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AVSEDD ANVANDNING
CellSave-konserveringsroren ar avsedda for insamling och konservering av cirkulerande
epitelceller (tumdorceller) i helblod for kvantifiering och fenotypning.

INDIKATIONER FOR ANVANDNING
CellSave-konserveringsror kan anvandas for 6vervakning av cirkulerande epitelceller
(tumorceller), vilket kan underlatta varden av cancerpatienter.

PRODUKTBESKRIVNING

CellSave-ror ar vakuumblodinsamlingsrér som innehaller EDTA-antikoagulans och ett
cellkonserveringsmedel. Vakuumet &r utformat for att ge cirka 10 mL blod. Roret har en steril
insida. CellSave-roren dr avsedda att anvéndas tillsammans med instrument fran Menarini
Silicon Biosystems.

ANVANDNINGSPRINCIP

CellSave-réren &r vakuumblodinsamlingsrér som ar utformade for anvandning med vanlig
blodprovtagningsutrustning for insamling av vendst blod. Réret innehéller 300 pL av en
16sning innehallande Na,EDTA och ett cellkonserveringsmedel. EDTA absorberar kalciumjoner,
vilket forhindrar att blodet koagulerar. Konserveringsmedlet bibehaller epitelcellernas
morfologi och cellyteantigenuttryck intakt. | varje ror finns ett vakuum som anvénds till att
samla in 10,0 mL vendst helblod nar man féljer standardprocedurer for blodprovtagning.

BEGRANSNINGAR

«  Blodmangden som erhalls varierar beroende pa hojd, omgivande temperatur, lufttryck,
rorets alder, ventryck och fyllningsmetod.
Proven maste bearbetas inom 96 timmar efter insamlingen.
Kontrollera provintegriteten enligt beskrivningen i anvandarhandboken for CELLTRACKS
ANALYZER II° for analys av séllsynta celler med CELLTRACKS ANALYZER I1°.

FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Roren kan spricka om de forvaras vid eller under en temperatur pa 0 °C.

2. Avldgsna ej gummiproppen genom att rulla den med tummen. Avldgsna den istéllet
genom att vrida och sedan dra i den.

3. Anvénd inte roren om de innehaller frimmande substans.

4. Folj allménna forsiktighetsatgdrder. Anvand handskar, skyddsdrékt, gonskydd och
6vrig personlig skyddsutrustning samt tekniska hjélpmedel for att skydda dig mot
sprut/stank av blod samt méjlig kontakt med blodburna patogener.

5. Allt material av glas kan ga sonder. Granska allt glas for eventuella transportskador
och vidta forsiktighetsatgarder nar du hanterar dem.

6. Hantera alla biologiska prov och vassa redskap for blodinsamling (lansetter, nalar,
lueradaptrar och blodinsamlingssatser) enligt riktlinjerna och procedurerna i din
anldggning. Uppsdk ldkarhjélp om du kommer i kontakt med biologiska prov (t.ex.
genom en stickskada), eftersom detta kan leda till att du smittas av virushepatit, HIV
(AIDS) eller andra smittosamma sjukdomar. Anvand det inbyggda skyddet for nalar
som anvants om blodinsamlingsredskapet har ett sadant. Menarini Silicon Biosystems
rekommenderar inte att skydd satts tillbaka pa anvinda nalar. Din anldaggning kan
dock ha annorlunda riktlinjer och procedurer som alltid maste foljas.

7.  Kassera alla vassa blodinsamlingsredskap i behallare for bioriskavfall som godkénts
for kassering av sadant avfall.

8.  Det dr inte reckommendabelt att dverfora ett prov som insamlats med spruta och nal.
Ytterligare manipulering av vassa redskap som t.ex. kanyler okar risken for nalstickskador.

9. Overféring av prov frén en spruta till ett CellSave-rér med ett ovasst redskap utférs
forsiktigt p.g.a. orsakerna som beskrivs nedan. Att trycka ned sprutkolven under
overforingen kan skapa ett 6vertryck. Detta kan gora att gummiproppen och provet
forskjuts, vilket leder till spill och méjlig blodexponering. Anvandning av en spruta
for blodoverforing kan dven gora att roren fylls for mycket eller for litet, vilket leder till
felaktiga proportioner mellan blod och tillsats och eventuellt felaktiga analysresultat.

CellSave-roren ar utformade for att samla in en specifik mangd blod. Fyllningen ar klar
nar vakuumet inte drar ut mera blod, dven om vissa ror fylls upp endast delvis p.g.a.
kolvmotstandet nar de fylls med en spruta.
10.  Om blod samlas upp genom en intravends slang, sakerstall att ingen IV-16sning finns
kvar i den innan du borjar fylla CellSave-roren.
11. Om roren fylls for litet eller for mycket kan felaktiga proportioner mellan blod och
tillsats uppsta, vilket kan leda till felaktiga analysresultat.
12.  Forsiktigt: Prov maste transporteras och forvaras vid temperaturer pa 15-30 °C.
Nedkylning av prov fore bearbetning kan paverka provens integritet negativt.
13. VARNING: Denna reagens innehaller imidazolidinylurea. Foljande &r Uttalanden om
risker och forsiktighetsatgarder:'
H317 kan orsaka en allergisk hudreaktion.
Forebyggande:
P261 Undvik att inandas damm/r6k/gas/dimma/angor/sprej.
P272 Nedsténkta arbetsklader far inte avldgsnas fran arbetsplatsen.
P280 Bér skyddshandskar.
Svar:
P333 + P313 Vid hudirritation eller utslag: uppsok ldkare.
P362 + P364 Ta av fororenade kldder och tvétta dem fore dteranvandning.
Avfallshantering:
P501 Bortskaffa innehéllet/behallaren till en godkand avfallsanldggning.
For mer information, se sékerhetsdatabladet pa www.cellsearchctc.com

Forhindrande av backflode
Eftersom CellSave-konserveringsroret innehdller tillsatsmedel &r det viktigt att forhindra
backflode fran roret som kan leda till skadliga reaktioner. Skydda mot backflode genom att
observera foljande forsiktighetsatgarder:

1. Positionera patientens arm i nedatriktning.

2. Hallroret sa att gummiproppen ar riktad uppét.

3. Lossa pa stasbandet sa snart blodflodet kommer igang.

4. Kontrollera att I6sningen inuti roret inte kommer i kontakt med gummiproppen eller

nalens dnde ndr venpunktionen utfors.

FORVARING

«  Forvararoren vid 4-30 °C. Anvénd inte om tillsatsmedlet inte &r klart och farglost. Anvand
inte efter att utgangsdatumet passerats.

- Forvara eller transportera proven vid temperaturer pa 15-30 °C. Lamplig isolering
kan kravas for transport vid extrema temperaturfoérhallanden.

FORFARINGSSATT

Medféljande material

CellSave-konserveringsror. Innehall: 300 pL l6sning innehallande 4,6% Na,EDTA och 36%
cellkonserveringsmedel, 0,36% polyetylenglykol, 0,46% overksamma ingredienser.

Erforderligt material som ej medfaljer
Nalar och adaptrar for blodinsamling, desinficerande vatservetter, stasband

1. Utfor venpunktionen enligt CLSI-procedur H3-A6, Procedure for the Collection of
Diagnostic Blood Specimens by Venipuncture (Forfaringssatt for insamling av diagnostiska
blodprov genom venpunktion). CellSave-réren ska fyllas i forst om det finns flera ror av
olika typer att fylla i.

2. Fyllroret tills blodflodet avstannar.

3. Tagbortroret fran adaptern och vand det upp och ner forsiktigt 8 gdnger for att blanda
blodet. Detta forhindrar koagulering. Otillracklig eller forsenad blandning kan leda till
felaktiga testresultat.

4. Bearbeta provinom 96 timmar efter insamlingen. Forvara proven vid temperaturer pa
15-30°C.

PRESTANDA

Recovery

Recovery utvédrderades genom att tillfora proven ldga tumdrcellantal (0, 50, 100 och 200 celler/
7,5 mL) respektive hdga tumdrcellantal (0, 100, 1.000 och 10.000 celler/7,5 mL). Blod frdn 5 normala
donatorer samlades in med CellSave-ror och SKBR-3-celler (en brostcancercellinje) tillsattes. Proven
bearbetades och férgades med nukleinsyrefirgdmne, anti-CD45-APC och anti-CK-PE med det
halvautomatiska provbearbetningssystemet CELLPREP™ och analyserades med FACSCalibur-
flodescytometern med beads for att berékna det absoluta cellantalet. Vid experimentet
med lagt cellantal var regressionsekvationen y=0,8x+4,7 och korrelationskoefficienten
R2=0,98. Vid experimentet med hogt cellantal var regressionsekvationen y=0,9x+6,2 och
korrelationskoefficienten R2=0,99.

Tabell 1. Recoverydata for lagt och hogt antal av SKBR-3-tumarceller

Lagt cellantal Hogt cellantal
Givare (] 50 100 200 (] 100 1.000 10.000
A 2 31 89 164 2 84 876 8.259
B 2 44 97 141 4 74 775 8.185
C 5 51 92 175 1 75 880 9.342
D 1 46 81 153 2 118 846 8.030
E 4 52 82 181 2 106 959 9.014
Medelvérde 3 45 88 163 2 91 867 8.566
% Recovery 893%  882%  81,4% 913%  867%  857%
Interfererande dmnen

Blod fran 5 normala donatorer samlades in med EDTA- samt CellSave-ror, vilka tillsattes
cirka 800 SKBR-3-celler. Till CellSave-réren tillférdes potentiellt interfererande @mnen
(hemolys 5+, lipemiskt blod 1,94-2,04% emulsifierat fett, ikteriskt blod 7,0 mg/dL) for att bedéma
effekten pé recovery och kvantifieringen av tumarceller. Dubbla prov bearbetades med det
halvautomatiska provbearbetningssystemet CELLPREP™ och analyserades med FACSCalibur-
flodescytometern. Hemolytiska, lipemiska och ikteriska helbodsprov som insamlats med
CellSave-ror interfererar inte med recovery och kvantifieringen av tumérceller.
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Tabell 2. Recovery for tillsatta tumorceller for 7,5 mL helblod

EDTA-kontroll CellSave-kontroll
Antal Antal Antal Antal
aterhamtade celler % aterhdmtade celler %
Givare celler tillforda Recovery celler tillforda Recovery
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% 272 716 38%
D1 571 m 74% 552 716 7%
D2 642 m 83% 636 716 89%
E1 610 m 79% 526 716 3%
E2 541 m 70% 535 716 75%
Medelvérde 581 75% 506 2%
SD 17 17% 150 2%
CellSave, hemolys CellSave, lipemi CellSave, ikterus
Antal Antal Antal Antal Antal Antal
aterhamtade  celler % dterhamtade  celler % aterhamtade  celler %
A 482 696 69% 664 696 95% 638 696 92%
A2 502 696 72% 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 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 77%
E2 499 716 70% 620 716 87% 584 716 82%
Medelvérde 524 74% 640 90% 606 85%
SD 41 6% 63 10% 55 9%

Antigenkonservering for fenotypning

Majligheten att skilja pa olika cellpopulationer paverkas i hog grad av provets dlder da analysen
utfors, forutom om provet har konserverats. Leukocyternas integritet indikerar provkvaliteten
vid analys av cirkulerande tumorceller. Bild 1 visar ett typiskt exempel pa forekomstgraden for
(CD45-antigen pa de olika cellpopulationerna for blod som insamlats med EDTA-standardrér och
CellSave-ror. Blodet analyserades inom 2 timmar efter insamlingen, och analysen upprepades
cirka 48 timmar efter insamlingen. Separationsgraden mellan lymfocyter och granulocyter
anges med langden pa de horisontella staplarna vid varje diagrams X-axel. Separationen mellan
de béda cellpopulationerna degraderar med tiden nar EDTA-roret anvands. Separationen
bibehélls nér CellSave-réret anvands. Pilarna i bilden som &r riktade mot lymfocyt-, monocyt-
och granulocytpopulationerna anger éndringen i dessa cellpopulationer p.g.a. att blodproven
aldrats. Detta gor det svarare att skilja pé cellpopulationerna.

Bild 1. Separation av cellgrupper i takt med att blod som insamlats med EDTA- och CellSave-ror

aldras.
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Provkvalitet

Provets kvalitet &r viktig for att det ska ga att detektera séllsynta epitelceller med
tillfredsstéllande noggrannhet. Leukocytintegriteten for blodprov, i vilka epitelceller anrikats
immunomagnetiskt med CELLPREP™-systemet, &r ett utmarkt kvalitetsmatt. Bild 2 visar nukleér
fargning (DAPI) av blodprov insamlade i EDTA- och CellSave-rér som bearbetats efter 24 timmar
med ett CELLPREP™-system. Bilderna togs med fluorescensmikroskop med en tiofaldig
férstoringsgrad. Medan det finns mycket nukleért material i provet som insamlats i EDTA-réret,
finns det endast runda objekt (leukocyter) i provet som insamlats i CellSave-roret.

Bild 2. Nuklear fargning av leukocyter i EDTA- och CellSave-ror.

EDTA CellSave-ror

CELLSEARCH®, CELLTRACKS®, CELLTRACKS ANALYZER I1° och AUTOPREP® &r varumarken
som tillhér Menarini Silicon Biosystems Inc.

Denna teknologi, inklusive produkter och tillhérande komponenter, samt forfaringssatt och
instrument som beskrivs héri, skyddas avamerikanska patent och motsvarande internationella
patent samt andra sokta patent och omfattar ett eller flera av féljande: Amerikanska
patentnummer 6,136,182; 6,551,843; 6,623,982; 6,790,366; 7,011,794 och 7,332,288.
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