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CINtec® Histology Kit

Zestaw CINtec® Histology Kit jest testem immunohistochemicznym przeznaczonym do
jakosciowego wykrywania antygenu pl6'™NK42 w preparatach skrawkéw tkanek utrwalonych w
formalinie i zatopionych w parafinie pozyskanych z biopsji szyjki macicy. Zestaw jest przeznaczony
do stosowania w potgczeniu z preparatami barwionymi hematoksyling i eozyng (H&E),
pochodzgcymi z tych samych prébek tkanki szyjki macicy, w celu zwigkszenia doktadnosci
diagnostycznej i zgodnosci obserwacji pomiedzy osobami badajgcymi preparaty pod katem
Srédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy duzego stopnia.
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POLSKI

I.Nazwa produktu
CINtec® Histology Kit
II. Przeznaczenie

Do badanh diagnostycznych in vitro.

Zestaw CINtec® Histology Kit jest testem immunohistochemicznym przeznaczonym
do jakosciowego wykrywania antygenu p16™¢4® w preparatach skrawkéw tkanek
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie pozyskanych z biopsji szyjki
macicy.

Zestaw jest przeznaczony do stosowania w pofgczeniu z preparatami barwionymi
hematoksyling i eozyng (H&E), pochodzgcymi z tych samych prébek tkanki szyjki
macicy, w celu zwiekszenia doktadnosci diagnostycznej i zgodnosci obserwacji
pomiedzy osobami badajgcymi preparaty pod katem srodnabtonkowej neoplazji
szyjki macicy duzego stopnia.

Test ten mozna wykonywac recznie lub przy uzyciu aparatow Autostainer.

Wynik testu powinien zostac¢ zinterpretowany przez wykwalifikowanego patologa na
podstawie badan histopatologicznych, odpowiednich danych klinicznych i badan
kontrolnych.

[ll. Podsumowanie i wyjasnienie dzialania zestawu

Podsumowanie i objasnienia

Zestaw CINtec® Histology Kit zawiera mysie przeciwciato monoklonalne (klon E6H4®)
skierowane przeciwko ludzkiemu biatku p16™K4a,

Biatko p16™¢4 jest inhibitorem kinazy zaleznej od cyklin i petni kluczowg role w
mechanizmie regulacji cyklu komdérkowego u eukariontow. Stanowi element kontroli
przejscia komorki z fazy G1 do fazy S, regulowanego za posrednictwem biatka Rb i
blokuje postep cyklu komérkowego w procesach rdznicowania sie komorek. W
ostatecznie zréznicowanych komédrkach nabtonka ekspresja biatka p16™K42 jest
obnizona do poziomu zwykle niewykrywalnego metodami immunohistochemicznymi.

Stwierdzono, ze w wielu typach nowotworéw gen biatka p16™<42 ulegat inaktywaciji
poprzez mutacje lub hipermetylacje promotora. Wykazano, ze taka inaktywacja genu
pl6™K*a bedgcego supresorem nowotworowym, przyczyniata sie do rozregulowania
cyklu komorkowego i utraty kontroli nad proliferacjg komorek.

Natomiast w zdolnych do namnazania sie komorkach nabtonka szyjki macicy, gdzie
onkoproteiny wirusa brodawczaka Iludzkiego wysokiego ryzyka (HR-HPV)
zainicjowaly proces transformacji komorkowej, wykrywano znaczgcg nadekspresje
biatka p16™K4a [1, 2]. Ta silna nadekspresja biatka p16™¢‘? byta $cisle zwigzana na
poziomie molekularnym z aktywnoscig onkoproteiny E7 wirusa HR-HPV. Wykazano,
ze nadekspresja biatka p16™<4? odzwierciedla regulowang przez onkoproteing E7
inaktywacje funkcjonalnego kompleksu biatka Rb i czynnika transkrypcyjnego E2F,
co stanowi jedno z kluczowych zdarzeh podczas indukowanej przez wirusa HR-HPV
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transformacji komaorkowe;j [3].

W licznych badaniach dostepnych w artykutach naukowych wykazywano, ze
nadekspresja biatka p16™K42 (stwierdzona metodami immunohistochemicznymi) jest
obecna w znacznym odsetku przypadkéw dysplazji przednowotworowej szyjki
macicy duzego stopnia (tj. 80—-100% zmian CIN2 i praktycznie wszystkie zmiany
CIN3) i rakéw inwazyjnych. Zmiany srédnabtonkowe szyjki macicy matego stopnia
(CIN1) wykazywaty nadekspresje biatka p16™K42 w zmiennym zakresie, zwykle od 30
do 60% [1, 2, 4-16].

Podczas interpretacji wynikéw nalezy uwzglednia¢ fakt, ze biatko p16™<*? jest
biatkiem komorkowym, ktore moze ulegac ekspresji na wykrywalnym poziomie w
zmianach dysplastycznych szyjki macicy duzego stopnia i rakach szyjki macicy, jak
réwniez w niektorych stanach niezwigzanych z dysplazjg szyjki macicy, lecz z réznym
nasileniem i wykazujgc r6zne wzorce ekspresji. W histologicznych preparatach
tkankowych morfologia tkanek jest nienaruszona, co pomaga w interpretacji wynikow
dodatnich wzgledem biatka p16™K4a w skrawkach ze zmianami pobranymi z szyjki
macicy. Sugeruje sie, aby rozproszony wzorzec barwienia, tj. barwienie ciggte
komoérek warstwy podstawnej i przypodstawnej, ktoremu towarzyszy¢ moze
barwienie komorek warstw powierzchniowych, interpretowac jako dodatni wynik testu
na nadekspresje biatka p16™<*2, Udowodniono, ze przy takim wzorcu barwienia
mozna wykrywac zmiany CIN duzego stopnia z najwyzszg czutoscig i swoistoscig [1,
4, 5]. Z kolei ogniskowy wzorzec barwienia (zabarwienie pojedynczych komorek lub
niewielkich zbitek komérek, czyli barwienie nieciggte, szczegdlnie poza obrebem
komorek warstwy podstawnej i przypodstawnej) oraz brak jakiejkolwiek
immunoreaktywnosci nalezy interpretowac jako ujemny wynik testu na nadekspresje
biatka p16™K*a [1, 4, 5].

Wyniki uzyskane dla preparatéw barwionych po kagtem obecnosci biatka p16™%42 przy
uzyciu zestawu CINtec® Histology Kit nalezy interpretowac w potgczeniu z wynikami
preparatow wybarwionych H&E, przygotowanych z tej samej préobki tkanki szyjki
macicy. Dodatkowe informacje uzyskane dzigki analizie preparatow barwionych przy
uzyciu zestawu CINtec® nalezy wykorzysta¢ wraz ze wstepnym rozpoznaniem
bazujgcym na cechach morfologicznych, postawionym w oparciu o analize
preparatow wybarwionych H&E, do postawienia ostatecznego rozpoznania.

Znaczenie kliniczne

Wykazano, ze potgczenie odczytow preparatow z biopsji szyjki macicy wybarwionych
H&E oraz preparatbw z kolejnych wycinkdw tej samej tkanki wybarwionych
immunochemicznie pod katem obecnosci biatka p16™*? zwieksza spoéjnosé oceny
prowadzonej przez réznych badaczy i doktadnos¢ diagnostyczng rozpoznawania
Srédnabtonkowej neoplazji szyjki macicy duzego stopnia (CIN2+).

Rozpoznanie patologiczne postawione na podstawie badania skrawkow tkankowych
szyjki macicy wybarwionych H&E stanowi podstawe do dalszego leczenia.
Konsekwencje mylnego rozpoznania mogg wiec by¢ powazne. Mylne rozpoznanie
moze byC przyczyng niewlasciwego postepowania z pacjentkg, np. podjecia
intensywnego leczenia zasadniczo zdrowej osoby lub niedostatecznego leczenia
osoby ze zmianami dysplastycznymi duzego stopnia.

Interpretacja diagnostyczna histologicznych skrawkéw tkankowych wybarwionych
H&E jest obarczona wysokim odsetkiem niezgodnosci co do interpretacji wynikow
pomiedzy patologami. Problem rozbieznosci wynikow powtdrzonego badania tej
samej tkanki badanej przez tego samego specjaliste oraz wynikdw badan
prowadzonych przez réznych specjalistbw omawiano w licznych publikacjach
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dotyczgcych histologii szyjki macicy [17-20].

W szeroko zakrojonym, wieloosrodkowym badaniu w USA poréwnywano
interpretacje preparatéw histologicznych szyjki macicy (2237 probek z biops;ji
kolposkopowej i 535 probek z konizacji szyjki macicy petlg elektrochirurgiczng LEEP)
przeprowadzone przez wielu, odpowiednio przeszkolonych patologow.
Odtwarzalnos¢ interpretacji wynikéw histopatologicznych byta raczej umiarkowana
(kappa=0,46 dla prébek z biopsji sztancowej i kappa=0,49 dla prébek z biops;ji
metodg LEEP) [17]. Zarbwno przy stosowaniu systemu oceniania WHO, jak i
zmodyfikowanej klasyfikacji Bethesda, zgodnos¢ pomiedzy wynikami uzyskanymi
przez szesciu histopatologéw badajgcych 125 probek z biopsji kolposkopowej byta
niska [18]. Rowniez badanie prowadzone w Wielkiej Brytanii wykazato niskg
zgodnos¢ interpretaciji wynikow pomiedzy o$mioma specjalistami histopatologami,
badajgcymi 100 probek z biopsji kolposkopowej (niewazona warto$¢ kappa wyniosta
0,358) [19].

Uzupetniajgc badanie konwencjonalnych prébek wybarwionych H&E o wyniki
badania wykonanego przy uzyciu zestawu CINtec® Histology Kit mozna poprawic¢
0g6lng dokfadnos¢ tej histomorfologicznej procedury diagnostycznej [21-39].

Zasada procedury

Zestaw CINtec® Histology Kit zawiera zestaw odczynnikéw przeznaczonych do
immunohistochemicznego wykrywania antygenu p16™K4, Zestaw zostat opracowany
na potrzeby dwuetapowej procedury barwienia immunohistochemicznego
utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie prébek tkankowych uzyskanych z
biopsji szyjki macicy. Do wykrywania antygenu stosuje sie pierwszorzedowe mysie
przeciwcialo monoklonalne (klon E6H4®) skierowane przeciwko ludzkiemu biatku
p16INK4a_

Stosowany jest gotowy do uzycia odczynnik do wizualizacji, bedgcy polimerowym
odczynnikiem sprzezonym z peroksydazg chrzanowg i fragmentami Fab' kozich
przeciwciat anty-mysich. Odczynnik Visualization Reagent poddano absorpcji w fazie
statej w celu wykluczenia reakcji krzyzowych z ludzkimi immunoglobulinami. Reakcja
barwna polega na konwersji chromogenu DAB z uzyciem peroksydazy chrzanowej
do barwnego produktu reakcji w miejscach wystepowania antygenu. Po barwieniu
kontrastowym mozna natozy¢ na preparat szkietko nakrywkowe i oceni¢ wyniki pod
mikroskopem swietinym.

V. Odczynniki

Dostarczane materiaty

Wymienione ponizej materiaty sg dostarczane w kazdym zestawie i wystarczajg do
wykonania 50 testow i 50 reakcji kontroli ujemnych. Liczba testow zostata wyliczona
przy zatozeniu zuzycia 200 pl odczynnikdéw na preparat.

1 | Peroxidase Blocking Reagent

Peroxidase Blocking Reagent
2 x 11,5 ml, gotowy do uzycia
3% roztwor nadtlenku wodoru, zawierajacy 15 mmol/l azydku sodu (NaNs).
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EUH210: Karta charakterystyki substancji niebezpiecznej dostepna na zyczenie.

2 | Mouse anti-Human p16™k4@ Antibody

Mouse anti-Human p16™¢ Antibody

11,5 ml, gotowy do uzycia

Mysie przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko ludzkiemu biatku p16™K4a
(~1 pg/ml), klon E6H4™, dostarczane w buforze Tris 50 mmol/l, pH 7,2,
zawierajacym 15 mmol/l azydku sodu (NaNs) i biatko stabilizujgce.

3 | Visualization Reagent

Visualization Reagent
2 x 11,5 ml, gotowy do uzycia

Ostrzezenie
H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

P261 Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.

P272 Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie wynosi¢ poza miejsce pracy.

P280 Stosowac rekawice ochronne.

P333 + P313 W przypadku wystgpienia podraznienia skory lub wysypki: Zasiegng¢
porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza.

P362 + P364 Zdja¢ zanieczyszczong odziez i wyprac przed ponownym uzyciem.
P501 Zawarto$¢/pojemnik usuwac, przekazujgc je do zatwierdzonej placowki
utylizacji odpadow.

Zawiera:

26172-54-3 chlorowodorek 2-metylo-2H-izotiazol-3-onu

55965-84-9 mase reakcyjng: 5-chloro-2-metylo-4-izotiazolin-3-onu [nr WE 247-
500-7] i 2-metylo- 2H-izotiazol-3-onu [nr WE 220-239-6] (3:1)

Polimerowy odczynnik sprzezony z peroksydazg chrzanowg i fragmentami Fab’
kozich przeciwciat anty-mysich, wyselekcjonowanymi pod wzgledem
powinowactwa, dostarczany w stabilizujgcym roztworze zawierajgcym
konserwanty i biatko stabilizujgce.

4 | Negative Reagent Control

Negative Reagent Control
11,5 ml, gotowy do uzycia

Mysie przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciwko szczurzej neurofizynie
zwigzanej z oksytocyng (~1 ng/ml), dostarczane w buforze Tris 50 mmol/l, pH 7,2,
zawierajgcym 15 mmol/l azydku sodu (NaNs) i biatko stabilizujgce. W celu
weryfikacji swoistosci barwienia. Szczurza neurofizyna zwigzana z oksytocyng nie
jest obecna w tkankach ludzkich.
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5 | DAB Buffered Substrate

DAB Buffered Substrate
31 ml

Roztwor buforowy dla substratu, pH 7,5, zawierajacy <0,1% nadtlenku wodoru,
stabilizatory i wzmacniacze.

6 | DAB Chromogen

DAB Chromogen
0,85 ml, roztwdr chromogenu 3,3'-diaminobenzydyny.

<>

Niebezpieczenstwo

H314 Powoduje powazne oparzenia skéry oraz uszkodzenia oczu.
H341 Podejrzewa sie, ze powoduje wady genetyczne.
H350 Moze powodowac raka.

P201 Przed uzyciem zapoznac sie ze specjalnymi srodkami ostroznosci.

P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronnag/ochrone oczu/ochrone
twarzy.

P303 + P361 + P353 W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wtosami):
Natychmiast zdjg¢ calg zanieczyszczong odziez. Sptukac skore pod strumieniem
wody.

P304 + P340 + P310 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG
ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub wynies¢ poszkodowanego na swieze
powietrze i zapewni¢ mu warunki do swobodnego oddychania. Natychmiast
skontaktowac¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.

P305 + P351 + P338 + P310 W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZzU:
Ostroznie ptuka¢ woda przez kilka minut. Wyjg¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i
mozna je tatwo usung¢. Nadal ptuka¢. Natychmiast skontaktowacC sie z
OSRODKIEM ZATRUC/lekarzem.

P308 + P313 W PRZYPADKU narazenia lub stycznosci: Zasiegngc
porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza.

Zawiera 868272-85-9, uwodniony tetrachlorowodorek 3,3'-diaminobenzydyny

UWAGA: Nalezy utylizowa¢ produkt zgodnie z unijnymi, panstwowymi i
lokalnymi przepisami.

7 | Epitope Retrieval Solution 10X

Epitope Retrieval Solution 10X
500 ml, bufor Tris 200 mmol/l, pH 9, zawierajgcy 10 mmol/l EDTA i 15 mmol/I
azydku sodu (NaNs).

Przechowywanie

Przechowywac¢ temperaturze w 2-8°C. Nie nalezy stosowaC po uptywie daty
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waznosci. Nie uzyskano danych dotyczgcych przechowywania odczynnikéw w
warunkach innych niz wymienione powyzej.

Po otwarciu elementow zestawu sg one stabilne przez 6 miesiecy, jesli sa
przechowywane w temperaturze 2—-8°C. Nalezy usungc roztwory, jesli zmetniejg.

Rozcienczony Wash Buffer (bufor ptuczacy) i rozcienczony Epitope Retrieval
Solution (roztwér do odmaskowania epitopu antygenu) sa stabilne przez
maksymalnie jeden miesigc przy przechowywaniu w temperaturze 2-8°C.
Roztworéw nie wolno uzywac w razie zmetnienia.

Materiaty i odczynniki wymagane, ale niedostarczane

Bufor CINtec® Wash Buffer 10X do stosowania z zestawem CINtec® Histology Kit
jest dostepny w firmie Roche pod numerem katalogowym 10215364001, ale nie
stanowi elementu zestawu. Szczego6towe informacje na temat sktadania zamowien
mozna uzyskac¢ na stronie www.roche.com.

Bufor Tris 500 mmol/l z 1,5 mol/l NaCl, pH 7,6, zawierajgcy detergent i Srodek
przeciwdrobnoustrojowy.

Ostrzezenie
H317 Moze powodowac reakcje alergiczng skory.

P261 Unika¢ wdychania pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.

P272 Zanieczyszczonej odziezy ochronnej nie wynosi¢ poza miejsce pracy.

P280 Stosowac rekawice ochronne.

P333 + P313 W przypadku wystgpienia podraznienia skory lub wysypki: Zasiegnaé
porady/zgtosic¢ sie pod opieke lekarza.

P362 + P364 Zdja¢ zanieczyszczong odziez i wyprac przed ponownym uzyciem.
P501 Zawarto$¢/pojemnik usuwac, przekazujgc je do zatwierdzonej placowki
utylizacji odpadow.

Zawiera 55965-84-9 mase reakcyjng: 5-chloro-2-metylo-4-izotiazolin-3-onu [nr WE
247-500-7] i 2-metylo- 2H-izotiazol-3-onu [nr WE 220-239-6] (3:1)

Sciereczki chionne;

Hematoksylina do barwienia kontrastowego;

Woda destylowana lub dejonizowana (woda do mycia);

Etanol, 95% i 70%;

Srodek do zatapiania preparatu;

Preparaty tkankowe do stosowania jako kontrole dodatnie i ujemne;
Szkietka (SuperFrost® Plus lub odpowiednik);

Ksylen;

Szkietka nakrywkowe.

Wymagany sprzet

Opcjonalnie: Suszarka umozliwiajgca utrzymanie temperatury 60°C lub nizszej;
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Opcjonalnie: Aparat Dako lub LabVision Autostainer;

Komora wilgotna (opcjonalnie);

Mikroskop swietlny (z obiektywem o powiekszeniu 4—40x);

Naczynia lub taznia do barwienia;

Tryskawki;

Minutnik (pomiar w odstepach 2—60 minut);

taZnia wodna z pokrywg (do utrzymywania roztworu Epitope Retrieval Solution w
temperaturze 95-99°C).

V. Ostrzezenia i srodki ostroznosci

A Ostrzezenie

1.

Uwaga! Niektére odczynniki z zestawu zawierajg niebezpieczne substancje
chemiczne. Podczas postugiwania sie elementami zestawu nalezy scisle
przestrzega¢ zasad bezpieczenstwa pracy z niebezpiecznymi odczynnikami
laboratoryjnymi.

Elementy 1, 2, 4 i 7 tego produktu zawierajg azydek sodu (NaNs), silnie
toksyczny w czystej postaci. W stezeniach uzytych w produkcie, pomimo tego,
ze nie jest on sklasyfikowany jako niebezpieczny, nagromadzony azydek sodu
moze jednak reagowac z otowiem i miedzig w instalacji kanalizacyjnej, tworzgc
silnie wybuchowe azydki metali. Przy usuwaniu resztek odczynnika sptukiwac
go duzg iloscig wody, aby unikng¢ gromadzenia sie azydkéw metali w instalaciji
kanalizacyjnej.

Elementy 2, 3 i 4 zestawu zawierajg materiat pochodzenia zwierzecego. Nalezy
SciSle przestrzegaC¢ procedur wtasciwego postepowania z produktami
pochodzenia biologicznego.

Karty charakterystyki substancji niebezpiecznych zawartych w zestawie sg
dostepne na zyczenie.

Podczas postugiwania sie utrwalonymi lub jeszcze nieutrwalonymi prébkami
histologicznymi i usuwania ich, jak rowniez postugiwania sie wszelkimi
materiatami majgcymi z nimi kontakt i usuwania ich, nalezy scisle przestrzegac¢
zasad bezpieczenstwa pracy z potencjalnie zakaznym materiatem i odnosnych
przepis6w dotyczgcych utylizacji takich materiatow.

Nigdy nie pipetowac odczynnikoéw ustami. Unika¢ kontaktu odczynnikow i probek
ze skorg i btonami $luzowymi. W przypadku kontaktu odczynnika lub prébki ze
skoérg lub btonami sluzowymi obficie sptukiwac¢ woda.

Wysokie natezenie sSwiatta moze negatywnie oddziatywa¢ na odczynniki
Visualization Reagent i DAB Chromogen. Nie nalezy przechowywac elementow
zestawu ani wykonywac¢ barwienia w silnym Swietle, np. w bezposrednich
promieniach stonecznych.

Nalezy stosowac¢ odpowiedni sprzet ochrony osobistej, aby unikng¢ kontaktu z
oczami lub skérg podczas pracy z elementami nalezgcymi do zestawu lub
stosowanymi wraz z zestawem CINtec® Histology Kit. Dalsze informacje znalez¢
mozna w kartach charakterystyki substancji niebezpiecznych (SDS).

Oznakowanie dotyczgce bezpieczenstwa produktu jest przede wszystkim
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zgodne z wytycznymi GHS UE.

/\ Uwaga

Do badanh diagnostycznych in vitro.
Wytgcznie do uzytku profesjonalnego.

3. Nalezy minimalizowa¢ skazenie mikrobiologiczne odczynnikéw dla uniknigcia
niespecyficznych wynikow barwienia.

4. Czasy i temperatury inkubacji, jak réwniez metody postepowania inne od
podanych, mogg by¢ powodem uzyskania btednych wynikow.

5. Nie stosowac zestawu, jesli opakowanie ktéregos z elementéw jest uszkodzone.
Jesli opakowanie lub elementy majg slady uszkodzen, prosimy niezwitocznie
powiadomi¢ producenta.

6. Nalezy utylizowa¢ wszelkie zuzyte materiaty zgodnie z miejscowymi
wskazaniami i przepisami.

7. Wszystkie odczynniki zostaty specjalnie opracowane do uzytku w tym tescie.
Jesli ma on dziafa¢ zgodnie ze specyfikacjg, nie nalezy stosowa¢ zamiennikow
dla tych odczynnikéw.

8. W przypadku uzyskania nieoczekiwanego wyniku barwienia, ktérego nie mozna
wyjasni¢ réznicami w procedurach laboratoryjnych oraz, gdy podejrzewa sie
problem z zestawem CINtec® Histology Kit, nalezy niezwtocznie skontaktowac
sie z dziatem pomocy technicznej, korzystajgc z danych kontaktowych
zamieszczonych w czesci XIIl., aby uzyskac dalsze informacije.

9. Nieprawidtowe dziatanie produktu wynikajgce z niewtasciwego postugiwania sie
nim lub niestabilnosci odczynnikobw nie wykazuje jednoznacznych oznak.
Dlatego, w ramach kontroli jakosci, nalezy wykonywac¢ dodatnie i ujemne préby
kontrolne rownolegle z odczynami na probkach od pacjentow.

10. Aby zgtosi¢ podejrzenie wystgpienia powaznych incydentéw zwigzanych z tym
wyrobem, nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem firmy Roche
oraz powiadomi¢ wtasciwy organ panstwa cztonkowskiego lub panstwa, w
ktorym znajduje sie uzytkownik.

VI. Procedura

Przygotowanie prébki

Zestaw CINtec® Histology Kit jest przeznaczony do stosowania z prébkami
tkankowymi utrwalonymi na potrzeby procedur immunohistochemicznych. Prébki
nalezy przygotowywac z zastosowaniem standardowych metod obrdbki tkanek.

Szkietka o dodatnim fadunku, takie jak szkietka SuperFrost® Plus, sg zalecane do
uzyskania optymalnego dziatania testu.

Skrawki tkankowe zatopione w parafinie

Zestaw mozna stosowac z probkami tkanek utrwalonych w obojetnej zbuforowanej
formalinie i zatopionych w parafinie, przygotowanych w rutynowy sposob, przy uzyciu
standardowych metod. Jesli do przygotowania probek zastosowano inng metode
konserwacji, musi ona zostac¢ zweryfikowana przez uzytkownika.
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Probki biopsyjne nalezy utrwala¢ przez 18-24 godz. w obojetnej zbuforowanej
formalinie (zalecane stezenie to 10%) i zatapia¢ w bloku o grubosci 3 lub 4 mm. Bloki
tkankowe nastepnie odwadnia sie w serii roztworow alkoholu i ksylenu oraz nasgcza
parafing, roztopiong i utrzymywang w temperaturze nie wyzszej niz 60°C. W
laboratorium histopatologicznym kazdy blok tkankowy zostanie pociety na skrawki o
grubosci 4-5um, ktére zostang umieszczone na szkietkach mikroskopowych
SuperFrost® Plus. Preparaty nalezy natychmiast wybarwi¢, poniewaz antygenowosé
cietych skrawkéw tkankowych moze z czasem ulegac ostabieniu.

Termiczne odmaskowanie antygenu

Podczas termicznego odmaskowania antygenu skrawki tkankowe umieszczone na
szkietku nalezy ogrzac poprzez zanurzenie w odczynniku Epitope Retrieval Solution
w kalibrowanej fazni wodnej umozliwiajgcej utrzymanie roztworu Epitope Retrieval
Solution w temperaturze 95-99°C. Laboratoria znajdujgce sie na duzych
wysokosciach powinny ustala¢ optymalne metody utrzymywania wymaganej
temperatury w tazni wodnej. Producent nie zaleca zadnych odstepstw od opisanej
tutaj procedury.

Po termicznym odmaskowaniu antygenu skrawki tkankowe nalezy schtadzac przez
20 minut w temperaturze pokojowej przed dalszym przetwarzaniem. Nalezy
nastepnie niezwtocznie przeprowadzi¢ procedure barwienia skrawkow tkankowych.

Procedura barwienia

1. Przygotowanie odczynnikéw

Przed barwieniem immunochemicznym wszystkie odczynniki nalezy doprowadzi¢
do temperatury pokojowej (20—25°C). Podobnie, wszystkie kolejne etapy barwienia
nalezy przeprowadzi¢ w temperaturze pokojowe;.

Dotozy¢ staran, aby nie doszto do wysychania prébek podczas procedur
immunochemicznych, jako ze wysychanie moze prowadzi¢ do powstawania
artefaktéw podczas barwienia.

Przed rozpoczeciem procedury barwienia nalezy przygotowac ponizsze odczynniki:

1.1 Epitope Retrieval Solution

Przygotowac ilos¢ odczynnika Epitope Retrieval Solution wystarczajgcg do
planowanej procedury barwienia, rozcienczajgc zawartosc fiolki 7 (Epitope Retrieval
Solution 10X) w stosunku 1:10 wodg destylowang lub dejonizowang.

Rozcienczony odczynnik Epitope Retrieval Solution mozna przechowywaé w
temperaturze 2—8°C przez maksymalnie jeden miesigc. Nalezy usungc¢ rozcienczony
roztwor, jesli zmetnieje.

UWAGA: Stosowanie wody o wysokiej zawartosci jondw do rozcienczania roztworu
do odmaskowania antygenu moze znacznie ograniczy¢ natezenie sygnatu barwienia.
Nalezy upewni¢ sie, ze uzywana woda jest wilasciwie dejonizowana (w tym
prowadzac rutynowe zabiegi konserwacyjne stosowanej do dejonizacji wody
kolumny jonowymiennej). Nie uzywac¢ wody kranowej!

1.2 Wash Buffer

Z zestawem CINtec® Histology Kit stosowa¢ dostarczany przez firme Roche bufor
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CINtec® Wash Buffer 10X, numer katalogowy 10215364001. Szczegotowe
informacje na temat sktadania zamowien mozna uzyska¢ na stronie www.roche.com.

Przygotowac ilos¢ odczynnika Wash Buffer wystarczajgcg do przeprowadzenia
etapow ptukania planowanej procedury barwienia, rozcienczajgc odczynnik Wash
Buffer 10X, numer katalogowy 10215364001, w stosunku 1:10 wodg destylowang
lub dejonizowans.

Rozcienczony odczynnik Wash Buffer mozna przechowywac¢ w temperaturze 2—8°C
przez maksymalnie jeden miesigc. Nalezy usungé rozcienczony roztwor, jesli
zmetnieje.

1.3 Odczynnik Substrate-Chromogen Solution (DAB)

Podczas przygotowywania odczynnika Substrate-Chromogen Solution nalezy dodac¢
jedng krople odczynnika DAB Chromogen do 2 ml odczynnika DAB Buffered
Substrate. Nalezy wykona¢ nastepujgce czynnosci:

i) przenies¢ do probowki testowej 2 ml odczynnika DAB Buffered Substrate
z fiolki 5;

i) dodac jedna krople (25-30 pl) odczynnika DAB Chromogen z fiolki 6.
Wymieszac i nanies¢ na skrawek tkankowy pipeta.

2 ml odczynnika Substrate-Chromogen Solution (DAB) przygotowanego zgodnie z
powyzszg instrukcjg zwykle wystarczajg do wybarwienia pieciu skrawkow
tkankowych wraz z piecioma prébkami kontrolnymi.

UWAGA: Przygotowany odczynnik Substrate-Chromogen Solution (DAB) nalezy
zuzy¢ tego samego dnia.

UWAGA: Dodanie nadmiernej ilosci DAB Chromogen do DAB Buffered Substrate
spowoduje zmniejszenie natezenia sygnatu dodatniego.

1.4 Barwienie kontrastowe

W wyniku reakcji barwnej odczynnika DAB uzyskuje sie nierozpuszczalny w wodzie,
barwny produkt koncowy. Do barwienia kontrastowego mozna zastosowac
alkoholowy lub wodny roztwér hematoksyliny. Podczas stosowania hematoksyliny
przy wykonywaniu barwienia kontrastowego nalezy przestrzegac¢ instrukcji jej
dostawcy.

1.5 Srodek do zatapiania

Zaleca sig, aby przeprowadzaé¢ zatapianie probek po barwieniu z zastosowaniem
$rodka do trwatego zatapiania innego niz wodny. Dopuszcza sie jednak rowniez
uzycie wodnego srodka do zatapiania.

Do zatapiania w Srodku innym niz wodny zaleca sie Eukitt Mounting Medium. Do
zatapiania w srodku wodnym zaleca sie Aquatex Merck.

2. Procedura barwienia w aparatach Autostainer

Zestaw CINtec® Histology Kit zostat dostosowany do uzywania z aparatami
Autostainer (Lab Vision Autostainer 480 lub Dako Autostainer Plus) zgodnie z
podanym ponizej szablonem. Korzystanie z innych aparatow Ilub systeméw
oferujgcych poréwnywalne funkcje jest mozliwe pod warunkiem przeprowadzenia
przez uzytkownika odpowiedniej walidacji. Przed wykonaniem barwienia na aparacie
Autostainer probki i odczynniki nalezy przygotowaé zgodnie z wytycznymi w
punktach 1.1-1.5i 2.1
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2.1 Odparafinowanie i ponowne uwodnienie

Przed odparafinowaniem nalezy umiesci¢ preparaty w suszarce w temperaturze nie
wyzszej niz 60°C na przynajmniej 20 minut, lecz nie wiecej niz jedng godzine, w celu
ilosciowego usuniecia wody, poprawy przylegania tkanki do szkietka (,zapiekanie®) i
roztopienia parafiny. Preparaty tkankowe trzeba odparafinowac, aby usungc srodek
do zatapiania. Nastepnie nalezy je ponownie nawodni¢ przed przystgpieniem do
barwienia. Nalezy koniecznie usungcC catg parafine, gdyz pozostatosci srodka do
zatapiania mogg powodowac nasilenie barwienia nieswoistego. Inkubowac¢ preparaty
w temperaturze pokojowej (20-25°C) zgodnie z ponizszg procedurg.

e umiesci¢ na 5 (1) minut w kapieli ksylenowej;

e powtorzyc ten etap jeden raz, uzywajgc swiezej kapieli;
e usung¢ nadmiar ptynu;

e umiesci¢ na 3 (1) minuty w 95% etanolu;

e powtorzyc ten etap jeden raz, uzywajgc swiezej kapieli;
e usungc¢ nadmiar ptynu;

e umiesci¢ na 3 (1) minuty w 70% etanolu;

e powtorzyc ten etap jeden raz, uzywajgc swiezej kapieli;
e usung¢ nadmiar ptynu;

e umiesci¢ na przynajmniej 30 sekund w wodzie destylowanej lub
dejonizowane;.

Rozpoczac¢ procedure barwienia zgodnie z opisem w punkcie 2.2, Etap 1:
Odmaskowanie antygenu.

Roztwory ksylenu i alkoholu nalezy wymienia¢ przynajmniej co 40 preparatow.

UWAGA: Nalezy pamietaC, ze zmienianie temperatury urzadzen Ilub czasu
poszczegoblnych etapow przetwarzania probki przed analizg moze prowadzi¢ do
niepetnego usuniecia parafiny z preparatow tkankowych. Resztki parafiny mogg
powodowac nieprawidtowosci w barwieniu histologicznym, w tym barwieniu przy
uzyciu testu CINtec® Histology. Laboratoria histopatologiczne powinny regularnie
monitorowa¢ sprzet dla ograniczenia zmiennosci warunkOéw podczas
przygotowywania preparatow do barwienia. Zaobserwowanie wyrazistych granic w
obrebie tkanek poddanych barwieniu immunochemicznemu lub innych niezgodnosci
wynikéw dowolnego barwienia immunohistochemicznego moze wskazywac¢ na
nieoptymalne lub niepetne przygotowanie probki do barwienia przed analizg. Nalezy
w takiej sytuacji sprawdzi¢, czy sprzet dziata prawidtowo i czy zastosowano wiasciwe
metody przygotowania probki do analizy.

2.2. Protok6t barwienia w aparatach Autostainer
Etap 1. Odmaskowanie antygenu

e napemi¢ naczynia do barwienia, np. plastikowe naczynia Coplin,
rozcienczonym roztworem Epitope Retrieval Solution (patrz czes¢ Procedura,
punkt 1.1);

e umiesci¢ naczynia do barwienia zawierajgce odczynnik Epitope Retrieval
Solution w tazni wodnej i ogrza¢ wode wraz z odczynnikiem Epitope Retrieval
Solution do 95-99°C. Nalezy koniecznie dostosowac¢ poziom wody w tazni,
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aby zapewni¢ zanurzenie naczyn w wodzie do 80% wysokosci. Naczynia
nakry¢ pokrywami, aby ustabilizowac temperature i zapobiec parowaniu;

zanurzy¢ odparafinowane preparaty tkankowe w ogrzanym wczesniej
odczynniku Epitope Retrieval Solution w naczyniach do barwienia; podczas
tej czynnosci temperatura w naczyniach spada zwykle ponizej 90°C;

doprowadzi¢ faznie wodng i odczynnik Epitope Retrieval Solution w
naczyniach z powrotem do temperatury 95-99°C; sprawdzi¢ temperature
odczynnika Epitope Retrieval Solution w naczyniach;

inkubowa¢ przez 10 (¥1) minut w temperaturze 95-99°C; rozpoczgcé
odliczanie czasu dopiero po upewnieniu sie, ze temperatura odczynnika
Epitope Retrieval Solution w naczyniach osiggneta 95-99°C;

wyjac cate naczynie z preparatami z fazni wodnej;

pozwoli¢, aby preparaty w odczynniku Epitope Retrieval Solution stygly przez
20 (1) minut w temperaturze pokojowej;

zla¢ roztwor Epitope Retrieval Solution i przeptukac preparaty odczynnikiem
Wash Buffer (patrz cze$¢ Procedura, punkt 1.2);

dla uzyskania optymalnego dziatania testu zanurzy¢ preparaty w odczynniku
Wash Buffer na 5 minut po odmaskowaniu antygenu i przed barwieniem;

UWAGA: Odczynnik Epitope Retrieval Solution jest przeznaczony wytgcznie do
jednokrotnego uzytku. Nie nalezy uzywac go ponownie.

Etap 2: Programowanie aparatu

Przed pierwszym uzyciem zestawu CINtec® Histology Kit w aparacie Autostainer
nalezy skonfigurowa¢ nowy szablon. Szczego6towe informacje zawiera instrukcja
obstugi aparatu Autostainer.

Etap 3: Barwienie na automacie Autostainer

przenies¢ odczynniki z butelek zestawu do miarowych fiolek na odczynniki
aparatu Autostainer. Uzy¢ wygenerowanej przez Autostainer mapy czasow
programoéw i objetosci odczynnikow (te dane znajdujg sie w punkcie 4);

umiescic fiolki z odczynnikami aparatu Autostainer w statywie na odczynniki
aparatu Autostainer zgodnie z komputerowo wygenerowang mapa
rozmieszczenia odczynnikow;

umiesciC preparaty w aparacie Autostainer zgodnie z komputerowo
wygenerowang mapg rozmieszczenia preparatow;

w celu zapobiezenia wysychaniu preparatow nalezy spryskac¢ je buforem
ptuczagcym po umieszczeniu w aparacie Autostainer;

ponizej przedstawiono schemat przebiegu programu:
0 plukanie*;
0 200 pl Peroxidase-Blocking Reagent — 5 minut;
0 plukanie?;
0 200 pl Primary p16™¢4 antibody lub Negative Reagent Control — 30
minut;
0 plukanie*;
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200 pl Visualization Reagent — 30 minut;

ptukanie*;

ptukanie*;

ptukanie*;

zamiana;

200 pl Substrate-Chromogen Solution (DAB) — 10 minut;

ptukanie*;

przeptukaC preparaty wodg dejonizowang po etapie ,substrat-
chromogen.

*do odpowiednich etapdw ptukania stosowac¢ odczynnik Wash Buffer.

O 00O OO0 O0Oo0Oo

UWAGA: Jesli stosowany aparat Autostainer ptucze preparaty buforem, muszg one
by¢ przemyte wodg dejonizowang po wyjeciu z aparatu Autostainer.

Etap 4: Barwienie kontrastowe (instrukcje maja zastosowanie do
hematoksyliny)

e zanurzy¢ preparaty w kagpieli z hematoksyliny. Inkubowac przez czas od 2 do
5 minut, w zaleznosci od stezenia stosowanego roztworu hematoksyliny;

e umiesci¢ preparaty w kapieli z wody kranowej i delikatnie przeptuka¢ pod
biezgcg wodg kranowg. Upewni¢ sie, ze usunieto resztki hematoksyliny;

o kroétko, delikatnie przeptukac preparaty w kapieli z wodg destylowang lub
dejonizowana;

e Dbarwienie kontrastowe mozna wykona¢ bezposrednio w aparacie
Autostainer.

UWAGA: W zaleznosci od czasu inkubacji i sity dziatania uzywanej hematoksyliny
jadra komdrkowe po barwieniu kontrastowym bedg miaty kolor bladoniebieski do
granatowego. Nadmierne lub niecatkowite barwienie kontrastowe moze utrudniac
prawidtowg interpretacje wynikow.

Etap 5: Zatapianie

Zalecany jest niewodny srodek do trwatego zatapiania. W innych przypadkach
dopuszcza sie réwniez uzycie wodnego srodka do zatapiania. Nalezy przestrzegac
instrukcji producenta danego srodka do zatapiania.

UWAGA: Aby ograniczy¢ zanikanie sygnatu, nalezy przechowywac preparaty w
temperaturze pokojowej (20-25°C) i chroni¢ przed swiattem.

3. Procedura barwienia recznego

UWAGA: Nalezy zapobiega¢ wysychaniu skrawkow tkankowych podczas
wykonywania barwienia. Wysuszenie skrawkow tkankowych moze powodowacé
nasilenie odczynu nieswoistego. Jezeli stosuje sie dtugie czasy inkubaciji, tkanki
powinny sie znajdowac w srodowisku o odpowiedniej wilgotnosci.

Podczas recznego barwienia immunohistochemicznego przy uzyciu zestawu
CINtec® Histology Kit nalezy postepowac zgodnie ze standardowymi procedurami.

3.1 Odparafinowanie i ponowne uwodnienie

Przed odparafinowaniem nalezy umiesci¢ preparaty w suszarce w temperaturze nie
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wyzszej niz 60°C na przynajmniej 20 minut, lecz nie wiecej niz jedng godzine, w celu
ilosciowego usuniecia wody, poprawy przylegania tkanki do szkietka (,zapiekanie®) i
roztopienia parafiny. Preparaty tkankowe trzeba odparafinowac, aby usungc srodek
do zatapiania. Nastepnie nalezy je ponownie nawodni¢ przed przystgpieniem do
barwienia. Nalezy koniecznie usungcC catg parafine, gdyz pozostatosci srodka do
zatapiania mogg powodowac nasilenie barwienia nieswoistego. Inkubowac¢ preparaty
w temperaturze pokojowej (20-25°C) zgodnie z ponizszg procedurg.

e umiesci¢ na 5 (+1) minut w kapieli ksylenowej;

e powtdrzyc ten etap jeden raz, uzywajac swiezej kgpieli;

e usungc¢ nadmiar ptynu;

e umiesci¢ na 3 (+1) minuty w 95% etanolu;

e powtdrzyc ten etap jeden raz, uzywajac swiezej kgpieli;

e usungc¢ nadmiar ptynu;

e umiesci¢ na 3 (+1) minuty w 70% etanolu;

e powtdrzyc ten etap jeden raz, uzywajac swiezej kgpieli;

e usungc¢ nadmiar ptynu;

e umiesci¢ na przynajmniej 30 sekund w wodzie destylowanej lub
dejonizowane;.

Rozpoczg¢ procedure barwienia zgodnie z opisem w punkcie 3.2, Etap 1:
Odmaskowanie antygenu.

Roztwory ksylenu i alkoholu nalezy wymienia¢ przynajmniej co 40 preparatow.
3.2. Protokot barwienia recznego
Etap 1. Odmaskowanie antygenu

e napemi¢ naczynia do barwienia, np. plastikowe naczynia Coplin,
rozcienczonym roztworem Epitope Retrieval Solution (patrz czes¢ Procedura,
punkt 1.1);

e umiesci¢ naczynia do barwienia zawierajgce odczynnik Epitope Retrieval
Solution w tazni wodnej i ogrza¢ wode wraz z odczynnikiem Epitope Retrieval
Solution do 95-99°C. Na tym etapie nalezy koniecznie dostosowac poziom
wody w tazni, aby zapewni¢ zanurzenie naczyn w wodzie do 80% wysokosci.
Naczynia nakry¢ pokrywami, aby ustabilizowa¢ temperature i zapobiec
parowaniu;

e zanurzy¢ odparafinowane preparaty tkankowe w ogrzanym wczesniej
odczynniku Epitope Retrieval Solution w naczyniach do barwienia; podczas
tej czynnosci temperatura w naczyniach spada zwykle ponizej 90°C;

e doprowadzi¢ taznie wodng i odczynnik Epitope Retrieval Solution w
naczyniach z powrotem do temperatury 95-99°C; sprawdzi¢ temperature
odczynnika Epitope Retrieval Solution w naczyniach;

e inkubowa¢ przez 10 (¥1) minut w temperaturze 95-99°C; rozpoczac
odliczanie czasu dopiero po upewnieniu sie, ze temperatura odczynnika
Epitope Retrieval Solution w naczyniach osiggneta 95-99°C;

e wyjgc cate naczynie z preparatami z tazni wodnej;
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e pozwoli¢, aby preparaty w odczynniku Epitope Retrieval Solution stygty przez
20 (1) minut w temperaturze pokojowej;

e zlac¢ roztwor Epitope Retrieval Solution i przeptukac¢ preparaty rozcienczonym
odczynnikiem Wash Buffer (patrz czes¢ Procedura, punkt 1.2);

e dla uzyskania optymalnego dziatania testu zanurzy¢ preparaty w odczynniku
Wash Buffer na 5 (1) minut po odmaskowaniu antygenu i przed barwieniem.

UWAGA: Odczynnik Epitope Retrieval Solution jest przeznaczony wytgcznie do
jednokrotnego uzytku. Nie nalezy uzywac go ponownie.

Etap 2: Peroxidase-Blocking Reagent

e zastosowac 200 pl odczynnika Peroxidase-Blocking Reagent do przykrycia
preparatu;

e inkubowac przez 5 (1) minut;
e strzgsngc¢ nadmiar ptynu i umiesci¢ preparaty w swiezej kapieli z odczynnika
Wash Buffer na 5 (1) minut.

Etap 3: Primary Antibody lub Negative Reagent Control

e usung¢ nadmiar buforu;

e przykry¢ probke, uzywajgc 200 pl roztworu przeciwciata pierwszorzedowego
(Mouse Anti-Human p16™¢4@|lub Negative Reagent Control);

e inkubowac przez 30 (+1) minut;
e strzgsngc¢ nadmiar ptynu i umiescic preparaty w swiezej kgpieli z odczynnika
Wash Buffer na 5 (1) minut.
Etap 4: Visualization Reagent

e usung¢ nadmiar buforu;
e przykry¢ probke, uzywajgc 200 pl odczynnika Visualization Reagent;
e inkubowac przez 30 (+1) minut;

e strzgsngc¢ nadmiar ptynu i umiesci¢ preparaty w Swiezej kgpieli z buforu na 5
(1) minut;

e powtorzy¢ ten etap dwukrotnie, uzywajgc swiezej kgpieli z odczynnika Wash
Buffer.
Etap 5: Substrate-Chromogen Solution (DAB)
e przykryé¢ prébke, uzywajgc 200 pl odczynnika Substrate-Chromogen Solution
(DAB) przygotowanego zgodnie z procedurg opisang powyzej w punkcie 1.3;
e inkubowac przez 10 (+1) minut;

e strzgsng¢ nadmiar ptynu i przemy¢ delikatnie wodg destylowang lub
dejonizowana.

Zebrac¢ zuzyty odczynnik Substrate-Chromogen Solution (DAB) do pojemnika na
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niebezpieczne odpady do wtasciwej utylizaciji.

Etap 6: Barwienie kontrastowe (instrukcje maja zastosowanie do
hematoksyliny)

e zanurzy¢ preparaty w kapieli z hematoksyliny. Inkubowac przez czas od 2
do 5 minut, w zaleznosci od stezenia stosowanego roztworu hematoksyliny;

e umiesci¢ preparaty w kapieli z wody kranowej i delikatnie przeptuka¢ pod
biezgcg wodg kranowg. Upewni¢ sie, ze usunieto resztki hematoksyliny;

o kroétko, delikatnie przeptukac preparaty w kapieli z wodg destylowang lub
dejonizowana.

UWAGA: W zaleznosci od czasu inkubacji i sity dziatania uzywanej hematoksyliny
jadra komdrkowe po barwieniu kontrastowym beda miaty kolor bladoniebieski do
granatowego. Nadmierne lub niecatkowite barwienie kontrastowe moze utrudniac
prawidtowg interpretacje wynikow.

Etap 7: Zatapianie
Zalecany jest niewodny srodek do trwatego zatapiania. W przypadku srodkow do
trwatego zatapiania na bazie ksylenu konieczna jest procedura odwadniania, np.

e woda destylowana lub dejonizowana

e 3 min w 70% etanolu

e 3 min w 70% etanolu

e 3 min w 96% etanolu

e 3 min w 99% etanolu

e 5 min w ksylenie

e 5 min w ksylenie

W innych przypadkach dopuszcza sie rowniez uzycie wodnego $rodka do zatapiania.
Nalezy przestrzegac instrukcji producenta danego srodka do zatapiania.

UWAGA: Aby ograniczy¢ zanikanie sygnatu, nalezy przechowywac preparaty w
temperaturze pokojowej (20-25°C) i chroni¢ przed swiattem.

VIl. Kontrola jakosci

Stosowanie innych niz zalecane metod utrwalania i dalszego przetwarzania prébek
w laboratorium uzytkownika moze powodowac¢ znaczng zmiennos$¢ wynikéw, przez
co konieczne jest regularne przeprowadzanie wewnetrznych kontroli jakosci.

Dodatnia kontrola tkankowa

Zewnetrzne materiaty do kontroli dodatniej powinny by¢ Swiezymi prébkami z
autopsiji/biopsji/pobranymi chirurgicznie i jak najszybciej utrwalonymi, poddanymi
obrébce i zatopieniu w ten sam sposob jak prébki pobrane od pacjenta. Wyniki
dodatnich kontroli tkankowych potwierdzajg wiasciwe przygotowanie tkanek i
prawidtowg technike barwienia. Podczas kazdej serii barwienia, dla kazdej
konfiguracji testowe] nalezy wykonac jedng zewnetrzng dodatnig kontrole tkankowsg.
Tkanki uzyte jako zewnetrzna kontrola dodatnia powinny byé dobierane sposrod
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preparatéw pacjentébw o znanym dodatnim barwieniu biatka p16™K*e, Jezeli w
kontrolach dodatnich nie uzyska sie dodatniego odczynu, nalezy uznac, ze wyniki
prébek badanych sg niewazne.

Ujemna kontrola tkankowa

Typy komérek o znanym ujemnym wyniku barwienia biatka p16™K42 sg obecne w
wigkszosci skrawkow tkankowych i mozna je wykorzystac jako obszary wewnetrznej
kontroli ujemnej w celu weryfikacji dziatania testu IHC. Jezeli w obrebie ujemnej
kontroli tkankowej wystepuje swoiste barwienie (wynik fatszywie dodatni), nalezy
uznagé, ze wyniki prébek pacjenta sg niewazne.

Nieswoisty odczynnik Negative Reagent Control

Uzy¢ nieswoistego odczynnika Negative Reagent Control do kontroli ujemnej
zamiast przeciwciata pierwszorzedowego na skrawku tkankowym z prébki od
kazdego pacjenta w celu oceny barwienia nieswoistego i umozliwienia lepszej
interpretacji swoistego barwienia w miejscach, gdzie jest obecny antygen.

Jezeli przy zastosowaniu nieswoistego odczynnika Negative Reagent Control
wystepuje swoiste barwienie (wynik fatszywie dodatni), nalezy uznac¢, ze wyniki
prébek od pacjenta sg niewazne.

VIII. Interpretacja wynikéw

Preparaty kontrolne barwione odczynnikiem Negative Reagent Control, stosowanym
w charakterze pierwszorzedowego odczynnika, nie mogg wykazywa¢ swoistego
barwienia.

Dodatni wynik barwienia uzyskany przy uzyciu mysiego przeciwciafa
monoklonalnego skierowanego przeciwko ludzkiemu biatku p16™*“2 (klon E6H4™),
nalezy ocenia¢ w kontekscie wszelkiego nieswoistego barwienia tta uzyskanego przy
uzyciu odczynnika Negative Reagent Control. Podobnie jak we wszystkich testach
immunohistochemicznych, wynik ujemny oznacza, ze antygen nie zostat wykryty, nie
oznacza natomiast, ze antygen ten nie wystepuje w badanych komérkach lub
tkankach.

Podczas interpretacji wynikéw nalezy uwzglednia¢ fakt, ze biatko p16™<*? jest
biatkiem komorkowym, ktore moze ulegac ekspresji na wykrywalnym poziomie w
zmianach dysplastycznych szyjki macicy duzego stopnia i rakach szyjki macicy, jak
réwniez w niektorych stanach niezwigzanych z dysplazjg szyjki macicy, lecz z réznym
nasileniem i wykazujgc rézne wzorce ekspresiji.

Wybarwione preparaty nalezy ocenia¢ w systemie zero-jedynkowym, tj. jako
,dodatnie” lub ,ujemne”.

Ocene ,dodatnig” przyznaje sie, gdy preparat wybarwiony pod katem obecnosci
biatka p16™K4a wykazuje barwienie ciggte komérek w obrebie warstwy podstawne;j i
przypodstawnej nabtonka ptaskiego szyjki macicy, ktéremu towarzyszy¢ moze
barwienie komorek warstw powierzchniowych (,rozproszony wzorzec barwienia”).
Przyktad preparatu ocenionego jako ,dodatni” (,rozproszony wzorzec barwienia”)
mozna znalez¢ w zatgczniku 2, na rysunku 1.

Ocene ,ujemng” przyznaje sie, gdy preparat wybarwiony pod katem obecnosci biatka
pl16™K*a wykazuje ujemne barwienie komérek nabtonka ptaskiego (,ujemny wzorzec
barwienia”) lub barwienie pojedynczych komaérek lub niewielkich zbitek komoérek, tj.,
barwienie nieciggte, zwtaszcza poza obrebem warstwy podstawnej i przypodstawne;j
(,ogniskowy wzorzec barwienia”). Przyktad preparatu ocenionego jako ,ujemny”

REF: 10213370001 19/35 10213370001 IFU PL V1.0



(;ogniskowy wzorzec barwienia”) mozna znalez¢ w zatgczniku 2, na rysunku 2.

Wyniki uzyskane dla preparatéw barwionych po kagtem obecnosci biatka p16™%42 przy
uzyciu zestawu CINtec® Histology Kit nalezy interpretowac w potgczeniu z wynikami
preparatow wybarwionych H&E, przygotowanych z tej samej préobki tkanki szyjki
macicy. Dodatkowe informacje uzyskane dzigki analizie preparatow barwionych przy
uzyciu zestawu CINtec® nalezy wykorzysta¢ wraz ze wstepnym rozpoznaniem
bazujgcym na cechach morfologicznych, postawionym w oparciu o analize
preparatow wybarwionych H&E, do postawienia ostatecznego rozpoznania.

IX. Ograniczenia

Whytgcznie do uzytku profesjonalnego. Do przeprowadzania procedur
immunohistochemicznych wymagane sg specjalne szkolenia.

Interpretacja kliniczna dodatniego lub ujemnego odczynu musi byc¢
prowadzona w kontekscie obrazu klinicznego, morfologii i innych kryteriow
histopatologicznych. Interpretacja kliniczna jakiegokolwiek dodatniego lub
ujemnego odczynu powinna zostaC uzupetniona przez badania
morfologiczne, wykonanie odpowiednich prob kontrolnych dodatnich i
ujemnych zewnetrznych oraz wewnetrznych, jak réwniez innych badan
diagnostycznych. Odpowiedzialnos¢ zwigzana z interpretacjg koncowego
wybarwionego  preparatu  immunohistochemicznego  spoczywa na
wykwalifikowanym patologu, dysponujacym doswiadczeniem obejmujgcym
stosowanie  przeciwciat w  procedurach  immunohistochemicznych,
odczynnikdw i metod interpretacji preparatu immunohistochemicznego na
kazdym etapie jego przygotowania.

Wyniki barwienia immunohistochemicznego zalezg w duzym stopniu od
jakosci barwionych tkanek. Tak wiec nieprawidtowe utrwalanie, przemywanie,
suszenie, ogrzewanie, wycinanie skrawkow lub ich zanieczyszczenie
domieszka innych tkanek istotnie wptywa na catosciowy wynik barwienia i
moze powodowac artefakty, putapkowanie przeciwciat lub wyniki fatszywie
ujemne. Niespéjne wyniki mogg by¢ konsekwencjg zmiennosci metod
utrwalania i zatapiania albo wynikac z nieprawidtowosci samej tkanki.

Nadmierne Ilub niecatkowite barwienie kontrastowe moze utrudniac¢
prawidtowg interpretacje wynikow.

Producent dostarcza przeciwciata/odczynniki, przeznaczone do stosowania
zgodnie z niniejszymi instrukcjami, w rozcienczeniu optymalnym do badan
immunohistochemicznych na przygotowanych preparatach skrawkow
tkankowych. Jakakolwiek niezgodnosc¢ z zalecanymi procedurami testu moze
spowodowac, ze podane oczekiwane wartosci wynikow utracg waznosc.
Nalezy stosowa¢ wiasciwe proby kontrolne i notowa¢ ich wyniki w
dokumentacji. Uzytkownicy, ktorzy nie postepujg zgodnie z zalecanymi
procedurami testowymi, muszg przyjg¢ odpowiedzialnos¢ za interpretacje
wynikow pacjentek w zmienionych warunkach.

Wigzanie biatek lub produktéw reakcji na drodze mechanizméw innych niz
immunologiczne moze by¢ przyczyng wynikow fatszywie dodatnich. Wyniki
fatszywie dodatnie moga rowniez wystgpic¢ na skutek aktywnos$ci podobnej do
peroksydazy (erytrocyty) Ilub aktywnosci peroksydazy endogennej
(cytochrom C).
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e W tkankach, ktére nie zostaly uprzednio przetestowane, odczynniki moga
wykazywacC nieoczekiwane reakcje. Nie mozna catkowicie wykluczy¢
wystgpienia nieoczekiwanych reakcji nawet w przetestowanych tkankach, z
uwagi na zmiennos$¢ biologiczng ekspresji antygenéw w nowotworach lub
innych tkankach patologicznych. Udokumentowane przyktady
nieoczekiwanych reakcji nalezy zgtaszaC Roche mtm laboratories AG.
Informacje na temat wsparcia technicznego podano w czesci poswieconej
danym kontaktowym w sekcji XIlII.

e Nie wolno zastepowa¢ odczynnikbw znajdujgcych sie w zestawie
odczynnikami majgcymi inne numery partii lub odczynnikami innych
producentow.

X. Charakterystyka wynikéw

Skutecznosé kliniczna

Skutecznos¢ kliniczng zestawu CINtec® Histology Kit oceniano w kontrolowanym
badaniu klinicznym przy uzyciu utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie
probek tkankowych z szyjki macicy [21]. Badanie zostato zaprojektowane w celu
wykazania adekwatnosci stosowania zestawu CINtec® Histology Kit w celu
podwyzszenia zgodnosci oceny wynikow przez roznych badaczy i dokfadnosci
rozpoznania srodnabtonkowej neoplazji szyjki macicy duzego stopnia (CIN2+).

Badanie kliniczne przeprowadzono przy uzyciu zebranych retrospektywnie
preparatow wycinkdbw z biopsji sztancowych i konizacji szyjki macicy. Ogoétem
uzyskano 500 prébek z szyjki macicy z dwoch réznych europejskich laboratoriow
patologicznych i wzbogacono o dysplazje duzego stopnia w oparciu o oryginalne
rozpoznanie. Zostaty one wykorzystane do przygotowania preparatow wybarwionych
H&E, oraz odpowiadajgcych im preparatéw, wybarwionych przy uzyciu zestawu
CINtec® Histology Kit, zgodnie z instrukcjami producenta.

Trzech europejskich ekspertéw histopatologii ginekologicznej postawito swoje
niezalezne diagnozy dla kazdego z przypadkéw w oparciu o preparat barwiony
hematoksyling i eozyng. Przypadki, w ktérych wystgpity rozbieznosci, poddano
kolejnemu, wspdlnemu procesowi oceny podczas spotkania ekspertow.
Rozpoznanie wiekszosciowe (przy zgodnosci dwoch z trzech ekspertdow) postuzyto
jako ztoty standard rozpoznania (standard odniesienia) w tym badaniu.

Panel wspotpracujagcych patologéw sktadat sie z dwunastu badaczy (certyfikowanych
patologéw, regularnie badajgcych preparaty patologiczne szyjki macicy) z 4 krajow
europejskich (Francja, Wtochy, Hiszpania i Niemcy). Podczas pierwszego etapu
interpretacji wynikéw kazdy patolog z panelu stawiat indywidualnie rozpoznanie dla
kazdego przypadku wylgcznie na podstawie preparatéw barwionych H&E.
Patologom nigdy nie ujawniano pierwotnego rozpoznania, ani rozpoznania
postawionego w ztotym standardzie. Po odczekaniu ponad 4 tygodni ten sam zestaw
preparatéw wybarwionych H&E (z nowymi etykietami) byt badany ponownie przez
dwunastu patologéw z panelu, w potgczeniu z preparatami barwionymi przy uzyciu
zestawu CINtec® Histology Kit dla kazdego przypadku.

W celu oceny poprawy doktadnosci diagnostycznej tgcznego badania preparatow
szyjki macicy wybarwionych przy uzyciu zestawu CINtec® Histology i preparatéw tej
samej tkanki wybarwionych H&E, w porébwnaniu z badaniem preparatow
wybarwionych wytgcznie H&E, wyniki uzyskane kazdorazowo przez panel patologéw
byly poréwnywane z diagnozg wiekszosciowa, postawiong przez trzech ekspertow
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patologii ginekologicznej.

Wyniki:

Analiza objefa tgcznie 482 przypadki z petnym rozpoznaniem, postawionym przez
wszystkich patologéw, biorgcych udziat w badaniu. Czesto$¢ wystepowania
poszczegolnych kategorii diagnostycznych w oparciu o rozpoznanie wigkszosciowe
postawione na podstawie obserwacji trzech ekspertbw w dziedzinie patologii
ginekologicznej byta nastepujgca: wynik ujemny badania pod katem obecnosci
dysplazji (n=194), CIN1 (n=96), CIN2 (n=69) i CIN3 (n=123).

Dokfadnosé diagnostyczna wykrywania zmian CIN2+

Ogolna czutos¢ wykrywania zmian CIN2+ wzrosta z 1787 (H&E) do 2018 (H&E wraz
z zestawem CINtec® Histology) wynikéw prawdziwie dodatnich wzgledem zmian
CIN2+, przy nieznacznym zmniejszeniu ogoélnej swoistosci z 3088 (H&E) do 3051
(H&E wraz z zestawem CINtec® Histology) wynikow prawdziwie ujemnych wzgledem
<zmian CIN1.

Tab. 1

Poprawa doktadnosci diagnostycznej wzgledem zmian CIN duzego stopnia
(CIN2+) poprzez zastosowanie potgczanego odczytu wynikéw uzyskanych
dla preparatéw wybarwionych H&E oraz przy uzyciu zestawu CINtec®
Histology, w poréwnaniu z odczytem wynikow uzyskanych dla preparatow
wybarwionych wylgcznie H&E. Podano liczbe wynikow prawdziwie dodatnich
i prawdziwie ujemnych oraz fatszywie dodatnich i falszywie ujemnych w
porownaniu z rozpoznaniem wiekszosciowym ekspertow w dziedzinie
patologii (Uwaga: Catkowita zgodnosS¢ z rozpoznaniem wiekszosciowym
postawionym przez ekspertow w dziedzinie patologii oznaczataby 2304
wyniki prawdziwie dodatnie: 192 przypadki zmian CIN2+ x 12 patologéw z

panelu).
Wyniki Wyniki Wyniki Wyniki
prawdziwie fatszywie fatszywie prawdziwie
dodatnie ujemne dodatnie ujemne
H&E 1787 517 392 3088
H&E+CINtec®
Histology 2018 286 429 3051

ANOVA w modelu mieszanym dla pseudowartosci w metodzie scyzorykowej, znana
tez jako metoda Dorfman-Berbaum-Metz (DBM), zostata zastosowana do
sprawdzenia doktadnosci testu CINtec® Histology.

Hipoteza zerowa zaktadajgca, ze doktadnos¢ diagnostyczna rozpoznania zmian
CIN2+ opartego na preparatach wybarwionych H&E oraz przy uzyciu zestawu
CINtec® Histology jest taka sama jak rozpoznania opartego wytgcznie na preparatach
wybarwionych H&E zostata odrzucona przy wartosci p=0,0004 (pole pod krzywa
(AUC) dla preparatow wybarwionych H&E: 0,877; AUC dla preparatow
wybarwionych H&E wraz z zestawem CINtec® Histology: 0,925).

Tab. 2

Charakterystyka wynikéw przy potgczonym odczycie wynikéw uzyskanych
dla preparatéw wybarwionych H&E oraz przy uzyciu zestawu CINtec®
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Histology w poréwnaniu z odczytem wynikow uzyskanych dla preparatow
wybarwionych wylgcznie H&E w celu identyfikacji zmian CIN duzego stopnia
(CIN2+); rozpoznanie wigkszosciowe postawione przez trzech ekspertow w
dziedzinie patologii ginekologicznej, oparte na analizie preparatéw
wybarwionych H&E, stanowito rozpoznanie referencyjne

H&E H&E wraz z zestawem CINtec®
% (95-procentowy Cl) Histology

% (95-procentowy CI)
Czutosé 77,6% (75,8; 79,3) 87,6% (86,2; 88,9)
Swoistosé 88,7% (87,6; 89,8) 87,7% (86,5; 88,8)
PPV 82,0% (80,3; 83,6) 82,5% (80,9; 84,0)
NPV 85,7% (84,5; 86,8) 91,4% (90,4; 92,4)
DLR+ 6,885 (6,256; 7,578) 7,105 (6,494; 7,773)
DLR- 0,253 (0,234; 0,273) 0,142 (0,127; 0,158)

95-procentowy ClI, 95-procentowy przedziat ufnosci; PPV, dodatnia warto$é predykcyjna;
NPV, ujemna warto$¢ predykcyjna; DLR+, wskaznik wiarygodnosci dodatniego wyniku; DLR—
, wskaznik wiarygodnosci ujemnego wyniku

Postugujgc sie rozpoznaniem wigkszosciowym postawionym przez trzech ekspertéw
patologii ginekologicznej jako standardem odniesienia przy zmianach CIN2+,
stwierdzono poprawe czutosci wykrywania o 13% (czutos¢ barwienia H&E wyniosta
77,6% i zostata zwiekszona do 87,6% przy dotgczeniu do rozpoznania preparatow
wybarwionych przy uzyciu zestawu CINtec® Histology).

Zwiekszenie doktadnosci diagnostycznej wykrywania zmian CIN2+ zostato
niezaleznie dowiedzione z istotnoscig statystyczng w podgrupie wycinkow z biopsiji
sztancowej szyjki macicy (n=249; AUC dla barwienia H&E: 0,895; AUC dla
preparatbw wybarwionych H&E wraz z zestawem CINtec® Histology: 0,929;
p=0,0053) i w podgrupie prébek z konizacji szyjki macicy (n=233; AUC dla barwienia
H&E: 0,887; AUC dla preparatéw wybarwionych H&E wraz z zestawem CINtec®
Histology: 0,948; p=0,009).

Zgodnoscé oceny wynikdéw przez réznych badaczy podczas wykrywania zmian CIN2+

Podczas oceny poprawy zgodnosci oceny wynikow przez r6znych badaczy z panelu
patologéw przy wykrywaniu zmian CIN2+ zastosowano statystyke Kappa dla wielu
badaczy przy ocenie rozpoznan postawionych na podstawie barwienia preparatow
pobranych z szyjki macicy przy uzyciu H&E oraz barwienia H&E potgczonego z
barwieniem przy uzyciu zestawu CINtec® Histology.

Tab. 3

Poprawa zgodnosci oceny wynikéw przez r6znych badaczy przy wykrywaniu
zmian CIN2+ na podstawie potgczonego odczytu wynikow preparatéw
wybarwionych H&E oraz przy uzyciu zestawu CINtec® Histology w
poréwnaniu z odczytem wynikow uzyskanych dla preparatéw wybarwionych
wytgcznie H&E. Wartosci kappa zostaly podane jako miara zgodnosci
skorygowana losowo.
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Kategoria diagnostyczna Wyniki Wyniki barwienia Istotnosé
barwienia H&E wraz z statystyczna
H&E — zestawem CINtec®
Kappa — Kappa
CIN2+, wszystkie przypadki 0,580 0,756 p<0,0001
CIN2+, tylko wycinki z biopsiji
sztancowych 0,598 0,748 p<0,0001
CIN2+, tylko wycinki z
konizacji szyjki macicy 0,548 0,765 p<0,0001

Wartosci statystyczne kappa, jako skorygowana losowo miara zgodnosci pomiedzy
patologami z panelu przy wykrywaniu zmian CIN2+, wykazaly znaczacg poprawe
przy analizie preparatow wybarwionych réwnoczesnie H&E oraz przy uzyciu zestawu
CINtec® Histology w poréwnaniu z analizg preparatéw wybarwionych wytgcznie H&E
(zwigkszenie wartosci kappa dla wszystkich przypadkéw z 0,580 do 0,756;
p<0,0001).

Odtwarzalno$¢ oceny wzorca barwienia biafka p16™%42

Oceniono wiarygodno$¢ oceny wzorca barwienia biatka pl16™K*@ w prébkach
tkankowych szyjki macicy jako rozproszonego barwienia pl16™%“-dodatniego,
ogniskowego barwienia p16™K4a-dodatniego lub ujemnego barwienia wzgledem
biatka p16™K4a,

Stwierdzono wysoka odtwarzalno$¢ wynikow miedzy patologami przy ocenie wzorca
barwienia biatka p16™*?jako wyniku dodatniego (rozproszony wzorzec barwienia)
lub ujemnego (ogniskowy wzorzec barwienia lub brak reakcji immunochemicznej).
Wartos¢ kappa (skorygowana losowo miara zgodnosci) dla odtwarzalnosci wynikow
miedzy dwunastoma patologami z panelu podczas oceny wzorca barwienia biatka
pl6™K*a jako wyniku dodatniego (rozproszony wzorzec barwienia) lub ujemnego
(ogniskowy wzorzec barwienia lub brak reakcji immunochemicznej) byta bardzo
wysoka (srednia wartos¢ kappa = 0,899; mediana wartosci kappa = 0,903).

Skutecznos¢ analityczna

Czufo$¢ analityczna

Badanie czutosci przeprowadzono przy uzyciu 3 partii zestawéw CINtec® Histology
Kit. Podczas badania czutosci przeanalizowano trzydziesci pie¢ probek ze zmianami
CIN3+ pozyskanych z biopsji szyjki macicy, w tym 6 probek pozyskanych z biops;ji
szyjki macicy sklasyfikowanych jako zmiany CIN3 i 29 prébek pozyskanych z biops;ji
szyjki macicy sklasyfikowanych jako rak ptaskonabtonkowy.

W pieciu sposrod 6 (83,3%) przypadkéw sklasyfikowanych jako zmiany CIN3
zaobserwowano silne rozproszone barwienie biatka pl6. W jednej prébce ze
zmianami CIN3 pozyskanej z biopsji stwierdzono stabg ekspresje biatka p16; nie
uzyskano jednak jednoznacznego dodatniego sygnatu swoistego dla biatka p16.

W dwudziestu dwoch sposréd 29 (75,9%) przypadkow sklasyfikowanych jako rak
ptaskonabtonkowy zaobserwowano silne rozproszone barwienie swoiste dla biatka
pl6. W pieciu przypadkach raka ptaskonabtonkowego stwierdzono stabg ekspresje
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biatka p16; nie uzyskano jednak jednoznacznego dodatniego sygnatu wzgledem
biatka p16. Tylko dla 2 sposréd 29 (6,9%) przypadkdéw uzyskano catkowicie ujemny
wynik wzgledem biatka pl6. Jest to uzasadniony wynik, gdyz juz wczesniej
odnotowywano, ze w 3-8% przypadkow raka ptaskonabtonkowego barwienie
swoiste wzgledem biatka pl6 daje wynik ujemny [1, 6]. Wynik ten moze
odzwierciedla¢ niewielki odsetek przypadkéw, w ktérych dedyferencjacja i
rearanzacje chromosomowe doprowadzity do inaktywacji lub usuniecia locus genu
p16.

W przypadku wszystkich 3 partii barwienie wykonywane przy uzyciu dobrze
scharakteryzowanego panelu zawierajgcego skrawki tkanek szczurzych z
wykorzystaniem odczynnika Negative Reagent Control dato silne i swoiste
wybarwienie pojedynczych neuronéw w tkankach moézgow szczurzych. Stabe
wybarwienie zaobserwowano réwniez w niektorych komérkach kanalikowych nerek,
pojedynczych makrofagach w Sledzionie oraz pojedynczych makrofagach i
komorkach osocza w jelicie cienkim. Dla pozostatych tkanek z panelu tkanek
szczurzych uzyskano catkowicie ujemny wynik.

Przeciwciato E6H4™ skierowane przeciwko biatku pl6 jest zdolne do ciggtego
barwienia komérek warstwy podstawnej i przypodstawnej, ktoremu towarzyszyé
moze barwienie komoérek warstwy posredniej lub posredniej i powierzchniowej
nabtonka ptaskiego w prébkach ze zmianami duzego stopnia CIN (CIN2, CIN3)
uzyskanych z biopsji szyjki macicy. Odczynnik Negative Reagent Control (NRC)
umozliwia swoiste wykrywanie neuronéw szczurzych.

Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ ™ mysiego przeciwciata klonu E6H4 skierowanego przeciwko ludzkiemu
biatku p16™%42 zweryfikowano, przeprowadzajgc analize Western blot (wynik dodatni
dla lizatu z linii komorkowej Hela; patrz rowniez [1]).

Badanie swoistosci przeprowadzono przy uzyciu 3 partii zestawéw CINtec® Histology
Kit za pomocg dobrze scharakteryzowanego panelu skiadajgcego sie z 90
utrwalonych przy uzyciu obojetnej zbuforowanej formaliny (NBF) prébek tkanek
prawidtowych (30 réznych typéw tkanek) i 54 tkanek nowotworowych innych niz
tkanki szyjki macicy (zebranych w panel wielu tkanek = MTA).

W celu oceny barwienia przy uzyciu przeciwciata swoistego wzgledem biatka pl16
(klon E6H4™) wykonywanego na tkankach prawidtowych przeprowadzono
obserwacje 16 réznych tkanek ujemnych wzgledem biatka p16 [mo6zg, mézdzek,
nadnercze, tarczyca, szpik kostny, serce, przetyk, zotgdek, jelito, okreznica, watroba,
nerki, miesien pragzkowany, skora, mezotelium, szyjka macicy] oraz 14 ro6znych
tkanek dodatnich wzgledem biatka p16 [stabe barwienie: przysadka, ptuco, grasica,
gruczot krokowy; barwienie dodatnie: nerw, jelito, migdatek, trzustka, Sledziona;
barwienie silnie dodatnie: macica, jajnik, sutek, jadro, przytarczyca]. W celu oceny
barwienia przy uzyciu przeciwciata swoistego wzgledem biatka p16 (klon E6H4™)
wykonywanego na tkankach nowotworowych innych niz tkanki szyjki macicy
przeprowadzono obserwacje 22 réznych tkanek nowotworowych ujemnych
wzgledem biatka p16 oraz 32 r6znych tkanek nowotworowych dodatnich wzgledem
biatka p16.

W przypadku wszystkich 3 partii zestawu CINtec® Histology uzyskano wyniki ujemne
dla wszystkich tkanek (prawidtowych i nowotworowych) testowanych przy uzyciu
odczynnika Negative Reagent Control. Mysie przeciwciato monoklonalne przeciwko
szczurzej neurofizynie zwigzanej z oksytocyng nie wykazuje istotnej reakcji z
prébkami ludzkich tkanek prawidtowych i nowotworowych.
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Odtwarzalnos¢

Odtwarzalno$é miedzy cyklami:

Odtwarzalno$¢ miedzy cyklami barwienia przy uzyciu zestawu CINtec® Histology Kit
w protokole barwienia recznego okreslono na podstawie 36 preparatéw
przygotowanych z blokéw tkanek zdiagnozowanych jako zmiany CIN2+. Obszary
dysplastyczne na wszystkich skrawkach wybarwiono z poréwnywalng
intensywnoscig (+/- 0,5 w skali od 0 do 3) we wszystkich cyklach barwienia.
Prawidlowe obszary na wszystkich preparatach nie wykazywaty swoistego
barwienia.

Odtwarzalno$é w obrebie cyklu

Odtwarzalnos¢ w obrebie cyklu okreslono na preparatach wybarwionych przy uzyciu
zestawu CINtec® Histology Kit w protokole barwienia recznego i na aparacie
Autostainer w trzech r6znych dniach. Ogétem wigczono do tego badania trzy bloki
tkankowe zdiagnozowane jako zmiany CIN2+. Kazdego dnia pracowano z jedng
serig preparatow z kazdego bloku. Obszary dysplastyczne na skrawkach z danego
bloku wybarwiono z poréwnywalng intensywnoscig (+/- 0,5 w skali od 0 do 3)
kazdego dnia badania, stosujgc barwienie reczne oraz aparat do barwienia
zautomatyzowanego. Prawidlowe obszary na wszystkich preparatach nie
wykazywaly swoistego barwienia.

Odtwarzalnos$¢ miedzy réznymi partiami

Odtwarzalno$¢ wynikéw barwienia miedzy partiami zestawéw CINtec® Histology Kit
okreslono poprzez barwienie skrawkow tkanek przypadkéw CIN2+ przy uzyciu 3
réznych partii zestawow. Zarébwno reczne, jak i zautomatyzowane barwienie
wykonywano zgodnie z protokotami w instrukcji stosowania. Obszary dysplastyczne
na skrawkach z danego bloku wybarwiono z poréwnywalng intensywnoscig (+/- 0,5
w skali od 0 do 3) przy uzyciu odczynnikdw z wszystkich trzech badanych partii,
stosujgc barwienie reczne oraz aparat do barwienia zautomatyzowanego.
Prawidlowe obszary na wszystkich preparatach nie wykazywaty swoistego
barwienia.

Nalezy pamietac¢, ze metoda oceny intensywnosci barwienia przy uzyciu skali od 0
do 3 byta uzywana wytgcznie na potrzeby oceny skutecznosci analitycznej zestawu
i nie powinna by¢ uzywana w praktyce klinicznej podczas interpretacji wynikow
barwienia skrawkoéw tkanek. Podczas rutynowej interpretacji wynikéw barwienia
preparatéw, w zamian za to nalezy interpretowa¢ wyniki jakosciowo zgodnie z
opisem w czesci VIII.
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XI.

Rozwigzywanie problemow

W celu uzyskania pomocy technicznej nalezy zapoznac¢ sie z sekcjg XIIl., w ktorej

rzedstawiono dane kontaktowe.

Problem Prawdopodobna przyczyna Zalecane postepowanie
1. Brak barwienia |la. Nieprzestrzeganie instrukcji [1la. Nalezy uwaznie przeczytac
preparatow stosowania; instrukcje stosowania i
przestrzegac¢ opisanych w niej
procedur;
2. Skabe 2a. Niedostateczne  odmaskowanie [2a. Uzy¢ Swiezo przygotowanego
barwienie antygenu; roztworu Epitope Retrieval
preparatow Solution i/lub sprawdzi¢, czy

odczynnik Epitope Retrieval
Solution osigga temperature
95-99°C na petne 10 minut
oraz czy jest pozostawiony do
ostygniecia na dalsze 20 minut;

2b. Nieodpowiednie czasy inkubacji |2b. Zapoznac sie z
odczynnikdw; przedstawionymi w punktach
22. | 3.2. zaleceniami
dotyczgcymi protokotu

barwienia,;
2c. Niewtasciwa metoda utrwalania; |2c. Upewni¢ sie, ze tkanki od

pacjenta nie zostaly
nadmiernie utrwalone i ze nie
stosowano utrwalaczy innych

niz zalecane;
2d. Stezenie jondw w wodzie uzytejdo |2d. Nalezy upewni¢ sie, ze
rozcienczenia roztworu do kolumna jonowymienna

odmaskowania antygenu jest zbyt
wysokie;

stosowana do dejonizacji wody
podlega rutynowym zabiegom
konserwacyjnym;
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2e.

Niewfasciwa
odparafinowania;

metoda

2e.

Nalezy pamietac, ze
Zmienianie temperatury
urzgdzen lub czasu
poszczegoélnych etapow
przetwarzania probki przed
analizg moze prowadzi¢ do
niepetnego usuniecia parafiny
z preparatéw tkankowych.
Resztki parafiny mogaq
powodowac¢ nieprawidtowosci
w barwieniu histologicznym, w
tym barwieniu przy uzyciu testu
CINtec® Histology.

Laboratoria histopatologiczne

powinny regularnie
monitorowacé sprzet dla
ograniczenia Zmiennosci
warunkow podczas

przygotowywania preparatow
do barwienia. Zaobserwowanie
wyrazistych granic w obrebie
tkanek poddanych barwieniu
immunochemicznemu lub
innych niezgodnosci wynikow
dowolnego barwienia
immunohistochemicznego
moze wskazywaé na
nieoptymalne lub niepetne
przygotowanie  probki  do
barwienia  przed analiza.
Nalezy w takiej sytuacji
sprawdzi¢, czy sprzet dziata
prawidtowo i czy zastosowano
whasciwe metody
przygotowania  probki  do
analizy;

3. Nadmierne
barwienie tla
preparatow

Niecatkowite usuniecie parafiny;

3a.

Zastosowa¢ Swiezg kapiel
ksylenowg i przeprowadzac
procedure barwienia zgodnie z
opisem przedstawionym w
punktach 2.1./3.1.;

Zatapianie skrawkow z

zastosowaniem

dodatkéw

zawierajgcych skrobieg;

Dodatki zawierajgce skrobie,
stosowane podczas zatapiania
skrawkéw tkankowych, mogg
wykazywac reaktywnos¢
immunochemiczng, powinno
sie wiec ich unika¢;

3c. Niewystarczajgce

szkietek;

przeptukanie

3c.

Zastosowac swiezy roztwor do
kagpieli z buforem i w
tryskawkach;

3d. Wysychanie preparatéw podczas

barwienia;

3d.

Zastosowa¢ komore wilgotna.
Przeciera¢ tylko trzy do
czterech preparatow naraz
przed zastosowaniem
odczynnikdw;
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3e. Niewtasciwa metoda utrwalania;

3e. Nalezy stosowaC wytgcznie

zalecany odczynnik do
utrwalania. Nieprawidtowo
utrwalone tkanki mogaq
wykazywac nadmierne

barwienie tia;

Nieswoiste wigzanie odczynnikdéw
do tkanek;

3f. Sprawdzi¢, jakg zastosowano
metode utrwalania probek i czy
nie wystepuje w nich martwica,

4. Tkanka odkleja
sie od szkietka

4a. Uzycie niewtasciwych szkietek;

4a. Nalezy stosowaC szkietka
SuperFrost® Plus, zgodnie z
zaleceniami  w  niniejszej
instrukcii;

5. Nadmiernie
silne swoiste
barwienie

5a. Niewtasciwa metoda utrwalania;

5a. Nalezy stosowaC wytgcznie
whasciwe substancje
utrwalajgce i metody
utrwalania,

Zbyt  diugie
odczynnikéw;

czasy inkubacji

Nalezy przeczyta¢ zalecenia
przedstawione w punktach 2.2
/ 3.2 powyzej i stosowac sie do
opisanego w nich protokotu
barwienia;

Nieprawidtowy roztwér ptuczacy;

Nalezy stosowa¢ odczynnik
Wash Buffer (10 x) (numer
katalogowy 10215364001).
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XII.

XIII.

XIV.

Symbole

Symbol: Wyjasnienie:
Numer katalogowy
Numer serii

[2)
=
=

Globalny Numer Jednostki Handlowej

Unikalny identyfikator wyrobu

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Producent

Zawiera odczynnik w ilosci wystarczajgcej na <n> testow
Sprawdzi¢ w instrukcji stosowania

Data waznosci

Temperatura przechowywania
Data produkcji

Nie nalezy uzywac ponownie

Dane do kontaktu z dzialem pomocy technicznej (nr
telefonu)

€~ @~k <L[E[E

Zawiera materialy pochodzenia zwierzecego

CONTENT Zawartosc
Producent
Producent: Roche Diagnostics GmbH

Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Germany

https://navifyportal.roche.com

Dane kontaktowe
dziatu pomocy
technicznej

(nr telefonu):

Podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci dziatania mozna
znalez¢ na stronie:

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

+800 5505 6606

Informacje o wersji

Biezgca instrukcja stosowania stanowi wersje 1.0 wydang w czerwcu 2024 r.

Zmiany wzgledem poprzedniej wersji dla produktu 9511 / 06594441001 (2.9, wydanej
w grudniu 2022 r.):
e Zmieniono producenta z Roche mtm laboratories AG na Roche Diagnostics
GmbH, a tym samym nadano nowy numer produktu, 10213370001
o \Wprowadzono zmiany edytorskie
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XV. Wilasnosé¢ intelektualna

CINtec jest znakiem towarowym firmy Roche.

Wszystkie pozostate znaki towarowe stanowig wtasnos¢ odpowiednich wtascicieli.
© 2024 Roche
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Zatacznik 2

Przyktad rozlanego wzorca barwienia

Rys.1: CIN 3

Przyktad ogniskowego wzorca barwienia

Rys.2: Metaplazja ptaskonabtonkowa, zaawansowana
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