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Pro diagnostiku in vitro.

FLEX Monoklonalni mySi antihumanni synaptofyzin, klon DAK-SYNAP, pfipraveny k pouziti (Dako Omnis), je uréen pro pouziti
v imunohistochemii (IHC) spole¢né s pfistrojem Dako Omnis. Tato protilatka znac¢i buriky exprimujici synaptofyzin v normalnich a
neoplastickych tkanich fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu (FFPE) (1, 2). Diferenc¢ni klasifikaci nadord napomahaji vysledky
z panelu protilatek. Klinickou interpretaci zbarveni nebo jeho nepfitomnosti je tfeba doplnit morfologickym vySetfenim s vyuzitim
patficnych kontrol a vyhodnotit s pfihlédnutim k pacientové klinické anamnéze a k dal§im diagnostickym testim provedenym
kvalifikovanym patologem. Tato protilatka je uréena k pouziti po primarni diagnéze tumoru provedené konven¢ni histopatologii za pouziti
neimunologickych histochemickych zbarveni.

Hlavni protein synaptické Stérbiny p38, protein p38.

Synaptofyzin je kysely, homooligomerni, integralni membranovy glykoprotein (monomer = 38 kDa), plivodné izolovany z mozku krys (3)
a nalezi do rodiny protein(i se ¢tyfmi transmembranovymi doménami, véetné synaptogyrinu a synaptoporinu (4). PiestoZe se jedna o
nejhojnéjsi membranovy protein synaptického vacku, funkce zlstava nevysvétlena. Studie prokazaly mnoho riiznych roli synaptofyzinu,
jako je podpora tvorby vysoce zakfivenych membran v synaptickych vaccich, exocytézy, tvorby synapse, biogeneze a endocytdzy
synaptickych vacku, stejné jako roli v uéeni a paméti prostfednictvim regulace synaptickych pfenosl v neuronalnich obvodech (4).
Synaptofyzin je lokalizovan v presynaptickych vezikulech vSech neuronll a v odpovidajicich vezikulech neuroendokrinnich bunék (5).
Kromé neuroendokrinnich bunék se synaptofyzin také nachazi v nonneuroendokrinnich burikach v epitelu kdry nadledvin (3).

Protilatky k synaptofyzinu se ukazaly jako napomocné pfi klasifikaci neuroendokrinnich novotvard, véetné novotvar( epitelialniho typu (6—
8), novotvard nervového systému s neuronovou diferenciaci (5, 6, 9) a adrenokortikalnich novotvart (10, 11).

V priruéce General Instructions for Immunohistochemical Staining (Obecné pokyny pro imunohistochemické barveni) spole¢nosti Dako
nebo v navodu k systému detekce pro IHC metody naleznete informace tykajici se téchto témat: Princip metody, Potfebné materialy,
které nejsou sougasti dodavky, Skladovani, Pfiprava vzorku, Postup barveni, Kontrola kvality, Re$eni problémd, Interpretace zabarveni,
Obecné omezeni.

Monoklonalni mysi protilatka pfipravena k pouziti se dodava v kapalné podobé v pufru s obsahem stabilizujiciho proteinu a 0,015 mol/l
azidu sodného.

Klon: DAK-SYNAP. |zotyp: 1gG1, kappa.
Fragment rekombinantniho proteinu odpovidajici C-terminalni cytoplazmatické doméné lidského synaptofyzinu.

V testech Western Blot s bunéénymi lyzaty lidského neuroblastomu znagdila protilatka velky pruh o molekulové hmotnosti 40 kDa
odpovidajici o¢ekavané molekulové hmotnosti synaptofyzinu.

1. K diagnostice in vitro

2. Ur&eno pro profesionalni uzivatele.

3. Tento vyrobek obsahuje azid sodny (NaNs), ktery je v isté formé vysoce toxicky. Koncentrace azidu sodného v produktu neni sice
klasifikovana jako nebezpe€na, nicméné slou¢enina mize reagovat s olovem a médi v odpadnim potrubi a vytvaret vysoce explozivni
azidy téchto kovu. Pii likvidaci splachujte dostatenym mnoZstvim vody, aby nedochazelo k usazovani azidd kovt v potrubi.

4. Jako u kazdého vyrobku biologického plvodu je nutno dodrzovat spravné postupy zachazeni.

5. Pouzivejte odpovidajici osobni ochranné prostfedky, aby nedoslo k zasazeni o&i nebo pokozky.

6. Nespotfebované roztoky je nutno likvidovat v souladu s mistnimi a celostatnimi pfedpisy.

Skladuijte pfi teploté 2-8 °C. BEhem skladovani musi byt vicko uzaviené. Nepouzivejte po datu exspirace uvedeném na lahviéce. Aplikaéni
stabilita je 40 hodin. Aplikaéni stabilitu sleduje software Dako Omnis. Pokud se reagencie skladuji za jakychkoli jinych nez uvedenych
podminek, musi uzivatel tyto podminky ovéfit. Pfipadna nestabilita vyrobku se neprojevuje Zadnymi znamkami. Proto je nutno provadét
soucasné s testovanim vzork( pacienta pozitivni a negativni kontroly. Pokud zpozorujete neo¢ekavané zabarveni, které nelze vysvétlit
zménami laboratornich postupl, a mate podezieni, Ze se jedna o problém s protilatkou, obratte se na technickou podporu spole¢nosti
Dako.

Krok Reagencie Protokol

Odparafinovani Clearify™(kéd GC810) Vychozi

Predbézné EnVision FLEX, FLEX, High pH (kéd GV804) 30minutové tepelné indukované vyhledavani
zpracovani epitopu

25minutova inkubace
25minutova inkubace

Primérni protilatka
Cinidlo pro negativni
kontrolu

Vizualizace

Ready-to-Use (k6d GA660)
FLEX Negative Control, Mouse (k6d GA750)

EnVision FLEX (kéd GV800) + EnVision FLEX+
Mouse LINKER (kéd GV821)
Hematoxylin (k6d GC808)

Blok: 3 min; Link: 10 min; Polymer: 20 min;
Chromogen: 5 min
3minutova inkubace

Counterstain (Barveni

pozadi)

Montaz Je vyZadovana bezvoda permanentni montaz Po vyjmuti nutno dehydratovat, vycistit a
namontovat

Kontrola kvality Tkan Barvici vzor

Kontrolni tkan Traénik/apendix Cytoplazmatické zabarveni

*Uzivatel se musi vzdy seznamit s pouzivanymi cinidly, ktera jsou uvedena v pribalové informaci, a vyhledat si podrobnosti
Vv uZivatelskych priruckach Dako Omnis.

Parafinové fezy: Protilatku Ize pouZivat k znacgeni fezl tkani fixovanych ve formalinu a zalitych v parafinu. Vzorky tkani je nutno roziezat
na fezy o tloustce 4 um. Z ddvodu vys$si pfilnavosti fezl tkani k podloznim sklim se doporucuje pouzivat podlozni skla FLEX IHC
Microscope Slides, kod K8020.
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Postup barveni

Kontrola kvality

Interpretace zbarveni

Charakteristiky ucinnosti

Odstranéni parafinu, vyhledani cile, imunohistochemické barveni a kontrastni barveni se provadéji v pfistroji Dako Omnis. V softwaru
pfistroje Dako Omnis jsou pfedem naprogramovany kroky barveni a inkubacéni doby. Pokud neni v systému Dako Omnis pfipraven
protokol, Ize jej stdhnout ze stranky Dako Omnis Protocol Update (Aktualizace protokolu Dako Omnis) na webu www.agilent.com.
Podrobné pokyny ke vkladani podloZnich skel a pInéni ¢inidel naleznete v Zakladni uzivatelské pfiru¢ce Dako Omnis.

PFistroj Dako Omnis zajisti, aby tkarnové fezy béhem predbézného zpracovani a nasledného imunohistochemického barveni nevyschly.

Predpusobeni: Odstranéni parafinu z tkanovych fezd FFPE se provadi pomoci roztoku Clearify™, kéd GC810. Doporucuje se
vyhledavani cile s tepelné indukovanym vyhledavanim epitopu (HIER) pomoci nafedéného roztoku EnVision FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (50x) (Dako Omnis), kéd GV804.

Vizualizace: Doporuéeny vizualizaéni systém je EnVision FLEX, High pH (Dako Omnis), kod GV800 ve spojeni se systémem EnVision
FLEX+ Mouse (LINKER) (Dako Omnis), kéd GV821.

Kontrastni barveni: Doporu¢ené kontrastni barvivo je Hematoxylin (Dako Omnis), kéd GC808.

MontéZ: Po provedeni barveni v pfistroji Dako Omnis se fezy musi dehydratovat, vygcistit a namontovat pomoci permanentni montazni
metody.

Pozitivni a negativni kontrolni tkané a také reagencie pro negativni kontrolu je nutno provadét vzdy souc¢asné pouzitim stejného protokolu
jako vzorky pacienta. Tkar pro pozitivni kontrolu musi obsahovat tra¢nik/apendix a buriky/struktury musi zobrazovat vzor reakce, jak je
stanoveno pro tuto tkan v ¢asti ,Charakteristiky U¢innosti“. Doporu¢ené cinidlo pro negativni kontrolu je FLEX Negative Control, Mouse,
(Dako Omnis), kéd GA750.

Bunécny barvici vzor je cytoplazmaticky.
Normalni tkané: Periferni nervy v tunica muscularis tracniku/apendixu vykazuji stfedni az silné cytoplazmatické zabarveni a endokrinni
burfiky na povrchu epitelu vykazuji stfedni az slabé cytoplasmatické zabarveni. Obcas Ize pozorovat cytoplazmatické znaceni

pohéarkovych bunék v tlustém a tenkém strevé.

Reaktivita normalni tkané (1).

Typ tkané Oznacené prvky tkané Typ tkané Oznacené prvky tkané

(pocet testovanych) (pocet testovanych)

Brzlik (3) 0/3 Periferni nervy (3) 3/3 Gangliové buriky a nervova
vldkna (>25 %—>50 %)

Déloha (3) 3/3 Buriky stromatu Plice (3) 3/3 Buriky stromatu

Délozni hrdlo (3) 3/3 Buriky stromatu Prostata (3) 3/3 Buriky stromatu

3/3 Periferni nervy

Hypofyza (3) 3/3 Buriky hypofyzy (100 %) Prs (3) 0/3
Jatra (3) 0/3 PFistitna téliska (3) 3/3 Buriky stromatu
1/3 Buniky neznamého puvodu na
okraji pfistitného téliska
Jicen (3) 3/3 Buriky stromatu Slezina (3) 0/3
Kosterni sval (3) 0/3 Slinna Zlaza (3) 3/3 Buriky stromatu
Kostni dren (3) 0/3 Srdce (3) 3/3 Buriky stromatu
Kuaze (3) 2/3 Buriky primarné okolnich zlaz Stitna Zlaza (3) 3/3 Buriky stromatu
(>50 %)
3/3 Buriky stromatu
Ledvina (3) 3/3 Buriky stromatu Tenké strevo (3) 3/3 Bazalni buriky (>75 %)
2/3 Periferni nervy 3/3 Buriky stromatu
3/3 Periferni nervy v muscularis
(>90 %)
Mandle (3) 0/3 Tlusté stfevo (3) 3/3 Buriky stromatu
3/3 Periferni nervy v muscularis
(>90 %)
3/3 Buriky v povrchovém epitelu
(<10 %)

Mozek, maly mozek (3) 3/3 Neuronalni buriky (100 %) Typ tkané

(pocet testovanych)
Vajecnik (3)

Varlata (3)

Vystelkové buriky
(hrudni sténa, brisni
sténa, perikard, povrch
gastrointestinalni
soustavy, vzorky srdce

a/nebo plic) (3)

Oznacené prvky tkané

Mozek, velky mozek (3)
Nadledvina (3)
Pankreas (3)

3/3 Neuronalini buriky (100 %)
3/3 Buriky nadledvin (>75 %)
3/3 Ostrovni buriky a gangliové
(100 %)

3/3 Buriky stromatu
3/3 Buriky stromatu
3/3 Buriky stromatu

Abnormalni_tkané: Tato protilatka zbarvila 4/4 malobunéénych karcinomu plic, 2/6 velkobunéénych karcinoml plic, 2/2 atypickych
karcinoidt plic, 3/3 karcinoidu stfeva, 5/5 karcinoidi tenkého stfeva, 1/1 neuroendokrinni neoplazii slinivky, 1/1 ganglioneurom, 3/3
medularni karcinomy $titné zlazy, 2/3 adenokarcinomy plic, 1/2 nediferencovany adenokarcinom plic, 2/4 adenokarcinomy stfeva, 1/4
adenokarcinom tenkého stfeva, 1/2 adenokarcinom slinivky a 0/3 papilarnich karcinomu §titné Zlazy (2).
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