
 
 
 
 

República Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
2020 - Año del General Manuel Belgrano

 
Disposición

 
Número: 
 

 
Referencia: 1-47-3110-7573/18-0

 

                                                        

VISTO el expediente Nº  1-47-3110-7573/18-0 del Registro de la Administración Nacional de Medicamentos 
Alimentos y Tecnología Medica y,

 

CONSIDERANDO:

Que por los presentes actuados la firma PRODUCTOS ROCHE S.A.Q.e.I  solicita autorización de  modificación del 
registro del Producto para diagnóstico de uso “in vitro” denominado: Anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal 
Primary Antibody (Ref: 790-4855).

Que lo solicitado se encuadra dentro de los alcances de la Disposición ANMAT Nº  2674/99 y la documentación 
aportada ha satisfecho los requisitos de la normativa aplicable.

Que en el expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para 
Diagnóstico que establece que se autoriza la modificación solicitada.

Que el Instituto Nacional de Productos Médicos ha tomado la intervención de su competencia.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por los Decretos Nº 1490/92 y sus modificatorios.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACIÓN NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGÍA MÉDICA

D I S P O N E:



ARTÍCULO 1º.- Autorizase la modificación del Certificado Nº PM 740-535 del producto para diagnóstico de uso in 
vitro denominado: Anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (Ref: 790-4855), autorizado 
según Disposición N° 12410/17.  

ARTICULO 2º.- Acéptese la incorporación al certificado de la referencia del producto: 2) VENTANA Anti-BRAF 
V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (Ref: 760-5095), además de lo ya autorizado, con los Datos 
Característicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 3°.- Autorizase los textos de los proyectos de rótulo/s y de instrucciones de uso que obran en 
documento N° IF-2019-90580458-APN-DNPM#ANMAT.

ARTICULO 4°.- Practíquese la atestación correspondiente en el Certificado de Inscripción Nº PM 740-535 cuando 
el mismo se presente acompañado de la presente Disposición.

ARTÍCULO 5º.- Regístrese. Inscríbase en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnología Médica 
al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifíquese al interesado, haciéndole entrega de la 
presente Disposición, conjuntamente con rótulos e instrucciones de uso autorizados. Gírese a la Dirección de 
Gestión de Información Técnica a los fines de confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archívese.

 

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

NUEVO NOMBRE COMERCIAL: 1) Anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (Ref: 
790-4855); 2) VENTANA Anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Primary Antibody (Ref: 760-5095).

INDICACIÓN DE USO: 1) No modifica; 2) Anticuerpo monoclonal que forma parte del VENTANA MMR IHC 
Panel y está destinado a la tinción cualitativa en cortes de tejido fijado en formol e incluido en parafina, como ayuda 
en la identificación de la proteína mutante BRAF V600E, junto a los instrumentos BenchMark ULTRA, XT y GX 
con OptiView DAB IHC Detection Kit.

FORMA DE PRESENTACIÓN: 1) No modifica; 2) ENVASES POR 50 DETERMINACIONES, 
CONTENIENDO: 1 vial x 5 ml.

PERIODO DE VIDA ÚTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACIÓN: 1) No modifica; 2) VEINTISEIS (26) 
meses desde la fecha de elaboración, conservado entre 2 y 8 ºC.

NOMBRE Y DIRECCIÓN DEL FABRICANTE: 1) No modifica; 2) Ventana Medical Systems Inc. 1910 E. 
Innovation Park Drive, Tucson, AZ 85755. (USA) para Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, 68305 
Mannheim, (ALEMANIA).
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PROYECTO DE ROTULOS

vENTANA anti-BRAF V600E (VE1) Mouse Monoclonal Pr¡mary Ant¡body
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Sobre-rótulo externo colocado locamente

Directora Técn¡ca. Farm. Vanesa D¡ambra - Farmacéutica
Autorizado por la A N.M.A.T. PM-740-535
Productos Roche S.A.Q. e l, (División Diagnóstica).
Otto Krause 421 1

Tortuguitas, Malvinas Argentinas, Pcia. de Buenos Aires

Repúbl¡ca Argentina

Uso profesional exclusivo
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Los h0lerEdlm0ro6 MLHI/PMY e€ un€n á los cornpléi,s ds tlSH2 i,lSH6 unidG al
DNA produd€n& le ¡sp8É.ilh por lá o€ais¡ón dd DNA afoclado.

lls protolnas MtHl , PMS,2, MSH2 y MSHB s{n pmbfna! MMR dinirñ€ntg irporbñbr
codifdas por 0sn6 $€ pir€dan mubr an hmlies dr €l shdmrÍ€ d€ Lyndr.T 8

Los portadorcs do ostas mubd,]os liúén un db ri€s{o órrJlle bde su viiÉ ds derárdhr
orrcÉr63 aolo@clal€s y otss cánaaÉs (bft a le *rmul¿ciJn de €íorBG d€ ¡€plicedh
d€l Dt¡A on oétulas Fo¡htr¡bs. B ihdrome do Lynd lbpÉ.e¡h un 1¡ % d€ bdoB lo€

CRC. EsbB hmorEs sún ol Bsultado d€ h herBncis d€ urE mubcióí dominanlo ¿ulos&niaa
d€ h lln€á g€¡minál6n ub de los ol€to g€n€3 MMR, y 6n h ma!,orfa d€ ÉIB CRC

amiadG sl shdlorn€ d6 Lynd s€ pmducs la Éddo de MLHI 5,9,10 So ha1 irelüfaádo
más d€ 300 mübcioo€s dlsr$f€6 er lá ftmiliE MMR de probhas s¡ p€cisrh3 con

slndrfin€ de LFdl. El funotpo d6l bmor ssoa¡Edo qr d sl¡dnrne do Lynó ss cradálEa
gBn€relm€rie por lá Érdrda mmunohBbqu¡mrcá d€ sxprEsih sn proto¡r¡as MMR,

parli@l msnls MLHí, PUS2, MSH2 y MSH6.1GÍ 3 L¿6 pruob¿s IHC do MMR h¿ñ

d€firo8tado §6r úti€s en l€ id€¡ü'fucitn d€l g6n MMR Wffico on ol ard $ rÉs pmbablo
qtco¡tEr una alleracián d€ h lln€a geminal o iomáliá.14

El g6n BRAF loa€lEado en €l crornosom8 7q34 c{difi¿s wa s€rins_beonina onasa
otoplasmátc¿ qus ádiá d€be¡o (h la vle B€ñelede con Fotslne c¡nasá áctyada por

ÍttóOÉno ([4APK). Las mutáciones onco0Énices en ol gen 8R4F d€nto del dominro de la
c¡na3¿, eclivan cüistfuüveri€[lte le Ue señe¡ada con MAPK, lo qu6 po\oaa un aumento
de la pro¡ifgEoión cefular y losisbncjs a la apópto6§. Lá más ctnún do todes las

mubcio¡€6 adivodoras de ERqF (mutaciirn de BJib f1799A) dá corp rBsultado la
3$tituc¡ó¡ de va[na (V) por h¡o glt¡lámi.ú (E) €n la posüxri 600 dá le s€qr€ncia d€

eñinoácidos y §6 da& ff el 12 % d€ todo§ los CRC 15,16

Como parl€ dd VENT¡NA MMR IHC Panel, €l VENTANA arli-BMF V6O0E (VEi) Mouse
MonodoñEl Prinary A¡libody (aniioJBrpo VENT NA anliBRAF V6fiE (VEl)) aylda a

dil€r€nc¡ár €ntB el CRC co¡ shdromo de Lynd¡ osporádico y lrobabl€ on auso¡o¿ de la

oxprBih d€ la protslna MLHI 17,18En slCRC.l¿ fÉrdlle dsla prctofna Ml-Hl 6s
froql€nbmor¡k el resutado de la hiperm8ülación d€lpromolor M¿r', e indila una

oqrmnciá ospoÉdica.1g L¿ Foroncia de la pmto¡m ERAF V60OE srtá 6§tEdramgnle
vindllada a la hipotliro¡ladón del Fomobr lrlHl- Como rs6!¡tEdo, uñ ¡€6lltádo {b
bnc¡ón posiüvE oon el ariliqJerpo VENTANA anl|BRAF V60{E (VE1) ind6a CRC

asporádioo.

Aparto d€ 3u funcófl en lá estatiñcacifu do CRC. la mutación dg BR F y6008 se dolec{a
en eproximÉ&ment€ el I % d€ todor 16 bÍb,E¡ aól¡doa. induFrdo el 13 % & 106

m€lanomEs, €i 39 * d6 los caronomEs pap¡br€6 de ürcic,§!, 6l 12 % dB lo3 csrDinomas

ser6G ds ovados, 61 2 % de ks c&carBs d€ pulm& y sn oÍos cácorss.16 M€m&, le
mulrción do 8MF V60ÚE s€ ha dosdilo recientementg cüno u0 marcador moloorlár de

leucsrnia d6 células pibs¡s 20

It¡IPORTANCIA CLIilICA
El slndroÍB de Lynú fr¡e d€§qrio en loc año§ 60 y s€ idontiM u¡ v¡nqrlo onto la
pórdidá do l. tuioón d€ MMR y 6l cánc6r.21 Le p¿fdila d€ prctElnss MMR (MLHI ,
PMs2, MSH2 o MSHO) puode oc¿3¡Jnar IMS y un meyor riésgo durEntÉ Me le vide de
dÉamlb¡ no aolo CRC, ario adomh dncarÉ d€ €s6rnago, cel€bro, pán(fÉás, p¡€|.

endom€lrio y ovariG. Los p6c¡snt$ co¡ slndrorn€ do Ly¡rdr lislon un de.r0o durenlo lod¿

la vir¿ do desansllar CRC dol 50180 !ú-5,t2,23 E sfirdrcmo d€ Lyñdr 6 único €nl¡é oto§
sindmmos de cáncoaÉs horsdhriod ya qua bs prusbc dir€cla en l4ido bmoÉl áyudan
en h ¡r€ntifr@ción d6 paÉifiles en riosgo por glndrore de Lynd polsmjel y ay¡á a
infornar las sub8iguiontB pruabas g€néli¡a8 de lJn€a gsminal. Las famlias ao¡
slndrwl€ de LFú s€ benefcian de protocolos de detoc.ih d€ cárc¿r ayanza(hs.

Div€rser dirodicé§, hduy€ñdo ler do la Nalionel Cornpr€h€nsive Cancor Nei¡ro*
(NCCN), rccomigrlá¡ qus §€ invÉstEusr¡ todo6 106 CRC párá delEclar un potencjd

s¡ndlom€ d6 LFó pobficiel s ñn dB kjsnlficar a pac¡6nlss y fEmilias qu€ s€ bsn€iciarán

do posbro¡os pruab¿s g€fláücas y asssor¿misnto.2l¿+27 EI lao d€l VENTAIA MMR

IHC Psnol syud¿É e dol€rminer el Bsbdo d6 h MMR ds lo3 CRC y ¡é dasificarán corm
lntáct o Pád¡da pera h €xprBsrón de ¡a prot6¡ne MMR. La dsbcc¡h (h hs qlaho
pmhlnas MMR en ol fumor indica MMR nonn¿lo inládo. La pardidá da lá áxprE6¡ó¡ ds
MLH' o MSH2 !a acompalada casi invanablomonto do I¿ párd¡da d6 su rocio
heterDd¡msro, PMS2 o MSH6, rsspoctvamenlo- S¡n ombeeo, la Érúide de PMS2 o
MSHO no conduco a la pérdida d6 Ml-H, o MSH2. La pérdida de PMSz, MSH2 y/o MSHE
e3 collorBrite con un pr'¡bauo slndrorna do Lyndl, y lo3 pac¡ontEs d€befl Eofir€tsn€ e
pruobag sdic¡onal$ y a rscibir asesoramienlo confom€ á le prHica cllnrce.

LE pádidá & la Fohlm MLH1 pu8de indicar una oqirgncis esporájica o po3¡bl6

slndrcms dá Lynd1. Eñ €l 1 5 % o más d€ 106 CRC oaporád¡coB, ls pédida de h protoín¿

t
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VEUTANA anli€R F Vt{oE (VEi )
ircü9e Morpdond ftimary Anübody
(enlltllemo VENfAIA enÉBRAF V600E
(VE1» sslá d€rtnedo e le d€bcñián
d¡áiiáliva de pm¡g¡ña ERAF V600E on
§€cciÍu6 de tejió fjádo dr ffi y

ofiü€bilo on p¿refna. El antr¡dpo
VENfANA antBRAF v6mE ry81 ) .stá
lislo paÉ üsár €n 106 inslilmdito6
B6ndlMad( ULTRA, Xf y GX oorl
Oplivio* DAB IHC tut€ctcrl Xit y

t

Flg¡¡r¡ l- Tlñcltn con YE¡rrAtlA reec¡vcÉ euxilbrás

.nt{RAF V600E (vE1l lq¡lc El ¿ntdrorpo VENTANA ¿nt-BRAF
Xonoclon¡l Pdm¡ry Anlbody d. V800E (VEl)€s psrte doIVENTANA
caluh. n oplárlc.r.n irlldo da cárE.f MMR IHC Pan€l que induyr VENTAM
d. colon anti-MLH1 (M1) Mou!€ Mo¡odooal

Primary Anlibody, VEMI,üA anli-Pli.is2
(4164)lro$e lronodond ftim8ry Anlibody, VENTTNA anti-MsHz (G219Í 1:ts) Mous
li¡onodoial PrirMry Antbody y VENT,ú{A anli{¡SHO {SP93) Rabbit ttu¡odoo¿l Primery
Antihody. B VENTANA MMR IHC Pen€l €31á i¡dic¿do p€ra lo det€úción de h dofic¡oí.¡e
d€ la problna d€ reprGdón de o¡torB3 d€ emp€¡Biamiento coílo pfl]eba p¡r¡ h
idonliÍc&ih de individuos con rieslD (h sufiir Blslndrúr€ do Lyrdr €n pocienbs E lc
qu€ s€ ha diagnGücado cáncsr colonedal (CRC) y. cql el 6bdo d€ BRAF VE00E, como

ayuds pam dif€¡Bn€¡ar efllro CRC coo sindiom€ de Lynd espor&ico y prcbable €n
ausoncE d6 oxple&ón de le prolslna MLHI

Esbs productoi dsboí sér rñl9lpleládoÉ por ún ¿natomopat¿logo dral cado júnto ún un

axame¡ hietoboioo, l¿ informac¡ón dlnic8 p€rtimnl€ y h3 conha adooladG

Perá lso diagn&lico ir) v,tto (lVD).

RESUI¡IEN Y EXPUCACIÓN

El cánc6r colon€ctel es €lbrÉr tánc8r máÉ común y l¿ oraü ceule ñás fBo¡enl€ d6

musrts €o ol mundo.l La mayorla de los CRC mu6h6 irEshhdidsd cromosómics, no
ohebnto, sproüimdam€nl€ €l 15 li d6 lG cán€rBs s€ d€ssflollan a tEvfu de una vi8
allsmalivE cdEct€nzede por h funaiih d€hatrGe dol isteme de rEper¿oon d€ €rDrBs
ds €mperBFñ¡onto d€l D¡¡A (MMR). Coriro coís€or€rlch de le delicbnoa d€ le MMR, log

tumo.g3 pro36ñEn inGbbilijád de micrúsáÉlibi (lMS) como Ésülla(b d€ le inEapscirád
do hs Fotoinas MMR p¿l8 roparar orcr€s d. l8dic..¡ón dol DflA
Lc CRC co¡ d€f€ctos da h MMR e€ mrcan cofm fumoms d€{ci€rbs 6n MMR (dMMR).

Eñ contErlo, los CRC sin dehdc d€ la MMR se mrcen coíE fu¡norE3 proficisntes sñ
MMR (pMMR) Lo8 cána€Bs colorEclal€s dMMR a msnudo 6€ difsBnc¡en ercásámonb
y cfi ftsdlenc¡á mueghgn pÉdomináncá 6n él coloñ pmxjm6l, cárÉderlsli=s
hÉlológicar mrcino¡€§, m6dulalÉ6 o en enillo d€ s€lh y mayor númso d€ iñfltsádón

tJmotEl ds linfucibs.2.3 En g6o€fal, la d€frjencia d€ MMR Freds sst¿r c¿us€da por

mutá¡bn66 de lÉ llñee geminal en uno de lc g€n63 ds b MMR cdr lá r0bsEuisls
Érdrde d€l comlpoirdiBíb ál€lo nomál a ts¡rá6 d€ m€caniarEa !§náli:os o
spigsnátcos, mutáooneG somaicaB €n 106 al6lo§. o por le indi'/adón Ep¡gsnátice del

g€n ,t ¿lrl a tlEvós de motjl¿ctn 1

Lod drátro gonos MMR qu6 fliutan con mEyor lrEoronc¡e sol¡- [4LHl , PUS2, tlSH2 y

MSH6. En cáfulEs nomeles, le prctEfne MLH1 forma un dn*F (h€hrodlm€m) con le
prDh¡¡a PMS2, miont¡s qúo h problna MSH2 forma un cúmploF con la prolslna

MSH6.5§ Cuarido se p¡oduc€ 6l Bflor ds empam¡ami€nlo d D¡lA, el hstsmd¡m€ro
MSHZMSHG sá une ál Dt¡A málsmp8rajado. induc¡endo un camtio cooklrmeoonál

Roche
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MLH 1 §o dobe a la hipom€tilacjó¡ dol promobr I,|¿H1.52E,29 Es impodr¡te d.rhcer qus

se obsoNa la muboón do ERAF V600E on aprcxtnadamo¡t€ dos hrcioB de 106 furDorÉ6

con Édida de expr$¡ón de MLHI a padir d€ la hipormob'lacjón dol rcmohr M¿Hl.
En conlrasto, h mutaoión de ERAF \rc00E s€ otcarva muy raraft{ o on fumorcs con

slndroms do Lyndr.a Por.one¡gu¡onb, sr 0l rs$[sdo d€lantid]sDo VE ITANA
anli"MLHl (Ml) tiouse ti,lo¡odooal ftim.ry Antibody (a¡tio¡erpo VENTAI.IA ant-lrlHl
(M i )) ¡ndioa pédida de lr p.ololna MLHI , ol antidrorpo VENTAfiA añtiBRAF V600E

(VEl) pusd€ É3lreülic€l €ltumor co¡E slndli)lrie dÉ Lyñd| esporádco o prcbabb.5,30 En
6l CRC, la pérdida do prole¡ña MLHi con u etaó d€ BRAF V@oE poettivo indr.a
dalam€ate quo Bl tumor os ol m8Ulhdo de un¡ co¡nrnc¡E orporádicá, oliminando

vifualmonto ol sfndrorns ds Lyidt como (áuse $byecánb d€ náli0nidsd.2l,31 Cuañdo
la pórdida d0 probfna MLHI vá e(ompolleda de ún 6sládo d. BRAF V8t¡0E 0eSstivo, le
párdidá de MtHl es cohelÉnb coñ un¡ ¿lb prcbaulded d€ B¡n&omÉ ds Lynd1.32

PRI¡ICIPIO DEL PROCEOI}IIENIO

El enücü.Do VENTANA entrBRAF VOmE ryE 1) 63 ún mbolerpo ÍlooodooEl d€ retóñ
(cloña VEl) paoduado cont"¿ sl péplido sin$üco qüe r€prs6sr1h h §*$ndá dE

am¡ñoáciúr6 con muláoón d6 BRAF d€leminoácido 55 á1606 (GLATEKSRWSG).

Esh antqJsrlo coll e3b muládón s6p*lfEa mu€6i1r¿ un p€ffifl de trÉr& ciloplasmáli:s
Est adjqloeo dif.ronc¡a h mutaciih V600E6n la prot lne BRAF Érpédo e h protolna

BRAF de lipo sáhejo y d€ la! ofas pfoblnó BRAF mfl mutsdón.3 31

En ol coitoxto dá las p obas IHC d6 rBparstifu d€ €íorÉs d€ empárejami€nto (MMR)
para detectr uo posiblr slndrcms de Lyrlá, la iirsnlifcaoit¡ do la mutad¿o do BRAF
\600E en los oasos de pérdija MLHI os ¡ndicativa do cáncer cúloíechl (CRC)

osporádico.32

Elanlicu8rDo VENTINA ar{i-BRAF W)oE (VE1) se une a la protelm mubnta ERAF
\400E en $ccifiBs de lqido (FFPE) fiadG con hmol y ombebidG en p8l¿fna
Elanli:Jerpo se pugde localzar m¡dienh un anlieerpo r€q¡dario haptanodo s€guido
de un coñjwÉdo enhaptanoHRP mdtlmeo (09¡Vr€x, 0AB IHC 061€dion Kl,
N ' Cát. 7@700 / 06396500001). €l comd6,o ánlioJor!+€nzirns €sp€ciñco $ üBUalüa
€nbnca cofl un prDduc'lo de r€€ccíóí de pEcipihciáí de la €nzjnr¡ Ca& p6so s€
inorbe dürEñl€ un liempo y e úns lemp6mtrra prÉcü6. Al fiñal dÉ cada pEgo de
morbecilñ, lo3 inrfum€nllq BonchMárt ULÍRA, XT y GX oniuagar hs ssccsr€s pala

d€tensr lá l€ectrón y el¡minár sl mEtgdel Ib ü|ldo qug impédirlE lÉ r€acE¡ón &s€a& €n
b3 p¿so3 soursnbs. Lo m¡*¡o odrns con ULIRA LCS (ULfRA tCS (Pndrlut€),

N.' Cat. 650-210 / 05124534001 ) o LCS (LCS prodilulo, N." Cat. 050{ 10 / 05264839001),
que minimiza lá evaporeción do 106 r€áclivos adoso6 dol porteobJ€bs d€ h mtEslre.

Además de le linci&t con d enlicr.Érpo VEN \t{A eÍhBRAF V600E (VEt). ee necasario
tdlir un ságuñdo podaot 0106 coh ún roEdivo ne€¡livo ñdrodonal d€ i8tón, N€gslivo
Coñd (Monodonel) (N.'Cal. 760-2014 / 0526607000t) El ¿oñH d€ ro6dtt!6 négatw
so uül¡za para ove¡uar la tjnc¡ón de foñdo.

REACTIVO SUMIIIISTRADO

El anticropo VENT¡\I|A anti-8RAF V600E (VEl) cúrllie¡o Badivo sufc¡ent paÉ
50 pruobs.

u¡ di6p€r6€do. do 5 mL d€ á¡Íiororpo VENTAiIA áñli$RAF V600E (vE I ) conli€,r€
apErimedám€nb 60 Ig dÉ un entidJ€rpo niooodooeld€ rátón.

Esto anlqlorpo so he diluklo oñ 0,1 M de hñpón lbcfáh (pH 7,3) con uns prct€lne

iEnsportadoE a|0,3 96, Erii 35 al 0,05 96 y PrcClin3oo al 0,05 %, un con!.lyañb.

La concenhac¡ói bl¡l de prot€l¡d d€l rEactivo €6 BproximadsÍt€flto d€ 3 mgr'mL.

La conaenlráoón dol€nlirerpo €sp€clfico ss sFuimadamenh de 12 Ug/mL.

VEi¡TANA ¿nti-BRAF V6O0E (VE1) 6s un a¡linopo rilonodo¡al de ratúñ prodlrdo
oomo sobBoadanls do un c1¡ltivo aÉlubr pldfcado.

Consirlter ol follolo mf!§spondi.nh d,ál ki d€ delffiión VENTANA páre d€dcripcbñes
dolá[¿da! d6: (1) Prinof,iG dBl Focodimisnto, (2) Mátsiel€c y tEactlG ñ€ae§€no6 psro

no sumin¡slradcs, (3) Exts¿.ñlin y propar¿cjón ds la mussb¿ pár¡ s¡l ánái!¡s,
(4) Procsdimisnh do oo¡toldo caldád, (5) R.3olucih do Foblema3, (8) lntgrprshcih
do b6 rssuiados y (7) Limit¿ciono! oanomle§.

MATERIALES NECESARIOS, PERO NO 9ulrllll|SfRAOOS
No 6a sum¡rbmn r€ádivoB (h lino¿ñ como lo3 kits d€ d6M¡ d€ VENTINA ni
compoianLs áuxilbr€s, iocluyendo poleobi€b8 de drúd tbulár nogetivDs y @ilivos
Lo6 lr€ctvG y mat€nal€s sillui€ €s 8fi n€cgsarioc pera ¡a ünciih porD no ia inúJy6n:

1 . A¡lú$rpos VENTAI'¡A MMR IHC Pen€l edicixlálsc:

. VENT,üA ¡nli-tlLHl (Ml ) Mouse lronodo¡al Primary Anübody
(N." ftr. 76G509'l / 08033668001)

. VENTA'IA a¡ü-PMS2 ( 16-{) irdls€ Monodoml Primary Mibody
(N." tu1. 76G50S1 / 08033602000

. VENTAI¡A anü-iisH2 (G2lS'l128) Mou§€ li.tonoclonal Prñ€ry tu¡My
(N." Cat 760-5093 / 08033681001)

. VEi'ITANAánhMSH6 (SPg3) RábblMono.lonal Pdm$yA¡ühody
(N.d Cal. 78G5m2 / 0803387€O0t)

2. Nog.tw Co.übl (Monodglel) (N.'CEt 78Gmf4 / 05266€70001)

3. Port6obJob8 pord ñiooscopio con csEs paailiva

¿. Elhusbs d€ código do b€ra (compaliblos con ol coitol do roeclivo n€0áb\o y el
ánü@orpo primÉrio qüe so e.sÉ an&rndo)

5. Xibno (gl¡do hblológico)

6. Et¿nol o dmllol medivo (gldo hi5t ógrco)

. SoltEióo el 100 %: .lrnol o Élcohd Eadivo sin diluir

. Soluc*h al$5 %: rne¿cla de 95 p¡los de ota¡olo akohol rDádivo cDn

5 parbs d€ agua dss¡onizada

. Soluc¡(h Bl 80 %: me¡da do 80 Fafus de olalol o al(ÚlDl reádivo con
20 p€rts de agua d6¡oni¿ada

7. ¡qOUa ddionizsda o d€stlada

8. optMávr 0AB IHC Dgteclion Kl (N o C€t. 76S700 / 0639650000'l)

L ParE VENTANA úli-PMS2 (AlS4) MoUs€ l,torlcdoial Pimary Atibbody, Optivbw
Ampliñc¡tbfl Kit (N." Csl 760409 ¿ 063965íe00'l o N.' Cat 860¡99 /
06718663001 )

10. EZ Plep Co¡c¿nt eh {10X)(N." CeL 9fr102 / 05279771001)

i1. Rsetbo &rfio¡ Conco¡t"ete (10X) (N.'Cet 95G300 / 0535395500f)

12. ULfRA LCS (PlEdit to) (N." C€|. 650-210 / Oel2453lO01) o LCS (tCS pl€dilúte N."
Cal. 850{10 / 0528.1$Sml)

f3. ULTRA C€ll Cood¡lirin0 Solulioo (ULTRA CCt ) (N." Cát. S5G224 / 054245,63001)

o C€ll Condilioning I (CC'l) N.'Cat 95G121 / 05279801001)

11. H€mtoxylin ll (N.0 Cat 79G2208 / 052n965001)
15. Bluino Roag€nt (ñ." Cat. 760.2037 / 052&t76S001)

i6. Med¡o d6 mooláie pom¡nfib (PÉm(rlnt Fish$ N.'Cst SP1t500 o oquivsl€rits)

17. CubrEobiobo (sufciento p¿rE qrbrir €l biirro, corno V}ryR N.0) C8t. 183S3{60)
f8. Monbdor de porbobiotÉ aulomatizado (coÍro ol fkúu+f6k SCA Aubmetsd

Covsnlpper)

19. Micosmfio óplico

20. Toallita3¿bsoó€olga

AL]íAC EIIAT{IENTO

TGs h recspdón y clrando no s€ utlicá, coosáNe dá 2 á 8 'C. No congelsr.

Pare garenlizar une dirp€n8&itr adecr¡da d€l rBelivo y la alhiiÍded dd a iauorpo,
wálva a polgr ol bpóft dd dÉpem¿ibr deEpuás d€ cada uso y alnac€fl€
inm€diatamuÍo eldbponsádo¡ en un frhorifco, eñ por¡cón v€rlicsl.

E¡ c€da dbpengsdor de a¡iiqJerpos so marEa la hdla d€ ceducidsd. s¡ sÉ alniacsrle
coÍBctEmsnte, el lládivo se m8nloídrá €§table hrsta h f9óa indiBda on la aliqúete.
No uülics 6l rBsclivo d8puás do la f€da de caducidad.

PREPARActót¡ oE riuEsrRÁs
Dobéfl resl¡zsrss corlos ds un grosor apo¡jmado de 4 pm y colo{er§6 €fi porleobislos de
vürio con carga p@iliva. oeb€¡ udizals€ se{aimes rccián prcpoÉder paÉ la b¡Éión, yá
quá la entoenicidád de lás BocciÍsr d6 lsiido pu€de dBminuir c{n €l liompo.

Loe bjidos FFPE qúo 3e procosán d6 mansre habiluel son €desJad.s par¿ su uso cül
osb anlidrárpo pimeno al utüizeÉe mn Opliview 0AB IHC oebcl*,l Kit y 6l instumerÍo
B€náMart ULTRA. Elf,ador do tajidoe Bcomond¿do es foñolEmponedo narbo ál

lo%.15

Pal8 el anlü¡orpo VENTANA anü-8FtAF V6O0E (VEl ). ss Écomigldá ñiár 6l bjió €fl un

dazo d€ 2 hor83 d$da la gscbih 6n bftrdterñpons& noufo ál 10 * (furante 6l m€mB
t2 hor¡3 sobE ls b&o de mod€lor de rqldniorlo3 o§narados a páÉir d€ l¡n€ss celuhrBs
hum8fl8s 42058 (mekflome) y LS41 'l N (CRC), qüo §€an positvÉs psre h oxprsskh &
BRAF V600E sin €mbergo, lo3 tiompos d€ fiadfi de harlá 72 hol-á €n hnnol
lempondo n€utD el l0 9G di€sl rEsllbd6 d€ liñdón de BRAF VOmE úquMal€nt*.

I
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Tambián s6 mnsiguió un¿ lim¡h acaplabls cfi el anüdJ€rDo VENÍ¡NA añt-BRAF

V600E (VEl ) con njación €n foínd-zinc durEnb 12-72 hof8s.

No §€ rÉcomisrida el uBo d€ elcohd, lomd y ácilo ecático (AFA), 6tánd al 95 % y

lijadoBs Z-5 y PREFER con .l anii@erpo VENT¡M antiERAF v600E (VE1). Los tdidog

d6 x€noin ortos fjados en alcotlol lormol no mu$tan tindón o ssta s variati€

La centrded d6 lijádor U3ede dsb€ s6r de 15 a 20 voces suporú al rofumon de tsj¡do.
Ningún ñiador p€net"erá rhá6 de 2 ¡ 3 mrñ €n ol tqito sólido o 5 mm sn sl tojido poroso

sn un p€nodo dB 2¡[ ho.a§. Ls fiFción s€ pu€d. llgvar a cebo a lomp€raluE emti€nt6
(de t5 a 25'c) 11

D€b€n rsalizsrE€ ssacioneS entobidá§ €n pár6fn6 de uñ grosor ápoximado d€ 4 !m y

cd@rs€ en porbotishs da yiÍio coí ca¡ge p6itlrá Lc poñebj6l$ dBb€n lsñirÉ6
inmedislemsnto has corhric d€l bloqu€ do parafma, ya quo le enltleniidád da log

cort€§ d€ bjido pued6 dbminut mn €l liempo. l{o obsEhb, 106 porlaobjobs dg lsiido do
CRC sin l€ñir álmecenedG e 5r3 'C o 3Gl5 'C durenb un máI¡[b do 8 sémanas

donE3heron uñá ,nlens¡ded de lincih mn €l entú€rpo VENTANA entsERAF V600E
(vE1) sim¡ler a la do las musst'¿s do toj¡do prcpqr¿das dol millno bloque y leñdas con el
enl¡sremo VENÍA¡¡A ¿nb.BRAF V6O0E (VE I ) ol d¡¿ 1 .

So rgcomi€rda qug los coitolss pogitivG y rEgetivos se o¡«xl€n simdl&laamente con
muBh¿s deccollocrd8s

Tlpo & procGdlml6rlto

Iótodo

BütdrLrt
ULIR^

l¡atum.llio

Brnch .lt
XT

lnabumanto

Beoch ¡*
GX

lnrtn¡manto

Do¡P8rañnac¡ón S€l€cc¡onado Selsccronsdo 56lscaiomdo

Acodlclonambnto
celul¡r

Cell
Condiüon¡ng I

Cell
Condilionig f

C€l
Condilxrnim t

o

Ilpo d. p.oc.dmlñb

Íátodo

Bdrcl a¡rt
ULIR^

lnatullr.nb

Senchtlark
XT

lnBúum!rto

B€nch[árt
GX

lñ¡tumanto
(draanma!6anmlcnio

.¡ügái¡lco)
64 minulo6,

100'c
64 minulos 64 mirutos

Pra-PHÍEry ParoxHúa
lnhlb¡tor

S€l€ccionedo Ssl€ccroíado Sgl€ccro¡ado

Afiüc¡¡.¡Do (prlm¡rlo) 16 minulo6,
38 'C

18 mrnuto6,

37'C
28 minuba

3rc
OptM.w Hq L¡nk€r I minutGe (predBbmimdo)

WvLiv HRP llultm.r I minulos (pmdsteminado)

Coflt'¡tlnclón Hematorfi¡ ll ¿ minulos

Poat-contradnc¡ón gluing, ¡f minotos

,}V'¿ ve¡vr,t¡r¡¡t

) [á dÉsvreoón lBsp€cto a lel condicime3 l.comsndde§. espscrálmgnlB pará le
lEorp€r¿oón enügÉnica, prcporEionádas sr €l FDbcolo indrcádo pu€d€ anvElider los
rE$ltádc s6p€rádc. No obstanls, dstido a leB vaúcions sn 16 fiación y el pmcssádo

dsl hiido, asl aofio a lai aoodidonos gonslaleg ds los sqripoe y dolerbño dál

leborehrio, pu6d€ sor ñ€aorario áuñantar o disminui €l t€mpo do inorbáciih (hl
enlicr6rpo pdm¡rio én función d€ las ñr63fas individueLs y d6 las prEfum¡c€s del
lodor. Para obtonor más informci4n sobre las variablos do fjaci&, coNulte
'lnmjnohÉtoqulmicá: Prinaipioe y avancec'.36

PROCEOITIIENTOS DE COIITROL OE CALIDAD

c

I

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
L Pe¡a Uso di.gnósüco ir, vri¿ro (lVD).

2. Sdo palo u3o plpfosúal.

3. La solución Proclin 300 se ulilBe corlo consaruant€ en 33b rEadyo. EsE
dasific¿da como inilarde y Ngde ooarbnar s€r|gHtaoófl por conhc'lo mn la piel.

Adopb prooaucbn$ razonauos cuando la ma¡¡pul€. Evits €l coobcb d€ r8aclivos
con los ojos, la p¡el y hs rn€mbrd|ás i¡uceá§. lJlilic€ mpá pmbclora y guanls.

4. Los mabdalo3 de origen a¡imal o humano d€b€n menbulsrse corno mahrb¡es
pol¡f¡osoB pára ol modioambio[b y glim¡nalB€ can l¿3 prsc¿uciorps adoqledas.

5. Evit€ al contado do los roádivos co¡ 106 416 y las m€fibÍúag rruoosas. Si loe

roáclivos ontran on m¡táct aoi zoms s€¡siblos, lávolas co.l agua abundanta.

6. Evil€ la contÉmineih ñirobram de loc lgedivo§, &do qu6 pod e der lugff e

uíos rssullados incoÍrdo3-
7. CorBlrte e lar áutoided€€ bcál€s o ñaoord€B sohas sl rtólodo d€ slimimoón

l€cornondado

L ParE obbñor ñdnscióñ ds 6€gmded complerneñbie, d}3ulb la kia (h delo8

do s€guridad del produdo y b 0ülá do llmbohc y p€ligr6 qlE €ntDntrerá m la
páoine w\vw.ventana.com.

PRocEotmtE¡ffo DE Tt ctóit
El anüqJerDo VENTANA qnli-BRAF W)oE (VE1 ) s€ he d€ssndládó peÉ 3u l¡ia ú lo3

instumsrtod g6nclM6rt ULfRA )í y Gx eñ comtinecióí mn oplivr€w DAB IHc
Doleclioñ Kf y Éáclivc auril¡árEi En la TÉble I s€ indiB €l pmtcdo dB linc¡ón con el

anlinerp VENIANA Enli- BRAF VeOoE (vEl l. S€ d€3mlrG el €l€cfo de vader d
ligmpo y le bmp€rálur¿ d€ le Éclpsrác¡{h a 8a¡i€ an ol om¡yo 3obro la solüoz del

áo8slo. Por lsnto, b d€6viáción rBspado e lea coidiob¡6 maoanoñdadag p6ra la
r6c p€reoóñ añioÉnice pmporti{med.s oí ol prDbco¡o irdia¿do sobru linciii0 ss
dosaoiocih y puedo inv¿lidár lo3 lgsutl¡dos €8polEdc. Dob€¡ emdealr€ y

do(rrr¡€otarse loe conlrolss eprcp¡ado6. LaÉ us¡rarios quo so d€avlon d€l probcolo
indic€do dobeñ á.opbl la ¡siporEstiliid por la intsrprst¡qóo dr los rc$lt¿dos do los
podonles.

Lo8 pdrámotlB de 106 pflc€dimbnbs áubmelizadG sé pú€déí rn06t'er, impñmi y oditar

s€gún 6l prcc.dimionlo d€€crib en Bl manu8l d€l usuEno de b6 inrlruíprtG. Consult6 ál
prE€poclo dÉl peq0ob d6lopMEw DAB IHC ootoclion Kl pára obb¡€l más d.tall€*
Eobr6 los pmc€drrionto6 do lñaih lHC.

T.bh L Pmbcdo & lincjón par¿ d anti¡¡orpo VEI{TAi¡A a¡ü€RAF V800E (VEl) c.ñ
Opwr€w DAB IHC D€hdjon Kit en un inaiumenb Bendrti,led( UL¡RA, xT y GX

Conlfol da re¡ctivor naqlivo
Vantaña Modic¿l Syrloms, lnc. n(Úñi€dda oncarBc¡danÉnto qu6 s6 ul,lica un coitrolde
rEEdiv$ ne$livo psr¿ lsñir una s€caíh edyecente d6l hjialo d€ mu€rtE d€l peciBnls en
un po¡laot¡etos sepatado del portaobjotos Mido oon el aliicuerpo VE$T¡\I{A anti€RAF
V6O0E (VEl). Un artiq¡orpo Doiodooal de lalón do confol de roadi\o6 no{Étir/o
(Nogative Cond (i¡onodonal) N.'Cal. 76+2014 / 0526667t1001) 36 rocomiBnda para ol
uso 6n lugar d€l anlisJ€rpo primErio p€ra evaiuar la tim¡h no esp€dficá. El pmtocolo d6
tincr&r para el anliarerpo de conlrd d€ r8adivG n€lativo dobe ser idónlí:o al d6l
anüqJerpo primario

Conlfol t¡aular poaitivo

C6da y6z qu6 8€ reÉlho 6l procediñionlo do tnoón, d€he procesarss un conlrci positvo
dol tejido. Ls pdc'li,a de l¡borabm ópüma co¡sEh en incluir um s€cción de conbDl
positivo €n el m6íE Frhobietoe que 6l t€¡kb d€{ pac¡ent€ Esh plÉdic8 ay¡a a

id€ntfcar ufl hl¡o €n b aplic€ci5n del anüqr€rpo priru¡io o do oho rEaclivo osencial al
podeobj€tos de lá prusb8 dgl pecidlt6. Un t€iido mn 0m ümilh pcü,a d6bil es m&
ad*$de pere un corltol d€ celidád ópl,mo. L6 mmpon€rlss ds tnoón pogilivE del
lqido 3s uülizen pare conÍmar qus 6l entidrsmo sé há aplicado , que 6l ingbuñerb
funoona coractemo¡ts. Esté I€jido prad€ conbnsr aoñpoñoílos aálulár€§Iidularos d€
lltoón bnb po6ilivá como n€gálive y eñbo6 Birwn mrm l4do3 ds conH poGilivo y

n€gBlNo. Log tqih6 de contDl deben ser muEslres f€scas de áubp6ie, biopsia o (,ruglá

prepalrdas o fijadas co¡ la mayor brevsdad poeible rtsdielts ún p¡ocoso rdónt{o el do
las sscoion€8 g¡ esludio. E9lo8 tejidr8 deb€r¡ mor¡ibrizar bdos lc p¿sos del
procedimiinto, desde la prsparacih deitsjido a $ tjnc¡ór. El uso ds un oode do tqido
Itiado o prE€§3mbnlo de foma dibrsrb a k mu63ln 6n €sfudio pormitjrá ol conirolde
lodo3 lo3 rBadi/os y pasos dol método exc8pb b fjeih y el proc.6emi€nb del bjido

Los contDl6 d€ tojido po€ilivo! conocidc aolo s€ debeñ usar p6ra ryronitdi¡ar el
comporlemiorlb conEdo de ¡06 tEjidos prccesado3 y loe rEacliyos de lá pru€ü€, y no
(Dmo ayrda paaa delomimr un diagn&tico €§pecllico de l¿s mugstes d€¡ peci6nb. Si
1o3 aolltol€s posiwfi dd q¡do no muosl¡¡n une linc¡&r positive, lo3 rBsulHos de les
muestas o¡r gsludio is dobon considorar no !á¡dos.

un conbol d€ iojido pGrhvo Éd6@ado serl6 un csso prB@slillc€do d€ CRC que se8
polilivo pÉr¿ d anlicfugDo VENTANA anLBRAF V80OE (VE1) El cql[ll & lojido
po8ilivo dÉbs mcf lincjóñ cjtophrmática d€ d,ahui6r inbfts¡lád en células tJmor¿l€s
vreblo€ §obrs ol fondo.
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Conkol n.g.tivo de té¡¡do

Un aúllh de ieiilo neostivo s€rla un cffo prsqJalificado d6 cRc qu€ 66s negalivo con

el {tliq,erpo VENT¡$.¡A ¿nti-BRAF \/6(X}E (VE I ). El conH do loirdo n€gálivo s€ usará
golo p€ra conbol¿r ol cDmportami€nto conEdo d€ lo! te,ido6 pfocáBad6, 16 lEádits d€
pruoba y lor inrhrmsnto§. y no corD eyrde pera lomuhr un d¡agnóárco aspeclfco para

le mus6ts¿s d€l pae€rÍs.

Vüriñc.ckíñ dGl cni.yo
Arit€§ dolüúo inicial d€ l]n anlicuerpo o listoma de lino¡ón en uo Focadimionlo de

dÉgnóGlico, so dot€ vodña¿r la ospecifc¡d¿d dal rEsdivo nalizando pruobas sobre una

serig de lsii{r{ú co¡ o¡raGterblicas de rcndimi€nlo IHC coioaláE $e rEpEienten ls¡kL6
pociliva€ y nggalivoB para la mutadh de 8R4FV600E. (Con&lk 106 Prccedimr€¡tos ds

contol d6 c¡lidad aflteriormenlg (,o§.flc sn eBts s€cdón d€l F6poclo &l produaio y

las rEcon|ofldacirnag so¡rB Cond do cálid€d del collogá ol Anrericen Páholog¡sb

LaboÉbry Ac.rdihti)r1 PDgram, Anabmic Pshok0y chs.tlist3T o hs cLsl Approved

Oridelins.SÁ)

txrERpRETActót{ DE LAs nNctoNEs y RESULTADoS pREvrsros

El pábón de tndón c€luler per¿ €l enlicl]Bno VEMTAIIA áili-BRAF V6,00E (VEl) es

dtoplasmátco €n cálulás tumorál€§ Un pátólogo s¡parimsnlado asignará al CRC lolido
con €l añlÉrsrpo VENTANA ánü-8RAF V800E (VEl) un Eit¡do dlm.o basado .n $J

€valuación d€ la prBsoncia o la auseficia do tncó¡ citodasmálica *pec¡lica en d fumor

Se asiona un Estado dlniaú do Pcitivo a b§ aa3os con tincióo cibplamásliia
inoqulvoaa d6 6lalqui$ interBirad on cólula! fumoGle6 viables robre olfondo. Se asi0na

un Eshdo dlnico de NsgEtivo a los c€sñ s¡n linoófl o cofl tnad5n citoplasmáti:E

equlv@ on (Éfula! fumoralBs üsbles. La linciófl nud88r, b lincóí d€ dáhlá fugñe dá

cdul¿9 fumordes virbl63 sisladas y/o grupos & fuflprE8 deb€ corBidelrn€ n€06tve

LrMrractoNEs EsPEcfFrcAs
V€nlsna MBúcal SystBmB, lnc. ruminiBká ánüoreDo6 y maclivc a une dluc¡ón ópliñe
pa.¿ s{ uso. srEmpre que se rioañ las irishucáorE€ proporÉiDmdes. La d€slieoón del
prctocolo indi:ado en IB tnoóñ Es d€§drocide y piEd€ irwddar 106 rcsulládos

BsperEdG. S€ sdvierle a loe u8uEior contre ol uro d€ támpoo€a ácilG pere la
r*rp€r¿.ih enligé¡rca ya que sslos lamponos puedon dar (omo r$ullado una ünoón

ir¡suficie¡l€ que €s dfrjl de interprdsr 39 Lo6 üs¡añoe que 6E .rssvísn d€l prDtocolo

irdicado dob€n acÉptü la rB8ponsáb¡l¡dÉd por lá intoersláción de 106 Éáuldos da log

pacionbs

Ls muosf&r ds tajido d€bsn fjaB€ en las 2 holE squi€ntse a la lBmgila, duranle al

m€nos 12 hoÉs aDi hñolhrponado n6ufo al 10 96. S€ rccomi€lda no fjar tsjido6 con

ekohol el 9596. fiádor PREFER, fjador Z-5 o abdol, toÍnd y ácido aoélico (AFA).

Lc casos lollidos con 6l añtqJ6rpo VENTAi¡A anü-BRÁF v800E (vE1 ) s6 .áto0ori2án

mmo P6ilivo o Negaiivo s€gún lá p,E6olloá o e¡rsoncia d€ ünoón Én He 6l á16á d€l
turior. Le ünaón ptEd€ r€riár sr sl ñyd ire ñhrsúad y o3t¡ inta[9i(kd pusdo variar o¡
diforsntE3 padEs del tumor; no oóstánlo, asto m aM al Estado dlnro da BRAF V600E.

Alounos cáros pusdon s€r ospodalmonls diñcil€s d€bújo a loa srgubnl€d proól€mas:

. S€ ha dolocbdo qúo 6l anlioráDo VENTANA anb-BMF v600E (vEi ) mu€sbE

ocásronelmonb linc¡h anof,avnáti)a détil y tnqón nud6¡r on 9l músorlo ftso, cduk3
dá Purkin¡€ d6l c.rstalo, cáfulas opibliales do coh¡ normal, o¡brocibr. oélula§
inlorslicialgs de lo9 taalicllcñ, glándula supra¡lBnal, glándub pihilEia, ellfuat'rr¡6
aonargs de¡ pá¡craas, cáblas glanúrlarB del int€slino y algun¡8 célulár fufftoralgs:

no obsl¿nts,láles casos no debon cof|siihrarse pcsitivos p€ra BRAF V6OOE.{
Ad€m&, o6le anlñ]emo mostú ünción modorads o¡ cdulas nsur,o$doqinas en la
hiñfsis Adomás, €ste ¿ntc{erpo bmbi{n tiñ€ b6 cilios d€¡ p{¡lmür

. Fsúo no ospocllico: ,{Ounas muostas prrodo Fa§oniar ünoih de fondo no

e€p€cifce por r¿2oo$ qua no aa comprcndon bi€n. Por esb molivo, la avaluac$n de
un podaot etos leñido con anticr,8rpo VEr.ITANA ar i-BRAF \,§rcE UE1)dot 

'rduir
una oomparaciiJn del po.l¡objetos con €{ porbotietos de conlrcl de rEadrc n€gab\o

oal8 delominar el nivel dg linción d€l fondo no osp€cifica. A v€cas, sa ob€€rya linoúl
d€ los núd€c En células fulnoralg6; Bir gmbaEo no §€ conoce 6lsignúcádo qu6

liBn€.

. TsjiJo o arlefadoe de linció¡: Los artgf¿clc hblológicos rBsultanlos d8l
prDcsssmienlo d€ la mussbs y loB procoso§ (h mkrotomla lárüíán Nsd€n complel3r

lr d€brminsctn &l Eshdo dinico del sriiorsrpo VENTANA aíli-BRAF \600E (VE 1 ).

Estos artefudos puod€n incfuir. entE obc, gradonb8 d6 fi¡aci{h y 6fud06 de bode,
Hoqueo do DAB, bu$ujas qn 6l núcléo, aus€ncia d€ üncjón en álgunes ÉgiorEs dol

S.nsib¡l¡d.drE.F.ciñc¡d.d ¡n¡l¡tic.3
Lá s€osbilirád y h sspacificided enelllicas s6 d€bmiñ¿rDn m«Ienh lna¡án d6 firlfiiplos
c6.a d€ bjido humáno oormal y n€op¡ás¡co con ol ¡nli(rlorpo VENTANA anti€RAF
v6(nE ryEl). L6 nsult¡dGe s€ ind¡r6¡ €fl l€ Tabls 2 y eñ 16 fablá 3 No se ob€€rvó
linc¡ón irssp€rads con Bl ariliororpo VENTA¡¡A anti-BRAF V6O0E (VEl) €n ldkiG
normeles y ¡6od&icoB, mn le3 excarci]nÉ3 indic€dás en k soccnSn LIMITACIONES

ESPEcIFEAS.

Tabh 2, S€osfuilirrd/Esp€oifiordad amlíticas d€ la lhcirn con el antioreryo VENTANA

¿nli-BRAF V600E (VE1 ) eo bjido6 FFPE nomdoe

Lildo

t{.'d..a6
po.ldt 6,

iúl Tdldo

I.'¡h a¡rot
poaÍtYoa,

Él
Glándula s!praronal 0t3 0/3

Vejiga 0,t Ganglio linfático 0/3

M6dula ósea (]E Mqsolelio 0/3

ovado Páo(,sas

Mama Glándula paraürode§

C6rcbelo 1A' Nodio p€ñf&ico

Telenc6falo Próstata

MúsqJlo €squeletrm

Cdon Pi€i

Endom,olno O,B Bazo

Esófago 0/3 Esl&nago 0/3

Corazón Testfo.rlo 2n'

Hipóñsis Timo 0a

lnlsstno 211' Tiroides 0/3

Riñón 0/3 L6ngua/Gl&duh salúel 0/3

Higedo 0,t Amig&la 0/3

hirdo, ruñr¿ o dio0ú. d.l lojijo, y párdida do ¡a 5o€rón de tojido. En abunos c¿so§
puodÉ sor nocs§ario lEpelir h üna¡ón d€ nuow6 corte3 o tomar u¡a Í¡¡6§tas nusva.

cARAcrERlsr¡cas oE RENDIU|ENTo oEL at{ftcuERpo VEI{TANA
aNTBRAF V8O0E (VEr)

Nole: "Tincón cllopl.smáüca dólil y linción nschár 6n cdules d€ Pu*inj6 &lc.rsbdo,
mGd¡lo l¡so y cálul6 .pitelÉlos do colon noñml, élulas 0landuhrq. dsl ideslino,
eslructrras ac¡nalg3 del pána¡066 y célula! intoÉk¡l€§ da lo3 lestld.rlo§.

'T¡ncion mod€rEda ohtorvEd8 €n céfu|ffi n€uroond{rcrinas €n le hiÉfisi8

Pam bdoe lo3 tgjkjo§, se dotsrminó lhcirn posiliva/n€gativa par¡ qlgmenlo€ $peclf{o§
del l€iido y lrl€6 caso6 rc d€bei consil€rarsé po8úl/os para 6l Eslrdo dlnEo de

ERAF V600E.16

t

faH¡ 3. Senrñrlldád/Esp€cifc¡dad analltj(:as d€ h tinción con el anlicu€rpo VENTANA
ant-BRAF V600E (VE1) 6n una varie&d de te¡idc FFPE nooplásicos.

hobgk
ta.'da caror

po.lúvo. , bi{
Glbbhsloma {cérebrol 0/1

Moningbma (Érebm) u1

Ep€ndñoma (c€rBbm) 0t1

Roche

2018{1-31 4/9 1015767ES Rsv

frF,

OE

OE 0/3

0/5

OE 0/3

0/3Cuello ubrino OE
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f¡bl. r. PrEc$iin enlrÉ lolss del ánüdJÉFo VENTAI{A ánBBRAF V6@E (VE 1) rn€dida
por €l Esiedo cllnico (Pcitvonlegátivo)

Pncislfii Ertrdo
clhlco

Acr¡ado

TlDo n/t{ !a lC d.195 *

Entr€ lobs

15/45 100,0 {92,1i100,0)

45t45 100.0 (s2,1;100,0)

Total OPA 90ts0 100.0 (95,9;100,0)

Noh: Los intorvalos de coífianza d€l 95 96 8€ cahuhron ulilza¡do el mébdo do
punfueo¡ón de W¡lsoo

Adsmás, sB roalizalon compaiacbnos por pems s¡lro c€ntoe, s¡t€ dleg y onr€ lsdoGs
para el añliqJ€rpo VENTANA anti-BRAF V600E (VE1 ). Para BRAF V600E, osls conjunto
fu esfudio indufu un lotaldo 480 obBervaoiones. En la Table I 3a rosum€n los

ro3ultados. Lo6 dalos indican rEproú,cibilidad del ensáyo €n 5 d¡a3. 3 €ntos y

6lector€s.

T¿bh 9- lndicas dé edloñto por p€rB d€ Epnducrblidád €íl¡s lábor¡torios perE 6l
ánli).r€rpo VENTAfiA entiBRAF V6mE OE1) m€dido. por BI Eshdo d¡rico (Positrvo o
N.Salivo)

R.prorfi¡cbllküd .rlt!
lür.brb.

Acucrdo

npo n/ll * lC dol 95 *

EnhE canhD§

(3 csnt-os)

960re72 98,8 (97,2:100.0)

936€48 98.7 (97,0;1Cú,0)

OPA 9{8€60 98.8 (S7.1:1m,0)

R.froduc¡bllH.d ütr
lúor¡edo.

Acürdo

Tlpo dt{ * lC d.l95 *

Enlro dlas
(5 dfas no

consoclrlivc)

C€nbo A

3201320 100,0 (S8,8i1m,0)

320/320 100,0 (98,8;1m,0)

OPA 320820 100,0 (98,8100.0)

CenrD B

3201320 100,0 (98,8J00.0)

320n20 100,0 (98,8:100.0)

OPA 320820 100,0 (98,8J00.0)

CBnto C

320¡332 96.4 (92,0,100,0)

296808 96.1 (90.4t00,0)

OPA 308820 96.3 (S1.3;100,0)

Enb€ lecbrs
(2 pa6logos porco¡to)

u2n13 99,6 (98,8;1C0,0)

n6m7 99,6 (98,7;Í00,0)

OPA 239n10 99.6 (98,8;100,0)

t

RrPrldure H
.d .rlt!

Lboniorloa
Bbdo cllñlco

Ac¡¡ardo

rFo niN lC d.195 ta

lnlaclo/Posiüvo 598/600

PérdidaNogatjva NPA 593/600

Total OPA 1191/1200 9S,4

, ñota: El Estado cllniao so dofn€ como lnlacto o Pórdrda para la exprcsó¡ d€ las
prole¡n$ MMR y Positiva o i¡sgatya para la pmlclna BRAF V600E. Los lC dol 95 96 so
calqrlarDn ulilizando un snfoquo do rDddo lioeal g€noralÉado (GLMM).

E3tud¡o d.,cproduc¡bilid.d int.rLbor.torio
S€ €á[zó uñ €slüdb de rgpmduclbihdad Énlr€ leborÉlorih ds|VENTANA MMR IHC

Pend pelE dsñtctfi le Bpm(fucbili&d dé aáde 6rBáyo VENT¡NA MMR IHC Paml a fin
de deteminár 6l E¡lado dlnrco. El estdio ¡ñdul6 6 ñü6sh¿3 d€ bjrdo CRC (3 d€ lr acto
y 3 do Pádida) pára cade prole¡m MMR y 18 mu€st'¿s d€ tqrdo CRC (8 PürlivE y
8 N6galiv¿) páre BRAF V800E r€elizedo Én 3 insbum6nlos Bencilra ULTRA durents
5 dl* no coñs€culivos e lo hEo de 21 diás €ñ fEs hborátDíG BxtEÍro6. C¿da
portaobi.b§ lelüdo coi el antilrsrpo se .mpaBjó ..¡ un porlaotii€to6 leñdo coi H&E y

co¡tol do r€aclivos negalivo dsl mirno cá30. Todo6 hÉ conjunloo do lorbobFtos ra
eláatorizalon y ováluárür por uñ tohl da 6 l€dorEs (2 hclorbs po{ csnho) que ss
e¡maso¿r¿ron al Estado dinico do MMR dol coijunto do ostudio. Se roslizar0n 30
obs6Naoo¡9s do cada (no ds k6 40 casos dolBtJdio en tod6los dlas, c8nt6 y

hctorag. El oslado ds lsbrenda dol caso modal se obfuvo da cedá aaso sobrc ol ostado
mh frBcu€nl€m€nh ohervado€ on la 30 obsaNscbn€s. El atudio irduyó un totál dg
1200 obsarvaciones pelE les cinco pDtelns Pem hdc6lo3 caB{ú ol/aluebles, d lndico
& aEptabilidad d€ morfCogla y fondo gn eabs €studiG fue del 100 %. En la TaUa I ss
rosum€n ¡os rGultados d€ hs e3bdisticas d9l ac!€do agrup€das (la3 cilco protsinag)

entE 6l sstádo de lÉferEnch d€lca8o frodEl y lá6 obssrvacj(Tr€3 irüiüdual€s

T.bl. 8. ¡.dordo 6nfo el VENTAT{A MMR IHC Panol y .l $t¡do d. r.turd|cie dol
caso mdal

¡¡olei los ¡ñt6 alo6 ds confEn2r del 95 % se c€lculson dilizando 9l mélodo booEÍap
pala la detom¡naciór dá p€nsnlilo§; €n lG cas6 §n que le €étr¡Éción sn punbs fue d€l
100 %, se úlih2ó d íúlodo de puntu*ión d€ Wilson

Eatud¡o dr prcc¡sión: Comparación dcl método dG rcaultado3
VEHTANA llllR IHC Prnél @n prurbas molecuhrca (sccuenc¡ac¡ó¡
d. ONA. hlpcrmcfil.cló¡ d.l promotor lrúl)
S€ llovó a cabo un €ctudro p¿re compsrar sl rsMmiánio dÉl VEI.ITA¡¡A MMR IHC Panel
co¡ las pruebss molodrhms induy€Mo un ¿mplio penslds colon d€ s*isncjEajór de
DNA p6rá la ilontilcáción de 106 CRC qu€ (i) son dsfosntÉs sn MMR (dMMR) y
(ii).onlion€n la mutadón do 8MF y600E. Elpand d6 cobn d6 séqronc¡ación d€ DNA
indula andigjs g€nómico de las variaries pr6!€nt6 on los g6nos MMR (MlHl, Pt S¿
IISH¿ MSH6, EPC¡i4, ERAF y otrw genes inpodant* on la caünogén8sb (por q.,
PlK3Ot KRAS, l{MS, ER882, otc.). La soo$noációh rnctuia todos b§ €xon€.,
fragmo¡los infóa cos y soorooc¡ár comdem€nlám3 as¡como g¡andB6 Élimmác¡oños,

duplicac¡ons y mo$¡cismo.

Par8 6l estudio, 6e tñerDfl csso€ d€ CRC s€sronc¡ale8 ¡n€d¡aoto H&E y se oaluaron las
indicaclon$ da fi¡ción y moldogie adeored& mdut€ndo lá pr€!6nc¡a ds elem€rilos
calulá¡és (aálules de confol intemo y bmomhs). Se €vÉtuó cadá caso parE deleminar si

la muoshe contanlá un m¡nimo ds mnt€nilo de tumor del 50 % pslE proFrsonar
ruñoignto rcpr$ontación do célul¿s fumolalo3 oí la ñü631r¿ como s€ rscomisrda pera

la prugbas molecu¡8r8s. Tras la rcvrió¡, se incorpor¿mn sn Él Éstudio 105 c¿sos
8oor6rdalos que álmpllan osbs critsñ§. Adem&, s6 indu!€mn 13 cálos de CRC qu€
pr€s€nhb8n un Eslado dioico & Pérdiia por IHC para gáranlizar quo la Pádtds d€ cade
marcador eslaba r€FEsenbd¡ en sl ssludio Se tiñero¡ s€cc¡ono6 da lordo do todos los
DÉ3o6 6fl el estudio modbnte IHC mn ol VENTANA MMR IHC Panol y los coirobs de
rsác,livG n6galivc6 ad€cuadoÉ. S€ §oípüüon sacaiones d€ tojido adíoondss el pen6l d€
mloñ ds ssorenciecih d€ DiJA. LÉ hipon¡€lilación del promobr Il¿Hl 6 um de los
m€cánistlrG qu€ pir6(b¡ cooducir a la pérdida de expres¡ón do le prolslna Ml-Hl, y eslá
ünoJlado a CRC BlpoÉdico en lugar de a un pohndal dragrúsii¡ de slndrorp do
Ltrldl. Por tanb, lodos los cesos & pérdide d6 MLH 1 idsnlifcádos m6diant6 IHC en el
ostrdro fuemn prcbados pe€ dgtecler hip€rÍ*tlacili d€i prcnpbr ,\rLHl

En €l cffjurfo d6 e8tudio fnal d€ I 1 I casos, €l an{6is incluia PPA y NPA para todos los
marEedol€É aorupedos (o3 doci, bdas las obsorvadon€s aorupadas) donds hs lruebas
moleorlar€s Birvi€ron cdno €6h(b ds rEfuf8ncja para la comparaaih lHC. El análÉ§
i¡dufa úna comparaoón d€l Éstado d6le pmlsiná MMR (lnládo/Pórdils) con €l sstado
moloqJlaa dslinado como Nomál (sin mutación petogánica. n€gatvo pal¿ htpsrmetilacion
dol promotor Ár¿H, y BRAF de lipo selvet€ (Brn motác¡h V800E)) o Anóm€lo (p.*encia
da m{taarón patogá¡¡ca, p6ilwo par¿ hipom€dedón dslpromobr ¡tl¿Hl y/o posrtivo
p€ra b mut¡ción de BRAF V600E). Las $tmacronos án puntG fuemn de PPA d€l
9{¡,¿ 96 NPA delg},5 9( y OP del98,6 96 oor¡o s€ mugsÍa sn la fabla 10.
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7^r- VENT,\NA

Ertádo'
( olccul¡rñHc)

Aa¡¡*do

flpo nJt¡ * lC d.195 *
¡¡omel/lntáclo 523t528 99.4 (98.7;1m.0)

58,52 93,5 (87,1, S8.6)

OPA 501/5€8 98,8 (98,0,9S,7)

T¡ble I l. fuálisis egrupedo par¿ or¿tD marEadorBs ale MMR (sm ántdrorpo VENfAIiA
enü-BRAF V600E (VE1 )) Aglsdo 6nfÉ pru€bes IHC y molBcllárcs

Eri¡do'
( oh.{¡hdlHc}

Acurdo

npo ¡rt{ !¡ lC d.l§5 ta

ñormaulntado 128t131 99,3 (98,4;100,0)

tuómalo/Pérdid. 3589 89,7

Tohl OPA 463/170 98,5 (97,3, 99.6)

'Per¿ lHC, 61 6rhdo €s lñhclo o Pádrdá pem la áxpro§rón dú le prclslna. Lá3 pruobás

molBfllerÉB ¡nd¡cer eusoncia (Normel)o pr63€nqa (Anórnalo) d€ poaides mulEciorEs

Elt¡do ilf,R'
Acuardo

Tlpo nit{ * lC d.195 ll
pMMR 7Sl80 98.8 (93,3;99,8)

dMMR NPA 9,(,6 (82,3,98,5)

Totál OPA 114t111 97,4 (92,7,9S,1)

palÉoénicás o hrp€dnstibEión del pmmobr UlH, L6 inl€ryalos d6 coofranzs d€l 95 96

É€ cdculálo¡ utl¡¡ándo €l rÍétodo booHrEp parE la d€taminsc¡ón fu porE€rbl€g

T.bl. 12- AorErdo enfB los dj6to márEado€e mediánb IHC ds MMR y resulbdG d€
prusbes molEcularcs pán el6tádo MMR (dMMR/pMMR)

T¡bh 'l!. Acusrdo €ntB IHC con el ent(,reeo VENIANA anb-ERAF V600E (VEÍ) y
pruobas mo¡ea{lams

t

S€ ll€vó lámbiáfl s cabo un ánálbi6 eorupedo que mmpárab¡ b6 drEtD meÉádorcs IHC

MMR (sin Él ÉnlidrsDo VENÍ¡\ A antiARIF V600E (VE1» conD loÉ l€sullEú6 de
pru€bes rdE(rlhrEs. L6 Ésti¡flecD¡€s en punlos fu€rún de PPA dsl 99,3 96, tlPA d€l
8S,7 % y OPA dd 98,5 96 cüno Ba r€8um€ sn la Tabla 1 1 .

Un EnáIsis Edicio¡al compErabÉ lB r€Bullados d€ los s¡atD manadorEs IHC d€ MMR
coí lc rssuliádo! d€ lE6 pru€bss ñd€dilsrE8 pErá loé gEí€s MMR s nivel ds c€so psrB

induia d eslado do lodos lcÉ m¿rcadcrB3 y q€ar un rGunado dMMR/pMMR para 106 drñ
mátodos. Esto análisis s€ muosts¿ .h la Table 12 y pr8sentá un oPA dol 97,1 96 €nts lo§

do3 mátodo§.

El árbdo ds MMR IHC y sl .§ládo do MMR .n ptuebñ moloqlhrÉs so compaó adomtu
para 1o3 marcádoro€ d6 MMR andiviiruelas dento &l asludro. EIOFA do cade marcador
d€ MMR. on comparación con 1o3 lrs{lbdos coflbinado3 del paneldg coton d€
socuonciacih do DI'JA y la pruoba de hipermotilacióo dol pro¡nobr MLH I , tus dd
100,0 9{ p.ra ol antid.rsrpo VENTANA a0ti-MLHI (M1), 99,,l % pa¡a VENTINA
ant"Pl¡S2 (4164) Mouso Monodo¡al P¡mary tuübody, 98,3 9ó para VENTA¡,¡A

anti-MSH2 (G2l$1liÉ) Mouse t{onocloffil Primary Anlibody y 96.6 % para VENTANA

anü-MSH6 (SP93) Rabbit tlo¡odooal Prim€ry A¡tiHy.
El E61ádo din'co d6 SRAF !600€ €n loe CRC útsido modÉíb IHC utlizndo €l aÍl§lerpo
VENTANA snt-BRAF !6mE OE 1) se cornpsró bmbÉrt c.n bs rosultedos rütaci,lálos de
8R¡f dobitiMdo6 m€diart6 h s€ql€rrjá.lh ds Dt{Á. A PPA, NPA y OPA 6r hs pn áb8s
IHC coi 6l anliirrDo VENÍAiIA át-BRAF VúOoE (VEl ) utleando h s€ú€íciacih d€
ü{A cÚlno rcture¡cia tu€tm dol 100 % (taua l3). So redizaD0 pru€b6 adkjonales par¿

wrifi.ar la cap&ijad dsl anliorerpo VEMIA¡{A aniSRAf V600E (VEl ) paa 6t'¿¡foar m&
caso3 de CRC qus mostaban una pérdila de spresiSn de h prcblna MLH1 . De bs
23 c6c de BRAF V600E peitir.w, 20 casG prEs€flhbar Édi& d6 la proleim MLHI pü
IHC y fuEoo posilivc6 pafE hiporn'ef€cfh del FürEbr ffifl fubB datos son coh€rEnl€B

con la €sM|a asodación Exbbnh onte d €shdo Fcilirc d6 BMF V600E y Bl esho &
hip€ír¡€lihc¡ón d€l FDmobr M¿lr. L6 tEB cas6 ¡sslá¡L8 ir€rül pMMR (mbcb pr¿
bdes les problnas MMR). Todás lñ msts¿s ERAF V800E po6iüv'¿s ñr€rcñ ir€fiüñ€dáB
como CRC €6porádEo. [6 lE€ültados wriñcarsn e€ d áñlir€rpo VEITANA Íb'BMF
V6ú0E (VE'l) ijo¡tf.a torsdamo¡b lc6 CRC qus prs$nl¿l fldn do 8RáF y6@E

Los deLs rospddeoi edsmh ol uso dol artir€rpo VENIANA anli-BRAF W00E (!E'i)
pere dísrondar 6nto CRc aoi slndrorn€ da Lyr$ osporádi@ y probáblo dl dr§€icÉ de b
axpeson de MtHl
T¡bh 10. A¡áis¡s aorup8do p8ra acu€rdo fu VEi¡TAIA MMR IHC Pan6l enbE bs
pruobas IHC y mdecüla¡Es

'Par8 lHC, el ssisdo d€ pl¡MR pora un cso se rcpassonh por e¡ esbdo de lnlacb para
lod4 lEs prEt€lna8 MMR, mi€¡has qLre el €ctado de dMMR e€ repr€serls por Párdids do
uná o !áriÉs Folelnas MMR. Para las prusb€s rrd€oJlares, 6l €stado de pMMR ss
r@r€$nia por la ausench ds mutacioíos pslogÉnicas o hipermeülaoóo dd promotor

MLHI, mÉnbs qu6 sl€6tedo ds dMMR s€ l€plBrsnlá por le pms€nc¡e dq mulaci]nss
pelogánÉás 0 hip€mÉülEcjón d€l pmmotor MLH1. Los mlsrválos d6 confián¿a dd 95 %
§€ calc¡rlemn uüli:ándo €l m6todo dÉ puntuacr*r d6 Wlson.

t

BRAF W{»E
E bdo

(IohEuhr,lHC)

Ar¡¡do

npo d 16 lC d.195 í
nn3 100,0 (85,7,100,0)

NegáWon¡ormal 95ts5 100,0 (96,1,100,0)

Total OPA 118ñ l8 100,0 (96,8,100,0)

El ostado do SRAF V600E ss dofníó corno Posiliro o Nog¿lrvo s€$in ,06 r.!ülbdG ds
b3 pnJ.bas IHC y A¡ómalo (pmen b do l¿ mutrih \/600E) o t{,ormel (8&'tF de tipo
satv4a) so!úo 106 l6ultsdo3 do les plllabás rlolsúlerss. Lo3 inl6rvsl6 d6 drfunzE d€l
95 % Bs calcubron utiliz{ldo .l móbdo do puntua.ión de Whon.
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