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Autorizovany zdstupca pre

URCENE POUZITIE
Prezervacna skimavka CellSave je uréena na odber a uchovavanie cirkulujlcich epitelovych
buniek (nadorovych buniek) v plnej krvi, na ich spocitanie a fenotypizaciu.

INDIKACIE POUZITIA
Prezervacné skimavky CellSave mozu byt pouzité na monitorovanie cirkulujcich epitelovych
buniek (nadorovych buniek), ¢o moze pomoct pri lie¢be pacientov s rakovinou.

POPIS VYROBKU

Skumavky CellSave su vzduchoprazdne skimavky na odber krvi, ktoré obsahuju antikoagulant
EDTA a bunkovy konzervant. Vakuum dovoluje odobrat priblizne 10 mL krvi. Vnutro skimavky
je sterilné. Skimavky CellSave st urené na pouZitie s nastrojmi spolo¢nosti Menarini Silicon
Biosystems.

PRINCIP FUNGOVANIA

Sktmavky CellSave su vakuové skiimavky na odber krvi, ktoré s urcené na pouzitie so
standardnymi flebotomickymi nastrojmi na odber venéznej krvi. Skiimavka obsahuje 300 pL
roztoku, ktory obsahuje Na,EDTA a bunkovy konzervant. EDTA absorbuje iény vapnika, ¢im
zabranuje zrézaniu krvi. Konzervant uchovéva morfolégiu a antigénovu expresiu povrchu
epitelovych buniek. Vakuum v kazdej skimavke umoziuje odobrat 10,0 mL venéznej pinej
krvi pri dodrzani Standardnych postupov flebotdmie.

OBMEDZENIA

+  Objem odobratej krvi kolise podla nadmorskej vysky, teploty prostredia, barometrického
tlaku, veku skimavky, cievneho tlaku a techniky pInenia.
Vzorky musia byt spracované do 96 hodin od odberu.
Pri analyze zriedkavych buniek pomocou CELLTRACKS ANALYZER I1° skontrolujte integritu
vzorky, ako je to popisané v Prirucke pouzivatela pristroja CELLTRACKS ANALYZER II°.

PREVENTIVNE OPATRENIA

1. Skladovanie skumaviek pri alebo pod 0 °C mo6ze mat za nasledok rozbitie skimaviek.

2. Neodstranujte gumovu zatku tlakom palca. Odstranujte zatky otacavym pohybom
a tahom.

3. Nepouzivajte skimavky, ak obsahuju cudziu latku.

4. Dodrziavajte univerzalne preventivne opatrenia. Pouzivajte rukavice, ochranné
plaste, ochranné okuliare a iné osobné ochranné vybavenie, a technické ovladace na
ochranu pred rozstrekom krvi, inikom krvi a potencidlnym vystavenim sa patogénom
prenasanym krvou.

5. Kazdé sklo sa moze rozbit. Prekontrolujte vietko sklo, ¢i nebolo poskodené pocas
prepravy a dodrziavajte preventivne opatrenia pocas zaobchédzania s nim.

6.  Zaobchadzajte so vietkymi biologickymi vzorkami a ostrymi nastrojmi na odber krvi
(lancety, ihly, luer adaptéry a sety na odber krvi) v silade s normami a postupmi
vasho pracoviska. V pripade vystavenia sa biologickym vzorkam (napriklad poranenie
pichnutim) vyhladajte primerané lekarske o3etrenie, kedZe je mozny prenos virusovej
hepatitidy, HIV (AIDS), alebo inych infekénych choréb. Pouzivajte zabudovany chranic¢
pre pouzité ihly, ak zariadenie na odber krvi nejaky poskytuje. Spolo¢nost Menarini
Silicon Biosystems neodporica opéatovné pouzitie ochranného krytu na pouzité
ihly. Avsak normy a postupy vasho pracoviska mézu byt odlisné a musia byt vzdy
dodrziavané.

7. Vsetky ostré nastroje na odber krvi odhadzujte do nddob na nebezpecny biologicky
odpad schvalenych na ich likvidaciu.

8. Prenosodobratejvzorky pomocou injekénejstriekacky a ihly sa neodporuca. Dodato¢na
manipulacia s ostrymi predmetmi, ako st duté ihly, zvysuje riziko poranenia pichnutim
ihlou.

9. Prenos vzorky zo striekacky do skimavky CellSave pomocou néstrojov bez ostria by
sa mal vykonavat opatrne pre nizsie uvedené dovody. Stlacanie piestu striekacky
pocas prenosu mdze vytvorit pozitivny tlak, ¢im sa prudko premiestni zatka a vzorka,

a sposobi rozstrieknutie a mozné vystavenie sa krvi. PouZitie striekacky pre prenos krvi
moze tiez sposobit nedostato¢né alebo nadmerné naplnenie skiimaviek, nasledkom
¢oho moze dojst k nespravnemu pomeru krvi a aditiv a potencialne k nespravnym
vysledkom analyzy. Skiimavky CellSave su ur¢ené na odber konkrétneho objemu.
Plnenie je ukoncené, ked' uz vakuum nevtahuje krv, hoci niektoré skimavky sa pri
plneni zo striekacky mozu naplnit ¢iasto¢ne kvoli odporu piestu.
10.  Akjekrvodoberanaintravenéznou linkou, uistite sa, Ze pred zacatim plnenia skimaviek
CellSave bol z linky odstraneny intravendzny roztok.
11.  Nedostatocné alebo nadmerné naplnenie skiimaviek sposobi nespravny pomer krvi
a aditiva moze viest k nespravnym vysledkom analyzy.
12.  Varovanie: Vzorky musia byt prepravované a uchovévané pri teplotach 15-30 °C.
Chladenie vzoriek pred ich spracovanim moze negativne ovplyvnit integritu vzorky.
13. VAROVANIE: Toto ¢inidlo obsahuje imidazolidinyl urea. Prislusné H-vety a P-vety
st nasledujuce:’
H317 Moze vyvolat alergicku koznu reakciu.
Prevencia:
P261 Zabrarite vdychovaniu prachu/dymu/plynu/hmly/par/aerosélov.
P272 Je zakézané vyniest kontaminovany pracovny odev z pracoviska.
P280 Noste ochranné rukavice.
Reakcia:
P333 + P313 Ak sa prejavi podrazdenie pokozky alebo sa vytvoria vyrazky:
vyhladajte lekdrsku pomoc/starostlivost.
P362 + P364 Kontaminovany odev vyzlecte a pred dalSim pouzitim vyperte.
Likvidcia:
P501 Zneskodnite obsah/nddobu v zariadeni schvalenom pre likvidaciu odpadov.
Dalsie informacie néjdete na karte bezpe¢nostnych ddajov na webovej stranke
www.cellsearchctc.com

Prevencia spatného toku
KedZe prezerva¢na skiimavka CellSave obsahuje aditiva, je délezité zabranit spatnému toku
zo skimavky, ktory by mohol sposobit neziaduce tcinky. Na ochranu proti spatnému toku
dodrziavajte nasledujlce preventivne opatrenia:

1. Umiestnite rameno pacienta tak, aby smerovalo dole.

2. Drzte skimavku zatkou nahor.

3. Uvolnite turniket len ¢o krv zacne tiect.

4. Uistite sa, Ze roztok vo vnutri skimavky sa nedotyka zatky alebo konca ihly pocas

venepunkcie.

UCHOVAVANIE
Uchovavajte skiimavky pri 4-30 °C. NepouZivajte, ak aditivum nie je priezracné a bezfarebné.
NepouZzivajte po ddtume exspirdcie.
Uchovavajte alebo prepravujte skimavky pri teplotach 15-30 °C. Pri preprave
v extrémnych teplotnych podmienkach méze byt nutna primerana izolacia.

POSTUP

Dodavané materialy

Prezervacné skimavky CellSave. Obsahuju: 300 pL roztoku obsahujiceho 4,6 % Na,EDTA
a 36 % bunkového konzervantu, 0,36 % polyetylénglykolu, 0,46 % inertnych prisad

Potrebné materialy, no nedodavané
Ihly a adaptéry na odber krvi, alkoholové tampény, turniket

1. Vykonajte venepunkciu podla postupu CLSI H3-A6, Procedure for the Collection of
Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture (Postup pre odber diagnostickych vzoriek
krvi venepunkciou). Ak maju byt naplnené viaceré typy skiimaviek, najprv napliite
skimavky CellSave.

2. Plnite skimavku az kym krv neprestane pritekat.

3. Odoberte skimavku z adaptéra a jemne ju 8-krat prevrétte, aby sa jej obsah premiesal.
Prevracanie skimavky zabranuje zrdzaniu. Nedostatocné alebo oneskorené premiesanie
moze mat za nasledok nepresné vysledky testu.

4. Spracujte vzorky do 96 hodin od odberu. Uchovévajte skimavky pri teplotach
15-30°C.

VYKONANIE

Vytazok

Vytazok bol hodnoteny pomocou pridania nizkeho poctu nadorovych buniek (0, 50, 100 a
200 buniek/7,5 mL) a vysokého poctu nadorovych buniek (0, 100, 1000 a 10000 buniek/7,5 mL) do
vzoriek. Do skimaviek CellSave bola odobrana krv od 5 zdravych darcov a boli tam pridané bunky
SKBR-3 (linia buniek rakoviny prsnika). Vzorky boli spracované a zafarbené farbivom nukleovej
kyseliny, anti-CD45-APC a anti-CK-PE s pouzitim poloautomatizovaného systému spracovania
vzoriek CELLPREP™ a analyzované pomocou prietokového cytometra FACSCalibur s gulockami
naumoznenie vypoctu absolttneho poctu buniek. Pre experiment s nizkym poctom bola rovnica
regresie y = 0,8x + 4,7 a korelacny koeficient bol R2 = 0,98. Pre experiment s vysokym poctom
bola rovnica regresie y = 0,9x + 6,2 a korelacny koeficient bol R2 = 0,99.

Tabulka 1. Udaje vytazku pre nizke a vysoké nasytenie nadorovymi bunkami SKBR-3

Nizky pocet pridanych buniek Vysoky pocet pridanych buniek

Darca 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
Stredné % 3 45 88 163 2 91 867 8566
vytazku 893% 882% 814% 913% 867% 857%
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Interferujuce latky

Do skiimaviek EDTA a CellSave bola odobrana krv od 5 zdravych darcov a bolo tam
pridanych priblizne 800 buniek SKBR-3. Do skimaviek CellSave boli pridané potencidlne
interferujlce latky (hemolyza 5+, lipémia 1,94-2,04 % emulzifikovaného tuku, ikterus
7,0 mg/dL) na stanovenie ich t¢inku na vytazok a spocitavanie nadorovych buniek. Duplikaty
vzoriek boli spracované s pouzitim poloautomatizovaného systému spracovania vzoriek
CELLPREP™ a analyzované pomocou prietokového cytometra FACSCalibur. Hemolyza, lipémia
a ikterus vzoriek plnej krvi odobranych do skimaviek CellSave neinterferuju s vytazkom
a spocitavanim nadorovych buniek.

Tabulka 2. Vytazok pridanych nadorovych buniek pre 7,5 mL pInej krvi

Kontrola EDTA Kontrola CellSave
Pocet Pocet Pocet Pocet
vytazenych  pridanych % vyteznych  pridanych %
Darca buniek buniek vytazku buniek buniek vytazku
A 452 828 55% 388 696 56 %
A2 445 828 54 % 486 696 70 %
B1 802 749 107 % 689 696 99 %
B2 711 749 95 % 690 696 99 %
Qa 580 m 75% 289 716 40%
Q 451 m 58 % 2 716 38%
D1 571 m 74% 552 716 77%
D2 642 m 83 % 636 716 89 %
E1 610 m 79% 526 716 3%
E2 541 m 70 % 535 716 75%
Stredna 581 75% 506 2%
SD 17 17% 150 22%
CellSave, hemolyza CellSave, lipémia CellSave, ikterus
Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
vytazenych pridanych % vytazenych pridanych % vytazenych pridanych %
Darca buniek buniek vytazku buniek buniek vytazku buniek buniek vytazku
Al 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% 12 696 102% 679 696 98%
a 499 716 70% 568 716 79% 561 716 78%
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 571 716 80% 620 716 87% 554 716 7%
E2 499 716 70% 620 716 87% 584 716 82%
Strednd 524 74% 640 90% 606 85%
D Ll 6% 63 10% 55 9%

Prezervacia antigénov na fenotypizaciu

Schopnost jasne rozlisit rozli¢né populécie buniek je ovplyvnend vekom vzorky v ¢ase analyzy,
pokial nie je vzorka prezervovana. Prezervacia leukocytov je indikatorom kvality vzorky pri
vykondvani analyzy cirkulujtcich nddorovych buniek. Obrézok 1 ukazuje typicky priklad hustoty
antigénov CD45 v rozli¢nych populdciach buniek v krvi odobratej v Standardnej EDTA skiimavke
a v skimavke CellSave. Krv bola analyzované do 2 hodin od odberu, analyza bola zopakovana
po priblizne 48 hodinach od odberu. Stuper separacie medzi lymfocytmi a granulocytmi je
indikovany dfzkou horizontalnych Ciar pri osi X kazdého z grafov. Separacia medzi oboma
populaciami buniek sa v skiimavke EDTA casom zhor3uje. Separacia v skimavke CellSave zostéva
zachovana. Sipky na obrazku ukazujlce na populécie lymfocytov, monocytov a granulocytov
znazornuju presun tychto populdcii sposobeny starnutim krvnych vzoriek. To stazuje rozlisenie
tychto bunkovych populacii.

Obrazok 1. Separdcia zhlukov buniek v priebehu starnutia krvi odobratej v skimavkach EDTA
a CellSave.
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Kvalita vzorky

Kvalita vzorky je délezita pre adekvéatnu detekciu zriedkavych epitelovych buniek. Integrita
leukocytov vo vzorkach krvi imunomagneticky obohatenych o epitelové bunky systémom
CELLPREP™ je vybornou mierou tejto kvality. Obrazok 2 ukazuje snimky farbenia jadra (DAPI)
vzoriek krvi odobratych v EDTA a CellSave skiimavkach, ktoré boli spracované po 24 hodinach
pomocou systému CELLPREP™. Snimky boli vykonané pomocou 10x objektivu na fluorescenénom
mikroskope. Kym vo vzorke odobranej do skimavky EDTA sa nachddza nadmerné mnozstvo
nukleového materidlu, vo vzorke odobranej do skimavky CellSave sa nachadzaju iba okrdhle
objekty (leukocyty).

Obrazok 2. Farbenie jadier leukocytov v skiimavkach EDTA a CellSave.

EDTA Skumavka CellSave

CELLSEARCH®, CELLTRACKS®, CELLTRACKS ANALYZER I1° a AUTOPREP® st ochranné znamky
spolo¢nosti Menarini Silicon Biosystems Inc.

Tato technoldgia, vratane produktov a/alebo prislusnych komponentov, postupy a systémy
pristroja popisané v tomto dokumente su chranené patentmi USA a zodpovedajucimi
medzinarodnymi patentmi a patentmi ¢akajucimi na schvélenie vratane jedného alebo
viacerych z nasledujucich: Cisla americkych patentov 6,136,182; 6,551,843; 6,623,982;
6,790,366; 7,011,794 a 7,332,288.
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