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Allgemeine Informationen

Verwendungszweck

Der Aptima HPV Assay ist ein Targetamplifikationstest mithilfe von Nukleinsauresonden zum
qualitativen In-vitro-Nachweis von viraler E6/E7-Boten-RNA (messenger RNA, mRNA) von 14
Hochrisiko-Typen des Human-Papillomavirus (HPV) (16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/

58/59/66/68). Der Aptima HPV Assay unterscheidet nicht zwischen den 14 Hochrisikotypen.

» Der Aptima HPV Assay ist flr die Untersuchung von Patienten mit Pap-Testergebnis
ASC-US (atypical squamous cells of undetermined significance, nicht eindeutig
klassifizierbare plattenepitheliale Zellveranderungen) indiziert, um zu bestimmen, ob
eine Uberweisung zur Kolposkopie nétig ist. Die Ergebnisse dieses Tests sollen Frauen
nicht davon abhalten eine Kolposkopie durchflihren zu lassen.

* Der Aptima HPV Assay kann in Verbindung mit der Zervixzytologie erganzend eingesetzt
werden (Co-Testung), um das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von
Hochrisiko-HPV-Typen zu bestimmen. Diese Information kann zusammen mit der vom
Arzt durchgeflihrten Bewertung der zytologischen Historie, anderer Risikofaktoren und
fachspezifischen Leitlinien als Grundlage fiir Therapieentscheidungen genutzt werden.

» Der Aptima HPV Assay kann als Erstlinien-Test fiir das primare Screening mit oder ohne
Zervixzytologie eingesetzt werden, um Frauen mit erhdhtem Risiko fur die Entwicklung
eines Zervixkarzinoms oder das Vorhandensein hochgradiger Krebsvorstufen zu
identifizieren. Diese Information kann zusammen mit der vom Arzt durchgefihrten
Bewertung der zytologischen Historie, anderer Risikofaktoren und fachspezifischen
Leitlinien als Grundlage fur Therapieentscheidungen genutzt werden.

Mit dem Aptima HPV Assay kdnnen zervikale Abstrichproben, die in PreservCyt Ldsung
enthaltende ThinPrep Pap Test Probengefalien gesammelt wurden, sowohl vor als auch
nach der Pap-Aufarbeitung, sowie mit dem Aptima Zervixprobenentnahme- und Transportkit
entnommene zervikale Proben getestet werden. Der Assay kann flr Tests an diesen
Probentypen auf den Direct Tube Sampling (DTS) Systemen, dem Tigris DTS System

oder dem Panther System eingesetzt werden. Zervixproben, die in SurePath
Konservierungsflussigkeit gesammelt wurden, kdnnen mit dem Aptima HPV Assay auf dem
Tigris DTS System und dem Panther System getestet werden.

Zusammenfassung und Testerklarung

Das Zervixkarzinom ist weltweit eine der am haufigsten vorkommenden Krebsarten bei
Frauen. HPV ist als Krankheitserreger fur Gber 99% der Zervixkarzinome verantwortlich." 23
HPYV ist ein weit verbreitetes, sexuell tGbertragenes DNA-Virus mit mehr als 100 Genotypen.*

Das virale HPV-Genom ist eine doppelstrangige, zirkulare DNA mit einer Lange von ca.
7900 Basenpaaren. Das Genom weist acht Uberlappende Open Reading Frames (offene
Leserahmen) auf. Es gibt sechs friihe (E) Gene, zwei spate (L) Gene und eine nicht
translatierte lange Kontrollregion (Untranslated Long Control Region). Die Gene L1 und L2
kodieren das grof3e und das kleine Kapsidprotein. Friihe Gene regulieren die Replikation des
HPV-Virus. Die Gene E6 und E7 der Hochrisiko-HPV-Genotypen gelten als Onkogene. Die
von der polycistronischen mRNA der Gene E6/E7 exprimierten Proteine greifen in die p53-
und Retinoblastom-Protein-Funktionen von Zellen ein, was zur Unterbrechung von
Prifpunkten im Zellzyklus und zur Instabilitat des Zellgenoms flihrt.>

14 HPV-Genotypen werden als pathogene oder Hochrisiko-Genotypen fiir Zervixerkrankungen
angesehen.” Die Genotypen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 und 68 sind in
zahlreichen Studien mit einem Fortschreiten der Erkrankung in Verbindung gebracht worden.**®
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Patientinnen, die an persistierenden Infektionen durch einen dieser Typen leiden, sind einem
erhdhten Risiko einer schweren Dysplasie oder eines Zervixkarzinoms ausgesetzt.”®

HPV-Infektionen sind sehr haufig, und bei den meisten Patientinnen heilen HPV-Infektionen
innerhalb von 6 bis 12 Monaten aus.®* " Das Vorhandensein von HPV-Nukleinsdure bedeutet
nicht, dass eine Zervixdysplasie oder ein Zervixkarzinom vorliegt. Jedoch zielt ein wirksamer
Ansatz fir den Nachweis einer zervikalen Erkrankung auf die onkogenen Elemente des HPV
ab, die eine persistierende Vireninfektion und Zelltransformation fordern.?

Klinische Leistung des Aptima HPV Assays im Zervixkarzinom-Primarscreening

Die klinische Leistung des Aptima HPV Assays beim Einsatz im Primarscreening wurde
durch unabhangige Wissenschaftler in zahlreichen Studien untersucht. 13 von Experten
begutachtete Publikationen™ ' 1415 16.17.18.19.20.21,22.23 g5 zehn verschiedenen klinischen Studien
berichten Uber die Leistung von Aptima HPV im Primarscreening von Frauen, die in neun
verschiedenen Landern in Studien eingeschlossen waren (China, Kanada, Frankreich,
Mexiko, England, Danemark, Holland, USA und Deutschland). Die Daten dieser Studien
zeigen, dass die klinische Leistung von Aptima HPV beim Einsatz im Primarscreening auf
zervikale Krebsvorstufen und Karzinomen mit der Leistung anderer klinisch validierter
HPV-Tests vergleichbar ist.

Testprinzip

Der Aptima HPV Assay umfasst drei Hauptschritte, die in einem einzigen Réhrchen ablaufen:
Target Capture, Amplifikation der Zielsequenzen mittels transkriptionsvermittelter
Amplifikation (Transcription-Mediated Amplification, TMA)* und Detektion der
Amplifikationsprodukte (Amplikons) durch den Hybridisierungsschutzassay (Hybridization
Protection Assay, HPA).* Der Assay verflgt Uber eine interne Kontrolle (Internal Control, I1C)
zur Uberwachung von Capture, Amplifikation und Detektion der Nukleinsduren sowie von
Bediener- und Geratefehlern.

Die Proben werden in ein Réhrchen mit einer Probentransportlésung (Specimen Transport
Media, STM), die die Zellen lysiert, die mMRNA freisetzt und sie vor Abbau wahrend der
Lagerung schitzt, entnommen bzw. in ein solches Réhrchen transferiert. Bei der Durchfihrung
des Aptima HPV Assays wird die Target-mRNA durch Verwendung von Fanger-Oligomeren, die
an magnetische Mikropartikel gebunden sind, von der Probe isoliert. Die Fanger-Oligomere
enthalten Sequenzen, die zu spezifischen Regionen der HPV-mRNA-Targetmolekiile
komplementar sind, sowie Desoxyadenosinreste. Wahrend des Hybridisierungsschritts binden
sich die sequenzspezifischen Regionen der Fanger-Oligomere an spezifische Regionen des
HPV-mRNA-Targetmolekils. Das Capture des Fanger-Oligomer/Target-Komplexes aus der
Loésung erfolgt dann durch Verminderung der Reaktionstemperatur auf Raumtemperatur. Diese
Temperatursenkung ermdglicht das Auftreten einer Hybridisierung zwischen dem
Desoxyadenosinbereich auf dem Fanger-Oligomer und den Polydesoxythymidin-Molekdlen, die
kovalent an die Magnetpartikel gebunden sind. Diese Mikropartikel, einschlieflich der an sie
gebundenen HPV-mRNA-Targetmolekule, werden mithilfe von Magneten an die Wand des
Reaktionsrohrchens gezogen und der Uberstand wird aspiriert. Die Partikel werden gewaschen,
um Reste der Probenmatrix zu entfernen, die Amplifikationshemmer enthalten kann.

Nach Abschluss des Target Capture wird die HPV-mRNA mittels TMA amplifiziert. TMA ist
ein transkriptionsbasiertes Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren, das zwei Enzyme, reverse
MmIV-Transkriptase und T7-RNA-Polymerase, verwendet. Die reverse Transkriptase wird zur
Erzeugung einer DNA-Kopie der Target-mRNA-Sequenz, die eine Promotersequenz fiir
T7-RNA-Polymerase enthalt, verwendet. T7-RNA-Polymerase produziert mehrere Kopien des
RNA-Amplikons vom Template der DNA-Kopie.
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Die Detektion des Amplikons erfolgt mit HPA unter Einsatz von chemilumineszierend
markierten Nukleinsaure-Einzelstrangsonden, die zum Amplikon komplementar sind.

Die markierten Nukleinsduresonden hybridisieren spezifisch an das Amplikon. Das
Selektionsreagenz differenziert zwischen hybridisierten und nicht hybridisierten Sonden,
indem es die Markierung auf den nicht hybridisierten Sonden inaktiviert. Bei der Detektion
wird das von den markierten RNA:DNA-Hybriden abgegebene Licht als Photonensignale,
so genannten Relative LLichteinheiten (Relative Light Unit (RLU), in einem Luminometer
gemessen. Endgiltige Assayergebnisse werden anhand des Verhaltnisses von Analytsignal
zu Grenzwert (Analyte Signal-to-Cutoff, S/CO) interpretiert.

Jeder Reaktion wird Uber das Target-Capture-Reagenz die IC (interne Kontrolle) zugesetzt.
Die IC (interne Kontrolle) Gberwacht die Assayschritte Target Capture, Amplifikation und
Detektion. Das Signal der IC (internen Kontrolle) in jeder Reaktion wird anhand der
unterschiedlichen Kinetik der Lichtemission von Sonden mit verschiedenen Markierungen
vom HPV-Signal unterschieden.” Fir die IC (interne Kontrolle) spezifisches Amplikon wird
mit Sonden mit einer schnellen Lichtemission (Flasher) detektiert. Ein HPV-spezifisches
Amplikon wird mit Sonden mit einer relativ langsameren Kinetik der Lichtemission (Glower)
detektiert. Der Dual Kinetic Assay (DKA) ist ein Verfahren, das zur Unterscheidung zwischen
Signalen der Flasher- und Glower-Markierungen eingesetzt wird.*

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen
A. In-vitro-Diagnostikum.

B. Weitere spezifische Warnhinweise und VorsichtsmaRnahmen entnehmen Sie bitte den
Bedienungsanleitungen flir das Tigris DTS System und das Panther System (Tigris DTS
System und Panther System Operator’s Manuals).

Laborbezogen
C. Nur die im Lieferumfang enthaltenen oder angegebenen Einweg-Laborprodukte verwenden.

D. Die normalen VorsichtsmafRnhahmen im Labor ergreifen. In den ausgewiesenen
Arbeitsbereichen nicht essen, trinken oder rauchen. Ungepuderte Einweghandschuhe,
Augenschutz und Laborkittel beim Umgang mit Proben und Kitreagenzien tragen. Nach
der Handhabung von Proben und Kitreagenzien die Hande grindlich waschen.

E. Warnung: Reiz- und Atzstoffe: Kontakt von Auto Detect 2 mit Haut, Augen und
Schleimhauten vermeiden. Bei Kontakt dieser Flissigkeit mit der Haut oder den Augen
den betroffenen Bereich mit Wasser abwaschen. Bei Verschitten dieser Flissigkeit die
Verschiittung mit Wasser verdiinnen und dann aufwischen.

F. Arbeitsflaichen, Pipetten und andere Gerate mussen regelmaRig mit einer 2,5%igen bis
3,5%igen (0,35 M bis 0,5 M) Natriumhypochloritidsung dekontaminiert werden. Weitere
Informationen entnehmen Sie bitte den Abschnitten Testverfahren mit dem Tigris DTS
System oder Testverfahren mit dem Panther DTS System.

Probenbezogen

G. Um die Probenintegritat zu wahren, missen wahrend des Probenversands und der
Lagerung die ordnungsgemafen Temperaturbedingungen aufrecht erhalten werden.
Die Probenstabilitat wurde ausschlieRlich unter den empfohlenen Versand- und
Lagerungsbedingungen gepriift.
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H.

Die Verfallsdaten auf den Probenentnahme-/Transferkits und -réhrchen gelten fir die
Entnahme-/Transferstelle und nicht fir die Testeinrichtung. Die zu irgendeinem Zeitpunkt
vor diesen Verfallsdaten gesammelten/transferierten Proben sind selbst nach diesen
Verfallsdaten gultig fur Tests, vorausgesetzt sie wurden gemaf der entsprechenden
Packungsbeilage transportiert oder gelagert.

Proben kénnen infektios sein. Bei der Durchfiihrung dieses Assays sind die allgemein
gultigen VorsichtsmalRnahmen zu befolgen. Der Laborleiter muss die richtigen
Handhabungs- und Entsorgungsverfahren festlegen. Es darf nur Personal, das in der
Handhabung von infektidsen Materialien angemessen geschult wurde, gestattet werden,
dieses Verfahren auszufihren.

Kreuzkontamination in den Probenbehandlungsschritten vermeiden. Es ist
sicherzustellen, dass die Probenbehalter nicht miteinander in Berlhrung kommen.
Benutzte Materialien durfen nicht Uber offene Behalter hinweg entsorgt werden. Wechseln
Sie die Handschuhe, wenn sie mit Proben in Kontakt kommen.

Nach der Durchstechung kann unter bestimmten Bedingungen aus den Kappen der
Roéhrchen Flussigkeit auslaufen. Weitere Informationen entnehmen Sie bitte den
Abschnitten Testverfahren mit dem Tigris DTS System oder Testverfahren mit dem
Panther DTS System.

L. Befindet sich eine Entnahmevorrichtung im Probenréhrchen, sollten ThinPrep
Flissig-Zytologieproben und Zervixprobenentnahme- und Transportproben
(Cervical Specimen Collection and Transport bzw. CSCT-Proben) abgelehnt werden.

M. Befindet sich im Flaschchen keine Enthahmevorrichtung, missen SurePath
Flissig-Zytologieproben abgelehnt werden.

Assaybezogen

N. Die Reagenzien missen bei den angegebenen Temperaturen gelagert werden.
Die Assayleistung kann durch Verwendung von falsch gelagerten Reagenzien
beeintrachtigt sein.

O. Eine mikrobielle und Ribonuklease-Kontamination der Reagenzien vermeiden.
Kits nicht nach dem Verfallsdatum verwenden.

Q. Assayreagenzien oder Kalibratoren aus Kits mit verschiedenen Chargennummern nicht

austauschen, vermischen oder kombinieren.

Aptima Assay-Flissigkeiten, Aptima Auto Detect Reagenzien, Aptima System
Flissigkonservierungsmittel (ausschlief3lich Tigris DTS System) und Aptima HPV
Assay-Kontrollen (ausschlief3lich Tigris DTS System) gehdren nicht zur Hauptcharge; eine
beliebige Charge kann benutzt werden.

Die Assayreagenzien mussen grundlich vermischt werden, um korrekte Assayergebnisse
zu erhalten.

Es mussen Spitzen mit hydrophoben Stépseln verwendet werden.

. Einige Reagenzien dieses Kits sind mit Risiko- und Sicherheitssymbolen gekennzeichnet.
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Hinweis: Die Gefahrenhinweise entsprechen den Einstufungen geméal den
EU-Sicherheitsdatenbléttern (SDB). Fiir Ihre Region spezifische Informationen zu
Gefahrenhinweisen finden Sie im regionsspezifischen Sicherheitsdatenblatt (SDB) in der
Sicherheitsdatenblatt-Sammlung (Safety Data Sheet Library) unter www.hologicsds.com.

EU-Gefahrenkennzeichnung

Selektionsreagenz

BORSAURE 1 - 5%

Natriumhydroxid < 1%

ACHTUNG

H315 — Verursacht Hautreizungen

H319 — Verursacht schwere Augenreizung

Target-Capture-Reagenz
EDETINSAURE 1 - 5%
H411 — Giftig fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung

P273 — Freisetzung in die Umwelt vermeiden
P280 — Augen-/Gesichtsschutz tragen

Lagerungs- und Handhabungsbedingungen fiir Reagenzien

Reagenzien durfen nach dem auf den Flaschchen angegebenen Verfallsdatum nicht mehr
verwendet werden. Nachfolgend finden Sie weitere Angaben zur Lagerung.

A. Die folgenden Reagenzien sind nach Empfang gekihlt bei 2 °C bis 8 °C zu lagern:

HPV-Amplifikationsreagenz.

HPV-Enzymreagenz.

HPV-Sondenreagenz.

Internes HPV-Kontrollreagenz.

HPV-Positivkalibratoren und -Negativkalibratoren.

HPV-Positivkontrollen und -Negativkontrollen (nur fur Tigris DTS System).

B. Die folgenden Reagenzien sind bei 15 °C bis 30 °C (Raumtemperatur) zu lagern:

HPV-Amplifikationsrekonstitutionslésung.
HPV-Enzymrekonstitutionslésung.
HPV-Sondenrekonstitutionslosung.
HPV-Target-Capture-Reagenz.
HPV-Selektionsreagenz.

Waschldsung.

Olreagenz.

Puffer flr Deaktivierungsflissigkeit.
Auto Detect Reagenz 1.

Auto-Detect Reagenz 2.

Aptima Konservierungsmittel fir Systemflissigkeit (nur fir Tigris DTS System).

C. Nach der Rekonstitution sind die folgenden Reagenzien bei Lagerung bei 2 °C bis 8 °C
30 Tage lang stabil:
HPV-Amplifikationsreagenz.
HPV-Enzymreagenz.
HPV-Sondenreagenz.
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D. Target-Capture-Arbeitsreagenz (Working Target Capture Reagent, wTCR) ist 30 Tage
lang stabil, wenn es bei 15 °C bis 30 °C gelagert wird. Nicht gekuhlt lagern.

E. Entsorgen Sie alle unbenutzten rekonstituierten Reagenzien einschlieRlich wTCR nach
30 Tagen oder nach Ablauf des Verfallsdatums der Hauptcharge (das frihere Datum
ist ausschlaggebend).

F. Im Tigris DTS System aufbewahrte Aptima HPV Assayreagenzien haben eine Haltbarkeit
von 48 Stunden (kumulativ) im System.

G. Im Panther System aufbewahrte Aptima HPV Assayreagenzien haben eine Haltbarkeit
von 72 Stunden (kumulativ) im System.

H. Das Sondenreagenz und das rekonstituierte Sondenreagenz sind lichtempfindlich.
Die Reagenzien sind vor Licht geschitzt zu lagern.

I. Reagenzien nicht einfrieren.

Probenentnahme und -lagerung
A. Probenentnahme und -bearbeitung.
ThinPrep Fliissig-Zytologieproben.

1. Entnehmen Sie Zervixproben gemal den Anweisungen des Herstellers mit
besenartigen Entnahmevorrichtungen oder Zyto-Blirstchen/Spachtel und geben sie
diese in ThinPrep Papanicolaou-Testflaschchen mit PreservCyt-Ldsung.

2. Vor oder nach der Bearbeitung mit dem ThinPrep 2000 System, ThinPrep 3000 System,
ThinPrep 5000 Prozessor oder ThinPrep 5000 Prozessor mit Autoloader Gberfihren Sie
1 ml der ThinPrep Fllussig-Zytologieproben gemal’ den Anweisungen der
Packungsbeilage fir das Aptima Probentransferkit in ein Aptima
Probentransferrohrchen.

SurePath Fliissig-Zytologieproben:
1. Entnehmen Sie eine SurePath Flissig-Zytologieprobe gemaf der
Gebrauchsanweisung fir den SurePath Pap-Test und/oder das PrepStain System.

2. Ubertragen Sie die SurePath Fliissig-Zytologieprobe in das Aptima
Probentransferréhrchen gemal den Anweisungen in der Packungsbeilage des
Aptima Probentransferkits.

Aptima Zervixprobenentnahme- und Transportkit-Proben.
Entnehmen Sie die Probe gemal der Gebrauchsanweisung fur das Aptima CSCT Kit.

B. Probentransport und -lagerung vor dem Test.
ThinPrep Fliissig-Zytologieproben:

1. Transportieren Sie die ThinPrep Flissig-Zytologieproben bei 2 °C bis 30 °C.

2. Die Proben sollten innerhalb von 105 Tagen nach der Entnahme in Aptima
Probentransferrohrchen transferiert werden.

3. Vor dem Transfer sind ThinPrep Flissig-Zytologieproben bei 2 °C bis 30 °C zu lagern,
jedoch nicht langer als 30 Tage Uber 8 °C.

4. ThinPrep Flissig-Zytologieproben, die in ein Aptima Probentransferréhrchen transferiert
wurden, kénnen bis zu 60 Tage lang bei 2 °C bis 30 °C gelagert werden.
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5.

Wenn langere Lagerzeiten erforderlich sind, kdnnen die ThinPrep
Flissig-Zytologieprobe bzw. die in Probentransferréhrchen verdiinnten ThinPrep
Flissig-Zytologieproben bis zu 24 Monate bei -20 °C oder darunter gelagert werden.

SurePath Fliissig-Zytologieproben:

1.
2.

3.
4.

Transportieren Sie die SurePath Flussig-Zytologieproben bei 2 °C bis 25 °C.

Die Proben sollten innerhalb von 7 Tagen nach der Entnahme in Aptima
Probentransferréhrchen transferiert werden.

Vor dem Uberfiihren sind SurePath Fliissig-Zytologieproben bei 2 °C bis 25 °C zu lagern.
SurePath Flissig-Zytologieproben, die in ein Aptima Probentransferréhrchen
transferiert wurden, kénnen bis zu 7 Tage lang bei 2 °C bis 25 °C gelagert werden.

Aptima Zervixprobenentnahme- und Transportkit-Proben:

1.
2.

Transportieren und lagern Sie die Proben bis zu 60 Tage bei 2 °C bis 30 °C.
Wenn eine langere Lagerung erforderlich ist, konnen Transportkit-Proben bis zu
24 Monate bei -20 °C oder darunter gelagert werden.

C. Behandlung der SurePath Flissig-Zytologieproben:

Hinweis: Vor dem Test mit dem Aptima HPV Assay miissen SurePath
Fliissig-Zytologieproben mit der Aptima Transferlosung behandelt werden.

1.

Aptima Transferlésung

Behandelte Proben kdnnen vor dem Test mit dem Aptima HPV Assay bis zu 17 Tage lang
bei 2 °C bis 8 °C gelagert werden. Weitere Details finden Sie in der Packungsbeilage des
Aptima Probentransferkits.

D. Probenlagerung nach dem Test:

1.
2.

3.

Die bereits getesteten Proben missen aufrecht in einem Stander gelagert werden.

Die Probenréhrchen sind mit einem neuen Barriereschutz aus sauberem Plastik oder
sauberer Folie abzudecken.

Wenn getestete Proben gefroren oder versandt werden mussen, entfernen Sie

die durchlassigen Kappen und setzen Sie neue undurchlassige Kappen auf die
Probenréhrchen. Wenn Proben zum Test an eine andere Einrichtung versandt werden
missen, mussen die angegebenen Temperaturen eingehalten werden. Vor der
Entfernung des Deckels von bereits getesteten und wieder verschlossenen Proben
mussen die Probenréhrchen 5 Minuten bei 420 RCF (relative Zentrifugalkraft) zentrifugiert
werden, um die gesamte Fllssigkeit zum Boden des Roéhrchens zu bringen.

Hinweis: Der Versand der Proben muss in Ubereinstimmung mit geltenden nationalen
und internationalen Frachtbestimmungen erfolgen.
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Tigris DTS System

Die Reagenzien fiir den Aptima HPV Assay auf dem Tigris DTS System sind unten
aufgefiihrt. Die Symbole zur Identifikation der Reagenzien sind neben dem
Reagenznamen angegeben.

Im Lieferumfang enthaltene Reagenzien und Materialien
Aptima HPV Assay-Kit, 250 Tests, Bestellnr. 302611 (4 Schachteln).

Kalibratoren und Kontrollen sind separat erhaltlich. Siehe die nachstehenden Bestellnummern fiir
Einzelpackungen.

Aptima HPV, gekiihlte Schachtel
(Lagerung bei 2 °C bis 8 °C nach Empfang)

Symbol Komponente Menge

A HPV-Amplifikationsreagenz 1 Flaschchen
Nicht infektiése Nukleinséuren, getrocknet in gepufferter
Lésung mit < 5% Flillstoff.

E HPV-Enzymreagenz 1 Flaschchen
Reverse Transkriptase und RNA-Polymerase, getrocknet
in HEPES-gepufferter L6sung mit < 10% Flillreagenz.

P HPV-Sondenreagenz 1 Flaschchen
Nicht infektiése chemilumineszierende DNA-Sonden
(< 500 ng/Flédschchen), getrocknet in sukzinatgepufferter
Lésung mit < 5% Detergens.

IC Internes HPV-Kontrollreagenz 1 Flaschchen
Nicht infektioses RNA-Transkript in gepufferter Lésung
mit < 5% Detergens.

Aptima HPV, Raumtemperatur-Schachtel
(Lagerung bei 15 °C bis 30 °C nach Empfang)

Symbol Komponente Menge
AR HPV-Amplifikationsrekonstitutionslésung 1 Flaschchen
Whéssrige Lésung mit Konservierungsmitteln.
ER HPV-Enzymrekonstitutionslosung 1 Flaschchen
HEPES-gepufferte Lésung mit oberflachenaktiver Substanz
und Glyzerol.
PR HPV-Sondenrekonstitutionslésung 1 Flaschchen
Sukzinatgepufferte Lésung mit < 5% Detergens.
S HPV-Selektionsreagenz 1 Flaschchen
600 mM boratgepufferte L6sung mit oberflachenaktiver
Substanz.
TCR HPV-Target-Capture-Reagenz 1 Flaschchen

Nicht infektiése Nukleinsdure in gepufferter Lésung
mit Festphase (< 0,5 mg/ml).

Rekonstitutionsverbindungsstiicke 3

Barcode-Blatt fiir Hauptcharge 1 Blatt
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Tigris DTS System

Aptima”

Schachtel mit Aptima HPV Kalibratoren (Bestellnr. 302554)
(Lagerung bei 2 °C bis 8 °C nach Empfang)

Symbol Komponente

Menge

PCAL  HPV-Positivkalibrator
Nicht infektiéses In-vitro-Transkript von HPV 16 mit 1.000 Kopien
pro ml in gepufferter Lésung mit < 5% Detergens.

5 Flaschchen

NCAL  HPV-Negativkalibrator
Gepufferte Lésung mit < 5% Detergens.

5 Flaschchen

Schachtel mit Aptima HPV Kontrollen (Bestellnr. 302556)
(Lagerung bei 2 °C bis 8 °C nach Empfang)

Symbol Komponente

Menge

PC HPV-Positivkontrolle
Lysierte, inaktivierte HPV-negative und HPV-positive
kultivierte Zellen mit 25 Zellen pro ml in gepufferter Lésung
mit < 5% Detergens.

5 Flaschchen

NC HPV-Negativkontrolle
Lysierte, inaktivierte HPV-negative kultivierte Zellen
in gepufferter Lésung mit < 5% Detergens.

5 Flaschchen

Erforderliche, jedoch nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

Hinweis: Materialien, die von Hologic erhéltlich sind, sind mit der Bestellnummer aufgefiihrt, sofern nicht

anders angegeben.

Tigris DTS System
Aptima Assayflussigkeitskit

(Aptima Waschlésung, Aptima Puffer fiir Deaktivierungsfiiissigkeit und
Aptima Olreagenz)

Aptima Auto Detect Kit

Aptima System Fluid Preservative Kit
(Konservierungsmittel-Kit fir Systemflissigkeit)

Spitzen, 1.000 pL, leitfahig, zur Flissigkeitsstandmessung
Tigris DTS System Durchlaufkit
Multi-Réhrchen-Einheiten (Multi-tube Units, MTU)
MTU-/Spitzen-Entsorgungsbeutel
MTU-Abfalldeflektoren
MTU-Abfallabdeckungen
Aptima Probentransferkit
Aptima Zervixprobenentnahme- und Transportkit
Aptima durchldssige Kappen
Ersatzkappen, undurchlassig

Ersatzkappen fur die Rekonstitutionslésungen fur Amplifikations-
und Sondenreagenz

Ersatzkappen fiur die Rekonstitutionslésung flir Enzymreagenz
Ersatzkappen fur TCR und Selektionsreagenz

Bestellnr.
105118
302382

301048

302380
10612513 (Tecan)

301191
104772-02
900907
900931
105523
301154C
302657
105668
103036A

CL0041
501616
CL0040

Aptima HPV Assay 10
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Aptima Tigris DTS System

Bleichmittel, mindestens 5%ige (0,7 M) Natriumhypochloritlésung —
Wasser flr das Tigris DTS System —

Spezifikationen bitte der Bedienungsanleitung fiir das Tigris DTS System (Tigris DTS System Operator’s Manual)
entnehmen

Einweghandschuhe —
Aptima Transferldsungskit (ausschlie3lich fir SurePath Proben) 303658

Optionale Materialien

Bestellnr.

Bleach Enhancer fir die Reinigung 302101

Testverfahren mit dem Tigris DTS System

A

B.

Hinweis: Néhere Verfahrensinformationen zum Tigris DTS System finden Sie in der
Bedienungsanleitung fiir das Tigris DTS System (Tigris DTS System Operator’'s Manual).

Vorbereitung des Arbeitsbereichs.

Reinigen Sie die Arbeitsflachen, wo die Reagenzien und Proben vorbereitet werden.
Wischen Sie die Arbeitsflachen mit einer 2,5%igen bis 3,5%igen (0,35 M bis 0,5 M)
Natriumhypochloritldsung ab. Lassen Sie die Natriumhypochloritiésung mindestens

1 Minute auf den Flachen einwirken. Spilen Sie sie anschlie®end mit Wasser ab. Die
Natriumhypochloritldsung darf nicht antrocknen. Decken Sie die Arbeitsflache, auf der
die Reagenzien und Proben vorbereitet werden, mit sauberen, absorbierenden
Labortischunterlagen mit Kunststoffunterschicht ab.

Vorbereitung von Reagenzien eines neuen Kits.

Hinweis: Die Reagenzrekonstitution sollte vor Beginn von Arbeiten mit dem Tigris DTS
System durchgefiihrt werden.

1. Kombinieren Sie zur Rekonstitution von Amplifikations-, Enzym- und Sondenreagenz
jeweils die Flasche mit gefriergetrocknetem Reagenz mit der Rekonstitutionslésung.
Lassen Sie ggf. gekihlte Rekonstitutionslésungen vor Gebrauch auf Raumtemperatur
kommen.

a. Paaren Sie jede Rekonstitutionslésung mit ihrem gefriergetrockneten Reagenz.
Stellen Sie vor Anbringung des Rekonstitutionsverbindungsstiicks sicher, dass die
Rekonstitutionslésung und das gefriergetrocknete Reagenz Ubereinstimmende
Etikettenfarben aufweisen.

b. Prufen Sie die Chargennummern auf dem Hauptchargen-Barcodeblatt, um
sicherzustellen, dass die richtigen Reagenzien miteinander gepaart wurden.

c. Offnen Sie das Flaschchen mit dem gefriergetrockneten Reagenz und stecken
Sie das gekerbte Ende des Rekonstitutionsverbindungsstiicks fest in die
Flaschchenoffnung (Abb. 1, Schritt 1).

d. Offnen Sie die entsprechende Rekonstitutionslésung und legen Sie den Deckel auf
eine saubere, abgedeckte Arbeitsflache.

e. Halten Sie die Flasche mit der Losung auf dem Labortisch fest und stecken Sie das
andere Ende des Rekonstitutionsverbindungsstucks fest in die Flaschendffnung
(Abb. 1, Schritt 2).

f. Drehen Sie die zusammengeflugten Flaschen langsam um. Lassen Sie die Losung
aus der Flasche in das Glasflaschchen ablaufen (Abb. 1, Schritt 3).
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Mischen Sie die Lésung in der Flasche durch behutsames Schwenken. Vermeiden
Sie Schaumbildung beim Schwenken der Flasche (Abb. 1, Schritt 4).

Warten Sie, bis sich das gefriergetrocknete Reagenz aufgeldst hat, und drehen Sie
dann die zusammengefugten Flaschen erneut um. Ein Neigungswinkel von 45 °C
ermdglicht, die Schaumbildung auf ein Mindestmal} zu beschranken (Abb. 1,
Schritt 5). Lassen Sie die gesamte FlUssigkeit in die Plastikflasche zurticklaufen.

Entfernen Sie das Rekonstitutionsverbindungsstick und das Glasflaschchen
(Abb. 1, Schritt 6).

Verschlielen Sie die Plastikflasche wieder. Beschriften Sie alle Flaschchen mit
rekonstituierten Reagenzien mit den Initialen des Bedieners und dem
Rekonstitutionsdatum (Abb. 1, Schritt 7).

Verwerfen Sie das Rekonstitutionsverbindungsstiick und das Glasflaschchen
(Abb. 1, Schritt 8).

Warnung: Bei der Rekonstitution von Reagenzien Schaumbildung vermeiden. Schaum
beeintrachtigt die Fiillstandsmessung im Tigris DTS System.

N (2 N

tipy

Abbildung 1. Rekonstitutionsverfahren mit dem Tigris DTS System

2. Bereiten Sie das Target-Capture-Arbeitsreagenz (working Target Capture Reagent,
wTCR) vor:

a.
b.

Stellen Sie sicher, dass die richtigen Flaschen TCR und IC miteinander gepaart wurden.

Prifen Sie die Reagenzchargennummern auf dem Hauptchargen-Barcodeblatt,
um sicherzustellen, dass die entsprechenden Reagenzien im Kit miteinander
gepaart wurden.

Offnen Sie die Flasche mit TCR und legen Sie den Deckel auf eine saubere,
abgedeckte Arbeitsflache.

Offnen Sie die Flasche mit IC und gieRen Sie den gesamten Inhalt in die Flasche mit
TCR. Sie kdnnen erwarten, dass eine geringe Menge FlUssigkeit in der IC-Flasche
verbleibt.

Verschlieen Sie die TCR-Flasche und schwenken Sie die Losung behutsam, um
den Inhalt zu mischen. Vermeiden Sie wahrend dieses Schritts Schaumbildung.

Tragen Sie die Initialen des Bedieners und das aktuelle Datum auf dem Etikett ein.
Entsorgen Sie die IC-Flasche und den Deckel.

Im wTCR kann sich ein Prazipitat bilden, was zu ungliltigen Ergebnissen aufgrund
von Volumenuberprifungsfehlern flihren kann. Das Prazipitat kann aufgelost
werden, indem das wTCR bis zu 90 Minuten lang auf 42 °C bis 60 °C erwarmt wird.

Aptima HPV Assay

12 AW-14517-801 Rev. 004



Aptima Tigris DTS System

Lassen Sie das wTCR vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen. Nicht
verwenden, wenn immer noch ein Prazipitat vorhanden ist.

3. Vorbereitung von Selektionsreagenz:

a. Prifen Sie die Reagenzchargennummer auf dem Hauptchargen-Barcodeblatt,
um sicherzustellen, dass es zum Kit gehort.

b. Wenn das Selektionsreagenz ein Prazipitat enthalt, erwdrmen Sie es bis zu
45 Minuten lang auf 60 °C £ 1 °C, um die Aufldsung des Prazipitats zu erleichtern.
Vermischen Sie den Flascheninhalt vorsichtig alle 5 bis 10 Minuten. Lassen Sie
das Selektionsreagenz vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen. Nicht
verwenden, wenn immer noch ein Prazipitat oder Triibung vorhanden ist.

Hinweis: Mischen Sie alle Reagenzien vor dem Laden in das System durch vorsichtiges
Umdrehen griindlich durch. Beim Umdrehen der Reagenzien Schaumbildung vermeiden.

C. Reagenzienvorbereitung flr bereits rekonstituierte Reagenzien:

1. Zuvor rekonstituierte Amplifikations-, Enzym- und Sondenreagenzien missen vor dem
Start des Tests auf Raumtemperatur (15 °C bis 30 °C) gebracht werden.

2. Wenn das rekonstituierte Sondenreagenz ein Prazipitat enthalt, das bei
Raumtemperatur nicht wieder in Losung geht, erwarmen Sie es 1 bis 2 Minuten lang
auf héchstens 60 °C. Nicht verwenden, wenn ein Prazipitat oder eine Triibung
vorhanden ist.

3. Wenn das wTCR ein Prazipitat enthalt, erwarmen Sie es bis zu 90 Minuten lang auf
42 °C bis 60 °C. Lassen Sie das wTCR vor der Verwendung auf Raumtemperatur
kommen. Nicht verwenden, wenn immer noch ein Préazipitat vorhanden ist.

4. Wenn das Selektionsreagenz ein Prazipitat enthalt, erwarmen Sie es bis zu 45 Minuten
lang auf 60 °C + 1 °C, um die Auflosung des Prazipitats zu erleichtern. Vermischen Sie
den Flascheninhalt vorsichtig alle 5 bis 10 Minuten. Lassen Sie das Selektionsreagenz
vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen. Nicht verwenden, wenn immer
noch ein Prazipitat oder Tribung vorhanden ist.

5. Mischen Sie alle Reagenzien vor dem Laden in das System durch vorsichtiges Umdrehen
grundlich durch. Beim Umdrehen der Reagenzien Schaumbildung vermeiden.

6. Flllen Sie Reagenzienflaschen nicht nach. Das Tigris DTS System erkennt Flaschen,
die nachgeflllt wurden, und nimmt sie nicht an.

D. Probenhandhabung:

1. Lassen Sie die Kalibratoren, Kontrollen und Proben vor der Bearbeitung auf
Raumtemperatur kommen.

2. Proben nicht mit dem Vortex-Mischer mischen.

3. SurePath Flissig-Zytologieproben missen vor dem Test mit dem Aptima HPV Assay
gemal den Anweisungen in Probenentnahme und -lagerung Abschnitt C mit Proteinase
K behandelt werden.

4. Prufen Sie die Probenréhrchen vor dem Laden in den Stander. Wenn ein
Probenrdéhrchen Blasen oder ein geringeres Volumen aufweist, als es normalerweise
beobachtet wird, zentrifugieren Sie das Réhrchen 5 Minuten bei 420 RCF, um
sicherzustellen, dass sich keine Flussigkeit im Deckel befindet.

Hinweis: Bei Nichtbefolgen von Schritt 4 kann aus dem Probenréhrchendeckel
Fliissigkeit auslaufen.

E. Vorbereitung des Systems:
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Tigris DTS System Aptima”

Richten Sie das Gerat und die Arbeitsliste nach der Anweisung in der Bedienungsanleitung
fur das Tigris DTS System (Tigris DTS System Operator’s Manual) und dem folgenden
Abschnitt Verfahrenshinweise ein.

Verfahrenshinweise

A. Kalibratoren:

1.

Jede Arbeitsliste muss 3 Replikate des Negativkalibrators und des Positivkalibrators
enthalten. Fur eine ordnungsgemafe Funktion mit der Aptima HPV Assay Software
muss sich der Negativkalibrator in der ersten Rohrchenposition des ersten Sténders der
Arbeitsliste und der Positivkalibrator in der zweiten Rohrchenposition des ersten
Standers der Arbeitsliste befinden.

Wenn versucht wird, mehr als drei Replikate aus einem Kalibratorréhrchen zu
pipettieren, kann es zu Fehlern aufgrund unzureichender Mengen kommen.

B. Kontrollen:

1.

Far die Aptima HPV Assay Software sind Kontrollen am Anfang und am Ende des
Durchlaufs erforderlich. Die Negativkontrolle muss sich in der dritten Réhrchenposition
des ersten Standers und der zweitletzten Réhrchenposition des letzten Standers der
Arbeitsliste befinden. Die Positivkontrolle muss sich in der vierten Réhrchenposition des
ersten Standers und der letzten Réhrchenposition des letzten Standers der Arbeitsliste
befinden.

Wenn versucht wird, mehr als einmal aus einem Kontrollenréhrchen zu pipettieren,
kann es zu Fehlern aufgrund unzureichender Mengen kommen.

C. Temperatur.
Raumtemperatur ist definiert als 15 °C bis 30 °C.

D. Handschuhpuder.

Wie in jedem Reagenzsystem kann Ubermafiger Puder auf manchen Handschuhen eine
Kontamination gedffneter Rohrchen verursachen. Es werden ungepuderte Handschuhe
empfohlen.
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Panther System

Die Reagenzien flir den Aptima HPV Assay auf dem Panther System sind unten aufgefihrt.
Die Symbole zur Identifikation der Reagenzien sind neben dem Reagenznamen angegeben.

Im Lieferumfang enthaltene Reagenzien und Materialien
Aptima HPV Assay, 250 Tests, Bestellnr. 303093 (3 Schachteln).
Aptima HPV Assay, 100 Tests, Bestellnr. 302929 (3 Schachteln).
Kalibratoren sind separat erhaltlich. Siehe die Bestellnummern fiir Einzelpackungen.

Aptima HPV, gekiihlte Schachtel
(Lagerung bei 2 °C bis 8 °C nach Empfang)

Symbol Komponente Menge

A HPV-Amplifikationsreagenz 1 Flaschchen
Nicht infektiose Nukleinséuren, getrocknet in gepufferter
Lésung mit < 5% Flillstoff.

E HPV-Enzymreagenz 1 Flaschchen
Reverse Transkriptase und RNA-Polymerase, getrocknet
in HEPES-gepufferter L6sung mit < 10% Flillreagenz.

P HPV-Sondenreagenz 1 Flaschchen
Nicht infektiése chemilumineszierende DNA-Sonden
(< 500 ng/Fldschchen), getrocknet in sukzinatgepufferter
Lésung mit < 5% Detergens.

IC Internes HPV-Kontrollreagenz 1 Flaschchen
Nicht infektioses RNA-Transkript in gepufferter Lésung
mit < 5% Detergens.

Aptima HPV, Raumtemperatur-Schachtel
(Lagerung bei Raumtemperatur, 15 °C bis 30 °C nach Empfang)

Symbol Komponente Menge
AR HPV-Amplifikationsrekonstitutionslésung 1
Wassrige Lésung mit Konservierungsmitteln.
ER HPV-Enzymrekonstitutionslésung 1
HEPES-gepufferte Lésung mit oberfldchenaktiver Substanz
und Glyzerol.
PR HPV-Sondenrekonstitutionslésung 1
Sukzinatgepufferte Lésung mit < 5% Detergens.
S HPV-Selektionsreagenz 1
600 mM boratgepufferte Lésung mit oberflachenaktiver Substanz.
TCR HPV-Target-Capture-Reagenz 1

Nicht infektiése Nukleinsédure in gepufferter Lésung mit
Festphase (< 0,5 mg/mi).

Rekonstitutionsverbindungsstiicke 3

Barcode-Blatt fiir Hauptcharge 1 Blatt
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Schachtel mit Aptima HPV Kalibratoren (Bestellnr. 302554)
(Lagerung bei 2 °C bis 8 °C nach Empfang)

Symbol Komponente Menge

PCAL HPV-Positivkalibrator
Nicht infektiéses In-vitro-Transkript von HPV 16 mit
1.000 Kopien pro ml in gepufferter L6sung mit < 5% Detergens.

NCAL  HPV-Negativkalibrator
Gepufferte Lésung mit < 5% Detergens.

5 Flaschchen

5 Flaschchen

Erforderliche, jedoch nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

Hinweis: Materialien, die von Hologic erhéltlich sind, sind mit der Bestellnummer aufgefiihrt, sofern nicht
anders angegeben.

Bestellnr.
Panther System 303095
Panther Durchlaufkit 303096
Aptima Assayfliissigkeitskit 303014
(Aptima Wasghl(jsung, Aptima Puffer fiir Deaktivierungsfliissigkeit
und Aptima Olreagenz)
Aptima Auto Detect Kit 303013
Multi-Réhrchen-Einheiten (MTUSs) 104772-02
Panther Entsorgungsbeutel-Kit 902731
Panther Abfallbehélterabdeckung 504405

Spitzen, 1.000 pL, leitfahig, zur Flissigkeitsstandmessung
Aptima Probentransferkit

10612513 (Tecan)
301154C

Aptima Zervixprobenentnahme- und Transportkit 302657
Aptima durchlassige Kappen 105668
Ersatzkappen, undurchlassig 103036A
Ersatzkappen fur die Kits mit 250 Tests:

Rekonstitutionslésungen fiir Amplifikations- und Sondenreagenz CL0041

Rekonstitutionslésung flir Enzymreagenz 501616

TCR und Selektionsreagenz CL0040
Ersatzkappen fir die Kits mit 100 Tests:

Rekonstitutionslésungen fiir Amplifikations- und Sondenreagenz CL0041

Rekonstitutionslésung fiir Enzymreagenz CL0041

TCR und Selektionsreagenz 501604
Bleichmittel, mindestens 5%ige (0,7 M) Natriumhypochloritldsung —
Einweghandschuhe —
Aptima Transferlésungskit (ausschlieBlich flir SurePath Proben) 303658

Optionale Materialien
Bestellnr.

Bleach Enhancer fir die Reinigung 302101

Aptima HPV Assay 16
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Testverfahren mit dem Panther System

A

B.

Hinweis: Néhere Verfahrensinformationen zum Panther System finden Sie in der
Bedienungsanleitung fiir das Panther System (Panther System Operator’s Manual).

Vorbereitung des Arbeitsbereichs.

Reinigen Sie die Arbeitsflachen, wo die Reagenzien und Proben vorbereitet werden.
Wischen Sie die Arbeitsflachen mit einer 2,5%igen bis 3,5%igen (0,35 M bis 0,5 M)
Natriumhypochloritldsung ab. Lassen Sie die Natriumhypochloritiésung mindestens

1 Minute auf den Flachen einwirken. Spllen Sie sie anschlieRend mit Wasser ab. Die
Natriumhypochloritldsung darf nicht antrocknen. Decken Sie die Arbeitsflache, auf der
die Reagenzien und Proben vorbereitet werden, mit sauberen, absorbierenden
Labortischunterlagen mit Kunststoffunterschicht ab.

Vorbereitung von Reagenzien eines neuen Kits.

Hinweis: Die Reagenzrekonstitution sollte vor Beginn von Arbeiten mit dem Panther
System durchgefiihrt werden.

1. Kombinieren Sie zur Rekonstitution von Amplifikations-, Enzym- und Sondenreagenz
jeweils die Flasche mit gefriergetrocknetem Reagenz mit der Rekonstitutionslésung.
Lassen Sie ggf. gekihlte Rekonstitutionslésungen vor Gebrauch auf Raumtemperatur
kommen.

a. Paaren Sie jede Rekonstitutionslésung mit ihrem gefriergetrockneten Reagenz.
Stellen Sie vor Anbringung des Rekonstitutionsverbindungsstticks sicher, dass
die Rekonstitutionslosung und das Reagenz gleichfarbige Etiketten aufweisen.

b. Prufen Sie die Chargennummern auf dem Hauptchargen-Barcodeblatt, um
sicherzustellen, dass die richtigen Reagenzien miteinander gepaart wurden.

c. Offnen Sie das Flaschchen mit dem gefriergetrockneten Reagenz und stecken
Sie das gekerbte Ende des Rekonstitutionsverbindungsstiicks fest in die
Flaschchendffnung (Abb. 2, Schritt 1).

d. Offnen Sie die entsprechende Rekonstitutionslésung und legen Sie den Deckel auf
eine saubere, abgedeckte Arbeitsflache.

e. Halten Sie die Flasche mit der Losung auf dem Labortisch fest und stecken Sie das
andere Ende des Rekonstitutionsverbindungsstuicks fest in die Flaschendffnung
(Abb. 2, Schritt 2).

f. Drehen Sie die zusammengefugten Flaschen langsam um. Lassen Sie die Losung
aus der Flasche in das Glasflaschchen ablaufen (Abb. 2, Schritt 3).

g. Mischen Sie die Lésung in der Flasche durch behutsames Schwenken. Vermeiden
Sie Schaumbildung beim Schwenken der Flasche (Abb. 2, Schritt 4).

h. Warten Sie, bis sich das gefriergetrocknete Reagenz aufgeldst hat, und drehen Sie
dann die zusammengefligten Flaschen erneut um. Ein Neigungswinkel von 45 °C
ermoglicht, die Schaumbildung auf ein Mindestmal} zu beschranken (Abb. 2,
Schritt 5). Lassen Sie die gesamte Flussigkeit in die Plastikflasche zurlcklaufen.

i. Entfernen Sie das Rekonstitutionsverbindungsstiick und das Glasflaschchen
(Abb. 2, Schritt 6).

j- Verschlielen Sie die Plastikflasche wieder. Beschriften Sie alle Flaschchen
mit rekonstituierten Reagenzien mit den Initialen des Bedieners und dem
Rekonstitutionsdatum (Abb. 2, Schritt 7).

k. Entsorgen Sie das Rekonstitutionsverbindungsstiick und das Flaschchen (Abb. 2,
Schritt 8).
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Warnung: Bei der Rekonstitution von Reagenzien Schaumbildung vermeiden. Schaum
beeintréchtigt die Fiillstandsmessung im Panther System.
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Abbildung 2. Rekonstitutionsverfahren mit dem Panther System

2. Bereiten Sie das Target-Capture-Arbeitsreagenz (working Target Capture Reagent,
wTCR) vor:
a. Stellen Sie sicher, dass die richtigen Flaschen TCR und IC miteinander gepaart wurden.

b. Priufen Sie die Reagenzchargennummern auf dem Hauptchargen-Barcodebilatt,
um sicherzustellen, dass die entsprechenden Reagenzien im Kit miteinander
gepaart wurden.

c. Offnen Sie die Flasche mit TCR und legen Sie den Deckel auf eine saubere,
abgedeckte Arbeitsflache.

d. Offnen Sie die Flasche mit IC und gieBen Sie den gesamten Inhalt in die Flasche mit
TCR. Sie kbnnen erwarten, dass eine geringe Menge Flussigkeit in der IC-Flasche
verbleibt.

e. VerschlieRen Sie die TCR-Flasche und schwenken Sie die Losung behutsam, um
den Inhalt zu mischen. Vermeiden Sie wahrend dieses Schritts Schaumbildung.

f. Tragen Sie die Initialen des Bedieners und das aktuelle Datum auf dem Etikett ein.
g. Entsorgen Sie die IC-Flasche und den Deckel.

h. Im wTCR kann sich ein Prazipitat bilden, was zu ungltigen Ergebnissen aufgrund
von Volumenuberprifungsfehlern fihren kann. Das Prazipitat kann aufgelost
werden, indem das wTCR bis zu 90 Minuten lang auf 42 °C bis 60 °C erwarmt wird.
Lassen Sie das wTCR vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen. Nicht
verwenden, wenn immer noch ein Prazipitat vorhanden ist.

3. Vorbereitung von Selektionsreagenz
a. Prifen Sie die Reagenzchargennummer auf dem Hauptchargen-Barcodeblatt, um
sicherzustellen, dass es zum Kit gehort.

b. Wenn das Selektionsreagenz ein Prazipitat enthalt, erwdrmen Sie es bis zu
45 Minuten lang auf 60 °C £ 1 °C, um die Auflésung des Prazipitats zu erleichtern.
Vermischen Sie den Flascheninhalt vorsichtig alle 5 bis 10 Minuten. Lassen Sie
das Selektionsreagenz vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen. Nicht
verwenden, wenn immer noch ein Prazipitat oder Triibung vorhanden ist.

Hinweis: Mischen Sie alle Reagenzien vor dem Laden in das System durch vorsichtiges
Umdrehen griindlich durch. Beim Umdrehen der Reagenzien Schaumbildung vermeiden.
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C. Reagenzienvorbereitung flr bereits rekonstituierte Reagenzien:

1. Zuvor rekonstituierte Amplifikations-, Enzym- und Sondenreagenzien miissen vor dem
Start des Tests auf Raumtemperatur (15 °C bis 30 °C) gebracht werden.

2. Wenn das rekonstituierte Sondenreagenz ein Prazipitat enthalt, das bei Raumtemperatur
nicht wieder in Losung geht, erwarmen Sie es 1 bis 2 Minuten lang auf héchstens 60 °C.
Nicht verwenden, wenn ein Prazipitat oder eine Trllbung vorhanden ist.

3. Wenn das wTCR ein Prazipitat enthalt, erwarmen Sie es bis zu 90 Minuten lang auf
42 °C bis 60 °C. Lassen Sie das wTCR vor der Verwendung auf Raumtemperatur
kommen. Nicht verwenden, wenn immer noch ein Prazipitat vorhanden ist.

4. Wenn das Selektionsreagenz ein Prazipitat enthalt, erwarmen Sie es bis zu 45 Minuten
lang auf 60 °C + 1 °C, um die Aufldsung des Prazipitats zu erleichtern. Vermischen Sie
den Flascheninhalt vorsichtig alle 5 bis 10 Minuten. Lassen Sie das Selektionsreagenz
vor der Verwendung auf Raumtemperatur kommen. Nicht verwenden, wenn immer
noch ein Prazipitat oder Tribung vorhanden ist.

5. Mischen Sie alle Reagenzien vor dem Laden in das System durch vorsichtiges Umdrehen
grundlich durch. Beim Umdrehen der Reagenzien Schaumbildung vermeiden.

6. Fullen Sie Reagenzienflaschen nicht nach. Das Panther System erkennt Flaschen, die
nachgeflllt wurden, und nimmt sie nicht an.

D. Probenhandhabung:

1. Lassen Sie die Proben (Kalibratoren und Patientenproben) vor der Bearbeitung auf
Raumtemperatur kommen.

2. Proben nicht mit dem Vortex-Mischer mischen.

3. Prifen Sie die Probenrdhrchen vor dem Laden in den Stander. Wenn ein Probenréhrchen
Blasen oder ein geringeres Volumen aufweist, als es normalerweise beobachtet wird,
zentrifugieren Sie das Réhrchen 5 Minuten bei 420 RCF, um sicherzustellen, dass sich
keine Flissigkeit im Deckel befindet.

Hinweis: Bei Nichtbefolgen von Schritt 3 kann aus dem Probenréhrchendeckel
Fliissigkeit auslaufen.

E. Vorbereitung des Systems:

1. Richten Sie das Gerat nach der Anweisung in der Bedienungsanleitung fur das Panther
System (Panther System Operator’s Manual) und dem folgenden Abschnitt
Verfahrenshinweise ein. Achten Sie darauf, Reagenzienstander und TCR-Adapter der
geeigneten GroRRe zu verwenden.

2. Laden Sie die Proben.

Verfahrenshinweise

A. Kalibratoren:

1. Um eine korrekte Funktion mit der Aptima HPV Assay-Software auf dem Panther
System sicherzustellen, sind drei Replikate des Positivkalibrators und drei Replikate
des Negativkalibrators erforderlich. Ein Flaschchen jedes Kalibrators kann in eine
beliebige Standerposition in einer beliebigen Probenfachbahn auf dem Panther System
geladen werden. Die Pipettierung der Proben beginnt, wenn eine der folgenden beiden
Bedingungen erfillt ist:

a. Das System bearbeitet derzeit einen Positiv- und einen Negativkalibrator.
b. Gultige Ergebnisse fur die Kalibratoren werden auf dem System registriert.
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2. Sobald die Kalibratorréhrchen fiir ein bestimmtes Reagenzkit pipettiert wurden und in
Bearbeitung sind, kdnnen mit dem zugehorigen Assayreagenzienkit bis zu 24 Stunden
lang Patientenproben ausgefiihrt werden, es sei denn, dass:

a. die Kalibratoren unguiltig sind
b. das zugehérige Assayreagenzienkit aus dem System entfernt wird
c. die Haltbarkeit des zugehorigen Assayreagenzienkits Gberschritten ist.

3. Wenn versucht wird, mehr als drei Replikate aus einem Kalibratorréhrchen zu
pipettieren, kann es zu Bearbeitungsfehlern kommen.

B. Temperatur.
Raumtemperatur ist definiert als 15 °C bis 30 °C.

C. Handschuhpuder.

Wie in jedem Reagenzsystem kann Ubermafiger Puder auf manchen Handschuhen eine
Kontamination gedéffneter Réhrchen verursachen. Es werden ungepuderte Handschuhe
empfohlen.
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Qualitatskontrollverfahren

A

Laufvaliditatskriterien.

Die Software stellt automatisch die Giiltigkeit des Durchlaufs fest. Die Software macht
einen Durchlauf ungultig, wenn einer der folgenden Zustande eintritt:

* Mehr als ein ungultiges Replikat des Negativkalibrators.

* Mehr als ein ungultiges Replikat des Positivkalibrators.

» Eine unglltige Negativkontrolle (ausschlie3lich Tigris DTS System)

 Eine unglltige Positivkontrolle (ausschlieRlich Tigris DTS System)

Der Bediener kann einen Durchlauf ungultig machen, wenn bei der Durchfihrung des

Assays technische Schwierigkeiten oder Schwierigkeiten des Bedieners bzw. Gerates
beobachtet und dokumentiert werden.

Ein ungultiger Durchlauf muss wiederholt werden. Abgebrochene Durchlaufe missen
wiederholt werden.

. Kalibrator-Annahmekriterien.

Die nachstehende Tabelle definiert die RLU-Kriterien fir die Replikate des Negativ- und
Positivkalibrators.

Negativkalibrator
Analyt| 20 und <45.000 RLU
IC| > 75.000 und < 400.000 RLU

Positivkalibrator
Analyt| =480.000 und < 1.850.000 RLU
IC| <450.000 RLU

. Berechnung des IC-Grenzwerts.

Der IC-Grenzwert wird anhand des IC-Signals (Flasher-Signal) der gultigen Replikate
des Negativkalibrators bestimmt.

IC-Grenzwert = 0,5 x [mittlerer IC-RLU-Wert der gliltigen Replikate des Negativkalibrators]

Berechnung des Analyt-Grenzwerts.

Der Analyt-Grenzwert wird anhand des Analytsignals (Glower-Signal) der gultigen
Replikate des Negativkalibrators sowie des Analytsignals der giltigen Replikate des
Positivkalibrators bestimmt

Analvt-G rt= [mittlerer Analyt-RLU-Wert der giiltigen Replikate des Negativkalibrators] +
halyt-Grenzwert = 4 09 x mittlerer Analyt-RLU-Wert der giiltigen Replikate des Positivkalibrators]

Berechnung des Verhaltnisses von Analytsignal zu Grenzwert (Signal to Cutoff, S/CO).

Der S/CO-Wert des Analyten wird anhand des Analyt-RLU-Werts der Testprobe und
des Analyt-Grenzwerts flr den Durchlauf bestimmt.

Analyt-RLU-Wert der Testprobe
Analyt-Grenzwert

Analyt-S/CO =

Kontrollen-Annahmekriterien (ausschlief3lich Tigris DTS System).

Die Negativkontrolle muss ein gultiges negatives (IC-RLU = IC-Grenzwert und
Analyt-S/CO < 0,50) Ergebnis haben. Die Positivkontrolle muss ein gltiges positives
(Analyt-S/CO = 0,50) Ergebnis haben.
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Testauswertung

Die Assay-Ergebnisse werden automatisch von der Assay-Software ermittelt. Ein
Testergebnis kann negativ, positiv oder ungliltig sein und wird anhand des IC-RLU-
und des S/CO-Werts flir den Analyten bestimmt. Ein Testergebnis kann auch aufgrund
anderer Parameter (abnormaler Verlauf der kinetischen Kurve), die aul3erhalb der
normalen Erwartungswerte liegen, ungiltig sein. Anfangliche unglltige Testergebnisse
sollten wiederholt werden.

Aptima CSCT Kit-Proben kénnen verdinnt werden, um mdgliche Hemmestoffe auRer Kraft zu
setzen. Verdliinnen Sie 1 Teil der unglltigen Proben mit 8 Teilen Probentransportmedium (die
Lésung in den CSCT-Kit-Réhrchen); z.B. 560 uL Probe in ein neues CSCT-Kit-Réhrchen, das
4,5 ml Probentransportmedium enthalt. Drehen Sie die verdinnte Probe vorsichtig um, um
sie zu vermischen. Vermeiden Sie Schaumbildung. Testen Sie die verdiinnte Probe
entsprechend dem Standard-Assayverfahren.

Hinweis: Eine Mindestmenge von 1,7 ml ist erforderlich, um 1 Teilprobe der Probe zu
testen. Verdiinnen Sie keine bereits verdiinnten ungdltigen Proben. Falls eine verdiinnte
Probe ein ungliltiges Ergebnis erzielt, sollte eine neue Probe vom Patienten entnommen

werden.
Ergebnis mit
dem Aptima Kriterien
HPV Assay
Analyt-S/CO < 0,50
Negativ IC = IC-Grenzwert
IC £2.000.000 RLU
Analyt-S/CO = 0,50
Positiv IC <2.000.000 RLU
Analyt < 13.000.000 RLU
IC > 2.000.000 RLU
oder
Ungiiltig Analyt-S/CO < 0,50 und IC < IC-Grenzwert
oder
Analyt > 13.000.000 RLU
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Einschrankungen

A

Probentypen, die von den im Verwendungszweck angegebenen abweichen, wurden nicht
gepruft.

. Die Leistung des Aptima HPV Assays wurde nicht bei Personen geprft, die gegen HPV

geimpft sind.

. Der Aptima HPV Assay wurde nicht in Fallen mit Verdacht auf sexuellen Missbrauch

bewertet.

. Die Pravalenz von HPV-Infektionen in einem Kollektiv kann die Leistung beeintrachtigen.

Der positive pradiktive Wert nimmt ab, wenn ein Kollektiv mit niedriger Pravalenz bzw.
Personen ohne Infektionsrisiko getestet werden.

. ThinPrep Flussig-Zytologieproben, die nach der Vorbereitung eines Testobjekiglases flr

den ThinPrep-Pap-Test weniger als 1 ml enthalten, gelten als unzureichend fir den
Aptima HPV Assay.

Die Auswirkung einer Enthahme von 1 ml der SurePath Flissig-Zytologieprobe vor der
zytologischen Bearbeitung auf das zytologische Ergebnis wurde nicht gepruft.

Die Testergebnisse kdnnen durch eine unsachgemale Probenentnahme, Lagerung oder
Probenbearbeitung beeintrachtigt sein.

. Die interne Kontrolle Uberwacht die Assayschritte Target Capture, Amplifikation und

Detektion. Sie ist nicht als Kontrolle fir eine ausreichende Zervixprobe vorgesehen.

Ein negatives Ergebnis im Aptima HPV Assay schlief3t die Mdglichkeit zytologischer
Anomalien oder einer zukinftigen oder zugrunde liegenden Erkrankung des
Schweregrads CIN2, CIN3 oder ein Karzinom nicht aus.

Polyquaternium-15 enthaltende Intimgleitmittel kdnnen die Assayleistung beeintrachtigen,
wenn sie in Konzentrationen von Uber 0,025% (Vol./Vol. oder Gew./\Vol.) in einer
Testprobe vorliegen.

Tioconazol enthaltende Antimykotika kénnen die Assayleistung beeintrachtigen, wenn
sie in Konzentrationen von uber 0,075% (Gew./Vol.) in einer Testprobe vorliegen.

Der Aptima HPV Assay liefert qualitative Ergebnisse. Daher kann keine Korrelation
zwischen der Starke eines positiven Assaysignals und dem mRNA-Expressionsniveau
in einer Probe aufgestellt werden.

Die Detektion von Hochrisiko-HPV-mRNA ist abhangig von der Anzahl in der Probe
vorhandener Kopien und kann durch Probeentnahmemethoden, Patientenfaktoren, das
Infektionsstadium und das Vorhandensein von Stérsubstanzen beeintrachtigt werden.

. Die Infektion mit HPV ist kein Indikator fir zytologisches HSIL oder zugrunde liegende

hochgradige CIN, und lasst nicht auf die Entwicklung von CIN2, CIN3 oder Krebs
schlielen. Die meisten Frauen, die sich mit einem oder mehreren Hochrisiko-HPV-Typen
infiziert haben, entwickeln weder CIN2, CIN3 noch Krebs.

Die Auswirkungen anderer moglicher Variablen wie Vaginalausfluss, die Verwendung von
Tampons, Intimduschen etc. sowie unterschiedliche Probeentnahmemethoden wurden
nicht bewertet.
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P.

Q.

Die Anwendung dieses Produkts muss auf Personen beschrankt werden, die in der
Anwendung des Aptima HPV Assays geschult sind.

Eine Kreuzkontamination von Proben kann zu falschpositiven Ergebnissen flihren. Die
Verschleppungsrate des Aptima HPV Assays auf dem Tigris DTS System wurde im
Rahmen einer nicht klinischen Studie ermittelt und betragt 0,3%.

Die Ergebnisse des Aptima HPV Assays missen in Verbindung mit anderen dem Arzt
zur Verflgung stehenden Labordaten und klinischen Befunden interpretiert werden.

Bei diesem Test sind falschpositive Ergebnisse méglich. In-vitro-Transkripte der
Niedrigrisiko-HPV-Genotypen 26, 67, 70 und 82 wiesen eine Kreuzreaktivitdt mit dem
Aptima HPV Assay auf.

Das Material der Positivkontrolle dient nicht der Leistungsuberwachung am Grenzwert fur
den Assay.
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Erwartete Ergebnisse auf dem Tigris DTS System: Pravalenz von

High-Risk-HPV-mRNA

Die Pravalenz von Hochrisiko-HPV-Infektionen variiert stark und wird von mehreren Faktoren beeinflusst,
wobei das Alter der grote Einflussfaktor ist.*** Viele Studien haben die HPV-Pravalenz anhand der
Detektion von HPV-DNA untersucht, aber nur wenige Studien geben die Pravalenz auf Basis der
Detektion von mRNA onkogener HPV an. Frauen an verschiedenen Studienzentren (n=18), die eine
breit gefacherte geografische Streuung und ein differenziertes Kollektiv (10 US-Bundesstaaten)
reprasentieren, wurden in eine prospektive klinische Studie, die so genannte CLEAR-Studie,
aufgenommen.* Die im Rahmen der klinischen Studie beobachtete Pravalenz von HPV-mRNA-positiven
Proben wurde im Gesamten, nach Altersgruppe und nach Prifstelle kategorisiert. Die Ergebnisse bei
Kollektiven mit nicht klassifizierbaren Plattenepithelien (Atypical Squamous Cells of Underdetermined
Significance, ASC-US) und mit negativen Ergebnissen hinsichtlich einer intraepithelialen Lasion oder
einer Malignitat (Negative for Intraepithelial Lesion or Malignancy, NILM) gehen aus Tabelle 1 hervor.

Tabelle 1: Pravalenz von Hochrisiko-HPV-mRNA nach Altersgruppe, nach Prifstelle und im

Gesamten

Positivitatsrate% (x/n)

ASC-US-Kollektiv
(2 21 Jahre)

NILM-Kollektiv
(= 30 Jahre)

Alle

41,8 (400/958)

5,0 (540/10.871)

Altersgruppe (Jahre)

21 bis 29 60,3 (252/418) N. zutr.
30 bis 39 36,8 (98/266) 6,9 (289/4199)
240 18,2 (50/274) 3,8 (251/6672)
Priifstelle
1 41,6 (134/322) 4,7 (172/3682)
2 41,4 (150/362) 5,2 (194/3702)
3 42,3 (116/274) 5,0 (174/3487)

N. zutr. — Nicht zutreffend
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Klinisches Studiendesign fiir den Aptima HPV Assay mit ThinPrep
Flussig-Zytologieproben

Eine prospektive, multizentrische klinische Studie in den USA, die sogenannte CLEAR-Studie, wurde zur
Ermittlung der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays fur den Nachweis einer zervikalen
intraepithelialen Neoplasie vom Schweregrad 2 oder einer Zervixerkrankung héheren Grades (= CIN2)
durchgefuhrt. Die CLEAR-Studie beinhaltete eine Untersuchung zu Studienbeginn (Baseline Evaluierung)
sowie eine dreijahrige Nachsorgephase (Follow-up Evaluierung).*

CLEAR-Studie — Untersuchung zu Studienbeginn (Baseline Evaluierung)

Die Frauen wurden zu Beginn der CLEAR-Studie (Baseline-Phase) abhangig von den
Zytologieergebnissen aus dem Zervixkarzinom-Routinescreening der ASC-US-Studie oder der
NILM-Studie zugeteilt. Die ASC-US-Studienpopulation umfasste Frauen ab 21 Jahren mit
zytologischen ASC-US-Befunden, und das NILM-Studienkollektiv umfasste Frauen ab 30 Jahren mit
zytologischen NILM-Befunden. Die NILM-Studie war darauf ausgelegt, die Forderung nach
erganzendem Screening fir Frauen ab 30 Jahren zu unterstitzen, da sich Frauen in diesem
Altersbereich mit zytologischen Befunden héheren Grades als eines ASC-US unabhangig von ihrem
HPV-Status einer eingehenderen Untersuchung in Form einer Kolposkopie unterziehen sollten.*

Es wurden Frauen von 18 klinischen Prifstellen, vorwiegend Kliniken fir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe, die eine breitgefacherte geografische Streuung und ein differenziertes Kollektiv abdeckten,
eingeschlossen. Geeignete Frauen wurden abhangig von den ThinPrep flissigkeitsbasierten
Zytologie-Uberweisungsproben der ASC-US-Studie oder der NILM-Studie zugeteilt. Verbliebene
Uberweisungsproben von Frauen der ASC-US-Studie und der NILM-Studie wurden zu Beginn (Baseline)
sowohl mit dem Aptima HPV Assay als auch mit einem kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test
getestet.

Zu Beginn wurden alle Frauen in der ASC-US-Studie, unabhangig von ihren HPV-Testergebnissen, zur
Kolposkopie Uberwiesen. Es wurden Biopsien mittels endozervikaler Kirettage (ECC) und zervikale
Stanzbiopsien (1 Biopsie aus jedem der 4 Quadranten) entnommen. War eine Lasion sichtbar, wurde
eine Stanzbiopsie enthommen (gezielte Methode; 1 Biopsie je Lasion), und Quadranten ohne sichtbare
Lasion wurden an der Transformationszone biopsiert (randomisierte Methode).

In der NILM-Studie wurden Frauen mit positivem Aptima HPV Assay und/oder dem handelstiblichen
HPV DNA-Test sowie nach dem Zufallsprinzip ausgewahlte Frauen mit negativen Befunden aus
beiden Assays zur Erstuntersuchung vor Behandlung zur Bewertung mittels Koloskopie berwiesen.
Die nach dem Zufallsprinzip ausgewahlten Frauen mit negativen Befunden aus beiden Assays wurden
einbezogen, um durch eine berichtigte Leistungsschatzwerte anhand einer Methode der multiplen
Imputation einem Verifizierungsbias entgegenzuwirken. Jeder Patientin, die sich einer Kolposkopie
unterzog, wurde eine ECC-Biopsie entnommen. Stanzbiopsien wurden nur bei sichtbaren Lasionen
entnommen (gezielte Methode; 1 Biopsie je Lasion).

Der Krankheitsstatus wurde anhand eines Konsenspanels zur Histologiebeurteilung, das auf der
ubereinstimmenden Meinung von mindestens 2 erfahrenen Pathologen beruht, ermittelt. Die
Pathologen kannten weder den HPV-Status und den zytologischen Status der Frauen, noch die
histologischen Diagnosen des jeweils anderen Pathologen. Bei Nichtlibereinstimmung der Pathologen
wurden die Praparate an einem Multihead-Diskussionsmikroskop gemeinsam von den drei Pathologen
begutachtet um Konsens zu erzielen. Prifarzte, Klinikarzte und Patientinnen waren gegeniber den
HPV-Testergebnissen bis nach der Durchfihrung der Kolposkopie verblindet, um einen Bias
auszuschlieRen. Zu Beginn wurde die klinische Leistung des Aptima HPV Assays hinsichtlich des
Nachweises einer Zervixerkrankung = CIN2 und einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie des
Grades 3 oder hoéher (= CIN3) im relativen Verhaltnis zum Status der Zervixerkrankung, die bei
Studienbeginn festgestellt wurde, bewertet Die klinische Leistung des kommerziell erhaltichem HPV
DNA Test wurde ebenfalls ermittelt, um einen direkten Vergleich mit den Ergebnissen des Aptima HPV
Assays zu ermdglichen.
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CLEAR-Studie — Nachsorgephase (Follow-up Evaluierung)

Frauen der NILM-Studie aus 14 klinischen Einrichtungen wurden ausgewahlt, um an der
dreijahrigen Nachsorgephase (Follow-up) der Studie teilzunehmen, wenn i) sie bei
Studienbeginn eine Kolposkopieuntersuchung hatten und keine Erkrankung = CIN2
festgestellt wurde oder ii) sie keine Kolposkopieuntersuchung zu Studienbeginn hatten. Die
Nachsorgephase der Studie bestand aus jahrlichen Untersuchungen. Bei diesen
Untersuchungen wurden bei jeder Frau Zervixabstriche durchgefiihrt und manche Frauen
wurden mit einem kommerziell erhaltlichen HPV-Test getestet. Frauen, die wahrend der
Nachsorgephase ASC-US oder schwerwiegendere zytologische Ergebnisse aufwiesen,
wurden zur Kolposkopie Uberwiesen. Bei ihnen wurden dieselben Biopsie- und
Histologieverfahren durchgefihrt, die auch zur Baseline Evaluierung in der NILM-Studie
durchgefuhrt wurden. Der Status einer Zervixerkrankung bei der Nachsorgeuntersuchung
wurde basierend auf der NILM-Zytologie oder bei Frauen mit abweichenden zytologischen
Testergebnissen basierend auf normalen oder CIN1 Ergebnissen des Konsenspanels zur
Histologiebeurteilung als ,negativ® eingestuft. Bei Frauen, bei denen in der Nachsorgephase
eine Erkrankung = CIN2 festgestellt wurde, wurde die Nachsorge als abgeschlossen
betrachtet und sie nahmen nach Befund = CIN2 an keinen weiteren Untersuchungen teil. Bei
Frauen, bei denen wahrend der Nachsorgephase keine Erkrankung = CIN2 festgestellt
wurde, die aber eine Studienuntersuchung im Nachsorgejahr 1 und/oder Nachsorgejahr 2
hatten und an einer Studienuntersuchung im Nachsorgejahr 3 teilnahmen, wurde die
Nachsorge als abgeschlossen betrachtet.

Ziel der Nachsorgeuntersuchung war ein Vergleich des kumulativen 3-Jahres-Risikos flir eine
Zervixerkrankung bei Frauen mit positivem Aptima HPV Assay-Ergebnis zu Studienbeginn
mit dem kumulativen 3-Jahres-Risiko einer Zervixerkrankung bei Frauen mit negativem
Aptima HPV Assay-Ergebnis. Der 3-Jahres-Status der Zervixerkrankung wurde wie folgt
bestimmt:

« Positiver Status einer Zervixerkrankung (= CIN2 und/oder = CIN3) — Frauen, bei denen
eine Erkrankung 2 CIN2 bei Studienbeginn oder wahrend der Nachsorge festgestellt
wurde.

» Negativer Status einer Zervixerkrankung (< CIN2) — Frauen, die die Nachsorge ohne
Diagnose = CIN2 abschlossen haben und deren Status der Zervixerkrankung nicht als
,2unbestimmt® eingestuft wurde.

* Unbestimmter Status einer Zervixerkrankung — Frauen mit auffalligem zytologischen
Testergebnis wahrend der Nachsorge und ohne nachfolgendes Ergebnis des
Konsenspanels zur Histologiebeurteilung oder Frauen mit einer nicht auswertbaren
Zytologie bei ihrer letzten Untersuchung.

» Abbruch der Nachsorge — Frauen, die die Nachsorge nicht abgeschlossen haben und

die nicht mit dem Status ,unbestimmt* hinsichtlich einer Zervixerkrankung bewertet
wurden.

Die klinische Leistung des Aptima HPV Assays zum Nachweis einer Erkrankung = CIN2 und
2 CIN3 wurde im Verhaltnis zum 3-Jahres-Status der Zervixerkrankung evaluiert.
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Leistung des Assays auf dem Tigris DTS System

ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe 2 21 Jahre: Klinische Leistung des Aptima HPV
Assays mit ThinPrep Fliissig-Zytologieproben

Insgesamt wurden 1252 Patientinnen ab 21 Jahren mit zytologischem Befund ASC-US in die
ASC-US-Studie eingeschrieben. Davon wurden 294 Patientinnen ausgesondert und 19 hatten einen
ungeklarten Krankheitsbefund; diese Patientinnen wurden von der Analyse ausgeschlossen. Die
verbleibenden auswertbaren 939 Patientinnen waren 21 Jahre und alter mit zytologischem Befund
ASC-US, Aptima HPV Assay-Ergebnissen und aussagekraftigem Krankheitsstatus. Einundneunzig (91)
Patientinnen hatten = CIN2 und einundvierzig (41) hatten = CIN3. Die Pravalenz von = CIN2 und
= CIN3 betrug bei den auswertbaren Patientinnen mit zytologischem Befund ASC-US 9,7% bzw. 4,4%.
Die Ergebnisse des Aptima HPV Assays nach Diagnose anhand des Konsenspanels zur
Histologiebeurteilung gehen aus Tabelle 2 hervor.

Tabelle 2: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Ergebnisse des Aptima HPV Assays
nach Diagnose anhand des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung

Ergebnis mit dem HPV-DNA- Diagnose anhand des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung
Aptima HPV Assay*|  Test Ungeklart* Normal CIN1 CIN2 CIN3 Krebs | Gesamt
Positiv Positiv 6 170 113 41 32 1 363
Positiv Negativ 0 7 0 1 2 0 10
L Kein
Positiv s ek 0 14 1 0 2 0 27
Ergebnis
Negativ Positiv 0 47 13 2 3 0 65
Negativ Negativ 10 371 55 6 1 0 443
Negativ Kein 3 40 7 0 0 0 50
9 Ergebnis***
Gesamt 19 649 199 50 40 e 958

*Alle Proben brachten gliltige Endergebnisse (nach dem ersten Test oder nach Klarung zunachst unglltiger Ergebnisse pro
Verfahren).

**19 Probandinnen unterzogen sich einer Kolposkopie, jedoch konnte aus folgenden Griinden keine Diagnose gestellt werden:
< 5 Biopsieproben mit Histologieergebnis Normal/CIN1 (n=15), keine Biopsien entnommen (n=3) und Verlust der Biopsie-
Objekttrager (n=1).

***77 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich
aufgrund unzureichender Menge der Zytologieprobe.

****Eine Probandin hatte ein Adenocarcinoma in situ (AIS).

Die Schatzwerte der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays, einschliel3lich Sensitivitat, positivem
pradiktivem Wert (PPV) und negativem pradiktivem Wert (NPV), beziiglich des Nachweises von
= CIN2 und = CIN3 auf Basis der Beurteilung aller Biopsien und unter Einschluss ausschlief3lich
gezielter Biopsien sowie die Schatzwerte fir den handelsiblichen HPV DNA-Test gehen aus Tabelle 3
hervor.
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Tabelle 3: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und
eines HPV-DNA-Tests fur den Nachweis von = CIN2 und = CIN3

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=939 N=865*
Leistung Bewertung | (95% VI) Bewertung | (95% VI)
Alle Biopsien
. 86,8 88,8
o , ,
Sensitivitat (%) (79/91) (78,4, 92,3) (79/89) (80,5, 93,8)
o 62,9 55,8
0, ’ )
Spezifitat (%) (533/848) (59,6, 66,0) (433/776) (52,3, 59,3)
20,1 18,7
. , ,
PPV (%) (79/394) (18,1, 22,0) (79/422) (17,0, 20,4)
97,8 97,7
0, ’ )
NPV (%) (533/545) (96,5, 98,8) (433/443) (96,2, 98,8)
. CINZ Pravalenz (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
- Gezielte Biopsien**
93,3 932
Sensitivitat (%) (56/60) (84,1, 97.4) (55/59) (83,8, 97.3)
61,5 54,5
e , ,
Spezifitat (%) (539/876) (58,3, 64,7) (438/804) (51,0, 57,9)
14,2 13,1
0, ’ y
PPV (%) (56/393) (12,7, 15,6) (55/421) (11,7, 14,2)
99,3 99,1
] , ,
NPV (%) (539/543) (98,3, 99,8) (438/442) (97,9, 99,7)
Pravalenz (%) 6,4 (60/936) 6,8 (59/863)
Alle Biopsien
. 90,2 92,3
o , ,
Sensitivitat (%) (37/41) (77,5, 96.1) (36/39) (79.7, 97.3)
. 60,2 53,3
o , ,
Spezifitat (%) (541/898) (57,0, 63,4) (440/826) (49,9, 56,6)
9.4 85
. , ,
PPV (%) (37/394) (8,1, 10,4) (36/422) (7,4,9,4)
99,3 99,3
0, ’ )
NPV (%) (541/545) (98,3, 99,8) (440/443) (98,3, 99,8)
 CING Pravalenz (%) 4,4 (41/939) 4,5 (39/865)
- Gezielte Biopsien**
. 93,1 96,4
o , ,
Sensitivitat (%) (27/29) (78,0, 98,1) (27/28) (82,3, 99,4)
o 59,6 52,8
0, ’ )
Spezifitat (%) (541/908) (56,4, 62,7) (441/836) (49,4, 56,1)
6,9 6,4
0, ’ )
PPV (%) (27/394) (5.8,7.6) (27/422) (5.5, 7.,0)
99,6 99,8
0, ’ )
NPV (%) (541/543) (98,8, 100) (441/442) (98,9, 100)
Pravalenz (%) 3,1 (29/937) 3,2 (28/864)

*74 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund
unzureichender Menge der Zytologieprobe.

**Ubereinstimmende histologische Befunde stammen ausschlieRlich von gezielten Biopsien. Bei Frauen ohne gezielte Biopsien
war der Kolposkopiebefund normal, und diese Frauen sind in diesen Analysen als nicht erkrankt eingeschlossen (< CIN2 bzw.
< CIN3). Wenn nur gezielte Biopsien einbezogen waren, konnte nicht immer ein Konsens erzielt werden.
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Die Beurteilung aller Biopsien ergab, dass die Schatzwerte der klinischen Sensitivitdt des Aptima HPV
Assays und des kommerziell erhéltichem HPV DNA Test, sofern beide Ergebnisse fur den Nachweis
von = CIN2 und = CIN3 vorlagen, &hnlich waren (Unterschiede hinsichtlich Sensitivitdtsbewertung waren
statistisch unerheblich: Sensitivitatsunterschied = 2,3% [95% VI: -9,5%, 4,8%]). Die Schatzwerte der
klinischen Spezifitdt des Aptima HPV Assays flr den Nachweis von = CIN2 und = CIN3 waren hoher als
fur den kommerziell erhaltlichem HPV DNA Test (Unterschiede bei den Schatzwerte der Spezifitat waren
statistisch signifikant). Fir = CIN2 betrug der Spezifitdtsunterschied 6,8% (95% VI: 4,9%, 9,0%). NPVs
waren ahnlich, fir den Nachweis von = CIN2 war der PPV fir den Aptima HPV Assay jedoch etwas
hoher als der PPV fur den kommerziell erhéltichem HPV DNA Test (20,1% vs. 18,7%).

Von den 91 = CIN2-Fallen wurden 60 (65,9%) in gezielten Biopsien identifiziert und 31 (34,1%) wurden
zuféllig und/oder in ECC-Biopsien identifiziert (d. h., nicht in gezielten Biopsien). Diese
Untersuchungsergebnisse sind vergleichbar mit den Ergebnissen aus veroéffentlichten Studien, wonach
etwa 25% bis 40% der = CIN2-Falle nur zufallig und/oder durch ECC-Biopsieproben identifiziert
wurden.*®*” Wurden ausschliel3lich gezielte Biopsien zur Bestimmung des Krankheitsstatus
herangezogen (in der Annahme, dass das Histologieergebnis bei Frauen ohne gezielte Biopsie normal
ist, da keine sichtbaren Lasionen vorlagen), betrug die Pravalenz von = CIN2 und = CIN3 im Rahmen
der Studie 6,4% bzw. 3,1%. Die Schatzwerte der klinischen Sensitivitat fir den Nachweis von = CIN2
und = CIN3 waren, wenn ausschlieBlich gezielte Biopsien verwendet wurden, in beiden Tests héher als
wenn zur Berechnung alle Biopsien herangezogen wurden. Fir beide Assays war die klinische Spezifitat
unter ausschlieBBlicher Berlcksichtigung von gezielten Biopsien vergleichbar mit der Spezifitdt unter
Bertcksichtigung aller Biopsien. Dementsprechend war unter ausschlief3licher Berlicksichtigung gezielter
Biopsien die Spezifitdt des Aptima HPV Assays signifikant hdher als die des kommerziell erhaltlichem
HPV DNA Tests.

Schéatzwerte der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays und des kommerziell erhaltichem HPV DNA
Tests sind nach Altersgruppe in Tabelle 4 und Tabelle 5 dargestellt (= CIN2 bzw. = CIN3, basierend auf der
Bewertung aller Biopsien).
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Tabelle 4: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und

eines HPV-DNA-Tests fiir den Nachweis von = CIN2 nach Altersgruppe

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=939 N=865*
Leistung Bewertung | (95% VI) Bewertung | (95% VI)
N=415 N=389
. 90,2 94,9
o , ,
Sensitivitat (%) (55/61) (80,2, 95,4) (56/59) (86,1, 98,3)
o 44.9 355
0, ’ )
21 bis Spezifitat (%) (159/354) (39,8, 50,1) (117/330) (30,5, 40,8)
29 Jahre 22,0 20,8
0, ’ )
PPV (%) (55/250) (19,6, 24,2) (56/269) (19,0, 22,5)
96,4 975
NPV (%) (159/165) (93,0, 98.5) (117/120) (93,6, 99.4)
Pravalenz (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
90,0 80,0
Sensitivitat (%) (18/20) (69,9, 97.2) (16/20) (58.4, 91,9)
. 68,2 61,6
30 bis Spezifitat (%) (165/242) (62,1, 73,7) (135/219) (55,1, 67.8)
39 Jahre 18,9 16,0
. , ,
PPV (%) (18/95) (14.7,22.7) (16/100) (11,8, 19.6)
98,8 97,1
0, ’ ’
NPV (%) (165/167) (96,5, 99,8) (135/139) (94,1, 99,1)
Pravalenz (%) 7.6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
. 60,0 70,0
o , ,
Sensitivitat (%) (6/10) (31,3, 83,2) (7/10) (39,7, 89,2)
. 82,9 79,7
o , ,
> 40 Spezifitat (%) (209/252) (77,8, 87,1) (181/227) (74,0, 84,4)
Jahre 12,2 13,2
0, ’ ’
PPV (%) (6/49) (5,8, 18,4) (7/53) 6,9, 18,7)
98,1 98,4
0, ’ )
NPV (%) (209/213) (96,6, 99,4) (181/184) (96,6, 99,6)
Pravalenz (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)

*74 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund
unzureichender Menge der Zytologieprobe.
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Tabelle 5: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und

eines HPV-DNA-Tests flir den Nachweis von = CIN3 nach Altersgruppe

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=939 N=865*
Leistung Bewertung | (95% VI) Bewertung | (95% VI)
N=415 N=389
) 96,3 100
o ,
Sensitivitat (%) (26/27) (81,7, 99,3) (25/25) (86,7, 100)
. 42,3 33,0
0, ’ E)
21 bis Spezifitat (%) (164/388) (37,5, 47.2) (120/364) (28,3, 38.0)
29 Jahre 10.4 93
0, ’ 3
PPV (%) (26/250) (8,9, 11,4) (25/269) (8,2,10,0)
99.4 100
0, )
NPV (%) (164/165) (97,2, 100) (120/120) (97,5, 100)
Pravalenz (%) 6.5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
88.9 778
Sensitivitat (%) (8/9) (56,5, 98,0) (719) (45,3, 93.7)
) 65,6 59,6
30 bis Spezifitat (%) (166/253) (59,6, 71,2) (137/230) (53,1, 65,7)
39 Jahre 8.4 7,0
o, ’ )
PPV (%) (8/95) (5,2, 10,4) (7/100) (3,9,9,1)
99,4 98,6
0, ) ’
NPV (%) (166/167) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Pravalenz (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
) 60,0 80,0
o , ,
Sensitivitat (%) (3/5) (23,1, 88.2) (4/5) (37,6, 96.4)
) 82,1 789
o , ,
> 40 Spezifitat (%) (211/257) (77.0, 86,3) (183/232) (73,2, 83,6)
Jahre 6,1 7,5
o, ’ )
PPV (%) (3/49) (1,6, 10,2) (4153) (2,9,10,7)
99,1 99,5
0, ’ E)
NPV (%) (211/213) (98,0, 99,9) (183/184) (98,2, 100)
Pravalenz (%) 19 (5/262) 2.1 (5/237)

*74 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund
unzureichender Menge der Zytologieprobe.
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Das absolute Erkrankungsrisiko (= CIN2 und = CIN3, basierend auf der Bewertung aller Biopsien)
anhand von Ergebnissen im Aptima HPV Assay und das relative Erkrankungsrisiko bei positivem
gegeniber negativem Ergebnis im Aptima HPV Assay sowie die Schatzwerte fir den kommerziell
erhaltlichem HPV DNA Test gehen aus Tabelle 6 hervor. Das relative Risiko fiir = CIN2 betrug 9,1 (95%
VI: 5,0, 16,5), was darauf hindeutet, dass eine Frau mit positivem Ergebnis im Aptima HPV Assay mit
einer 9,1-fach héheren Wahrscheinlichkeit = CIN2 hat, als eine Frau mit negativem Ergebnis im Aptima
HPV Assay. Das relative Risiko fir = CIN3 betrug 12,8 (95% VI: 4,6, 35,6).

Tabelle 6: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Absolutes und relatives Risiko flr
= CIN2 und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=939 N=865*
. Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Testergebnis (95% VI) (95% VI) (95% VI) (95% V1)
Positiv 20,1 (79/394) 18,7 (79/422)
(18,1, 22,0) (17,0, 20,4)
9,1 8,3
2,2 (12/545) (50.16.5) 2,3 (10/443) (44.15.8)
2 CIN2 Negativ ’(1 2 3.5) '(1 2. 3.8)
Pravalenz (%) 9,7 (91/939) 10,3 (89/865)
i 9,4 (37/394) 8,5 (36/422)
Positiv (8,1, 10,4) (7,4, 9,4)
12,8 12,6
0,7 (4/545) (4.6.35.6) 0,7 (3/443) (3.9.40.6)
2 CIN3 Negativ (o 2.17) (o 2 17)

Pravalenz (%)

4,4 (41/939)

4,5 (39/865)

*74 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund
unzureichender Menge der Zytologieprobe.
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Schatzwerte des absoluten und des relativen Erkrankungsrisikos (= CIN2 und = CIN3, basierend auf

der Beurteilung aller Biopsien) fur den Aptima HPV Assay und den kommerziell erhaltlichem HPV
DNA Test sind nach Altersgruppe in Tabelle 7 gezeigt.

Tabelle 7: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Absolutes und relatives Risiko fir
= CIN2 und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und in einem HPV-DNA-Test nach

Altersgruppe
Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=939 N=865*
. Absolutes Risiko | Relatives Risiko | Absolutes Risiko | Relatives Risiko
Alter Assayergebnis (95% V1) (95% VI) (95% V1) (95% VI)
N=415 N=389
Positiv 22,0 (55/250) 20,8 (56/269)
21 bis (19,6, 24,2) 6,1 (19,0, 22,5) 8,3
29 Jahre Neqativ 3,6 (6/165) (2,7,13,7) 2,5 (3/120) (2,7,26,1)
9 (1,5,7,0) (0,6, 6,4)
Privalenz (%) 14,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=262 N=239
Positiv 18,9 (18/95) 16,0 (16/100)
> CINZ 30 bis (14,7,22,7) 15,8 (11,8, 19,6) 56
- 39 Jahre Negatly 1,2 (2/167) (3,8, 66,7) 2,9 (4/139) (1,9, 16,1)
g (0,2, 3,5) (0.9, 5,9)
Privalenz (%) 7,6 (20/262) 8,4 (20/239)
N=262 N=237
o 12,2 (6/49) 13,2 (7/53)
Ab Positiv (5.8, 18.4) 65 (6.9, 18.,7) 8.1
40 Jahren Neaativ 1,9 (4/213) (1.9,22,2) 1,6 (3/184) (2,2,30,2)
9 (0.6, 3,4) (0.4,3,4)
Privalenz (%) 3,8 (10/262) 4,2 (10/237)
N=415 N=389
Positiv 10,4 (26/250) 9,3 (25/269)
21 bis (8,9, 11,4) 17,2 (8,2, 10,0) . .
Nicht kalkulierbar
29 Jahre Neqativ 0,6 (1/165) (2,4, 125) 0,0 (0/120)
9 (0,0,2,8) (0,0, 2,5)
Privalenz (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=262 N=239
o 8,4 (8/95) 7,0 (7/100)
Positiv
> CINS 30 bis (5,2, 10,4) 14,1 (3,9,9,1) 4,9
- 39 Jahre Neqativ 0,6 (1/167) (1,8, 111) 1,4 (2/139) (1,0,22,9)
9 (0,0,2,4) (0.2, 3,6)
Privalenz (%) 3,4 (9/262) 3,8 (9/239)
N=262 N=237
" 6,1 (3/49) 7,5 (4/53)
Positiv
Ab (1,6,10,2) 6,5 (2,9, 10,7) 13,9
40 Jahren Neqativ 0,9 (2/213) (1.1, 38,0) 0,5 (1/184) (1,6, 122)
9 (0,1,2,0) (0,0, 1,8)
Privalenz (%) 1,9 (5/262) 2,1 (5/237)

*74 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund

unzureichender Menge der Zytologieprobe.

Aptima HPV Assay

34

AW-14517-801 Rev. 004



Aptima Leistung des Assays auf dem Tigris DTS System

NILM-Kollektiv in der Altersgruppe 2 30 Jahre: Klinische Leistung des Aptima HPV
Assays mit ThinPrep Fliissig-Zytologieproben zu Studienbeginn

Insgesamt waren 11.644 Patientinnen mit zytologischem Befund NILM in die NILM-Studie
eingeschrieben. Davon wurden 773 Patientinnen ausgesondert und von der Untersuchung zu
Studienbeginn ausgeschlossen. Die verbliebenen 10.871 auswertbaren Patientinnen waren 30 Jahre
oder alter mit zytologischem Befund NILM und einem Ergebnis im Aptima HPV Assay. Von den 540
Patientinnen mit positivem Ergebnis im Aptima HPV Assay unterzogen sich 335 einer Kolposkopie zu
Studienbeginn. Von den 10.331 Patientinnen mit negativem Ergebnis im Aptima HPV Assay unterzogen
sich 530 einer Kolposkopie. Zwanzig (20) Patientinnen hatten = CIN2 und elf (11) Patientinnen hatten
2 CIN3; 799 Frauen hatten einen normalen/CIN1-Histologiebefund; 46 Frauen hatten einen ungeklarten
Krankheitsstatus. Die Ergebnisse des Aptima HPV Assays nach Diagnose zu Studienbeginn anhand des
Konsenspanels zur Histologiebeurteilung gehen aus Tabelle 8 hervor.

Tabelle 8: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Ergebnisse des Aptima HPV Assays und
eines HPV DNA Tests anhand der Diagnose des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung zu
Studienbeginn

Diagnose anhand des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung
Ergebnis mitdem | HPV-DNA- | 005 Normal CIN1 CIN2 CIN3 Krebs | Gesamt
Aptima HPV Assay* Test
Positiv Positiv 1" 212 1" 4 7 5 247
Positiv Negativ 7 59 0 1 0 1 68
Kein
Positi .
osttiv Ergebnis** 3 16 1 0 0 0 20
Negativ Positiv 10 170 8 9 1 0 191
Negativ Negativ 15 313 9 1 0 0 338
. Kein
Negativ Ergebnis** 0 0 0 1 0 0 1
Gesamt
46 770 29 9 8 Kl 865

*Alle Proben lieferten schlieBlich glltige Ergebnisse (nach ersten Tests oder nach Klarung zunachst ungiltiger Ergebnisse pro
Verfahren).

**Bei 21 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich
aufgrund unzureichender Menge der Zytologieprobe.

***Drei Patientinnen hatten ein Adenocarcinoma in situ (AlS).
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Insgesamt war der Krankheitsstatus bei 10.052 Patientinnen zu Studienbeginn unbestétigt (bzw.
ungeklart) (Tabelle 9). Da nur nach dem Zufallsprinzip ausgewahlte Patientinnen mit negativem
Ergebnis sowohl im Aptima HPV Assay als auch im kommerziell erhédltichem HPV DNA Test zur
Kolposkopie tUberwiesen wurden, war in dieser Gruppe der Anteil an Patientinnen mit unbestatigtem
Krankheitsstatus hoch (96,6%). Um diesen Verifizierungsbias zu berichtigen, wurde eine Methode mit
multipler Imputation angewandt, um die Zahl der Patientinnen mit einer Erkrankung abzuschatzen, die
festgestellt worden waére, wenn sich alle Frauen einer Kolposkopie unterzogen hatten. Fur die 819
Patientinnen mit bestatigtem Krankheitsstatus zu Studienbeginn werden sowohl hinsichtlich eines
Verifizierungsbias berichtigte als auch unberichtigte Leistungsschatzwerte prasentiert.

Tabelle 9: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe 2 30 Jahre: Klassifizierung von auswertbaren
NILM-Patientinnen nach Ergebnis des Aptima HPV Assays und des HPV-DNA-Tests, nach
Krankheitsstatus (= CIN2 und = CIN3) und nach bestatigtem Krankheitsstatus zu Studienbeginn

Bestatigter Krankheitsstatus: | Bestatigter Krankheitsstatus: Unbestétigter
2 CIN2 2 CIN3 Krankheitsstatus
Nicht Nicht Frauen mit
Ergebnis mit Erkrankte erkrankte Erkrankte erkrankte unbekanntem
dem Aptima Patientinnen Frauen Frauen Frauen Frauen Krankheitsstatus
HPV Assay* | HPV-DNA-Test gesamt (2 CIN2) (< CIN2) (2 CIN3) (< CIN3) (% Unbekannt)
Positiv Positiv 360 13 223 9 227 124 (34,4%)
Positiv Negativ 150 2 59 1 60 89 (59,3%)
Positiv Kein Ergebnis** 30 0 17 0 17 13 (43,3%)
Negativ Positiv 306 3 178 1 180 125 (40,8%)
Negativ Negativ 9420 1 322 0 323 9097 (96,6%)
Negativ Kein Ergebnis** 605 1 0 0 1 604 (99,8%)
Gesamt 10.871 20 799 11 808 10.052 (92,5%)

*Alle Proben lieferten gliltige Endergebnisse (nach dem ersten Test oder nach Klarung zunachst unglltiger Ergebnisse pro
Verfahren).

**635 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich
aufgrund unzureichender Menge der Zytologieprobe.
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Die berichtigte Pravalenz von = CIN2 und = CIN3 bei Patientinnen mit zytologischem Befund NILM betrug
0,9% bzw. 0,4%. Die berichtigten Schatzungen des absoluten und des relativen Risikos fir den Nachweis
von = CIN2 und = CIN3 zu Studienbeginn sind in Tabelle 10 dargestellt. Das berichtigte relative Risiko fur
= CIN2 betrug 8,1 (95% VI: 2,3, 28,1), was darauf hindeutet, dass Patientinnen mit positivem Ergebnis im
Aptima HPV Assay mit einer 8,1-fach héheren Wahrscheinlichkeit = CIN2 haben, als Patientinnen mit
negativem Ergebnis im Aptima HPV Assay. Das berichtigte relative Risiko fiir = CIN3 betrug 34,5 (95%
VI: 2,7, 443,3). Die unberichtigten Schatzungen des absoluten und des relativen Risikos fiir den
Nachweis von = CIN2 und = CIN3 zu Studienbeginn sind im Gesamten in Tabelle 11 und nach

Altersgruppe in Tabelle 12 dargestellt.
Tabelle 10: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Absolutes und relatives Risiko flr = CIN2
und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test (hinsichtlich eines
Verifizierungsbias berichtigte Schatzungen) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Testergebnis (95% V1) (95% VI) (95% VI) (95% V1)
Positiv 4.7 3.7
(2,9,7,6) 8.1 (2,3,6,0) 73
. 0,6 (2,3,28,1) 05 (1,6, 33,4)
2 CIN2 Negativ (02, 1,9) 0,1, 2,1)
Pravalenz (%) 0,9 0,9
Positiv 3,3 2,3
(1,4,7,6) 34,5 (13,4,1) 21,0
. 0,1 (2,7,443,3) 0.1 (1,0, 423,4)
2 CIN3 Negativ (0,0, 1,6) (0,0, 2.4)
Pravalenz (%) 0,4 0,4

Tabelle 11: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Absolutes und relatives Risiko fiir 2 CIN2 und
= CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test (unberichtigte Schatzungen) zu

Studienbeginn
Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=819 N=801*
Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Testergebnis (95% VI) (95% VI) (95% VI) (95% VI)
" 4,8 (15/314) 3,8 (16/417)
Positiv (3.4, 5,8) (2,9, 4,4)
4,8 4,9
1,0 (5/505) (18,13.1) 0,8 (3/384) (1:4,16.7)
S . ) )
2 CIN2 Negativ (0,4, 1,9) (0,2, 1,9)
Pravalenz (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
" 3,2 (10/314) 2,4 (10/417)
Positiv 2,2, 3,7) (1,6,2,7)
16,1 9,2
0,2 (1/505) (2.1,125) 0,3 (1/384) (1.2,71.6)
S . ) )
2 CIN3 Negativ (0,0, 0,9) (0,0, 1,1)
Pravalenz (%) 1,3 (11/819) 1,4 (11/801)

*18 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund
unzureichender Menge der Zytologieprobe.
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Tabelle 12: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Absolutes und relatives Risiko flir = CIN2
und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test nach Altersgruppe
(unberichtigte Schatzungen) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=819 N=801*
Absolutes Risiko | Relatives Risiko | Absolutes Risiko | Relatives Risiko
Alter Testergebnis (95% V1) (95% V1) (95% V1) (95% V1)
N=384 N=377
" 4.8 (8/167) 3,2 (7/216)
Positiv
30 bis (2,1,9,2) 10,4 (1,3, 6,6) 2,6
39 Jahre Negativ 0,5 (1/217) (13,823 1,2 (2/161) (0.5,124)
(0,0, 2,5) (0,2, 4,4)
Pravalenz (%) 2,3 (9/384) 2,4 (9/377)
2 CIN2
N=435 N=424
" 4.8 (7/147) 4,5 (9/201)
Positiv
> 40 (1,9,9,8) 34 (2,1,83) 10,0
Jahre Negativ 1,4 (4/288) (1,0, 11,5) 0,4 (1/223) (1,3,78,1)
g (0.4, 3,5) (0.0, 2,5)
Privalenz (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N=384 N=377
" 3,0 (5/167) 2,3 (5/216)
01 Positiv (1,0,6,8) 65 (0.8,53) 3.7
is ’ ’
39 Jahre Negativ 0,5 (1/217) (0,8,55,1) 0,6 (1/161) (0,4, 31,6)
(0,0,2,5) (0,0, 3,4)
Pravalenz (%) 1,6 (6/384) 1,6 (6/377)
2 CIN3
N=435 N=424
. 3,4 (5/147) 2,5 (5/201)
Positiv (11,7.8) (0,8,5,7)
240 0.0 (01288) Nicht kalkulierbar 0.0 0223) Nicht kalkulierbar
Jahre : ) )
Negativ (0,0, 1,3) (0,0, 1,6)
Pravalenz (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*18 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund
unzureichender Menge der Zytologieprobe.
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Die berichtigten Schatzungen der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays, einschliel3lich
Sensitivitat, Spezifizitdt, positivem pradiktivem Wert (PPV) und negativem pradiktivem Wert (NPV), far
den Nachweis von = CIN2 und = CIN3 sowie die Schatzungen fur den kommerziell erhaltlichem HPV
DNA Test gehen aus Tabelle 13 hervor. Die unberichtigten Schatzungen der klinischen Leistung sind in
Tabelle 14 dargestellt. Der Aptima HPV Assay und der im Handel erhaltliche HPV-DNA-Test hatten
vergleichbare Sensitivitat, wohingegen die Spezifitdt des Aptima HPV Assays signifikant héher war (nicht
Uberlappende 95% VI). Die Schatzungen des pradiktiven Werts flir den Aptima HPV Assay waren
klinisch relevant und vergleichbar mit den Schatzungen fur den kommerziell erhaltlichem HPV DNA Test.
NPVs waren ahnlich, fur den Nachweis von = CIN2 war der PPV fur den Aptima HPV Assay jedoch
etwas hoher als der PPV fir den kommerziell erhaltlichem HPV DNA Test (4,7% vs. 3,7%).

Tabelle 13: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und
eines HPV-DNA-Tests fiir den Nachweis von = CIN2 und = CIN3 (hinsichtlich eines
Verifizierungsbias berichtigte Schatzwerte) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
Leistung Bewertung (95% V1) Bewertung (95% V1)
Sensitivitat (%) 31,0 (5,9, 56,1) 354 (3,8, 66,9)
Spezifitat (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,7 (93,2, 94,2)
2 CIN2 PPV (%) 4,7 (2,9,7,6) 3,7 (2,3,6,0)
NPV (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Pravalenz (%) 0,9 0,9
Sensitivitat (%) 61,5 (14,0, 100) 56,4 (0,4, 100)
Spezifitat (%) 95,2 (94,8, 95,6) 93,6 (93,1, 94,1)
2 CIN3 PPV (%) 3,3 (1,4,7,6) 2,3 (1,3, 4,1)
NPV (%) 99,9 (98,4, 100) 99,9 (97,6, 100)
Pravalenz (%) 0,4 04
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Tabelle 14: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und

eines kommerziell erhaltlichem HPV DNA Tests fur den Nachweis von = CIN2 und = CIN3

(unberichtigte Schatzwerte) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=819 N=801*
Leistung Bewertung (95% V1) Bewertung (95% V1)
Sensitivitat (%) (1755;’200) (53,1, 88,8) (18;/’129) (62,4, 94,5)
- 62,6 48,7
Spezifitat (%) (500/799) (59,2, 65,9) (381/782) (45,2, 52,2)
4,8 3,8
0, ’ )
= CIN2 PPV (%) (15/314) (3,4,5,8) (16/417) (2,9,4,4)
99,0 99,2
0, ’ )
NPV (%) (500/505) (98,1, 99,6) (381/384) (98,1, 99,8)
Pravalenz (%) 2,4 (20/819) 2,4 (19/801)
Sensitivitat (%) (19(3’191) (62,3, 98,4) (1900/’19;) (62,3, 98,4)
- 62,4 48,5
Spezifitét (%) (504/808) (59,0, 65,7) (383/790) (45,0, 52,0)
3.2 2.4
0, ’ )
2 CIN3 PPV (%) (10/314) (2,2,3,7) (10/417) (1,6,2,7)
99,8 99,7
0, ’ )
NPV (%) (504/505) (99,1, 100) (383/384) (98,9, 100)
Pravalenz (%) 1,3 (11/819) 1,4 (11/801)

*18 Patientinnen mit Ergebnis im Aptima HPV Assay wurden keine HPV-DNA-Testergebnisse erhalten, hauptsachlich aufgrund
unzureichender Menge der Zytologieprobe.
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Der direkte Vergleich des Aptima HPV Assays mit dem kommerziell erhéltlichen HPV-DNA-Test zeigt eine
vergleichbare Sensitivitdt und statistisch signifikant bessere Spezifitdt des Aptima HPV Assays gegenlber
dem kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test fir den Nachweis von = CIN2. Dies geht aus den
Verhaltnissen der richtig-positiv Raten gegenuber den falsch-positiv Raten hervor (Tabelle 15 bzw.

Tabelle 16).

Tabelle 15: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Verhaltnis der richtig-positiv Raten
(Aptima HPV Assay/HPV-DNA-Test) bei Patientinnen mit = CIN2 (unberichtigte Schatzwerte) zu

Studienbeginn

HPV-DNA-Test
Gesamt
Positiv Negativ
Positiv 13 2 15 (78,9%)
Aptima HPV Assay
Negativ 3 1 4
Gesamt 16 (84,2%) 3 19
Verhiltnis der richtig-positiv Raten = 0,94 (15/16) (95% VI: 0,67, 1,20)

Tabelle 16: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Verhaltnis der falsch-positiv Raten
(Aptima HPV Assay/ HPV-DNA-Test) bei Patientinnen mit < CIN2 (unberichtigte Schatzwerte) zu

Studienbeginn

HPV-DNA-Test
Gesamt
Positiv Negativ
Positiv 223 59 282 (36,1%)
Aptima HPV Assay
Negativ 178 322 500
Gesamt 401 (51,3%) 381 782

Verhiltnis der falsch-positiv Raten = 0,70 (282/401) (95% VI: 0,64, 0,77)
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NILM-Kollektiv in der Altersgruppe 2 30 Jahre: Klinische Leistung des Aptima HPV
Assays nach 3-jahriger Nachsorge (Follow-up)

Zu Studienbeginn konnten 10.854 Frauen im Alter von 30 Jahren und alter mit
NILM-Zytologieergebnissen und validen Aptima HPV Assay-Ergebnissen ausgewertet
werden, die flr die Nachsorgephase in Frage kamen. Von den Frauen ohne = CIN2 haben
66,9 % (7251/10.834) die Pap-Untersuchung im Nachsorgejahr 1, 60,2 % (6522/10.825) im
Nachsorgejahr 2 und 58,6 % (6344/10.818) im Nachsorgejahr 3 abgeschlossen. Insgesamt
haben 58,8 % (6380/10.854) der Frauen die Studie abgeschlossen (mit = CIN2 zu
Studienbeginn oder wahrend der Nachsorge und/oder haben die erforderlichen
Untersuchungen abgeschlossen).

Von den 10.854 Frauen hatten 540 (5,0 %) ein positives Aptima HPV Assay-Ergebnis zu
Studienbeginn. Von diesen 540 Frauen hatten 263 (48,7 %) einen positiven oder negativen
Erkrankungsstatus nach drei Jahren - basierend auf Zytologie- oder Kolposkopie/
Biopsieergebnissen. Die verbleibenden 10.314 Frauen hatten zu Studienbeginn ein negatives
Aptima HPV Assay-Ergebnis. Von diesen 10.314 Frauen hatten 5943 (57,6 %) einen
positiven oder negativen 3-Jahres-Erkrankungsstatus. Von den 6.206 Frauen mit einem
3-Jahres-Erkrankungsstatus wiesen 47 Frauen = CIN2 auf, darunter 23 = CIN3; 6159 Frauen
wiesen nach dem Konsenspanel zur Histologiebeurteilung einen normalen/CIN1-Status auf.
Die Ergebnisse zu Studienbeginn des Aptima HPV Assays und eines kommerziell
erhaltlichen HPV DNA Assays sowie der 3-Jahres-Erkrankungsstatus (mit Untersuchung zu
Studienbeginn und Nachsorge) des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung sind in
Tabelle 17 aufgeflihrt.

Tabelle 17: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Klassifizierung der Frauen, die fir die
Nachsorgephase anhand des Aptima HPV Assay-Ergebnisses zu Studienbeginn, des HPV DNA

Testergebnisses zu Studienbeginn und des Erkrankungsstatus (= CIN2, = CIN3, unbestatigt), der zu
Studienbeginn und in der Nachsorgephase festgestellt wurde, in Frage kamen

Bestiétigter Bestitigter
Erkrankungsstatus: Erkrankungsstatus: | Unbestatigter Erkrankungsstatus
i 2CIN2 2CIN3
Ap:rs"saa;'_w HPVDNA | Frauen S S
Eraebni Test gesamt | Erkrankte ieht | ey rankte icht Fur die
rgebnis erkrankte erkrankte . *
Frauen Frauen Frauen Frauen Nachsorge Unbestimmt
> >
(2CIN2) (<CIN2) (2CIN3) (<CIN3) verloren
Positiv Positiv 360 22 154 15 161 165 19
Positiv Negativ 150 2 72 1 73 68 8
Positiv Ohne 30 2 1 1 12 14 3
Ergebnis
Negativ Positiv 304 6 146 149 133 19
Negativ Negativ 9405 14 5455 5466 3735 201
Negativ Ohne 605 1 321 0 322 269 14
Ergebnis
Gesamt| 10.854 47 6159 23 6183 4384 264

*Frauen mit abweichendem zytologischen Testergebnis wahrend der Nachsorge und ohne nachfolgendes Ergebnis des
Konsenspanels zur Histologiebeurteilung und Frauen mit einer nicht auswertbaren Zytologie bei ihrer letzten Untersuchung.
174 Frauen haben die Nachsorge nach Protokoll mit einem unbestimmten Erkrankungsstatus abgeschlossen.

**Bei 635 Frauen mit einem Aptima HPV Assay-Ergebnis lagen vor allem aufgrund der ungeniigenden Menge der
Zytologieproben keine HPV DNA-Testergebnisse vor.

Das kumulative Risiko einer Erkrankung innerhalb von drei Jahren (= CIN2 und = CIN3)
basiert auf Kaplan-Meier-Einschatzung (Sterbetafelanalyse) und beinhaltet Erkrankungen, die
bei Studienbeginn und bei der Nachsorge ermittelt wurden. Frauen mit Hinweisen auf eine
Erkrankung (ASC-US oder schwerwiegendere Zytologieergebnisse) aber ohne Ergebnisse
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des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung wurden in der Analyse berlcksichtigt, indem
durch Anwendung einer multiplen Imputationsmethode die Anzahl der erkrankten Frauen
vorhergesagt wurde, die ermittelt worden waren, wenn die Frauen eine Kolposkopie erhalten
hatten.

Die Schatzungen flr das kumulative absolute und relative Risiko einer Erkrankung innerhalb

von drei Jahren (= CIN2 und = CIN3) sind in Tabelle 18 aufgeflihrt.

Tabelle 18: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Kumulatives absolutes und relatives
Risiko einer Erkrankung innerhalb von drei Jahren mit = CIN2 und = CIN3 bei Ergebnissen des
Aptima HPV Assays und eines HPV DNA-Tests zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV DNA Test
Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Testergebnis (95 % CI) (95 % ClI) (95 % ClI) (95 % ClI)
Positiv 7,39 6,42
(5,12; 10,59) 22,55 (4,50; 9,13) 22,71
>CIN2 Neaativ 0,33 (12,68; 40,10) 0,28 (12,19; 42,29)
9 (0,21; 0,51) (0,17; 0,47)
Pravalenz (%) 0,68 0,68
Positiv 4,66 4.14
(2,94; 7,36) 44.12 (2,62; 6,52) 51,33
2CIN3 Negativ 0,11 (16,91; 115,10) 0,08 (17,74; 148,55)
9 (0,04; 0,25) (0,03; 0,22)
Pravalenz (%) 0,34 0,35

*Die kumulativen 3-Jahres-Risiken, die aufgrund anderer moglicher Bias angepasst wurden, waren mit den Risiken in dieser
Tabelle vergleichbar. Aufgrund der zu erwartenden Unterschiede bei den Risiken in Jahr 1 und Jahr 2 der zwei Frauengruppen
in den Nachsorgeuntersuchungen (mit Kolposkopie zu Studienbeginn und ohne Kolposkopie zu Studienbeginn) wurde lediglich
das kumulative 3-Jahres-Risiko der kombinierten Gruppe angegeben.

Die kumulative 3-Jahres-Pravalenz fir = CIN2 und = CIN3 bei Frauen mit
NILM-Zytologieergebnis zu Studienbeginn betrugen 0,68 % bzw. 0,34 %. Das relative Risiko
fur 2 CIN2 betrug 22,55 (95 % CI: 12,68; 40,10), was darauf hindeutet, dass bei einer Frau
mit einem positiven Ergebnis des Aptima HPV Assays das Risiko fir = CIN2 um 22,55 Mal
hoéher ist als bei einer Frau mit einem negativen Ergebnis des Aptima HPV Assays. Das
relative Risiko fur = CIN3 betrug 44,12 (95 % CI: 16,91; 115,10).
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Klinische Leistung des Aptima HPV Assays mit SurePath Fliissig-Zytologieproben

Mit Aptima Transferlosung behandelte SurePath Proben

SurePath Flissig-Zytologieproben wurden bei kanadischen Frauen (n=558) entnommen, die zur
Nachsorge wegen eines oder mehrerer abnormaler Pap-Tests, einer HPV-Infektion oder aus anderem
Grund Uberwiesen wurden. Ein Aliquot (0,5 ml) jeder Probe wurde in ein Aptima Probentransferréhrchen
Ubertragen und dann mit Aptima Transferlésung behandelt. Ein einzelnes Replikat jeder Probe wurde mit
dem Aptima HPV Assay getestet. Ein zusétzliches Aliquot (1 ml) jeder Probe wurde entnommen und mit
einem kommerziell erhéltlichen HPV PCR Test analysiert. Die klinische Sensitivitat zur Detektion einer
Krankheit, definiert als histologisch nachgewiesene = CIN3, wurde fir den Aptima HPV Assay und den
HPV PCR Test, wie in Tabelle 19 gezeigt, mit positiven und negativen pradiktiven Werten berechnet.

Tabelle 19: Leistung des Aptima HPV Assays und eines HPV PCR Tests zur Detektion von = CIN3

Aptima HPV Assay HPV PCR Test
N=558 N=558
Leistung Schétzung (95% V1) Schétzung (95% V1)
Sensitivitat (%) (285%'238) (72,8 - 96,3) (2859/’238) (72,8 - 96,3)
x 56,8 49,1
g 0, ’ - ’ -
Spezifitat (%) (301/530) (52,5 -60,9) (260/530) (44,8 - 53,3)
9,8 8,5
0, ’ - ’ -
PPV (%) (25/254) (8,1-11,2) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
0, ’ - ’ -
NPV (%) (301/304) (97,6 - 99,8) (260/263) (97,2 -99,7)
Pravalenz (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)

Aptima HPV Assay 44 AW-14517-801 Rev. 004



Aptima” Leistung des Assays auf dem Tigris DTS System

Tabelle 20: Sensitivitdt des Aptima HPV Assays mit SurePath und ThinPrep
Flissig-Zytologieproben

ThinPrep SurePath

HPV-Genotyp Kopien/Reaktion % Positiv %, Positiv

(95% VI) (95% VI)
98,3 100

16 60 (91,1-99,7) (94,0-100)
100 100

18 100 (94,0-100) (94,0-100)
100 95,0

3 25 (94,0-100) (86,3-98,3)
96,7 98,3

% 00 (88,6-99,1) (91,1-99,7)
100 100

35 25 (94,0-100) (94,0-100)
100 91,7

39 25 (94,0-100) (81,9-96,4)
100 95,0

45 40 (94,0-100) (86,3-98,3)
100 100

> 250 (94,0-100) (94,0-100)
100 98,3

%2 600 (94,0-100) (91,1-99,7)
98,3 93,3

% 100 (91,1-99,7) (84,1-97,4)
95,0 93,3

58 50 (86,3-98,3) (84,1-97,4)
96,7 91,7

% ® (88,6-99,1) (81,9-96,4)
98,3 95,0

% 190 (91,1-99,7) (86,3-98,3)
96,7 93,3

68 30 (88,6-99,1) (84,1-97,4)
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Leistungsmerkmale des Aptima HPV Assays mit Zervixprobenentnahme- und
Transport-Proben

735 Probandinnen wurden gepaarte ThinPrep Fliissig-Zytologieproben und Aptima CSCT Kit-Proben
entnommen. Ein Milliliter (1,0 ml) jeder ThinPrep Flissig-Zytologieprobe wurde in 2,9 ml Aptima
Probentransportmedium verdiinnt und ein einzelnes Replikat wurde mit dem Aptima HPV Assay auf
dem Tigris DTS System getestet. Ein einzelnes Replikat jeder CSCT-Probe wurde ebenfalls mit dem
Aptima HPV Assay getestet. Es wurde die prozentuale Ubereinstimmung mit dem Aptima HPV Assay
zwischen der ThinPrep Flissig-Zytologieprobe und der CSCT-Probe ermittelt; die Ergebnisse gehen
aus Tabelle 21 hervor.

Die prozentuale positive Ubereinstimmung betrug 95,9% (95% VI: 92,6-97,8), die prozentuale negative

Ubereinstimmung betrug 95,5% (95% VI: 93,3-97,0) und die Gesamtiibereinstimmung betrug 95,6%
(95% VI: 93,9-96,9). Es wurde eine starke Korrelation zwischen Flissig-Zytologieproben und
Transportkit-Proben beobachtet (kappa = 0,90)

Tabelle 21: Gesamtubereinstimmung der Aptima HPV Assay-Ergebnisse von ThinPrep
Flissig-Zytologieproben und Aptima Zervixprobenentnahme- und Transportkit-Proben, die auf dem
Tigris DTS System getestet wurden

ThinPrep Fliissig-Zytologieproben
Positiv Negativ Gesamt
Positiv 234 22 256
Aptima CSCT Kit-Proben
Negativ 10 469 479
Gesamt 244 491 735
Positive Ubereinstimmung = 95,9% (92,6-97,8)
Negative Ubereinstimmung = 95,5% (93,3-97,0)
Gesamtlibereinstimmung = 95,6% (93,9-96,9)
Kappa-Koeffizient = 0,90
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Analytische Sensitivitat

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) am klinischen Grenzwert ist diejenige
HPV-RNA-Konzentration, die in 95% der Falle positiv (d. h. Gber dem klinischen Grenzwert) ist. Die
LoD des Aptima HPV Assays wurde anhand von Tests an Verdiinnungspanels von In-vitro-Transkripten
(IVT) fur alle 14 Hochrisiko-Genotypen sowie 4 HPV-infizierte Zelllinien (SiHa, HeLa, MS751 und
ME180; ATCC, Manassas, Virginia [USA]) ermittelt. Fir die IVT-Panels wurde Probentransportmedium
mit IVT in verschiedenen Konzentrationen versetzt und anschlieRend vor dem Test mit einzelnen
negativen ThinPrep Flussig-Zytologieproben verdinnt. Fur die HPV-infizierten Zellpanels wurden Pools
aus HPV-negativen ThinPrep Flussig-Zytologieproben mit HPV-infizierten Zellen in verschiedenen
Konzentrationen versetzt und anschlieRend vor dem Test mit Probentransportmedium verdlnnt. Dreif3ig
Replikate jeder Kopienkonzentration wurden mit je zwei Reagenzienchargen getestet, sodass sich
insgesamt 60 Replikate ergaben. Die Tests wurden im Verlauf von 14 Tagen durchgeflihrt, wobei pro
Tag 1 bis 12 Durchlaufe stattfanden und in jedem Durchlauf 5 Replikate eines bestimmten Genotyps
und einer bestimmten Konzentration getestet wurden. Die 95-%-Nachweisgrenze wurde anhand einer
Probit-Regressionsanalyse der Positivitatsergebnisse fir jedes Verdinnungspanel berechnet.

Die Ergebnisse der Probit-Analyse (Tabelle 22) zeigen, dass fur HPV 16, 18, 31, 33, 35, 38, 45, 58,
59 und 68 eine 95-%-Nachweisgrenze von jeweils weniger als 100 Kopien/Reaktion und fir die Typen
51, 52, 56 und 66 eine 95-%-Nachweisgrenze jeweils zwischen 100 und 300 Kopien/Reaktion ermittelt
wurde. FUr die vier getesteten Zelllinien ergaben sich 95-%-Nachweisgrenzen von weniger als

1 Zelle/Reaktion.

Tabelle 22: Nachweisgrenze am klinischen Grenzwert des Aptima HPV Assays

Target Nach(\;v;i/f%rlc)enze*
HPV 16 48,7 (36,6 - 72,2)
HPV 18 80,9 (60,4 - 118,4)
HPV 31 18,6 (14,2 - 27,3)
HPV 33 49,1 (37,0-71,3)
HPV 35 19,1 (14,2-29,1)
HPV 39 24,6 (19,1 - 34,4)
HPV 45 33,8 (25,7 - 49,4)
HPV 51 206,6 (157,5 - 297,7)
HPV 52 266,2 (205,5 - 373,8)
HPV 56 100,1 (81,9 - 129,9)
HPV 58 48,0 (37,3-68,7)
HPV 59 49,0 (36,4 - 75,9)
HPV 66 168,7 (129,6 - 241,1)
HPV 68 27,0 (20,3 - 40,1)
SiHa 0,30 (0,24 - 0,43)
HelLa 0,18 (0,14 - 0,29)
ME180 0,11 (0,09 -0,16)
MS751 0,19 (0,14 - 0,33)

*Kopien pro Reaktion flr In-vitro-Transkripte und Zellen pro Reaktion fir Zelllinien
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Prazision des Assays

Die Prazision des Aptima HPV Assays wurde in zwei Studien unter Verwendung desselben 20-teiligen
Panels bewertet. Studie 1 wurde in 3 externen Prifstellen durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit des
Assays zu bestimmen. Studie 2 wurde hausintern durchgefiihrt, um die Wiederholbarkeit des Assays zu
bestimmen. Das Panel umfasste 10 HPV-positive Proben mit Konzentrationen an bzw. oberhalb der
Nachweisgrenze des Assays (erwartete Positivitdt: = 95%), 4 HPV-positive Proben mit Konzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze des Assays (erwartete Positivitat: > 0% bis <25%) und 6 HPV-negative
Proben. HPV-positive Panelproben wurden vorbereitet, indem Probentransportmedium (STM) oder
HPV-infizierte kultivierte Zellen (SiHa, HeLa, ME180 und MS751; ATCC, Manassas, Virginia) mit
In-vitro-RNA-Transkripte (IVT) in PreservCyt Konservierungslésung gespikt wurden. HPV-negative
Panelproben wurden mit STM oder gepoolten verbleibenden ThinPrep Flussig-Zytologieproben vorbereitet.

In Studie 1 fUhrten 2 Bediener an jeder der 3 Prifstellen (1 Gerat pro Standort) Gber 3 Tage hinweg
1 Aptima HPV Assay Arbeitsliste fur jede der 3 Reagenzienchargen pro Tag aus. Jede Arbeitsliste enthielt
3 Replikate jeder Probe des Reproduzierbarkeitspanels. Fir jede Panelprobe wurden 162 einzelne
Probenrohrchen getestet (3 Standorte x 1 Gerat x 2 Bediener x 3 Chargen x 3 Arbeitslisten x 3 Replikate).
In Studie 2 wurden die Tests 20 Tage lang hausintern mit insgesamt 162 getesteten Reaktionen je
Panelprobe durchgefiihrt (1 Standort x 3 Gerate x 3 Bediener x 3 Chargen x 2 Arbeitslisten x 3 Replikate).

Die Panelproben sind neben einer Zusammenfassung der Ubereinstimmung mit erwarteten
Ergebnissen und Analyt-S/CO-Werten am 2,5ten, 50sten und 97,5ten Perzentil der S/CO-Verteilung in
Tabelle 23a (Panelproben mit erwarteten positivem Ergebnis) und Tabelle 23b (Panelproben mit
erwartetem negativem Ergebnis) beschrieben. Die Analyt-S/CO-Variabilitdt der Panelproben mit
erwartetem positivem Ergebnis geht aus Tabelle 24 (Studie 1) und Tabelle 25 (Studie 2) hervor.

Die positive Ubereinstimmung fir die HPV-positiven Panelproben mit Konzentrationen an oder oberhalb
der Nachweisgrenze des Assays lagen fir 9 der 10 Panelproben im Bereich zwischen 95,1% und 100%
(Studie 1) und zwischen 93,2% und 100% (Studie 2). Die verbleibende HPV-positive Panelprobe erzielte in
Studie 1 eine Ubereinstimmung von 77,2% und eine Ubereinstimmung von 79,0% in Studie 2, also
niedriger als erwartet, aber in beiden Studien einheitlich. Die negative Ubereinstimmung fir die
HPV-hochnegativen Panelproben mit Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze des Assays lag in
Studie 1 im Bereich zwischen 78,8% und 93,8%, und in Studie 2 zwischen 82,1% und 95,7%. Die
Ubereinstimmung mit den erwarteten Ergebnissen fiir die HPV-negativen Panelproben lag in Studie 1 im
Bereich zwischen 96,9% und 100%, und in Studie 2 zwischen 96,3% und 100%.
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Tabelle 23a: Studie 1 und 2 zur Reproduzierbarkeit des Aptima HPV Assays: Panelbeschreibung, positive
Ubereinstimmung und Perzentilenverteilung von Analyt-S/CO-Werten fiir Panelproben mit erwartetem
positivem Ergebnis

Studie 1 (3 Priifstellen) | Studie 2 (1 Priifstelle)
Panelbeschreibung p — S —
(Kopien bzw. . ) _pos_ltlve . %o _pos_ltlve
Zellen/Reaktion) Ubereinstimmung Ubereinstimmung
(95% V1) (95% V1)
HPV 16 & HPV 18 IVT 100 (161/161) 100 (162/162)
(100 Kopien) (97,7, 100) (97,7, 100)
SiHa-Zellen (3 Zellen) & 100 (162/162) 100 (162/162)
HeLa-Zellen (7,5 Zellen) (97,7, 100) (97,7, 100)
HPV 18 IVT 100 (162/162) 100 (160/160)
(100 Kopien) (97,7, 100) (97,7, 100)
HPV 16 IVT 100 (162/162) 100 (162/162)
(100 Kopien) (97,7, 100) (97,7, 100)
MS751-Zellen 99,4 (161/162) 96,9 (157/162)
(1 Zelle) (96,6, 99,9) (93,0, 98,7)
ME180-Zellen 95,1 (154/162) 93,2 (151/162)
(0,3 Zellen) (90,6, 97,5) (88,3, 96,2)
HPV 18 IVT 99,4 (161/162) 100 (162/162)
(30 Kopien) (96,6, 99,9) (97,7, 100)
HPV 16 IVT 100 (162/162) 97,5 (158/162)
(30 Kopien) (97,7, 100) (93,8, 99,0)
HeLa-Zellen 100 (162/162) 95,6 (152/159)
(2,5 Zellen) (97,7, 100) (91,2, 97,9)
SiHa-Zellen 77,2 (125/162) 79,0 (128/162)
(1 Zelle)* (70,1, 83,0) (72,1, 84,6)

IVT = In-vitro-Transkript. STM wurde mit IVT und PerservCyt-Losung wurde

mit Zellen gespikt.

*Die erwartete prozentuale positive Ubereinstimmung betrug ~95%; der beobachtete Wert ist niedriger, méglicherweise
aufgrund von fertigungsbedingten Schwankungen bei der Panelprobe.
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Tabelle 23b: Studie 1 und 2 zur Reproduzierbarkeit des Aptima HPV Assays: Panelbeschreibung, negative
Ubereinstimmung und Perzentilenverteilung von Analyt-S/CO-Werten fiir Panelproben mit erwartetem

negativem Ergebnis

(Kopien bzw.
Zellen/Reaktion)

Panelbeschreibung

Studie 1
(3 Priifstellen)

Studie 2
(1 Priifstelle)

% negative
Ubereinstimmung

% negative
Ubereinstimmung

(95% V) (95% Vi)
HPV 18 IVT 78.8 (126/160) 83,3 (135/162)
(1 Kopie)* (71,8, 84.4) (76,8, 88.3)
HPV 16 IVT 80,9 (131/162) 88,3 (143/162)
(1 Kopie)* (74,1, 86.2) (82,4, 92.4)
HeLa-Zellen 79,0 (128/162) 82,1 (133/162)
(0,05 Zellen)* (72,1, 84.6) (75,5, 87.2)
SiHa-Zellen 93,8 (152/162) 95,7 (155/162)
(0,03 Zellen)* (89,0, 96,6) (91,4, 97,9)
] 100 (162/162) 100 (162/162)
STM-Charge 1 (97.7, 100) (97.7, 100)
] 99,4 (160/161) 100 (162/162)
STM-Charge 2 (96,6, 99,9) (97.7, 100)
] 99.4 (161/162) 99.4 (161/162)
STM-Charge 3 (96,6, 99,9) (96,6, 99.9)
. 97,5 (158/162) 97,5 (158/162)
ThinPrep Pool 1 (93,8, 99,0) (93,8, 99,0)
. 96,9 (157/162) 96,3 (156/162)
ThinPrep Pool 2 (93,0, 98.7) (92,2, 98.3)
. 100 (162/162) 99.4 (161/162)
ThinPrep Pool 3 (97.7, 100) (96,6, 99,9)

STM = Specimen Transport Medium (Probentransportmedium); IVT = In-vitro-Transkript. STM wurde mit IVT und PerservCyt-L6sung

wurde mit Zellen gespikt.

* Erwartete prozentuale negative Ubereinstimmung > 75% und < 100%.
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Tabelle 24: Studie 1 zur Reproduzierbarkeit des Aptima HPV Assays: Signal-Variabilitat fur Panelproben mit

erwartetem positivem Ergebnis

Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen Innerhalb
Priifstellen Bedienern Chargen Arbeitslisten | Arbeitslisten Gesamt
Panelbeschreibung
(Kopien bzw. Mittl. VK VK VK VK VK VK
Zellen/Reaktion) n S/CO SA (%) SA | (%) | SA | (%) SA (%) SA (%) SA | (%)
HPV 16 & HPY 181VT 161~ | 23,4 0,1 0,4 0,1 04 | 09 | 40 0 0 1,6 7,0 1,9 | 81
(100 Kopien)
SiHa-Zellen (3 Zellen) &
HeLa-Zellen (7,5 Zellen) 162 17,9 0 0 1,4 | 81 0 0 0,6 3,1 5,1 28,6 53 | 29,9
HPV 18 IVT (100 Kopien) | 162 11,8 0 0 0 0 08 | 64 0,1 0,9 1,2 10,1 1,4 | 12,0
HPV 16 IVT (100 Kopien) | 162 10,8 0,2 1,5 0 0 0,1 1,1 0,3 2,6 0,3 3,1 05 | 45
MS751-Zellen (1 Zelle) 162 13,3 0,3 2,1 0 0 1,0 | 7,8 0,9 7.1 2,2 16,2 26 | 19,4
ME180-Zellen (0,3 Zellen) | 162 6,5 0,2 3,2 0 0 06 | 86 0,4 55 24 36,2 25 | 37,7
HPV 18 IVT (30 Kopien) 162 9,0 0,7 7,3 0 0 07 | 72 0,8 8,3 2,3 25,3 26 | 285
HPV 16 IVT (30 Kopien) 162 10,8 0,1 0,8 0 0 0,1 1,3 0,4 3,8 0,9 8,4 1,0 | 93
HeLa-Zellen (2,5 Zellen) 162 12,4 0 0 04 | 33 | 04 | 3,1 0 0 23 18,4 24 | 19,0
SiHa-Zellen (1 Zelle) 162 7,5 0,3 3,7 1,0 | 13,0 0 0 0 0 4,8 63,6 | 49 | 650

SA = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient; IVT = In-vitro-Transkript; S/CO = Signal-to-cut-off ratio
(Signal-zu-Grenzwert-Verhaltnis)

AEine Probe brachte ein ungultiges Aptima HPV Assayergebnis hervor und wurde bei der Analyse nicht berlcksichtigt.

Hinweis: Bei einigen Faktoren kann die Variabilitdt zahlenméRBig negativ sein. Dies kann der Fall sein, wenn die Variabilitat

aufgrund dieser Faktoren sehr gering war. In diesen Féllen sind SA und VK als 0 angegeben.
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Tabelle 25: Studie 2 zur Reproduzierbarkeit des Aptima HPV Assays: Signal-Variabilitat fir Panelproben mit

erwartetem positivem Ergebnis

Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen Innerhalb
Geriten Bedienern Chargen Arbeitslisten | Arbeitslisten Gesamt
Panelbeschreibung
(Kopien bzw. Mittl. VK VK VK VK
Zellen/Reaktion) n S/ICO | SA |VK(%)| SA | (%) | SA | (%) SA |VK(%)| SA (%) SA | (%)
HPV10 & HPV 18IVT | 465 | 232 | 04 | 15 | 06 | 23 | 08 |34 | 08 | 34 | 15 | 63 | 20 | 84
(100 Kopien)
SiHa-Zellen (3 Zellen) &
HeLa-Zellen (7,5 Zellen) 162 | 18,6 0 0 1,7 | 93 0 0 3,5 18,6 3,7 20,0 | 54 |28)9
HPV 18 IVT (100 Kopien) | 160" | 11,9 0,1 0,6 0,2 1,6 08 | 7,0 0,4 3,6 1,3 11,3 1,7 | 13,8
HPV 16 IVT (100 Kopien) 162 | 10,8 0 0 0,1 1,3 0 0 0,2 2,2 0,7 6,1 0,7 | 6,6
MS751-Zellen (1 Zelle) 162 | 13,6 0 0 06 | 4,3 0 0 25 18,4 2,1 152 | 3,3 | 24,2
ME180-Zellen (0,3 Zellen) | 162 5,8 0 0 06 [ 108 | 0,5 | 94 2,2 36,9 1,7 29,7 | 2,9 [495
HPV 18 IVT (30 Kopien) 162 8,8 0,4 4,4 05 | 6,0 07 | 79 1,0 11,5 1,9 214 | 24 |26,6
HPV 16 IVT (30 Kopien) 162 | 10,5 0 0 0,1 1,3 02 | 20 1,6 14,9 1,2 1,2 | 20 |18,8
HeLa-Zellen (2,5 Zellen) 1597 | 12,0 0,6 5,1 1,0 | 85 0 0 2,8 23,8 2,0 16,6 | 3,7 | 30,6
SiHa-Zellen (1 Zelle) 162 7,4 09 | 12,5 0 0 0,7 | 93 1,8 24 4,2 56,8 | 4,7 |63,8

SA = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient; IVT = In-vitro-Transkript; S/CO = Signal-to-cut-off ratio
(Signal-zu-Grenzwert-Verhaltnis)

AFUNnf Proben hatten ungtltige Aptima HPV Assayergebnisse, 2 fir HPV 18 IVT (100 Kopien), 3 fur HeLa-Zellen (2,5 Zellen),
und wurden bei der Analyse nicht bericksichtigt.

Hinweis: Bei einigen Faktoren kann die Variabilitdt zahlenmé&Big negativ sein. Dies kann der Fall sein, wenn die Variabilitit
aufgrund dieser Faktoren sehr gering war. In diesen Féllen sind SA und VK als 0 angegeben.

AuRerdem wurde eine dritte Studie durchgefiihrt, in der die Reproduzierbarkeit des Assays bestimmt
wurde, indem ein aus 6 Proben bestehendes Panel aus gepoolten klinischen ThinPrep
Flissig-Zytologieproben getestet wurde. Sechs individuelle Pools aus verbleibenden HPV-negativen
ThinPrep Flussig-Zytologieproben wurden als Matrix vorbereitet, von denen zwei als HPV-negative
Panelproben getestet wurden. Fiir die Vorbereitung der HPV-niedrigpositiven (n=2) und HPV-hochpositiven
(n=2) Panelproben wurden vier individuelle Pools aus HPV-positiven ThinPrep Flissig-Zytologieproben
verwendet. Die niedrigpositiven Panelproben hatten Konzentrationen an der Nachweisgrenze des Assays
(erwartete Positivitat: =2 95%, wurde fiir jeden einzelnen HPV-positiven Pool durch Testen von
Verdinnungsreihen der Pools ermittelt). Die hochpositiven Panelproben hatten Konzentrationen von
1-2 Logarithmusstufen oberhalb der geschatzten Nachweisgrenze fiir jeden einzelnen HPV-positiven Pool
(erwartete Positivitat: 100%). Von jeder Panelprobe wurde am Tag der Testdurchfiihrung 1 ml in ein Aptima
Probentransferrohrchen mit STM transferiert. Die Durchfiihrung der Tests erfolgte hausintern tber 6 Tage
durch 2 Bediener (3 Tage pro Bediener) unter Verwendung von 1 Reagenziencharge, 3 Geraten und mit 2
Testdurchlaufen pro Tag, bei denen das Panel zweifach getestet wurde.

Die Panelproben sowie eine Zusammenfassung der Ubereinstimmung mit erwarteten Ergebnissen und
Analyt-S/CO-Werten am 2,5ten, 50sten und 97,5ten Perzentil der Signal-Verteilung sind in Tabelle 26
beschrieben. Die Analyt-S/CO-Variabilitat fur die Panelproben mit erwartetem positivem Ergebnis geht
aus Tabelle 27 hervor.
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Fir die HPV-hochpositiven Panelproben betrug die Ubereinstimmung 100%, fir die HPV-niedrigpositiven
Panelproben = 98,6% und fir die HPV-negativen Panelproben = 94,4%.

Tabelle 26: Studie 3 zur Reproduzierbarkeit des Aptima HPV Assays: Panelbeschreibung,
prozentuale Ubereinstimmung

Panelbeschreibung % Ube(':;:}fii/rl‘)‘mung
Niedrigpositiv 1 S(agfs(,ggg))
Niedrigpositiv 2 1(825721/55))

Hochpositiv 1 1((9)25721/55))
Hochpositiv 2 1(825)721/55))
Negativ 1 S()gfs(,ggg))
Negativ 2 S(ag€’i‘,l6(,698¥82))

Tabelle 27: Studie 3 zur Reproduzierbarkeit des Aptima HPV Assays: Signalanalyse fur
Panelproben mit erwartetem positivem Ergebnis

Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen Innerhalb

Geraten Bedienern Chargen Arbeitslisten Arbeitslisten Gesamt
Mittl. VK VK VK VK
Panelbeschreibung| n S/CO SA (%) SA (%) SA (%) SA |VK(%)| SA |VK(%)| SA (%)
Niedrigpositiv 1 72 9,8 0 0 0 0 0 0 2,2 22,8 3,0 30,4 3,7 38,0
Niedrigpositiv 2 72 10,5 0 0 22 | 21,0 0,9 9,0 3,7 35,3 2,7 26,1 52 | 49,5
Hochpositiv 1 72 22,7 1,3 5,6 0 0 0,1 0,5 3,0 13,3 3,7 16,4 5,0 21,9
Hochpositiv 2 72 23,9 0 0 0 0 0 0 2,9 12,3 3,0 12,4 4,2 17,4

SA = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient; S/CO = Signal-to-Cutoff-ratio (Signal-zu-Grenzwert-Verhaltnis)

Hinweis: Bei einigen Faktoren kann die Variabilitdt zahlenmé&f3ig negativ sein. Dies kann der Fall sein, wenn die Variabilitdt
aufgrund dieser Faktoren sehr gering war. In diesen Féllen sind SA und VK als 0 angegeben.
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Kreuzreaktivitat

Die analytische Spezifitdt des Aptima HPV Assays wurde anhand von PreservCyt-Lésungsmedium
bewertet, das 1:2,9 in STM (Probentransportmedium) verdiinnt und mit kultivierten Bakterien, Hefezellen
oder Pilzen, kultivierten Viren oder In-vitro-Transkripten von Niedrigrisiko-HPV gespikt wurde. Die
Organismen und Testkonzentrationen gehen aus Tabelle 28 hervor. Die Studienkriterien zur Bestimmung
der Auswirkung vorhandener Mikroorganismen auf die Spezifitdt des Assays basierten auf der Positivitat.
Im Zusammenhang mit den Niedrigrisiko-HPV-Genotypen 26, 67, 70 und 82 wurde eine Kreuzreaktivitat
festgestellt, jedoch nicht im Zusammenhang mit den anderen getesteten Organismen.

Tabelle 28: Panel fir analytische Spezifitat: Organismen und Konzentration ohne Kreuzreaktivitat

Organismus

Testkonzentration

ohne

Kreuzreaktivitat

Organismus

Testkonzentration
ohne
Kreuzreaktivitat

Bakterien

Acinetobacter Iwoffii

1x10° CFU/ml

Listeria monocytogenes

1x10° CFU/ml

Actinomyces israelii

1x10° CFU/ml

Micrococcus luteus

1x10° CFU/ml

Alcaligenes faecalis

1x10° CFU/ml

Mobiluncus curtisii

2x10" CFU/ml

Atopobium vaginae

5x10" CFU/ml

Mycobacterium smegmatis

1x10° CFU/ml

Bacillus cereus

1x10° CFU/ml

Mycoplasma fermentans

5x10” CFU/ml

Bacteroides fragilis

1x10° CFU/ml

Mycoplasma genitalium

1x10° CFU/ml

Bacteroides ureolyticus

1x10° CFU/ml

Mycoplasma hominis

5x10" CFU/ml

Bifidobacterium adolescentis

1x10° CFU/ml

Neisseria gonorrhoeae

1x10° CFU/ml

Bifidobacterium breve

1x10° CFU/ml

Neisseria gonorrhoeae und
Chlamydia trachomatis

2,5x10" CFU/ml
2,3x10° TCIDgg/ml

Campylobacter fetus-fetus

1x10° CFU/ml

Neisseria meningitidis

1x10° CFU/ml

Chlamydia trachomatis

3,2x10° TCIDgg/ml

Peptoniphilus lacrimalis

1x10° CFU/ml

Clostridium difficile

6x10" CFU/ml

Peptostreptococcus anaerobius

1x10° CFU/ml

Clostridium perfringens

1x10° CFU/ml

Propionibacterium acnes

1x10° CFU/ml

Corynebacterium genitalium

1x10° CFU/ml

Proteus mirabilis

1x10° CFU/ml

Corynebacterium xerosis

1x10° CFU/ml

Proteus vulgaris

1x10° CFU/ml

Enterobacter cloacae

1x10° CFU/ml

Providencia stuartii

1x10° CFU/ml

Enterococcus faecalis

1x10° CFU/ml

Pseudomonas aeruginosa

1x10° CFU/ml

Escherichia coli

1x10° CFU/ml

Ruminococcus productus

1x10° CFU/ml

Finegoldia magna

1x10° CFU/ml

Serratia marcescens

1x10° CFU/ml

Fusobacterium nucleatum

1x10° CFU/ml

Staphylococcus aureus

1x10° CFU/ml

Gardnerella vaginalis

1x10° CFU/ml

Staphylococcus epidermidis

1x10° CFU/ml

Haemophilus ducreyi

1x10° CFU/ml

Staphylococcus saprophyticus

1x10° CFU/ml

Klebsiella pneumoniae

1x10° CFU/ml

Streptococcus agalactiae

1x10° CFU/ml

Lactobacillus acidophilus

1x10° CFU/ml

Streptococcus pyogenes

1x10° CFU/ml

Lactobacillus crispatus

1x10° CFU/ml

Streptococcus sanguinis

1x10° CFU/ml

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

1x10° CFU/ml

Ureaplasma urealyticum

1x10° CFU/ml

Lactobacillus jensenii

1x10° CFU/ml
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Tabelle 28: Panel fur analytische Spezifitat: Organismen und Konzentration ohne Kreuzreaktivitat
32b(Fortsetzung)

Testkonzentration Testkonzentration
Organismus ohne Organismus ohne
Kreuzreaktivitat Kreuzreaktivitat
Hefen/Protozoen
Candida albicans 1x10° CFU/ml H Trichomonas vaginalis 1x10” Zellen/ml
Viren
Adenovirus 2 1x10” VP/ml Herpes-Simplex-Virus 1 2,5x10° TCIDgp/ml
Zytomegalievirus 5,6x10% TCIDgg/ml Herpes-Simplex-Virus 2 5x10* TCID5/ml
Epstein-Barr-Virus 4,3x10° VP/ml SV40 1,2 x10* TCID5p/ml
HIV-1 1,0x10° Kopien/ml
Nicht zu den Zielsequenzen zdhlende HPV-Genotypen
HPV 6 2,5x10° Kopien/ml HPV 61 2,5x10° Kopien/ml
HPV 11 2,5x10° Kopien/ml HPV 67 1 Kopie/ml
HPV 26 2,5 Kopien/ml HPV 69 2,5x10° Kopien/ml
HPV 30 2,5x10° Kopien/ml HPV 70 1 Kopie/ml
HPV 34 2,5x10° Kopien/ml HPV 71 2,5x10° Kopien/ml
HPV 42 2,5x10° Kopien/ml HPV 73 2,5x10° Kopien/ml
HPV 43 2,5x10° Kopien/ml HPV 81 2,5x10° Kopien/ml
HPV 44 2,5x10° Kopien/ml HPV 82 1 Kopie/ml
HPV 53 2,5x10° Kopien/ml HPV 85 2,5x10° Kopien/ml
HPV 54 2,5x10° Kopien/ml

VP = Virenpartikel

CFU = koloniebildende Einheiten (Colony Forming Units)

TCIDsg = Gewebekultur-Infektionsdosis 50, bei 50% der Gewebekulturen zur Infizierung flhrende Dosis (Tissue Culture
Infective Dose 50)

Hinweis: Bei den durch Fettdruck hervorgehobenen Typen wurde eine Kreuzreaktivitit (> 5% Positivitdt) bei Tests mit
Konzentrationen (ber den in der Tabelle angegebenen Werten beobachtet.

Die analytische Sensitivitat des Aptima HPV Assays bei Vorhandensein von Mikroorganismen wurde
mit demselben Panel wie in Tabelle 28 beschrieben bewertet, das ebenfalls mit einer niedrigen
Konzentration von HPV-infizierten SiHa-Zellen gespikt war (1 Zelle pro Reaktion). Den Studienkriterien
fur die Untersuchung der Auswirkung des Vorhandenseins von Mikroorganismen auf die Sensitivitat
des Assays wurde Positivitdt zugrunde gelegt. Keiner der getesteten Organismen hatte Einfluss auf
die Sensitivitat des Aptima HPV Assays.

Interferenz

1% und 10% Vol./Vol. oder Gew./Vol. der in Tabelle 29 beschriebenen Substanzen nach Verdinnung mit
STM wurden einzeln in PreservCyt-Losung gespikt und anschlieRend mit dem Aptima HPV Assay
getestet. Alle Substanzen wurden in Gegenwart und Abwesenheit von HPV-infizierten kultivierten Zellen
(SiHa, 3 Zellen/Reaktion) getestet. Mit zwei der sieben Gleitmittel, die Polyquaternium 15 enthielten, und
mit einem der finf Tioconazol enthaltenden Antimykotika wurde eine Interferenz beobachtet. Mit keiner
der anderen getesteten Substanzen wurde eine Interferenz festgestellt.
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Tabelle 29: Auf mogliche Interferenz mit dem Aptima HPV Assay getestete Substanzen

Hochste getestete Konzentration®,
die keine Interferenz mit der

Produktkategorie Marke bzw. Typ des Produktes Assayleistung ergab
Gleitmittel KY Sensual Mist 10% Vol./Vol.
KY Warming Jelly 10% Gew./Vol.
KY Warming Liquid 10% Vol./Vol.
Intimgleitmittel, Hausmarke CVS 10% Gew./Vol.
Warmende Massagelotion und Intimgleitmittel, Hausmarke 10% Vol /Vol.
Target
. . _ 0,3% Gew./Vol.
Astroglide Intimgleitmittel (0,075% Gew./Vol. Testprobe)
e 0,1% Vol./Vol.
Gleitflissigkeit, Hausmarke Target (0,025% Vol Vol. Testprobe)
Spermizide Gynol Il vaginales Kontrazeptivum, Originalformel 10% Gew./Vol.

Gynol Il vaginales Kontrazeptivum, extra stark

10% Gew./Vol.

Delfen vaginaler Kontrazeptivschaum

10% Gew./Vol.

Encare vaginales Kontrazeptivum

10% Gew./Vol.

Conceptrol vaginales Kontrazeptivum

10% Gew./Vol.

Antimykotika/
juckreizstillende
Medikamente

Vagisil Maximum Strength

10% Gew./Vol.

Monistat Soothing Care

10% Gew./Vol.

Monistat 3 Kombinationspackung

10% Gew./Vol.

Tioconazol 1, Hausmarke Target

0,3% Gew./Vol.
(0,075% Gew./Vol. Testprobe)

Miconazol 3, Hausmarke Target

10% Gew./Vol.

Eisessig

EMD M/N AX0073-11

10% Vol./Vol.

Vollblut

Vollblut

10% Vol./Vol.

*Polyquaternium-15 enthaltende Intimgleitmittel.
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Erwartete Ergebnisse auf dem Panther System: Pravalenz von
High-Risk-HPV-mRNA

Die Pravalenz von Hochrisiko-HPV-Infektionen variiert stark und wird von mehreren Faktoren
beeinflusst, wobei das Alter der grolte Einflussfaktor ist.*>** Viele Studien haben die
HPV-Pravalenz anhand des Nachweises von HPV-DNA untersucht, aber nur wenige Studien
geben die Pravalenz auf Basis des Nachweises von HPV-onkogener mRNA an. Frauen an
verschiedenen klinischen Zentren (n=18), die eine breit gefacherte geografische Streuung
und ein differenziertes Kollektiv (10 US-Bundesstaaten) reprasentieren, wurden in eine
prospektive klinische Studie, die sogenannte CLEAR-Studie, aufgenommen.* Die anhand des
Aptima HPV Assays auf dem Panther System im Rahmen der klinischen Studie beobachtete
Pravalenz von HPV-mRNA-positiven Proben wurde insgesamt, nach Altersgruppe und nach
Testzentrum kategorisiert. Die Ergebnisse gehen aus Tabelle 30 hervor, und zwar fur die
Populationen ASC-US (Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance, atypische
Plattenepithelzellen von unbestimmter Bedeutung) und NILM (negativ fur intraepitheliale
Lasion oder Malignitat).

Tabelle 30: Pravalenz von High-Risk-HPV-mRNA nach Altersgruppen, Testzentren sowie
insgesamt

Positivitdtsrate % (x/n)
ASC-US-Population NILM-Population
(2 21 Jahre) (2 30 Jahre)
Alle 42,3 (404/956) 4,7 (512/10.860)
Altersgruppe (Jahre)
21 bis 29 60,0 (251/418) N. zutr.
30 bis 39 38,1 (101/265) 6,8 (286/4192)
240 19,0 (52/273) 3,4 (226/6668)
Testzentrum
1 41,5 (134/323) 3,7 (304/8286)
2 43,1 (137/318) 9,2 (118/1285)
3 42,2 (133/315) 7,0 (90/1289)

N. zutr. — Nicht zutreffend
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Design der klinischen Studie zum Aptima HPV Assay mit ThinPrep
Flussig-Zytologieproben

Der Aptima HPV Assay auf dem Panther System wurde anhand von verbliebenen
Uberweisungszytologieproben evaluiert, die von Frauen wahrend einer prospektiven,
multizentrischen klinische Studiein den USA, der sogenannten CLEAR-Studie, entnommen
wurden.*

CLEAR-Studie - Untersuchung zu Studienbeginn (Baseline-Evaluierung)

Die CLEAR-Studie wurde zur Ermittlung der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays auf
dem Tigris DTS System fur den Nachweis einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie vom
Schweregrad 2 oder einer Zervixerkrankung hdéheren Grades (= CIN2) durchgefiihrt.* Die
CLEAR-Studie beinhaltete eine Untersuchung zu Studienbeginn (Baseline-Evaluierung) sowie
eine dreijahrige Nachsorgephase (Follow-up Evaluierung). Die Teilnehmerinnen wurden
aufgrund ihrer Zytologieergebnisse beim routinemaRigen Screening auf Zervixkarzinom
entweder der ASC-US-Studie oder der NILM-Studie zugewiesen. Die Population der
ASC-US-Studie bestand aus Frauen ab 21 Jahren mit einem auf ASC-US lautenden
Zytologie-Ergebnis und die Population der NILM-Studie bestand aus Frauen ab 30 Jahren
mit einem auf NILM lautenden Zytologie-Ergebnis. Die NILM-Studie war darauf ausgelegt, die
Forderung nach erganzendem Screening flr Frauen ab 30 Jahren zu unterstiitzen, da sich
Frauen in diesem Altersbereich mit zytologischen Befunden héheren Grades als eines
ASC-US unabhangig von ihrem HPV-Status einer Kolposkopie unterziehen sollten.*

Patientinnen an 18 klinischen Zentren, bei denen es sich lUberwiegend um Geburtshilfe- bzw.
Gynakologiekliniken handelte und die eine breite geografische Verteilung und verschiedene
Bevolkerungsgruppen abdeckten, wurden erfasst. Geeignete Patientinnen wurden abhangig
von den zur Uberweisung fiihrenden ThinPrep Fliissig-Zytologieproben der ASC-US-Studie
oder der NILM-Studie zugeteilt. Zu Studienbeginn wurden verbliebene Uberweisungsproben
von Frauen der ASC-US-Studie und der NILM-Studie zunachst sowohl mit dem Aptima HPV
Assay auf dem Tigris DTS System als auch mit einem kommerziell erhaltlichen
HPV-DNA-Test getestet. Anschlieliend wurden die Proben archiviert und bei -70 °C gelagert,
bis sie mit dem Aptima HPV Assay auf dem Panther System getestet wurden.

Alle Teilnehmerinnen der ASC-US-Studie wurden zu Studienbeginn unabhangig vom
jeweiligen HPV-Ergebnis zur Kolposkopie Uberwiesen. Es wurden eine Biopsie mittels
endozervikaler Kirettage (ECC) sowie Zervix-Stanzbiopsien (1 Biopsie aus jedem der 4
Quadranten) entnommen. Wenn eine Lasion sichtbar war, wurde eine Stanzbiopsie
entnommen (gerichtete Methode, 1 Biopsie pro Lasion); in Quadranten ohne sichtbare
Lasionen wurden Biopsien aus der Transformationszone entnommen (Zufallsmethode).

In der NILM-Studie wurden Teilnehmerinnen, deren Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay auf
dem Tigris DTS System und/oder dem kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test positiv war,
sowie randomisiert ausgewahlte Teilnehmerinnen mit negativen Ergebnissen in beiden
Assays zur Bewertung des Ausgangszustands zur Kolposkopie Uberwiesen. Die nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlten Frauen mit negativen Befunden aus beiden Assays wurden
einbezogen, um durch berichtigte Leistungsschatzwerte, die in einem Verfahren mit multipler
Imputation erstellt wurden, einem Verifizierungsbias entgegenzuwirken. Von allen
Teilnehmerinnen, die zur Kolposkopie erschienen, wurden ECC-Biopsien entnommen.
Stanzbiopsien wurden nur von sichtbaren Lasionen entnommen (gezielte Methode, 1 Biopsie
pro Lasion).

Der Erkrankungsstatus wurde mithilfe eines Konsenspanels zur Histologiebeurteilung
bestimmt, das auf der lbereinstimmenden Meinung von mindestens 2 erfahrenen Pathologen

Aptima HPV Assay 58 AW-14517-801 Rev. 004



Aptima’” Design der klinischen Studie zum Aptima HPV Assay mit ThinPrep Fliissig-Zytologieproben

beruhte. Den erfahrenen Pathologen wurde weder der HPV- und Zytologie-Status der
Teilnehmerinnen noch die histologische Diagnose des anderen Pathologen mitgeteilt. Bei
einer Nichtibereinstimmung der Pathologen wurden die Praparate an einem
Multihead-Diskussionsmikroskop gemeinsam von den drei Pathologen begutachtet um
Konsens zu erzielen. Zur Vermeidung einer Verzerrung wurden die HPV-Testergebnisse den
Prifarzten, Klinikern und Teilnehmerinnen erst nach Abschluss des Kolposkopietermins
mitgeteilt.

Zu Beginn wurde die klinische Leistung des Aptima HPV Assays hinsichtlich des Nachweises
einer Zervixerkrankung = CIN2 und einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie des Grades 3
oder hoéher (= CIN3) im relativen Verhaltnis zum Status der Zervixerkrankung, die bei
Studienbeginn festgestellt wurde, bewertet. Die klinische Leistung des kommerziell
erhaltlichen HPV-DNA-Tests wurde ebenfalls ermittelt, um einen direkten Vergleich mit den
Ergebnissen des Aptima HPV Assays zu ermdglichen.

CLEAR-Studie — Nachsorgephase (Follow-up Evaluierung)

Frauen der NILM-Studie aus 14 klinischen Einrichtungen wurden ausgewahlt, um an der
dreijahrigen Nachsorgephase der Studie teilzunehmen, wenn i) sie bei Studienbeginn eine
Kolposkopieuntersuchung hatten und keine Erkrankung =CIN2 festgestellt wurde oder ii) sie
keine Kolposkopieuntersuchung zu Studienbeginn hatten. Die Nachsorgephase der Studie
bestand aus jahrlichen Untersuchungen. Bei diesen Untersuchungen wurden bei jeder Frau
Zervixabstriche durchgeflihrt und manche Frauen wurden mit einem kommerziell erhaltlichen
HPV-Test getestet. Frauen, die wahrend der Nachsorgephase ASC-US oder
schwerwiegendere zytologische Ergebnisse aufwiesen, wurden zur Kolposkopie Uberwiesen.
Bei ihnen wurden dieselben Biopsie- und Histologieverfahren durchgefiihrt, die auch zur
Baseline-Evaluierung in der NILM-Studie durchgefuhrt wurden. Der Status einer
Zervixerkrankung bei der Nachsorgeuntersuchung wurde basierend auf der NILM-Zytologie
oder bei Frauen mit abweichenden zytologischen Testergebnissen basierend auf normalen
oder CIN1 Ergebnissen des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung als ,negativ* eingestuft.
Bei Frauen, bei denen wahrend der Nachsorgephase eine Erkrankung = CIN2 festgestellt
wurde, wurde die Nachsorge als abgeschlossen betrachtet und sie nahmen an keinen
weiteren Untersuchungen teil. Bei Frauen, bei denen wahrend der Nachsorgephase keine
Erkrankung = CIN2 festgestellt wurde, die aber eine Studienuntersuchung im Nachsorgejahr
1 und/oder Nachsorgejahr 2 hatten und an einer Studienuntersuchung im Nachsorgejahr 3
teilnahmen, wurde die Nachsorge als abgeschlossen betrachtet.

Ziel der Nachsorgeuntersuchung war ein Vergleich des kumulativen 3-Jahres-Risikos fur eine
Zervixerkrankung bei Frauen mit positivem Aptima HPV Assay-Ergebnis zu Studienbeginn
mit dem kumulativen 3-Jahres-Risikos einer Zervixerkrankung bei Frauen mit negativem
Aptima HPV Assay-Ergebnis. Der 3-Jahres-Status der Zervixerkrankung wurde wie folgt
bestimmt:

 Positiver Status einer Zervixerkrankung (= CIN2 und/oder = CIN3) — Frauen, bei denen
eine Erkrankung = CIN2 bei Studienbeginn oder wahrend der Nachsorge festgestellt
wurde.

* Negativer Status einer Zervixerkrankung (< CIN2) — Frauen, die die Nachsorge ohne
Diagnose = CIN2 abschlossen haben und deren Status der Zervixerkrankung nicht als
Lunbestimmt® eingestuft wurde.

* Unbestimmter Status einer Zervixerkrankung — Frauen mit auffalligem zytologischen
Testergebnis wahrend der Nachsorge und ohne nachfolgendes Ergebnis des
Konsenspanels zur Histologiebeurteilung oder Frauen mit einer nicht auswertbaren
Zytologie bei ihrer letzten Untersuchung.
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» Abbruch der Nachsorge — Frauen, die die Nachsorge nicht abgeschlossen haben und
die nicht mit dem Status ,unbestimmt® hinsichtlich einer Zervixerkrankung bewertet
wurden.

Die klinische Leistung des Aptima HPV Assays auf dem Panther System zum Nachweis
einer Erkrankung = CIN2 und = CIN3 wurde im Verhaltnis zum 3-Jahres-Status der
Zervixerkrankung evaluiert.
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Leistung des Assays auf dem Panther System

ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe 2 21 Jahre: Klinische Leistung des Aptima HPV
Assays

Insgesamt wurden 1252 Patientinnen ab 21 Jahren mit auf ASC-US lautendem
zytologischem Befund in die ASC-US-Studie eingeschrieben. Davon wurden 294
Patientinnen ausgesondert. Die verbleibenden 958 Patientinnen kamen fir Tests auf dem
Panther System infrage. Bei zwei Patientinnen fehlten Proben und 19 hatten einen
unbestimmten Krankheitsbefund; diese Patientinnen wurden von der Analyse
ausgeschlossen. Die verbleibenden auswertbaren 937 Patientinnen waren 21 Jahre und alter
mit zytologischem Befund ASC-US, Ergebnissen mit dem Aptima HPV Assay auf dem
Panther System und geklartem Erkrankungsstatus. Einundneunzig (91) Patientinnen hatten
2 CIN2 und einundvierzig (41) hatten = CIN3. Die Pravalenz von = CIN2 und = CIN3 bei
auswertbaren Patientinnen mit auf ASC-US lautendem Zytologie-Ergebnis betrug 9,7% bzw.
4,4%. Die Ergebnisse des Aptima HPV Assays nach Diagnose anhand des Konsenspanels
zur Histologiebeurteilung gehen aus Tabelle 31 hervor.

Tabelle 31: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Ergebnisse des Aptima HPV Assays
nach Diagnose anhand des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung

Ergebnis mit dem Diagnose des histologischen Konsensbefund-Gremiums
Aptima HPV HPV-DNA-
Assay* Test Unbestimmt** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Karzinom | Gesamt
Positiv Positiv 6 178 110 40 32 1 367
Positiv Negativ 0 5 2 0 2 0 9
. Kein
Positiv e 0 15 1 0 2 0 28
Ergebnis
Negativ Positiv 0 39 15 3 3 0 60
Negativ Negativ 10 372 53 7 1 0 443
Negativ Kein 3 39 7 0 0 0 49
9 Ergebnis***
Gesamt 19 648 198 50 40 Rl 956

*Fuar alle Proben wurden glltige Endergebnisse erzielt (im ersten Test oder nach Abklarung von zuerst ungiltigen Proben
gemal dem Verfahren).

**Bei 19 Teilnehmerinnen, die zum Kolposkopietermin erschienen, konnte aus den folgenden Griinden keine Diagnose
bestimmt werden: <5 Biopsieproben entnommen, die alle das Histologie-Ergebnis Normal/CIN1 erbrachten (n=15), keine
Biopsien entnommen (n=3) und Verlust der Biopsie-Objekttrager (n=1).

***Fir 77 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.

****Eine Teilnehmerin litt an einem Adenocarcinoma in situ (AlS).

Die Schatzwerte der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays, einschlieRlich Sensitivitat,
Spezifitat, positivem pradiktivem Wert (PPV) und negativem pradiktivem Wert (NPV),
beziglich des Nachweises von = CIN2 und = CIN3 auf Basis der Beurteilung aller Biopsien
und unter Einschluss ausschlieBlich gezielter Biopsien sowie die Schatzwerte fur den
kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test gehen aus Tabelle 32 hervor.
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Tabelle 32: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und
eines kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Tests flir den Nachweis von = CIN2 und = CIN3

Aptima HPV Assay

HPV-DNA-Test

N=937
Leistung Schatzwert (95% V1) Schatzwert (95% V1)
Alle Biopsien
. 84,6 88,8
sl o , ,
Sensitivitat (%) (77/91) (75,8, 90,6) (79/89) (80,5, 93,8)
. 62,1 55,8
el o ) )
Spezifitat (%) (525/846) (58,7, 65,3) (432/774) (52,3, 59,3)
19,3 18,8
0, ’ )
PPV (%) (77/1398) (17,3, 21,2) (79/421) (17,0, 20,4)
97,4 97,7
0, ’ )
NPV (%) (525/539) (96,0, 98,5) (432/442) (96,2, 98,8)
Pravalenz (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
= CIN2
Gezielte Biopsien**
. 90,0 93,2
s o , ,
Sensitivitat (%) (54/60) (79,9, 95,3) (55/59) (83,8, 97,3)
u 60,8 54,5
el o ) )
Spezifitat (%) (531/874) (57,5, 63,9) (437/802) (51,0, 57,9)
13,6 13,1
0, ’ E}
PPV (%) (54/397) (12,0, 15,0) (55/420) (11,7, 14,2)
98,9 99,1
0, ’ )
NPV (%) (531/537) (97,8, 99,6) (437/441) (97,9, 99,7)
Pravalenz (%) 6,4 (60/934) 6,9 (59/861)
Alle Biopsien
. 90,2 92,3
s o , ,
Sensitivitéat (%) (37/41) (77,5, 96,1) (36/39) (79,7, 97,3)
u 59,7 53,3
el o ) )
Spezifitat (%) (535/896) (56,5, 62,9) (439/824) (49,9, 56,7)
9,3 8,6
0, ’ 3’
PPV (%) (37/398) (8,0, 10,3) (36/421) (7,4,9,4)
99,3 99,3
0, ’ )
NPV (%) (535/539) (98,3, 99,8) (439/442) (98,3, 99,8)
Pravalenz (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)
2 CIN3
Gezielte Biopsien**
. 93,1 96,4
s o , ,
Sensitivitat (%) (27129) (78,0, 98,1) (27/28) (82,3,99,4)
u 59,1 52,8
el o ) )
Spezifitat (%) (535/906) (55,8, 62,2) (440/834) (49,4, 56,1)
6.8 6,4
o ) )
PPV (%) (27/398) (5.7.7.5) (27/421) (5.5.7.0)
99,6 99,8
0, ’ )
NPV (%) (535/537) (98,8, 100) (440/441) (98,9, 100)

Pravalenz (%)

3,1 (29/935)

3,2 (28/862)

*Fur 74 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.

**Das histologische Konsensergebnis beruhte ausschlieBlich auf Ergebnissen von gezielten Biopsien. Bei Frauen ohne gezielte
Biopsien war der Kolposkopiebefund normal, und diese Frauen sind in diesen Analysen als nicht erkrankt eingeschlossen
(< CIN2 bzw. < CIN3). Wenn nur gezielte Biopsien einbezogen waren, konnte nicht immer ein Konsens erzielt werden.
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Die Beurteilung aller Biopsien ergab, dass die Schatzwerte der klinischen Sensitivitat des
Aptima HPV Assays und des kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Tests flir den Nachweis von
= CIN2 und = CIN3, sofern beide Ergebnisse vorlagen, ahnlich waren (die Differenzen der
geschatzten Sensitivitatswerte waren statistisch unerheblich). Fir =2 CIN2 betrug die
Sensitivitatsdifferenz -4,5% (95% VI: -12,2%, 2,5%). Die Schatzwerte der klinischen Spezifitat
des Aptima HPV Assays fiur den Nachweis von = CIN2 und = CIN3 waren hoher als fir den
kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test (die Differenzen der geschatzten Spezifitatswerte
waren statistisch signifikant). Fir = CIN2 betrug die Spezifitatsdifferenz 6,1% (95% VI: 4,2%,
8,2%). Die NPVs waren ahnlich, fir den Nachweis von = CIN2 war der PPV fir den Aptima
HPV Assay jedoch etwas hoher als der PPV fir den kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test
(19,3% gegeniiber 18,8%).

Von den 91 Fallen =2 CIN2 wurden 60 (65,9%) in gezielten Biopsien identifiziert und 31
(34,1%) zufallig und/oder in ECC-Biopsien (d. h. nicht in gezielten Biopsien). Diese
Untersuchungsergebnisse sind vergleichbar mit den Ergebnissen aus veroéffentlichten
Studien, wonach etwa 25% bis 40% der Falle = CIN2 nur zuféallig und/oder durch
ECC-Biopsieproben identifiziert wurden.***” Wurden ausschliel3lich gezielte Biopsien zur
Bestimmung des Erkrankungsstatus herangezogen (in der Annahme, dass das
Histologieergebnis bei Frauen ohne gezielte Biopsie normal ist, da keine sichtbaren Lasionen
vorlagen), betrug die Pravalenz von = CIN2 und = CIN3 im Rahmen der Studie 6,4% bzw.
3,1%. Die Schatzwerte der klinischen Sensitivitat fir den Nachweis von = CIN2 und = CIN3
waren, wenn ausschliellich gezielte Biopsien verwendet wurden, in beiden Tests héher als
wenn zur Berechnung alle Biopsien herangezogen wurden. Fir beide Assays war die
klinische Spezifitat unter ausschlieBlicher Berlicksichtigung von gezielten Biopsien
vergleichbar mit der Spezifitdt unter Bertcksichtigung aller Biopsien. Dementsprechend war
unter ausschlieBlicher Bericksichtigung gezielter Biopsien die Spezifitat des Aptima HPV
Assays signifikant héher als die des kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Tests.

Schatzwerte der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays und des kommerziell
erhaltlichen HPV-DNA-Tests sind nach Altersgruppe in Tabelle 33 und Tabelle 34 aufgefuhrt
(2 CIN2 bzw. 2 CIN3, basierend auf der Bewertung aller Biopsien).
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Tabelle 33: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und
eines kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Tests fiir den Nachweis von = CIN2 nach Altersgruppe

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=937 N=863*
Leistung Schitzwert (95% Vi) Schitzwert (95% VI)
N=415 N=389
Sensitivitat (%) (5%3651) (78,2, 94.3) (596%99) (86,1, 98.3)
— 449 35,5
0, ) )
p b Spezifitat (%) (1561354) (39,8, 50,1) (177530) (30,5, 40,8)
29 Jahre 21,7 20,8
0, ’ )
PPV (%) (541549) (19,3, 23.9) (56/569) (19,0, 22.5)
95,8 97,5
0, ’ El
NPV (%) (159/156) (92,3, 98.1) (H7120) (93,6, 99.4)
Pravalenz (%) 14.7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
Sensitivitét (%) ( 1875/'200) (64,0, 94,8) ( 1863'200) (58,4, 91,9)
— 66.4 61,9
0, ’ El
20 bis Spezifitat (%) (1601241) (60,2, 72,1) (135218) (55,3, 68.1)
39 Jahre 17,3 16,2
0, ’ 3’
PPV (%) (17158) (13,1, 21.1) (1699) (11,8, 19.,8)
98.2 971
0, ’ El
NPV (%) (1601163) (95,7, 99.6) (138/139) (94,1, 99.1)
Pravalenz (%) 7.7 (201261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
Sensitivitat (%) (2/01'8) (31,3, 83.2) (;/01'8) (39,7, 89.2)
— 82.1 796
0, ’ il
Spezifitat (%) (206/251) (76,9, 86,3) (180/226) (73,9, 84,4)
2 40 Jahre 8 132
0, ’ )
PPV (%) 65 (5.6, 17.7) 7159 (6,9, 18.7)
981 984
0, ) )
NPV (%) 2061210) (96,6, 99.4) (1801153) (96,6, 99,6)
Pravalenz (%) 3.8 (10/261) 4.2 (10/236)

*Fir 74 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.

Aptima HPV Assay

64

AW-14517-801 Rev. 004



Aptima

Leistung des Assays auf dem Panther System

Tabelle 34: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe 2 21 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und
eines HPV-DNA-Tests fur den Nachweis von = CIN3 nach Altersgruppe

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=937 N=863*
Leistung Schitzwert (95% V1) Schitzwert (95% VI)
N=415 N=389
Sensitivitat (%) (296?’237) (81,7,99.3) (2;(/)25) (86,7, 100)
e 42,5 33,0
0, ’ )
21 bis Spezifitat (%) (165/388) (37,7,47,5) (120/364) (28,3, 38,0)
29 Jahre 10.4 93
0 ; ,
PPV (%) (26/249) (9,0, 11,5) (25/269) (8,2, 10,0)
99,4 100
0, )
NPV (%) (165/166) (97,2, 100) (1201120) (97,5, 100)
Pravalenz (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
Sensitivitét (%) ?8%9) (56,5, 98,0) (777/’;3) (45,3, 93,7)
i 64,3 59,8
0, ’ ’
30 bis Spezifitat (%) (1621252) (58,2, 69,9) (137/229) (53,4, 66,0)
39 Jahre PPV (% 8,2 5,0, 10,1 71 4,0,9,2
(%) (8/98) (5.0,10,1) (7/199) (4,0,9,2)
99,4 98,6
0, ’ 3
NPV (%) (1621163) (97,6, 100) (137/139) (96,4, 99,8)
Pravalenz (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
Sensitivitat (%) ?3(;;; (23,1, 88,2) ?4(;;; (37,6, 96,4)
s 81,3 78,8
0, ’ 3
Spezifitat (%) (208/256) (76,0, 85,6) (182/231) (73,1, 83,6)
2 40 Jahre 59 =5
0 , ,
PPV (%) (3/51) (1,6,9,7) (4/53) (2,9, 10,7)
99,0 99,5
0, ’ )
NPV (%) (208/210) (98,0, 99,9) (1821183) (98,2, 100)
Pravalenz (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*Fir 74 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.
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Das absolute Erkrankungsrisiko (= CIN2 und = CIN3, basierend auf der Bewertung aller
Biopsien) anhand von Ergebnissen im Aptima HPV Assay und das relative Erkrankungsrisiko
bei positivem gegenlber negativem Ergebnis im Aptima HPV Assay sowie die Schatzwerte
fur den kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test gehen aus Tabelle 35 hervor. Das relative
Risiko fur = CIN2 betrug 7,4 (95% VI: 4,3, 13,0), was bedeutet, dass eine Frau mit positivem
Ergebnis im Aptima HPV Assay mit einer 7,4-fach héheren Wahrscheinlichkeit = CIN2 hat als
eine Frau mit negativem Ergebnis im Aptima HPV Assay. Das relative Risiko fir = CIN3
betrug 12,5 (95% VI: 4,5, 34,9).

Tabelle 35: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Absolutes und relatives Risiko flr
= CIN2 und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test

Aptima HPV Assay

HPV-DNA-Test

N=937 N=863*
Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Assayergebnis (95% VI) (95% VI) (95% VI) (95% VI)
. 19,3 (77/398) 18,8 (79/421)
Positiv
(17,3, 21,2) 74 (17,0, 20,4) 83
> CINZ Negatiy 2,6 (14/539) (4.3,13,0) 2,3 (10/442) (4.4, 15.8)
9 (1,5, 4,0) (1,2,3,8)
Pravalenz (%) 9,7 (91/937) 10,3 (89/863)
. 9,3 (37/398) 8,6 (36/421)
Positiv
(8,0, 10,3) 12 (7.4,9,4) 12,6
> CIN3 Negativ 0,7 (4/539) (4.5, 34,9) 0,7 (3/442) (3.9, 40.6)
9 0,2,1,7) 0,2,1,7)
Pravalenz (%) 4,4 (41/937) 4,5 (39/863)

*Fir 74 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.
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Schatzwerte des absoluten und des relativen Erkrankungsrisikos (= CIN2 und = CIN3,
basierend auf der Beurteilung aller Biopsien) fir den Aptima HPV Assay und den
kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test sind nach Altersgruppe in Tabelle 36 aufgefuhrt.

Tabelle 36: ASC-US-Kollektiv in der Altersgruppe = 21 Jahre: Absolutes und relatives Risiko fiir
2 CIN2 und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test nach

Altersgruppe
Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=937 N=863*
Absolutes Risiko | Relatives Risiko | Absolutes Risiko | Relatives Risiko
Alter Assayergebnis (95% V1) (95% V1) (95% V1) (95% V1)
N=415 N=389
_— 21,7 (54/249) 20,8 (56/269)
21 bis (19,3, 23,9) 5,1 (19,0, 22,5) 8,3
29 Jahre Negativ 4,2 (7/166) (2,4, 11,0 2,5 (3/120) (2,7,26,1)
g (1.9,7,7) (0.6, 6,4)
Pravalenz (%) 9,7 (61/415) 15,2 (59/389)
N=261 N=238
N 17,3 (17/98) 16,2 (16/99)
Positiv
> CIN2 30 bis (13!11 2111) 9,4 (11181 19!8) 5,6
- 39 Jahre Neaativ 1,8 (3/163) (2,8,31,3) 2,9 (4/139) (1,9, 16,3)
9 (0,4, 4,3) (0,9, 5,9)
Privalenz (%) 7,7 (20/261) 8,4 (20/238)
N=261 N=236
o 11,8 (6/51) 13,2 (7/53)
+ 40 Jan Positi (56.177) 6.2 (69.187) 8.1
2 anre
Neqativ 1,9 (4/210) (1.8, 21,1) 1,6 (3/183) (2,2,30,1)
9 (0,6, 3,4) (0.4,3,4)
Pravalenz (%) 3,8 (10/261) 4,2 (10/236)
N=415 N=389
_— 10,4 (26/249) 9,3 (25/269)
21 bis (9,0, 11,5) 17,3 (8,2, 10,0) . )
Nicht kalkulierbar
29 Jahre Negativ 0,6 (1/166) (2,4, 127) 0,0 (0/120)
g (0,0,2,8) (0,0, 2,5)
Pravalenz (%) 6,5 (27/415) 6,4 (25/389)
N=261 N=238
N 8,2 (8/98) 7,1 (7/99)
Positiv
> CINS 30 bis (5,0, 10,1) 13,3 (4,0,9,2) 4,9
- 39 Jahre Neaativ 0,6 (1/163) (1,7, 105) 1,4 (2/139) (1,0, 23,2)
9 (0,0, 2,4) (0,2, 3,6)
Privalenz (%) 3,4 (9/261) 3,8 (9/238)
N=261 N=236
o 5,9 (3/51) 7.5 (4/53)
+ 40 Jah Positi (16,97) 6.2 (29,107) 138
2 anre
Negatly 1,0 (2/210) (1,1, 36,0) 0,5 (1/183) (1,6, 121)
9 (0,1,2,0) (0,0,1,8)
Pravalenz (%) 1,9 (5/261) 2,1 (5/236)

*Fir 74 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies

war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.
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NILM-Kollektiv in der Altersgruppe 2 30 Jahre: Klinische Leistung des Aptima HPV
Assays mit ThinPrep-Fliissig-Zytologieproben zu Studienbeginn

Insgesamt wurden 11.644 Patientinnen mit auf NILM lautendem zytologischem Befund in die
NILM-Studie aufgenommen. Davon wurden 773 Patientinnen ausgesondert. Die
verbleibenden 10.871 Patientinnen kamen fir Tests auf dem Panther System infrage. Bei elf
Patientinnen fehlten Proben, sodass sie von der Erstuntersuchung des Aptima HPV Assays
auf dem Panther System ausgeschlossen wurden. Die verbliebenen 10.860 auswertbaren
Patientinnen waren 30 Jahre oder alter mit auf NILM lautendem zytologischem Befund und
einem Ergebnis im Aptima HPV Assay auf dem Panther System. Von den 512 Patientinnen
mit positivem Ergebnis im Aptima HPV Assay auf dem Panther System erschienen 284 zur
Kolposkopie zu Studienbeginn. Von den 10.348 Patientinnen mit negativem Ergebnis im
Aptima HPV Assay erschienen 580 zur Kolposkopie zu Studienbeginn. Zwanzig (20)
Patientinnen hatten =2 CIN2 und elf (11) hatten = CIN3; bei 798 Patientinnen lautete das
Histologie-Ergebnis Normal/CIN1; bei 46 Patientinnen war der Erkrankungsstatus
unbestimmt. Die Ergebnisse des Aptima HPV Assays auf dem Panther System nach
Diagnose anhand des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung gehen aus Tabelle 37 hervor.

Tabelle 37: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Ergebnisse des Aptima HPV Assays und
eines HPV-DNA-Tests und Diagnose des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung

Ergebnis mit dem Diagnose des histologischen Konsensbefund-Gremiums
Aptima HPV HPV-DNA-
Assay* Test Unbestimmt** Normal CIN1 CIN2 CIN3 Karzinom | Gesamt
Positiv Positiv 11 211 12 4 7 2 247
Positiv Negativ 2 19 0 0 0 1 22
. Kein
Positiv o 2 12 1 0 0 0 15
Ergebnis
Negativ Positiv 10 170 7 2 1 0 190
Negativ Negativ 20 353 9 2 0 0 384
. Kein
Negativ Ergebnis™* 1 4 0 1 0 0 6
Gesamt 46 769 29 9 8 Kl 864

*Far alle Proben wurden giltige Endergebnisse erzielt (im ersten Test oder nach Abklarung von zuerst unglltigen Proben
gemal dem Verfahren).

**Bei 46 Teilnehmerinnen, die zum Kolposkopietermin erschienen, konnte aus den folgenden Grinden keine Diagnose
bestimmt werden: als unzureichend angesehene Biopsieproben (n=29), keine Biopsien entnommen (n=15) und Verlust der
Biopsie-Objekttrager (n=2).

***Fi{r 21 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zuriickzufiihren.

****Drei Teilnehmerinnen litten an einem Adenocarcinoma in situ (AlS).
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Insgesamt war der Erkrankungsstatus bei 10.042 Patientinnen unbestatigt (einschlieflich
unbestimmt) (Tabelle 38). Da nur nach dem Zufallsprinzip ausgewahlte Patientinnen mit
negativem Ergebnis sowohl im Aptima HPV Assay auf dem Tigris DTS System als auch im
kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test zur Kolposkopie Uberwiesen wurden, war in dieser
Gruppe der Anteil an Patientinnen mit unbestatigtem Erkrankungsstatus hoch (96,6%). From
reference PDF — trans. Fir die 818 Patientinnen mit bestatigtem Erkrankungsstatus werden
sowohl hinsichtlich eines Verifizierungsbias berichtigte als auch unberichtigte
Leistungsschatzwerte prasentiert.

Tabelle 38: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Klassifizierung von auswertbaren
NILM-Patientinnen nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und in einem HPV-DNA-Test, nach
Erkrankungsstatus (= CIN2 und = CIN3) und Erkrankungsbestatigungsstatus

I . Bestatigter Bestatigter .
Ergean:IsPsn;tsJ:;n f‘ ptima Erkrankungsstatus: Erkrankungsstatus: Erltlrr;:iztr:mslgtt::us
y Teilneh- > CIN2 > CIN3 9
HPV-DNA- | "7 Nicht Nicht
Test ; Erkrankte ‘¢ Erkrankte ¢ Teilnehmerinnen mit
__ insge- . erkrankte . erkrankte
Panther Tigris DTS Teilneh- . Teilneh- R unbekanntem
samt . Teilneh- . Teilneh-
System System merinnen merinnen merinnen merinnen Erkrankungsstatus
> > 9
(2 CIN2) (< CIN2) (2 CIN3) (< CIN3) (% unbekannt)
Positiv Positiv Positiv 313 13 189 9 193 111 (35,5%)
Positiv Positiv Negativ 37 1 18 1 18 18 (48,6%)

i . Kein

Positiv Positiv - e 22 0 13 0 13 9 (40,9%)
Ergebnis

Positiv Negativ Positiv 70 0 34 0 34 36 (51,4%)

Positiv Negativ Negativ 60 0 1 0 1 59 (98,3%)

i . Kein o
Positiv Negativ Ergebnis** 10 0 0 0 0 10 (100%)
Negativ Positiv Positiv 46 0 33 0 33 13 (28,3%)
Negativ Positiv Negativ 113 1 41 0 42 71 (62,8%)

. . Kein o
Negativ Positiv Ergebnis™ 8 0 4 0 4 4 (50,0%)
Negativ Negativ Positiv 236 3 144 1 146 89 (37,7%)
Negativ Negativ Negativ 9354 1 321 0 322 9032 (96,6%)
Negativ Negativ Kein 591 1 0 0 1 590 (99,8%)

9 9 Ergebnis** =
Gesamt 10.860 20 798 1 807 10.042 (92,5%)

*Fir alle Proben wurden Endergebnisse erzielt (im ersten Test oder nach Abklarung von zuerst unglltigen Proben gemaR dem
Verfahren).

**Fir 631 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.
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Die berichtigte Pravalenz von = CIN2 und = CIN3 bei Patientinnen mit auf NILM lautendem
zytologischem Befund betrug 0,9% bzw. 0,4%. Die berichtigten Schatzungen des absoluten und
des relativen Risikos flr den Nachweis von 2 CIN2 und = CIN3 zu Studienbeginn sind in
Tabelle 39 dargestellt. Das berichtigte relative Risiko fur = CIN2 betrug 7,5 (95%-VI: 2,1, 26,3),
was bedeutet, dass eine Frau mit positivem Ergebnis im Aptima HPV Assay mit einer 7,5-fach
héheren Wahrscheinlichkeit 2 CIN2 hat als eine Frau mit negativem Ergebnis im Aptima HPV
Assay. Das berichtigte relative Risiko fur = CIN3 betrug 24,9 (95% VI: 2,0, 307,0). Die
unberichtigten Schatzungen des absoluten und des relativen Risikos fiir den Nachweis von
2 CIN2 und = CIN3 zu Studienbeginn gehen aus Tabelle 40 (insgesamt) und Tabelle 41 (nach
Altersgruppe) hervor.

Tabelle 39: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Absolutes und relatives Risiko flir = CIN2
und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test (hinsichtlich eines
Verifizierungsbias berichtigte Schatzungen) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Assayergebnis (95% V1) (95% V1) (95% V1) (95% V1)
. 45 3,7
Positiv ’ ’
(2,7,7,4) 75 (2,3,6,1) 73
(2,1, 26,3) (1,6, 33,5)
2 CIN2 Negativ 0,6 0,5
(0,2,1,9) 0,1,2,1)
Pravalenz (%) 0,9 0,9
. 3,0 2,3
Positiv ’ ’
(1,6, 5,5) 24.9 (1,3, 4,1) 21,0
(2,0, 307,0) (1,0, 423,8)
2 CIN3 Negativ 0,1 0,1
(0,0, 1,7) (0,0,2,4)
Pravalenz (%) 0,4 0,4

Tabelle 40: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Absolutes und relatives Risiko flir = CIN2
und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test (unberichtigte
Schatzungen) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay

HPV-DNA-Test

N=818 N=800*
Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Assayergebnis (95% V1) (95% V1) (95% V1) (95% V1)
" 5,2 (14/269) 3,8 (16/416)
Positiv
(3,5, 6,6) 48 (2,9, 4,5) 49
> CIN2 Negativ 1,1 (6/549) (1,8, 12.3) 0,8 (3/384) (1.4, 16.8)
9 (0,5, 1,9) 0,2, 1,9)
Privalenz (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
" 3,7 (10/269) 2,4 (10/416)
Positiv
(2,5,4,3) 204 (1,6,2,7) 9.2
> CIN3 Nedativ 0,2 (1/549) (2.6, 159) 0,3 (1/384) (1,2,718)
9 (0,0, 0,8) (0,0, 1,1)

Pravalenz (%)

1,3 (11/818)

1,4 (11/800)

*Fir 18 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies

war hauptséachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufihren.
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Tabelle 41: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Absolutes und relatives Risiko flir = CIN2

und = CIN3 nach Ergebnis im Aptima HPV Assay und einem HPV-DNA-Test nach Altersgruppe
(unberichtigte Schatzungen) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=818 N=800*
Absolutes Risiko | Relatives Risiko | Absolutes Risiko | Relatives Risiko
Alter Assayergebnis (95% VI) (95% V1) (95% V1) (95% V1)
N=383 N=376
o 4,6 (7/153) 3,3 (7/215)
Positiv
30 bis 39 (25.5,9) 5,3 (18.4.1) 26
Jahre . 0,9 (2/230) (1.1,25,0) 1,2 (21161) (06, 12.4)
Negativ ©0.1,22) (0.2,3,2)
Prévalenz (%) 2,3 (9/383) 2,4 (9/376)
> CIN2
N=435 N=424
o 6,0 (7/116) 4,5 (9/201)
Positiv
>40 (3,2,8,5) 48 2,9, 5,3) 10,0
Jahre _ 1.3 (4/319) (1,4, 16,1) 0.4 (11223) (1,3,78,1)
Negativ (0,4, 2,3) (0,0, 1,8)
Pravalenz (%) 2,5 (11/435) 2,4 (10/424)
N=383 N=376
o 3,3 (5/153) 2,3 (5/215)
Positiv
30 bis 39 (16.4.1) 7.5 (1.1,2,9) 3,7
Jahre . 0,4 (1/230) (0.9,63.7) 0,6 (1/161) (0.4,31.7)
Negatlv (0.0, 16) (0.0,22)
Pravalenz (%) 1,6 (6/383) 1,6 (6/376)
> CIN3
N=435 N=424
o 4,3 (5/116) 2,5 (5/201)
Positiv 2.2, 5,1) (1,3,2.8)
2 40 Jahre Nicht kalkulierbar Nicht kalkulierbar
Neaativ 0,0 (0/319) 0,0 (0/223)
9 (0,0, 0,8) (0,0, 1,1)
Prévalenz (%) 1,1 (5/435) 1,2 (5/424)

*Fir 18 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies

war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlickzufiihren.
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Die berichtigten Schatzungen der klinischen Leistung des Aptima HPV Assays, einschliefl3lich
Sensitivitat, Spezifizitat, positivem pradiktivem Wert (PPV) und negativem pradiktivem Wert
(NPV), fir den Nachweis von = CIN2 und = CIN3 zu Studienbeginn sowie die Schatzungen
far den kommerziell erhaltlichen HPV-DNA-Test gehen aus Tabelle 42 hervor. Die
unberichtigten Schatzungen der klinischen Leistung sind in Tabelle 43 dargestellt. Der Aptima
HPV Assay und der kommerziell erhaltliche HPV-DNA-Test hatten vergleichbare Sensitivitat,
wohingegen die Spezifitat des Aptima HPV Assays signifikant héher war (nicht tGberlappende
95% VI). Die Schatzungen des pradiktiven Werts fir den Aptima HPV Assay waren klinisch
relevant und vergleichbar mit den Schatzungen fir den kommerziell erhaltlichen
HPV-DNA-Test. Die NPVs waren ahnlich, fir den Nachweis von = CIN2 war der PPV fir den
Aptima HPV Assay jedoch etwas hoher als der PPV fir den kommerziell erhaltlichen
HPV-DNA-Test (4,5% gegenuber 3,7%).

Tabelle 42: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und
eines HPV-DNA-Tests flir den Nachweis von = CIN2 und = CIN3 (hinsichtlich eines
Verifizierungsbias berichtigte Schatzwerte) zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
Leistung Schatzwert (95% V1) Schatzwert (95% V1)
Sensitivitat (%) 28,4 (4,9, 51,8) 35,4 (3,8, 66,9)
Spezifitat (%) 95,5 (95,1, 95,9) 93,7 (93,2, 94,2)
2 CIN2 PPV (%) 4,5 (2,7,7,4) 3,7 (2,3,6,1)
NPV (%) 99,4 (98,1, 99,8) 99,5 (97,9, 99,9)
Pravalenz (%) 0,9 (0,0, 1,9) 0,9 (0,0, 1,9)
Sensitivitat (%) 54,0 (3,6, 100) 56,4 (0,4, 100)
Spezifitat (%) 95,4 (95,0, 95,8) 93,6 (93,1, 94,1)
2 CIN3 PPV (%) 3,0 (1,6, 5,5) 2,3 (1,3,4,1)
NPV (%) 99,9 (98,3, 100) 99,9 (97,6, 100)
Pravalenz (%) 0,4 (0,0, 1,2) 0,4 (0,0, 1,3)
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Tabelle 43: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe 2 30 Jahre: Leistung des Aptima HPV Assays und
eines HPV-DNA-Tests flir den Nachweis von = CIN2 und = CIN3 (unberichtigte Schatzwerte) zu
Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV-DNA-Test
N=818 N=800*
Leistung Schiitzwert (95% VI) Schiitzwert (95% VI)
Sensitivitit (%) ( 174(;’200) (48,1, 85,5) ( 18;’129) (62,4, 94,5)
) 68,0 48,8
e : :
Spezifitat (%) (543/798) (64,7, 71,2) (381/781) (45,3, 52,3)
> CIN2 o 5,2 38
PPV (%) (14/269) (3.5,6.6) (16/416) (2.9,4.5)
98,9 99,2
NPV (%) (5431549) (98,1, 99,5) (3811384) (98,1, 99,8)
Pravalenz (%) 2,4 (20/818) 2,4 (19/800)
Sensitivitat (%) ( 19(;)/’191) (62,3, 98,4) ( 19(;)/’191) (62,3, 98,4)
) 67,9 485
e : :
Spezifitat (%) (548/807) (64,6, 71,0) (383/789) (45,1, 52,0)
2 CIN3 0 3,7 24
PPV (%) (10/269) (2.5, 4.3) (10/416) (1.6,2.7)
99,8 99,7
0, ’ )
NPV (%) (5481549) (99,2, 100) (831384) (98,9, 100)
Pravalenz (%) 1.3 (11/818) 1,4 (11/800)

*Fir 18 Teilnehmerinnen mit einem Ergebnis mit dem Aptima HPV Assay lag kein Ergebnis mit dem HPV-DNA-Test vor; dies
war hauptsachlich auf ein zu geringes Volumen der Zytologieprobe zurlckzufiihren.
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Der direkte Vergleich des Aptima HPV Assays auf dem Panther System mit dem kommerziell
erhaltlichen HPV-DNA-Test zeigt eine vergleichbare Sensitivitdt und statistisch signifikant
bessere Spezifitat des Aptima HPV Assays gegenuber dem kommerziell erhaltlichen
HPV-DNA-Test flir den Nachweis von =2 CIN2. Dies geht aus den Verhaltnissen der
richtig-positiv Raten und der falsch-positiv Raten hervor (Tabelle 44 bzw. Tabelle 45).

Tabelle 44: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Verhaltnis der richtig-positiv Raten
(Aptima HPV Assay/HPV-DNA-Test) bei Patientinnen mit = CIN2 (unberichtigte Schatzwerte) zu
Studienbeginn

HPV-DNA-Test
Gesamt
Positiv Negativ
Positiv 13 1 14 (73,7%)
Aptima HPV Assay
Negativ 3 2 5
Gesamt 16 (84,2%) 3 19
Verhiltnis der richtig-positiv Raten = 0,88 (14/16) (95% VI: 0,65, 1,10)

Tabelle 45: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe = 30 Jahre: Verhaltnis der falsch-positiv Raten
(Aptima HPV Assay/HPV-DNA-Test) bei Patientinnen mit < CIN2 (unberichtigte Schatzwerte) zu
Studienbeginn

HPV-DNA-Test
Gesamt
Positiv Negativ
Positiv 223 19 242 (31,0%)
Aptima HPV Assay
Negativ 177 362 539
Gesamt 400 (51,2%) 381 781
Verhiltnis der falsch-positiv Raten = 0,61 (242/400) (95% VI: 0,55, 0,66)

NILM-Kollektiv in der Altersgruppe 2 30 Jahre: Klinische Leistung des Aptima HPV
Assays auf dem Panther System nach 3-jahriger Nachsorge (Follow-up)

Zu Studienbeginn konnten 10.854 Frauen im Alter von 30 Jahren und alter mit
NILM-Zytologieergebnissen und validem Aptima HPV Assay-Ergebnis ausgewertet werden,
die fur die Nachsorgephase in Frage kamen. Von den Frauen ohne =CIN2 haben 67,0%
(7247/10.823) die Pap-Untersuchung im Nachsorgejahr 1, 60,3% (6517/10.814) im
Nachsorgejahr 2 und 58,7% (6339/10.807) im Nachsorgejahr 3 abgeschlossen. Insgesamt
haben 58,8% (6375/10.843) der Frauen die Studie abgeschlossen (mit 2CIN2 zu
Studienbeginn oder wahrend der Nachsorge und/oder haben die erforderlichen
Untersuchungen abgeschlossen).

Von den 10.843 auswertbaren Frauen hatten 511 (4,7%) ein positives Aptima HPV
Assay-Ergebnis auf dem Panther System zu Studienbeginn. Von diesen 511 Frauen hatten
255 (49,9%) einen positiven oder negativen 3-Jahres-Erkrankungsstatus - basierend auf
Zytologie- oder Kolposkopie/Biopsieergebnissen. Die verbleibenden 10.332 Frauen hatten zu
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Studienbeginn ein negatives Aptima HPV Assay-Ergebnis auf dem Panther System. Von
diesen 10.332 Frauen hatten 5946 (57,5%) einen positiven oder negativen
3-Jahres-Erkrankusstatus. Von den 6.201 Frauen mit einem 3-Jahres-Erkrankungsstatus
wiesen 47 Frauen =2CIN2 auf, darunter 23 2CIN3; 6154 Frauen wiesen nach dem
Konsenspanel zur Histologiebeurteilung einen normalen/CIN1-Status auf. Die Ergebnisse zu
Studienbeginn des Aptima HPV Assays und eines kommerziell erhaltlichen HPV DNA Assays
sowie der 3-Jahres-E rkrankungsst atus (mit Untersuchung zu Studienbeginn und
Nachsorge) des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung sind in Tabelle 46 aufgeflihrt.

Tabelle 46: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe =230 Jahre: Klassifizierung der Frauen, die fir die
Nachsorgephase anhand des Aptima HPV Assay-Ergebnisses zu Studienbeginn, des HPV DNA
Testergebnisses zu Studienbeginn und des Erkrankungsstatus (2CIN2, 2CIN3, unbestatigt), der zu
Studienbeginn und in der Nachsorgephase festgestellt wurde, in Frage kamen

Bestatigter Bestatigter
Erkrankungsstatus: Erkrankungsstatus: | Unbestatigter Erkrankungsstatus
i 2CIN2 2CIN3
A”Rrs"sz;'_w HPV DNA | Frauen — S
Eraebni Test gesamt | Erkrankte icht | ey rankte icht Fiir die
rgebnis erkrankte erkrankte . *
Frauen Frauen Frauen Frauen Nachsorge Unbestimmt
> >
(2CIN2) (<CIN2) (2CIN3) (<CIN3) verloren
Positiv Positiv 382 23 171 16 178 167 21
Positiv Negativ 97 1 48 1 48 44 4
Positiv Ohne 32 2 10 1 11 17 3
Ergebnis
Negativ Positiv 281 5 129 2 132 130 17
Negativ Negativ 9452 15 5476 3 5488 3756 205
Negativ Ohne 599 1 320 0 321 264 14
Ergebnis
Gesamt| 10.843 47 6154 23 6178 4378 264

*Frauen mit abweichendem zytologischen Testergebnis wahrend der Nachsorge und ohne nachfolgendes Ergebnis des
Konsenspanels zur Histologiebeurteilung und Frauen mit einer nicht auswertbaren Zytologie bei ihrer letzten Untersuchung.
174 Frauen haben die Nachsorge nach Protokoll mit einem unbestimmten Erkrankungsstatus abgeschlossen.

**Bei 631 Frauen mit Aptima HPV Assay-Ergebnis lagen vor allem aufgrund der ungeniigenden Menge der Zytologieproben
keine HPV DNA-Testergebnisse vor.

Das kumulative Risiko einer Erkrankung innerhalb von drei Jahren (=CIN2 und =CIN3)
basiert auf Kaplan-Meier-Einschatzung (Sterbetafelanalyse) und beinhaltet Erkrankungen, die
bei Studienbeginn und bei der Nachsorge ermittelt wurden. Frauen mit Hinweisen auf eine
Erkrankung (ASC-US oder schwerwiegendere Zytologieergebnisse) aber ohne Ergebnisse
des Konsenspanels zur Histologiebeurteilung wurden in der Analyse berucksichtigt, indem
durch Anwendung einer multiplen Imputationsmethode die Anzahl der erkrankten Frauen
vorhergesagt wurde, die ermittelt worden waren, wenn die Frauen eine Kolposkopie erhalten
hatten.

Die Schatzungen fur das kumulative absolute und relative Risiko einer Erkrankung innerhalb
von drei Jahren (2CIN2 und =CIN3) sind in Tabelle 47 aufgefuhrt.
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Tabelle 47: NILM-Kollektiv in der Altersgruppe =230 Jahre: Kumulatives absolutes und relatives
Risiko einer Erkrankung innerhalb von drei Jahren mit 2CIN2 und 2CIN3 bei Ergebnissen des
Aptima HPV Assays und eines HPV DNA-Tests zu Studienbeginn

Aptima HPV Assay HPV DNA Test
Absolutes Risiko Relatives Risiko Absolutes Risiko Relatives Risiko
Testergebnis (95% Cl) (95% CI) (95% Cl) (95% CI)
Positiv 7,90 6,43
(5,50; 11,27) 24,45 (4,50; 9,14) 22.71
>CIN2 Necativ 0.32 (13,85; 43,15) 0.28 (12,20; 42,30)
9 (0,21; 0,51) (0,17; 0,47)
Pravalenz (%) 0,68 0,68
Positiv 523 4,14
(3,34; 8,13) 5711 (2,62; 6,52) 51,34
>CIN3 Necativ 0,09 (21,09; 154,62) 0,08 (17,74; 148,58)
9 (0,04; 0,23) (0,03; 0,22)
Pravalenz (%) 0,34 0,35

*Die kumulativen 3-Jahres-Risiken, die aufgrund anderer moglicher Bias angepasst wurden, waren mit den Risiken in dieser
Tabelle vergleichbar. Aufgrund der zu erwartenden Unterschiede bei den Risiken in Jahr 1 und Jahr 2 der zwei Frauengruppen
in den Nachsorgeuntersuchungen (mit Kolposkopie zu Studienbeginn und ohne Kolposkopie zu Studienbeginn) wurde lediglich
das kumulative 3-Jahres-Risiko der kombinierten Gruppe angegeben.

Die kumulative 3-Jahres-Pravalenz fir 2CIN2 und =CIN3 bei Frauen mit
NILM-Zytologieergebnissen zu Studienbeginn betrugen 0,68% bzw. 0,34%. Das relative
Risiko fur 2CIN2 betrug 24,5 (95% CI: 13,85; 43,15), was darauf hindeutet, dass bei einer
Frau mit einem positiven Ergebnis des Aptima HPV Assays auf dem Panther System das
Risiko fir 2CIN2 um 24,45 Mal héher ist als bei einer Frau mit einem negativen Ergebnis
des Aptima HPV Assays. Das relative Risiko fur 2CIN3 betrug 57,11 (95% CI: 21,09;
154,62).
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Klinische Leistung des Aptima HPV Assays mit SurePath Fliissig-Zytologieproben

SurePath Flissig-Zytologieproben wurden von Frauen in Kanada (n=558) entnommen, die
zur Nachsorge wegen eines oder mehrerer abnormer Pap-Tests, einer HPV-Infektion oder
aus anderem Grund weiterverwiesen wurden. Ein Aliquot (0,5 ml) jeder Probe wurde in ein
Aptima Probentransferréhrchen tbertragen und dann mit Aptima Transferldsung behandelt.
Ein einzelnes Replikat jeder Probe wurde mit dem Aptima HPV Assay getestet. Ein
zusatzliches Aliquot (1 ml) jeder Probe wurde entnommen und mit einem kommerziell
erhaltlichen HPV-PCR-Test analysiert. Die klinische Sensitivitdt zum Nachweis einer
Krankheit, definiert als histologisch nachgewiesene = CIN3, wurde fur den Aptima HPV
Assay und den HPV-PCR-Test, wie in Tabelle 48 gezeigt, mit positiven und negativen
pradiktiven Werten berechnet.

Tabelle 48: Leistung des Aptima HPV Assays und eines HPV-PCR-Tests fir den Nachweis von = CIN3

Aptima HPV Assay HPV-PCR-Test
N=558 N=558
Leistung Schétzwert (95% V1) Schatzwert (95% V1)
Sensitivitat (%) (2853’238) (72,8 - 96,3) (285%’238) (72,8 - 96,3)
- 58,7 49,1
) 0, ) _ ’ -
Spezifitat (%) (311/530) (54,4 - 62,8) (260/530) (44,8 - 53,3)
10,2 8,5
0, ’ - ’ -
PPV (%) (25/244) (8,4-11,7) (25/295) (7,0-9,5)
99,0 98,9
0, ’ - ’ -
NPV (%) (311/314) (97,6 - 99,8) (260/263) (97,2 -99,7)
Prévalenz (%) 5,0 (28/558) 5,0 (28/558)

Leistungsmerkmale des Aptima HPV Assays mit Zervixprobenentnahme- und
Transport-Proben

Fur Hochrisiko-HPV positive und fiir Hochrisiko-HPV negative klinische Proben, die von
Kollektiven bei Screeninguntersuchungen (Routineterminen) und Uberweisungen
(Kolposkopieterminen) mit dem Aptima CSCT-Kit enthommen wurden, wurden mit dem
Aptima HPV Assay auf dem Panther System und dem Tigris DTS System getestet, wobei
zwei Reagenzienchargen eingesetzt wurden. Die Ubereinstimmung zwischen dem Panther
System und dem Tigris DTS System fiir CSCT-Proben geht aus Tabelle 49 hervor.

Fir CSCT-Proben betrug die Gesamtibereinstimmung zwischen dem Panther System und dem
Tigris DTS System > 98%, wie in Tabelle 49 dargestellt. Von den getesteten 632 klinischen
Proben waren 69 positiv fiir CIN2 und 38 positiv fir CIN3. Die Sensitivitat des Aptima HPV
Assays flir den positiven Nachweis von CIN2 betrug 97,1% (95% VI: 90,0%-99,2%) auf dem
Panther System und 98,6% (95% VI: 92,2%-99,7%) auf dem Tigris DTS System. Die Sensitivitat
fur den positiven Nachweis von CIN3 betrug 100% (VI: 90,8%-100%) sowohl auf dem Panther
System als auch auf dem Tigris DTS System.
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Tabelle 49: Ubereinstimmung der Ergebnisse mit dem Aptima HPV Assay fiir Aptima CSCT-Proben auf dem
Tigris DTS System und dem Panther System

Tigris DTS System
Positiv Negativ Gesamt
Positiv 490 3 493
Panther System
Negativ 9 130 139
Gesamt 499 133 632

Gesamtlbereinstimmung = 98,1% (VI 96,7-98,9)
Positive Ubereinstimmung = 98,2% (VI 96,6-99,0)
Negative Ubereinstimmung = 97,7% (VI 93,6-99,2)

Analytische Sensitivitat

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) am klinischen Grenzwert ist diejenige
HPV-RNA-Konzentration, die in 95% der Falle positiv (d. h. Uber dem klinischen Grenzwert)
ist. Die LoD des Aptima HPV Assays wurde anhand von Tests an Verdiinnungspanels von
In-vitro-Transkripten (IVT) fur alle 14 Hochrisiko-Genotypen sowie 4 HPV-infizierte Zelllinien
(SiHa, HelLa, MS751 und ME180; ATCC, Manassas, Virginia [USA]) ermittelt. Fur die
IVT-Panels wurde Probentransportmedium mit IVT in verschiedenen Konzentrationen versetzt
und anschlieend vor dem Test mit einzelnen negativen ThinPrep Flissig-Zytologieproben
verdinnt. Fir die HPV-infizierten Zellpanels wurden Pools aus HPV-negativen ThinPrep
Flissig-Zytologieproben mit HPV-infizierten Zellen in verschiedenen Konzentrationen versetzt
und anschlieRend vor dem Test mit Probentransportmedium verdinnt. Dreillig Replikate jeder
Kopienkonzentration wurden mit je zwei Reagenzienchargen getestet, sodass sich insgesamt
60 Replikate ergaben. Die Tests wurden im Verlauf von 17 Tagen durchgefihrt, wobei pro Tag
1 bis 12 Durchlaufe stattfanden und in jedem Durchlauf 5 Replikate eines bestimmten
Genotyps und einer bestimmten Konzentration getestet wurden. Die 95-%-Nachweisgrenze
wurde anhand einer Probit-Regressionsanalyse der Positivitatsergebnisse fur jedes
VerdUnnungspanel berechnet.

Die Ergebnisse der Probit-Analyse (Tabelle 50) zeigen, dass fur HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 56, 59 und 68 eine 95-%-Nachweisgrenze von jeweils weniger als 100 Kopien/Reaktion
und fur die Typen 52, 58 und 66 eine 95-%-Nachweisgrenze jeweils zwischen 100 und 500
Kopien/Reaktion ermittelt wurde. Fir die vier getesteten Zelllinien ergaben sich
95-%-Nachweisgrenzen von weniger als 1 Zelle/Reaktion.
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Tabelle 50: Nachweisgrenze am klinischen Grenzwert des Aptima HPV Assays

Target Nachweisgrenze*
(95% V1)
HPV 16 49,4 (37,1-73,0)
HPV 18 44,0 (34,4-62,1)
HPV 31 32,5(23,2-52,1)
HPV 33 67,5 (48,8 - 106,2)
HPV 35 32,7 (23,6 -51,4)
HPV 39 20,9 (16,3 - 29,5)
HPV 45 37,1(27,9-54,7)
HPV 51 51,1 (36,3 - 83,9)
HPV 52 410,2 (310,7 - 595,1)
HPV 56 59,4 (46,7 - 81,5)
HPV 58 124,1 (90,7 - 190,1)
HPV 59 81,1 (61,9 - 116,6)
HPV 66 118,5 (83,2 - 202,0)
HPV 68 22,4 (17,1 -32,4)
SiHa 0,25 (0,19 - 0,36)
HelLa 0,11 (0,09 - 0,14)
ME180 0,10 (0,08 - 0,16)
MS751 0,17 (0,14 - 0,25)

*Kopien pro Reaktion flr In-vitro-Transkripte und Zellen pro Reaktion flr Zelllinien
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Prazision des Assays

Die Prazision des Aptima HPV Assays wurde in zwei Studien anhand des gleichen, aus
20 Proben bestehenden Panels bewertet. Studie 1 wurde an 3 Zentren durchgefuhrt,
2 externen und 1 internen. Studie 2 wurde hausintern durchgefiihrt. Das Panel bestand aus
13 fur HPV positiven Proben mit Konzentrationen an oder Uber der Nachweisgrenze des
Assays (erwartete Positivitat: 2 95%), 3 fur HPV positiven Proben mit Konzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze des Assays (erwartete Positivitat: > 0% bis < 25%) sowie 4
fir HPV negativen Proben. HPV-positive Panelproben wurden angesetzt, indem mit
Probentransportmedium (Specimen Transport Medium, STM) verdinnte PreservCyt Losung
mit In-vitro-RNA-Transkripten (IVT) bzw. mit STM verdiinnte, gepoolte, negative ThinPrep
Flissig-Zytologieproben mit HPV-infizierten kultivierten Zellen (SiHa, HeLa und MS751;
ATCC, Manassas, Virginia [USA]) versetzt wurden. HPV-negative Panelproben wurden mit
PreservCyt Loésung oder gepoolten, negativen, mit STM verdinnten ThinPrep
Flussig-Zytologieproben angesetzt.

In Studie 1 flhrten 2 Bediener an jedem der 3 Testzentren (1 Gerat pro Zentrum) Uber 3 Tage
hinweg 2 Aptima HPV Assay Arbeitslisten (1 pro Reagenziencharge) pro Tag aus. In jeder
Arbeitsliste waren fiir jede Probe im Reproduzierbarkeitspanel 3 Replikate enthalten. Fir jede
Panelprobe wurden einhundertacht (108) einzelne Probenréhrchen getestet (3 Zentren x
1 Gerat x 2 Anwender x 2 Chargen x 3 Arbeitslisten x 3 Replikate). In Studie 2 wurden die
Tests intern im Verlauf von 13 Tagen durchgefiihrt, und zwar mit insgesamt 162 getesteten
Reaktionen fir jede Panelprobe (1 Zentrum x 3 Gerate x 3 Anwender x 3 Chargen x
2 Arbeitslisten x 3 Replikate).

Die Panelproben sind neben einer Zusammenfassung der Ubereinstimmung mit erwarteten
Ergebnissen und Analyt-S/CO-Werten am 2,5ten, 50sten und 97,5ten Perzentil der
S/CO-Verteilung in Tabelle 51a (Panelproben mit erwarteten positivem Ergebnis) und
Tabelle 51b (Panelproben mit erwartetem negativem Ergebnis) beschrieben. Die
Analyt-S/CO-Variabilitat der Panelproben mit erwartetem positivem Ergebnis geht aus
Tabelle 52 (Studie 1) und Tabelle 53 (Studie 2) hervor.
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Tabelle 51a: Studie 1 und 2 zur Prazision des Aptima HPV Assays: Panelbeschreibung, positive
Ubereinstimmung und Perzentilenverteilung von Analyt-S/CO-Werten flr Panelproben mit
erwartetem positivem Ergebnis

Panelbeschreibung
(Kopien oder
Zellen/Reaktion)

Studie 1
(3 Testzentren)

Studie 2
(1 Testzentrum)

Prozentuale positive
Ubereinstimmung
(95% VI)

Prozentuale positive
Ubereinstimmung
(95% VI)

HPV-hochpositive
klinische Probe 1

100 (107/107)
(96,5, 100)

100 (161/161)
(97,7, 100)

HPV-hochpositive
klinische Probe 2

100 (107/107)
(96,5, 100)

100 (162/162)
(97,7, 100)

HPV-16-IVT
(1830 Kopien)

100 (107/107)
(96,5, 100)

100 (161/161)
(97,1, 100)

HPV-18-IVT

100 (107/107)

100 (162/162)

(1550 Kopien) (96,5, 100) (97,7, 100)
HPV-niedrigpositive 94,4 (101/107) 89,5 (145/162)
klinische Probe 1 (88,3, 97,4) (83,3, 93,3)

HPV-niedrigpositive

88,0 (95/108)

92,0 (149/162)

klinische Probe 2 (80,5, 92,8) (86,8, 95,3)
HPV-niedrigpositive 100 (108/108) 97,5 (157/161)
klinische Probe 3 (96,6, 100) (93,8, 99,0)

HPV-niedrigpositive
klinische Probe 4

90,7 (98/108)
(83,8, 94,9)

92,6 (150/162)
(87,5, 95,7)

HPV-16-IVT
(183 Kopien)

100 (102/102)
(96,4, 100)

100 (162/162)
(97,7, 100)

HPV-18-IVT
(155 Kopien)

100 (108/108)
(96,6, 100)

100 (159/159)
(97,6, 100)

MS751-Zellen 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,63 Zellen) (96,6, 100) (97,7, 100)
HeLa-Zellen 100 (108/108) 100 (162/162)
(0,35 Zellen) (96,6, 100) (97,7, 100)
SiHa-Zellen 87,9 (94/107) 89,5 (145/162)
(0,90 Zellen) (80,3, 92,8) (83,8, 93,3)

IVT = In-Vitro-Transkript

*Die erwartete prozentuale positive Ubereinstimmung betrug ~95%; der beobachtete Wert ist niedriger, méglicherweise
aufgrund von fertigungsbedingten Schwankungen bei der Panelprobe.
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Tabelle 51b: Studie 1 und 2 zur Prazision des Aptima HPV Assays: Panelbeschreibung, negative
Ubereinstimmung und Perzentilenverteilung von Analyt-S/CO-Werten fir Panelproben mit
erwartetem negativem Ergebnis

Studie 1 Studie 2
Panelbeschreibung (3 Testzentren) (1 Testzentrum)
(Kopien od_er Prozentuale negative | Prozentuale negative
Zellen/Reaktion) Ubereinsti - NP
ereinstimmung Ubereinstimmung
(95% V1) (95% V1)
MS751-Zellen 87,0 (94/108) 93,8 (152/162)
(0,005 Zellen) (79,4, 92,1) (89,0, 96,6)
SiHa-Zellen 97,2 (105/108) 95,7 (155/162)
(0,008 Zellen) (92,1,99,1) (91,4, 97,9)
HeLa-Zellen 70,4 (76/108) 67,3 (109/162)
(0,02 Zellen) (61,2,78,2) (59,8, 74,0)
HPV-negative klinische 99,1 (107/108) 100 (162/162)
Probe 1 (94,9, 99,8) (97,7, 100)
HPV-negative klinische 97,2 (105/108) 100 (162/162)
Probe 2 (92,1, 99,1) (97,7, 100)
o 99,1 (107/108) 100 (162/162)
PreservCyt-Losung 1 (94,9, 99.8) (97,7, 100)
1 99,1 (107/108) 100 (161/161)
PreservCyt-Lésung 2 (94,9, 99.8) (97.7, 100)

IVT = In-Vitro-Transkript.

*Erwartete prozentuale negative Ubereinstimmung > 75% und < 100%.

Aptima HPV Assay 82 AW-14517-801 Rev. 004



Aptima”

Leistung des Assays auf dem Panther System

Tabelle 52: Studie 1 zur Prazision des Aptima HPV Assays: Signal-Variabilitat fir Panelproben mit erwartetem
positivem Ergebnis

Innerhalb
Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen von

Panelbeschreibung Geriten Anwendern Chargen | Arbeitslisten | Arbeitslisten Gesamt
(Kopien oder Mittl.

Zellen/Reaktion) n | SICO | SD |VK(%)| SD |VK(%)| SD |VK(%)| SD |VK(%)| SD |VK(%)| SD |VK (%)
HPV-hochpositive | 17| 5934 1 000 | 00 [000] 00 |143| 49 |187| 64 |149| 51 |279| 95
klinische Probe 1

HPV-hochpositive 107*| 30,09 | 0,55 | 1,8 |000| 00 |106| 35 [073| 24 |221| 73 |261]| 87
klinische Probe 2

HPV-16-IVT 107*| 11,20 | 009 | 08 |016| 14 |003| 03 |014| 13 |046| 41 |052]| 46
(1830 Kopien)

HPV-18-IVT 107*| 14,89 | 018 | 12 |000| 00 |020| 13 |014| 09 |153| 103 | 156 | 105
(1550 Kopien)
HPV-niedrigpositive | ;.| 554 | 000 | 00 |000| 00 |000] 00 |000| 00 [323] 392 |323| 392
klinische Probe 1
HPV-niedrigpositive | o | 747 1000 | 00 |041| 58 |000]| 00 |000| 00 |457]| 647 |459| 650
klinische Probe 2
HPV-niedrigpositive | ;4| 1453 | 026 | 25 |000| 00 |000]| 00 |132| 129 [323| 316 | 349 | 342
klinische Probe 3
HPV-niedrigpositive | o | 458 | 050 | 107 |020| 42 |000| 00 |099| 211 [ 302 646 |3.22| 689
klinische Probe 4

HPV-16-IVT 102*| 11,09 | 0,08 | 0,7 |000| 00 |[000| 00 |026| 23 |054| 49 |061| 55
(183 Kopien)

HPV-18-IVT 108 | 11,78 | 000 | 00 |043| 37 |000| 00 |112| 95 |1.97| 167 | 230 | 19,6
(155 Kopien)

MS751-Zellen 108 | 10,73 | 0,00 | 00 [059 | 55 |072| 67 |082| 76 [186| 17,3 |223| 208
(0,63 Zellen)

HeLa-Zellen 108 | 6,78 |0,00| 00 |056| 83 |000| 00 |123| 18,2 |3,08| 455 | 3,37 | 497
(0,35 Zellen)

SiHa-Zellen 107*| 7,74 |037| 48 |000| 00 |000| 00 |000| 00 |385| 498 | 3,87 | 50,1
(0,90 Zellen)

*Zwolf Proben erbrachten unglltige Ergebnisse im Aptima HPV Assay (1 fur HPV-hochpositive klinische Probe 1, 1 fur
HPV-hochpositive klinische Probe 2, 1 fir HPV-16-IVT (1830 Kopien), 1 fir HPV-18-IVT (1550 Kopien), 1 fiur
HPV-niedrigpositive klinische Probe 1, 6 fir HPV-16-IVT (183 Kopien) und 1 fir SiHa-Zellen (0,90 Zellen)).

VK = Variationskoeffizient; IVT = In-vitro-Transkript; SD = Standardabweichung

Hinweis: Bei einigen Faktoren kann die Variabilitdt zahlenméRig negativ sein. Dies liegt daran, dass die Variabilitat aufgrund
dieser Faktoren sehr gering ist. In diesen Féllen sind SD und VK als 0 angegeben.
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Tabelle 53: Studie 2 zur Prazision des Aptima HPV Assays: Signal-Variabilitat fur Panelproben mit
erwartetem positivem Ergebnis

Innerhalb
. Zwischen Zwischen Zwischen Zwischen von
Panelbeschreibung Geriten Anwendern Chargen | Arbeitslisten | Arbeitslisten | Gesamt
(Kopien oder Mittl.
Zellen/Reaktion) n | SICO | SD |VK(%)| SD |VK(%)| SD [VK(%)| SD |VK(%)| SD |VK(%)| SD |VK (%)

HPV-hochpositive

L. 161*| 26,81 | 0,75 | 2,8 |0,00| 0,0 | 091 34 | 048 1,8 184 | 69 |224| 83
klinische Probe 1

HPV-hochpositive

. 162 | 28,83 | 0,00 0,0 0,00 0,0 0,96 3,3 0,65 23 | 235 8,2 | 262 9,1
klinische Probe 2

HPV-16-IVT

(1830 Kopien) 161*| 11,07 | 0,14 | 12 |000| 00 |005| 05 |016| 14 |032| 29 |039| 35

HPV-18-IVT

(1550 Kopien) 162 | 13,34 | 0,14 | 11 012| 09 |100| 7,5 |031 23 |075| 56 | 1,31 9,8

HPV-niedrigpositive

.. 162 | 7,57 | 0,56 7,5 0,55 7,3 0,63 8,3 0,00 0,0 3,61 | 47,7 | 3,75 | 495
klinische Probe 1

HPV-niedrigpositive

.. 162 | 7,59 | 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 525 | 69,2 | 525 | 69,2
klinische Probe 2

HPV-niedrigpositive

. 161*| 8,83 | 0,00 0,0 0,00 0,0 0,26 3,0 0,00 0,0 348 | 394 | 349 | 395
klinische Probe 3

HPV-niedrigpositive

.. 162 | 4,95 | 0,00 0,0 0,00 0,0 0,75 | 15,2 | 0,00 0,0 3,35 | 67,6 | 3,43 | 69,3
klinische Probe 4

HPV-16-IVT

(183 Kopien) 162 | 11,02 | 0,13 | 12 |011| 10 |012| 11 [013| 12 [054| 49 |059| 54

HPV-18-IVT

R 159*| 11,40 (0,16 | 14 |07 | 15 |121| 106 |023| 20 |[1,17 | 10,3 | 1,72 | 15,0
(155 Kopien)

MS751-Zellen 162| 9,87 |076| 7,7 |000| 00 |065| 66 |065| 66 |141| 143 |1,85| 187
(0,63 Zellen)
HeLa-Zellen 162| 7,80 | 0,55 | 7,0 |0,00| 00 |085| 10,9 |0,00| 00 |244| 31,3 |265| 33,9
(0,35 Zellen)
SiHa-Zellen 162| 7,30 |032| 43 |000| 00 |093| 127 | 1,04 | 143 | 349 | 47,8 | 377 | 517
(0,90 Zellen)

*Sechs Proben erbrachten ungiiltige Ergebnisse im Aptima HPV Assay (1 fir HPV-hochpositive klinische Probe 1, 1 fir
HPV-16-IVT (1830 Kopien), 1 fur HPV-niedrigpositive klinische Probe 3, 3 fur HPV-18-IVT (155 Kopien).

VK = Variationskoeffizient; IVT = In-vitro-Transkript; SD = Standardabweichung

Hinweis: Bei einigen Faktoren kann die Variabilitdt zahlenméBig negativ sein. Dies liegt daran, dass die Variabilitdt aufgrund
dieser Faktoren sehr gering ist. In diesen Féllen sind SD und VK als 0 angegeben.

Kreuzreaktivitat

Tests mit potenziell kreuzreagierenden Organismen fur den Aptima HPV Assay wurden mit
dem Tigris DTS System durchgefiihrt. Die Ergebnisse finden Sie unter Kreuzreaktivitat
(Tabelle 28) im Abschnitt zum Tigris DTS System.

Interferenz

Tests mit potenziell interferierenden Substanzen fur den Aptima HPV Assay wurden mit dem
Tigris DTS System durchgeflhrt. Die Ergebnisse finden Sie unter Interferenz (Tabelle 29) im
Abschnitt zum Tigris DTS System.
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