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DOMENIU DE UTILIZARE
CINtec p16 Histology este un test
imunohistochimic pentru detectia
calitativa a proteinei p16/NK4a pe
sectiuni de tesut fixate in formalina,
inglobate in parafina, preparate din
biopsii cervicale. Este indicata utilizarea
sa impreuna cu lame colorate H&E
pregétite din aceeasi proba de tesut
cervical ca ajutor la cresterea acuratetei
diagnosticului si a acordului intre
observatori la diagnosticarea neoplaziei
intraepiteliale cervicale de grad ridicat.
Acest produs trebuie interpretat de un patolog calificat impreuna cu examinarea
histologica, informatiile clinice relevante si controalele adecvate.

Acest anticorp este destinat pentru diagnosticarea in vitro (IVD).

REZUMAT $I EXPLICATIE

CINtec p16 Histology contine o singura componenta: anti-p16/NK4a (E6H4), un anticorp
primar monoclonal de soarece.

Fiind un inhibitor de kinazé dependent de ciclina, p16!NK4a (p16) joaci un rol cheie in
progresia ciclului celular si diferentierea celulard.’-4 Proteina p16/NK4a controleaza
tranzitia la faza G1-S mediaté de proteina retinoblastomului (pRB) si declanseaza oprirea
ciclului celular in cursul procesului de diferentiere celulara.! in celulele epiteliale normale
diferentiate terminal, p16!NK42 este exprimata la niveluri scizute, de obicei nedetectate de
analizele imunohistochimice. -5 Studiile de cercetare au identificat supraexprimarea
puternica a proteinei p16/NK4 in tesuturile precanceroase si canceroase ca fiind legaté
strans de exprimarea oncoproteinei E7 a papilomavirusului uman (HPV).1.3,6.7.8

Detectia IHC a supraexprimarii p16 poate ajuta la interpretarea probelor histologice
cervicale. Proteina p16 a fost raportata ca fiind supraexprimata in cazul celulelor epiteliale
scuamoase neoplazice de col uterin si majoritar absenta in cazul leziunilor epiteliale si
non-neoplazice normale.",2.5,6,7 Numeroase studii au investigat corelatii dintre
supraexprimarea p16 si prezenta neoplaziei intraepiteliale cervicale (CIN).89
Supraexprimarea proteinei p16 a fost observata in cazul tuturor leziunilor CIN3, in vasta
majoritate a leziunilor CIN2 si, in mod normal, in 40% péna la 60% dintre leziunile
cervicale scuamoase clasificate ca CIN1 in sectiunile de tesut colorate cu H&E.813

SEMNIFICATIE CLINICA

Interpretarea probelor de biopsie cervicala in vederea diagnosticarii stabileste baza pentru
deciziile privind tratarea pacientilor. CIN1 este manifestarea histologica a unei infectii cu
HPV. In general, se recomanda ca pacientii diagnosticati cu leziuni CIN1 sa revina pentru
evaluare de monitorizare peste un an.™ In cazul bolii cervicale, CIN2 este cel mai utilizat
prag clinic pentru tratament.14 Tratamentul excizional sau terapia ablativa se recomanda
pentru pacientii diagnosticati cu CIN2 sau CIN3. Riscul tratamentului excizional la
pacienta cu potential fertil include efectele adverse asupra sarcinilor viitoare. 1%.16.17 Prin
urmare, diagnosticul precis al CIN si in special al CIN2 si CIN3 este important pentru
deciziile de gestionare a pacientilor. '8

Interpretarea morfologica a probelor de biopsie cervicala doar cu H&E este supusa
variabilitatii intre observatori.'8-25 Mai multe studii au evaluat utilizarea complementar a
lamelor colorate cu p16 si efectul asupra fiabilitatii intre observatori la interpretarea
diagnosticului cu probele histologice cervicale de catre patologi. In toate aceste studii,
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Fig. 1. Colorarea cu CINtec p16
Histology a celulelor epiteliale
scuamoase cervicale.
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acordul privind diagnosticul intre patologi s-a imbunatatit semnificativ cand lamele colorate
cu p16 au fost interpretate impreuna cu lamele colorate cu H&E comparativ cu
interpretarea individual a lamelor colorate cu H&E.10,11,13,21,22,26,27,28

Tn plus, mai multe studii au evaluat efectul asupra acuratetei diagnosticului la interpretarea
histologiei cervicale cand au fost utilizate lame colorate cu p16 impreuna cu lame colorate
cu H&E. Dijkstra et al. (2010) au demonstrat un acord aproape perfect intre diagnosticele
determinate cu ajutorul lamelor colorate cu p16 interpretate de un singur patolog
comparativ cu diagnosticele adjudecate determinate de un panel de patologi exclusiv pe
baza lamelor colorate cu H&E. 10 Bergeron et al. au raportat o crestere semnificativa a
acuratetei diagnosticului la interpretarea care include atat lamele colorate cu p16, cat si
lamele colorate cu H&E, comparativ cu interpretarea doar cu lamele colorate cu H&E

(p = 0.0004) cu o sensibilitate = CIN2 care creste de la 77% pana la 87%."" In cadrul unui
studiu prospectiv, bazat pe populatie, in care un centru clinic academic din SUA a analizat
peste 1450 de cazuri de biopsie cervicala consecutive, colorarea cu p16 s-a dovedit a fi
,un adjuvant de diagnosticare util si de incredere pentru diferentierea biopsiilor cu si fara
CIN2+".12 Prin urmare, interpretarea complementara a lamelor colorate cu H&E care
contin sectiuni de biopsii cervicale impreuna cu lame consecutive din aceeasi proba de
tesut imunocolorata cu p16 are potentialul de a imbunatati semnificativ acordul privind
diagnosticul la interpretarea biopsiilor cervicale.

PRINCIPIUL PROCEDURII

CINtec p16 Histology este un anticorp primar monoclonal de soarece produs pe proteina
p16/INK4a, CINtec p16 Histology adera la proteina p16/NK4a in sectiunile de tesut fixat in
formalin, inglobat in parafina (FFPE) si prezintd un model de colorare nucleara si/sau
citoplasmatica. Acest anticorp poate fi vazut cu ajutorul OptiView DAB IHC Detection Kit
(nr. cat. 760-700; 06396500001) sau u/traView Universal DAB Detection Kit (nr. cat. 760-
500; 05269806001). Pentru mai multe informatii, consultati fisa respectiva de descriere a
metodei.

MATERIALE FURNIZATE

CINtec p16 Histology (nr. cat. 805-4713 / 06695248001) contine reactiv suficient pentru 50
de teste.

Un dozator de 5 mL de CINtec p16 Histology contine aproximativ 5.0 pg de anticorp
monoclonal de soarece.

CINtec p16 Histology (nr. cat. 825-4713 / 06695256001) contine reactiv suficient pentru
250 de teste.

Un dozator de 25 mL de CINtec p16 Histology contine aproximativ 25.0 ug de anticorp
monoclonal de soarece.

Acest anticorp este diluat in Tris-HCI cu proteina transportatoare si 0.10% ProClin 300 cu
rol de conservant.

Concentratia specificd a anticorpului este de aproximativ 1.0 ug/mL. Nu existé nicio
reactivitate nespecifica la anticorpi observata la acest produs.

CINtec p16 Histology este un anticorp monoclonal de soarece recombinant, purificat din
supernatant de cultura celulara.

Consultati fisa adecvata de descriere a metodei din kitul de detectie VENTANA pentru
descrieri detaliate ale: Principiul procedurii, Materiale si metode, Colectarea si pregatirea
probelor pentru analiza, Proceduri de control de calitate, Depanare, Interpretarea
rezultatelor si Limitari.

MATERIALE NECESARE, DAR CARE NU SUNT FURNIZATE
Reactivii de colorare, cum ar fi kiturile de detectie VENTANA si componentele auxiliare,
inclusiv lamele de control de tesut negativ si pozitiv, nu sunt pusi la dispozitie.

Nu toate produsele mentionate in prospect pot fi disponibile in toate zonele geografice.
Consultati reprezentantul de asistenta local.

Reactivii si materialele de mai jos pot fi necesari pentru colorare, dar nu sunt furnizati:
Tesutul de control recomandat

Lame de microscop, incarcate pozitiv

Negative Control (Monoclonal) (nr. cat. 760-2014 / 05266670001)

OptiView DAB IHC Detection Kit (nr. cat. 760-700 / 06396500001)

ultraView Universal DAB Detection Kit (nr. cat. 760-500 / 05269806001)
Antibody Diluent (nr. cat. 251-018 / 05261899001)

EZ Prep Concentrate (10X) (nr. cat. 950-102 / 05279771001)

Reaction Buffer Concentrate (10X) (nr. cat. 950-300 / 05353955001)

LCS (Predilute) (nr. cat. 650-010 / 05264839001)
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10. ULTRALCS (Predilute) (nr. cat. 650-210 / 05424534001)

11.  Cell Conditioning Solution (CC1) (nr. cat. 950-124 / 05279801001)

12. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (nr. cat. 950-224 / 05424569001)
13. Hematoxylin Il (nr. cat. 790-2208 / 05277965001)

14.  Bluing Reagent (nr. cat. 760-2037 / 05266769001)

15.  Mediu de montare permanenta

16. Lamela de acoperire

17.  Dispozitiv automat de aplicare a lamelei de acoperire

18.  Echipament de laborator de uz general

19.  Instrument BenchMark IHC/ISH

DEPOZITARE $I STABILITATE

La primire, si atunci cand nu este in uz, a se depozita la 2-8 °C. A nu se congela.

Pentru a asigura administrarea corecta a reactivului si stabilitatea anticorpului, inlocuiti
capacul dozatorului dupa fiecare utilizare si introduceti imediat dozatorul in frigider, in
pozitie verticala.

Fiecare dozator de anticorpi are marcata data expirarii. Daca este stocat in mod adecvat,
reactivul este stabil pana la data trecuta pe eticheta. Nu utilizati reactivul dupa data
expirarii.

PREGATIREA PROBELOR

Tesuturile FFPE prelucrate de obicei sunt adecvate utilizarii cu acest anticorp primar la
utilizarea cu kiturile de detectie VENTANA si instrumentele BenchMark IHC/ISH. Fixatorul
de tesut recomandat este formalina neutra tamponata 10%.29 Sectiunile trebuie taiate la
aproximativ 4 um grosime si montate pe lame incarcate pozitiv. Lamele trebuie colorate
imediat, deoarece antigenicitatea sectiunilor de tesut taiate se poate reduce in timp.
Solicitati reprezentatului dvs. Roche un exemplar al ,Recommended Slide Storage and
Handling” pentru informatii suplimentare.

Se recomanda testarea controalelor pozitive si negative simultan cu probele necunoscute.

AVERTIZARI S| MASURI DE PRECAUTIE

1. Pentru diagnosticarea in vitro (IVD).

2. Doar pentru uz profesional.

3. Anu se depasi numarul de teste specificat.

4. Solutia ProClin 300 este utilizata pe post de conservant in acest reactiv. Este
clasificata ca iritant si poate provoca sensibilizarea prin contactul cu pielea. La
utilizare, luati masuri de precautie rezonabile. Evitati contactul reactivilor cu ochii,
pielea si membranele mucoase. Utilizati imbracéminte si manusi de protectie.

5. Lamele incarcate pozitiv pot fi susceptibile la factori de mediu care duc la colorarea
inadecvata. Cereti reprezentantului dvs. Roche mai multe informatii privind modul
de utilizare a acestor tipuri de lame.

6.  Materialele de origine umana sau animala trebuie considerate materiale care
prezintd pericol biologic si eliminate cu masurile de precautie adecvate. in cazul
expunerii, trebuie respectate instructiunile de sénatate comunicate de autoritétile
responsabile. 30,31

7. Evitati contactul reactivului cu ochii si membranele mucoase. Dacé reactivii intré in
contact cu zonele sensibile, spalati-le cu apa din abundenta.

8.  Evitati contaminarea microbian a reactivilor, deoarece aceasta poate duce la
obtinerea unor rezultate incorecte.

9. Pentru mai multe informatii privind utilizarea acestui dispozitiv, consultati ghidul de
utilizare a instrumentului BenchMark IHC/ISH si instructiunile de utilizare a tuturor
componentelor necesare de la navifyportal.roche.com.

10.  Consultati autoritatile locale si/sau de stat cu privire la metoda de eliminare
recomandata.

11.  Etichetarea de securitate a produsului respecta in principal instructiunile GHS din
UE. Fisa cu date de securitate este disponibila utilizatorilor profesionisti la cerere.

12.  Pentru a raporta suspiciunile privind incidentele grave referitoare la acest dispozitiv,
contactati reprezentantul local Roche si autoritatea competenté a Statului Membru
sau a Tarii in care este stabilit utilizatorul.

Acest produs include componente clasificate dupa cum urmeaza conform Regulamentului

(CE) nr. 1272/2008:
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Tab.1.  Informatii privind pericolele.
Pericol Cod Declaratie
Avertizare | H317 Poate provoca o reactie alergica a pielii.
H412 Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P261 Evitati sa inspirati ceata sau vaporii.
p273 Evitati dispersarea in mediu.
P280 Purtati manusi de protectie.
P333 + In caz de iritare a pielii sau de eruptie cutanata:
P313 Consultati medicul.
P362 + Scoateti imbracamintea contaminata si spalati-o
P364 inainte de reutilizare.
Eliminati continutul/recipientul la o groapa de gunoi
P501 PR
autorizata.

Acest produs contine CAS nr. 55965-84-9, masa de reactie ce contine: 5-cloro-2-metil-2H-
izotiazol-3-ona si 2-metil-2H-izotiazol-3-ond (3:1).

PROCEDURA DE COLORARE

Anticorpii primari VENTANA au fost dezvoltati pentru a fi utilizati pe instrumentele
BenchMark IHC/ISH impreund cu kiturile de detectie si accesoriile VENTANA. Consultati
Tab. 2 si Tab. 3 de mai jos pentru protocoalele de colorare recomandate.

Acest anticorp a fost optimizat pentru timpi de incubare specifici, dar utilizatorul trebuie sa
valideze rezultatele obtinute cu acest reactiv.

Parametrii pentru procedurile automate pot fi afisati, tipariti si editati conform procedurii din
ghidul de utilizare a instrumentului. Consultati fisa adecvata de descriere a metodei
aferent kitului de detectie VENTANA pentru mai multe detalii referitoare la procedurile de
colorare din imunohistochimie.

Pentru mai multe detalii referitoare la utilizarea adecvata a acestui dispozitiv, consultati
fisa de descriere a metodei pentru dozatorul utilizat in linie, asociat cu P/N 805-4713 sau
P/N 825-4713.

Tab.2.  Protocolul de colorare recomandat pentru CINtec p16 Histology cu uftraView
Universal DAB Detection Kit pe instrumente BenchMark IHC/ISH.
Metoda
Tipul de procedura - o Ul:_l:rLiApT_aJs
Deparafinare Selectat(&) Selectat(d) Selectat(a)
Cell Conditioning ULTRA CC1,
(Demascars Sondid | sandge | Smve
Anticorp (primar) 243r;iggte, 163r;1i£1g[e, 203r2i£18te,
ultraBlock* 8 minute n/a nfa
Contracoloratie Hematoxylin I, 4 minute
Post-contracolorare Bluing, 4 minute

* Utilizati Antibody Diluent la pasul ultraBlock.
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Tab. 3.  Protocolul de colorare recomandat pentru CINtec p16 Histology cu OptiView
DAB IHC Detection Kit pe instrumente BenchMark IHC/ISH.
Metoda
Tipul de procedura ULTRA sau
X XT ULTRA PLUS
Deparafinare Selectat(a) Selectat(a) Selectat(a)
Cell Conditioning ULTRA CCf1,
(Demascarea 32Cn(1€r1hte 48Cn(1:ir11ﬁte 48 minute
antigenului) 100 °C
Inhibitor de peromdaza Selectat(d) Selectat(a) Selectat(d)
preprimar
. . 8 minute, 8 minute, 12 minute,
Anticorp (primar) 37°C 37°C 36 °C
Post-fixator* 8 minute n/a n/a
Contracoloratie Hematoxylin Il, 4 minute
Post-contracolorare Bluing, 4 minute
* Utilizarea Antibody Diluent la pasul post-fixator.

Din cauza variatiilor de fixare si prelucrare a tesutului, cat si a conditilor generale ale
instrumentelor de laborator si de mediu, poate fi necesara cresterea sau reducerea
incubarii anticorpilor primari, conditionrii celulei sau pretratarii cu proteaza pe baza
probelor individuale, a detectiei utilizate si preferintelor cititorului. Pentru mai multe
informatii privind variabilele de fixare, consultati /mmunohistochemistry Principles and
Advances”.3?

CONTROL CU REACTIV NEGATIV

in plus fata de colorarea cu CINtec p16 Histology, o a doua lama trebuie colorata cu
reactivul de control negativ adecvat.

CONTROL DE TESUT POZITIV

Practica de laborator optimd este aceea de a include o sectiune de control pozitiv pe
aceeasi lama cu tesutul de test. Acest lucru ajuta la identificarea oricéror esecuri prin
aplicarea reactivului pe lama. Tesutul cu colorare pozitiva slaba este cel mai bun pentru
controlul de calitate. Tesutul de control poate contine elemente de colorare atét pozitive
cét si negative si serveste in calitate de control pozitiv dar si negativ. Tesutul de control
trebuie sa fie 0 proba obtinuta prin autopsie, biopsie sau interventie chirurgicala recenta,
preparata sau fixata cat mai repede posibil, in mod identic cu sectiunile de testare.

Controalele de tesut pozitiv cunoscut pot fi utilizate doar pentru monitorizarea
performantelor reactivilor si instrumentelor, nu ca mijloc auxiliar de determinare a
diagnosticelor specifice ale probelor de testare. Daca controalele de tesut pozitiv nu
demonstreaza colorarea pozitiva, rezultatele probei de testare trebuie considerate
nevalide.

Exemple de tesuturi de control pozitiv pentru acest anticorp il reprezinta tesutul pancreatic
normal, tesutul amigdalian normal si tesutul de carcinom cervical.

Tn cazul tesutului amigdalian normal, este prezenta colorarea nucleara si/sau
citoplasmatica a celulelor epiteliale scuamoase dispersate in principal in epiteliul criptic si
celulele dendritice foliculare dispersate din centrele germinale, iar colorarea este absenta
in majoritatea limfocitelor (poate fi observata colorarea limfocitelor rare).

INTERPRETAREA COLORARII/REZULTATE PRECONIZATE

Modelul de colorare celulara pentru CINtec p16 Histology este cel nuclear sifsau
citoplasmatic.

Supraexprimarea biomarkerului p16!NK4a in cazul probelor de biopsie cervicala este
reprezentatd ca o colorare continua difuza a celulelor straturilor celulare bazale si
parabazale ale epiteliului scuamos cervical, cu sau fara colorarea straturilor celulare
intermediare sau de la intermediare la superficiale. Acest model de colorare continuu si
difuz reprezinta starea CINtec p16 Histology pozitiva. Colorarea focala este reprezentata
de colorarea necontinua a celulelor izolate sau a aglomerérilor de celule mici, in special
nu cea a celulelor bazale si parabazale. Colorare focala si lipsa coloratiei p16 reprezinta
starea negativa a CINtec p16 Histology. Criteriile privind modelul de colorare p16 si starea
CINtec p16 Histology sunt prezentate in Tab. 4.
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Tab.4. Starea CINtec p16 Histology si modelele de colorare p16.
Starea CINtec p16 | Model de colorare . .
: Descrierea coloratiei
Histology p16 g
Colorarea continua a celulelor
straturilor celulare bazale si parabazale
. ale epiteliului mos cervical, cu sal
Pozitiva Difuz le epiteliului scuamos cervical, cu sau
fara colorarea straturilor celulare
intermediare sau de la intermediare la
superficiale
Coloratia celulelor izolate sau a
aglomerarilor de celule mici; si anume,
Focal s s S J !
o coloratie fara continuitate, in special
Negativa nu cea a celulelor bazale si parabazale
s . O reactie de coloratie negativa in
Fara coloratie p16 L ;
’ epiteliul scuamos
LIMITARI SPECIFICE

CINtec p16 Histology poate demonstra colorarea fibroblastomului sau a epiteliului
columnar in cazul tesuturilor cervicale, care nu interfereaza cu interpretarea.

Tn general, sistemul de detectie OptiView este mai sensibil decat sistemul de detectie
ultraView. Utilizatorul trebuie s& detecteze rezultatele obtinute cu acest reactiv si
sistemele de detectie.

Tesutul de la pacient trebuie colorat in interval de 24 saptamani de la sectionarea din
blocul de tesut. Performanta colorarii cu CINtec p16 Histology pe sectiunile care au fost
depozitate la temperatura camerei pentru mai mult de 24 saptamani nu a fost verificata.
Probele trebuie fixate timp de cel putin 1 ora in 10% NBF, formalina de zinc ori Z-fix sau
cel putin 3 ore in AFA. Utilizarea altor durate de fixare sau a altor tipuri de fixatori decét
cei recomandati poate genera rezultate fals negative. Alcool-formalina si fixatorii PREFER
nu sunt recomandati pentru aceasta analiza.

Este posibil s nu fie inregistrate toate testele pe fiecare instrument. Pentru mai multe
informatii, contactati reprezentantul dvs. local Roche.

CARACTERISTICILE DE PERFORMANTA

PERFORMANTA ANALITICA

Au fost desfasurate teste de colorare pentru sensibilitate, specificitate, precizie si
acuratete, rezultatele fiind mentionate mai jos.

Sensibilitate si specificitate

Sensibilitatea si specificitatea analitice au fost determinate prin colorarea mai multor
cazuri de tesuturi umane normale si neoplazice cu CINtec p16 Histology. Rezultatele sunt
prezentate in Tab. 5 si Tab. 6. Multe dintre tesuturile normale au demonstrat colorarea
catorva celule sau a unor tipuri de celule specifice, dupa cum a fost mentionat. Acest lucru
este preconizat datoritd rolului proteinei p16!NK4a in reglarea ciclului celular.

Tab.5. Sensibilitatea/specificitatea CINtec p16 Histology a fost determinata prin
testarea tesuturilor normale FFPE.
Nr. cazuri
pozitive/total
Tesut cazuri Celule pozitive in tesut normal
Creierul mare 4/4 Celule gliale
Creierul mic 313 Celule Purkinje
Glanda suprarenala 313 Celule epiteliale adrenocorticale
Ovar 313 Celule stromale
Pancreas 313 Insulele Langerhans, celule acinare
Ganglion limfatic 3/3 Limfocite, celule dendritice foliculare
Glanda paratiroida 2/3 Celule principale
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Nr. cazuri Tab.6. Sensibilitatea/Specificitatea CINtec p16 Histology a fost determinata prin
pozitiveltotal testarea tesuturilor neoplazice FFPE.
Tesut cazuri Celule pozitive in tesut normal Nr. cazuri
- Celule epiteliale ale glandei pituitare pozitiveltotal
Glanda pituitara 33 anterioafe 9 P Patologie cazuri
Testicul 313 Celule spermatogenice, celule Leydig Glioblastom (Creierul mare) 11
Tiroida 33 Celule foliculare Meningiom (Creierul mare) 111
San 1 Celle mioepiteliale, celule epiteliale Ependimom (Creierul mic) "
luminale, celule stromale Oligodendrogliom (Creierul mic) 17
Splina 313 Limfocite, celule dendritice foliculare Adenocarcinom (Cap si gat) 1M
Amigdal 6/6 Celule epiteliale scuamoase, limfocite, Carcinom cu celule scuamoase (Cap si gat) 0/1
celule dendritice foliculare
- ——— Carcinom seros (Ovar) 7
T 33 Celule reticulare epiteliale, limfocite, -

Imus corpusculi Hassal Tumor4 cu celule granulare (Ovar) 11
Maduva osoasa 23 Celule migloide Teratom (Ovar) 1N
Plaman 33 Pneumocite, celule epiteliale bronhiale Neoplasm pancreatic neuroendocrin (Pancreas) 11
Cord 0/3 Fara celule pozitive Adenocarcinom ductal (Pancreas) il
Esofag 33 Celule epiteliale scuamoase Seminom (Testicul) 1"
Stomac 313 Celule epiteliale, glande fundice Carcinom embrionar (Testicul) 1N
Intestinul subtire 33 Celule epiteliale Carcinom folicular (Tiroidd) 1N
Intestinul gros 313 Celule epiteliale Carcinom papilar (Tiroida) on
Apendice 013 Fara celule pozitive Carcinom ductal in situ (San) 1"
Ficat 0/3 Fara celule pozitive Carcinom ductal invaziv (San) 11

_— Celule epiteliale ale canalelor striate, Carcinom lobular invaziv (San) 1"
Glanda salivara 33 lule aci
celule acinare seroase Adenom (Glanda suprarenal) 11
, , Celule epiteliale respiratorii, celule Feocromocitom (Glanda suprarenals) 11
Faringele/cavitatea e epiteliale ale canalelor striate, celule . - ——
bucala acinare mucoase, celule acinare Limfom difuz cu celule B mari (Splina) 01
seroase Adenom pleomorf (Glanda salivara) 1M
Rinichi 33 Celule epiteliale tubulare, celule Tumora Warthin (Glanda salivara) 11
mesangiale glomerulare
i lule mici (Plama 1M
Prostata 313 Celule acinare, celule bazale Carcinom cu celule mic (Plaman) /
i lul Plama 1
Vezich 33 Celule uroteliale Carcinom cu celule scuamoase (Plaman) 0/
; Adenocarcinom (Plaméan) 11
Endometru 33 Celule glandulare endometriale, celule .
stromale Carcinom cu celule scuamoase (Esofag) on
Col uterin @ 1/120 Celule epiteliale scuamoase Adenocarcinom (Esofag) A
Muschi scheletic 0/3 Fara celule pozitive Adenocarcinom (Stomac) 17
Piele 0/3 Fara celule pozitive Tumora stromald gastrointestinala (Stomac) 11
Nerv 4/4 Celule Schwann Adenocarcinom (Intestin subtire) 01
Mezoteliu 0/3 Fara celule pozitive Tumora stromald gastrointestinala (Intestin subtire) i
Celule endoteliale, fibroblastoame, Adenocarcinom (Intestin gros) 1N
Tesut moale 3/3 lule ductal
celule ductale Carcinom adenoscuamos (Intestin gros) 1M
a Tgsuturile e\_/aluate includ colul uterin pormql si cervilclita cronica. Qazurile dg col Tumors carcinoidé (Apendice) 1"
uterin au fost interpretate pe baza algoritmului de stabilire a scorului CINtec Histology, - -
care considers colorarea celulelor scuamoase normale (colorare focal3), a celulelor Carcinom hepatocelular (Ficat) 17
endocervicale sau stromale ca fiind negativa. Colangiocarcinom (Ficat) on
Carcinom renocelular (Rinichi) 112
Adenom papilar renal (Rinichi) 7
Adenocarcinom (Prostata) 22
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Nr. cazuri
pozitive/total
Patologie cazuri
Carcinom cu celule clare (Uter) 1N
Carcinom endometrioid (Uter) 17
Leiomiom (Uter) 0/1
Leiomiosarcom (Uter) 17
Neoplazie intraepiteliald cervicala | (CIN ) (Col uterin) 12137
CIN I-Il, grad scazut vs. grad inalt (Col uterin) 2/8
CIN Il (Col uterin) 52/60
CIN II-11l, grad inalt (Col uterin) 113
CIN I (Col uterin) 65/67
Carcinom cu celule scuamoase (Col uterin) 73176
Carcinom adenoscuamos (Col uterin) 2/2
Adenocarcinom (Col uterin) 1N
Carcinom neuroendocrin (Col uterin) 1N
Rabdomiosarcom alveolar (Muschi) on
Mixom (Muschi) gl
Carcinom bazocelular (Piele) gl
Melanom invaziv (Piele) gl
Carcinom cu celule scuamoase (Piele) 0/1
Schwannom (Nervul periferic) gl
Neurofibrosarcom (Nerv) gl
Limfom anaplazic cu celule mari (Ganglion limfatic) gl
Limfom folicular (Ganglion limfatic) gl
Limfom Hodgkin (Ganglion limfatic) gl
Carcinom cu celule uroteliale (Vezica) 1N
Carcinom cu celule scuamoase (Vezica) on
Plasmacitom (Extramedular) 1N
Mezoteliom (Mezoteliu) il
Tumora fibroasa solitara pleurala (Mezoteliu) il
Angiosarcom (Tesut moale) il
Liposarcom (Tesut moale) il
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Precizia intre instrumente

Au fost efectuate doua studii pentru evaluarea preciziei intre instrumente. Un studiu a fost
efectuat pe un instrument BenchMark XT si un instrument BenchMark ULTRA utilizand
ultraView Universal DAB Detection Kit, iar al doilea studiu a fost efectuat pe un instrument
BenchMark ULTRA cu OptiView DAB IHC Detection Kit.

Tn cadrul primului studiu, sectiunile din doud blocuri de tesuturi multiple care au continut
carcinom cu celule scuamoase cervicale, tesut amigdalian si pancreatic, au fost colorate
pe trei instrumente BenchMark XT si pe trei instrumente BenchMark ULTRA cu uftraView
Universal DAB Detection Kit (5 sectiuni din fiecare bloc de tesuturi multiple pentru fiecare
instrument). Intensitatile coloratiei p16 au fost la interval de 0.5 puncte de punctajul
median in 100% dintre toate tesuturile la colorarea pe trei instrumente BenchMark XT.
Intensitatile coloratiei p16 au fost la interval de 0.5 puncte de punctajul median in 100%
dintre tesuturile de carcinom cu celule scuamoase cervicale (15/15), 93% dintre tesuturile
amigdaliene (14/15) si 93% dintre tesuturile pancreatice (14/15) la colorarea pe trei
instrumente Benchmark ULTRA. Toate tesuturile colorate cu CINtec p16 Histology au avut
o coloratie de fond acceptabila.

in cadrul celui de-al doilea studiu, precizia testului CINtec p16 Histology a fost determinata
pe trei instrumente BenchMark ULTRA prin colorarea lamelor de replicat pentru 28 de
cazuri cervicale (opt cazuri de col uterin normal, sase cazuri de CIN1, sase cazuri de
CIN2, patru cazuri de CIN3 si patru cazuri de carcinom cervical) utilizand kitul de detectie
OptiView DAB IHC. Fiecare caz a fost colorat pe fiecare dintre cele trei instrumente
BenchMark ULTRA cu fiecare dintre cele trei loturi de CINtec p16 Histology. Per total, in
studiu au fost incluse céte noua lame colorate cu CINtec p16 Histology din fiecare caz (trei
loturi de CINtec p16 Histology, trei instrumente BenchMark ULTRA). Fiecare lama
colorata cu CINtec p16 Histology a fost apoi asociata cu o lama colorata cu H&E din
acelasi caz. Toate lamele au fost randomizate, apoi au fost evaluate de un singur patolog,
fara a cunoaste diagnosticul cazului pentru intensitatile coloratiei p16, starea pozitiva sau
negativa a CINtec p16 Histology si istoricul medical. Datele au demonstrat ca 97.6% din
tesuturi au avut scoruri de intensitate a coloratiei la interval de 0.5 puncte pe toate
instrumentele. In plus, 100% dintre sectiunile colorate cu CINtec p16 Histology pe trei
instrumente BenchMark ULTRA au demonstrat aceeasi stare a CINtec p16 Histology.
Toate tesuturile colorate cu CINtec p16 Histology au avut o coloratie de fond acceptabila.

in plus, precizia intermediara intre instrumente a fost determinata pe trei instrumente
BenchMark ULTRA PLUS prin colorarea lamelor in duplicat de 24 de cazuri de tesut
cervical (unsprezece de col uterin normal, unul de CIN1, doua de CIN2, sapte de CIN3 si
trei de carcinom cu celule scuamoase). Lamele de test au fost randomizate, apoi evaluate
de un singur patolog, féré a cunoaste diagnosticul cazului pentru starea pozitiva sau
negativa a CINtec p16 Histology, morfologia si colorarea nespecifica (fond). Acordul
procentual general a fost 99.3%. Toate tesuturile colorate cu CINtec p16 Histology au avut
o morfologie acceptata si o coloratie de fond de 100%.

Precizie intre loturi

Precizia de la un lot la altul a CINtec p16 Histology a fost evaluata prin testarea a trei loturi
de CINtec p16 Histology pe un instrument BenchMark ULTRA utilizand OptiView DAB IHC
Detection Kit. Au fost colorate sectiuni din fiecare dintre cele 26 de probe de tesut de
biopsie cervicald (sase cazuri de col uterin normal, sase cazuri de CIN1, sase cazuri de
CIN2, sase cazuri de CIN3 si doud cazuri de carcinom cervical) in duplicat, utilizand
fiecare lot de CINtec p16 Histology. Fiecare lama de tesut coloratd cu CINtec p16
Histology a fost asociata cu o lama H&E adiacenta si cu o lama de control cu reactiv
negativ din acelasi caz. Seturile de lame au fost randomizate si evaluate de catre un
singur patolog, fara a cunoaste diagnosticul cazului si numéarul de lot. Starea CINtec p16
Histology (pozitiva = colorarep16 difuza; negativa = colorare focala sau lipsa colorare p16)
a fost determinaté pe baza lamei cu CINtec p16 Histology. Categoriile CIN (CIN2+ (CIN2,
CIN3, adenocarcinomul in situ sau carcinomul invaziv combinate ntr-o singura
categorie)/CIN1- (fara CIN sau CIN1 combinate intr-o singura categorie)) au fost
determinate pe baza interpretarii lamelor cu H&E si CINtec p16 Histology. Rezultatele
demonstreaza reproductibilitatea CINtec p16 Histology in trei loturi de productie ale
anticorpului. Toate cazurile au indicat un acord pozitiv si negativ de 100% pentru starea
CINtec p16 Histology si un acord de 98.7% pentru categoria CIN pe trei loturi de
productie. Un rezumat al datelor este prezentat in Tab. 7. Coloratia de fond a fost
acceptabild in cazul a 100% dintre tesuturile colorate.
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Tab.7. Reproductibilitatea de la un lot la altul a anticorpului primar pentru CINtec p16
Histology pe probele cervicale a fost masurata in functie de starea CINtec p16 Histology
(pozitiva/negativa) si categoria CIN (CIN2+/CIN1-).

Acord Acord Acord

R ibili procentual procentual rocentual
teproductlbl it Evaluare pozitiv negativ P eneral

died mediu mediu 9 N

(nIN) (nN) iy
g};rt‘;i 100.0% 100.0% 100.0%

; 352/352 264/264 308/308

De laun lotla Histology ( ) ( ) ( )

altul

v Categorie 98.1% 98.0% 98.1%

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

Repetabilitatea in cadrul aceleiasi zile si precizia de la o zi la alta

Per total, au fost efectuate trei studii pentru a evalua repetabilitatea in cadrul aceleiasi zile
si precizia de la o zi la alta. Tn primele dous studii, patologul a evaluat tesuturile pe baza
intensitatii coloratiei p16 (0—4), in timp ce in cel de-al treilea studiu a fost evaluata starea
CINtec p16 Histology (pozitiva/negativa) pentru biopsiile cervicale.

Tn cadrul primului studiu, sectiunile din doud blocuri de tesuturi multiple care au continut
trei tesuturi (carcinom cu celule scuamoase cervicale, tesut amigdalian si pancreatic) au
fost colorate pe un instrument BenchMark XT cu uftraView Universal DAB Detection Kit.
Tn cel de-al doilea studiu, sectiunile obtinute din doua blocuri multitisulare care contin tesut
amigdalian, pancreatic si trei cazuri cervicale (carcinom celular scuamos invaziv, CIN1-,
CIN2+) au fost colorate pe un instrument BenchMark ULTRA cu OptiView DAB IHC
Detection Kit. Repetabilitatea in cadrul aceleiasi zile a CINtec p16 Histology a fost testata
prin colorarea a 14 sectiuni de replicat din fiecare bloc cu tesuturi multiple cu CINtec p16
Histology. CINtec p16 Histology a promovat criteriile de acceptantd, 100% dintre tesuturi
avand coloratie in intervalul de 0.5 puncte din punctajul intensitatii mediane a coloratiei in
cazul ambelor studii. Precizia de la o zi la alta a fost testata pe parcursul a 5 zile
neconsecutive pe o perioada minima de 20 de zile. Tn ambele studii, CINtec p16 Histology
a promovat criteriile de acceptanta cu 100% dintre tesuturi avand coloratie in intervalul de
0.5 puncte din punctajul intensitatii mediane a coloratiei pentru repetabilitatea in cadrul
aceleiasi zile si precizia de la 0 zi la alta. Toate tesuturile colorate cu CINtec p16 Histology
au avut un fond acceptabil.

Cel de-al treilea studiu a evaluat 24 probe de tesut cervical (trei cazuri de carcinom cu
celule scuamoase la nivel cervical, sase cazuri de CIN3, sase cazuri de CIN2, sase cazuri
de CIN1, trei cazuri de col uterin normal) in functie de starea CINtec p16 Histology
(pozitiva/negativa), pe un instrument BenchMark ULTRA cu OptiView DAB IHC Detection
Kit. Testarea a fost efectuata pe parcursul a 5 zile neconsecutive pe o perioada minima de
20 de zile. In fiecare zi de testare, cate doua lame din fiecare caz au fost colorate cu
CINtec p16 Histology (150 lame in total), iar cate o lama din fiecare caz a fost colorata cu
un control cu reactiv negativ (75 lame in total). Pentru analizele privind repetabilitatea in
cadrul aceleiasi zile, starea CINtec p16 Histology (pozitivé/negativa) a fost comparata in
cadrul aceluiasi caz intre doua replicate evaluabile din aceeasi zi. Pentru c&, pentru acest
studiu, au fost luate in considerare 5 zile, numarul total de comparatii pentru fiecare caz
pentru repetabilitatea din cadrul aceleiasi zile a fost de 5. Numarul total de comparatii
pentru studiul privind precizia de la o zi la alta a fost de 120 = 24 cazuri x 5 comparatii per
caz.

Rezultatele au indicat o repetabilitate in cadrul aceleiasi zile de 100% si o precizie de la o
zila alta de 100% la evaluarea tesuturilor pe baza starii CINtec p16 Histology. Toate
sectiunile colorate cu CINtec p16 Histology au avut o coloratie de fond acceptabila.

Tn plus, repetabilitatea in cadrul aceleiasi testéri a fost determinaté prin colorarea a 5 lame
din fiecare dintre cele 24 de cazuri de tesut cervical (unsprezece de col uterin normal, unul
de CIN1, doud de CIN2, sapte de CIN3 si trei de carcinom cu celule scuamoase) pe un
instrument BenchMark ULTRA PLUS. Lamele de test au fost randomizate, apoi evaluate
de un singur patolog, fara a cunoaste diagnosticul cazului pentru starea pozitiva sau
negativa a CINtec p16 Histology, morfologia si colorarea nespecificé (fond). Acordul
procentual general a fost 97.5%. Toate tesuturile colorate cu CINtec p16 Histology au avut
o morfologie acceptata si o coloratie de fond de 100%.

In plus, precizia intermediara intre zile a fost determinaté prin colorarea lamelor in duplicat
din cele 24 de cazuri de tesut cervical (unsprezece de col uterin normal, unul de CIN1,
doud de CIN2, sapte de CIN3 si trei de carcinom cu celule scuamoase) pe un instrument
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BenchMark ULTRA PLUS pe parcursul a 5 zile neconsecutive pe o perioada minima de
20 de zile. Precizia intermediara intre zile a fost 98.8%. Toate tesuturile colorate cu
CINtec p16 Histology au avut o morfologie acceptata si o coloratie de fond de 100%.

Acuratetea intre platforme si a kitului de detectie

Acuratetea testului a fost demonstrata pe platformele BenchMark ULTRA, BenchMark XT
si BenchMark GX utilizand OptiView DAB IHC Detection Kit si u/traView Universal DAB
Detection Kit. in general, au fost colorate 186 de cazuri cervicale cu CINtec p16 Histology
si au fost evaluate pentru starea CINtec p16 Histology (pozitiva/negativa) si fond
(acceptabil/neacceptabil). OPA a fost de 98.3-100% pentru fiecare combinatie de
platforme asociate dintr-un kit de detectie si fiecare combinatie de kituri de detectie
asociata dintr-o platforma. Toate cazurile care pot fi evaluate colorate cu CINtec p16
Histology au avut o coloratie de fond acceptabila.

In plus, s-a efectuat un studiu pentru a compara performanta de colorare a CINtec p16
Histology, folosind OptiView DAB IHC Detection Kit pe instrumentul BenchMark ULTRA
PLUS cu cea de pe instrumentul BenchMark ULTRA. Au fost colorate o suta douazeci
(120) de cazuri de tesut cervical (60 pozitive pentru CINtec p16 Histology si 60 negative
pentru CINtec p16 Histology) si lamele colorate au fost evaluate de un patolog care a
determinat starea CINtec p16 Histology. Acordul procentual general a fost 99.1%. Toate
tesuturile colorate cu CINtec p16 Histology au avut o morfologie acceptata si o coloratie
de fond de 100%.

Precizia in cazul aceluiasi cititor si precizia intre cititori

Precizia in cazul aceluiasi cititor si de la un cititor la altul a fost evaluata pe 50 de cazuri
cervicale (16 cazuri de col uterin normal, 12 cazuri de CIN1, 12 cazuri de CIN2, 6 cazuri
de CIN3 si 4 cazuri de carcinom cervical) colorate cu CINtec p16 Histology pe un
instrument BenchMark ULTRA cu OptiView DAB IHC Detection Kit.

Toate lamele au fost randomizate, apoi evaluate de trei patologi pentru starea
pozitiva/negativa a CINtec p16 Histology. Patologii nu au cunoscut diagnosticul cazului.
Lamele colorate cu CINtec p16 Histology au fost randomizate din nou pentru o a doua
evaluare privind starea CINtec p16 Histology de cétre fiecare dintre cei trei patologi, pe o
perioada fara tratament de 4 saptamani. Acordul procentual general pentru precizia in
cadrul aceluiasi cititor si intre cititori pentru starea CINtec p16 Histology a fost de 98.7%,
dupa cum este prezentat in Tab. 8.

Tn cadrul studiului de precizie in cazul aceluiasi cititor si intre cititori pentru categoria CIN,
fiecare lama CINtec p16 Histology a fost asociata cu o lama colorata cu H&E din acelasi
caz, iar seturile de asocieri au fost randomizate. Categoria CIN (CIN2+/CIN1-) a fost
evaluata de trei patologi pe baza interpretarii complementare a lamelor colorate cu H&E si
a celor colorate cu CINtec p16 Histology. Dupa o perioada fara tratament de cel putin 4
saptamani, perechile de lame au fost randomizate din nou si a fost efectuaté o a doua
evaluare a categoriei CIN de fiecare dintre cei trei patologi. Datele prezentate in Tab. 8
demonstreaza ca acordul procentual total pentru precizia in cazul aceluiasi cititor si intre
cititori pentru categoria CIN a fost de 98.0%, respectiv 90%.

Tab.8. Precizia in cazul aceluiasi cititor si intre cititori a testului CINtec p16 Histology
pe probele cervicale a fost masurata in functie de starea CINtec p16 Histology
(pozitiva/negativa) si categoria CIN (CIN2+/CIN1-).

6/10

Acord Acord Acord
Precizia Eval procentual procentual procentual
cititorului Nauare pozitiv mediu | negativ mediu general
(95% CI) (95% ClI) (95% ClI)
Clﬁifa 6 98.7% 98.6% 98.7%
in cazul Histolor;y (93.9-100.0%) | (93.0-100.0%) | (94.0-100.0%)
aceluiasi
cititor Categorie 97.4% 98.4% 98.0%
CIN (89.1-100.0%) | (92.6-100.0%) | (92.0-100.0%)
Starea 98.7% 98.6% 98.7%
CINtec p16
! (93.1-100.0%) | (92.3-100.0%) | (93.9-100.0%)
- Histology
Intre cititori
Categorie 87.0% 91.9% 90.0%
CIN (71.8-97.6%) (83.0-98.5%) (80.0-98.0%)
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Studiu de reproductibilitatea (studiu de precizie de la un laborator la
altul)

Un studiu de reproductibilitate intre laboratoare pentru CINtec p16 Histology a fost
efectuat pentru a demonstra reproductibilitatea analize in determinarea starii CINtec p16
Histology si a categoriei CIN, utilizand 27 de cazuri cervicale (10 fara CIN, 5 cu CIN1, 5 cu
CIN2, 5 cu CIN3 si 2 cazuri de carcinom cervical) testate pe trei instrumente BenchMark
ULTRA, in trei zile neconsecutive, la trei laboratoare externe. Probele au fost randomizate

si evaluate de sase patologi in total (doi patologi/centru) atat pentru starea CINtec p16
Histology (pozitiva/negativa) si pentru categoria CIN (CIN2+/CIN1-) pe baza interpretarii
complementare a lamelor colorate cu H&E si cu CINtec p16 Histology. Patologii nu au

cunoscut diagnosticul cazului. Rezultatele privind starea CINtec p16 Histology si categoria

CIN sunt prezentate in Tab. 9, respectiv Tab. 10. In plus, ratele de acceptabilitate a
morfologiei si a coloratiei de fond pentru toti cei sase patologi din toate centrele au fost de
96.3%, respectiv 97.1%. Datele indicd un acord excelent in ceea ce priveste

reproductibilitatea testului in toate centrele, zilele si pentru toti patologii.
Reproductibilitate intre laboratoare: acord pentru starea CINtec p16 Histology

Tab. 9.

(pozitiva/negativa) a probelor cervicale.

Rate de acord pentru

Reproductibilitatea intre Acord réggnr:jual Acord
laboratoare procentual pne ativ procentual
(Starea CINtec p16 pozitiv mediu mg diu general
Histology)
intre centre 96.2% 93.9% 95.3%
(3 centre) (91.2-99.3%) | (86.3-99.0%) | (90.6-99.2%)
inge zirlgursul a3zile 98.2% 97.1% 97.8%
n‘gcgnsecuﬁve) (95.9-99.7%) | (93.3-99.5%) | (95.5-99.5%)
Tntre cititori 95.5% 92.9% 94.4%
(2 patologi/centru) (87.8-100.0%) | (82.6-100.0%) | (87.1-100.0%)

Tab. 10. Reproductibilitate intre laboratoare: acord pentru categoria CIN(CIN2+/CIN1-) a

probelor cervicale, pe baza interpretdrii complementare a lamelor colorate cu H&E sia
celor colorate cu CINtec p16 Histology.

Rate de acord pentru

Acord

L N Acord Acord
Reproductibilitatea intre procentual
worsors | Ppoy” | et | poceta
(Categorie CIN) mediu 9 g
Intre centre 94.4% 94.1% 94.3%

(3 centre) (86.8-98.8%) | (86.7-98.6%) (88.5-98.6%)

l(ggep;irltfursul alze 9.9% 9.6% %.8%

neconsecutive) (93.1-99.2%) | (93.0-99.1%) (94.0-99.1%)

Tntre cititori 95.0% 94.8% 94.9%

(2 patologi/centru) (87.4-98.9%) | (88.6-98.9%) (89.3-98.7%)
PERFORMANTA CLINICA

Acord privind diagnosticul

Studiul CERvical Tissue Adjunctlve aNalysis (CERTAIN) a fost efectuat pentru a
demonstra ca citirea complementara a CINtec p16 Histology are ca rezultat imbunatatirea
concordantei privind diagnosticul de neoplazie intraepiteliala cervicala (CIN), a nivelurilor
de acord dintre citirile Community Pathologists (CP) si Expert Pathologists (XP) privind
tesutul prelevat prin biopsie cervicala prin trepanatie.

Studiul clinic CERTAIN a fost efectuat pe 1100 de probe de biopsie cervicala prin
trepanatie FFPE recoltate retrospectiv, care reprezintad o populatie cu trimitere catre
colposcopie. Un diagnostic de referinta obtinut de XP a fost determinat pentru fiecare caz
al studiului, utilizand atat doar lame colorate cu H&E, cat si lame colorate cu H&E
impreuna cu lame colorate cu CINtec p16 Histology. Doi patologi experti si-au determinat
diagnosticele independente (fara CIN; CIN1; CIN2; CIN3; adenocarcinom in situ sau
carcinom invaziv) pe baza lamelor colorate cu H&E pentru fiecare dintre cele 1100 de
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cazuri. Patologii au primit si urmatoarele informatii clinice: varsta pacientei, rezultatul
examenului citologic Babes-Papanicolau si rezultatele testului HPV (daca au fost
disponibile). Cazurile neconcordante au fost evaluate de un al treilea XP. Cazurile pentru
care nu s-a obtinut un diagnostic cu majoritate de doi din trei au fost revizuite in timpul
unei sedinte de reevaluare pentru adjudecare, care a inclus toti cei trei XP. Rezultatele
pentru care s-a obtinut o majoritate (sau un consens) au stabilit diagnosticul de referinta
obtinut de experti pentru fiecare caz evaluat in studiu (denumit XP1 sau diagnostic de
referinta cu H&E). Dupé o perioadd minim& de patru saptamani fara tratament, aceiasi XP
au evaluat atét lame colorate cu H&E, cét si lame colorate cu CINtec p16 Histology pentru
a stabili diagnosticul: fara CIN; histologie LSIL/CIN1; histologie HSIL/CINZ2; histologie
HSIL/CIN3; adenocarcinom in situ sau carcinom invaziv; (denumit XP2 sau diagnostic de
referinta cu H&E + CINtec p16 Histology). Procesul de determinare a diagnosticelor
majoritare a fost acelasi ca in cazul determinarii diagnosticului de referinta cu lamele
colorate doar cu H&E. La studiu au participat saptezeci (70) de CP autorizati de consiliu,
de pe intreg teritoriul Statelor Unite. in prima rundé (Runda 1, CP1), cele 1100 de cazuri
colorate cu H&E au fost impartite in patru seturi de citire a cate 275 de cazuri, cu distributii
comparabile ale categoriilor de diagnostic individual per diagnostic de referinta. Cei 70 CP
au fost impartiti in patru grupe formate din cate 17 sau 18 patologi. Pentru fiecare caz din
setul care le-a fost alocat pentru citire, patologii au primit urmétoarele informatii clinice:
vérsta pacientei, rezultatul examenului citologic Babes-Papanicolau si rezultatele testului
HPV (daca au fost disponibile). CP si-au prezentat in mod independent diagnosticele pe
baza lamelor colorate cu H&E pentru fiecare dintre cazurile care le-au fost alocate: cazuri
fara CIN; cu CIN1; cu CIN2; CIN3; adenocarcinom in situ sau carcinom invaziv. Fiecare
caz al studiului a fost citit individual de 17 sau 18 patologi generali.

Tn cea de-a doua rundé (Runda 2, CP2), CP au citit lamele colorate cu H&E impreun cu
lamele colorate cu CINtec p16 Histology corespunzatoare cu care au fost asociate, pentru
acelasi set de cazuri din setul care le-a fost alocat pentru citire. Dupa o perioada fara
tratament de cel putin 4 s&ptamani intre Runda 1 si Runda 2, fiecare patolog si-a
prezentat in mod independent diagnosticele: fara CIN; histologie LSIL/CIN1; histologie
HSIL/CIN2; histologie HSIL/CIN3; adenocarcinom in situ sau carcinom invaziv. Patologii
generali au observat starea CINtec p16 Histology (CINtec p16 Histology pozitiva =
colorare p16 difuza; CINtec p16 Histology negativa = colorare focala sau lipsa colorare
p16), impreuna cu diagnosticul histologic utilizand atat lama colorata cu H&E si lama
colorata cu CINtec p16 Histology. Obiectivul primar al acestui studiu a fost de a demonstra
imbunatatirea acordului privind diagnosticul fara a compromite acordul procentual pozitiv,
respectiv probabilitatea unui rezultat pozitiv al testului in acord cu un diagnostic = CIN2
(CIN2, CIN3, adenocarcinomul in situ sau carcinomul invaziv combinate intr-o singura
categorie) sau < CIN1 (fara CIN sau CIN1 combinate intr-o singura categorie) pe baza
lamelor colorate cu H&E (Runda 1) comparativ cu interpretarea lamelor colorate cu H&E
fmpreuna cu lamele colorate cu CINtec p16 Histology (Runda 2).

imbunatatirea acuratetei diagnosticului obtinut de patologi experti

Tmbunatatirea acuratetei diagnosticului obtinut de patologi experti a fost determinata prin
compararea diagnosticului de referinta obtinut de patologi experti cu H&E (XP1) cu
diagnosticul de referinta obtinut de patologi experti cu H&E si CINtec p16 Histology (XP2).
Analiza a fost efectuaté pe baza interpretarii a 1100 de biopsii cervicale. Imbunatatirea
acuratetei diagnosticului prin compararea diagnosticului de referinta obtinut de patologi
experti cu H&E cu diagnosticul de referinta obtinut de patologi experti cu H&E si CINtec
p16 Histology este prezentata in Tab. 11. La utilizarea H&E si CINtec p16 Histology la
interpretarea diagnosticului biopsiilor cervicale, XP au identificat cu 23.7% mai multe
cazuri = CIN2 comparativ cu interpretarea diagnosticului utilizand doar H&E.

Tab. 1. Acordul intre diagnosticul de referinta obtinut cu H&E si H&E si diagnosticul de
referinta obtinut cu CINtec p16 Histology pentru toate cazurile.

Diagnostic de referinta obtinut cu H&E
3ra ACIS* | Total
Fa | omt [ oz | ons | sau
Cancer
) ) Fara CIN 693 13 4 0 0 710
Diagnostic
de Histologi
referinta e LSIL 46 120 4 ! 0 L
pentru Histologi
gi
H&E + e HSIL 30 31 83 69 1 214
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CINtec p16 | Acis*

Histology | sau 0 0 0 0 5 5
cancer

Total 769 | 164 91 70 6 1100

* ACIS: adenocarcinom in situ

Interpretarea de catre patologi generali utilizind H&E comparativ cu
H&E si CINtec p16 Histology comparativ cu un diagnostic de
referinta obtinut de experti cu H&E

Acordul privind diagnosticul in randul patologilor generali a fost determinat prin
compararea rezultatelor diagnosticelor din runda 1 obtinute de patologii generali cu H&E
(CP1) cu cele ale diagnosticului de referinta obtinut de patologii experti cu H&E (XP1) si
compararea rezultatelor diagnosticelor din runda 2 obtinute de patologii generali cu H&E +
CINtec p16 Histology (CP2) cu cele ale diagnosticului de referinta obtinut de patologi
experti cu H&E (XP1). S-a calculat media ratelor de acorduri i a intervalelor de incredere
(CI) intre cazuri si cititori si este prezentata in Tab. 12. A fost observata o crestere
semnificativa din punct de vedere statistic a PPA, care reprezinta masura pentru detectia
leziunilor = CIN2 (+6.8% cu Cl de 95%: de la 4.7% péana la 9.0%). In plus, acordul
procentual negativ (NPA) pentru detectia leziunilor < CIN1 a crescut cu 1.3% cu Cl de
95%: de la 0.5% péana la 2.3%.

Tab. 12. Ratele de acord pozitiv si negativ ale citirilor de catre patologi generali pe lame

colorate cu H&E comparativ cu lame colorate cu H&E si lame colorate cu CINtec p16
Histology comparativ cu diagnosticul de referinta obtinut de experti cu H&E (XP1).

- H&E + CINtec ; 2 Valoare
Punct final H&E p16 Histology Diferenta p
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) | (89.4,91.4) (90.6,92.9) (05,23) '

Nota: Nota: Diferenta nu este egala cu 1.4% din cauza erorii de rotunjire: H&E =
90.44%, H&E + CINtec Histology = 91.76%, Diferenté = 1.32%.

O diagrama de sinteza pentru acuratetea diagnosticului obtinut de cititorii patologi generali
individuali pentru diagnosticarea = CIN2 versus < CIN1 cu utilizarea doar a lamelor
colorate H&E versus cu utilizarea lamelor colorate cu H&E impreuna cu lamele colorate cu
CINtec p16 Histology comparativ cu diagnosticul de referinta obtinut de experti cu H&E
este ilustrata in Fig. 2. Sunt prezentate PPA si NPA (acordul procentual negativ, respectiv
acordul unui rezultat negativ al testului cu < CIN1 de catre XP1) ale interpretarii fiecarui
patolog pentru Runda 1 (doar lamele colorate cu H&E - cercurile albastre) comparativ cu
Runda 2 (lame colorate cu H&E impreuna cu lame colorate cu CINtec p16 Histology —
triunghiuri rosii). Elipsele de predictie indica intervalul de performanta PPA si NPA
preconizat pentru majoritatea patologilor: 80% trebuie sa se incadreze in elipse, iar 20%
trebuie sa fie in afara elipselor. Aceste date demonstreaza faptul ca interpretarea
biopsiilor cervicale utilizand lame colorate cu H&E impreuna cu lame colorate cu CINtec
p16 Histology imbunatateste acordul privind diagnosticul si reduce variabilitatea intre
cititori.
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Fig. 2. Diagrama de sinteza pentru acordul privind diagnosticul (PPA comparativ cu
1-NPA) obtinut de patologii generali pentru diagnosticarea 2 CIN2 comparativ cu

< CIN1 utilizdnd doar H&E (Runda 1) si H&E + CINtec p16 Histology (Runda 2)
comparativ cu diagnosticul de referinta obtinut de experti cu H&E (XP1) (elipse de
predictie de 80% generate cu presupunerea normalitétii bivariate).

Interpretarea de catre patologi generali utilizand H&E comparativ cu
H&E si CINtec p16 Histology comparativ cu un diagnostic de
referinta obtinut de experti cu H&E + CINtec p16 Histology

Apoi, rezultatele citirilor realizate de patologi generali utilizand ambele metode (H&E +
CINtec p16 Histology comparativ cu doar H&E) au fost comparate cu diagnosticul de
referinta (XP2) determinat de ginecopatologi experti utilizand lame colorate cu H&E si
lame colorate cu CINtec p16 Histology. Patologii experti nu au cunoscut rezultatele primei
runde de citire individuala si diagnosticul de referinté obtinut cu H&E de consens. Procesul
de determinare a diagnosticelor consensuale a fost acelasi ca in cazul determinarii
diagnosticului de referinta cu H&E descrise mai sus.

Rezultatele citirilor realizate de patologi generali utilizand doar lame colorate cu H&E
versus lame colorate cu H&E si lame colorate cu CINtec p16 Histology au fost analizate si
comparate cu diagnosticul de referinté obtinut de experti cu H&E si CINtec p16 Histology
(Tab. 13). Aceste date demonstreaza o crestere semnificativa din punct de vedere statistic
a PPA (+11.5% cu Cl de 95%: de la 9.3% péna la 13.5%) si NPA (+3.0% cu Cl de 95%:
de la 2.2% pana la 3.7%).

Tab. 13. Ratele de acord pozitiv (PPA) si negativ (NPA) ale citirilor de catre patologi
generali pe lame colorate cu H&E comparativ cu lame colorate cu H&E si lame colorate cu
CINtec p16 Histology comparativ cu diagnosticul de referinta obtinut cu CINtec p16
Histology (XP2).

8/10

H&E + CINtec - .
Punct final H&E p16 Histology Diferenta Valoare p
PPA 73.3% 84.8% 11.5% < 0001
% (95% CI) (69.6, 76.9) (82.1,87.1) (9.3,13.5) )
NPA 92.2% 95.2% 3.0% < 0001
% (95% CI) (91.3,93.1) (94.4,96.0) (22,3.7) '

O diagrama de sinteza pentru acuratetea diagnosticului determinat de cititorii patologi
generali individuali pentru diagnosticarea = CIN2 versus < CIN1 utilizand doar lame
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colorate H&E versus lame colorate cu H&E si lame colorate cu CINtec p16 Histology
comparativ cu diagnosticul de referinta obtinut de experti cu H&E + CINtec p16 Histology
este ilustrata in Fig. 3. Sunt prezentate PPA si NPA ale interpretarii fiecarui patolog pentru
Runda 1 (doar lamele colorate cu H&E — cercurile albastre) comparativ cu Runda 2 (lame
colorate cu H&E si CINtec p16 Histology — triunghiuri rosii). Elipsele de predictie indica
intervalul de performantd PPA si NPA preconizat pentru majoritatea patologilor: 80%
trebuie sa se incadreze in elipse, iar 20% trebuie sa fie in afara elipselor. Aceste date
demonstreaza faptul ca interpretarea biopsiilor cervicale utilizand lame colorate cu H&E
impreuna cu lame colorate cu CINtec p16 Histology imbunatateste concordanta privind
diagnosticul si reduce variabilitatea intre cititori.
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Fig. 3. Diagrama de sinteza pentru acordul privind diagnosticul (PPA comparativ cu
1-NPA) obtinut de patologii generali pentru diagnosticarea = CIN2 comparativ cu

< CIN1 utilizind doar H&E (Runda 1) si H&E impreund cu CINtec p16 Histology
(Runda 2) comparativ cu diagnosticul de referinta obtinut de experti cu H&E si
CINtec p16 Histology (XP2) (elipse de predictie de 80% generate cu presupunerea
normalitétii bivariate).

Performanta colorarii cu CINtec p16 Histology

Obiectivul secundar al acestui studiu a evaluat performanta colorarii analizei CINtec p16
Histology, determinata de patologii generali in timpul evaluérii lamelor de studiu. In timpul
studiului au fost prezentate 19250 de interpretari ale starii CINtec p16 Histology de catre
70 de patologi generali. Criteriile de performanta evaluate privind coloratia au fost:
acceptabilitatea coloratiei generale, acceptabilitatea coloratiei de fond si acceptabilitatea
morfologiei. Rezultatele demonstreaza rate de acceptabilitate > 99% pentru toate criteriile
de colorare (Tab. 14).

Tab. 14. Performanta coloréarii cu CINtec p16 Histology.

Punct final Numar dc:l ;aterpretan Rati
Acceptabilitate coloratie 19074/19250 99.09%
Acceptabilitate morfologie | 19249/19250 99.99%
Acceptabilitatea coloratiei 1924919250 99.99%
de fond

Concluzii

Utilizarea lamelor colorate cu CINtec p16 Histology ca adjuvant pentru interpretarea
lamelor colorate cu H&E imbunatateste acordul privind diagnosticul in detectarea

2024-06-20
FT0700-410v

9/10

leziunilor CIN (= CIN2) de grad inalt pe biopsiile cervicale prin trepanatie. Acest acord
imbunatatit este determinat atét de cresterile PPA (acordul unui rezultat pozitiv al testului
cu diagnosticul = CIN2), cat si de cele ale NPA (acordul unui rezultat negativ al testului cu
CIN1 sau un diagnostic fara CIN). n plus, este imbunatatit atat consecventa
diagnosticelor intre patologii generali, cat si cea ntre acestia cu un panel de experti.
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