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URCENE POUZITI
Zkumavka se stabiliza¢nim cinidlem CellSave je urcena k odbéru a uchovavani cirkulujicich
epitelovych bunék (nddorovych bunék) v pIné krvi za ucelem kvantifikace a fenotypizace.

INDIKACE POUZITI

Zkumavky se stabiliza¢nim cinidlem CellSave se mohou pouzit k monitorovani cirkulujicich
epitelovych bunék (nddorovych bunék), coz mize byt pfinosem pfi osetfovani pacientl
s nadorovym onemocnénim.

POPIS VYROBKU

Zkumavky CellSave jsou vakuované zkumavky k odbéru krve obsahujici antikoagulant EDTA
a ¢inidlo na stabilizaci bunék. Vakuum je urceno k odbéru asi 10 mL krve. Vnitfek zkumavky
je sterilni. Zkumavky CellSave jsou uréeny k pouZiti ve spojeni s nastroji vyrobce Janssen.

PRINCIP FUNKCE

Zkumavky CellSave jsou vakuované zkumavky k odbéru krve, které jsou vyvinuty k pouziti
se standardnimi flebotomickymi prostiedky pro odbér Zilni krve. Zkumavka obsahuje 300 uL
roztoku, ktery obsahuje Na,EDTA a ¢inidlo na stabilizaci bunék. EDTA absorbuje ionty vapniku
a zabranuje tak srazeni krve. Cinidlo na stabilizaci bunék zachovava morfologii a expresi
antigend na povrchu epitelovych bunék. V kazdé zkumavce je vakuum pro odbér 10 mL pIné
Zilni krve za pouziti standardnich postupt pro flebotomii.

OMEZENI

« Mnozstvi odebrané krve se mize lisit v zavislosti na nadmofské vysce, teploté prostiedi,
barometrickém tlaku, stafi zkumavky, Zilnim tlaku a metodé pInéni zkumavky.
Vzorky se musi zpracovat béhem 96 hodin od odbéru.
V piipadé analyzy vzacné se vyskytujicich bunék pomoci analyzatoru CELLTRACKS
ANALYZER 1I° zkontrolujte integritu vzorku podle popisu v navodu k pouziti k analyzatoru
CELLTRACKS ANALYZER II°.

BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Pokud se zkumavky uchovévaji pfi teploté 0°C nebo méné, mtize dojit k jejich rozruseni.

2. Nevytlacujte palcem gumovou zatku ze zkumavky. Zatky odstrarnujte otdcenim
a vytazenim.

3. Zkumavku nepouzivejte, pokud se v ni nachdzeji cizi latky.

4. Dodrzujte vieobecné platna bezpecnostni opatfeni. Pouzivejte ochranné rukavice,
pracovni plast, ochranné bryle a dalsi osobni ochranné prostiedky a pouzivejte
technické pomocné prostfedky na ochranu pted potfisnénim vystfiknutou nebo
vylitou krvi a pfipadnym kontaktem s hematogennimi patogeny.

5. V3echny pfedméty ze skla se mohou rozbit. Pfed pouzitim zkontrolujte viechny
pfedméty ze skla, zda se béhem prepravy neposkodily a pi manipulaci s nimi dodrzujte
bezpecnostni opatfeni.

6.  Se viemi biologickymi vzorky a ostrymi ¢astmi predmétl pouzivanymi k odbéru
krve (lancety, jehly, adaptéry typu luer a sety k odbéru krve) zachazejte v souladu
s predpisy a nafizenimi platnymi ve vasem zafizeni. V pfipadé kontaktu s biologickymi
vzorky (napfiklad bodnou ranou) se podrobte odpovidajicimu lékaiskému o3etfeni,
nebot predstavuiji riziko pfenosu virové hepatitidy, HIV (AIDS) nebo jinych infekénich
onemocnéni. Pouzivejte zabudované ochranné zatizeni jehly, je-li jim zafizeni
pouzivané k odbéru krve vybaveno. Spole¢nost Janssen nedoporucuje opakované
pouzivat ochranny kryt u jiz pouzité jehly. Pfepisy a nafizeni ve vasem zafizeni se vSak
mohou lisit a je tieba je v kazdém pfipadé dodrzovat.

7. Vsechny ostré casti predmétl k odbéru krve likvidujte v nddobach na biologicky
nebezpecny odpad, které byly ve vasem zafizeni pro tento tcel schvaleny.

8.  Prenaseni odebranych vzorkd pomoci injek¢ni stiikacky a jehly se nedoporucuje.
Dalsi manipulace s ostrymi pfedméty, jako napfiklad s dutymi jehlami, zvysuje riziko
poranéni.

9.  Prenaseni vzork( ze stiikacky do zkumavky CellSave za pouziti neostrého zafizeni se
musi provadét z nize uvedenych diivod s opatrnosti. Stlacenim pistu stiikacky béhem
prenaseni maze vniknout pretlak. Touto silou se mlize uvolnit zatka a vzorek a mlize
tak dojit ke kontaktu s krvi. Pouziti stfikacky k pfrenosu mize rovnéz zplsobit pfeplnéni
nebo nedostatecné naplnéni zkumavky, coz mize vést k nespravnému poméru krve
a pfisad a tudiz k nespravnym vysledkiim analyzy. Zkumavky CellSave jsou urceny
k odbéru daného mnozstvi krve. PInéni je dokonceno, kdyz vakuum nenatahuje jiz
zadnou krev. Je viak mozné, ze nékteré zkumavky se z dGivodu odporu pistu naplni
pouze ¢astecné, jestlize se plni ze stiikacky.

10.  Jestlize se krev odebird intravendzni linkou, zkontrolujte pred zahajenim plnéni
zkumavek CellSave, zda se ve vedeni nenachdzi i.v. roztok.

11. Nedostate¢né nebo nadmérné naplnénizkumavek vede ke vzniku nespravného poméru
krve a pfisad a mtze vést k nespravnym vysledkiim analyzy.

12. Upozornéni: Vzorky se musi uchovavat a prepravovat pfi teploté 15-30 °C. Uchovévani
vzorkd pfed zpracovanim v chladni¢ce mlize nepfiznivé ovlivnit integritu vzorku.

13.  VAROVANI: Toto reagens obsahuje konzervantimidazolidinyl urea. Pfislusné Ra S véty
jsou nasledujici:'
R43: Muze vyvolat senzibilizaci pfi styku s kaizi.
S24: Zamezte styku s kizi.
S$37: Pouzivejte vhodné ochranné rukavice.

Zamezeni zpétného toku
Jelikoz zkumavky se stabiliza¢nim c¢inidlem CellSave obsahuiji pfisady, je velmi dilezité, aby
nedoslo ke zpétnému toku ze zkumavky s moznymi nepfiznivymi cinky. Kzamezeni zpétného
toku dodrzujte nasledujici bezpecnostni opatieni:
1. Nasmérujte pazi pacienta smérem dold.
Zkumavku drzte tak, aby uzavér sméfoval nahoru.
3. Skrtidlo uvolnéte okamzité, jakmile za¢ne krev téci.
4. Béhem venepunkce davejte pozor, aby se roztok uvnitf zkumavky nedostal do kontaktu
s uzavérem nebo koncem jehly.

UCHOVAVANI
Zkumavky uchovévejte pfi teploté 4-30 °C. Nepouzivejte, jestlize pfisada neni ¢ird a bezbarva.
Nepouzivejte po datu exspirace.

« Vzorky uchovavejte nebo piepravuijte pfi teploté 15-30 °C. V extrémnich teplotnich
podminkach muze byt pfi pfepravé potieba vzorky izolovat.

POSTUP

Dodané materialy

Zkumavky se stabilizacnim cinidlem CellSave. Obsah: 300 ul roztoku s obsahem 4,6 % Na,EDTA
a 36 % stabiliza¢niho ¢inidla bunék, 0,36 % polyetylenglykolu, 0,46 % inertnich latek

Potiebné materialy, které nejsou soucasti dodavky
Jehly a adaptéry k odbéru krve, alkoholové tampény, 3krtidlo

1. Venepunkci provadéjte podle postupu uvedeného v CLSI H3-A6, Postup pfi odbéru
krevnich vzorkd k diagnostickym Gcelim pomoci venepunkce. Pokud je vice zkumavek,
které je potieba naplnit, napliite zkumavky CellSave jako prvni.

2. Plite zkumavku, dokud nepfestane téci krev.

3. Zkumavku vyjméte zadaptéru ajemné ji 8 krat za Gicelem promiseni prevratte. Pfevraceni
zkumavky zabranuje srazeni krve. Nespravné nebo opozdéné smichani mize mit za
nasledek nepresné vysledky testu.

4. Vzorky se musi zpracovat béhem 96 hodin od odbéru. Vzorky uchovavejte pfi teploté
15-30°C.

UCINNOST

Vytéznost

Vytéznost byla hodnocena po smiseni vzorkd s pridavkem nizkého poc¢tu naddorovych bunék
(0, 50, 100 a 200 bunék/7,5 mL) a s pfidavkem vysokého poctu nadorovych bunék (0, 100,
1000a 10 000 bunék/7,5 mL). Do zkumavek CellSave byla odebrana krev od 5 zdravych darcti
asmisena s burikkami SKBR-3 (bunécné linie rakoviny prsu). Vzorky byly zpracovény a obarveny
DNA barvivem, anti-CD45-APC a anti-CK-PE na poloautomatickém systému zpracovani vzorkd
CELLPREP™a analyzovany pomoci priitokového cytometru FACSCalibur s kuli¢ckami za Gi¢elem
vypoctu absolutniho poctu bunék. U experimentu s pfidavkem nizkého poctu nddorovych
bunék byla regresni rovnice y=0,8x+4,7 a korela¢ni koeficient byl R2=0,98. U experimentu
s pfidavkem vysokého poctu nddorovych bunék byla regresni rovnice y=0,9x+6,2 a korela¢ni
koeficient byl R2=0,99.

Tabulka 1 Udaje o vytéznosti pro nizké a vysoké koncentrace nadorovych bunék SKBR-3

Nizka koncentrace Vysoka koncentrace

Darce 0 50 100 200 0 100 1000 10000

A 2 31 89 164 2 84 876 8259

B 2 44 97 141 4 74 775 8185

C 5 51 92 175 1 75 880 9342

D 1 46 81 153 2 118 846 8030

E 4 52 82 181 2 106 959 9014

Priimérna 3 45 88 163 2 91 867 8566
vytéznost v % 893% 832% 814% 913% 867% 857%

Interferujici latky

Do zkumavek EDTA a CellSave byla odebrana krev od 5 zdravych darct a smisena s asi 800 burikami
SKBR-3. Zkumavky CellSave byly smiseny s potencionalné interferujicimi latkami (hemolyticka
krev 5+, lipemicka krev 1,94-2,04 % emulgovaného tuku, iktericka krev 7 mg/dL), aby se zjistil
jejich vliv na vytéznost a kvantifikaci nadorovych bunék. Podvojné vzorky byly zpracovény na
poloautomatickém systému zpracovani vzork( CELLPREP™ a analyzovany pomoci pritokového
cytometru FACSCalibur. Hemolytické, lipemické aikterické vzorky pIné krve odebrané do zkumavek
CellSave nemély zadny vliv na vytéznost a kvantifikaci nadorovych bunék.
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Tabulka 2 Vytéznost pfidanych nadorovych bunék pro 7,5 mL plné krve

Kontrola EDTA Kontrola CellSave
Pocet Pocet Pocet Pocet
detekovanych  pridanych  Vytéznost | detekovanych  pfidanych  Vytéznost
Darce bunék bunék v% bunék bunék v%
Al 452 828 55% 388 696 56%
A2 445 828 54% 486 696 70%
B1 802 749 107 % 689 696 99%
B2 m 749 95% 690 696 99 %
a 580 m 75% 289 716 40%
Q 451 mn 58 % 272 716 38%
D1 5N m 74% 552 76 7%
D2 642 m 83% 636 716 89%
E1 610 m 79% 526 716 3%
E2 54 m 70% 535 716 5%
Priméma 581 75% 506 2%
S0 17 17% 150 2%
CellSave, hemolyticka krev CellSave, lipemicka krev CellSave, iktericka krev
Pocet Pocet Pocet Pocet Potet Pocet
detekovanjch  pridanych  Vijtéznost | detekovanych pridanych  Vytéznost |detekovanych piidanych  Vytéznost
Dérce bunék bunék v% bunék bunék v% bunék bunék v%
A 482 696 69 % 664 696 95% 638 696 92%
A2 502 696 2% 691 728 95% 612 728 84%
B1 514 696 74% 748 696 107 % 678 696 97%
B2 571 696 82% 712 696 102 % 679 696 98%
Qa 499 716 70% 568 716 79% 561 716 8%
Q 470 716 66 % 599 716 84% 514 716 2%
D1 582 716 81% 628 716 88% 651 716 91%
D2 551 716 7% 549 716 7% 589 716 82%
E1 51 716 80% 620 716 87% 554 716 7%
E2 499 716 70% 620 716 87% 584 716 82%
Priiméma 524 74% 640 90 % 606 85%
S0 il 6% 63 10% 55 9%

Stabilizace antigenu pro fenotypizaci

Schopnost zfetelné rozlisit r(izné populace bunék zavisi na stafi vzorku v dobé provadéni
analyzy, jestlize nejsou vzorky stabilizovény. Stabilita leukocytd je indikatorem kvality vzorku pfi
provadéni analyzy cirkulujicich nddorovych bunék. Obrazek 1 ukazuje typicky pfiklad hustoty
antigenu CD45 riiznych bunéénych populaci pfi porovnani krevnich vzorkd odebiranych do
standardni zkumavky EDTA a do zkumavky CellSave. Krev byla analyzovana béhem 2 hodin od
odbéru. Analyza byla provedena znovu po asi 48 hodinach od odbéru krve. Stuper separace
mezi lymfocyty a granulocyty zobrazuje délka horizontélni ¢ary na ose X kazdého grafu.
Separace mezi obéma buné¢nymi populacemi se ve zkumavce EDTA sniZuje se vzriistajicim
staFim vzorku. Ve zkumavce CellSave separace ziistdva nezménéna. Sipky na obrazku ukazujici
na populaci lymfocytd, monocytti a granulocytl zobrazuji posun téchto bunéénych populaci
z diivodu staruti vzork krve. Tyto populace bude stéle obtiznéjsi od sebe rozlisit.

Obrazek 1 Separace klastr( bunék béhem staruti vzorka krve odebranych do zkumavek
EDTA a CellSave.
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Kvalita vzorku

Kvalita vzorku je pro spravnou detekci vzacnych epitelovych bunék velmi dilezita. Na integrité
leukocytti v krevnich vzorcich, ve kterych byly epitelové buriky pomoci systému CELLPREP™
imunomagneticky obohaceny, se necha kvalita vzorku spolehlivé zjistit. Obrazek 2 zobrazuje
zabarveni jader (DAPI) krevnich vzork( odebranych do zkumavek EDTA a CellSave, které byly
po 24 hodinach zpracovany pomoci systému CELLPREP™. Snimky byly pofizeny fluorescencnim
mikroskopem s objektivem zvétsujicim 10x. Zatimco vzorek odebrany do zkumavky EDTA
obsahuje hodné jaderného materialu, jsou ve vzorku krve ve zkumavce CellSave piitomny
pouze kulaté objekty (leukocyty).

Obrazek 2 Zabarvenijader leukocytd ve zkumavkach EDTA a CellSave.
EDTA Zkumavka CellSave

AUTOPREP®, CELLSEARCH®, CELLTRACKS®, CELLTRACKS ANALYZER 11° a MAGNEST® jsou
obchodni zndmky spolecnosti Janssen Diagnostics, LLC.

Tato technologie, véetné produktil a/nebo souvisejicich soucdsti, postupy a néstrojové systémy
popsané v tomto dokumentu, jsou chrdnény patenty Spojenych statd a jim odpovidajicimi
mezinarodnimi patenty a nvrhy na registraci patentd, véetné jednoho nebo vice z nasledujicich:
¢isla patentl Spojenych stétil 5,466,574; 5,459,073; 5,512,332; 5,597,531; 5,698,271; 5,849,517;
5,985,153;5,993,665; 6,120,856; 6,136,182, 6,365,362;6,551,843; 6,620,627, 6,623,982; 6,645,731;
6,660,159; 6,790,366; 6,861,259; 6,890,426; 7,011,794, 7,282,350 a 7,332,288.
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