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URCENE POUZITIE

Sdprava CINtec p16 Histology je
imunohistochemicka analyza na
kvalitativnu detekciu proteinu p16/NK4a
v tkanivovych rezoch fixovanych
formalinom, zaliatych v parafine
ziskanych z cervikalnych biopsii. Je
uréena na pouzitie v spojeni so
skli¢kami farbenymi H&E pripravenymi
z tej istej vzorky cervikélneho tkaniva
ako pomdcka na zvySenie diagnostickej
presnosti a zhody medzi pozorovate/mi
pri diagnostike cervikalnej
intraepitelidinej neoplézie vysokého
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Obrazok 1. Farbenie skvaméznych
epitelialnych buniek krcka maternice
pomocou CINtec p16 Histology.

stupfa.

Tento produkt by mal interpretovat kvalifikovany patolég v spojeni s histologickym
vySetrenim, relevantnymi klinickymi informéaciami a spravnymi kontrolami.

Tato protilatka je urena na diagnostické pouzitie in vitro (IVD).

SUHRN A VYSVETLENIE

CINtec p16 Histology sa skladé z jednej zlozky: anti-p16/INK4a (EGH4), mysej
monoklonalnej primamej protilatky.

Ako inhibitor od cyklinu zavislej kinézy zohrava p16/NK4a (p16) klagovi Glohu v progresii
bunkového cyklu a bunkovej diferenciécii. !4 Protein p16!NK4a riadi prechod fazou G1-S
sprostredkovany retinoblastémovym proteinom (pRB) a spusta zastavenie bunkového
cyklu v priebehu procesu bunkovej diferenciacie.”.5 V normalnych, terminaine
diferencovanych bunkach, je p16!NK4a exprimovany v nizkych hladinach, ktoré zvyéajne
nie st detegovatelné imunohistochémiou. 5 Vyskumné $tudie identifikovali silnd
nadmem expresiu p16/NK4a v predrakovinovych a rakovinovych tkanivach, ktora tizko
stvisi s expresiou onkoproteinu fudského papilomavirusu (HPV) E7.1,3.6.7.8

IHC detekcia nadmernej expresie p16 mdze poméct pri interpretacii cervikalinych
histologickych vzoriek. Uvadza sa, Ze protein p16 je nadmeme exprimovany v
neoplastickych skvaméznych epitelialinych bunkéach kréka matemice, zatial ¢o sa zistilo,
e vacsinou chyba v norméalnom epiteli a v neoplastickych léziach.2.5.6,7 Pogetné $tidie
skumali korelaciu medzi nadmernou expresiou p16 a pritomnostou cervikalnej
intraepiteliainej neoplazie (CIN).8.9 Nadmema expresia p16 bola pozorovana prakticky vo
vSetkych léziach CIN3 prevazna vécsina lézii CIN2, a typicky u 40 % az 60 %
skvamdznych cervikalnych lézii klasifikovanych ako CIN1 v tkanivovych rezoch farbenych
H&E 813

KLINICKY VYZNAM

Diagnosticka interpretécia vzoriek cervikalnej biopsie predstavuje zaklad pre rozhodnutie
o lie¢be pacienta. CIN1 je histologickym prejavom infekcie HPV. Vo vSeobecnosti sa
odporuca, aby sa pacienti s diagnostikovanymi léziami CIN1 vratili na nasledné
hodnotenie do jedného roka'4 U cervikalneho ochorenia je CIN2 najbeznejie pouzivanym
klinickym prahom pre lie¢bu.'4 U pacientov s diagnostikovanym CIN2 alebo CIN3 sa
odporuca excizna alebo ablativna lie¢ba. Riziko exciznej lie€by pre pacientku v plodnom
veku zahffia nepriaznivé Gginky na budice tehotenstvo. 516,17 Preto je presna
diagnostika CIN a najmé CIN2 a CIN3 déleZita pri rozhodovani o lie¢be pacientky. 18
Morfologicka interpretacia vzoriek cervikalnej biopsie len pomocou H&E podlieha
variabilite medzi pozorovatelmi.'8-25 Viacero $tudii hodnotilo doplnkové pouzitie skligok
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farbenych p16 a vplyv na spolahlivost medzi pozorovatelmi pri diagnostickej interpretacii
vzoriek cervikélnej histolégie patologmi. Vo vietkych tychto Studiach sa diagnosticka
zhoda medzi patoldgmi vyrazne zlepSila, ked sa sklicka farbené p16 interpretovali spolu
so sklickami farbenymi H&E v porovnani s interpretaciou samotného sklicka farbeného
H&E.10,11,13,21,22,26,27,28

Okrem toho sa vo viacerych Studiach hodnotil vplyv na diagnosticku presnost interpretéacie
cervikalnej histologie, ked sa spolu so sklickami farbenymi H&E poutZili aj sklicka farbené
p16. Dijkstra a kol. (2010) preukazali takmer dokonalti zhodu medzi diagnézami
stanovenymi na zéklade podloznych skli¢ok farbenych p16 interpretovanych jednym
patolégom v porovnani s diagnostikovanymi diagnézami stanovenymi panelom odbornych
patolégov iba na zaklade farbenia H&E. 10 Bergeron a kol. hiasili vjznamné zvysenie
diagnostickej presnosti, ked interpretacia zahffiala ako podlozné sklicka farbené p16, tak
aj sklicka farbené H&E v porovnani so samotnou interpretéaciou sklicok farbenych H&E

(p = 0.0004), pricom citlivost na = CIN2 sa zvysila zo 77 % na 87 %.1! V nedéavnej
prospektivnej populacnej $tadii, v ktorej akademické klinické centrum v USA analyzovalo
viac ako 1450 po sebe iddcich pripadov cervikalnej biopsie, sa zistilo, Ze farbenie na p16
Lje uzitoény a spolahlivy diagnosticky doplnok na rozliSenie biopsii s CIN2+ alebo bez
neho".’2 Preto ma adjuvantna interpretécia skligok farbenych H&E obsahuijtcich rezy
cervikalnej biopsie spolu s nasledujucimi preparatmi z rovnakého vzorkovaného tkaniva
imunofarbeného pre p16 potencial vyznamne zlepsit diagnosticku zhodu pri interpretacii
cervikalnych biopsii.

PRINCIP POSTUPU

CINtec p16 Histology je mySia monoklonalna primama protilatka produkovana proti
proteinu p16/NK4a, Protilatka CINtec p16 Histology sa viaze na protein p16/NK4a y
tkanivovych rezoch fixovanych formalinom, zaliatych v parafine (FFPE) a vykazuje
nuklearny a/alebo cytoplazmaticky vzor farbenia. Tuto protilatku je mozné vizualizovat
pomocou detekénej stipravy OptiView DAB IHC Detection Kit (kat. €. 760-700;
06396500001) alebo detekénej supravy ultraView Universal DAB Detection Kit (kat. €.
760-500; 05269806001). Dalsie informécie néjdete v prislusnom metodickom liste.

DODAVANY MATERIAL

CINtec p16 Histology (kat. . 805-4713 / 06695248001) obsahuje dostatok reagencie na
50 testov.

Jeden 5 mL davkovac protilatky CINtec p16 Histology obsahuije priblizne 5.0 ug mysej
monoklonalnej protilatky.

CINtec p16 Histology (kat. ¢. 825-4713 / 06695256001) obsahuje dostatok reagencie na
250 testov.

Jeden 25 mL davkovac protilatky CINtec p16 Histology obsahuije priblizne 25.0 pg mysej
monoklonalnej protilatky.

Tato protilatka sa riedi v Tris-HCI s proteinovym nosi¢om a s 0.10 % konzervaénou latkou
ProClin 300.

Koncentracia Specifickej protilatky je priblizne 1.0 pg/mL. V tomto produkte sa
nespozorovala ziadna reaktivita na ne$pecifické protilatky.

Protilatka CINtec p16 Histology je rekombinantna mysia monoklonalna protilatka
purifikovana zo supematantu bunkovej kultdry.

V prislusnom metodickom liste k detekénej siiprave VENTANA najdete podrobny opis
nasledujtcich bodov: Princip postupu, Material a metody, Ziskavanie a priprava vzoriek
na analyzu, Postupy kontroly kvality, RieSenie problémov, Interpretécia vysledkov a
Obmedzenia.

POTREBNE MATERIALY, KTORE NIE SU SUCASTOU DODAVKY
Farbiace reagencie, napr. detekéné stpravy VENTANA, a pomocné komponenty vratane
skli€ok na negativnu a pozitivnu kontrolu tkaniva nie si si¢astou dodavky.

Nie vSetky produkty uvedené v pribalovom letku musia byt dostupné vo v3etkych
regiénoch. Obratte sa na miestneho zastupcu podpory.

Nasledujlce reagencie a materialy mozu byt potrebné na farbenie, nie st v8ak st¢astou
dodavky:

1. Odportcéané kontrolné tkanivo

2 Kladne nabité mikroskopické sklicka

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

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

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

6.  Antibody Diluent (kat. €. 251-018 / 05261899001)
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7. EZ Prep Concentrate (10X) (kat. €. 950-102 / 05279771001)

8. Reaction Buffer Concentrate (10X) (kat. ¢. 950-300 / 05353955001)
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.  Permanentné montazne médium

16.  Krycie sklicko

17.  Automat na krycie sklicka

18.  Univerzélne laboratére vybavenie

19.  Pristroj BenchMark IHC/ISH

SKLADOVANIE A STABILITA

Po prijati a vtedy, ked sa nepouziva, skladujte pri teplote 2 — 8 °C. Nezmrazuijte.

Po kazdom pouZiti je nutné opétovne nasadit uzaver davkovaca a davkovac hned vlozit
do chladnicky vo zvislej polohe, aby ste zaistili spravnu dodavku reagencie a stabilitu
protilatky.

Kazdy davkovag protilatky ma datum exspiracie. Ak sa reagencia spravne skladuje,
zachovava si svoje vlastnosti az do datumu uvedeného na Stitku. Nepouzivajte reagenciu
po datume exspiracie.

PRIPRAVA VZORIEK

BeZne spracované FFPE tkaniva su vhodné na pouzitie s touto primarnou protilatkou, ak
sa pouziju spolu s detekénymi supravami VENTANA a pristrojmi BenchMark IHC/ISH.
Odportcané ¢inidlo na fixaciu tkaniva je 10 % neutralny pufrovany formalin.29 Rezy maij
byt priblizne 4 um hrubé a poloZené na kladne nabité sklicka. Sklicka sa maju farbit
okamzite, pretoze antigénnost narezanych tkanivovych rezov sa mdze ¢asom znizit.
PoZiadajte zastupcu spoloénosti Roche o kdpiu dokumentu ,Recommended Slide Storage
and Handling®, v ktorom néjdete dalSie informacie.

Odport¢ame spracovat pozitivnu a negativnu kontrolu si¢asne s neznamymi vzorkami.

VAROVANIA A BEZPECNOSTNE OPATRENIA

1. Ur€ené na diagnostické pouZzitie in vitro (IVD).

2 Ur&ené len pre odbornikov.

3. Nepouzivajte po vykonani stanoveného poctu testov.

4 Roztok ProClin 300 sa pouziva ako konzervaéna latka v tejto reagencii. Tato latka je
zaradend ako drazdiva latka a pri kontakte s kozou méZe spdsobit senzibilizaciu. Pri
manipulacii dodrZiavajte primerané bezpe¢nostné opatrenia. Zabrérite kontaktu
reagencii s oami, koZou a so sliznicami. PouZivajte ochranny odev a rukavice.

5. Kladne nabité sklicka mdZu byt citlivé na vplyvy okolitého prostredia, ¢o vedie k
nevhodnému farbeniu. O dalSie informacie o tom, ako pouZivat tieto typy sklicok,
poziadaijte zastupcu spoloénosti Roche.

6. S materidlmi ludského alebo Zivogisneho pdvodu je potrebné zaobchadzat ako
s biologicky nebezpecnym materidlom a ich likvidacia musi zahffiat naleZité
bezpe&nostné opatrenia. V pripade expozicie je potrebné dodrziavat zdravotné
pokyny zodpovednych organov.30.31

7. Zabrarite kontaktu Cinidiel s o€ami a sliznicami. Ak sa Cinidla dostanu do kontaktu
s citlivymi oblastami, zmyte ich velkym mnozstvom vody.

8.  Zabrarite mikrobialnej kontaminacii Cinidiel, pretoZe to moze spdsobit nespravne
vysledky.

9. DalSie informacie o pouzivani tejto pomdcky najdete v pouzivatelskej prirucke
k pristroju BenchMark IHC/ISH a v navodoch na pouZzitie vSetkych potrebnych
komponentov na stranke navifyportal.roche.com.

10.  Informacie o odporii¢anom spdsobe likvidacie ziskate od miestnych a/alebo
Statnych organov.

11.  Oznadenie bezpeénosti produktov v prvom rade zodpoveda usmemeniu GHS EU.
Na poziadanie mozno profesionalnemu pouzivatelovi poskytnit kartu
bezpe&nostnych Udajov.

12. Pri hi&seni podozrenia na zavazné incidenty spojené s touto pomdckou kontaktujte
miestneho zastupcu spoloénosti Roche a kompetentny organ ¢lenského Statu alebo
krajiny, v ktorej ma pouzivatel sidlo.

Tento produkt obsahuje komponenty klasifikované v stlade s nariadenim (ES)

€. 1272/2008 takto:
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Tabufka 1. Informécie o nebezpeénosti.

Nebezpecnost’ Kéd Upozornenie
Vystraha H317 Mbze vyvolat alergicku koznu reakciu.

Skodlivé pre vodné organizmy s dihodobymi
H412 o ;

Ucinkami.
P261 Zabrante vdychovaniu hmly alebo par.
p273 Nevypustajte do prostredia.
P280 Noste ochranné rukavice.
P333 + | Aksa prejavi podrazdenie koZe alebo sa vytvoria
P313 vyrazky: Vyhladajte lekarsku pomoc/starostlivost.
P362 + Kontaminovany odev vyzlecte a pred dalSim
P364 pouzitim vyperte.

Zneskodnite obsah/nadobu v schvalenom zariadeni
P501 e

na likvidaciu odpadu.

Tento produkt obsahuje CAS €. 55965-84-9, reakénu zmes: 5-chloro-2-metyl-2H-izotiazol-
3-6nu a 2-metyl-2H-izotiazol-3-6nu (3:1).

POSTUP FARBENIA

Primame protilatky VENTANA boli vyvinuté na pouZitie v pristrojoch BenchMark IHC/ISH
v kombinacii s detekénymi supravami VENTANA a prisluSenstvom. Odporucané protokoly
farbenia uvadza Tabulka 2 a Tabulka 3 nizSie.

Této protilatka je optimalizovana na uvedené ¢asy inkubacie, ale pouzivatel musi vysledky
ziskané pomocou tejto reagencie overit.

Parametre automatizovanych postupov sa mézu zobrazit, tiadit a editovat podfa postupu
uvedeného v pouzivatelskej prirucke k pristroju. Podrobné informéacie o postupoch
farbenia v imunohistochémii néjdete v prislusnom metodickom liste k detekénej suprave
VENTANA.

Dalsie podrobnosti o spravnom pouziti tejto pomdcky najdete v metodickom liste inline
davkovaca spojenom s P/N 805-4713 alebo P/N 825-4713.

Tabufka 2. Odpordcany protokol farbenia pre protilatku CINtec p16 Histology s
detekénou supravou u/traView Universal DAB Detection Kit v pristrojoch BenchMark
[HC/ISH.

Metoda
Typ postupu ULTRA alebo
e Al ULTRA PLUS
Odstranenie parafinu Zvolené Zvolené Zvolené
Cell Conditioning ULTRA CC1,
(Odmaskovanie égﬁér d Stgr%ér d 64 minat
antigénu) 95°C
i _ 24 minut, 16 minut, 20 minat,
Protilatka (primarna) 37°C 37 °C 36 °C
ultraBlock* 8 minat Neuvadza sa Neuvadza sa
Kontrastné farbivo Hematoxylin I, 4 minaty
Nasledné kontrastné . -
farbivo Bluing, 4 mindty

* Pouzitie Antibody Diluent v kroku ultraBlock.
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Tabufka 3. Odporucany protokol farbenia pre protilatku CINtec p16 Histology

s detek&nou supravou OptiView DAB IHC Detection Kit v pristrojoch BenchMark IHC/ISH.

Metoda
Typ postupu ULTRA alebo
€28 L ULTRA PLUS
Odstranenie parafinu Zvolené Zvolené Zvolené
Cell Conditioning ULTRA CCf1,
(Odmaskovanie 32C rg:nut 45 r(ri:nut 48 minat
antigénu) 100 °C
Inhibitor preprimaej Zvolené Zvolené Zvolené
peroxidazy
Protilatka (primarna) 83?'?? 83?'9 gt, 12321 !,rgjt
Po fixacii* 8 minat Neuvadza sa Neuvadza sa
Kontrastné farbivo Hematoxylin II, 4 minaty
Nasledné kontrastné Bluing. 4 mindt
farbivo 9 Y

* Pouzitie Antibody Diluent v kroku po fixacii Post-Fixative.

Vzhladom na variaciu vo fixacii a spracovani tkaniva a vSeobecné laboratére pristroje
a podmienky prostredia moze byt nutné zvysit alebo znizit inkubéciu primamych
protilatok, Upravu buniek alebo predupravu protedz na zéklade individualnych vzoriek,
pouzitej detekcie a preferencii Gitatela. DalSie informécie o premennych fixacie uvadza
LJImmunohistochemistry Principles and Advances. 32

NEGATIVNA KONTROLNA REAGENCIA

Okrem farbenia pomocou protilatky CINtec p16 Histology je nutné farbit druhé sklicko
prisluSnou negativnou kontrolou.

POZITIVNA KONTROLA TKANIVA

Optiméalna laboratérna prax ma zahffiat pozitivny kontrolny rez na tom istom sklicku, ako
je testované tkanivo. Tato prax pomaha identifikovat pochybenie pri nanaSani reagencii
na skli¢ko. Na kontrolu kvality je najvhodnejSie tkanivo so slabym pozitivnym farbenim.
Kontrolné tkanivo méZe obsahovat pozitivne alebo negativne sa farbiace prvky a moze
sluZit ako tkanivo na pozitivnu aj negativnu kontrolu. Kontrolné tkanivo musi byt nova
autopsia, biopsia alebo chirurgicka vzorka pripravena ¢i fixovana ¢o najskor rovnakym
spdsobom ako testované rezy.

Zname pozitivne kontroly tkaniva sa maju pouzivat len na sledovanie funkcie reagencii

a pristrojov, nie ako pomdcka pri stanoveni konkrétnej diagnézy testovacich vzoriek. Ak
pozitivne kontrolné tkanivo nepreukaze pozitivne zafarbenie, vysledky testovacej vzorky
treba povazovat za neplatné.

Priklady pozitivnych kontrolnych tkaniv pre tdto protilatku st normainy pankreas,
normalna mandfa a karcindm krcka maternice.

V normalnom tkanive mandli je nuklearne a/alebo cytoplazmatické farbenie rozptylenych
skvamdznych epitelidinych buniek primame v kryptovom epiteli a rozptylenych
folikularnych dendritickych buniek v zarodo¢nych centrach a absencia zafarbenia u
vacsiny lymfocytov (mozno pozorovat zafarbenie vzacnych lymfocytov).

INTERPRETACIA FARBENIA/OCAKAVANE VYSLEDKY
Vzor bunkového farbenia pre CINtec p16 Histology je nuklearny a/alebo cytoplazmaticky.

Nadmerna expresia biomarkera p16!NK4a vo vzorkach na cervikainu biopsiu je
predstavovana ako difiizne kontinuaine farbenie buniek bazalnych a parabazalnych
bunkovych vrstiev cervikalneho skvamézneho epitelu, s farbenim alebo bez farbenia
strednych alebo strednych az povrchovych bunkovych vrstiev. Tento suvisly, difdzny vzor
farbenia predstavuje pozitivny stav CINtec p16 Histology. Fokalne farbenie predstavuje
nespojité farbenie izolovanych buniek alebo zhlukov malych buniek, najma nie bazalnych
a parabazalnych buniek. Fokalne zafarbenie a Ziadne zafarbenie p16 predstavuju
negativny stav CINtec p16 Histology. Vzor farbenia p16 a kritéria stavu CINtec p16
Histology st uvedené v Tabulka 4.
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Tabufka 4. Stav CINtec p16 Histology a vzory farbenia p16.

Stav CINtec p16

Histology Vzor farbenia p16

Popis farbenia

Kontinualne farbenie buniek bazalnych
a parabazalnych bunkovych vrstiev
skvamdzneho cervikalneho epitelu, tiez
so zafarbenim strednych alebo
strednych az povrchovych bunkovych
vrstiev.

Pozitivne Difuzne

Farbenie izolovanych buniek alebo
zhlukov malych buniek; t. j. nepretrzité
farbenie, najmé nie bazalnych a
parabazalnych buniek

Ohniskové

Negativne

Negativna farbiaca reakcia v plochom

C. p16 farbenie epitel

SPECIFICKE OBMEDZENIA

CINtec p16 Histology moze demonstrovat farbenie fibroblastov a stipcového epitelu v
cervikalnych tkanivach, ¢o neinterferuje s interpretaciou.

Systém detekcie OptiView je vSeobecne citlivejSi neZ systém detekcie ultraView.
Pouzivatel musi validovat vysledky ziskané pomocou tejto reagencie a detekénych
systémov.

Tkanivo pacienta by malo byt zafarbené do 24 tyzdiov od rezu z bloku tkaniva. Uginnost
farbenia pomocou CINtec p16 Histology na rezoch, ktoré boli skladované pri izbovej
teplote dih3ie ako 24 tyZdriov, nebola overena.

Vizorky by mali byt fixované najmenej 1 hodinu v 10 % NBF, zinonatom formaline alebo
Z-fixe, alebo najmenej 3 hodiny v AFA. PouZitie inych ¢asov fixacie alebo typov fixativov,
ako st odportcané, moze viest k faloSne negativnym vysledkom. Pri tejto analyze sa
neodportca pouzivat alkoholovy formalin a fixativy PREFER.

VSetky analyzy sa nemusia zaregistrovat na kazdom pristroji. Ak chcete ziskat dalSie
informacie, obratte sa na miestneho zastupcu spoloénosti Roche.

CHARAKTERISTIKA VYKONU

ANALYTICKA UCINNOST

Viykonali sa testy zafarbenia na zistenie citlivosti, Specifickosti, presnosti a spravnost

a vysledky su uvedené nizSie.

Citlivost’ a Specifickost’

Analyticka citlivost a Specifickost sa stanovila zafarbenim viacerych pripadov normainych
a neoplastickych ludskych tkaniv pomocou CINtec p16 Histology. Vysledky st uvedené v
Tabulka 5 a Tabulka 6. Mnoho norméalnych tkaniv preukazalo farbenie niekolkych buniek
alebo $pecifickych typov buniek, ako je uvedené. O¢akava sa to kvéli Ulohe proteinu
p16INK4a y regulacii bunkového cyklu.

Tabulka 5. Citlivost/Specifickost CINtec p16 Histology bola stanovena testovanim
normalnych tkaniv FFPE.

Pocet

pozitivnych/

vsetkych Pozitivne bunky v normalnom
Tkanivo pripadov tkanive
Mozog 4/4 Bazélne bunky
Mozocek 3/3 Purkyniove bunky
Nadoblicka 3/3 Adrenokortikalne epiteliaine bunky
Vajeénik 3/3 Stromalne bunky
Pankreas 33 Langerhansove ostrovéeky, aciname

bunky
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Pocet Pocet
pozitivnych/ pozitivnych/
vsetkych Pozitivne bunky v normalnom vsetkych Pozitivne bunky v normalnom
Tkanivo pripadov tkanive Tkanivo pripadov tkanive
L Lymfocyty, folikulame dendriticke Histology, ktory pocita normalne skvamézne (fokalne zafarbenie), endocervikéine
Lymfatické uzlina 33 bunky alebo stromaine zafarbenie buniek ako negativne.
Pristitne teliesko 213 Hlavné bunky L i ) )
— Tabufka 6. Citlivost/Specifickost CINtec p16 Histology bola stanovena pomocou
Podmozgova 3laza 3/3 EpiteliIne bunky predného laloku testovania roznych FFPE neoplastickych tkaniv.
hypofyzy Pot
- - ocet
Semennik 33 Spermatogénne bunky, Leydigove pozitivnychivsetkych
bunky Patoldgia pripadov
Stitna Zlaza 33 Folikularne bunky Glioblastom (mozog) 11
Prsnik 33 Myoepitelidine bunky, luminaine Meningedm (mozog) 111
epitelialne bunky, stromalne bunky - -
Ependymém (mozocek) 1M
. Lymfocyty, folikulame dendritické
Slezina 33 oy Oligodendrogliom (mozodek) 1
, Skvamézne epitelidine bunky, Adenokarciném (hlava a krk) 1M
Mandla 6/6 I S — - -
lymfocyty, folikularne dendritické bunky Karcinom skvamoznych buniek (hlava a krk) on
Tymus 33 Epitelové retikulame bunky, lymfocyty, Ser6zny karciném (vajecnik) 11
Hassallove telieska
: Nador granuléznych buniek (vajecnik) il
Kostna dref 213 Myeloidné bunky -
Teratoém (vajecnik) 11
Pl 33 Pneumocyty, epiteliaine bunky — — —
uca bronchialneho epitelu Pankreaticka neuroendokrinna neoplazia (pankreas) 17
Srdce 0/3 Ziadne pozitivne bunky Duktalny adenokarciném (pankreas) il
Pazerak 33 Skvamozne epitelialne bunky Seminom (semennik) 1N
Zaludok 33 Epitelialne bunky, fundické zfazy Embryonalny karcinom (semennik) 1N
Tenké &revo 3/3 Epitelialne bunky Folikularny karciném (3titna zfaza) 7
Hrubé ¢revo 33 Epitelilne bunky Papilamy karcinom (Stitna Zlaza) 0N
Apendix 03 Ziadne pozitivne bunky Duktalny karcinom in situ (prsnik) 1N
Pecefi 013 Ziadne pozitivne bunky Invazivny duktalny karcindm (prsnik) 11
5 epi ; ' Invazivny lobularny karciném (prsnik 17
Slinna 3faza 33 Prgh’ovanbe eiltelove bunky, serézne y y (prsnik)
acinarne bunky Adendém (nadoblicka) 17
Respiracné epiteliaine bunky, Feochromocytém (nadoblicka) 1
Hitan. tstna dutina 13 pruhované epitelové bunky, slizniéné — - - - -
’ aciname bunky, serézne aciname Diftzny velkobunkovy B-lymfém (slezina) 0/1
bunky Pleomorfny adeném (slinn #aza) 11
Oblicka 313 Tubulame epitalialne bunky, Warthinov tumor (slinna laza) 1
mezangialne bunky glomeruli
Prostata 3/3 Aciname bunky, bazalne bunky Malo.bunkovy karcinom (plut?a) "
Mocovj mechir ™ Urotelové bunky Karciném skvaméznych buniek (pltca) 0/1
Adenokarciném (plt il
Endometrium 33 Endometriaine Zlazové bunky, enokarciném (pluca)
stromalne bunky Karciném skvaméznych buniek (pazerak) 0/1
Kréok maternice? 1/120 Skvamdzne epiteliaine bunky Adenokarciném (pazerak) 17
Kostrovy sval 03 Ziadne pozitivne bunky Adenokarciném (zaludok) 1N
Koza 0/3 Ziadne pozitivne bunky Gastrointestinalny stromalny tumor (Zaludok) 11
Nerv 4/4 Schwannove bunky Adenokarciném (tenke (":revo) on
Mezotel 0/3 Ziadne pozitivne bunky Gastrointestinalny stromalny tumor (tenké ¢revo) 11
ia i Adenokarcindm (hrubé érevo 17
Makké tkanivo 33 Enstqtlehall)ne Eunky, fibroblasty, ( )
uKtaine bunky Adenoskvamazny karcindm (hrubé crevo) 7
a Medzi hOfJnotené tkaniva patri normainy |§réok maternice a chronicka cervicitida. Karcinoidny nador (apendix) 11
Pripady kréka maternice boli interpretované na zaklade algoritmu hodnotenia CINtec
2024-06-20 4710 1011519SK Rev H
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Pocet
pozitivnych/vsetkych

Patolégia pripadov
Hepatocelularny karciném (pecer) 17
Cholangiokarciném (pecen) 011
Karciném renlnych buniek (obli¢ka) 112
Papilarny renalny adeném (oblicka) 17
Adenokarcindm (prostata) 212
Jasnobunkovy karcindm (maternica) 17
Endometrioidny karcindm (matemica) il
Leiomyom (maternica) 0/1
Leiomyosarkém (matemica) 17
Cervikélna intraepitelidina neoplazia | (CIN 1) (kréok 12137
maternice)
CIN I-II, hraniény nizky vs. vysoky stuper (kréok matemice) 2/8
CIN Il (kréok matemice) 52/60
CIN II-11l, vysoky stupen (kréok maternice) 113
CIN 11l (kréok maternice) 65/67
Karcindm skvaméznych buniek (kréok maternice) 73/76
Adenoskvamézny karcindm (kréok maternice) 22
Adenokarcindém (kréok maternice) gl
Neuroendokrinny karciném (kréok maternice) 1N
Alveolarny rabdomyosarkém (sval) 0/1
Myxdm (sval) il
Karciném z bazalnych buniek (koza) gl
Invazivny melaném (koza) gl
Karcindm skvaméznych buniek (koza) 0/1
Schwanndm (periférny nerv) il
Neurofibrosarkém (nerv) il
Anaplasticky velkobunkovy lymfém (lymfatické uzlina) il
Folikularny lymfém (lymfaticka uzlina) il
Hodgkinov lymfém (lymfatické uzlina) il
Urotelovy karciném (mocovy mechur) il
Karcindm skvaméznych buniek (mo€ovy mechdr) 0/1
Plazmocytém (extramedularny) 1N
Mezoteliom (mezotel) 1N
Pleuralny solitamy viaknity nador (Mezotel) 11
Angiosarkém (makké tkanivo) il
Liposarkém (méakkeé tkanivo) 7
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Presnost’ medzi pristrojmi

Boli vykonané dve Studie na posudenie presnosti pristroja. Jedna $tudia bola uskutoénena
na pristroji BenchMark XT a pristroji BenchMark ULTRA za pouzitia detek&nej stipravy
ultraView Universal DAB Detection Kit, a druha Stidia bola uskutoénena na pristroji
BenchMark ULTRA s detekénou stpravou OptiView DAB IHC Detection Kit.

V prvej Studii sa rezy z dvoch viactkanivovych blokov obsahujicich karcinom
skvamdznych buniek kréka maternice, mandlu a pankreas farbili na troch pristrojoch
BenchMark XT a troch pristrojoch BenchMark ULTRA s detekénou supravou uftraView
Universal DAB Detection Kit (5 rezov z kazdého viactkanivového bloku na kazdy pristroj).
Intenzita farbenia p16 bola v rozmedzi 0.5 bodu od stredného skére u 100 % vSetkych
tkaniv pri farbeni v troch pristrojoch BenchMark XT. Intenzita farbenia p16 bola v
rozmedzi 0.5 bodu od stredného skore u 100 % karcindmu skvamdznych buniek kréka
matemnice (15/15), 93 % mandli (14/15) a 93 % pankreasu (14/15) pri farbeni v troch
pristrojoch BenchMark ULTRA. V3etky tkaniva farbené pomocou CINtec p16 Histology
mali prijatelné farbenie pozadia.

V druhej Studii sa presnost testu CINtec p16 Histology stanovila na troch pristrojoch
BenchMark ULTRA pomocou farbenia replik skli€ok v 28 pripadov kréka maternice (osem
u normalneho kréka maternice, Sest CIN1, Sest CIN2, Styri CIN3 a Styri pripady karcinému
krcka maternice) pomocou detekénej stpravy OptiView DAB IHC Detection Kit. Kazdy
pripad bol farbeny na kazdom z troch pristrojov BenchMark ULTRA s kazdou z troch Sarzi
CINtec p16 Histology. Celkovo bolo do $tudie zahmutych devat sklicok zafarbenych
pomocou CINtec p16 Histology (tri $arze CINtec p16 Histology, tri pristroje BenchMark
ULTRA). Kazdé sklicko zafarbené pomocou CINtec p16 Histologysa potom sparovalo so
sklickom zafarbenym H&E z rovnakého pripadu. V3etky podlozné sklicka boli
randomizované a potom vyhodnotené jednym patolégom zaslepenym voéi diagnéze
pripadu na intenzitu zafarbenia p16, pozitivny alebo negativny stav CINtec p16 Histology
a pozadie. Udaje ukézali, ze 97.6 % tkaniv malo skore intenzity farbenia v rozmedzi 0.5
bodu pri vSetkych nastrojoch. Okrem toho 100 % rezov farbenych pomocou CINtec p16
Histology v troch pristrojoch BenchMark ULTRA preukazalo rovnaky stav CINtec p16
Histology. VSetky tkaniva farbené pomocou CINtec p16 Histology mali prijateiné farbenie
pozadia.

Okrem toho, stredna presnost medzi pristrojmi bola uréena v troch pristrojoch BenchMark
ULTRA PLUS farbenim dvoch képii skli¢ok 24 pripadov tkaniva kréka maternice (jedenast
pripadov normalneho kréka maternice, jeden CIN1, dva pripady CIN2, sedem CIN3 a tri
pripady karcinému skvaméznych buniek). Testovacie sklicka boli randomizované a
nasledne vyhodnotené jednym patoldgom zaslepenym voci diagnéze pripadu z hladiska
pozitivneho alebo negativneho stavu CINtec p16 Histology, morfolégie a neSpecifického
farbenia (pozadia). Percento celkovej zhody bolo 99.3 %. VSetky tkaniva farbené
pomocou CINtec p16 Histology mali 100 % prijatelnt morfoldgiu a farbenie pozadia.

Presnost’ medzi Sarzami

Presnost medzi $arzami CINtec p16 Histology sa hodnotila testovanim troch $arzi CINtec
p16 Histology na pristroji BenchMark ULTRA pomocou detekénej sipravy OptiView DAB
IHC Detection Kit. Rezy z kazdej z 26 vzoriek tkaniva z cervikalnej biopsie (Sest
normalnych krékov maternice, Sest CIN1, Sest CIN2, Sest CIN3 a dva pripady karcinému
kréka maternice) boli farbené duplicitne s pouZitim kazdej Sarze CINtec p16 Histology.
Kazdé tkanivové sklicko farbené pomocou CINtec p16 Histology sa sparovalo so
susednym sklickom H&E a negativnym kontrolnym skli¢kom s reagenciou z toho istého
pripadu. Stbory skli¢ok boli randomizované a vyhodnotil ich jeden patolég, ktory nepoznal
diagnézu pripadov a ¢islo $arze protilatky. Stav CINtec p16 Histology (pozitivne = diftizne
farbenie p16, negativne = fokalne alebo Ziadne farbenie p16) bol stanoveny na zéklade
sklicka CINtec p16 Histology. Kategérie CIN [CIN2+ (CIN2, CIN3, adenokarciném in situ
alebo invazivny karcindm kombinovany do jednej kategérie)/CIN1- (Ziadne CIN alebo
CIN1 kombinované do jednej kategdrie)] boli stanovené na zaklade doplnkovej
interpretacie H&E a skli¢ok CINtec p16 Histology. Vysledky dokazuju reprodukovatelnost
CINtec p16 Histology v troch vyrobnych Sarziach protilatky. Vetky pripady vykazovali
100 % pozitivnu a negativnu zhodu pre stav CINtec p16 Histology a 98.7 % zhodu pre
kategériu CIN v ramci troch vyrobnych $arzi. Sthrn tdajov je uvedeny v Tabulka 7.
Farbenie pozadia bolo prijatelné v 100 % farbenych tkaniv.
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Tabufka 7. Reprodukovatelnost medzi Sarzami primarnych protilatok CINtec p16
Histology na vzorkach kréka maternice, merana pomocou stavu CINtec p16 Histology
(pozitivny/negativny) a kategdrie CIN (CIN2+/CIN1-).

Priemerna Priemerna Percento

Reprodukovate | Vyhodnote | pozitivna negativna celkovej
nost nie zhoda zhoda zhody
(n/N) (n/N) (n/N)

Histoldgia 100.0 % 100.0 % 100.0 %

CINtec Stav (352/352) (264/264) (308/308)

Medzi $arzami

Kategoria 98.1 % 98.0 % 98.1 %

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

V ramci dennej opakovatelnosti a kazdodennej presnosti

Celkovo sa uskutocnili tri Stadie, ktoré hodnotili opakovatefhost a presnost na dennej
baze. V prvych dvoch $tudiach patoldg hodnotil tkanivé na zéklade intenzit farbenia p16
(0 - 4) zatial ¢o v tretej Stadii sa hodnotil stav CINtec p16 Histology (pozitivny/negativny) v
cervikalnych biopsiach.

V prvej $tudii sa rezy z dvoch viactkanivovych blokov obsahujucich tri tkaniva (karciném
skvamdznych buniek krcka maternice, mandla, pankreas] farbili na pristroji BenchMark XT
pomocou supravy uftraView Universal DAB Detection Kit. V druhej $tudii sa dva
viactkanivové bloky obsahujice mandlu, pankreas a tri pripady kréka matemice (invazivny
karciném skvaméznych buniek, CIN1-, CIN2+] farbili na pristroji BenchMark ULTRA
pomocou stpravy OptiView DAB IHC Detection Kit. Opakovatelnost CINtec p16 Histology
v ramci diia sa testovala farbenim 14 opakovanych rezov z kazdého viactkanivového
bloku pomocou CINtec p16 Histology. CINtec p16 Histology preSiel kritériami prijatelnosti
50 100 % farbenim tkaniv v rozmedzi 0.5 bodu od priemerného skére intenzity farbenia v
oboch $tudiach. Presnost medzi diiami bola testovana pocas 5 po sebe nenasledujicich
dni v trvani minimalne 20 dni. V oboch $tadiach CINtec p16 Histology preslo kritériami
prijate/nosti so 100 % farbenim tkaniv v rozmedzi 0.5 bodu od stredného skére intenzity
farbenia pre opakovatelnost v ramci diia a presnost medzi diiami. V3etky tkaniva farbené
pomocou CINtec p16 Histology mali prijatelné pozadie.

Tretia $tudia hodnotila 24 vzoriek cervikalneho tkaniva (tri cervikalne karcinémy
skvamoznych buniek, Sest CIN3, Sest CIN2, Sest CIN1, tri normalne pripady kréka
maternice) podla stavu CINtec p16 Histology (pozitivny/negativny) na jednom pristroji
BenchMark ULTRA s detekénou supravou OptiView DAB IHC Detection Kit. Testovanie
prebiehalo po¢as 5 po sebe nenasledujtcich dni v trvani minimalne 20 dni. V kazdy
testovaci def boli dve sklicka z kazdého pripadu zafarbené pomocou CINtec p16
Histology (celkom 150 sklicok) a jedno skli¢ko z kazdého pripadu bolo zafarbené
negativnou kontrolou reagenta (celkom 75 sklicok). Pre analyzy opakovatelnosti v
priebehu diia bol porovnany stav CINtec p16 Histology (pozitivny / negativny) medzi
dvoma hodnotitelnymi podloznymi skli¢kami z rovnakého pripadu zafarbenymi v ten isty
den. PretoZe v tejto Studii sa uvazovalo o 5 drioch, celkovy poget porovnani pre kazdy
pripad s opakovatelnostou v priebehu diia bol 5. Celkovy pocet porovnani pre
kaZdodennu $tudiu presnosti bol 120 = 24 pripadov x 5 porovnani na pripad.

Vysledky naznacili 100 % opakovatelnost v ramci diia a 100 % presnost medzi diiami,
ked sa tkaniva hodnotili na zaklade stavu CINtec p16 Histology. VSetky rezy farbené
pomocou CINtec p16 Histology mali prijatelné farbenie pozadia.

Navyse, opakovatelnost v ramci cyklu bola uréena farbenim 5 sklicok, z ktorych kazdé
bolo z 24 pripadov tkaniva kréka maternice (jedenast pripadov normaineho krcka
maternice, jeden CIN1, dva pripady CIN2, sedem CIN3 a tri pripady karcinému
skvamdznych buniek) v pristroji BenchMark ULTRA PLUS. Testovacie sklicka boli
randomizované a nasledne vyhodnotené jednym patologom zaslepenym voéi diagndze
pripadu z hladiska pozitivneho alebo negativneho stavu CINtec p16 Histology, morfoldgie
a neSpecifického farbenia (pozadia). Percento celkovej zhody bolo 97.5 %. V3etky tkaniva
farbené pomocou CINtec p16 Histology mali 100 % prijatelnd morfoldgiu a farbenie
pozadia.

Navyse, stredna presnost medzi diiami bola uréena farbenim duplikatov skli¢ok

24 pripadov tkaniva kréka matemice (jedenast pripadov normaineho kréka maternice,
jeden CIN1, dva pripady CIN2, sedem CIN3 a tri pripady karcinému skvaméznych buniek)
v pristroji BenchMark ULTRA PLUS v 5 po sebe nenasledujicich diioch v priebehu
najmenej 20-diiového obdobia. Stredna presnost medzi diiami bola 98.8 %. VSetky
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tkaniva farbené pomocou CINtec p16 Histology mali 100 % prijatelni morfoldgiu a
farbenie pozadia.

Presnost’ medzi platformami a detekénej supravy

Presnost analyzy bola demonstrovana na platformach BenchMark ULTRA, BenchMark XT
a BenchMark GX, pomocou detekénej stpravy OptiView DAB IHC Detection Kit a
detekénej stpravy uftraView Universal DAB Detection Kit. Celkovo sa pomocou CINtec
p16 Histology farbilo 186 pripadov kréka maternice a hodnotil sa stav CINtec p16
Histology (pozitivny/negativny) a pozadie (prijatelné/neprijatelné). OPA bol 98.3 — 100 %
pre kazdu parovu kombinaciu platforiem v detekénej stprave a kazdu parovu kombinaciu
detekénych stprav v ramci platformy. Vetky hodnotitelné pripady farbené CINtec p16
Histology mali prijate/né farbenie pozadia.

Navy3e, vykonala sa Studia porovnania vykonu farbenia CINtec p16 Histology pomocou
detekénej stpravy OptiView DAB IHC Detection Kitv pristroji BenchMark ULTRA PLUS v
porovnani s pristrojom BenchMark ULTRA. Farbilo sa stodvadsat (120) pripadov
cervikalneho tkaniva (60 pozitivnych pre CINtec p16 Histology a 60 negativnych pre
CINtec p16 Histology) a farbené sklicka zhodnotil patolég, ktory urcil stav CINtec p16
Histology. Percento celkovej zhody bolo 99.1 %. VSetky tkaniva farbené pomocou CINtec
p16 Histology mali 100 % prijateln morfoldgiu a farbenie pozadia.

Presnost’ v ramci Citatefa a medzi Citatemi

Presnost v ramci Eitatela a medzi Citatelmi sa hodnotila na 50 pripadoch kréka maternice
(16 pripadov norméalneho kréka maternice, 12 CIN1, 12 CIN2, 6 CIN3, a 4 pripady
rakoviny kréka maternice) zafarbenych pomocou CINtec p16 Histology na pristroji
BenchMark ULTRA s detekénou stpravou OptiView DAB IHC Detection Kit.

VSetky sklicka boli randomizované a nasledne vyhodnotené tromi patoldgmi z hladiska
pozitivneho/negativneho stavu CINtec p16 Histology. Patoldgovia boli zaslepeni voci
diagnéze pripadu. Sklicka zafarbené pomocou CINtec p16 Histologyboli znovu
randomizované na druhé vyhodnotenie stavu CINtec p16 Histology kazdym z troch
patologov po Stvortyzdiiovom vymyvacom obdobi. Percento celkovej zhody pre presnost v
ramci Citatela aj medzi Citate/mi pre stav CINtec p16 Histology bola 98.7 %, ako je
uvedené v Tabulka 8.

V/ §tadii presnosti v ramci Citatela a medzi Citatelmi pre kategoriu CIN bolo kazdé sklicko
CINtec p16 Histology sparované so sklickom farbenym H&E z rovnakého pripadu a
sparované slpravy skli¢ok boli randomizované. Kategériu CIN (CIN2+/CIN1-) hodnotili
traja patolégovia na zaklade doplnkove;j interpretacie sklicok farbenych pomocou H&E a
CINtec p16 Histology. Po minimalne 4-tyzdriovom vymyvacom obdobi sa dvojice sklicok
opatovne randomizovali a kazdy z troch patoldgov vykonal druhé hodnotenie kategorie
CIN. Udaje uvedené v Tabulka 8 ukazuijd, 7e percento celkovej zhody pre presnost v
ramci Citatela a medzi Citatelmi pre kategériu CIN bola 98.0 %, respektive 90 %.
Tabufka 8. Presnost analyzy CINtec p16 Histology na vzorkéch kréka maternice v ramci
Citatela a medzi Citatelmi merana podfa stavu CINtec p16 Histology (pozitivny/negativny)
a kategorie CIN (CIN2+/CIN1-).

Priemerna Priemerna Percento
Presnost’ . pozitivna negativna celkovej
Citatela el s zhoda zhoda zhody
(95 % CI) (95 % CI) (95 % Cl)
98.7 % 98.6 % 98.7%
Stav CINt
AV 939-1000 | (93.0-1000 | (940-1000
p16 Histology 0 0 0
Jeden %) ) %)
Citatef 97.4 % 984 % 98.0 %
Kategoria CIN | (89.1-100.0 | (92.6-100.0 | (92.0-100.0
%) %) %)
98.7 % 98.6 % 98.7%
pﬁ’tg‘l’_{gt’\)ﬂfgy (93.1 - (92.3-1000 | (93.9-1000
Medzi 100.0 %) %) %)
Citatelmi
Kateaoria CIN 87.0% 919% 90.0 %
9 (71.8-976%) | (83.0-98.5%)| (80.0-98.0%)

Studia reprodukovatelnosti (Stidia presnosti medzi laboratériami)

Bola dokonéena medzilaboratéma Studia reprodukovatelnosti pre CINtec p16 Histology,
aby sa preukazala reprodukovatelmnost analyzy pri uréovani stavu CINtec p16 Histology a
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kategorie CIN pomocou 27 pripadov kréka maternice (10 bez CIN, 5 CIN1, 5 CIN2, 5
CIN3, a 2 pripady karcinému krcéka maternice) prebiehajuce cez tri pristroje BenchMark
ULTRA iv kazdy z troch po sebe nenasledujdcich dni v troch externych laboratdriach.
Vzorky boli randomizované a hodnotené celkovo Siestimi patologmi (dvaja
patolégovia/pracovisko) na zaklade statusu CINtec p16 Histology (pozitivny/negativny) a
kategorie CIN (CIN2+/CIN1-) na zaklade pridavnej interpretécie sklicok farbenych H&E a
skli¢ok farbenych CINtec p16 Histology. Patolégovia boli zaslepeni voci diagndze pripadu.

Vysledky stavu CINtec p16 Histology a kategérie CIN st uvedené v Tabulka 9 a
Tabulka 10. Okrem toho bola miera prijatelnosti morfolégie a farbenia pozadia pre
véetkych Siestich patolégov na véetkych pracoviskach 96.3 %, respektive 97.1 %. Udaje
naznacuju vynikajicu zhodu v reprodukovatelnosti analyzy na réznych pracoviskach, v

rozne dni a u réznych patologov.

Tabufka 9. Reprodukovatelnost medzi laboratériami: zhoda na stave CINtec p16
Histology (pozitivny/negativny) vzoriek kréka matemice.

Miery zhody pre
Reprodukovatelnost’

Priemerna

Priemerna

(3 po sebe nenasledujuce
dni)

98.2%
(95.9-99.7 %)

(93.3-99.5%
)

medzi laboratériami pozitivna negativna “F(’erc(_en:]o d
(Stav CINtec p16 zhoda zhoda celiovejzhody
Histology)
0,
Medzi pracoviskami 96.2 % o~ 23'99;0 % 953 %
(3 pracoviska) (91.2-99.3 %) (8. _) “ 1 (90.6 - 99.2 %)
Medzi diiami 971 %

97.8%
(95.5-99.5 %)

Medzi ¢itatelmi
(2 patolégovia/pracovisko)

95.5 %

(87.8-100.0
%)

929 %

(82.6-100.0
%)

94.4 %
(87.1-100.0 %)

Tabulka 10.

Reprodukovatelnost medzi laboratériami: zhoda pre kategoriu

CIN (CIN2+/CIN1-) vzoriek kréka maternice na zaklade doplnkovej interpretécie sklicok
farbenych H&E a CINtec p16 Histology.

Miery zhody pre . . . .
Reprodukovatelnost’ Pr|e|_1t1’e ra Prlen:('erna Percento
medzi laboratériami p‘z’ﬁ'o';':a "Z%Z:j‘;na celkovej zhody

(Kategoria CIN)

4.4 9
Medzi pracoviskami 8698 9/:38 94.1 % 94.3 %
(3 pracoviska) (86. | (@67-986%) | (885-986%)
Medzi ditami 96.9 % 96.6 % 96.8 %
3 b leduju - ' i
Ejnir))o sebe nenasledujuce (93-10/0)992 (93.0-99.1%) | (94.0-99.1%)
0,
Medzi &itatefmi 8792'0 9/; 9 94.8 % 94.9 %
(2 patologovialpracovisko) (87. 0/; ) ' (88.6-98.9%)| (89.3-98.7 %)

kazdy z 1100 pripadov. Patoldgom boli tiez poskytnuté nasleduijice klinické informécie:
vek pacienta, vysledok cytologického vySetrenia a vysledok testu HPV (ak boli k
dispozicii). Diskordantné pripady boli vyhodnotené o tretinu XP. Pripady, pre ktoré sa
nedosiahla diagnéza dvoch z troch vacsiny, boli preskimané po¢as hodnotiaceho
stretnutia, ktoré obsahovalo v3etky tri XP. VacSina (alebo konsenzus) vysledkov stanovila
referenénu diagnostiku odvodenu od odbornikov pre kazdy pripad hodnoteny v Studii
(nazyvany XP1 alebo referenéna diagnéza H&E). Po minimalne Stvortyzdfiovom
vymyvacom obdobi vyhodnotili rovnaké XP sklicka farbené H&E aj CINtec p16 Histology
na stanovenie diagnézy: ziadny CIN, LSIL-histologia/CIN1, HSIL-histologia/CIN2, HSIL-
histologia/CIN3, adenokarcindm in situ alebo invazivny karciném, (nazyvané XP2 alebo
H&E + referenéna diagndza CINtec p16 Histology). Postup stanovenia vacsinovych
diagnéz bol rovnaky ako pri stanoveni referenénej diagndzy len na sklickach farbenych
H&E. Na studii sa zu¢astnilo sedemdesiat (70) radou certifikovanych patolégov z celych
Spojenych Statov. V prvom kole (1. kolo, CP1) bolo 1100 pripadov sfarbenych H&E
rozdelenych do Styroch éitacich stborov s 275 pripadmi s porovnatelnym rozdelenim
jednotlivych diagnostickych kategorii na referenénd diagnézu. 70 certifikovanych
patoldgov bolo rozdelenych do Styroch skupin pozostavajucich bud zo 17 alebo 18
patolégov na skupinu. Pre kazdy pripad v ramci im pridelenej supravy na od€itanie boli
patolégom poskytnuté nasledujlce klinické informéacie: vek pacienta, vysledok
cytologického vySetrenia a vysledok testu HPV (ak boli k dispozicii). Dvaja patoldgovia
stanovili svoje nezavislé diagndzy na sklicku farbenom H&E pre kazdy z pridelenych
pripadov: ziadny CIN; CIN1; CIN2; CIN3; adenokarciném in situ alebo invazivny karciném.
Kazdy pripad $tudie individuélne Citalo 17 alebo 18 vSeobecnych patoldgov.

V druhom kole (2. kolo, CP2) patolégovia odCitali sklicka farbené H&E spolu so
sparovanymi zodpovedajucimi sklickami farbenymi CINtec p16 Histology pre rovnaky
subor pripadov v rdmci ich priradenej Citacej sady. Po najmenej 4-tyzdriovom obdobi
vymyvania medzi 1. a 2. kolom kazdy patolog nezavisle stanovil svoje diagnézy: Ziadny
CIN, LSIL-histologia/CIN1, HSIL-histoldgia/CIN2, HSIL-histoldgia/CIN3, adenokarcindm in
situ alebo invazivny karciném. CP zaznamenali stav CINtec p16 Histology (CINtec p16
Histology pozitivne = difiizne farbenie p16; CINtec p16 Histology negativne = fokalne
alebo ziadne farbenie p16) spolu s ich histologickou diagnézou s pouzitim sklicka
farbeného H&E aj sklicka farbeného CINtec p16 Histology. Primarnym cielom tejto Studie
bolo preukazat zlepSenie diagnostickej zhody bez toho, aby bolo ohrozené percento
pozitivnej zhody, t. j. pravdepodobnosti, ze pozitivny vysledok testu bude suhlasit' s
diagnézou = CIN2 (CIN2, CIN3, adenokarcindm in situ, alebo invazivny karciném
skombinované do jednej kategdrie) alebo < CIN1 (ziadny CIN alebo CIN1 skombinované
do jednej kategdrie) na zaklade sklicok farbenych H&E (1. kolo) v porovnani s
interpretaciou sklicok farbenych H&E spolu so sklickami farbenymi CINtec p16 Histology
(2. kolo).

Zlepsenie diagnostickej presnosti odbornych patolégov

ZlepSenie diagnostickej presnosti odbornych patoldgov sa urcilo porovnanim referencnej
diagnézy odborného patoléga H&E (XP1) s odbornym patolégom H&E a referenénou
diagnézou CINtec p16 Histology (XP2). Analyza sa vykonala na zaklade interpretécie
vSetkych 1100 cervikalnych biopsii. ZlepSenie diagnostickej presnosti medzi referencnou
diagnézou H&E odbornymi patoldgmi a referenénou diagnézou H&E a referenénou
diagnézou CINtec p16 Histology odbornymi patolégmi je uvedené v Tabulka 11. Pri
pouziti H&E a CINtec p16 Histology v diagnosticke;j interpretacii cervikalnych biopsii
identifikovali XP 0 23.7 % viac pripadov = CIN2 v porovnani s diagnostickou interpretaciou
pomocou samotného H&E.

KLINICKA UCINNOST
Diagnosticka zhoda

Studia CERvical Tissue Adjunctlve aNalysis (CERTAIN) bola vykonana s cielom
preukazat, ze doplnkové Citanie vysledkov CINtec p16 Histology vedie k zlepSeniu
konzistencie diagnostiky cervikalnej intraepiteliainej neoplazie (CIN), irovne zhody medzi
od¢itaniami Community Pathologists (CP) a Expert Pathologists (XP) tkaniva z punkénej

biopsie kréka matemice.

Klinicka Stadia CERTAIN sa vykonala na 1100 retrospektivne odobratych vzorkach FFPE
cervikalnej punkénej biopsie, ktoré predstavuju populaciu odportc¢anu na kolposkopiu.
Referenéna diagndza odvodena od XP bola stanovena pre kazdy pripad Studie len s
pouzitim skli¢ok farbenych H&E a za poutZitia skli¢ok farbenych H&E a CINtec p16
Histology. Dva XP stanovili svoje nezavislé diagnézy (ziadny CIN, CIN1, CIN2, CIN3,
adenokarcindm in situ alebo invazivny karciném) na zaklade skli¢ok sfarbenych H&E pre
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Tabufka 11. Zhoda medzi referenénou diagnézou H&E a referenénou
diagnézou H&E a CINtec p16 Histology pre vSetky pripady.
Referencna diagnéza H&E
> %
Ziad acls" | swol
u
ne CIN1 | CIN2 | CIN3 rakovin
CIN
a
Ziadne
Referenén | CIN 693 13 4 0 0 710
a diagnoéza
H&E + S| w6 | 12 | 1 0 171
CINtec p16 9
Histology HSIL-
histolégia 30 31 83 69 1 214
1011519SK Rev H
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ACIS*
alebo 0 0 0 0 5 5
rakovina

769 164 91 70 6 1100

Spolu

* ACIS: adenokarcindm in situ

Interpretacia vSeobecného patologa pomocou H&E verzus H&E a
CINtec p16 Histology v porovnani s referenénou diagnézou H&E
odvodenou od odbornikov

Diagnosticka zhoda medzi vSeobecnymi patoldgmi bola stanovena porovnanim vysledkov
vSeobecnych patolégov 1. kola diagnéz H&E (CP1) s referenénou diagndzou H&E
odbomného patoléga (XP1), a porovnanim vSeobecného patoléga v 2. kole diagnéz H&E +
CINtec p16 Histology (CP2) s referencnou diagnézou H&E odborného patologa (XP1).
Miery zhody a intervaly spolahlivosti (Cl) spriemerované pre pripad a Citatela su uvedené
v Tabulka 12. Bolo pozorované $tatisticky vyznamné zvySenie PPA, miera detekcie 1ézii
= CIN2 (+6.8 % s 95 % Cl: 4.7 % to 9.0 %). NavySe percento negativnej zhody (NPA) pre
detekciu < CIN1 sa zvysila 0 1.3 % pri 95 % CI: 0.5 % t0 2.3 %.

Tabulka 12. Miera pozitivnej a negativnej zhody vSeobecnych patolégov sa
odcitala zo skli¢ok farbenych H&E oproti sklickam farbenym H&E a sklickam farbenym
CINtec p16 Histology s referenénou diagnézou H&E odvodenou od odbornikov (XP1).

Cielovy H&E + CINtec . p-
ukazovatel — p16 Histology peacel hodnota
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) (05,2.3) '

Poznamka: Rozdiel sa nerovna 1.4 % z dévodu chyby zaokrihlovania:
H&E = 90.44 %, H&E + CINtec Histology = 91.76 %, Rozdiel = 1.32 %.

Sdhrnny diagram diagnostickej presnosti jednotlivych ¢itatelov — vSeobecnych patoldgov
na diagnostiku = CIN2 verzus < CIN1 pomocou sklicok farbenych len H&E verzus skli¢ok
farbenych H&E spolu s CINtec p16 Histology v porovnani s referenénou diagnézou H&E
odvodenou od odbornikov je zobrazeny na Obrazok 2. Je zobrazené PPA a NPA
(percento negativnej zhody, t. j. zhoda negativneho vysledku testu s < CIN1
prostrednictvom XP1) interpretacie kazdym patolégom pre 1. kolo (len preparaty farbené
H&E — modré kruhy) v porovnani s 2. kolom (sklicka farbené H&E spolu so skli¢kami
farbenymi CINtec p16 Histology — Cervené trojuholniky). Elipsy predikcie signalizuju
rozsah vykonu PPA a NPA ocakavany u vacsiny patologov: 80 % by malo spadat medzi
elipsy a 20 % by malo spadat mimo elipsy. Tieto data ukazuju, ze interpretacia
cervikalnych biopsii pomocou H&E spolu so sklickami farbenymi CINtec p16 Histology
zlepSuje diagnostickll zhodu a znizuje variabilitu medzi Citatelmi.

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

Obrazok 2. Suhrnny diagram diagnostickej zhody (PPA verzus 1-NPA) vSeobecnych
patolégov na diagnostikovanie = CIN2 verzus < CIN1 za pouzitia iba H&E (1. kolo) a
pouzitia H&E + CINtec p16 Histology (2. kolo) v porovnani s referenénou diagnézou
H&E odvodenou od odbornikov (XP1) (80 % elipsy predikcie generované za
predpokladu dvojrozmernej normality).

Interpretacia vSeobecného patoléga pomocou H&E verzus H&E a
CINtec p16 Histology v porovnani s referenénou diagnézou H&E +
CINtec p16 Histology odvodenou od odbornikov

Dalej boli vysledky &itania véeobecnych patolégov pouzivajticich obidve metody (H&E +
CINtec p16 Histology verzus iba H&E) porovnané s referenénou diagnézou (XP2)
stanovenou odbomymi gynekopatoldgmi pomocou sklicok zafarbenych H&E a CINtec p16
Histology. Odborni patolégovia boli zaslepeni vo€i vysledkom ich prvého individuaineho
Citania a konsenzualnej referennej diagnéze H&E. Proces stanovenia konsenzualnych
diagnéz bol rovnaky proces stanovenia referenénej diagnézy H&E, ako je popisané
vysSie.

Vysledky Citania vSeobecného patoldga s pouZitim iba skliok farbenych H&E oproti
sklickam farbenym H&E a CINtec p16 Histology sa analyzovali a porovnali s referenénou
diagnézou H&E a CINtec p16 Histology odvodenou od odbornikov (Tabulka 13). Tieto
(Udaje preukazuju Statisticky vyznamné zvySenie PPA (+11.5 % s 95 % Cl: od 9.3 % do
13.5 %) a NPA (+3.0 % s 95 % Cl: od 2.2 % do 3.7 %).

Tabufka 13. Pozitivna (PPA) a negativna (NPA) miera zhody v§eobecného
patologa sa od¢ita zo skli¢ok farbenych len H&E verzus skli¢ok farbenych H&E a CINtec
p16 Histology s referencnou diagnézou H&E a CINtec p16 Histology odvodenou od
odbomikov (XP2).

Ciefovy H&E + CINtec . -
ukazovatel = p16 Histology il hodnota
PPA 73.3% 84.8 % 115 % < 0001
% (95 % Cl) (69.6, 76.9) (82.1,87.1) (9.3,13.5) '
NPA 922 % 95.2 % 3.0% < 0001
% (95 % Cl) (91.3,93.1) (94.4,96.0) (2.2,3.7) '
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Suhrny diagram diagnostickej presnosti jednotlivych Citatefov — vSeobecnych patolégov
na diagnostiku = CIN2 verzus < CIN1 pomocou skliok farbenych iba H&E verzus skli¢ok
farbenych H&E spolu s CINtec p16 Histology v porovnani s referenénou diagnézou H&E +

1011519SK Rev H



V=NTANA

CINtec p16 Histology odvodenou od odbornikov je zobrazeny na Obrazok 3. Su
zobrazené PPA a NPA interpretacie kazdého patologa pre 1. kolo (len H&E — modré
kruhy) v porovnani s 2. kolom (H&E a CINtec p16 Histology — Gervené trojuholniky). Elipsy
predikcie signalizuji rozsah vykonu PPA a NPA ocakavany u vacsiny patolégov: 80 % by
malo spadat medzi elipsy a 20 % by malo spadat mimo elipsy. Tieto data ukazuju, ze
interpretacia cervikalnych biopsii pomocou H&E spolu so sklickami farbenymi CINtec p16
Histology zlepSuje diagnosticku konzistenciu a zniZuje variabilitu medzi Citate/mi.

100

PPA

50 1

O Round{ ---------- 80% Prediction Ellipse

A Round2 80% Prediction Ellipse
40 I I 1 I I
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Obrazok 3. Suhrnny diagram diagnostickej zhody (PPA verzus 1-NPA) v§eobecnych
patolégov na diagnostikovanie = CIN2 verzus < CIN1 za pouzitia iba H&E (1. kolo) a
pouzitia H&E a CINtec p16 Histology (2. kolo) v porovnani s referenénou diagnézou
H&E + CINtec p16 Histology odvodenou od odbornikov (XP2) (80 % elipsy predikcie
generované za predpokladu dvojrozmernej normality).

Uginnost farbenia CINtec p16 Histology

Sekundamym cielom tejto Studie bola hodnotena Ucinnost zafarbenia analyzy CINtec p16
Histology, ako ju ur€ili vSeobecni patoldgovia poCas skumania sklicok. Pocas $tudie bolo
ziskanych 19250 CINtec p16 Histology stavovych interpretacii od 70 vSeobecnych
patolégov. Hodnotené kritéria Gcinnosti farbenia boli: celkova prijateost farbenia,
prijatelnost farbenia pozadia a morfologicka prijatelnost. Vysledky vykazuju > 99 % mieru
prijatelnosti pre vSetky kritéria farbenia (Tabulka 14).

Tabufka 14. Uginnost farbenia CINtec p16 Histology.

Ciefovy ukazovatel Pocet interpretacii n/N Miera
Prijatelnost farbenia 19074/19250 99.09 %
Morfologické prijatelnost 19249/19250 99.99 %
Prijatelnost pozadia 19249/19250 99.99 %

Zavery

Pouzitie zafarbenych pomocou CINtec p16 Histologyako doplnku k interpretécii sklicok
zafarbenych H&E zvySuje diagnostickil zhodu pri detekcii 16zii CIN (= CIN2) vysokej
kvality na biopsiach krcka maternice. Tato lepSia zhoda je spdsobena zvySenim PPA
(zhoda pozitivneho vysledku testu s diagnézou = CIN2) a NPA (zhoda negativneho
vysledku testu s diagndzou CIN1 alebo Ziadne CIN). Okrem toho sa zlep$uje zhoda
diagndz medzi vSeobecnymi patologmi navzajom a s panelom odbornikov.
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POZNAMKA: Na oznadenie hranice medzi celym &islom a ziomkovymi ¢astami

desatinnej Cislice sa v celom tomto dokumente namiesto desatinnej Ciarky pouZiva bodka.

Na oddelenie tisicok sa nepouzivaju ziadne znaky.
Sdhrn informéacii o bezpec€nosti a vykone najdete tu:
https://ec.europa.eu/tools/eudamed

Symboly

Spoloénost Ventana pouziva okrem symbolov a znaciek uvedenych v norme ISO 15223-1

aj nasledujuce symboly a znacky (dalSie informéacie pre USA: pozri
elabdoc.roche.com/symbols).

GTIN Globalne c¢islo obchodnej jednotky

Pre USA: Upozornenie: Federalny zakon obmedzuje predaj tejto

Rx only pomocky iba prostrednictvom alebo na objednavku lekara.

HISTORIA REVIiZIi

Rev. | Aktualizacie

H Aktualizacie €asti Varovania a bezpecnostné opatrenia, pridané vyhlasenie
Rx only, aktualizované podfa aktualnej Sablony.

DUSEVNE VLASTNICTVO

VENTANA, BENCHMARK, CINTEC, OPTIVIEW a ULTRAVIEW st ochranné znamky
spolo¢nosti Roche. VSetky ostatné ochranné znamky st majetkom ich prislusnych
vlastnikov.

© 2024 Ventana Medical Systems, Inc.

For USA: Rx only

KONTAKTNE UDAJE

ud

Ventana Medical Systems, Inc.

1910 E. Innovation Park Drive
Tucson, AZ 85755

USA

+1 520 887 2155

+1 800 227 2155 (USA)

www.roche.com

[=T=]

Roche Diagnostics GmbH
Sandhofer Strasse 116
68305 Mannheim
Germany

+800 5505 6606
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