacitka
Calculate provedte analyzu. Vyexportujte tabulku dat jako soubor .txt kliknutim pravym
tlacitkem mysSi na Export Table v karté Samples a ulozte jej do pfislusné slozky pod
jednoznacnym nazvem.

Upozornéni: Analyzu téchto dvou marker( provadéjte vzdy po sobé podle popisu, protoze program
pokazdé aplikuje manualné nastavené prahové hodnoty na vsechny filtry.

- Otevrete tabulkovy procesor, napf. Microsoft Excel, a zkopirujte do néj vsechna data z obou
soubord .txt, jak pro marker ZNF671 (vybrany filtr: 540-610), tak i pro marker ACTB (vybrany
filtr: 465-510).

- Zformatujte data tak, aby vysledky pro rdzné vzorky byly zobrazeny pod sebou a markery
ZNF671a ACTB byly zobrazeny vedle sebe.

Pos Name Cp znFepn Cp acte ACP znF67:-AcTB
A1 PC 31,98 32,12

Ba NTC

Ca Vzorek 1 36,22

D1 Vzorek 2 36,39 30,22 6,17

Ex Vzorek3 31,50

Fa Vzorek 4 31,27

G1 Vzorek 5 31,61 30,32 1,29

Ha Vzorek 6 31,21

Kontrola platnosti méreni PCR

Méreni PCR je platné, pokud pozitivni i negativni kontrola splfiuje nasledujici kritéria:

Q
o)
S
Q
n
N
S~
Qo
o
. . >
Kritéria platnosti kontrol stanoveni ScreenYu Gyn® g
~
N
®
=

Marker Hodnota Cp pro Hodnota Cp pro
pozitivni kontrolu negativni kontrolu

ZNF671 >20; <38 zadna hodnota

ACTB >20; <38 zadnd hodnota

Kontrola platnosti vzorkd

Vysledek pro vzorek pacientky je platny, pokud kontrolni marker ACTB splriuje nasledujici kritérium:

Kritéria platnosti vzorku pacientky

Marker Hodnota Cp pro

vzorek pacientky

ACTB 220;<32

Analyza stanoveni ScreenYu Gyn®
Pokud marker metylace ZNF671

- neposkytne hodnotu Cp, vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® pro tento vzorek se bude
povazovat za negativni;

- poskytne hodnotu Cp > o; < 20, vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® pro tento vzorek se
povazuje za neplatny;
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- poskytne hodnotu Cp = 20; < 42, hodnota ACp se vypocitd z nasledujici rovnice:

Vypocet ACp

ACp = Cpznrez — Cpacts

Pokud je ACp = 9,00, bude vysledek testu ScreenYu Gyn® pro tento vzorek povazovan za pozitivni.

Pokud je ACp > 9,00, bude vysledek testu ScreenYu Gyn® pro tento vzorek povazovan za negativni.

Pozitivni vysledek testu ScreenYu Gyn® je spojeny s pfitomnosti cervikalni intraepitelidlni neoplazie
nebo karcinomu délozniho ¢ipku. Stanoveni ScreenYu Gyn® se nema pokladat za konecné rozhodnuti
o |é¢bé; je nutné jej analyzovat spolec¢né s ostatnimi klinickymi nalezy.
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11.5.3 Provadéni PCR na systému CFXg6 Real-Time PCR Detection System
11.5.3.1  VytvoreniSablony PCR
- Zapnéte pristroj PCR.
- Naprogramujte teplotni protokol podle popisu v tabulce nize vybranim a Upravou teplotnich

krokd a c¢asu.

Teplotni protokol PCR™" na systému CFX96 Real-Time PCR Detection System

Programme Name  Step Number of cycles Temperature Time (m:ss)
Initialization 1 1iXx 94 °C 1:00
? 94°C 0115
Amplification 3 42X 61°C 0:30
a GOTOStep2 41X
Cooling 5 1iXx 30°C 1:00

Fluorescencni signdl je detekovadn prostrednictvim ,Plate Read" ve 3. kroku, coZ symbolizuje symbol kamery.

Y systému CFX96 Real-Time PCR Detection System je vychozi rychlost ohfevu 5 °C/s. Toto nastaveni bylo pouZito pfi
validaci tohoto IVD testu.
- Nastavte objem reak¢ni smésina 20 pl a teplotu vyhfivani vika na 105 °C.

- Sablonu PCR uloZte pod nazvem ScreenYu Gyn.

11.5.3.2  Zahajeni méreni PCR
Pokud jste Sablonu PCR ulozili dfive, m0zete ji nyni vyvolat. Zkontrolujte, zda je nastaven spravny

teplotni protokol.

- ScreenYu Gyn® Strips vloZte vertikalné do malych jamek topného bloku pfistroje PCR. Vyberte
vhodné rozlozeni desticky.

1 2 3 4 5 8 10 11 12
A PC
B NTC
C 1 = i3 o o o o o R=3 o o o
P — — — — P P — P — P
4 4 4 4 4 4 4 4o 4 4 4
D 5 n ) ) ) ) V) 0 (V) (V) n (V)
[} [} [} [} [} 7} [} [} [} [} [}
() (9} (9} v (9} [9) (9) ) 9) v 9
E 3 c c c c c c c c c c c
0 L) L Qo L L & L 0 o 0
F © © © © © © © © © © ©
4 o m m m m [a1] o m o [a] o
G 5
H 6

Priklad rozloZeni desti¢ky — 6 vzorki pacientek (1—6)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PC 7 15 23 31 39
NTC 8 16 24 32 40
1 9 17 5 | 33 | & 22 £ €| & €
) ) ) ) ) )
2 10 18 26 34 42 p p o o ° o
[} (9} [} (9} 9 )
3 1 19 27 35 43 s s s s 5 5
4 12 20 28 36 4t @ @ @ @ @ @
7 13 21 29 37 45
6 14 22 30 38 46

Priklad rozloZeni desti¢ky — 46 vzorkd pacientek (1-46)

Dulezité upozornéni: Rozlozeni destiek neni variabilni. Pozitivni kontrola (PC) musi byt umisténa do
jamky A1 a negativni kontrola (NTC) do jamky Ba.
Prazdné pozice by mély byt vyplnény prazdnymi prouzky (Balance Strips) pro vyvazeni, viz kapitola 7.

11.5.3

Pojmenujte méfeni vhodnym nazvem souboru. Pfed zahajenim méreni zkontrolujte, Ze je
vybrana moznost All Channels.

.3 Export dat

Po dokonceni PCR exportujte méreni PCR (soubor .pcrd).

11.5.3.4 Analyza dat PCR

Nasleduje popis analyzy exportovanych dat.

Na pocitadi oteviete software BioRad CFX Maestro a nejdfive nastavte Plate Type: BR White
v polozce User > User Preferences > Plate, ¢imz uvedete, Ze se pouziva bily plast.

Importujte soubor .pcrd.

Definujte rozlozeni desticky v polozce Plate Setup = View/Edit Plate. Kliknéte na tlacitko Select
Fluorophores a vyberte pouzitd barviva FAM a ROX. Odpovidajici markery ACTB (FAM)
a ZNF671 (ROX) Ize vybrat v polozce Target Names. Zadejte nazev v polozce Sample Names.

Neobsazené pozice jsou oznaceny a mohou byt z analyzy vylouceny zaskrtnutim Exclude Wells
in Analysis.

Rozlozeni desticky potvrdte pomoci OK.

Provedte nastaveni analyzy v polozce Settings. Parametry v polozce Baseline Threshold musi
byt definovany pro kazdy fluorofor zvlast. Za timto Ulelem je nutno odebrat nebo vybrat
markery na karté Quantification.
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Nastaveni analyzy na systému CFX96 Real-Time Detection System

Parametr Nastaveni

Cq Determination Mode Single Threshold

] ] Baseline Subtracted Curve Fit
Baseline Setting

Apply Fluorescence Drift Correction

Analysis Mode Target

Cycles to Analyze 1-42

Baseline Cycles
- User Defined: Begin: 5; End: 20

Single Threshold
- User Defined: 200

Baseline Threshold

- Vyberte vSechny vzorky a exportujte data pro oba markery soucasné v podobé souboru .xlsx
pod jednoznaénym nazvem do pfislusné slozky kliknutim pravym tlacitkem mysi na Export to
Excel.

- Zformatujte data tak, aby vysledky pro rdzné vzorky byly zobrazeny pod sebou a markery
ZNF671a ACTB byly zobrazeny vedle sebe.

Pos Name Cq znrez Cq acts ACqznrea-AcTB
A1 PC 30,32 30,33

Ba NTC

Ca Vzorek 1 34,16

D1 Vzorek 2 35,74 29,24 6,50

Ei Vzorek 3 29,60

Fa Vzorek 4 29,47

G Vzorek 5 30,61 28,48 2,13

Ha Vzorek 6 28,72

Kontrola platnosti méreni PCR
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Méreni PCR je platné, pokud pozitivni i negativni kontrola splfiuje nasledujici kritéria:

Kritéria platnosti kontrol stanoveni ScreenYu Gyn®

Marker Hodnota Cq pro Hodnota Cq pro
pozitivni kontrolu negativni kontrolu

ZNF671 >20; <38 Zadna hodnota

ACTB >20; <38 zadna hodnota

Kontrola platnosti vzorkd

Vysledek pro vzorek pacientky je platny, pokud kontrolni marker ACTB splriuje nasledujici kritérium:

Kritéria platnosti vzorku pacientky

Hodnota Cq pro

vzorek pacientky

ACTB 220;<32
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Analyza stanoveni ScreenYu Gyn®

Pokud marker metylace ZNF671

- neposkytne hodnotu Cq, vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® pro tento vzorek se bude
povazovat za negativni;

- poskytne hodnotu Cq > o; < 20, vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® pro tento vzorek se
povazuje za neplatny;

- poskytne hodnotu Cq = 20; < 42, hodnota ACq se vypocita z nasledujici rovnice:

Vypocet ACq

ACq = Cqznrez — Cqacts

Pokud je ACp = 10,00, bude vysledek testu ScreenYu Gyn® pro tento vzorek povazovan za pozitivni.

Pokud je ACp > 10,00, bude vysledek testu ScreenYu Gyn® pro tento vzorek povazovan za negativni.

Pozitivni vysledek testu ScreenYu Gyn® je spojeny s pfitomnosti cervikalni intraepitelialni neoplazie
nebo karcinomu délozniho ¢ipku. Stanoveni ScreenYu Gyn® se nema pokladat za konecné rozhodnuti
o |éCbé; je nutné jej analyzovat spolecné s ostatnimi klinickymi nalezy.
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12 PARAMETRY STANOVENI SCREENYU GYN®

Uvedené Udaje pochézeji ze systému CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System. Udaje
z analyzatoru cobas z 480, které se lisi, jsou uvedeny samostatné. Pokud nejsou Udaje z analyzatoru
cobas z 480 vyslovné uvedeny, odpovidaji Udajim pro systém CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection
System.

12.1 Analytické funkce

12.1.1 Analyticka citlivost

Analytickd citlivost PCR stanoveni byla urena pomoci metylované, hydrogensific¢itanem
konvertované DNA z lidského genomu. PFislusné meze detekce jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
Série fedéni byly testovany v gnasobném stanoveni. Ve stanoveni bylo pro jeden stér pouzito
v prOméru 120-180 ng DNA.

Analyticka citlivost — 1. cast

Pouzita Pfiblizny pocet bunék ZNF671

DNA ve stanoveni” Cqs42

0,2 ng 30 bunék 9/9 9/9
0,1ng 15 bunék 9/9 9/9
0,05 Nng 7,5 bunék 9/9 9/9
0,02 ng 3 buriky 9/9 9/9
0,01 Ng 1,5 buriky 9/9 7/9
0,005 ng <1 burika 5/9 3/9

Jjedna burika obsahuje priblizné 6-7 pg genomické DNA

Mez detekce pro tyto dva markery v systému CFXg96 Touch Real-Time PCR Detection System je
celkem 3 bunky (0,02 ng) v celém vzorku.

U analyzatoru cobas z 480 je mez detekce pro tyto dva markery celkem 7,5 bunék (0,05 ng) v celém
vzorku.

Meze kvantifikace stanoveni ScreenYu Gyn® odpovidaji mezim detekce s vyslednou linearitou
R? = 0,99 pro oba markery v mezich kvantifikace.
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Navic byla testovana smés metylované hydrogensifi¢itanem konvertované DNA z lidského genomu
anemetylované DNA z lidského genomu. V kazdém pfipadé bylo pouzito 20 ng DNA nebo 100 ng
DNA na jedno stanoveni. Série fedéni byly testovany v triplikatu nebo v gndsobném stanoveni.

Analyticka citlivost — 2. ¢dst

Podil metylované DNA DNA celkem Pozitivni
ScreenYu Gyn®
10 % 20ng 33
1% 20ng 9/9
0,1% 20ng 9/9
0,01 % 20ng 419
0% 20 ng o/9
10 % 100 Ng 33
1% 100 ng 9/9
0,1% 100 ng 9/9
0,01 % 100 ng 1/9
0% 100 ng o/9

Mez detekce pro pozitivni vysledek pro marker ZNF671 je 0,1 % metylované DNA u vzorku s celkovym
obsahem 20 ng DNA nebo 100 ng DNA na jedno stanoveni.

12.1.2 Analyticka specificita — detekce nemetylované DNA

Analyticka specificita PCR stanoveni byla stanovena s pouzitim nemetylovanych PCR fragmentd
o velikosti 10-12 kb reprezentujicich lidsky genom. Bylo provedeno snasobné stanoveni. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce niZe. Vzorky byly klasifikovany jako platné pomoci markeru ACTB. Zadny
falesné pozitivni vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® se neobjevil az do koncentrace 1000 ng
nemetylované hydrogensificitanem konvertované DNA (biDNA).

Analyticka specificita PCR stanoveni

Pouzita DNA ZNF671 ACTB
Cq=s42 Cq=s42

100 ng nemetylované biDNA  o/5 5/5

250 ng nemetylované bibDNA  o/5 5/5

500 ng nemetylované biDNA  o/5 5/5

1000 ng nemetylované biDNA  o/5 5/5

1000 ng genomické DNA ols ols
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12.2 Presnost
12.2.1 Opakovatelnost

Pomoci stanoveni ScreenYu Gyn® byly testovany dva hydrogensifi¢itanem konvertované vzorky
pacientek v deseti nezavislych mérenich (4 replikaty od kazdého). Ve vsech 40 stanovenich mél vzorek
Pap | negativni vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® a vzorek CIN3 pozitivni vysledek stanoveni
ScreenYu Gyn®. Vzorky tedy vykazaly 100% opakovatelnost.

12.2.2 Reprodukovatelnost

Stanovenim ScreenYu Gyn® bylo otestovano 20 vzorkd pacientek v péti centrech. Pokazdé byla
provedena nova pfiprava vzorkd a jejich osetfeni hydrogensifi¢itanem jinymi osobami s pouzitim
jinych pristrojd qPCR (cobas z 480 Analyzer, LightCycler® 480 I, CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System).

Ze 20 vzorky pacientek bylo 18 konzistentnich. Z toho vyplyva 90% reprodukovatelnost.

12.3 Pravdivost

Pravdivost stanoveni ScreenYu Gyn® byla ovéfena Sangerovym sekvenovanim s pouzitim 15 vzorkd
pacientek. Negativné testované vzorky pacientek nevykazaly zadné metylované cytosiny
v odpovidajici genomické oblasti. Pozitivné testované vzorky pacientek vykazaly spravnou
genomickou oblast ZNF671 s vysokym stupném metylace v dané sekvenci.

12.4 Spravnost

Spravnost je uvadéna jako suma presnosti a pravdivosti stanoveni ScreenYu Gyn®.

12.5 Robustnost

U vzorkd obohacenych burikami SiHa nebyla pozorovana zadna interference po pfidani zvySenych
koncentraci nasleduijicich latek do vzorku:

e az0,5% Lugolova roztoku
e az0,5% kyseliny octové
12.6 Mezni hodnota

Optimalni mezni hodnota stanoveni byla ur¢ena pomoci tzv. Youdenova indexu. Predpokladem
pozitivniho vysledku stanoveni ScreenYu Gyn® je spInéni nasledujicich kritérii:

CFX9g6 Touch Real-Time PCR Detection System

ACQznres-acTe < 10 = vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® je pozitivni

ACqznrez-acTe > 10 =2 vysledek stanoveni ScreenYu Gyn® je negativni

Analyzator cobas z 480

ACpznrssa-acte < 9 = vysledek stanoveni ScreenYu Gyn@ je pozitivni
ACpznrsyi-acte > 9 =2 vysledek stanoveni ScreenYu Gyn®@ je negativni
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12.7 Parametry pfri klinickém pouziti
Zde pouzité vzorky pacientek byly ziskany z evropskych klinik (Némecko, Portugalsko).

Osetreni vzorkd pacientek hydrogensifi¢citanem pomoci soupravy EZ DNA Methylation-Lightning Kit
bylo provadéno pfi rychlosti odstfedovani 18 ooo xg a dobé desulfonace o délce 20 minut.

Pro vyhodnoceni parametrd stanoveni ScreenYu Gyn® pfi klinickém pouziti bylo zkoumano 616
vzorkd pacientek s nasledujicim rozdélenim prevalence nélezd: Pap | (n =380; 61,7 %), CIN 1 (n = 47;
7,6 %), CIN 2 (n = 50; 8,2 %), CIN 3 (n = 132; 21,4 %), karcinom délozniho Cipku (n = 7; 1,1 %). Neplatna
vzorkovaci frekvence ¢inila 1,3 % (n = 8).

Klinicka citlivost a specificita byly vypocteny na zakladé stanovené mezni hodnoty.

Vyhodnoceni parametri stanoveni ScreenYu Gyn® pfi klinickém pouZiti

Nalezy podle cytologie / Detekce Clo5%
histologie

Pap | (n =375) 9,33 % 6,6%—-12,7%
CIN1(n=46) 23,91 % 12,6 %-38,8%
CIN 2 (n=48) 35,42 % 22,2%-50,5%
CIN3(n=132) 62,88 % 54,0%—-71,1%
xCa(n=7) 100,00 % 59,0 % —100 %

Udaje pfi klinickém pouZitipro Hodnota

CIN 3+ /Pap|

Citlivost 64,75 % 56,2%-72,7%
Specificita 90,67 % 87,3%-93,4%
Pozitivni prediktivni hodnota 72,00 % 63,3%-79,7 %
Negativni prediktivni hodnota 87,40 % 83,7 % —90,5 %

Pozitivni vérohodnostni pomér 6,96 -

Negativni vérohodnostni pomér 0,39 -

Cl = interval spolehlivosti
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MEZE TOHOTO POSTUPU

Interpretaci vysledkd stanoveni ScreenYu Gyn@ je tfeba vzdy provadét v souvislosti s vysledky
dalich laboratornich diagnostickych postupd, a také pfitom zohlednit klinicky obraz.

Aby nevznikly chybné vysledky, je nezbytné dodrzovat specifikace podle navodu k pouziti,
napf. pipetované objemy, inkubacni doby, teploty a kroky pfipravy.

Spravny zpUsob odbéru vzorkd a jejich uchovavani jsou kriticky dilezité faktory pro vysledky
testu.

U molekularné-biologickych testd nelze z principu vyloucit, ze dalsi, velmi vzacné varianty
sekvenci mohou ovlivnit vysledek testu, protoze jesté nejsou obsazeny ve zdrojich pouzitych
pro analyzu specificity a citlivosti primerd a sond.

Provoz pfistrojd mimo specifikaci, jakoz i odchylky od popsaného testovaciho postupu,
uvedenych podminek uchovavani, materidlu, vybaveni nebo doporuceného materialu vzorkd,
mohou mit za nasledek rozdily oproti dosazenym vysledkOm pfi splnéni vsech specifikaci.

Poskytnuté interni a externi kontroly jsou pomUcky ke zjisténi chyb. Nemohou vsak detekovat
vSechny mozné chyby. Uzivatel je odpovédny za validaci vsech pfipadné provedenych
modifikaci nebo — pokud je to nutné — pouzitych pfistrojd, tak aby byla zajiSténa shoda se
specifikacemi pfistroj0.

LITERATURA
Sung, H. et al. (2021) Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and
Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J Clin 71(3):209-249

Walboomers, J. et al. (1999). Human papillomavirus is a necessary cause of invasive cervical
cancer worldwide. J Pathol. 189(1):12-19

Cuzick et al. (2006). Overview of the European and North American studies on HPV testing in
primary cervical cancer screening. Int J Cancer. 119(5):1095-1101

Hansel et al. (2014). A Promising DNA Methylation Signature for the Triage of High-Risk Human
Papillomavirus DNA-Positive Women. PLOS ONE. Volume g, Issue 3, e91905

Schmitz et al. (2017). Performance of a methylation specific real-time PCR assay as a triage test
for HPV-positive women. Clinical Epigenetics. 9:118

Schmitz et al. (2018). Performance of a DNA methylation marker panel using liquid-based
cervical scrapes to detect cervical cancer and its precancerous stages. BMC Cancer. 18:1197

International Agency for Research on Cancer (2008). European guidelines for quality assurance
in cervical cancer screening — Second edition

PRAVNI ODPOVEDNOST

Souprava ScreenYu Gyn® Kit se smi pouzivat pouze v souladu s jejim uréenym ucelem. Spolecnost
Epitype GmbH neprebira odpovédnost za zadné jiné pouziti (napf. nedodrzeni tohoto navodu
k obsluze a nespravné pouziti) a pfipadné skody z toho vyplyvajici.
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16 DOTAZY A PROBLEMY
Pokud mate néjaké dotazy nebo problémy souvisejici s timto vyrobkem, obratte se prosim na svého
zastupce spolecnosti Epitype GmbH.

Technickou podporu spolecnosti Epitype GmbH zastihnete od pondéli do patku mezi 8:00 a 16:00 na
nasledujicim telefonnim Cisle: +49 (0) 3641 5548500

Mimo pracovni dobu ndm poslete e-mail na adresu: support@epitype.de

Epitype GmbH

Moritzburger Weg 67
01109 Dresden (Drazdany), Deuschland (Némecko)
Vykonni feditelé: Dr. Alfred Hansel, Dr. Martina Schmitz, Dr. Timm Zérgiebel

17 DALSi POZNAMKY

- Regulacni oznameni zakaznikdm v Evropské unii: Vezméte prosim na védomi, Ze jste povinni
oznamit prisluSnému Uradu a spolecnosti Epitype GmbH vsechny zavazné incidenty, ke kterym
dojde v souvislosti s vyrobkem.

- Aktualni verze bezpecnostniho listu pro tento vyrobek je dostupna ke stazeni na webovych
strankach (https://www.epitype.de/en/downloadcenter/), nebo si ji mizete vyzadat e-mailem
na adrese support@epitype.de.

18 VYZNAM SYMBOLU
Symbol Vyznam Symbol Vyznam
PCR-MM Mastermix J’ Teplota uchovavani
. Pokud jsou neotevrené, jsou pouzitelné do
STRIPS PCR stripy (RRRR-MM-DD)
CAPS Vicka Obsah postacuje pro <n> test0

ONTROL Pozitivni kontrola d Vyrobce

)

Voda Dodrzujte navod k pouziti
L
in vitro diagnostikum AN Chrante pred slunecnim svétlem
LOT Oznaceni Sarze ® Nepouzivejte opakované
Referencni Cislo c € Oznaceni CE
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19 SEZNAM ZMEN

Predchozi verze Zmény
(Datum vydani)
8 (2025-09) Oprava prekladatelskych chyb:

- Oprava nadpisU kapitol
e 12.2 Preciznost = Presnost
e 12.3Pfesnost 2 Pravdivost
e 124 Preciznost = Spravnost
- Oprava vét v kapitole 12.3:
e Pravdivost stanoveni ScreenYu Gyn® byla ovéfena
Sangerovym sekvenovanim s pouzitim 15 vzorkd pacientek.
- Oprava vétv kapitole 12.4:
e Spravnost je uvadéna jako suma presnosti a pravdivosti
stanoveni ScreenYu Gyn®.

Optimalizace zapati v kratkém protokolu, odkaz na verzi IFU

20 ZKRACENY PROTOKOL

Nize najdete Sablonu stru¢ného navodu ve formé kontrolniho seznamu.

Pred pouzitim stru¢ného navodu si dukladné prectéte pokyny pro pouziti podrobné popsané
v kapitole 11 véetné vsech poznamek.

Hydrogensificitanova souprava neni soulasti ScreenYu Gyn® Kit. Osetfeni vzorkd
hydrogensifi¢itanem se musi provadét s pouzitim soupravy EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE-
IVD) (referencni informace najdete v kapitole 7).
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Priprava vzork{

L]

[
[

Vzorky pacientek promichejte na vifivé tfepacce po 5 sekund pfi maximalni rychlosti a preneste
1 mldo 1,5ml reakéni zkumavky.

Odstredte vzorky po 5 minut pfi 10 000 xg.

Odstrante a zlikvidujte 9oo pl supernatantu nad peletou.

Osetreni vzorkd hydrogensiric¢itanem

L]

[
[

PFipravte soupravu EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH) podle
pokynd vyrobce.

Resuspenduijte peletu.

Pfipravte reakciv o,5ml reak¢ni zkumavce, promichejte na virivé trepacce a odstredte.

Reakce pro konverzi hydrogensificitanem

Soucast Na reakci ‘

Lightning Conversion Reagent 130 pl

Resuspendovany vzorek 20 pl
Celkovy objem 150
[] rovedte bisulfitovou Upravu podle pokynG vyrobce pro EZ DNA Methylation-Lightning Kit a
postupujte podle dalSich krokd:
[ ] Poposlednim promyti vylijte pritokovou tekutinu.
[ ] Odstfedte kolonu v prazdné Collection-Tube po dobu 1 minuty pFi pIné rychlosti, aby zcela
vyschla.
[ ] Preneste kolonu do 1,5ml reakéni zkumavky.
[ ] Pipetujte 15 pl M-Elution Buffer na kolonu a odstfedte pfi 8 ooo xg po dobu 30 sekund.

Pfiprava a pipetovani PCR reakce

I I e I I A I R W

Odstredte vzorek.

Promichejte ¢inidlo ScreenYu Gyn® Mastermix na vifivé trepacce a odstredte.
Odstrante PCR uzavéry ze ScreenYu Gyn® Strips a zlikvidujte je.

Napipetujte do jamek 120 pl ¢inidla ScreenYu Gyn® Mastermix.

Napipetujte 10 pl vzorku anebo ScreenYu Gyn® Positive Control (do jamky A1) nebo ScreenYu
Gyn® Water (do jamky B1).

Uzavrete ScreenYu Gyn® Strips nepouzitymi ScreenYu Gyn® Caps (prOhledny sacek).
Promichejte ScreenYu Gyn® Strips na vifivé trepacce a odstredte.

-1 -
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Provedeni PCR

[] Zapnéte pfistroj pro kvantitativni PCR, spustte software, pokud je to nutné, a vyberte $ablonu
ScreenYu Gyn.

[ ] Zadejte individudlni ndzev PCR méFeni, upravte rozloZeni vzorku na desti¢ce a zkontrolujte
teplotni protokol.

Teplotni protokol PCR
Programme  Number Temperature

Name of cycles

Inicializace X 94 °C 1:00
94 °C 0:15
61°C 0:30

Amplifikace 42X

37 °C (analyzator cobas z 480)
Chlazeni 1iX 1:00
30 °C (CFX96 Real-Time PCR Detection System)

[] Zalozte do pfistroje ScreenYu Gyn® Strips a spustte méfeni PCR.

Vyhodnoceni a interpretace dat PCR
[] Otevrete exportovany soubor a setfidte data ve vhodném tabulkovém procesoru.

[] Zformatujte data tak, aby vysledky pro rdzné vzorky byly zobrazeny pod sebou a markery
ZNF671 a ACTB byly zobrazeny vedle sebe.

[] Zkontrolujte vysledky pozitivni kontroly a negativni kontroly u obou markerd.
[ ]  Analyzujte vysledek pro odebrané vzorky.
Vzorek se poklada za pozitivni pfi stanoveni ScreenYu Gyn®, pokud jsou splnéna nasledujici kritéria:

Kritéria platnosti a pozitivity

Pristroj PCR Marker Hodnota Ct  ACt znrey2-acTB

ACTB >20,<32 -

cobas z 480 Analyzer
ZNF671 220, <42 < 9,00

CFX96 Real-Time PCR ACTB >20,<32 -
Detection System

ZNF671 220, <42 <10,00

Pozitivni vysledek testu ScreenYu Gyn® je spojeny s pfitomnosti cervikalni intraepitelidlni neoplazie
nebo karcinomu délozniho ¢ipku. Stanoveni ScreenYu Gyn® se nema pokladat za koneéné rozhodnuti
o |é¢bé; je nutné jej analyzovat spolecné s ostatnimi klinickymi nalezy.
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