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V  Е N  Т Л  N  л <̂ Roche^

Анализ VENTANA PD-L1 (SP263) Assay
IREFI 7414905

0 7 4 1 9 8 2 1 0 0 1

^ 5 0IVD

ОБЛАСТЬ ПРИМЕНЕНИЯ
А нализ V E N T A N A  PD-L1 (S P 263) 
A ssa y предназначен для  
качественного обнаружения белка  
Program m ed D eath Ligand 1 (P D -L1) 
в ф иксированны х формалином  
и залитьгх параф ином (F F P E ) 
тканевы х срезах немелкоклеточного  
р ака легкого (N S C L C ) и других 

Р и с . 1 . Н е м е л к о к л е т о ч н ы й  р а к  опухолевы х тканей, ^ р а ш е н н ы х  при

л е т к о го , о к р а ш е н н ы й  с  п о м о щ ь ю  о З Г п д л  ^ н а р у ж ^ и я
V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) A s s a y . O p tV ie w  DAB IH C  Detecbon Kit на

'  приборе для автоматического
о кр аш ива ни я  V E N T A N A  B enchM ark Series.

Э ксп р есси я  PD -L1 в м ем бр ане опухолевы х клеток (Т С ), определ яем ая при помощи 
а н а л и за  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssay в кл етках N S C L C , позволяет определить 
п а ц и е н то в  для терапии пр епаратом  K E Y T R U D A ®  (pem brolizum ab).

Э ксп р есси я  PD -L1 в м ем бр ане  опухолевы х клеток (Т С ), определ яем ая при помощи 
а н а л и за  V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 )  A ssa y в кл етках N S C L C , м ож ет быть связана 
с  ул у чш ен но й  вы живаемостью  на ф о не  леч ени я  пр епаратом  O P D IV O ®  (nivolumab). 

И нтер пр е тац и ю  результатов д ол ж ен вы полнять квалиф ицированны й патоморф олог 
с  уч ето м  результатов гистологического ис след ования и необходимы х клинических 
дан ны х по сл е сравнения с  соответствую щ им и контролями.

Д а н н ы е  ан тите л а  предназначены  для диагностики in  vitro  (IV D ).

А н а л и з  предназначен дл я определ ения пациентов с  N S C L C , которым терапия может 
пр ине сти  пользу, как это по казано  в таб л и це  1 .

Т а б л .1 . М е т о д  терапии и связанны е показания

П о каза нкю Тер а пия P D -1 1 —
т э р ш ш

N S C L C

K E Y T R U D A ®
й  50  %  т с  —  первая линия

S  1 %  Т С  —  вторая линия

O P D IV O ® г 1 %, г 5 % и й 1 0 % Т С -  
вторая линия

КРАТКОЕ ОПИСАНИЕ И ИНФОРМАЦИЯ
V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) A ssa y пр ед ставл яет собой иммуногистохинический анализ, 
при котором  используются ан тите л а  rabbit m onoclonal prim ary anfibody anti-PD4_1 
(V E N T A N A  PD -L1 [S P 263]) дл я обнар уж ения б елка program m ed death-ligand 1 
(P D -L 1 ), которы й является гомологом 1 б елка В7 (В 7-Н 1 , C D 27 4).

P D -L1 является  трансм ем бранны м  белком, которы й регулирует иммунны е реакции  
по  принципу отрицательной обратной связи путем  связы вания с 
р ец е п то р а м и  program m ed death -1 (P D -1 ) и В7-1 (C D 8 0 ) L P D -1  представляет собой 
ингибиторны й рецептор, который экспрессируется на Т-лим ф оцитах после  
акти ва ции  Т-лимф оцитов, стабильно присутствую щ ей при состояниях постоянной  

стим уляции , таких как хроническая инф екция или р ак  7  С вязы вание PD-L1 с PD-1  
по д авл яе т пролиф ерацию  Т-лим ф оцитов, продукцию  цитокинов и цитопитическую  
активность, что  приводит к ф ункциональной инактивации или истощ ению  Т-клеток. 
C D 8 0  —  м олекула, которая экспрессируется на антигенпредставляю щ их клетках и 
активированны х Т -лим ф о цитах. С вязы вание P D -L1 с C D 8 0  на Т-лим ф оцитах и 
антигенпред ставляю щ их клетках м о ж ет способствовать понижаю щ ей регуляции  
иммунны х ответов, вклю чая инлгбирование активации Т-лимф оцитов и выработки

цитокинов 7  Экспрессия PD-L1 наблю далась в иммунны х клетках и опухолевых  

клетках * 7  Было выявлено, что аберрантная экспрессия PD-L1 на опухолевых  
клетках пр епятствует ф ункционированию  противоопухолевого им м унитета, приводя  

к ускользанию  о т м еханизм ов иммунологического надзора 7  Таким  образом, 
преры вание м етаболического пути P D -L 1 /P D -1  пр ед ставл яет собой перспективную  
стратегою  укрепления опухолеспециф ического Т-кл еточного  им м унитета, 
подавляемого экспрессией PD -L1 в опухолевом микроокружении.

PD -L1 экспрессируется при широком д иапазо не видов рака, вклю чая р ак  легких, 
м еланом у, рак уротелия, рак яичников и колоректальны й рак. Было вы явлено, что  
распространенность экспрессии PD-L1 колеблется от 12 %  д о  100 %  в зависимости  

от типа опухоли, анти-P D -L I клона и порогового значения по ложительности *.

ПРИНЦИП ПРОЦЕДУРЫ
V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay использует ан тите л о  rabbit m onoclonal prim ary  
antibody, которое связы вается с PD -L1 в залиты х па раф ином  тканевы х срезах. 
С пециф ическое антите л о  можно визуализировать с  использованием  
диагностического набор а O ptiV iew  DAB IH C  Detection Kit (Ns no каталогу: 
7 6 0 -7 0 0 /0 6 3 9 6 5 0 0 0 0 1 ). С м . соответствую щ ие листки-вклады ш и к набор у для 
обнаруж ения O ptiV iew  DAB IH C  Detection K it

РЕАГЕНТЫ, ВХОДЯЩИЕ В КОМПЛЕКТ ПОСТАВКИ
V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay сод ерж ит количество реаген та , достаточное д л я  
проведения 50  тестов.

Один д озатор V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssay обьем о м  5 мл сод ерж ит  
приблизительно 8 ,0 5  мкг кроличьих моноклональных антител.

А нтитела разведены  в 0 ,0 5  М T ris -H C I с 1 %  белка-носителя и 0 ,1 0  %  ProClin 3 0 0  
в качестве консерванта.

О бщ ая концентрация б ел ка в р еагенте составл яет прим ерно 10 мг/мл. Концентрация  
специф ических ан тите л  составл яет приблизительно 1,61 мкг/мл. Н еспециф ич еской  
реактивности ан тите л  у  данного продукта не  обнаружено.

V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay пр едставляет собой реком бинантное кроличье  
м оноклональное антитело, полученное из супернатанта очищ енной клеточной  
культуры.

Б олее подробное описание следую щ их разделов представлено в соответствую щ ем  
л истке-вклад ы ш е к набор у для обнаруж ения V E N T A N A : 1) принципы процедуры;
2 ) необходимы е, но не  входящ ие в ком плект поставки м атериалы  и реагенты;
3 ) сбор образцов и подготовка к анализу; 4 ) процедуры  контроля качества;
5) проблемы  и их устранение; 6 ) интерпретация результатов; 7 ) об щ ие ограничения.

НЕОБХОДИМЫЕ, НО НЕ ВХОДЯЩИЕ В КОМПЛЕКТ ПОСТАВКИ 
МАТЕРИАЛЫ
В ком плект поставки не  входят окраш иваю щ ие реагенты , та ки е  как наборы д л я  
обнаруж ения V E N T A N A  и вспомогательны е компоненты, включая микропрепараты  
ткани для отрицательного и положительного контроля.

Для окраш ивания могут потребоваться следую щ ие реагенты  и м атериалы , не  
входящ ие в ком пл ект поставки.

R abb it M onoclonal N egative  Control Ig (номер по ката л о гу  
7 9 0 -4 7 9 5 /0 6 6 8 3 3 8 0 0 0 1 )

П ред м етны е сте кл а для микроскопа (с положительны м зарядом )

Этикетки со ш трих-кодам и (соответствую щ ие р еаген ту  для отрицательного  
контроля и используем ом у первичному антителу)
Ксилол (гистологической степени очистки)

Э танол ил и спиртосодерж ащ ий реаген т (гистологической сте пен и  очистки)

•  1 0 0 % -й  раствор; неразбавленны й этанол или спиртосодерж ащ ий  
реагент.

•  9 5 % ч ) раствор; см еш ать 95  частей этанола или спиртосодерж ащ его  
р еаген та  с 5 частям и деионизированной воды,

•  8 0 % -й  раствор; см еш ать 80  частей этанола или спиртосодерж ащ его  
р еаген та  с 2 0  частям и деионизированной воды.

Д еионизированная  или дистиллированная вода 

O ptiV iew  D A B  IH C  Detection Kit (номер по каталогу; 7 6 0 -7 0 0 /0 6 3 9 6 5 0 0 0 0 1 )  

E Z  Prep C oncentrate  (10X ) (номер по каталогу; 9 5 0 -1 0 2 /0 5 2 7 9 7 7 1 0 0 1 )  

Reaction B uffer C oncentrate (1 0 X ) (номер по каталогу; 9 5 0 -3 0 0 /0 5 3 5 3 9 5 5 0 0 1 )
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U L T R A  L C S  (P red ilu te) (номер no каталогу: 6 5 0 -2 1 0 /0 5 4 2 4 5 3 4 0 0 1 )

L C S  (P red ilu te) (но м ер no каталогу: 6 5 0 -0 1 0 /0 5 2 6 4 8 3 9 0 0 1 )

U L T R A  C ell CondiOoning Solution (C C 1 ) (номер no каталогу: 950 - 
2 2 4 /0 5 4 2 4 5 6 9 0 0 1 )

C ell CondiSoning SoluSon (C C 1 ) (номер no каталогу: 9 5 0 -1 2 4 /0 5 2 7 9 8 0 1 0 0 1 ) 
H em atoxylin  II Counterstain (номер no каталогу: 7 9 0 -2 2 0 8 /0 5 2 7 7 9 6 5 0 0 1 )
Bluing R e a g e n t (но м ер no каталогу: 7 6 0 -2 0 3 7 /0 5 2 6 6 7 6 9 0 0 1 )
П е р м ан ентная  заклю чаю щ ая сред а (P enn ount Fisher, номер по каталогу: S P 1 5 -  
500; или эквиеал ентная )

П о кро вно е стекло (достаточное дл я по м ещ ения образров ткани под стекло, 
та ко е  как  V W R ; но м ер по каталогу: 4 8 3 9 3 -0 6 0 )

А в то м атич еско е  устройство д л я  заклеивания препаратов покровными 
сте кл ам и  (такое как T iss u e-T ek  S C A  A utom ated Coverslipper)
С в етово й микроскоп  

Гигроскопические сал ф етки  

Н еко то р ы е из перечисленны х в л истке-вклад ы ш е продуктов в некоторы х странах  
м о гу т быть недоступны . П р о ко н с у л ь ти р у й те а  с местны м представителем  службы  
по д д ер ж ки .

ХРАНЕНИЕ
П о с л е  по лучения пр епар а та  и пока он не используется, его  следует хранить при 
т е м п е р а ту р е  2 - 8  °С . Н е  замораживать.

Д л я  обесп ечен ия  на д л еж ащ ей  сохранности реаген та  и стабильности антител после  
каж д о го  использования необходимо закры вать ф лакон-дозатор крышкой и сразу  
ста вить  его  в холодильник в вертикальном положении.

Н а  кахадом ф л ако не-д озаторе с раствором  антител указан  срок годности. При 
со6 п 1о д е нии  условий хранения р еаген т остается  стабильны м до даты, указанной на 
э ти к е тке . Н е  использовать р еаген т по сле истечения срока гсдности.

ПОДГОТОВКА ОБРАЗЦА
П р и  использовании набор а для обнаруж ения O pdV iew  DAB IH C  Detection Kit и 
пр иборов ав том атизированного окраш ивания препаратов V E N T A N A  B enchM ark XT, 
V E N T A N A  B enchM ark G X  и V E N T A N A  B enchM ark U L T R A  данны е первичные 
а н ти те л а  м ож но использовать со стандартно обработанны м и, фиксированными 
ф о р м ал и но м  и залиты ми в параг()ин тканями. Н а основании исследования тканей  
пл аценты  и м индалин, экспрессирую щ их P D -L1 , в качестве ф иксатора тканей  
реко м ен д уе тся  10% -й  нейтральны й забуф еренны й ф орм алин (N B F ) в течение от 
м иним ум  6  д о  7 2  часов. При времени ф иксации не м е н е е  6  часов приемлемыми  
ф и кс ато р ам и  дл я использования с V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay являются цинк- 
ф о р м ал и н  и Z -5 . П рочие ф иксаторы , вклю чая 9 5% -й  спирт, A FA  и P R E F E R , 
непригод ны  для использования с анализом  V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) Assay. 
И сп о л ьзуе м о е  количество ф иксатора составл яет от 15 д о  20 обьем ов ткани. 

Ф икс аци я  м о ж ет вы полняться при ком натной тем п ер атур е  (1 5 -2 5  °С ) \  Д ал ьнейш ее  
о б суж д е ни е  воздействия подготовки образца на окраш ивание PD-L1 с помощью  
V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay приведено в Руководстве по интерпретации (номер  
по  ката л о гу  1 0 1 5 3 1 7 E N  для N S C L C ).

Н ео б хо д и м о  получить срезы  толщ иной 4 - 5  мкм и нанести  их на положительно  
за р я ж е н н ы е  предм етны е стекла. П репараты  сл е д ует быстро окрасить, поскольку 
ан ти генн ы е свойства тканевы х срезов м огут ум еньш аться со временем  
и ухуд ш ать ся  после срезания с параф инового блока (таблица 2 ).

Т а б л .2 . Стабильность тканевы х срезов

Т я п п о и и М а к с и м а л ы ш й  с р о к  х р а н е н и я  
( п | ш 2 - в ° С | | т  1 5 - 3 0 * 0 )

N S C L C 1 2  месяцев

О б р а з ц ы  п л а ц е н ты 9 месяцев

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЯ И МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
Д л я  диагностики in  vitro  (IV D ).

Тол ько для пр оф ессионального использования.

В д ан но м  р еаген те  в качестве консерванта используется раствор ProClin 300. 
О н относится к р азд р аж аю щ им  средствам и при контакте с кожей м ож ет стать  
причиной сенсибилизации. При р аботе с  реагентом  соблю дайте все разумные

меры предосторожности. И зб е га й те  по пад ания реагентов в глаза, на  кожу  
и слизисты е оболочки. И спол ьзуй те защ итную  одежд у и перчатки.

4 . М атериалы  человеческого или животного  происхождения сл е д ует считать  
биологически опасными м атер и ал ам и  и утилизировать, соблю д ая все 
необходимы е меры предосторохоности,

5. И збегай те контакта р еагентов с гл азам и  или слизистыми об олочкам и. П ри  
попадании реагентов на  чувствительны е участки промойте эти участки  
достаточны м количеством воды.

6 . Н е  допускайте микробного загрязнения реагентов, поскольку это м ож ет  
привести к получению неверны х результатов.

7 . Проконсультируйтесь с м естны м и и/или государственны ми органам и  
в отнош ении реком ендованного способа утилизации.

8 . Д ополнительная иж ро рм ация о  б езопасности содержится а  паспорте  
безопасности продукта и руководстве по условным обозначениям  и г^разам  
риска на сайте w w w .ventana .com .

9. Терапия препаратом  K E Y T R U D A  м о ж е т быть недоступна во всех регионах.
10. Терапия препаратом  O P D IV O  м о ж ет быть недоступна во всех регионах.

ПРОЦЕДУРА ОКРАШИВАНИЯ
V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssay бы л разр аб о тан дл я использования с приборам и  
автоматизированного окраш ивания пр епаратов B enchM ark U LTR A , B enchM ark X T  
и B enchM ark G X  совместно с  набор ам и д л я  обнаруж ения и вспомогательны ми  
принадлежностям и V E N T A N A . Реко м ендованны е протоколы окраш ивания  
приведены в таблице 3.

Д ан но е антитело оптимизировано дл я инкубации в теч ени е  конкретных периодов  
времени, однако пользователю  необходим о провести валидацию  результатов, 
полученных с использованием д ан но го  реаген та .

П араметры  автоматических процед ур м огут быть отображены  на экране, 
напечатаны  и отредактированы  согласно процед уре, описанной в руководстве  
пользователя, прилагаем ом  к соответствую щ ем у прибору. П од робная инф орм ация  
по процедурам им муногистохимического окраш ивания представлена в листке- 
вклады ш е к набору дл я обнаруж ения V E N T A N A .

Т а б л .З . Рекомендованны й протокол окраш ивания дл я V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 )  
A ssay с  набором для обнаруж ения O phV iew  DAB IH C  Detection Kit на  приборах  
серии BenchM ark

Т т п р о ц в | ^ р ы

А ю т з  U L T R A  V B IT A N A  Р1Ы .1 
(S P 2 6 3 )A a s a y

А н а я в  X T  У Ш А Н А  P D 4 .1  (S P 2 6 3 )  
A n a y

A m i M i  G X  У Ш А Н А  P D -L 1  ( S P 2 6 ^  
A n a y

Э т а п  npoTO K O ia В в о д  п а р а м е т р о в

П р о гр е в Дополнительно

А н ти те л а  (п е р в и ч н ы е )
Вы брано V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 )  

или

отрицательны й контроль

К о н т р о к р а ш и в а н и е Hem atoxylin II C ounterstain, 
от 4  д о  8  минут

ПРОЦЕДУРЫ КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА 
Реагент для отрицательного контроля
Для облегчения интерпретации резул ьтатов необходимо использовать  
соответствую щ ий м икро препарат для р е а ге н та  для отрицательного контроля  
с кажды м образцом. Rabbit M onoclonal N eg a d ve  Control Ig является  
соответствую щ им антителом  для р е а ге н та  д л я  отрицательного контроля в данно м  
анал изе и используется вместо первичного ан тите л а для оценки неспециф ического  
окраш ивания. П роцедура окраш ивания пр епар а та  с реагентом  для отрицательного  
контроля должна соответствовать период у окраш ивания с первичны м антителом . 
И спользование другого р еаген та  для отрицательного контроля или неиспользование
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р еко м ен д о в анн о го  реаген та  отрицательного контроля м ож ет привести к неверной  
ин те р п р е та ц и и  окраш енного  для анал иза пр епарата.

Тканевый контроль
Т каневы й контроль дол ж ен быть вклю чен в кажды й цикл окраш ивания. Контрольная 
тка н ь  д о л ж на  бы ть мом ентально заф иксирована и о б работана та к  ж е, как и в случае  
с  тка н я м и  па цие нта . С  помощ ью  такой ткани м ожно контролировать все этапы  
а н а л и за , на чин ая  от подготовки ткани и заканчивая окраш иванием. Тканевый срез, 
заф иксированны й или обработанны й отличны м о т  ткан ей  пациента образом, можно 
использоваться в качестве контроля дл я реагентов и окраш ивания, но не для 
ф икс аци и  или подготовки ткани.

Квал иф и ци р о ван ная  нормальная человеческая  пл аце нтар н ая  ткань м ож ет быть 
испол ьзована в качестве тканевого контроля для ан ал и за  V E N T  A N A  PD-L1 (S P 2 63) 
A ssay. П л а цен тар н ая  ткань содержит элем енты  с положительны м и отрицательным  
о кр аш и в а ни ем  дл я б елка P D -L 1 , поэтому она псздходит дл я использования в 
ка ч е с тв е  тканев ого  контроля. П роцедура на д л е ж а щ е го  окраш ивания компонентов 
пл а ц е н та р н о й  ткани описана в таб л и це 4  и в Руководстве по интерпретации (номер  
по  ката л о гу  1 0 1 6 3 1 7 E N  для N S C LC ).

К р о м е того, ткани N S C L C , пр одем онстрировавш ие гетерогенную  интенсивность  
о кр аш ива ни я  с  об щ ей  ум еренной экспрессией P D -L 1 , та кж е  м огут быть 
использованы  в качестве тканевого контроля д л я  ан ал и за  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 63) 
A ssay.

Е сл и  в тканевы х коктролях не определ яется  соответствую щ его окраш ивания или 
н а б л ю д ается  изм енений в интерпретации, лю бы е результаты  для исследуемых 
о б р азц о в  сл е д у е т считать не по длеж ащ им и о ценке и сл е д ует выполнить повторное 
окр аш ива ни е .

ИНТЕРПРЕТАЦИЯ ОКРАШИВАНИЯ/ОЖИДАЕМЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
П р и  пр овед ении автом атической процедуры  им м унного окраш ивания V E N T A N A  
н а б л ю д ается  вы падение коричневого осад ка D A B  в м естах локализации антигена, 
о б нар уж енн о го  V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay. О краш енны е препараты  
ин терпретирую тся  квалиф ицированны м патом орф ологом , использующим световой 
м икроскоп. П е р е д  интерпретацией полученны х результатов тканевы е контроли 
и о кр аш енн ы й  продукт должны  быть оценены  квалиф ицированны м  
патом орф ол огом , им ею щ им  опыт и вл адею щ им  процедурам и IH C .

С м . Р уководство по интерпретации V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay для N S C LC  
(н о м е р  по ката л о гу  1 0 1 5 3 1 7 E N ), где приводятся характеристики и изображения. 

Тканевый контроль плаценты
П л а ц е н та р н а я  ткань, окраш енная с  помощ ью  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) Assay, 
д е м о н с тр и р у е т однородное окраш ивание м ем браны  клеток линии троф областа от 
ум ер ен но го  д о  вы раженного и окраш ивание цитоплазмы  клеток линии тр о ф о б л а а а  
о т  сл або го  д о  вы раженного. С тромал ьная ткань и сосудистая сеть плаценты могут 
бы ть использованы  дл я оценки лю бого ф онового окраш ивания (таблица 4 ).

Т а 6 л .4 . Критерии оценки тканевого контроля плаценты  дл я анал иза V E N T A N A  
P D -L 1  (S P 2 6 3 ) Assay

Имирцияацю Описание окрашивания

П р и е м л е м о е
О днород ное окраш ивание мембраны  клеток линии  
троф областа от ум еренного  до выраженного; отсутствие  
окраш ивания пл ацентарной стромы и сосудистой сети

Н е п р и е м л е м о е

О д нород ное окраш ивание мембраны  клеток линии 
троф областа от отсутствия д о  слабого окраш ивания  
и/или специф ическое о краш ивание плацентарной  
стромы и сосудистых структур

Реагент для отрицательного контроля
Н е сп еци ф ич еско е  окраш ивание (при наличии) м ож ет иметь диф фузный характер  
и м о ж е т  быть оценено с использованием м икропрепарата с  реагентом  для  
о три цател ь ного  контроля, окраш енного R abb it M onoclonal N ega tive  Control Ig. Для  
и н тер п р етац ии  результатов окраш ивания сл е д ует использовать интактны е клетки, 
та к  как  некротические и дегенеративны е клетки часто  окраш иваю тся неспецифично. 
Есл и набл ю дается  чрезм ер ное ф оновое окраш ивание, результаты для 
ис сл ед уем ого  образца считаю тся недостоверны ми.

Ткань пациента
Характер  окраш ивания с использованием  р еагента V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssa y  
в опухолевых клетках —  м ем бранны й и/или цитоплазматический. Клетки им м унной  
системы дем онстрирую т о краш ивание линейно-м ем бранного , д иф ф узно- 
цитоплазм атического и/ипи точечного характера. Считается, что  
цитоплазм атическое окраш ивание опухолевых клеток, как и лю бое им м унное  
окраш ивание клеток, при условии наличия такового, не  является положительны м  
ф актором дл я цел ей  оценки.

Опухолевы е клетки (Т С ) оцениваю тся в пр оцентах опухолевых клеток  
с окраш иванием  м ем браны  PD -L1 лю бой интенсивности. Ткань па цие нта д ол ж на  
оцениваться в соответствии с алгоритм ом  оценивания анализа V E N T A N A  PD -L1  
(S P 2 6 3 ) A ssay в р азд е л е  «Р аб о ч ие  характеристики». Д ополнительны е инструкции и 
соогветствую щ ие изображ ения приведены  в руководстве по интерпретации (но м е р  
по каталогу 1 0 1 5 3 1 7 E N ).

Алгоритм оценивания
Ткань N S C L C  необходимо оценивать в соответствии с  алгоритмом оценивания  
V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 )

Алгоритм оценивания ан ал и за  для N S C L C  (таблица 5 )  и критерии оценивания  
неспециф ического ф она (таблица 6 ). Д ополнительны е инструкции 
и соответствую щ ие изображ ения приведены  в Руководстве по интерпретации  
(номер по каталогу 1 0 1 5 3 1 7 E N ).

Т а б л .5 . А лгоритм оценивания дл я ан ал и за  V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) Assay.

PD4.4 Омсаим «фмата1вм

г 1 %

г  1 %  опухолевых клеток с мембранной  
положительностью  для PD -L1 в любой  
интенсивности вы ше фонового окраш ивания, 
как указано  в соответствую щ ем отрицательном  
контроле.

< 1 %

< 1 % опухолевых клеток с  мембранной  
положительностью  для PD-L1 в любой  
интенсивности вы ше ф онового окраш ивания, 
как  указано в соответствую щ ем отрицательном  
контроле.

а б %

г  5 %  опухолевых клеток с  м ембранной  
положительностью  для PD-L1 в любой  
интенсивности вы ш е ф онового окраш ивания, 
как  указано в соответствую щ ем отрицательном  
контроле.

< 5 %

< 5  %  опухолевых клеток с  м ембранной  
положительностью  для PD -L1 в любой  
интенсивности вы ш е ф онового окраш ивания, 
как указано в соответствую щ ем отрицательном  
контроле.

г  1 0 %

г  1 0  %  опухолевых клеток с  м ембранной  
положительностью  для PD-L1 в любой 
интенсивности вы ше ф онового окраш ивания, 
как указано  в соответствую щ ем отрицательном  
контроле.

< 1 0 %

< 1 0  %  опухолевых клеток с мембранной  
положительностью  для PD-L1 в любой  
интенсивности вы ше ф онового окраш ивания, 
как указано в соответствую щ ем отрицательном  
контроле.

г  60  %

а  50  %  опухолевы х клеток с м ембранной  
положительностью  для PD-L1 в любой  
интенсивности выше ф онового окраш ивания, 
как указано в соответствую щ ем отрицательном  
контроле.
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< 5 0  %

<  5 0  %  опухолевых клеток с мембранной  
положительностью  дл я PD -L1 в лю бой  
интенсивности вы ш е ф онового окраш ивания, 
как указано в соответствую щ ем  отрицательном  
контроле.

Т а б л .6 . К р и тер и и  оценки неспециф ического ф она дл я V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 63)  
A ssa y

Описание окраитвания

П р и е м л е м о е Ф он не  препятствует интерпретации уровня  
экспрессии P D -L1 .

Н ед о пустим ы й
р езул ьтат

Фон препятствует интерпретации уровня экспрессии  
P D -L 1 .

ОСОБЫЕ ОГРАНИЧЕНИЯ
1. V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssay был р азработан д л я  приборов для  

авто м атич еско го  окраш ивания В ел сбМ агк series с  набором  для обнаружения  
O p tiV ie w  D A B  IH C  D etection Kit и не пр ед назнач ен для использования с 
д р у ги м и  приборам и и инструментам и.

2 . П р е п а р а т  образца па цие нта необходимо окраш ивать с  помощ ью  реагента  
R ab b it M onoc lonal N eg a tive  Control Ig. Д ру ги е реагенты  дл я отрицательного  
ко нтрол я  непригсщны для использования в данном  анализе.

3 . Д ан ны й  ан ал и з не  был валидирован дл я использования с  цитологическими  
о б р а зц а м и  или декальциф ицированны м и костными образцами. Тестирование  
а н а л и за  V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssa y при гипотермической иш емии с 
использованием  модели тканей ксенотрансплантата с нулевого до 24-го  часа  
не  вы явило каких-либо условий, которы е небл агоприятно сказались бы на 
р е зу л ь та т е  анализа .

РАБОЧИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ
Б ы л о пр о вед ено  т е а и р о в а н и е  специф ичности и чувствительности окраш ивания, 
по вто р яем о сти , внутрилабораторной прецизионности, а  такж е  тестирование  
пр еци зи о нн о сти  эксперта, м еж лабораторной воспроизводимости и сравнительны е  
ис сл ед о ван ия  м етодик. Результаты  представлены  в следую щ их разделах. 

Специфичность
М ассивы , с о д ер ж ащ ие м нож ество нормальны х тканей, были окраш ены  при помощи 
а н а л и за  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) Assay и оценены  на пр едм ет мембранного  
окр аш ива ни я  P D -L 1 , как указано  в Т а6л .7 , Д ополнител ьное окраш ивание, например  
ци то п л азм ати ч еско е  или имм унное, такж е  указано (см . сноску таблицы  7 ).

Т а б л .7 . С п ециф ичность окраш ивания V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) Assay 
о п р е д е л ял а с ь  путем тестирования при окраш ивании ф иксированных формалином  
и залиты х в па р аф ин здоровых тканей.

Тмнь

Кол^ 
попет ь  
г ш м ь а  
спучаеЫ- 
об|цее кол- 
во случаев

Тка№
Ж )ЛвЖ Н-
твпьммх 
случаев/- 
об^ш я- 
во случаев

Н ад по ч ечн ик 0 /3 * М езотелий 0 / 3 1

М о ч ево й  пузы рь 0/3 М иепоид ная  ткань  
(костны й мозг) 0 /4  *, t

М о л о чна я  ж ел е за 0/3 Н ерв (тонкий) 0/3

М о зж еч о к 0/3 Я ичник 0/3

Головной мозг 0 /3 Под желудочная
ж ел е за 0 /3 *

^Тмь

К№вО 
лолещи- 
твльмых 
спучаваА 
общее кол- 
во случаев

Ткань

Кол-во
полсшн
Т № И Ш
cjryiaea/
об^ю л*
восяу«мвв

Ш ейка матки 0 /3 П аращ итовид ная
ж ел е за 0/4

Толстый кишечник 0 / 3 1 П ростата 0/3

Эндометрий 0 /3 С лю нная ж ел е за 0/3 т

П ищ евод 1/3  *, т С кел етная  мы ш ца 0/3

С ерд це 0 /3 Кожа 0/4 §

Гипофиз 0 /3  *, t С ел езенка 0/3 t

Тонкая кишка 0 /3  т Ж ел уд о к 0/3  *, т

Почка 0 /3  т Яичко 0/3

Гортань 0 /3 1 Тим ус 0 / 3 1

Печень 0/3 Щ итовидная ж ел е за 0/3 *, т

Легкое 0 /3  т М индалины 3/3 т

Лимфоузлы 0 / 3 1

Д ополгм тепьное набл ю давш ееся окраш ивание: *  Ц итопл азм атическое  
окраш ивание, t  О краш ивание иммунны х клеток. §  М ел аноцитарное  
окраш ивание.

П роцент 1С, присутствую щ ий вы ш е ф она, не  м ож ет быть оценен в данном  
исследовании, так как отсутствует область опухоли, по которой возможна о ц е н ка  
инф ильтрирую щ их опухоль иммунны х клеток.

Чувствительность
М ассив неопластических тканей  был оценен на  пр ед м ет окраш ивания Т С  и 1С 
с помощ ью анализа V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) Assay, как описано в таб л и це 8 .

Т а б л .8 . Чувствительность ан ал и за  V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) A ssa y определ ял ась  
путем  тестирования при окраш ивании множества ф иксированных ф орм алином  
и залиты х в параф ин пр епаратов опухолевы х тканей для лю бого окраш ивания  
опухолевых клеток и иммунны х клеток.

происхождение Патопогая

Когьао полоааггельиых 
слу<йм/аб|цм КОЯ-ВО 

случаев

Опухолевые
K o e m i

Мвв^кщееееrn iM y illIb B i
ю и т ш

Головной мозг Глиобластом а 0 /1 1/1

Головной мозг Атипичная м енингиом а 0 /1 0/1

Головной мозг Зл окачественная
эпендим о м а

0 /1 1/1

Головной мозг О л игодендроглиома 0 /1 0 /1

Яичник С ерозная
аденокар цином а

0/1 1/1

Яичник А денокар цином а 0/1 0/1

Поджелудочная
ж елеза

Карцином а островковых 
клеток

1/1 0 /1

2017-05-03
FT0700-410m

4/13 1014258RU RevD



V  Е N  Т Л  N  X
Л  > <̂ Roche^

П р о ш ж щ д а и м Патология

Кол-во полоюпвпьиых 
случаввМ!1вп квьвв 

сгцчмв
Опухолевые

кпет
Ш т р т м

т т т

П од ж е л уд о ч ная
ж е л е за

А денокарцином а 0 /1 1/1

Я и чко С ем ином а 0 /1 0/1

Я и чко Эм бриональная
карцином а

0 /1 0/1

Щ итови д ная
ж е л е за

М ед уллярная карцином а 0 /1 0/1

Щ итови д ная
ж е л е за

П апилл ярная карцином а 1/1 0/1

М о л о чна я
ж е л е за

Внутрипротоковая
карцинома

0 /1 1/1

М о л о чна я
ж е л е за

Инвазивная протоковая  
карцином а

0 /2 0 /2

С е л е зе н ка Д иф ф узная  В -клеточная  
лим ф ом а

0/1 1/1

Л е гко е Н ед иф ф еренцир ованная
м елкоклеточная
карцинома

1/1 1/1

Л е гко е П лоскоклеточная
карцинома

1/1 1/1

Л е гко е Аденокарцином а 0 /1 0/1

П и щ е е о д Н ейроэндокринная
карцинома

0 /1 0/1

П и щ е в о д Аденокарцином а 0 /1 0/1

Ж е л у д о к Перстневидноклеточная
карцинома

0/1 0 /1

С тен ка
ки ш еч н ика

Аденокарцином а 0 /1 0 /1

С тен ка
ки ш еч н ика

Стромальная саркома 0 /1 0 /1

Тол сты й
ки ш ечн ик

Аденокарцином а 0 /1 1/1

Тол сты й
ки ш еч н ик

И нтерстициальная
опухоль

0 /1 0/1

П р я м а я  киш ка Аденокарцином а 0 /1 0/1

П р я м а я  киш ка Зл окачественная  
интерстициома  
умеренной степени  
диф ф еренцировки

0 /1 0/1

П еч ень Гепатоцеллю лярная
карцинома

0 /1 0/1

П еч ень Гепатобластом а 0 /1 0/1

П очка С ветлоклеточная
карцинома

0/1 0/1

Происхождение Патология

Кшьво ЛОЛХНЕИТВЛЬНЫХ
сяучаввйзбцае хол-ао 

сяучвм
Опухолевые

кпетки
Иммунные

к м т

Простата А денокар цином а 0 /2 0 /2

М атка Л ейом иом а 0 /1 0/1

М атка А денокар цином а 0 /1 0/1

М а ж а С ветлокл еточная  
карцином а энд ом етрия

0 /1 0/1

Ш ейка матки П лоскоклеточная
карцином а

0 /2 2 /2

П оперечно­
полосатая
мышца

Эмбриональная
рабдом иосарком а

0 /1 0/1

П рям ая кишка Зл окачественная
м еланом а

0 /1 0/1

Кожа Б азальноклеточная
карцином а

0/1 0/1

Кожа Плоскоклеточная
карцином а

0 /1 0/1

Спина Н ейро ф ибром а 0 /1 1/1

Ретроперитонеа
льная

Н ейро бл астом а 0 /1 0/1

Брюшная
полость

Зл окачественная
м езотел иом а

0 /1 0/1

Средостение Д и ф ф у зн ая  В -кл еточная  
лим ф ом а

1/1 1/1

Лимфоузлы Л им ф о м а Hodgkin 1/1 1/1

Лимфоузлы Д иф ф узная  В -кпеточная  
лим ф ом а

1/1 1/1

Полость малого  
таза

А н апластическая
крупноклеточная
лим ф ом а

1/1 1/1

М очевой пузырь Зл окачественная  
лей ом иосарком а низкой  
степени
диф ф еренцировки

0/1 0 /1

Кость О стеосарко м а 0 /1 1 /1

Забрю ш инное
пространство

В еретеноклеточная
раб дом иосарком а

0 /1 0 /1

Гладкая
мускулатура

Зл окачественная  
л ей ом иосарком а  
ум еренной степени  
диф ф еренцировки

0/1 0 /1

М очевой пузырь П ереходноклето чная  
карцином а (мочевой  
пузырь)

1/1 1/1

Чувствительность

2 0 1 7 -0 5 -0 3
FT07(XM10m
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Ч у вствител ьность  ан ал и за  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssay была протестирована  
с ис по л ь зо ва ние м  производственной партии промы ш ленного изготовления на 
2 4 5  уникал ьны х обр азца х  N S C L C  (от I д о  IV  стадии), подготовленных в виде  
м икр о пр еп ар ато в  F F P E . О ц енка экспрессии PD -L1 продемонстрировала  
п о л о ж и те л ь н о е  окр аш ива ни е опухолевых клеток в д иапазо не от О д о  1 00  % ,

Повторяемость и внутрилабораторная прецизионность
П о в то р я ем о сть  и внутрилабораторная прецизионность анализа V E N T A N A  PD-L1  
(S P 2 6 3 )  о ц енивал ась на  а п пар а те  В ел сбМ агк U L T R A  в сочетании с O pfiV iew  DAB  
D etec tion  K it пу тем  окраш ивания 2 4  уникальных образцов N S C L C  человека  
и 8  уникал ьны х образцо в плаценты  человека. Было проведено три последования  
пр ецизионности ; в двух бы ла оценена прецизионность дл я N S C L C  дл я  двух уровней  
эксп р есси и  P D -L 1 , в тр етьем  исследовании оценивалась прецизионность для  
о б р а зц о в  пл аценты .

В нутр ис уто чн ая  по вторяем ость и межсуточная внутрилабораторная прецизионность  
а н а л и за  V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) оценивалась с использованием аппарата  
B enctiM aric U L T R A  в со ч етании с  O ptiV iew  DAB Detection Kit путем  окраш ивания  
2 4  уникал ьны х образцов N S C L C  человека. Д л я определ ения внутрисуточной  
п о вто р я ем о сти  по 5  по вторностей м икропрепаратов из каждого образца ткани  
N S C L C  окр аш ива л и  с  использованием одного прибора ВепсбМ агк U LTR A . Для  
о п р е д е л е н и я  меж суточной прецизионности по 2  повторности м икролрепаратов из 
каж д о го  о б р а зц а  ткани N S C L C  окраш ивали при помощ и анализа V E N T A N A  PD-L1  
(S P 2 6 3 )  A ssa y  с использованием  одного прибора В епсбМ агк U L T R A  в теч ени е  
5 непосл ед овател ьны х д н ей  общ ей продолжительностью  не м ене е  двадцати дней. 
Д л я  о п р ед ел ени я  внутриплатф орм ной прецизионности 18 образца N S C L C  
о кр аш и в а л и  при помощ и ан ал и за  V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay с использованием  
тр е х  пр иборов для автом атического окраш ивания В епсбМ агк U LTR A . Все  
п р е д м е тн ы е  сте кл а были замаскированы , рандомизированы  и оценены  с  
ис по л ь зо ва ние м  алгоритм а оценивания для анализа V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) Assay  
(п р и в е д е н  в та б л и ц е  5 ). Сводны е данны е полученных результатов приведены  
в та б л и ц е  9.

К р о м е  того, были оценены  повторяемость и внутрилабораторная прецизионность  
о кр аш ива ни я  при помощ и анал иза V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) Assay на образцах  
пл аце нты  че л о ве ка  (контроль системного уровня). В этом  исследовании было 
испо л ь зо ва но  восемь образцов тканей плаценты  человека. Д л я  определения  
внутрисуточной прецизионности по 5 повторностей м икропрепаратов каждого из 
8  о б р азц о в  плаценты  окраш ивали с использованием одного прибора В епсбМ агк  
U L T R A . Д л я  о пред ел ения  межприборной прецизионности по 2  повторности  
м икр о пр еп ар ато в  каждого из 8  образцов плаценты  окраш ивали при помощ и анализа  
V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) A ssa y с использованием трех приборов для  
а в то м атич еско го  окраш ивания В епсбМ агк U LTR A . Д л я  определения межсуточной  
пр еци зи о нн о сти  по 2  повторности м икропрепаратов каж д ого из 8 образцов плаценты  
о кр аш ива л и  при помощ и анал иза V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay с использованием  
о дного  пр ибора В епсбМ агк U L T R A  в теч ени е  5 непоследовательны х д ней. Все 
пр е д м е тн ы е  сте кл а были оценены  в соответствии с  алгоритмом оценивания  
а н а л и за  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssay дл я контрольной ткани плаценты  (приведен  
в та б л и ц е  4 ). Д л я  всех повторностей м икропрепаратов образцов плаценты  были 
получены  эквивал ентны е результаты  иммуногистохимического окраш ивания (IH C )  
на  P D -L 1 . О б щ ий  пр оцент совпадения дл я внутрисуточной, межсугочной  
и м еж пр и б о р но й  воспроизводимости составил 1 0 0  %.

Т а б л .9 . Исследование повторяемости и внутри лабораторной прецизионности  
анализа V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay на  отдельны х об разцах N S C L C

3^о— 1ь э и ц ж с а ч  PD4.1 Э ксярвсш Э Ю ф м с и
• ^ 5 %

Э с о ф к а 1 Э кс п р кс м
* 2 5 1 ) %

Поитар1ммасуь/
npWpWWHHOCfb

fm m m
ю а с

m n h
ч к т а о

IM K
M M fN n p t
паршпш

гф е ц ш г
е о м »
т т

процент
с о ю е *

{ 9 5 % д а )

ОбврА
процемт
С08ГНК
д е н м

процент
с о в »
д м н я

Внутрисуточная 
повторяемость 

(а течение одного 
дня)

120
100,0 % 

(96,9-100,0)
99,2%

(96,4-99,9)
98,3%

(94,1-99,5)
100,0%

(96,0-100,0)

Межсуточная 
прецизионность 

(5 непоследовате 
льных дней)

240 100,0 % 
(98,4-100,0)

97,9 % 
(95,2-99,1)

98,8%
(96,4-99,6)

100,0%
(98,4-100)

Межприборная 
прецизионность 

(для 3 аппаратов)
648 100%

(99,4-100,0)
96,5%

(94,7-97,6)
95,2%

(93,3-96,6)
97,2%

(94,6-99,2)

Повторяемость между партиями
Воспроизводимость м еж ду партиям и анал иза V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) Assay  
определялась путем  тестирования трех партий ан ал и за  V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 )  
Assay на 24  уникальных об разцах N S C L C  на  пр иборе В епсбМ агк U L T R A  с 
использованием набора для обнаруж ения O p6 V ie w  D A B  IH C  D etection Kit. Все 
образцы окраш ивали при помощ и каждой из трех партий первичны х антител. П е р е д  
оценкой экспрессии PD -L1 все предм етны е стекла были зам аскированы  и 
рандомизированы в соответствии с алгоритм ом  оценивания ан ал и за  V E N T A N A  
P D 4.1  (S P 2 63) Assay (приведен в таб л и це 5). Результаты  представлены  
в таблице 10  в виде таких по казател ей, как общ ий пр оцент совпад ения, процент  
совпадения положительных результатов и пр оцент совпадения отрицательны х  
результатов для кахщ ого уровня экспрессии,

Т а б л .Ю . Уровень согласованности воспроизводимости м еж ду партиям и среди
24 образцов ткани N S C L C

Урвтт
ш т с о ш ш в е т  

повторяемости моду 
т рт ш т

Процвкг
совпадения

положительных
ре^тыап»

1^%ДИ)

Г̂ зоцент
совладенм

отрицательных
рв̂ гяьтагов

Обищ Л
я р т т п

севпадетм
(»5%ДИ)

С ред нее значение для  
сравнений всех трех  

партий

Экспрессия ^  1 %

1 0 0 %

(9 9 ,0 -1 0 0 ,0 )

1 0 0 %

(9 8 ,6 -1 0 0 ,0 )

1 0 0 %

(9 9 ,4 -1 0 0 ,0 )

С ред нее  значение для  
сравнений всех трех  

партий

Экспрессия ^  5 %

9 4 ,4  %  

(9 1 ,4 -9 6 ,5 )

9 8 ,5  %  

(9 6 ,4 -9 9 ,3 )

9 6 ,5  %  

(9 4 ,7 -9 7 ,6 )

С ред нее значение для  
сравнений всех трех  

партий

Экспрессия г  10 %

9 7 ,5  %  

(9 4 ,7 -9 8 ,9 )

9 3 ,8  %  

(9 1 ,0 -9 5 ,8 )

9 5 ,2  %  

(9 3 ,3 -9 6 ,6 )

С р ед нее  значение для  
сравнений всех трех  

партий

Экспрессия 2  50  %

9 6 ,9  %  

(9 1 ,9 -9 9 ,7 )

9 7 ,5  %  

(9 4 ,9 -9 9 ,5 )

9 7 ,2  %  

(9 4 ,4 -9 9 ,1 )
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Т а к ж е  бы л а о ц е н е н а  воспроизводимость м еж ду партиям и анализа V E N T A N A  PD-L1 
(S P 2 6 3 )  A s s a y  с использованием  12 уникальных образцов ткани плаценты  человека. 
В оспроизводим о сть была опр ед ел ена  путем  тестирования трех партий антител  
со в м е стно  с тр ем я  партиями наборов для обнар уж ения O ptiV iew  D A B  IH C  Detection  
K it c использованием  тр е х  приборов автом атизированного окраш ивания препаратов  
B e n c h M a tk  U L T R A . О б щ ая  ча сто та  совпадения результатов для соответствую щ их  
э л е м е н то в  пл аценты  с положительны м и отрицательны м окраш иванием  с 
ис по л ь зо ва ние м  ан ал и за  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssay с о ш в и л а  100 % .

Исследование прецизионности между экспертами и по каждому 
эксперту
Д л я  о ц е н ки  прецизионности м еж ду экспертам и и по каждому эксперту три  
па то м о р ф о п о га  оценили 1 14  уникальных образцов. П ер е д  оценкой окраш ивания  
P D -L 1 IH C  образцы  были замаскированы  и рандомизированы  в соответствии  
с а л го р и тм о м  оценивания ан ал и за  V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) Assay, приведенны м  
в т а б л и ц е  5 . Результаты , приведенны е ни ж е в таб л и це 11, отображаю т показатели  
пр еци зи о нн о сти  м еж ду экспертам и и дл я одного эксперта, полученны е в данной  
гр упп е  клинического  исследования дл я уникальных случаев.

Т а б л .1 1 . С водны е данны е исследования пр ецизионности м еж ду экспертам и и по 
ка ж д о м у  эксп ер ту

ripeiviJMomiocn.
э«ст|9ча

Среднм
количество
ПШЮ11ШШ1-

ьных
соводдений

Срвйнм
количество
отрш4ател-

шьас
совпадении

\  т % т

0 ^  
гфоцент 
{»ВШИ -
дшшя

(Ю%ди (
г...;;. .. ь 4t-.1l

С р е д н я я  прецизионность  
м е ж д у  экспертам и для  

всех тр е х  экспертов  

Э кспрессия  2 1 %

9 4 ,3 %

(9 0 ,5 -9 7 ,4 )

9 2 ,6  %  

(8 7 ,8 -9 6 ,5 )

9 3 ,5 %

(8 9 ,9 -9 7 ,1 )

С р е д н я я  прецизионность  
м е ж д у  экспертам и для  

всех тр е х  экспертов  

Э кспрессия S 5 %

9 4 ,7 %

(9 0 ,7 -9 7 ,8 )

9 4 ,7  %  

(9 0 ,6 -9 7 ,7 )

9 4 ,7  %  

(9 1 ,1 -9 7 ,7 )

С р е д н я я  прецизионность  
м е ж д у  экспертам и для  

вс ех  тр е х  экспертов  

Э кспрессия  S 10 %

9 3 ,0 %

(8 8 ,4 -9 6 ,6 )

9 4 ,0  %  

(9 0 ,0 -9 7 ,1 )

9 3 ,5  %  

(8 9 ,5 -9 7 ,0 )

С р е д н я я  пр ецизионность  
м е ж д у  экспертам и для  

всех тр е х  экспертов  

Э ксп р есси я  S 50 %

9 4 ,6 %

(9 0 ,6 -9 7 ,8 )

9 5 ,0 %

(9 1 ,1 -9 7 ,9 )

9 4 ,8 %

(9 1 ,2 -9 7 ,8 )

С р ед ня я  прецизионность  
по  каж д о м у  эксперту для  

вс ех  т р е х  экспертов  

Экспрессия S 1 %

9 6 ,7  % 
(9 4 ,7 -9 8 ,3 )

9 5 ,6  % 
(9 2 ,9 -9 7 ,8 )

9 6 ,2  %  

(9 4 ,1 -9 8 ,0 )

С р е д н я я  пр ецизионность  
по  каж д о м у  эксперту для  

всех т р е х  экспертов  

Экспрессия S 5  %

9 5 ,8  % 
(9 2 ,7 -9 8 ,2 )

9 6 ,0  % 
(9 3 ,2 -9 8 ,3 )

9 6 ,9  % 
(9 3 ,3 -9 8 ,2 )

С р е д н я я  прецизионность  
по каж д о м у эксперту для  

всех тр е х  экспертов  

Э к с п р е с с и я ^  10 %

9 7 ,7  %  

(9 5 ,9 -9 9 ,2 )

98,1 %  

(9 6 ,4 -9 9 ,4 )

9 7 ,9 %

(9 6 ,2 -9 9 ,4 )

С р ед ня я  пр ецизионность  
по  каж д о м у  эксперту для  

всех тр е х  экспертов  

Э кспрессия   ̂50  %

9 7 ,2  %  

(9 5 ,2 -9 8 ,8 )

9 7 ,3 %

(9 5 ,2 -9 8 ,9 )

9 7 ,2  % 
(9 5 ,4 -9 8 ,8 )

Исследование воспроизводимости результата между 
лабораториями
Было проведено м еж лабораторное исслед ование воспроизводимости резул ьтата  
для анализа V E N T A N A  PD -L1 (S P 2 6 3 ) A ssay с цепью  д ем онстрации  
воспроизводимости анал иза при определ ении экспрессии PD -L1 для случаев N S C L C  
с использованием 28  образцов ткани в те ч е н и е  5 непоследовательны х дней за  
20-дневны й период в трех внеш них л абораториях. О бразцы  были замаскированы , 
рацдомизированы и оценены  в общ ей сложности 6  экспертам и (по 2  эксперта  
в каждой лаборатории). Результаты  приведены  в таб л и це  12.

Т а б л .1 2 . М еж л або раторная повторяемость: Уровни согласованности для ан ал и за
V E N T A N A  PO-L1 (S P 2 6 3 )

с о гл а с о в а н и о с ш  д т  
M O B ^ Ia p n s iM o f t

(э с е ц м е е я я Г О Ф .!}

П р о м в и т
ат т & вт т

р ю у л ь п т с ж

П р о ц е н т

р е з у л ь т а т о в

( 9 5 ч д а )

0 бм||Ук  
. п р о ц е н т  

с о в п а д е и ш  .

Во всех результатах, 

(682 наблю дения) 

Экспрессия й  1 %

9 4 ,0  %  

(9 1 ,3 -9 5 ,9 )

8 9 ,8  %  

(8 5 ,6 -9 2 ,9 )

9 2 ,4  %  

(9 0 ,1 -9 4 ,1 )

При всех наблю дениях  
(712 наблю дений) 

Экспрессия г  5  %

9 4 ,7  %  

(9 1 ,9 -9 6 ,6 )

9 4 ,9  %  

(9 2 ,1 -9 6 ,8 )

9 4 ,8  %  

(9 2 ,9 -9 6 ,2 )

При всех наблю дениях  
(770 наблю дений) 

Экспрессия г  10 %

9 5 ,4  %  

(9 2 ,6 -9 7 ,2 )

9 6 ,8  %  

(9 4 ,8 -9 8 ,1 )

9 6 ,2  %  

(9 4 ,6 -9 7 ,4 )

При всех наблю дениях  
(714 наблю дений) 

Экспрессия г  50  %

96,1  %  

(9 1 ,3 -9 9 ,6 )

9 3 ,8  %  

(8 8 ,5 -9 8 ,5 )

9 5 ,0  %  

(9 1 ,6 -9 7 ,9 )

Исследование сравнения методов
Для получения знака С Е  ком пания V e n ta n a  основы валась на исследовании  
сравнения методов, вы полненном ком панией A stra Z en eca, в котором сравнивались  
данны е доступных в н а сто я щ ее  время анал и зо в на P D -L 1 , D A K O  pharm D x 22сЗ  
(использовался в клинических исслед ованиях пр епар а та  K E Y T R U D A ), DAKO  
p h a m D x  28-8  (использовался в клинических исследованиях пр епарата O P D IV O )  
и S P 26 3  •.

При проведении сравнительного исследования м етод ик было использовано  
приблизительно 5 00  коммерчески пр иобретенны х б иоптатов N S C L C  без  
идентиф ицирую щ ей инф орм ации и не связанны х с инф орм ацией о  пациенте, 
которые сравнивались на пр ед м ет резул ьтатов окраш ивания при помощ и ан ал и за  
V E N T A N A  PD-L1 (S P 2 6 3 ) A ssa y на  приборе BenchM arIr U L T R A  с D A K O  PD-L1 IH C  
22С З pharm Dx и D A K O  PD -L1 IH C  28 -8  p h a m iD x  на  A utostainer Link 4 8 , В 
исследование входили образцы  N S C L C , пр ед ставл яю щ ие собой динам ический ряд  
экспрессии PD -L1 . Все образцы  были окраш ены  в одной центральной лаборатории  
с использованием каждой методики. О краш енны е м икролрепараты  были оценены  
с присвоением уровня экспрессии PD-L1 патом орф ологом , обученны м проведению  
анализов V E N T A N A  и D A K O  P D -L1 . В исследовании участвовал один патом орф опог. 

Основной конечной течкой была точечная оценка достиж ения по казател я 8 6  %  или  
выше для процента совпадения положительны х результатов (Р Р А ), процента  
совпадения отрицательны х результатов (N P A ) и о бщ его  процента совпадения (О Р А )  
с использованием ан ал и за  D A K O  для сравнения. Результаты  приводятся в та б л и ц а х  
13 и 14.

Т а 6 л .1 3 . С равнение методик; уровни согласованности для анализа V E N T A N A
PD-L1 (S P 2 63) в сравнении с  D A K O  PD -L1 IH C  22С З  p hann D x

Эюфвееи аматза 21 % Ш ео ИЫ.1 22а phamOx

\ra(TANAI4U.1
к т в (

П ол ож ител
ьно

О тр ица тел
ьно В сего

Полож ительно 2 56 21 2 7 7
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О тр ица тел ь но 24 199 223

Всего 280 220 500

n /N % (95% ДИ)

П р о ц е н т  совпадения  
полож ительны х результатов 256 /2 8 0 9 1 ,4 (8 7 ,6 -9 4 ,2 )

П р о ц е н т  совпадения  
о тр и цател ь ны х резул ьтатов 199/220 9 0 ,5  (8 5 ,8 -9 3 ,7 )

О б щ и й  пр оцент совпадения 4 5 5 /5 0 0 9 1 ,0  (8 8 ,2 -9 3 ,2 )

Эмепрмхая аиимза 2  5в % Date PD4.1 « к; 2Ж З phHm !^

А и н ш  VENTAMA PD4.1 (»>263) 
Assay

Положител
ьно

О тр ицател
ьно

Всего

П ол ож ител ьно 111 22 133

О тр ица тел ь но 10 3 57 367

В сего 121 3 79 500

n/N % (95% ДИ)

П р о ц е н т  совпадения  
по лож ительны х результатов

111/121 91 ,7  (8 5 ,5 -9 5 ,4 )

П р о ц е н т  совпадения  
отрицател ьны х результатов 357 /3 7 9 94 ,2  (9 1 ,4 -9 6 ,1 )

О б щ и й  пр оцент совпадения 4 6 8 /5 0 0 9 3 ,6  (9 1 ,1 -9 5 ,4 )

Т а б л .1 4 . С р ав нен ие  методик: Уровни согласованности для анал иза V E N T A N A  P D -  
L1 (S P 2 6 3 )  A ssa y  в сравнении с D A K O  P D -L 1 IH C  2 8 -8  pharrnDx

Э тр м с а м а и в п м а 2 1 % Dako F4W.1 WC 28-8 pharraOx

/твти VBITANA PD4.1 (SP2S3) 
Assay

Положител
ьно

О тр ицател
ьно

Всего

П ол ож ител ьно 264 13 277

О тр ица тел ь но 29 194 223

В сего 293 207 500

n/N % (95% ДИ)

П р о ц е н т  совпадения  
по лож ительны х результатов

2 6 4 /2 9 3 90,1 (8 6 ,1 -9 3 ,0 )

П р о ц е н т  совпадения  
отрицател ьны х результатов

194 /207 9 3 ,7  (8 9 ,6 -9 6 ,3 )

О б щ и й  пр оцент совпадения 4 5 8 /5 0 0 9 1 ,6  (8 8 ,8 -9 3 ,7 )

Экспрессия анализа 2:5 % Osdio Р1М.1 К С  284 pbanrih

Анаш е \^ A N A  PD4.f (S>283) 
Assay

П ол ож ител
ьно

О трицател
ьно

В сего

П ол ож ител ьно 225 9 23 4

О тр ица тел ь но 21 245 266

В сего 246 254 500

n/N % (95% ДИ)

П р о ц е н т  совпадения  
полож ительны х результатов 225 /2 4 6 91 ,5  (8 7 ,3 -9 4 ,3 )

П р о ц е н т  совпадения  
отрицательны х результатов 2 4 5 /2 5 4 9 6 ,5  (9 3 ,4 -9 8 ,1 )

О б щ ий  пр оцент совпадения 470 /5 0 0 9 4 ,0  (9 1 ,6 -9 5 ,8 )

Экеярассм а м а п и т  Ё 19 % ОЫш 1ЧМ.1 К С  2 8 4 phaimDx

k r n m 'm t m P Q A . iC ^ m
A s s a y

П ол ож ител
ьно

О тр ицател
ьно

В сего

Положительно 192 17 2 0 9

О трицательно 19 2 72 291

Всего 211 2 89 5 00

n /N % ( 9 5 % Д И )

П роцент совпадения  
положительных результатов

192/211 9 1 ,0  (8 6 ,4 -9 4 ,2 )

П роцент совпадения  
отрицательных результатов 2 7 2 /2 8 9 94,1 (9 0 ,8 -9 6 ,3 )

О бщ ий процент совпадения 4 6 4 /5 0 0 9 2 ,8  (9 0 ,2 -9 4 ,8 )

ИССЛЕДОВАНИЕ КЛИНИЧЕСКИХ РЕЗУЛЬТАТОВ 
KEYTRUDA
KEYNOTE-024: контролируемое исследование у пациентов 
с NSCLC, не получавших лечения ранее
Безопасность и эф ф ективность пр епарата pem b ro llzum ab изучались в исследовании  
K E Y N O T E -0 2 4  —  многоцентровом контролируем ом  исслед овании л ечения  
метастатического N S C L C  у  пациентов, не  получавш их л еч ения  ран ее . У  пациентов  
отмечалась экспрессия PD -L1 с  балл ом  пропорции опухоли (T P S ) >  50 %  на основе  
анализа P D -L I IH C  22С З phan n D x 'А П ациенты  рандом изировались ( 1 : 1 )  в группы, 
получавшие пр епарат penibrolizum ab в д о зе  20 0  мг кажды е 3  недели (п =  15 4 ) или  
химиотерапию  на  основе препаратов платины  по вы бору исслед ователя (п =  151); 
включая пеметраксед +  карбоплатин, пе м е тр ексед  цисплатин, 
гемцитабин +  цисплатин, гем цитабин +  карбоплатин или па клитаксеп +  карбоплатин. 
Пациенты  с  неплоскоклеточной гистологией могли получать поддерживаю щ ую  
терапию  препаратом  пем етрексед . П ациенты  получали п е ч ен ие  пр епаратом  
pem brollzum ab д о  развития неприем лем ы х токсических реакций или 
прогрессирования заболевания. Л е чение могло быть продолж ено после  
прогрессирования заболевания, если па цие нт был клинически стабилен  
и исследователь считал, что у  него сохраняю тся клинические преим ущ ества.
В исследование не включались пациенты  с геном ны м и опухолевыми аберрациям и  
рецептора эпителиального ф актор а роста (E G F R ) или ALK; аутоиммунны ми  
заболеваниями, требовавш им и систем ной терапии в те ч е н и е  2  л е т  лечения; 
клиническими состояниями, требую щ им и им м уносупрессии, или получивш ие б о л ее  
30 Гр облучения грудной клетки в теч ени е  пр едш ествую щ их 26  недель. О ц енка  
статуса опухоли выполнялась каж д ы е 9  недель . П ациенты , получавш ие  
химиотерапию, у которых отм ечалось подтверж денное независим ой оценкой  
прогрессирование заболевания, могли быть перевед ены  на терапию  пр епаратом  
pem brolizum ab.

Исходные характеристики у 30 5  пациентов в  исслед овании K E Y N O T E -0 2 4  были  
следующими: медианный возраст 65  л ет (5 4  %  в во зр асте 65  и старш е); 61 %  
мужчин; 82  %  европеоидной расы и 15 %  монголоидной расы; ф ункциональны й  
статус по E C O G  0 и 1 у 35  %  и 65 %  соответственно. Характеристики заболевания  
включали плоскоклеточную  (1 8  % ) и неплоскоклеточную  (82  % ) гистологию; М1  
(99  % ) и метастазы  в головной мозг (9  % ).

Первичны м по казател ем  результата эф ф ективности была вы живаем ость без  
прогрессирования (P F S ), оцениваем ая путем  слепой независим ой  
централизованной оценки (B IC R ) с использованием R esp onse Evaluabon Criteria on 
Solid Tum ors (критерии оценки ответа при солидны х опухолях, R E C IS T  1 .1) версии
1.1. Вторичные показатели резул ьтата эф ф ективности  включали общ ую  
вы живаемость (O S ) и уровень объ ективного ответа (O R R ), которы е оценивал ись при 
слепой независимой централизованной о ц енке  с  использованием  критериев R E C IS T
1.1, В таблице 15 представлены  основные по казател и эф ф ективности для всей  
рандомизированной популяции (П Т ) . Кривая K ap la n -M eier для общ ей вы живаемости  
приводится на рисунке 2.
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Т а б л .1 5 . Р езул ьтаты  э ф ф е ш в н о о и  в исследовании K E Y N O T E -0 2 4

К о м е ч и в я т о ч и

К Е У Т Ш М  
2 0 в 1 г ш 1 я ы е  • 

З н е п е м  
п * 1 5 4

Х м и о т е р а п м
в « 1 М

В ы ж и в а е м о с т ь  б е з  п р о гр е с с и р о в а н и я  ‘

Ко л ичес тво  (% ) пациентов с явлением 7 3  (47  % ) 1 1 6 ( 7 7 % )

О тн о ш е н и е  рисков t  (9 5  %  Д И ) 0 ,5 0  (0 ,37 ; 0 ,68 ) —

З н а ч е н и е  р ф < 0,001 —

М е д и а н а , м есяцы  (95  %  Д И ) 10,3  (6 ,7 , Н /П ) 6 ,0  (4,2; 6 ,2 )

О б щ а я  в ы ж и в а е м о с т ь

Ко л ичес тво  (% ) пациентов с явлением 4 4 ( 2 9 % ) 6 4  (42 % )

О тн о ш е н и е  рисков f  (9 5  %  Д И ) 0 ,6 0  (0 ,41 ; 0 ,89 ) —

З н а ч е н и е  р ф 0 ,0 0 5 1 —

М е д и а н а , м есяцы  (95  %  Д И )
Н е  достигнута  
(Н /П , Н /П )

Н е  достигнута
(9,4, Н /Д )

У р о в е н ь  о б ъ е к т и в н о го  о т в е т а '

У р о в е н ь  объ ективного ответа, %  (95  %  
Д И )

4 6 %  (37 , 53 ) 2 8 %  (2 1 ,3 6 )

П ол ны й ответ, % 4 % 1 %

Ч астичны й ответ, % 4 1 % 2 7 %

Д л ител ьн о сть  ответа §

М ед и а н а , месяцы  (диапазон)
Н е  достигнута  

(1,9-г, 14,5-г)
6 ,3

(2,1-г, 12,6-г)

%  с дл ительностью  > 6  м есяцев 88 % | 5 9 % #

*  С л е га я  независим ая централизованная о ценка с использованием
критериев R E C IS T  1.1.

t  О тн о ш е н и е  риска (K E Y T R U D A  в сравнении с химиотерапией) на основе 
стратиф ицированной модели пропорциональны х рисков Кокса.

Т Н а  основе стратиф ицированного логрангового критерия.

§  Н а  основе пациентов с  наилучш им общ им ответом в виде 
подтверж денного полного или частичного ответа.

^  Н а  основе оценок K aplan-M eier; вклю чая 43  пациентов с  ответом  
длительностью  6 м есяцев и более.

#  Н а  основе оценок Kaplan-M eier; вклю чая 16 пациентов с ответом
длительностью  6 м есяцев и более.

Н /Д  = н е т  данны х.

Number* F6SK 
KEYTRUDA 
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Р и с . 2 . Кривая K ap la n -M e ier общ ей вы живаемости в исследовании K E Y N O T E -0 2 4

K E Y N O T E -0 1 0 : к о н т р о л и р у е м о е  и с с л е д о в а н и е  у  п а ц и е н т о в  с  N S C L C , р а н е е  
п о л у ч а в ш и х  х и м и о т е р а п и ю

Клиническое преим ущ ество P D -L 1 IH C  2 2 С З  p h an n D x и з у ч а л о а  в исследовании  
K E Y N O T E -0 1 0 , м ногоцентровом открытом рагщ ом изированном  клиническом  
исследовании, провед енном  для оценки б езопасности и эф ф ективности пр епар а та  
K E Y T R U D A  у  пациентов с  распространенны м  N S C L C , р а н е е  получавш их  
химиотерапию , вклю чавш ую  препараты  платины  ” , У  пациентов набл ю далась  
экспрессия PD -L1 с T P S  >  1 %  по данны м  анал иза клинического исслед ования  
(С ТА ), версии P D -L 1 IH C  22С З pharm D x. У  пациентов с м утацией активации  
рецептора эпителиального ф актора роста (E G F R ) или трансло кацией  A LK  та кж е  
отмечалось пр огрессирование заболевания на ф оне зарегистрированной терапии  
для данны х мутаций перед  терапией  препаратом  pem brolizum ab. П ациенты  
рандомизировались ( 1 : 1 : 1 )  в группы, по лучавш ие пр епар а т pem brolizum ab в д о зе  
2 (п =  34 4 ) или 10 мг/кг (п =  3 4 6 ) кажды е 3  недели или доц етаксел  в д о зе  75 м г/м “ 
кажды е 3 недели (п = 3 4 3 ) д о  прогрессирования заболевания или неприем лем ы х  
токсических реакций. В исследование не  вклю чались пациенты  с аутоим м унны м и  
заболеваниями; клиническим и со а о я н и я м и , требую щ им и им м уносупрессии, или 
получивш ие б о л ее  30  Гр облучения грудной клетки в теч ени е  пр едш ествую щ их  
26 недель. О ц енка статуса опухоли вы полнялась кажды е 9  недель. П ервичны ми  
по казателям и резул ьтата эф ф ективности были об щ ая  вы ж иваем ость и 
вы живаемость б ез  прогрессирования, оцениваем ы е при слепой независим ой  
централизованной о ц енке  с использованием  гф итериев R E C IS T  1.1.

Н а основе С ТА  всего в ис след ование было рандом изировано 1 0 3 3  па цие нта  
с N S C L C . Для оценки клинического прим енения P D -L 1 IH C  22С З  p h a im D x  архивны е  
образцы  клинического исследования были ретроспективно анализированы  
в контрольной лаборатории в СШ А  с использованием  P D -L 1 IH C  2 2 С З  pharm D x.
Из 1033 пациентов, опухолевы е ткани 529 пациентов были ретроспективно  
анализированы  с использованием тес та P D -L 1 IH C  2 2 С З  pharm Dx. В о бразцах  
4 1 3  пациентов набл ю далась экспрессия PD -L1 ( г  1 %  ж изнеспособны х опухолевы х  
клеток с наличием окраш ивания мембраны  лю бой интенсивности), в о бразцах  
94  пациентов не наблю далось экспрессии PD-L1 (<  1 %  ж изнеспособны х опухолевы х  
клеток с наличием окраш ивания мембраны  лю бой интенсивности). И з данны х  
4 1 3  пациентов с  экспрессией P D -L 1 , в об разцах 1 63  пациентов набл ю далась

2 0 1 7 -0 5 -0 3
FTOTOMWtn
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вы сокая экспрессия P D -L1 (>  6 0  %  жизнеспособны х опухолевых клеток с наличием  
о кр аш ива ни я  м ем браны  лю бой интенсивности).

Д ос тигнуты й уровень совпад ения м ежду С Т А  и P D -L 1 IH C  22С З  phann D x  
пр ед ста вл ен  в та б л и ц е  16.

Табп.16 . Р езул ьтаты  эф ф ективности в подгруппе пациентов с  T P S  > 50  %  в 
иссл ед о ван ии  K E Y N O T E -0 1 0

i f
У рвт т

т ш е т т т о с
ш

Порого­
вый

яоаза-
тель
ИМ-t

Процент
совпадения

отрнматегнвмых
ре^^тятов

т % т

Процент
сотдания

положгшльнка
резуАвШов

С Т А В
срав нен ии  с  P D -  

L1 IH C  2 2 С З

T P S > 1 % 9 4 ,5 %  [9 1 ,4 -9 6 ,6  %1 80 ,0  %  [7 6 ,9 -8 2 ,8  %]

T P S >
5 0 % 9 8 ,3  %  [9 7 ,1 -9 9 ,0  %) 7 3 ,2  %  [6 7 ,9 -7 7 ,9  %]

. ) ,

, ш Ш м  • •
1 в Ш Й Г

c n w i l i S i W H I M » , .

2 1
^  О 4- '=1
i  §
£  й

СО
О
CS1
см
о
— Q
: :  g 
6  ?  
CL ^

1 10 «
1 §  
1 S 
£  ^

СОо
см
о
—  Q
^  Ё
d |
CL ^

ф О)

1 1  
1 S 
5  У

О
я
о
— а  ^  Ё
6  1

Количес­
тво пациен­
тов

344 140 346 142 343 131

Общая выживаемость
Количес­
тво
смертей
{%)

172(50%) 59(42%) 156
(45%) 59 (42%) 193

(56%) 67 (51 %)

У  рандом изированны х пациентов с  наличием  экспрессии PD-L1 по данны м  PD-L1  
IH C  2 2 С З  pham nDx д ем ограф ич еские и прочие исходные характеристики были четко  
сбал ансированы  м еж ду группам и терапии. М ед ианны й возраст с о а а в и л  6 3  гсда  
(4 4  %  па цие нтов в во зр асте 6 5  л е т  и старш е). Больш инство пациентов относились  
к ев р опео ид ной р асе  (77  % ) и мужскому полу (5 8  % ); исходный функциональны й  
ста тус  по ш ка л е  E C O G  составил 0  (2 9  % ) или 1 балл (71 % ). С ем ьд есят восемь  
пр о цен то в  (7 8  % ) пациентов были курильщ иками на мом ент обследования или 
курили в пр ош лом . У  д в ад ц ати  двух процентов (22  % ) пациентов наблю далась  
пл о скокл еточ ная  гистология, у  69  %  отм ечалась несквамозная гистология. Исходны е  
и д е м о гр а ф и ч е с ки е  характеристики были аналогично четко сбалансированы  м ежду  
группам и пр е п а р а та  pem b ro lizum ab и д оцетаксела в общ ем  исследовании.

Р езул ьтаты  эф ф ективности п р е д а а в л е н ы  в таблицах 17 и 18. П р еп ар ат K E Y T R U D A  
п о казал  устойчивы е клинические пр еим ущ ества у пациентов с  N S C L C  с экспрессией  
P D -L 1  (T P S  > 1 % ), которы е усиливались у пациентов с высокой экспрессией PD-L1  
(T P S  >  5 0  % ), оп р ед ел енн о й  по P D -L 1 IH C  22С З  phamnDx. Величина пр еим ущ ества  
бы л а сравним а с таковой в об щ ем  клиническом исследовании. В таблицах ниже  
пр едставлены  основны е по казател и эф ф ективности в общ ей популяции с 
эксп р есси ей  P D -L 1  (T P S  > 1 % ) и в подгруппе с высокой экспрессией PD-L1  
(T P S  >  6 0  % ) в общ ем  клиническом исследовании (T P S  > 1 %  по данны м С Т А ) 
и в по пул яции с экспрессией PD -L1 по д ан ны м  PD-L1 IH C  22С З phamnDx. Кривая  
K a p la n -M e ie r  для об щ ей  вы ж иваем ости (T P S  > 1 % ), определенной по PD-L1 IH C  
2 2 С З  p h arm D x, пр ед ставл ена на рисунке 3 . Результаты  эф ф ективности были 
аналогич ны  в группах пр епар а та  K E Y T R U D A  с  дозам и 2 мг/кг и 1 о мг/кг.

Т а 6 л .1 7 . О тв е т  на пр е п а р а т K E Y T R U D A  у ран ее  получавш их леч ение пациентов  
с  N S C L C : о б щ е е  клиническое исследование и пациенты  с положительным  
резул ьтато м  P D -L 1 IH C  2 2 С З  pharm Dx: PD -L1 , T P S  >  1 %

14

0.54
(0,37,
0,78)

\  ^  ■■If
\е

Отношение
рисков*
(95%ДИ)

1
0,71
(0,58, 0,88)

0,61
(0,49,
0,75)

0,57
(0,39,
0,82)

— —

Значение <0,001 <0,001 <0,001 0,00115 — —

Медиана.
месяцы
{95%ДИ)

10,4
(9,4,11.9)

1
11.8(9,6, ! 
Н/П) 1

12,7
(10,0,
17,3)

12,0(8,7,
Н/П)

8,5
(7,5, 9,8)

7,5
(6,3, 9,9)

1 Выживаемость без прогре(х;и|ювания ̂  1
Явления
(%)

266(77%) 97(63%) 255
(74%)

103
(73%)

257
(75%) 94 (72%)

Отноше­
ние
рисков‘ 
(95%ДИ)

0,88
(0,73,1,04)

0,68
(0,50,
0,92)

0,79
(0,66,
0,94) '

0,79
(0,59,
1.06)

— —

Значение 0,068 0,00578 0,005 0,05767 — —

Медиана,
месяцы
(95%ДИ)

3,9
(3,1, 4,1)

4,9
(4,1,6,2)

4,0
(2,6,4,3)

4,0
(2,2.4,6)

4,0
(3,1,4,2)

3,8
(2,2, 4,2)

1 Общий уровень ответа ̂  |
Общий 
уровень 
ответа %5 
(95%ДИ)

18% 
(14,23)

24% 
(17, 32)

18% 
(15, 23)

20% 
(14, 28)

9%
(7.13)

5%
(2,11)

* О л тош ение рисков (K E Y T R U D A  в сравнении с д о ц етаксел о м ) на  основе  
стратиф ицированной модели пропорциональны х рисков Кокса.

Т Н а  основе стратиф ицированного логрангового критерия.

t  С лепая независимая централизованная оценка с использованием  критериев
R E C IS T 1 .1 .

§ Все ответы были представлены  частичны ми ответам и.

Т а 6 л .1 8 . О твет на пр епарат K E Y T R U D A  у  р а н е е  получавш их л е ч е н и е  пациентов: 
о б щ е е  клиническое исследование и пациенты  с  положительны м резул ьтатом  
P D -L 1 IH C  22С З pharm Dx: PD-L1 > 6 0  %

,К 0 1 М Ч М М
Я 1 Ч М

■ • “ 5 2

w I R M L ' '

K E V T
4 # .*

Ш О А
irikF

'  f r - i n f f i T ......
7 $ м к 1 »

М Я Ц вМ в 3'М вЦ Ю М  3

lU0
ф ,
iS U
1  5  S
с : u  m 

S  о

о

I j  CO g
Q - CM c i.

s
i  .
1  Э  S
Ш

EkI s  о

О
— Q  
: :  со g  A  о  се

10
^  ^
1  5  S

'С  ^  1В

о

О - СМ О .

Количес­
тво пациен­
тов

139 56 151 60 152 47

Общая выживаемость

Количество
смертей
(%)

58 (42 %) 18(32%) 60 (40 %) 19(32%) 86 (57 %) 25(53%)

Отношение 
рисков ‘
(95%ДИ)

0,54
(0,38,
0,77)

0,46
(0,24,
0,84)

0,50
(0,36,
0,70)

0,29
(0,15,
0,56)

— —

Значение
Р^

<0,001 0,00541 <0,001 <0,001 — —

Медиана,
месяцы
(95%ДИ)

14,9
(10,4, НЛ)

He
дхтишут
a
(9.3, НЛ)

17,3
(11,8, Н/П)

Не
достигнут
а
(8,3, НЛ)

8,2
(6,4,10,7)

7,2
(4.4, 8,3)

Выживаемость без прогрессирования ̂
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т т т Ш О А
^ 7 ^

Явления
(%) 89 (64%) 33(69%) 97(64%) 34(57%) 118(78%) 33(70%)

Отношение 
рисков *
(95%ДИ)

0,58
(0,43;
0,77)

0,47
(0,28;
0,80)

0,59
(0,45;
0,78)

0,41
(0.24,
0,70)

— —

Значение <0,001 0,00221 <0,001 <0,001 — —

Медиана,
месяцы
(95%ДИ)

5,2
(4,0; 6,5)

5,9
(4,2; 9.0)

5,2
(4,1; 8,1)

4,8
(2,8, НД1)

4,1
(3.6; 4,3) i

3,9
(2,0; 4,3)

1 Общий уровень ответа  ̂ |
Общий 
уровень 
ответа, % s 
(95%ДИ)

30% 
(23; 39)

37% 
(25; 52)

I
29% j
(22; 37)

28% 
(18; 41)

8%
(4; 13)

4%
(1;15)

*  О т н о ш е н и е  рисков (K E Y T R U D A  в сравнении с доцетакселом ) на основе  
стр а тиф и цир ованной м од ел и пропорциональны х рисков Кокса, 
t  Н а  основе стра тиф ицир ованного логрангового критерия, 
f  С л е п а я  независим ая централизованная оценка с  использованием критериев  
R E C IS T 1 .1 .
§  В с е  ответы  были представлены  частичны ми ответами.

Р и с . 3 . Кривая K ap la n -M e ier общ ей вы живаемости /  всех рагщ онизированны х  
п а ц и е н то в  в исследовании K E Y N O T E -0 1 0

И ссл едование С А 2 0 9 0 5 7  у  пациентов с распространенны м  или м етастатич ески м  
неплоскоклеточны м N S C L C

Клиническое использование оценивалось в исслед овании С А 2 0 9 0 5 7  —  
рандом изированном  открытом исследовании ф азы  3 пр им енения пр епарата  
nivolum ab (ниволум аб) в сравнении с пр епаратом  docetaxel (до ц етаксеп ) у  взрослы х  
^  18 л ет ) участников с  распространенны м или м е т а а а т и ч е с к и м  неплоскоклеточны м  
N S C L C  после неэф ф ективности пр едш ествую щ ей химиотерапии двумя  

препаратам и на основе препарата платины  9. У частни ки рандом изировались  
в соотнош ении 1 : 1  и стр а ти ф и ц и р о в а л и а  по  следую щ им  критериям;
1) пр едш ествую щ ем у прим енению  поддерж иваю щ ей терапи и в сравнении  
с отсутствием поддерживаю щ ей терапии и 2 ) второй линии или тр етьей  линии  
терапии. Были собраны  образцы опухолевой ткани д о  на чал а  исследования  
(на исходном уровне) д о  рандом изации и д о  первого курса леч ени я  д л я  пр овед ения  
пр едварительно запланированного анал иза эф ф ективности в соответствии  
с пр едварительно определенны ми исходными уровнями экспрессии PD -L1  
(дополнительная конечная точка). Основной конечной точкой бы ла о б щ ая  
в ы ж и в аем о аь  (O S ). Другими вторичными конечны ми точками были частота  
объективных ответов (O R R ), вы живаемость б ез  прогрессирования забол евания  
(P F S ) и улучш ение симптомов, связанны х с заб о л ев ани ем  по сле 12 недель  
в соответствии со ш кал ой симптомов рака легких (Lung Sym ptom  C a n c e r S cale  —  
L C S S ).

Основны е дем ограф ические данны е и характеристики заболевания в целом  не  
о т л и ч а п и а  среди рандомизированны х па цие нтов в группах, получавш их пр епараты  
nivolum ab (ниволум аб) и docetaxel (доцетаксел). С ред ний возраст пациентов  
составил 62  года (диапазон: 2 1 -8 5 ) ,  34  %  г  6 5  л е т  и 7  %  г  75  лет . Больш инство  
пациентов относились к европеоидной р а с е  (92  % ) и м ужском у полу (5 5  %); 
исходный ф ункциональны й статус по ш кал е E C O G  составил О (31 % ) или 1 б ал л  
(6 9  % ). 79  %  пациентов были курильщ иками на м ом ент обследования или курили  
в прош лом.

Для пациентов с  экспрессией P D -L 1 , определ енной при помощ и D ako  PD -L1 IH C  
28 -8  p h am iD x  по всем предварительно определ енны м  уровням экспрессии в группе  
терапии пр епаратом  O P D IV O , была зам ече на  ул учш енная  вы ж иваем ость по 
сравнению  с пр епаратом  d o c e ta x ^  (доцетаксел), при прим енении которого  
вы живаемость бы ла сходной с группой пациентов б ез  экспрессии P D -L 1 , 
получавш их пр епара т docetaxel (доцетаксел). П ри а н ал и зе  уровня экспрессии PD -L1  
наблю далась значим ая разница медианы  об щ ей  вы живаемости в подгруппе  
пациентов, получавш их пр епарат nivolum ab (ниволум аб), по сравнению  
с подгруппой, получавш ей пр епарат docetaxel (д оц етаксел ). М ед иан а  общ ей  
вы живаемости составила 1 7 ,1 ,1 8 ,2  и 19 ,4  м есяца у  пациентов, получавш их  
пр епарат nivolum ab (ниволумаб), по сравнению  с 9 ,0 ,8 ,1  и 8 ,0  м есяца для  
пациентов, получавш их пр епарат docetaxel (д оц етаксел ), с  уровнями экспрессии  
PD -L1 >  1 % , >  5  %  и >  10 %  соответственно. О тсутствовал и различия в общ ей  
вы живаемости в группах лечения у  пациентов с уровнями экспрессии < 1 % , < 5  %  
и < 10 %  с  диапазо нам и медианы  общ ей вы ж иваем ости от 9 ,7  д о  1 0 ,4  м есяца дл я  
пр епарата nivolum ab (ниволумаб) и от 10,1 д о  10 ,3  м есяца дл я пр епар а та  docetaxel 
(доцетаксел). Н а  рисунке 4  показаны о тнош ение рисков (H R ) и м ед и ана об щ ей  
вы живаемости (O S ) без стратиф икации. Граф ик K ap la n -M eier дл я подгрупп по  
уровню экспрессии PD -L1 показан на рисунках 5  и 6.

Б ы ли вы полнены  дополнительны е анализы  устойчивости дл я учета потенциального  
вл ияния отсутствую щ их данны х, связанны х с  па циентам и с экспрессией PD-L1  
(T P S  й  1 % ) по данны м  P D -L 1 IH C  2 2 С З  pharm D x, но  у которых могло не 
на бл ю д ать ся  экспрессии PD -L1 (T P S  < 1 % ) по д ан ны м  СТА, П ациенты  с подобными 
р е зул ьтатам и  являю тся частью  популяции целевого применения/целевой  
д и агно сти ки  (IT D ) P D -L 1 IH C  22С З  phannDx; тем  не м енее они были исключены из 
кл и ни ческо го  исследования по причине отсутствия экспрессии PD-L1 при скрининге  
С Т А . Д л я  уч ета  этих отсутствую щ их данны х был выполнен анализ чувствительности 
д л я  по ним ания  возможного д иапазо на отнош ения рисков (HR), рассчитываемого на  
о сн о вании P D -L 1 IH C  22С З  pharm D x в субпопуляциях T P S  г  1 %  и T P S  г  50 %  в 
р а м ка х  целевой диагностики для подтверждения согласованности с 
набл ю д ав ш им ис я  отнош ениям и рисков на основе вклгочения с использованием СТА. 
Р езул ьта ты  анал иза чувствительности отнош ения рисков показали, что оценки 
о тн о ш ен и я  рисков устойчивы к лю бом у пр едполагаем ом у ослаблению  эф ф екта  
т е р а п и и  в рам ках целевой диалю стики .

O P D IV O
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Р и с . 4 . Граф ик «г}ю рест-плот» дл я общ ей вы ж иваем ости на основе экспрессии  
PD -L1 у  пациентов с неплоскоклеточны м вариантом  N S C L C  —  исследование  
С А 20 9057

2 0 1 7 -0 5 -0 3
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П р и м е ч а н и е . О тн о ш е н и е  рисков б е з  стратиф икации и соответствуютций 95  % -й  Д И  
бы ли оценены  в модели пропорциональны х рисков Кокса с  использованием  
ран д о м изи р о ван но й  группы в качестве единственной ковариаты.

Р и с . 5 . О б щ а я  вы ж иваем ость —  пациенты  с экспрессией PD -L1 г  1 %  -  С А 20 9067

Р и с . 6 . О бтцая вы живаемость —  пациенты с неплоскоклеточным вариантом N S C LC  
с  эксп р есси ей  PD -L1 < 1 %  —  С А 2 0 9 0 5 7

ПРОБЛЕМЫ И ИХ УСТРАНЕНИЕ
В та б л и ц е  19  приведены  проблемы  и описаны способы их устранения. Если 
пр о б л е м а  отсутствует в табл ице, или если с  помощ ью  предложенного способа не  
у д а е тс я  устрани ть проблему, о б р а т и т е а  к м естному представителю  службы  
по ддерж ки .

Т а 6 л .1 9 . Проблемы  при проведении анал иза V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 )  A ssa y и их 
устранение

Проблем Возможная причина Предлтюмое решение

С л абое  
окраш ивание  
или отсутствие

Выбран
неправильный
протокол

Убед и тесь , что используется  
реком енд ованная  процед ура  
окраш ивания.

окраш ивания
предметны х
стекол.

окраш ивания.
Убед итесь , что в кач еств е  
первичното а н ти те л а  вы брано  
V E N T A N A  P D -L1 (S P 2 6 3 ).

Р аспад  тканей. Убед итесь , что  окр аш ива ни е  
тканей  пр оизводилось в 
реком ендованны й период  
времени после  
м икротом ирования.

Неисправность
д озатора.

У бедитесь , что  кол пачок  
наконечника снят.

У бедитесь , что  дозатор  
заправл ен.

П роверьте на л ич ие в заливочной  
кам ер е  инородны х частиц , та ки х  
как  волокна или осадок.

С м . листок-вклады ш  поточного  
до зато р а  с но м ер ом  по  ката л о гу  
7 4 1 -4 9 0 5  на сай те
w w w .ven tan a .co m .

С л е д ует пр им енять только  
реком ендованны е ф иксаторы  и 
время ф иксации.

О сновной реактив  
неправильны й или 
отсутствует.

У б ед и тесь  в правильности  
напол нения основны х реагентов.

Ч резм ер ное
ф оновое
окраш ивание
предметны х

Выбран
неправильный
протокол
окраш ивания.

У бедитесь , что  используется  
реком ендованная пр оцед ура  
окраш ивания.

стекол.
О сновной реактив  
неправильны й или > 
отсутствует.

У б ед и тесь  в правильности  
напол нения основны х реагентов.

Используется  
недопустимы й метод  
ф иксации.

С л е д ует прим енять только  
реком ендованны е ф иксаторы  и 
время ф иксации.

Ткань
отслоилась от
предметны х
стекол.

Используются  
неправильны е  
предм етны е стекла.

Убедитесь , что использую тся  
пр едм етны е сте кл а с 
положительны м  зарядом .
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Ventana PD-Ll (SP263) Assay
Приложение 1 (Раздел специально предназначен для инструкции по применению на русском языке.)

V E N T A N / C <^Roche^

Полное наименование изделия на русском языке.

Р е а г е н т  V e n ta n a  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  д л я  кач еств енн о го  

о б н а р у ж е н и я  л и га н д а -1  б е л к а  п р о гр а м м и р у е м о й  см ер ти  

P ro g r a m m e d  D e a th  L ig a n d  1 ( P D - L l )  им м ун о ги сто хи м и ч е ски м  

а н а л и з о м  в in v itro  д и а гн о с т и к е  к и м м у н о с те й н е р а м  

а в т о м а т и ч е с к и м  с е р и и  V e n ta n a  B e n c h M a rk  

(д а л е е  по т е к с т у  м о ж е т  и с п о л ь зо в а ть с я  Р е а ге н т  V e n ta n a  P D -L 1  

( S P 2 6 3 )  A s s a y , V e n ta n a  P D - L l  (S P 2 6 3 )  A s s a y , P D -L l  (S P 2 6 3 )  

A s s a y ).

Назначение.

Р е а г е н т  V e n ta n a  P D - L l  (S P 2 6 3 )  A s s a y  п р е д н а з н а ч е н  дл я  

к а ч е с т в е н н о го  о б н а р у ж е н и я  л и га н д а -1  б е л к а  п р о гр а м м и р уем о й  

с м е р т и  (p ro g ra m m e d  d e a th -iig a n d  1 —  P D -L 1 )  

и м м у н о ги с то х и м и ч е с к и м  а н а л и зо м  в in v itro  д и а гн о с ти ке  в 

о п у х о л е в ы х  к л е т к а х  и и м м у н о ко м п е т е н тн ы х  кл е тках , 

и н ф и л ь тр и р у ю щ и х  т к а н ь  о п у х о л и , в ф икс и р о в анн ы х ф о р м а л и н о м  

и за л и ты х  п а р а ф и н о м  (F F P E )  тка н е в ы х  с р е з а х  не м е л ко кл ето ч н о го  

р а к а  л е гк о го  (д а л е е  -  N S C L C )  и д р у ги х  о п ухо л ев ы х тка н е й , 

о к р а ш е н н ы х  п р и  п о м о щ и  н а б о р а  д л я  о б н а р у ж е н и я  (си стем а  

д е т е к ц и и ) O p tiV ie w  D A B  IH C  D e te c tio n  K it на  п р и б о р е  д л я  

а в т о м а т и ч е с к о го  о к р а ш и в а н и я  с е р и и  V E N T A N A  B en c h M a rk .

Э к с п р е с с и я  P D -L 1  в м е м б р а н е  о п ухо л ев ы х кл е то к  (д а л е е  -Т С ), 

о п р е д е л я е м а я  при по м о щ и  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  

A s s a y  в кл е тк а х  N S C L C , п о зв о л я е т  о п р е д е л и т ь  п а ц и е н то в  дл я  

т е р а п и и  п р е п а р а т о м  K E Y T R U D A ®  (п е м б р о л и зу м а б ).

Э к с п р е с с и я  P D -L 1  в м е м б р а н е  о п ухо л ев ы х кл е то к  (д а л е е  - Т С ),  

о п р е д е л я е м а я  пр и п о м о щ и  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  

A s s a y  в кл е тк а х  N S C L C , м о ж е т  б ы ть с в я за н а  с  ул у чш ен но й  

в ы ж и в а е м о с ть ю  на  ф о н е  л е ч е н и я  п р е п а р а т о м  O P D 1 V O ®  

(н и в о л у м а б ).

И н т е р п р е т а ц и ю  р е з у л ь т а т о в  д о л ж е н  вы по лнять  

кв а л и ф и ц и р о в а н н ы й  п а т о м о р ф о л о г  с  у ч е то м  р езул ьтато в  

ги с то л о ги ч е с ко го  и с с л е д о в а н и я  и не о б х о д и м ы х клинических  

д а н н ы х  п о с л е  с р а в н е н и я  с  с о о т в е тс тв у ю щ и м и  контрол ям и.

Д а н н ы е  а н т и т е л а  п р е д н а з н а ч е н ы  д л я  пр о ф есси о нал ь но й  

д и а гн о с т и к и  in v itro  ( IV D ).

П р и м е ч а н и е :

1 .Торговое наименование лекарственного препарата Китруда© 
(Пембролизумаб), производитель МСД Ирландия (Карлоу), США 
(Регистрационное удостоверение ЛП-003972 от 18.11,2016 г„ дата 
переоформления 18.05.2017 г.).

2. Торговое наименование лекарственного препарата Опдиво® 
(Ниволумаб), производитель Бристоп-Майерс Сквибб Компани, США 
(Регистрационное удостоверение ЛП-004026 от 22,12,2016 г.).

Состав (информация о компонентах).

Р е а г е н т  V e n ta n a  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  с о д е р ж и т  сл е д ую щ и е  

м а т е р и а л ы  ж и в о тн о го  пр о и с х о ж д е н и я:

1 Н а з в а н и е  м а т е р и а л а  - А л ь б у м и н  б ы ч ьей сы воротки, ф р акц ия  V  

Х а р а к т е р  -  П о те н ц и а л ь н ы й  в о зб у д и те л ь  и н ф е кц и и *

Т и п  -  С ы в о р о т ка  крови  

И с т о ч н и к  -  Бык

П о с т а в щ и к  -  С и гм а  А л д р и х »  (S ig m a  A ld r ic h ) , « О м е га  С а й е н ти ф и к»  

(O m e g a  S c ie n tific )

2 Н а з в а н и е  м а т е р и а л а  -  Н о р м а л ь н а я  с ы во р о тка  козла  

Х а р а к т е р  - П о те н ц и а л ь н ы й  в о зб у д и те л ь  и н ф е кц и и *

Т и п  - С ы в о р о тка  крови  

И с т о ч н и к  -  К о зе л

П о с т а в щ и к - « К у а д  Ф ай в »  (Q u a d  F iv e ), « Л а м п е а Б а й о л о д ж и к а л с »  

(L a m p ire  B io lo g ica ls ), « В е к т о р  Л а б е »  (V e c to r L ab s ).

*  И з в е с тн о  л и б о  кр а й н е  ве р о ятно , ч т о  б и о л о ги ч е с к и е  м а т е р и а л ы , 

я в л я ю щ и е с я  по тенц и ал ь н ы м и  в о зб у д и те л я м и  и н ф е к ц и и , с о д е р ж а т  

ж и зн е с п о с о б н ы е  м и кр о о р га низм ы  ил и ин ы е и н ф е к ц и о н н ы е  

а ге н т ы , ко то р ы е м о гу т вы зы вать б о л е зн и  ч е л о в е к а .

Д л я  о п р е д е л е н и я  и н ф е кц и о н н о го  х а р а к т е р а  э ти х  м а т е р и а л о в  бы ли  

пр о в ед ены  с о о т в е тс тв у ю щ и е  ис пы тани я . И с п о л ь з у е м ы е  в 

пр о и зв о д с тв е  м а те р и а л ы  ж и в о тн о го  п р о и с х о ж д е н и я  по л у ч е н ы  от  

ж ив о тн ы х п р о ш е д ш и х  н а д л е ж а щ и й  в е те р и н а р н ы й  ко н тр о л ь .

Принцип метода определения.
Р е а ге н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  я в л я е т с я  кр о л ичь им  
м о но кл о на л ь н ы м  перви чны м  а н т и т е л о м , к о т о р о е  с в я зы в а е т с я  с 
P D -L 1  (л и га н д о м -1  б е л ка  п р о гр а м м и р у е м о й  с м е р т и ) в с р е за х  
т к а н и , зал и ты х в па р а ф и н . С п е ц и ф и ч е с к о е  а н т и т е л о  м о ж н о  
в и зу а л и зи р о в а ть  с  и с п о л ь зо в а н и е м  ко м п л е кта  д л я  о б н а р у ж е н и я  
(с и с т е м а  д е т е к ц и и ) O p tiV ie w  D A B  IH C . З а т е м  с п е ц и ф и ч е с к и й  
ко м п л е кс  а н т и т е л о -ф е р м е н т  в и з у а л и з и р у е тс я  с  по м о щ ь ю  

п р о д у кта , о с а ж д а ю щ е го  ф е р м е н т а т и в н ы е  р е а к ц и и ,
К ахщ ы й  э та п  и н куб и р у ется  в т е ч е н и е  то ч н о  о п р е д е л е н н о го  
в р е м е н и  и при о п р е д е л е н н о й  т е м п е р а т у р е . В  к о н ц е  к а ж д о го  э т а п а  
и н ку б а ц и и  а в то м а ти ч е с ки й  пр и б о р  с е р и и  V E N T A N A  B e n c h M a rk  
д л я  о кр ас ки  п р е п а р а т о в * пр о м ы в а ет с р е зы , ч то б ы  о с та н о в и ть  
р е а к ц и ю  и у д а л и т ь  н е свя занн ы й  м а т е р и а л , ко то р ы й  б у д е т  
п р е п я тс тв о в а т ь  ж е л а е м о й  р е а к ц и и  на  п о с л е д у ю щ и х  э т а п а х . Т а к ж е  
п р и м е н я е тс я  р а с т в о р  д л я  за щ и ты  п р е п а р а т о в  о т  вы сы хани я, 
кото ры й м и н и м и зи р у е т  и с п а р е н и е  во д ны х р е а ге н т о в  с  
п р е д м е тн о го  с те кл а .
В  д о п о л н е н и е  к о кр а с ке  с  по м о щ ь ю  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  
(S P 2 6 3 )  в т о р о е  с те кл о  д о л ж н о  б ы ть о к р а ш е н о  р е а ге н т о м  д л я  
о тр и ц а т е л ь н о го  ко н тр о л я  R a b b it Ig (C o n firm  N e g . C ontr. R a b b it  Ig) 
д л я  о ц е н ки  ф о но в о го  о кр а ш и в а н и я .
Р е зу л ь та ты  д ол ж ны  и н те р п р е ти р о в а ть с я  кв а л и ф и ц и р о в а н н ы м  
па то м о р ф о л о го м  с  у ч е то м  д а н н ы х  ги с то л о ги ч е с ки х  и с с л е д о в а н и й , 
с о о т в е тс тв у ю щ и х  кл и ни ческих  д а н н ы х  и с р а в н е н и я  с  
ко н тр о л ь ны м и о б р а зц а м и ,
*П р и м е ч а н и е  -  П о д  « п р е п а р а т а м и »  и « м и к р о п р е п а р а т а м и »  
с л е д у е т  п о н и м а т ь  « о б р а з е ц  тка н и » .

Срок годности
С р о к  го д но сти  м акс и м а л ь н о  2 4  м е с я ц а  с  д а т ы  п р о и зв о д с тв а . 
Р е а ге н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  с л е д у е т  х р а н и т ь  при 2 -8  
° С . Fie за м о р а ж и в а ть !

Стабильность
Д о  вскры тия уп ако вки  д о з а т о р  с  р а с т в о р о м  а н т и т е л  м о ж н о  х р а н и т ь  
-  м акс и м а л ь н о  2 4  м е с я ц а  с  даты  п р о изво д ств а .
П о с л е  вскры тия д о з а т о р  с  р ас тв о р о м  а н т и т е л  м о ж н о  х р а н и т ь  при  
2 -8  °С  -  м акс и м а л ь н о  2 4  м е с я ц а  с  д аты  п р о и зв о д с тв а .

Меры предосторожности и предупреждения
-Т о л ь ко  д л я  in vitro д и а гн о с ти ки  ( IV D ).
-Т о л ь ко  д л я  п р о ф е с с и о н а л ь н о го  и с п о л ь зо в а н и я  м е д и ц и н с ки м  
п е р с о н а л о м  кл и н и ко -д и а гн о с ти ч е с ки х  л а б о р а т о р и й . 
-П р о т и в о п о ка за н и й  в р а м к а х  у с т а н о в л е н н о го  н а з н а ч е н и я  н е  и м е е т .

П р е д у п р е ж д е н и я :

-Н 3 1 7  - м о ж е т  вы звать  кож ную  а л л е р ги ч е с к у ю  р е а к ц и ю  
-Р 2 6 1  -  и зб е га ть  вд ы хания
п ы л и /д ы м а /га за Ф у м а н а /п а р о в /р а с п ы л и те л е й  ж и д ко с ти .
-Р 2 7 2  -  не  вы но сить за гр я зн е н н у ю  о д е ж д у  с  р а б о ч е го  м о с т а .
-Р 2 8 0  -  по л ьзо в ать ся  за щ и тн ы м и  п е р ч а т к а м и /з а щ и т н о й  
о д е ж д ы /с р е д с т в а м и  за щ и ты  гл а з /л и ц а .
-Р З З З З -Г Р 3 13  -  при р а зд р а ж е н и и  ко ж и  ил и  п о я в л е н и я  сыпи: 
о б р а ти ть с я  к вр ачу,
-Р 3 6 2 -Г Р 3 6 4  -  С н я ть  за гр я зн е н н у ю  о д е ж д у  и пр о м ы ть  е е  п е р е д
по вто р н ы м  п р и м е н е н и е м
-Р 5 0 1  -  уд а л и т ь  с о д е р ж и м о е /к о н т е й н е р  в ...

Комплект поставки
Р е а ге н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  п о с т а в л я е т с я  в 

п л а с ти ко в о м  д о з а т о р е , уп а ко в а н н о м  в ко р о б ку  из м е л о в а н н о й



Ventana PD-Ll (SP263) Assay 
Приложение 1 (Раздел специально предназначен 

б у м а ги . О д и н  д о з а т о р  с о д е р ж и т  д о с т а т о ч н о е  ко л и ч ес тв о  р е а ге н т а  
д л я  п р о в е д е н и я  5 0  те с то в .
В  к о м п л е к т  п о с та в ки  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  н е  вх о д ят  
о к р а ш и в а ю щ и е  р е а ге н ты , т а к и е  ка к  н а б о р  д л я  в и зуал и зац и и  
V E N T A N A , а  т а к ж е  в с п о м о га те л ь н ы е  м а те р и а л ы , в то м  ч и с л е  

т к а н и  д л я  о т р и ц а т е л ь н о го  и по л о ж и т е л ь н о го  ко н тр о л е й .

^ ; ' ^ V E N T A N / ? <̂ Roche^

Н а и м е н о в а н и е  и з д е л и я Ns п о  к а т а л о г у

О т р и ц а т е л ь н ы й  ко н тр о л ь  R a b b it  Ig (Confim n  
N e q . C o n tr . R a b b it  Ig ) в с о с т а в е

7 9 0 -4 7 9 5
0 6 6 8 3 3 8 0 0 0 1

П р е д м е т н ы е  с т е к л а  д л я  м и кр о с ко п а  (с  
п о л о ж и т е л ь н ы м  з а р я д о м )*
Э т и к е т к и  со ш тр и х -к о д о м  -  Л е н т а  с  
н а к л е й к а м и  на  с т е к л а , 1 рул о н  х  5 0 0  
н а к л е е к  (L a b e l, B la n k , F la p , R o ll (5 4 0 )

0 5 2 4 7 8 2 9 0 0 1

К с и л о л  (ги с то л о ги ч е с ко й  с т е п е н и  о ч и с тки )*
Э т а н о л  ил и с п и р т о с о д е р ж а щ и й  р е а ге н т  
(ги с то л о ги ч е с к о й  с т е п е н и  о ч и с тки )*
0 1 0 0  %  р ас тв о р : н е р а зб а в л е н н ы й  эта н о л  
и л и  с п и р т о с о д е р ж а щ и й  р е а ге н т  
В 9 5  %  р ас тв о р : с м е ш а т ь  9 5  ч а с т е й  э та н о л а  
ил и  с п и р т о с о д е р ж а щ е го  р е а ге н т а  с  5  
ч а с т я м и  д е и о н и з и р о в а н н о й  воды  
В 8 0  %  р ас тв о р : с м е ш а т ь  8 0  ч а с т е й  э та н о л а  

ил и  с п и р т о с о д е р ж а щ е го  р е а ге н т а  с  20  
ч а с т я м и  д е и о н и з и р о в а н н о й  воды

Д е и о н и з и р о в а н н а я  ил и  д и с ти л л и р о в а н н а я  
в о д а *
С и с т е м а  д е т е к ц и и  O p tiV ie w  D A B  IH C  
D e te c tio n  Kit

7 6 0 -7 0 0
0 6 3 9 6 5 0 0 0 0 1

E Z  P re p  C o n c e n tra te  (1 0 X )  (Р а с т в о р  д л я  
п р о в е д е н и я  д е п а р а ф и н и за ц и и , 
к о н ц е н тр и р о в а н н ы й )

9 5 0 -1 0 2
0 5 2 7 9 7 7 1 0 0 1

R e a c tio n  B u ffe r C o n c e n tra te  (1 0 X )  
(Р е а к ц и о н н ы й  б у ф е р  (ко н ц е н т р а т  -  1 0 Х ))

9 5 0 -3 0 0
0 5 3 5 3 9 5 5 0 0 1

U L T R A  L C S  (Ж и д к о е  по кр о в н о е  с те кл о  
в ы с о к о т е м п е р а т у р н о е , р а з в е д е н н о е )

6 5 0 -0 1 0
0 5 2 6 4 8 3 9 0 0 1

С С 1  (T R IS /Б о р а т /Э Д Т А  б у ф е р  (С С 1 ) д л я  
д е м а с к и р о в к и  а н т и ге н а , р а зв е д е н н ы й

9 5 0 -1 2 4
0 5 2 7 9 8 0 1 0 0 1

U L T R A  С С 1  (T R IS /Б о р а т /Э Д Т А  б у ф е р  (С С 1 )  
д л я  д е м а с к и р о в к и  а н т и ге н а , р а зв е д е н н ы й )

9 5 0 -2 2 4
0 5 4 2 4 5 6 9 0 0 1

H e m a to x y lin  II (Г и с то л о ги ч е с ки й  кр а с и те л ь  
Г е м а т о к с и л и н  II s  6 0 % )

7 9 0 -2 2 0 8
0 5 2 7 7 9 6 5 0 0 1

B lu in g  R e a g e n t (Р е а ге н т  д л я  пр ид ан ия  
о к р а с к е  с и н е го  ц в е та )

7 6 0 -2 0 3 7
0 5 2 6 6 7 6 9 0 0 1

П е р м а н е н т н а я  з а к л ю ч а ю щ а я  с р е д а  
(P e rm o u n t F is h e r  C a t. N o . S P 1 5 -5 0 0  или  
э к в и в а л е н т н а я )*

П о к р о в н о е  с т е к л о  (д о с та то ч н о е  д л я  
п о м е щ е н и я  о б р а з ц о в  тка н и  по д  сте кл о , 
т а к о е  к а к  V W R  C a t. N o . 4 8 3 9 3 -0 6 0 )*

А в т о м а т и ч е с к о е  устр о й ств о  д л я  
з а к л е и в а н и я  п р е п а р а т о в  по кровны м и  
с т е к л а м и  (т а к о е  ка к  T is s u e -T e k  S C A  
A u to m a te d  C o v e rs lip p e r)*
С в е т о в о й  м и кр о с ко п *

Г и гр о с ко п и ч е с к и е  с а л ф е т к и *

Примечание:
1) Отрицательный контроль Rabbit Ig (Confirm Neg. Contr, Rabbit Ig) в составе 
(Регистрационное удостоверение №ФСЗ 2011-11166 от 30.12.2011 г.)
2) Пента с наклейками на стекла, 1 рулон х 500 наклеек (Label, Blank, Flap, Roll 
(640) (Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2011-08976 от 21.01.2017 г.).
3) Система детекции OptiView DAB IHC Detection Kit (Регистрационное 
удостоверение № ФСЗ 2012-12679 от 17.08.2012 г.)
4) EZ Ргер Concentrate (1 ОХ) (Раствор для проведения депарафинизации, 
концентрированный) (Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2009-05437 от 
03,02.2016 г).
6) Reaction Buffer Concentrate (10Х) (Реакционный буфер (концентрат - 10Х)) 
(Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2009-05437 от 03.02.2016 г).

ДЛЯ инструкции по применению на русском языке.)
6) ULTRA LCS (Жидкое покровное стекло высокотемпературное, разведенное) 
(Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2009-06437 от 03.02,2016 г).
7) СС1 (TRIS/Борат/ЭДТА буфер (СС1) для демаскировки антигена, 
разведенный (Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2009-05437 от
03.02.2016 г),
8) ULTRA СС1 (TRIS/Борат/ЭДТА буфер (СС1) для демаскировки антигена, 
разведенный (Регистрационное удостоверение Na ФСЗ 2009-05437 от
03.02.2016 г).
9) Hematoxylin II (Гистологический крхитель Гематоксилин II s  60%) 
(Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2009-06437 от 03.02.2016 г).
10) Bluing Reagent (Реагент для придания окрхке  синего цвета) 
(Регистрационное удостоверение № ФСЗ 2009-06437 от 03,02,2016 г).
’ Выбирается на усмотрение пользователя.

Р е а ге н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  п р е д н а з н а ч е н  д л я  
и с по л ь зо ва ния  со с л е д у ю щ и м и  п р и б о р а м и  с е р и и  V e n ta n a  
B en c h m ark :
-  B e n c h M a rk  G X  (И м м у н о ги с т о с т е й н е р  а в то м а ти ч е с к и й  B e n c h M a rk  
6 Х  с  п р и н а д л е ж н о с тя м и  (Р е ги с т р а ц и о н н о е  у д о с т о в е р е н и е  N b Ф С З  
2 0 1 1 -0 8 9 7 6  о т  2 7 .0 1 .2 0 1 7 г .) )
-  B e n c h M a rk  X T  (И м м у н о с т е й н е р  а в то м а ти ч е с к и й  V e n ta n a  
B e n c h M a rk  X T  с  п р и н а д л е ж н о с тя м и  (Р е ги с т р а ц и о н н о е  
у д о с то в е р е н и е  №  Ф С З  2 0 0 9 -0 5 2 5 1 о т  2 8 .0 1 .2 0 1 6  г .))
-  B e n c h M a rk  U L T R A  (И м м у н о с т е й н е р  а в то м а ти ч е с к и й  V e n ta n a  
B e n c h M a rk  U L T R A  с п р и н а д л е ж н о с тя м и  (Р е ги с т р а ц и о н н о е  
у д о с то в е р е н и е  Ns Ф С З  2 0 0 9 -0 5 2 5 0  о т  2 8 .0 1 .2 0 1 6  г.)).

Интерпретация окрашивания
П р и  п р о в е д е н и и  а в т о м а т и ч е с к о й  пр о цед ур ы  и м м у н н о го  
о кр а ш и в а н и я  V E N T A N A  н а б л ю д а е т с я  о к р а ш и в а н и е  к о р и ч н е в о го  
ц в е та  D A B  в м е с та х  л о к а л и з а ц и и  а н т и ге н а , о б н а р у ж е н н о го  
р е а ге н то м  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y . О к р а ш е н н ы е  
п р епар а ты  и н те р п р е ти р у ю тс я  к в а л и ф и ц и р о в а н н ы м  
п а то м о р ф о л о го м , и с п о л ь зу ю щ и м  св ето в о й  м икр о ско п.
П е р е д  и н те р п р е та ц и е й  п о л у ч е н н ы х  р е з у л ь та т о в  тка н е в ы е  
ко н тр о л и  и о кр а ш е н н ы й  п р о д укт  д о л ж ны  б ы ть о ц е н е н ы  
кв ал и ф и ц и р о в ан ны м  п а то м о р ф о л о го м , и м е ю щ и м  о п ы т и 
в л а д е ю щ и м  п р о ц е д у р а м и  и м м у н о ги с то х и м и ч е с ко го  о к р а ш и в а н и я  
(1Н С ).С м , Р у ко в о д с тв о  по  и н т е р п р е т а ц и и  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  
A ssa y , гд е  пр иво д ятся  х а р а к т е р и с т и к и  и и з о б р а ж е н и я  (см . 
П р и л о ж е н и е  2).
П о л у ч е н н ы е  зн а ч е н и я  б уд ут и с п о л ь зо в а ть с я  д л я  п р и с в о е н и я  
эксп р есси и  P D -L 1  кл и ни ч ески  п о л о ж и т е л ь н о го  ил и  о тр и ц а т е л ь н о го  
с та ту с а  в с о о т в е тс тв и и  с  кр и те р и я м и , п р е д с та в л е н н ы м и  в т а б л и ц е  
ни ж е.
Е сл и  о ц е н ка  р е зу л ь та т о в  о к р а ш и в а н и я  по ка зы в а е т , ч т о  о б р а з е ц  
п а ц и е н т а  не в о зм о ж е н  д л я  и н т е р п р е т а ц и и , с л е д у е т  п о л у ч и ть  новы й  
о б р а зе ц . П о в то р н о е  о к р а ш и в а н и е  о б р а з ц а  д о л ж н о  пр о в о д и ть с я  на 
н е о кр а ш е н н ы х  п р е п а р а т а х , есл и:
1 ) п р е п а р а т  тка н и  д л я  т е к у щ е го  ко н тр о л я  н е  п о ка зы в а е т  
п р и е м л е м о го  о кр а ш и в а н и я ;
2 ) п р е п а р а т  д л я  о тр и ц а т е л ь н о го  ко н тр о л я  н е  п о ка зы в а е т  
п р и е м л е м о го  о кр а ш и в а н и я ; или (3 )  н е в о зм о ж н о  о ц е н и т ь  р е зу л ь та т  
о кр а ш и в а н и я  п р е п а р а т а  р е а ге н т о м  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )
A ssay,
Е с л и  п о сл ед ни й  из э ти х  п р е п а р а т о в  не  и н те р п р е т и р у е т с я  и з -з а  
ар те ф а кто в , кр ае вы х э ф ф е к то в , н е кр о за , о тсу тств ия  т к а н и  ил и по  
л ю б о й  д р у го й  п р и ч и н е , то  п р е п а р а т  н е  м о ж е т  ис п о л ь зо в а ть с я  д л я  

кл и ни ческо й  о ц енки .
Е с л и  ко н тр о л и  пр и е м л е м ы  и п р е п а р а т , о кр а ш е н н ы й  р е а ге н т о м  
V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y , п о д х о д и т  д л я  о ц е н ки , т о  п р е п а р а т  
м о ж е т  бы ть о ц е н е н  кв а л и ф и ц и р о в а н н ы м  па то м о р ф о л о го м  
со гл а с н о  п р о ц е д у р е , о п и с а н н о й  н и ж е .

Критерии приемлемости морфологии и фона
П р и е м л е м о с ть  м о р ф о л о ги и  тк а н е й  и ф о н а  о ц е н и в а ю тс я  д л я  

ка ж д о го  о тд е л ь н о го  с л у ч а я , ис по л ь зуя  кр и те р и и , о п и с а н н ы е  в 
та б л и ц а х  ниж е.

И н т е р п р е та ц и я Н а б л ю д е н и е  с  п о м о щ ь ю  м и кр о ско па

П р и е м л е м о е И с с л е д у е м о е  кл е т о ч н о е  в е щ е с тв о  

в и зу а л и зи р у е тс я , ч т о  п о зв о л я е т  о ц е н и ть  
о к р а ш и в а н и е



4 К
V E N T A N / ?

Ventana PD-Ll (SP263) Assay
Приложение 1 (Раздел специально предназначен для
Н е п р и е м л е м о е  И с с л е д у е м о е  к л е т о ч н о е  в е щ е с тв о  не

в и з у а л и з и р у е тс я , ч т о  п р е п я т а в у е т  о ц е н ке  
______________________ о кр а ш и в а н и я _________________________________________

К р и т е р и и  п р и е м л е м о с т и  ф о н а

<(Roche^

И н т е р п р е т а ц и я Н а б л ю д е н и е  с  п о м о щ ь ю  м икро скопа

П р и е м л е м о е Н е с п е ц и ф и ч е с к о е  о к р а ш и в а н и е , ко то р о е  не  
п р е п я т с т в у е т  о ц е н к е  с п е ц и ф и ч е с ко го  
о кр а ш и в а н и я

Н е п р и е м л е м о е Н е с п е ц и ф и ч е с к о е  о кр а ш и в а н и е , ко то р о е  
п р е п я т с т в у е т  о ц е н к е  с п е ц и ф и ч е с ко го  
о кр а ш и в а н и я

Инструкция по оценке интенсивности окрашивания.
К в а л и ф и ц и р о в а н н ы й  с п е ц и а л и а  к л а с с и ф и ц и р у е т  тка н и  по об щ ей  
и н те н с и в н о с т и  с п е ц и ф и ч е с к о го  о к р а ш и в а н и я  по ш к а п е  О -  3+ .
П р и  и с п о л ь зо в а н и и  ш кал ы  0 - 3 +  з н а ч е н и е  3 + о т р а ж а е т  вы сокий  
у р о в е н ь  э к с п р е с с и и  б е л к а  - в ы р а ж е н н о е  о кр а ш и в а н и е , 2 +  - 
у м е р е н н о е  о к р а ш и в а н и е , 1 + -  с л а б о е  о к р а ш и в а н и е , 
о о з н а ч а е т  о тс у тс тв и е  э кс п р е с с и и  б е л ка .

З н а ч е н и е  + 2  у к а з ы в а е т  на  с н и ж е н и е  э кс п р е с с и и  о кр а ш и в а н и я  на  
п р и м е р н о  3 3 %  о т  з н а ч е н и я  3 + , а  з н а ч е н и е  1 + у ка зы в а е т на  
с н и ж е н и е  экс п р е с с и и  о к р а ш и в а н и я  н а  п р и м е р н о  3 3 %  от зна чен ия  
2+ .

Тканевый контроль плаценты
П л а ц е н т а р н а я  тка н ь , о к р а ш е н н а я  с  п о м о щ ь ю  V E N T A N A  P D -L1  
( S P 2 6 3 )  A s s a y , д е м о н с т р и р у е т  о д н о р о д н о е  о кр а ш и в а н и е  
м е м б р а н ы  кл е то к п и н и и  т р о ф о б л а с т а  о т  у м е р е н н о го  д о  
в ы р а ж е н н о го  и о к р а ш и в а н и е  ц и то п л а зм ы  кл е то к  л и ни и  
т р о ф о б л а с т а  о т  с л а б о го  д о  в ы р а ж е н н о го . С тр о м а л ь н а я  ткан ь  и 
с о с у д и с т а я  с еть  пл а ц е н ты  м о гу т  б ы ть  ис пол ь зова ны  д л я  оценки  
л ю б о го  ф о но во го  о кр а ш и в а н и я  (т а б л и ц а  4 ).

Табл.4. Критерии оценки тканевого контроля плаценты для 
реагента VENTANA PD-L1 (SP263) Assay

Иитарлрешрш Эпасание окрашивания

П р и е м л е м о е
О д н о р о д н о е  о к р а ш и в а н и е  м ем бр аны  кл е ток линии  
тр о ф о б л а с та  о т  у м е р е н н о го  д о  вы раж енного: 
о тс у тс тв и е  о к р а ш и в а н и я  п л а ц е н та р н о й  стромы  и 
со су д ис то й  с ети

Н е п р и е м л е м о е
О д н о р о д н о е  о к р а ш и в а н и е  м ем бр аны  кл е то к линии  
т р о ф о б л а с та  о т  о тс у тс тв и я  д о  сл а б о го  о кр аш ива ни я  
и /ил и  с п е ц и ф и ч е с к о е  о кр а ш и в а н и е  п л а це нтар н о й  
стромы  и с о с у д и с ты х  стр у ктур

И н т е н с и в н о с ть  ф о н о в о го  о к р а ш и в а н и я  д о л ж н а  бы ть р ав на  или  
м е н ь ш е  0 ,5 .

Реагент для отрицательного контроля
Н е с п е ц и ф и ч е с к о е  о к р а ш и в а н и е  (пр и  н а л и ч и и ) м о ж е т им еть  
д и ф ф у з н ы й  х а р а к т е р  и м о ж е т  бы ть о ц е н е н о  с  ис по л ь зо ва ние м  

м и к р о п р е п а р а т а , о кр а ш е н н о го  р е а ге н т о м  д л я  о тр и цател ь но го  
к о н тр о л я  R a b b it M o n o c lo n a l N e g a tiv e  C o n tro l Ig.
Д л я  и н т е р п р е т а ц и и  р е зу л ь та т о в  о к р а ш и в а н и я  с л е д у е т  
и с п о л ь зо в а ть  и н та кт н ы е  кл е тки , т а к  ка к  н е кр о ти ч е с ки е  и 
д е ге н е р а т и в н ы е  кл е тки  ч а с т о  о кр а ш и в а ю тс я  н е с п е ц и ф и ч н о . Е сл и  
н а б л ю д а е т с я  ч р е з м е р н о е  ф о н о в о е  о к р а ш и в а н и е , р езул ьтаты  дл я  
и с с л е д у е м о го  о б р а з ц а  с ч и та ю т с я  не д о сто в ер н ы м и .

Критерии оценки
Т к а н ь , о к р а ш е н н а я  р е а ге н т о м  д л я  о тр и ц а т е л ь н о го  контрол я , не  
д о л ж н а  и м е т ь  с п е ц и ф и ч е с к о го  о к р а ш и в а н и я . И нтенси вн о сть  
ф о н о в о го  о кр а ш и в а н и я  д о л ж н а  б ы ть р а в н а  или м е н ь ш е  0 ,5 .

Ткань пациента
Х а р а к т е р  о кр а ш и в а н и я  с  и с п о л ь зо в а н и е м  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -  
L l  (S P 2 6 3 )  A s s a y  в о п ухо л ев ы х к л е т к а х  —  м ем б р анн ы й  и/или  
ц и т о п л а з м а т и ч е с к и й . К л е тки  им м ун но й  си стем ы  д ем о н стр и р ую т

инструкции по применению на русском языке.) 
о к р а ш и в а н и е  л и н е й н о -м е м б р а н н о го , д и ф ф у з н о ­
ц и т о п л а з м а т и ч е с к о го  и /ил и  т о ч е ч н о го  х а р а к те р а . С ч и т а е т с я , ч т о  
ц и т о п л а з м а т и ч е с к о е  о к р а ш и в а н и е  о п ухо л ев ы х кл е то к, ка к  и л ю б о е  
и м м у н н о е  о к р а ш и в а н и е  кл е то к, при усл о ви и  на л и ч и я  та ко в о го , не  
я в л я е тс я  п о л о ж и т е л ь н ы м  ф а кто р о м  д л я  ц е л е й  о ц е н ки .

О п у х о л е в ы е  кл е тки  (д а л е е  Т С )  о ц е н и в а ю тс я  в п р о ц е н та х  
о п ухо л ев ы х к л е то к  о о к р а ш и в а н и е м  м е м б р а н ы  P D -L 1  л ю б о й  
и н те н с и в н о с т и . Т к а н ь  п а ц и е н т а  д о л ж н а  о ц е н и в а ть с я  в 
с о о т в е тс тв и и  с  а л го р и тм о м  о ц е н и в а н и я  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  
(S P 2 6 3 )  A s s a y . Д о п о л н и те л ь н ы е  ин стр у кци и  и с о о т в е тс тв у ю щ и е  
и з о б р а ж е н и я  пр и в е д е н ы  в р уко в о д с тве  по  и н т е р п р е т а ц и и  (см . 
П р и л о ж е н и е  2 ).
ц и т о п л а з м а т и ч е с к о е  о к р а ш и в а н и е  о п ухо л ев ы х кл е то к, ка к  и л ю б о е  
и м м у н н о е  о к р а ш и в а н и е  кл еток, пр и усл ови и н а л и ч и я  та ко в о го , не  
я в л я е тс я  п о л о ж и те л ь н ы м  ф а кто р о м  д л я  ц е л е й  о ц е н ки .

Факторы, затрудняющие оценку.

Р а зл и ч н ы е  стр у ктур ы  о кр а ш и в а н и я  и м о р ф о л о ги ч е с ки е  л р и зн а ки  
м о гу т з а тр у д н и ть  и н т е р п р е та ц и ю  и к о л и ч е с тв е н н о е  о п р е д е л е н и е  
о кр а ш и в а н и я  о л у хо л ев ы х м е м б р а н .
Н е ко т о р ы е  с л у ч а и  м о гу т  б ы ть о с о б е н н о  с л о ж н ы м и из -за  
с л е д у ю щ и х  ф акто р о в ;

•  Слабое цитоплазматическое окрашивание
В н е ко то р ы х о б р а з ц а х  в о зм о ж н о  п р о я в л е н и е  сл а б о го  
ц и т о п л а з м а т и ч е с к о го  о кр а ш и в а н и я  о п ухо л ев ы х кл е то к , ко то р о е  
при м а л о м  у в е л и ч е н и и  м о ж е т  б ы ть с п у та н о  со  сл а бы м  
м е м б р а н н ы м  о к р а ш и в а н и е м  опухо л ев ы х кл е то к. П о  э то й  п р и ч и н е  
пр и о ц е н к е  р е з у л ь та т о в  о кр а ш и в а н и я  о б р а зц о в  р е а ге н т о м  
V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  с л а б о е  о к р а ш и в а н и е  д о л ж н о  бы ть  
и зу ч е н о  пр и б о л ь ш е м  у в е л и ч е н и и  д л я  д и ф ф е р е н ц и а ц и и  м е ж д у  
м е м б р а н н ы м  и ц и то п л а з м а ти ч е с к и м  о к р а ш и в а н и е м  о п у х о л е в ы х  
кл е то к.

•  Наложение интенсивного окрашивания иммунных 
клеток на окрашивание опухолевых клеток

Н е ко т о р ы е  о п у х о л и  м о гу т  с о д е р ж а ть  об ш ир ны й  в о с п а л и те л ь н ы й  
ко м п о н е н т, кото ры й м о ж е т  о кр у ж а ть  о п ухо л ь  ил и  
и н ф и л ь тр и р о в а ть с я  в н е е . В  сл у ч а я х , ко гд а  с и л ь н о е  о к р а ш и в а н и е  
н а б л ю д а е т с я  к а к  д л я  опухо л ев ы х , т а к  и д л я  и м м ун ны х кл е то к, 
м о гу т во зн и кн у ть  с л о ж н о с ти  в их д и ф ф е р е н ц и а ц и и  и 
ко л и ч е с тв е н н о м  о п р е д е л е н и и  уровня экс п р е с с и и  P D -L 1  д л я  
о п ухо л ев ы х кл е то к. П р и с у тс т в и е  им м унны х кл е то к, 
и н ф и л ь тр и р у ю щ и х  о пухол ь , д о л ж н о  бы ть п о д тв е р ж д е н о  
о к р а ш и в а н и е м  о б р а з ц а  ге м а то кс и л и н о м  и э о зи н о м . С тр у к т у р а  P D -  
L l  о кр а ш и в а н и я  и кл е то ч н ы е  я д е р н ы е  х а р а кте р и с ти к и  п о м о га ю т  
пр исв о ить  э кс п р е с с и ю  и м м ун ны м  (то ч е ч н о е  о к р а ш и в а н и е ) или  
о п ухо л ев ы м  к л е т к а м  (л и н е й н о е  м е м б р а н н о е  о к р а ш и в а н и е ).

•  Маскирующий эндогенный материал 
И н о гд а  п р и с у т с тв и е  в о б р а з ц а х  Н М Р Л  та ко го  э н д о ге н н о го  
м а т е р и а л а , ка к  а н тр а ко зн ы й  пи гм е н т, м е л а н и н  ил и  ге м о с и д е р и н , 
м о ж е т  за т р у д н и т ь  а н а л и з  и ис кази ть  р езул ьтаты  о ц енки  
о кр а ш и в а н и я  о п ухо л ев ы х и им м унны х кл е то к  при п о м о щ и  р е а ге н т а  
V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y . С р а в н е н и е  о б р а зц а  
о тр и ц а т е л ь н о го  изо т и п н о го  ко н тр о л я  с  о б р а з ц о м  P D -L 1  
о кр а ш и в а н и я  м о ж е т  п о м о ч ь  в д и ф ф е р е н ц и а ц и и  м е ж д у  

о к р а ш и в а н и е м  б и о м а р к е р а  и э н д о ге н н о го  м а т е р и а л а . В о п у х о л я х  
Н М Р Л  с о  з н а ч и т е л ь н ы м  о б р а з о в а н и е м  к е р а ти н а  м о ж е т  бы ть  
по л уч е н  ги с ти о ц и та р н ы й  о тв е т в в и д е  гига н тс ки х  кл е то к  
и н о р о д н о го  т е п а . П о д о б н ы й  им м унны й о т в е т  м о ж е т  и м и ти р о в а ть  
о к р а ш и в а н и е  о п ухо л ев ы х кл е то к  с  м е м б р а н н ы м  о к р а ш и в а н и е м  
гига н тс ки х  кл е то к.

•  Гетерогенность
О ц е н к а  о б щ е го  п р о ц е н та  м е м б р а н н о го  о кр а ш и в а н и я  о п ухо л ев ы х  
кл е то к  м о ж е т  б ы ть з а т р у д н е н а  при ге те р о ге н н о м  р а с п р е д е л е н и и  
э кс п р е с с и и . В  э то м  с л у ч а е  м о ж е т  по м о ч ь  си с те м н ы й  по д х о д  и 
р а з д е л е н и е  о п у х о л и  на  м е н ь ш и е  рав ны е ч а с т и  ж и з н е с п о с о б н о й  
о п ухо л и  с  п о с л е д у ю щ и м  о п р е д е л е н и е м  в ни х  п р о ц е н та  
о п ухо л ев ы х к л е то к  с  м е м б р а н о й  и р а с ч е то м  с р е д н е го  з н а ч е н и я .

Повторяемость и внутрилабораторная прецизионность
К р и те р и й  п р и е м л е м о с т и : Р е а ге н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A ssa y  
д о л ж е н  п р и в о д и ть  к та к о м у  во спр о и зв о д и м о м у о кр а ш и в а н и ю , при
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к о т о р о м  о д и н а к о в ы й  о тр и ц а т е л ь н ы й  ил и  по л о ж ител ьн ы й  
к л и н и ч е с к и й  п о к а з а т е л ь  э кс п р е с с и и  P D -L 1  б у д е т  вы являться не  
м е н е е  ч е м  на 9 0 %  с те ко л  с  о б р а з ц о м  т к а н и  и на  о б р а зц а х  

п л а ц е н т ы  ч е л о в е к а .
И н т е н с и в н о с т ь  ф о н о в о го  о к р а ш и в а н и я  н е  м е н ь ш е  ч е м  у  9 0 %  всех  
о б р а з ц о в  т к а н е й  и на  о б р а з ц а х  п л а ц е н ты  ч е л о в е к а  д о л ж на  
с о с т а в л я т ь  м е н е е  ил и б ы ть  р а в н ы м  0 ,5  б а л л а  ф оно вого  
о к р а ш и в а н и я .

Повторяемость между партиями
К р и т е р и й  п р и е м л е м о с т и : Р е а г е н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A ssa y  
д о л ж е н  п р и в о д и ть  к т а к о м у  в о сп р о и зв о д и м о м у  о кр аш ива ни ю , при 
к о т о р о м  о д и н а к о в ы й  о тр и ц а т е л ь н ы й  ил и по л о ж ител ьн ы й  
к л и н и ч е с к и й  п о к а з а т е л ь  э кс п р е с с и и  P D -L 1  б у д е т  вы являться не  
м е н е е  ч е м  на 9 0 %  с те ко л  с  о б р а з ц о м  тка н и .
И н т е н с и в н о с т ь  ф о н о в о го  о к р а ш и в а н и я  н е  м е н ь ш е  ч е м  у  9 0 %  всех  
т к а н е й  д о л ж н а  с о с т а в л я ть  м е н е е  или б ы ть  равны м  0 ,5  б а л л а  
ф о н о в о го  о кр а ш и в а н и я .

Исследование прецизионности между экспертами и по 
каждому эксперту.
К р и т е р и й  п р и е м л е м о с т и : Р е а ге н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A ssa y  
д о л ж е н  п р и в о д и ть  к т а к о м у  в о сп р о и зв о д и м о м у  о кр аш и в а ни ю , при  
к о т о р о м  о д и н а к о в ы й  о тр и ц а т е л ь н ы й  ил и  по л ож ител ьны й  
к л и н и ч е с к и й  п о к а з а т е л ь  э кс п р е с с и и  P D -L 1  б у д е т  вы являться не  
м е н е е  ч е м  на 9 0 %  с те ко л  с  о б р а з ц о м  тка н и .
И н т е н с и в н о с т ь  ф о н о в о го  о кр а ш и в а н и я  н е  м е н ь ш е  ч е м  у  9 0 %  всех  
т к а н е й  д о л ж н а  с о с т а в л я ть  м е н е е  ил и б ы ть  равны м  0 ,5  б а л л а  
ф о н о в о го  о кр а ш и в а н и я .
Исследование воспроизводимости результата между 
лабораториями.
К р и т е р и й  п р и е м л е м о с т и : Р е а г е н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A ssa y  
д о л ж е н  п р и в о д и ть  к т а к о м у  в о с п р о и зв о д и м о м у  о кр аш и в а ни ю , при 
ко то р о м  о д и н а к о в ы й  о тр и ц а т е л ь н ы й  ил и по л о ж ител ьн ы й  
кл и н и ч е с к и й  п о к а з а т е л ь  э кс п р е с с и и  P D -L 1  б у д е т  вы являться не  
м е н е е  ч е м  на 9 0 %  с те ко л  с  о б р а з ц о м  тка н и .
И н т е н с и в н о с т ь  ф о н о в о го  о к р а ш и в а н и я  не  м е н ь ш е  ч е м  у 9 0 %  всех  

т к а н е й  д о л ж н а  с о с т а в л я ть  м е н е е  ил и б ы ть равны м  0 ,5  б а л л а  
ф о н о в о го  о кр а ш и в а н и я .

Результаты исследований межплатформенной и 
внутриплатформенной воспроизводимости.
И с с л е д о в а н и я  у с п е ш н о  пр о д е м о н с тр и р о в а л и , что  р е а ге н т  
V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  с п о с о б с тв у е т  о д н о р о д но м у и 
в ы с о ко т о ч н о м у  о к р а ш и в а н и ю  внутри и м е ж д у  приборам и  
B e n c h M a rk  U L T R A , B e n c h M a rk  X T  и B e n c h M a rk  G X , У р о в е н ь  
в н у т р и п л а т ф о р м е н н о й  и м е ж п л а т ф о р м е н н о й  во спроизвод им ости  
п р е в ы с и л  9 0 ,0 %  д л я  по л о ж и т е л ь н ы х  и о тр и цател ь ны х сл у ч а е в . В 
э т о м  и с с л е д о в а н и и  и с п о л ь зо в а л о с ь  в о б щ е й  сло ж ности 5  P D -L 1 -  
п о л о ж и т е л ь н ы х  и 5  P D -L 1 -о тр и ц а т е л ь н ы х  сл у чаев .

К р и т е р и й  п р и е м л е м о с т и : Р е а ге н т  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A ssa y  
д о л ж е н  п р и в о д и ть  к та к о м у  в о с п р о и зв о д и м о м у  о кр аш ива ни ю , при  
ко т о р о м  о д и н а к о в ы й  о тр и ц а т е л ь н ы й  ил и по л ож ител ьны й  
кл и н и ч е с к и й  п о к а з а т е л ь  экс п р е с с и и  P D -L 1  б у д е т  вы являться не  
м е н е е  ч е м  на 9 0 %  с те ко л  с  о б р а з ц о м  тка н и .
И н т е н с и в н о с т ь  ф о н о в о го  о к р а ш и в а н и я  н е  м е н ь ш е  ч е м  у 9 0 %  всех  
т к а н е й  д о л ж н а  с о с т а в л я ть  м е н е е  ил и б ы ть равны м  0 ,5  б а л л а  
ф о н о в о го  о кр а ш и в а н и я .

Внутои-ВепсЬМагк ULTRA:
А н а л и з  в о с п р о и зв о д и м о с ти  с т а т у с а  P D -L 1  тка н е й  N S C L C ,  
о к р а ш е н н ы х  с  п о м о и щ ю  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A ssa y  
н а  т р е х  п л а т ф о р м а х  B e n c h M a rk  U L T R A , по ка за л , что  к о э ф ф и ц и е н т  
п о л о ж и т е л ь н о й  с о гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с по л о ж ител ьн ы м  

с т а т у с о м  P D -L 1 )  с о с т а в и л  1 0 0 %  при д о в е р и те л ь н о м  и н те р в а л е  
(д а л е е  Д И )  9 5 %  (8 6 ,2 -1 0 0 ) .  К о э ф ф и ц и е н т  о тр и цател ь но й  
с о гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с  о тр и ц а т е л ь н ы м  этал о нн ы м  
с т а т у с о м  P D -L 1 )  со с та в и л  9 7 ,2 %  пр и Д И  9 5 %  (8 5 ,8  -  9 9 ,5 ). 
К о э ф ф и ц и е н т  о б щ е й  с о гл а с о в а н н о с т и  д л я  вс ех  с л у ч аев  со стави л  
9 8 ,3 % , при Д И  9 5 %  (9 1 ,1 - 9 9 ,7 ) .

BHvmpu-BenchMark GX:

^ R och e^

для инструкции по применению на русском языке.) 
А н а л и з  во с п р о и зв о д и м о с ти  с та ту с а  P D -L 1  тк а н е й  N S C L C ,  
о к р а ш е н н ы х  с  п о м о щ ь ю  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  
на  тр е х  п л а т ф о р м а х  B e n c h M a rk  G X , п о к а з а л , ч т о  ко э ф ф и ц и е н т  

п о л о ж и т е л ь н о й  с о гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с  п о л о ж и т е л ь н ы м  
э та л о н н ы м  с т а т у с о м  P D -L 1 )  со с та в и л  9 5 ,8 %  при Д И  9 5 %  (7 9 ,8  - 
9 9 ,3 ) . К о э ф ф и ц и е н т  о тр и ц а т е л ь н о й  со гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  
с  о тр и ц а т е л ь н ы м  э та л о н н ы м  с т а т у с о м  P D -L 1 )  со с та в и л  9 7 ,2 %  при  
Д И  9 5 %  (8 5 ,8  - 9 9 ,5 ) .  К о э ф ф и ц и е н т  о б щ е й  с о гл а с о в а н н о с т и  д л я  
всех с л у ч а е в  с о с т а в и л  9 6 ,7 % , пр и Д И  9 5 %  (8 8 ,6  - 9 9 ,1 ) .

Внутои-ВепсЬМагк XT:
А н а л и з  во с п р о и зв о д и м о с ти  с та ту с а  P D -L 1  тк а н е й  N S C L C ,  
о к р а ш е н н ы х  с  п о м о щ ь ю  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  
на  тр е х  п л а т ф о р м а х  B e n c h M a rk  X T , п о к а з а л , ч т о  ко э ф ф и ц и е н т  
п о л о ж и т е л ь н о й  со гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с  п о л о ж и т е л ь н ы м  
э та л о н н ы м  с т а т у с о м  P D -L 1 )  со с та в и л  1 0 0 %  при Д И  9 5 %  (8 6 ,2 -1 0 0 ) ,  
К о э ф ф и ц и е н т  о тр и ц а т е л ь н о й  с о гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с 
о тр и ц а т е л ь н ы м  э та л о н н ы м  с та ту с о м  P D -L 1 )  со с та в и л  9 4 ,4 %  при  
Д И  9 5 %  (8 1 ,9  - 9 8 ,5 ) .  К о э ф ф и ц и е н т  о б щ е й  с о гл а с о в а н н о с т и  д л я  
вс ех  с л у ч а е в  с о с т а в и л  9 6 ,7 % , при Д И  9 5 %  (8 8 ,6  -  9 9 ,1 ).

Межплатформенная точность: BenchMark ULTRA - BenchMark 
G X

А н а л и з  во с п р о и зв о д и м о с ти  с та ту с а  P D -L 1  тк а н е й  N S C L C ,  
о к р а ш е н н ы х  с  п о м о щ ь ю  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y , 
пр и с р а в н е н и и  о к р а ш и в а ю щ и х  п л а тф о р м  по ка за л , ч т о  
к о э ф ф и ц и е н т  п о л о ж и т е л ь н о й  с о гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с 
п о л о ж и те л ь н ы м  э та л о н н ы м  с та ту с о м  P D -L 1 )  с о с та в и л  9 5 ,8 %  при  
Д И  9 5 %  (7 9 ,8  -  9 9 ,3 ) .  К о э ф ф и ц и е н т  о тр и ц а т е л ь н о й  
с о гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с  о тр и ц а т е л ь н ы м  э та л о н н ы м  
с та ту с о м  P D -L 1 )  с о с т а в и л  9 7 ,2 %  пр и Д И  9 5 %  (8 5 ,8  - 9 9 ,5 ) .  
К о э ф ф и ц и е н т  о б щ е й  с о гл а с о в а н н о с т и  д л я  всех с л у ч а е в  с о с т а в и л  
9 6 ,7 % , п р и Д И  9 5 %  ( 8 8 ,6 - 9 9 ,1 ) ,

МежплатФооменная точность: BenchMark ULTRA - BenchMark
Ж
А н а л и з  во с п р о и зв о д и м о с ти  с та ту с а  P D -L 1  тк а н е й  N S C L C ,  
о к р а ш е н н ы х  с  п о м о щ ь ю  р е а ге н т а  V E N T A N A  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  
при с р а в н е н и и  о к р а ш и в а ю щ и х  п л а тф о р м  п о ка за л , что  
ко э ф ф и ц и е н т  п о л о ж и т е л ь н о й  с о гл а с о в а н н о с т и  (д л я  с л у ч а е в  с 
п о л о ж и те л ь н ы м  э та л о н н ы м  с та ту с о м  P D -L 1 )  с о с т а в и л  1 0 0 %  при  
Д И  9 5 %  (8 6 ,2 -1 0 0 ) .  К о э ф ф и ц и е н т  о тр и ц а т е л ь н о й  со гл а с о в а н н о с т и  
(дл я с л у ч а е в  с  о тр и ц а т е л ь н ы м  э та л о н н ы м  с т а т у с о м  P D -L 1 )  
со с та в и л  9 4 ,4 %  при Д И  9 5 %  ( 8 1 , 9 -  9 8 ,5 ) .  К о э ф ф и ц и е н т  о б щ е й  
с о гл а с о в а н н о с т и  д л я  вс ех  с л у ч а е в  со с та в и л  9 6 ,7 % , при Д И  9 5 %  
( 8 8 ,6 - 9 9 ,1 ) .

Упаковка
Р е а ге н т  V e n ta n a  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  п о с та в л я е тс я  в п л а с ти ко в о й  
д о з а т о р е , у п а ко в а н н о м  в ко р о б ку  из м е л о в а н н о й  б у м а ги . О д и н  
д о з а т о р  с о д е р ж и т  д о с т а т о ч н о е  ко л и ч е с тв о  р е а ге н т а  д л я  
п р о в е д е н и я  5 0  тес то в .
Н а  каж д о й  уп а ко в о ч н о й  ко р о б ке  н а х о д и тс я  м а гн и т н а я  « кн о п ка  
п а м я ти » , ко то р а я  с о д е р ж и т  всю н е о б х о д и м у ю  и н ф о р м а ц и ю  о 
р е а ге н т е .
Б о л е е  п о д р о б н о  о  « кн о п ке  п а м я ти »  ч и т а й т е  в Р у к о в о д с тв е  по  
э кс п л у а та ц и и  к и м м у н о с те й н е р а м  а в т о м а т и ч е с к и м  с е р и и  V e n ta n a  
B e n c h M a rk .

П е р в и ч н а я  уп а ко в к а  -  д о за т о р .
М а т е р и а л : по л и п р о пи л ен  
В ес: 2 0 .5  гр (±  0 .2  гр )
О б ъ ем : 3 4 .1  см ^(±  0 ,2  см ’ )
Р а зм е р ы  д о за т о р а :
В ы сота: 1 2 6 .7  м м  (±  2  м м )
Д л и н а : 6 2 .7  м м  (±  1 м м )
Ш ир и на: 3 7 .9  мм  (±  1 м м )
Т о л щ и н а  стенок: 0 .9 8  м м  (±  0 .0 3  м м )

В то р и ч н а я  у п ако вка: ко р о б ка  из м е л о в а н н о й  б у м а ги  (р а зм е р ы  
(д л и н а  X ш и р и н а  х вы со та ) н е  б о л е е  (6 6 .7  х  5 4 .0  х 1 4 9 .2 )  м м , 
м а гн и т н а я  « кн о п ка  п а м я ти »  (д и а м е т р  не  б о л е е  17  м м ).



V E N T A N / C
Ventana PD-Ll (SP263) Assay 
Приложение 1 (Раздел специально предназначен для 

У п а к о в к а  и зд е л и я  о б е с п е ч и в а е т  д о с т а т о ч н у ю  з а щ и ту  от  
м е х а н и ч е с к и х , кл и м а ти ч е с к и х  в о зд е й с тв и й  пр и усл овии  
с о б л ю д е н и я  пр ави л  тр а н с п о р ти р о в ки .

Маркировка
В с о о т в е тс тв и и  с  Д И Р Е К Т И В А М И  Е С  п р о и зв о д и те л ь  ис пол ь зует  
с л е д у ю щ и е  сим волы  и зн а ки :
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Маркировка дозатора
Л о го т и п  пр о и зв о д и те л я  
Н а и м е н о в а н и е  изд е л и я
О б ъ е м  д о з а т о р а  (к о н ц е н т р а ц и я  с п е ц и ф и ч е с к и х  а н ти те л )  
К а т а л о ж н ы й  н о м е р  
К о д  п а р ти и
С р о к  го д но сти  (и с п о л ь зо в а ть  д о )
Г л о б а л ь н ы й  н о м е р  п р е д м е т а  то р го в л и  

К о л и ч е с т в о  и с с л е д о в а н и й , ко то р ы е  м о ж н о  с д е л а ть  
Т е м п е р а т у р а  х р а н е н и я  
П р о и зв о д с тв е н н ы й  код  
С Е -м а р к и р о в к а
П р е д у п р е ж д е н и е  д л я  д и а гн о с ти ки  in -vitro  
З н а к  « Н е  ис п о л ь зо в а ть  по вто р н о »
З н а к  « П р е д о с т е р е ж е н и е , о б р а щ а й т е с ь  к ин стр у кци и  по  
п р и м е н е н и ю »

Маркировка картонной упаковки
Л о го т и п  пр о и зв о д и те л я  
Н а и м е н о в а н и е  и зд е л и я
О б ъ е м  д о з а т о р а  (ко н ц е н тр а ц и я  с п е ц и ф и ч е с к и х  а н ти те л )  
К а т а л о ж н ы й  н о м е р  
К о д  п а р ти и  
С р о к  год но сти

К о л и ч е с тв о  те с то в , ко то р ы е м о ж н о  с д е л а ть  
Т е м п е р а т у р а  х р а н е н и я  

П р е д у п р е ж д е н и е  д л я  д и а гн о с ти ки  in -vitro  
С Е -м а р к и р о в к а  
Ш тр и х -ко д
П р о и зв о д с тв е н н ы й  код
Г л о ба л ьн ы й  н о м е р  п р е д м е т а  то р го в л и
П р е д у п р е х щ е н и е  -  не  и с п о л ь зо в а ть  по вто р н о
П о л н о е  на зв а н и е , а д р е с , т е л е ф о н  пр о и зв о д и те л я
С с ы л ка  на  э л е кт р о н н у ю  и н с тр у кц и ю  н а  р усс ко м  язы ке
Н а з в а н и е  и а д р е с  У п о л н о м о ч е н н о го  п р е д с та в и т е л я  в Е вр о пей ско м
с о о б щ е с т в е

инструкции по применению на русском языке.)
С т р а н а  п р о и с х о ж д е н и я
О б о з н а ч е н и е , ч т о  пр и го д н о  д л я  в т о р ич но й  п е р е р а б о тки  
З н а ки  п р е д у п р е ж д е н и я :
-Н 3 1 7  - м о ж е т  в ы звать  ко ж н ую  а л л е р ги ч е с ку ю  р е а к ц и ю  
-Р 2 6 1  -  и з б е га ть  вд ы ха ния
п ы л и /д ы м а /га з а /т у м а н а /п а р о в /р а с п ы п и т е л е й  ж ид ко сти .
-Р 2 7 2  -  н е  в ы но сить  за гр я зн е н н у ю  о д е ж д у  с р а б о ч е го  м о с та .
-Р 2 8 0  -  п о л ьзо в ать ся  за щ и тн ы м и  п е р ч а тк а м и /з а щ и тн о й  
о д е ж д ы /с р е д с т в а м и  за щ и ты  гл а з /л и ц а .
-Р З З З З + Р 3 1 3  -  пр и р а з д р а ж е н и и  ко ж и  ил и  п о яв л е н и я  сы пи: 
о б р а ти ть с я  к  вр ачу.
-Р 3 6 2 -*Р 3 6 4  -  С н я т ь  з а гр я з н е н н у ю  о д е ж д у  и пр ом ы ть е е  п е р е д
по вторны м  п р и м е н е н и е м
-Р 5 0 1  -  у д а л и т ь  с о д е р ж и м о е /к о н т е й н е р  в . ..

Условия транспортировки
П е р е д  о тп р а в к о й  с  з а в о д а  пр о д укт пр о хо д и т ко н тр о л ь ны е  
п р о вер ки . М е ж д у н а р о д н ы е  сим вол ы  на  у п а ко в к е  и с п е ц и а л ь н ы е  
ин стр у кци и  по о б р а щ е н и ю  указы в аю т тр а н с п о р ти р о в щ и ку , как  
с л е д у е т  о б р а щ а т ь с я  с  э ти м  пр о д укто м . П р и  по л у ч е н и и  п р о д укта  
в н и м а те л ь н о  о с м о т р и т е  уп аковку. П р и  н а л и ч и и  лю бы х с л е д о в  
н е п р а в и л ь н о го  о б р а щ е н и я  ил и п о в р е ж д е н и я  н е м е д л е н н о  
о б р а ти те с ь  в о т д е л  о б с л у ж и в а н и я  кл и е н то в  ко м п а н и и  « R o c h e  
D iag n o stics  G m b H »  ил и к р е ги о н а л ь н о м у  п о став щ и ку . 
Т р а н с п о р ти р о в ка  о с у щ е с тв л я е тс я  вс ем и ви д ам и  т р а н с п о р та  в 
кры ты х тр а н с п о р тн ы х  с р е д с тв а х  в со о т в е тс тв и и  с  п р а в и л а м и  
пе р ев о зки  гр узо в , д е й с тв у ю щ и м и  на  ка ж д о м  в и д е  тр а н с п о р т а . 
Т е м п е р а т у р а  пр и т р а н с п о р ти р о в к е  2 -8 ° С .

Требования к охране окружающей среды
М е д и ц и н с к о е  и з д е л и е  пр и ис по л ь зо в а ни и , т р а н с п о р ти р о в ке  и 
х р а н е н и и  н е  о к а з ы в а е т  не га т и в н о го  во зд е й с тв и я  на  ч е л о в е к а  и 
о к р у ж а ю щ у ю  с р е д у  при с о б л ю д е н и и  усл о ви й  п р и м е н е н и я  и м е р  
п р е д о с т о р о ж н о с т и , у ка за н н ы х  в и н стр у кци и .

Стерилизация
И з д е л и е  п о с та в л я е тс я  не с те р и л ь н ы м . Н е  п о д л е ж и т  п о в то р н о м у  
ис по л ь зо в а ни ю  и /и л и  с те р и л и за ц и и  п о л ь зо в а те л е м .

Утилизация
В о  и з б е ж а н и е  в о зм о ж н о го  з а гр я зн е н и я  о к р у ж а ю щ е й  сред ы  
Р е а ге н т  V e n ta n a  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  д л я  ка ч е с тв е н н о го  
о б н а р у ж е н и я  л и га н д а -1  б е л к а  пр о гр а м м и р у е м о й  с м е р ти  
P ro g ra m m e d  D e a th  L ig a n d  1 ( P D - L l )  и м м у н о ги с то х и м и ч е с ки м  
а н а л и зо м  в in v itro  д и а гн о с т и к е  к и м м у н о с те й н е р а м  
а в то м а ти ч е с к и м  с е р и и  V e n ta n a  B e n c h M a rk  с  и с те к ш и м  с р о ко м  
го д но сти  ил и ис п о л ь зо в а н н ы е  д о за то р ы , а  т а к ж е  о тхо ды , 
и с по л ь зо ва нны х р е а ге н то в , д о л ж ны  у ти л и зи р о в а ть с я  в 
с о о т в е тс тв и и  с м е с тн ы м и  то су д ар ствен ны м и и /и л и  б о л ь ни ч ны м и  
но р м а ти в н ы м и  тр е б о в а н и я м и .
П р а в и л ь н о е  у н и ч т о ж е н и е  и у ти л и за ц и я  б у д е т  п о д д е р ж и в а т ь  
с о х р а н е н и е  пр ир о д ны х р е с у р со в  и с о д е й с тв о в а т ь  з а щ и т е  зд о р о вья  
ч е л о в е к а  и о к р у ж а ю щ е й  сред ы .

Утилизация отходов упаковки.
У п а к о в к а  п р о д у кц и и  « R o c h e  D ia g n o s tic s  G m b H »  р а з р а б о т а н а  с  
ц е л ь ю  с в е д е н и я  к м и н и м у м у  з а гр я з н е н и я  о к р у ж а ю щ е й  сред ы  при  
с о х р а н е н и и  ц е л о с тн о с ти  п р о д у кта  во  вр е м я  т р а н с п о р ти р о в ки  и 
х р а н е н и я . У п а к о в о ч н ы е  о тхо ды  д ол ж ны  у ти л и зи р о в а ть с я  в 
м ес тн ы х  п у н кта х  с б о р а  упако вки , в с п е ц и а л и зи р о в а н н ы е  
к о н те й н е р ы , р а с п о л о ж е н н ы е  в м у н и ц и п а л и те т а х .

Утилизация изделия с истекшим сроком годности и отходов, 
использованных реагентов.
П р и  у ти л и за ц и и  и у н и ч т о ж е н и и  изд е л и й  с  и с те кш и м  ср о ко м  
го д но сти , а  т а к ж е  о тх о д о в , ис по л ь зо ва нны х р е а ге н то в , н е о б х о д и м о  
д е й с тв о в а ть  в со о т в е тс тв и и  с ги ги е н и ч е с ки м и  н о р м а ти в а м и  и 
с л е д о в а ть  о ф и ц и а л ь н ы м  ин стр у кц и ям  по ути л и за ц и и  и 
у н и ч т о ж е н и ю  п о те н ц и а л ь н о  и н ф е кц и о н н о го  и х и м и ч е с к о го  
м а т е р и а л а , п р и н я ты м  на  т е р р и то р и и  Р о сс ий ско й  Ф е д е р а ц и и  и в 
д а н н о м  Л П У .
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Ventana PD-Ll (SP263) Assay
Приложение 1 (Раздел специально предназначен для инструкции по применению на русском языке.) 

К л ю ч е в ы м и  в о п р о с а м и  в с т р а т е ги и  у п р а в л е н и я  о тх о д а м и  явл я ется  
о п т и м и з а ц и я  т а к т и к  и по д х о д о в  к ко н ечн ы м  п р о д у кта м , а  та к ж е  
м и н и м и з а ц и я  в о зм о ж н о го  з а гр я з н е н и я  о к р у ж а ю щ е й  среды .
Б о л е е  п о д р о б н у ю  и н ф о р м а ц и ю  м о ж н о  п о л у ч и ть  у  пр о изво д ите л я  /  
у п о л н о м о ч е н н о го  п р е д с т а в и т е л я  п р о и зв о д и те л я .
У т и л и з а ц и я  д о л ж н а  пр о в о д и ть с я  в с о о т в е тс тв и и  с  м естны м и  
н о р м а м и  з а к о н о д а т е л ь с т в а , а  т а к ж е  в со о т в е тс тв и и  с  пр о то ко л ам и  

м е д и ц и н с к о го  у ч р е ж д е н и я , гд е  ис по л ь зую тся  д а н н ы е  м ед и ци нски е  
и з д е л и я .
Н е  у ти л и зи р о в а т ь  с о в м е с т н о  с  бы то вы м и о тх о д а м и .

Г арантийные обязательства

П р о и з в о д и т е л ь  ко м п а н и я  « R o c h e  D ia g n o s tic s  G nnbH» гар а н ти р у е т, 
ч т о  Р е а г е н т  V e n ta n a  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  д л я  кач еств енн о го  
о б н а р у ж е н и я  л и га н д а -1  б е л к а  п р о гр а м м и р у е м о й  с м е р ги  
P ro g r a m m e d  D e a th  L ig an d  1 ( P D - L l )  им м у н о ги с то х и м и ч е с ки м  
а н а л и з о м  в in v itro  д и а гн о с т и к е  к и м м у н о с те й н е р а м  
а в т о м а ги ч е с к и м  с е р и и  V e n ta n a  B e n c h M a rk  с о о т в е гс тв у ю г  
с п е ц и ф и к а ц и я м , з а я в л е н н ы м  на э ти к е тк е . П р о и зв о д и те л ь  не с е т  
о т в е т с т в е н н о с т ь  за  р а б о ту  и зд е л и й  т о л ь ко  в с л у ч а е  их 
п р а в и л ь н о го  и с п о л ь зо в а н и я  в с о о т в е тс тв и и  с  ин стр у кци ей , а  т а к ж е  
с о б л ю д е н и я  пр а в и л  х р а н е н и я  и тр а н с п о р ти р о в ки .

П р о и з в о д и т е л ь  га р а н т и р у е т  с та б и л ь н о с ть  V e n ta n a  P D -L 1  (S P 2 6 3 )
A s s a y  д о  о ко н ч а н и я  с р о ка  го д но сти  пр и с о б л ю д е н и и  усл овий  
тр а н с п о р т и р о в а н и я , х р а н е н и я  и п р и м е н е н и я , указа нны х в 
и н с т р у к ц и и .П р о и з в о д и т е л ь  га р а н т и р у е т  б е зо п а с н о с т ь  
м е д и ц и н с к о го  и зд е л и я , о тс у тс тв и е  н е д о п у с ти м о го  риска  
п р и ч и н е н и я  в р е д а  ж и зн и , зд о р о в ь ю  ч е л о в е к а  и окрухгаю щ ей с р е д е  
пр и  и с по л ь зо в а н и и  V e n ta n a  P D -L 1  (S P 2 6 3 )  A s s a y  по н а зн а ч е н и ю  в 
у с л о в и я х , п р е д у с м о тр е н н ы х  п р о и з в о д и те л е м .И з д е л и я  дол ж ны  
и с п о л ь зо в а ть с я  то л ь ко  д о  и с те ч е н и я  с р о к а  год но сти , которы й  
у к а з а н  н а  у п а к о в к е .Н А С Т О Я Щ А Я  О Г Р А Н И Ч Е Н Н А Я  Г А Р А Н Т И Я  
З А М Е Н Я Е Т  С О Б О Й  И Н Ы Е  Г А Р А Н Т И И , О Д Н О З Н А Ч Н О  
В Ы Р А Ж Е Н Н Ы Е  И Л И  П О Д Р А З У М Е В А Е М Ы Е , В К Л Ю Ч А Я  Л Ю Б У Ю  
П О Д Р А З У М Е В А Е М У Ю  Г А Р А Н Т И Ю  П Р И Г О Д Н О С Т И  Д Л Я  
К О М М Е Р Ч Е С К О Г О  И С П О Л Ь З О В А Н И Я  И Л И  Д Л Я  Л Ю Б О Й  И Н О Й  
Ц Е Л И . К О М П А Н И Я  V e n ta n a  M e d ic a l S y s te m s , Inc. (« В е н т а н а  
М е д и к а л  С и с т е м е , И н к .» ) Н Е  Н Е С Е Т  О Т В Е Т С Т В Е Н Н О С Т И  ЗА  
С Л У Ч А Й Н Ы Е , Н Е П Р Я М Ы Е , С П Е Ц И А Л Ь Н Ы Е  И Л И  К О С В Е Н Н Ы Е  
У Б Ы Т К И .П о  в о п р о с а м , св язан ны м  с  ка ч е с тв о м  и зд ел и й , а  т а к ж е  с 
их р а б о т о й , н у ж н о  о б р а щ а т ь с я  к У п о л н о м о ч е н н о м у  пр ед ста в и тел ю  
п р о и з в о д и т е л я  н а  т е р р и то р и и  Р Ф :О б щ е с т в о  с  о гр ани ч ен но й  
о т в е т с т в е н н о с т ь ю  « Р о ш  Д и а гн о с ти к а  Р у с »  (О О О  « Р о ш  
Д и а гн о с т и к а  Р у с » ), 1 0 7 0 3 1 , М о с к в а , Т р у б н а я  п л о щ ад ь , д .2 , тел .:
(4 9 5 )  2 2 9 - 6 9 -9 9 , ф акс: (4 9 5 )  2 2 9 -6 2 -6 4

Претензии по качеству (рекламация)
П о р я д о к  п р е д ъ я в л е н и я  р е кл а м а ц и й  и о тв е то в  на  них р егул и р уетс я  
гр а ж д а н с к и м  п р а в о м . Р е к л а м а ц и я  м о ж е т  п р ед ъ яв л ятьс я  то л ько  по 
т а к и м  в о п р о с а м , ко то р ы е не  я вл я л и сь  п р е д м е т о м  пр ием ки то в а р а , 
п р о и з в е д е н н о й  в с о о т в е тс тв и и  с  у с л о ви ям и  д о го в о р а .
П о  в с е м  в о п р о с а м , с в яза н н ы м  с  о б с л у ж и в а н и е м  изд ел и я, 
н е о б х о д и м о  о б р а ти ть с я  к У п о л н о м о ч е н н о м у  п р ед ста вител ю  
п р о и зв о д и те л я ,
В  с л у ч а е  р е к л а м а ц и и  о б р а щ а т ь с я  к п р о и зв о д и те л ю  и /  или  

у п о л н о м о ч е н н о м у  п р е д с та в и т е л ю  п р о и зв о д и те л я .

Уполномоченный представитель производителя на 
территории РФ:
О б щ е с т в о  с о гр а н и ч е н н о й  о тв е тс тв е н н о с ть ю  « Р о ш  Д и а гн о с ти ка  
Р у с »  (О О О  « Р о ш  Д и а гн о с т и к а  Р у с » ), 1 0 7 0 3 1 , М о сква, Т р у б н а я  
п л о щ а д ь , д .2 , те л .: (4 9 5 )  2 2 9 -6 9 -9 9 , ф акс: (4 9 5 )  2 2 9 -6 2 -6 4



Приложение 2 - Руководство по интерпретации результатов

-1V
V E N T A N AА V «(НосЦ)

Реагент VENTANA PD-L1 (SP263) Assay для проведения окрашивания 
немелкоклеточного рака легких 
Руководство по интерпретации результатов

Р еа ген т  V E N T A N A  P D -L 1 (S P 2 6 3 )  A ssa y  для  ок р аш и ван и я  н е м е л к о к л ет о ч н о го  рака л е гк и х
Р у к о в о д с т в о  п о  и н т ер п р ет а ц и и  р езу л ь та т о в



Приложение 2 - Руководство по интерпретации результатов 

СОДЕРЖАНИЕ
Введение 2
Предусмотренное применение 3
Предусмотренное применение продукта 3
Назначение руководства по интерпретации результатов 3
Оценка результатов 4
Оценка структур и интенсивностей окрашивания опухолевых клеток 4
Образцы окрашивания иммунных клеток 7
Требования к образцам ткани 11
Критерии приемлемости морфологии и фона 12
Положительный тканевый контроль 12
Критерии оценки 14
Таблица оценки окрашивания PD-L1 14
Определение процентного значения мембранного окрашивания 14
Атлас экспрессии PD-L1 при немелкоклеточном раке легких 15
Фотогалерея 15
Факторы, затрудняющие оценку 29
Наложение интенсивного окрашивания иммунных клеток на окрашивание 29 
опухолевых клеток
Маскирующий эндогенный материал 30
Гетерогенность 30
Влияние преаналитических условий на процедуру окрашивания 37 
реагентом VENTANA PD-Ll (SP263) Assay
Рекомендации по использованию фиксатора для получения оптимальных 37 
результатов окрашивания реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay 
Влияние толщины образца ткани на окрашивание реагентом VENTANA PD- 39 
L1 (SP263) Assay
Устойчивость участка обработки микроскопического препарата 39
Список использованной литературы 39

Р еа ген т  V E N T A N A  P D -L 1 (S P 2 6 3 )  A s sa y  для  окр аш и вани я  н е м е л к о к л ет о ч н о го  рака л е г к и х

Р у к о в о д ств о  п о  и н т ер п р ет а ц и и  р езу л ь та т о в



Введение

В течение нескольких десятилетий рак легких является самым распространенным видом 
рака по всему миру и остается главной причиной смертей, обусловленных 
онкологическими заболеваниями. По оценкам экспертов он является причиной 12,9% 
новых случаев заболевания раком и почти 1,59 миллионов смертей ежегодно во всем 
мире, что составляет примерно пятую часть летальных исходов, связанных с 
онкологическими заболеваниями.’ Несмотря на усовершенствования в диагностике и 
лечении прогноз остается неблагоприятным с низкими показателями длительного 
выживания на всех стадиях заболевания. В течение последних трех десятилетий в борьбе с 
раком легких был достигнут наименьший прогресс в коэффициенте выживания по 
сравнению с другими видами рака.^
На немелкоклеточный рак легких (НМРЛ) (один из двух основных видов рака легких) 
приходится примерно 85% всех случаев заболевания. У более половины пациентов, 
которым впервые был поставлен диагноз немелкоклеточного рака легких, заболевание 
уже дало метастазы, что значительно снижает вероятность выживания. Относительная 
пятилетняя выживаемость при немелкоклеточном раке легких, диагностированном, как 
метастатическая опухоль, составляет А,1%? У большинства пациентов с 
немелкоклеточным раком легких обнаруживается неоперабельная 
местнораспространенная опухоль (стадия 111В) или метастатическая опухоль (стадия IV), 
ни для одного из которых в настоящее время не существует методов лечения; в среднем 
обычно эти пациенты умирают в течение года после постановки диагноза. Улучшение 
клинических исходов рака легких вероятно может быть достигнуто путем лучшего 
понимания процессов на молекулярном уровне, которые лежат в основе его патогенеза, 
выявления новых биомаркеров и разработки новых методов лечения.
PD-L1 является трансмембранным белком, который регулирует иммунные реакции по 
принципу отрицательной обратной связи путем связывания с рецепторами programmed 
death-1 (PD-1) и В7-1 ( C D 8 0 ) P D - 1  представляет собой ингибиторный рецептор, который 
экспрессируется на Т-лимфоцитах после активации Т-лимфоцитов, стабильно 
присутствующей при состояниях постоянной стимуляции, таких как хроническая 
инфекция или рак .̂ Связывание PD-L1 с PD-1 подавляет пролиферацию Т-лимфоцитов, 
продукцию цитокинов и цитолитическую активность, что приводит к функциональной 
инактивации или истощению Т-клеток. CD80 —  молекула, которая экспрессируется на 
антигенпредставляющих клетках и активированных Т-лимфоцитах. Связывание PD-L1 с 
CD80 на Т-лимфоцитах и антигенпредставляющих клетках может способствовать 
понижающей регуляции иммунных ответов, включая ингибирование активации Т- 
лимфоцитов и выработки цитокинов^. Экспрессия PD-L1 наблюдалась в иммунных 
клетках и опухолевых клетках’’̂ . Бьшо выявлено, что аберрантная экспрессия PD-L1 на 
опухолевых клетках препятствует функционированию противоопухолевого иммунитета, 
приводя к ускользанию от механизмов иммунологического надзора^’*. Таким образом, 
прерывание метаболического пути PD-L1/PD-1 представляет собой перспективную 
стратегию укрепления опухолеспецифического Т-клеточного иммунитета, подавляемого 
экспрессией PD-L1 в опухолевом микроокружении. PD-L1 экспрессируется при широком 
диапазоне видов рака, включая рак легких, меланому, рак уротелия, рак яичников и 
колоректальный рак. Бьшо выявлено, что распространенность экспрессии PD-L1 
колеблется от 12 % до 100 % в зависимости от типа опухоли, анти-PD-Ll клона и

9порогового значения положительности .
Реагент VENTANA PD-L1 (SP263) Assay представляет собой антитело rabbit monoclonal 
primary antibody, вырабатываемое против programmed death ligand 1 (PD-Ll), который 
является гомологом 1 белка В7 (В7-Н1, CD274). Он распознает трансмембранный 
связанный гликопротеин с молекулярной массой 45-55 кДа.
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Реагент Ventana PD-Ll (SP263) Assay предназначен для качественного обнаружения 
лиганда-1 белка программируемой смерти (programmed death-ligand 1 —  PD -Ll) 
иммуногистохимическим анализом в in vitro диагностике в опухолевых клетках и 
иммунокомпетентных клетках, инфильтрирующих ткань опухоли, в фиксированных 
формалином и залитых парафином (FFPE) тканевых срезах немелкоклеточного рака 
легкого (далее - NSCLC) и других опухолевых тканей, окрашенных при помощи набора 
для обнаружения (система детекции) OptiView DAB IHC Detection Kit на приборе для 
автоматического окрашивания серии VENTANA BenchMark.

Предусмотренное применение продукта

Реагент VENTANA PD-Ll (SP263) Assay предназначен для качественного обнаружения 
белка лиганда-1 белка программируемой смерти Programmed Death Ligand 1 (PD-Ll) в 
фиксировгшных формалином и залитых парафином (FFPE) тканевых срезах 
немелкоклеточного рака легкого (далее - NSCLC) и других опухолевых тканей, 
окрашенных при помоши набора для обнаружения (система детекции) OptiView DAB  
IHC Detection Kit на приборе для автоматического окрашивания серии VENTANA  
BenchMark.
Экспрессия PD-Ll в мембране опухолевых клеток (ТС), определяемая при помощи 
реагента VENTANA PD-Ll (SP263) Assay в клетках NSCLC, позволяет определить 
пациентов для терапии препаратом KEYTRUDA® (пембролизумаб).
Экспрессия PD-L1 в мембране опухолевых клеток (ТС), определяемая при помощи 
реагента VENTANA PD-Ll (SP263) Assay в клетках NSCLC, может быть связана с 
улучшенной выживаемостью на фоне лечения препаратом OPDIVO® (ниволумаб). 
Интерпретацию результатов должен выполнять квалифицированный патоморфолог с 
учетом результатов гистологического исследования и необходимых клинических данных 
после сравнения с соответствующими контролями.
Данные антитела предназначены для диагностики in vitro (IVD).
Реагент предназначен для определения пациентов с NSCLC, которьм терапия может 
принести пользу, как это показано в таблице 1.

Таблица 1. Метод терапии и связанные показания
Показание Терапия Экспрессия PD-Ll -  линия 

терапии
Немелкоклеточный рак 

легкого 
(NSCLC)

KEYTRUDA® > 50% ТС -  первая линия
> 1% ТС -  вторая линия

OPDIVO® > 1%, > 5% и > 10% ТС -  
вторая линия

Назначение руководства по интерпретации результатов
Данное руководство предназначено для помощи патоморфологам в оценке 
фиксированных формалином и залитьк парафином тканевых срезах немелкоклеточного 
рака легких, окрашенных при помопщ реагента VENTANA PD-Ll (SP263) Assay с 
использованием алгоритма оценивания VENTANA PD-Ll (SP263) в соответствии с 
предлагаемой маркировкой продукта. В частности, в данном руководстве приведены:

• Фотографии, на которых показаны шаблоны и интенсивности окрашивания, 
которые могут получиться при окрашивании тканей немелкоклеточного рака 
легких при помощи реагента VENTANA PD-Ll (SP263) Assay.

• Примеры сложных случаев.
• Обсуждение других методов контроля, которые могут быть использованы с 

реагентом, но не приводятся.
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Оценка результатов

Оценка структур и интенсивностей окрашивания опухолевых клеток
Неопластические клетки немелкоклеточного рака легких, помеченные реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay, оцениваются на положительный процентный результат 
анализа опухолевых клеток с окрашиванием мембраны при любой интенсивности сигнала 
диаминобензидина (DAB). Иммуногистохимическое окрашивание в немелкоклеточном 
раке легких является мембранным и (или) цитоплазматическим и может быть выражено 
гомогенно или гетерогенно во всем новообразовании. Мембранное окрашивание может 
иметь прерывистую, циркулярную или базолатеральную структуру.
Цитоплазматическое окрашивание обычно расплывчатое, в некоторых случаях 
наблюдается тонкозернистое качество. В редких случаях проявляется перинуклеарное 
точкообразное окрашивание тела с переменной интенсивностью. Общий процент 
интенсивности сигналов опухолевой мембраны оценивается визуально и используется для 
получения уровня экспрессии PD-L1. Для определения экспрессии PD-L1 не учитывается 
цитоплазматическое окрашивание опухолевых клеток. Антитела для отрицательного 
контроля с изотипом используются для оценки присутствия фонового окрашивания в 
тестовых образцах и установления базового уровня интенсивности окрашивания.

. , Л
Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином и реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay; различные случаи, демонстрирующие диапазон 
мембранного и цитоплазматического окрашивания в опухолевых клетках (20Х).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином и реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay; опухолевые клетки с базолатеральной структурой 
мембранного окрашивания (20Х).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином и реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: необычный случай перинуклеарного точечного 
окрашивания в пределах опухолевых клеток (40Х).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином и реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: при полном базолатеральном мембранном окрашивании 
опухоли в процентную оценку следует включать только клетки с полной экспрессией 
опухолевых клеток (красная стрелка указывает на опухолевые клетки с латеральным 
мембранным окрашиванием опухолевых клеток). Не следует учитывать зоны, где 
окрашивание может быть отнесено к иммунным клеткам, стромальным элементам или
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базальной мембране, а не полному окрашиванию опухоли (синяя стрелка показывает 
окрашивание ниже опухолевых клеток без латерального окрашивания) (20Х).

Образцы окрашивания иммунных клеток
Иммунные клетки проявляют целый диапазон интенсивности окрашивания: 
отрицательное, слабое диффузное цитоплазматическое и (или) от слабого до сильного 
мембранного сигнала. Совместно с лимфоцитами можно увидеть пример точечного 
окрашивания. Экспрессия PD-L1 наблюдалась в лимфоцитах, макрофагах, гистиоцитах, 
клетках плазмы и нейтрофилах.
В качестве примера ниже приведены типичные изображения окрашивания иммунных 
клеток реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay, которые должны помочь 
патоморфологам в дифференциации между окрашиванием опухолевых и иммунных 
клеток. Окрашивание иммунных клеток не учитьшается при определении уровня 
экспрессии PD-L1.
ПРИМЕЧАНИЕ: Иммунные клетки не могут использоваться в качестве надежных положительных 
внутренних контрольных образцов.

Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином: опухолевые клетки с 
альвеолярными макрофагами (стрелка) (20Х).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: 
положительное окрашивание альвеолярного макрофага (стрелка) с соседней PD-L1- 
отрицательной опухолью, окрашивание 0% (20Х).

Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином: опухолевые клетки с 
иммунными клетками лимфоцитов и плазмоцитов (20Х).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: 
точечное (синяя стрелка) и диффузное (черная стрелка) окрашивание иммунной клетки с 
соседней PD-L1-отрицательной опухолью, окрашивание 0% (20Х).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином и реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: при 4-кратном увеличении (верхние панели) 
представляется, что на образцах окрашивания присутствует значительное окрашивание 
опухолевой мембраны. Изучение при большем увеличении (20Х, внизу) показывает, что 
опухоль преимушественно PD-L1-отрицательна с мембранньпч (черная стрелка) и 

Реагент VENTANA PD-L1 (SP263) Assay для окрашивания немелкоклеточного рака легких
Руководство по интерпретации результатов
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точечным (синяя стрелка) окрашиванием иммунных клеток. Также наблюдается 
окрашивание дендровидных клеток (красная стрелка).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином и реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: плазмоциты со слабым диффузным и умеренным 
цитоплазматическим окрашиванием. Окружающие опухолевые клетки не окрашиваются 
(20Х).
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Немелкоклеточный рак легких, окраска гематоксилином и эозином и реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: нейтрофилы при окрашивании гематоксилином и 
эозином проявляют экспрессию PD-L1 (синяя стрелка). В данном случае также 
проявляется умеренное мембранное окрашивание опухолевых клеток (черная стрелка) 
(40Х).

Требования к образцам ткани

Для проведения анализа методом окрашивания реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) 
Assay необходимо подготовить первый серийный срез ткани для окрашивания 
гематоксилином и эозином, второй серийный срез для отрицательного контроля 
окрашивания реагентом для отрицательного контроля Rabbit Monoclonal Negative Control 
Ig и третий серийный срез ткани для окрашивания реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) 
Assay.
Дополнительно в качестве тканевого контроля при проведении окрашивания реагентом 
VENTANA PD-L1 (SP263) Assay может использоваться нормальная человеческая
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плацентарная ткань. Эта ткань демонстрирует однородное окрашивание мембраны клеток 
линии трофобласта от умеренного до выраженного и окрашивание цитоплазмы клеток 
линии трофобласта от слабого до выраженного. Стромальная ткань и сосудистая сеть 
плаценты могут быть использованы для оценки любого фонового окрашивания. Если 
оценка результатов окрашивания гематоксилином и эозином показывает, что образец 
пациента невозможен для интерпретации, следует получить новый образец. Повторное 
окрашивание образца должно проводиться на неокрашенных препаратах, если
(1) препарат ткани для текущего контроля не показывает приемлемого окрашивания;
(2) препарат для отрицательного контроля не показьшает приемлемого окрашивания; или
(3) невозможно оценить результат окрашивания препарата реагентом VENTANA PD-Ll 
(SP263) Assay (иммуногистохимический препарат PD-Ll).
Если последний из этих препаратов не интерпретируется из-за артефактов, краевых 
эффектов, некроза, отсутствия ткани или по любой другой причине, то препарат не может 
использоваться для клинической оценки. Если контроли приемлемы и препарат, 
окрашенный реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay, подходит для оценки, то 
препарат может быть оценен квалифицированным патоморфологом согласно процедуре, 
описанной в разделе «Критерии оценки».

Критерии приемлемости морфологии и фона

Приемлемость морфологии тканей и фона оцениваются для каждого отдельного случая, 
используя критерии, описанные в таблицах 2 и 3.

Таблица 2. Критерии приемлемости морфологии
Интерпретация Наблюдение с помощью микроскопа

Приемлемое Исследуемое клеточное вещество визуализируется, что позволяет 
оценить окрашивание

Неприемлемое Исследуемое клеточное вешество не визуализируется, что 
препятствует оценке окрашивания

Таблица 3. Критерии приемлемости фона
Интерпретация Наблюдение с помощью микроскопа

Приемлемое Неспецифическое окрашивание, которое не препятствует оценке 
специфического окрашивания

Неприемлемое Неспецифическое окрашивание, которое препятствует оценке 
специфического окрашивания

Положительный тканевый контроль

Известная ткань для положительного контроля, зафиксированная и обработанная тем же 
образом, что и образцы пациента, должна применяться для каждого набора условий 
исследования и в каждом цикле окрашивания реагентом VENTANA PD-Ll (SP263) Assay. 
Контрольная ткань (случай-индекс) должна быть свежеполученным образцом в ходе 
вскрытия, биопсии или хирургического вмешательства, подготовленным и 
зафиксированным как можно скорее тем же образом, что и образцы пациента. Эта ткань 
может использоваться для наблюдения за всеми этапами обработки и окрашивания 
образца. Срез ткани, закрепленный и обработанный иным образом нежели образец для 
испытаний, может использоваться в качестве контроля реагентов и окрашивания, но не 
для фиксации или подготовки ткани. Положительный случай НМРЛ с умеренным 
окрашиванием лучше подходит для контроля качества, чем интенсивно окрашенный; он 
может быть использован для обнаружения незначительных уровней деградации реагентов

Реагент VENTANA PD-Ll (SP263) Assay для окрашивания немелкоклеточного рака легких
Руководство по интерпретации результатов
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или не удовлетворяющих техническим условиям факторов, связанных с инструтиентами. 
Положительное мембранное окрашивание неопластических клеток в контрольной ткани 
подтверждает, что было применено антитело VENTANA PD-Ll (SP263), и прибор 
функционировал должным образом. Положительный тканевый контроль следует 
использовать только для контро.ля результатов; он не должен использоваться для 
содействия в клинической диагностике образцов пациентов.
Дополнительно при проведении окрашивания реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay 
в качестве положительного контроля может использоваться нормальная человеческая 
плацентарная ткань, которая демонстрирует однородное окрашивание мембраны клеток 
линии трофобласта от умеренного до выраженного и окрашивание цитоплазмы клеток 
линии трофобласта от слабого до выраженного. Стромальная ткань и сосудистая сеть 
плаценты могут быть использованы для оценки любого фонового окрашивания.

Плацентарная ткань, окрашивание реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay: 
выраженное однородное окрашивание мембраны и умеренное окрашивание цитоплазмы 
клеток линии трофобласта (10Х).
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Плацентарная ткань, окрашивание реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay; 
стромальная ткань и сосудистая сеть внутри ворсинок не показьгоает PD-L1 окрашивания 
(20Х).
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Таблица 4. Критерии оценки тканевого контроля плаценты для окрантивания реагентом 
VENTANAPD-L1 (SP263) Assay
Интерпретация Описание окрашивания

Приемлемое Однородное окрашивание мембраны клеток линии трофобласта от 
умеренного до выраженного; 
и
отсутствие окрашивания плацентарной стромы и сосудистой сети

Неприемлемое Однородное окрашивание мембраны клеток линии трофобласта от 
отсутствия до слабого окрашивания; 
и(или)
специфическое окрашивание плацентарной стромы и сосудистых 
структур

Критерии оценки

Показатель иммуногистохимического PD-L1 окрашивания определяется 
квалифицированным патоморфологом на основе его или ее оценки частоты 
специфического иммуногистохимического PD-L1 окрашивания мембраны опухолевых 
клеток. Уровень экспрессии определяется согласно описанию, приведенному в таблице 
оценивания PD-L1.
Не поддаюш;иеся оценке случаи включают, помимо прочего, случаями недостаточно 
жизнеспособной опухоли, интерферирующего фона и декальцификации.
Для оценки приемлемы случаи немелкоклеточного рака легких с достаточно 
жизнеспособными опухолевыми клетками (что определяется оценивающим 
патоморфологом) и без интерферирующего фона на иммуногистохимическом образце для 
PD-L1 окрашивания.
Фотографии различньгх образцов окрашивания и экспрессии приведены в следующих 
разделах.

Таблица оценки окрашивания PD-L1

Таблица 5. Оценка окрашивания PD-L1
Оценить и подсчитать процент опухолевых клеток с мембранной положительностью для 
PD-L1 в любой интенсивности выше фонового окрашивания, как указано в 
соответствующем отрицательном контроле.
Уровень экспрессии PD-L1 выражается целым числом. ___________________________

Определение процентного значения мембранного окрашивания

Следующие изображения показывают количественный спектр мембранного окрашивания 
опухолевых клеток в образце НМРЛ, содержащего примерно 450 жизнеспособных 
опухолевых клеток (только в целях иллюстрации). Уровни экспрессии от 0% до 100% 
опухолевых клеток с окрашиванием мембраны были приведены в виде типового шаблона 
в помощь патоморфологу при оценке PD-L1 окрашивания. Определение достаточности 
выборки остается на усмотрение патоморфолога.
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Атлас экспрессии PD-Ll при НМРЛ 

Фотогалерея

Окрашивание характеризуется наличием любого обнаруживаемого сигнала выше 
фонового, как указано на соответствующем отрицательном изотипном контроле путем 
мембранного окрашивания неопластических клеток. Данный атлас экспрессии содержит 
примеры уровней экспрессии в различных полях наблюдения.
Слабое мембранное окрашивание опухолевых клеток сложно распознать при малом 
увеличении, что может потребовать более тщательного и методического изучения 
окрашенного образца при большем увеличении, особенно в случаях, сопровождающихся 
слабым окрашиванием цитоплазм.
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Фото 1. Отрицательная опухоль и окрашивание иммунных клеток (ноль процентов) (20Х).

В случаях экспрессии PD-L1 на уровне нижнего конца спектра должно быть выявлено 
любое мембранное окрашивание альвеолярного макрофага или гистиоцита, чтобы 
избежать неправильной интерпретации в виде окрашивания опухолевых клеток. 
Повторное окрашивание образца гематоксилином и эозином может помочь в 
дифференциации опухолевых и иммунных клеток. Поскольку разница уровня экспрессии 
PD-L1 между значениями менее 1% и 1% является очень трудноуловимой для точного 
установления значения при таких слабых уровнях экспрессии патоморфологу может 
потребоваться подсчет клеток (путем подсчета общего количества опухолевых клеток с 
мембранным окрашиванием и их сопоставлением с общим количеством жизнеспособных 
опухолевых клеток или подсчет групп опухолевых клеток с мембранным окрашиванием 
по отношению к целой жизнеспособной опухоли).
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Фото 2. Менее 1% опухолевых клеток с мембранным окрашиванием (синие круги). 
Отдельные иммунные клетки показывают мембранное, цитоплазматическое и точечное 
окрашивание (черные стрелки) (10Х).
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Фото 3. Опухоль с 1% опухолевых клеток с мембранным окрашиванием (синие круги). В 
просветах присутствуют отдельные альвеолярные макрофаги со слабым мембранным 
окрашиванием (черные стрелки) (10Х).
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Фото 4. Опухоль с 3% опухолевых клеток с мембранным окрашиванием (синие круги). 
Отдельные иммунные клетки показывают преимущественно точечное окрашивание 
(черные стрелки и круги) (10Х).
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Фото 5. Опухоль с 5% клеток, показывающих мембранное окрашивание в выделенной 
синим зоне. Область опухоли (состоящая из жизнеспособной опухоли и окружающей 
десмоплазии и воспаленной ткани) содержит очаги иммунных клеток, показывающих 
экспрессию PD-L1 (4Х).
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Фото 6. Опухоль с 10% клеток, показывающих в этом поле слабое до умеренного 
мембранное окрашивание (вьщелено синим). Отдельные иммунные клетки также 
проявляют экспрессию PD-L1 (выделено черным) (10Х).

22

Р еа ген т  V E N T A N A  P D -L 1 (S P 2 6 3 )  A ssa y  для  ок р аш и ван и я  н е м е л к о к л ет о ч н о го  рака л е г к и х

Р у к о в о д с т в о  п о  и н т ер п р ет а ц и и  р езу л ь та т о в



Ш т ж

Фото 7. Опухоль с 15% клеток, показывающих мембранное окрашивание (вьщелено 
синим). Также наблюдается опухолеспецифическое окрашивание иммунных клеток (2Х).
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Фото 8. Опухоль с 20% клеток, показывающих в этом поле слабое мембранное 
окрашивание (вьщелено синим). Область опухоли содержит некоторое количество 
иммунных клеток с экспрессией PD-L1 (выделено черным) (10Х).
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Ф ото 9. Опухоль с 25% клеток, показывающих в этом поле мембранное окрашивание 
(вьщелено синим). Область опухоли содержит некоторое количество иммунных клеток с 
экспрессией PD-L1 (выделено черным). Области некроза могут показать окрашивание и 
не должны учитываться (выделено зеленым) (4Х).
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Фото 10. Опухоль с 35% клеток, показывающих в этом поле мембранное окрашивание 
(выделено синим). Область опухоли содержит некоторое количество иммунных клеток с 
экспрессией PD-L1 (выделено черным) (4Х).
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Ф ото 11. Опухоль с 50% клеток, показывающих в этом поле мембранное окрашивание 
(вьщелено синим). Область опухоли (состоящая из жизнеспособной опухоли и 
окружающей десмоплазии и воспаленной ткани) содержит очаги иммунных клеток, 
показывающих экспрессию PD-L1 (выделено черным). Области некроза с окрашиванием 
выделены зеленым и не должны учитываться (4Х).

Случаи, показываюшие более 50% опухолевых клеток с мембранным окрашиванием, 
могут быть оценены с более высокой точностью и воспроизводимостью путем подсчета 
процента опухолевых клеток без мембранного окрашивания и его последующего 
вычитания из 100% для получения окончательного значения уровня экспрессии PD-L1.
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Фото 12. Опухоль с 70% клеток, показывающих в этом поле мембранное окрашивание 
(выделено синим). Область опухоли содержит иммунные клетки с экспрессией PD-L1 
(выделено черным). Любое окрашивание в зонах некроза не должно учитываться 
(выделено зеленым) (4Х).
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Фото 13. Опухоль с 80% клеток, показывающих в этом поле мембранное окрашивание. 
Подсчет количества опухолевых клеток без мембранного окрашивания (выделено 
красным) и его последующее вычитание из 100% может быть более точным и 
воспроизводимым способом расчета окончательного процентного значения опухолевых 
клеток с мембранным окрашиванием (10Х).
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Фото 14. Мембранное окрашивание опухолевой клетки при 100% (4Х)

Фото 15. Положительное мембранное окрашивание опухолевой клетки (100%) без 
опухолеспецифического окрашивания иммунных клеток (20Х).

Факторы, затрудняющие оценку

Различные структуры окрашивания и морфологические признаки могут затруднить 
интерпретацию и количественное определение окрашивания опухолевых мембран. 
Некоторые случаи могут быть особенно сложными из-за следующих факторов:

Слабое цитоплазматическое окрашивание
В некоторых образцах возможно проявление слабого цитоплазматического 
окрашивания опухолевых клеток, которое при матом увеличении может быть 
спутано со слабым мембранным окрашиванием опухолевых клеток. По этой 
причине при оценке результатов окрашивания образцов реагентом VENTANA PD- 
L1 (SP263) Assay слабое окрашивание должно быть изучено при большем 
увеличении для дифференциации между мембранным и цитоплазматическим 
окрашиванием опухолевых клеток.
Наложение интенсивного окрашивания иммунных клеток на окрашивание 
опухолевых клеток
Некоторые опухоли могут содержать обширный воспалительный компонент, 
который может окружать опухоль или инфильтрироваться в нее. В случаях, когда 
сильное окрашивание наблюдается как для опухолевых, так и для иммунных 

Реагент VENTANA PD-L1 (SP263) Assay для окрашивания немелкоклеточного рака легких
Руководство по интерпретации результатов
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клеток, могут возникнуть сложности в их дифференциации и количественном 
определении уровня экспрессии PD-L1 для опухолевых клеток. Присутствие 
иммунных клеток, инфильтрирующих опухоль, должно быть подтверждено 
окрашиванием образца гематоксилином и эозином. Структура PD-L1 окрашивания 
и клеточные ядерные характеристики помогают присвоить экспрессию иммунным 
(точечное окрашивание) или опухолевым клеткам (линейное мембранное 
окрашивание).

• Маскирующий эндогенный материал
Иногда присутствие в образцах НМРЛ такого эндогенного материала, как 
антракозный пигмент, меланин или гемосидерин, может затруднить анализ и 
исказить результаты оценки окрашивания опухолевых и иммунных клеток при 
помощи реагента VENTANA PD-L1 (SP263) Assay. Сравнение образца 
отрицательного изотипного контроля с образцом PD-L1 окрашивания может 
помочь в дифференциации между окрашиванием биомаркера и эндогенного 
материала. В опухолях НМРЛ со значительным образованием кератина может быть 
получен гистиоцитарный ответ в виде гигантских клеток инородного тела. 
Подобный иммунный ответ может имитировать окрашивание опухолевых клеток с 
мембранным окрашиванием гигантских клеток.

• Г етерогенность
Оценка общего процента мембранного окрашивания опухолевых клеток может 
быть затруднена при гетерогенном распределении экспрессии. В этом случае 
может помочь системный подход и разделение опухоли на меньшие равные части 
жизнеспособной опухоли с последующим определением в них процента 
опухолевых клеток с мембраной и расчетом среднего значения.

Некоторые примеры сложных случаев приведены на следующих страницах.
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Сложный случай 1. Окрашивание НМРЛ реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay со 
слабым цитоплазматическим (черная стрелка) и слабым мембранным окрашиванием 
(зеленая стрелка) опухолевых клеток. Для дифференциации слабого цитоплазматического 
и мембранного окрашивания необходимо изучение при большем увеличении. Также 
наблюдается окрашивание альвеолярных макрофагов (красная стрелка). В этом поле 10% 
опухолевых клеток показывают мембранное окрашивание (20Х).
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Сложный случай 2. Окрашивание НМРЛ реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay со 
слабым мембранным окрашиванием (черная стрелка) опухолевых клеток. Во многих 
опухолевых клетках наблюдается сопровождающий цитоплазматический розовый 
отблеск. В этом поле 90% опухолевых клеток показывают мембранное окрашивание 
(20Х).

Реагент VENTANA PD-Ll (SP263) Assay для окрашивания немелкоклеточного рака легких
Руководство по интерпретации результатов
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Сложный случай 3. Опухоль отображает клетки со слабым цитоплазматическим вместе 
со слабым мембранным окрашиванием (черная стрелка) и только слабым мембранным 
окрашиванием (синяя стрелка). В этом поле 90% опухолевых клеток показывают 
мембранное окрашивание (20Х).

Реагент VENTANA PD-L1 (SP263) Assay для окрашивания немелкоклеточного рака легких
Руководство по интерпретации результатов
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Сложный случай 4. Окрашивание НМРЛ реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay со 
значительными очагами воспаления. Наблюдается мембранное окрашивание иммунных 
клеток (черная стрелка) и точечное окрашивание иммунных клеток (синяя стрелка), 
смешанные с опухолевыми клетками, показьгеающими частичное линейное мембранное 
окрашивание (красная стрелка). В этом поле 40% опухолевых клеток показывают 
мембранное окрашивание. Сильно воспаленная опухоль видна при окрашивании 
гематоксилином и эозином (40Х).
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Сложный случай 5. Мембранное окрашивание опухолевых клеток (черная стрелка) в 
комбинации с диффузным (синяя стрелка) и точечным (красная стрелка) окрашиванием 
иммунных клеток. В этом поле 100% опухолевых клеток показывают мембранное 
окрашивание (20Х).
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Сложный случай 6. Окрашивание НМРЛ реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay, 
показывающее реакцию гигантских клеток антракоза (черная стрелка) и инородного тела 
(красная стрелка), не связанную с интерпретацией результатов для этого образца (верхний 
ряд изображений, 20Х). В другой зоне образца наблюдается наложение антракозного 
пигмента (черная стрелка) на точечное окрашивание иммунных клеток (зеленая стрелка) и 
мембранное окрашивание опухолевых клеток (нижнее изображение, синяя стрелка). В 
этом поле 80% опухолевых клеток показывают мембранное окрашивание (нижнее 
изображение, 20Х).
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Опухолевые клетки с мембранным окрашиванием гетерогенно распределены по этому 
образцу (выделено синим). Разделение целой опухоли на меньшие части с одинаковым 
количеством жизнеспособной опухоли помогает произвести более точную оценку 
результата. Для определения общего уровня экспрессии PD-L1 оценивается процент 
опухолевых клеток с мембранным окрашиванием в каждой части с последующим 
расчетом среднего значения. Окрашивание в некротических зонах не учитывается. В этом 
примере расчет среднего значения процента жизнеспособных опухолевьгх клеток с 
мембранной экспрессией с учетом каждого квадранта дал результат равный уровню  
экспрессии PD-L1 в размере 50% (0,6Х).

Влияние преаналитических условий на процедуру окрашивания реагентом VENTANA PD- 
L1 (SP263) Assay

Рекомендации по использованию фиксатора для получения оптимальных 
результатов окрашивания реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay

Производитель рекомендует производить фиксацию образца в 10%-м нейтральном 
буферном формалине в течение 6-72 часов. Допустимые фиксаторы и длительность 
фиксации выделены синим цветом.
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Окрашивание тканей плаценты реагентом VENTANA PD-L1 (SP263) Assay при
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Time Point (Hrs)
Fixative
10%NBF
Zinc Formalin
PREFER fixative * *
AFA**
Alcoholic Formalin** 
95% Ethanol**

Контрольный момент времени (часов) 
Фиксатор
10%-й нейтрааъный буферный формалин
Цинк-формалин
Фиксатор PREFER**
Фиксатор AFA **
Спиртовой раствор формалина **
95%0-й этанол**

Примечания:
* Фиксация в течение 1 часа не 
рекомендуется для всех типов фиксаторов 
** Не рекомендуется использование 
фиксатора PREFER 95%-го этанола (более 
слабое окрашивание) или спиртовых 
фиксаторов (темный фон). См. изображения, 
полученные при большем увеличении, 
справа.
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Компания «Вентана» рекомендует использовать для окрашивания реагентом VENTANA  
PD-L1 (SP263) Assay образцы ткани толщиной 4-5 мкм.

Устойчивость участка обработки микроскопического препарата
Срезы толщиной примерно 4-5 мкм должны быть получены и размещены на предметные 
стекла с положительно заряженной поверхностью. Образцы должны быть окрашены как 
можно скорее после получения, однако исследования устойчивости предметных стекол, 
которые хранились при 2-8 и 30 °С, показали приемлемое окрашивание образцов в 
течение 12 месяцев после подготовки.

Влияние толщины образца ткани на окрашивание реагентом VENTANA PD-L1
(SP263) Assay
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[Перевод с английского языка на русский язык]

[Перевод надписей и штампа на документе «Инструкция по применению на медицинское 
изделие “Реагент VENTANA PD-L1 (SP263) Assay для качественного обнаружения 
лиганда-1 белка программируемой смерти Programmed Death Ligand 1 (PD-Ll) 
иммуногистохимическим анализом в in vitro диагностике к иммуностейнерам 
автоматическим серии Ventana BenchMark”», представленном на русском языке.]

[Па бланке компаний «Рош Диагностике ГмбХ» и «Вентана Медикал Системе, Инк.»]
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переводчика Клепнева Виктора Игоревича.
Подпись сделана в моем присутствии.
Личность подтесавшего документ установлена.

Зарегистрировано в реестре:М,

в



Российская Федерация 
Город Москва

Тридцатого июм з̂етыстюсемд̂ щотодд
Я, Король Виктория Алексеевна, нотариус города Москвы, 

свидетельствую верность копии с представленного мне
документа. а8/82-н/77- 2018- ^
Зарегистрировано в реестре: N_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _ _ _
Взыскано госупарствевной пошлины (по тарифу):_ _ _ _ _ _ _ _ h тО руб.
Уплачено за оказание услуг правового и технического характера: <^07 руб.

^  В.А Король

Ь1 О

Всего прошнуровано, 
пронумеров^о^ скреплено 

6 У жст(-а.-ов)

т'.... Г,;** .л

Оф * ■ "


