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VENTANA anti-MLH1 (M l) Mouse Monoclonal Primary 

Antibody
Для использования с панелью VENTANA MMRIHC Panel 

[r e f ] 760-5091
06033666001

Ш  V .

VENTANA anti-MLH1 (M l)  Mouse 
M onoclonal Prim ary A ntibody c 
неизмененной экспрессией 
(сверху) или потерянной 
экспрессией (снизу) в раковой 
ткани топстой кишки

ОБЛАСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ
VENTANA and-MLH1 (M l) Mouse 
Monoclonal Primary Antibody 
(антитело VENTANAanti-MLHI (M l)) 
предназначено для качественного 
обнаружения белка MLH1 в 
фиксированных формалином и 
залитых в парафин с ^ з а х  ткани. 
Антитело VENTANA ar>li-MLH1 (M l) 
готово к применению на аппаратах 
серии BenchMark ULTRA. XT и GX с 
использованием OptiView DAB IHC 
Detection Kit и вспомогательных 
реагентов.

Антитело VENTANA anb-MLHI (M l) 
является частью панели VENTANA 
MMR IHC Panel, в состав которой 
входят VENTANA anW>MS2 (A16-4) 
Mouse Monoclonal Primary Antibody, 
VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) 
Mouse Monodonal Primary Antibody, 
VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit 
Monoclonal Primary Antibody и 
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) 
Mouse Monoclonal Primary Antibody. 
Панель VENTANA MMR IHC Panel 
предназначена для обнаружения

недоаатка белка, участвующего в репарации неспаренных оснований ДНК. в 
качестве теста для и д е н т ^ к а ц и и  лиц, находящихся под угрозой развития 
синдрома Линча, среди пациентов, которым диагностирован колоректальный рак 
(КРР), а также у которых выявлена мутация V600E в гене 6RAF, в качестве 
вспомогательного средства для разлгг^ения спорадического КРР и вероятного 
синдрома Линча в условиях отсутствия экспрессии белка MLH1.

Результаты анализов, выполненных с использованием данных продуктов, должны 
интерпретироваться квалифицированным патоморфологом с учетом результатов 
гистологического исследования, клинической картины и соответствующих 
контролей.

Предназначено для диатостики /л wtro (IVD).

КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ И ИНФОРМАЦИЯ
Колоректальный рак является третьим наиболее распространенным видом рака и 

четвертой по распространенности причиной смерти в мире.'* В большинстве случаев 
КРР наблюдается хромосомная нестабильность, однако примерно в 15 % случаев 
рак развивается по альтернативному пути, характеризуемому дефектом фунгщии 
системы репарации несларенных оснований ДНК (MMR). Вотедствие дефекта 
функции репарации неспаренных оснований (MMR) в опухолях наблюдается 
микросателлитная нестабильность (MSI), обусловленная неспособностью белков- 
репараторов (белки MMR) устранять ошибки репликации ДНК.

КРР с дефектами системы MMR обозначается как опухоль с дефищпом белков 
MMR (dMMR). И наоборот, КРР без дефектов системы MMR обозначается как 
опухоль с избытком белков MMR (pMMR). Колоректальный рак с дефицитом 
репарации несларенных оснований (dMMR) в большинстве случаев имеет низкую 
дифференцировку и часто демонстрирует гистологические признаки преобладания в

проксимальном отделе толстой кишки, а также муцинозного, медуллярного или 
перстневидноклеточного рака. Кроме того, он характеризуется увеличением числа 

лимфоцитов, инфильтрующих опухоли.2>3 В общем, дефицит репарации 
несларенных оснований может быть вызван мутациями зародышевой пинии в одном 
из генов MMR с последующей утратой соответствующей нормальной аллели 
посредством генетических или эпигенетических механизмов, соматическими 
мутациями в аллелях или эпигенетической инактивацией белка МШ1 посредством 

метилирования.^

Наиболее часто мутациям подвержены следующие четыре гвна MUR: MLH1, PMS2. 
MSH2 и MSH6. В нормальных клетках белок MLH1 формирует юмппекс 
(гетеродимер) с белком PMS2, в то время как белок MSH2 формирует комплекс с 

белком МВНб.^'^ При возникновении неспаренных оснований ДНК гетеродимер 
MSH2/MSH6 связывается с неспаренным основанием ДНК, провоцируя 
конформационное изменение. Гетеродимер ULH1/PMS2 связывается с ДМК- 
свяээнным комплексом MSH2/MSH6, вызывая эксцизионную репарацию 
поврежденной ДНК.

Белки MLH1, PMS2, MSH2 и MSH6 являются клинически значимыми белками MMR, 
кодируемыми генами, которые могут мутировать у пациентов, имеющих в семейном 

анамнезе синдром Линча.^>^ Носители этих мутаций имеют высокий пожизненный 
риск развития колоректального и других форм рака ввиду накопления ошибок 
репликации ДНК в пролиферирующих клетках. Синдром Линча составляет 1 -6  % 
всех случаев КРР. Такие опухоли образуются по причине наследования аутосомно- 
доминантной мутации зародышевой линии в одном из четырех генов MMR; при этом 
для большинства случаев КРР, связанного с синдромом Линча, х ^ к т е р н а  потеря 

экспрессии белка MLHI.^'^'***У пациентов с синдромом Линча было выявлено более 
300 различных мутаций в семействе белков MMR. Фенотип опухоли, связанной с 
синдромом Линча, обычно характеризуется иимуногистохимичесхой потерей 

экспрессии е белках MMR, в частности в белках MLH1. PMS2, MSH2 и 
Исследование MMR методом IHC (имиуногистохимии) продеионсц>ировало 
эффективность при идентификации спещгфичного гена MMR, имеющего 
наи^льш ую  вероятность о (^р уж вн и я  в нем изменения зародышевой линии или 

соматического изменегмя.*^

Являясь частью панели VENTANA MMR IHC Panel, VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) 
Mouse Monoclonal Primary Antibody (антитело VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) 
погиогает дифференцировать спорадический КРР и вероятный синдром Линча при 

отсутствии экспрессии белка MLH1 При КРР потеря экспрессии белка MLH1 
зачастую является результатом гиперметнлирования промотора MLH1 и указывает 

на спорадический характер заболевания.*^ Наличие белка BRAF V600E тесно 
связано с гиперметилированием промотора MLH1. В итоге положительный 
результат офашивания антителом VENTANA and-BRAF V600E (VE1) указывает на 
спорадичесшй КРР.

КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ
В 1960-х годах был впервые описан синдром Л и т а  и была установлена связь 

между потерей функции MMR и развитием рака.*^ Потеря экспрессии белков MMR 
(MLH1, PMS2, MSH2 или MSH6) может привести к MSI и повышенному 
помгзненному риску развития не только КРР, но также и рака желудка, мозга, 
поджелудочной железы, кожи, эндометрия и яичников. Пациенты с синдромом 

Линча и1|Юют 50-60 % пожизненного риска развития КРР.^-1^>^ Синдром Линча 
уникальным образом отличается от других наследственных раковых синдромов, 
поскольку проведение прямого исследования опухолевой ткани помогает в 
идентификации пациентов, находящихся в группе риска развития синдрома Линча, и 
делает последующий генетический анализ зародышевой пинии более 
информативным. Применение расширенных протоколов скрининга онкологических 
за^лееаний имеет благоприятное значение для семей с синдромом Л и т а . 

Различные руководства, в том числе руководства Национальной комплексной сети 
онкологтеских учреждений (NCCN), рекомендуют проводить скрининг всех случаев 
КРР на предмет потенциального наличия синдрома Л и т а  для идентификации 
пациентов и семей, которые получат пользу от дальнейшего генетического анализа 

и консультирования.1в'21'2^ Использование панели VENTANA MMR IHC Partel будет 
способствовать определению статуса MMR КРР посредством классификации 
случаев КРР как имеющих неизмененную или потерянную экспрессию белка MMR. 
Обнаружение всех четырех белков MMR в опухоли указывает на нормальную или 
неизмененную функцию системы MMR. Потеря экспрессии MLH1 или MSH2 почти 
неизменно сопровождается потерей гвтеродимерного белка-партнера PMS2 или 
MSH6 соответственно. Тем не менее, потеря экспрессии PMS2 или MSH6 не
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приводит к гютере экспрессии MLH1 или MSH2. Потеря экспрессии PMS2, MSH2 
и (или) MSH6 соотносится с вероятным синдромом Линча, поэтому пациентов 
следует направлять на дополнительное тестирование и консультацию согласно 
клинической практике.

Потеря экспрессии белка MLH1 может указывать на спорадическое возникновение 
раю или потенциальный синдром Линча. 8 15 % или более случаев спорадического 
КРР потеря экспрессии белка MLH1 проиаодит ввиду гиперметилирования 

промотора MLH1,5.25.26 Важно отметить, что мутация BRAF V600E наблюдается 
приблизительно в двух третях случаев опухолей, характеризующихся потерей 
экспрессии MLH1 по причине гиперметилирования промотора м1и1 И напротив, 
мутация BRAF V600E очень редко набпюдается при опухолях, вызванных 

синдромом Линча 25 Таким образом, если результат окрашивания антителом 
VENTANA anti-MLHI (М1) Mouse Monodonal Primary Antibody (антитело VENTANA 
anti-MLKI (M l)) указывает на потерю эгюпрессии белка MLH1, антитело VENTANA 
anti-BRAF V600E (VE1) может четко определить опухоль как спорадический КРР или 
вероятный синдром Линча 5.27 при КРР потеря экспрессии белка MLH1 с 
положительным статусом BRAF V600E однозначно указывает на то, что опухоль 
имеет спорадический характер, фактически исключая синдром Линча из списка 

первопричин возникновения злокачественного новообразования.^^.26 Когда потеря 
экспрессии белка MLH1 сопровождается отрицательным аатусом BRAF V600E, 
потеря экспрессии MLH1 соотносится с высокой вероятностью наличия синдрома 
Линча.26

ПРИНЦИП ПРОЦЕДУРЫ
Антитело VENTANA antj-MLHI (M l) представляет собой мышиное моноклональное 
антитело, вырабатываемое против полноцелочечного реюмбинантного белка MLH1 
с маркером GST. Антитело VENTANA anti-MLMI (M l) связывается с белком MLH1 в 
фиксированных формалином и залитых в парафин (FFPE) срезах ткани. Антитело 
может быть обнаружено посредством гаптенированного вторичного антитела с 
последующей обработкой мультимерным конъюгатом HRP (пероксидазы хрена) с 
антителом к гаптену (OptiView DAB IHC Detection Kit, №no каталогу 760-700 / 
06396500001). После этого специфический комплекс антитела и (^рмента 
визуализируется путем осаждения продукта ферментативной реакции. Каждый этап 
процедуры включает инкубацию в течение строю определенного промежутка 
времени при заданной температуре. В конце каждой инкубации аппарат BenchMark 
ULTRA, XT или GX промывает срезы, чтобы оаановитъ реакцию и удалить не 
связавшиеся вещества, которые могут препятствовать протеканию необходимых 
реакций на последующих этапах. С помощью данного аппарата также наносится 
ULTRA LCS (ULTRA LCS (Predilute), Nsno каталогу 650-210 / 05424534001) или LCS 
(LCS predilute. № no юталогу 650-010 / 05264839001), который позволяет свести к 
минимуму испарение водных реагентов с поверхности предметного стекла, 
содержащего образец

Помимо окраски антителом VENTANA anti-MLHI (M l), второе предметное стекло 
следует офасить мышиным моноклональным реагентом для отрицательного 
контроля, Negative Control (Monoclonal) (№ по каталогу 760-2014 /  05266670001). 
Реагент для отрицательного контроля используется для оценки фонового 
окрашивания.

РЕАГЕНТЫ, ВХОДЯЩИЕ В КОМПЛЕКТ ПОСТАВКИ
Антитело VENTANA anti-MLHI (M l)  содержит реагент в количестве, достаточном 
для выполнения 50 анализов.

Один 5 мл дозатор с антителом VENTANA anti-MLHI (M l) содержит приблизительно 
5 мкг мышиного моноклонального антитела.

Антитело разведено в TBS буфере, содержащем 0,3 % белка-носителя.

Общая концентрация белка в реагенте составляет приблизительно 3 мг/мл. 
Концентрация специфичесюа актител составляет около 1 мкг/мл. Неспецифичесхой 
реактивности антител у данного продукта не обнаружено.

Антитело VENTANA anti-MLHI (М1) является мышиным моноклональным 
антителом, полученным из супернатанта клеточной культуры.

См. соответствующую часть листка-вкладыша в упаювке набора для обнаружения 
VENTANA, чтобы ознакомиться с более подробным описанием: 1) принципов 
действия; 2) необходимых материалов и реагентов, не входящих в комплект;
3) сбора образцов лсаней и подготовь к анализу; 4] процесса контроля качества;
5) принфшов поиска и устранения проблем; 6) результатов; 7) общих ограничений.

НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ ВХОДЯЩИЕ В КОМПЛЕКТ ПОСТАВКИ 
МАТЕРИАЛЫ

В комплект поставки не входят гфасящие реагенты, например наборы для 
обнаружения VENTANA, а также вспомогательные компоненты, в том числе 
отрицательные и положительные тканевые контроли.

Для окрашивания требуются следующие реагенты и материалы, не входящие в 
комплект поставки.

1. Дополнительные антитела панели VENTANA MMR IHC Panel:

•  VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody (Nsno 
каталогу 760-5094 /  08033692001)

•  VENTANA anti-MSH2 (G219-1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody 
(№no каталогу 760-5093 /  08033664001)

•  VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody (№rra 
каталогу 760-5092 / 08033676001)

•  VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody 
(Nsno каталогу 760-5095 /  08033706001)

2. Negative Control (Monoclonal) (NsfK каталогу 760-2014/05266670001)

3. Предметные стекла для микроскопа (с положительным зарядом)

4. Этикетки со штрих-кодами (соответствующие реагенту для отрицательного 
контроля и используемому первичному антителу)

5. Ксилол (гистологической степени очистки)

6. Этанол или спиртосодержащий реагент (гистологической степени очистки)

•  100%-й раствор: неразбавленный этанол или спиртосодержащий 
реагент.

•  95%-й раствор: смешать 95 частей этанола или спиртосодержащего 
реагента с 5 частями деионизированной воды.

•  80%-й раствор: смешать 80 частей этанола или спиртосодержащего 
реагента с 20 частями деионизированной воды.

7. Деионизированная или дистиллированная вода

8. OptiView DAB IHC Detection Kit (Nsno каталогу 760-700 /  06396500001)

9. Для VENTM^A anb-PMS2 (A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody, OptiView 
Amplification Kit (Nsrxi каталогу 760-099 / 06396518001 или Nsno
каталогу 860 099 1 06716663001)

10. EZ Prep Concentrate (10X) (Nsno каталогу 950-102 /  05279771001)

11. Reaction Buffer Concentrate (10X) (№гю каталогу 950-300 /  05353955001)

12. ULTRA LCS (Predilute) (Nsno каталогу 650-210 / 05424534001) или LCS (LCS 
prediiute, Ns no каталогу 650-010 / 05264839001)

13. ULTRA Cell Conditioning Solution (ULTRA CC1) (Nsno каталогу 950-224 / 
05424569001) или Cell Conditioning 1 (CC1) (№ no каталогу 950-124 / 
05279801001)

14. Hematoxylin II (Nsno каталогу 790-2208 / 05277965001)

15. Bluing Reagent (Nsno каталогу 760-2037 /  05266769001)
16. Постоянная тстологичесхая среда для заливки образцов (Permount Fisher 

Nsno каталогу SP15-500 или эквивалентная)
17. Покровное стекло (размера, достаточного для зафытия образцов ткани, 

например VWR, №по каталогу 48393-060)
18. Автоматжеский аппарат для заключения под покровное стекло (например, 

Tissue-Tek SCA Automated Coverslipper)

19. Световой микроскоп

20. Г игросхопичесюю салфетки

ХРАНЕНИЕ
После получения реагента и пока он не используется, его следует хранить при 
температуре 2-8 *С. Не замораживать.

Для обеспечения надлежащей сохранности реагента и стабильности антител после 
каждого использования необходимо зафыватъ флакон-дозатор крышкой и сразу 
ставить его в холодильник в вертикальном положении.

На каждом флаконе-дозаторе с раствором антител указан срок годности. При 
соблюдении условий хранения реагент остается стабильным до даты, указанной на 
этикетке. Не использовать реагент после истечения срока годности.



ПОДГОТОВКА ОБРАЗЦА
Данное первичное антитело можно применять для окрашивания подготовленных 
стандартным образом, фиксированных формалином и залитых в парафин тканей, 
при условии использования OpbView О АВIHC Detection Kit, а таюке аппаратов серии 
BencftMartc ULTRA, XT и GX,

Необходимо получить срезы толщиной приблизительно 4 мкм и нанести их на 
положительно заряженные предметные стекла. Для окрашивания следует 
использовать свехше срезы тканей, поскольку антигенность тканевых срезов со 
временем может уменьшаться. Одновременно с исследованием неизвестных 
образцов рекомендуется провести исследование на положительном и 
отрицательном тканевых контролях.

При использовании панели VENTANA MUR IHC Panel рекомендуется, чтобы ткань в 
течение 6 часов после иссечения была зафиксирована е 10 % нейтральном 
забуференном формалине (NBF) на 6-24 часа из расчета офашивания в 
миндалинах. Приемлемое окрашивание также достигалось при фиксации цинк- 
формалином и фиксаторами Z-5 в течение 6-24 часов. С панелью VENTANA MUR 
IHC Panel не рекомендуется использовать спиртовой раствор формалина (АРА),
95 % этиловый спирт и фиксаторы PREFER, поскольку в этих случаях ткани 
демонстрируют нестабильные результаты окрашивания или полное их отсутствие. 

Используемое количество фиксатора должно соаавлять от 15 до 20 объемов ткани. 
За 24 часа фиксатор проникает в плотную ткань не более чем на 2 -3  мм, а в 
пористую ткань —  не более чем на 5 мм. Фиксирование следует проводить при 
комнатной температуре (15-25 •C).30.31

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЯ И МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
1. Для диажостики л  vitro (IVD).

2. Только для профессионального использования.

3. Раствор ProClin 300 используется в данном реагенте в качестве консерванта. 
Он относится к раздражающим средсгеам и при контакте с кожей может стать 
причиной сенсибилизации. При работе с реагентом соблюдайте меры 
предосторожности. Избегайте попадания реагентов в глаза, на кожу и 
слизистые оболочш. Используйте защитную одежду и перчатки.

4. иатериалы человеческого или животного происхождения следует считать 
биологически опасными материалами и утилизировать, соблюдая все 
необходимые меры предосторожноаи.

5. Избегайте контакта реагентов с глазами и слизистыми оболочками. При 
попадании реагентов на чувствительные участки промойте пораженные 
участки достаточным количеством воды.

6. Не допускайте микробного загрязнения реагентов, поскольку это может 
привести к получению ошибочных результатов.

7. Проконсультируйтесь с местными и (или) государственными органами в 
отношении реммюндованного способа утилизации.

8. Дополнительная информация о безопасности содержится в паспорте 
безопасности продукта и руководстве по условным обозначениям и фразам 
риска на сайте www.ventana.com.

ПРОЦЕДУРА ОКРАШИВАНИЯ
Антитело VENTANA anb-ULH1 (M l) предназначено для использования на аппаратах 
Bench Mark ULTRA, XT и GX в комбинации с OpdView DAB IHC Detection Kit и 
вспомогательными реагентами. В таблице 1 приведен протокол окрашивания для 
применения с антителом VENTANA anti-MLH1 (M l). Сведения о влиянии других 
значений времени и температуры при демаскировке антигена на устойчивость 
анализа к возникновению ошибок отсутствуют. Поэтому отклонение от 
рекомендуемых условий для демаскировки антигена, представленных в указанном 
протоколе, может сделать ожидаемые результаты недействительными. Следует 
использовать и документировать надлежащие юнтроли. Пользователи, которые 
отклоняются от указанного протокола, должны принимать на себя всю 
ответственность за интерпретацию результатов пациента.

Параметры автоматических процедур могут быть отображены на экране, 
напечатаны и отредактированы согласно процедуре, описанной в руководстве 
пользователя, прилагаемом к соответствующим приборам, /^тя получения более 
подробной информации об этапах гфоцедуры иммуножстохимического 
окрашивания см. листок-вкладыш в упаковке OptiView DAB IHC Detection Kit.

Табл. 1. Протокол окрашивания для антитела VENTANA anti-MLHI (M l) с 
использованием OptiView DAB IHC Detection Kit на аппаратах BenchMark ULTRA, XT 
h GX.

Тип процедуры

Метод

BenchMatK

ULTRA

Аппарат

BendiMarfc

XT

А пп^зат

BenchMark

GX

Аттарат

Депарафиниров
ание

Выбрано Выбрано Выбрано

Кондиционирова 
нив клеток 

(деиаскировани 
е антигена)

Cell
Conditioning 1, 

64 минуты 
при 100 "С

Cell
Conditioning 1, 

64 мин

Cell
Conditioning 1, 

64 мин

Pre-Primary
Peroxidase

Inh ib ito r
Выбрано Выбрано Выбрано

Антитела
(первичные)

24 минут. 36°С 24 минут, 37 *С 24 минут, 37 *С

OptiView HQ 
Linker

8 мин (по умолчанию)

OptiView HRP 
Muitim er

8 мин (по умолчанию)

Контрастное
окрашивание

Hematoxylin II, 4 минуты

Обработка после 
контрокрашиван 

ИЙ
Bluing, 4 минуты

Отклонение от рекомендуемых условий (особенно для демаскировки антигена), 
представленных в указанном протоколе, может сделать ожидаемые результаты 
недействительными. Тем не менее, в связи с различиями в фиксации и обработке 
тканей, а также в лабораторном оборудовании и внешних условиях может 
потребоваться увелкыение и/м  уменьшение времени инкубации пepвlf4ныx антител 
в зависимости от отдельных обртзцов и предпочтений эксперта. Подробную 
информацию о р азл ти ях  в методиках фиксации см. е разделе 
Immunohistocheniistry; Principles and Advances (Иммуногистохимический анализ: 

принципы и достижения).^

ПРОЦЕДУРЫ КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА

Реагент для отрицательного контроля
Настоятельно рекомендуем использовать реагент для отрицательного контроля для 
окрашивания смежного среза образца ткани пациента на отдельном предметном 
аекпе , а не на предметном стекле, где образец был окрашен антителом VENTANA 
anti-ULHI (U1). Мышиный моноклональный реагент для отрицательного контроля 
(Negative Control (Monoclonal). №по каталогу 760-2014 /  05266670001) рекомендуется 
для использования вместо первичного антитела для оценки неспецифического офа- 
шивания. Параметры офашивания антитела, используемого с реагентом для отри­
цательного контроля, должны соответстеовать параметрам офашивания первичного 
антитела.

Положительный тканевый контроль
При выполнении кахщой процедуры офашивания необходимо проводить 
лолохштельный тканевый контроль. Оптимальная лабораторная практика —  
помещение среза для положительною контроля на одно а екл о  с образцом ткани 
пациента. Такая практика позволяет распознать случаи, когда первичное антитело 
или другой важный реагент не оказывают должною эффекта на образец ткани 
пациента. Для оптимального контроля качества лучше всего подойдет образец 
ткани, в норме показывающий положительное окрашивание. Положительно окраши­
ваемые компоненты ткани служат подтверждением тою, что антитела нанесены и 
что прибор работает надлежащим образом. Данная ткань может



содержать как положительно, так и отрицательно окрашиваемые клетки или 
1сомпоненты ткани и использоваться е качестве как положительного, так и 
отрицательного лоневого контроля. В качестве контроля следует использовать 
свежие образцы тканей, полученные в ходе вскрытия, биопсии или хирургических 
операций. Образцы следует как мохсно скорее подготовить или зафиксировать по 
п р о ц е д и , используемой для исследуемых образцов. С использованием таких 
образцов должен контролироваться весь процесс исследования, начиная от 
подготовки ткани и заканчивая 01фашиванием. Использование среза ткани, 
фиксированного или обработанного по процедуре, отличной от процедуры 
тестируемого образца, позволяет обеспечить контроль всех реагентов и этапов 
метода, хроме фиксации и обработки ткани.

Заведомо положительные ланевые контроли следует использовать только для 
контроля правильности работы с обработанными тканями и тестирования 
реагентов, а не в качестве вспомогательного средства при постановке конкретного 
диагноза на основании образцов пациента. Если не наблюдается положительного 
окрашивания полохситепьных тканевых контролей. результаты окрашивания 
тестовых образцов следует считать неверными.

Ткань КРР с белком MLH1, имеющим клинический статус «Неизмененная», или 
нормальной тканью толстой кишки после предварительной обработки антителом 
VENTANA anti-MLH1 (M l), может использоваться в качестве полохситепьного 
тканевого контроля. Нормальная ткань толстой кишки будет иметь результат 
окрашивания белка MLH1 с использованием антитела VENTANA anti-MLH1 (М1) 
«Неизмененная». Положительный тканевый контроль должен демонстрировать 
однозначное ядерное окрашивание в жизнеспособной опухоли и (или) элементах 
здоровой ткани толстой кишки. Внутренние клетки положительных контролей 
(например, лимфоциты, фибробласты или здоровый эпителий вблизи опухоли) для 
всех тканей должны иметь положительный результат окрашивания в ядре.

Отрицательный тканевый контроль
Так как белки MLH1, PMS2, MSH2 и MSH6 экспрессируются во всех тканях, для 
данных биомаркеров не существует нормального отрицательного тканевого 
контроля. Однако ткань КРР, в которой белок MLH1 имеет клинический статус 
«потерянная», после предварительной обработки антителом VENTANAanti-MLHI 
(М1), может использоваться в качестве отрицательного тканевого контроля. 
Отрицательный тканевый контроль следует использовать только для проверки 
точности характеристик обработанных тканей, исследуемых реагентов и аппаратов, 
но не для формулировки конкретного диатеза на основании образцов пащюнта.

Верификация анализа
Перед начальным использованием антитела или сиаемы  окрашивания в 
диагностической процедуре следует верифицировать специфичность антитела. Для 
этого выполняется тестирование антитела на серии тканей с иэмстными 
характеристиками эффективности IHC, представляющими кл интесш й  статус MLH1 
как в неизмененной ткани. (См. «Процедуры конфоля качества», описанные ранее в 
этом разделе листка-вкладыша, а также рекомендации по контролю качества 
Программы лабораторной аккредитации коллегии американских патологов (College 
o f Алюгюап Pathologists Laboratory Accreditation Program), контрольной карты no 

патологической а н а тои ги ^ или CLSI Approved Guideline.^^)

ИНТЕРПРЕТАЦИЯ ОКРАШИВАНИЯ/ОЖИДАЕМЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
Схема клеточного окрашивания для антитела VENTANAanti-MLH1 (М1)имеет 
ядерный характер в активно прогмферирующих клетках. Квалифицированный 
патоморфогюг присваивает клинический статус образцам КРР, окрашенным с 
помощью антитела VENTANA anti-MLH1 (М1), на основании собственной оценки 
наличия или отсутствия специфичного ядерного окрашивания в опухолевой ткани. 
Клинический статус «Неизмененная» присваивается образцам с однозначным 
ядерным окрашиванием е клетках жизнеспособных опухолей в присутствии 
приемлемых внутренних положительных контролей (ядерное окрашивание в 
лимфоцитах, фибробластах или здоровом эпителии вблизи опухоли). Клинический 
статус «Потерянная» гфисвэивается образцам с однозначной потерей ядерного 
окрашивания или с фокальным слабым неоднозначным ядерным огфашиванием в 
клетках жизнеспособных опухолей в присутствии внутренних положительных 
контролей, как показано в таблице 2.

Если во внутренгмх положительных контролях однозначное ядерное оф аш вание 
отсутствует и (или) фоновое окрашивание мешает интерпретации, анализ следует 
считать нелрие4Алемым. При этом необходимо провести анализ повторно. Точечное 
ядерное окрашивание опухолевых клеток следует считать отрицательным

(потерянная экспрессия). В случае с фокальным окрашиванием опухолевых клеток 
интенсивность ядерного окрашивания по меньшей мере должна быть аналогична 
интенсивности окрашивания внутренних полохогтельных контролей наряду со 
сливающимся/непрерывным характером окрашивания ядер в нескольких 
эпителиальных хюлезах или эпителиальных жемчужинах, чтобы образцу был 
присвоен клинический статус «Неизмененная». При отсутствии указанных условий 
образцу присваивается клинический статус «Потерянная».

Табл. 2. Интерпретация окрашивания для антитела VENTANA anti-MLH1 (М1)

К л и тче е км й
статус

Описание

Неизмененная
экспрессия

MLH1

Однозначное ядерное окрашивание в клетках 
хсизнеспособных опухолей в присутствии внутренних 
положительных контролей (ядерное офашивание в 
лимфоцитах, ф и б р о ^ с т а х  или здоровом эпителии толстой 
кишки вблизи опухоли).

Потерянная
экспрессия

MLH1

Однозначная потеря ядерного офашивания или фокальное 
слабое неоднозначное ядерное офашивание в клетках 
жизнеспособных опухолей в присутствии внутренних 
попохегтельных контролей.

Образцы, окрашенные антителом VENTANA anti-MLH1 (М1), классифицируются как 
«Неизмененная» или «Потерянная» в зависимости от наличия или отсутствия 
специфического окрашивания в опухолевой тхани.

ОСОБЫЕ ОГРАНИЧЕНИЯ
Антитела и реагенты компачми Ventana Medical Systems, Inc. имеют оптимальную 
концентрацию для применения в соответствии с прилагающейся инструкцией. 
Отклонение от реюмендуемых условий для деиасхироеюг антигена, 
представленных в указанном протоколе, может сделать ожидаемые результаты 
недействительными.Следует использовать и документировать надлежащие 
контроли. Пользователи, которые отклоняются от указанного протокола, должны 
принимать на себя всю ответственность за интерпретацию результатов пациента. 

При использовании панеш  VENTANA MMR IHC Panel рекомендуется, чтобы 
о ^а э ц ы  ткани были зафиксированы а 10 % нейтральном эабуференном формалине 
на 6-24 часа е течение 6 часов после иссечения. Приемлемое офашивание 
наблюдается после фиксации цинк-формалином и фиксатором Z-5 е течение 6 -  
24 часов. Не реюмендуется фиксьфоеатъ ткани в 95 % спирте, спиртовом растворе 
формалина с уксусной кислотой (АРА) или фиксаторах PREFER.

Анализ некоторых образцов может быть особенно сложным в связи со следующими 
проблемами:

•  Неспецифическое фоновое окрашивание. Некоторые образцы могут 
демонстрировать неспецифическое фоновое окрашивание по недостаточно 
понятным причинам. По этой причине оценка предметного стекла с антителом 
VENTANA anti-MLHI (M l) должна включать в себя сравнение предметного 
стекла с срезом пени , ежрашенным реагентом для отрицательного контроля 
для определения уровня неспецифичного фонового окрашивания. 
Цитоплазматическое окрашивание (при наличии) должно илюрироваться при 
IHC интерпретации результатов окрашивания антителом VENTANA anti-MLHI 
(M l).

•  Фокальное окрашивание. Неюторые образцы могут демонстрировать 
фокальное офашивание в опухолевых клетках; интенсивность окрашивания 
может варьировать от слабой до сильной. На основании IHC алгоритма 
оценивания антитела VENTANA anb-MLHI (M l), фокальное слабею 
неоднозначное ядерное окрашивание в жизнеспособных опухолевых клетках в 
присутствии внутренних положительных контролей должно 
квалифицировап>ся как «потерянная». Офашивание может варьироваться в 
зависимости от уровня интенсивности, которая, в свою очередь, может 
варьироваться в зависимости от опухоли; однако интенсивность не влияет на 
клинический статус MLH1.

•  Точечное офашивание. Некоторые образцы могут демонстрировать 
дисфвтное точечное офашивание в нескольких ядрах опухоли; интенсивность 
окрашивания может варыфовать от слабой до сильной. Таюй характер 
окрашивания следует игнорировать, и если образец имеет только этот тип
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хараювра окрашивания, ему следует присвоить клинический статус 
«Потерянная».

Тканевые артефакты или артефакты, вызванные офашиванием. Гистологичесюю 
артефакты, возникающие в ходе обработки образцов и мифотомии, также могут 
осложнить определение IHC клинического статуса антитела VENTANA апб-М1Я1 
(М1). К таким артефактам относятся, фоме прснего, градиенты фиксации и 
краевые эффекты, захват DAB, образование пуырьков в ядре, недостаточное 
офашивание на некоторых учаслвх ткани, разрыв или скпад1м  ткани и потеря 
среза лени. В некоторых случаях может потребоваться повторное окрашивание 
новых срезов или получение нового образца.

ХАРАКТЕРИСТИКИ ЭФФЕКТИВНОСТИ АНТИТЕЛА VENTANA ANTI- 
MLH1 (М1)

Аналитическая чувствительностъ/специфичностъ
Аналитическая чувствительность и специфичность были определены посредством 
окрашивания множественных образцов нормальных и опухолевых тканей человека 
антителом VENTANA anti-MLH1 (U1). Результаты приведены в Таблице 3 и 
Таблице 4. Положительное Офашивание является ядерным, если не указано иное.
В результате офашиаания нормальных и опухолевых тканей антителом VENTANA 
anb-MLH1 (М1) непредвиденных результатов получено не было. Как и ожидалось, 
поскольку p e n a p a i^  неспаренных оснований присутствует во всех активно 
пролиферирующих клетках, все здоровые и опухолевые ткани продемонстрировали 
положительное офашивание.

Табл. 3. Аналитическая чувствительность/слецифичностъ Офашивания FFPE 
нормальных тканей антителом VENTANA anti-MLHI (М1)

лоложительное/отрицательное офашивание определялось для тканеслецифичных 
элементов при наличии положительного офашивания в здоровых контрольных 
клетках (лимфоцитах, фибробластах и эпителиальных клетках).

Табл. 4. Аналитическая чувствительность/слецифичность Офашивания различных 
FFPE опухолевых тканей антителом VENTANA anti-M lH I (М1)

Ткань

Кол-во
пол ож итвл ьньк 
случаев/общее 
кол-во случаев

Ткань

K p im
1юлсйппВ1№ньа
с л у ч в и Г о б кц и
к о л ^ о и ^ ч а е в

Надпочечник 3/3 Лепюе 4/4

Мочевой пузырь 3/3 Лимфоузлы 3/3

Костный мозг 3/3 Мезотелий 4/4

Яичник 5/5 Поджелудочная
железа

3/3

Молочная
железа

3/3 Паращитовидная
железа

3/3

Мозжечок 3/3 Перифер№вский
нерв

5/5

Головной мозг 3/3 Простата 3/3

Шейка матки 3/3 Скелетная
мышца

3/3

Толстая кишка 3/3 Кожа 3/3

Эндометрий 3/3 Селезенка 3/3

Пищевод 3/3 Желудок 3/3

Сердце 3/3 Яичко 3/3

Гипофиз з л Тимус 3/3

Стенка
кишечника

3/3 Щитовидная
железа

4/4

Почка
3/3 Язык/слюнная

железа
3/3

Печень 3/3 Миндалины 3/3

Примечание. Белки репарации неспаренных основан т, такие как MLH1, 
присутствуют во всех клетках с активной пролиферацией. Для всех тканей

Патология

Кол-во
п о п о ж и п л ь н ь а  

с л у ч м р М щ м  кол- 
во случаев

Глиобластома (головной мозг) 1/1

Менингиома (головной мозг] 1/1

Эпендимома (головной мозг) 1/1

Олигодендроглиома (головной мозг) 1/1

Серозная аденокарцинома (яичник) 1/1

Аденокарцинома (яичник) 1/1

Панфвато-нейроэндофинное новообразование 
(поджелудочная железа)

1/1

Семинома (яичко) 1/1

Медуллфная карцинома (щитовидная железа) 1/1

Папиллярная карцинома (щитовидная железа) 1/1

Протоковая карцинома in situ (молочная железа) 1/1

Микроиквазивная протоковая карцинома (молочная 
железа)

1/1

Инвазивная протоковая карцинома (молочная железа) 1/1

Мелкоклеточная карцинома (легкое) 1/1

Плоскоклеточная карцинома (лепюе) 1/1

Нейроэндокринная карцинома (пищевод) 1/1

Аденокарцинома (гмщевод) 1/1

Перстневидноклеточная карцинома (желудок) 1/1

Аденокарцинома (тонкая кишка) 1/1

Стромальная саркома (тонкая кишка) 1/1

Гастроинтестинальная стромальная опухоль (GIST) 
(тонкая тш ка )

1/1

Аденокарцинома (толстая шшка) 1/1

Аденокарцинома (прямая кишка) 1/1

Гастроинтестинальная стромальная опухоль (GIST) 
(прямая кишка)

1/1

Гепатобластома (печень) 1/1

Светлоклеточная карцинома (почка) 1/1

Аденокарцинома (предстательная железа) 2/2

Лейомиома (матка) 1/1

Аденокарцинома (матка) 1/1

Плоскоклеточная карцинома (шейка матки) 2/2
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/патология

К0Л40
положитш ъны х 

случаев/общее ю л - 
■О случаев

Эмбриональная рабдомиосаркома (гюперечно- 
полосатая мускулатура)

1/1

Плоскоклеточная карцинома (кожа) 1/1

Нейрофиброма (поясница) 1/1

Нейробластома (забрюшинное пространство) 1/1

Меэотелиома (брюшина) 1/1

В-клеточная лимфома, неуточненная (лимфатический 
узел)

3/3

Лимфома Ходжшна (Hodgkin) (лимфатический узел) 1/1

Лейомиосаркома (мочевой пузырь) 1/1

Остеосаркорла 1/1

Веретеноклеточная рабдомиосаркома (брюшина) 1/1

Лейомиосаркома (гладкая мускулатура) 1/1

Табл. 5. Внутрисуточная повторяемость и межсуточная прецизионность 
окрашивания антителом VENT ANA anb-MLH1 (М1). согласно выявленному 
клиническому статусу (неизмененная или потерянная)

П о п о р м м о стъ /
[фВЦИМОННОСП

Knmotsa- 
о м Й  статус

Совпадение

Тип n/N % »5% C i

Внутрисуточная
повторяемость

Неизменен­
ная

РРА 2Ы25 100,0. (86,7; 100,0)

Потерянная NPA 25/25 100,0 (86,7; 100,0)

Всего ОРА 5060 100,0. (92,9; 100,0)

Межсуточная
прецизионность

Неизменен­
ная

РРА 50/50 100.0 (92,9; 100,0)

Потерянная NPA 50/50 100.0. (92,9; 100,0)

Всего ОРА 100/100 100,0. (96,3; 100,0)

Примечание. Вепки репарации неспаренных оснований, такие как MLH1, 
присутствуют во всех клетках с активной пролиферацией. Для всех тканей 
положительное/отрицательное офашивание определялось для опухолевых 
клеток при наличии положительного окрашивания в здоровых контрольных 
клетках (лимфоцитах, фибробластах и эпителиальных клетках).

Внутрисуточная повторяемость и межсуточная прецизионность
Повторяемость и прецизионность офашивания антителом VENTANA anti*MLH1 (М1) 
оценивались на аппарате BenchMark ULTRA в сочетании с OpbView DAB [НС 
Detection КК.

Внутрисуточная повторяемость оценивалась с использованием 10 образцов КРР (5 с 
неизмененной экспрессией и 5 с потерянной экспрессией MLH1). Пять 
реплицированных предметных стекол каждого из образцов КРР окрашивались 
антителом VENTANA anti-MLHI (M l) на одном аппарате Bench Mark ULTRA в один 
день. Каждое окрашенное антителом VENTANA anti-MLHI (M l) предметное стекло 
объединялось с офашенным реагентом для отрицательного контроля предметным 
стеклом в рамках одного образца. Все предметные стекла были рандомизированы, 
а затем один и тот же патоморфолог, гюторому был неизвестен диагноз образцов, 
провел их оценку и присвоил им статус <Неизмененная> или «Потерянная». 

Межсуточная прецизионность также оценивалась с использованием 10 образцов 
КРР (5 с неизмененной экспрессией и S с потерянной экспрессией MLH1). 
Реплицированные предметные стекла каждого из образцов 1ФР окрашивались 
антителом VENTANA anti-MLHI (M l) на аппарате BenchMark ULTRA в каждый из 5 
непоследовательных дней Каждое окрашенное антителом VENTANA anti-MLHI (М1) 
предметное стекло объединялось с окрашенным реагентом для отрицательного 
контроля предметным стеклом в рамках одного образца. Все пре/^^етные стекла 
были рандомизированы, а затем один и тот же патоморфолог, которому был 
неизвестен диагноз образцов, провел их оценку и присвоил им статус 
«Неизмененная» или «Потерянная».

Ни одно из окрашенных предметных стекол с реагентом для отрицательного 
контроля не продемонстрировало специфического офашивания, а фоновое 
окрашивание составило s  0.5. На основании объединенных данных всех возможных 
парных сочетаний исследования внутрисуточной повторяемости и межсуточной 
прецизионности продемонстрировали 100%-е совпадение положительных 
результатов (РРА), 100%-е совпадение отрицательных результатов (NPA) и обцее 
100%-е совпадение результатов (ОРА). Сводные данные полученных результатов 
приведены в таблице 5.

Примечание. Значения 95% доверитеп>ного интервала были рассчитаны с 
использованием метода оценки Уилсона.

Прецизионность между разными аппаратами BenchMark
Прецизионность между разными аппаратами BenchMark ULTRA для антитела 
VENTANA anti-MLHI (M l)  определялась методом офашивания реплицированных 
предметных стекол с 10 образцами КРР (5 с неизмененной экспрессией и 5 с 
потерянной экспрессией MLH1) на 3 аппаратах BenchMark ULTRA с применением 
антитела VENTANA anti-MLHI (M l) и использованием OpbView DAB IHC Detection IdL 
Реплицированные предметные стекла каждого из образцов КРР офашивались 
антителом VENTANA anti-MLH1 (M l) на 3 аппаратах BenchMark ULTRA.

Каждое окрашенное антителом VENTANA апб-№Н1 (М1) гфвдметное стекло 
объединялось с офашенным реагентом для отрицательного контроля предметным 
стеклом в рамках одного образца. Все предметные стекла были рандомизированы, 
а затем один и тот же патоморфолог, которому был неизвестен диагноз образцов, 
провел их оценку и присвоил им кшнический статус «Неизмененная» или 
«Потерянная». Ни одно из окрашенных п р е д м е т а  стекол с реагентом для 
отрицательного контроля не продемонстрировало специфического окрашивания, а 
фоновое окрашивание составило S 0,5.

При определении прециаюнности м е х ^  разными апгтаратами BenchMark ULTRA 
был проведен сравнительный анализ пар клинического статуса предметных стекол 
для каждого образца между аппаратами и лродемонстр^фованными 100% РРА, NPA 
и ОРА. Сводные данные полученных результатов приведены в таблице 6.

Табл. б. Прецизионность между разными аппаратами BenchMark ULTRA для 
антитела VENTANA anti-MLHI (М1), согласно выявленному клиническому статусу 
Неизмененная или потерянная)

Точность
Клииича*

ехий
статус

Совпадаииа

Тип iVN % 9 5 % а

Между разными 
аппаратами

Неизменен
ная

РРА 30/30 100,0. (88,6; 100,0)

Потерян­
ная

NPA 30/30 100,0. (88,6; 100,0)

Всего ОРА 60/60 100,0. (94,0; 100,0)

Примечание. Значения 95% доверительного интервала были рассчитаны с 
использованием метода оценки Уилсона.

Кроме того, прецизионность между разными аппаратами для антитела VENTANA 
anti-MLH1 (M l) определялась методом офашивания реплицированных предметных 
стекол с 6 образцами КРР (4 с неизмененной экспрессией и 2 с потерянной 
экспрессией MLH1) на 3 аппаратах BenchMark XT и 3 аппаратах Benchmark GX с 
применением антитела VENTANA anti-MLHI (M l) и использованием OpbView DAB 
IHC Detecbon Kit.
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£ыло проведено 15 наблюдений на каждый образец при объединении 3 аппаратов;
/  медиана для каждого образца определялась по этим 15 наблюдениям. 

Индивидуальные наблюдения одного и того же образца считались согласующимися 
с медианной интенсивностью сигнала образца, если их интенсивность находилась в 
пределах 0,5. При определении прецизионности между аппаратами BenchMark XT и 
Benc^Mark GX для каждого образца был выполнен сравнительный анализ пар по 
уровню интенсивности 01фашиеания опухолевой ткани. Результаты были 
следующими: 100 % ОРА между 3 аппаратами BenchMark XT и 100 % ОРА между 3 
аппаратами BenchMark 6Х. Для всех предметных стекол уровень фонового 
окрашивания был приемлемым (£  0,5) как на аппаратах BenchMavk XT, так и на 
аппаратах GX.

Конкордантность платформы BenchMark
Конкордантностъ между аппаратами BenchMark ULTRA, XT и GX для антитела 
VENTANA anti-MLHI (M l) была определена методом окрашивания образцов КРР 
антителом VEhfTANA апб-М1Н1 (М1) с использованием OpbView DAB IHC Detection 
Kit. Клинический статус всех предметных стекол (неизмененная/потерянная) 
оценивался одним и тем же патоморфологом.

Между гтлатформами было проведено парное сравнение клинических статусов 
образцов КРР, в том числе сравнение GX с ULTRA (128 образцов с неизмененной 
экспрессией и 23 с потерянной экспрессией); сравнение GX с (128 образца с 
неизмененной экспрессией и 22 с потерянной экспрессией); и сравнение ULTRA с XT 
(140 образцов с неизмененной экспрессией и 23 с потерянной экспрессией). Все 
парные сравнения, выполненные между платформами, продемонстрировали 100%- 
е среднее совпадение положитвльных результатов (АРА), среднее совпадение 
отрицательных результатов (ANA) и ОРА.

Исследования прецизионности оценок эксперта
Прецизионность по каждому эксперту и между экспертами оценивалась по 20 
образцам КРР (11 с неизмененной экспрессией и 9 с потерянной экспрессией), 
окрашенным антителом VENTANA anti-MLHI (M l) и Opti\^ew DAB IHC Detection Kit. 
Каждое офашенное антителом VENTANA anti-MLH1 (M1) предметное стекло 
объединялось с окрашенным реагентом для отрицательного контроля предметным 
стеклом в рамках одного образца

Все предметные стекла были рандомизированы и оценивались 3 патоморфологами 
на предмет клинического статуса MLH1 «неизмененная» или «потерянная». 
Патоморфологам был неизвестен диагноз образцов. После четырехнедельного 
отмывочного периода окрашенные антителом VENTANA anb-MLHI (M l) предметные 
стекла были повторно рандомизированы для проведения второй оценки 
клинического статуса MLH1 каждым из 3 патоморфологов. Ни одно из окрашенных 
предметных стекол с реагентом для отрицательного контроля не 
продемонстрировало специфического окрашивания, а фсжовое окрашивание 
составило i  0,5.

Для определения прецизионности по каждому эксперту сравнивали исходную и 
итоговую оценки слайда, попущенные от одного и того же патоморфолога. Всего 
было выполнено сравнение 20 предметных стекол с срезом КРР на каждого 
пагоморфолога. Сравнения 3 патоморфологов были объединены и 
продемонстрировали 98,5% АРА 98,1% ANA и 98,3% ОРА для прецизионности по 
каждому эксперту. Сводные данные полученных результатов приведены в 
таблице?.

Для определения прецизионности между экспертами сравнивали все оценки 
предметных стекол (20 КРР х 2 оценки/обраэец х 3 патоморфолога = 120 оценок 
предметных сте1Фл) со статусом модального образца для каждого образца КРР. 
Результаты демонстрируют 100 % Р Р А  98,1 % N P A h 99,2%  ОРАдпя 
прецизионности между экспертами. Сводные данные полученных результатов 
приведены в таблице 7.

Табл. 7. Прецизионность по каждому эксперту и между экспертами оценивалась 
антитела VENTANA anti^ lLH I (M l) для образцов КРР, согласно выявленному 
клиническому статусу MLH1 (неиэмененная/потеря)

Точность
Клинкчо> 

е ш й  статуе

Совпадение

Тип n/N % »S%CI

По каждому 
эксперту

Неизменен­
ная

АРА 66/67 98,5. (88,0; 100,0)

Точность
Кпиничо* Со1падои1м

Тип пМ % « 8 % а

Потерянная ANA 52/53 98,1. (83,3; 100,0)

Всего ОРА 59/60 98,3. (85,0; 100,0)

Между
экспертами

Неизменен­
ная

РРА 66/66 100,0. (94,5; 100,0)

Потерянная NPA 5364 98,1. (90,2.99,7)

Всего ОРА 119/120 99^- (95,4.99,9)

Примечание. Для оценки по каждому эксперту 95% доверительные интервалы для 
АРА и ANA были рассчитаны по методу Клоппера-Пирсона; 95% доверительный 
интервал для ОРА 95% С1 был рассчитан по методу бутстреп. Для оценки между 
экспертами 95% доверительные интервалы были рассчитаны с использованием 
метода оценки Уилсона

Прецизионность между партиями
Прецизионность между партиями антитела VENTANA anti-MLHI (M l) была 
определена методом анализа 3 производственных партий антитела VENTANA anti- 
MLHI (М1), каждая с использованием строенных предметных стекол из 10 образцов 
КРР (5 с неизмененной экспрессией и 5 с потерянной экспрессией MLH1) на 
аппарате BenchMark ULTRA с использованием OptiView DAB IHC Detection Kit. 

Каждое окрашенное антителом VENTANA anti-MLHI (M l)  предметное стекло 
объединялось с окрашенным реагентом для отрицательного контроля предметным 
стеклом в рамках одного образца. Наборы предметных стекол были 
рандомизированы, а затем их оценку провел один и гот же патоморфолог, которому 
был неизвестен диагноз обраэ^ов и номер партии антитела VENTANA anti-MLH1 
(M l). Ни одно из офашенных предметных стекол с реагентом для отрицательного 
контроля не продемонстрировало специфического офашивания, а (}юновое 
окрашивание составило £ 0,5.

При определении прецизионности между партиями антитела VENTANA anti-MLH1 
(М1) все о ц е к т  предметных стекол сравнивались со статусом модального образца 
для каждого образца КРР. Показатель ОРА между партиями антитела VENTANA 
anti-MLHI (М1) составил 100 %, продемонстрировав, что офашивание антителом 
VENTANA a n t i^ L H I (M l) является воспроизводимым между партиями антитела. 

Сводные данные полученных результатов для анализа прецизионности между 
партиями антитела VENTANA anti-MLH1 (М1) приведены в таблице 8.

Табл. 8. Прецизионность между партиями антитела VENTANA anti-MLH1 (М1), 
согласно выявленному кликтеском у статусу (неизмененная или потерянная)

Точность *
Клииичо- Совпаденио

TtBi n/N % 95% а

Между партиями

Неизменен­
ная

РРА 45/45 100,0. (92.1:100.0)

Потерянная NPA 45/45 100,0. (92,1; 100,0)

Всего ОРА т о 100,0. (95,9; 100,0}

Примечание. Значения 95% доверительного интервала были рассчитаны с 
исгюльэованием метода оценки Уилсона.

Исследование воспроиэводимостм результата между 
лабораториями
Исследование вослроиэводимосго результата между лабораториями для панели 
VENTANA M M R 1ЬЮ Panel было проведено для демонстрации воспроизводимости 
каждого анализа панели VENTANA MMR IHC Panel для определения клинмесхого 
статуса 8  исследование было включено 6 образцов лени № Р (3 с неизмененной 
экспрессией и 3 с потерянной экспрессией) для каждого белка MMR и 16 образцов 
ткани КРР (8 положительных и 8 отрицательных) для определения BRAF V600E.
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f l ^  проводились на 3 аппаратах BenchMark ULTRA в каждый из 5 
' «поспедовательных дней за 21 -дневный период в трех независимых лабораториях. 
Образцы были рандомизированы и оценены в общей сложности 6 экспертами (по 2 

' в каждом исследовательском центре), которые не знали заранее, каков клинический 
статус MMR в образцах набора исследования. Для каждого из 40 образцов в 
исследовании было проведено 30 наблюдений по в с м  дням, исследовательским 
центрам и экспертам. Эталонный статус модального образца был получен для 
1вждого образца на основании наиболее часто наблюдаемого статуса в 30 
наблюдениях. Всего в исследовании было проведено 1200 наблюдений для всех 
пяти белков. Для всех оцениваемых образцов уровень приемлемости в отношении 
морфолопмеских структур и фона вданном исследовании составил 100 %. Сводные 
данные по объединенным (для всех пяти белков) статистическим показателям 
совпадений между эталонным статусом модального образца и индивидуальными 
наблюдениями приведены в таблице 9.

Табл. 9. Совпадения между панелью VENTANA MMRIHC Panel и эталонным 
статусом модального образца

М в х п а б ) ^
торная

повторяе-
ностъ

Клияичасвй
статус

Совпадение

Тип n/N % 95% а

Все белю1

Неизменен-
ная/положите

льный
РРА 596/600 99,8. (98,7; 100.0)

Потерянная/
этрицатвльнь

й
NPA 593/600 98,9. (97.4:99.5)

Всею ОРА 1191/1200 99,4. (98,6; 99,7)

Межпебораторная
повторяемость

Совпадение

T w i n/N % 95% а

Между
исследовательскими

центрами
(3 исследовательских 

центра)

АРА 360/360 100,0, (98,9:100,0)

ANA 360/360 100,0. (98,9:100,0)

ОРА 360/360 100,0. (98,9:100,0)

Межсуточная 
(5 непоследов 

ательных 
дней)

Набора то 
рияА

АРА 120/120 100,0. (96,9:100,0)

ANA 120/120 100,0. (96.9; 100.0)

ОРА 120/120 100,0. (96,9:100.0)

Паборато
рияВ

АРА 120/120 100,0, (96,9:100,0)

ANA 120/120 100,0. (96,9:100,0)

ОРА 120/120 100,0. (96,9:100,0)

АРА 120/120 100,0. (96,9:100,0)

И ш лабораторная
повторяемость

Совпадение

Тип n/N % » 5% а

Паборато
рияС

ANA 120/120 100,0. (96.9:100,0)

ОРА 120/120 100,0. (96,9:100.0)

Между экспертами АРА 90/90 100,0. (95,9:100,0)

(2 патоморфолога на 
исследовательский

ANA 90/90 100,0 (95,9:100,0)

центр) ОРА 90/90 100,0, (95,9:100.0)

Примечание. Клинический статус определяется как «неизмененная» или 
«потерянная» для экспрессии белка MMR или «положительный» или 
«отрицательный» для белка BRAF V600E Значения 95% доверительною интервала 
были рассчитаны с использованием подхода на основе обобщенной оценочной 
модели со смешанными эффектами (6LMM).

Кроме того, для антитела VENTANAanti-MLHI (М1) были проведены парные 
сравнения между исследовательскими центрами, межсуточными показателями и 
показателями между экспертами. Для ULH1 этот набор исследований включал в 
общем 180 наблюдений. Своднью данные полученных результатов приведены в 
таблице 10. Данные обозначают повторяемость анализа по 5 дням, 3 
исследовательским центрам и 6 экспертам.

Табл. 10. Показатели парных совпадений межлабораторнои воспроизводимости для 
антитела VENTANAan6-MLH1 (M l), согласно выявленному клиническому статусу 
неизмененная или потерянная)

Примечание. Значения 95% доверительною интервала были рассчитаны с 
использованием метода оценки Уилсона.

Исследование точности; сравнение метода получения 
результатов с использованием панели VENT ANA MMR IHC Panel 
и молекулярного тестирования (секвенирование ДНК и 
гнперметилирование промотора MLH1)
Исследование было проведено для сравнения эффективности использования 
панели VENTANA MMRIHC Panel и молекулярною тестирования, в том числе 
комплексной панели образцов ланей толстой кишш для секвенирования ДНК с 
целью идентификации 1ФР, который (I) характеризуется дефицитом р е л я ц и и  
несларенных оснований (dMMR) и (ii) содержит мутацию BRAF V600E. Панель 
образцов тканей толстой шшки для сеюенирования ДНК включала геномный акали: 
вариаций, присутствующих в генах MMR (MLH1, PMS2, USH2. USH6. ЕРСЩ, BRAf 
играющих важное значение при канцерогенезе (например PIK3CA, KRAS, NRAS, 
ERBB2). Секвенирование включало все экзоны. интронные и фланюгрующие после­
довательности, а также значимые делеции, дупли1вции и мозаицизм 

Для исследования последовательности образцов КРР офашивапись Н&Е 
(гематоксилином и эозином) и оценивались на предмет надлежащей фиксации и 
морфологии, включая наличие клеточных элемектов (опухоль и клетки внутренних 
контролей). Каждый образец оценивали, чтобы определить, состоит ли о ^ э е ц  из 
опухолевых клеток как минимум на 50 %. Такая оценка была проведена для 
обеспечения достаточною количества опухолевых клеток в о б ^ з ц е  согласно 
рекомендациям для проведения молекулярною тестирования. После оценки в 
исследование было включено 105 образцов, соответствующих этим фитериям. 
Кроме тою, были включены 13 образцов Ю’ Р. демонстрирующих клинтесхий статус 
«Потерянная» при исследовании методом IHC, чтобы гарантировать, что потеря 
экспрессии каждого маркера будет отражена в исследовании. Тюневые срезы всех 
образцов исследования были окрашены методом IHC с использованием панели 
VENTANA MMR IHC Panel и соответствующих реагентов для отрицательною 
контроля. Дополнительные тканевые срезы были обработаны с лоиои^ю  панели 
образцов ткани толстой кишки для секвенирования ДНК. Гиперметилирование 
промотора MLH1 — один из механизмов, который может привести к потере 
экспрессии белка MLH1, и ею  связывают со спораджеским КРР. а не с 
потенциальным синдромом Линча. Поэтому все образцы с потерей экспрессии 
MLH1, идентифицированные методом IHC при проведении исследования, были 
проанализированы на предмет гиперметилирования промотора MLH1.
С окончательным набором исследования, состоящим из 118 образцов, в анализ 
были включены показатели РРАи NPA для всех объединенных маркеров (т. е. все 
объединенные наблюдаемые значения), при этом молекулярное тестирование 
выступало в качестве эталона для сравнения IHC. Анализ включал в себя сравнениг 
статуса белка MMR (неизмененная/потерянная) с  молекулфным статусом, 
определенным как «нормальный» (нет патогенных мутаций, отрицателен в 
отношении гиперметилирования промотора MLH1 и S R A f дикою  типа (отсутствие 
мутации И 5(Х ^) или «аномальный» (наличие патогенных мутаций, поломпелен в 
отношении гиперметилирования промотора MLH1 и (или) положителен в отношении 
мутации BRAFV600E). В этом исследовании патогенная мутация в опухоли 
определяется как герминативная или соматическая мутация, которая, согласно 
пропюзу, приводит к потере экспрессии белка MMR. Показатели точечной оценки 
составили 99,4 % РРА 93,5 % NPA и 98,8 % О РА как показано в таблице 11.

Также был проведен сводный анализ для сравнения четырех IHC маркеров MMR 
(без антитела VENTANA anti-BRAF VWOE (VE1)) с результатами молекулярного



/»с™рования. Показатели точечной оценки составили 99,3 % РРА, 89,7 % NPA и 
flt.S % ОРА, как показано в таблице 12.

' врамках дополнительного анализа сравнили результаты исследовашя иетооом 
МС для четырех маркеров MMR с результатами молекулярного тестирования генов 
MMR на уровне одного образца, чтобы включить в исследование а атус  всех 
маркеров и получить результат dMMR/pMMR при использовании двух методов. 
Результаты данного анализа представлены в таблице 13. ОРА при применежи двух 
методов составляет 97.4 %.

В рамках исследования было выполнено сравнение статуса MMR при исследовании 
методом IHC и статуса молекулярного тестирования генов MMR для отдельных 
маркеров MMR. Показатель ОРА для каждого маркера MMR при сравнении с 
объединенными результатами панели образцов ткани толстой кишки для 
саквенирования ДНК и анализа лчперметилирования промотора MLH1 составлял 
100,0 % для антитела VEfITANA anti-MLHI (Ml), 99,1 % для VEMTANA anti-PMS2 
(A16-4) Mouse Monoclonal Primary Antibody, 98,3 % для VENT ANA anti-MSH2 (G219- 
1129) Mouse Monoclonal Primary Antibody и 96,6 % для антитела VENTANA anti-MSH6 
(SP93) Rabbit Monoclonal Primary Antibody.

Клинический статус BRAF V600E в образцах КРР, полученных методом IHC с 
использованием антитела VENTANA anti-BRAF V600E (VE1), также сравнивался с 
результатами оценки мутационного статуса BRAF, определенными с помощью 
секвенирования ДНК. Показатели РРА, NPA и ОРА IHC тестирования с 
использованием антитела VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) и применением метода 
секвенирования ДНК в качестве эталона составили 100 % (таблица 14). Было 
проведено дополнительное тестирование для подтверждения способности антитела 
VENTANA anti-BRAF V800E (VE1) к четкому определению образцов КРР, 
демонстрирующих потерю экотрессии белка MLH1. Из 23 образцов, положительных 
в отношении B f^ P  V600E, в 20 методом IHC была выявлена потеря зкотрессии 
белка MLH1, и они были положительны в отношении гиперметилирования 
промотора MLH1. Эти данные указывают на тесную связь положительного статуса 
BRAF V600E и статуса гиперметилирования промотора МШ1. Оставшиеся образцы 
представляли собой образцы с pMMR (неизмененная экспрессия для всех белков 
MMR). Все образцы, положительные на BRAF V600E, идентифицировали как 
образцы со спорадическим КРР. Результаты подтвердили, что антитело VENTANA 
anti-BRAF V600E (VE1) правильно идентифицирует образцы КРР, имеющие мутацию 
BRAF V600E. Также данные подтвер/вити возможность использования антитела 
VENTANA anti-BRAF V600E (VE1) для дифференциации спорадического КРР и 
вероятного синдрома Линча при отсутствии экспрессии белка MLH1.

Табл. 11.Совокупный анализ для совпадений панели VENTANA MMR IHC Panel 
мехщу IHC и молекулярным тестированием

Табл. 12.Совокупный анализ совпадений четырех IHC маркеров MMR(6e3 
антитела VENTANA anti-BRAF V600E (VE1)) между IHC и молекулярным 
тестированием

C rrry c *

(И о п и у л я р и м
теспфоваиивЛНС)

Совпаден1м

Тип n/N % 95% Cl

Нормальный/неизм
ененная

РРА 523/526 99,4. (98,7; 100.0}

Аномальный/потер
янная

NPA 58/62 93,5. (87.1:98,6)

Всего ОРА 581/588 98,8. (98,0:99,7)

Статуе*
(Молекулярное

те ел ф о м м и Л Н С )

Совпадение

Тип n/N % 95% Cl

Нормальный/неизм
ененная

РРА 428/431 99,3. (98,4; 100.0)

Аномальный/потер
янная

NPA 35/39 89,7. (79.4:97,7)

Всего ОРА 463/470 98.5. (97,3; 99,6)

* При использовании метода IHC статус экспрессии белка —  неизмененная или 
потерянная. Молекулярное тестирование указывает на отсутствие (нормальный) или 
присутствие (аномальный) потенциальных патогенных мутаций или 
гиперметилирования промотора MLH1. Значения 95% доверительного интервала 
были рассчитаны по методу бутстреп.

Табл. 13. Совпадения четырех маркеров MMR при исследовании методом IHC и 
результатов молекулярного тестирования для определения статуса MMR 
(dMMR/pMMR)

Статус HMR*
Совладение

Тип n/N % 9 5 % а

pMMR РРА 79/80 98.8. (93,3:99,8)

dMMR NPA 35/37 94,6. (82.3:98.5)

Всего ОРА 114/117 97,4. (92.7:99,1)

* При иоюльэовании метода IHC статус pMMR образца формулируется как 
«Неизмененная» для всех MMR-белков, в то время как при аатусе  dMMR 
наблюдается потеря экспрессии одного или нескогымх MMR-бепкое. В рамках 
молекулярного тестирования статус pMMR представляет собой отсутствие 
патогенных мутаций или гиперметилирования промотора MLH1, е то время как 
статус dMMR представляет собой наличие патогенных мутаций или 
гоперметилирования промотора MLH1. Значения 95% доверительного интервала 
были рассчитаны с использованием метода оценки Уилсона

Табл. 14. Совпадения между методом 1НС с использованием антитела VENTANA 
anti-BRAF V600E (VE1) и молекулярным тестированием

* При использовании метода IHC статус экспрессии белка системы MMR — 
неизмененная или потерянная. Для этого анализа отрицательные и положительные 
на BRAF V600E образцы были включены в категории «Неизмененная» или 
«Потерянная» соответственно. Молекулярное тестирование указывает на 
отсутствие (нормальный) или присутствие (аномальный) потенциальных патогенных 
мутаций или шперметилирования промотора MLH1. Значения 95% доверительного 
интервала были рассчитаны по методу бутстреп.

BRAFV600E

Статус

01опекулярное
гкги р о м и й в /1 Н С )

Совпадение

Тип пМ % 9 5 % 0

Положительный/
аномальный

РРА 23ЙЗ 100,0. (85,7:100,0)

Отрицательный/
нормальный

NPA 95/95 100,0. (96,1:100,0)

Всего ОРА 118/118 100,0. (96,8:100,0)

Статус для BRAF V600E был определен как «положительный» или «отрицательный» 
по результатам IHC и «аномальный» (присутствие мутации V600E) или 
«нормальный» (BRAFдикого типа) по результатам молекулярного тестфования. 
Значения 95% доверитегъного интервала были рассчитаны с использованием 
метода оценки Уилсона.
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П риложение 1 (Раздел специально предназначен для 
Полное наименование изделия на русском языке 

Первичное мышиное моноклональное антитело для качественного 

обнаружения белка MLH1 иммуногистохимическим методом е 

диагностике in vitro к иммуностейнерам автоматическим серии 

BenchMark (VENTANA MMRIHC Panel. VENTANA anti-M lH I (M1) Mouse 
Monoclonal Primary ^Vitibody)

(далее no тексту может использоваться антитело VENTANA anti-MLH1 

(M l) Mouse Monoclonal Primary Antibody, VENTANA anti-MLHI (M l) 

Primary Antibody, антитело VENTANA anti-MLH1 (M l), реагент, антитело)

Назначение для обращения на территории Российской Федерации 

Первичное мышиное моноклональное антитело VENTANA anti-MLH1 

(M l) Mouse Monoclonal Primary Antibody предназначено для 

качественного обнаружения белка MLH1 в фиксированных формалином 

и залитых в парафин срезах ткани иммуногистохимическим методом в 

диагностике in vitro к иммуностейнерам автоматическим серии 

BenchMark и является частью панели VENTANA MMR IHC Panel 

(VENTANA MMR IHC Panel: VENTANA anti-MLHI (M l) Mouse Monoclonal 

Primary Antibody).

Результаты анализов должны интерпретироваться квалифицированным 

патоморфологом с учетом результатов гистологического исследования, 

клинической картины и соответствующих контролей. Данные антитела 

предназначены для профессиональной диагностики in vitro (IVD).

Состав (дополнение)

Первичное мышиное моноклональное антитело VENTANA anti-MLH1 

(M l) Mouse Monoclonal Primary Antibody содержит следующие 

материалы животного происхождения;

1 Название материала - Козий глобулин (10043)

Характер • Потенциальный возбудитель инфекции*

Тип- Белок

Источник -  Животное (коза)

2Название материала - Казеин (10105)
Характер - Потенциальный возбудитель инфекции*

Тип - Белок из коровьего молока 
Источник -  Животное (корова)

ЗНазвание материала - Эмбриональная бычья сыворотка (fetal bovine 

serum — fbs) (p/n 12010)

Характер - Потенциальньгй возбудитель инфекции*

Тип - Белок, полученный из плазмы

Источник -  Кровь эмбрионов крупного рогатого скота

* Известно либо крайне вероятно, что биологические материалы, 
являющиеся потенциальными возбудителями инфекции, содержат 

жизнеспособные микроорганизмы или иные инфекционные агенты, 
которые могут вызывать болезни человека. Для определения 

инфекциокмого характера этих материалов были проведены 

соответствующие испытания. Используемые в производстве материалы 

животного происхождения получены от животных прошедших 

надлежащий ветеринарный контроль.

Принцип метода определения

Антитело VENTANA anti-MLHI (М1) представляет собой мышиное 

моноклональное антитело, вырабатываемое против полноцепочечного 

рекомбинантного белка MLH1 с маркером GST. Антитело VENTANA anti- 

MLH1 (M l) связывается с белком MLH1 в фиксированных формалином

инструкции по применению на русском языке.) VI.О
и залитых в парафин срезах ткани. Антитело может быть обнаружено 

посредством гаптенированного вторичного антитела с последующей 

обработкой мультимерным конъюгатом HRP (пероксидазы хрена) с 

антителом к гаптену (OptiView DAB IHC Detection Kit, После этого 

специфический комплекс антитела и фермента визуализируется путем 

осаждения продукта ферментативной реакции. Каждый этап процедуры 

включает инкубацию в течение строго определенного промежутка 

времени при заданной температуре. В конце каждой инкубации аппарат 

VENTANA BenchMark ULTRA, VENTANA BenchMark XT или VENTANA 

BenchMark GX промывает срезы, чтобы остановить реакцию и удалить 

не сеязавшиеся вещества, которые могут препятствовать протеканию 

необходимых реакций на последующих этапах. С помощью данного 

аппарата также наносится ULTRA LCS (Жидкое покровное стекло 

высокотемпературное, разведенное) или LCS (Pre-dilute) (Жидкое 

покровное стекло высокотемпературное, разведенное), который 

позволяет свести к минимуму испарение водных реагентов с 

поверхности предметного стекла, содержащего образец.

Помимо окраски антителом VENTANA anti-MLHI (M l), второе 

предметное стекло следует окрасить отрицательным контролем Mouse 

IG (Negative Control Mouse IG),

Реагент для отрицательного контроля используется для оценки 

фонового окрашивания.

Процедура окрашивания данным антителом различных тканевых срезов 

идентична.

Результаты должны интерпретироваться квалифицированным 

патоморфологом с учетом данных гистологических исследований, 

соответствующих клинических данных и сравнения с контрольными 

образцами.

Клиническое значение (дополнение)

Обзор репарации неспаренных оснований ДНК (MMR) — 

клиническое применение

Репарация неспаренных оснований ДНК (MMR) — хорошо описанный 

механизм идентификации и удаления несовпадающих нуклеотидных 

оснований в ДНК. Несоответствие пар оснований вызывает структурные 

изменения в ДНК. Четыре ключевых белка MMR (MLH1, PMS2, MSH2. 

MSH6) распознают неспаренные основания ДНК и координируют 

процессы его удаления и устранения последующего разрыва цепочки 
ДНК. MSH2 и MSH6 образуют гетеродимер, который сканирует ДНК и 
связывает несоответствующие участки. Затем конформация комплекса 

MSH2/MSH6 изменяется с расходом АТФ, и связывает гетеродииер 

MLH1fPMS2. Этот комплекс облегчает связывание нуклеаэ. ДНК- 

полимераз и связанных с ними белков, что приводит к удалению 

несоответствующего нуклеотида и репарации образовавшегося 

разрыва. Несоответствие оснований может быть обусловлено ошибками 
в репликации или рекомбинации ДНК. либо повреждением под 

действием факторов окружающей среды. Накопление ошибок может 

привести к потере активности MMR и увеличению количества мелких 

вставок или делеций в микросателлитных областях ДНК. и этот фенотип 

называют микросателлитной нестабильностью (microsatellite instability— 

MSI). По мере накопления е геноме этих ошибок накапливаются и 

мутации а генах, связанных с развитием рака, что в итоге может 
привести к появлению злокачественных новообразований.

При спорадическом КРР могут возникать соматические мутации и/или 

эпигенетические изменения. такие как промоторное 

гипермепшироеание, которые могут инактивировать оба аллеля гена 

MMR. Это приводит к потере экспрессии белков и статусу дефицита 

MMR. Синдром Линча -  наследственное заболевание, при котором 

доминантная аутосомная генеративная мутация инактивирует один из 

аллепей гена MMR. Однако второй аллель функционирует, и активность 

MMR сохранена. Мутации или эпигенетические изменения, влияющие на
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приложение 1 (Раздел специально предназначен для 
второй аллель, иогут привестм к потере эксгрессии белка MMR в 

отдельш х клетках, и т а т м  образом выматъ деф|щит MMR. Это может 

привести к какоплетео мутаций во всем геноме, потенциально в генах, 

связанных с раком, что увеличивает риск развития рака 

Панель а н п т л  MMR и BRAF V600E для  dMMR и при подозрении на 

синдром Линча

Статус MMR в опухоли можно определить методом иммуногистохимии 

для MLH1, PMS2, MSH2, М5Н6. Обнаружение всех четырех белков в 

ткани опухо/м указывает на нормальное (т. е. неизмененное) соаояние 

системы репарации ошибок репликации Потеря экспрессии MLH1 почти 

всегда согфоеождается потерей партнерз-гвтеродимера PMS2. При 

слорадкмеасом КРР экспрессия гена MLH1 может быть подавлена 

гиперметилк^юванием его промотора. При КРР с гиперметилированием 

промотора MLH1 и потерей белка MLH1 овзалось тесно связано 

наличие мутации BRAF V600E. Опухоли, положительные на BRAF 

V600E, обычно оказываются спорадическими. Поэтому, если результаты 

анализа на anti-MLHI (М1) указывают на потерю белка MLH1, для 

стратификации опухоли как спорадической или вероятного синдрома 

Линча можно использовать ИГХ т е а  с anti-BRAF V600E. Если в опухоли 

выявлена потеря М Ш 1 и тест с BRAF V600E отрицательный, 

необходимо провести дополнительное тестирование для определения 

состояния пперметилирования промотора MLH1. Если тесты на 

состояние BRAF V600E и тперметилирование промотора MLH1 

отрицательные, потеря белка MLH1 указывает на вероятный синдрома 

Линча, и необходимо дополнительное тестирование в соответствии с 

действующими рекомендациями.

Использование метода иммуногистохимии для PUS2, MSH2 и MSH6 

позволяет более прямо оценить мутационный статус генеративной 

линии мифоорганизмов. Потеря PMS2 на фоне эксгфессии MLH1 или 

потеря экспрессии MSH2 или MSH6 свидетельствует, что в опухоли 

потерян соответствующий белок MMR, и согласуется с диагнозом 

вероятного синфома Линча. Всех лиц с подозретмем на синдром Линча 

следует направлять на генетическое консультирование и дальнеш ее 

генетическое тестирование для подтверждения пре^цюлагаемой 

генеративной мутации. Таким образом, всем лицам с 

диагностированным КРР следует провести тестирование на синдром 

Линча е соответствии с действующими клиническими рекомендациями.

С рок годности
VENTANA anti-MLHI (M l) Primary Anfibody стабильно максимапно 24 
месяца с даты производства Дату производства см. на упаковке. 
VENTANA anti-MLH1 (M l) Primary Antibody следует хранить три 2-8'С . 
Не замораживать!
При вскрытой упаковке флакон-дозатор с раствором антител 
необходимо хранить в холодильнике в вертикальном положении до 
истечения срою годности, указанного на этикетке.
На кахщом флаконе-дозаторе с раствором антител указан срок годности. 
Не использовать антитело после истечения срока го ^о сти .

Стабильность
До вскрытия упаювпч дозатор с реагентом можно хранить -  
максимально 24 месяца с даты производства (дату производства си. на 
упаковке).
После вскрытия дозатор с реагентом можно хранить при 2-8 *С -  
маковяально 24 месяца с даты производства (дату производства см. на 
улакоеив).
Стабильность установленного на прибор антитела после вскрытия 
дозатора -  не менее 8 дней при температуре 30*С.

М еры  пред о сто р апо сти  и предупреждения (дополнение)
-Только для in vitro диат>юсти1и  (IVD).
•Только для г^юфессиона/ъного исло/ьэования медицинсюш 
персоналом клинио-диатноспв^есхих лабораторий.

С бор и подготовка материала для исследования (дополнение)

^ o c h e ^

Необходимо получить срезы толщиной приблизительно 4-6 мкм и 
нанести их на полохситвльно заряженные предметные стекла. 
Процедура получения тканевых срезов идентична для разных видов 
ткани.

Комплект поставкм
П еретное мыииное моноклональное антитело VENTANA anti-MLHI 
(М1) Mouse htonodonal Prinary Antibody постав/мется в пластиковом 
дозаторе, упаажанном е коробку из мелованной бумаги. Один дозатор 
содержит достат№ное колтество реагектв для проведения 50 
анализов.
На каждой картонной коробю находится магнитная «кнопка памяти», 
которая сододжит всю необходимую информацию о реагенте. Более 
подробно о «ююпке памяти» читайте в Руководстве по эксплуатации к 
иммуностейнерам автоматическим серии Venlana BenchMark.

Показания к применению
Первичное мышиное моноклональное антитело VENTANA anti-MLHI 
(M l) Mouse Monoclonal Prima7  Antibody предназначено для 
качественного обнаружения белка MLH1 в ф иксироватых формалином 
и залитых в парафин срезах ткани иммуногистохимическим методом в 
диагностике in vitro к иммуностейнерам аетоматичесшм серии 
BenchMark и является частью панели VENTANA MMR IHC Panel 
(VENTANA MMR IHC Panel: VENTANA anU-MLH1 (M1) Mouse Monoclonal 
Prima7  Antibody)
Результаты анализов должны юттерпретироваться квалифицированным 
патоморфологом с учетом результатов гистологического исследования, 
клинической картины и соответствующих контролей. Данные антитела 
предназначены для профессиональной диагностики in vitro (IVD).

Противопоказания к применению
Противопоказаний в рамках установленного назначения не имеет. 

Побочные действия
Не применимо, т.к. медицинское изделие предназначено для 
лабораторной диагностики

Интерпретация окрашивания /  ожидаемые результаты 
(дополнение)

Ткань пациента
Квалифицированный специалист классифицирует лени  по общей 
интенсивности специфического окраштюания по шкале 0 -  4'Т- толью в 
справочных целях. Шаг по шкале оценют составляет 0,5 балла для 
отражения слабых изменений в интенсивности окрашивания.
Ткам> пациента должна оцениваться в соответствии с критериями 
оценки интенсивности окрашивания, приведенными в Таблице 1. 
Клинический статус ткани, О1фашенной антителом VENTANA anti-MLH1 
(М1) присваивается в соответствии с критериями, приведенными в 
Таблице 2 (основная часть инструкции).
В образцах ткани КРР должна наблюдаться интенсивность 
специфического отфашивания 3,0 балла или выше в ядрах 
жизнеспособных опухолевых клеток и внутренних клетках 
положительного контроля (лимфоциты, фибропласты или здоровый 
эпителий вблизи опухоли).

Таблица 1. 1фитерии оценки интенсивности офашивания антителом 
VENTANAantMHLHI (M l)

О ц е н в Нвблюдеиив под  микроскопом
0 Признаюв офашивания не обнаружено

0,5 Слабое
1 Присутствие некоторых видимых пятен, часто 

слабого Офашивания
1,5 Низкая интенсивность и низкая степень 

окрашивание соответствующих элементов ткани
2,0 Слабая интенсивность, отсутствие окрашивания 

многих элементов соответствующей ткани
2.5 Иктенсивность меньше средней, наиболее 

подходящие элементы ткани окрашиваются 
надлежащим обоаэом
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3.0 Средняя интенсивность, соответствующие 

элементы ткани окрашиваются надлежащим 
образом в зависимости от обилия антигена

3,5 Более высокая интенсивность офашивания, все 
соответствующие элементы ткани офашены 
надлежащим образом

4.0 Сильная интенсивность офашивания, все 
соответствующие элементы ткани офашены 
надлежащим образом

Приемлемость морфологии тканей оценивают для каждого отдельного 
случая, используя фитерии, описанные в Таблице 2.

Интерпретация Наблюдение с  пом ощ ью  м икроскопа
Приемлемое Исследуемые клеточные элементы 

визуализируются, что позволяет провести 
клиническую интерпретацию офашивания

Неприемлемое Исследуемые клеточные элементы не 
визуализируются, что мешает провести 
клиническую интерпретацию офашивания

Морфология тканей, Офашенных антителом VENTANA anti-MLH1 (M l}, 
должна сохраняться как минимум у 90% офашенных образцое.

Неспецифическое фоновое окрашивание антителом VENTANA anti* 
MLH1 (М1)
Неспецифическое фоновое офашивание представляет собой 
непредвиденное офашивание, отличающееся от типичной картины 
офашивания. Неспецифичесюе фоновое офашивание антителом 
VENTANA anti-MLH1 (М1) оценивается в соответствии с фитериями, 
приведенными в Таблице 3.

Таблица 3. Критерии неспецифического фонового офашивания

Классификация

Приемлемо

Не приемлемо

Оценка Наблюдение под 
М И КРО С КО П О М

0 Отсутствие фонового 
окрашивания

0,5 Некоторое четко выраженное 
неспецифическое офашивание, 
не препятствующее 
интерпретации окрашивания

1 Имеется неспецифическое 
окрашивание/мешает 
интерпретации специфического 
сигнала

1.5 Неспецифическое офашивание 
в значительной степени 
препятствует интерпретации 
спвциф твсяого окрашивания

2 Неспецифическое офашивание 
в значительной степени 
препятствует интерпретации, 
половина интенсивности 
слецифичесюго офашивания

2,5 Неспецифическое окрашивание 
чрезвычайно препятствует 
интерпретации специфического 
сигнала

3 Н еспециф тесю е окраимвакие 
невозможно отличить от 
спеииф|месюго окрашивания

3,5 Неспецифическое окрашивание 
почти такое же интенсивное, как 
и специфическое офашивание

4 Неспецифическое 
окрашивание, не имеющее 
четкого отличия от 
специфического окрашивания

инструкции по применению на русском языке.) VI.О
Тканевый контроль
При выполнении каждой процедуры офашивания необходимо 
проводить положительный тканевый контроль. Оптимальная 
лабораторная практика —  помещение среза для положительного 
контроля на одно стекло с образцом ткани пациента. Такая практика 
позволяет распознать случаи, когда первичное антитело или другой 
важный реагент не оказывают должного эффекта на образец ткани 
пациента. Для оптимального контроля качества лучше всего подойдет 
образец ткани, в норме показывающий гшзжительное офашивание. 
Положительно окрашиваемые компоненты ткани служат 
подтверждением того, что антитела нанесены и что прибор работает 
надлежащим образом. Данная ткань может содержать как 
положительно, так и отрицательно окрашиваемые клетки или 
компоненты ткани и использоваться в качестве как положительного, так 
и отрицательного тканевого контроля. В качестве контроля следует 
использовать свежие образцы тканей, полученные в ходе всфьгтия, 
биопсии или хирургических операций. О б ^зц ы  следует как можно 
скорее подготовить или зафиксировать по процедуре, используемой для 
исследуемых образцов. С использованием таких образцов догмен 
контролироваться весь процесс исследования, начиная от подгетоеки 
ткани и заканчивая окрашиванием Использование среза лени, 
фиксированного или обработанного по процедуре, о тл тн о й  от 
процедуры тестируемого образца, позволяет обеспечить контроль всех 
реагентов и этапов метода, фоме фиксации и обработки лени. 
Заведомо положительные тканевые контроли следует использовать 
только для контроля правильности работы с обработанными тканями и 
тестирования реагентов, а не в качестве вспомогательного средства при 
постановке конфетного диагноза на основании образцов пациента. Если 
не наблюдается положительного окрашивания положительных лсаневых 
контролей, результаты офашивания тестовых образцое следует считать 
неверными.

Ткань КРР с белком MLH1, имеющим клинический статус 
■Неизмененная», или нормальной тканью толстой кишю4 после 
предварительной обработки антателом VENTANA anti-MLH1 (М1), может 
использоваться в гвчестве положительного тканевого контроля. 
Нормальная ткань толстой киилм будет иметь результат окрашивания 
белка MLH1 с использованием антитела VENTANA an6*MLH1 (M l) 
кНеимененная». Положительный тканевый контроль должен 
демонстрировать однозначное ядврное Офашивание в жизнеспособной 
опухоли и (или) элементах здоровой лени толстой кишки. Внутренние 
клетки положительных контролей (например, лимфоциты, фибробласты 
или здоровый эпителий вблизи опухоли) для всех тканей должны иметь 
положительный результат офашивания в ядре и проявлять 
интенсивность специс^еского  окрашивания 3,0 балла или выше.

Также в качестве положительного контроля может использоваться ткань 
миндалины.
Ткань миндалины (ткань положительного контроля) должна оцениваться 
на приемлемость е соответствии с фитериями, описанными в Таблице 
4.

Таблица 4. Критерии приемлемости 
положительного контроля)

ткани миндалины (ткани

Приемлемо Неприемлемо

Ядра в герминальном центре должны 
иметь четкую сильную интенсивность 

окрашивания (в 3 балла и выше), в 
то время как межфопликулярная 

область в основном должна иметь 
интенсивность Офашивания от 

средней до слабой (от 3 до 2 баллов) 
ПРИ отсутствии неспециф»^4есхого 

фонового окрашивания, мешающего 
интерпретации.

Отсутствие четкого 
окрашивания ядер в 

клетках герминального 
центра и мантийной зоны 

ИЛИ
Неспещ1фичвсков 

Офашивание фона, 
мешающее 

интерпретации.

Интенсивность неспецифического фонового окрашивания должна быть 
не более 0,5 балла в соответствии с Таблицей 3.
Результаты считаются неприемлемыми, если окрашенные образцы 
контрольной ткани не проявляют приемлемую интенсивность 
окрашивания.
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Отрицательный тканевый контроль
Так как белки MLM1, PMS2, MSH2 и MSH6 экспрессируются во всех 
тканях, для данных биомаркеров не существует нормального 
отрицательного тканевого контроля. Однако ткань КРР, в которой белок 
MLH1 имеет клинический статус «потерянная», после предварительной 
обработки антителом VENTANA anti-MLH1 (М1), может использоваться в 
качестве отрицательного тканевого контроля.
Отрицательный тканевый контроль следует использовать только для 
проверки точности характеристик обработанных тканей, исследуемых 
реагентов и аппаратов, но не для формулировки конкреттюго диагноза 
на основании образцов пациента.

Реагент для отрицательного контроля
Отрицательный контроль Mouse IG (NegaSve Control Mouse IG) 
используется для оценки фонового окрашивания, не связанного с 
антителом VENTANA ant|.MLH1 (M l).
Интенсивность фонового окрашивания, которое наблюдается у образца, 
окрашенного отрицательным контролем Mouse IG (Negative Control 
Mouse IG), должна составлять не ^ л е е  0,5 для окрашенных образцов 
ткани.

< ^ o c h ^

Эксплуатационные xapatcrepncTMiaf 
чувствительность I специф ичность (дополнеш е)

аналитическая

В таблицах 3 и 4 (основная часть инструкции) приводятся результаты 
проведенных исследований с применением антитела VENTANA anti- 
MLH1 (М1).

Оценка иммунореактивности антитела VENTANA anti-MLH1 (М1) 
проводилао> на множественных образцах нормальных и опухолевых 
тканей человека, а также на образцах тканей нормального мочевого 
пузыря, паращитовидной железы, яичника, надпочечников, яичка, 
тимуса, костного мозга, легких, сердца, пищевода, желудка, печени, 
языка/слюнной железы, простаты, эндометрия, скелетных мышц, и 
тканевые блоки, содержащие ткань периферического нерва и 
меэотелия. В качестве положите/ъного контроля е данном исследовании 
исгюльэовали один образец ткани миндалины.
Кроме того, предметные стекла были офашены отрицательным 
контролем Mouse IG (Negative Control Mouse IG) c п|мменением системы 
детекции (OptiView DAB IHC Detection Kit) на иммуностейнере 
автоматическом VENTANA BenchMarK ULTRA.

Оценка интенсивности окрашивания проводилась по шкале 0-4'Г в 
соответствии с критериями, перечисленными в Таблице 1, оценка 
приемлемости фонового окрашивания по критериям, приведенным в 
Таблице 3. Морфолотя ткани оценивалась а соответствии с 
|д»1те ^я м и , приведенными в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на приемлемость в соответствии с критериями, 
представленными в Таблице 4.
Срезам ткани, окрашенным антителом VENTANA anti-MLH1 (М1) должен 
быть присвоен кпинжеский статус «Неизмененная» и ш  «Потерянная» 
в (хютветствии с критериями, представленными в Таблице 2 (основная 
часть инструкции).

Антитело VENTANA anti-MLH1 (М1) показало псшкитвльное ядерное 
окрашивание на 100% (103/103) множественных образцах нормальных 
тканей человека.
Антитело \^N T A N A  anti-MLHI (М1) показало положительное ядерное 
окрашивание на 100% (46/46) множественных образцах опухолевых 
тканей человека.
У  100% (149/149) оцениваемых образцов нормагьных тканей имели 
приемпем)по (S 0.5 балла) иктеновность фонового огфашивания. 
Морфология тканей была гфиемлемой у 100% (149/149) сщениваемых 
обртзцов.

Критерий приемлемости: Антитело VENTANA anti4iHit1 (M l) должно 
демонстр>фовать фоновую/перекрестную иммунореактивность 
интенсивностью не более, чем 0,5 бапгта по икале 0-4+ как минимум у 
90% окрашенных о^)азцов.

инструкции п о  применению на р у с с к о м  языке.) V1.0 
Повторяемость и Прециэмонностъ (дополнение)
Внутрисуточная повторяемость и иежсуточная прецизионность
В качестве положительного контроля в данном исоюдовании 
использовали один образец ткани мющалины.
Оценка интенсивности офаимвания провожалась по шкале 0-4+ в 
соответствии с фитериями, перечисленными в Таблице 1, оценка 
приемлемости фонового окрашивания по фнтериям, гриведенным в 
Таблице 3. Морфология ткагы оценивалась в соответствии с 
фитериями, приведенными в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на приемлемость е соответствтт с критериями, 
представленными в Таблице 4.

Критерии приемлемости:
Антитело VENTANA anti-MLHI ^ 1 )  должно продемонстрировать 
одинаковый клинический статус как минимум для 90% образцов, 
испытуемых в пределах одного дня.
Антитело VENTANA anti-MLH1 (M l) должно продемонстрировать 
ожтнаковый клинический статус как минимум для 90% образцов, 
испытуемых на протяжении 5 непоследовательных дней.

Прецизионность между разными аппаратами серии BenchMark 
(внутриплатформенная воспроизводимость)
В качестве положительного контроля в данном исследовании 
использовали один образец ткани мтдалины.
Оценка интенсивности офашивания проводилась по шкале 0 '4+ в 
соответствии с фитериями, перечисленными в Таблице 1, оценка 
приемлемости фонового офашивания по фитериям, приведенным в 
Таблице 3. Морфология ткани оценивалась в соответствии с 
фитериями, приведенными в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на приемлемость в соответствии с критериями, 
представленными в Таблице 4.

Кроме того, прецизионность между разными аппаратами для антитела 
VENTANA anti-MLHI (М1) определялась методом окрашивания 
регтлицированных предметных стекол с 6 образцами КРР (4 с 
неизмененной эксгфессией и 2 с потерянной экспрессией MLH1) на 3 
аппаратах VENTANA BenchMark XT и 3 аппаратах VENTANA BenchMark 
GX с п[мменением антитела VENTANA anti-MLHI (М1).
Каждое окрашенное антителом VENTANA anti-MLHI (М1) предметное 
стекло объединялось с окрашенным отрицательным контролем Mouse 
IG (Negative Control Mouse IG) предметным стеклом в рамках одного 
образца. В качестве полотгтельного яжтроля в данном исследовании 
использовали один образец ткани миндалины.

Все па|ш  предметных стекол были рандомизированы, а затем один и 
тот же патгжюрфолог, которому был неизвестен клинтесхий статус 
о ^а зц о в , провел их оценку и присвоил им статус «Неизмененная» или 
«Потерянная» в соответствии с фитериякы, приведенными в Таблице 2 
(основная часть инструкции).
Оценка интенсивности окрашвания проводилась по шкале 0-4+ в 
соответствии с крит^иями, перечисленныьм в Таблице 1, оценка 
приемлемости фонового офашивания по фнтериям, приведенным в 
Таблице 3. Морфология ткаш  оценивалась в соответствии с 
фитериями, приведенными в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на гфиемлемость в соответствии с критериями, 
представленными в Таблице 4.

Критерии приемлемости:
Интенсивность офашивания не должна отличаться более, чем на 0,5 
балла, от средней оценки по одному и тому же образцу ткани как 
минимум у 90% испытуемых образцов между тремя приборами одной и 
той же платформы на приборе VENTANA BenchMark ULTRA. Антитело 
должно продемонстрировать одинаювый клинический статус как 
минимум для 90% испытуемых образцов между тремя приборами одной 
и той же платформы на приборе VENTANA BendiMark ULTRA.

Интенсивность окрашивания не должна оттмчаться более, чем на 0,5 
балла, от средней оцежи по одному и тому же образг^ Т1ани как 
минимум у 90% испытуемях образцов между тремя гфиборами одной и 
той же платформы на приборе VENTANA BenchMark XT. Антитело 
должно продемонстр|фоватъ ожшаковый кm м f(ecкий статус как
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минимум для 90% испытуемых образцов между тремя приборами одной 
и той же платформы на приборе VENTANA BencfiMark XT.

Интенсивность окрашивания не должна отличаться более, чем на 0,5 
балла, от средней оценки по одному и тому же образцу ткани как 
минимум у 90% исль1туемых образцов между тремя приборами одной и 
той же платформы на приборе VENTANA BenctiMark GX. Антитело 
должно продемонстрировать одинаковый клинический статус как 
минимум для 90% испытуемых образцов между тремя приборами одной 
и той же платформы на приборе VENTANA BenchMark GX.

Конкордантность платформы BenchMark (межплатформенная 
воспроизводимость
Каждое окрашенное антителом VENTANA anti-MLH1 (M l) предметное 
стекло объединялось с окрашенным отрицательным контролем Mouse 
IG (Negative Control Mouse IG) предметным стеклом в рамках одного 
образца. 8 качестве положительного контроля в данном исследовании 
использовали один образец ткани миндалины.
Оценка интенсивности окрашивания проводилась по шкале 0-4+ в 
соответствии с критериями, перечисленными в Таблице 1. оценка 
приемлемости фонового окрашивания по критериям, приведенным в 
Таблице 3. Морфология ткани оценивалась в соответствии с 
критериями, приведенными в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на приемлемость в соответствии с критериями, 
представленными в Таблице 4.

Критерии приемлемости:
Антитело VENTANA anti-MLHI (M l) должно продемонстрировать 
одинаковый клинический статус как минимум для 90% испытуемых 
образцов в трех приборах на одной платформе.

Исследования прецизионности оценок эксперта 
В качестве положительного контроля в данном исследовании 
использовали один образец ткани миндалины.
Оценка интенсивности окрашивания проводилась по шкале 04-» в 
соответствии с критериями, перечисленными в Таблице 1. оценка 
приемлемости фонового окрашивания по критериям, приведенным в 
Таблице 3. Морфология ткани оценивалась в соответствии с 
критериями, приведенными в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на приемлемость е соответствии с критериями, 
представленными в Таблице 4.

Критерии приемлемости:
Антитело VENTANA anti-MLHI (M l) должно продемонарироеать 
одинаковый клинический статус как минимум для 90% испытуемых 
образцов по каждому эксперту.
Антитело VENTANA anti-MLHI (M l) должно продемонстрировать 
одинаковый клинический статус как минимум для 90% испытуемых 
образцов между экспертами.

Прецизионность между партиями
В качестве положительного контроля в данном исследовании 
использовали один образец ткани миндалины 
Оценка интенсивностм окрашивания проводилась по шкале 0-4-ь в 
соответствии с критериями, перечисленными в Таблице 1, оценка 
приемлемости фонового окрашивания по критериям, приведенным в 
Таблице 3. Морфология ткани оценивалась в соответствии с 
критериями, приведенными в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на приемлемоаь в соответствии с критериями, 
представленными в Таблице 4.

Критерии приемлемости:
Антитело VENTANA anti-MLHI (М1) должно продемонстрировать 
одинаковый клинический статус как минимум для 90% испытуемых 
образцов для различных партий

Исследование воспроизводимости результата между 
лабораториями
Каждое окрашенное антителом VENTANA anb-MLHl (M l) предметное 
стекло объединялось с окрашенным отрицательнь1м контролем FHouse 
IG (Negative Control Mouse IG) предметным стеклом e рамках одного
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образца. В качестве положительного контроля в данном исследовании 
использовали один образец ткани миндалины.
Оценка интенсивности окрашивания проводилась ло шкале О^-*- в 
соответствии с критериями, перечисленными в Таблице 1. оценка 
приемлемости фонового окрашивания по критериям, приведенным в 
Таблице 3. Морфология ткани оценивалась в соответствии с 
критериями, приведеннь1ми в Таблице 2. Ткань положительного 
контроля оценивалась на приемлемость в соответствии с критериями, 
представленными в Таблице 4.

Критерии приемлемости:
Антитела из панели VENTANA MMR IHC Panel должны 
продемонстрировать значения положительной и отрицательной 
процентных согласованностей по всем наблюдениям для всех антител с 
95% нижним граничным доверительным интервалом i  85% для всех 
исследуемых образцов.

Упаковка
Антитело VENTANA anti-MLHI (M l) поставляется в nnacniKOBOv 
дозаторе, упакованном в коробку из мелованной бумаги. Один дозатор 
содержит достаточное количество реагента для проведения 50 
анализов.
На каждой упаковочной коробке находится магнитная «кнопка памяти», 
которая содержит всю необходимую информацию о реагенте.
Более подробно о «кнопке памяти» читайте в Руководстве по 
эксплуатации к иммуностейнерам автоматическим серии Ventana 
BenchMark.

Первичная упаковка - дозатор.
Материал: полипропилен 
Вес: 20,5 Гр (± 0,2 гр)
Объем 34.1 м л (± 0 .2 мл)
Размеры дозатора 
Высота’ 126,7 мм (± 2 мм)
Длина. 62.7 мм (± 1 мм)
Ширина: 37,9 мм (± 1 мм)
Толщина стенок: 0.98 мм (± 0,03 мм)

Вторичная упаковка: коробка из мелованной бумаги (размеры (длина х 
ширина X высота) не более (66,7 х 54.0 х 149.2) мм. магнитная «кнопка 
памяти» (диаметр не более 17 мм).
Упаковка издегыя обеспечивает достаточную защиту от механических 
климатических воздействий при условии соблюдения правил 
транспортировки.

Маркировка
Производитель использует следующие символы и знаки



Срок годности см. на упаковке.
Дату производства см. на упаковке.
Температура хранения см. на упаковке.
Номер лота см. на упаковке.
Производитель: «Roche Diagnostics GmbH» (“Рош Диагностике ГмбХ'}, 
Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim, Germany 
Изделие предназначено для диагностики in vitro 
Уполномоченный представитель производителя на территории РФ: 
Общество с ограниченной ответственностью «Рош Диагностика Рус» 
(ООО «Рош Диагностика Рус»), 107031, Москва, Трубная площадь, д.2 
Тел: +7 495 229-69-99, факс: +7 495 229-62-64, E-mail: 
moscow.reception_dia@roche.com

Кат.номер 08033668001 (760-5091)

Условия транспортировки
Перед отправкой с завода продукт проходит контрольные проверки. 
Мехщународные символы на упаковке и специальные инструкции по 
обращению указывают транспортировщику, как следует обращаться с 
этим продуктом. При получении продукта внимательно осмотрите 
упаковку. При наличии любых следов неправильного обращения или 
повреждения немедленно обратитесь в отдел обслуживания клиентов 
компании «Roche Diagnostics GmbH» {'Рош Диагностике ГмбХ') или к 
региональному поставщику.
Транспортировка осуществляется всеми видами транспорта в крытых 
транспортных средствах в соответствии с правилами перевозки грузов, 
действующими на каждом виде транспорта. Температура при 
транспортировке 2-8‘’С.

Требования к охране окружающей среды  
Медицинское изделие при использовании, транспортировке и хранении 
не оказывает негативного воздействия на человека и окружающую среду 
при соблюдении условий применения и мер предосторожности, 
указанных в инструкции.

Символ Определение Символ Определение

Ш Смотрите 
инструкцию по 
применению ш Для диагностики in vitro

Каталожный номер Код партии

Производитель
Использовать до (срок 
годности)

се СЕ-маркировка
Пригоден для 
вторичной переработки

V Содержит 
достаточно для п- 
исспедований ш QR-код

X Температурные
ограничения G T IN  ‘ Глобальный номер 

предмета торговли

Дата изготовления

Маркировка дозатора
Логотип производителя 
Наименование изделия
Объем реагента в дозаторе (концентрация специфических антител) 
Каталожный номер 
Код партии
Срок годности (использовать до)
Глобальный номер предмета торговли
Количество анализов, которые можно сделать
Температурные ограничения
Штрих-код
СЕ-маркировка
QR-ксщ
Предупреждение для диагностики in vitro 
Знак «Смотрите инструкцию по применению»
Название и адрес производителя

Маркировка картонной упаковки

Логотип производителя 
Наименование изделия
Объем реагента в дозаторе (концентрация специфических антител)
Каталожный номер
Код партии
Дата производства
Срок годности
Количество анализов, которые можно сделать
Температурные ограничения
Предупреждение для диагностики in vitro
СЕ-маркировка
Штрих-код
QR-код
Производственный код
Глобальный номер предмета торговли
Полное название, адрес, телефон производителя
Ссылка на электронную инструкцию на русском языке
Страна проиаождения
Обозначение, что пригодно для вторичной переработки 

Маркировка на русском языке
Первичное мышиное моноклональное антитело для качественного 
обнаружения белка MLH1 иммуногистохимическим методом в 
диагностике in vitro к иммуностейнерам автоматическим серии 
BenchMailc (VENTANA MMR IHC Panel: VENTANA anti-MLHI (M l) Mouse 
Monoclonal Primary Antibody)

Регистрационное удостоверение № ____________о т ______________

Стерилизация
Изделие поставляется нестерильным. Не подлежит повторному 
использованию и/или стерилизации пользователем.

Утилизация
Во избежание возможного загрязнения окружающей среды Первичное 
мышиное моноклональное антитело для качественного обнаружения 
белка MLM1 иммуногистохимическим методом в диагностике in vitro к 
иммуностейнерам автоматическим серии BenchMark (VENTANA MMR 
IHC Panel: VENTANA anti-MLHI (M l)  Mouse Monoclonal Primary Antibody) 
c истекшим сроком годности или использованные дозаторы, а также 
отходы, использованных реагентов, должны утилизироваться в 
соответствии с местными государственными и/или больньмными 
нормативными требованиями.
Правильное уничтожение и утилизация будет поддерживать сохранение 
природных ресурсов и содействовать защите здоровья человека и 
окружающей среды.

Утилизация отходов упаковки.
Упаковка продукции «Roche Diagnostics GmbH» ('Рош Диагностике 
ГмбХ') разработана с целью сведения к минимуму загрязнения 
окружающей среды при сохранении целостности продукта во время 
транспортировки и хранения. Упаковочные отходы должны 
утилизироваться в местных пунктах сбора упаковки, в 
специализированные контейнеры, расположенные в муниципалитетах.

Утилизация изделия с  истекшим сроком годности и отходов, 
использованных реагентов.
При утилизации и уничтожении изделий с истекшим сроком годности, а 
также отходов, использованных реагентов, необходимо действовать в 
соответствии с гигиеническими нормативами и следовать официальным 
инструкциям по утилизации и уничтожению потенциально 
инфекционного и химичегжого материала, принятым на территории 
Российской Федерации и в данном ЛПУ.
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Приложение 1 (Раздел специально предназначен для 
Ключевыми вогросаии в стратегии управления отходами является 
оптимизация тактик и гкщходое к конечным продуктам, а таюке 
м инииш гртя возможного зэтрязнения окружающей среды.
Более подробную информацию можно получить у  производителя / 
угюлномоченнолэ представителя производителя.
Уттшизация должна гроводиться в соответствии с местными нормами 
законодательства, а таске в соответствии с протоюшами медицинского 
учреждемтя, где используются данные медицинские изделия.
Не утилизировать совместно с бытовыми отходами.

Г арантийные обязательства
Производитель (компания cRoche Diagnostics GmbH» СРош Диагностике 
ГмбХ^) гарантирует, Первичное мышиное моноклоналыюе антитело 
для качестветмого обнарутюния белка М.Н1 иммуногистохже^есхим 
методом в датагностике in vitro киммуностейнерам автоматичесютм серии 
BenchMark (VEHTANA MMRIHC Panel: VEtITANA s)ti-MLH1 (М1) Mouse 
Monoclonal Prinrary АпКюбу) соответствуют спецификациям, 
заявленным на этиютке. Производитель несет ответственность за 
работу изделий только в случае их правигьного использования в 
соответствии с «ютрукцией, а также со&юдения правил хранения и 
транспортировки.
Производитель гарантирует стабильность антитело VENTANA anti-MLH1 
(М1) до окончания срока годности при соблюдении условий 
транспортирования, хранения и применения, указанных винструпрти. 
Производитель гарантирует безопасность медищтнсхого изделия, 
отсутствие недопустимого риска гр^^гинения вреда жизни, здоровью 
человека и 0)фужающей среде при использовании антитело VENTANA 
ant)-MLH1 (М1) по назначешю в условиях, предусмотренных 
производителем.
Изделия допкны использоваться только до истечения срока годности, 
который указан на упаковке.
НАСТОЯЩАЯ ОГРАНИЧЕННАЯ ГАРАНТИЯ ЗАМЕНЯЕТ СОБОЙ ИНЫЕ 
ГАРАНТИИ. ОДНОЗНАЧНО ВЫРАЖЕННЫЕ ИЛИ 
ПОДРАЗУМЕВАЕМЫЕ, ВКЛЮЧАЯ ЛЮБУЮ ПОДРАЗУМЕВАЕМУЮ 
ГАРАНТИЮ П Р И ГО Д Н Х ТИ  ДЛЯ КОММЕРЧЕСКОГО 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ИЛИ ДЛЯ ЛЮБОЙ ИНОЙ ЦЕЛИ. КОМПАНИЯ ROCHE 
DlAGNOSTrcS GmbH НЕ НЕСЕТ ОТВЕТСТВЕННОСТИ ЗА 
СЛУЧАЙНЫЕ. НЕПРЯМЫЕ. СПЕЦИАЛЬНЫЕ ИЛИ КОСВЕННЫЕ 
УБЫТКИ.
По вопросам, связанным с качеством изделий, а также с их работой, 
нужно обра1ца'п>ся к Уполномоченному представителю производителя 
на территории РФ:
Общество с ограниченной ответственностью «Рош Диагностика Рус» 
(ООО «Рош Диагностика Рус»), 107031, Москва, Трущ ая площадь, д 2 . 
тел.: (495) 229-69-99, факс: (495) 229^2-64

Претензии по качеству (рекламация)
Порядеж гфедьявления рекламаций и ответов на них регулируется 
гражданским г^авом. Рекламация может предъявляться только по таким 
вопросам, пэторые не являлись предметом приемки товара, 
произведенной в соотеетствии с условиями договора, 
rio  всем вопросам, связанным с обслуживанием изделия, необходимо 
обратиться к Уполномоченному представителю производителя.
В случае рекпамащ1и обращаться к производителю и / или 
уполномоченному лредставителю проиждителя.
Уполномочешый представитель пртзводителя на территории РФ; 
Общество с ограниченной ответственностью «Рош Диагаостика Рус» 
(ООО «Рош /^ гн о с т и к а  Рус»), 107031, Москва, Трубш я площадь. д 2 . 
тел.: (495) 2 2 9 ^ 9 9 .  факс: (495) 229-62-64

Примечание:
Антитело VENTANA anb-MLH1 (M l) предназначено для использования 
со следующим! иммуностейнерами автоматическими серии VENTANA 
BencbMark:
- BendiMark GX (Инмуногистостейнер автоматичесютй BenchMark GX с 
принадпежноегями (Регистрационное удостоверение Мв ФСЗ 2011- 
08976 от 27.01^017 г.))
• BendrMark XT (Инмуьюстейнер автоматуыескт Ventarra BenchMark XT 
с принадпвжносп1ми (Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2009- 
05251ОТ 28.01201 6 г.))

^R oche^

• BenchMark U .TR A (Иммуностейнер автоматический Ventana 
BenchMark DLTRA с  принадлежностями (Регистрационное 
удостоверегме № ФСЗ 20094)5250 от 26.012016 г.)).

Рекомендушиые материалы для использования:
1) Отрицательный контрол Mouse КЗ (Negative Control Mouse 16] в 
составе: антитело, не рвагарующее ни с  одним известным антигеном 
челоеега, в растворе солевого фосфатного буфера (Регистрационное 
удостоверемга Ne ФСЗ 2011-11166 от 30.12.2011 г.)
2) Система детекции (OpbVew DAB IHC Detection Kit) (Регистрационное 
удосговерегме Nb ФСЗ 2012-12679 от 17.062012 г.)
3) EZ Ргвр Concenbate (10Х) (Раствор Щ1я проведения 
депарафинизации, концентрированный) (Ретстрационное 
удостоверение Ns ФСЗ 20094)5437 от 03.022016 г.)
4) Reaction Buffer Concentrate (10Х) (Реа1Щионный буфер (концентрат -  
10Х)) (Регистрационное удостоверение Ns ФСЗ 2009-05437 от 03.02.2016

г )
5) ULTRA LCS (Жидкое погфовное стекло высокотемпературное, 
разведенное) или LCS (Pre-dHute) (Жищеое покровное стекло 
высоготемпературное, разведенное) (Регистрационное удостоверение 
№ ФСЗ 20094)5437 от 03.022016 г.)
6) ULTRA СС1 (TRIS/Борат/ЭДТА буфер (СС1) для демаскировки 
антмена, разведенньм) или CCI (Pre-dHute) (TRIS/Борат/ЭДТА буфер 
(СС1) для демасюфовки антигена, разведенный) (Регистрационное 
удостоверение Ns ФСЗ 2009-05437 от 03.022016 г.)
7) Hematoxylin II (Гистологичесхж краситель Гематоксилин tl £  60%) 
(Регистрационное удостоверение Ns ФСЗ 2009-05437 от 03.02.2016 г.)
8) Blukig Reagent (Реагент для придания огфасхе синего г ^ т а )  
Ретстрационное удостоверение Ns ФСЗ 20094)5437 от 03.02201 б г.)
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