GynTect®

Epigenetische Marker zur Erkennung
von Gebarmutterhalskrebs



Schritt 1: Besuch beim Frauenarzt

Auffalliger Pap-Befund (Pap Ill, Pap IID)? Und HPV positiv? lhre Patientin ist
unsicher und méchte Klarheit haben? GynTect® bietet Ihnen als Frauvenarzt die
Maglichkeit die Situation der Patientin besser einzuschatzen: GynTect® kann
zwischen Zervikalldsionen unterscheiden, die Biopsieentnahme und ggf. Konisa-
tion erfordern und denen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit regredieren.

Schritt 2: Abstrichmedium

GynTect® wird aus konventionellem Abstrichmedium durchgefGhrt. ThinPrep
PreservCyt® Medium (Hologic) oder STM™ (Qiagen) kann fir den Abstrich verwen-
det werden. Bitte kontaktieren Sie lhr Diagnostiklabor oder die oncgnostics GmbH
Uber die Homepage, per Email, Fax oder Telefon fir den Erwerb der Abstrichbestecke.

Schritt 3: Abstrichentnahme und Versendung

Verwenden Sie das zum Medium zugehorige Abstrichbesteck, entnehmen Sie den
Abstrich und geben sie ihn in das Medium. Der Abstrich kann bei Raumtempera-
tur und normaler Post versendet werden, der Transport sollte nicht langer als 48h
dauern. Die Kosten fir GynTect® werden der Patientin in Rechnung gestellt, die
sie entweder an ihre private Krankenkasse weitergibt oder selbst bezahlt (IGeL).

Schritt 4: Durchfihrung von GynTect®

Das Laborkann GynTect® innerhalb eines Tages durchfihren. Der Abstrich wird im
Labor bearbeitet, die Detektion der Marker erfolgt Gber PCR basierte Methoden.
Sie erhalten das Ergebnis innerhalb weniger Tage.

Schritt 5: Eindeutige Entscheidung

Sie besprechen das Ergebnis mit lhrer Patientin. Bei einem negativen GynTect®
Ergebnis sollte Ihre Patientin keine schwergradige Lasion haben, die sich zu einem
Karzinom entwickeln kénnte. Eine ,watchful waiting" Strategie mit erneutem
HPV-Test ist ratsam, um zu sehen, ob die HPV Infektion verschwindet.

Bei einem positiven GynTect® Ergebnis wird eine Kolposkopie mit Biopsie emp-
fohlen, um die Erkrankung zu lokalisieren. Hieraus leiten sich weitere Therapie-
mafnahmen ab.




GynTect® - Testprinzip und Workflow

Das Prinzip des GynTect® Tests basiert auf der Detektion von DNA-Methylierung in humanen Gen-
regionen der DNA. Beim Prozess der DNA-Methylierung werden Methylgruppen an die DNA an-
gebracht, dabei handelt es sich immer um Cytosine, die in Nachbarschaft zu einem Guanin stehen,
sogenannte CpG Dinukleotide.

Die Analyse der Patientenprobe umfasst 2 Schritte. Zuerst wird die DNA-Methylierung mittels Bisulfit-
behandlung fixiert. AnschlieBend werden durch eine PCR spezifische Regionen des Genoms analysiert.
Nur urspringlich methylierte DNA Regionen werden bei der PCR amplifiziert, das Verfahren nenntsich
daher auch methylierungsspezifische PCR.

Der GynTect® Test ist positiv, wenn eine bestimmte Markerkombination amplifiziert wird.

Fir eine verldssliche und robuste Durchfihrung enthalt der GynTect® Test mehrere interne Kontrollen.
Desweiteren werden Positiv- und Negativkontrollen durchgefihrt.

Patientenprobe:
direkte
Zelllyse
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Daver: 30 min
Davon hands-on Zeit
5—-15min
Abstrichmedium:
STM™ (Qiagen) oder
ThinPrep PreservCyt®
(Hologic)
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Bisulfitbehandlung:
»Fixierung" der
DNA-Methylierung
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Daver: 90 min
Davon hands-on Zeit
60 min
Bisulfitbehandlung
wird mit dem EpiTect®
Fast Bisulfite Kit (Qia-
gen) durchgefihrt.
Bestellung Uber die
oncgnostics GmbH
empfohlen.
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Analytische PCR:
Detektion der
Markerregionen
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Dauer: 130 min
Davon hands-on Zeit
10 -30 min
GynTect® wird auf
dem Abi7500 real time
System (Life Technolo-
gies) durchgefihrt.
Mehr Gerate in Arbeit.

Datenanalyse:
Interpretation der
PCR Ergebnisse
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Hands-on Zeit:
15 min
Die Datenanalyse fur
die Auswertung des
GynTect® Tests erfolgt
Uber eine Kalkulations-
software wie
Microsoft Excel.




Vorteile von GynTect®

GynTect® wurde als Abklarungstest basierend auf krebszellspezifischen Biomarkern entwickelt, um
spezifisch diejenigen Frauen zu finden, die nach Pap-auffalligem oder HPV-positivem Testergebnis
eine zu behandelnde Krebsvorstufe aufweisen. Bei positivem Testergebnis ist daher kolposkopisch

unterstitzte Therapie ratsam. Ein negatives Testergebnis weist auf eine leichtgradige Lasion hin, eine

nicht-invasive Beobachtung der Patientin ist moglich, jedoch mit kirzeren Untersuchungsabstén-

den aufgrund des urspriinglich positiven HPV/Pap-Tests. Generell kénnen Tests basierend auf dem
Nachweis von DNA-Methylierung in zukinftigen Screeningszenarien, basierend auf HPV-Testung,
als Abklarungstests eingesetzt werden. GynTect® kann sehr einfach in den bekannten Ablauf des
Frauenarztbesuches eingebunden werden, er kann aus dem gleichen Abstrich wie der HPV Test durch-

gefihrt werden.

Positives GynTect® Ergebnis

Negatives GynTect® Ergebnis

» Das Vorliegen einer klinisch relevanten L&sion
ist sehr wahrscheinlich

» Kolposkopisch gestitzte Therapie ist ratsam,
Biopsieentnahme und ggf. Konisation ist
notwendig

GynTect®: Vorteile fir den Frauenarzt

» Das Vorliegen einer klinisch relevanten L&sion
ist sehr unwahrscheinlich

» Beobachtung unter kirrzeren Intervallen
aufgrund des initial auffalligen Pap/HPV-Test
ist ratsam.

GynTect®: Vorteile fur die Patientin

» Ein objektives Testergebnis kann der Patientin
Ubermittelt werden

» Uberweisung an eine Spezialsprechstunde
kann vermieden werden

» Néchste Schritte kdnnen direkt besprochen wer-
den, langes ungewisses Warten wird vermieden

» Keine Anderungen beim reguléren Arztbesuch

» Keine lange Wartezeit zwischen erster
Diagnose und Abklarung

» Unnétige invasive Eingriffe konnen vermieden
werden

» Klassifiziert auffallige HPV/Pap-Test
Ergebnisse

» Keine Anderungen beim reguldren Arztbesuch
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Klinische Leistungsmerkmale von GynTect®

Die klinischen Leistungsmerkmale von GynTect® wurden in einer 280 Patientinnen umfassenden kli-
nischen Studie bestimmt. Histologisch bestatigte Befunde lagen fir 28 % der Patientinnen vor: 5 CIN1,
19 CIN2, 50 CIN3 und 5 Falle mit diagnostiziertem Karzinom (Tabelle 1). 72 % aller Patientinnen wiesen
einen unauffalligen zytologischen Befund (Pap ) auf, fir diese Proben liegt kein histologischer Befund
vor. In der Gruppe der zytologisch Unauffalligen (Pap I) wurden bei Frauen 30 Jahre und alter lediglich
1,7 % GynTect® positiv getestet, keine bei den unter 30-Jahrigen, so kdnnen unnétige Eingriffe ver-
mieden werden. Die klinischen Leistungsmerkmale sind in Tabelle 2 zu sehen. GynTect® hat eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat fur die Erkennung von CIN3+ bei HPV-positiven Frauen und erkennt alle
Karzinomfélle. Bei den jungen Frauen (<30 Jahre) zeigt GynTect® eine niedrigere Erkennung fir
CIN1 und CIN2. Gerade bei jungen Frauen ist eine hohe Regressionsrate fir CIN Lasionen bekannt®?,
zukinftige Studien sollen zeigen, dass nicht alle CIN Lasionen erkannt werden missen.

Basierend auf den vorliegenden Daten ist GynTect® in der Lage, auffallige Pap-Tests und/oder positive

HPV Befunde abzuklaren. Dariber hinaus ist GynTect® geeignet Karzinomfalle der Zervix zu erkennen.

Tabelle 1: Erkennungsraten sowie Studienpopulation, aufgefihrt nach Befundung und Alter.
280 Patientenproben wurden insgesamt getestet, 276 zeigten valide Ergebnisse.

‘ Frauen =30 Jahre ‘ Frauven < 30 Jahre ‘

Alle
PAP | 1,7% (3/174) 0,0% (0/25) 1,5% (3/199)
CIN1 25,0% (1/4) 0,0% (0/1) 20,0% (1/5)
CIN2 50,0% (7/14) 25,0% (1/4) 44,4% (8/18)
CIN3 62,5% (20/32) 58,8% (10/17) 61,2 % (30/49)
Karzinom 100% (5/5) n/a 100% (5/5)

Tabelle 2: Klinische Leistungsmerkmale (CIN3+, CIN3 fr
die junge Altersgruppe), unterschieden nach Alter. GynTect ® Performance (alle Altersgruppen)
g 100 1000
c 90
Frauen Frauen 2 % s
>30Jahre | <30Jahre | Al g Eg i
5 30
Sensitivitat 67 6% 58 8% e E 2 I 20,0 =
o —
CIN3(+) ! ! ! E 0 Karzinom CIN3 CIN2 CIN1 PAPI
Spezifitat CIN3+ 94,3% 96,7 % 94,6% Histologie/Zytologie

L Trimble et al. 2005 Spontaneous regression of high-grade cervical dysplasia: effects of human papillomavirus type and
HLA phenotype. Clin Cancer Res. 2005 Jul 1;11(13):4717-23.
2 Ost6r 1993 Natural history of cervical intraepithelial neoplasia: a critical review. Int J Gynecol Pathol. 1993 Apr;12(2):186-92.

Rev.1.1 © oncgnostics GmbH



Herausforderung Zervixkarzinomdiagnostik

Die Einfuhrung des Pap-Tests fihrte zu einem enormen Rickgang der Inzidenz und Mortalitat beim
Zervixkarzinom. Doch seit Uber zehn Jahren stagnieren die Krebsfélle, effektivere Screening- und
Diagnostiktests sind daher notwendig. HPV-Tests haben im Screening und beim Patientenmanage-
ment an Bedeutung gewonnen, doch neben der sehr hohen Sensitivitat hat der HPV-Test nur sehr
unzureichende Spezifitat. Abklarungstests fir HPV-positiv getestete Frauen sind daher dringend
notwendig, um unnotige Folgeuntersuchungen bei Frauen mit HPV-Infektion, aber ohne klinisch
relevante Erkrankung, zu vermeiden.

Der neue, PCR-basierte GynTect® Test ist fir die Abklarung HPV-positiver und/oder Pap-auffalliger
Frauen geeignet und erkennt zuverldssig Frauen mit Zervixkarzinom.

Wie funktioniert GynTect®?

Persistierende Infektionen mit hrHPV fihren aufgrund der aktiven viralen Onkoproteine E6 und
E7 zu genetischer Instabilitat der infizierten Zellen. Daher kommt es zu Veranderungen im Erbgut
der Zellen, die die Entwicklung zu einer Krebszelle bewirken. Unter anderem gibt es epigenetische
Verdnderungen, die eine verstarkte Methylierung bestimmter DNA Bereiche umfassen, sogenannte
DNA-Methylierung.

GynTect® erkennt sechs Bereiche des humanen Erbguts, die nur bei der Entwicklung von Krebszellen
methyliert vorliegen. Diese Bereiche werden bei der Entstehung von Zervixkarzinomen sehr haufig
beobachtet, weshalb GynTect® spezifisch sich zu Krebszellen entwickelnde Zellen diagnostiziert
anstelle einer reinen HPV-Infektion.
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