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Das CINtec® Histology Kit ist ein immunhistochemischer Assay fiir die qualitative
Bestimmung des p16™K4-Antigens in histologischen Schnitten Formalin-fixierter, Paraffin-
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DEUTSCH

. Produktname

CINtec® Histology Kit

lI. Verwendungszweck

Zum in-vitro diagnostischen Gebrauch

Das CINtec® Histology Kit ist ein immunhistochemischer Assay fur die qualitative
Bestimmung des p16™K4-Antigens in histologischen Schnitten Formalin-fixierter,
Paraffin-eingebetteter zervikaler Biopsien.

Es ist vorgesehen fir die Verwendung in Verbindung mit H&E-gefarbten Schnitten
desselben zervikalen Gewebepraparates zur Erhohung der diagnostischen
Genauigkeit und der Ubereinstimmung zwischen einzelnen Untersuchern bei der
Diagnose von hochgradigen zervikalen intraepithelialen Neoplasien.

Der Test ist fur manuelle Anwendung oder Anwendung mit Autostainern
vorgesehen.

Dieser Test sollte durch einen qualifizierten Pathologen zusammen mit
histologischer Untersuchung, relevanter klinischer Information und angemessenen
Kontrollen beurteilt werden.

lll. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Zusammenfassung und Erklarung

Das CINtec® Histology Kit basiert auf einem monoklonalen Maus-Antikorper (Klon
E6H4®), welcher gegen das humane p16™¢4&Protein gerichtet ist.

Das p16™K4a-Protein ist ein zyklinabhangiger Kinaseinhibitor, welcher eine wichtige
Rolle bei der Regulierung des Zellzyklus eukaryotischer Zellen spielt. Es ist ein
Bestandteil der durch das Retinoblastomprotein (pRB) vermittelten Steuerung der
Gi-S-Transition und 16st im Lauf der Zelldifferenzierungsprozesse einen
Zellzyklusarrest aus. In vollstandig ausdifferenzierten Epithelzellen ist die p16™K*a-
Expression so weit herunterreguliert, dass sie in der Regel immunhistochemisch
nicht nachweisbar ist.

In vielen Tumoren ist das Tumorsuppressor-Gen p16™N%4a durch Genmutation oder
Promotor-Hypermethylierung funktionell inaktiviert. Es hat sich gezeigt, dass diese
Inaktivierung des Tumorsuppressor-Gens p16™4@ zu einer Zellzyklus-
Dysregulation und zum Verlust der Zellproliferationskontrolle beitragt.

In replikationskompetenten Zervixepithelzellen jedoch, in denen Onkoproteine des
humanen Papillomavirus vom  high-risk”-Typ (HR-HPV) den Prozess der
Zelltransformation eingeleitet haben, zeigte sich eine starke Hochregulierung und
somit eine starke Uberexpression des p16™*“-Proteins [1; 2]. Diese starke p16'N<42
-Uberexpression konnte auf molekularer Ebene direkt mit der Aktivitat des E7-
Onkoproteins der HR-HPV-Typen in Verbindung gebracht werden. Es hat sich
gezeigt, dass die Inaktivierung des funktionellen Komplexes aus pRB und dem
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Transkriptionsfaktor E2F durch das E7-Onkoprotein als einer der wesentlichen
Mechanismen der HR-HPV-induzierten zellularen Transformation die p16™<2-
Uberexpression bedingt [3].

Es gibt zahlreiche verdéffentlichte Studien, in denen aufgezeigt wird, dass die
Uberexpression des p16™K4a-Proteins immunhistochemisch in einer sehr hohen
Anzahl von Fallen hochgradiger prékanzerdser zervikaler Dysplasien (d. h. in
80 — 100% der CIN2-Lasionen und in nahezu allen CIN3-Lasionen) und invasiven
Karzinomen nachgewiesen wurde. Bei niedriggradigen zervikalen intraepithelialen
Lasionen (CIN1) wurde die p16'™%“3-Uberexpression in ungefahr 30 — 60% der Falle
nachgewiesen [1; 2; 4-16].

Bei der Auswertung der Ergebnisse muss die Tatsache in Betracht gezogen
werden, dass pl6™N<“ ein zellulares Protein ist, welches in hochgradig
dysplastischen Lasionen und Karzinomen der Cervix uteri sowie in manchen
Zustanden, die nicht mit zervikaler Dysplasie in Verbindung stehen, nachweisbar
exprimiert werden kann, obgleich in unterschiedlichen Konzentrationen und mit
verschiedenen Expressionsmustern. In histologischen Gewebepraparaten
zervikaler Lasionen ist fir die Auswertung der p16™N¢42-Positivitat die Bewertung der
Farbung im Zusammenhang mit der Bewertung der Gewebearchitektur notig. Ein
diffuses Farbemuster, d. h. eine kontinuierliche Farbung der Zellen der basalen und
parabasalen Zellschichten, mit oder ohne Farbung der Zellen der oberen
Zellschichten, deutet auf ein positives Testergebnis fur die p16'™**2-Uberexpression
hin. Bei diesem Farbemuster zeigt sich ein sehr hoher Grad sowohl an Sensitivitat
als auch an Spezifitat in hochgradigen CIN-Lasionen [1; 4; 5]. Im Gegensatz hierzu
wird ein fokales Farbemuster (Farbung isolierter Zellen oder kleiner Zell-Cluster, d.
h. keine kontinuierliche Farbung, insbesondere nicht der basalen und parabasalen
Zellen) sowie das Ausbleiben jeglicher Immunreaktivitat, als negatives Testergebnis
fur die p16™K4a-Uberexpression angesehen [1; 4; 5].

Die Auswertung von Schnitten, die mit dem CINtec® Histology Kit zum Nachweis
der Uberexpression von p16™<4a gefarbt wurden, sollte in Verbindung mit H&E-
gefarbten Schnitten desselben zervikalen Gewebepraparates durchgefiihrt werden.
Die zusatzliche Information, die durch die CINtec®-gefarbten Schnitte zur Verfligung
gestellt wird, sollte mit der parallel durchgefiihrten Morphologie-basierten Diagnose
der H&E-gefarbten Schnitte kombiniert werden, um eine endgiiltige Diaghose zu
erstellen.

Klinische Signifikanz

Die gemeinsame Auswertung H&E-gefarbter Schnitte zusammen mit CINtec®-
gefarbten Parallelschnitten desselben zervikalen Gewebepraparates hat eine
Verbesserung der diagnostischen Genauigkeit und eine Erhéhung der Inter-
Observer-Ubereinstimmung in  der Diagnose hochgradiger  zervikaler
intraepithelialer Neoplasien (CIN2+) gezeigt.

Die pathologische Diagnose anhand der H&E-gefarbten zervikalen Gewebeschnitte
bildet die Entscheidungsbasis fur weitere Behandlungen. Aus diesem Grund
kénnen die Auswirkungen einer nicht-akkuraten Diagnose erheblich sein. Eine
ungenaue Diagnose kann zu einer nicht-angemessenen Behandlung der Patientin
fuhren, d.h. einer Uberbehandlung von Frauen, die keine hochgradig dysplastische
Lasion der Zervix aufweisen, oder das falschliche Unterlassen der Behandlung von
Frauen mit hochgradig dysplastischen Lasionen.

Die diagnostische Auswertung von H&E-gefarbten Gewebeschnitten unterliegt
einem relativ hohen Mal3 an Variabilitdt zwischen den Pathologen, wie speziell
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auch fur die Beurteilung von Zervixhistologien in verschiedenen Vergffentlichungen
berichtet worden ist [17-20].

Bei einer groRen multizentrischen Studie in den Vereinigten Staaten wurden
histologische zervikale Proben durch mehrere erfahrene Pathologen untersucht
(2237 kolposkopische Knippsbiopsien und 535 LEEP-Konisationspraparate). Die
Reproduzierbarkeit der histopathologischen Auswertungen war nur durchschnittlich
(Kappa=0,46 bei Punch-Biopsien, und 0,49 bei LEEP-Biopsieproben) [17]. In einer
anderen Studie wurde eine schlechte Ubereinstimmung zwischen sechs
Histopathologen berichtet, die 125 kolposkopische Biopsieproben untersuchten,
sowohl bei Benutzung der WHO-Klassifikation, als auch bei Benutzung eines fur die
Histologie modifizierten Bethesda-Systems [18]. In &hnlicher Weise zeigte eine in
Grossbritannien durchgefiihrte Studie eine niedrige Ubereinstimmung zwischen
acht histopathologischen Experten, welche 100 kolposkopische Biopsieproben
untersuchten (ungewichteter Kappa-Wert von 0,358) [19].

Die Verwendung von Schnitten, die mit dem CINtec® Histology Kit gefarbt wurden,
zusatzlich zu der Betrachtung der konventionell H&E-gefarbten Schnitten
verbessert insgesamt die  Genauigkeit dieses  histomorphologischen,
diagnostischen Verfahrens [21-39].

Verfahrensprinzip

Das CINtec® Histology Kit enthalt einen Satz von Reagenzien fur den Nachweis des
pl6™NK4a Antigens. Mit dem Kit kann man ein immunhistochemisches Zweischritt-
Farbeverfahren an Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten Gewebeproben aus
Zervixbiopsien durchfiihren. Zum Nachweis des Antigens wird ein primarer
monoklonaler Maus-Antikorper (E6H4®) gegen das humane pl6™K4@ Protein
verwendet.

Es wird ein gebrauchsfertiges Visualisierungsreagenz auf der Basis eines Polymer-
Reagenzes mit konjugierter Meerrettichperoxidase und Ziege-Anti-Maus-
Antikorperfragmenten verwendet. Die Mdoglichkeit einer Kreuzreaktivitdt des
Visualisierungsreagenz mit humanen Immunglobulinen wurde durch Festphasen-
Absorption ausgeschlossen. Die Chromogen-Reaktion basiert auf der Meerrettich-
Peroxidase-vermittelten Umwandlung eines DAB-Chromogens an denjenigen
Stellen, an denen sich das Antigen befindet. Nach Gegenfarbung kann die Probe
mit einem Deckglaschen eingedeckt und das Ergebnis lichtmikroskopisch
ausgewertet werden.

IV. Reagenzien

Mitgelieferte Materialien

Jedes Kit enthalt die nachstehend aufgefliihrten Materialien, die fiir 50 Tests und 50
Negativkontrollreaktionen ausreichen. Die Kalkulation der Anzahl der Tests beruht
auf der Verwendung von 200 pl der Reagenzien pro Objekttrager.

1 | Peroxidase-Blocking Reagent

Peroxidase-Blockierungsreagenz
2 x 11,5 mL, gebrauchsfertig
3 % Wasserstoffperoxid, enthalt 15 mmol/l Natriumazid (NaNs).

EUH210: Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.
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Mouse anti-Human p16™k42 Antibody

Maus Anti-Human p16™K4 Antikorper

11,5 mL, gebrauchsfertig

Monoklonaler Maus-Antikorper (~1 pg/ml), Klon E6H4™, gegen das Humanprotein
pl16™NK4a geliefert in 50 mmol/L Tris-Puffer, pH 7,2, enthélt 15 mmol/l Natriumazid
(NaNs) und eine stabilisierende Proteinkomponente.

Visualization Reagent

Visualisierungsreagenz
2 x 11,5 mL, gebrauchsfertig

Achtung
H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

P261 Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/Aerosol vermeiden.

P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht au3erhalb des Arbeitsplatzes tragen.
P280 Schutzhandschuhe tragen.

P333 + P313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/ &rztliche
Hilfe hinzuziehen.

P362 + P364 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen
waschen.

P501 Inhalt/ Behalter einer anerkannten Abfallentsorgungsanlage zuftihren.

Enthalt

26172-54-3 2-Methyl-2H-isothiazol-3-onhydrochlorid

55965-84-9 Reaktionsmasse aus: 5-Chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-on [EG-Nr.
247-500-7] und 2-Methyl-2H-isothiazol-3-on [EG-Nr. 220-239-6] (3:1)

Polymer-Reagenz konjugiert mit Meerrettichperoxidase und affinitatsgereinigten
Ziege-Anti-Maus-Antikdrperfragmenten, geliefert in Stabilisatorldsung mit
Konservierungsmittel und stabilisierender Proteinkomponente.

Negative Reagent Control

Negative Reagenzienkontrolle
11,5 mL, gebrauchsfertig

Monoklonaler Maus-Anti-Ratte, Oxytocin-verwandtes Neurophysin Antikérper (~1
pg/ml), geliefert in 50 mmol/L Tris-Puffer, pH 7,2; enthélt 15 mmol/l Natriumazid
(NaNs) und Stabilisatorprotein. Zur Uberprifung der Spezifitat der Farbung. Das
Oxytocin-verwandte Neurophysin von Ratten kommt im menschlichen Gewebe
nicht vor.
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5 | DAB Buffered Substrate

DAB Substratlésung, gepuffert
31 mL

Substratpufferlosung, pH 7,5, enthalt < 0,1 % Wasserstoffperoxid, Stabilisatoren
und Beschleuniger.

6 | DAB Chromogen

DAB Chromogen
0,85 mL, 3,3’-Diaminobenzidin-Chromogenlésung.

@ <&

Gefahr

H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.
H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen.
H350 Kann Krebs erzeugen.

P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/Gesichtsschutz tragen.
P303 + P361 + P353 BEI BERUHRUNG MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle
kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen.
P304 + P340 + P310 BEI EINATMEN: Die Person an die frische Luft bringen
und fir ungehinderte Atmung sorgen. Sofort GIFTINFORMATIONS-
ZENTRUM/Arzt anrufen.

P305 + P351 + P338 + P310 BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten
lang behutsam mit Wasser spilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Mdoglichkeit entfernen. Weiter spilen. Sofort GIFTINFORMATIONS-
ZENTRUM/Arzt anrufen.

P308 + P313 BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/
arztliche Hilfe hinzuziehen.

Enthalt 868272-85-9 3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate

HINWEIS: Entsprechend kommunalen, landesrechtlichen oder
bundesrechtlichen Vorschriften entsorgen.

7 | Epitope Retrieval Solution 10X

Demaskierungslésung 10X
500 mL, 100 mmol/L Tris-Puffer pH 9, enthalt 10 mmol/L EDTA und 15 mmol/L
Natriumazid (NaNs).

Aufbewahrung

Bei 2 — 8 °C aufbewahren. Nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.
Fur Abweichungen von den vorstehenden Aufbewahrungsbedingungen fur die
Reagenzien liegen keine Erfahrungswerte vor.
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Nach Offnen des Kits ist der Inhalt bei 2 — 8°C 6 Monate lang stabil. Bei Auftreten
von Tribungen dirfen die Losungen nicht mehr verwendet werden.

Der verdinnte Wash Buffer (Waschpuffer) und die verdinnte Demaskierungs-
[6sung sind bei 2 — 8°C bis zu einem Monat lang stabil. Bei Auftreten von
Tribungen dirfen die Lésungen nicht mehr verwendet werden.

Bendtigte, aber nicht mitgelieferte Materialien und Reagenzien

CINtec® Wash Buffer 10X (Waschpuffer) zur Verwendung mit dem CINtec®
Histology Kit kann unter der Bestellnummer 10215364001 von Roche bezogen
werden, ist jedoch im Kit nicht enthalten. Fir Informationen zu Bestellungen
besuchen Sie bitte unsere Website www.roche.com.

500 mmol/L Tris Pufferlésung mit 1.5 mol/L NaCl, pH 7.6, enth&lt Detergenz und
Konservierungsmittel.

Achtung
H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

P261 Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/Aerosol vermeiden.

P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht auBerhalb des Arbeitsplatzes tragen.
P280 Schutzhandschuhe tragen.

P333 + P313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen/ arztliche
Hilfe hinzuziehen.

P362 + P364 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen
waschen.

P501 Inhalt/ Behalter einer anerkannten Abfallentsorgungsanlage zufiihren.

Enthalt 55965-84-9 Reaktionsmasse aus: 5-Chlor-2-methyl-2H-isothiazol-3-on [EG-
Nr. 247-500-7] und 2-Methyl-2H-isothiazol-3-on [EG-Nr. 220-239-6] (3:1)

Absorbierende Tucher;

Hamatoxylin;

Destilliertes oder entionisiertes Wasser (Waschflissigkeit);
Ethanol, 95 % und 70 %;

Fixiermittel;

Positive und negative Kontrollgewebe zur Verfahrenskontrolle;
Obijekttrager (SuperFrost® Plus oder gleichwertig);

Xylol;

Deckglaser;

Beno6tigte Apparate

Optional: Trockenschrank, geeignet zur Aufrechterhaltung einer Temperatur von bis
Zu 60°C;

Optional: Dako oder LabVision Autostainer;
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Feuchtigkeitskammer (optional);

Lichtmikroskop (4fache bis 40fache Vergrof3erung);

Farbeschalen oder —bader;

Waschflaschen;

Zeitmesser (muss Intervalle von 2 — 60 Minuten anzeigen kénnen);

Wasserbad mit Deckel (muss die Temperatur der Demaskierungslosung bei 95 -
99°C halten kénnen).

V. Warnhinweise und Vorsichtsmalihahmen

A Warnung

1.

9.

Achtung! Einige Komponenten dieses Kits enthalten Gefahrstoffe. Beachten
Sie beim Umgang mit den Komponenten des Kits die Sicherheitsvorschriften
fir den Umgang mit Gefahrstoffen.

Die Komponenten 1, 2, 4 und 7 dieses Produkts enthalten Natriumazid (NaNs),
eine in reiner Form hochtoxische Substanz. Bei den in diesem Produkt
vorliegenden Konzentrationen kann Natriumazid, obwohl nicht als geféahrlich
klassifiziert, mit in Wasserleitungen vorhandenem Blei und Kupfer reagieren
und zur Bildung von hochexplosiven Metallazid-Anreicherungen fuhren. Bei der
Entsorgung deshalb mit reichlich Wasser nachspulen, um Azidanreicherungen
in Rohrleitungen zu verhindern.

Die Komponenten 2, 3 und 4 enthalten Material tierischen Ursprungs. Wie bei
allen aus biologischen Materialien gewonnen Produkten mussen die
ordnungsgemalen Handhabungsverfahren eingehalten werden.

Auf Anfrage ist ein Sicherheitsdatenblatt fir das Kit erhaltlich.

Sowohl vor als auch nach der Fixierung sind beim Umgang mit histologischen
Proben und allen Materialien, die damit in Berthrung gekommen sind, die
VorsichtsmalRnahmen fir die Handhabung potentiell infektiosen Materials und
die einschlagigen Vorschriften fir deren Entsorgung einzuhalten.

Die Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren. Haut- und Schleimhautkontakt
mit den Reagenzien und Proben vermeiden. Haut- oder Schleimhaut nach
Kontakt mit Reagenzien mit reichlich Wasser spiilen.

Starke Lichteinwirkung kann das Visualisierungsreagenz und das DAB-
Chromogen schadigen. Kit-Komponenten nicht bei starker Lichteinwirkung
lagern und keine Farbungen bei hellem Licht, wie z.B. direktem Sonnenlicht,
vornehmen.

Geeignete Schutzkleidung tragen, um beim Umgang mit den im CINtec®
Histology Kit enthaltenen oder in Verbindung mit diesem zu verwendenden
Komponenten Augen- und Hautkontakt zu vermeiden. Weitere Informationen
bitte dem Sicherheitsdatenblatt entnehmen.

Die Produktsicherheitskennzeichnung folgt primar den EU GHS Vorgaben.

A Achtung

1.

Zum in-vitro diagnostischen Gebrauch.
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Nur zur Anwendung durch Fachpersonal.

3. Die mikrobielle Kontamination der Reagenzien muss so gering wie mdoglich
gehalten werden, um unspezifische Farbungen zu vermeiden.

4. Inkubationszeiten, Temperaturen oder Methoden, die hier nicht ausdrtcklich
beschrieben sind, kdnnen die Ergebnisse beeintrachtigen.

5. Nicht verwenden, falls die Verpackung von Komponenten des Kits beschadigt
ist. Falls die Verpackung nicht in Ordnung ist oder Komponenten beschadigt
sind, bitte den Hersteller unverziglich informieren.

6. Samtliche Abfalle sind gemaf? den ortlichen Richtlinien und Vorschriften zu
entsorgen.

7. Alle Reagenzien wurden speziell fur den Gebrauch in diesem Test entwickelt.
Damit der Test wie beschrieben funktioniert, sollten die Komponenten nicht
ausgewechselt werden.

8. Falls es zu einer unerwarteten Farbung kommt, die sich nicht durch
abweichende Laborverfahren erklaren lasst, sondern auf ein Problem mit dem
CINtec® Histology Kit hindeutet, kontaktieren Sie bitte unverzlglich den
technischen Kundendienst (Kontaktinformation siehe Abschnitt XII1.).

9. Da Anzeichen fur Fehlfunktionen aufgrund unsachgemafer Handhabung oder
Instabilitdt des Produkts nicht offensichtlich zu Tage treten, sollten Positiv- und
Negativkontrollen gleichzeitig mit der Untersuchung der Patientenproben
durchgefihrt werden.

10. Um Verdachtsfalle schwerwiegender Vorkommnisse in Verbindung mit diesem
Produkt zu melden, kontaktieren Sie Ihren lokalen Roche-Ansprechpartner und
die zustandigen Behdrden des Mitgliedstaats oder Landes des Nutzers.

VI. Verfahren

Vorbereitung der Probe

Das CINtec® Histology Kit ist zur Durchfiihrung von immunhistochemischen
Verfahren an Gewebeschnitten bestimmt. Histologische Proben sollten gemaf den
Standardverfahren zur Gewebeaufbereitung behandelt werden.

Positiv geladene Objekttrager, wie SuperFrost® Plus, werden empfohlen, um die
optimale Funktionsweise zu gewahrleisten.

Paraffinschnitte

Das Kit ist fur die Farbung von mit neutral-gepuffertem Formalin fixierten, in Paraffin
eingebetteten, gemall Routine-Standardmethoden verarbeiteten Gewebeproben
ausgelegt. Bei Verwendung von anders aufbereiteten Proben muss der Anwender
die Eignung des jeweils angewendeten Aufbereitungsverfahrens tberprifen.

Biopsieproben sollten in neutral-gepuffertem Formalin (10 % empfohlen) 18 — 24
Stunden lang fixiert werden und in Blocke von 3 oder 4 mm gebracht werden. Die
Gewebebldcke werden dann in einer Reihe von Alkoholen und Xylol dehydriert
und anschlieRend bei hdchstens 60°C mit geschmolzenem Paraffin infiltriert.
Aus dem Paraffin-eingebetteten Blockmaterial werden in einem Histopathologie-
Labor 4 — 5 um dicke Schnitte hergestellt und auf SuperFrost® Plus-Objekttrager
aufgebracht. Die Objekttrager sollten sofort gefarbt werden, da die Antigenizitat
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geschnittener Gewebepraparate im Laufe der Zeit abnehmen kann.

Epitopdemaskierung durch Warmebehandlung

Zur Demaskierung werden die auf Objekttragern fixierten Gewebeschnitte in einem
kalibrierten Wasserbad, das die Demaskierungslosung in einem Temperaturbereich
von 95 — 99°C halten kann, in die Demaskierungslosung eingetaucht. Hoher
gelegene Labors sollten das beste Verfahren zur kontinuierlichen Gewébhrleistung
der erforderlichen Temperatur des Wasserbads selbst ermitteln. Der Hersteller
empfiehlt die strikte Einhaltung des hier beschriebenen Verfahrens.

Nach der hitzeinduzierten Epitopdemaskierung muissen die Gewebeschnitte
20 Minuten bei Zimmertemperatur abgekihlt werden, bevor sie weiter
verarbeitet werden. Danach sind die Gewebeschnitte unverziglich zu farben.

Farbeverfahren

1. Reagenzvorbereitung

Alle Reagenzien sollten vor der Immunfarbung auf Umgebungstemperatur
(20 — 25°C) gebracht werden. Dementsprechend sollten auch alle weiteren Schritte
bei Umgebungstemperatur erfolgen.

Wichtig ist, dass die Proben wahrend der gesamten Immunfarbeprozedur nicht
austrocknen, da ansonsten vermehrt unspezifische Farbung auftreten kénnen.

Es wird empfohlen, folgende Reagenzien vor Beginn des Féarbeverfahrens
anzusetzen:

1.1 Demaskierungslésung

Fur das geplante Farbeverfahren eine ausreichende Menge des Inhalts von
Flaschchen 7 (Epitope Retrieval Solution 10X — Demaskierungslosung) mit
destilliertem oder entionisiertem Wasser im Verhéaltnis 1:10 verdinnen.

Unverbrauchte verdiinnte Demaskierungslésung kann bei 2 — 8 °C einen Monat
lang aufbewahrt werden. Bei Auftreten von Tribungen darf die verdiinnte Lésung
nicht mehr verwendet werden.

HINWEIS: Der Einsatz von Wasser mit einem hohen lonengehalt zur Verdlinnung
der Demaskierungslosung kann die Farbungsleistung des Tests wesentlich
vermindern. Stellen Sie sicher, dass das verwendete Wasser entionisiert ist (d.h.
dass die lonenaustauschsaule zur Gewinnung von entionisiertem Wasser
ordnungsgemal gewartet wurde). Kein Leitungswasser verwenden!

1.2 Waschpuffer

CINtec® Wash Buffer 10X — Waschpuffer, Bestellnummer 10215364001 von Roche
in Verbindung mit dem CINtec® Histology Kit verwenden. Fir Informationen zu
Bestellungen besuchen Sie bitte unsere Website www.roche.com.

Eine fiur die Waschvorgénge des Farbeverfahrens ausreichende Menge an Wash
Buffer 10X mit destilliertem oder entionisiertem Wasser im Verhdltnis 1:10
verdinnen.

Unverbrauchter verdiinnter Waschpuffer kann bei 2 — 8 °C bis zu einem Monat lang
aufbewahrt werden. Bei Auftreten von Tribungen darf der verdiinnte Puffer nicht
mehr verwendet werden.
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1.3 Substrat-Chromogenlésung (DAB)

Zur Zubereitung der Substrat-Chromogenlésung wird pro 2mL der DAB
Substratlésung ein Tropfen DAB Chromogen zugegeben. Verfahren Sie wie folgt:

Schritt 1: 2 mL DAB Substratlésung aus Flaschchen 5 in ein
Reagenziengefall geben;

Schritt 2: Einen Tropfen (25 — 30 pl) DAB Chromogen aus Flaschchen 6
zugeben. Mischen und mit einer Pipette auf Gewebeschnitte
aufbringen;

2 mL der wie vorstehend beschrieben angesetzten Substrat-Chromogenldsung
(DAB) reichen gewdhnlich, um funf Gewebeproben inklusive der zugehdrigen funf
Kontrollreaktionen zu farben.

HINWEIS: Die angesetzte Substrat-Chromogenldsung (DAB) ist innerhalb eines
Tages zu verwenden.

HINWEIS: Die Zugabe einer zu grossen Menge an DAB Chromogen zur DAB-
Substratlosung fuhrt zur Abschwachung des positiven Signals.

1.4 Gegenfarbung

Das gefarbte Endprodukt der DAB-Farbungsreaktion ist sowohl in Wasser als auch
in Alkohol unl6slich. Zur Gegenfarbung kann Hamatoxylin auf Alkohol- oder
wassriger Basis verwendet werden. Bei der Anwendung von Hamatoxylin fir die
Gegenfarbung sind die Anweisungen des Hamatoxylin-Herstellers zu beachten.

1.5 Eindecken

Empfohlen wird ein nicht-wassriges Medium zum permanenten Eindecken. Es kann
aber auch wassrig eingedeckt werden.

Zum Eindecken mit einem nicht-wassrigen Medium wird Eukitt Mounting Medium
empfohlen. Zum Eindecken mit einem wassrigen Medium wird Aquatex Merck
empfohlen.

2. Farbeverfahren fir Autostainer-Gerate

Das CINtec® Histology Kit wurde fir die Verwendung mit Autostainer-Geraten
gemall nachstehendem Ablaufschema optimiert (dem Autostainer 480 von Lab
Vision oder dem Autostainer Plus von Dako). Verwendung anderer Gerate oder
Systeme kann nach angemessener Validierung durch die Nutzer mdglich sein. Vor
dem Féarben mit einem Autostainer sollten Proben und Reagenzien wie in den
Abschnitten 1.1 — 1.5 und 2.1 angegeben vorbereitet werden.

2.1 Entparaffinierung und Rehydrierung

Vor dem Entparaffinieren missen die Objekttrager mindestens 20 Minuten, aber
nicht mehr als eine Stunde bei maximal 60 °C im Trockenschrank liegen, um
einerseits Wasserreste zu entfernen, was die Anhaftung des Gewebes an den
Objekttrager verbessert (,Anbacken®), und um andererseits das Paraffin zu
schmelzen. Zur Entfernung des Einbettungsmediums muissen die Gewebeschnitte
vor dem Farben entparaffiniert und anschlieBend rehydriert werden.
Unvollstdndiges Entfernen von Paraffin muss unbedingt vermieden werden, da
Uberreste des Einbettungsmediums zu unspezifischer Farbung fiihren kénnen. Die
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Objekttrager bei  Umgebungstemperatur (20 —-25°C) gemall folgendem
Ablaufschema inkubieren:

e 5 (1) Minuten in ein Xylolbad legen;

e Vorgang mit einem frischen Bad wiederholen;

e Uberschussige Flussigkeit entfernen;

e 3 (x1) Minuten in 95 %iges Ethanol tauchen;

¢ Vorgang mit einem frischen Bad wiederholen;

e Uberschussige Flussigkeit entfernen;

e 3 (x1) Minuten in 70 %iges Ethanol tauchen;

e Vorgang mit einem frischen Bad wiederholen;

e (Uberschissige Flissigkeit entfernen;

e mindestens 30 Sekunden in destilliertes oder entionisiertes Wasser tauchen;

Das Farbeverfahren entsprechend Abschnitt 2.2, Schritt 1: Epitopdemaskierung
beginnen.

Xylol und Alkohollésungen nach 40 Objekttragern auswechseln.

HINWEIS: Der Anwender sollte sich bewusst sein, dass Abweichungen in der
Temperatur der Apparate oder in der Einwirkungsdauer wahrend der
préaanalytischen Vorbereitung der Proben zu einer unvollstandigen Entfernung des
Paraffins von den Gewebeschnitten fihren kdnnen. Paraffinreste kdnnen die
Farbung von Gewebeproben beeintrachtigen — auch die Farbung mit dem CINtec®
Histology Kit. Histopathologie-Labors sollten ihre Apparate regelmafig tberprifen,
um Variationen in der Probenvorbereitung vor dem Einfarben zu minimieren. Bei
einer immunhistochemischen Farbung kann das Auftreten scharfer Ubergange in
immunreaktiven Gewebebereichen sowie anderer UnregelmaRigkeiten in der
Farbung einer Probe auf eine suboptimale oder unvollstandige Vorbereitung der
Probe hindeuten. Im Falle solcher UnregelmaRiigkeiten sollte der Anwender seine
Apparate sowie die Schritte zur praanalytischen Bearbeitung der Proben
Uberprifen.

2.2 Farbeprotokoll fur Autostainer-Gerate
Schritt 1: Epitopdemaskierung

o Farbeschalen, z.B. Coplin-Schalen, mit der verdinnten Demaskierungs-
I6sung fullen (siehe Verfahren, Abschnitt 1.1);

e Die Farbeschalen mit der Demaskierungslosung in ein Wasserbad stellen.
Das Wasserbad mit der Demaskierungslésung auf 95 — 99 °C erwarmen. Es
ist wichtig den Wasserstand des Wasserbades so einzustellen, dass die
Farbeschalen zu 80% im Wasser eingetaucht sind.  Zur
Temperaturstabilisierung und um Verdunstung zu vermeiden, Schalen mit
Deckeln abdecken;

o Die entparaffinierten Gewebeschnitte in die vorgewarmte Demaskierungs-
I6sung in den Farbeschalen eintauchen; dieser Schritt wird Ublicherweise
die Temperatur in den Farbeschalen auf unter 90°C senken;

e Die Temperatur von Wasserbad und Demaskierungslosung in der
Farbeschale wieder auf 95 — 99°C bringen; die Temperatur der
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Demaskierungslosung in der Farbeschale muss tberprift werden;

e 10 (1) Minuten bei 95 — 99 °C inkubieren; der count down darf erst
gestartet werden, nachdem Uberpruft wurde, dass die Temperatur der
Demaskierungslosung in der Farbeschale 95 — 99°C erreicht hat;

e Die Farbeschalen mit den Objekttragern aus dem Wasserbad nehmen;

e Die Objekttrager in der Demaskierungslosung bei Raumtemperatur 20 (1)
Minuten abkihlen lassen;

o Die Demaskierungslésung vorsichtig abgieen und Schnitte in verdinntem
Waschpuffer spulen (siehe Verfahren, Abschnitt 1.2);

e Um eine optimale Funktionsweise zu gewahrleisten wird empfohlen, die
Schnitte nach der Demaskierung und vor dem Farben 5 (x1) Minuten im
Waschpuffer liegen zu lassen;

HINWEIS: Die Demaskierungslosung ist nur fur den einmaligen Gebrauch
bestimmt. Nicht wiederverwenden.

Schritt 2: Programmieren des Geréts

Vor der erstmaligen Anwendung des CINtec® Histology Kits mit einem
Autostainer-Gerat ist eine neue Protokollvorlage zu erstellen. Bitte das
Benutzerhandbuch fir den jeweils verwendeten Farbeautomaten beachten.

Schritt 3;: Autostainer-Verfahren

o Die Reagenzien aus den Flaschchen des Kits in die Autostainer-
ReaktionsgefaBe mit Messskala umflllen. Das vom Autostainer generierte
Schema fur Programmzeiten und Mengen der Reagenzien verwenden (siehe
Punkt 4 zu spezifischen Zeiten und Mengen);

e Die Autostainer-ReaktionsgefaRe entsprechend dem vom Computer
generierten Positionierungsschema in den Reagenzstander des Autostainers
stellen;

e Die Objekttrager entsprechend dem vom Computer generierten
Positionierungsschema in den Autostainer einlegen;

e Um das Austrocknen der Gewebeschnitte zu verhindern, sollten die Schnitte
nach Einbringen in das Autostainer Gerat mit Waschpuffer betropft werden;

e Nachstehend eine Ubersicht tiber den Programmablauf:

o Spulen*;
200 pl Peroxidase-Blockierungsreagenz - 5 Minuten;
Spulent;
200 pl Primarantikorper (Maus-Anti-Human p16'K4@ Antikorper oder
Negative Reagenzienkontrolle) - 30 Minuten;
Spulent;
200 pl Visualisierungsreagenz - 30 Minuten;
Spulent;
Spulent;
Spulent;
Switch;

o O O

0 O O O O O
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o 200 ul Substrat-Chromogenlésung (DAB) - 10 Minuten;

o Spulen*;

o Objekttrager nach dem Substrat-Chromogenlésung-Schritt in
entionisiertem Wasser spulen;

*Wash Buffer fur die jeweiligen Spul-Schritte verwenden.

HINWEIS: Wenn das verwendete Autostainer-Gerat Objekttrager mit Pufferlésung
spult, mussen die Objekttrager nach Entnahme aus dem Autostainer mit
entionisiertem Wasser gespult werden.

Schritt 4: Gegenfarbung (Anweisungen fir Hamatoxylin)

e Objekttrager in ein Hamatoxylin-Bad eintauchen. Je nach Starke des
benutzten Hamatoxylins 2 — 5 Minuten inkubieren;

o Objekttrager in Leitungswasser einlegen oder vorsichtig unter laufendem
Leitungswasser spulen. Alle Hamatoxylinreste missen vollstandig entfernt
werden;

e Objekttrager kurz und vorsichtig in destilliertem oder entionisierten Wasser
spulen;

e Die Gegenfarbung mit Hamatoxilin kann auch direkt auf Autostainer-
Geraten erfolgen;

HINWEIS: Je nach Inkubationszeit und Wirkstarke des verwendeten Hamatoxylins
fuhrt die Gegenfarbung zu einer hell- bis dunkelblauen Farbung der Zellkerne.
UbermaRige oder unvollstiandige Gegenfarbung kann die Auswertung der
Ergebnisse beeintrachtigen.

Schritt 5: Eindecken

Empfohlen wird ein nicht-wassriges Medium zum permanenten Eindecken. Es kann
aber auch wassrig eingedeckt werden.

HINWEIS: Objekttrager im Dunkeln bei Raumtemperatur (20 — 25 °C) aufbewahren,
um Ausbleichen zu vermeiden.

3. Manuelles Farbeverfahren

HINWEIS: Gewebeschnitte diurfen wahrend der Farbung nicht austrocknen.
Ausgetrocknete Gewebeschnitte koénnen vermehrt unspezifische Farbungen
aufweisen. Falls langere Inkubationszeiten erforderlich sind, fur eine feuchte
Umgebung der Schnitte sorgen.

Bei Verwendung des CINtec® Histology Kits Standardverfahren fir manuelles
Farben von immunhistochemischen Préparaten anwenden.

3.1 Entparaffinierung und Rehydrierung

Vor dem Entparaffinieren missen die Objekttrdger mindestens 20 Minuten, aber
nicht mehr als eine Stunde bei maximal 60 °C im Trockenschrank liegen, um
einerseits Wasserreste zu entfernen, was die Anhaftung des Gewebes an den
Objekttrager verbessert (,Anbacken®), und um andererseits das Paraffin zu
schmelzen. Zur Entfernung des Einbettungsmediums missen die Gewebeschnitte
vor dem Farben entparaffiniert und anschlieBend rehydriert werden.
Unvolistdndiges Entfernen von Paraffin muss unbedingt vermieden werden, da
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Uberreste des Einbettungsmediums vermehrt zu unspezifischer Farbung fiihren
wird. Inkubieren der Objekttrager bei Raumtemperatur (20 — 25 °C) gemal den
folgenden Verfahrensschritten:

5 (1) Minuten in ein Xylolbad legen;

Diesen Vorgang mit einem frischen Bad wiederholen;

Uberschiissige Fliissigkeit entfernen;

3 (1) Minuten in 95 %iges Ethanol tauchen;

Diesen Vorgang mit einem frischen Bad wiederholen;

Uberschussige Flissigkeit entfernen;

3 (x1) Minuten in 70 %iges Ethanol tauchen;

Diesen Vorgang mit einem frischen Bad wiederholen;

Uberschiissige Fliissigkeit entfernen;

Mindestens 30 Sekunden in destilliertes oder entionisiertes Wasser tauchen;

Das Farbeverfahren entsprechend Abschnitt 3.2, Schritt 1 Epitopdemaskierung,
beginnen:

Xylol und Alkohollésungen nach 40 Objekttragern auswechseln.

3.2 Farbeprotokoll fir manuelles Verfahren

Schritt 1: Epitopdemaskierung.

Die Farbeschalen, z.B. Coplin-Schalen, mit der verdinnten De-
maskierungslésung fiillen (siehe Verfahren, Abschnitt 1.1);

Die Farbeschalen mit der Demaskierungslésung in ein Wasserbad stellen.
Das Wasserbad mit der Demaskierungslésung auf 95 — 99 °C erwarmen. Es
ist wichtig den Wasserstand des Wasserbades so einzustellen, dass die
Farbeschalen zu 80% im Wasser eingetaucht sind.  Zur
Temperaturstabilisierung und um Verdunstung zu vermeiden, Schalen mit
Deckeln abdecken;

Entparaffinierte Gewebeschnitte in die vorgewarmte Demaskierungslésung
in den Farbeschalen eintauchen; dieser Schritt wird Ublicherweise die
Temperatur in den Farbeschalen auf unter 90°C senken;

Die Temperatur von Wasserbad und Demaskierungslésung in der
Farbeschale wieder auf 95 — 99°C bringen; die Temperatur der
Demaskierungslosung in der Farbeschale muss tberprift werden;

10 (¢1) Minuten bei 95 — 99 °C inkubieren; der count down darf erst
gestartet werden, nachdem uberprift wurde, dass die Temperatur der
Demaskierungslosung in der Farbeschale 95 — 99°C erreicht hat;

Die Farbeschalen mit den Objekttragern aus dem Wasserbad nehmen;

Die Objekttrager in der Demaskierungslosung bei Raumtemperatur 20 (x1)
Minuten abkihlen lassen;

Demaskierungslosung vorsichtig abgiel3en und Schnitte in verdinntem
Waschpuffer spulen (siehe Verfahren, Abschnitt 1.2);
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e Um eine optimale Funktionsweise zu gewahrleisten wird empfohlen, die
Schnitte nach der Demaskierung und vor dem Farben 5 (x1) Minuten im
Waschpuffer liegen zu lassen;

HINWEIS: Die Demaskierungslosung ist nur fur den einmaligen Gebrauch
bestimmt. Nicht wiederverwenden.

Schritt 2: Peroxidase-Blockierungsreagenz
e 200 plI Peroxidase-Blockierungsreagenz zugeben und Probe damit
bedecken;
e 5 (+1) Minuten inkubieren;
e Uberschissige Fliissigkeit abklopfen und Objekttrager 5 (+1) Minuten in ein
frisches Pufferbad legen;

Schritt 3: Primarantikérper- oder Negative Reagenzienkontrolle

e Uberschussigen Puffer entfernen;

e Probe mit 200 pl Priméarantikérper (Maus-Anti-Human p16™K4 oder
Negative Reagenzienkontrolle) bedecken;

e 30 (x1) Minuten inkubieren;
e Uberschussige Flussigkeit abklopfen und Objekttrager 5 (+1) Minuten in ein
frisches Pufferbad legen;

Schritt 4: Visualisierungsreagenz

e Uberschiissigen Puffer entfernen;
o Probe mit 200 ul des Visualisierungsreagenz bedecken;
e 30 (x1) Minuten inkubieren;

o Uberschiissige Flussigkeit abklopfen und Objekttrager 5 (+1) Minuten in ein
frisches Pufferbad legen;

e Diesen Vorgang zweimal mit einem frischen Bad wiederholen;
Schritt 5: Substrat-Chromogenlésung (DAB)

e Probe mit 200 pl der Substrat-Chromogenlosung (DAB) bedecken, die
gemal dem in Abschnitt 1.3 beschriebenen Verfahren angesetzt wurde;
e 10 (x1) Minuten inkubieren;

e Uberschiissige Fliissigkeit abklopfen und vorsichtig mit destilliertem oder
entionisierten Wasser spulen;

Abfalle der Substrat-Chromogenlésung (DAB) in einem Sondermullbehalter
auffangen und entsprechend entsorgen.

Schritt 6: Gegenfarbung (Anweisungen far Hamatoxylin)

e Objekttrager in ein Hamatoxylin-Bad eintauchen. Je nach Starke des
benutzten Hamatoxylins 2 — 5 Minuten inkubieren;
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o Objekttrager in Leitungswasser einlegen oder vorsichtig unter laufendem
Leitungswasser spilen. Alle Hamatoxylinreste missen vollstandig entfernt
werden;

o Objekttrager kurz und vorsichtig in destilliertem oder entionisierten Wasser
spulen;

HINWEIS: Je nach Inkubationszeit und Wirkstarke des verwendeten Hamatoxylins
fuhrt die Gegenfarbung zu einer hell- bis dunkelblauen Farbung der Zellkerne.
UbermaRige oder unvollstiandige Gegenfarbung kann die Auswertung der
Ergebnisse beeintrachtigen.

Schritt 7: Eindecken
Empfohlen wird ein nicht-wassriges Medium zum permanenten Eindecken. Fur

Xylol basierende Medien zum permantenten Eindecken ist ein Protokoll zur De-
Hydriereung notwendig, z.B.:

e Destilliertes oder deionisiertes Wasser
e 3 min 70% Ethanol

e 3 min 70% Ethanol

e 3 min 96% Ethanol

e 3 min 99% Ethanol

e 5 min Xylol

e 5 min Xylol

Es kann aber auch wassrig eingedeckt werden. Folgen Sie der Gebrauchsanleitung
des Herstellers des Eindeck-Mediums.

HINWEIS: Objekttrager im Dunkeln bei Raumtemperatur (20 — 25 °C) aufbewahren,
um Ausbleichen zu vermeiden.

VIl. Qualitatskontrolle

Da Abweichungen von den empfohlenen Verfahren zur Fixierung und Verarbeitung
von Proben im Labor des Anwenders zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen
fuhren kdnnen, missen regelméRige Kontrollen vor Ort durchgefihrt werden.

Positive Gewebekontrolle

Als externe Positiv-Kontrollmaterialien sollten Gewebeproben verwendet werden,
die auf die gleiche Weise wie die Patientenprobe(n) fixiert, verarbeitet und
eingebettet worden sind. Positive Gewebekontrollen zeigen die sachgemale
Bereitstellung der Gewebeproben und eine korrekte Férbetechnik an. In jedem
Farbedurchlauf sollte fir jede Reihe von Testbedingungen eine externe positive
Gewebekontrolle durchgefiihrt werden. Die Gewebe fir die externe Positivkontrolle
sollten von Patientenproben mit bekannter pl6™X4-Positivfarbung ausgewahlt
werden. Falls die Positivkontrollen keine angemessene positive Farbung aufweisen,
sollten die Ergebnisse der Testproben als ungliltig angesehen werden.

Negative Gewebekontrolle

Zelltypen mit bekannter p16™K4a-Negativitat, die in den meisten Gewebeproben
vorhanden sind, kénnen in den Laboratorien als interne Negativkontrolle zur
Verifizierung der IHC-Leistungsspezifikation verwendet werden. Falls die negative
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Gewebekontrolle eine spezifische Farbung (falsch positive Farbung) aufweist,
sollten die Ergebnisse der Patientenproben als ungultig angesehen werden.

Nicht-spezifische negative Reagenzienkontrolle

Anstelle  des Primarantikbrpers kann die nicht-spezifische negative
Reagenzienkontrolle mit einem Gewebeschnitt jeder Patientenprobe verwendet
werden, um eine unspezifische Farbung zu beurteilen und eine bessere
Interpretation der spezifischen Farbung an der Antigenstelle zu erméglichen.

Falls eine spezifische Farbung (falsch-positive Farbung) mit der negativen
Reagenzienkontrolle auftritt, sollten die Ergebnise der Patientenproben als unguiltig
angesehen werden.

VIIl. Auswertung der Ergebnisse

Mit der negativen Reagenzienkontrolle als Primérantikdrper gefarbte
Kontrollgewebeproben dirfen keine spezifische Farbung aufweisen.

Eine positive Farbung mit dem monoklonalen Maus-Anti-Human-Antikorper
ple™k4a  Klon E6H4®, sollte unter Berticksichtigung etwaiger unspezifischer
Hintergrundfarbung des negativen Kontrollgewebes bewertet werden. Wie bei allen
immunhistochemischen Tests bedeutet ein negatives Ergebnis, dass das Antigen
nicht gefunden wurde, nicht aber, dass das Antigen in den gepriften Zellen/dem
gepruften Gewebe nicht vorlag.

Bei der Auswertung der Ergebnisse muss die Tatsache in Betracht gezogen
werden, dass pl6™N<4@ ein zellulares Protein ist, welches in hochgradig
dysplastischen Lasionen und Karzinomen der Cervix uteri sowie in manchen
Zustanden, die nicht mit zervikaler Dysplasie in Verbindung stehen, nachweisbar
exprimiert werden kann, obgleich in unterschiedlichen Konzentrationen und mit
verschiedenen Expressionsmustern.

Die gefarbten Gewebeproben werden mittels eines binaren Bewertungssystems,
das aus den Beurteilungen ,positiv‘ und ,negativ® besteht, bewertet.

Eine Bewertung ist positiv, wenn die mit p16™K4@ gefarbte Gewebeprobe eine
durchgehende Zellfarbung der Basal- und Parabasalzellschichten oder des
zervikalen Plattenepithels aufweist, mit oder ohne Zellfarbung der oberflachlichen
Zellschichten (,diffuses Farbemuster"). Ein Beispiel fir eine positive Bewertung der
Gewebeprobe (,diffuses Farbemuster®) wird in Anhang 2, Abbildung 1 gezeigt.

Eine Bewertung ist negativ, wenn die mit p16"™K4a gefarbte Gewebeprobe entweder
eine negative Farbereaktion im Plattenepithel (,negatives Farbemuster”) aufweist,
oder eine Farbung isolierter Zellen oder Kleiner Zell-Cluster, d.h. keine
durchgehende Farbung, insbesondere nicht der Basal- und der Parabasalzellen
(,fokales Farbemuster’). Ein Beispiel fir eine negative Bewertung der
Gewebeprobe (,fokales Farbemuster®) wird in Anhang 2, Abbildung 2 gezeigt.

Die Auswertung von Gewebeschnitten, die mit dem CINtec® Histology Kit auf
ple'NK4a gefarbt wurden, sollte in Verbindung mit H&E-gefarbten Schnitten
desselben zervikalen Gewebepraparates durchgefihrt werden. Die zusatzliche
Information, die durch die mit CINtec® gefarbten Schnitte zur Verfigung gestellt
wird, sollte mit der parallel durchgefuhrten, Morphologie-basierten Diagnose der
H&E-gefarbten Schnitte kombiniert werden, um eine finale Diagnose zu erstellen.

IX. Beschrankungen

e Nur fur Fachpersonal bestimmt. Die Durchfiihrung imnmunhistochemischer
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Verfahren erfordert spezielle Fachkenntnisse.

o Die klinische Auswertung von positiven oder negativen Farbungen ist unter
Berucksichtigung des klinischen Bildes, der Morphologie und sonstiger
histopathologischer Kriterien durchzufiihren. Die klinische Interpretation von
positiven und negativen Farbungen sollte unter Verwendung geeigneter
positiver und negativer, interner und externer Kontrollen vorgenommen
werden und durch zuséatzliche morphologische Untersuchungen sowie
sonstige diagnostische Tests ergénzt werden. Die Bewertung aller in der
Herstellung und Auswertung des endgiltigen immunhistochemischen
Praparates verwendeter Verfahrensschritte obliegt einem qualifizierten
Pathologen, der mit der korrekten Verwendung von Antikorpern,
immunhistochemischen Reagenzien und Verfahren vertraut ist.

o Die Ergebnisse von Farbungen von immunhistochemischen Praparaten sind
stark von der Qualitat der gefarbten Gewebeproben abhangig.
Entsprechend tragen die einzelnen Vorgédnge des Fixierens, Spiilens,
Trocknens, Erwarmens, Schneidens, oder der Kontamination mit anderem
Gewebe erheblich zum Gesamtergebnis der Farbung bei und kdnnen zu
Artefakten, Bindung der Antikdrper (antibody trapping), oder falsch-
negativen Ergebnissen fuhren. Widersprichliche Ergebnisse kdnnen auf
Verfahrensabweichungen beim Fixieren oder Einbetten oder auf inh&rente
UnregelmaBigkeiten im Gewebe zuriickzuftihren sein.

e UbermiaRige oder unvollstandige Gegenfarbung kann die richtige
Auswertung der Ergebnisse beeintrachtigen.

o Der Hersteller liefert diese Antikbrper/Reagenzien in optimaler Verdinnung
zur Verwendung gemdald den hier aufgefuhrten Anweisungen in
immunhistochemischen  Tests an aufbereiteten Gewebeschnitten.
Abweichungen vom empfohlenen Testverfahren kdnnen postulierte
erwartete Ergebnisse ungiltig machen; geeignete Kontrollen sind zu
verwenden und zu dokumentieren. Anwender, die von den empfohlenen
Testverfahren abweichen, sind selbst fir die Auswertung der
Patientenergebnisse unter solchen Umstanden verantwortlich.

e Aufgrund der nicht-immunologischen Bindung von Proteinen oder Substrat-
Reaktionsprodukten kdnnen falsch-positive Resultate auftreten. Sie kdnnen
aber auch durch Pseudoperoxidaseaktivitat (Erythrozyten) oder endogene
Peroxidaseaktivitat (Zytochrom C) hervorgerufen werden.

e An bisher noch nicht getestetem Gewebe konnen die Reagenzien zu
unerwarteten Ergebnissen fiihren. Aufgrund der biologischen Variabilitat der
Antigen-Expression in Neoplasmen oder sonstigem pathologischen Gewebe
lasst sich die Mdglichkeit unerwarteter Reaktionen in getestetem Gewebe
nicht vollig ausschlieBen. Bitte Roche mtm laboratories AG zu
dokumentierten unerwarteten Reaktionen kontaktieren. Kontaktinfor-
mationen des technischen Kundendienstes finden Sie in Abschnitt XIII.

o Die Reagenzien des Kits durfen nicht durch Reagenzien mit anderen
Chargennummern oder Reagenzien anderer Hersteller ersetzt werden.

X. Leistungsmerkmale

Klinische Leistungsmerkmale

Die klinische Performance des CINtec® Histology Kits wurde in einer kontrollierten
klinischen Studie unter Verwendung Formalin-fixierter, Paraffin-eingebetteter
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Gewebeproben der Cervix uteri evaluiert [21]. Die Studie sollte die Eignung des
CINtec® Histology Kits zur Verbesserung der diagnostischen Genauigkeit und
Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern bei der Diagnose von hochgradigen
zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN2+) zeigen.

Die klinische Studie wurde an retrospektiv gesammelten Knippsbiopsien und
Konisationspraparaten durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 500 zervikale Proben
von zwei verschiedenen europédischen Pathologielabors verwendet. Von diesen
Proben wurden H&E-gefarbte Schnitte und mit dem CINtec® Histology Kit gefarbte
Schnitte desselben Gewebepréaparats gemal? den Anweisungen des Herstellers
hergestellt.

Drei europaische Gynékopathologie-Experten erstellten unabhé&ngig voneinander
eine Diagnose auf Basis der H&E-gefarbten Schnitte. Falle mit diskrepanten
Ergebnissen wurden ein zweites Mal von den drei Pathologen gemeinsam
Uberprift. Die Konsensusdiagnosen (zwei von drei Ubereinstimmende Diagnosen)
dienten dann als Referenzdiagnosen fir die Studie.

Zwolf Untersucher (zertifizierte Pathologen, die regelmafig histopathologische
Befundungen an zervikalen Gewebeproben durchfiihren) aus 4 europaischen
Landern (Frankreich, Italien, Spanien und Deutschland) nahmen als Panel-
Pathologen an der Studie teil. In einer ersten Runde diagnostizierten alle Panel-
Pathologen individuell jeden Fall ausschliesslich auf der Basis der H&E-gefarbten
Schnittpraparate. Nach einer Wash-Out-Periode von mehr als 4 Wochen wurde
derselbe, mit einer neuen Nummerierung versehene Satz an H&E-gefarbten
Schnitten zusammen mit den dazugehodrenden Parallelschnitten, die mit dem
CINtec® Histology Kit gefarbt wurden, von allen 12 Panel-Pathologen erneut
beurteilt. Die Pathologen kannten zu keiner Zeit die urspriinglichen Diagnosen und
Referenzdiagnosen.

Um die Verbesserung der diagnostischen Genauigkeit durch die Verwendung der
CINtec® Histology-gefarbten Gewebeschnitte zusatzlich zu den H&E-gefarbten
Schnitten im  Vergleich zur alleinigen Beurteilung der H&E-gefarbten
Gewebsschnitten zu messen, wurden die Ergebnisse jedes Panel-Pathologen fir
beiden Methoden mit den Konsensusdiagnosen der drei Expertenpathologen als
Referenzdiagnosen verglichen.

Ergebnisse:

Insgesamt wurden 482 Falle mit vollstandigen Diagnosen aller Studienpathologen
in die Datenanalyse aufgenommen. Basierend auf den Konsensusdiagnosen der
Expertenpathologen ergab sich folgende Verteilung fir die verschiedenen
diagnostischen Kategorien: Negativ fur Dysplasie (n=194), CIN1 (n=96), CIN2
(n=69), CIN3 (n=123).

Diagnostische Genauigkeit fir den Nachweis von CIN2+

Insgesamt wurde die Sensitivitat fir den Nachweis von CIN2+ von 1787 (H&E) auf
2018 (H&E plus CINtec® Histology) richtig-positive CIN2+ Ergebnisse erhoht,
verbunden mit einer insgesamt lediglich geringfiigigen Abnahme der Spezifitat von
3088 (H&E) auf 3051 (H&E plus CINtec® Histology) richtig-negative < CIN1
Ergebnissen.

Tabelle 1

Verbesserung der diagnostischen Genauigkeit fir hochgradige (CIN2+) CIN-
Lasionen durch die Beurteilung von H&E-gefarbten Schnitten in Verbindung
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mit CINtec® Histology-gefarbten Schnitten im Vergleich zur alleinigen
Beurteilung von H&E-gefarbten Schnitten. Die Anzahl von richtig-positiven
und richtig-negativen Ergebnissen und die Anzahl von falsch-negativen und
falsch-positiven Ergebnissen sind in der Tabelle im Vergleich zur
Konsensusdiagnose der Experten-Pathologen abgebildet. (Anmerkung: Bei
einer vollkommenen Ubereinstimmung mit der Konsensusdiagnose der
Experten-Pathologen missten insgesamt 2304 (192 CIN2+ Falle x 12 Panel-
Pathologen) richtig-positive Ergebnisse vorliegen).

Richtig Falsch Falsch Richtig

Positiv Negativ Positiv Negativ
H&E 1787 517 392 3088
H&E+CINtec® 2018 286 429 3051

Das Mixed-Effects-ANOVA-Model fur Jackknife-Pseudowerte, das als Dorfman-
Berbaum-Metz (DBM) Methode bekannt ist, wurde flr den Test der Genauigkeit
des CINtec® Histology Kits verwendet.

Die Nullhypothese, dass die diagnostische Genauigkeit basierend auf H&E-
gefarbten Schnitten im Vergleich zu H&E- plus CINtec®-gefarbten Schnitten bei
CIN2+ Lasionen gleich ist, wurde mit den Werten p=0,0004 (AUC bei H&E: 0,877;
AUC for H&E plus CINtec®: 0,925) zurlickgewiesen.

Tabelle 2

Leistungswerte fir die gemeinsame Auswertung von H&E- geféarbten
Schnitten und CINtec® Histology-gefarbten Schnitten zur Identifizierung
hochgradiger CIN-Lasionen (CIN2+) im Vergleich zur alleinigen Beurteilung
von H&E-gefarbten Schnitten. Die H&E-basierten Konsensusdiagnosen der
drei Experten wurden als Referenzdiagnose verwendet.

H&E H&E plus CINtec® Histology
% (95% ClI) % (95% CI)
Sensitivitat 77.6% (75.8, 79.3) 87.6% (86.2, 88.9)
Spezifitat 88.7% (87.6, 89.8) 87.7% (86.5, 88.8)
PPV 82.0% (80.3, 83.6) 82.5% (80.9, 84.0)
NPV 85.7% (84.5, 86.8) 91.4% (90.4, 92.4)
DLR+ 6.885 (6.256, 7.578) 7.105 (6.494, 7.773)
DLR- 0.253 (0.234, 0.273) 0.142 (0.127, 0.158)

95% Cl, 95% Konfidentintervalle; PPV, positive predictive value (positiver pradiktiver Wert); NPV,
negative predictive value (negativer pradiktiver Wert); DLR+, positive diagnostic likelihood ratio
(positives Likelihood-Verhaltnis); DLR—, negative diagnostic likelihood ratio (negatives Likelihood-
Verhaltnis)

Die Konsensusdiagnosen der drei Gynakopathologieexperten wurden als Referenz
verwendet. Die Sensitivitat fir den Nachweis von CIN2+ wurde um 13% (relativ)
verbessert: die Sensitivitat fir CIN2+ auf Basis der H&E-Diagnosen allein lag bei
77,6 % und wurde durch die Hinzuftigung von CINtec®-gefarbten Schnitten bei der
wiederholten Auswertung derselben H&E-gefarbten Praparate auf 87,6 % erhoht.
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Die Erh6hung der diagnostischen Genauigkeit fir den Nachweis von CIN2+ wurde
unabhangig mit statistischer Signifikanz fir die Untergruppen der zervikalen
Knipps-Biopsien (n=249; AUC for H&E: 0,895; AUC fur H&E plus CINtec®
Histology: 0,929; p=0,0053) und zervikalen Konisationspraparaten (n=233; AUC for
H&E: 0,887; AUC flur H&E plus CINtec® Histology: 0,948; p=0,0009) bewiesen.

Ubereinstimmung zwischen unterschiedlichen Untersuchern fiir den Nachweis von
CIN2+

Zur Beurteilung der Verbesserung der Ubereinstimmung zwischen den Panel-
Pathologen beim Nachweis von CIN2+ durch die Interpretation von H&E-Schnitten
gemeinsam mit CINtec® -gefarbten Praparaten wurde eine Multiple-Rater Form der
Kappa-Statistik verwendet.

Tabelle 3

Verbesserung der Ubereinstimmung zwischen den Untersuchern fir den
Nachweis von CIN2+ durch Beurteilung von H&E-gefarbten Schnitten in
Verbindung mit CINtec®-gefarbten Schnitten im Vergleich zur alleinigen
Beurteilung von H&E-gefarbten Schnitten. Ungewichtete Kappa-Werte.

Diagnostische Kategorie | Kappa H&E | Kappa H&E plus CINtec® Statistische
Signifikanz
CIN2+, alle Félle 0,580 0,756 p<0,0001
CIN2+, nur Knipps-Biopsien 0,598 0,748 p<0,0001
CIN2+, nur
Konisationspréparate 0,548 0,765 p<0,0001

Die Kappa-Statistik als ein um Zufallswerte korrigiertes MalR fur die
Ubereinstimmung zwischen den Panel-Pathologen fiir den Nachweis von CIN2+
wurde durch die Beurteilung von H&E-gefarbten Schnitten zusammen mit CINtec®-
gefarbten Schnitten im Vergleich zur Beurteilung von H&E-gefarbten Schnitten
alleine deutlich verbessert (Erhdéhung der Kappa-Werte unter Berticksichtigung aller
Féalle von 0,580 auf 0,756; p<0,0001).

Reproduzierbarkeit in der Beurteilung des p16™<*? Farbemusters

Die Ubereinstimmung unter den Panel-Pathologen hinsichtlich der Beurteilung des
ple™Nk4a-Farbemusters in zervikalen Gewebeproben als entweder diffus p16™NK4a-
positiv, fokal p16'™<4a-positiv, oder p16™K4a-negativ wurde evaluiert.

Es wurde eine hohe Reproduzierbarkeit zwischen den Pathologen hinsichtlich der
Beurteilung des p16™K4a-Farbemusters als entweder positiv (diffuses Farbemuster),
oder negativ (fokales Farbemuster, oder keine Immunreaktivitat) verzeichnet. Der
Kappa-Wert (ein um Zufallswerte korrigiertes Maf fiir die Ubereinstimmung) fiir die
Reproduzierbarkeit zwischen den zwolf Panel-Pathologen hinsichtlich der
Beurteilung des p16™<4a-Farbemusters als entweder positiv (diffuses Farbemuster),
oder negativ (fokales Farbemuster, oder keine Immunreaktivitdt) hat sich als
hervorragend erwiesen (Kappa-Mittelwert = 0,899; Kappa-Median = 0,903).

Analytische Leistung

Analytische Sensitivitét

Die Sensitivitats-Studie wurde mit CINtec® Histology Kits aus 3 lots durchgefihrt.
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35 zervikale Biopsien mit CIN3+, einschlief3lich 6 als CIN3 klassifizierter und 29 als
Plattenzell-Karzinome klassifizierter Biopsien, wurden untersucht.

Funf von 6 (83,3%) der als CIN3 klassifizierten Félle zeigten starke diffuse pl6-
Farbung. Ein CIN3 Biopsie-Fall zeigte schwache pl6-Farbung, aber kein klar p16-
positives Signal.

22 von 29 (75,9%) der als Plattenzell-Karzinom klassifizierten Félle zeigten starke
diffuse p16-Farbung. FlUnf Falle von Plattenzell-Karzinomen zeigten schwache pl16-
Farbung, aber kein klar pl6-positives Signal. Nur 2/29 (6,9%) der Féalle waren
bezlglich p16 vollkommen negativ. Dies ist erklarbar, da es bereits zuvor Berichte
gab dass 3 — 8 % der Plattenzellkarzinom-Falle beziglich p16-Farbung negativ
sind [1; 6]. Dies kann die kleine Anzahl von Féallen wiederspiegeln, in denen
Dedifferenzierung und chromosomale Umordnungen zu einer Inaktivierung oder
Entfernung des p16-Genlokus gefuihrt haben.

Fur alle lots fuhrte Farbung einer gut charakterisierten Auswahl von Ratten-
Gewebeschnitten unter Verwendung des Negativ-Kontrollreagenzes (Negative
Reagent Control) zu starker und spezifischer Farbung einzelner Neuronen in
Rattengehirn. Zusatzlich zeigten einige canaliculare Nierenzellen, einzelne
Makrophagen in der Milz und einzelne Makrophagen und Plasmazellen im
Dpunndarm schwache Féarbung. Die anderen Ratten-Gewebe waren vollstandig
negativ.

Der anti-p16-Antikérper E6GH4™ kann eine durchgehende Farbung von Zellen der
basalen und parabasalen Schichten bewirken, mit oder ohne Farbung der Zellen
der superfacialen Schichten des Plattenepithels in zervikalen Biopsien mit
hochgradigen CIN (CIN2, CIN3). Das Negativkontroll-Reagenz (Negative Reagent
Control) kann spezifisch Ratten-Neuronen detektieren.

Analytische Spezifitat

Die Spezifitats-Studie wurde mit CINtec Histology Kits aus 3 lots an einer gut
charakterisierten Auswahl von 90 NBF (neutral gepuffertes Formalin)-fixierten
normalen Gewebeproben (30 verschiedene Gewebetypen) und 54 Tumorgeweben
mit Ausnahme von Gebahrmutterhalskrebs durchgefiihrt (angeordnet in Multi
Tissue Arrays = MTAS).

Bei Farbung von normalen Geweben mit dem pl6-spezifischen Antikorper (Klon
E6H4) wurden 16 verschiedene pl6-negative Gewebe [Grof3hirn, Kleinhirn,
Nebennieren, Schilddriise, Knochenmark, Herz, Speiserdhre, Magen, Darm,
Dickdarm, Leber, Niere, quergestreifte Muskulatur, Haut, Mesothelium,
Gebahrmutterhals] und 14 verschiedene pl6-positive Gewebe [Schwache Farbung:
Hypophyse, Lunge, Thymusdrise, Postata; positiv.: Nerven, Dinndarm, Mandeln,
Pankreas, Milz; stark positiv: Uterus, Eierstock, Brust, Hoden, Nebenschilddrise]
beobachtet. Bei Farbung von Tumor-Geweben (die nicht Gewebe des Gebahr-
mutterhalses sind) mit dem pl6-spezifischen Antikorper (Klon E6H4) wurden 22
verschiedene pl6-negative und 32 verschiedene pl6-positive Tumorfalle
beobachtet.

Fur alle drei lots CINtec Histology wurde bei Farbung aller Gewebe (normale und
Tumor-Gewebe) mit dem Negativkontrollreagenz ein negatives Ergebnis erhalten.
Der monoklonale Maus-anti-Ratte Oxytocin-verwandte Neurophysin-Antikorper
reagiert nicht in signifikantem Ausmafd mit normalen humanen Gewebeproben und
humanen Tumor-Geweben.

Reproduzierbarkeit
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Inter-Run-Reproduzierbarkeit

Die Inter-Run-Reproduzierbarkeit wurde mit dem CINtec® Histology Kit anhand des
manuellen Protokolls durch Farben von 36 Schnitten, die von Gewebeblocken mit
CIN2+ Diagnose hergestellt wurden, bestimmt. Die dysplastischen Bereiche der
Schnitte wurden mit vergleichbarer Intensitat in allen Durchlaufen gefarbt (+/-0,5 auf
einer Skala von O bis 3). Die normalen Bereiche aller Schnitte zeigten keine
spezifische Farbung.

Intra-Run-Reproduzierbarkeit

Die Intra-Run-Reproduzierbarkeit wurde mit dem CINtec® Histology Kit an drei
verschiedenen Tagen anhand des manuellen Protokolls und mit dem Autostainer
durchgefuhrt. Insgesamt wurden drei Gewebeblocke mit CIN2+ Diagnose
verwendet. Von jedem Block wurde jeden Tag ein Konsekutivschnitt verwendet.
Der dysplastische Bereich des Gewebeschnitts eines Blocks wurde ebenso mit
vergleichbarer Intensitat jeden Tag manuell und mit dem Autostainer gefarbt (+/-
0,5 auf einer Skala von 0 bis 3). Die normalen Bereiche aller Schnitten zeigten
keine spezifische Farbung.

Inter-Chargen-Reproduzierbarkeit

Zur Bestimmung der Inter-Chargen-Reproduzierbarkeit wurden CINtec® Histology
Kits von drei unabhangigen Chargen zum Farben der Schnitte der CIN2+ Proben
verwendet. Gemald dem Protokoll in der Gebrauchsanweisung wurde manuell und
mit dem Autostainer gefarbt. Der dysplastische Bereich der Schnitte eines Blocks
wurde mit vergleichbarer Intensitat (+/- 0,5 auf einer Skala von 0 bis 3) mit den
Reagenzien aller drei Lots sowohl manuell als auch mit dem Autostainer gefarbt.
Die normalen Bereiche aller Schnitte zeigten keine spezifische Farbung.

Die Skala von 0 bis 3 zur Beurteilung der Farbeintensitat wurde ausschlief3lich fur
Zwecke im Rahmen der analytischen Leistungsbewertung verwendet, und soll nicht
fur die Auswertung von Gewebefarbungen in der Routinepraxis verwendet werden.
Stattdessen soll die in Kapitel VIII beschriebene qualitative Interpretation
angewendet werden.
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XI. Fehlersuche und —-behebung
Siehe Abschnitt XIII. fir Kontakt zum Kundenservice, falls technische Unterstiitzung
bendtigt wird.
Problem Mdgliche Ursache Empfohlene MaRhahme
1. Keine la. Gebrauchsanweisung wurde nicht | la. Gebrauchsanweisung sorgféltig lesen
Farbung der befolgt; und beschriebenes Verfahren
Objekttrager einhalten;

2. Schwache
Farbung der
Objekttrager

2a. Unzureichende Demaskierung;

2a. Frisch angesetzte Demaskierungslo-

sung verwenden, bzw. sicherstellen,
dass die Demaskierungslésung 10
Minuten lang eine Temperatur von 95
— 99°C aufweist und weitere 20
Minuten Zeit zum Abkihlen hat;

2b. Unzureichende Inkubationszeiten

der Reagenzien;

Empfehlungen fur Farbeprotokoll unter
2.2 / 3.2 Uberprifen;

2c. Ungeeignete Fixationsmethode;

2c. Patientengewebe darf nicht zu stark

fixiert sein, korrektes Fixationsmittel
verwenden;

2d. Das zur  Verdinnung  der
Demaskierungslésung
verwendete Wasser hat eine zu

hohe lonenkonzentration;

2d. Sicherstellen, dass die zur Gewinnung

von entionisiertem Wasser
verwendete lonenaustauschsaule
ordnungsgeman gewartet wurde;

2e. UnsachgemalRe Entparaffinierung;

Der Anwender sollte sich bewusst
sein, dass Abweichungen in der
Temperatur der Apparate oder in der

Einwirkungsdauer wahrend der
praanalytischen  Vorbereitung der
Proben zu einer unvollstandigen

Entfernung des Paraffins von den
Gewebeschnitten  flhren  kdnnen.
Paraffinreste kénnen die Farbung von
Gewebeproben beeintrdchtigen -
auch die Farbung mit dem CINtec®
Histology Kit.

Histopathologie-Labors sollten ihre
Apparate regelmafig uberprifen, um
Variationen in der Probenvorbereitung
vor dem Einfarben zu minimieren.
Bei einer immunhistochemischen
Farbung kann das Auftreten scharfer
Ubergange in immunreaktiven
Gewebebereichen  sowie anderer
Unregelmafigkeiten in der Farbung
einer Probe auf eine suboptimale
oder unvollstandige Vorbereitung der
Probe hindeuten. Im Falle solcher
UnregelmaRigkeiten sollte der
Anwender seine Apparate sowie die
Schritte zur préanalytischen
Bearbeitung der Proben Uberprifen;
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3. Zu starke
Hintergrund-
farbung der

3a. Paraffin nicht vollstandig entfernt;

3a.

Frische Xylolbader verwenden und in
Abschnitt 2.1 / 3.1 dargestelltes
Verfahren einhalten;

Objekttra . . . . .
JeKttrager 3b. Beim Aufbringen der Schnitte auf |3b. Keinerlei Starkezusétze zur Haftung
die Objekttrager wurden der Schnitte auf dem Objekttrager
Starkezusétze verwendet; verwenden. Viele dieser Zuséatze sind
immunreaktiv;
3c. Objekttrager nicht grindlich [3c. In Puffer-Badern und Waschflaschen
gespdlt; frische Lésungen verwenden;
3d. Schnitte sind wahrend der Far-|3d. Sog. ,Feuchte Kammer® verwenden.
bung ausgetrocknet; Nur drei bis vier Objekttrager auf
einmal  abschitten, bevor das
Reagenz zugegeben wird,;
3e. Ungeeignete Fixationsmethode; 3e. Korrektes Fixationsmittel benutzen.
Andere Fixationsmittel koénnen zu
UbermaRiger Hintergrundfarbung
fihren;
3f. Unspezifische Bindung der Rea- |3f. Proben auf vorschriftsmaBige Fixation
genzien an Gewebe; und eventuelle Nekrose Uberprifen;

4. Gewebe- 4a. Verwendung ungeeigneter Objekt- |4a. Hier aufgefiihrte Empfehlungen
schnitte trager; befolgen und SuperFrost® Plus als
I6dsen sich Objekttrager verwenden;
vom
Objekttrager

5. UbermaRig 5a. Ungeeignete Fixationsmethode; Sa. Korrektes  Fixationsmittel und -
starke methode benutzen;
spezifische ] _ ]

Farbung 5b. Reagenzien zu lange inkubiert; Sb. Empfehlungen fiir Farbeprotokoll unter
2.2 / 3.2 uberprifen und befolgen;
5c¢. Ungeeignete Waschlésung; 5c. Korrekten  Waschpuffer (10  x)
verwenden (Bestellnummer
10215364001).
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XII. Erklarung der Symbole
Symbol: Erklarung:

Bestellnummer
LoT Chargenbezeichnung
Globale Artikelnummer GTIN

Einmalige Produktkennung

In-Vitro-Diagnostikum

Hersteller

Inhalt ausreichend fiir <n> Tests
Gebrauchsanweisung beachten

Verwendbar bis
Zulassiger Temperaturbereich
Herstelldatum

Nicht wiederverwenden

Kontakt flr technische  Unterstiitzung
(Telefon)

Enthalt Material tierischen Ursprungs

l@r@&w@@zaﬂa

CONTENT Inhalt

XIl. Hersteller

Hergestellt von: Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Deutschland

https://navifyportal.roche.com

Kontakt  fur tech- +800 5505 6606
nische Unterstitzung
(Telefon):

Der Kurzbericht tiber Sicherheit und Leistung (summary of safety
and performance) kann hier abgerufen werden:

https://ec.europa.eu/tools/eudamed

XIV. Revisionsstand

Die aktuelle Gebrauchsanweisung liegt in der Version 1.0 vor und ist im Juni 2024
herausgegeben.

Anderungen im Vergleich zur vorangegangenen Version fur Produkt 9511 /
06594441001 (2.9, Dezember 2022 herausgegeben):
e Anderung Hersteller von Roche mtm laboratories AG zu Roche Diagnostics
GmbH; daher neue Produktnummer, 10213370001, vergeben
e Editorische Anderungen
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XV. Geistiges Eigentum

CINtec und E6H4 sind Warenzeichen im Eigentum von Roche.
Alle anderen Warenzeichen sind Eigentum der jeweiligen Inhaber.
© 2024 Roche
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Anhang 2 Abbildungen

Beispiel fur difftuses Farbemuster
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Fig. 1: CIN 3

Beispiel fur fokales Farbemuster

Fig. 2: Reife Plattenepithelmetaplasie
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