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A SZALLITAS UTAN AZONNAL TAROLJA

A ScreenYu Gyn® Kit szobahémérsékleten szallitjak, és a hémérsékleti tartomany megvaltozasanak
ellendrzéséhez a hdmérsékletméro jelolés segitségével ellendrizhetd, hogy a validalt hdmérsékleti
tartomanyt nem lépték-e tul. A kézhezvétel utan azonnal ellendrizze a készlethez csatolt
homérsékletmérd jelolést, és gy6z6djon meg arrdl, hogy a szine megvaltozott-e. Ellendrizze a kils6
csomagolast, a pecsétet és az elsédleges csomagolast is, és gy6zédjon meg arrdl, hogy azok nem
sériltek-e. A készletet a kézhezvétel utdn azonnal 2°C és 8°C kozotti hémérsékleten
hit6szekrényben kell tarolni, és fénytdl kell védeni. Megfeleld szallitas és tarolas esetén a ScreenYu
Gyn® Kit és alkatrészei a feltintetett datumig hasznalhatok.

A szallitasi hémeérséklet ellenorzése

A ScreenYu Gyn® Kithez csatolt h6mérsékletmérd jelzé a szallitds sordn figyeli a hémérsékletet. A vilagos ezist szind jelz6 azt
Jelzi, hogy a kitet a szallitasi h6mérsékletnek megfeleléen szallitottak. A fekete jelzG azt bizonyitja, hogy a megadott szallitdsi
hémeérsékletet nem tartottdk be, ami azt jelenti, hogy a ScreenYu Gyn® Kit teljesitményparaméterei mdr nem garantalhatdk.
Ebben az esetben kérjiik, vegye fel a kapcsolatot az Epitype GmbH-val.
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1 RENDELTETES

A ScreenYu Gyn® egy in vitro diagnosztikai készlet, amely egy human epigenetikai marker kvalitativ
kimutatasara szolgal biszulfit-konvertalt DNS-ben, olyan méhnyakmintadk esetén, amelyek HPV-
pozitiv eredményt mutattak vagy amelyeknél a Pap-teszt rendellenes eredménye tovabbi tisztazast
igényel. A ScreenYu Gyn® pozitiv eredménye 6sszefiggésbe hozhatd a cervikalis intraepitelialis
neoplazia (CIN) vagy a méhnyakrak jelenlétével.

ScreenYu Gyn® kizardlag molekuléris bioldgiai technikdkban jartas, képzett laboratoriumi
személyzet altal hasznalhatd. Az eredmények értelmezését mindig tovabbi laboratoriumi
diagnosztikai eljarasok eredményeivel egyitt, valamint a klinikai kép figyelembevételével kell
elvégezni.

2 KLINIKAI JELENTOSEGE

A méhnyakrak a negyedik leggyakoribb rakos megbetegedés a nék korében vilagszerte, évente tobb
mint 600 000 Uj esetet regisztralnak [1]. Szinte minden esetben a rakkelté human papillomavirus
(HPV) tartds fert6zése az alapvet6 ok [2] és a méhnyakrak kialakulasanak el6feltétele. A HPV-negativ
noknél rendkivil alacsony a méhnyakrak kialakulasanak kockazata, de még a HPV-fert6zott ndk
tobbségénél sem alakul ki rakot megel6z6 allapot. A HPV-fert6zott néknek csak korilbelGl 15%-anal
alakul ki ténylegesen rakot megel&z6 allapot vagy kezelést igénylé karcindma [3].

A HPV-teszt eredménye pozitiv és/vagy a Pap-eredmény tisztazasra vard (Pap Il, Pap Ill és Pap llID1
és D2) betegeknek ezért ajanlott egy triazs teszt, példaul a ScreenYu Gyn® hasznalata, hogy nagy
pontossaggal meg lehessen allapitani a rak vagy annak el6futara jelenlétének valoszinUségét.

A ScreenYu Gyn® nem tekinthetd végleges terapias dontésnek, és mas orvosi eredményekkel egyitt
kell elemezni.

3 A TESZTELVE

ScreenYu Gyn® egy epigenetikus biomarkerek, azaz egy specifikus DNS-szakasz metilaciojanak
kimutatasan alapul, amelynek jelenléte rdkmegel6z6 elvaltozasok vagy méhnyakrak jelenlétével all
Osszefiggésben [4, 5, 6]. Ezenkivil egy biszulfat-specifikus referenciamarkert is elemeznek. A
hasznalt marker régiokat az alabbi tablazat mutatja be.

A marker régiok attekintése

Megjeldlés a protokollban Marker régio Fluoreszkalo festék

(gén megjelolés)

Metilacios marker ZNF671 ROX

Kontroll marker ACTB FAM

A kimutatas rendkivil érzékeny, probaalapu valds idej0 PCR moddszerrel torténik. A valds ideji
muUszerek kimenete a Cp érték (keresztezépont, cobas z 480 Analyzer) vagy a Cq érték (ciklus
kvantifikacio, CFXg96 Real-Time PCR Detection Systems), amelyek mindegyike megfelel a
cikluskiszob Ct értéknek, és az alabbiakban is igy hivatkozunk rajuk. Ez az érték megfelel annak a
ciklusnak a valds ideji PCR-ben, amelyben a fluoreszcencia el6szor emelkedik egy meghatarozott
kiszobérték folé.

A ScreenYu Gyn® segitségével végzett betegminta-elemzés két [épésbdl all.



El6szor a méhnyakkenetbdl szarmazo DNS-t biszulfittal atalakitjak, és a metilaciot rogzitik. A
masodik |épésben az elualt, biszulfittal kezelt DNS-t metilacio-specifikus, probaalapu Real-Time PCR-
rel elemzik. Az eredetileg metilalt DNS-szakaszt a ScreenYu Gyn® Strips primerekkel szelektiven
amplifikaljak. A metilacio és a kontrollmarker kimutatasat fluoreszkalo festékekkel jel6lt -szondakkal
végzik. Ezenkivil a PCR megerdsitésére pozitiv és negativ kontroll is szerepel. Ezt kdvetden elvégzik
a vizsgalatspecifikus elemzést.

A mintavételi és a biszulfat-készlet nem része a ScreenYu Gyn® Kitnek. A mintavételhez és a
biszulfat-kezeléshez kifejezetten tervezett termékek kilon kaphatdk.

A=G-G- A= T-B-G- T
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A: Mintavétel B: A mintak C: Marker kimutatasa és a PCR-
biszulfatkezelése eredmeény értékelése
Minta elokészitése ScreenYu Gyn®

A teszt elve

A: A négydgydsz megfelelé mintavételi készlettel kenetet vesz a pdciens méhnyakabdl.

B: A diagnosztikai laboratérium biszulfatkezelést végez a beteg mintdjan.

C: Mintanként egy duplex-PCR reakciot hajtanak végre. Az elemzést a ScreenYu Gyn® Strip-ben taldlhato festékkel jelslt probak
kimutatdsdval végzik.

4 SCREENYU GYN® AsSsAY DESIGN

4.1 ScreenYu Gyn® Strips

A ScreenYu Gyn® egy TagMan prdba alapu teszt. A ScreenYu Gyn® Strip egy 8 Ureges PCR-csik,
amely minden Uregben két primerpart, valamint a metilacid-specifikus ZNF671 marker és az ACTB
kontroll marker amplifikadlasahoz szikséges probat tartalmaz. A beteg mintdjanak elemzéséhez egy
ScreenYu Gyn® Strip egyik Urege szikséges.

4.2 Kontrollok

A ScreenYu Gyn® Kit kialakitdsa harom kontrollt tartalmaz a minta mindségének és a
biszulfatkezelésnek (ACTB marker), valamint a PCR-reakcié minéségének (pozitiv kontroll és negativ
kontroll) ellen6rzésére.

4.2.1 Mindség-ellendrzés biszulfatkezelés (kontroll marker ACTB)

Ez a kontroll marker ellenérzi az 6sszes nem metilalt citozin uracilra torténd sikeres atalakulasat, és
igy a végzett biszulfatkezelés mindségét. A detektdlas a human béta-aktin (ACTB) génhez kozeli
DNS-fragmentum amplifikaciéjaval torténik. Ha nincs ACTB amplifikacio 32 alatti Ct értékkel, a minta
vizsgalatat érvénytelennek tekintik, és meg kell ismételni.

4.2.2 Pozitiv kontroll

A pozitiv kontroll a PCR mindségét ellendrzi. A ScreenYu Gyn® Positive Control (PQ)
amplifikacidjanak mind a metilaciés marker, mind a kontroll marker esetében 38 alatti Ct értéket kell
eredményeznie. Ellenkez6 esetben a PCR érvénytelen, és meg kell ismételni.
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4.2.3 Negativ kontroll

A negativ kontroll egy kontrollreakcié ScreenYu Gyn® Water (NTC — No Template Control) sablonnal,
amelynek mindkét markernél negativnak kell lennie. Ha a negativ kontrollban Ct értékek jelennek
meg, akkor nagy valdszinGséggel szennyez6dés tortént, és a ScreenYu Gyn® vizsgalatot meg kell
ismételni.

5 REFERENCIAANYAG

Nem all rendelkezésre nemzetkézi referenciaanyag.

6 A KESZLET TARTALMA

ScreenYu Gyn® Kit tartalma

Az alkatrészek Szimbodlum Tartalom Térfogat/mennyis

megnevezése ég
SGo01-46

v 1
ScreenYu Gyn® Mastermix PCR-MM PCR Mastermix 1x 0,55 ml

(2x)

ScreenYu Gyn® Strips TRIPS PCR csik 2 6 csik

Szalagokhoz vald

ScreenYu Gyn® Caps 6 kupak

' a) [a) 7]
>
)
w0

kupak
ScreenYu Gyn@® Positive o
y ONTROL Pozitiv kontroll 1x 90 pl
Control
ScreenYu Gyn® Water Viz 1x2ml
Hasznalati utasitas Hasznalati utasitas 1

* Tartalmazza a polimeraz lancreakcidhoz (PCR) szilkséges dsszes komponenst, kivéve a primereket, a probakat és a
sablont.

2 Tartalmazza a PCR-hez szilkséges primereket és probakat.



7 FOGYOESZKOZOK ES BERENDEZESEK (NEM TARTOZNAK A KESZLETHEZ)

ScreenYu Gyn® kizarolag a felsorolt fogyoeszkozokkel és berendezésekkel egyitt, és csak képzett
személyzet altal hasznalhatod. Az 6sszes szikséges laboratoriumi berendezést a gyartd utasitasainak
megfelel6en kell felszerelni, kalibralni, kezelni és karbantartani.

A szobahémeérséklet 15 °C és 30 °C kozott van.

Sziikséges berendezések

Berendezés Katalogusszam Gyarto ‘
. . . . 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® vagy Cervex-Brush® Combi - Rovers Medical Devices

PCR-ben Balance Strips-ként valo felhasznalashoz lasd a lemez elrendezését a 15 vagy a 19 oldalon.

A ScreenYu Gyn® teszt elvégzéséhez a kovetkezd laboratdriumi berendezések és fogyodeszkdzok
szUkségesek.

- 0,5 ml/1,5 ml reakciocsovekhez vald centrifuga, = 10 0oo xg

- Centrifuga PCR csikokhoz

- Termocikler o,5 ml-es reakcidcsévekhez

- Vortex keverd/razogép

- Kulonbozé térfogatu pipettak és hozzajuk tartozo sziréhegyek (steril, DNaz-mentes)
- Reakciocso allvany o,5 mlf1,5 ml/2 ml reakciocsévekhez

- 96-lyuku allvany PCR-csikokhoz

- Reakciocsovek o,5 ml/1,5 ml-es (DNaz-mentes)

- Etanol 96-100%, nem denaturalt

- Valdsideji PCR-készilék, detektalo csatornak FAM és ROX préba festékekhez

A ScreenYu Gyn® a kdvetkez6 valds ideji PCR-készilékeken lett validalva:

e cobas z 480 Analyzer (Roche Diagnostics GmbH) 96-lyuky blokkkal, adapterrel PCR
csikokhoz és LightCycler® 480 Software UDF 2.0.0 (Service Pack 3) szoftverrel, értékelés
1.5.1.62 verzioval

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



8 TAROLAS ES ELTARTHATOSAG

Megfeleld szallitds és tarolds esetén a ScreenYu Gyn® Kit és Osszetevdi a feltintetett datumig
haszndlhatok. A készletben taldlhatd Gsszes reagens a feltintetett lejarati id6ig stabil, ha a
feltUntetett feltételek mellett taroljak és védik a szennyezddésektdl.

A ScreenYu Gyn® Kit és a készletben nem szereplé berendezések taroldasi hémérséklete

Berendezések Tarolasi homérséklet

ScreenYu Gyn® Kit 2 °Cés 8°Ckozott
EZ DNA Methylation-Lightning Kit (CE IVD) 15 °C és 30 °C kozott
ThinPrep® PreservCyt® Solution (20 ml) 15 °C és 30 °C kozott
Cervex-Brush® vagy Cervex-Brush® Combi 15 °C és 30 °C kozott
9 BIZTONSAGI UTASITASOK
9.1 Altalanos informacié

A legkorszer(bb molekularis bioldgiai mddszerek alkalmazasakor az alabbi utasitasokat szigortan be
kell tartani a laboratdriumi személyzet maximalis biztonsaga és a kivalé min6ségl eredmények
elérése érdekében:

- Mivel molekularis bioldgiai folyamatokat, példaul biszulfatkezelést, amplifikacidt és DNS-
detektalast tartalmaz, ez a készlet kizardlag in vitro diagnosztikara szolgal, és csak olyan
személyzet hasznalhatja, aki képzett az in vitro diagnosztikai laboratériumi gyakorlatokban.

- Atermék hasznalata el6tt olvassa el figyelmesen a hasznalati utasitast. Csak a jelenlegi verziot
vegye figyelembe.

- Minden 1épésnél viseljen megfelel6 laboratoriumi kopenyt, eldobhatd kesztylt és, ha
szikséges, véddszemiveget.

- KerUlje a bioldgiai mintakkal vald kdzvetlen érintkezést, valamint a mintak froccsenését vagy
aeroszolképzodését.

- Atermocikler fitott fedele és inkubacios blokkja akar 110 °C-os hémérsékletet is elérhet. Egési
sérilés veszélye all fenn. Kérjuk, tartsa be a készilék hasznalati utasitasat.

- Amintak és reagensek kezelése utan alaposan mossa meg a kezét.

- Ne haszndlja a ScreenYu Gyn® terméket, ha a reagens csomagolasa sérilt. Forduljon
forgalmazoéjahoz.

- Ne hasznalja a ScreenYu Gyn®@ Kit a lejarati id6 utan, és ne hasznaljon lejart reagenseket.

- Ne keverje dssze kilonboz6 tételekbdl szarmazo reagenseket, és ne keverje 6ssze a készlet
reagenseit mas gyartok reagenseivel.

- Csaka készletben talalhatd vagy a gyartd altal ajanlott anyagokat hasznalja.

- Az 0Osszes szikséges laboratoriumi berendezést a gyartd utasitdsainak megfelelGen kell
felszerelni, kalibralni, kezelni és karbantartani.

- A mikroliter tartomanyba es6 kis mennyiségl folyadék pipettazasa gyakorlast igényel.
Gy6z6djon meg arrol, hogy a mikropipettakkal a szikséges mennyiségeket a lehetd
legpontosabban pipettazza.

- Akezel6nek be kell tartania az alkalmazandd szabalyozasi kovetelményeket.
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- Feltételezzik a jo laboratdériumi gyakorlat (GLP) betartasat, amelyet példaul az Egyesilt
Allamok Elelmiszer- és Gydgyszerigyi Hivatala (FDA) vagy a Gazdasagi Egyittm(kodési és
Fejlesztési Szervezet (OECD) hatarozott meg. Kulondsen figyelembe kell venni a molekularis
amplifikacios vizsgalatok elvégzésére vonatkozé ajanlasokat.

- APCR-készilékek megfelel6 mikodése csak szobahémérsékleten garantalt.
9.2 A helyiség elrendezése

A PCR magas analitikai érzékenysége miatt kilonos figyelmet kell forditani a készlet 6sszeteviinek
és a mintak tisztasaganak megorzésére.

A PCR a mintdban talalhatd DNS szakaszokat milliészor, millidrdszor szaporitja. A PCR-termékek
legkisebb mennyiségei (pl. aeroszol formajaban is) is hamis eredményhez vezethetnek, ha atkerilnek
a mintaba, a biszulfatkezeléshez hasznalt reagensekbe vagy a készlet PCR-reagenseibe.

A helytelen eredmények elkerilése érdekében ezért elengedhetetlen a tiszta és jol strukturalt
munkafolyamat. Ehhez szilkséges a pre-PCR és a post-PCR laboratériumi teriletek egymastdl valo
elvalasztasa. Mindkét terileten kilon felszerelések, fogyodeszkdzok, laboratdriumi kdpenyek és
kesztyUk kell, hogy rendelkezésre alljanak. Soha ne vigyen at laboratdriumi kopenyeket, kesztyGket
vagy felszereléseket az egyik terlletr6l a masikra. Az alabbi dbra egy két kilonallo helyiségre osztott
laboratorium példajat mutatja. Az egyik teriletet kizardlag a biszulfatkezelés és a PCR el6készitése
szamara jelolték ki, mig a masik terileten a PCR-t végzik.

Helyiséga1 Helyiség 2

N

Térbeli elvalasztds

A mintdk biszulfatkezelését, valamint a teljes PCR-elGkészitést az 1. helyiségben végzik (optimdlis esetben PCR-szekrény
haszndlataval). A 2. helyiségben végzik el, detektaljak és elemzik a PCR-t.

9.3 A szennyezddés elkerilése
- Minden |épés soran laboratoriumi kopenyt és eldobhato kesztyit kell viselni.

- Az eldobhato keszty(Uket gyakran, és mindig a reagensekkel vagy mintakkal valé (gyanitott)
szennyezO6dés utan cserélni kell.

- Minden feliletet, berendezést és kelléket megfeleld tisztitdoszerrel (DNS-megsemmisitd
szerekkel) kell fert6tleniteni.

- Ne érintse meg a reakcidcsovek belsejét vagy azok kupakjait.

- Pipettdzaskor mindig szUréhegyeket (DNaz-, RNaz- és emberi DNS-menteseket) kell
hasznalni, hogy kizarhaté legyen a pipettazas soran keletkezd aeroszolok altali
keresztszennyezd4dés. A hegyeket pipettazasi lépések kozott mindig cserélni kell.

- Fontos negativ kontrollokat végezni az esetleges szennyez6dés kimutatasara.

9.4 Kezelési utasitasok
- Afel nem hasznalt komponenseket a felhasznaldsig az eredeti csomagolasukban tarolja.

- Minden centrifugalasi |épést szobahémérsékleten kell végrehajtani.



- A munkafolyamat a biszulfatkezelés utan megszakithato. Ekkor a mintdk 2 °C és 8 °C kozott
egy hétig, vagy —15 °C és —30 °C kozott legfeljebb két hdnapig tarolhatdk.

- A ScreenYu Gyn® Strips és a ScreenYu Gyn® Caps termékeket az egész eljaras soran nem
szabad érintkezésbe hozni eldobhatd kesztyU nélkil, ellenkezé esetben nem specifikus
fluoreszcencia jelek Iéphetnek fel.

- A ScreenYu Gyn® Strips és a ScreenYu Gyn® Caps egyszer hasznalatosak, Ujra nem
hasznalhatok.

- Afel nem hasznalt ScreenYu Gyn® Strips és ScreenYu Gyn® Caps az eredeti csomagolasukban
tarolja. A ScreenYu Gyn® Strips feltétlenil fénytdl elzarva tarolja.

10 MEGSEMMISITES
A fel nem hasznalt ScreenYu Gyn® Kit és alkatrészei tovabbi kilonleges dvintézkedések nélkdl

artalmatlanithatdk. A betegmintakat és a hasznalt reakciocsoveket fert6zé hulladékként kell kezelni.
Minden reagenst a jogszabalyi el6irasoknak megfelelSen kell artalmatlanitani.
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11 SCREENYU GYN® ELJARAS
A kovetkezd fejezet részletesen leirja a mintavételtdl az adatelemzésig tartd kilonbozo 1épéseket.

11.1 Munkamenet

A ScreenYu Gyn® eljaras dsszesen kevesebb mint négy dra alatt elvégezhetd. Az aktiv munkaid6
korilbelil 2 6ra. Az elsé ScreenYu Gyn® eljaras soran 15 percet kell szanni a PCR-sablon elkészitésére.

PCR-eredmeények

Atalakitott DNS Sablon megnyitasa és exportalasaés
[ Minta elokészitése ] tisztitasa futds mentése elemzése
10 perc 70 perc 40 perc 10 perc 5 perc 65 perc 30 perc
*IIIIII.’FIII» .IIIIIIIIIIII........»H
DNS biszulfit PCR beallitasa és .
. o, . - PCR futtatasa
atalakitasa pipettazasa

Jelmagyarazat
— KEZiid0
mummms Nincskéziido
Opcionalis megszakitasi pont

A ScreenYu Gyn® munkafolyamat idévonal

11.2 Mintavétel

A mintavételi készlet nem része a ScreenYu Gyn® Kitnek. A ThinPrep® PreservCyt® fioldk (Hologic,
Inc.) és a Cervex-Brush® mintavételi eszk6zok (Rovers Medical Devices) a gyartoktol rendelhetdk. A
méhnyakmintat az orvosnak a gyarto utasitasainak megfelel6en és a méhnyakkenet mintavételére
vonatkozo altalanosan elfogadott irdnyelveknek megfeleléen kell venni [7].

Fontos: A mintavételi eszkoz kefefeje a mintavétel utan nem maradhat a mintatartoban, mert ez
rontja a ScreenYu Gyn® teljesitményét.

A kenet kozegként ThinPrep® PreservCyt® Solutionot kell hasznalni. Mas mintavételi kozegek
hasznalata nem volt része a ScreenYu Gyn® teszt validalasanak.

A vizsgalat érvényességének fontos eldfeltétele a felhasznalt DNS-minta jo6 mindsége. A nem
megfelel6 mintavétel, biszulfatkezelés és DNS-tarolds érvénytelen vagy akar hamis negativ
eredményekhez vezethet.

A méhnyakmintak hités nélkil szallithatok a laboratériumba vizsgalatra. A mintak 2 °C és 30 °C
kozotti hdmérsékleten legfeljebb 1,5 évig tarolhatok.
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11.3 Minta elokészitése
A kovetkezd |épéseket a mintaelSkészitési terileten (1. szoba) kell elvégezni.

Fontos: Ha a tampon gyUjtékefének kefefeje a mintatartd fiolaban van, azt el6szor el kell tavolitani
és meg kell semmisiteni.

- Az Osszes betegmintat 5 masodpercig maximalis sebességgel keverje 6ssze, majd azonnal 1 ml
kozeget vigyen at egy 1,5 ml-es reakcidcsébe.

Figyelem: A sejtek nagyon gyorsan leilepszenek a cs6 aljara. A betegmintak keverése és az 1
ml-es minta kivétele kozott nem telhet el tobb mint 10 masodperc!

- Centrifugalja a mintakat 5 percig 10 0oo xg sebességgel.
- Ovatosan tavolitsa el a pellet feletti goo pl felGluszdt anélkil, hogy a pelletet megsértené.
Figyelem: A minta jellegétdl flUggden a pellet tobbé-kevésbé szilard.
- A pelletet 3 masodpercig vortexeléssel reszuszpendalja. Adjon 20 pl reszuszpendalt mintat a
biszulfatkezeléshez. A maradék 8o pl-t dobja ki.
11.4 A mintak biszulfatkezelése
A biszulfid készlet nem része a ScreenYu Gyn® Kit-nek. A ScreenYu Gyn®-t az EZ DNA Methylation-
Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH) segitségével validaltak.
- Bemenet: Adjon 20 pl reszuszpendalt mintat + 130 pl Lightning Conversion Reagent-et egy
0,5 ml-es reakcidcsGbe.

- Végezze el a biszulfatkezelést az EZ DNA Methylation-Lightning Kit gyartéjanak utasitasai
szerint, a kdvetkezé modositasokkal:

e Az utolsd mosasi lépés utan dntse ki az atfolyo folyadékot.

e Centrifugalja az oszlopot az Ures Collection-Tube-ben 1 percig teljes sebességgel, hogy
teljesen megszaradjon.

Figyelem: Ne hagyja ki ezt a 1épést, mivel a maradék etanol ronthatja a ScreenYu Gyn®
assay teljesitményeét.

e  Eludlja 15 pl M-Elution Buffer-ben 30 masodpercig 8ooo xg-vel.
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11.5 PCR

A PCR megkezdése el6tt gy6z6djon meg arrdl, hogy a PCR hémérsékleti protokoll be van
programozva a megfeleld valds idejl PCR készilékbe, hogy minimalisra csokkenjen az el6készités és
a PCR megkezdése kozottiid6. A PCR program bedllitdsa a cobas z 480 Analyzer az14 oldalon leirtak
szerint torténik. A CFXg6 Real-Time PCR Detection Systems végzett PCR leirasa ai1g oldalon
talalhato.

11.5.1 A PCR el6készitése és pipettazasa

Fontos: A PCR elGkészitése és pipettazasa nem tarthat tovabb 60 percnél. Ezt a lépést az 1.
helyiségben (pre-PCR terilet) kell elvégezni.

Kérjuk, vegye figyelembe aig vagy ai1g oldalon leirt lemez elrendezést. A pozitiv kontrollt (PC) az A1
Uregbe, a negativ kontrollt (NTC) pedig a B1 Uregbe kell pipettazni.

- Vegye ki a ScreenYu Gyn® Mastermix-et és a szikséges szamu ScreenYu Gyn® Strips a
készletbdl, és helyezze 6ket egy 96 Ureges allvanyra.

Figyelem: Egy ScreenYu Gyn® Strip nyolc PCR-vizsgalatra elegend6. Felhivjuk figyelmét,
hogy minden PCR-futashoz pozitiv kontrollt és negativ kontrollt (viz, NTC) kell elvégezni.

- A ScreenYu Gyn® Mastermix-et 3 masodpercig maximalis sebességgel keverje, majd
centrifugalja le.

- Vegye le a PCR-sapkat a ScreenYu Gyn® Strips-rél, és dobja ki.

- Adjon 10 pl ScreenYu Gyn® Mastermix-et a ScreenYu Gyn® Strip minden Uregébe.

- A mintat 3 masodpercig maximalis sebességgel keverje vortexen, majd centrifugalja rovid
ideig.

- Adjon 10 pl mintat a ScreenYu Gyn® Mastermix-szel toltott Uregbe.
Fontos: Minden pipettazasi [épésnél cserélje ki a pipetta hegyét.

Megjegyzés: A tobbi minta eludtumot 6rizze meg a ScreenYu Gyn® PCR ismétléséhez, ha
szUkséges.

- A ScreenYu Gyn® Positive Control-t 3 masodpercig maximalis sebességgel keverje vortexen,
majd centrifugalja le.

- Adjon 10 pl ScreenYu Gyn® Positive Control-t az A1 Uregbe és 10 pl ScreenYu Gyn® Water-
t a B1 Uregbe negativ kontrollként.

- Zarja le minden ScreenYu Gyn® Strip-et egy hasznalatlan ScreenYu Gyn® Cap-kal (atlatszo
tasak).

Figyelem: Ne érintse meg a ScreenYu Gyn® Strips és a ScreenYu Gyn® Caps belsejét.
Gy6z6djon meg arrdl, hogy a ScreenYu Gyn® Cap megfelelGen illeszkedik a ScreenYu Gyn®
Strip-re a lezards utan. A ellendrzést leginkabb oldalrdl torténd vizualis ellendrzéssel lehet
elvégezni.
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Helyes cimkézés: Helytelen cimkézés:

11.5.2

Figyelem:

Ne cimkézze a kupakok azon részét,
amely kdzvetlenil a lyukak felett van,
mivel a PCR-jelet felGlrél olvassa le a
kupakokon keresztil, és ez helytelen
fluoreszcencia-jelekhez vezetne.

A kupak tetején és aljan talalhato
nagy retesz hasznalhatoé cimkézésre.

Zarja be az 0sszes ScreenYu Gyn® Strips, és keverje 3 masodpercig maximalis sebességgel,
majd centrifugalja le.

A PCR- végrehajtasa a cobas z 480 Analyzeron

A kovetkez6 szakaszban ismertetjik, hogyan kell elvégezni a ScreenYu Gyn®-t a cobas z 480 Analyzer
(kékkel jelolve) és a CFXg96 Real-Time PCR Detection Systems (zolddel jeldlve) valds idejd PCR
rendszereken. Mindig kdvesse a gyartd utasitasait a PCR-eszkdzok mikodtetésével kapcsolatban.

APCR

11.5.2.

-t a 2. helyiségben kell elvégezni.

1 PCR-sablon létrehozasa

Ha korabban létrehozta és elmentette a PCR-sablont, folytathatja a 11.5.2.2 A PCR futtatds elinditdsa.

Kapcsolja be a cobas z 480 Analyzer késziléket és a szamitogépét. 15 masodpercen belil
valassza a ,User defined Workflow” lehetéséget a szamitogép BIOS képernydjén, hogy
atvaltson egy szabadon programozhaté készilékmaodra.

Nyissa meg a szoftvert, és jelentkezzen be.

Vélassza a ,Tools” & menUpontot a jobb oldali miveletsavon, majd hozzon létre egy Uj
Detection Format elemet. Nevezze el ScreenYu Gyn®. Valassza ki a 465-510 és 540-610
(gerjesztés-emisszid) szir6 kombinaciot. Zarja be az ablakot a Close gombra kattintva.

Valassza az New Experiment egy Uj sablon létrehozasahoz.

A Run Protocol filon allitsa be a Detection Format értéket ScreenYu Gyn, és allitsa be a Reaction
Volume értéket 20 pl-re. Programozza be a hdmérsékleti protokollt az aldbbi tablazat szerint.
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PCR hémérsékleti protokoll a cobas z 480 Analyzeron

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 b4

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

- Mentse el a futasi sablont ScreenYu Gyn néven az Apply Template > és Save as Template opciok
kivalasztasaval, majd a sablont a kivant helyre mentse.

11.5.2.2 A PCR futtatas elinditasa

Ha korabban elmentette a PCR sablont, akkor most a New Experiment from Template = ScreenYu Gyn
gombra kattintva érheti el. Ellenérizze, hogy a megfelel6 hémérsékleti protokoll van-e beallitva.

- Alemezelrendezésétdl fuggben valasszon egy Subset Template az Subset Editor. Enhez nyomja
meg a ,+” gombot, valassza ki az elrendezésben az dsszes elfoglalt Ureget, majd erdsitse meg
a sablont az Apply gombbal. Ez az Subset Template a kivant helyre menthetd a Apply Template
- Save as Template.

- Valasszon ki egy megfeleld lemez elrendezést:

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

Példa 6 betegmintdra (1 — 6) vonatkozo lemez elrendezésre

A nem teljesen kitoltott lemez elemzése a Subset Editor meghatdrozott alcsoportjaval térténik.

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

Példa 46 betegmintara (1—46) vonatkozo lemez elrendezésre

A nem teljesen kitoltott lemez elemzése a Subset Editor meghatdrozott alcsoportjaval térténik.

Fontos: A lemez elrendezése nem valtoztathatd. A pozitiv kontrollt (PC) az A1 Uregbe, a negativ
kontrollt (NTC) pedig a B1 Uregbe kell helyezni.

Az Ures pozicidkat Ures csikokkal (Balance Strips) kell kitdlteni az egyensulyozas érdekében, lasd a 7
fejezetet.
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- A minta cimkézését a Sample Editor lehet megadni Ugy, hogy a 2. [épésben: Select Samples >
Subset kivalaszt egy meghatarozott alcsoport sablont, majd a 3. [épésben: Edit Properties beirja
a Sample Name. Ez a minta sablon a kivant helyre menthet6 az Apply Template - Save as
Template meniponttal.

- Helyezze a csikokat figgblegesen a PCR-készilékbe a meghatarozott sorrendben.

Fontos: Hasznalja a PCR csikokhoz vald adaptert (Roche Diagnostics GmbH).

- A floppy disk” gomb (az akcidsav jobb oldalan) megnyomasaval mentse a PCR futast egyedi
névvel a kivant mappaba, majd a Run Protocol (Experiment Editor) fGlon taldlhato Start Run
gombra kattintva inditsa el a PCR futast.

11.5.2.3 Az adatok exportalasa

Ha a PCR futast kdzvetlenil a cobas z 480 Analyzer szamitogépen elemzi, folytassa a 11.5.2.4 A PCR-
adatok elemzése.

- A PCR befejezése utan (Run complete) exportélja a PCR futast az & :
opciodjaval, és mentse a fajlt a kivant helyre.

menUpont ,Export”

11.5.2.4 A PCR-adatok elemzése

Az alabbiakban az exportalt adatok elemzését ismertetjik. Ezek az utasitasok a Microsoft Excel
tablazatkezel6 programmal késziltek. Mas megfeleld programok hasznalata is lehetséges.

- Haexportalta a PCR futast, inditsa el a LightCycler® 480 szoftvert egy masik szamitégépen, és
nyissa meg/importalja a PCR futast. Ellenkez6 esetben végezze el az elemzést a cobas z 480
Analyzer szamitogépén.

- Az Analysis menupontban valassza ki az Abs Quant/Fit Points elemzési algoritmust és szikség
esetén a megadott alcsoportot.

- A Cycle Range fulon allitsa be a kovetkezd paramétereket: First Cycle 1, Last Cycle 42 és a
Background 5-20, a Min Offset értéket 4-re, a Max Offset értéket pedig 19-re allitva.
- ANoise Band filon ellenérizze, hogy az STD Multiplier értéke 12-re van-e allitva, és a Noise Band

automatikusan kiszamitasra keril-e.

- Két kilonbozé fluoreszkald festék detektalasa miatt a PCR-adatok elemzése minden marker
esetében kilon torténik. A megfeleld detektald csatorna a Filter Comb gombbal valaszthatd ki:

Sziiré kombindciok és kiiszobérték beallitasok a cobas z 480 Analyzer

Marker Detektalo csatorna  Szonda Threshold ‘
ACTB 465— 510 FAM 1,2
ZNF671 540—610 ROX 0,5

- Az Analysis filon ellenérizze, hogy a Fit Points szama 2-re van-e allitva.

- Az ACTB esetében valassza a Filter Comb 465 - 510 lehetGséget, allitsa a Threshold 1,2-re, majd
nyomja meg a Calculate gombot az elemzés elvégzéséhez. Exportalja az adattablazatot .txt
fajlként a Samples alatt taldlhatd Export Table gombra kattintva, majd mentse el egy megfeleld
helyre egyedi névvel.

- Ezutdn a ZNF671 esetében valassza a Filter Comb 540 - 610 lehetbséget, allitsa a Threshold o,5-
re, majd nyomja meg a Calculate gombot az elemzés elvégzéséhez. Exportdlja az
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adattablazatot .txt fajlként a Samples alatt talalhatd Export Table jobb gombbal, majd mentse
el egy megfeleld helyre egyedi névvel.

Figyelem: Mindig a leirtak szerint, egymas utan elemezze a két markert, mivel a program minden
szUrére mindig a manualisan beallitott kiszobértékeket alkalmazza.

- Nyissa meg egy tablazatkezel6 programot, példaul a Microsoft Excel-t, és masolja be mindkét
.txt fajl 6sszes adatait, mind a ZNF671 markert (Selected Filter: 540-610), mind az ACTB
markert (Selected Filter: 465-510) tartalmazodkat.

- Formazza az adatokat Ugy, hogy a kilonb6z6 mintdk eredményei egymas alatt, a ZNF671 és
ACTB markerek pedig egymas mellett jelenjenek meg.

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

Ba NTC

Ca Minta 1 36,22

Da Minta 2 36,39 30,22 6,17

Ea Minta 3 31,50

Fa Minta 4 31,27

G Minta 5 31,61 30,32 1,29

Ha Minta 6 31,21

A PCR futtatas érvényességének ellendrzése

A PCR futtatas akkor érvényes, ha a pozitiv és negativ kontrollok megfelelnek a kovetkez6
kritériumoknak:

A ScreenYu Gyn® kontrollok érvényességi kritérivmai

)
o
S
Q
0
N
n
o
o
>
S
2
N
)
=

Marker Cp érték pozitiv Cp érték negativ
kontrollhoz kontrollhoz

ZNF671 >20; <38 nincs érték

ACTB >20; <38 nincs érték

A mintak érvényességének ellenérzése

A betegmintanak akkor érvényes az eredménye, ha az ACTB kontrollmarker megfelel a kdvetkez6
kritériumnak:

A betegmintak érvényességi kritériumai
Marker Cp érték a

betegmintara
ACTB 220;<32

A ScreenYu Gyn® teszt elemzése
Ha a metilacios marker ZNF671
- nem ad Cp értéket, a ScreenYu Gyn® eredménye negativnak mindsul.

- Cp értéket ad > o; < 20, akkor a ScreenYu Gyn® eredménye erre a mintara érvénytelennek
minosul.

- Cpértéket ad = 20; < 42, a ACp-t a kdvetkez6 egyenlet szerint szamoljak ki:
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A ACp kiszamitasa

ACp = Cpznreya - CpacTs

Ha ACp = 9,00, akkor a ScreenYu Gyn® eredménye pozitivnak mindsul.

Ha ACp > 9,00, akkor a ScreenYu Gyn® eredménye negativnak mindsul.

A pozitiv ScreenYu Gyn® eredmény méhnyak intraepitelialis neoplazia vagy méhnyakrak jelenlétével
tarsul. A ScreenYu Gyn® nem tekinthet6 végleges terapias dontésnek, és mas orvosi eredményekkel
egyutt kell elemezni.
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11.5.3 A PCR elvégzése a CFXg6 Real-Time PCR Detection Systems rendszeren
11.5.3.1  PCR-sablon létrehozasa

- Kapcsolja be a PCR-késziléket.

- Programozzabe a PCR hémérsékleti protokollt az alabbitablazatban leirtak szerint, kivalasztva
és szerkesztve a hémérsékleti lépéseket és idSket.

PCR hémérsékleti protokoll ** a 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 GO TO Step 2 41X
Cooling 5 1X 30°C 1:00

A fluoreszcencia jelét a 3. lépés sordn a ,Plate Read” funkcidval érzékelik, amelyet a kamera szimbdlum jelol.

A CFX96 Real-Time PCR Detection Systems alapértelmezett hdmérséklet-emelkedési sebessége 5 °C/masodperc. Ez a
beallitas kerilt felhaszndldasra az IVD teszt validalasahoz.
- Allitsa be a reakci6 térfogatét 20 pl-re, a fedélf(itd hémérsékletét pedig 105 °C-ra.

- Mentse el a PCR-sablont ScreenYu Gyn néven.

11.5.3.2 A PCR futtatdsanak megkezdése

Ha korabban elmentette a PCR-sablont, most mar elérhetd és megnyithato. Ellendrizze, hogy a
megfelelé6 hémérsékleti protokoll van-e beallitva.

- Helyezze a ScreenYu Gyn® Strips a PCR-készilékbe Ugy, hogy azokat figgélegesen behelyezi
a fit6blokk kis Uregeibe. Valassza ki a megfelel6 lemez elrendezést.

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
= = = = = = = = = = s
+~ +— + +— + +~ +~ -+~ -+~ +— +—
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

Példa 6 betegmintdra (1-6) vonatkozo lemez elrendezésre
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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

Példa 46 betegmintara (1—46) vonatkozo lemez elrendezésre

Fontos: A lemez elrendezése nem valtoztathatd. A pozitiv kontrollt (PC) az A1 Uregbe, a negativ
kontrollt (NTC) pedig a B1 Uregbe kell helyezni.

Az Ures pozicidkat Ures csikokkal (Balance Strips) kell kitdlteni az egyensulyozas érdekében, lasd a 7
fejezetet.

11.5.3

Nevezze el a futtatast egy megfeleld fajinévvel. Vegye figyelembe, hogy a futtatds megkezdése
elétt az All Channels felismerésre kerdl.

.3 Az adatok exportalasa

A PCR befejezése utan exportalja a PCR futast (.pcrd fajl).

11.5.3.4 A PCR-adatok elemzése

Az alabbiakban az exportalt adatok elemzését ismertetjik.

Nyissa meg a szamitogépen a BioRad CFX szoftvert, és el6szor allitsa be a Plate Type: BR White
beéllitdst a User = User Preferences - Plate menipontban, jelezve, hogy fehér mianyagot
hasznal.

Importalja a .pcrd fajlt.

Hatarozza meg a lemez elrendezését a Plate Setup menUpont alatt a View/Edit Plate
menUpontban. Kattintson a Select Fluorophores gombra a hasznalt FAM és ROX festékek
kivalasztasahoz. A megfelelé markerek, ACTB (FAM) és ZNF671 (ROX) a Target Names
menipont alatt valaszthatok ki. irja be a nevet a Sample Names menipontba.

A szabad poziciok meg vannak jeldlve, és az Exclude Wells in Analysis jelol6négyzet
bejeldlésével kizarhatok az elemzésbdl.

Az OK gombbal erdsitse meg a lemez elrendezését.

Allitsa be az elemzési bedllitdsokat a Settings alatt. A Baseline Threshold alatt talalhat6
paramétereket minden fluorofér esetében kilon kell megadni. Ehhez a Quantification filén
talalhato markereket ki kell jeloIni vagy be kell jeldIni.
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Elemzési beallitasok a CFX96 valos ideji detektalo rendszeren

Parameter Setting

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

- Valassza ki az 6sszes mintat, és exportalja mindkét marker adatait egyszerre .xIsx fajlként egy
megfelel6 helyre, egyedi névvel, az Export to Excel gombra kattintva.

- Formazza az adatokat Ugy, hogy a kilonb6zd mintak eredményei egymas alatt, a ZNF671 és
ACTB markerek pedig egymas mellett jelenjenek meg.

Pos Name Cq znrez Cq acts ACq znFeza-ACTB
A1 PC 30,32 30,33

B1 NTC

Ca Minta 1 34,16

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

Ex Minta 3 29,60

Fa Minta 4 29,47

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

Ha Minta 6 28,72

A PCR futtatas érvényességének ellendrzése

A PCR futtatds akkor érvényes, ha a pozitiv és negativ kontrollok megfelelnek a kovetkezé
kritériumoknak:
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A ScreenYu Gyn® kontrollok érvényességi kritérivmai

Cq érték a pozitiv Cq érték a negativ
kontroll esetében kontroll esetében
ZNF671 >20; <38 nincs érték
ACTB >20; <38 nincs érték

A mintak érvényességének ellen6rzése

A betegmintanak akkor érvényes az eredménye, ha az ACTB kontrollmarker megfelel a kovetkez6
kritériumnak:

A betegmintak érvényességi kritérivmai
Marker Cq érték a

betegmintara
ACTB 220;<32
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A ScreenYu Gyn® teszt elemzése
Ha a metilacios marker ZNF671
- nem ad Cq értéket, a ScreenYu Gyn® eredménye negativnak mind6sil.

- Cqértéket ad > 0; < 20, akkor a ScreenYu Gyn® eredménye ennek a mintanak érvénytelennek
mindsul.

- Cqértéket ad = 20; < 42, a ACq-t a kovetkez6 egyenlet szerint szamoljak ki:

A ACq kiszamitasa

ACq = Cqznreza - CqacTs

Ha ACq < 10,00, akkor a ScreenYu Gyn® eredménye pozitivnak mind6sul.

Ha ACq > 10,00, akkor a ScreenYu Gyn® eredménye negativnak mindsul.

A pozitiv ScreenYu Gyn® eredmény méhnyakrak vagy méhnyakrak el6tti allapot jelenlétével tarsul.
A ScreenYu Gyn® eredményét nem szabad végleges terapias dontés alapjaul tekinteni, hanem mas
orvosi leletekkel egyUtt kell értékelni.
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12 SCREENYU GYN® TELJESITMENY

A CFXg6 Touch Real-Time PCR Detection System teljesitményadatai lathatdk. Amennyiben az
adatok eltérnek a cobas z 480 Analyzer adataitol, azokat kilon feltintettik. Ha a cobas z 480 Analyzer
adatai nincsenek kifejezetten feltintetve, azok megegyeznek a CFXg96 Touch Real-Time PCR
Detection System adataval.

12.1 Analitikai teljesitmény

12.1.1 Analitikai érzékenység

A PCR-vizsgalat analitikai érzékenységét metilalt, biszulfittal konvertalt human genomikus DNS
felhasznalasaval hataroztak meg. A medgfelelé detektalasi hatarértékeket az alabbi tablazat
tartalmazza. A higitasi sorozatot g-szeres meghatarozassal tesztelték. Atlagosan 120-180 ng DNS-t
hasznalnak a vizsgalatban egy kenethez.

Analitikai érzékenység — 1. rész

Hasznalt A vizsgalatban szerepl6 sejtek ZNF671

DNS hozzavetdleges szama” Cqs42

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

egy sejt korilbelil 6-7 pg genomikus DNS-t tartalmaz

A CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System rendszeren a két marker kimutatasi hatéara
Osszesen 3 sejt (0,02 ng) a teljes mintaban.

A cobas z 480 Analyzer késziléken a két marker kimutatasi hatara 6sszesen 7,5 sejt (0,05 ng) a teljes
mintaban.

A ScreenYu Gyn® teszt kvantifikacios hatarai megegyeznek a kimutatasi hatarokkal, ami R* = 0,99
linearis viszonyt eredményez mindkét marker esetében a kvantifikacios hatarokon bell.
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Ezenkivil metildlt, biszulfittal konvertalt genomikus human DNS és nem metilalt genomikus human
DNS DNS-keveréket is teszteltek. Mindegyik esetben 20 ng DNS-t vagy 100 ng DNS-t hasznaltak
vizsgalatonként. A higitdsi sorozatot haromszoros vagy g9-szeres meghatarozassal tesztelték.

Analitikai érzékenység - 2. rész

A metilalt DNS aranya Teljes DNS ScreenYu Gyn®
pozitiv
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

A ZNF671 marker pozitiv eredményének kimutatasi hatara 0,1 % metilalt DNS egy olyan mintaban,
amely 6sszesen 20 ng DNS-t vagy 100 ng DNS-t tartalmaz vizsgalatonként.

12.1.2 Analitikai specifitas — nem metilalt DNS kimutatasa

A PCR-vizsgalat analitikai specifitasat a human genomot képviseld, 10-12 kb méretld nem metilalt
PCR-fragmentumok felhasznalasaval hataroztak meg. Otszorés meghatarozast végeztek. Az
eredményeket az alabbi tablazat tartalmazza. A mintakat az ACTB marker segitségével érvényesnek
mindsitették. 1000 ng nem metilalt, biszulfittal konvertalt DNS (biDNS) koncentracidig nem kaptak
hamis pozitiv ScreenYu Gyn® eredményt.

A PCR-vizsgalat analitikai specifitdasa

Hasznalt DNS ZNF671 ACTB
Cq=s42 Cq=s42
100 ng nem metilalt biDNS o/s5 5/5
250 ng nem metilalt biDNS o/s5 5/5
500 ng nem metilalt biDNS o/s5 5/5
1000 ng nem metildlt biDNS ols 5/5
1000 ng genomikus DNS o/s o/s5
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12.2 Precizitas
12.2.1 Ismételhetdség

Két biszulfittal atalakitott betegmintat tiz figgetlen futtatasban teszteltek a ScreenYu Gyn® assay-
jel (mindegyikben 4 ismétléssel). Az Osszes 40 meghatarozdsban a Pap | minta negativ
ScreenYu Gyn® eredményt, a CIN3 pedig pozitiv ScreenYu Gyn® eredményt mutatott. igy a mintak
100 %-0s ismételhetéséget mutatnak.

12.2.2 Reprodukalhatosag

Ot kozpontban 20 betegmintat vizsgaltak ScreenYu Gyn® segitségével. Minden alkalommal
kulonboz6 személyek végezték el az Uj mintdk el6készitését és biszulfatkezelését, kilonbozé qPCR-
eszkozok (cobas z 480 Analyzer, LightCycler® 480 I, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System)
felhasznalasaval. A 20 betegmintabdl 18 volt konzisztens. Ez go%-os reprodukalhatdsagot jelent.

12.3 Valadisag

A ScreenYu Gyn® teszt valodisagat 15 betegmintan végzett Sanger-szekvenalassal ellendrizték. A
negativ eredményt add betegmintakban nem mutattak ki metilalt citozinokat a megfelel6
genomrégidban. A pozitiv eredményt addé betegmintakban a szekvencian belil a megfelel6 ZNF671
genomrégiot mutattak ki, magas metilacids fokkal.

12.4 Pontossag

A ScreenYu Gyn® teszt pontossagat a precizitds és a valddisag 0sszege adja.

12.5 Robusztussag

A SiHa sejtekkel dusitott kenetmintakban nem figyeltek meg interferenciat, amikor a kévetkezé

ey

e legfeljebb 0,5 % Lugol-oldat
e legfeljebb o,5 % ecetsav

12.6 Cut-off érték

Az optimalis vizsgalati kiszobértéket az Ugynevezett Youden-index segitségével hataroztak meg. A
ScreenYu Gyn® pozitiv eredményéhez a kovetkezd kritériumoknak kell teljesulniuk:

CFX9g6 Touch Real-Time PCR Detection System

ACQqznres-acTe < 10 > A ScreenYu Gyn® eredmeény pozitiv
ACQznrez-acte > 10 =2 A ScreenYu Gyn® eredmény negativ

Cobas z 4,80 Analyzer

ACpznres-acte < 9 = A ScreenYu Gyn® eredménye pozitiv

ACpznresa-acte > 9 2 A ScreenYu Gyn® eredmény negativ
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12.7 Klinikai teljesitményértékelés
Az itt hasznalt betegmintdkat eurdpai klinikakrol (Németorszag, Portugalia) szereztik be.

A betegmintak biszulfatkezelését az EZ DNA Methylation-Lightning Kit segitségével végeztik,
18 000 xg centrifugalasi sebességgel és 20 perces deszulfatositasi idével.

A ScreenYu Gyn@® Kklinikai teljesitményének értékeléséhez 616 betegmintat vizsgaltak, az
eredmények eléfordulasi megoszlasa a kdvetkezd volt: Pap | (n = 380; 61,7 %), CIN 1 (n = 47; 7,6 %),
CIN 2 (n =50; 8,1 %), CIN 3 (n = 132; 21,4 %), méhnyakrdk (n = 7; 1,1 %). Az érvénytelen mintak aranya
1,3 % volt (n = 8).

A megallapitott kiiszobérték alapjan kiszamitottak a klinikai érzékenységet és specifitast.

A ScreenYu Gyn® klinikai teljesitményének értékelése

Cytoldgiai/hisztoldgiai Detektalas

eredmények

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 %
Klinikai teljesitményadatok Erték Kl 95 %

CIN 3+ /Papl

Erzékenység 64,75 % 56,2%-72,7%
Specifitas 90,67 % 87,3%-93,4%
Pozitiv prediktiv érték 72,00 % 63,3%-79,7%
Negativ prediktiv érték 87,40 % 83,7% - 90,5 %
Pozitiv valoszinUségi arany 6,96 -

Negativ valdszin(ségi arany 0,39 -

Kl = konfidencia intervallum

26



13

14
[1]

[2]

(3]

(4]

[5]

(6]

(7]

15

AZ ELJARAS KORLATAI

A ScreenYu Gyn® eredmények értelmezését mindig tovabbi laboratériumi diagnosztikai
eljarasok eredményeivel egyitt, valamint a klinikai kép figyelembevételével kell elvégezni.

A hibas eredmények elkerilése érdekében be kell tartani a hasznalati utasitasban szerepld
eléirasokat, pl. a pipettazasi mennyiségeket, az inkubacids idket, a hémérsékleteket és az
el6készitési lépéseket.

A megfelelé mintavétel és tarolas kritikus fontossagu a vizsgalati eredmények szempontjabal.

Elvileg molekularis bioldgiai vizsgalati eljarasoknal nem zarhatd ki, hogy a vizsgalati eredményt
befolyasolhatnak tovabbi, nagyon ritka szekvencia-varidnsok, amelyek még nem szerepelnek
a primerek és probak specifitdsanak és érzékenységének elemzéséhez felhasznalt forrdsokban.

A muUszer nem eldirt teljesitménye, valamint a leirt vizsgalati eljarastol, a megadott tarolasi
feltételektdl, anyagoktol, berendezésektdl vagy ajanlott mintavételi anyagoktdl vald eltérések
eltéréseket eredményezhetnek az 6sszes el6irasnak megfeleléen kapott eredményektdl.

A mellékelt belsé és kilsd kontrollok segitenek a hibak felismerésében. Azonban nem minden
lehetséges hibat képesek felismerni. A felhasznalo felel6ssége, hogy ellendrizze az esetleges
maddositasokat, vagy ha szikséges, a haszndlt eszkdzoket, és biztositsa az eszkoz
specifikacidinak betartasat.
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FELELOSSEG

A ScreenYu Gyn® Kit kizarélag rendeltetésszerlen hasznalhato. Az Epitype GmbH nem vallal
felel6sséget mas felhasznalasért (pl. a jelen hasznalati utasitds be nem tartasa és nem megfeleld
hasznalat) és az abbdl ered6 karokért.
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16 KERDESEK ES PROBLEMAK
Ha kérdése vagy problémaja van a termékkel kapcsolatban, kérjik, vegye fel a kapcsolatot az
Epitype GmbH képvisel6jével.

Az Epitype GmbH mUszaki Ugyfélszolgalata hétf6tdl péntekig 8 és 16 6ra kozott elérhetd a kovetkez6
telefonszamon: +49 (0) 3641 5548500

Irodai munkaiddn kivil e-mailben is elérhetéek vagyunk: support@epitype.de

Epitype GmbH

Moritzburger Weg 67
01109 Dresden (Drezda), Deutschland (Németorszag)
Ugyvezet6k: Dr. Alfred Hansel, Dr. Martina Schmitz, Dr. Timm Zorgiebel

17 TOVABBI MEGJEGYZESEK

- Szabalyozasi tajékoztatas az Europai Unidban é16 Ugyfelek szamara: Felhivjuk figyelmét, hogy
koteles jelenteni az illetékes hatdsagnak és az Epitype GmbH-nak minden olyan sulyos
eseményt, amely a termékkel kapcsolatban tortént.

- A termék biztonsagi adatlapjanak aktuadlis verzidja a weboldal letdltési kozpontjaban
(https://www.epitype.de/en/downloadcenter/) talalhatd, vagy e-mailben kérheté a
support@epitype.de cimen.

18 A SZIMBOLUMOK JELENTESE
Szimbdolum Jelentés ‘ Szimbolum Jelentés

PCR-MM Mastermix

Tarolasi hdmeérseklet

Nyitas nélkil felhasznalhatd

STRIPS PCR csikok (EEEE-HH-NN)

elvégzéséhez
CONTROL Pozitiv kontroll

Gyartd

Kovesse a hasznalati utasitast

CAPS Sapka W Atartalom elegend6 <n> teszt

IVD in vitro diagnosztika AN Napfénytdl védve tarolando

IVD |

LOT Tételjelolés ® Ne hasznalja Ujra

Hivatkozasi szam c € CE jelolés
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19 VALTOZASOK LISTAJA

El6z6 verzio Valtozasok
(Kiadas datuma)
8 (2025-09) Forditasi hibak javitasa:
- Fejezetcimek javitasa

e 12.2 Pontossdg = Precizitas
e 12.3Pontossag = Valddisag
e 124 Precizié = Pontossag
e 12.6 Hatarérték - Cut-off érték
- A12.3fejezetben szereplé mondatok javitasa:
e A ScreenYu Gyn® teszt valodisagat 15 betegmintan végzett
Sanger-szekvenalassal ellendrizték.
- A12.4fejezetben szerepl6 mondatok javitasa:
e AScreenYu Gyn® teszt pontossagat a precizitas és a valodisag
0sszege adja.
A rovid jegyzékonyv lablécének optimalizalasa, az IFU verzidjara valod
hivatkozas

20 ROVID PROTOKOLL

Az aldbbiakban egy ellendérzdlista formaju gyors Utmutatd sablonjat talalja.

A gyors Utmutatd hasznalata el6tt olvassa el figyelmesen a 11 fejezetben részletesen leirt hasznalati
utasitast, beleértve az 6sszes megjegyzést.

A biszulfat-készlet nem része a ScreenYu Gyn® Kitnek. A mintdk biszulfat-kezelését az EZ DNA
Methylation-Lightning Kit (CE-IVD) készlettel kell elvégezni (tovabbi informacidkért lasd a 7
fejezetet).
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Mintak elokeszitese

L]

[
[

A betegmintakat 5 masodpercig maximalis sebességgel keverje 6ssze, majd 1 ml-t helyezzen
ategy 1,5 ml-es reakcidcsébe.

Centrifugalja a mintakat 5 percig 10 000 xg sebességgel.

Vegye ki és dobja ki a pellet feletti goo pl felGluszot.

A mintak biszulfatkezelése

L]

[
[

Készitse el6 az EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo Research Europe GmbH) készletet a
gyarto utasitasai szerint.

A pellet Ujraszuszpendalasa

Készitse eld a reakciot egy o,5 ml-es reakciocsében, keverje 6ssze vortexen, majd centrifugalja

Reakcio a biszulfat-konverziohoz

Osszetevd Reakcionként

Lightning Conversion Reagent 130 pl

Ujra szuszpendalt minta 20 pl

Teljes térfogat 150 pl

L]

O

O

Végezze el a biszulfatkezelést az EZ DNA Methylation-Lightning Kit gyartéjanak utasitasai
szerint, és kovesse az alabbi tovabbi lépéseket:

Az utolsé mosasi lépés utan dntse ki az atfolyd folyadékot

Centrifugalja az oszlopot az Ures Collection-Tube-ben 1 percig teljes sebességgel, hogy teljesen
megszaradjon

Helyezze az oszlopot egy 1,5 ml-es reakcidcs6be

Pipettazzon 15pl M-Elution Buffer az oszlopra, és centrifugalja 8oooxg sebességgel
30 masodpercig

A PCR el6keészitése és pipettazasa

Od ggobod

Centrifugalja a mintat

Vortexelje és centrifugalja a ScreenYu Gyn® Mastermixet.

Vegye le a PCR kupakokat a ScreenYu Gyn® Strips-rél, és dobja ki 6ket
Pipettazzon 10 pl ScreenYu Gyn® Mastermix-et minden Uregbe

Pipettdzzon 10 pl mintat vagy ScreenYu Gyn® Positive Control (az A1 Uregbe) vagy
ScreenYu Gyn® Water (a B1 Uregbe)

Zarja le a ScreenYu Gyn® Strips-t a fel nem hasznalt ScreenYu Gyn® Caps-kal (atlatszd tasak)
Vortexelje és centrifugalja a ScreenYu Gyn® Strips

-1 -

Rovid protokoll - ScreenYu Gyn_IFU_SGoo1_HU, g-es feltlvizsgalat



A PCR elvégzése

[] Kapcsolja be a valds ideji PCR késziléket, szikség esetén nyissa meg a szoftvert, és valassza
ki a ScreenYu Gyn Template-t

[ ] Nevezze el a PCR futtatasat, szerkessze a lemez elrendezését, ellendrizze a hémérsékleti
protokollt

PCR hémérsékleti protokoll
Programme  Number Temperature

Name of cycles

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 Systems)

[ ] Helyezze a ScreenYu Gyn® Strips és a Balance Strips a készilékbe, és inditsa el a PCR futtatast

A PCR-adatok elemzése es ertelmezése

[] Nyissa meg az exportalt fajlt, és egyesitse az adatokat egy megfelelé tablazatkezel&
programban

[] Formazza az adatokat Ugy, hogy a kilénbdzé mintak eredményei egymas alatt, a ZNF671 és
ACTB markerek pedig egymas mellett jelenjenek meg

[ ] Ellenérizze a pozitiv kontroll és a negativ kontroll eredményeit mindkét marker esetében
[ ] Elemezze az 6sszegy(jtott mintak eredményét

A ScreenYu Gyn® vizsgalatban egy minta akkor tekinthetd pozitivnak, ha a kdvetkezé kritériumok
teljestlnek:

Ervényességi és pozitivitasi kritériumok

PCR-készulék Marker Ct érték ACt znF672 - ACTB
ACTB 220,532 -

cobas z 480 Analyzer
ZNF671 220,542 < 9,00

CFX96 Real-TimePCR ~ ACTB 220,€32 -

Detection Systems ZNF671  220,<42 <10,00

A ScreenYu Gyn® pozitiv eredménye méhnyakrak vagy méhnyakrak elétti dllapot jelenlétével tarsul.
A ScreenYu Gyn® eredménye nem tekinthetd végleges terapias dontésnek, és mas orvosi leletekkel
egyutt kell értékelni.
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