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URCENE POUZITI

CINtec p16 Histology je

imunohistochemicky test pro kvalitativni

detekei proteinu p16/NK4a na fezech

tkané fixované formalinem, zalité

parafinem, které byly pfipraveny

z biopsii d&lozniho hrdla. Je indikovan

k pouziti ve spojeni se sklicky

= et obarvenymi H&E, pfipravenymi ze
ANRLIT0 5 SRR R stejného vzorku cervikalni tkané jako

Obr. 1. Barveni cervikalnich pomiicka ke zvy$eni presnosti

skvaméznich epitelovych bunék diagnostiky a shody mezi pozorovateli

s protilatkou CINtec p16 Histology. pii diagnostice cervikalni intraepitelialni

neoplazie vysokého stupné.
Tento produkt musi byt interpretovan kvalifikovanym patologem v kombinaci
s histologickym vySetfenim, relevantnimi klinickymi informacemi a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je urCena pro diagnostické poutziti in vitro (VD).
SOUHRN A VYSVETLENI

CINtec p16 Histology sestava z jediné slozky: anti-p16/NK4a (E6H4), mysi monoklonalni
primami protilatky.

Jako inhibitor cyklin-dependentni kinézy hraje p16/NK4a (p16) klicovou roli v progresi
bunééného cyklu a bunééné diferenciaci.’4 Protein p16!INK4a fidi pfechod fazi G1-S
zprostfedkovany retinoblastomovym proteinem (pRB) a spousti zastaveni bunééného
cyklu v pribéhu procesu bunééné diferenciace.’.5 V normalnich, terminalné
diferencovanych burikach je p16!NK4a exprimovan na nizkych trovnich, obvykle jej nelze
imunohistochemicky detekovat.’.5 Vjzkumné studie zjistily, Ze silna nadméma exprese
p16!NK4a v piedrakovinnych a rakovinnych tkanich je zce spojena s expresi
onkoproteinu lidského papilomaviru (HPV) E7.1.3.6.7.8

Detekce nadmérné exprese p16 pomoci IHC mlze pomoci pfi interpretaci histologickych
vzorkl délozniho hrdla. Bylo prokazano, Ze protein p16 je nadmérné exprimovan

v neoplastickych skvaméznich epitelovych burikach déloZniho hrdla, pfiemz bylo zjisténo,
e v normalnim epitelu a v neoplastickych lézich vétsinou chybi.’2.5.6.7 Cetné studie
zkoumaly korelaci mezi nadmémou expresi p16 a pfitomnosti cervikalni intraepitelialni
neoplazie (CIN).8,9 Nadmérna exprese p16 byla pozorovana prakticky ve véech lézich
CIN3, pfevazné vétsing 1ézi CIN2 a obvykle u 40 % az 60 % skvamoznich cervikalnich
|ézi klasifikovanych jako CIN1 v tkéfiovych fezech obarvenych H&E.8-13

KLINICKY VYZNAM

Diagnosticka interpretace vzork( z biopsie délozniho hrdla vytvafi zaklad pro rozhodnuti
o Ié¢bé pacientky. CIN1 je histologicky projev infekce HPV. Obecné se doporucuje, aby se
pacientky s diagnostikovanou 1ézi CIN1 vratily k naslednému vyhodnoceni do jednoho
roku.14 U cervikalniho onemocnéni je CIN2 nej¢astji pouzivanou klinickou prahovou
hodnotou pro lé¢bu.14 U pacientek s diagnostikovanou CIN2 nebo CIN3 se doporuéuje
excizni nebo ablativni lé¢ba. Riziko excizni lé¢by pacientky v plodném véku zahruje
nezadouci (i¢inky na budouci t&hotenstvi.'5.16,17 Proto je pfi rozhodovani o 1égbé
pacientky dileZita pfesna diagndza CIN, zejména CIN2 a CIN3.18

Morfologicka interpretace vzork z biopsie délozniho hrdla pouze pomoci H&E podiéha
variabilité mezi pozorovateli.’8-25 Nékolik studii hodnotilo dopliikové pousiti sklidek
obarvenych s p16 a vliv na spolehlivost mezi pozorovateli pfi diagnostické interpretaci
histologickych vzorkd délozniho hrdla patology. Ve vsech téchto studiich se diagnosticka
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shoda mezi patology vyznamné zlepsila, kdyz byla sklicka, obarvena s p16,
interpretovana spole¢né se sklicky obarvenymi H&E ve srovnani s interpretaci samotného
sklicka obarveného H&E. 10, 11, 13,21, 22, 26,27, 28

Nékolik studii dale hodnotilo U¢inek na diagnostickou pfesnost interpretace histologie
délozniho hrdla, kdyz byla pouZita sklicka obarvena s p16 spolu se sklicky obarvenymi
H&E. Dijkstra a kolegové (2010) prokazali témér dokonalou shodu mezi diagnézami
stanovenymi s podporou skli¢ek obarvenych s p16 interpretovanych jedinym patologem
ve srovnani s posuzovanymi diagnézami stanovenymi panelem odbomych patologd
pouze na zakladé barveni H&E. 10 Bergeron a kolegové uvadéli viznamné zvyseni
diagnostické presnosti, kdyZ interpretace zahrnovala jak sklicka obarvena s p16, tak
sklicka obarvena H&E ve srovnani se samotnou interpretaci sklicek obarvenych H&E

(p = 0.0004), piitemz senzitivita pro = CIN2 se zvysila ze 77 % na 87 %.!1 V nedavné
prospektivni populaéni studii, ve které akademickeé klinické centrum v USA analyzovalo
vice nez 1450 po sobé jdoucich pfipadt z biopsie délozniho hrdla, bylo zjiténo, Ze
barveni na p16 ,je uZite€nym a spolehlivym diagnostickym doplfikem pro rozliSeni biopsii
s nebo bez CIN2+*.12 Proto mé doplitkova interpretace sklicek obarvenych H&E,
zahrnujicich fezy z biopsie délozniho hrdla, spolu s naslednymi sklicky ze stejného vzorku
tkané imunologicky obarvené na p16, potencial vyznamné zlepsit diagnostickou shodu pfi
interpretaci biopsii délozniho hrdla.

PRINCIP POSTUPU

CINtec p16 Histology je my$i monoklonalni primami protilatka produkovana proti proteinu
p16INK4a. Protilatka CINtec p16 Histology se vaZe na protein p16/NK4a y tkarovych
fezech fixovanych formalinem, zalitych parafinem (FFPE) a vykazuje jademy a/nebo
cytoplazmaticky vzor barveni. Tuto protilatku je moZné zobrazit pomoci detekéni soupravy
OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. ¢. 760-700 / 06396500001) nebo uftraView
Universal DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-500 / 05269806001). Dalsi udaje naleznete

v pfislusném metodickém listu.

DODAVANY MATERIAL

CINtec p16 Histology (kat. ¢. 805-4713 / 06695248001) obsahuje dostatek reagencie pro
50 testu.

Jeden 5mL davkovac protilatky CINtec p16 Histology obsahuije pfiblizné 5.0 pg mysi
monoklonalni protilatky.

CINtec p16 Histology (kat. ¢. 825-4713 / 06695256001) obsahuje dostatek reagencie pro
250 testd.

Jeden 25mL davkovac protilatky CINtec p16 Histology obsahuje pfiblizné 25.0 ug mysi
monoklonalni protilatky.

Tato protilatka je nafedéna v Tris-HCI s obsahem nosi¢ového proteinu a 0.10 %
konzervaéniho prostfedku ProClin 300.

Koncentrace specifické protilatky je pfiblizné 1.0 ug/mL. Pro tento produkt neni zndma
zadna nespecificka reaktivita protilatky.

ProtilatkaCINtec p16 Histology je rekombinantni mysi monoklonaini protilatka purifikovana
ze supernatantu bunécné kultury.

Podrobné popisy nésledujicich poloZek naleznete v pfislusném metodickém listu

v detekéni soupravé VENTANA: Princip postupu, Material a metody, Odbér vzorkd

a piiprava pro analyzu, Postupy kontroly kvality, Re$eni problémd, Interpretace vysledkl
a Omezeni.

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY
Barvici reagencie, napfiklad detekéni soupravy VENTANA a pomocné materialy, véetné
sklicek pro negativni a pozitivni kontrolu tkané, nejsou soucasti dodavky.

Ne vSechny vyrobky uvedené v pfibalové informaci museji byt dostupné ve vech
zemépisnych oblastech. Obratte se na mistni servisni zastoupeni.

Nésledujici reagencie a materidly mohou byt pfi barveni potfebné, nejsou vSak soucasti
dodavky:

1. Doporucena kontrolni tkan

Mikroskopicka sklicka, kladné nabita

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

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

ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. ¢. 760-500 / 05269806001)

Antibody Diluent (kat. ¢. 251-018 / 05261899001)

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

Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. €. 950-300 / 05353955001)
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9. LCS (Predilute) (kat. ¢. 650-010 / 05264839001)

10. ULTRALCS (Predilute) (kat. €. 650-210 / 05424534001)

11.  Cell Conditioning Solution (CC1) (kat. €. 950-124 / 05279801001)
12. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (kat. €. 950-224 / 05424569001)
13. Hematoxylin Il (kat. €. 790-2208 / 05277965001)

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

15, Trvalé fixacni médium

16.  Kryci sklo

17.  Automatizovany podavac krycich sklicek

18.  Obecné laboratorni vybaveni

19.  Pfistroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANI A STABILITA

Po pfijeti a mezi pouzitimi uchovavejte pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazuijte.

Aby byla zajisténa spravna funkénost reagencie a stabilita protilatky, musi se davkovaé po
kazdém pouziti uzavfit vickem a okamzité umistit ve svislé poloze do chladnicky.

Kazdy davkova¢ protilatky méa stanovenou dobu exspirace. Pfi Fadném skladovani zlistane
reagencie stabilni do data uvedeného na $titku. Po uplynuti data exspirace reagencii
nepouzivejte.

PRIPRAVA VZORKU

Pro pouziti této primarni protilatky s detekénimi soupravami VENTANA a pfistroji
BenchMark IHC/ISH jsou vhodné tkané FFPE zpracované béznym zpiisobem.
Doporugenym vhodnym fixativem na tkané je 10% neutralni pufrovany formalin.2% Je
tfeba pofidit fezy o tloustce pfiblizné 4 um a fixovat je na kladné nabita podlozni sklicka.
Sklicka je tfeba obarvit neprodlené, nebot antigennost pfipravenych tkafovych fezl se
mize postupem ¢asu snizovat. Pro vice informaci pozadejte mistniho zastupce
spole¢nosti Roche o kopii dokumentu ,Recommended Slide Storage and

Handling“ (Doporucené postupy pro skladovani skli¢ek a manipulace s nimi).
VySetieni neznamych vzork( doporu¢ujeme provadét soubézné s pozitivnimi

a negativnimi kontrolnimi vzorky.

VAROVANI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Ur€eno k diagnostickému pouziti in vitro (IVD).

2. Pouze k odbornému pouziti.

3. Nepouzivejte nad ramec specifikovaného poctu test.

4 Roztok ProClin 300 se pouziva v této reagencii jako konzervaéni prostfedek. Je
klasifikovan jako drazdivy a pfi styku s kizi m0ze zpUsobit senzibilizaci. Pfi
manipulaci dodrzuijte pfislusna bezpeénostni opatfeni. Zamezte kontaktu reagencii
s ocima, k{iZi a sliznicemi. PouZivejte ochranny odév a rukavice.

5. Kladné nabité sklicka mohou byt citliva na zatéz prostfedi, coz ma za nésledek
nevhodné zbarveni. Pozadejte zastupce spole¢nosti Roche o dalSi informace o tom,
jak pouZivat tyto typy sklicek.

6. S materialem lidského nebo Zivogisného pilvodu je tfeba nakladat jako s biologicky
nebezpecnym materialem a likvidovat jej v souladu s platnymi bezpe¢nostnimi
opatfenimi. V pfipadé expozice je potfeba se fidit zdravotnickymi smémicemi
odpovédnych organ(. 3031

7. Zabrante kontaktu reagencii s o¢ima a sliznicemi. Jestlize se reagencie dostanou do
kontaktu s citlivymi oblastmi, omyjte zasazené oblasti vydatnym mnoZstvim vody.

8.  Zabrarte mikrobialni kontaminaci reagencii, mohla by zpGsobit nepresnost
vysledku.

9. Dalsi informace o pouzivani tohoto prostfedku obsahuje uZivatelska pfirucka
pfistroje BenchMark IHC/ISH a navody k pouZziti vech nezbytnych soucasti, které
naleznete na interetovych strankach navifyportal.roche.com.

10.  Doporucené metody likvidace jsou uvedeny v celostatnich a/nebo mistnich
pfedpisech.

11. Oznaceni produktu bezpecnostnimi Stitky se Fidi hlavné pokyny GHS EU. Pro
profesionalni uzivatele je na vyzadani k dispozici bezpe€nostni list.

12. Pro nahlaseni podezielych zavaznych incidentt tykajicich se tohoto prostfedku se
obratte na mistniho zastupce spoleénosti Roche a kompetentni organy ¢lenského
statu nebo zemé, ve které uZivatel provozuje ¢innost.

Tento produkt obsahuje soucasti klasifikované nasledovné podle smémice (ES)

¢. 1272/2008:
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Tab.1. Informace o rizicich.
Riziko Kod Véta
Varovani H317 MiZe vyvolat alergickou kozni reakci.
H412 Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P261 Zamezte vdechovani mihy a par.
p273 Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostredi.
P280 Pouzivejte ochranné rukavice.
P333 + Pfi podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte
P313 |ékafskou pomoc/o$etreni.
P362 + Kontaminovany odév sviéknéte a pfed op&tovnym
P364 pouzitim vyperte.
Odstrarite obsah/obal pfedanim do schvaleného
P501 o
zafizeni k likvidaci odpadu.

Tento produkt obsahuje latku s €. CAS 55965-84-9, reakéni smés: 5-chlor-2-methyl-2H-
isothiazolin-3-onu a 2-methyl-2H-isothiazol-3-onu (3 : 1).

POSTUP BARVENI

Primami protilatky VENTANA byly vyvinuty pro pouZiti v pfistrojich BenchMark IHC/ISH
spolecné s detekénimi soupravami a pfislusenstvim VENTANA. Doporu¢ené barvici
protokoly naleznete v Tab. 2 a Tab. 3.

Tato protilatka byla optimalizovana pro specifické inkubacni doby, uzivatel vSak musi
vysledky ziskané pomoci této reagencie validovat.

Parametry automatickych procest Ize zobrazit, vytisknout a upravovat podle postupl
uvedenych v uzivatelské pfiruéce pfistroje. DalSi podrobné informace o postupech
imunohistochemického barveni naleznete v metodickém listu k prislusné detekéni
soupravé VENTANA.

Dal3i podrobnosti o spravném pouZzivani tohoto prostfedku najdete v metodickém listu ke
vkladacimu davkovaci (P/N 805-4713 nebo P/N 825-4713).

Tab.2.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku CINtec p16 Histology se soupravou
ultraView Universal DAB Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.
Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
24 a ULTRA PLUS
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Cell Conditioning ULTRA CC1,
(Odmaskovani cet, . cet, ] 64 minut
. standardni standardni o
antigenu) 95°C
" L 24 minut, 16 minut, 20 minut,
Protilatka (primarni) 37°C 37°C 36 °C
ultraBlock* 8 minut n/a n/a
Kontrastni barvivo Hematoxylin I, 4 minuty
Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty

*V kroku ultraBlock pouzijte Fedidlo protilatky Antibody Diluent.
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Tab.3.  Doporuceny barvici protokol pro protilatku CINtec p16 Histology se soupravou
OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistrojich BenchMark IHC/ISH.

Metoda
Typ postupu ULTRA nebo
X XT ULTRA PLUS
Odparafinovani Zvoleno Zvoleno Zvoleno
Cell Conditioning ULTRA CC1,
(Odmaskovani o oo 48 minut
antigenu) 100 °C
Prepnmarr!l n hibitor Zvoleno Zvoleno Zvoleno
peroxidazy
Protilétka (primarni) S Bt e
Postfixativ* 8 minut n/a n/a
Kontrastni barvivo Hematoxylin II, 4 minuty
Po kontrastnim barveni Bluing, 4 minuty
*V kroku nasledné fixace pouzijte fedidlo protilatky Antibody Diluent.

Vzhledem k riiznym zplisobim fixace a zpracovani tkani, jakoZ i obecnému stavu pfistroje
a podminkam laboratorniho prostiedi mize byt potieba prodlouzit nebo zkratit dobu
inkubace s primarni protilatkou, dobu Upravy bunék nebo dobu predbézného zpracovani
protedzou v zavislosti na jednotlivych vzorcich, pouzité metodé detekce a vlastni
preferenci hodnotitele. DalSi informace o riznych fixacich naleznete v pfiruéce
LJmmunohistochemistry Principles and Advances* (Zasady a postupy
imunohistochemie).32

NEGATIVNi REAGENCNi KONTROLA

Kromé obarveni protilatkou CINtec p16 Histology by mélo byt provedeno obarveni
druhého sklicka s odpovidajici reagencii negativni kontroly.

POZITIVNi KONTROLNi TKAN

Nejvhodné;jsim laboratornim postupem je ulozit fez pro pozitivni kontrolu na stejné sklicko
jako testovanou tkar. Pfi nanaseni reagencie na sklicko pak Ize snaze zjistit pfipadné
zavady. Pro kontrolu kvality je nejvhodnéjsi tkan se slabym pozitivnim zbarvenim.
Kontrolni tkan muze obsahovat pozitivné i negativné zabarvené prvky a slouzit pro
pozitivni i negativni kontrolu. Kontrolni tkani by mél byt éerstvy vzorek z pitvy, biopsie
nebo operace, pfipraveny a fixovany co nejdfive stejnym zplsobem jako testované fezy.
Znamé pozitivni kontroly tkani je nutno pouzivat pouze ke sledovani spravné funkce
reagencii a piistroju, nikoli jako pomlicku ke stanoveni konkrétni diagndzy testovanych
vzorku. Pokud pozitivni kontroly tkéni pozitivni zbarveni nevykazuiji, je tfeba povazovat
vysledky testovanych vzorki za neplatné.

Priklady tkané pro pozitivni kontrolu této protilatky jsou normaini slinivka, normaini mandle
a karcinom déloZniho hrdla.

V norméini tonzilami tkani dochazi k nuklearmimu a/nebo cytoplazmatickému barveni
rozptylenych skvamdznich epitelovych bunék primarné v epitelu krypt a rozptylenych
folikularnich dendritickych bunék v zarodeénych centrech a je zde absence barveni u
vétsiny lymfocytli (1ze pozorovat barveni vzacnych lymfocytd).

INTERPRETACE BARVENI / OCEKAVANE VYSLEDKY
Vzor barveni bunék pro protilatku CINtec p16 Histology je jademy a/nebo cytoplazmaticky.

Nadméma exprese biomarkeru p16/INK4a ve vzorcich z biopsie dglozniho hrdia je
reprezentovana jako difuzni kontinualni barveni bunék bazalnich a parabazalnich
bunéénych vrstev cervikalniho skvamézniho epitelu, s barvenim nebo bez barveni
mezilehlych nebo mezilehlych az povrchovych bunéénych vrstev. Tento kontinualni,
diftzni vzor barveni pfedstavuje pozitivni stav CINtec p16 Histology. Fokalni barveni je
reprezentovano nekontinualnim barvenim izolovanych bunék nebo malych bunécnych
shluk(i, zejména ne bazalnich a parabazalnich bunék. Fokalni barveni a zadné barveni
p16 predstavuji negativni histologicky stav CINtec p16 Histology. Vzor barveni p16

a kritéria stavu CINtec p16 Histology jsou uvedené v Tab. 4.
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Tab.4. Stav CINtec p16 Histology a vzory barveni p16.

Stav CINtec p16

Histology Vzor barveni p16

Popis zbarveni

Kontinualni barveni bunék bazalnich a
parabazalnich bunéénych vrstev
cervikalniho skvamdzniho epitelu, s
barvenim nebo bez barveni
mezilehlych nebo mezilehlych az
povrchovych bunéénych vrstev

Pozitivni Difuzni

Barveni izolovanych bunék nebo
malych bunéénych shlukd; .
nekontinualni barveni, zejména ne
bazélnich a parabazalnich bunék

Fokalni

Negativni

Reakce s negativnim barvenim ve

Zadné barveni p16 0 > Ie9dt
skvamoznim epitelu

SPECIFICKA OMEZENI

CINtec p16 Histology mize prokazat barveni fibroblastli a sloupcového epitelu v
cervikalnich tkanich, coz neinterferuje s interpretaci.

Systém detekce OptiView Detection je obecné citlivéj$i nez systém detekce wuftraView
Detection. UzZivatel vSak musi vysledky ziskané pomoci této reagencie a detekénich
systému validovat.

Pacientska tkan by méla byt obarvena do 24 tydnt od nafezani z tkanového bloku. Vykon
barveni s protilatkou CINtec p16 Histology na fezech, které byly skladovany pfi teploté
mistnosti déle nez 24 tydn(, nebyl ovéren.

Vizorky by mély byt fixovany alespon 1 hodinu v 10% NBF, zinkovém formalinu nebo Z-
fixu anebo alespon 3 hodiny ve fixaénim prostiedku AFA. PouZiti dob fixace anebo typl
fixativd jinych nez doporucovanych méize vést k falesné negativnim vysledkim.
Alkoholové fixativy, formalin a PREFER nejsou pro tento test doporucovany.

Vechny testy nemuseji byt registrovany na kazdém pfistroji. Pro vice informaci
kontaktujte mistniho zastupce spole€nosti Roche.

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

ANALYTICKA VYKONNOST

Nize jsou uvedeny vysledky provedenych testl barveni tykajicich se senzitivity, specificity,
preciznosti a spravnosti.

Senzitivita a specificita

Analyticka senzitivita a specificita byly stanoveny barvenim nékolika pfipad béznych

a neoplastickych lidskych tkani protilatkou CINtec p16 Histology. Vysledky jsou uvedeny
v Tab. 5 a Tab. 6. Mnoho bé&Znych tkéni prokézalo barveni nékolika bunék nebo
specifickych typ(i bunék, jak je uvedeno. To se odekava vzhledem k roli proteinu p16/NK4a
v regulaci bunéného cyklu.

Tab.5.  Senzitivita/specificita protilatky CINtec p16 Histology byla stanovena
testovanim béznych tkani FFPE.
Pocet
pozitivnich
pripadu /
celkovy
pocet
Tkan pripadd Pozitivni buriky v bézné tkani
Velky mozek 4/4 Gliové buriky
Mozecek 3/3 Purkyfiovy buriky
Nadledvinka 3/3 Adrenokortikalni epitelové buriky
Vajeénik 3/3 Stromalni buriky
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Pocet Pocet
pozitivnich pozitivnich
pfipadu / pfipadi /
celkovy celkovy
pocet pocet
Tkan pripadd Pozitivni buriky v bézné tkani Tkan pripadd Pozitivni buriky v bézné tkani
Slinivka 33 Larjgerhansovy ostrlvky, acinami Mékka tkaii 33 Engotellalnl buriky, fibroblasty, duktalni
buriky buriky
Lymfaticka uzlina 3/3 Lymfocyty, folikularni dendritické buriky a Byly vyhodnocovény béZné tkané déloZniho hrdla i tkané s chronickou cervicitidou. Pfipady
Pristitne tlisko 213 Hlavni buriky dgloznlho hrdlg byl}l}rylterpret@ap}l na zakladé Vhod,notlmh(') a!gontmu'CINtec
Histology, ktery poCita barveni béznych skvamdznich (fokalni barveni),
Hypofyza 3/3 Predni hypofyzové epitelové buriky endocervikalnich nebo stromélnich bunék jako negativni.
Spermatogenni buriky, Leydigovy e o s .
Varle 3/3 buriky Tab.6. Senzitivita/specificita protilatky CINtec p16 Histology byla stanovena
testovanim fady neoplastickych tkani FFPE.
Stitna Zl4za 33 Folikulani buriky Poget pozitivnich
Prs " Myoepiteliaini bufiky, luminalni _ pfipadu / celkovy
epitelialni bufiky, stromalni bufiky Patologie pocet pripadu
Slezina 33 Lymfocyty, folikularni dendritické bufiky Glioblastom (mozek) 1
Skvamozni epitelové bufiky, lymfocyty, Meningiom (mozek) 1
Mandle 6/6 I A -
folikularni dendritické buriky Ependymom (mozetek) 11
Brzlik 33 EpltelOVé retikularni buhky, |ymf0Cyty, O”godendrog”om (mozeéek) 11
Hassallova téliska
Adenokarcinom (hlava a krk) 11
Kostni dfef 213 Myeloidni buriky
Karcinom ze skvamoznich bunék (hlava a krk) 0/1
Pli y Pneumocyty, bronchialni epitelové —— —
ce 33 buiiky Serdzni karcinom (vaje¢nik) 1"
Srdce 03 Zadné pozitivni buriky Nador z granuléznich bunék (vajecnik) il
Jicen 33 Skvamozni epitelové buriky Teratom (vajecnik) 17
Zaludek 3/3 Epitelové buriky, fundické Zlazy Pankreaticky neuroendokrinni novotvar (slinivka) 17
Tenké stfevo 33 Epitelové buriky Duktélni adenokarcinom (slinivka) 1n
Tlusté stievo 33 Epitelové buiky Seminom (varle) 1M
Apendix 03 Z4dné pozitivni buriky Embryonalni karcinom (varle) 1N
Jatra 0/3 Zadné pozitivni bufiky Folikularni karcinom (8titna zlaza) 7
i 5 i 57ni Papilérni karcinom (8titna Zlaza 01
Slinnd 3lAza 3 Buriky pruhovaného epitelu, serozni P ( )
acinarni buriky Duktalni karcinom in situ (prs) 1n
Respiraéni epitelové buriky, epitelové Invazivni duktalni karcinom (prs) 17
Hitan / Ustni dutina 213 buriky pruhovaného kanalu, slizniéni . VT
A ST Invazivni lobularni karcinom (prs) 17
acinami bunky, serozni acinarni buriky
Adenom (nadledvinka) 11
. Tubulami epitelové buriky, mezangialni
Ledvina 33 buriky gIoeruIG Y ’ Fenochromcytom (nadledvinka) 17
Prostata 3/3 Acinarni buhky, bazalni bUhky Difuzni Iymfom z velkych B-bunék (slezina) 01
MOéOVy méchyf 3/3 Urotelialni bUﬁky Pleomorfni adenom (sllnna ilaza) 17
] Warthindv nador (slinna Zlaza) 1M
. Zlazové buriky endometria, stromalni — - -
Endometrium 313 bufiky Malobunéény karcinom (plice) 11
Karcinom ze skvaméznich bunék (plice) 0/1
a 1/120 Skvamézni epitelové burik
Déloznt hrdlo - vamoznt epreove Uy Adenokarcinom (plice) il
Kosteri sval 03 %adne pozitvni buftky Karcinom ze skvaméznich bunék (jicen) 0/1
Kaze 0/3 Zadné pozitivni buriky Adenokarcinom (joen) m
Nerv 48| Schwannovy buiky Adenokarcinom (2aludek) 11
Mezotel o3 Zadné poztivni bunky Gastrointestinalni stromalni tumor (zaludek) 17
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Pocet pozitivnich

pripadu / celkovy
Patologie pocet pripadu
Adenokarcinom (tenké stfevo) 0/1
Gastrointestinalni stromalni tumor (tenké stfevo) 17
Adenokarcinom (tlusté stfevo) il
Adenoskvamdzni karcinom (tlusté stfevo) 17
Karcinoidni nador (apendix) il
Hepatocelularni karcinom (jatra) 17
Cholangiokarcinom (jatra) 0/1
Karcinom ledvin (ledvina) 112
Papilarni renalni adenom (ledvina) 17
Adenokarcinom (prostata) 22
Karcinom z jasnych bunék (déloha) 17
Endometroidni karcinom (déloha) 17
Leiomyom (déloha) 0/1
Leiomyosarkom (déloha) 17
Cervikalni intraepitelialni neoplazie | (CIN 1) (délozni hrdlo) 12137
CIN I-lI, hraniéni nizky vs. vysoky stuperi (délozni hrdlo) 2/8
CIN Il (délozni hrdlo) 52/60
CIN II-11l, vysoky stupei (délozni hrdlo) 113
CIN Il (délozni hrdlo) 65/67
Karcinom ze skvaméznich bunék (Cipek) 73/76
Adenoskvamdzni karcinom (délozni hrdlo) 22
Adenokarcinom (délozni hrdlo) 1N
Neuroendokrinni karcinom (délozni hrdlo) gl
Alveolarni rabdomyosarkom (sval) 0/1
Myxom (sval) gl
Karcinom z bazalnich bunék (k(ize) gl
Invazivni melanom (kize) il
Karcinom ze skvaméznich bunék (k(ize) 0/1
Schwannom (periferni nerv) il
Neurofibrosarkom (nerv) il
Anaplasticky velkobunéény lymfom (lymfatické uzlina) il
Folikularni lymfom (lymfatické uzlina) il
HodgkinGv lymfom (lymfaticka uzlina) il
Karcinom z urotelialnich bunék (moCovy méchyr) il
Karcinom ze skvamoznich bunék (mocovy méchyr) on
Plazmocytom (extramedularni) Al
Mezoteliom (mezotel) Al
Pleuropulmonaini solitarni fibrézni nador (mezoteliom) 7
Angiosarkom (mékka tkar) gl
Liposarkom (mékka tkar) gl
2024-06-20
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Preciznost mezi pristroji

Preciznost mezi pristroji hodnotily dvé provedené studie. Jedna studie byla provedena na
pfistroji BenchMark XT a na piistroji BenchMark ULTRA s pouZitim detekéni soupravy
ultraView Universal DAB Detection Kit a druha studie byla provedena na pfistroji
BenchMark ULTRA s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit.

V prvni studii byly fezy ze dvou multitkafovych blok( obsahujicich cervikalni karcinom ze
skvamdznich bunék, mandle a slinivku obarveny na tfech pfistrojich BenchMark XT

a tfech pfistrojich BenchMark ULTRA pomoci detekéni soupravy uftraView Universal DAB
Detection Kit (5 fezl z kazdého multitkariového bloku na kazdy pfistroj). Intenzity barveni
p16 byly v rozmezi 0.5 bodu od stfedniho skére (medianu) ve 100 % vSech tkani po
obarveni na tfech pfistrojich BenchMark XT. Intenzity barveni p16 byly v rozmezi 0.5 bodu
od stfedniho skére (medianu) ve 100 % cervikalniho karcinomu ze skvaméznich bunék
(15/15), 93 % mandli (14/15) a 93 % slinivky (14/15) po obarveni na tfech piistrojich
Benchmark ULTRA. V3echny tkané obarvené protilatkou CINtec p16 Histology mély
pfijatelné zbarveni pozadi.

Ve druhé studii byla preciznost testu s protilatkou CINtec p16 Histology stanovena na
tfech pfistrojich BenchMark ULTRA obarvenim replikatt sklicek 28 pfipad(i délozniho
hrdla (osm béznych déloznich hrdel, Sest CIN1, Sest CIN2, tyfi CIN3 a Ctyfi pfipady
cervikalniho karcinomu) pomoci detekéni soupravy OptiView DAB IHC. Kazdy pfipad byl
obarven na kazdém ze tfi pfistrojli BenchMark ULTRA kazdou ze tfi Sarzi protilatky
CINtec p16 Histology. Celkové bylo do studie zafazeno devét sklicek obarvenych
protilatkou CINtec p16 Histology z kazdého pfipadu (tfi Sarze protilatky CINtec p16
Histology, tfi pfistroje BenchMark ULTRA). Kazdé sklicko obarvené protilatkou CINtec p16
Histology bylo poté sparovano se sklickem obarvenym H&E ze stejného pripadu. VSechna
sklicka byla randomizovana a poté hodnocena jedinym patologem, ktery nebyl
obeznamen s diagndzou pfipadu. Tento patolog hodnotil intenzity barveni p16, pozitivni
nebo negativni stav CINtec p16 Histology a pozadi. Data ukazala, ze 97.6 % tkani mélo
skore intenzity barveni v rozmezi 0.5 bodu u v8ech pfistroj. Navic 100 % fezu
obarvenych protilatkou CINtec p16 Histology na tfech pfistrojich BenchMark ULTRA
prokazalo stejny stav CINtec p16 Histology. VSechny tkané obarvené protilatkou CINtec
p16 Histology mély pfijatelné zbarveni pozadi.

Mezilehla preciznost mezi pfistroji byla navic stanovena u tfi pfistroji BenchMark ULTRA
PLUS barvenim duplicitnich skli¢ek 24 pfipadu tkané délozniho hrdla (jedenact béznych
tkani délozniho hrdla, jeden CIN1, dva CIN2, sedm CIN3 a tfi karcinomy ze skvamdznich
bunék). Testovaci skli¢ka byla randomizovana a nasledné vyhodnocena jednim
patologem, ktery nebyl obezndmen s diagn6zou pfipadu, a to z hlediska pozitivniho nebo
negativniho stavu protilatky CINtec p16 Histology, morfologie a nespecifického zbarveni
(pozadi). Celkova procentualni shoda byla 99.3 %. VSechny tkané obarvené protilatkou
CINtec p16 Histology mély 100% pfijatelnou morfologii i pfijatelné zbarveni pozadi.

Preciznost mezi Sarzemi

Preciznost mezi $arzemi protilatky CINtec p16 Histology byla hodnocena testovanim tfi
Sarzi protilatky CINtec p16 Histology na pfistroji BenchMark ULTRA pomoci detekéni
soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit. Rezy z kazdého z 26 vzorku tkané z biopsie
délozniho hrdla (Sest pfipadl béZného délozniho hrdla, Sest CIN1, Sest CIN2, Sest CIN3

a dva pfipady cervikalniho karcinomu) byly obarveny duplicitné s pouZitim jednotlivych
Sarzi protilatky CINtec p16 Histology. Jednotliva sklicka s tkani, obarvena protilatkou
CINtec p16 Histology, byla sparovana se sousednim sklickem H&E a sklickem s negativni
reagencni kontrolou ze stejného pfipadu. Sady skli¢ek byly randomizovany a hodnoceny
jednim patologem, ktery nebyl obezndmen s diagnézou pfipadu a ¢islem arze. Stav
CINtec p16 Histology (pozitivni = difuzni barveni p16; negativni = fokalni nebo Zadné
barveni p16) byl stanoven na zakladé skli¢ka s protilatkou CINtec p16 Histology.
Kategorie CIN [CIN2+ (CIN2, CIN3, adenokarcinom in situ nebo invazivni karcinom
spojené do jedné kategorie) / CIN1- (zadny CIN nebo CIN1 spojené do jedné kategorie)]
byly stanoveny na zakladé dopliikové interpretace sklicek obarvenych H&E a protilatkou
CINtec p16 Histology. Vysledky prokazuji reprodukovatelnost testu s CINtec p16 Histology
ve tfech vyrobnich Sarzich protilatky. VSechny pfipady vykazovaly 100 % pozitivni

i negativni shodu pro stav CINtec p16 Histology a 98.7 % shodu pro kategorii CIN ve tfech
vyrobnich Sarzich protilatky. Data jsou shruta v Tab. 7. Barveni pozadi bylo pfijatelné ve
100 % obarvenych tkani.
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Tab.7. Reprodukovatelnost primami protilatky mezi Sarzemi protilatky CINtec p16
Histology u vzorku délozniho hrdla méfena podle stavu CINtec p16 Histology
(pozitivni/negativni) a kategorie CIN (CIN2+/CIN1-).

Primérna Primérna Celkova
Reprodukovate , pozitivni negativni procentualni

Inost Hodnoceni shoda shoda shoda
(n/N) (n/N) (n/N)

Stav CINtec 100.0 % 100.0 % 100.0 %

Histology (352/352) (264/264) (308/308)

Mezi Sarzemi

Kategorie 98.1 % 98.0 % 98.1 %

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

Opakovatelnost v ramci jednoho dne a preciznost mezi dny

Celkové byly provedeny tfi studie s cilem posoudit opakovatelnost v ramci jednoho dne

a preciznost mezi dny. V prvnich dvou studiich patolog hodnotil tkdné na zakladé intenzit
barveni p16 (0—4), zatimco ve tfeti studii byl hodnocen stav CINtec p16 Histology
(pozitivni/negativni) ve vzorcich z biopsie délozniho hrdla.

V prvni studii byly fezy ze dvou multitkafiovych bloki obsahujicich tfi tkané (cervikalni
karcinom ze skvaméznich bunék, mandle, slinivka) obarveny na pfistroji BenchMark XT
pomoci detekEni soupravy uftraView Universal DAB Detection Kit. Ve druhé studii byly
dva multitkanové bloky obsahujici mandle, slinivku a tfi pfipady délozniho hrdla (invazivni
karcinom ze skvamdznich bunék, CIN1-, CIN2+] obarveny na pfistroji BenchMark ULTRA
pomoci detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit. Opakovatelnost v ramci dne
pro protilatku CINtec p16 Histology byla testovana obarvenim 14 replikatd fez( z kazdého
multitkafového bloku protilatkou CINtec p16 Histology. Protilatka CINtec p16 Histology
splnila kritéria pfijatelnosti u 100 % barveni tkani v rozmezi 0.5 bodu od stfedniho skére
(medianuy) intenzity barveni v obou studiich. Preciznost mezi dny byla testovana v 5 na
sebe nenavazujicich dnech v minimainé 20dennim obdobi. V obou téchto studiich
protilatka CINtec p16 Histology spinila kritéria pfijatelnosti u 100 % barveni tkani

v rozmezi 0.5 bodu od stfedniho skoére (medianu) intenzity barveni pro opakovatelnost

v ramci dne i preciznost mezi dny. VSechny tkané obarvené protilatkou CINtec p16
Histology mély pfijatelné pozadi.

Treti studie hodnotila 24 vzork tkané délozniho hrdla (tfi cervikalni karcinomy ze
skvamdznich bunék, Sest CIN3, Sest CIN2, Sest CIN1, tfi normaini pfipady délozniho
hrdla) podle stavu CINtec p16 Histology (pozitivni/negativni) na jednom pfistroji
BenchMark ULTRA s detekéni soupravou OptiView DAB IHC Detection Kit. Testovani bylo
provadéno v 5 na sebe nenavazujicich dnech v minimainé 20dennim obdobi. Kazdy den
testovani byla dvé sklicka z kazdého pfipadu obarvena protilatkou CINtec p16 Histology
(celkem 150 sklicek) a jedno skli¢ko z kazdého pfipadu bylo obarveno negativni
reagencni kontrolou (celkem 75 sklicek). U analyz opakovatelnosti v ramci dne byl stav
CINtec p16 Histology (pozitivni/negativni) srovnavan mezi dvéma hodnotitelnymi sklicky
ze stejného pFipadu, obarvenymi ve stejny den. Vzhledem k tomu, Ze tato studie brala v
Uvahu 5 dni, celkovy poCet srovnani pro kaZdy pfipad pro opakovatelnost v rdmci dne byl
5. Celkovy pocet srovnani pro preciznost mezi dny byl 120 = 24 pfipadd x 5 srovnani na
jeden pfipad.

Vysledky ukazaly 100% opakovatelnost v ramci dne a 100% preciznost mezi dny, kdyz
byly tkdné hodnoceny na zékladé stavu protilatky CINtec p16 Histology. Vechny fezy
obarvené protilatkou CINtec p16 Histology mély pfijatelné zbarveni pozadi.
Opakovatelnost v ramci cyklu byla navic stanovena barvenim vzdy 5 skli¢ek z 24 pfipadu
tkané délozniho Cipku (jedenact béznych tkani délozniho hrdla, jeden CIN1, dva CIN2,
sedm CIN3 a tfi karcinomy ze skvaméznich bunék) na pfistroji BenchMark ULTRA PLUS.
Testovaci sklicka byla randomizovana a nasledné vyhodnocena jednim patologem, ktery
nebyl obeznamen s diagndzou pfipadu, a to z hlediska pozitivniho nebo negativniho stavu
protilatky CINtec p16 Histology, morfologie a nespecifického zbarveni (pozadi). Celkova
procentualni shoda byla 97.5 %. VSechny tkané obarvené protilatkou CINtec p16
Histology mély 100% pfijatelnou morfologii i pfijatelné zbarveni pozadi.

Mezilehla preciznost mezi dny byla navic stanovena barvenim duplicitnich sklicek z 24
pfipadd tkané délozniho Cipku (jedenact béZnych tkani délozniho hrdla, jeden CIN1, dva
CIN2, sedm CIN3 a tfi karcinomy ze skvamdznich bunék) na pfistroji BenchMark ULTRA
PLUS v 5 na sebe nenavazujicich dnech v minimalné 20dennim obdobi. Mezilehla
preciznost mezi dny byla 98.8 %. VSechny tkané obarvené protilatkou CINtec p16
Histology mély 100% pfijatelnou morfologii i pfijatelné zbarveni pozadi.
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Presnost mezi platformami a detekénimi soupravami

Presnost testu byla prokazana napfic platiormami BenchMark ULTRA, BenchMark XT

a BenchMark GX pomoci detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit a uliraView
Universal DAB Detection Kit. Celkové bylo 186 pfipadl délozniho hrdla obarveno
protilatkou CINtec p16 Histology a hodnoceno z hlediska stavu CINtec p16 Histology
(pozitivni/negativni) a pozadi (pfijatelné/nepfijatelné). OPA byla 98.3-100 % pro kazdou
parovou kombinaci platforem v ramci jedné detekéni soupravy i kazdou parovou
kombinaci detekénich souprav v ramci jedné platformy. VSechny hodnotitelné pfipady
obarvené protilatkou CINtec p16 Histology mély pfijatelné zbarveni pozadi.

Kromé toho byla provedena studie, ktera srovnavala ucinnost barveni protilatky CINtec
p16 Histology pomoci detekéni soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit na pfistroji
BenchMark ULTRA PLUS oproti pfistroji BenchMark ULTRA. Sto dvacet (120) pfipadu
tkané délozniho hrdla (60 pozitivnich na CINtec p16 Histology a 60 negativnich na CINtec
p16 Histology) bylo obarveno a obarvena sklicka byla hodnocena patologem, ktery urcil
stav CINtec p16 Histology. Celkova procentudlni shoda byla 99.1 %. VSechny tkané
obarvené protilatkou CINtec p16 Histology mély 100% pfijatelnou morfologii i pfijatelné
zbarveni pozadi.

Preciznost u jednoho hodnotitele a preciznost mezi jednotlivymi hodnotiteli

Preciznost u jednoho hodnotitele a preciznost mezi jednotlivymi hodnotiteli byla
hodnocena u 50 pfipad(i délozniho hrdla (16 pfipadd norméalniho délozniho hrdla, 12
pfipad CIN1, 12 CIN2, 6 CIN3 a 4 pfipady karcinomu délozniho hrdla) obarvenych
protilatkou CINtec p16 Histology na pfistroji BenchMark ULTRA pomoci detekéni
soupravy OptiView DAB IHC Detection Kit.

V/Sechna sklicka byla randomizovana a nasledné hodnocena tfemi patology na
pozitivni/negativni stav CINtec p16 Histology. Patologové nebyli obezndmeni s diagnézou
pripadd. Sklicka obarvena protilatkou CINtec p16 Histology byla po étyitydennim
eliminaénim obdobi znovu randomizovana pro druhé vyhodnoceni stavu CINtec p16
Histology kazdym ze tfi patologQ. Celkova procentudini shoda pro preciznost u jednoho
hodnotitele i preciznost mezi jednotlivymi hodnotiteli pro stav CINtec p16 Histology byla
98.7 %, jak ukazuje Tab. 8.

Ve studii preciznosti u jednoho hodnotitele a preciznosti mezi hodnotiteli pro kategorii CIN
bylo kazdé sklicko s protilatkou CINtec p16 Histology sparovano se sklickem obarvenym
H&E ze stejného pfipadu a sparované sady skli¢ek byly randomizovany. Kategorie CIN
(CIN2+/CIN1-) byla hodnocena tfemi patology na zakladé doplikové interpretace sklicek
obarvenych H&E a sklicek obarvenych protilatkou CINtec p16 Histology. Po eliminaénim
obdobi trvajicim alespori 4 tydny byly pary skliCek znovu randomizovany a kazdy ze tfi
patologu proved! druhé vyhodnoceni kategorie CIN. Data uvedena v Tab. 8 ukazuji, ze
celkova procentuélni shoda pro preciznost u jednoho hodnotitele a preciznost mezi
jednotlivymi hodnotiteli pro kategorii CIN byla 98.0 %, respektive 90 %.

Tab.8. Preciznost u jednoho hodnotitele a preciznost mezi hodnotiteli testu

s protilatkou CINtec p16 Histology u vzorkt délozniho hrdla, méfena podle stavu CINtec
p16 Histology (pozitivni/negativni) a kategorie CIN (CIN2+/CIN1-).

Preciznost Primérna Primérna Celkova
. , pozitivni negativni procentualni
hodr;otltel Hodnoceni shoda shoda shoda
(95% CI) (95% ClI) (95% ClI)
98.7 % 98.6 % 98.7 %
Stav CINtec
p16 Histology (93.9- (93.0- (94.0-
U jednoho 100.0 %) 100.0 %) 100.0 %)
hodnotitele Kateaorie 97.4 % 984 % 98.0 %
on (89.1- (92.6- (92.0-
100.0 %) 100.0 %) 100.0 %)
98.7 % 98.6 % 98.7 %
Stav CINtec
p16 Histology (93.1- (92.3- (93.9-
Mezi 100.0 %) 100.0 %) 100.0 %)
hodnotiteli
Kategorie 87.0% 919 % 90.0 %
CIN (71.8-976 %) | (83.0-985%) | (80.0-98.0 %)

Studie reprodukovatelnosti (studie preciznosti mezi laboratoremi)

Pro test s protilatkou CINtec p16 Histology byla provedena studie reprodukovatelnosti
mezi laboratofemi, ktera méla za cil prokazat reprodukovatelnost testu pfi uréovani stavu
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CINtec p16 Histology a kategorie CIN. Ve studii bylo pouzito 27 pfipadd délozniho hrdla
(10 bez CIN, 5 CIN1, 5 CIN2, 5 CIN3 a 2 pfipady karcinomu dé&lozniho hrdla) a byla
provedena na tfech pfistrojich BenchMark ULTRA, ve tfech na sebe nenavazujicich
dnech, ve tfech externich laboratofich. Vzorky byly randomizovany a hodnoceny celkem
Sesti patology (dva patologové na jednom pracovisti) jak z hlediska stavu CINtec p16
Histology (pozitivni/negativni), tak z hlediska kategorie CIN (CIN2+/CIN1-), a to na

zakladé doplrikové interpretace sklicek obarvenych H&E a skli¢ek obarvenych protilatkou

CINtec p16 Histology. Patologové nebyli obeznameni s diagnézou pfipadu. Vysledky
stavu CINtec p16 Histology jsou uvedeny v Tab. 9, vysledky kategorie CIN jsou uvedeny
v Tab. 10. Mira pfijatelnosti morfologie u vSech Sesti patologli na vSech pracovistich byla
96.3 %, mira pfijatelnosti zbarveni pozadi pak byla 97.1 %. Data naznaduiji vynikajici
shodu v reprodukovatelnosti testu napfi¢ pracovisti, dny i patology.

Tab.9. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi: shoda pro stav CINtec p16 Histology
(pozitivni/negativni) u vzorkd délozniho hrdla.
Miry shody pro
Reprodukovatelnost mezi Priimérna Priimérna Celkova
laboratofemi pozitivni negativni procentualni
(stav CINtec p16 shoda shoda shoda
Histology)
Mezi pracovisti 96.2 % 939 % 95.3 %
(3 pracovisté) (91.2-99.3%) | (86.3-99.0 %) | (90.6-99.2 %)
(’\gerfeildsr;)ll)e nenavazujici 9.2 % 971 % 97.8%
dny) J (95.9-99.7 %) | (93.3-99.5%) | (95.5-99.5 %)
Mezi hodnotiteli 95.5 % 92.9 % 94.4 %
(2 patologové na ) (82.6- '
pracoviéte) (87.8-100.0 %) 100.0 %) (87.1-100.0 %)

Tab. 10. Reprodukovatelnost mezi laboratofemi: shoda pro kategorii CIN (CIN2+/CIN1-)

u vzorku délozniho hrdla na zakladé dopliikové interpretace sklicek obarvenych H&E
a sklicek obarvenych protilatkou CINtec p16 Histology.

Miry shody pro

Reprodukovatelnost mezi Primérna Pramérna Celkova
laboratofemi pozitivni negativni procentualni
h h h
(kategorie CIN) shoda shoda shoda
0,

Mezi pracovist 9;64 Sf’ %1% %43%
(3 pracovisté) 9(88 %) (86.7-98.6 %) (88.5-98.6 %)

?gerf; ir:a)l/)e nenavazujici 9:591% %6 % %8 %
dny) J 9(9_2' 0/:) (93.0-99.1 %) (94.0-99.1 %)

e, 205 | wen | e
pracovists) 98.9 %) (88.6-98.9 %) (89.3-98.7 %)

KLINICKA VYKONNOST
Diagnosticka shoda

Byla provedena studie CERvical Tissue Adjunctlve aNalysis (CERTAIN), ktera prokazala,

Ze dopliikové hodnoceni vysledku pro protilatku CINtec p16 Histology vede ke zvySeni
konzistence diagnézy cervikalni intraepitelidini neoplazie (CIN) a drovné shody mezi

hodnocenimi vSeobecnych patologd Community Pathologists (CP) a odbornych patologl

Expert Pathologists (XP) pro tkané z punch biopsie déloZniho hrdla.

Klinické studie CERTAIN byla provedena na 1100 retrospektivné odebranych vzorcich
FFPE z punch biopsie délozniho hrdla, které pfedstavuji populaci odeslanou ke
kolposkopii. Referenéni diagnéza stanovena XP byla stanovena pro kazdy pfipad studie
pouze pomoci skli¢ek obarvenych H&E a pomoci sklicek obarvenych H&E i protilatkou
CINtec p16 Histology. Dva patologové XP stanovili své nezavislé diagnézy (bez CIN,
CIN1, CIN2, CIN3, adenokarcinom in situ nebo invazivni karcinom) na zakladé sklicek
obarvenych H&E pro kazdy z 1100 pfipadu. Patologim byly také poskytnuty nasledujici
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klinické informace: vék pacientky, vysledek cytologického stéru Pap a vysledek testu HPV
(pokud byly k dispozici). Nesouhlasné pfipady byly hodnoceny tfetim patologem XP.
Pfipady, u nichz nebylo dosazeno dvou ze tfi vétSinovych diagndz, byly pfezkoumany
béhem hodnotici schlizky, jiz se za€astnili vSichni tfi XP. Vétsinové (nebo shodné)
vysledky urcily odborné stanovenou referencni diagndzu pro kazdy pfipad hodnoceny ve
studii (nazyvanou XP1 nebo H&E referenéni diagnéza). Po miniméiné Etyitydennim
eliminaénim obdobi stejni XP vyhodnotili sklicka obarvena jak H&E, tak protilatkou CINtec
p16 Histology za U€elem stanoveni jejich diagnézy: bez CIN; histologie LSIL / CIN1;
histologie HSIL / CIN2; histologie HSIL / CIN3; adenokarcinom in situ nebo invazivni
karcinom (nazyvané XP2 nebo referen¢ni diagnéza H&E + CINtec p16 Histology). Proces
stanoveni vétsinové diagnézy byl stejny jako proces pouzity pro stanoveni referenéni
diagnézy u sklicek obarvenych pouze H&E. Studie se zicastnilo sedmdesat (70)
certifikovanych CP z celych Spojenych statl americkych. VV prvnim kole (1. kolo, CP1)
bylo 1100 piipadu obarvenych H&E rozdéleno do &ty hodnoticich sad po 275 pFipadech
se srovnatelnym rozdélenim jednotlivych diagnostickych kategorii na referenéni diagnézu.
70 CP bylo rozdéleno do Ctyr skupin sestavajicich bud ze 17, nebo 18 patologli na
skupinu. Pro kazdy pfipad v rdmci piifazené hodnotici sady byly patologiim poskytnuty
nasledujici klinické udaje: vék pacientky, vysledek cytologického stéru Pap a vysledek
testu HPV (pokud byly k dispozici). CP nezavisle stanovili své diagndzy na sklicku
obarveném H&E pro kazdy z jejich pfifazenych pfipadu: bez CIN; CIN1; CIN2; CINS;
adenokarcinom in situ nebo invazivni karcinom. Kazdy studijni pfipad byl individuéiné
vyhodnocen bud 17, nebo 18 veobecnymi patology.

Ve druhém kole (2. kolo, CP2) CP hodnotili sklicka obarvena H&E spolu se sparovanymi
odpovidajicimi sklicky obarvenymi protilatkou CINtec p16 Histology pro stejnou sadu
pfipadu v rémci jejich pfifazené hodnotici sady. Po nejméné 4tydennim eliminaénim
obdobi mezi 1. a 2. kolem kazdy patolog nezavisle stanovil své diagndzy: bez CIN;
histologie LSIL / CIN1; histologie HSIL / CIN2; histologie HSIL / CIN3; adenokarcinom

in situ nebo invazivni karcinom. CP zaznamenali stav CINtec p16 Histology (CINtec p16
Histology pozitivni = difuzni barveni p16; CINtec p16 Histology negativni = fokaini nebo
Zadné barveni p16) spolu s histologickou diagnézou s pouzitim jak sklicka obarveného
H&E, tak sklicka obarveného protilatkou CINtec p16 Histology. Primarnim cilem této
studie bylo prokazat zvySeni diagnostické shody, aniz by byla ohrozena pozitivni
procentualni shoda, tj. pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu v souladu s diagnézou
= CIN2 (CIN2, CIN3, adenokarcinom in situ nebo invazivni karcinom spojené do jedné
kategorie) nebo < CIN1 (bez CIN nebo CIN1 spojené do jedné kategorie) na zakladé
skliGek obarvenych H&E (1. kolo) ve srovnani s interpretaci skli¢ek obarvenych H&E spolu
se sklicky obarvenymi protilatkou CINtec p16 Histology (2. kolo).

Zlepseni diagnostické presnosti u odbornych patologt

Zlepseni diagnostické presnosti u odbornych patologu bylo stanoveno srovnanim H&E
referenéni diagndzy odborného patologa (XP1) s H&E a CINtec p16 Histology referencni
diagnézou odborného patologa (XP2). Analyza byla provedena u interpretace vSech 1100
biopsii délozniho hrdla. Zlep$eni diagnostické pfesnosti mezi H&E referencni diagndzy
stanovenou odbornymi patology a referenéni diagndzou H&E a CINtec p16 Histology
stanovenou odbornymi patology je uvedeno v Tab. 11. Pfi pouziti H&E a protilatky CINtec
p16 Histology pfi diagnostické interpretaci biopsii délozniho hrdla identifikovali XP

0 23.7 % vice pfipadd = CIN2 ve srovnani s diagnostickou interpretaci pomoci samotného
H&E.

Tab. 11. Shoda mezi referenéni diagnézou H&E a referenéni diagndzou H&E a CINtec
p16 Histology pro viechny pfipady.

Referenéni diagnéza H&E
ACIS* Celk
Bez nebo em
CIN CIN1 | CIN2 | CIN3 Karcino
m
Bez CIN 693 13 4 0 0 710
Histologi
Referenéni | e LSIL 46 [ 120 ] 4 ! 0 171
diagnéza A .
H&E + :"Ijts"l:?g' 30 | 31 | 8 | 69 1 214
CINtec p16
Histology ACIS*
nebo 0 0 0 0 5 5
karcinom
1011519CS Rev H



V=NTANA

Referencni diagnéza H&E
ACIS* Celk
Bez nebo em
CIN CIN1 | CIN2 | CIN3 Karcino
m
Celkem 769 164 91 70 6 1100

* ACIS: adenokarcinom in situ

Interpretace vSeobecného patologa pomoci H&E versus H&E
a CINtec p16 Histology ve srovnani s referenéni diagnézou H&E
stanovenou odborniky

Diagnosticka shoda mezi vseobecnymi patology byla stanovena srovnanim vysledkd H&E
diagnéz stanovenych vSeobecnymi patology v 1. kole (CP1) s H&E referenéni diagndzou
stanovenou odbomym patologem (XP1) a H&E + CINtec p16 Histology diagndz
stanovenych veobecnym patologem v 2. kole (CP2) s H&E referencni diagnézou
stanovenou odborym patologem (XP1). Miry shody a intervaly spolehlivosti (Cl)
zprimérované mezi pipady a hodnotiteli jsou uvedeny v Tab. 12. Bylo zji$téno statisticky
vyznamné zvySeni PPA, mira pro detekci [ézi = CIN2 (+6.8 % s 95% Cl: 4.7 % az 9.0 %).
Navic negativni procentualni shoda (NPA) pro detekci < CIN1 vzrostla 0 1.3 % s 95% Cl:
0.5 % az 2.3 %.

Tab. 12. Mira pozitivni a negativni shody hodnoceni vSeobecnych patologli pro sklicka
obarvena H&E versus sklicka obarvena H&E a sklicka obarvena protilatkou CINtec p16
Histology s H&E referencni diagnézou stanovenou odbornikem (XP1).

100 T
/ A O
A (A O ©
9 -,/ MAAOO O
0140 B
Q0 / O
y @~
& 70 7] AN
- )/"'
60
D
50
O Round 1 80% Prediction Ellipse
A Round?2 80% Prediction Ellipse
40 _P I I 1 I I
0 10 20 30 40 50 60
1 -NPA

Cilovy H&E + CINtec . Hodnot
parametr ek p16 Histology = ap
PPA 83.5% 90.3 % 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) (89.4,914) (90.6,92.9) (0.5,23) '

Poznamka: Rozdil se nerovna 1.4 % kv(li chybé zaokrouhlovani: H&E =90.44 %,
H&E + CINtec Histology = 91.76 %, rozdil = 1.32 %.

Souhmny prehled diagnostické presnosti jednotlivych hodnotitelli z fad véeobecnych
patologu pro diagnostiku = CIN2 versus < CIN1 s pouzitim skli¢ek obarvenych pouze
H&E ve srovnani s pouzitim sklicek obarvenych H&E spolu se sklicky obarvenymi
protilatkou CINtec p16 Histology oproti referenéni diagnéze H&E stanovené odbornikem je
zobrazen na Obr. 2. Jsou znazornény PPA a NPA (negativni procentualni shoda, tj. shoda
negativniho vysledku testu s < CIN1 dle XP1) interpretace kazdého patologa pro 1. kolo
(pouze sklicka obarvena H&E — modré krouzky) versus 2. kolo (sklicka obarvena H&E
spolu se sklicky obarvenymi protilatkou CINtec p16 Histology — cervené trojihelniky).
Predikéni elipsy oznacuji rozsah vykonnosti PPA a NPA, ktery se ofekava u vétiny
patologu: 80 % by mélo spadat mezi elipsy a 20 % by mélo spadat mimo elipsy. Tato data
ukazuiji, Ze interpretace biopsii délozniho hrdla pomoci H&E spolu se sklicky obarvenymi
protilatkou CINtec p16 Histology zlepSuje diagnostickou shodu a snizuje variabilitu mezi
hodnotiteli.
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Obr. 2. Souhmny prehled pro diagnostickou shodu (PPA versus 1-NPA)

u v§eobecnych patologi pro diagnostiku = CIN2 versus < CIN1 pomoci pouze H&E
(1. kolo) a H&E + CINtec p16 Histology (2. kolo) ve srovnani s referencni diagnézou
H&E stanovenou odbornikem (XP1) (80 % prediktivnich elips generovanych za
predpokladu dvojrozmérné normality).

Interpretace vSeobecného patologa pomoci H&E versus H&E
a CINtec p16 Histology ve srovnani s H&E + CINtec p16 Histology
referenéni diagnézou stanovenou odborniky

Déle byly vysledky hodnoceni veobecnych patologli vyuZivajicich obé metody (H&E +
CINtec p16 Histology versus pouze H&E) porovnany s referenéni diagnézou (XP2)
stanovenou odbomymi gynekopatology pomoci skli¢ek obarvenych H&E a protilatkou
CINtec p16 Histology. Odborni patologové neznali vysledky prvniho kola jednotlivych
hodnoceni ani konsenzualni H&E referencni diagndzy. Proces stanoveni konsenzualnich
diagnéz byl stejnym procesem pro stanoveni H&E referenéni diagndzy popsany vyse.
Byly analyzovany vysledky hodnoceni vSeobecnych patologli s pouZitim sklicek
obarvenych H&E versus sklicka obarvena H&E spolu se sklicky obarvenymi protilatkou
CINtec p16 Histology a porovnany s H&E a CINtec p16 Histology referenéni diagndzou
stanovenou odbomikem (Tab. 13). Tato data vykazuji statisticky vyznamny narlst PPA
(+11.5 % 5 95% Cl: 9.3 % az 13.5 %) a NPA (+3.0 % s 95% CI: 2.2 % az 3.7 %).

Tab. 13. Mira pozitivni (PPA) a negativni (NPA) shody hodnoceni véeobecnych patologt
pro sklicka obarvena H&E versus sklicka obarvena H&E a sklicka obarvena protilatkou
CINtec p16 Histology s H&E a CINtec p16 Histology referenéni diagndzou stanovenou
odbornikem (XP2).

Cilovy H&E + CINtec . Hodnota
parametr it p16 Histology Resdl p
PPA 733% 84.8 % 11.5% < 0001
% (95% Cl) (69.6, 76.9) (82.1,87.1) (9.3,13.5) '
NPA 92.2% 95.2 % 3.0% < 0001
% (95% Cl) (91.3,93.1) (94.4,96.0) (2.2,3.7) '

Souhmny prehled diagnostické presnosti jednotlivych hodnotiteld vSeobecnych patologt
pro diagnostiku = CIN2 versus < CIN1 s pouzitim skli¢ek obarvenych pouze H&E ve
srovnani s pouzitim sklicek obarvenych H&E spolu se sklicky obarvenymi protilatkou
CINtec p16 Histology oproti referencni diagnéze H&E + CINtec p16 Histology stanovené
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odbornikem je zobrazen na Obr. 3. Zobrazeny jsou PPA a NPA interpretace kazdého
patologa pro 1. kolo (pouze H&E — modré krouzky) versus 2. kolo (H&E a CINtec p16
Histology — ervené trojahelniky). Predikéni elipsy oznaéuji rozsah vykonnosti PPA

a NPA, ktery se oCekava u vétsiny patologl: 80 % by mélo spadat mezi elipsy a 20 % by

mélo spadat mimo elipsy. Tato data ukazuiji, Ze interpretace biopsii délozniho hrdla
pomoci H&E spolu se sklicky obarvenymi protilatkou CINtec p16 Histology zlepSuje
diagnostickou konzistentnost a snizuje variabilitu mezi hodnotiteli.

100
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50 =
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40 I I 1 I I
0 10 20 30 40 50 60
1-NPA

Obr. 3. Souhrnny prehled pro diagnostickou shodu (PPA versus 1-NPA)

u véeobecnych patologi pro diagnostiku = CIN2 versus < CIN1 pomoci pouze H&E
(1. kolo) a H&E a CINtec p16 Histology (2. kolo) ve srovnani s referenéni diagnézou
H&E a CINtec p16 Histology stanovenou odbornikem (XP2) (80 % prediktivnich elips

generovanych za predpokladu dvojrozmérné normality).
Uginnost barveni s protilatkou CINtec p16 Histology
Sekundamim cilem této studie bylo hodnoceni ucinnosti barveni u testu CINtec p16

Histology, jak jej stanovili vSeobecni patologové béhem kontroly studijnich sklicek. Béhem

studie 70 vSeobecnych patologt poskytlo celkem 19250 interpretaci stavu CINtec p16
Histology. Posuzovana kritéria U¢innosti barveni byla: celkova pfijatelnost barveni,
pfijatelnost barveni pozadi a pfijatelnost morfologie. Vysledky ukazuji > 99% miru
pfijatelnosti pro vSechna kritéria barveni (Tab. 14).

Tab. 14. Uginnost barveni s protilatkou CINtec p16 Histology.

Cilovy parametr Pocet interpretaci n/N Mira
Prijatelnost barveni 19074/19250 99.09 %
Prijatelnost morfologie 19249/19250 99.99 %
Prijatelnost pozadi 19249/19250 99.99 %

Zavéry

Pouziti skli¢ek obarvenych protilatkou CINtec p16 Histology jako doplnék k interpretaci

skli¢ek obarvenych H&E zvysuje diagnostickou shodu pii detekci lézi CIN (= CIN2)
vysokého stupné u punch biopsii d&lozniho hrdla. Tato vylepSena shoda je déna jak

zvy$enim PPA (shoda pozitivniho vysledku testu s diagnézou = CIN2), tak NPA (shoda

negativnich vysledku testu s CIN1 nebo diagnéza bez CIN). Dale se zvySuje
konzistentnost diagnéz mezi vSeobecnymi patology navzajem i s panelem odbornik.
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