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FORVARA OMEDELBART EFTER LEVERANS

ScreenYu Gyn® Kit levereras vid rumstemperatur och temperaturmatningsmarket anvands for att
kontrollera om det validerade temperaturintervallet 6verskrids. Kontrollera omedelbart efter
mottagandet temperaturmatningsmarket som ar fast pd kitet och kontrollera om fargen har
forandrats. Kontrollera dven ytterforpackningen, forseglingen och primarférpackningen och bekréafta
att de inte ar skadade. Kitet maste kylférvaras omedelbart efter mottagandet vid en temperatur
mellan 2 °C och 8 °C och skyddas fran ljus. Om ScreenYu Gyn® Kit och dess komponenter
transporteras och forvaras pa ratt satt kan de anvandas fram till det angivna datumet.

Overvakning av transporttemperaturen

Temperaturmdtmdrket som dr fdst pd ScreenYu Gyn® Kit dvervakar temperaturen under transporten. Ett ljusgratt mdrke
indikerar att kitet har levererats i enlighet med transporttemperaturen. Ett svart mdrke visar att den angivna
transporttemperaturen inte har féljts, vilket innebdr att prestandaparametrarna for ScreenYu Gyn® Kit inte lingre kan
garanteras. Kontakta i s fall Epitype GmbH.
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1 AVSETT ANDAMAL

ScreenYu Gyn@ &r ett in vitro-diagnostiskt kit for kvalitativ detektion av en human epigenetisk markor
i bisulfitbehandlat DNA fran cervixprover fran kvinnor med ett positivt HPV-test eller med ett
avvikande cellprov som krdver vidare utredning. Ett positivt resultat med ScreenYu Gyn® &r
associerat med forekomst av cervikal intraepitelial neoplasi eller livmoderhalscancer.

ScreenYu Gyn® &ar endast avsett att anvandas av kvalificerad laboratoriepersonal som ar fortrogen
med molekylarbiologiska tekniker. Tolkningen av resultaten ska alltid goras i samband med
resultaten fran ytterligare laboratoriediagnostiska procedurer, samt med beaktande av den kliniska
bilden.

2 KLINISK BETYDELSE

Livmoderhalscancer ar den fjarde vanligaste cancerformen hos kvinnor vérlden 6ver, med dver 600
ooo nya fall varje ar [1]. | praktiskt taget alla fall &r en ihdllande infektion med ett cancerframkallande
humant papillomvirus (HPV) den bakomliggande orsaken [2] och en forutsattning for utvecklingen av
livmoderhalscancer. HPV-negativa kvinnor har en extremt |13g risk att utveckla livmoderhalscancer,
men dven de flesta kvinnor med HPV-infektion utvecklar inte ett precancerdst stadium. Endast cirka
15 % av kvinnor som &r infekterade med HPV utvecklar faktiskt ett precancerdst stadium eller
karcinom som kraver behandling [3].

Patienter med ett positivt HPV-testresultat och/eller med Pap-resultat som vantar pa klargorande
(Pap II, Pap lll och Pap lliID1 och D2) rekommenderas darfor att anvanda ett triagetest som ScreenYu
Gyn® for att med hég noggrannhet faststélla sannolikheten for forekomst av cancer eller dess
forstadier.

ScreenYu Gyn® bor inte betraktas som det slutgiltiga terapeutiska beslutet och maste analyseras
tillsammans med andra medicinska fynd.

3 TESTPRINCIP

ScreenYu Gyn® baseras pa detektering av en epigenetisk biomarkor, dvs. metylering av en specifik
DNA-sektion, vars forekomst motsvarar forekomsten av precancerdsa lesioner eller
livmoderhalscancer [4, 5, 6]. Dessutom analyseras en bisulfit-specifik referensmarkér. De
markdrregioner som anvands visas i tabellen nedan.

Oversikt éver markérregioner

Beteckning i protokollet Markorregion Fluorescerande fargamne

(genbeteckning)

Metyleringsmarkor ZNF671 ROX

Kontrollmarkor ACTB FAM

Detektion utfors med hjalp av den hogkansliga sondbaserade realtids-PCR-metoden. Resultatet fran
realtidsinstrumenten &r Cp-vardet (korspunkt, cobas z 480 Analyzer) eller Cg-vardet
(cykelkvantifiering, CFXg6 Real-Time PCR Detection Systems), som bada motsvarar
cykelgransvardet Ct och &dven kallas s3 nedan. Detta varde motsvarar cykeln i en realtids-PCR dar
fluorescensen for forsta gangen stiger ver ett definierat troskelvarde.

Analysen av ett patientprov med ScreenYu Gyn® sker i tva steg.



Forst omvandlas DNA fran livmoderhalssvabb med bisulfit och metyleringen fixeras. | det andra
steget analyseras det eluerade, bisulfitbehandlade DNA:t i en metyleringsspecifik, sond-baserad
realtids-PCR. Den ursprungligen metylerade DNA-sektionen amplifieras selektivt med hjalp av
primrarna i ScreenYu Gyn® Strips. Detektion av metylerings- och kontrollmarkdren utférs med hjalp
av sonder markta med fluorescerande fargdmnen. Dessutom ingar en positiv och en negativ kontroll
for att bekrafta PCR. Darefter utfors den assay-specifika analysen.

Provtagningen och bisulfitkitet ingar inte i ScreenYu Gyn® Kit. Produkter som ar sarskilt utformade
for provtagning och bisulfitbehandling finns att képa separat.

A=G-G- A= T-B-G- T

0006 Gk

CCC06 Cf

A: Provtagning B: Bisulfitbehandling C: Detektion av markér och
av prover utvardering av PCR-resultatet
Provberedning ScreenYu Gyn®
Testprincip

A: Gynekologen tar ett cellprov fran patientens livmoderhals med hjilp av ett lampligt provtagningskit.

B: Diagnostiklaboratoriet utfor bisulfitbehandling pd patientprovet.

C: En duplex-PCR-reaktion utférs per prov. Analysen utférs genom att detektera de fdrgmdrkta sonderna som ingar i
ScreenYu Gyn® Strip.

4 SCREENYU GYN®-TESTETS UTFORMNING

4.1 ScreenYu Gyn® Strips

ScreenYu Gyn® &r en TagMan-sond-baserad analys. En ScreenYu Gyn®@ Strip ar en PCR-strip med 8
ror som innehaller tvd primerpar i varje ror, samt en tillhérande sond for amplifiering av den
metyleringsspecifika markéren ZNF671 och kontrollmarkéren ACTB. En ror av en ScreenYu Gyn®
Strip kravs for analys av ett patientprov.

4.2 Kontroller

ScreenYu Gyn® Kit innehaller tre kontroller for att dvervaka provkvaliteten och bisulfitbehandlingen
(ACTB-markor) samt kvaliteten pd PCR-reaktionen (positiv kontroll och negativ kontroll).

4.2.1 Kvalitetskontroll av bisulfitbehandling (kontrollmarkor ACTB)

Denna kontrollmarkor verifierar att alla icke-metylerade cytosiner har omvandlats till uracil och
darmed kvaliteten pa den utforda bisulfitbehandlingen. Detektion utfors genom amplifiering av ett
DNA-fragment ndra den humana genen beta-aktin (ACTB). Om det inte sker nagon ACTB-
amplifiering med ett Ct-varde under 32 anses analysen av provet ogiltig och maste upprepas.

4.2.2 Positiv kontroll

Den positiva kontrollen &vervakar kvaliteten pa PCR. Amplifieringen av ScreenYu Gyn® Positive
Control (PC) bor ge ett Ct-varde under 38 for bade metyleringsmarkoren och kontrollmarkoren.
Annars ar PCR ogiltig och maste upprepas.



4.2.3 Negativ kontroll

Den negativa kontrollen ar en kontrollreaktion med ScreenYu Gyn® Water (NTC — No Template
Control) som mall, som maste vara negativ i bada markdrerna. Om Ct-varden forekommer i den
negativa kontrollen &r det mycket troligt att det foreligger kontaminering och ScreenYu Gyn®-
analysen maste upprepas.

5 REFERENSMATERIAL

Det finns inget internationellt referensmaterial tillgangligt.

6 KITETS INNEHALL

Innehdll i ScreenYu Gyn® Kit

Beteckning av Innehall Volym/kvantitet
komponenter SGoo1-46
v 1

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

ScreenYu Gyn® Strips STRIPS 8-rorig PCR-strip * 6 strips

ScreenYu Gyn® Caps CAPS Kapsyl for strip 6 kapslar

ScreenYu Gyn® Positive .

Control CONTROL Positiv kontroll 1x 90 pl

ScreenYu Gyn® Water Vatten 1x2ml

Bruksanvisning - Bruksanvisning 1

* Innehéller alla komponenter som krévs for polymeraskedjereaktion (PCR), férutom primrar, sonder och mall.

2 Innehaller de primrar och prober som krévs for PCR.



7 FORBRUKNINGSMATERIAL OCH UTRUSTNING (INGAR INTE | KITET)

ScreenYu Gyn® far endast anvandas tillsammans med de angivna forbrukningsvarorna och
utrustningen och endast av kvalificerad personal. All nédvdndig laboratorieutrustning maste
installeras, kalibreras, hanteras och underhallas enligt tillverkarens anvisningar.

Rumstemperatur definieras som mellan 15 °C och 30 °C.

Nodviindig utrustning

Utrustning Katalognum  Foretag
mer
. . . . Dso30-E,
EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE IVD) Dco31-E Zymo Research Europe GmbH
PCR microcentrifuge tube PP, 0.1 ml, without
cap, low profile, 8-well strip, white, np pcr 04-032-0556 Nerbe plus GmbH & Co. KG

ready *

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

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

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

Anvénds som Balance Strips i PCR, se plattlayout pa sidan 15 eller sidan 19 .

Foljande laboratorieutrustning och forbrukningsmaterial kravs for att utfora ScreenYu Gyn®-
analysen.

- Centrifug for o,5 ml/1,5 ml reaktionsror, = 10 000 xg

- Centrifug for PCR-strips

- Termocykler for o,5 ml reaktionsror

- Vortexblandare/skakapparat

- Pipetter med olika volymintervall och tillhérande filterspetsar (sterila, DNas-fria)
- Reaktionsroérsstall for o,5 ml/1,5 ml/2 ml reaktionsror

- 96-hdls rack for PCR-strips

- Reaktionsrér fér o,5 ml/1,5 ml (DNas-fria)

- Etanol 96-100 %, odenaturerad

- Realtids-PCR-maskin, detektionskanaler for sondfargerna FAM och ROX

ScreenYu Gyn® har validerats pa féljande realtids-PCR-maskiner:

e cobasz 480 Analyzer (Roche Diagnostics GmbH) med 96-halsblock, adapter for PCR-strips
och LightCycler® 480 Software UDF 2.0.0 (Service Pack 3), utvardering med version
1.5.1.62

e (CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.) med CFX
Maestro-software version 2.3



8

FORVARING OCH HALLBARHET

Om ScreenYu Gyn® Kit och dess komponenter transporteras och forvaras pd ratt satt kan de
anvandas fram till angivet datum. Alla reagenser i kitet ar stabila fram till angivet utgadngsdatum efter
6ppnandet, om de forvaras under angivna forhallanden och skyddas mot kontaminering.

Férvaringstemperatur for ScreenYu Gyn® Kit och utrustning som inte ingar i kitet

Utrustning Forvaringstemperatur

ScreenYu Gyn® Kit 2°Ctill8°C

EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE IVD) 15 °Ctill 30 °C

ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) 15 °Ctill 30 °C

Cervex-Brush® eller Cervex-Brush® Combi 15 °Ctill 30 °C
9 SAKERHETSANVISNINGAR

9.1

Allman information

Vid etablering av moderna molekylarbiologiska metoder maste nedanstdende instruktioner foljas
noggrant for att sakerstalla maximal sakerhet for laboratoriepersonal och for att uppna hégkvalitativa
resultat:

Eftersom det ror sig om molekylarbiologiska processer, sdsom bisulfitbehandling, amplifiering
och detektion av DNA, ar detta kit endast avsett for in vitro-diagnostik och bor endast anvandas
av personal som ar utbildad i laboratoriepraxis for in vitro-diagnostik.

Las igenom bruksanvisningen noggrant innan du anvander produkten. Endast den aktuella
versionen ska beaktas.

Bar lamplig laboratorierock, engangshandskar och, om nédvandigt, skyddsglaségon vid varje
steg.

Undvik direkt kontakt med de biologiska proverna, samt risk for stank eller aerosoler fran
proverna.

PCR-maskinernas uppvarmda lock och inkubationsblock kan na temperaturer upp till 110 °C.
Det finns risk for brannskador pa huden. Folj bruksanvisningen for apparaten.

Tvdtta handerna noggrant efter hantering av prover och reagenser.

Anvand inte ScreenYu Gyn® om reagensforpackningen ar skadad. | sd fall kontakta din
distributor.

Anvand inte ScreenYu Gyn® Kit efter utgangsdatumet och anvand inte utgangna reagenser.

Blanda inte reagenser fran olika batcher och blanda inte kitreagenser med reagenser fran andra
tillverkare.

Anvand endast material som medfdljer kitet eller som rekommenderas av tillverkaren.

All nédvandig laboratorieutrustning maste installeras, kalibreras, hanteras och underhallas
enligt tillverkarens anvisningar.

Pipettering av sma volymer vatska i mikroliteromradet kraver 6vning. Se till att du pipetterar
de erforderliga volymerna med mikropipetterna sa exakt som majligt.

Gallande lagkrav for operatéren maste foljas.



- Det forutsatts att god laboratoriesed (GLP) foljs, sdsom den beskrivs av exempelvis
amerikanska Food and Drug Administration (FDA) eller Organisationen for ekonomiskt
samarbete och utveckling (OECD). Specifikt bor rekommendationer for utférandet av
molekylara amplifieringstester beaktas.

- PCR-utrustningens korrekta funktion garanteras endast vid rumstemperatur.
9.2 Rummets utformning

Pa grund av PCR:s hoga analytiska kanslighet bor man vara mycket noga med att uppratthalla
renheten hos kitkomponenterna och proverna.

PCR multiplicerar delar av DNA i provet miljoner till miljarder ganger. Aven de minsta méngderna av
dessa PCR-produkter (t.ex. dven spridda som aerosol) kan leda till ett felaktigt resultat om de 6verfors
till provmaterialet, till reagensen for bisulfitbehandling eller till PCR-reagenserna i detta kit.

Ett rent och valstrukturerat arbetsflode ar darfor avgérande for att forhindra felaktiga resultat. For
detta andamal &r det nodvandigt att separera laboratorieutrymmena for pre-PCR och post-PCR fran
varandra. Separat utrustning, forbrukningsmaterial, laboratorierockar och handskar boér finnas
tillgangliga i varje omrade. Flytta aldrig laboratorierockar, handskar eller utrustning fran ett omrade
till ett annat. Figuren nedan visar ett exempel pa ett laboratorium uppdelat i tva separata rum. Det
ena omradet ar endast avsett for bisulfitbehandling och forberedelse av PCR, medan PCR utfors i det
andra omradet.

Ruma Rum2

N

Rumsindelning

Bisulfitbehandlingen av proverna samt hela PCR-forberedelsen utférs i rum 1 (anvdndning av en PCR-huv dr optimalt). | rum 2
utférs, detekteras och analyseras PCR.

9.3 Undvika kontaminering
- Labbrockar och engangshandskar maste baras under alla steg.

- Engangshandskar ska bytas ofta och alltid efter (misstankt) kontaminering med reagenser eller
provmaterial.

- Alla ytor, utrustning och foérbrukningsmaterial maste dekontamineras med en lamplig
rengoringslosning (DNA-forstérande medel).

- Rorinte insidan av reaktionsroren eller deras lock.

- Vid pipettering maste alltid filterspetsar (fria fran DNas, RNas och humant DNA) anvdndas for
att utesluta korskontaminering via aerosoler som genereras under pipetteringen. Spetsarna
ska alltid bytas mellan pipetteringsstegen.

- Det ar viktigt att utfora negativa kontroller for att upptacka eventuell kontaminering.

9.4 Hanteringsanvisningar
- Forvara oanvanda komponenter i originalférpackningen tills de ska anvéndas.

- Alla centrifugeringar ska utféras vid rumstemperatur.



- Arbetsflodet kan avbrytas efter bisulfitbehandlingen. Vid detta tillfélle kan proverna férvaras i
en vecka vid 2 °Ctill 8 °C eller upp till tvd manader vid — 15 °C till - 30 °C.

- ScreenYu Gyn® Strips och ScreenYu Gyn® Caps far inte berdras utan engangshandskar under
hela proceduren, annars kan ospecifika fluorescenssignaler uppsta.

- ScreenYu Gyn® Strips och ScreenYu Gyn® Caps ar avsedda for engangsbruk och kan inte
ateranvandas.

- Forvara oanvanda ScreenYu Gyn® Strips och ScreenYu Gyn® Caps i originalforpackningen. Det
ar mycket viktigt att du forvarar ScreenYu Gyn® Strips skyddade fran ljus.

10 AVFALLSHANTERING
Oanvanda ScreenYu Gyn® Kit och dess komponenter kan kasseras utan ytterligare sarskilda

forsiktighetsatgarder. Patientprover och anvanda reaktionsrér maste hanteras som smittsamt avfall.
Alla reagenser maste kasseras i enlighet med géllande lagstiftning.
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11 SCREENYU GYN®-PROCEDUR

Foljande kapitel innehdller en detaljerad beskrivning av de olika stegen fran provtagning till
dataanalys.

11.1 Arbetsflode

Totalt kan ScreenYu Gyn® utféras pa mindre an fyra timmar. Den aktiva arbetstiden &r cirka 2 timmar.
Under den forsta ScreenYu Gyn®-proceduren bor 15 minuter avsattas for at stdlla in PCR-
programmet.

Renad av Oppna mall och spara Export och analys av
[ Provberedning ] konverterat DNA kdrning PCR-resultat

10 min 70 min 40 min 10 min 5 min 65 min 30 min
......’F...# -.-.-.-.............H

Bisulfitomvandling} [ Installning och | (

avDNA pipetteringav PCR PCR-korning J

Forklaring

e Praktisk tid

ss=mss |ngen praktisktid
Valfriavbrottspunkt

Tidsplan foér ScreenYu Gyn®-arbetsflodet

11.2 Provtagning

Provtagningssatsen ingar inte i ScreenYu Gyn® Kit. ThinPrep® PreservCyt® provtagningsburkar
(Hologic, Inc.) och Cervex-Brush® cellprovsborstar (Rovers Medical Devices) kan bestallas fran
respektive tillverkare. Lakaren ska ta cervixprovet i enlighet med tillverkarens anvisningar och i
enlighet med allmant vedertagna riktlinjer for provtagning av cervixsmear [7].

Viktigt: Borsthuvudet av cellprovsborsten far inte lamnas kvar i provtagningsburken efter
provtagningen, eftersom detta kan férsamra ScreenYu Gyn®-testets prestanda.

ThinPrep® PreservCyt® Solution maste anvdndas som provmedium. Anvandning av andra
provmedier ingick inte i valideringen av ScreenYu Gyn®-testet.

Att sdkerstalla god kvalitet pa det anvanda DNA-provet ar en viktig forutsattning for testets giltighet.
Felaktig provtagning, bisulfitbehandling och DNA-lagring kan leda till ogiltiga eller till och med falskt
negativa resultat.

Cervikala prover kan transporteras till laboratoriet for testning utan kylning. Proverna kan forvaras i
upp till 2,5 ar vid en temperatur mellan 2 °C och 30 °C.

11



11.3 Provberedning
Foljande steg maste utforas i provberedningsomradet (rum 1).

Viktigt: Om borsthuvudet pa cellprovsborsten befinner sig inuti provflaskan maste det forst
avlagsnas och kasseras.

- Vortexa alla patientprover i 5 sekunder vid maximal hastighet och éverfér omedelbart 1 ml av
mediet till ett 1,5 ml reaktionsror.

Varning: Cellerna sjunker mycket snabbt till botten av roret. Det far inte ga mer an 10 sekunder
mellan blandningen av patientprovet och provtagningen av 1 ml!

- Centrifugera proverna i 5 minuter vid 10 000 xg.
- Taforsiktigt bort goo pl supernatant ovanfor pelleten utan att forstora pelleten.
Varning: Beroende pa provets beskaffenhet ar pelleten mer eller mindre fast.
- Resuspendera pelleten genom att vortexa i 3 sekunder. Anvand 20 pl av det resuspenderade
provet i bisulfitbehandlingen. Kassera de aterstdende 8o pl.
11.4 Bisulfitbehandling av prover
Bisulfitkitet ingdr inte i ScreenYu Gyn®-kitet. ScreenYu Gyn® har validerats med EZ DNA
Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH).
- Input: Blanda 20 pl av det resuspenderade provet med 130 pl Lightning Conversion Reagent
i ett 0,5 ml reaktionsror.

- Utfor bisulfitbehandling enligt tillverkarens anvisningar fér EZ DNA Methylation-Lightning Kit,
med undantag for féljande modifieringar:

e Kasta bort genomflodet efter det sista tvattsteget.

e Centrifugera kolonnen i det tomma Collection-Tube i 2 minut vid full hastighet for att
torka den helt.

Observera: Hoppa inte over detta steg, eftersom kvarvarande etanol kan forsamra
prestandan hos ScreenYu Gyn®-analysen.

e Elueraiag pl M-Elution Buffer genom centrifugeringen for 30 sekunder vid 8 ooo xg.
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11.5 PCR
Innan du startar PCR, se till att PCR-temperaturprotokollet ar programmerat i lamplig realtids-PCR-

enhet for att minimera tiden mellan forberedelse och PCR-start. For att stélla in PCR-programmet pa
cobas z 480 Analyzer, folj anvisningarna pa sidan 14. Forklaringen for PCR pa CFXg6 Real-Time PCR
Detection Systems finns pa sidan 19 och framat.

11.5.1 Forberedelse och pipettering av PCR

Viktigt: Forberedelse och pipettering av PCR bor inte ta langre tid &n 60 minuter. Detta steg utfors i
rum 1 (pre-PCR-omradet).

Observera plattans layout som beskrivs pd sidan 15 respektive 19 . Den positiva kontrollen (PC) maste
pipetteras i ror A1 och den negativa kontrollen (NTC) i ror B1.

- Taut ScreenYu Gyn® Mastermix och erforderligt antal ScreenYu Gyn® Strips fran kitet och
placera dem pa ett 96-brunnsstall.

Varning: En ScreenYu Gyn® Strip racker for dtta PCR-analyser. Observera att en positiv
kontroll och en negativ kontroll (vatten, NTC) maste utforas for varje PCR-kdrning.

- Vortexa ScreenYu Gyn® Mastermix i 3 sekunder vid maximal hastighet och centrifugera av
den.

- Tabort PCR-locken fran ScreenYu Gyn® Strips och kasta dem.
- Tillsatt 20 pl ScreenYu Gyn® Mastermix till varje ror i ScreenYu Gyn® Strip.
- Vortexa provelutaten i 3 sekunder vid maximal hastighet och centrifugera kort.
- Tillsatt 20 pl av provet till réren fylld med ScreenYu Gyn® Mastermix.
Viktigt: Byt pipettspets for varje pipetteringssteg.
Obs: Spara resten av proveluatet for en eventuell upprepning av ScreenYu Gyn® PCR.

- Vortexa ScreenYu Gyn® Positive Control i 3 sekunder vid maximal hastighet och centrifugera
av den.

- Tillsatt 10 pl ScreenYu Gyn® Positive Control till ror A1 och 10 pl ScreenYu Gyn® Water till
ror B1 som negativ kontroll.

- Stang varje ScreenYu Gyn® Strip med en oanvand ScreenYu Gyn® Cap (transparent pase).

Varning: Ror inte insidan av ScreenYu Gyn® Strips och ScreenYu Gyn® Caps. Se till att
ScreenYu Gyn® Cap sitter ordentligt pd ScreenYu Gyn® Strip efter stangning. Verifiering gors
bast genom visuell inspektion fran sidan.
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Korrekt méarkning: Felaktig mérkning:
2 AR NN Varning:

Yalatfalet e Mark inte den del av locken som
ligger direkt ovanfor PCR-rér,
eftersom  PCR-signalen  avldses
ovanifrdn genom locken och detta
skulle leda till felaktiga
fluorescenssignaler.

Den stora sparren pa lockets
ovansida och undersida kan
anvdndas fér markning.

- Vortexa alla stdngda ScreenYu Gyn® Strips i 3 sekunder vid maximal hastighet och
centrifugera dem.
11.5.2 Utforande av PCR-reaktionen pa cobas z 480 Analyzer

| féljande avsnitt beskrivs hur ScreenYu Gyn® utfors pa realtids-PCR-systemen cobas z 480 Analyzer
(markerad med blatt) och CFXg6 Real-Time PCR Detection Systems (markerad med gront). Folj dock
alltid tillverkarens anvisningar for anvandning av PCR-utrustning.

PCR ska utforasirum 2.

11.5.2.1  Skapa en PCR-programm
Om du har skapat och sparat PCR-programmet tidigare kan du fortsdtta med 11.5.2.2 Starta PCR-
korningen.

- SIa pa cobas z 480 Analyzer och dess dator. Valj “User defined Workflow” pa datorskarmen i

BIOS inom 15 sekunder for att vaxla till ett fritt programmerbart enhetslage.

- Oppna programvaran och logga in.

- Valj "Verktyg” K atgardsfaltet till hoger och skapa ett nytt Detection Format. Namnge det
ScreenYu Gyn. Vilj filterkombinationen 465-510 och 540-610 (excitation-emission). Stang
fonstret genom att klicka pa knappen Close.

- Valj New Experiment for att skapa en ny programm.
| fliken Run Protocol staller du in Detection Format till ScreenYu Gyn och Reaction Volume till
20 pl. Programmera temperaturprotokollet enligt tabellen nedan.
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PCR-temperaturprotokoll pd 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 4.4
Amplification 42 x Quantification

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

- Spara korningsprogrammet under namnet ScreenYu Gyn genom att vélja Apply Template =
Save as Template och spara programmet pa 6nskad plats.

11.5.2.2  Starta PCR-kdrningen

Om du har sparat PCR-programmet tidigare kan du nu 6ppna den genom att klicka pad New Experiment
from Template = ScreenYu Gyn. Kontrollera att ratt temperaturprotokoll &r installt.

- Beroende pa plattans layout valjer du en Subset Template i Subset Editor. For att gora detta
trycker du pa knappen “+” markerar alla upptagna ror i layouten och bekraftar programmet
med knappen Apply. Denna Subset Template kan sparas pa onskad plats via Apply Template >
Save as Template.

- Valjen lamplig plattlayout:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PC
B NTC
C 1 £ 2 o k=3 o o o & 2 o e
p— — — — — p— P P P — —
+ +— + += + + +— +— +— + +=
D 2 (V] [9p] [9p} [Vp} [Vp} (V] (V] (V] (V] (2] (V2]
() [J] (V] [J] (V] (V] (] [V (U] (V] (V]
[9) v (9} (e (9} o) [9) o) 9 (e} (o}
E 3 c c c c c c c c c c c
L o Lo Lo Lo o o o L fo Lo
F [g] 52 O 52 O [g] [§] [§] (5] O O
4 m m m m m m m M M m m
G 5
H 6

Exempel pa plattlayout for 6 patientprover (1—6)
Analys av en ofullstdndigt fylld platta utfors med hjdlp av en definierad delmdngd i 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 gl g e 2 s | g
D 2 10 18 26 34 42 ﬁ § ﬁ ﬁ % ﬁ
E 3 11 19 27 35 43 S 5| 5|5 5| &
F 4 12 20 28 36 L4 E E g E E E’
G 5 13 21 29 37 45
H 6 14 22 30 38 46

Exempel pa plattlayout for 46 patientprover (1—46)
Analys av en ofullstdndigt fylld platta utfors med hjdlp av en definierad delmdngd i Subset Editor.
Viktigt: Plattans layout &r inte variabel. Den positiva kontrollen (PC) maste placeras i brunn A1 och

den negativa kontrollen (NTC) i brunn Bx.
Tomma positioner ska fyllas med tomma 8-ror strips (Balance Strips) for balansering, se kapitel 7.
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- Definiera provmarkningen i Sample Editor genom att vdlja en definierad delmangdsmalli steg 2:
Select Samples = Subset och ange Sample Name i steg 3: Edit Properties. Denna provmall kan
sparas pa onskad plats via Apply Template = Save as Template.

- Placera strips vertikalt i PCR-enheten i den angivna ordningen.

Viktigt: Anvand adaptern for PCR-strips (fran Roche Diagnostics GmbH).

- Spara PCR-kérningen under ett unikt namn i 6nskad mapp genom att trycka pa floppy disk-
knappen (till hoger pa atgardsfaltet) och starta PCR-kérningen genom att klicka pa knappen
Start Run i fliken Run Protocol (Experiment Editor).

11.5.2.3  Exportera data

Om du analyserar PCR-korningen direkt pa cobas z 480 Analyzer-datorn, fortsdtt med 11.5.2.4
Analysera PCR-data.

- NarPCR-analysen ar klar (Run complete) exporterar du den via &
onskad plats.

"Export” och sparar filen pa

11.5.2.4 Analysera PCR-data

Nedan beskrivs analysen av de exporterade data. Dessa instruktioner har skapats med hjalp av
kalkylprogrammet Microsoft Excel. Det ar dven mgjligt att anvanda andra lampliga program.

- Om du har exporterat PCR-korningen startar du LightCycler® 480-programvaran pa en annan
dator och 6ppnar/importerar PCR-korningen. | annat fall utfér du analysen pa datorn till cobas
z 480 Analyzer.

- Under Analysis valjer du analysalgoritmen Abs Quant/Fit Points och den angivna delmangden,
om det behdvs.

- Ifliken Cycle Range staller du in féljande parametrar: First Cycle 1, Last Cycle 42 och Background
till 5 till 20, genom att stélla in Min Offset pa 4 och Max Offset pa 19.
- Kontrollera under fliken Noise Band att STD Multiplier ar installd pa 12 och att Noise Band

berdknas automatiskt.

- Pagrund av detekteringen av tva olika fluorescerande fargamnen utfors analysen av PCR-data
separat for varje markdr. Respektive detekteringskanal véljs via knappen Filter Comb:

Filterkombinationer och tréskelvirdesinstdllningar pa cobas z 480 Analyzer

Markor Detektionskanal Sond ‘ Threshold ‘
ACTB 465— 510 FAM 1,2
ZNF671 540—610 ROX 0,5

- Kontrollera att antalet Fit Points ar installt pa 2 under fliken Analysis.

- For ACTB valjer du Filter Comb 465 - 510 och stéller in Threshold till 1,2 och trycker pd knappen
Calculate for att utfora analysen. Exportera datatabellen som en .txt-fil genom att hogerklicka
pa Export Table under Samples och spara den pa en lamplig plats under ett unikt namn.

- Valj sedan Filter Comb 540 - 610 for ZNF671, stall in Threshold till 0,5 och tryck pa knappen
Calculate for att utfora analysen. Exportera datatabellen som en .txt-fil genom att hdgerklicka
pa Export Table under Samples och spara den pa en lamplig plats under ett unikt namn.

16



Varning: Analysera alltid de tvd markérerna efter varandra enligt beskrivningen, eftersom
programmet alltid tillampar manuellt instéllda troskelvarden pa alla filter.

- Oppna ett kalkylprogram som Microsoft Excel och kopiera alla data fran bada .txt-filerna, bade
for ZNF671-markoren (valt filter: 540-610) och for ACTB-markéren (valt filter: 465-510), till det.

- Formatera data sa att resultaten for de olika proverna visas under varandra och markorerna
ZNF671 och ACTB visas bredvid varandra.

Pos Name CP znFop CpP acte ACP znF672-AcTB
A1 PC 31,98 32,12

B1 NTC

Ca Provi 36,22

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

Ex Prov3 31,50

Fa Prov 4 31,27

Ga Prov g 31,61 30,32 1,29

Ha Prov 6 31,21

Kontrollera giltigheten av PCR-kdrningen

PCR-korningen ar giltig om den positiva och negativa kontrollen uppfyller foljande kriterier:

Giltighetskriterier for ScreenYu Gyn®-kontrollerna

Markor Cp-varde for Cp-varde for
positiv kontroll negativ kontroll

ZNF671 >20; <38 inget varde

ACTB >20; <38 inget varde

Kontroll av provens giltighet

Resultatet av patientprovet ar giltigt om kontrollmarkoren ACTB uppfyller foljande kriterium:

Giltighetskriterier for patientprovet
Cp-varde for

patientprovet
ACTB >20;<32

Analys av ScreenYu Gyn®-testet
Om metyleringsmarkoren ZNF671

- inte ger ndgot Cp-varde, kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som
negativt.

- gerett Cp-vdrde > 0; < 20, kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som
ogiltigt.

- gerett Cp-varde 2 20; < 42, berdknas ACp enligt féljande ekvation:

Berakning av ACp

ACp = Cpznrsya - Cpacrs
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Om ACp = 9,00 kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som positivt.

Om ACp > 9,00 kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som negativt.

Ett positivt ScreenYu Gyn®-resultat ar forknippat med férekomst av cervikal intraepitelial neoplasi
eller livmoderhalscancer. ScreenYu Gyn® ska inte betraktas som det slutgiltiga terapeutiska beslutet
och maste analyseras tillsammans med andra medicinska fynd.
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11.5.3 Utférande av PCR pa CFXg6 Real-Time PCR Detection Systems
11.5.3.1  Skapaen PCR-progrmm
- Sla pa PCR-maskinen.

- Programmera PCR-temperaturprotokollet enligt beskrivningen i tabellen nedan genom att
vdlja och redigera temperatursteg och tider.

PCR-temperaturprotokoll **pﬁ CFX96 Real-Time PCR Detection Systems

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 GATILLStep2  41x
Cooling 5 1X 30°C 1:00

Fluorescenssignalen detekteras via “Plate Read” under Step 3, vilket symboliseras av kamerasymbolen.
* pa CFX96 Real-Time PCR Detection Systems dr standardhastigheten 5 °C/sek. Denna instdllning anvéndes for att

validera detta IVD-test.
- Stallin reaktionsvolymen pa 20 pl och temperaturen pa lockvdarmaren pa 105 °C.

- Spara PCR-programmet med namnet ScreenYu Gyn.

11.5.3.2  Starta PCR-korningen

Om du har sparat PCR-programmet tidigare kan du nu &ppna den. Kontrollera att ratt
temperaturprotokoll dr installt.

- Placera ScreenYu Gyn® Strips i PCR-enheten genom att sdtta in dem vertikalt i de sma
brunnarna i varmeblocket. Valj en lamplig plattlayout.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PC
B NTC
C 1 o o o o o o o o o [oN o
= = = = = = = = = e =
+~ +— + +— + +~ +~ -+~ -+~ +— +—
D 2 (V] [V} [Vp} [Vp} [Vp} (V] (9] (V] (V] (2] [9p}
[} () (] (] v [} [} [} [} (] (]
(9} v o) v o) [} (9} (9} (9} v v
E 3 c c c c c c c c c c c
L o i o i o L ) L o 5o
F 48] [§2] [§2] [§2] [§2] [¢4] (T [¢] (48] [§] [§]
4 m m m m m m m as] m m m
G| 5
H 6

Exempel pa plattlayout for 6 patientprover (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

1 9 17 25 33 L g 2 2 & 2 8

A A A A ) )

2 10 18 26 34 42 o o o o ° A

9) 9) 9) 9) v v

3 11 19 27 35 43 s s s s 5 &

4 12 20 28 36 4t @ @ @ @ @ @
7 13 21 29 37 45
6 14 22 30 38 46

Exempel pa plattlayout for 46 patientprover (1-46)

Viktigt: Plattans layout &r inte variabel. Den positiva kontrollen (PC) maste placeras i brunn A1 och
den negativa kontrollen (NTC) i brunn B1.
Tomma positioner ska fyllas med tomma strips (Balance Strips) for balansering, se kapitel7 .

11.5.3

Namnge korningen med ett lampligt filnamn. Observera att All Channels detekteras innan du
startar kdrningen.

.3 Exportera data

Nar PCR ar klar exporterar du PCR-kdrningen (.pcrd-fil).

11.5.3.4  Analysera PCR-data

Nedan beskrivs analysen av de exporterade data.

Oppna BioRad CFX-programvaran pa en dator och stall forst in Plate Type: BR White under
User = User Preferences - Plate for att ange att vit plast anvands.

Importera .pcrd-filen.

Definiera plattans layout under Plate Setup > View/Edit Plate. Klicka pa knappen Select
Fluorophores for att vdlja de anvanda fargdmnena FAM och ROX. Motsvarande markdrer ACTB
(FAM) och ZNF671 (ROX) kan valjas under Target Names. Ange namnet under Sample Names.

Oanvanda positioner markeras och kan uteslutas fran analysen genom att markera Exclude
Wells in Analysis.

Bekrafta plattlayouten under OK.

Stall in analysinstallningarna under Settings. Parametrarna under Baseline Threshold maste
definieras separat for varje fluorophor. For detta andamal maste markdrerna i fliken
Quantification avmarkeras eller markeras.
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Analysinstdllningar pd CFX96 Real-Time Detection System

Parameter Settings

Cq Determination Mode Single Threshold

Baseline Subtracted Curve Fit

Baseline Settin
J 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

- Markera alla prover och exportera data for bada markorerna samtidigt som en .xIsx-fil till en
lamplig plats under ett unikt namn genom att hogerklicka pa Export to Excel.

- Formatera data sa att resultaten for de olika proverna visas under varandra och markdrerna
ZNF671 och ACTB visas bredvid varandra.

Pos Name Cd znFen Cq acte ACq znrep-acTB
A1 PC 30,32 30,33

B1 NTC

Ca Prova 34,16

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

Ea Prov3 29,60

Fi Prov 4 29,47

G1 Prov g 30,61 28,48 2,13

Ha Prov 6 28,72

Kontrollera giltigheten av PCR-korningen

PCR-korningen ar giltig om de positiva och negativa kontrollerna uppfyller féljande kriterier:

Q
)
(©))
Py
M

=i
=
3

M

L)
Q)
Pv)
»)
M

~
1)

O

=
S
S

N

5

~
®

3

(%]

Giltighetskriterier for ScreenYu Gyn®-kontroller

Markor Cqg-varde for Cqg-varde for
positiv kontroll negativ kontroll

ZNF671 >20; <38 inget varde

ACTB >20; <38 inget varde

Kontroll av provens giltighet

Resultatet av patientprovet dr giltigt om kontrollmarkoren ACTB uppfyller féljande kriterium:

Giltighetskriterier for patientprovet
Markor Cqg-varde for

patientprovet

ACTB >20;<32
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Analys av ScreenYu Gyn®-testet

Om metyleringsmarkoren ZNF671

- inte ger ndgot Cqg-varde, kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som
negativt.

- gerett Cg-varde > 0; < 20, kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som
ogiltigt.

- gerett Cq-varde = 20; < 42, berdknas ACq enligt foljande ekvation:

Berakning av ACq

ACq = Cqznreza - CqacTs

Om ACq = 10,00 kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som positivt.

Om ACq > 10,00 kommer ScreenYu Gyn®-resultatet for detta prov att betraktas som negativt.

Ett positivt ScreenYu Gyn®-resultat ar forknippat med férekomst av cervikal intraepitelial neoplasi
eller livmoderhalscancer. ScreenYu Gyn® ska inte betraktas som det slutgiltiga terapeutiska beslutet
och maste analyseras tillsammans med andra medicinska fynd.
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12 SCREENYU GYN®-PRESTANDA

Prestanda for CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System visas. Om data avviker fran cobas z 480
Analyzer anges detta separat. Om data fran cobas z 480 Analyzer inte uttryckligen visas, motsvarar
de data som visas for CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System.

12.1 Analytisk prestanda

12.1.1 Analytisk sensitivitet

Den analytiska sensitiviteten for PCR-analysen bestamdes med hjélp av metylerat bisulfitkonverterat
humant genom-DNA. Respektive detektionsgranser anges i foljande tabell. Spadningsserierna
testades i g-faldig bestdamning. | genomsnitt anvands 120 — 180 ng DNA i analysen for ett patientprov.

Analytisk sensitivitet — Del 1

Anvant Ungefarligt antal

DNA celleri analysen”

0,2ng 30 celler 9/9 9/9
0,1ng 15 celler 9/9 9/9
0,05 Nng 7,5 celler 9/9 9/9
0,02 ng 3 celler 9/9 9/9
0,01 ng 1,5 celler 9/9 719
0,005 ng <1cell 5/9 3/9

en cell innehdller cirka 6 - 7 pg genomiskt DNA

Detektionsgransen for de tva markorerna pd CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System ar totalt
3 celler (0,02 ng) i det totala provet.

Pa cobas z 480 Analyzer ar detektionsgransen for de tva markorerna totalt 7,5 celler (0,05 ng) i det
totala provet.

Kvantifieringsgranserna for ScreenYu Gyn®-analysen motsvarar detektionsgranserna, vilket
resulterarien linearitet pa R* = 0,99 for bada markorerna inom kvantifieringsgranserna.
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Dessutom testades en DNA-blandning av metylerat bisulfitkonverterat genomiskt humant DNA och
ometylerat genomiskt humant DNA. | varje fall anvdandes 20 ng DNA eller 100 ng DNA per analys.
Spadningsserierna testades i tre replikat eller i 9-faldig bestamning.

Analytisk sensitivitet — Del 2

Andel metylerat DNA Totalt DNA ScreenYu Gyn®
positiv
10 % 20ng 3/3
1% 20ng 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

Detektionsgransen for ett positivt resultat av markdren ZNF671 &r 0,1 % metylerat DNA for ett prov
som innehaller totalt 20 ng DNA eller 100 ng DNA per analys.

12.1.2 Analytisk specificitet — detektion av ometylerat DNA

Den analytiska specificiteten for PCR-analysen bestamdes med hjélp av ometylerade PCR-fragment
pd 10-12kb som representerar det manskliga genomet. En femfaldig bestdamning utfordes.
Resultaten visas i tabellen nedan. Proverna klassificerades som giltiga via ACTB-markdren. Upp till en
koncentration av 1 0oo ng ometylerat, bisulfitkonverterat DNA (biDNA) erhélls inga falskt positiva
ScreenYu Gyn®-resultat.

Analytisk specificitet fér PCR-analysen

Anvant DNA ZNF671 ACTB
Cq=s42 Cq=s42
100 ng ometylerat biDNA o/5g 5/5
250 ng ometylerat biDNA o/s 5/5
500 ng ometylerat biDNA o/s 5/5
1000 ng ometylerat biDNA o/s5 5/5
1000 ng genomiskt DNA o/s o/s5
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12.2 Precision
12.2.1 Repeterbarhet

Tva bisulfitkonverterade patientprover testades i tio oberoende kdrningar med ScreenYu Gyn®-
analysen (4 replikat vardera). | alla 40 bestamningar hade Pap I-provet ett negativt ScreenYu Gyn®-
resultat och CIN3 hade ett positivt ScreenYu Gyn®-resultat. Proverna uppvisar saledes 100 %
repeterbarhet.

12.2.2 Reproducerbarhet

Vid fem center testades 20 patientprover med ScreenYu Gyn®. Varje gang utfordes en ny
provberedning och bisulfitbehandling av olika personer med olika qPCR-system (cobas z 480
Analyzer, LightCycler® 480 |, CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System).
18 av 20 patientprover var konsistenta. Detta ger en reproducerbarhet pa 9o %.

12.3 Tillforlitlighet

Tillforlitligheten hos ScreenYu Gyn®-analysen verifierades via Sanger-sekvensering med 15
patientprover. Negativt testade patientprover visade inga metylerade cytosiner i respektive
genomregion. Positivt testade patientprover visade korrekt ZNF671-genomregion med hdg
metyleringsgrad inom sekvensen.

12.4 Noggrannhet

Noggrannheten anges som summan av precision och tillforlitlighet for ScreenYu Gyn®-analysen.

12.5 Robusthet

Ingen interferens observerades i utstryksprover spetsade med SiHa-celler nar 6kade koncentrationer
av foljande amnen tillsattes till provet:

e upptillo,5% Lugols 16sning

o upptill o,5% attiksyra

12.6 Cut-off (Gransvarde)

Den optimala analysgransen faststélldes med hjdlp av det sa kallade Youden-indexet. Féljande
kriterier maste uppfyllas for ett positivt ScreenYu Gyn®-resultat:

CFX9g6 Touch Real-Time PCR Detection System

ACQznres-acTe < 10 > ScreenYu Gyn®-resultatet ar positivt
ACqznres-acTs > 10 = ScreenYu Gyn®-resultatet dr negativt

Cobas z 4,80 Analyzer

ACpznres-acte < 9 = ScreenYu Gyn@-resultatet ar positivt

ACpznresa-acts > 9 2 ScreenYu Gyn®-resultatet ar negativt
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12.7 Klinisk prestandautvardering
De patientprover som anvandes har erholls fran europeiska kliniker (Tyskland, Portugal).

Bisulfitbehandling av patientprover med EZ DNA Methylation-Lightning Kit utférdes med en
centrifugeringshastighet pa 18 ooo xg och en desulfoneringstid pa 20 minuter.

For den kliniska prestandautvarderingen av ScreenYu Gyn® undersoktes 616 patientprover med
foljande prevalensférdelning av fynden: Pap | (n =380; 61,7 %), CIN 1 (n = 47; 7,6 %), CIN 2 (n = 50;
8,1%), CIN 3 (n = 132; 21,4 %), livmoderhalscancer (n =7; 1,1 %). Andelen ogiltiga prover var 1,3 %
(n=8).

Baserat pa det faststallda gransvardet berdknades klinisk sensitivitet och specificitet.

Klinisk prestandautvirdering av ScreenYu Gyn®

Resultat enligt Detektion Kl 95 %
cytologi/histologi

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 %
Kliniska prestationsdata Varde Kl 95 %

CIN 3+ /Papl

Sensitivitet 64,75 % 56,2%-72,7%
Specificitet 90,67 % 87,3%-93,4%
Positivt prediktivt varde 72,00 % 63,3%-79,7%
Negativt prediktivt varde 87,40 % 83,7% - 90,5 %
Positiv sannolikhetskvot 6,96 -

Negativ sannolikhetskvot 0,39 -

Ki = konfidensintervall
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BEGRANSNINGAR FOR PROCEDUREN

Tolkningen av ScreenYu Gyn®-resultaten ska alltid goras i kombination med resultaten fran
ytterligare laboratoriediagnostiska procedurer, samt med hansyn till den kliniska bilden.

Specifikationerna enligt bruksanvisningen, t.ex. pipetteringsvolymer, inkubationstider,
temperaturer och forberedelsesteg, maste foljas for att undvika felaktiga resultat.

Korrekt provtagning och férvaring ar avgorande for testresultaten.

| princip kan det inte uteslutas i molekylarbiologiska testforfaranden att ytterligare mycket
sdllsynta sekvensvarianter kan paverka testresultatet, vilka annu inte omfattas av de kallor som
konsulterats for specificitets- och kanslighetsanalysen av primrarna och sonderna.

Instrumentprestanda som inte uppfyller specifikationerna, liksom avvikelser fran det beskrivna
testforfarandet, angivna forvaringsforhallanden, material, utrustning eller rekommenderat
provmaterial, kan leda till skillnader jamfort med resultat som erhdlls nar alla specifikationer
uppfylls.

De medfoljande interna och externa kontrollerna ar hjalpmedel for att upptacka fel. De kan
dock inte upptacka alla mojliga fel. Det ar anvandarens ansvar att validera eventuella
modifieringar som gjorts eller, om nédvandigt, de enheter som anvands och att sakerstalla att
enhetsspecifikationerna foljs.

REFERENSER
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

ANSVAR

ScreenYu Gyn® Kit far endast anvandas i enlighet med dess avsedda andamal. Epitype GmbH tar
inget ansvar for annan anvandning (t.ex. bristande efterlevnad av dessa bruksanvisningar och felaktig
anvandning) och eventuella skador som uppstar till foljd av detta.
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16 FRAGOR OCH PROBLEM

Om du har fragor eller problem med produkten, vanligen kontakta din Epitype GmbH-representant.

Du kan na Epitype GmbH:s tekniska support mandag till fredag mellan kl. 8 och 16 pa féljande
telefonnummer: +49 (0) 3641 5548500

Utanfor kontorstid kan du skicka e-post till: support@epitype.de

Epitype GmbH

Moritzburger Weg 67
01109 Dresden, Deutschland (Tyskland)
Verkstallande direktorer: Dr Alfred Hansel, Dr Martina Schmitz, Dr Timm Zorgiebel

17 YTTERLIGARE ANMARKNINGAR

- Regulatorisk information till kunder i Europeiska unionen: Observera att ni ar skyldiga att
rapportera alla allvarliga incidenter som intraffat i samband med produkten till behorig
myndighet och till Epitype GmbH.

- Den aktuella versionen av sakerhetsdatabladet for denna produkt finns i nedladdningscentret
pa webbplatsen (https://www.epitype.de/en/downloadcenter/) eller kan bestallas via e-post till

support@epitype.de.

18 SYMBOLERNAS BETYDELSE

Symbol Betydelse

‘ Symbol Betydelse

PCR-MM Mastermix Forvaringstemperatur

. Om o6ppnad, anvandbar till
STRIPS PCR-strips (AAAA-MM-DD)
CAPS Kapsyler Innehallet racker till <n> tester

Tillverkare

CONTROL Positiv kontroll

= e <~

Vatten

Folj bruksanvisningen

Lyr

/
Y

IVD in vitro-diagnostik ‘Z.J'&“ Skydda mot solljus
LOT Partibeteckning ® Ateranvind inte

Referensnummer

mn
m

CE-markning




19 FORTECKNING OVER ANDRINGAR

Tidigare version Andringar

(Utgivningsdatum)
8(2025-09) Korrigering av dversattningsfel:
- Korrigering av kapitelrubriker
e 12.3Noggrannhet - Tillforlitlighet
e 12.4 Precision 2 Noggrannhet
e 12.6 Cut-off 2 Cut-off (Gransvarde)
- Korrigering av meningar i kapitel 12.3:
e Tillforlitligheten hos ScreenYu Gyn®-analysen verifierades
via Sanger-sekvensering med 15 patientprover.
- Korrigering av meningar i kapitel 12.4:
¢ Noggrannheten anges som summan av precision och
tillforlitlighet for ScreenYu Gyn®-analysen.
Optimering av sidfoten i kortprotokollet, version av IFU refereras till

20 KORT PROTOKOLL

Nedan hittar du en mall fér en snabbguide i form av en checklista.

Innan du anvander snabbguiden ska du Idsa igenom bruksanvisningen som beskrivs i detalj i kapitel 11,
inklusive alla anmarkningar.

Bisulfit-kitet ingar inte i ScreenYu Gyn® Kit. Bisulfit-behandling av prover maste utféras med EZ DNA
Methylation-Lightning Kit (CE-IVD) (se kapitel 7 for referensinformation).
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Provberedning

L]

[
[

Vortex patientproverna i 5sekunder vid maximal hastighet och éverfor 1 ml till ett 1,5 ml
reaktionsror.

Centrifugera proverna i 5 minuter vid 10 000 xg

Avldgsna och kassera goo pl av supernatanten ovanfor pelleten.

Bisulfitbehandling av prover

L]

[
[

Forbered EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH) enligt
tillverkarens anvisningar

Resuspendera pelleten

Stall in reaktionen i ett 0,5 ml reaktionsror, vortexa och centrifugera

Reaktion fér bisulfitomvandling

Komponent Per reaktion ‘

Lightning Conversion Reagent 130 pl

Resuspenderat prov 20 pl
Total volym 150
[]  Utfér bisulfitbehandlingen enligt tillverkarens anvisningar for EZ DNA Methylation-Lightning
Kit och folj de ytterligare stegen:
[ ] Kastabort genomflodet efter det sista tvattsteget
[ ] Centrifugera kolonnen i det tomma Collection Tube i 1 minut vid full hastighet for att torka den
helt
[ ]  Overfor kolonnen till ett 1,5 ml reaktionsrér
[ ] Pipettera 15 pl M-Elution Buffer pa kolonnen och centrifugera vid 8 ooo xg i 30 sekunder

Forberedelse och pipettering av PCR

00O 0Oo0Oddan

Centrifugera provet

Vortexa och centrifugera ScreenYu Gyn® Mastermix

Ta bort PCR-locken fran ScreenYu Gyn® Strips och kasta dem
Pipettera 10 pl ScreenYu Gyn® Mastermix per ror

Pipettera 10 pl prov eller ScreenYu Gyn® Positive Control (i brunn A1) eller ScreenYu Gyn®
Water (i brunn B1)

Stang ScreenYu Gyn®@ Strips med oanvanda ScreenYu Gyn® Caps (transparent pase)
Vortexa och centrifugera ScreenYu Gyn® Strips

-1 -

Kort protokoll - ScreenYu Gyn_IFU_SGoo1_SE, Revision g



Utfor PCR

L]

[l

SI3 pa realtids-PCR-enheten, 6ppna programvaran om det behovs och valj ScreenYu Gyn
Template

Namnge  PCR-kdrningen  individuellt, redigera  plattans layout,  kontrollera
temperaturprotokollet

PCR-temperaturprotokoll

Programme Number Temperature

Name of cycles

Initialization ~ 1x 94 °C 1:00

Amplification 42 x

94 °C 0:15

61°C 0:30

Cooling 1X 1:00

37 °C(cobas z 480 Analyzer)

30 °C (CFXg6 Real-Time PCR Detection Systems)

L]

Placera ScreenYu Gyn® Strips och Balance Strips i enheten och starta PCR-kdrningen

Analys och tolkning av PCR-data

[
[

L]

L]

Oppna den exporterade filen och sla samman data i ett lampligt kalkylprogram

Formatera data sa att resultaten for de olika proverna visas under varandra och markérerna
ZNF671 och ACTB visas bredvid varandra

Kontrollera resultaten for den positiva kontrollen och den negativa kontrollen for bada
markdrerna

Analysera resultatet for de insamlade proverna

Ett prov anses vara positivt i ScreenYu Gyn®-testet nar foljande kriterier ar uppfyllda:

Giltighets- och positivitetskriterier
PCR-enhet Ct-varde ACt znF672 - AcTB

cobas z 480 Analyzer

ACTB 220,532 -

ZNF671 220,542 < 9,00

CFXg6 Real-Time PCR ACTB 220, <32 -
Detection Systems ZNF671 > 20, < 4,2 < 10,00

Ett positivt ScreenYu Gyn®-resultat ar forknippat med férekomst av cervikal intraepitelial neoplasi
eller livmoderhalscancer. ScreenYu Gyn® ska inte betraktas som det slutgiltiga terapeutiska beslutet
och maste analyseras tillsammans med andra medicinska fynd.

- 2 -
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