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LAGERUNG UNMITTELBAR NACH ANLIEFERUNG

Das ScreenYu Gyn®@ Kit wird bei Raumtemperatur versendet und die Uberschreitung des validierten
Temperaturintervalls mittels Temperaturmesspunkt Uberwacht. Uberprifen Sie direkt nach
Anlieferung den am Kit angebrachten Temperaturmesspunkt auf Farbumschlag sowie die
Umverpackung, Versiegelung und Primarverpackung auf Intaktheit. Das Kit muss nach Erhalt
umgehend bei 2 °C bis 8 °C gekihlt und lichtgeschitzt aufbewahrt werden. Bei fachgerechtem
Transport und sachgemafRer Aufbewahrung kdnnen das ScreenYu Gyn® Kit und seine Komponenten
bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum verwendet werden.

Uberwachung der Transporttemperatur

Der am ScreenYu Gyn® Kit angebrachte Temperaturmesspunkt Gberwacht die Temperatur wihrend des Transportes. Ein hell-
silberner Punkt zeigt, dass das Kit unter Einhaltung der Transporttemperatur geliefert wurde. Ein schwarzer Punkt beweist die
Nichteinhaltung der vorgeschriebenen Transporttemperatur, wodurch die Leistungsparameter des ScreenYu Gyn® Kits nicht
mehr gewdhrleistet werden kénnen. Wenden Sie sich in diesem Fall an Epitype GmbH.
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1 ZWECKBESTIMMUNG

ScreenYu Gyn® ist ein In-Vitro Diagnostik-Kit fUr den qualitativen Nachweis eines humanen
epigenetischen Markers in Bisulfit-konvertierter DNA aus Zervikalproben von Frauen mit positivem
HPV-Testergebnis oder mit einem auffalligen, noch abzuklarenden Pap-Befund. Ein positives
ScreenYu Gyn® Testergebnis korreliert mit dem Vorhandensein einer zervikalen, intraepithelialen
Neoplasie oder eines Zervixkarzinoms.

ScreenYu Gyn® ist nur zur Verwendung durch qualifiziertes Personal im Labor bestimmt, das mit
molekularbiologischen Techniken vertraut ist. Die Interpretation der Ergebnisse sollte stets im
Zusammenhang mit Ergebnissen weiterer labordiagnostischer Verfahren sowie unter Einbeziehung
des klinischen Bildes erfolgen.

2 KLINISCHE BEDEUTUNG

Das Zervixkarzinom ist die vierthaufigste Krebserkrankung bei Frauen weltweit mit jahrlich > 600.000
Neuerkrankungen [1]. In praktisch allen Fallen liegt eine persistierende Infektion mit einem
karzinogenen humanen Papillomavirus (HPV) zu Grunde [2] und ist Voraussetzung fir die Entstehung
eines Zervixkarzinoms. HPV-negative Frauen haben ein extrem geringes Risiko an
Gebarmutterhalskrebs zu erkranken. Doch auch die meisten Frauen mit einer HPV-Infektion
entwickeln keine Krebsvorstufe. Bei nur etwa 15 % der nachweislich mit HPV infizierten Frauen
entsteht tatsachlich eine zu behandelnde Krebsvorstufe oder ein Karzinom [3].

Patientinnen mit einem positiven HPV-Test und/oder mit einem noch abzukldrenden Pap-Befund
(Pap I, Pap Ill und Pap IlID1 und D2) kann daher empfohlen werden, mit Hilfe eines Triage Tests, wie
ScreenYu Gyn®, die Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen einer zu behandelnden Krebserkrankung
oder dessen Vorstufe mit grol3er Genauigkeit zu bestimmen.

ScreenYu Gyn@ ist nicht als letzte Therapieentscheidung einzusetzen und muss in Verbindung mit
anderen drztlichen Befunden ausgewertet werden.

3 TESTPRINZIP

ScreenYu Gyn® basiert auf dem Nachweis eines epigenetischen Biomarkers, d.h. die Methylierung
eines spezifischen DNA-Abschnittes, dessen Vorkommen mit der Existenz von prakanzerdsen
Lasionen oder einem Zervixkarzinom korreliert [4, 5, 6]. Zudem wird ein bisulfitspezifischer
Referenzmarker analysiert. Die verwendeten Markerregionen sind in nachstehender Tabelle
dargestellt.

Ubersicht der Markerregionen

Bezeichnung im Protokoll
(Gen Bezeichnung)

Markerregion Fluoreszenzfarbstoff

Methylierungsmarker ZNF671 ROX

Kontrollmarker ACTB FAM

Der Nachweis wird mithilfe der hochsensitiven Sonden-basierten Real-Time PCR-Methode
durchgefihrt. Als Output der Real-Time Gerdte dienen der Cp-Wert (Cross point, cobas z 480
Analyzer), bzw. Cg-Wert (Cycle quantification, CFX96 Real-Time PCR Detection System), welche
beide dem Cycle threshold Ct-Wert entsprechen und nachfolgend auch als solcher bezeichnet
werden. Dieser Wert entspricht dem Zyklus in einer Real-Time PCR, bei der die Fluoreszenz erstmalig
Uber einen definierten Hintergrundwert ansteigt.



Die Analyse einer Patientenprobe mit ScreenYu Gyn® umfasst zwei Schritte.

Zuerst wird die DNA aus dem Zervixabstrich in einer Bisulfitreaktion konvertiert und die Methylierung
fixiert. Im zweiten Schritt wird die eluierte Bisulfit-behandelte DNA in einer methylierungs-
spezifischen, Sonden-basierten Real-Time PCR analysiert. Der urspringlich methylierte
DNA-Abschnitt wird mit Hilfe der in den ScreenYu Gyn® Strips vorliegenden Primer selektiv
amplifiziert. Die Detektion des Methylierungs- und Kontrollmarkers wird unter Verwendung von
Sonden durchgefihrt, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. AuRerdem werden zur
Kontrolle der PCR jeweils eine Positiv- und Negativkontrolle mitgefihrt. Anschlief3end erfolgt die
Assay-spezifische Auswertung.

Probenentnahme und Bisulfit-Kit sind nicht Teil des ScreenYu Gyn®Kits. Speziell vorgesehene
Produkte fur die Probenentnahme und die Bisulfitbehandlung sind separat erhaltlich.
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A: Abstrichentnahme B: Bisulfitbehandlung C: Nachweis der Marker und
der Probe Auswertung der PCR
Probenvorbereitung ScreenYu Gyn®
Testprinzip

A: Der Gyndkologe entnimmt mit einem geeigneten Probenentnahmeset einen Abstrich vom Gebdrmutterhals der Patientin.

B: Das Diagnostiklabor fihrt eine Bisulfitbehandlung der Patientenprobe durch.

C: Pro Probe wird eine Duplex-PCR-Reaktion durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgt iber die Detektion der im ScreenYu Gyn®
Strip enthaltenen Farbstoff-markierten Sonden.

4 DESIGN DES SCREENYU GYN® ASSAYS

4.1 ScreenYu Gyn® Strips

ScreenYu Gyn@ ist ein auf TagMan Sonden basierender Assay. Ein ScreenYu Gyn® Strip ist ein 8-Well
PCR-Streifen, der in jedem Well zwei Primerpaare plus dazugehoriger Sonde zur Amplifikation des
methylierungsspezifischen Markers ZNF671 und des Kontrollmarkers ACTB enthalt. Fir die Analyse
einer Patientenprobe wird ein Well eines ScreenYu Gyn® Strips benétigt.

4.2 Kontrollen

Das Design des ScreenYu Gyn® Kits umfasst drei Kontrollen, welche einerseits die Probenqualitat und
Bisulfitbehandlung (Marker ACTB) Uberwachen als auch die Qualitdit der PCR-Reaktion
(Positivkontrolle und Negativkontrolle) kontrollieren.

4.2.1 Qualitatskontrolle Bisulfitbehandlung (Kontrollmarker ACTB)

Dieser Kontrollmarker Gberprift die erfolgreiche Konvertierung aller nicht-methylierten Cytosine zu
Uracil und damit die Qualitat der durchgefihrten Bisulfitbehandlung. Der Nachweis erfolgt durch die
Amplifikation des menschlichen Gens Beta-Actin (ACTB). Wenn keine ACTB-Amplifikation mit einem
Ct-Wert unter 32 stattfindet, wird der Assay der Probe invalide gewertet und muss wiederholt
werden.



4.2.2 Positivkontrolle

Die Positivkontrolle Uberwacht die Qualitat der PCR-Reaktion. Bei der Amplifikation der
ScreenYu Gyn® Positive Control (PC) muss sowohl fir den Methylierungsmarker als auch fir den
Kontrollmarker ein Ct-Wert unterhalb von 38 erzeugt werden. Andernfalls ist die PCR-Reaktion
invalide und muss wiederholt werden.

4.2.3 Negativkontrolle

Bei der Durchfihrung der Negativkontrolle handelt es sich um eine Kontrollreaktion mit
ScreenYu Gyn® Water (Wasser, NTC — No Template Control) als Template, die in beiden Markern
negativ sein muss. Treten Ct-Werte in der Negativkontrolle auf, ist eine Kontamination sehr
wahrscheinlich und der ScreenYu Gyn® Assay muss wiederholt werden.

5 REFERENZMATERIAL

Es ist kein internationales Referenzmaterial verfiigbar.

6 INHALT DES KITS

Inhalt des ScreenYu Gyn® Kits

Bezeichnung der Symbol Inhalt Volumen / Menge
Komponenten SGoo1-46
ScreenYu Gyn® Mastermix PCR-MM :’Cf-l\:;astermlx 1x 0,55 ml

2-fac
ScreenYu Gyn® Strips STRIPS PCR-Streifen 2 6 Stick
ScreenYu Gyn® Caps CAPS Deckelstreifen fir Strip 6 StUck
ScreenYu Gyn® Positive -
Control CONTROL Positivkontrolle 1x 90 pl
ScreenYu Gyn® Water Wasser 1x2ml
Instructions for use - Gebrauchsanweisung 1

*Enthélt alle fur die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bendtigten Komponenten, auRer Primer, Sonden und Template.
2Enthalt die fUr die PCR bendtigten Primer und Sonden.



7 VERBRAUCHSMATERIALIEN UND EQUIPMENT (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

ScreenYu Gyn® darf nur zusammen mit dem aufgefhrten Verbrauchsmaterial und Equipment und
nur von Fachpersonal angewendet werden. Alle ben&tigten Laborgerdte missen entsprechend der
Herstellerangaben installiert, kalibriert, gehandhabt und gewartet werden.

Raumtemperatur wird definiert als Temperatur zwischen 15 °C und 30 °C.

Benotigtes Equipment
Equipment Katalog Nr. Order
. . . . D5O3O'El
EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE-IVD) Dco31-E Zymo Research Europe GmbH
PCR-Reaktionsgefal? PP, 0,1 ml ohne
Deckel, low profile, 8er-Streifen, weil3, np 04-032-0556 Nerbe plus GmbH & Co. KG
pcrready
Deckel fir PCR-Reaktionsgefafd PP, 0,2 ml
& 0,2 ml, flach, 8er-Streifen, hoch 04-043-0500 Nerbe plus GmbH & Co. KG
transparent, np pcr ready *
ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) - Hologic, Inc.
Cervex-Brush® bzw. Cervex-Brush® Combi - Rovers Medical Devices

Zu verwenden als Balance Strips in der PCR, siehe Plattenbelegung auf Seite 15 bzw. Seite 19.

Die folgende Laborausstattung sowie Verbrauchsmaterialien werden bendtigt, um den
ScreenYu Gyn® Assay durchzufihren.

- Zentrifuge fUr o,5 ml/1,5 ml Reaktionsgefalie, = 10.000 xg
- Zentrifuge fUr PCR-Streifen
- Thermocycler fir o,5 ml Reaktionsgefale
- Vortex Mixer [ Schittler
- Pipetten verschiedener Volumenbereiche und dazugehdrige Filterspitzen (steril, DNase frei)
- Reaktionsgefaf3e o,5 ml/1,5 ml (DNase-frei)
- Reaktionsgefaf3stander fir o,5 ml/1,5 ml/2 ml Reaktionsgefalie
- 96-Well Rack fir PCR-Streifen
- Ethanol 96-100 %, unvergallt
- Real-time PCR-Gerat, Detektionskanile fir die Sondenfarbstoffe FAM und ROX
ScreenYu Gyn® wurde mit folgenden Real-time PCR-Gerdten validiert:
e cobas z 480 Analyzer (Roche Diagnostics GmbH) mit 96-Well-Block, Adapter fir PCR-
Streifen und LightCycler® 480 Software UDF 2.0.0 (Service Pack 3), Auswertung mit
Version 1.5.1.62
e (CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) mit CFX
Maestro Software Version 2.3



8 LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Bei fachgerechtem Transport und sachgemaf3er Aufbewahrung kénnen das ScreenYu Gyn® Kit und
seine Komponenten bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum verwendet werden. Alle im Kit
enthaltenen Reagenzien sind nach Offnen bis zum angegebenen Verfallsdatum haltbar, wenn sie
unter den angegebenen Bedingungen gelagert und gegen Kontamination geschitzt werden.

Lagerungstemperatur des ScreenYu Gyn® Kits sowie des nicht im Kit enthaltenen Equipments

Equipment Lagerungstemperatur

ScreenYu Gyn® Kit 2°Cbis8°C
EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE-IVD) 15 °C bis 30 °C
ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) 15 °C bis 30 °C
Cervex-Brush® bzw.Cervex-Brush® Combi 15 °C bis 30 °C
9 SICHERHEITSHINWEISE
9.1 Allgemeine Hinweise

Bei der Etablierung von modernsten molekularbiologischen Methoden missen folgende Hinweise
genau befolgt werden, um eine maximale Sicherheit fir das Laborpersonal zu gewahrleisten und
qualitativ hochwertige Ergebnisse zu erreichen:

- Da es sich bei der DurchfGhrung um molekularbiologische Prozesse, wie Bisulfitbehandlung,
Amplifikation und den Nachweis von DNA handelt, ist dieses Kit nur zur In-Vitro Diagnostik
vorgesehen und sollte ausschlieRlich von Personal verwendet werden, das in den
Laborpraktiken fir die In-Vitro Diagnostik geschult wurde.

- Vor Verwendung des Produktes ist die Gebrauchsanweisung grindlich zu lesen. Es ist nur die
gultige Version zu verwenden.

- Tragen Sie bei jedem Arbeitsschritt einen geeigneten Laborkittel, Einmalhandschuhe und
gegebenenfalls eine Schutzbrille.

- Vermeiden Sie den direkten Kontakt mit den biologischen Proben sowie ein Verspritzen oder
Versprihen der Proben.

- Heizdeckel und Inkubationsblock des Thermocyclers kénnen Temperaturen von bis zu 110 °C
erreichen. Es besteht die Gefahr von Hautverbrennungen. Bitte beachten Sie die
Bedienungsanleitung des Gerates.

- Waschen Sie lhre Hande nach der Handhabung von Proben und Reagenzien grindlich.

- Verwenden Sie ScreenYu Gyn® nicht, wenn die Verpackung der Reagenzien beschadigt ist.
Setzen Sie sich mit lhrem Handler in Verbindung.

- Verwenden Sie das ScreenYu Gyn® Kit nicht nach dem Haltbarkeitsdatum und verwenden Sie
keine abgelaufenen Reagenzien.

- Mischen Sie keine Reagenzien aus verschiedenen Chargen und mischen Sie die Kit-Reagenzien
nicht mit Reagenzien anderer Hersteller.

- Verwenden Sie nur Materialien, die mit dem Kit geliefert wurden bzw. vom Hersteller
empfohlen werden.

- Alle bendtigten Laborgerate missen entsprechend der Herstellerangaben installiert, kalibriert,
gehandhabt und gewartet werden.



- Das Pipettieren von kleinen Flissigkeitsmengen im Mikroliterbereich erfordert Ubung. Achten
Sie daher darauf, dass Sie die bendtigten Volumina mit den Mikropipetten so prazise wie
maoglich pipettieren.

- Die geltenden regulatorischen Anforderungen an den Betreiber sind einzuhalten.

- Das Befolgen der Guten Laborpraxis (Good Laboratory Practice, GLP), wie sie beispielsweise
von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) oder der Organisation fur wirtschaftliche
Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) beschrieben ist, wird vorausgesetzt. Im Speziellen
sind Empfehlungen fir die Durchfihrung von molekularen Amplifizierungstests zu
bericksichtigen.

- Die Funktionalitat der PCR-Gerate ist nur im Bereich der Raumtemperatur gewdhrleistet.

9.2 Raumaufteilung

Aufgrund der hohen analytischen Sensitivitat einer PCR sollte strengstens darauf geachtet werden,
dass die Reinheit der Kit-Komponenten und der Proben gewahrt bleibt.

Durch die PCR werden Abschnitte der in der Probe vorhandenen DNA millionen- bis milliardenfach
vervielfaltigt. Kleinste Mengen (z.B. auch als Aerosol) dieser PCR-Produkte koénnen bei
Verschleppung ins Probenmaterial, in die Reagenzien zur Bisulfitbehandlung oder die
PCR-Reagenzien dieses Kits zu einem falschen Ergebnis fGhren.

Ein sauberer und gut strukturierter Arbeitsablauf ist daher von entscheidender Bedeutung, um
falschen Ergebnissen vorzubeugen. Dazu ist es erforderlich die Laborbereiche fir Pra- und Post-PCR
voneinander zu trennen. In jedem Bereich sollten separate Ausristung, Verbrauchsmaterialien,
Laborkittel und Handschuhe vorhanden sein. Uberfihren Sie niemals Laborkittel, Handschuhe oder
Equipment von einem Bereich in einen anderen. Die nachstehende Abbildung zeigt beispielhaft eine
Aufteilung eines Labors in zwei separate Raume. Ein Bereich ist nur fUr die Bisulfitbehandlung und
zum Ansetzen der PCR-Reaktionen bestimmt und im anderen Bereich erfolgt die DurchfGhrung der
PCR.

Rauma1 Raum2

N

Raumaufteilung

In Raum 1 wird die Bisulfitbehandlung der Proben sowie die komplette PCR-Vorbereitung (optimal ist die Verwendung einer
PCR-Hood) durchgefiihrt. In Raum 2 wird die PCR durchgefiihrt, detektiert und ausgewertet.

9.3 Vermeidung von Kontaminationen
- Laborkittel und Einmalhandschuhe missen bei allen Arbeitsschritten getragen werden.

- Einmalhandschuhe sind hdufig und immer nach einer (vermuteten) Kontamination mit
Reagenzien oder Probenmaterial zu wechseln.

- Alle Arbeitsflachen, Gerate und Hilfsmittel missen mit einer geeigneten Reinigungsldsung
(DNA-zerstorende Agenzien) dekontaminiert werden.

- Berihren Sie nicht die Innenseiten der Reaktionsgefdf3e oder deren Deckel.

- Beim Pipettieren sind grundsatzlich Filterspitzen (frei von DNase, RNase und humaner DNA) zu
verwenden, um Kreuzkontaminationen Uber beim Pipettieren entstehende Aerosole

9



9.4

10

auszuschlief3en. Die Pipettenspitzen sollten zwischen den Pipettierschritten stets gewechselt
werden.

Es ist wichtig Negativkontrollen mitzufGhren, um mogliche Kontaminationen zu erkennen.

Anleitung zur Handhabung

Bewahren Sie die unbenutzten Komponenten bis zur Verwendung in der Originalverpackung
auf.

Alle Zentrifugationsschritte sollten bei Raumtemperatur durchgefihrt werden.

Der Arbeitsablauf kann nach der Bisulfitbehandlung unterbrochen werden. Die Proben kénnen
an dieser Stelle eine Woche bei 2 °C bis 8 °C oder bis zu zwei Monate bei - 15 °C bis - 30 °C
aufbewahrt werden.

Die ScreenYu Gyn® Strips und ScreenYu Gyn® Caps sind wahrend der gesamten Durchfihrung
nicht ohne Einmalhandschuhe zu berihren, da sonst unspezifische Fluoreszenzsignale
auftreten konnen.

Die ScreenYu Gyn® Strips und ScreenYu Gyn® Caps sind fir den Einmalgebrauch bestimmt
und konnen nicht wiederverwendet werden.

Bewahren Sie die unbenutzten ScreenYu Gyn® Strips und ScreenYu Gyn® Caps in der
Originalverpackung auf. Es ist zwingend erforderlich die ScreenYu Gyn® Strips vor Licht zu
schitzen.

ENTSORGUNG

Das unbenutzte ScreenYu Gyn® Kit und dessen Komponenten kdnnen ohne weitere besondere
Vorsichtsmalinahmen entsorgt werden. Patientenproben und benutzte Reaktionsgefdf3e sind wie
infektioser Abfall zu handhaben. Alle Reagenzien sind den gesetzlichen Vorschriften entsprechend zu
entsorgen.

10



11 SCREENYU GYN® VERFAHREN

Das folgende Kapitel enthalt eine ausfihrliche Beschreibung der verschiedenen Arbeitsschritte von
der Probenentnahme bis hin zur Auswertung der Daten.

11.1 Arbeitsablauf

Insgesamt ist ScreenYu Gyn® in weniger als vier Stunden durchfihrbar, die aktive Arbeitszeit betragt
ca. 2 Stunden. Bei der ersten ScreenYu Gyn® Durchfihrung sollten noch 15 Minuten zur Erstellung
des PCR-Templates eingeplant werden.

Offnen des Templates Export und
Aufreinigungder und Speicherndes Auswertungder
[ Probenvorbereitung ] konvertierten DNA PCR-Laufes PCR-Daten

10 Min 70 min 40 min 10 min 5 min 65 min 30 min
#}..-..+l-.# @ E S EEEEEEEEEEEEEEEEESR

Bisulfitkonvertierung Vorbereitungund Durchfuhrung
der DNA Pipettierender PCR der PCR

Legende

m——  Aktive Arbeitszeit
ssmmm PassiveArbeitszeit

Optionaler Haltepunkt

Zeitstrahl des ScreenYu Gyn® Arbeitsablaufes

11.2 Probenentnahme

Das Probenentnahmeset ist nicht Teil des ScreenYu Gyn® Kits. ThinPrep® PreservCyt® Proben-
rohrchen (Hologic, Inc.) und Cervex-Brush® Probenentnahmegerate (Rovers Medical Devices) sind
bei den jeweiligen Herstellern erhaltlich. Die Entnahme einer Zervikalprobe durch den Arzt erfolgt
laut Herstellerangaben und unter Einhaltung der allgemeingiltigen Richtlinien zur Entnahme einer
zervikalen Abstrichprobe [7].

Wichtig: Der Buirstenkopf des Probenentnahmegerdtes sollte nach der Entnahme nicht im
Probengefal? verbleiben, da sonst die Performance von ScreenYu Gyn® beeintrachtigt wird.

Als Abstrichmedium muss ThinPrep® PreservCyt® Solution verwendet werden. Die Verwendung
anderer Probenmedien war nicht Teil der Validierung des ScreenYu Gyn® Assays.

Eine gute Qualitat der eingesetzten DNA-Probe ist eine wichtige Voraussetzung fur die Aussagekraft
des Assays. Daher muss beachtet werden, dass eine nicht ordnungsgemaf3e Probenentnahme,
Bisulfitbehandlung und DNA-Lagerung zu nicht validen oder gegebenenfalls sogar falsch negativen
Ergebnissen fihren kann.

Zervikalproben konnen ohne Kuhlung bis zur Durchfihrung des Tests in das Laboratorium
transportiert werden. Die Lagerung der Proben ist bis zu 1,5Jahre bei einer Temperatur von
2 °C bis 30 °C maoglich.
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11.3 Probenvorbereitung
Die folgenden Schritte missen im Probenvorbereitungsbereich (Raum 1) durchgefihrt werden.

Wichtig: Befindet sich der Birstenkopf der Abstrichentnahmebirste im Probengefal3, so wird dieser
zundchst entfernt und verworfen.

- Vortexen Sie alle Patientenproben 5 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit und GberfGhren
Sie sofort 1 ml Medium in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3.

Achtung: Die Zellen setzen sich sehr schnell wieder auf dem Boden des Geféf3es ab. Zwischen
Durchmischen der Patientenprobe und der 1 ml-Entnahme dirfen nicht mehr als 10 Sekunden
liegen!

- Zentrifugieren Sie die Proben 5 Minuten bei 10.000 xg.
- Nehmen Sie vorsichtig goo pl Uberstand Uber dem Pellet ab, ohne das Pellet zu zerstoren.
Achtung: Je nach Beschaffenheit der Probe ist das Pellet mehr oder weniger fest.
- Resuspendieren Sie das Pellet durch Vortexen fir 3 Sekunden. 20 pl der resuspendierten Probe
werden in die Bisulfitbehandlung eingesetzt. Die restlichen 8o pl werden verworfen.
11.4 Bisulfitbehandlung der Proben
Das Bisulfit-Kit ist nicht Teil des ScreenYu Gyn® Kits. ScreenYu Gyn® wurde mit dem EZ DNA
Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH) validiert.
- Input: Geben Sie 20 pl der resuspendierten Probe + 130 pl Lightning Conversion Reagent in
ein 0,5 ml Reaktionsgefaf3.

- Fuhren Sie die Bisulfitbehandlung, bis auf nachfolgende Anderungen, entsprechend den
Herstellerangaben des EZ DNA Methylation-Lightning Kits durch:

e  Verwerfen Sie nach dem letzten Waschschritt den Durchfluss.

e  Zentrifugieren Sie die Saule in dem leeren Collection Tube fir 2 Minute bei full speed

trocken.

Achtung: Durch Uberspringen bzw. Weglassen dieses Schrittes wird die Performance des
ScreenYu Gyn® Assays, auf Grund von Ethanol-Resten im Eluat, beeinflusst.

e  Eluieren Sie in 15 pl M-Elution Buffer fir 30 Sekunden bei 8.000 xg.

12



11.5 PCR

Vor dem Ansetzen der PCR sollte sichergestellt sein, dass das PCR-Temperaturprotokoll an dem fir
ScreenYu Gyn® zugelassenen Real-time PCR-Gerat einprogrammiert ist. Dazu verfahren Sie fir das
Programmieren des PCR-Templates am cobas z 480 Analyzer wie auf Seite 14 beschrieben. Die
Erlduterung fur die PCR am CFXg6 Real-Time PCR Detection System finden Sie ab Seite 19.

11.5.1 Vorbereitung und Pipettieren der PCR

Wichtig: Die Vorbereitung und das Pipettieren der PCR sollten nicht langer als 60 Minuten dauern.
Dieser Schritt wird in Raum 1 (Pra-PCR-Bereich) durchgefihrt.

Beachten Sie die vorgegebene Plattenbelegung, wie auf Seite 15 bzw. Seite 19 beschrieben. Die
Positivkontrolle (PC) ist in Well A1 und die Negativkontrolle (NTC) in Well B1 zu pipettieren.

- Entnehmen Sie dem Kit den ScreenYu Gyn® Mastermix sowie die bendtigte Anzahl an
ScreenYu Gyn® Strips und setzen Sie diese auf ein 96-Well Rack.

Achtung: Ein ScreenYu Gyn® Strip reicht fir acht PCR-Assays. Es ist zu beachten, dass fir
jeden PCR-Lauf eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle (Wasser, NTC) mitzufUhren
sind.

- Vortexen Sie den ScreenYu Gyn® Mastermix 3 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit und
zentrifugieren Sie diesen ab.

- Ziehen Sie die PCR-Deckel-Streifen von den ScreenYu Gyn® Strips ab und verwerfen Sie
diese.

- Geben Siein jedes Well des ScreenYu Gyn® Strips 10 pl des ScreenYu Gyn® Mastermix hinzu.

- Vortexen Sie die Proben-Eluate 3 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit und zentrifugieren
Sie diese kurz ab.

- Geben Sie in das mit ScreenYu Gyn® Mastermix belegte Well 10 pl Probe hinzu.
Wichtig: Wechseln Sie die Pipettenspitze fir jeden Pipettierschritt.

Hinweis: Bewahren sie den Rest der Proben-Eluate fir eine ggf. bendtigte Wiederholung der
ScreenYu Gyn® PCR auf.

- Vortexen Sie die ScreenYu Gyn® Positive Control 3 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit
und zentrifugieren Sie diese ab.

- Figen Sie in das Well A1 10pl ScreenYu Gyn® Positive Control und in Well Bi
10 pl ScreenYu Gyn® Water als Negativkontrolle hinzu.

- VerschlieRen Sie jeden ScreenYu Gyn® Strip mit einem unbenutzten ScreenYu Gyn® Cap
(transparenter Druckverschlussbeutel).

Achtung: Berthren Sie nicht die Innenseiten der ScreenYu Gyn® Strips und
ScreenYu Gyn® Caps. Achten Sie darauf, dass der ScreenYu Gyn® Cap nach VerschliefRen
richtig auf dem ScreenYu Gyn® Strip sitzt. Die Uberprifung erfolgt am besten durch seitliche
Sichtkontrolle.
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Korrekte Beschriftung: Falsche Beschriftung:
1 Z %) = = \ Achtung:

A\ & .2 _ Beschriften Sie die Caps nicht auf den
Wells, da das Auslesen des
PCR-Signals von oben durch die
Deckel erfolgt und bei dortiger
Beschriftung zu falschen
Fluoreszenzsignalen fUhrt.

Zur Beschriftung der Caps eignet sich
die am unteren bzw. oberen Ende
befindliche grofe Lasche.

- Vortexen Sie alle verschlossenen ScreenYu Gyn® Strips 3 Sekunden bei maximaler
Geschwindigkeit und zentrifugieren Sie diese ab.

11.5.2 Durchfihrung der PCR am cobas z 480 Analyzer

Im Folgenden wird die Durchfihrung von ScreenYu Gyn® an den Real-Time PCR-Systemen
cobas z 480 Analyzer (blau markiert) bzw. CFXg6 Real-Time PCR Detection System (grin markiert)
beschrieben. Beachten Sie hierbei aber immer die Herstelleranleitungen zur Bedienung der
PCR-Gerate.

Die PCRist in Raum 2 durchzufihren.

11.5.2.1  Erstellen eines PCR-Templates

Falls Sie zu einem friheren Zeitpunkt das PCR-Template erstellt und gespeichert haben, kdnnen Sie
unter 11.5.2.2 Starten des PCR-Laufes fortfahren.

- Schalten Sie das PCR-Gerat und den dazugehorigen Computer ein. Innerhalb von 15 Sekunden
muss am Computerbildschirm im BIOS ,User defined Workflow" gewahlt werden, um in einen
freiprogrammierbaren Gerate-Modus zu wechseln.

- Wahlen Sie rechtsin der Aktionsleiste , Tools" 7 und erstellen Sie ein neues Detection Format.
Nennen Sie es ScreenYu Gyn. Wahlen Sie die Filterkombination 465-510 und 540-610
(Excitation-Emission). Schliefsen Sie das Fenster Uber den Close Button.

- Wahlen Sie New Experiment, um ein neues Template zu erstellen.
Stellen Sie im Reiter Run Protocol das Detection Format auf ScreenYu Gyn und setzen Sie das
Reaction Volume auf 20 pl. Programmieren Sie das Temperaturprotokoll gemaf3 nachstehender
Tabelle.
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PCR-Temperaturprotokoll am cobas z 480 Analyzer

Programme Number Analysis Acquisition Hold Ramp
Name of cycles Mode Mode (hh:mm:ss) rate (°C/s)
Initialization 1 x None 94°C  None 00:01:00 YA

94°C  None 00:00:15 YA
Amplification 42 x Quantification

61°C  Single 00:00:30 2.2
Cooling 1X None 37°C None 00:01:00 2.2

- Speichern Sie das Run-Template unter dem Namen ScreenYu Gyn ab. Dazu wahlen Sie unter
Apply Template = Save as Template und legen das Template am gewinschten Ort ab.

11.5.2.2  Starten des PCR-Laufes

Wenn Sie zu einem friheren Zeitpunkt das PCR-Template gespeichert haben, kdnnen Sie es nun
aufrufen, indem Sie unter New Experiment from Template > ScreenYu Gyn wahlen. Uberprifen Sie,
dass das korrekte Temperaturprotokoll eingestellt ist.

- Erstellen Sie im Subset Editor je nach Plattenlayout ein Subset-Template. Dazu betatigen Sie
den Button ,+", wahlen alle belegten Wells im Layout an und bestatigen das Template mittels
des Buttons Apply. Dieses Subset-Template kann Uber Apply Template - Save as Template am
gewinschten Ort abgelegt werden.

()
- L . °)
- Wahlen Sie ein geeignetes Plattenlayout: S
(%]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 :
oo
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Beispiel Plattenbelegung fiir 6 Patientenproben (1 - 6)
Auswertung einer unvollstindig belegten Platte erfolgt mittels festgelegtem Subset im 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 o o
D 2 10 18 26 34 42 ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ % ﬁ
E| 3 | 1 | 19 | 27 | 35 | 43 £ | £ | g £| £ | g
F 4 12 20 28 36 Lt @ o o o o o
G| 5 13 21 29 37 45
H 6 14 22 30 38 46

Beispiel Plattenbelegung fiir 46 Patientenproben (1 - 46)
Auswertung einer unvollstindig belegten Platte erfolgt mittels festgelegtem Subset im Subset Editor.
Wichtig: Die Plattenbelegung ist nicht variabel. Die Positivkontrolle (PC) ist in Well A1 und die

Negativkontrolle (NTC) in Well B1 zu positionieren.
Leere Positionen sind mit leeren Streifen (Balance Strip) zum Austarieren zu besetzen, siehe Kapitel 7.
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- Definieren Sie im Sample Editor die Probenbeschriftung. Wahlen Sie dazu unter Step 2: Select
Samples - Subset ein definiertes Subset-Template aus und tragen Sie die Probenbezeichnung
Sample Name unter Step 3: Edit Properties ein. Dieses Sample-Template kann Uber Apply
Template - Save as Template am gewinschten Ort gespeichert werden.

- Stellen Sie die Strips senkrecht in definierter Reihenfolge in das PCR-Gerét.

Wichtig: Verwenden Sie den Adapter fir PCR-Streifen (erhaltlich bei der Roche Diagnostics
GmbH).

- Speichern Sie den PCR-Lauf durch Betdtigen des ,Disketten"-Buttons (rechts in der
Aktionsleiste) im gewUnschten Ordner unter einem eindeutigen Namen ab und starten Sie den
PCR-Lauf durch Betatigen des Buttons Start Run im Reiter Run Protocol (Experiment Editor).

11.5.2.3  Export der Daten

Falls Sie die Auswertung des PCR-Laufes direkt an dem zum cobas z 480 Analyzer zugehdrigen
Rechner durchfihren, kénnen Sie unter 11.5.2.4 Auswertung der PCR-Daten fortfahren.

- Exportieren Sie nach Beendigung der PCR (Run complete) den PCR-Lauf Gber ~Export"
und speichern Sie die Datei an einem gewinschten Ort ab.

11.5.2.4 Auswertung der PCR-Daten

Im Folgenden wird die Auswertung der exportierten Daten beschrieben. Diese Anleitung ist unter
Verwendung des Tabellenkalkulationsprogramms Microsoft Excel erstellt worden. Die Verwendung
anderer geeigneter Programme ist ebenfalls moglich.

- Falls Sie den Export des PCR-Laufes durchgefihrt haben, starten Sie an einem weiteren
Computer die LightCycler® 480 Software und offnen/importieren Sie den PCR-Lauf.
Anderenfalls fGhren Sie die Auswertung am Rechner des cobas z 480 Analyzers durch.

- Wahlen Sie unter Analysis den Auswerte-Algorithmus Abs Quant/Fit Points und gegebenenfalls
das festgelegte Subset.

- Stellen Sie im Reiter Cycle Range folgende Parameter ein: First Cycle 1, Last Cycle 42 sowie den
Background auf 5 bis 20, indem ein Min Offset von 4 und ein Max Offset von 19 gewahlt wird.

- Uberprifen Sie im Reiter Noise Band, dass der STD Multiplier auf 12 eingestellt ist und die Noise
Band automatisch berechnet wird.

- Aufgrund der Detektion von zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, erfolgt die Analyse
der PCR-Daten fur jeden Marker separat. Der jeweilige Detektionskanal wird Gber den Button
Filter Comb ausgewahlt:

Filterkombinationen und Thresholdeinstellungen am cobas z 480 Analyzer

Marker Detektionskanal Sonde Threshold ‘
ACTB 465-510 FAM 1,2
ZNF671 540-610 ROX 0,5

- Uberprifen Sie im Reiter Analysis, dass die Anzahl der Fit Points auf 2 eingestellt ist.

- Wahlen Sie fir ACTB Filter Comb 465-510 und stellen Sie den Threshold auf 1,2. Betatigen Sie
den Button Calculate, um die Analyse durchzufihren. Exportieren Sie die Datentabelle unter
Samples Gber Export Table mittels Rechtsklick als .txt-Datei und speichern Sie diese an einem
geeigneten Ort unter einem eindeutigen Namen ab.
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- Anschliefend wahlen Sie fir ZNF671 Filter Comb 540-610 und stellen Sie den Threshold auf o, 5.
Betatigen Sie den Button Calculate, um die Analyse durchzufihren. Exportieren Sie die
Datentabelle unter Samples Gber Export Table mittels Rechtsklick als .txt-Datei und speichern
Sie diese an einem geeigneten Ort unter einem eindeutigen Namen ab.

Achtung: Werten Sie die beiden Marker wie beschrieben immer nacheinander aus, da die manuell
eingestellten Thresholdwerte vom Programm immer auf alle Filter angewendet werden.

- Offnen Sie ein Tabellenkalkulationsprogramm, wie Microsoft Excel, und kopieren Sie alle
Daten beider .txt-Dateien, sowohl fir den Marker ZNF671 (Selected Filter: 540-610) als auch fur
den Marker ACTB (Selected Filter: 465-510), hinein.

- Formatieren Sie die Daten so, dass die Ergebnisse der verschiedenen Proben untereinander und
die Marker ZNF671 und ACTB nebeneinander dargestellt werden.

Pos Name CP znFep CP acts ACP znre71-AcTB
A1 PC 31.98 32.12
Bai NTC
Ca Sample 1 36.22
Da Sample 2 36.39 30.22 6.17
Ex Sample 3 31.50
Fa Sample 4 31.27
G Sample g 31.61 30.32 1.29
Ha Sample 6 31.21 3
S
Uberprifung der Validitat des PCR-Laufes K"
Der PCR-Lauf ist valide, wenn Positiv- und Negativkontrolle folgende Kriterien einhalten: 'Lo\o
(@)
Validitdtskriterien der ScreenYu Gyn® Kontrollen %
Marker Cp-Wert fur Cp-Wert fir é
Positivkontrolle Negativkontrolle 2
=
ZNF671 >20; <38 kein Wert
ACTB >20; <38 kein Wert

Uberprifung der Validitat der Proben

Das Ergebnis der Patientenprobe ist valide, wenn fir den Kontrollmarker ACTB folgendes Kriterium
erfUllt ist:

Validitdtskriterien der Patientenprobe
Marker Cp-Wert fir

Patientenprobe
ACTB >20;<32

Bewertung des ScreenYu Gyn® Assays
Wird fUr den Methylierungsmarker ZNF671
- kein Cp-Wert generiert, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe negativ gewertet.

- ein Cp-Wert > o; < 20 generiert, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe invalide
gewertet.

17



.
N
T
S
<
<C
o)
o
q—
N
Wn
S
)
Q
O

- wird ein Cp-Wert 2 20; < 42 generiert, erfolgt die Berechnung des ACp nach folgender
Gleichung:

Berechnung ACp

ACp = Cpznrez: - Cpacts

Betragt der ACp = 9,00, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe positiv gewertet.

Betragt der ACp > 9,00, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe negativ gewertet.

Ein positives ScreenYu Gyn® Testergebnis korreliert mit dem Vorhandensein einer zervikalen,
intraepithelialen Neoplasie oder eines Zervixkarzinoms. ScreenYu Gyn® ist nicht als letzte
Therapieentscheidung einzusetzen und in Verbindung mit anderen &rztlichen Befunden auszuwerten.
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11.5.3 Durchfihrung der PCR am CFXg6 Real-Time PCR Detection System

11.5.3.1  Erstellen eines PCR-Templates

- Schalten Sie das PCR-Gerat an.

- Programmieren Sie das PCR-Temperaturprotokoll wie in nachstehender Tabelle beschrieben,
indem Sie die Temperaturschritte bzw. Zeiten anwahlen und bearbeiten.

PCR-Temperaturprotokoll ** am CFX96 Real-Time PCR Detection System

Programme Name  Step Number of cycles Temperature Time (m:ss)
Initialization 1 1X 94 °C 1:00

2 94 °C 0:15
Amplification 3" 42X 61°C 0:30

4 GO TO Step 2 41X
Cooling 5 1X 30°C 1:00

Bei Step 3 erfolgt die Detektion , Plate Read" des Fluoreszenzsignals, welches Gber das Kamerasymbol symbolisiert wird.

* Am CFX96 Real-Time PCR Detection System betrdgt die Ramp Rate standardmdfSig 5°C/sec. Mit dieser Einstellung
wurde dieser IVD-Test validiert.

- Setzen Sie das Reaktionsvolumen auf 20 pl und stellen Sie die Temperatur der Deckelheizung
Lid auf 105 °C.

- Speichern Sie das PCR-Template unter dem Namen ScreenYu Gyn ab.

11.5.3.2  Starten des PCR-Laufes
Wenn Sie zu einem friheren Zeitpunkt das PCR-Template gespeichert haben, kénnen Sie es nun
aufrufen. Uberprifen Sie, dass das korrekte Temperaturprotokoll eingestellt ist.

- Platzieren Sie die ScreenYu Gyn® Strips im PCR-Gerat, indem Sie diese vertikal in die kleinen
Vertiefungen des Heizblockes einsetzen. Wahlen Sie ein geeignetes Plattenlayout.
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Beispiel Plattenbelegung fiir 6 Patientenproben (1 - 6)
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1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12
PC 7 15 23 31 39
NTC 8 16 24 32 40
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2 10 18 26 34 42 Y Y Y Y 9 Y

3 1 19 27 35 43 s s s s 5 &

4 12 20 28 36 4t @ @ @ @ @ @
5 13 21 29 37 45
6 14 22 30 38 46

Beispiel Plattenbelegung fiir 46 Patientenproben (1 - 46)

Wichtig: Die Plattenbelegung ist nicht variabel. Die Positivkontrolle (PC) ist in Well A1 und die
Negativkontrolle (NTC) in Well B1 zu positionieren.
Leere Positionen sind mit leeren Streifen (Balance Strip) zum Austarieren zu besetzen, siehe Kapitel 7.

Benennen Sie den Lauf unter einem geeigneten Dateinamen. Beachten Sie, dass alle Kandle All
Channels detektiert werden, bevor Sie den Lauf starten.

11.5.3.3  Export der Daten

Nach Beendigung der PCR, exportieren Sie den PCR-Lauf (.pcrd Datei).

11.5.3.4  Auswertung der PCR-Daten

Im Folgenden wird die Auswertung der exportierten Daten beschrieben.

Offnen Sie an einem Computer die BioRad CFX Software und stellen Sie zunachst unter User
—> User Preferences > Plate den Plate Type: BR White ein, um die Verwendung von weil3er
Plastik anzugeben.

Importieren Sie die .pcrd-Datei.

Definieren Sie unter Plate Setup > View/Edit Plate das Plattenlayout. Uber den Button Select
Fluorophores werden die verwendeten Farbstoffe FAM und ROX ausgewahlt. Die
dazugehorigen Marker ACTB (FAM) und ZNF671 (ROX) kénnen unter Target Names definiert
werden. Unter Sample Names tragen Sie die Probenbezeichnung ein.

Nicht belegte Positionen werden markiert und durch Setzen des Hakchens bei Exclude Wells in
Analysis aus der Auswertung rausgerechnet.

Mit OK bestdtigen Sie die Plattenbelegung.

Unter Settings werden die Auswerteeinstellungen eingestellt. Die Parameter unter Baseline
Threshold missen fur jedes Fluorophor separat definiert werden. Dafir miUssen die Marker im
Reiter Quantification ab- oder angewahlt werden.

20



Auswerteeinstellungen am CFX96 Real-Time Detection System

Parameter Einstellung

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

- Wabhlen Sie alle Proben an und exportieren Sie die Daten fir beide Marker gleichzeitig, indem
Sie die Datentabelle mittels Rechtsklick Uber Export to Excel als .xIsx-Datei an einem
geeigneten Ort unter einem eindeutigen Namen abspeichern.

- Formatieren Sie die Daten so, dass die Ergebnisse der verschiedenen Proben untereinander und
die Marker ZNF671 und ACTB nebeneinander dargestellt werden.

Pos Name Cq znren Cq acts ACq znrepa-acTB
A1 PC 30.32 30.33

B NTC

Ca Sample 1 34.16

D1 Sample 2 35.74 29.23 6.50

Ex Sample 3 29.60

F1 Sample 4 29.47

G1 Sample 5 30.61 28.48 2.13

Ha Sample 6 28.72

Uberprifung der Validitat des PCR-Laufes

Der PCR-Lauf ist valide, wenn Positiv- und Negativkontrolle folgende Kriterien einhalten:
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Validitdtskriterien der ScreenYu Gyn® Kontrollen

Marker Cq-Wert fir Cq-Wert fir
Positivkontrolle Negativkontrolle

ZNF671 >20; <38 kein Wert

ACTB >20; <38 kein Wert

Uberprifung der Validitat der Proben

Das Ergebnis der Patientenprobe ist valide, wenn fir den Kontrollmarker ACTB folgendes Kriterium
erfillt ist:

Validitdtskriterien der Patientenprobe
Marker Cq-Wert fir

Patientenprobe
ACTB >20;<32
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Bewertung des ScreenYu Gyn® Assays

Wird fir den Methylierungsmarker ZNF671
- kein Cg-Wert generiert, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe negativ gewertet.

- ein Cg-Wert > o; < 20 generiert, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe invalide
gewertet.

- wird ein Cg-Wert = 20; < 42 generiert, erfolgt die Berechnung des ACq nach folgender
Gleichung:

Berechnung ACq

ACq = Cqznreza - Cgacts

Betragt der ACq < 10,00, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe positiv gewertet.

Betrdagt der ACq > 10,00, wird das ScreenYu Gyn® Ergebnis fir diese Probe negativ gewertet.

Ein positives ScreenYu Gyn® Testergebnis korreliert mit dem Vorhandensein einer zervikalen,
intraepithelialen Neoplasie oder eines Zervixkarzinoms. ScreenYu Gyn® ist nicht als letzte
Therapieentscheidung einzusetzen und in Verbindung mit anderen arztlichen Befunden auszuwerten.
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12 LEISTUNGSMERKMALE VON SCREENYU GYN®

Gezeigt werden die Leistungsdaten des CFX96 Touch Real-Time PCR Detection Systems. Bei
Abweichungen der Daten zum cobas z 480 Analyzer werden diese separat aufgefihrt. Werden die
Daten vom cobas z 480 Analyzer nicht explizit gezeigt, entsprechen diese den dargestellten Daten fir
das CFXg96 Touch Real-Time PCR Detection System.

12.1 Analytische Leistungsmerkmale

12.1.1 Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat des PCR-Assays wurde unter Verwendung von methylierter Bisulfit-
konvertierter, genomischer Human-DNA ermittelt. Die jeweiligen Nachweisgrenzen sind in der
folgenden Tabelle aufgefihrt. Die Verdinnungsreihen wurden in g9-fach Bestimmung getestet. Bei
einem Abstrich werden im Durchschnitt 120 - 180 ng DNA in den Assay eingesetzt.

Analytische Sensitivitdt — Teil 1

Eingesetzte Ungefahre Anzahl ZNF671  ACTB

DNA Zellenim Assay” Cqss42  Cqs42
0,1ng 15 Zellen 9/9 9/9
0,05ng 7,5 Zellen 9/9 9/9
0,02 ng 3 Zellen 9/9 9/9
0,01 ng 1,5 Zellen 9/9 719
0,005 ng <1Zelle 5/9 3/9

eine Zelle enthidilt ca. 6 - 7 pg genomische DNA

Die Nachweisgrenze fir die beiden Marker am CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System liegt
beiinsgesamt 3 Zellen (0,02 ng) in der Gesamtprobe.

Am cobas z 480 Analyzer liegt die Nachweisgrenze fir die beiden Marker bei insgesamt 7,5 Zellen
(0,05 ng) in der Gesamtprobe.

Die Quantifizierungsgrenzen des ScreenYu Gyn® Assays entsprechen den Nachweisgrenzen. Es
ergibt sich eine Linearitat von R* = 0,99 fir beide Marker innerhalb der Quantifizierungsgrenzen.
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Zudem wurde ein DNA-Gemisch aus methylierter Bisulfit-konvertierter, genomischer Human-DNA
und unmethylierter, genomischer Human-DNA getestet. Dabei wurden jeweils 20 ng DNA bzw.
100 ng DNA pro Assay eingesetzt. Die Verdinnungsreihen wurden im Triplikat oder in g-fach
Bestimmung getestet.

Analytische Sensitivitdt — Teil 2

Anteil methylierte DNA Gesamtmenge ScreenYu Gyn®
DNA positiv
10 % 20ng 3/3
1% 20 ng 9/9
0,1% 20ng 9/9
0,01 % 20ng 419
0% 20ng o/9
10% 100 ng 3/3
1% 100 ng 9/9
0,1% 100 Ng 9/9
0,01 % 100 ng 1/9
0% 100 ng o/9

Die Nachweisgrenze fir ein positives Ergebnis des Marker ZNF671 liegt bei 0,1 % methylierte DNA fir
eine Probe mit insgesamt 20 ng DNA oder 100 ng DNA pro Assay.

12.1.2 Analytische Spezifitat — Detektion unmethylierter DNA

Die analytische Spezifitdt des PCR-Assays wurde unter Verwendung von unmethylierter, das humane
Genom reprasentierender 10-12 kb grof3er PCR-Fragmente ermittelt. Es erfolgte eine 5-fach
Bestimmung. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt. Die Proben wurden durch
den Marker ACTB als valide eingestuft. Bis zu einer Konzentration von 1000 ng unmethylierter,
Bisulfit-konvertierter DNA (biDNA) wurde kein falsch-positives ScreenYu Gyn® Ergebnis erhalten.

Analytische Spezifitit des PCR-Assays

Verwendete DNA ZNF671 ACTB
Cq=42 Cq=42
100 ng unmethylierte biDNA  o/5 5/5
250 ng unmethylierte biDNA o/ 5 5/5
500 ng unmethylierte biDNA o/ 5 5/5
1000 ng unmethylierte biDNA o/ 5 5/5
1000 ng genomische DNA o/s o/s
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12.2 Prazision
12.2.1 Wiederholbarkeit

Zwei Bisulfit-konvertierte Patientenproben wurden in zehn unabhangigen Durchfihrungen mit dem
ScreenYu Gyn® Assay (je 4 Replikate) getestet. In allen 40 Bestimmungen wies die PAP | Probe ein
negatives ScreenYu Gyn® Ergebnis und die CIN3 ein positives ScreenYu Gyn® Ergebnis auf. Somit
zeigen die Proben eine 100 %ige Wiederholbarkeit.

12.2.2 Reproduzierbarkeit

20 Patientenproben wurden an finf Zentren mit ScreenYu Gyn® getestet. Jedes Mal wurde eine neue
Probenvorbereitung und Bisulfitbehandlung von unterschiedlichen Personen durchgefihrt sowie
verschiedene qPCR-Gerate (cobas z 480 Analyzer, LightCycler® 480 |, CFXg96 Touch Real-Time PCR
Detection System) verwendet.

18 von 20 Patientenproben waren Ubereinstimmend. Es ergibt sich eine Reproduzierbarkeit von 9o %.

12.3 Richtigkeit

Die Richtigkeit des ScreenYu Gyn® Assays wurde anhand von 15 Patientenproben mittels
Sangersequenzierung Uberprift. Negativ getestete Patientenproben zeigten keine methylierten
Cytosine in der jeweiligen Genomregion und positiv getestete Patientenproben zeigten die korrekte
ZNF671 Genomregion mit einem hohen Methylierungsgrad innerhalb der Sequenz.

12.4 Genauigkeit

Die Genauigkeit als Summe von Prazision und Richtigkeit des ScreenYu Gyn® Assays ist gegeben.

12.5 Robustheit

Es wurde keine Interferenz bei mit SiHa-Zellen gespikten Abstrichproben beobachtet, wenn erhohte
Konzentrationen folgender Substanzen in die Probe zugefigt wurden:

e biszuo,5% Lugolsche Losung

e biszuo,5% Essigsaure

12.6 Cut-off

Der optimale Assay-Cut-off wurde anhand des sogenannten Youden’s Index festgelegt. Fir ein
positives ScreenYu Gyn® Ergebnis missen folgende Kriterien erfillt sein:

CFX9g6 Touch Real-Time PCR Detection System

ACQznres-acTe < 10 = ScreenYu Gyn® Ergebnis ist positiv
ACqznres-acTs > 10 = ScreenYu Gyn® Ergebnis ist negativ

Cobas z 4,80 Analyzer

ACpznres-acte < 9 = ScreenYu Gyn® Ergebnis ist positiv
ACpznrez-acte > 9 = ScreenYu Gyn® Ergebnis ist negativ
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12.7 Klinische Leistungsbewertung

Die hier verwendeten Patientenproben wurden aus europaischen Kliniken (Deutschland, Portugal)
bezogen.

Die Bisulfitbehandlung der Patientenproben mit dem EZ DNA Methylation-Lightning Kit erfolgte mit
einer Zentrifugationsgeschwindigkeit von 18.000 xg und einer Desulphonierungszeit von 20 Minuten.

Fir die klinische Leistungsbewertung von ScreenYu Gyn® wurden 616 Patientenproben mit der
folgenden Pravalenzverteilung der Befunde untersucht: Pap | (n =380; 61,7 %), CIN 1 (n = 47; 7,6 %),
CIN 2 (n =50; 8,2 %), CIN 3 (n =132; 21,4 %), Zervixkarzinom (n = 7; 1,1 %). Die Invaliditatsrate betrug
1,3% (n=8).

Basierend auf dem festgelegten Cut-off wurde die klinische Sensitivitat und Spezifitat berechnet.

Klinische Leistungsbewertung von ScreenYu Gyn®

Befund nach Erkennung Kl 95 %
Zytologie / Histologie

Pap I (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 %
Klinische Leistungsdaten Wert Kl 95 %

CIN 3+ /Papl

Sensitivitat 64,75 % 56,2%-72,7%
Spezifitat 90,67 % 87,3%-93,4%
Positiver Vorhersagewert 72,00 % 63,3%-79,7%
Negativer Vorhersagewert 87,40 % 83,7% - 90,5 %
positiver Likelihood Ratio 6,96 -

negativer Likelihood Ratio 0,39 -

Kl = Konfidenzintervall



13 GRENZEN DES VERFAHRENS

- Die Interpretation der Ergebnisse sollte stets im Zusammenhang mit Ergebnissen weiterer
labordiagnostischer Verfahren sowie unter Einbeziehung des klinischen Bildes erfolgen.

- Die Vorgaben gemaf3 der Gebrauchsanweisung, z. B. Pipettiervolumina, Inkubationszeiten,
Temperaturen und Vorbereitungsschritte, sind einzuhalten, um fehlerhafte Ergebnisse zu
vermeiden.

- Die korrekte Probengewinnung und -aufbewahrung sind entscheidend fir die Testergebnisse.

- Grundséatzlich kann bei molekularbiologischen Testverfahren nicht ausgeschlossen werden,
dass weitere sehr seltene Sequenzvarianten das Testergebnis beeinflussen kénnten, die in den
hinzugezogenen Quellen zur Spezifitdts- und Sensitivitdtsanalyse der Primer und Sonden noch
nicht erfasst sind.

- Eine nicht spezifikationskonforme Gerateleistung sowie Abweichungen von der beschriebenen
Testdurchfihrung, den spezifizierten Lagerungsbedingungen, Materialien, Geraten oder dem
empfohlenen Probenmaterial kénnen zur Folge haben, dass Differenzen zu den Ergebnissen
auftreten, die bei Einhaltung aller Vorgaben erzielt werden.

- Die vorgesehenen internen und externen Kontrollen sind Hilfsmittel zur Erkennung von
Storungen, sie konnen aber nicht jede mogliche Stérung detektieren. Es liegt in der
Verantwortung des Anwenders vorgenommene Anderungen bzw. gegebenenfalls die
verwendeten Gerdte zu validieren sowie die Einhaltung der Gerdtespezifikationen
sicherzustellen.
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15 HAFTUNG

Das ScreenYu Gyn® Kit darf nur seiner Zweckbestimmung entsprechend verwendet werden. Fir
jegliche andere Verwendung (z.B. Nichteinhaltung dieser Gebrauchsanweisung und
nichtbestimmungsgemdfe Verwendung) und daraus resultierende Schaden Ubernimmt die
Epitype GmbH keine Haftung.
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16 FRAGEN UND PROBLEME
Wenn Sie Fragen zu oder Probleme mit dem Produkt haben, wenden Sie sich bitte an lhren
Ansprechpartner von der Epitype GmbH.

Den technischen Support der Epitype GmbH erreichen Sie von Montag bis Freitag zwischen 8 und 16
Uhr unter folgender Telefonnummer +49 (0) 3641 5548500.

AulRerhalb der Sprechzeiten senden Sie uns eine E-Mail an support@epitype.de.

Epitype GmbH

Moritzburger Weg 67
01109 Dresden, Deutschland
Geschéftsfuhrer: Dr. Alfred Hansel, Dr. Martina Schmitz, Dr. Timm Zorgiebel

17 ZUSATZLICHE HINWEISE

- Regulatorischer Hinweis an Kunden in der Europdischen Union: Bitte beachten Sie lhre
Meldepflicht gegeniber der fur Sie zustandigen Behdrde und der Epitype GmbH fir alle im
Zusammenhang mit dem Produkt aufgetretenen schwerwiegenden Vorfalle.

- Die aktuelle Version des Sicherheitsdatenblatts fUr dieses Produkt wird im Download-Center
auf der Webseite (https://www.epitype.de/downloadcenter/) bereitgestellt oder kann per
E-Mail an support@epitype.de angefordert werden.

18 BEDEUTUNG DER SYMBOLE
Symbol Bedeutung Symbol Bedeutung
PCR-MM Mastermix Jf Lagertemperatur

Ungeoffnet verwendbar bis

STRIPS PCR-Streifen (JJJJ-MM-TT)

CAPS Deckel Inhalt ausreichend fur <n> Prifungen

Positivkontrolle d Hersteller
Wasser I:E]

Gebrauchsanweisung beachten

‘-.\L’/
In-vitro-Diagnostikum AN Vor Sonnenlicht schitzen
LOT Chargenbezeichnung ® Nicht wiederverwenden

Bestellnummer C € CE-Kennzeichnung
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19 ANDERUNGSVERZEICHNIS

Vorversion Anderungen

(Freigabedatum)
8 (2025-09) - Optimierung der Ful3zeile im Kurzprotokoll, Version der IFU wird
referenziert

20 KURZPROTOKOLL

Im Folgenden finden Sie eine Kopiervorlage einer Kurzanleitung in Form einer Checkliste.

Lesen Sie vor Verwendung der Kurzanleitung die in Kapitel 11 ausfihrlich beschriebene
Gebrauchsanweisung mit allen Hinweisen grindlich durch.

Das Bisulfit-Kit ist nicht Teil des ScreenYu Gyn® Kits. Die Bisulfitbehandlung der Proben muss mit
dem EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE-IVD) durchgefihrt werden (Bestellinformationen finden
Sie in Kapitel 7).
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Probenvorbereitung

L]

[
[

Vortexen der Patientenproben fir 5 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit und Uberfihren
von 1 mlin 1,5 ml Reaktionsgefal}

Proben 5 Minuten bei 10.000 xg zentrifugieren

goo pl Uberstand Gber dem Pellet abnehmen und verwerfen

Bisulfitbehandlung der Proben

L]

[
[

EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH) laut Herstellerangaben
vorbereiten

Pellet resuspendieren

Ansatzin o,5 ml Reaktionsgefafd herstellen, vortexen und abzentrifugieren

Ansatz fiir die Bisulfit-Reaktion

Komponente pro Reaktion ‘

Lightning Conversion Reagent 130 pl

resuspendierte Probe 20 pl
Gesamtvolumen 150
[ ] Bisulfitbehandlung nach Herstellerangaben des EZ DNA Methylation-Lightning Kits

O 0O 04

durchfGhren und zusétzliche Schritte zwingend beachten:

Durchfluss nach letztem Waschschritt verwerfen

Sdule fir 1 Minute im leeren Collection Tube bei full speed trocken zentrifugieren
Saule in 1,5 ml Reaktionsgefald umsetzen

15 pl M-Elution Buffer auf Sdule pipettieren und 30 Sekunden bei 8.000 xg zentrifugieren

Vorbereitung und Pipettieren der PCR

O O Odgnoag

Probe abzentrifugieren

ScreenYu Gyn® Mastermix vortexen und abzentrifugieren
PCR-Deckel-Streifen von den ScreenYu Gyn® Strips abziehen und verwerfen
Pro Well 10 pl ScreenYu Gyn® Mastermix pipettieren

10 pl Probe bzw. ScreenYu Gyn® Positive Control (in Well A1) bzw. ScreenYu Gyn® Water
(in Well B1) pipettieren

ScreenYu Gyn@ Strips mit den unbenutzten ScreenYu Gyn® Caps verschlie3en (transparenter
Druckverschlussbeutel)

ScreenYu Gyn® Strips vortexen und zentrifugieren

-1 -
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Durchfihrung der PCR

[] Real-time PCR-Gerdt einschalten, gegebenenfalls Software offnen und ScreenYu Gyn
Template wahlen

[] PCR-Laufindividuell benennen, Plattenlayout bearbeiten, Temperaturprotokoll Gberprifen

PCR-Temperaturprotokoll

Programme Number Temperature Time
Name of cycles (m:ss)
Initialization  1x 94 °C 1:00
94 °C 0:15
Amplification 42 x
61°C 0:30
37 °C(cobas z 480 Analyzer)
Cooling 1X 1:00
30 °C (CFXg6 Real-Time PCR Detection System)

[] ScreenYu Gyn® Strips und Balance Strips in das Gerat stellen und PCR-Lauf starten

Auswertung und Interpretation der PCR-Daten

[ 1 Offnen der exportierten Datei und Daten in einem geeigneten Tabellenkalkulationsprogramm
zusammenfihren

[] Formatierung der Daten, sodass die Ergebnisse der verschiedenen Proben untereinander und
die Marker ZNF671 und ACTB nebeneinander dargestellt werden

[] Uberprifen der Ergebnisse der Positivkontrolle und Negativkontrolle fir beide Marker
[ ] Bewertung des Ergebnisses fur die durchgefihrten Proben
Der ScreenYu Gyn® Assay gilt fir eine Probe als positiv, wenn folgende Kriterien erfillt sind:

Validitdts- und Positivitdtskriterien

PCR-Gerat Marker Ct-Wert ACt znF671-ACTB
ACTB >20,<32 -

cobas z 480 Analyzer
ZNF671 >20,<42 <9,00

CFXg6 Real-Time PCR ACTB 220, <32 -

Detection System ZNF671 > 20, <42 < 10,00

Ein positives ScreenYu Gyn® Testergebnis korreliert mit dem Vorhandensein einer zervikalen,
intraepithelialen Neoplasie oder eines Zervixkarzinoms. ScreenYu Gyn® ist nicht als letzte
Therapieentscheidung einzusetzen und in Verbindung mit anderen arztlichen Befunden auszuwerten.

- 2 -
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