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KULLANIM AMACI

CINtec p16 Histology, servikal
biyopsilerden hazirlanan formalinle
sabitlenmis, parafine gdmulii doku
kesitlerinde p16!NK4@ proteininin kalitatif
saptamasina yonelik bir
immunohistokimya tayinidir. Yiksek
dereceli servikal intraepitelyal neoplazi
teshisinde teshis dogrulugunu ve
gdzlemciler arasi uyumu artirmaya
yardimci olarak ayni servikal doku

A Pt o SR
$Sekil 1. Servikal skuamdz epitelyal
hiicrelerin CINtec p16 Histology numunesinden hazirlanan H&E boyali
boyamasi. slaytlarla birlikte kullanimi endikedir.
Bu tiriin, kalifiye bir patolog tarafindan histolojik inceleme, ilgili klinik bilgiler ve dogru
kontrollerle birlikte yorumlanmalidir.

Bu antikor in vitro diagnostik (IVD) kullanima y6neliktir.

OZET VE ACIKLAMA

CINtec p16 Histology tek bir bilesenden olusur: bir fare monoklonal primer antikoru olan
anti-p16/NK4a (E6H4).

Sikline bagimli bir kinaz inhibitérii olan p16/INK4a (p16), hiicre siklusu ilerlemesinde ve
seliiler farkhlagmada kilit rol oynar.1-4 p16INK4a proteini, retinoblastom proteini (oRB)
aracili G1-S-faz gegisini kontrol eder ve seliler farklilasma stirecinde hiicre siklusunun
durduruimasini tetikler.15 Normal, farklilagmanin son evresindeki hiicrelerde, p16/NK4a
diigiik seviyelerde eksprese olur ve genellikle immiinohistokimya ile saptanamaz.1.5
Aragtirma calismalari, prekanseréz ve kanseroz dokularda p16!NK4a'mnin giiglii agin
ekspresyonunun insan papillom virlisii (HPV) E7 onkoproteininin ekspresyonu ile
yakindan iligkili oldugunu belirlemigtir.1,3.6,7.8

p16 asir ekspresyonunun IHC ile saptanmasi, servikal histoloji numunelerinin
yorumlanmasina yardimel olabilir. p16 proteininin, rahim boynunun neoplastik skuaméz
epitelyal hiicrelerinde agin eksprese oldugu bildiriimis, normal epitelde ve neoplastik
olmayan lezyonlarda ise ¢ogunlukla bulunmadigi tespit edilmistir.1,2.5,6.7 Bircok calisma,
p16 asir ekspresyonu ile servikal intraepitelyal neoplazinin (CIN) varligi arasindaki
korelasyonu aragtirmigtir.8:9 p16'nin agin ekspresyonu neredeyse tiim CIN3
lezyonlarinda, CIN2 lezyonlarinin biiyik cogunlugunda ve genellikle, H&E boyali doku
kesitlerinde CIN1 olarak siniflandirilan skuaméz servikal lezyonlarin %40 ila %60'inda
gozlemlenmistir.8-13

KLINIK ANLAMLILIK

Servikal biyopsi numunelerinin teshise yonelik yorumlamasi, hasta tedavisine yénelik
kararlarin temelini olugturur. CIN1, bir HPV enfeksiyonunun histolojik belirti verme
bicimidir. Genel olarak, CIN1 lezyonu teshisi konan hastalarin bir yil iginde kontrol
muayenesinden gecmeleri 6nerilir. 14 Servikal hastaliklarda CIN2, tedavi igin en sik
kullanilan Klinik egiktir.14 CIN2 veya CIN3 teghisi konan hastalar igin eksizyonel veya
ablatif tedavi dnerilir. Cocuk dogurma yasindaki hasta icin eksizyonel tedavi riski,
gelecekteki gebelikler Uizerinde olumsuz etkileri igerir.15,16,17 By nedenle, CIN ve ozellikle
CIN2 ve CIN3 iin dogru teshis konulmas, hasta yénetimi kararlarinda 6nem tagir.18
Yalnizca H&E ile servikal biyopsi numunelerinin morfolojik yorumlamasi gozlemciler arasi
degiskenlige tabidir.18-25 Birkag calismada p16 boyali slaytlarin birlikte kullanimi ve
servikal histoloji numunelerinin patologlar tarafindan diagnostik olarak yorumlanmasinda
gozlemciler arasi guvenilirlik Uzerindeki etki degerlendirilmistir. Bu ¢aligmalarin tlimiinde,
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H&E boyali slaytlarin tek bagina yorumlanmasina kiyasla p16 boyali slaytlar H&E boyali
slaytlar ile birlikte yorumlandiginda, patologlar arasindaki teshis uyumu anlamli élgide
artmigtir, 1011,13,21,22,26,27,28

Ayrica birkag ¢alismada, p16 boyali slaytlar H&E boyali slaytlarla birlikte kullanildiginda
servikal histoloji yorumlamasinin teshis dogrulugu tizerindeki etki degerlendirilmistir.
Dijkstra ve meslektaslar (2010), tek bir patolog tarafindan yorumlanan p16 boyali
slaytlarin destegiyle konulan teshisler arasinda, yalnizca H&E boyamasina dayali olarak
uzman bir patolog paneli tarafindan konulan kararlastirimis teshislere kiyasla neredeyse
milkemmel uyum bulundugunu gdstermistir.10 Bergeron ve meslektaglari, yorumlama hem
p16 boyali slaytlari hem de H&E boyali slaytlari icerdiginde, = CIN2 icin %77'den %87'ye
artis gosteren hassasiyet ile, tek bagina H&E boyali slayt yorumlamasina kiyasla teshis
dogrulugunda anlaml bir artig (p = 0.0004) raporlamistir.11 ABD'de yer alan akademik bir
klinik merkezin 1450'den fazla ardisik servikal biyopsi vakasini analiz ettigi yakin zamanli,
ileriye yonelik ve populasyon temelli bir calismada, p16 boyamasinin, "CIN2+ iceren ve
icermeyen biyopsilerin ayirt edilmesinde kullanigh ve giivenilir bir teshis yardimcisi oldugu”
tespit edilmistir.12 Dolayisiyla, servikal biyopsi kesitleri ieren H&E boyali slaytlarin, ayni
doku numunesinden p16 immiinoboyama yapilmis ardisik slaytlar ile birlikte
yorumlanmasi, servikal biyopsilerin yorumlanmasinda teshis uyumunu dnemli élgiide
artirma potansiyeline sahiptir.

PROSEDUR PRENSIBI

CINtec p16 Histology, p16/NK4a proteinine kars! tiretilen bir fare monoklonal primer
antikorudur. CINtec p16 Histology, formalinle sabitlenmis, parafine gémiili (FFPE) doku
kesitlerinde p16!NK4@ proteinine baglanir ve niikleer ve/veya sitoplazmik boyama modeli
sergiler. Bu antikor, OptiView DAB IHC Detection Kit (Kat. No. 760-700; 06396500001)
veya ultraView Universal DAB Detection Kit (Kat. No. 760-500; 05269806001) kullanilarak
gorsellestirilebilir. Daha fazla bilgi i¢in ilgili ydntem tablosuna bakin.

URUNLE BIRLIKTE VERILEN MALZEME

CINtec p16 Histology (Kat. No. 805-4713 / 06695248001) 50 test i¢in yeterli reaktif igerir.
Bir adet 5 mL'lik CINtec p16 Histology dagiticisi yaklasik 5.0 pg fare monoklonal antikoru
icerir.

CINtec p16 Histology (Kat. No. 825-4713 / 06695256001) 250 test igin yeterli reaktif icerir.
Bir adet 25 mL'lik CINtec p16 Histology dagditicisi yaklasik 25.0 ug fare monoklonal
antikoru icerir.

Bu antikor, taslyici protein ve bir koruyucu olan %0.10 ProClin 300 iceren Tris-HCl iginde
seyreltilir.

Spesifik antikor konsantrasyonu yaklasik 1.0 ug/mL'dir. Bu drinde bilinen spesifik olmayan
herhangi bir antikor reaktivitesi gozlemlenmemistir.

CINtec p16 Histology hticre kiilttirii tist fazindan saflastiriimis rekombinant bir fare
monoklonal antikorudur.

Asagidaki konular hakkinda ayrintili bilgi igin ilgili VENTANA saptama kitinin yontem
tablosuna bakin: Prosedir Prensibi, Materyal ve Metotlar, Numune Toplama ve Analiz igin
Hazirlama, Kalite Kontrol Prosedurleri, Sorun Giderme, Sonuglarin Yorumlanmasi ve
Kisitlamalar.

GEREKLI OLAN FAKAT URUNLE BIRLIKTE VERILMEYEN
MALZEMELER

VENTANA saptama kitleri gibi boyama reaktifleri ve negatif ve pozitif doku kontrolii
slaytlarini da iceren yardimci bilesenler, Uriinle birlikte verilmemektedir.

Prospektuste listelenen Griinlerin hepsi tim bolgelerde mevcut olmayabilir. Yerel destek
temsilcinizle iletisime gegin.

Asagida yer alan reaktifler ve malzemeler boyama icin gerekli olabilir fakat Uriinle birlikte
veriimez:

Onerilen kontrol dokusu

Mikroskop slaytlari, pozitif yukli

Negative Control (Monoclonal) (Kat. No. 760-2014 / 05266670001)

OptiView DAB IHC Detection Kit (Kat. No. 760-700 / 06396500001)

ultraView Universal DAB Detection Kit (Kat. No. 760-500 / 05269806001)
Antibody Diluent (Kat. No. 251-018 / 05261899001)

EZ Prep Concentrate (10X) (Kat. No. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (Kat. No. 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (Kat. No. 650-010 / 05264839001)

ULTRA LCS (Predilute) (Kat. No. 650-210 / 05424534001)
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11.  Cell Conditioning Solution (CC1) (Kat. No. 950-124 / 05279801001)

12. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Kat. No. 950-224 / 05424569001)
13. Hematoxylin Il (Kat. No. 790-2208 / 05277965001)

14.  Bluing Reagent (Kat. No. 760-2037 / 05266769001)

15.  Kalici sabitleme ortami

16. Lamel

17.  Otomatik lamel yerlestirici

18.  Genel amaglh laboratuvar ekipmani

19.  BenchMark IHC/ISH cihazi

SAKLAMA VE STABILITE

Alindiktan sonra ve kullanmadiginiz zamanlarda 2-8 °C'de saklayin. Dondurmayin.
Reaktifin uygun bir sekilde uygulandigindan ve antikor stabilitesinden emin olmak igin
dagitici kapagini her kullanimdan sonra yerine takin ve dagiticiyr derhal sodutucuya dikey
konumda yerlestirin.

Her antikor dagiticinin bir son kullanma tarihi vardir. Diizglin bir sekilde saklanmasi
halinde, reaktif etikette belirtilen tarihe kadar stabil kalir. Reaktifi son kullanma tarihinden
sonra kullanmayin.

NUMUNE HAZIRLAMA

Rutin olarak islenen FFPE dokular, VENTANA saptama kitleri ve BenchMark IHC/ISH
cihazlari ile birlikte kullanildiginda bu primer antikorla kullamnim igin uygundur. Onerilen
doku sabitleyici %210 nétr tamponlu formalindir.29 Kesitler yaklagik 4 um kalinliginda
kesilmeli ve pozitif yikli slaytlara yerlestiriimelidir. Kesilen doku kesitlerinin antijenisitesi
zamanla azalabildiginden slaytlar derhal boyanmalidir. Daha fazla bilgi icin, Roche
temsilcinizden "Recommended Slide Storage and Handling" belgesinin bir kopyasini
isteyin.

Pozitif ve negatif kontrollerin bilinmeyen numunelerle es zamanli olarak calistiriimasi
dnerilir.

UYARILAR VE ONLEMLER

1. Invitro diagnostik (IVD) kullanima ydneliktir.

2. Sadece profesyonel kullanim igindir.

3. Belirtilen test sayisinin {izerinde kullanmayin.

4 ProClin 300 ¢6zeltisi, bu reaktifte koruyucu olarak kullaniimigtir. Tahris edici olarak
siniflandinimistir ve deriyle temas ettiginde hassasiyete yol acabilir. Kullanirken
uygun énlemleri alin. Reaktiflerin g6z, deri ve mukoz membranlarla temas etmesini
onleyin. Koruyucu giysi ve eldiven kullanin.

5. Pozitif ylklu slaytlar, uygun olmayan boyamaya yol acan cevresel streslere yatkin
olabilir. Bu tir slaytlarin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi almak i¢in Roche
temsilcinize danigin.

6.  insanveya hayvan kaynakli materyaller, biyotehlikeli materyaller olduklari
varsayilarak kullaniimali ve uygun énlemler alinarak atilmalidir. Maruz kalma
durumunda, sorumlu otoritelerin saglik direktifleri izlenmelidir.30,31

7. Reaktiflerin g6z ve mukoz membranlarla temas etmesini dnleyin. Reaktifler hassas
bolgelerle temas ederse bu bélgeleri bol suyla yikayin.

8. Yanls sonuglar alinmasina neden olabilecegi icin reaktiflerin mikrobiyal
kontaminasyona maruz kalmasini dnleyin.

9. Bucihazin kullanimi hakkinda daha fazla bilgi i¢in BenchMark IHC/ISH cihazi
Kullanici Kilavuzuna ve tiim gerekli bilesenlerin navifyportal.roche.com adresinde
bulunan kullanim talimatlarina bakin.

10.  Onerilen imha yontemi hakkinda bilgi aimak icin yerel ve/veya resmi kurumlara
danigin.

11, Uriin giivenligi etiketi, ncelikli olarak EU GHS yénergelerini izler. Givenlik bilgi
formu profesyonel kullanici igin talep Uzerine temin edilir.

12.  Bucihazla ilgili suiphelenilen ciddi olaylar raporlamak igin yerel Roche temsilcisi ve
kullanicinin bulundugu Uye Devlet veya Ulkenin yetkili makamiyla iletisime gegin.

Bu (iriin, Diizenleme (EC) No. 1272/2008 uyarinca asagidaki sekilde siniflandirilan

bilesenler icermektedir:
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Tablo 1. Tehlike bilgileri.

Tehlike Kod Beyan
Uyari H317 Alerjik deri reaksiyonuna yol acabilir.

H412 Uzun stireli etkilerle su yasami igin zararlidir.
P261 Sis veya buhari solumaktan kaginin.
p273 Cevreye salinmindan kaginin.
P280 Koruyucu eldiven takin.
P333 + Cilt tahrisi veya kizariklik olusmasi halinde: Tibbi
P313 tavsiyelyardim alin.
P362 + Kirlenmis giysilerinizi ¢ikarin ve yeniden kullanmadan
P364 dnce yikayin.
P501 icerigi/kabi uygun bir atik imha tesisine atin.

Bu tiriin CAS No. 55965-84-9 icerir, reaksiyon kiitlesi: 5-kloro-2-metil-2H-izotiyazol-3-on
ve 2-metil-2H-izotiyazol-3-on (3:1).

BOYAMA PROSEDURU

VENTANA primer antikorlari, VENTANA saptama kitleri ve aksesuarlanyla birlikte
BenchMark IHC/ISH cihazlarinda kullaniimak tizere gelistirilmistir. Onerilen boyama
protokolleri igin bkz. Tablo 2 ve Tablo 3.

Bu antikor spesifik inkiibasyon siireleri igin optimize edilmistir ancak kullanici bu reaktifle
elde edilen sonuglari dogrulamalidir.

Otomatik prosedirlere iligkin parametreler, cihazin Kullanici Kilavuzundaki prosedire gore
gorlntulenebilir, yazdirilabilir ve diizenlenebilir. Inminohistokimyasal boyama
prosediirleriyle ilgili ayrintili bilgi icin ilgili VENTANA saptama kiti yontem tablosuna bakin.
Bu cihazin uygun kullanimina iliskin ayrintilar igin P/N 805-4713 veya P/N 825-4713 ile
iliskili olan i¢ hat dagitici yéntem tablosuna bakin.

Tablo 2. BenchMark IHC/ISH cihazlarinda ultraView Universal DAB Detection Kit ile
CINtec p16 Histology i¢in dnerilen boyama protokold.

Yontem
Prosedr Tipi ULTRA veya
X XT ULTRA PLUS
Deparafinizasyon Segili Segili Segili
Cell Conditioning ULTRA CC1,
(Antijen Ortaya Stcai ﬁdlért Stcai ﬁdlért 64 dakika
Cikarma) 95°C
. . 24 dakika, 16 dakika, 20 dakika,
Antikor (Primer) 37°C 37°C 36 °C
ultraBlock* 8 dakika gegcerli degil gegcerli degil
Karsit Boya Hematoxylin 11, 4 dakika
Karsit Boyama Sonrasi Bluing, 4 dakika

* Antibody Diluent driiniiniin ultraBlock adiminda kullanimi.
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Tablo 3. BenchMark IHC/ISH cihazlarinda OptiView DAB IHC Detection Kit ile CINtec

p16 Histology icin 6nerilen boyama protokoli.

Yontem
Prosedr Tipi ULTRA veya
X XT ULTRA PLUS
Deparafinizasyon Segili Segili Segili
Cell Conditioning ULTRA CC1,
(Antijen Ortaya 32ciiiiika 48ciiiiika 48 dakika
Cikarma) 100 °C
On Primer Peroksidaz - . .
inhibitsri Segili Segili Segili
. . 8 dakika, 8 dakika, 12 dakika,
Antikor (Primer) 37°C 37°C 36 °C
Sabitleyici Sonrasi* 8 dakika gegcerli degil gegcerli degil
Karsit Boya Hematoxylin 11, 4 dakika
Karsit Boyama Sonrasi Bluing, 4 dakika
* Antibody Diluent driiniiniin Post-Fixative adiminda kullanimi.

Genel laboratuvar cihazlari ve gevresel kosullarin yani sira doku fiksasyonu ve
islemesindeki degiskenlikler nedeniyle bagimsiz numunelere, kullanilan saptama kitine ve
okuyucu tercihlerine bagl olarak, primer antikor inkiibasyonu, hiicre iyilestirme veya
proteaz 6n islemesi stirelerinin artirimasi veya azaltiimasi gerekebilir. Fiksasyon
degiskenleri hakkinda daha fazla bilgi icin bkz. "Immunohistochemistry Principles and

Advances."32

NEGATIF REAKTIF KONTROLU

CINtec p16 Histology ile boyamaya ek olarak, ikinci bir slayt uygun negatif kontrol

reaktifiyle boyanmalidir.

Tablo 4. CINtec p16 Histology durumu ve p16 boyama modelleri.

CINtec p16
Histology
Durumu

p16 Boyama
Modeli

Boyama Aciklamasi

Pozitif

Diffliz

Araya da ara ila yiizeysel arasi hiicre
katmanlarinda boyama ile veya
boyama olmaksizin, skuamdz servikal
epitelin bazal ve parabazal hiicre
katmanlarindaki hiicrelerde stirekli
boyama

Negatif

Fokal

izole hiicrelerde veya kiigiik hiicre
kiimelerinde boyama; 6zellikle bazal ve
parabazal hiicreler hari¢ olmak tizere
sirekli olmayan boyama

p16 boyamasi yok

Skuamoéz epitelde negatif boyama
reaksiyonu

OZEL KISITLAMALAR
CINtec p16 Histology, servikal dokularda fibroblast ve kolumnar epitelyal boyama
sergileyebilir ve bu durum yorumlamay: etkilemez.

OptiView saptama sistemi genellikle ultraView saptama sisteminden daha hassastir.
Kullanici bu reaktif ve saptama sistemleriyle elde edilen sonuglari dogrulamalidir.
Hasta dokusu, doku blogundan kesit ¢ikarilarak alindiktan sonra 24 hafta iginde
boyanmalidir. Oda sicakliginda 24 haftadan uzun siire saklanmis kesitlerde CINtec p16
Histology ile boyama performansi dogrulanmamustir.

Ornekler, en az 1 saat boyunca %10 NBF, ginko formalin veya Z-fix iginde veya en az
3 saat boyunca AFA icinde sabitlenmelidir. Onerilenler haricinde fiksasyon sirelerinin

POZITIF DOKU KONTROLU

Uygun laboratuvar uygulamalari, test dokusuyla ayni slayt Uzerinde pozitif kontrol kesiti
icermektedir. Bu, slayta reaktif uygulamadaki hatalari belirlemeye yardimei olur. Pozitif
boyamasi zayif doku, kalite kontrol acisindan en uygun olandir. Kontrol dokusu, hem
pozitif hem de negatif boyama elementleri icerebilir ve hem pozitif hem de negatif kontrol
olarak gérev yapabilir. Kontrol dokusu, test kesitleriyle ayni sekilde mimkiin olan en kisa
stirede hazirlanmig veya sabitlenmis taze otopsi, biyopsi veya cerrahi numunesi olmalidir.
Bilinen pozitif doku kontrolleri, test dreklerinin spesifik tanisinin belirlenmesinde bir
yardimci olarak degil, yalnizca reaktiflerin ve cihazlarin performansini izlemek igin
kullaniimalidir. Pozitif doku kontrolleri pozitif boyama ortaya koyamazsa test numunesi
sonuglar gegersiz saylimalidir.

Bu antikor i¢in pozitif kontrol dokusu drnekleri arasinda normal pankreas, normal
bademcik ve servikal karsinom yer alir.

Normal bademcik dokusu icinde, esas olarak kript epiteli i¢indeki daginik skuaméz
epitelyal hiicrelerde ve germinal merkezler icindeki daginik folikiler dendritik hiicrelerde
niikleer ve/veya sitoplazmik boyama gériilir ve lenfositlerin cogunlugunda boyama
gorlilmez (nadir lenfositlerde boyama gézlemlenebilir).

BOYAMA YORUMLARI/BEKLENEN SONUCLAR
CINtec p16 Histology icin seliller boyama modeli nikleer ve/veya sitoplazmiktir.

p16INK4a piyobelirtecinin servikal biyopsi numuneleri igindeki agir ekspresyonu, ara ya da
ara ila yuzeysel arasi hiicre katmanlarinda boyama ile veya boyama olmaksizin, servikal
skuamdz epitelin bazal ve parabazal hiicre katmanlarindaki hiicrelerde diffiiz stirekli
boyama ile temsil edilir. Bu diffiiz siirekli boyama modeli, pozitif CINtec p16 Histology
durumunu temsil eder. Fokal boyama, dzellikle bazal ve parabazal hiicreler hari¢ olmak
Uzere, izole hiicrelerde veya kugiik hiicre kiimelerinde siirekli olmayan boyama ile temsil
edilir. Fokal boyama olmasi ve p16 boyamasi olmamasi negatif CINtec p16 Histology
durumunu temsil eder. p16 boyama modeli ve CINtec p16 Histology durumu kriterleri
Tablo 4'te ana hatlariyla agiklanmistir.
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veya sabitleyici tiplerinin kullaniimasi yanlis negatif sonuglara yol agabilir. Alkol formalin ve
PREFER sabitleyicilerin bu tayinle kullaniimasi 6nerilmez.

Tiim tayinler her cihaz tizerinde kayith olmayabilir. Daha fazla bilgi icin litfen yerel Roche
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temsilcinizle iletisime gegin.
PERFORMANS OZELLIKLERI
ANALITIK PERFORMANS

Hassasiyet, spesifite, kesinlik ve dogrulukla ilgili boyama testleri yiiritilmiistur ve

sonugclar agagida listelenmistir.
Hassasiyet ve Spesifite

Analiz hassasiyeti ve spesifitesi, birden fazla normal ve neoplastik insan dokusu vakasi
CINtec p16 Histology ile boyanarak belirlenmistir. Sonuglar, Tablo 5 ve Tablo 6'da
listelenmektedir. Birgok normal doku, birkag hiicrede veya belirtilen spesifik hticre
tiplerinde boyama sergilemistir. p16!NK4@ proteininin hiicre siklusu regiilasyonundaki

roltinden 6tiirti bu beklenen bir durumdur.

Tablo 5. CINtec p16 Histology hassasiyeti/spesifitesi, FFPE normal dokularin test

edilmesiyle belirlenmistir.

Pozitif/toplam
Doku vaka sayisi Normal dokudaki pozitif hiicreler
Serebrum 4/4 Gliyal hiicreler
Serebellum 33 Purkinje hiicreleri
Adrenal bez 33 Adrenokortikal epitelyal hicreler
Yumurtalik 33 Stromal hiicreler
Pankreas 33 Langerhans adaciklari, asinar hiicreler
Lenf dugtmu 313 Lenfositler, folikiller dendritik hiicreler
Paratiroit bezi 2/3 Esas hiicreler
Hipofiz bezi 313 Anterior hipofiz epitelyal hiicreleri
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Pozitif/toplam Pozitif/toplam
Doku vaka sayisi Normal dokudaki pozitif hiicreler Patoloji vaka sayisi
Testis 33 ﬁgfrrer?;tiogemk hiicreler, Leydig Menenjiyom (Serebrum) 11
Ependimom (Serebellum) 11
Tiroit 3 Folikdler hicreler Oligodendrogliyom (Serebellum) 11
Miyoepitelyal hiicreler, liminal epitelyal .
Meme 313 hilcreler, stromal hiicreler Adenokarsinom (Bas ve boyun) 11
Dalak 313 Lenfositler, folikiller dendritik hiicreler Skuaméz hilcreli karsinom (Bag ve boyun) o
Bademcik 6/6 Skuamo6z epitelyal hiicreler, lenfositler, Sertz karsinom (Yumurtalik) 1n
folikiller dendritik hiicreler Granillosa hiicreli timér (Yumurtalik) 11
Timiis 33 Epitelyal retikiler hiicreler, lenfositler, Teratom (Yumurtalik) n
Hassal cisimcikleri — -
Pankreatik ndroendokrin neoplazma (Pankreas) 11
Kemik iligi 213 Miyeloid hiicreler
i yeoe Duktal adenokarsinom (Pankreas) 11
o Pnomositler, bronsiyal epitelyal - -
Akciger 313 hUcreIerI slyal eptely Seminom (Testis) n
Kalp 03 Pozitif hiicre yok Embriyonal karsinom (Testis) 11
Ozofagus 33 Skuaméz epitelyal hiicreler Folikuler karsinom (Tiroif) 1
Mide 33 Epitelyal hiicreler, fundik bezler Papiller karsinom (Tiroit) o1
ince bagirsak 33 Epitelyal hiicreler In situ duktal karsinom (Meme) 1
Kolon 33 Epitelyal hiicreler Invaziv duktal karsinom (Meme) 11
Apandis 03 Pozitif hiicre yok Invaziv lobiler karsinom (Meme) 11
Karaciger 03 Pozitif hiicre yok Adenom (Adrenal bez) 1
il ; i - cprd Feokromositom (Adrenal bez) 11
Tiikiirik bezi 33 Cl_zglll kqnal epitelyal hiicreleri, seréz — ks
asinar hicreler Diffiiz biiytik B hiicreli lenfoma (Dalak) 01
Solunum epitelyal hiicreleri, izgili Pleomorfik adenom (Tiikiriik bezi) 11
Farinks/Oral kavite 213 kanal epitelyal hiicreleri, mukdz asinar ———— -
hiicreler, serz asinar hiicreler Warthin tlimord (Tiikiirdk bezi) v
Bobrek 3 Tiibiler epitelyal hiicreler, glomeriler Kuglik hiicreli karsinom (Akciger) n
mezengial hiicreler Skuaméz hiicreli karsinom (Akciger) 0/1
Prostat 313 Asinar hiicreler, bazal hiicreler Adenokarsinom (Akciger) U1
Mesane 313 Urotelyal hiicreler Skuaméz hiicreli karsinom (Ozofagus) 0/1
Endometriyum 33 Endometrlilyal glandiiler hicreler, Adenokarsinom (Ozofagus) 11
stromal hiicreler
- Adenokarsinom (Mide) 11
Rahim boynu @ 1/120 Skuaméz epitelyal hiicreler - - -
- Gastrointestinal stromal tiimér (Mide) 11
Iskelet kasi 03 Pozitif hiicre yok - - -
Adenokarsinom (Ince bagirsak) 01
Deri 0/3 Pozitif hiicre yok - - — -
Gastrointestinal Stromal Tumér (Ince bagirsak) 11
Sinir 44 Schwann hiicreleri -
Adenokarsinom (Kolon) 11
Mezotelyum 0/3 Pozitif hiicre yok - -
Adenoskuaméz karsinom (Kolon) 11
vumusak doku 33 Endotelyal hiicreler, fibroblastlar, duktal — -
$ hiicreler Karsinoid tiimor (Apandis) 11
a Degerlendirilen dokular normal rahim boynu ve kronik servisiti icermektedir. Rahim Hepatoseliller karsinom (Karaciger) n
boynu vakalari, normal skuamdz (fokal boyama), endoservikal veya stromal hiicre Kolanjiyokarsinom (Karaciger) 0/1
boyamasini negatif kabul eden CINtec Histology puanlama algoritmasina dayali —— - -
olarak yorumlanmistr. Renal Hiicreli Karsinom (Bobrek) 12
Papiller renal adenom (Bébrek) 11
Tablo 6. CINtec p16 Histology hassasiyeti/spesifitesi, ¢esitli FFPE neoplastik dokularin Adenokarsinom (Prostat) 202
test edilmesiyle belirlenmistir.
= Berrak hiicreli karsinom (Rahim) 11
Pozitif/toplam
Patoloji vaka sayIsi Endometriyal karsinom (Rahim) 11
Gliyoblastom (Serebrum) 11 Leyomiyom (Rahim) 0/1
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Pozitif/toplam

Patoloji vaka sayisi
Leyomiyosarkom (Rahim) 11
Servikal intraepitelyal neoplazi | (CIN ) (Rahim boynu) 12/37
CIN I-II, sinirda diistiklyuksek dereceli (Rahim boynu) 2/8
CIN I (Rahim boynu) 52/60
CIN II-11l, yuksek dereceli (Rahim boynu) 13
CIN 11l (Rahim boynu) 65/67
Skuamo6z hiicreli karsinom (Rahim boynu) 73/76
Adenoskuaméz karsinom (Rahim boynu) 212
Adenokarsinom (Rahim boynu) 11
Néroendokrin karsinom (Rahim boynu) 11
Alveolar rabdomiyosarkom (Kas) 01
Miksom (Kas) 1
Bazal hiicreli karsinom (Deri) 1
invaziv melanom (Deri) 11
Skuaméz hiicreli karsinom (Deri) 01
Schwannoma (Periferik sinir) 11
Nérofibrosarkom (Sinir) 11
Anaplastik byt hticreli lenfoma (Lenf digiim) 11
Folikiiler lenfoma (Lenf diigiimu) 11
Hodgkin lenfoma (Lenf diigumii) 11
Urotelyal hiicreli karsinom (Mesane) 11
Skuamoéz hiicreli karsinom (Mesane) 01
Plazmasitoma (Ekstramediiller) 11
Mezotelyom (Mezotelyum) 11
Plevral soliter fibroz timér (Mezotelyum) 11
Anjiyosarkom (Yumusak doku) 11
Liposarkom (Yumusak doku) 11
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Cihazlar Arasi Kesinlik

Cihazlar arasi kesinligi degerlendirmek icin iki ¢alisma tamamlanmigtir. Bir BenchMark XT
cihazinda ve BenchMark ULTRA cihazinda ultraView Universal DAB Detection Kit
kullanilarak bir ¢alisma ve bir BenchMark ULTRA cihazinda OptiView DAB IHC Detection
Kit ile ikinci bir calisma gergeklestirilmistir.

ilk calismada; servikal skuaméz hiicreli karsinom, bademcik ve pankreas igeren iki adet
cok dokulu bloktan kesitler, Ui¢ BenchMark XT cihazinda ve ii¢ BenchMark ULTRA
cihazinda ultraView Universal DAB Detection Kit kullanilarak boyanmistir (her cihaz igin
her ok dokulu bloktan 5 kesit). U BenchMark XT cihazinda boyandiginda tiim dokularin
9%100'iinde p16 boyama yogunluklari medyan skorun 0.5 puan dahilinde olmugtur. Ug
Benchmark ULTRA cihazinda boyandiginda servikal skuaméz hiicreli karsinomun
%100'Gnde (15/15), bademcigin %93'tlinde (14/15) ve pankreasin %93'lnde (14/15) p16
boyama yogunluklari medyan skorun 0.5 puan dahilinde olmustur. CINtec p16 Histology
ile boyanan tiim dokular kabul edilebilir arka plan boyamasi gostermistir.

ikinci calismada, OptiView DAB IHC saptama kiti kullanilarak, 28 servikal vakanin (sekiz
normal rahim boynu, alti CIN1, alti CIN2, dort CIN3 ve dért servikal karsinom vakasi)
kopya slaytlarinin boyanmasiyla tic BenchMark ULTRA cihazinda CINtec p16 Histology
testinin kesinligi belirlenmistir. Her vaka, Ui¢ BenchMark ULTRA cihazinin her birinde (¢
CINtec p16 Histology lotunun her biri kullanilarak boyanmistir. Calismaya toplamda, her
bir vakadan dokuz CINtec p16 Histology boyali slayt dahil edilmistir (li¢ CINtec p16
Histology lotu, lic BenchMark ULTRA cihazi). Ardindan her bir CINtec p16 Histology
boyali slayt, ayni vakadan H&E boyali bir slayt ile eslestirilmistir. Tim slaytlar randomize
edilmis ve ardindan, vaka teshisine kérlenmis olan tek bir patolog tarafindan p16 boyama
yogunluklari, pozitif veya negatif CINtec p16 Histology durumu ve arka plan bakimindan
degerlendirilmistir. Veriler, dokularin %97.6'sinin tim cihazlardaki boyama yogunlugu
skorlarinin 0.5 puan dahilinde oldugunu géstermistir. Ayrica, iic BenchMark ULTRA
cihazinda CINtec p16 Histology ile boyanan kesitlerin %100'd, ayni CINtec p16 Histology
durumunu sergilemistir. CINtec p16 Histology ile boyanan tiim dokular kabul edilebilir arka
plan boyamasi gdstermistir.

Ek olarak, cihazlar arasi ara kesinlik, ig BenchMark ULTRA PLUS cihazinda, 24 servikal
doku vakasinin (on bir normal rahim boynu, bir CINZ, iki CIN2, yedi CIN3 ve ii¢ skuaméz
hiicreli karsinom) kopya slaytlarinin boyanmasiyla belirlenmistir. Test slaytlari randomize
edilmis ve ardindan, vaka teshisine kérlenmis olan tek bir patolog tarafindan pozitif veya
negatif CINtec p16 Histology durumu, morfoloji ve non-spesifik boyama (arka plan)
bakimindan degerlendirilmistir. Genel uyum yiizdesi %99.3 olmustur. CINtec p16
Histology ile boyanan tiim dokular %100 kabul edilebilir morfoloji ve arka plan boyamasi
gostermistir.

Lotlar Arasi Kesinlik

CINtec p16 Histology'nin lotlar arasi kesinligi, OptiView DAB IHC Detection Kit kullanilarak
bir BenchMark ULTRA cihazinda ui¢ CINtec p16 Histology lotunun test edilmesiyle
degerlendirilmistir. 26 servikal biyopsi doku numunesinin her birinden kesitler (alti normal
rahim boynu, alti CIN1, alti CIN2, alti CIN3 ve iki servikal karsinom vakasi), her CINtec
p16 Histology lotu kullanilarak iki kopya halinde boyanmistir. CINtec p16 Histology ile
boyanan her bir doku slayti, bitisik H&E slayti ve ayni vakadan bir negatif reaktif kontrol
slayti ile eslestirilmistir. Slayt setleri randomize edilmis ve vaka teshisi ile lot numarasina
kérlenmis tek bir patolog tarafindan degerlendirilimistir. CINtec p16 Histology durumu
(pozitif = diffiiz p16 boyamasi; negatif = fokal p16 boyamasi veya boyama yok) CINtec
p16 Histology slaytina dayali olarak belirlenmistir. CIN kategorileri [CIN2+ (CIN2, CIN3,
adenokarsinom in situ veya tek bir kategori halinde birlestirilmis invaziv karsinom)/CIN1-
(CIN yok veya tek bir kategori halinde birlestirimis CIN1)], H&E ve CINtec p16 Histology
slaytlarinin birlikte yorumlanmasina dayali olarak belirlenmistir. Sonuglar, antikorun U¢
Uretim lotunda CINtec p16 Histology tekrarlanabilirligini ortaya koymaktadir. Tiim vakalar,
U tretim lotu genelinde CINtec p16 Histology durumu bakimindan %100 pozitif ve negatif
uyum ve CIN kategorisi bakimindan %98.7 uyum géstermistir. Verilerin dzeti Tablo 7'de
gosterilmektedir. Arka plan boyamasi, boyanan dokularin %100'Unde kabul edilebilir
olmustur.
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Tablo 7. CINtec p16 Histology durumu (pozitif/negatif) ve CIN kategorisine
(CIN2+/CIN1-) gére 6l¢lildiigu sekilde, CINtec p16 Histology Uriiniiniin servikal
drneklerdeki primer antikor lotlar arasi tekrarlanabilirligi.

Ortalama | Ortalama Genel

_— . . Pozitif Negatif Uyum
Tekrarlanabilirlik Degerlendirme Uyum Uyum Yiizdesi

(n/N) (n/N) (n/N)

ClINtec Histology %100.0 %100.0 %100.0
Durumu (352/352) | (264/264) | (308/308)

Lotlar Arasi
9%98.1 %98.0 9%98.1
CIN Kategorisi ’ ’ ’

(314/320) | (290/296) | (302/308)

Giin igi Tekrar Edilebilirlik ve Giinler Arasi Kesinlik

Gin ici tekrar edilebilirligi ve giinler arasi kesinligi degerlendirmek icin toplamda (i¢
calisma gerceklestirilmistir. lk iki calismada patolog, dokulari p16 boyama yogunluklarina
(0-4) dayal olarak degerlendirmis, Uglncii galismada ise servikal biyopsilerdeki CINtec
p16 Histology durumu (pozitif/negatif) degerlendirilmistir.

ilk calismada; ii¢ doku (servikal skuaméz hiicreli karsinom, bademcik, pankreas) iceren iki
adet ¢ok dokulu bloktan kesitler, BenchMark XT cihazinda ultraView Universal DAB
Detection Kit kullanilarak boyanmistir. Ikinci calismada; bademcik, pankreas ve (¢ servikal
vakay iceren iki adet ¢ok dokulu blok (invaziv skuaméz hticreli karsinom, CIN1-, CIN2+],
BenchMark ULTRA cihazinda OptiView DAB IHC Detection Kit kullanilarak boyanmistir.
CINtec p16 Histology drlintiniin guin ici tekrar edilebilirligi, CINtec p16 Histology ile her ¢ok
dokulu bloktan 14 kopya kesit boyanarak test edilmistir. CINtec p16 Histology, her iki
calismada dokularin %100'Un{in medyan boyama yogunlugunun 0.5 puan dahilinde
boyanmasiyla kabul kriterlerinden gegmistir. Ginler arasi kesinlik minimum 20 gtinliik bir
siire boyunca ardisik olmayan 5 giinde test edilmistir. Bu calismalarin her ikisinde CINtec
p16 Histology, dokularin %100'iniin, giin ici tekrar edilebilirlik ve giinler arasi kesinlige
yonelik medyan boyama yogunlugu skorunun 0.5 puan dahilinde boyanmasiyla kabul
kriterlerinden gegmistir. CINtec p16 Histology ile boyanan tiim dokular kabul edilebilir arka
plan gostermistir.

Ugiincii calisma, 24 servikal doku numunesini (iig servikal skuamoz hiicreli karsinom, alti
CIN3, alti CIN2, alti CIN1, U¢ normal servikal vaka) OptiView DAB IHC Detection Kit ile bir
BenchMark ULTRA cihazinda CINtec p16 Histology durumuna (pozitif/negatif) gére
degerlendirmistir. Testler, minimum 20 ginliik bir siire boyunca ardisik olmayan 5 giinde
gerceklestiriimistir. Her bir test glintinde, her bir vakadan iki slayt CINtec p16 Histology ile
boyanmis (toplam 150 slayt) ve her bir vakadan bir slayt negatif bir reaktif kontroliyle
boyanmistir (toplam 75 slayt). Gun ici tekrar edilebilirlik analizlerinde, CINtec p16
Histology durumu (pozitifinegatif) ayni vakaya ait ve ayni giin boyanmis iki adet
degerlendirilebilir kopya arasinda karsilastiriimistir. Calismada dikkate alinan 5 giin
oldugundan, her bir vaka i¢in guin ii tekrar edilebilirlie yonelik toplam karsilastirma sayisi
5 olmustur. Gunler arasi kesinlik ¢alismasi i¢in toplam karsilastirma sayisi 120 (24 vaka x
vaka basina 5 karsilagtirma) olmustur.

Sonuglar, dokular CINtec p16 Histology durumuna dayali olarak degerlendirildiginde %100
gun ici tekrar edilebilirlige ve %100 giinler arasi kesinlige isaret etmektedir. CINtec p16
Histology ile boyanan tiim kesitler kabul edilebilir arka plan boyamasi gostermistir.

Ek olarak, islem ici tekrarlanabilirlik, bir BenchMark ULTRA PLUS cihazinda, 24 servikal
doku vakasindan her birinden (on bir normal rahim boynu, bir CIN1, iki CIN2, yedi CIN3 ve
Uic skuamdz hicreli karsinom) 5 slaytin boyanmasiyla belirlenmistir. Test slaytlari
randomize edilmis ve ardindan, vaka teshisine kérlenmis olan tek bir patolog tarafindan
pozitif veya negatif CINtec p16 Histology durumu, morfoloji ve non-spesifik boyama (arka
plan) bakimindan degerlendirilmistir. Genel uyum yizdesi %97.5 olmustur. CINtec p16
Histology ile boyanan tiim dokular %100 kabul edilebilir morfoloji ve arka plan boyamasi
gostermistir.

Ek olarak, giinler arasi ara kesinlik, bir BenchMark ULTRA PLUS cihazinda, en az

20 giinliik bir stire boyunca ardisik olmayan 5 giinde, 24 servikal doku vakasinin (on bir
normal rahim boynu, bir CIN1, iki CIN2, yedi CIN3 ve {i¢ skuamdz hiicreli karsinom) kopya
slaytlarinin boyanmasiyla belirlenmistir. Glinler arasi ara kesinlik %98.8'dir. CINtec p16
Histology ile boyanan tiim dokular %100 kabul edilebilir morfoloji ve arka plan boyamasi
gostermistir.
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Platformlar Arasi Dogruluk ve Saptama Kiti Dogrulugu

Tayinin dogrulugu, OptiView DAB IHC Detection Kit ve ultraView Universal DAB Detection
Kit kullanilarak BenchMark ULTRA, BenchMark XT ve BenchMark GX platformlarinda
gosterilmistir. Genel olarak, 186 servikal vaka CINtec p16 Histology ile boyanmis ve
CINtec p16 Histology durumu (pozitifinegatif) ve arka plan (kabul edilebilir/kabul edilemez)
icin degerlendirilmistir. OPA, bir saptama kiti icinde platformlarin her bir ikili kombinasyonu
icin ve bir platform icinde saptama kitlerinin her bir ikili kombinasyonu igin %98.3-100
olmustur. CINtec p16 Histology ile boyanan tiim degerlendirilebilir vakalar kabul edilebilir
arka plan boyamasi gdstermistir.

Ek olarak, CINtec p16 Histology boyama performansini BenchMark ULTRA PLUS
cihazinda ve BenchMark ULTRA cihazinda OptiView DAB IHC Detection Kit kullanarak
karsilastirmak igin bir galisma gerceklestirilmistir. Yiiz yirmi (120) servikal doku vakasi
(60'1 CINtec p16 Histology i¢in pozitif ve 60" CINtec p16 Histology i¢in negatif) boyanmis
ve boyanan slaytlar, CINtec p16 Histology durumunu belirleyen bir patolog tarafindan
degerlendirilmistir. Genel uyum yizdesi %99.1 olmustur. CINtec p16 Histology ile boyanan
tiim dokular %100 kabul edilebilir morfoloji ve arka plan boyamasi géstermistir.

Okuyucu lci Kesinlik ve Okuyucular Arasi Kesinlik

Okuyucu i¢i ve okuyucular arasi kesinlik, OptiView DAB IHC Detection Kit kullanilarak bir
BenchMark ULTRA cihazinda CINtec p16 Histology ile boyanan 50 servikal vaka iizerinde
(16 normal rahim boynu, 12 CIN1, 12 CIN2, 6 CIN3 ve 4 servikal karsinom vakasi)
degerlendirilmistir.

Tiim slaytlar randomize edilmis ve ardindan ii¢ patolog tarafindan pozitif/negatif CINtec
p16 Histology durumu icin degerlendirilmistir. Patologlar vaka teshisi agisindan
kérlenmistir. CINtec p16 Histology boyali slaytlar, 4 haftalik bir arinma siresinin ardindan
Ui¢ patologun her biri tarafindan CINtec p16 Histology durumunun ikinci kez
degerlendirilmesi i¢in yeniden randomize edilmistir. CINtec p16 Histology durumu igin
okuyucu i¢i ve okuyucular arasi kesinlige iliskin genel uyum yiizdesi, Tablo 8'de gésterilen
sekilde %98.7 olmustur.

CIN kategorisine yonelik okuyucu i¢i ve okuyucular arasi kesinlik ¢alismasinda, her bir
CINtec p16 Histology slayti ayni vakadan H&E boyali bir slayt ile eslestirilmis ve
eslestirilen slayt setleri randomize edilmistir. CIN kategorisi (CIN2+/CIN1-), H&E boyali ve
CINtec p16 Histology boyali slaytlarin birlikte yorumlanmasina dayali olarak i¢ patolog
tarafindan degerlendirilmistir. En az 4 haftalik bir arinma siresinin ardindan, slayt giftleri
tekrar randomize edilmis ve tig patologun her biri tarafindan CIN kategorisinin ikinci
degerlendirmesi yapiimistir. Tablo 8'de gdsterilen veriler, CIN kategorisinin okuyucu igi ve
okuyucular arasi kesinligine iliskin genel uyum yiizdesinin sirayla %98.0 ve %90 oldugunu
ortaya koymaktadir.

Tablo 8. CINtec p16 Histology durumu (pozitif/negatif) ve CIN kategorisine
(CIN2+/CIN1-) gére 6l¢tildiigu sekilde, CINtec p16 Histology tayininin servikal 6rneklerdeki
okuyucu i¢i ve okuyucular arasi kesinligi.

Ok Degerlendi Ortalama Ortalama Genel Uyum
Ke:?l:lic'ui egir]:n Ir Pozitif Uyum Negatif Uyum Yuzdesi
9 (%95 CI) (%95 CI) (%95 CI)
C;’:‘giifozie %98.7 %98.6 %98.7
Okayucu Durmu (%93.9-100.0) | (%93.0-100.0) | (%94.0-100.0)
ici
¢ CIN %97.4 %98.4 %98.0
Kategorisi (%89.1-100.0) | (%92.6-100.0) | (%92.0-100.0)
C;’:‘giifozie %98.7 %98.6 %98.7
993.1-100.0 992.3-100.0 993.9-100.0
Okuyucular Durumu % )| )| )
Arasl
CIN %87.0 9%91.9 9%90.0
Kategorisi (%71.8-97.6) (%83.0-98.5) (%80.0-98.0)

Tekrarlanabilirlik Caligmasi (Laboratuvarlar Arasi Kesinlik Caligmasi)

Ug harici laboratuvarda, ardigik olmayan ii¢ giiniin her birinde iic BenchMark ULTRA
cihazinda galigilan 27 servikal vaka (10 CIN icermeyen, 5 CIN1, 5 CIN2, 5 CIN3 ve 2
servikal karsinom vakasi) kullanilarak, tayinin CINtec p16 Histology durumunu ve CIN
kategorisini belirleme y6niinden tekrarlanabilirligini géstermek tizere CINtec p16 Histology
icin laboratuvarlar arasi bir tekrarlanabilirlik calismasi tamamlanmistir. Numuneler
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randomize edilmis ve toplamda alti patolog (iki patolog/tesis) tarafindan CINtec p16
Histology durumu (pozitifinegatif) ile CIN kategorisi (CIN2+/CIN1-) i¢in H&E boyali ve
CINtec p16 Histology boyali slaytlarin birlikte yorumlanmasina dayali olarak
degerlendirilmistir. Patologlar vaka teshisi agisindan kérlenmistir. CINtec p16 Histology
durumu ve CIN kategorisi sonuglari sirayla Tablo 9 ve Tablo 10'da gdsterilmistir. Ayrica,
tiim tesislerdeki alti patologun tiimii icin morfoloji ve arka plan boyama kabul edilebilirligi
oranlar sirayla %96.3 ve %97.1 olmustur. Veriler; tesisler, glnler ve patologlar genelinde
tayin tekrarlanabilirliginde milkemmel uyum oldugunu géstermektedir.

Tablo 9. Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik: servikal érneklerin CINtec p16 Histology
durumu (pozitif/negatif) bakimindan uyumu.

Uyum Oranlari
Laboratuvarlar Aras
Tekrarlanabilirlik : Ortalama Ortalama Genel Uyum
Pozitif Uyum Negatif Uyum Yiizdesi
(CINtec p16 Histology ozitif Uy gatif Uy S
durumu)
Tesisler arasi %96.2 %93.9 %95.3
(3 tesis) (%91.2-99.3) (%386.3-99.0) (%90.6-99.2)
Ginler arasi %98.2 %97.1 %97.8
(ardisik olmayan 3 giin) (%95.9-99.7) (%93.3-99.5) (%95.5-99.5)
Okuyucular arasi %95.5 %92.9 %94.4
(2 patologitesis) (%87.8-100.0) | (%82.6-100.0) (%87.1-100.0)

Tablo 10. Laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik: H&E boyali ve CINtec p16 Histology
boyali slaytlarin birlikte yorumlanmasina dayali olarak servikal érneklerin CIN kategorisi
(CIN2+/CIN1-) bakimindan uyumu.

Uyum Oranlari
Laboratuvarlar Arasi Ortalama Ortalama Genel Uyum
Tekrarlanabilirlik Pozitif Uyum | Negatif Uyum Yizdesi
(CIN Kategorisi)
Tesisler arasi %94.4 %94.1 %94.3
(3 tesis) (%86.8-98.8) | (%86.7-98.6) (%88.5-98.6)
Giinler arasi %96.9 %96.6 %96.8
(ardigtk olmayan 3 gin) (%93.1-99.2) | (%93.0-99.1) (%94.0-99.1)
Okuyucular arasi %95.0 %94.8 %94.9
(2 patolog/tesis) (%87.4-98.9) | (%88.6-98.9) (%89.3-98.7)

KLINIK PERFORMANS

Teshis Uyumu

CINtec p16 Histology sonuclarinin birlikte okunmasinin, servikal intraepitelyal neoplazi
(CIN) teghisinin tutarliiginda, Community Pathologists (CP) ve Expert Pathologists (XP)
servikal punch biyopsi dokusu okumalari arasindaki uyum seviyelerinde bir artis ile
sonuglandigini gbstermek tizere CERvical Tissue Adjunctlve aNalysis (CERTAIN)
calismasi ydrutiimustr.

CERTAIN klinik calismasi, bir kolposkopi popiilasyonunu temsil eden 1100 retrospektif
olarak toplanmis FFPE servikal punch biyopsi numunesinde gergeklestirilmistir. Yalnizca
H&E boyali slaytlar kullanilarak ve H&E ile CINtec p16 Histology boyali slaytlar
kullanilarak her bir calisma vakasi igin XP tarafindan elde edilen bir referans teshis
belirlenmistir. Iki XP, bagimsiz teshislerini (CIN yok, CIN1, CIN2, CIN3, adenokarsinom

in situ veya invaziv karsinom) 1100 vakanin her biri igin H&E boyali slaytlara dayali olarak
belirlemistir. Patologlara su Klinik bilgiler de saglanmistir: hasta yasi, Pap sitoloji sonucu
ve HPV test sonucu (mevcutsa). Uyumsuz vakalar Ggiinci bir XP tarafindan
degerlendirilmigtir. Ugte iki cogunluk teghisinin elde edilemedigi vakalar, ¢ XP'nin
timinun katildigi bir karar toplantisinda incelenmistir. Cogunluk (veya konsensus)
sonuglari, calismada degerlendirilen her bir vaka i¢in Uzman tarafindan elde edilen
Referans Teshisi (XP1 veya H&E referans teshisi olarak adlandirilir) belirlemistir. En az
dort haftalik bir arinma stiresinin ardindan ayni XP'ler, teshislerini belirlemek igin hem H&E
hem de CINtec p16 Histology boyali slaytlari degerlendirmistir: CIN yok; LSIL-
histoloji/CIN1; HSIL-histoloji/CIN2; HSIL-histoloji/CIN3; adenokarsinom in situ veya invaziv
karsinom; (XP2 veya H&E + CINtec p16 Histology referans teshisi olarak adlandirilir).
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Cogunluk teshislerini belirleme sireci, yalnizca H&E ile boyanan slaytlarda referans
teshisi belirlemek igin kullanilan siirecin aynisidir. Amerika Birlesik Devletleri genelinden
yetmis (70) kurul sertifikall CP galismaya katilmistir. ik turda (1. Tur, CP1)

1100 H&E boyali vaka, referans teshise gdre ayri teshis kategorilerinde benzer
dag@ilimlara sahip 275 vakadan olugan dért okuma setine aynimistir. 70 CP, grup basina
17 veya 18 patologdan olusan dért gruba atanmistir. Atanan okuma setlerinde bulunan
her bir vaka igin patologlara, su klinik bilgiler saglanmistir: hasta yasl, Pap sitoloji sonucu
ve HPV test sonucu (mevcutsa). CP'ler, kendilerine atanan vakalarin her biri igin
teshislerini H&E boyali slaytta bagimsiz olarak gergeklestirmistir: CIN yok; CIN1; CIN2;
CIN3; adenokarsinom in situ veya invaziv karsinom. Her calisma vakasi 17 veya 18
topluluk patologu tarafindan ayri ayr okunmustur.

ikinci turda (2. Tur, CP2) CP'ler, atanan okuma setlerinde bulunan ayni vaka seti icin
eslestirilen ilgili CINtec p16 Histology boyali slaytlar ile birlikte H&E boyali slaytlari
okumustur. 1. Tur ile 2. Tur arasinda en az 4 haftalik bir arinma siresinin ardindan her bir
patolog kendi teshisini bagimsiz olarak gerceklestirmistir: CIN yok; LSIL-histoloji/CINZ;
HSIL-histoloji/CIN2; HSIL-histoloji/CIN3; adenokarsinom in situ veya invaziv karsinom.
CP'ler, H&E boyali slayt ve CINtec p16 Histology boyali slayt kullanarak, CINtec p16
Histology durumunu (CINtec p16 Histology pozitif = diffiiz p16 boyamasi; CINtec p16
Histology negatif = fokal p16 boyamasi veya boyama yok) ile birlikte histolojik teshislerini
belirtmistir. Bu ¢alismanin birincil amaci; H&E boyali slaytlarla birlikte CINtec p16
Histology boyali slaytlarin (2. Tur) yorumlanmasina kiyasla H&E boyali slaytlara (1. Tur)
dayali olarak pozitif bir test sonucunun = CIN2 (CIN2, CIN3, adenokarsinom in situ veya
invaziv karsinom tek kategoride birlestirilmis olarak) veya < CIN1 (CIN yok veya CIN1 tek
kategoride birlestirilmis olarak) teshisiyle uyum gdsterme olasiligi olan pozitif uyum
yiizdesini bozmadan teshis uyumu iyilesmesini ortaya koymaktir.

Uzman Patologlarin Teshis Dogrulugunun lyilestiriimesi

Uzman patologlarin teshis dogrulugundaki artis, uzman patolog H&E referans teghisinin
(XP1) uzman patolog H&E ve CINtec p16 Histology referans teshisi (XP2) ile
karsilastiriimasi yoluyla belirlenmistir. 1100 servikal biyopsinin yorumunda bir analiz
gerceklestiriimistir. Uzman patologlar tarafindan konulan H&E referans teshisi ile uzman
patologlar tarafindan konulan H&E ve CINtec p16 Histology referans teshisi arasindaki
teshis dogrulugunda artis Tablo 11'de gdsterilmistir. XP'ler, servikal biyopsilerin teshis
amagch yorumlamasinda H&E ve CINtec p16 Histology kullandiklarinda, tek basina
H&E'nin kullanildigi teshis amagl yorumlamaya kiyasla %23.7 daha fazla = CIN2 vakasi
belirlemigtir.

Tablo 11. Tum vakalar icin H&E referans teshisi ile H&E ve CINtec p16 Histology referans
teshisi arasindaki uyum.

H&E Referans Teghisi
CIN ACIS* TOpl
ok CIN1 | CIN2 | CIN3 veya am
y Kanser
CIN yok 693 13 4 0 0 710
LSIL-
H&E + histoloj 46 120 4 1 0 171
CINtec p16
Histology | HSIL- 4 5 [ 5 | g3 | 69 1 214
Referans histoloji
Teshisi ACIS*
veya 0 0 0 0 5 5
kanser
Toplam 769 164 91 70 6 1100

* ACIS: adenokarsinom in situ

Uzman Tarafindan Elde Edilen H&E Referans Teshisi ile
Karsilagtirmali Olarak, H&E ila H&E ve CINtec p16 Histology
Kullanilarak Topluluk Patologu Yorumlamasi

Topluluk patologlar arasindaki teshis uyumu, topluluk patologlarinin 1. tur H&E teshis
sonuglarinin (CP1) uzman patolog H&E referans teshisi (XP1) ile ve topluluk patologu

2. Tur H&E + CINtec p16 Histology teshislerinin (CP2) uzman patolog H&E referans
teshisi (XP1) ile karsilastinimasi yoluyla belirlenmistir. Vaka ve okuyucuya gére ortalamasi
alinan uyum oranlari ve gliven araliklar (Cl) Tablo 12'de gdsterilmektedir. = CIN2
lezyonlarinin saptanmasinda bir dliit olan PPA'da istatistiksel olarak anlamli bir artis
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(+966.8; %95 Cl: %4.7 - %9.0 ile) gbzlemlenmistir. Ayrica, < CIN1 saptamasindaki negatif
uyum yiizdesi (NPA), %1.3 oraninda, %95 Cl: %0.5 - %2.3 ile artis gostermistir.

Tablo 12. Topluluk patologlarinin H&E boyali slaytlar ila H&E boyali slaytlar ve CINtec
p16 Histology boyali slaytlar icin yaptiklari okumalarin uzman tarafindan elde edilen H&E
referans teshisi (XP1) ile pozitif ve negatif uyum oranlari.

Sonlanim H&E + CINtec o
Noktasi HEE p16 Histology R p degeri
PPA %83.5 %90.3 9%6.8 < 0001
% (%95 Cl) (79.9, 86.8) (87.5,92.7) (4.7,9.0) ‘
NPA %90.4 %91.8 %1.3 0.0032
% (%95 Cl) (89.4,91.4) (90.6, 92.9) (05,233 ’

Uzman Tarafindan Elde Edilen H&E + CINtec p16 Histology Referans
Teshisi ile Kargilagtirmali Olarak, H&E ila H&E ve CINtec p16
Histology Kullanilarak Topluluk Patologu Yorumlamasi

Daha sonra, her iki yontemi (H&E + CINtec p16 Histology/yalnizca H&E) kullanan topluluk
patologlarinin okuma sonuglari, H&E ve CINtec p16 Histology boyali slaytlar kullanan
uzman jinekopatologlar tarafindan konulan referans teshis (XP2) ile karsilastiriimistir.
Uzman patologlar, ilk bireysel okuma turunun sonuglarina ve konsensis H&E referans
teshisine korlenmistir. Konsensiis teshislerini belirleme siireci, yukarida agiklanan H&E
referans teshisini belirleme siirecinin aynisidir.

Yalnizca H&E boyali slaytlar/H&E boyali slaytlar ile birlikte CINtec p16 Histology boyali
slaytlar kullanilan topluluk patologu okumasinin sonuglari analiz edilmis ve Uzman
tarafindan elde edilen H&E ve CINtec p16 Histology referans teshisi ile karsilagtinimistir
(Tablo 13). Bu veriler, PPA'da (+%11.5, %95 Cl: %9.3 - %13.5 ile) ve NPA'da (+%3.0;
%95 CI: %2.2 - %3.7 ile) istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu ortaya koymaktadir.

Not: Yuvarlama hatasi nedeniyle fark %1.4'e esit degildir: H&E = %90.44, H&E +
CINtec Histology = %91.76, Fark = %1.32.

Ayri topluluk patologu okuyucularin yalnizca H&E boyali slaytlar kullanarak ila H&E boyali
slaytlar ile birlikte CINtec p16 Histology boyali slaytlar kullanarak = CIN2 ila < CIN1 teshisi
koyarken, Uzman tarafindan elde edilen H&E referans teshisi ile karsilastirmali olarak
teshis dogruluguna iliskin bir 6zet semasi Sekil 2'de gdsterilmistir. 2. Tura (H&E boyali
slaytlarla birlikte CINtec p16 Histology boyali slaytlar - kirmizi tiggenler) karsi 1. Tur
(yalmzca H&E boyali slaytlar - mavi daireler) igin her patolog yorumuna iliskin PPA ve
NPA (negatif uyum yiizdesi, yani negatif test sonucunun XP1'e gdre < CIN1 ile uyumu)
gosterilmistir. Tahmin elipsleri, codu patolog icin beklenen PPA ve NPA performans
araligini belitmektedir: %80'i elipslerin icinde kalmali, %20'si elipslerin diginda kalmalidir.
Bu veriler, servikal biyopsilerin, H&E ile birlikte CINtec p16 Histology boyali slaytlar
kullanilarak yorumlanmasinin, teshis uyumunu artirdigini ve okuyucular arasi degiskenligi
azalttigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 2. Topluluk patologlannin yalnizca H&E kullanarak (1. Tur) ve H&E + CINtec
p16 Histology kullanarak (2. Tur) 2 CIN2 ila < CIN1 teshisi koyarken, Uzman
tarafindan elde edilen H&E referans teshisi (XP1) ile kargilagtirmali olarak teghis
uyumuna (PPA ila 1-NPA) iligkin 6zet semasi (%80 tahmin elipsleri, iki degiskenli
normallik varsayimi altinda olusturulmustur).
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Tablo 13. H&E boyali slaytlar ila H&E boyali slaytlar ve CINtec p16 Histology boyali
slaytlar icin yapilan topluluk patologu okumalarinin Uzman tarafindan elde edilen H&E ve
CINtec p16 Histology referans teshisi ile (XP2) Pozitif (PPA) ve Negatif (NPA) Uyum

Oranlar.
PPA %73.3 %84.8 %11.5 < 0001
% (%95 CI) (69.6, 76.9) (82.1,87.1) (9.3,135)
NPA %92.2 %95.2 %3.0 < 0001
% (%95 CI) (91.3,93.1) (94.4, 96.0) (2.2,3.7)

8/10

Ayri topluluk patologu okuyucularin yalnizca H&E boyali slaytlar kullanarak ila H&E boyali
slaytlar ile birlikte CINtec p16 Histology boyali slaytlar kullanarak = CIN2 ila < CIN1 teshisi
koyarken, Uzman tarafindan elde edilen H&E + CINtec p16 Histology referans teghisi ile
karsilastirmali olarak teshis dogruluguna iligkin bir 6zet semasi Sekil 3'te gosterilmistir. 2.
Tura (H&E ve CINtec p16 Histology - kirmizi tiggenler) karsi 1. Tur (yalnizca H&E - mavi
daireler) i¢in her patolog yorumuna iliskin PPA ve NPA gdsterilmistir. Tahmin elipsleri,
cogu patolog icin beklenen PPA ve NPA performans arali§ini belirtmektedir: %80'i
elipslerin iginde kalmali, %20'si elipslerin disinda kalmalidir. Bu veriler, servikal
biyopsilerin, H&E ile birlikte CINtec p16 Histology boyal slaytlar kullanilarak
yorumlanmasinin, teshis tutarliigini artirdigini ve okuyucular arasi degiskenligi azalttigini
ortaya koymaktadir.
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Sekil 3. Topluluk patologlannin yalnizca H&E kullanarak (1. Tur) ve H&E ile CINtec
p16 Histology kullanarak (2. Tur) 2 CIN2 ila < CIN1 teshisi koyarken, Uzman
tarafindan elde edilen H&E ve CINtec p16 Histology referans teshisi (XP2) ile
kargilagtirmali olarak teshis uyumuna (PPA ila 1 NPA) iligkin 6zet semasi (%80
tahmin elipsleri, iki degiskenli normallik varsayimi altinda olugturulmustur).

CINtec p16 Histology Boyama Performansi

Bu ¢alismanin ikinci hedefi olarak, ¢alisma slaytlarinin incelenmesi sirasinda topluluk
patologlari tarafindan belirlendigi sekilde CINtec p16 Histology tayininin boyama
performansi degerlendirilmistir. Calisma sirasinda, 70 topluluk patologu tarafindan toplam
19250 CINtec p16 Histology durum yorumlamasi gerceklestirilmistir. Degerlendirilen
boyama performansi kriterleri séyledir: toplam boyama kabul edilebilirligi, arka plan
boyama kabul edilebilirligi ve morfoloji kabul edilebilirligi. Sonuglar tiim boyama kriterleri
i¢in > %99 kabul edilebilirlik oranlari sergilemektedir (Tablo 14).

Tablo 14. CINtec p16 Histology boyama performansi.

Sonlanim Noktasi Yorumlama Sayisi n/N Oran
Boyama Kabul 19074/19250 %99.09
Edilebilirligi
Morfoloji Kabul 19249/19250 %99.99
Edilebilirligi
Arka Plan Kabul 1924919250 %99.99
Edilebilirligi

Sonuclar

CINtec p16 Histology boyali slaytlarin, H&E boyali slaytlarin yorumlanmasinda yardimci
olarak kullanimi, servikal punch biyopsilerde yiiksek dereceli CIN (= CIN2) lezyonlarinin
saptanmasinda teshis uyumunu artirmaktadir. Bu iyilestiriimis uyum, PPA (pozitif test
sonucunun = CIN2 teshisi ile uyumu) ve NPA (negatif test sonucunun CIN1 veya CIN
teshisi olmamasi ile uyumu) artislarindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, topluluk patologlari
arasinda teshislerin birbiriyle ve uzman paneli ile tutarlihg iyilesmektedir.
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