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CINtec® p16 Histology

805-4713 N/ 50
06695248001

825-4713 N/ 250
06695256001

AVSEDD ANVANDNING

CINtec p16 Histology ar en
immunhistokemisk analys for kvalitativ
detektion av p16/NK4a-protein i
formalinfixerade, paraffininbdddade
véavnadssnitt framstallda fran
livmoderhalsbiopsier. Den &r indicerad
for anvandning i anslutning till H&E-
fargade objektglas som beretts av
samma prov av livmoderhalsvavnad for
att 6ka den diagnostiska
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Fig. 1. Fargning av cervikala

skivepitelceller med CINtec p16 noggrannheten och
Histology. interobservatdrsoverensstammelsen vid
diagnos av hdggradig

intraepitelneoplasi i cervix.

Denna produkt bor tolkas av en kvalificerad patolog tillsammans med en histologisk
undersokning, relevant klinisk information och lampliga kontroller.

Denna antikropp &r avsedd for anvandning vid in vitro-diagnostik (VD).

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

CINtec p16 Histology bestar av en enda komponent: anti-p16!NK4a (E6H4), en monoklonal
primar musantikropp.

Som en cyklinberoende kinashammare spelar p16!NK4a (16) en viktig roll fér
celleykelprogression och celldifferentiering. 1-4p16/NK4a-proteinet kontrollerar
retinoblastomproteinmedierad (pRB) G1-S-fasévergang och utldser cellcykelstopp under
den celluldra differentieringsprocessen. .5 | normala, terminalt differentierade celler
uttrycks p16/NK4a vid laga nivaer, vanligtvis inte detekterbara genom immunhistokemi.’.5
Forskningsstudier har identifierat att starkt dveruttryck av p16/NK4a j pre-cancerdsa och
cancerdsa vavnader ar nara kopplat till uttrycket av humant papillomvirus (HPV) E7-
onkoprotein.13.6,7.8

IHC-detektion av p16-Gveruttryck kan vara till hjdlp vid tolkningen av histologiprover fran
cervix. P16-proteinet har rapporterats vara éveruttryckt i neoplastiska skivepitelceller i
livmoderhalsen, medan det har befunnits vara i huvudsak franvarande i normala epitel och
icke-neoplastiska lesioner.1.2,5.6.7 Manga studier har undersokt sambandet mellan
overuttryck av p16 och nérvaro av cervikal intraepitelial neoplasi (CIN).8.9 Overuttryck av
p16 har observerats i néstan alla CIN3-lesioner, i de allra flesta CIN2-lesioner, och
vanligtvis i mellan 40 % till 60 % av cervikala skivepitellesioner som klassificerats som
CIN1 i H&E-fargade vavnadssnitt.8-13

KLINISK SIGNIFIKANS

Diagnostisk tolkning av cervikala biopsiprover utgor grunden for beslut om
patientbehandling. CIN1 &r den histologiska manifestationen av en HPV-infektion. |
allménhet rekommenderas att patienter som diagnostiserats med CIN1-lesioner
aterkommer for uppfoljning efter ett &r.14 For cervikal sjukdom ar CIN2 den vanligaste
kliniska tréskeln for behandling. 14 Excision eller ablation rekommenderas for patienter
som diagnostiserats med CIN2 eller CIN3. Riskerna i samband med excision for patienter i
barnafédande alder omfattar biverkningar pa framtida graviditeter.15.16,17 Darfor ar
korrekt diagnos av CIN, och i synnerhet CIN2 och CIN3, viktigt vid beslut om hantering av
patienter.18

Morfologisk tolkning av cervikala biopsiprover endast med H&E &r foremal for
interobservatdrsvariation.18-25 Flera studier har utvéarderat kompletterande anvéndning av
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p16-fargade objektglas och effekten pa interobservatdrstillférlitligheten vid patologers
diagnostiska tolkning av histologiprover fran cervix. | alla dessa studier forbattrades den
diagnostiska éverensstammelsen mellan patologer vasentligt nar p16-fargade objektglas
tolkades tillsammans med H&E-fargade objektglas jamfort med tolkning av bara H&E-
fargade objektglas.10.11,13,21,22,26,27,28

Vidare har flera studier utvarderat effekten pa den diagnostiska noggrannheten vid
tolkning av histologiprover fran cervix da p16-fargade objektglas har anvénts sida vid sida
med H&E-fargade objektglas. Dijkstra med flera (2010) visade en néstan perfekt
dverensstammelse mellan diagnoser stéllda med stdd av p16-fargade objektglas som
tolkats av en enda patolog jamfort med diagnoser som stéllts av en expertpatologpanel
enbart baserat pa H&E-fargning. 10 Bergeron med flera rapporterade en signifikant 6kning
av diagnostisk noggrannhet nar tolkningen omfattade bade p16-fargade objektglas och
H&E-fargade bilder jamfort med enbart H&E-fargade objektglas (p = 0.0004) med en
sensitivitet for = CIN2 fran 77 % till 87 %.11 | en farsk prospektiv, populationsbaserad
studie dar ett akademiskt kliniskt centrum i USA analyserade over 1450 pa varandra
foljande fall av livmoderhalsbiopsi visade sig p16-fargning vara "ett anvéndbart och palitligt
diagnostiskt komplement for att skilja mellan biopsier med och utan CIN2+”.12 Darfér har
kompletterande tolkning av H&E-fargade objekiglas innefattande livmoderhalsbiopsisnitt
tillsammans med pa varandra foljande objektglas fran samma vévnadsprov immunfargat
for p16 potentialen att avsevart forbattra diagnostisk dverensstdmmelse vid tolkningen av
livmoderhalsbiopsier.

PRINCIPER FOR PROCEDUREN

CINtec p16 Histology ar en monoklonal primar musantikropp som har producerats mot
p16!NK4a_proteinet. CINtec p16 Histology binder till p16/NK42-protein i formalinfixerade,
paraffininbdddade (FFPE) vavnadssnitt och har ett nukleart och/eller cytoplasmatiskt
fargningsmonster. Denna antikropp kan visualiseras med OptiView DAB IHC Detection Kit
(kat. nr. 760-700; 06396500001) eller u/traView Universal DAB Detection Kit (kat. nr 760-
500; 05269806001). Se respektive metodblad fér mer information.

MEDFOLJANDE MATERIAL

CINtec p16 Histology (kat. nr. 805-4713 / 06695248001) innehaller tillrdckligt med reagens
for 50 tester.

En 5 mL dispenser av CINtec p16 Histology innehaller ca 5.0 ug musmonoklonal
antikropp.

CINtec p16 Histology (kat. nr. 825-4713 / 06695256001) innehaller tillrédckligt med reagens
for 250 tester.

En 25 mL dispenser av CINtec p16 Histology innehaller ca 25.0 ug musmonoklonal
antikropp.

Antikroppen ar utspadd i Tris-HCI med bararprotein och 0.10 % ProClin 300 som
konserveringsmedel.

Den specifika antikroppskoncentrationen ar ca 1.0 pg/mL. Ingen kand icke-specifik
antikroppsreaktivitet har observerats i denna produkt.

CINtec p16 Histologyar en rekombinant musmonoklonal antikropp som renats fran
cellodlingssupematant.

Se lampligt metodblad for VENTANA-detektionskit for en detaljerad beskrivning av:
Principer for proceduren, Material och metoder, Provinsamling och beredning for analys,
Procedurer fér kvalitetskontroll, Felsokning, Tolkning av resultaten och Begransningar.

NODVANDIGT MATERIAL SOM INTE MEDFOLJER

Fargningsreagens som VENTANA -detektionskit och tillhdrande komponenter, inklusive
objektglas med negativa och positiva vavnadskontroller, medféljer inte.

Eventuellt &r inte alla produkter i bipacksedeln tillgangliga i alla l&nder. R&dfraga din lokala
supportrepresentant.

Foljande reagenser och material kan behévas vid fargning men medféljer ej:
Rekommenderad kontrollvavnad

Objektglas for mikroskop, positivt laddade

Negative Control (Monoclonal) (kat. nr 760-2014 / 05266670001)

OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. nr 760-700 / 06396500001)

ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. nr 760-500 / 05269806001)
Antibody Diluent (kat. nr 251-018 / 05261899001)

EZ Prep Concentrate (10X) (kat. nr 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. nr 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (kat. nr 650-010 / 05264839001)
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10.  ULTRALCS (Predilute) (kat. nr 650-210 / 05424534001)

11.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. nr 950-124 / 05279801001)

12. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. nr 950-224 / 05424569001)
13. Hematoxylin I (kat. Nr. 790-2208 / 05277965001)

14.  Bluing Reagent (kat. nr 760-2037 / 05266769001)

15. Permanent monteringsmedium

16. Téckglas

17.  Automatiserat monteringsinstrument

18.  Laboratorieutrustning for allmant bruk

19.  BenchMark IHC/ISH-instrument

FORVARING OCH STABILITET

Forvaras vid 2-8 °C vid mottagandet och nér den inte anvénds. Far ej frysas.

For att garantera korrekt reagenstillforsel och antikroppens stabilitet maste locket pa
dispensern séttas pa igen efter varje anvandning, och dispensern omedelbart placeras i
kylskap i uppratt lage.

Varje antikroppsdispenser &r markt med utgangsdatum. Vid korrekt férvaring &r reagenset
stabilt fram till det datum som anges pa etiketten. Anvand inte reagenset efter detta
utgangsdatum.

PROVBEREDNING

Rutinmassigt bearbetade FFPE- vavnader ar Iampliga for anvandning med denna
primarantikropp nar de anvands med VENTANA-detektionskit och BenchMark IHC/ISH-
instrument. Det rekommenderade véavnadsfixeringsmedlet &r 10 % neutralbuffrad
formalin.29 Snitten ska skéras till ungefar 4 um tjocklek och monteras pé positivt laddade
objektglas. Objektglasen ska fargas omedelbart, eftersom antigenicitet i vavnadssnitt kan
avta med tiden. Be din Roche representant om en kopia av "Recommended Slide Storage
and Handling” for mer information

Det rekommenderas att positiva och negativa kontroller kérs samtidigt som okénda prover.

VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Féranvandning vid in vitro-diagnostik (IVD).

2. Endast for yrkesmassigt bruk.

3. Anvand inte fler ganger &n det angivna antalet tester.

4 ProClin 300-16sning anvands som konserveringsmedel i detta reagens. Det har
klassificerats som ett irriterande &mne och kan orsaka sensibilisering genom
hudkontakt. laktta rimliga forsiktighetsatgarder vid hantering. Undvik att reagenser
kommer i kontakt med &gon, hud och slemhinnor. Anvénd skyddsklader och
handskar.

5. Positivt laddade objektglas kan vara kansliga for miljopaverkan viket kan leda till
felaktig fargning. Be din servicerepresentant fran Roche om mer information om hur
denna typ av objektglas ska anvandas.

6.  Material av humant eller animaliskt ursprung ska hanteras som biologiskt farligt
avfall och omhandertas i enlighet med tillampliga forsiktighetsatgarder. Vid
exponering ska de ansvariga myndighetemas halsodirekiv féljas.30.31

7. Undvik att reagenser kommer i kontakt med dgon och slemhinnor. Om reagenser
kommer i kontakt med kansliga omraden ska dessa skéljas med stora méngder
vatten.

8. Undvik mikrobiell kontaminering av reagenser eftersom det kan orsaka felaktiga
resultat.

9.  Ytterligare information om anvéndningen av den hér enheten finns i
anvandarhandboken f6r BenchMark IHC/ISH-instrumentet och bruksanvisningarna
for alla nédvandiga komponenter pa navifyportal.roche.com.

10.  Kontakta lokala och/eller statliga myndigheter angaende rekommenderad metod for
avfallshantering.

11.  Produktsakerhetsmarkningen foljer framst EU:s GHS-vagledning.
Sakerhetsdatablad finns tillgangligt for professionella anvandare pa begaran.

12.  For att rapportera missténkta allvarliga hdndelser relaterade till den har enheten ska
man kontakta den lokala Roche-representanten och den behdriga myndigheten i
den medlemsstat eller land d&r anvandaren &r etablerad.

Denna produkt innehaller komponenter som klassificeras enligt foljande i enlighet med

Forordning (EG) nr 1272/2008:
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Tab.1.  Information om risker.
Risk Kod Uttalande
Varning H317 Kan orsaka allergisk hudreaktion.
Skadligt for vattenlevande organismer med langvariga
H412
effekter.
P261 Undvik att andas in dimma eller angor.
p273 Undvik utslapp i miljon.
P280 Anvand skyddshandskar.
P333 + Vid hudirritation eller utslag: Sok lakarhjalp.
P313
P362 + Ta av kontaminerade klader och tvétta dem innan du
P364 anvander dem igen.
Innehallet’behallaren lamnas till en godkand
P501 .
avfallsanlaggning.

Denna produkt innehaller CAS nr 55965-84-9, reaktionsmassa av: 5-kloro-2-metyl-2H-
isotiazol-3-on och 2-metyl-2H-isotiazol-3-on (3:1).

FARGNINGSPROCEDUR

VENTANA-priméarantikroppar har tagits fram for anvandning pa BenchMark IHC/ISH-
instrument tillsammans med VENTANA-detektionskit och -tillbehdr. Se Tab. 2 och Tab. 3
nedan for rekommenderade fargningsprotokoll.

Denna antikropp har optimerats for specifika inkubationstider, men anvandaren maste
validera resultat som erhalls med detta reagens.

Parametrara for de automatiserade procedurema kan visas, skrivas ut och redigeras i
enlighet med metoden i instrumentets anvandarhandbok. Se lampligt metodblad for
VENTANA-detektionskit for ytterligare information om immunhistokemiska
fargningsprocedurer.

Mer information om korrekt anvandning av denna enhet finns i metodbladet for
inlinedispensem som medféljer art.nr 805-4713 eller art.nr 825-4713.

Tab.2. Rekommenderat fargningsprotokoll for CINtec p16 Histologymed w/traView
Universal DAB Detection Kit pa BenchMark IHC/ISH-instrument.
Metod
Procedurtyp ULTRA eller
28 XT ULTRA PLUS
Avparaffinering Vald Vald Vald
Cell Conditioning cct, cct, “éIfn’Tnng '
(Antigendemaskering) Standard Standard 95 °C
Antikropp (primér) 24 minuter, 16 minuter, 20 minuter,
PP P 37°C 37°C 36 °C
ultraBlock* 8 minuter ej tillampligt ¢j tilldmpligt
Kontrastférgning Hematoxylin I, 4 minuter
Efter kontrastfargning Bluing, 4 minuter

*Anvandning av Antibody Diluent i ultraBlock-steget.

1011519SV Rev H


https://navifyportal.roche.com/

V=NTANA

Tab.3. Rekommenderat fargningsprotokoll for CINtec p16 Histology med OptiView
DAB IHC Detection Kit pa BenchMark IHC/ISH-instrument.

Metod
Procedurtyp ULTRA eller
X XT ULTRA PLUS
Avparaffinering Vald Vald Vald
Cell Conditioning CC1, CC1, Ulll';z?‘ngg:
(Antigendemaskering) 32 minuter 48 minuter 100 °C
Pre-primar Vald Vald Vald
peroxidashammare
. - 8 minuter, 8 minuter, 12 minuter,
Antikropp (primar) 37°C 37°C 36 °C
Postfixering* 8 minuter ej tillampligt ej tillampligt
Kontrastfargning Hematoxylin II, 4 minuter
Efter kontrastfargning Bluing, 4 minuter
*Anvandning av Antibody Diluent i Post-Fixative-steget.

Pa grund av variationer i vavnadsfixering och -bearbetning samt generella
laboratorieinstrument och omgivningsforhallanden, kan man behdva dka eller minska
inkubationen med primarantikroppen, cellkonditionering eller proteasférbehandlingen
baserat pa individuella prover, den detektion som anvénds och lasarpreferens. Ytterligare
information om fixeringsvariabler finns i “Immunohistochemistry Principles and
Advances.’32

NEGATIV REAGENSKONTROLL

Forutom att farga med CINtec p16 Histology ska ett andra objektglas fargas med lampligt
negativt kontrollreagens.

POSITIV VAVNADSKONTROLL

Optimal laboratoriepraxis anvénder ett positivt kontrollsnitt pa samma objektglas som
testvavnad. Detta bidrar till att identifiera eventuella fel som galler for reagenserna i
objektglaset. Vavnad med svag positiv fargning ar mer [ampad fér optimal kvalitetskontroll.
Kontrollvavnad kan innehalla bade positiva och negativa fargningselement och fungera
som bade positiv och negativ kontroll. Kontrollvavnad bor utgoras av farska obduktions-,
biopsi- eller kirurgiska prover, vilka preparerats eller fixerats sa tidigt som majligt pa ett
satt som &r identiskt med behandlingen av testsnitten.

Kénda positiva vévnadskontroller bér endast anvandas for att vervaka korrekt prestanda
for reagenser och instrument, inte som hjalpmedel vid faststéllande av en specifik diagnos
for testprov. Om de positiva vévnadskontrollerna inte uppvisar positiv fargning, bor
testprovets resultat anses ogiltiga.

Exempel pa positiva kontrollvavnader for denna antikropp ar normal bukspottkortel,
normal tonsill eller livmoderhalskarcinom.

I normal tonsillvavnad fdrekommer nukledr och/eller cytoplasmatisk fargning av spridda
skivepitelceller framst i kryptepitel och spridda follikuléra dendritceller i germinalcentra och
franvaro av fargning i majoriteten av lymfocyter (fargning av séllsynta lymfocyter kan
observeras).

TOLKNING AV FARGNINGSRESULTAT/FORVANTADE RESULTAT
Det celluldra fargningsménstret for CINtec p16 Histology ar nukleart och cytoplasmatiskt.

Overuttryck av biomarkoren p16/NK4a j cervikala biopsiprover representeras som en diffus
kontinuerlig fargning av cellerna i de basala och parabasala cellskikten i det cervikala
skivepitelet, med eller utan fargning av mellanliggande eller mellanliggande till ytliga
cellskikt. Detta kontinuerliga, diffusa fargningsmonster representerar en positiv CINtec p16
Histology-status. Fokal fargning representeras av icke-kontinuerlig fargning av isolerade
celler eller kluster med sma celler, sérskilt inte av basala och parabasala celler. Fokal
fargning och franvaro av p16-fargning representerar negativ CINtec p16 Histology-status.
P16-fargningsmdnstret och statuskriterierna for CINtec p16 Histology beskrivs i Tab. 4.
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Tab.4. CINtec p16 Histology-status och p16-fargningsménster.

CINtec p16
Histology-status

p16-

fargningsménster Fargningsbeskrivning

Kontinuerlig fargning av cellerna i de
basala och parabasala cellskikten i det
cervikala skivepitelet, med eller utan
fargning av mellanliggande eller
mellanliggande till ytliga cellskikt

Positivt Diffus

En fargning av isolerade celler eller
sma cellkluster; dvs en icke-
kontinuerlig fargning, sarskilt inte av
basala och parabasala celler

Fokal

Negativt

En negativ fargningsreaktion i

Ingen p16-fargning skivepitelet

SPECIFIKA BEGRANSNINGAR

CINtec p16 Histology kan visa fibroblastfargning och kolonnepitelfargning i
livmoderhalsvavnad, vilket inte stor tolkningen.

OptiView detektionssystem ar i allmanhet kansligare an u/traView detektionssystem.
Anvandaren maste validera resultaten som erhalls med detta reagens och dessa
detektionssystem.

Patientvavnad bor fargas inom 24 veckor efter snittning fran vavnadsblocket.
Fargningsprestandan hos CINtec p16 Histology pa snitt som har lagrats vid
rumstemperatur i mer an 24 veckor har inte verifierats.

Prover bor fixeras minst 1 timme i 10 % NBF, zinkformalin eller Z-fix, eller minst 3 timmar i
AFA. Anvéandning av fixeringstider eller andra fixeringstyper &n de som rekommenderas
kan leda till falskt negativa resultat. Alkoholformalin och PREFER fixativ rekommenderas
inte for anvandning med denna analys.

Alla analyser kanske inte registreras pa varje instrument. Kontakta din lokala Roche-
representant for mer information.

PRESTANDAEGENSKAPER

ANALYTISK PRESTANDA

Fargningstester for sensitivitet, specificitet, precision och noggrannhet har utférts och
resultaten sammanfattas nedan.

Sensitivitet och specificitet

Analytisk sensitivitet och specificitet har faststéllts genom fargning av flera fall av normala
och neoplastiska humana vavnader med CINtec p16 Histology. Dessa resultat
sammanfattas i Tab. 5 och Tab. 6. Manga normala vavnader visade fargning av nagra fa
celler eller specifika celltyper som noterats. Detta var forvantat pa grund av p16/NK4a.
protein i cellcykelreglering.

Tab.5.  Sensitivitet/specificitet for CINtec p16 Histology bestamdes genom att testa
normala FFPE-vavnader.
Antal
positiva/
Véavnad totala fall Positiva celler i normal vavnad
Cerebrum 4/4 Gliaceller
Cerebellum 313 Purkinjeceller
Binjure 3/3 Adrenokortikala epitelceller
Aggstock 3/3 Stromala celler
Bukspottkdrtel 3/3 Langerhans 6ar, acinara celler
Lymfkortel 3/3 Lymfocyter, follikuléra dendritceller
Biskoldkortel 2/3 Zymogenceller
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Antal Antal
positiva/ positivaltotala
Vévnad totala fall Positiva celler i normal vavnad Patologi fall
Hypofys 3/3 Framre hypofysepitelceller Meningiom (cerebrum) 17
Testikel 3/3 Spermatogena celler, Leydig-celler Ependymom (cerebellum) 17
Skoldkortel 3/3 Follikelceller Oligodendrogliom (cerebellum) il
. Myoepitelceller, luminala epitelceller, Adenokarcinom (huvud och hals) il
Brost 353 stromaceller
Skvamést cellkarcinom (huvud och hals) 01
Mjalte 3/3 Lymfocyter, follikuléra dendritceller Serdst karcinom (3ggstock) 1
Tonsill 6/6 ggglmglc:ruer, lymfocyter, follkulara Granulosacellstumér (4ggstock) 7
Thvmus 33 Epiteliala retikuléra celler, lymfocyter, Teratom (aggstock) 4
y Hassalls kroppar Neuroendokrin bukspottkértelneoplasi (bukspottkortel) A
Benmarg 2/3 Myeloidceller Duktalt adenokarcinom (bukspottkortel) il
Lunga 313 Pneumocyter, bronkiala epitelceller Seminom (testikel) 17
Hjarta 0/3 Inga positiva celler Embryonalt karcinom (testikel) 7
Esofagus 3/3 Skivepitelceller Follikulart karcinom (skéldkdrtel) il
Magséck 33 Epitelceller, funduskortlar Papillart karcinom (skoldkortel) 01
Tunntarm 313 Epitelceller Duktalt karcinom in situ (brost) 1M
Kolon 313 Epitelceller Invasivt duktalt karcinom (brost) 1M
Blindtarm 013 Inga positiva celler Invasivt lobulart karcinom (brost) N
Lever 0/3 Inga positiva celler Adenom (binjure) 17
Spottkrtel 33 Strir‘(’!miga kanalepitelceller, serésa Feokromocytom (binjure) 11
acinérceller -
Diffust stort B-cellslymfom (mjélte) 0/1
Respiratoriska epitelceller, strimmiga - -
Svalg/munhala 2/3 kanalepitelceller, acinara Pleomorfiskt adenom (spottkortel) i
slemhinneceller, serdsa acinarceller Warthins tumbr (spottkortel) 11
Njure 33 Tubuléra epitelceller, glomerul Smécelligt karcinom (lunga) 11
mesangialceller = -
Skvamdst cellkarcinom (lunga) 0/1
Prostata 3/3 Acinarceller, basala celler -
Adenokarcinom (lunga) 17
Urinblasa 33 Urotelialceller - -
Skvamdst cellkarcinom (esofagus) on
Endometrium 3/3 Endometriekértelceller, stromala celler -
Adenokarcinom (esofagus) 1M
ix @ 1120 Skivepitelceller
Cervix P Adenokarcinom (mage) 1M
kel kul | it I
Skelettmuskulatur 03 noa posthva cerer Gastrointestinal stromacellstumdr (mage) 11
Hud o Inga positiva celler Adenokarcinom (tunntarm) on
Nerv 44 Schwanns celler Gastrointestinal stromacellstumdr (tunntarm) il
Mesotel 0/3 | iti [
oS0 nga postiva ceer Adenokarcinom (kolon) 1M
- Endotelceller, fibroblaster, duktal " .
Mjuk vévnad 313 C:”eore celer, flbroblaster, cuidala Adenoskvamdst karcinom (kolon) 11
a Utvarderade vévnader innefattar normal livmoderhals och kronisk Karcinoid tumor (blindtarm) "
livmoderhalsinflammation. Livmoderhalsfall fall tolkades baserat pa Hepatocellulart karcinom (lever) 7
tolkningsalgoritmen for CINtec Histology som réknar normal skvamds (fokal fargning), Kolanaiokarci | oA
endocervikal eller stromal cellfargning som negativ. olangiokarcinom (lever)
Njurcellskarcinom (njure) 112
Tab.6. Sensitivitet/specificitet for CINtec p16 Histology bestdmdes genom att testa ett Papillart njuradenom (njure) 1
antal olika neoplastiska FFPE-vavnader.
Adenokarcinom (prostata) 22
Antal
positivaltotala Klarcellskarcinom (livmoder) 7
Patologi fall Endometrioid karcinom (livmoder) 11
Glioblastom (cerebrum) gl Leiomyom (livmoder) 01
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Antal
positivaltotala

Patologi fall
Leiomyosarkom (livmoder) 17
Intraepitelneoplasi i cervix | (CIN 1) (cervix) 12137
CIN I-Il, gransfall Iag- kontra hggradigt (cervix) 2/8
CIN Il (cervix) 52/60
CIN II-11l, hdggradigt (cervix) 113
CIN Il (cervix) 65/67
Skvamdst cellkarcinom (cervix) 73/76
Adenoskvamdst karcinom (cervix) 212
Adenokarcinom (cervix) 17
Neuroendokrint karcinom (cervix) 17
Alveolart rabdomyosarkom (muskel) 0/1
Myxom (muskel) 17
Basalcellskarcinom (hud) 1N
Invasivt melanom (hud) 17
Skvamést cellkarcinom (hud) 0/1
Schwannom (perifer nerv) gl
Neurofibrosarkom (nerv) gl
Anaplastiskt storcellslymfom (lymfkortel) gl
Follikellymfom (lymfkortel) gl
Hodgkins lymfom (lymfkdrtel) gl
Urotelialt cellkarcinom (urinblasa) 1N
Skvamdst cellkarcinom (urinblasa) 0/1
Plasmacytom (extramedullart) 1N
Mesoteliom (mesotel) 1N
Solitar fibrés lungséckstumor (mesotel) 1N
Angiosarkom (mjuk véavnad) gl
Liposarkom (mjuk vavnad) il
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Precision mellan instrument

Tva studier har genomforts for att beddma precisionen mellan instrument. En studie
utfordes pa ett BenchMark XT-instrument och ett BenchMark ULTRA-instrument med
ultra\liew Universal DAB Detection Kit och den andra studien utfordes pa ett BenchMark
ULTRA-instrument med OptiView DAB IHC Detection Kit.

| den forsta studien fargades snitten fran tva multivdvnadsblock innehéallande cervikalt
skamdst cellkarcinom, tonsill och bukspottkortel pa BenchMark XT-instrument och tre
BenchMark ULTRA-instrument med u/traView Universal DAB Detection Kit (5 snitt fran
varje multivdvnadsblock per instrument). P16-fargningsintensiteten lag inom 0.5 podng
fran medianpoangen for 100 % av alla vavnader nér de férgades pa tre BenchMark XT-
instrument. P16-fargningsintensiteten I&g inom 0.5 poang fran medianpoangen i 100 % av
cervikalt skvamdst cellkarcinom (15/15), 93 % av tonsill (14/15) och 93 % av
bukspottkértel (14/15) nar de fargades pa tre BenchMark ULTRA-instrument. Samtliga
vavnader som fargades med CINtec p16 Histology hade acceptabel bakgrundsfargning.

| den andra studien faststélldes precisionen for CINtec p16 Histology-testet med tre
BenchMark ULTRA-instrument genom fargning av objektglasreplikat med

28 livmoderhalsfall (atta normala livmoderhals, sex CIN1, sex CIN2, fyra CIN3 och fyra fall
av livmoderhalskarcinom) med anvandning av detektionskitet OptiView DAB IHC. Varje
fall fargades pa nagon av de tre BenchMark ULTRA-instrumenten med var och en av tre
CINtec p16 Histology-loter. Sammanlagt ingick nio CINtec p16 Histology-fargade
objektglas fran varje fall i studien (tre loter av CINtec p16 Histology, tre BenchMark
ULTRA instrument). Varje CINtec p16 Histology-fargat objektglas parades sedan ihop
med ett H&E-férgat objektglas fran samma fall. Samtliga objektglas randomiserades och
utvarderades sedan av en enda patolog som var blindad fér falldiagnosen for p16-
fargningsintensitet, positiv eller negativ CINtec p16 Histology-status och bakgrund. Data
visade att 97.6 % av vavnaderna fick poéng for fargningsintensitet som 1ag inom

0.5 poang for samtliga instrument. Dessutom uppvisade 100 % av de snitt som fargats
med CINtec p16 Histology pa tre BenchMark ULTRA instrument samma CINtec p16
Histology-status. Samtliga vavnader som fargades med CINtec p16 Histology hade
acceptabel bakgrundsfargning.

Dessutom bestdmdes mellanliggande precision mellan instrument pa tre BenchMark
ULTRA PLUS-instrument genom fargning av objektglas med 24 cervikala vavnadsfall
(elva normal cervix, ett CIN1, tva CIN2, sju CIN3 och tre skvamdsa cellkarcinom).
Testobjektglasen randomiserades och utvérderades sedan av en enda patolog som var
blindad for falldiagnosen for positiv eller negativ status, morfologi och ospecifik fargning
(bakgrund) for CINtec p16 Histology. Den 6vergripande dverensstammelsen i procent var
99.3 %. Samtliga vavnader som fargades med CINtec p16 Histology hade 100 %
acceptabel morfologi och bakgrundsfargning.

Precision mellan loter

Precisionen mellan loter for CINtec p16 Histology utvarderades genom att testa tre loter
av CINtec p16 Histology pa ett BenchMark ULTRA instrument med anvandning av
OptiView DAB IHC Detection Kit. Snitt fran var och en av de 26 cervikala biopsiproverna
(sex normala cervix, sex CIN1, sex CIN2, sex CIN3 och tva fall av livmoderhalskarcinom)
fargades i duplikat med hjélp av varje CINtec p16 Histology-lot. Alla vavnadsobjekiglas
som hade fargats med CINtec p16 Histology parades ihop med ett nérliggande H&E-
objektglas och ett objektglas med negativ reagenskontroll fran samma fall.
Objektglasseten randomiserades och utvarderades av en ensam patolog som blindats for
falldiagnosen och lotnumret. CINtec p16 Histology-statusen (positiv = diffus p16-fargning;
negativ = fokal eller ingen p16-fargning) bestdmdes baserat pa CINtec p16 Histology-
objektglaset. CIN-kategorierna [CIN2 + (CIN2, CIN3, adenokarcinom in situ eller invasivt
karcinom kombinerat i en kategori)/CIN1- (ingen CIN eller CIN1 kombinerat i en kategori)]
faststélldes genom kompletterande tolkning av H&E- och CINtec p16 Histology-objektglas.
Resultatet pavisar reproducerbarheten for CINtec p16 Histology for de tre
produktionsloterna med antikroppen. Samtliga fall visade 100 % positiv och negativ
Gverensstammelse i CINtec p16 Histology-status och 98.7 % 6verensstammelse for CIN-
kategori pa de tre produktionsloterna. En sammanfattning av dessa data visas i Tab. 7.
Bakgrundsfargningen var acceptabel i 100 % av de fargade vavnaderna.
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Tab. 7.

Primér antikroppsreproducerbarhet fran sats-till-sats av CINtec p16 Histology

pa livmoderhalsprover métt med CINtec p16 Histology-status (positiv/inegativ) och CIN-
kategori (CIN2+/CIN1-).

Genomsnitt | Genomsnittg Overaripande
R lig positiv negativ 6vereglsrs)téimm
heproducerbar Utviirdering | overensstd | Gverensstam | R
et mmelse melse I’;l
(nN) (nIN) iy
e | 1000% 1000 % 100.0 %
cens | (@523s2) (264/264) (308/308)
Sats-till-sats
98.1 % 98.0 % 98.1%
IN-kategori
CIN-kategori | 5 1400) | (2001296) (3021308)

Repeterbarhet inom dagen och precision fran dag till dag

Sammanlagt genomfordes tre studier for att bedéma repeterbarheten inom dagen och
precision fran dag till dag. | de tva forsta studiemna utvarderade patologen vévnader

Noggrannhet mellan plattform och detektionskit

Analysens noggrannhet demonstrerades Gver plattformama BenchMark ULTRA,
BenchMark XT och BenchMark GX med hjélp av OptiView DAB IHC Detection Kit och
ultraView Universal DAB Detection Kit. Sammanlagt fargades 186 livmoderhalsfall med
CINtec p16 Histology och utvarderades for CINtec p16 Histology-status (positiv/negativ)
och bakgrund (acceptabel/oacceptabel). OPA var 98.3—-100 % fér varje parvis kombination
av plattformar inom ett detektionskit och varje parvis kombination av detektionskit inom en
plattform. Samtliga utvarderingsbara fall som fargades med CINtec p16 Histology hade
acceptabel bakgrundsfargning.

Dessutom genomfrdes en studie for att jamfora fargningsprestanda for CINtec p16
Histology, med hjélp av OptiView DAB IHC Detection Kit pa BenchMark ULTRA PLUS-
instrumentet jamfort med BenchMark ULTRA-instrumentet. Etthundratjugo (120) cervikala
véavnadsfall (60 positiva for CINtec p16 Histology och 60 negativa forr CINtec p16
Histology) fargades och de fargade objekiglasen utvérderades av en patolog som
faststéllde CINtec p16 Histology-statusen. Den Gvergripande Gverensstdmmelsen i
procent var 99.1 %. Samtliga vavnader som fargades med CINtec p16 Histology hade
100 % acceptabel morfologi och bakgrundsfargning.

Precision inom och mellan lésare

Precisionen inom lasare och mellan lasare utvarderades pa 50 livmoderhalsfall (16 normal
livmoderhals, 12 CIN1, 12 CIN2, 6 CIN3 och 4 fall av livmoderhalskarcinom) som fargades

baserat pa p16-fargningsintensitet (0—4), medan CINtec p16 Histology-status
(positiv/negativ) i livmoderhalsbiopsier utvarderades i den tredje studien.

| den forsta studien fargades snitten fran tva multivvnadsblock som innehall tre vavnader
(skamdst cellkarcinom, tonsill, bukspottkdrtel) pa ett BenchMark XT-instrument med
ultraVliew Universal DAB Detection Kit. | den andra studien fargades tva
multivAvnadsblock innehallande tonsill, bukspottkértel och tre livmoderhalsfall (invasivt
skvamdst cellkarcinom, CIN1- och CIN2+) pa ett BenchMark ULTRA-instrument med
OptiView DAB IHC Detection Kit. Repeterbarheten inom dagen for CINtec p16 Histology
testades genom att farga 14 replikatsnitt fran varje multivdvnadsblock med CINtec p16
Histology. CINtec p16 Histology klarade acceptanskriterierna for 100 % av den vévnad
som férgats inom 0.5 poéng fran medianpoangen for fargningsintensitet i bada studierna.
Precisionen fran dag till dag testades under 5 inte pa varandra foljande dagar som
strackte sig dver en period pa minst 20 dagar. | bada dessa studier klarade CINtec p16
Histology acceptanskriterierna for 100 % av den vavnad som fargats inom 0.5 poéng fran
medianpoangen for fargningsintensitet for repeterbarhet inom dagen och precision fran
dag till dag. Samtliga vavnader som fargades med CINtec p16 Histology hade acceptabel
bakgrund.

| den tredje studien utvarderades 24 prover av livmoderhalsvavnad (tre cervikala
skvamdsa cellkarcinom, sex CIN3, sex CIN2, sex CIN1, tre normala livmoderhalsfall) efter
ClINtec p16 Histology-status (positiv/negativ) pa ett BenchMark ULTRA instrument med
OptiView DAB IHC Detection Kit. Testningen utférdes under 5 inte pa varandra foljande
dagar som stréackte sig over en period pa minst 20 dagar. Pa varje testdag fargades tva
objektglas fran varje fall med CINtec p16 Histology (sammanlagt 150 objektglas), och ett
objektglas fran varje fall firgades med ett negativt kontrolireagens (sammanlagt 75
objektglas). For analys av repeterbarhet inom dagen jamfordes CINtec p16 Histology-
status (positiv/negativ) inom samma fall och mellan tva utvérderingsbara replikat fran
samma dag. Eftersom 5 dagar undersoktes i denna studie var det totala antalet
jamforelser for repeterbarhet inom dagen for varje fall 5. Det totala antalet jamforelser for
studien av precision fran dag till dag var 120 = 24 fall x 5 jamforelser per fall.

Resultaten indikerade 100 % repeterbarhet inom dagen och 100 % precision fran dag ill
dag nar vavnadema utvarderades baserat pa CINtec p16 Histology-status. Samtliga snitt
som fargades med CINtec p16 Histology hade acceptabel bakgrundsfargning.

Dessutom bestdmdes repeterbarhet inom kérningen genom fargning av 5 objektglas fran
24 cervikala vavnadsfall (elva normala cervix, en CIN1, tva CIN2, sju CIN3, och tre
skvamdsa cellkarcinom) pa ett BenchMark ULTRA PLUS-instrument. Testobjektglasen
randomiserades och utvarderades sedan av en enda patolog som var blindad for
falldiagnosen for positiv eller negativ status, morfologi och ospecifik fargning (bakgrund)
for CINtec p16 Histology. Den évergripande Gverensstdmmelsen i procent var 97.5 %.
Samtliga vavnader som fargades med CINtec p16 Histology hade 100 % acceptabel
morfologi och bakgrundsfargning.

Dessutom bestdmdes mellanliggande precision mellan dagar genom férgning av dubbla
objektglas med 24 cervikala vavnadsfall (elva normala cervix, en CIN1, tva CIN2, sju
CIN3, och tre skvamdsa cellkarcinom) pa ett BenchMark ULTRA PLUS-instrument i 5 €j
pa varandra foljande dagar under en period pa minst 20 dagar. Mellanliggande precision
mellan olika dagar lag pa 98.8 %. Samtliga vavnader som fargades med CINtec p16
Histology hade 100 % acceptabel morfologi och bakgrundsfargning.
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med CINtec p16 Histology i ett BenchMark ULTRA instrument med OptiView DAB IHC

Detection Kit.

Samtliga objektglas randomiserades och utvarderades sedan av tre patologer for
positivinegativ CINtec p16 Histology-status. Patologerna blindades for falldiagnosen. De
CINtec p16 Histology-fargade objektglasen omrandomiserades for en andra utvardering
av CINtec p16 Histology-status av var och en av de tre patologerna efter en washout-
period pa 4 veckor. Den dvergripande dverensstammelsen i procent for precision bade
inom och mellan lasare for CINtec p16 Histology-status var 98.7 %, vilket visas i Tab. 8.
| studien av precision inom och mellan lasare for CIN kategori parades varje CINtec p16
Histology-objektglas ihop med ett H&E-fargat objektglas fran samma fall och de
ihopparade objektglassatserna randomiserades. CIN-kategori (CIN2+/CIN1-) utvarderades
av tre patologer baserat pa kompletterande tolkning av H&E-fargade och CINtec p16

Histology-fargade objektglas. Efter en washout-period pa minst 4 veckor

omrandomiserades objektglasparen och en andra utvardering av CIN-kategori
genomfdrdes av var och en av de tre patologerna. De data som férekommer i Tab. 8 visar
att den Gvergripande dverensstammelsen i procent for precision inom och mellan lasare
for CIN-kategori var 98.0 % respektive 90 %.

Tab. 8.

Precisionen inom och mellan lasare for CINtec p16 Histology-analysen pa

livmoderhalsprover matt med CINtec p16 Histology-status (positiv/negativ) och CIN-
kategori (CIN2+/CIN1-).

Genomsnittlig | Genomsnittlig | Overgripande
L3 . positiv negativ overensstidm
S Utvirdering | Overensstém [ 6verensstédm melse i
Sol melse melse procent
(95 % ClI) (95 % Cl) (95 % Cl)
Cintec 8;6 9.7 % 98.6% 5(’98"‘70%
— 0 = 0 o
Inom status (93.9-100.0%) | (93.0~100.0%) 100.0 %)
lasare
CIN-kateqori 974 % 98.4 % 98.0 %
9 (89.1-100.0%) | (92.6-100.0%) | (92.0~100.0%)
CI_:i’:tglcopm 98.7 % 98.6 % 98.7 %
Mellan statugy (93.1-100.0%) | (92.3-100.0%) | (93.9-100.0%)
lasare
CINkateqori 87.0% 91.9% 90.0 %
9 (71.8-97.6%) (83.0-98.5%) (80.0-98.0%)

Reproducerbarhetsstudie (studie av precision fran laboratorium till

laboratorium)

En studie av reproducerbarhet mellan laboratorier for CINtec p16 Histology genomférdes
for att visa analysens reproducerbarhet for bestamning av CINtec p16 Histology-status
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och CIN-kategori med anvandning av 27 livmoderhalsfall (10 utan CIN, 5 CIN1, 5 CIN2, 5
CIN3och 2 fall av livmoderhalskarcinom) som kdrdes i tre BenchMark ULTRA instrument
pa var och en av tre icke pa varandra foljande dagar pa tre externa laboratorier. Proverna
randomiserades och utvérderades av totalt sex patologer (tva patologer/plats) for bade
CINtec p16 Histology-status (positiv/negativ) och for CIN-kategori (CIN2+/CIN1-) baserat
pa kompletterande tolkning av H&E-férgade och CINtec p16 Histology-fargade objektglas.
Patologema blindades fér falldiagnosen. Resultaten fér CINtec p16 Histology-status och
CIN-kategori visas i Tab. 9 respektive Tab. 10. Vidare var resultaten fér morfologi och
graden av acceptabel bakgrundsfargning for alla sex patologerna pé alla platserna 96.3 %
respektive 97.1 %. Dessa data indikerar utmarkt dverensstdmmelse nar det géller
analysens reproducerbarhet 6ver platser, dagar och patologer.

Tab.9. Reproducerbarhet mellan laboratorier: Gverensstdmmelse for CINtec p16

Histology-status (positiv/negativ) for livmoderhalsprover.

Overensstimmelsegrader

for Genomsnittlig | Genomsnittli | .
Reproducerbarhet mellan positiv g negativ _PVGTQ"P:'_!‘de
laboratorier dverensstim | éverensstim Z‘:g;ﬁns:oz:::'
(CINtec p16 Histology- melse melse P
status)
Mellan platser 96.2 % 939 % 95.3 %

(3 platser) (91.2-99.3%) (86.3-99.0%) (90.6-99.2%)
(’\geél'anéd\f;;dra féljande 98.2% o7.1% 978 %
dagja‘r’) J (95.9-99.7%) | (93.3-99.5%) | (95.5-99.5%)
Mellan lasare 95.5 % 929 % 94.4 %
(2 patologer/plats) (87.8-100.0%) | (82.6-100.0%) | (87.1-100.0%)

Tab. 10. Reproducerbarhet mellan laboratorier: Gverensstammelse for CIN-kategori
(CIN2+/CIN1-) for livmoderhalsprover baserat pa kompletterande tolkning av H&E-fargade
och CINtec p16 Histology-fargade objektglas.

Overensstimmelsegrader

(3 platser)

(86.8-98.8%)

for Genomsnitg | Genomsnittlig Overarinande
Reproducerbarhet mellan . DAL 5 . negati\t/“ Bvere?\sgtémm
laboratorier o‘::::;se a ove:::lssse gl else i procent
(CIN-kategori)
Mellan platser 94.4 % 94.1% 94.3 %

(86.7-98.6%)

(88.5-98.6%)

Mellan dagar
(3 €] pa varandra foljande
dagar)

96.9 %
(93.1-99.2%)

96.6 %
(93.0-99.1%)

96.8 %
(94.0-99.1%)

Mellan l&sare
(2 patologer/plats)

95.0 %
(87.4-98.9%)

948 %
(88.6-98.9%)

949 %
(89.3-98.7%)

KLINISK PRESTANDA

Diagnostisk dverensstammelse

Studien CERVvical Tissue Adjunctlve aNalysis (CERTAIN) genomférdes for att visa att
kompletterande 14sning med CINtec p16 Histology leder till forbattrad konsekvens i
diagnosen cervikal intraepitelial neoplasi (CIN), nivaer av dverensstammelse mellan
offentliga patologers (Community Pathologists (CP)) och expertpatologers (Expert

Pathologists (XP)) aviasningar av stansbiopsivévnad fran livmoderhals.

Den kliniska studien CERTAIN utfordes pa 1100 retrospektivt insamlade FFPE-
stansbiopsiprover pa cervix som representerar en population som hade refererats il
kolposkopi. En XP-harledd referensdiagnos faststalldes for varje studiefall med hjélp av
enbart H&E-fargade objektglas och med hjélp av H&E- och CINtec p16 Histology-fargade
objektglas. Tvé XP:er faststallde sina oberoende diagnoser (ingen CIN, CIN1, CIN2, CIN3,
adenokarcinom in situ eller invasivt karcinom) baserat pa de H&E-fargade objektglasen for
vart och ett av de 1100 fallen. Patologerna fick &ven foljande kliniska information:
patientens alder, cytologiresultat fran utstryk samt HPV-testresultat (om tillgangligt).
Awvikande fall utvarderades av en tredje XP. Fall for vilka en diagnos med tva tredjedels
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majoritet inte uppnaddes granskades pa nytt under ett beddmningsgranskningsméte som
inkluderade alla tre XP. Majoritetsresultat (eller konsensus) resulterade i en
expertreferensdiagnos for varje fall som utvarderades i studien (benamnda XP1- eller
H&E-referensdiagnos). Efter en washout-period pa minst fyra veckor utvérderade samma
XP:er bade H&E- och CINtec p16 Histology-fargade objektglas for att faststalla sin
diagnos: ingen CIN; LSIL-histologi/CIN1; HSIL-histologi/CIN2; HSIL-histologi/CIN3;
adenokarcinom in situ eller invasivt karcinom; (ben@mnda XP2-, eller H&E + CINtec p16
Histology-referensdiagnos). Processen for att faststélla majoritetsdiagnoserna var samma
process som anvandes for att faststélla referensdiagnosen for enbart H&E-fargade
objektglas. Sjuttio (70) legitimerade CP fran hela USA deltog i studien. | den férsta
omgangen (omgang 1, CP1) delades de 1100 H&E-fargade fallen upp i fyra
avlasningssatser med 275 fall med jamférbara férdelningar av enskilda diagnostiska
kategorier per referensdiagnos. De 70 CP tilldelades fyra grupper bestadende av antingen
17 eller 18 patologer per grupp. Fér varje fall inom deras tilldelade avlasningssats fick
patologerna foljande kliniska information: patientens alder, cytologiresultat fran utstryk
samt HPV-testresultat (om tillgéngligt). Alla CP stallde oberoende sina diagnoser pa det
H&E-fargade objektglaset for vart och ett av deras tilldelade fall: ingen CIN; CIN1; CIN2;
CIN3; adenokarcinom in situ eller invasivt karcinom. Varje studiefall lastes individuellt av
antingen 17 eller 18 offentliga patologer.

| den andra omgangen (omgang 2, CP2) laste alla CP de H&E-férgade objektglasen
tillsammans med de ihopparade motsvarande CINtec p16 Histology-fargade objekiglasen
for samma uppsattning fall inom deras tilldelade lasningssats. Efter en washout-period pa
minst 4 veckor mellan omgang 1 och 2 stéllde varje patolog oberoende sina diagnoser:
ingen CIN; LSIL-histologi/CIN1; HSIL-histologi/CIN2; HSIL-histologi/CIN3; adenokarcinom
in situ eller invasivt karcinom. Aktuella CP noterade CINtec p16 Histology-statusen
(CINtec p16 Histology positiv = diffus p16-fargning; CINtec p16 Histology negativ = fokal
eller ingen p16-fargning) tillsammans med sin histologiska diagnos med hjalp av bade det
H&E-fargade objektglaset och det CINtec p16 Histology-fargade objektglaset. Det priméra
malet med den har studien var att pavisa en 6kad diagnostisk Gverensstdmmelse utan att
kompromissa med den positiva 6verensstammelsen i procent, dvs. sannolikheten for att
ett positivt testresultat dverensstammer med en diagnos av = CIN2 (CIN2, CIN3,
adenokarcinom in situ eller invasivt karcinom kombinerat i en kategori) eller < CIN1 (ingen
CIN eller CIN1 kombinerat i en kategori) baserat pa H&E-fargade objektglas (omgéng 1)
jamfort med tolkning av de H&E-fargade objektglasen tillsammans med CINtec p16
Histology-fargade objektglas (omgang 2).

Forbattrad diagnostisk dverensstammelse for expertpatologer

Forbattringen av diagnostisk noggrannhet hos expertpatologer bestdmdes genom att
jamféra expertpatologens H&E-referensdiagnos (XP1) med expertpatologens H&E- och
CINtec p16 Histology-referensdiagnos (XP2). Analysen utfordes pa tolkningen av samtliga
1100 livmoderhalsbiopsier. Forbattringen av diagnostisk noggrannhet mellan
expertpatologernas H&E-referensdiagnos och deras H&E- och CINtec p16 Histology-
referensdiagnos visas i Tab. 11. Nar bade H&E och CINtec p16 Histology anvandes vid
diagnostisk tolkning av livmoderhalsbiopsier, identifierade expertpatologemna 23.7 % fler
= CIN2-fall jamfort med diagnostisk tolkning med enbart H&E.

Tab.11. Overensstammelse mellan H&E-referensdiagnos och H&E- och CINtec p16
Histology-referensdiagnos for samtliga fall.

H&E-referensdiagnos
Inge Acis* | Total
n | CIN1 | CIN2 [ CIN3 | eller t
CIN cancer
Ingen
CIN 693 13 4 0 0 710
H&E- + LSIL- 1 46 | 120 | 4 1 0 171
CINtec p16 histologi
Histology- | HsjL-
referensdi hlstologl 30 31 83 69 1 214
agnos
ACIS*
eller 0 0 0 0 5 5
cancer
Totalt 769 164 91 70 6 1100
* ACIS: adenokarcinom in situ
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De offentliga patologernas tolkning med anvéndning av H&E kontra
bade H&E and CINtec p16 Histology jamfort med en expertharledd
H&E-referensdiagnos

Den diagnostiska éverensstammelsen mellan offentliga patologer bestdmdes genom att
jamfora resultaten fran de offentliga patologernas H&E-diagnoser i omgang 1 (CP1) med
expertpatologernas H&E-referensdiagnos (XP1) och de offentliga patologerna H&E- +
ClINtec p16 Histology-diagnoser i omgang 2 (CP2) med expertpatologernas H&E-
referensdiagnos (XP1). De genomshnittliga Gverensstammelsegradema och
konfidensintervallen (CI) for fall och Iasare visas i Tab. 12. En statistiskt signifikant 6kning
av PPA, mattet for detektion av = CIN2-lesioner (+6.8 % med 95 % Cl: 4.7 % till 9.0 %)
observerades. Dessutom 6kade den negativa 6verensstdmmelsen i procent (NPA) for
detektion av < CIN1 med 1.3 % med 95 % CI: 0.5 % till 2.3 %.

Tab.12. Positiv och negativ 6verensstdmmelsefrekvens hos offentliga patologers
avlasningar av H&E-fargade objekiglas kontra bade H&E-fargade objektglas och CINtec
p16 Histology-fargade objektglas och expertharledd H&E-referensdiagnos (XP1).

Slutpunkt H&E S&EHL‘:L'I‘;Z; Skilnad | p-virde
PPA 835 % 90.3 % 6.8% o001

%@5%Cl) | (799,868 |  (875,927) (47,90) :
NPA 904 % 918 % 13% 00032

%©@5%C) | (89.4,914) |  (906,929) (05,23) :

Obs! Skillnaden ar inte lika med 1.4 % pa grund av avrundningsfel: H&E = 90.44 %,
H&E + CINtec Histology = 91.76 %, Differens = 1.32 %.

Ett sammanfattande diagram Gver diagnostiknoggrannheten hos de offentliga
patologlasarna for diagnos av = CIN2 kontra < CIN1 med anvandning av enbart H&E-
fargade objekiglas kontra anvandning av H&E-fargade objekiglas tillsammans med CINtec
p16 Histology-fargade objektglas jamfort med expertharledd H&E-referensdiagnos visas i
Fig. 2. PPA och NPA (negativ dverensstdmmelse i procent, dvs. verensstammelsen
mellan ett negativt testresult och < CIN1 av XP1) eller varje patologs tolkning for
omgang 1 (endast H&E-fargade objektglas — bla cirklar) kontra omgang 2 (H&E-fargade
objektglas tillsammans med CINtec p16 Histology-fargade objektglas — roda trianglar)
visas. Prediktionsellipserna indikerar intervallet for det PPA- och NPA-resultat som
forvantades for de flesta patologer: 80 % bér falla inom ellipserna och 20 % utanfor
ellipserna. Dessa data visar att tolkningen av livmoderhalsbiopsier med anvandning av
H&E- tillsammans med CINtec p16 Histology-fargade objektglas forbattrar den
diagnostiska Gverensstdmmelsen och minskar variationen mellan I&sare.
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Fig. 2. Sammanfattande diagram 6ver diagnostisk 6verensstimmelse (PPA kontra
1-NPA) hos offentliga patologer for diagnos av = CIN2 kontra < CIN1 med
anvindning av enbart H&E (omgang 1) och H&E + CINtec p16 Histology (omgang 2)
jamfort med expertharledd H&E-referensdiagnos (XP1) (80 % prediktionsellipser
genererade under antagande om bivariat normalitet).

De offentliga patologernas tolkning med anvandning av H&E kontra
H&E och CINtec p16 Histology jamfort med en expertharledd H&E-
referensdiagnos for H&E + CINtec p16 Histology

Darefter jamfordes avldsningsresultaten fran de offentliga patologerna med anvéndning av
bada metoderna (H&E + CINtec p16 Histology jamfort med enbart H&E) med den
referensdiagnos (XP2) som faststalldes av expertpatologerna med anvéndning av H&E-
och CINtec p16 Histology-fargade objektglas. Expertpatologerna blindades betraffande
resultaten av deras forsta individuella lasningsomgang och konsensusreferensdiagnosen
for H&E. Processen for att faststalla konsensusdiagnosema var samma process for att
faststélla H & E-referensdiagnosen som beskrivs ovan.

De offentliga patologernas Iasningsresultat med anvandning av enbart H&E-fargade
objektglas jamfort med objektglas som fargats med bade H&E och CINtec p16 Histology
analyserades och jamfordes med den expertharledda H&E- och CINtec p16 Histology-
referensdiagnosen (Tab. 13). Dessa data pavisar en statistiskt signifikant 6kning av PPA
(+11.5 % med 95 % ClI: 9.3 % till 13.5 %) och NPA (+3.0 % med 95 % CI: 2.2 % till 3.7 %).
Tab. 13. Positiv (PPA) och negativ (NPA) dverensstammelsefrekvens for offentliga
patologers lasningar av H&E-fargade objektglas kontra bade H&E-fargade objektglas och
CINtec p16 Histology-fargade objektglas och expertharledd H&E- och CINtec p16
Histology-referensdiagnos (XP2).

Slutpunkt H&E :&EH*IS‘:('"I‘;‘;; Skillnad p-varde
PPA 733% 848% 15 % - o001
%©O5%C) | 696769 | (821,87.1) | (93,135) :

NPA 922% 952 % 30% oo
%(©95%Cl) | 013.931) | 944,90 | (2237) :

Ett sammanfattande diagram Gver diagnostiknoggrannheten hos de enskilda offentliga
patologlasarna for diagnos av = CIN2 kontra < CIN1 med anvandning av enbart H&E-
fargade objektglas kontra anvéndning av H&E-fargade objektglas tillsammans med CINtec
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p16 Histology-fargade objektglas jamfort med expertharledd H&E- + CINtec p16 Histology-

referensdiagnos visas i Fig. 3. PPA och NPA for varje patologs tolkning i omgang 1

(endast H&E - bla cirklar) jamfort med omgang 2 (H&E och CINtec p16 Histology — réda
trianglar) visas. Prediktionsellipserna indikerar intervallet for det PPA- och NPA-resultat
som forvantades for de flesta patologer: 80 % bér falla inom ellipserna och 20 % utanfor
ellipserna. Dessa data visar att tolkningen av livmoderhalsbiopsier med anvandning av

H&E- tillsammans med CINtec p16 Histology-fargade objektglas forbattrar den
diagnostiska konsekvensen och minskar variationen mellan lasare.
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Fig. 3. Sammanfattande diagram éver diagnostisk 6verensstdmmelse (PPA kontra 1
NPA) hos offentliga patologer for diagnos av = CIN2 kontra < CIN1 med anvandning
av enbart H&E (omgang 1) och H&E och CINtec p16 Histology (omgang 2) jamfort

med experthérledd H&E- och CINtec p16 Histology-referensdiagnos (XP2) (80 %
prediktionsellipser genererade under antagande om bivariat normalitet).

Fargningsprestanda for CINtec p16 Histology

Det sekundara malet for denna studie var att utvardera den fargningsprestanda for CINtec
p16 Histology-analysen som faststéllts av de offentliga patologerna under granskningen

av objektglasen i studien. Sammanlagt 19250 CINtec p16 Histology-statustolkningar

gjordes under studien av de 70 offentliga patologerna. De kriterier for fargningsprestanda

som bedémdes var: 6vergripande acceptans for fargning, acceptans for

bakgrundsfargning och acceptans for morfologi. Resultaten visar en grad av godtagbar

fargning pa > 99 % for samtliga fargningskriterier (Tab. 14).

Tab. 14. Fargningsprestanda for CINtec p16 Histology.

Slutpunkt Antal tolkningar n/N Frekvens
Fargningsacceptans 19074/19250 99.09 %
Acceptabiltet for 19249/19250 99.99 %
morfologi
Bakgrundsacceptans 19249/19250 99.99 %

Slutsatser

Anvandningen av CINtec p16 Histology-fargade objektglas som ett komplement till

tolkning av H & E-fargade objektglas okar den diagnostiska Gverensstammelsen vid
detektering av hoggradiga CIN-lesioner (= CIN2) pa stansbiopsier fran livmoderhals.
Denna forbattrade Gverensstimmelse beror bade pa okad PPA (Gverensstammelse

mellan ett positivt testresultat och = CIN2-diagnos) och 6kad NPA (verensstdmmelse

2024-06-20
FT0700-410v

mellan ett negativt testresultat och CIN1- eller Ingen CIN-diagnos). Dessutom forbéttras
diagnoskonsekvensen mellan offentliga patologer och mellan dem och en expertpanel.
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