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Komponenterna i CliniMACS-systemet, inklusive reagenser, slangset, instrument och buffert PBS/EDTA ar
utformade, tillverkade och testade enligt ISO 13485-certifierat kvalitetssystem. | EU &r komponenterna i CliniMACS-
systemet tillgangligt som CE-markta medicintekniska produkter for deras respektive avsedda anvandning, om inte
annat anges. | USA &r CliniMACS CD34 Reagent-systemet, inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS CD34
Reagent, CliniMACS Tubing Set TS och CliniMACS Tubing Set LS och CliniMACS PBS/EDTA Buffer godkanda av FDA
som HUD (Humanitarian Use Device, enhet for humanitar anvdandning), godkanda enligt amerikansk federal
lagstiftning for anvandning vid behandling av patienter med akut myeloisk leukemi (AML) vid forsta fullstandiga
remission. Produktens effektivitet for denna indikation har inte pavisats. Ovriga produkter i CliniMACS-serien &r
endast tillgéngliga for anvandning enligt en godkand IND-ansokan (Investigational New Drug), IDE-ansékan
(Investigational Device Exemption) eller FDA-godkannande. | Australien &r foljande komponenter i CliniMACS
Plus-systemet inkluderade i ARTG (Australian Register of Therapeutic Goods) och darmed godkanda fér leverans:
CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS CD34 Reagent, CliniMACS Tubing Set, CliniMACS Tubing Set LS, CliniMACS
Depletion Tubing Set och CliniMACS PBS/EDTA Buffer. Alla produkter som ar inkluderade i ARGT kan anvandas i
Australien.

Om inte annat anges specifikt ar produkter och tjanster fran Miltenyi Biotec endast avsedda for
forskningsanvandning och inte for terapeutisk eller diagnostisk anvéandning.

Upphovsratt © 2023 Miltenyi Biotec och/eller dess dotterbolag. Med ensamritt.

Ingen del av denna publikation far reproduceras, sparas i ett soksystem, overforas, publiceras eller distribueras i nagon
form eller pa ndgot sétt, elektroniskt, mekaniskt, genom fotokopiering, mikrofilmning, inspelning eller pa annat satt,
utan féregdende skriftligt tillstand av Miltenyi Biotec; men oaktat det féregdende, far dgarna av CliniMACS Plus-
systemet endast gora kopior endast syfte att utbilda personal i anvéandning och service av enheten inom deras foretag
eller organisation.

CliniMACS, MACS, MACSmix, Miltenyi Biotec-logotypen och MiniMACS &r registrerade varumarken eller varumarken
som tillhor Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG och/eller dess dotterbolag i olika lander varlden runt. Alla andra varuméarken
som namns i detta dokument tillhor respektive dgare och anvdnds endast for identifieringsandamal.
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Grundlaggande information

Denna anvandarhandbok innehdller information om anvdndningen av
CliniMACS Plus-applikationer. Anvisningar, varningar, forebyggande atgarder och
annan viktig information om anvandningen av CliniMACS Plus Instrument finns i
anvandarhandboken for CliniMACS Plus Instrument.

CliniMACS Plus-systemet far bara anvindas av professionella anvindare.
Innan systemet tas i drift ska du noggrant ldsa igenom och forsta
sdkerhetsinformationen, varningarna, de foérebyggande atgarderna och
anvisningarna for korrekt drift av CliniMACS Plus Instrument som finns i
bruksanvisningen for CliniMACS Plus-systemet (inklusive, utan begrénsning,
sdkerhetsinformationen i anvandarhandboken for CliniMACS Plus-systemet
och kapitel 3 “Varningar och forebyggande atgarder” pa sidan 27 i denna
anvindarhandbok) och i alla sdkerhetsrelaterade rekommendationer
utfirdade av Miltenyi Biotec). Var sarskilt uppmarksam pa alla varningar som
visas pa instrumentet eller som medféljer engangsartiklar, tillbeh6r och
ytterligare material och utrustning. Operatoren maste alltid folja all
sdkerhetsinformation, alla varningar, forebyggande atgarder och anvisningar
och procedurer under driften av instrumentet och bekrifta att all
sdkerhetsinformation, alla varningar, forebyggande atgarder och anvisningar
beaktas. Underlatenhet att folja sikerhetsinformationen, varningarna, de
forebyggande atgarderna och anvisningarna i bruksanvisningen kan leda till
funktionsfel pa instrumentet, sakskada, forlust av malceller, personskada
och/eller dodsfall.
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1 Inledning

1.1 Allman information

CliniMACS Plus-systemet erbjuder en uppsattning verktyg for hogkvalitativa och
standardiserade cellseparationer for terapeutiska applikationer.

CliniMACS Plus-systemet ar baserat pa den magnetiska cellseparationstekniken
(MACS® teknologi) utvecklad av Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG. Miltenyi Biotec har
gjort dessa produkter tillgdngliga for kliniska applikationer som uppfyller kraven i
europeiska regulatoriska standarder.

CliniMACS-reagenser och biotinkonjugat ar endast avsedda for anvandning in vitro
och arinte avsedda for terapeutisk anvandning eller for direkt infusion till patienter.

CliniMACS-reagenser i kombination med CliniMACS Plus-systemet &r avsedda for
att separera humana celler.

Miltenyi Biotec som tillverkare av CliniMACS Plus-systemet ldamnar inga
rekommendationer avseende anvandning av separerade celler for terapeutiska
syften och ldmnar ingen forsdakran avseende klinisk nytta.

For tillverkning och anvandning av malceller hos manniska maste nationella lagar
och foérordningar - t.ex. EU-direktiv 2004/23/EG (manskliga vévnader och celler)
eller direktiv 2002/98/EG (humanblod och blodkomponenter) - féljas. Saledes &r all
klinisk applikation av mélcellerna anvandaren av CliniMACS Plus-system ansvar.

BEGRANSAD GARANTI
Om CliniMACS Plus-systemet anvdnds pa ett sdtt som inte uttryckligen beskrivs i
denna handbok blir alla garantier ogiltiga.

VIKTIGT

Innan CliniMACS Plus-systemet eller nGgra komponenter anvdnds utanfér det Europeiska
ekonomiska samarbetsomrddet, mdste CliniMACS Plus-systemet ellerannan komponent
i CliniMACS vara godkdnd av myndigheterna i det landet.
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INLEDNING

1.2 Markning av celler med CliniMACS-

reagenser

MACS Magnetisk cellsortering ar ett
valdokumenterat  kraftfullt  verktyg  for
separation av manga celltyper, bade i
forskningslaboratorier ~ och i kliniska
applikationer. Cellblandningar separeras i ett
magnetiskt filt med  hjilp av en
immunmagnetisk markning specifik for
celltypen av intresse, tex. humana CD34-
positiva hematopoetiska progenitorceller fran
heterogena hematologiska cellpopulationer.

CliniMACS Plus-systemet celler kan markas
magnetiskt pa tre olika satt for anvandning:

» Direkt i en markningsprocess i ett steg med
antigenspecifika antikroppar konjugerade
till superparamagnetiska jarndextrankulor
(se Figur 1.1).

« Indirekt i en méarkningsprocess i tva steg
som kallas Flexible Labeling System. | ett
forsta steg marks cellerna med antigenspe-
cifika antikroppar konjugerad till biotin. |
ett andra steg marks dessa antikroppar
med biotinspecifika antikroppar konjuge-
rade till superparamagnetiska jarndextran-
kulor (se Figur 1.2).

» Indirekt i en markningsprocedur i tva steg
som kallas CliniMACS Cytokine Capture
System (IFN-gamma). Forst restimuleras
cellerna in vitro for att utsondra cytokinet
(t.ex.IFN-gamma).l ettforsta markningssteg
marks de restimulerade cellerna med en
hybridmolekyl som bestdr av en

leukocytspecifik  antikropp och en
cytokinspecifik antikropp, som kallas
CliniMACS  IFN-gamma  Catchmatrix-

reagens. Darefter inkuberas cellerna for att
utsondra cytokinet, som “fangas” av
matrisen pa cellytan. Dérefter, i ett andra
markningssteg, marks de
cytokinutsondrande cellerna med
cytokinspecifika antikroppar konjugerade
till superparamagnetiska jarndextrankulor
(CliniMACS IFN-gamma Enrichment-
reagens), (se Figur 1.3).

Magnetisk
partikel
Antikropp
Antigen

V

Cell

»

Figur 1.1: Magnetisk markning av celler

Magnetisk partikel
Anti-biotin-
antikropp
Biotin-
molekyl
Antigen

Cell

y
»

|
Figur 1.2: Flexible Labeling System
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Figur 1.3: CliniMACS Cytokine Capture System
(IFN-gamma)



1.3 Hoggradient magnetisk cellseparation

Den magnetiskt markta cellsuspensionen laddas i CliniMACS Plus Instrument som
arforberedd medettslangset. Dennahdggradienta magnetisk cellseparationsenhet
bestar av en specifikt utvecklad, kraftfull permanent magnet och en
separationskolonn med en ferromagnetisk matris.

| det hoggradienta faltet kan starka magnetiska faltstyrkor genereras och snabbt
avmagnetisering. Nar sma ferromagnetiska strukturer, sdsom kolonnmatrisen, ar
placerade inom det magnetiska faltet stor de faltets homogenitet. Detta leder till
att héga magnetiska gradienter genereras. | sin omedelbara omgivning genererar
de ferromagnetiska strukturerna magnetiska krafter som ar 10 000 gdnger starkare
an i konventionella geometrier. Det hoggradienta faltet drar markta celler till
matrisen och haller effektivt kvar dem. Efter att kolonnen tagits bort fran magneten
innebar den snabba avmagnetiseringen av kolonnmatrisen att de kvarhdlina
cellerna frisatts.

1.4 Separationsstrategier

CliniMACS Plus-systemet gor det mojligt for anvandaren att anvénda flera olika
separationsprogram. Separationsprogrammen kan generellt delas in i
anrikningsstrategier (CD34 SELECTION 1/2, ENRICHMENT 1.1 och ENRICHMENT 3.2)
och depletionsstrategier (DEPLETION 2.1 och DEPLETION 3.1).

Anrikning av magnetiskt markta celler

Vid val av anrikningsstrategi halls de magnetiskt markta cellerna (primart markta
med CliniMACS-reagens) kvar i separationskolonnen och de icke-markta cellerna
passerar igenom. De markta cellerna (malceller) samlas in i Cell Collection Bag och
de icke-markta cellerna (icke-malceller) i Negative Fraction Bag (se Figur 1.4).

Depletion av magnetiskt markta celler

MACS-tekniken ar ocksa mycket effektiv for depletion av specifika cellpopulationer.
Oonskade celler ar specifikt markta med superparamagnetiska partiklar och
separeras fran malceller vid passage genom den hdggradienta magnetiska
kolonnen. | motsats till anrikningsstrategin samlas de icke-markta cellerna
(malceller) in i Cell Collection Bag och de markta cellerna (icke-malceller) in i
Negative Fraction Bag (se Figur 1.5) eller i Non-Target Cell Bag (se Figur 1.6
respektive Figur 1.7).
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1.4.1  Anrikningsstrategi

Anrikning av celler med CliniMACS Tubing Set eller
CliniMACS Tubing Set LS

1. Separation 2. Eluering 3. Anrikningsstrategi

Cell Preparation

ool | I |t Bag
Cell
Preparation Bag
|1
ag
1 Magnet
P
‘ B " ﬁ |" Separationskolonn
Separationskolonn

e

Cell Collection
Bag

i

e sl
=

Negative
Fraction Bag

Negative
Fraction Bag

Cell Collection Bag

Figur 1.4: Strategi fér anrikningsprogram med CliniMACS Tubing Set eller CliniMACS Tubing Set LS

1. Magneten drildaget "ON" Magnetiskt markta celler halls kvar i separationskolonnen, medan
andra icke-markta celler (icke-malceller) flodar igenom kolonnen och samlas in i Negative
Fraction Bag.

2. Magneten ar i laget "OFF" De magnetiskt markta cellerna (malceller) frisdtts fran
separationskolonnen och samlas in i Cell Collection Bag.

3. Anrikningsprogrammet haller kvar de magnetiskt mérkta cellerna i separationskolonnen
och de icke-mérkta cellerna (icke-malceller) flodar igenom kolonnen och samlas in i
Negative Fraction Bag. Nar magneten flyttats till Idget "OFF” frisdtts de magnetiskt markta
cellerna (malceller) fran kolonnen och samlas in i Cell Collection Bag. Notera:
Malcellsfraktionen samlas alltid in i Cell Collection Bag.



INLEDNING

1.4.2 Depletionsstrategi
Depletion av celler med CliniMACS Tubing Set LS:

DEPLETION 2.1
1. Separation 2. Eluering 3. Depletionsstrategi
Cell Preparation
o - e Bag
"y Cell Preparation
Bag
f@
[
A
—1~__ Magnet
[ E ‘ - @ _____ -1 Separationskolonn
Separations- | | —]
kolonn
=1

e
Negative L —| n7a
' Fraction Bag
: L\Lﬁ- —
Cell Collection Bag Negative
Cell Collection Bag Fraction Bag

Figur 1.5: Strategi for depletionsprogrammet DEPLETION 2.1 med CliniMACS Tubing Set LS

1. Magneten arildaget "ON". Magnetiskt markta celler halls kvar i separationskolonnen, medan
andra icke-markta celler (malceller) flédar igenom kolonnen och samlas in i Cell Collection
Bag.

2. Magneten dr i ldget "OFF". De magnetiskt markta cellerna (icke-malceller) frisdtts fran
separationskolonnen och samlas in i Negative Fraction Bag.

3. Depletionsprogrammet (DEPLETION 2.1) hadller kvar de magnetiskt markta cellerna i
separationskolonnen och de icke-markta cellerna (malceller) flodar igenom och samlas in
i Cell Collection Bag. Nar magneten flyttats till laget "OFF” frisdtts de magnetiskt markta
cellerna (icke-malceller) fran kolonnen och samlas in i Negative Fraction Bag. Notera:
Malcellsfraktionen samlas alltid in i Cell Collection Bag.
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Depletion av celler med CliniMACS Depletion Tubing Set:
DEPLETION 3.1 (Del 1: Staged Cell Loading [Bulk Loading

Stage])
1. Separation 2. Eluering 3. Depletionsstrategi
Cell Preparation
Bag
o o
. e Reapplication
4 1 Cell Preparation Bag
Bag
Non-Target
Cell Bag
.rl-"l-'
.-"-I' _,"JJ
- K —— Magnet
| & T
H "H:E ______________ o L] ¢ Separations-
) - s kolonn
Separations- .~ o
kolonn " o
'_1"' ‘IJ.I
n"l-l
L
&
!
Reapplication Non-Target
Bag Cell Bag

Cell Collection Bag

Figur 1.6: Strategi for depletionsprogrammet DEPLETION 3.1 med CliniMACS Depletion Tubing Set (Del 1)

1. Staged Cell Loading (Bulk Loading Stage): Magneten &ar i laget "ON". Magnetiskt markta
celler halls kvar i separationskolonnen, medan andra icke-markta celler (malceller) flodar
igenom och samlas in i Reapplication Bag.

2. Magneten ar i ldget "OFF" De magnetiskt markta cellerna (icke-malceller) frisatts fran
separationskolonnen och samlas in i Non-Target Cell Bag.

3. Depletionsprogrammet (DEPLETION 3.1) haller kvar de magnetiskt markta cellerna i
separationskolonnen och de icke-maérkta cellerna (malceller) flédar igenom kolonnen och
samlas in i Reapplication Bag for att pa nytt laddas i separationskolonnen for en andra
sensitiv depletion (se Figur 1.7). Nar magneten flyttats till Idget "OFF" frisatts de magnetiskt
markta cellerna (icke-malceller) fran kolonnen och samlas in i Non-Target Cell Bag.
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Depletion av celler med CliniMACS Depletion Tubing Set:
DEPLETION 3.1 (Del 2: Kanslig provladdning [steget kanslig
laddning])

1. Separation 2. Eluering 3. Depletionsstrategi
Cell Preparation
Bag
_ Reapplication
a Reapplication
ITI Bag ITI Non-Target Cell

Bag

I —— Magnet
‘ H @.--- o Ll Separations-
Separationskolonn J,:’ kolonn
L
L
w4
i Non-Target Cell Bag

Cell Collection Bag
Cell Collection Bag

Figur 1.7: Strategi for depletionsprogrammet DEPLETION 3.1 med CliniMACS Depletion Tubing Set (Del 2)

4. Kanslig provladdning (steget Kénslig laddning): Magneten &r i laget "ON". Cellerna fran
Reapplication Bag laddas pa nytt i separationskolonnen. De fa kvarvarande magnetiskt
markta cellerna halls kvar i separationskolonnen medan de icke-markta cellerna (malceller)
flodar igenom kolonnen och samlas in i Cell Collection Bag.

5. Magneten dr i ldget "OFF" De magnetiskt markta cellerna (icke-malceller) frisatts fran
separationskolonnen och samlas in i Non-Target Cell Bag.

6. | slutet av separationen befinner sig de méarkta cellerna (icke-malceller) i Non-Target Cell
Bag och de icke-markta cellerna (malceller) i Cell Collection Bag. Notera: Malcellsfraktionen
samlas alltid in i Cell Collection Bag.
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2 Ordlista

2.1  Grafisk information

Foljande framstallning visar de paneler som anvédnds i denna anvandarhandbok for
att informera anvandaren om eventuella risker om de angivna varningarna och de
forebyggande atgarderna inte beaktas. Risknivan klassificerar risken enligt
beskrivning nedan. Nivan, typen och kéllan till risken samt eventuella konsekvenser,
forbud och atgarder indikeras enligt foljande. Ikoner pa vanster sida specificerar
risken.

Indikerar en farlig situation som, om den inte forhindras, kan leda till dodsfall
eller allvarlig skada

A\ FORSIKTIGHET

Indikerar en farlig situation som, om den inte férhindras, kan leda till mindre
eller mattlig skada

OBS

Indikerar information som anses viktig, men inte riskrelaterad (t.ex. meddelanden
som avser sakskada)

VIKTIGT
Ger anvéndaren information om viktiga tillimpningar eller information som inte dr
relaterad till personskada eller sakskada

2.2 Symbolférklaringar

En Oversikt 6ver symboler som anvands for CliniMACS Plus-systemet finns i
anvandarhandboken for CliniMACS Plus Instrument. Symbolférklaringarna visar de
symboler som anvdnds i anvdndarhandbdcker och markningen av
CliniMACS-produkter.

ORDLISTA
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2.3  Ordlista med termer

Aferes

Antibiotinantikropp

BDCA

Buffer Waste Bag

Buffertval

CD1c (BDCA-1)-antigen

CD3-antigen

CD4-antigen

Metoden att samla in blod som innebar att helblod tas, en
onskad komponent viljs ut och sparas och darefter atergar
kvarvarande blod till donatorn

Denna antikropp kanner igen celler som tidigare markts med en
lamplig biotinylerad antikropp eller ligand.

Dendritiskt cellantigen i blod

Uppsamlingspase for uppsamling av buffertunder cellseparation
med CliniMACS Plus Instrument

Se CliniMACS PBS/EDTA Buffer.

CD1c ar del av ett CD1-genkluster som tros vara relaterat till
MHC. CD1-generna é&r kluster i ett 170 000 bp-omrade med
human kromosom 1g23.1. Proteinerna kodade dari (CD1a-e)
uttrycks som heterordimerer som bestar av CD1 tung kedja icke-
kovalent parad med 32-mikroglobulin. CD1c &r involverat i
antigenpresentation av  mikrobiella  glykolipider eller
lipopeptidantigener mot T-lymfocyter. | humant perifert blod
uttrycks CD1c (BDCA-1) pa myelodia dendritiska celler av typ-1
(MDC1) och pa en undergrupp av B-lymfocyter. De finns i
lymfkortlar,  mantelcellszoner och  germinalcenter, i
marginalomraden i mjalten och i fetalt och humant perifert
blod.

CD3-antigenet finns pa mogna humana T-celler, tymocyter och
en undergrupp av NK-celler. Det ar associerat med
T-cellsreceptorn (TCR) och &r ansvarigt for signaléverféringen av
TCR. CD3-antigenet ar ett komplex bestaende av fem invariabla
kedjor:y, 6, €, Coch n. CD3-antikroppen kadnner igen alla T-celler,
dvs.den reagerar med 70-80% av lymfocyternai perifert humant
blod och med 65-85% av tymocyterna. Epitopen som kdnns
igen av antikroppen finns pa e-kedjan pa CD3-komplexet.

CD4-antigenet uttrycks pa de flesta tymocyter och cirka tva
tredjedelar av T-cellerna i perifert blod samt pa monocyter och
makrofager. CD4 ar en accessorisk molekyl vid igenkdnning av
frammande antigener i association med MHC klass Il. Dessutom
ar CD4 en receptor for HIV-1.
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CD8-antigen CD8-antigenet &r en disulfidkopplad dimer som existerar
antingen som en CD8 a homodimer eller som en CD8 o/f
heterodimer. CD8 uttrycks kraftigt pa CD8-positiva T-celler och
tymocyter och pa en undergrupp av NK-celler och CD8-positiva
y/8T-celler.CD8 agerar som en co-receptor med T-cellsreceptorer
begransade till MHC-klass | vid igenkdnning av antigen.

CD14-antigen CD14-antigenet ar ett 53-55 kD membranglykoprotein som
uttrycks pa monocyter. CD14-antigenet ar kant som en receptor
for komplex av LPS och LPS-bindande protein (LBP).

CD19-antigen CD19-antigenet ar en viktig signaltransduktionsmolekyl som
reglerar  B-lymfocyternas  utveckling, aktivering  och
differentiering. Som en markor for B-cellsharkomst uttrycks
CD19 fran stadiet tidiga pro-B-celler till B-cellslymfoblaster men
uttrycket ar nedreglerat vid B-cellernas mognad till plasmaceller.
CD19-antigenet uttrycks dessutom pa de flesta maligna B-celler
och en undergrupp av follikuldra dendritiska celler.

CD25-antigen CD25-antigenet, interleukin-2 receptors alfakedja (IL-2Ra) med
lag affinitet uttrycks pa aktiverade T- och B-celler, NK-celler och
monocyter, samt pd reglerande CD4-positiva T-celler. CD25-
antigenet visar tre epitopomraden A, B och C. Antikroppen i
CliniMACS CD25 Reagent kanner igen epitop A i
CD25-molekylen.

CD34-antigen CD34-antigenet ar ett mycket glykosylerat 115 kDa integralt
membranprotein av typ 1 med okand funktion som uttrycks pa
1% till 4% av normala benmargsceller och mindre &n 0,2% av
normala perifera blodleukocyter, pa undergrupper av stromala
benmargsceller, och pa sma karlendotel i olika vavnader.

CD45RA-antigen CD45RA-antigenet uttrycks pa naiva CD4- och CD8-positiva
T-celler samt pa undergrupper av B-celler, NK-celler och
monocyter. Det dr en isoform av det vanliga leukocytantigenet
CD45, ett protein-tyrosin-fosfat transmembran.

CD56-antigen CD56-antigenet tillhor NCAM-familjen (neurala
celladhesionsmolekyler) som uttrycks i det hematopoetiska
systemet pa NK- och NKT-celler.

CD304 (BDCA-4)-antigen CD304 (BDCA-4)-antigenet ett 130-140 kDa
membranglykoprotein som uttrycks i farskt blod och benmérg

exklusivt pa plasmacytoida dendritiska celler.

Cell Collection Bag Paseivilken de renade malcellerna ackumuleras efter separation.
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Cell Preparation Bag

Cellular startprodukt

CliniMACS Anti-Biotin
Reagent

CliniMACS CD1c Biotin

(BDCA-1)

CliniMACS CD3 Reagent

CliniMACS CD4 Reagent

CliniMACS CD8 Reagent

CliniMACS CD14 Reagent

CliniMACS CD19 Reagent

CliniMACS CD25 Reagent

CliniMACS CD34 Reagent

CliniMACS CD45RA Reagent

CliniMACS CD56 Reagent

CliniMACS CD304 (BDCA-4)

Reagent

CliniMACS Cytokine Capture

System (IFN-gamma)

Pase i vilken cellprodukt o6verférs och i vilken magnetisk
markning och tvattning av celler sker.

Cellinnehallande produkt som anvdands som startmaterial for
CliniMACS Plus-separationsprocess, t.ex. leukoferes, PBMC eller
benmarg

Reagens for magnetisk méarkning av celler som primart marks
med biotinylerade antikroppar eller ligander.

Biotinylerad antikropp for markning av humana celler som
uttrycker CD1c (BDCA-1)-antigenet fére magnetisk markning
med CliniMACS Anti-Biotin Reagent.

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD3-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD4-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD8-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD14-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD19-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD25-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD34-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD45RA-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker
CD56-antigenet

Reagens for magnetisk markning av celler som uttrycker CD304
(BDCA-4)-antigenet

Kombination av reagenser som bestar av CliniMACS IFN-gamma
Catchmatrix Reagent och CliniMACS IFN-gamma Enrichment-
reagens. Med CliniMACS Cytokine Capture System (IFN-gamma),
kan IFN-gammautsdndrande celler anrikas efter restimulering
in vitro.
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CliniMACS Depletion Tubing Slangar, anslutningar, kolonner och pasar med hjalp av vilka den

Set magnetiskt markta suspensionen bearbetas och i vilka den
magnetiska cellseparationen dger rum, sarskilt utformade for de
specifika depletionsbehoven

CliniMACS IFN-gamma Komponent i CliniMACS Cytokine Capture System (IFN-gamma)
Catchmatrix Reagent for ytmarkning av leukocyter med IFN-gammaspecifika
antikroppar

CliniMACS IFN-gamma Komponent i CliniMACS Cytokine Capture System (IFN-gamma)

Enrichment Reagent for magnetisk markning av IFN-gamma bundet till CliniMACS
IFN-gamma Catchmatrix Reagent pa IFN-gammautsdondrande
celler

CliniMACS PBS/EDTA Buffer  Buffert som anvands for cellberedning och cellseparation med
CliniMACS Plus-systemet: PBS (fosfatbuffrad saltldsning), med
tillsats av 1 mM EDTA, pH 7,2. Fére anvdandning maste CliniMACS
PBS/EDTA Buffer tillsattas med HSA av farmaceutisk kvalitet till
en slutlig koncentration pa 0,5% (vikt/volym, dvs. 5 g HSA per
liter buffert)

CliniMACS Plus Instrument ~ Magnetiskt cellseparationsinstrument baserat pa
MACS-Teknologi

CliniMACS TCRa/B-biotin Biotinylerad antikropp for markning av humana celler som
uttrycker TCRa/B-antigenet fére magnetisk markning med
CliniMACS Anti-Biotin Reagent

CliniMACS Tubing Set, Slangar, anslutningar, kolonner och pasar med hjalp av vilka den
CliniMACS Tubing Set LS magnetiskt markta cellsuspensionen bearbetas och i vilka den
magnetiska cellseparationen dger rum

EDTA Etylendiamintetraattiksyra
Forkolonn Forsta kolonn i CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set
LS, fungerar som ett filter for att fanga celler som har icke-

specifika interaktioner med kolonnmatrisen

Forkolonnhallare Stod monterat pd CliniMACS Plus Instrument som haller
forkolonnen pa plats

HSA Humant serumalbumin
Priming Steq fore cellseparation i vilket buffert spolas genom slangsetet
Hematopoetiska Progenitorceller av lymfoid, myeloid och erytroid hdarkomst

progenitorceller
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Humant serumalbumin

Hallare for separationskolonn

[e[€]
Leukoferes
Luer-anslutning

Luer/Spike Interconnector

Lasring
MDC
Magnetisk antikropp

Monoklonala antikroppar

Markning

Negative Fraction Bag

Non-Target Cell Bag

Orbital rotator

PBMC

Peristaltisk pump

Plasma Waste Bag

Priming Waste Bag

HSA av farmaceutisk kvalitet, godkant i anvandarens land, kravs
som en Dbufferttillsats vid anvandning med CliniMACS
Plus-systemet.

Gjutna spar i magnetkapan som haller separationskolonnen pa
plats

Immunoglobulin G
Aferes som samlar in leukocyter
Skruvkoppling, del av slangsetet

Overféringsset med piercingstift (spike) och sprutadapter (hon-
luer) for plasma eller vatskor

Del av slangsetet som haller pumpslangen pa rétt plats
Myeloida dendritiska celler

En superparamagnetiskt markt antikropp

En enkel typ av antikropp som ér riktad direkt mot en specifik
epitop (antigen, epitop) och produceras av en enkel klon av
B-celler eller en enkel hybridom cellinje, som formas av fusionen
av en lymfocytcell med en myelomcell. Vissa myelomceller

syntetiserar naturligt enstaka antikroppar.

Reaktion av celler med magnetisk markningsreagens, t.ex.
CliniMACS CD34 Reagent till CD34-positiva celler

Pase i CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS som
innehaller cellfraktionen som inte ar malet

Pase i CliniMACS Depletion Tubing Set som innehaller
cellfraktionen som inte &r malet

Instrument som anvdnds foér att blanda cellprodukt under
reaktionen med CliniMACS-reagenser

Mononukleér cell i perifert blod

Slangpump som anvands i CliniMACS Plus Instrument for att
kontrollera flodeshastigheten pa vétskan i slangsetet

Uppsamlingspase for att samla upp overskott av plasma fore
markningsproceduren

Pase i vilken buffert fran primingsteget samlas in
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Plasmaextraktor Instrument som anvands for att extrahera vatska fran Cell
Preparation Bag efter celltvatt

Pre-system Filter 40 pm filterinstrument mellan Cell Preparation Bag och
férkolonn som anvands for att fanga upp klumpar och celldebris

Procedur i pase Steril bearbetning och 6verforing av cellerna i den slutna miljon
i transferpasar.
Provtagningskoppling Injektionsport for exempelvis avldgsnande av prover eller tillsats

av CliniMACS-reagenser till Cell Preparation Bag
Pumpens sdkerhetsbrytare ~ Sensor som forhindrar pumpdrift ndr pumpdorren dr 6ppen

Pasfack Fack i CliniMACS Plus Instrument i vilken Negative Fraction Bag
och Buffer Waste Bag ska placeras

Pashangare Stod pad CliniMACS Plus Instrument for montering av Cell
Preparation Bag, Non-Target Cell Bag, Priming Waste Bag,
Reapplication Bag och buffertpase

Reapplication Bag Pase i CliniMACS Depletion Tubing Set i vilken icke-markta celler
samlas in tillfalligt under separationen. De icke-maérkta cellerna
fran  Reapplication Bag appliceras tvda ganger i
separationskolonnen for att sdkerstdlla hoég renhet hos

malcellerna.

Selektionskolonn Se separationskolonn.

Separationreagens Reagens for magnetisk markning av celler, t.ex. CliniMACS CD34
Reagent

Separationsprogram Programvara utformat for anrikning eller depletion av

magnetiskt markta subset av celler fran en blandad
cellpopulation. Vélj fran en meny med olika separationsprogram
beroende pa avsedd separation.

Separationskolonn Kolonn i vilken magnetiskt markta celler separeras nar de
exponeras for det magnetiska faltet

T-koppling T-formad koppling pa ett slangset dar tre slangar mots
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TCRa/B-antigen

Transferpase
Transferset for plasma
Val av kolonnhallare
Varmeforseglare

Vatskesensor

WBC

Wash Waste Bag

rpm

xg

TCRa/P ar heterodimern for T-cellsreceptorn som bestar av tva
transmembranglykoproteinkedjor, a och B. Bada kedjorna tillhor
Ig-superfamiljen och bestar av ett konstant och ett polymorft
variabelt omrade. Det variabla omradet i TCRa/f ar inblandat i
igenkdnning av antigena peptider som presenteras av MHC-
komplexet i antigenpresenterade celler. TCRa/B-antigenet
uttrycks pa de flesta perifera T-cellerna i perifert blod.

Pase med en slang och en spike i anden.

Transferset med tva piercingstift (spikes) for plasma eller vatskor
Se hallare for separationskolonn.

Varmeinstrument for steril forsegling av PVC-slang

Komponent i CliniMACS Plus Instrument som detekterar vatska i
slangen

Vita blodkroppar

Uppsamlingspase i vilken den tvattade supernatanten samlas in
genom separation fran den sedimenterade cellsuspensionen
efter centrifugeringsstegen under provberedning.

Varv per minut

Multipler av jordens tyngdkraftsacceleration
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3 Varningar och forebyggande atgarder

| detta kapitel forklaras de eventuella riskerna i samband med driften av
CliniMACSPlus-systemet.Vidallatidpunkter mastealltid lokalasdkerhetsanvisningar
for arbetsplatsen, principer, standarder for god tillverkningssed, hélsa, sakerhet
och férebyggande av olyckor beaktas. For anvisningar om t.ex. varningar och
forebyggande atgdrder med avseende pa hanteringen av biologiskt riskmaterial
och celluldr startprodukt samt komponenterna i CliniMACS Plus-systemet, se
relevanta avsnitt i bruksanvisningen for respektive komponent. Detaljerad
bruksanvisning for CliniMACS Plus Instrument beskrivs i anvandarhandboken for
CliniMACS Plus Instrument.

Alla allvarliga incidenter som intraffat i samband med den hér produkten ska
rapporteras till Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG (med de kontaktuppgifter som anges)
och till ansvarig myndighet i det EU-land ddr den som anvander produkten &r
verksam.

3.1 Processrelaterad
~ AVARNING

Risk for processfel eller skada pa instrumentet. Risk for processfel och skada
pa instrumentet om procedurerna utférs av operatorer utan utbildning.
Samtliga processprocedurer far endast utforas av professionella anvandare.
Utbildning av operatorer sker av en kvalificerad representant for Miltenyi
Biotec.

/\ FORSIKTIGHET

Risk for nedsatt processprestanda. Temperaturer under eller 6Gver
rumstemperatur kan leda till lagre viabilitet, renhet och farre antal malceller.
Utfor provberedning och cellseparation vid rumstemperatur (+19 °C till +25 °C
[+66 °F till +77 °F]).

/\ FORSIKTIGHET

Utrustningens sdkerhet kan vara komprometterad. Utrustningens sdakerhet kan
vara komprometterad om instrumentet inte anvdnds enligt tillverkarens
anvisningar.Duskaldsaigenom och forsta sakerhetsinformationen, varningarna,
de férebyggande atgarderna och anvisningar fér saker drift av CliniMACS Plus-
systemetsomfinnsiCliniMACS Plus-bruksanvisningochiallasdkerhetsrelaterade
rekommendationer utfardade av Miltenyi Biotec.

« For tillverkning och anvdandning av malceller hos méanniska maste nationella
lagar och férordningar — t.ex. EU-direktiv 2004/23/EG (manskliga vévnader och
celler) eller direktiv 2002/98/EG (humanblod och blodkomponenter) - féljas.
Séledes ar all klinisk anvéndning av malcellerna anvandaren av CliniMACS Plus-
system ansvar.

« Allt material som har kommit i kontakt med blod och blodprodukter maste
hanteras som infektidost material. Forordningar for hantering av infektiost
material maste beaktas.
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Alla slangar, kopplingar, ventiler samt forkolonnen och separationskolonnen
ska kontrolleras noggrant for lackage under primingsteget.

Alla pasar, inklusive de som anvants vid provberedning, ska sparas till den sista
analysen av de insamlade cellerna ar avslutad och lyckad separation av
malcellerna har bekréftats.

3.2 (CliniMACS-reagenser och biotinkonjugat

Nar malcellsfraktionen infunderas eller injiceras i patienten kan de erhalla spar
av murin antikropp och jarndextran.

Jarndextrankulor och/eller murina antikroppar kan orsaka allergiska eller
anafylaktiska reaktioner hos patienterna. Intensivvardsutrustning och
ldkemedel ska finnas tillgangliga.

Separation av celler med CliniMACS-reagenser och biotinkonjugat far bara
utforas av utbildade operatérer.

Operatorer som anvdnder CliniMACS-reagenser och biotinkonjugat ska ha
erfarenhet av separation av celler frdn benmarg eller perifert blod.

Icke-malcellerna &r inte avsedda for terapeutisk anvéndning och far inte
infunderas till patienten.

CliniMACS-reagenser och biotinkonjugat ar endast avsedda for anvandning
in vitro och ar inte avsedda for terapeutisk anvandning eller for direkt infusion
till patienter.

CliniMACS-reagenser och biotinkonjugat rekommenderas inte for patienter
med kand eller misstankt 6verkanslighet mot musimmunglobuliner eller
jarndextran.

Patienterna kan utveckla humana anti-musantikroppar (HAMA).
Anvand inte efter det utgangsdatum som &r tryckt pa produktetiketten.

Anvand inte om forpackningen ar skadad. Anvand endast reagens om flaskan
ar oskadad och forseglad.
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3.3 Hantering av biologiskt riskmaterial
~ AVARNING

Risk for svar skada eller dédsfall. Beroende pa vilket biologiskt material som
anvands kan kontakt leda till svar personskada eller dédsfall. Anvand alltid
personlig sdkerhetsutrustning i enlighet med varningar och férebyggande
atgarder, framfor allt om biologiskt riskmaterial anvands eller har anvénts.

o FOr att forhindra kontamination av den celluldra startprodukten ska alla
forberedelsesteg utforas under sterila forhallanden med hjalp av aseptisk teknik
(t.ex. i det laminara flodesskapet).

o Operatoren som utfor cellseparationen maste ha fatt utbildning i korrekt
anvandning av utrustningen och i hanteringen av blodprodukter och
benmargsaspirat.

» Operatéren som utfor cellseparationen ska anvanda lampliga klader (t.ex.
laboratorierock, handskar och skyddsglasdgon) vid arbete med patientprover
och hantering av eventuellt biologiskt riskmaterial.

o Alla blodprodukter maste hanteras som en eventuell biologisk risk.
Leukaferesprodukt, blodprodukt, benmargsaspirat, insamlade celler, anvand
buffert, anvdnda slangset och andra material som har kommit i kontakt med
dessa vatskor maste hanteras som biologiskt riskmaterial enligt vanliga sjukhus-
eller institutionskrav.

o CliniMACS Plus Instrument ska beaktas som en potentiell biologisk risk efter
varje  separationskdrning och rengdéras med ett vattenbaserat
biocidrengdringsmedel (t.ex. Bacillol® plus eller Meliseptol®, se dven avsnittet
"Rengdring och underhall”ianvandarhandboken for CliniMACS Plus Instrument)
enligt vanliga sjukhus- eller institutionskrav.

« Engdngsmaterial maste behandlas som biologiskt riskmaterial enligt vanliga
sjukhus- eller institutionskrav.
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34 Cellular startprodukt

VIKTIGT

Madrkning och separation av celler ska pdabdérjas sa snart som mdjligt efter att den celluléira
startprodukten har samlats in. Produkten ska inte vara dldre dn 24 timmar ndr
mdrknings- och separationsproceduren pabérjas.

+ Den celluléra startprodukten (leukaferesprodukt) ska samlas in enligt vanliga
sjukhus- eller institutionsprocedurer i vanliga uppsamlingspasar.

« Behdllaren som innehaller den celluldra startprodukten ska markas med
patient-ID, tidpunkt, datum och provtagningsstalle enligt de procedurer som
anges for anvandning i det kliniska protokollet.

» Vid transport ska den cellulara startprodukten packas i isolerade behallare och
forvaras vid kontrollerad rumstemperatur (+19 °C till +25 °C [+66 °F till +77 °F])
enligt vanliga sjukhus- eller institutionsprocedurer fér blodprovstagning som
ar godkanda for anvéndning i det kliniska protokollet. Far ej frysas.
Cellkoncentrationen ska inte dverstiga 0,2x10° celler per mL under transport.

» Undvik kraftig blandning av den cellulara startprodukten.

e Om den celluldra startprodukten exempelvis maste forvaras Over natten ska
detta ske vid kontrollerad rumstemperatur (+19 °C till +25 °C[+66 °F till +77 °F]).
Under férvaring ska leukocytkoncentrationen aldrig éverstiga 0,2x10° celler
per mL.

o Celler ska forvaras i autolog plasma. Om cellkoncentrationen Gverstiger
0,2x10° celler per mL ska den celluldra startprodukten spidas med autolog
plasma.
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£ CliniMACS Plus-systemet

CliniMACS Plus Instrument, som bestar av komponenterna CliniMACS Plus
Instrument, CliniMACS-reagens(er), CliniMACS Tubing Set, CliniMACS PBS/EDTA
Buffer och ytterligare tillbehor, som maste anvandas i kombination, ar avsedda for
in vitro separation av specifika humana celler for kliniska applikationer.

VIKTIGT

F6r anvisningar, t.ex. varningar och férebyggande dtgdrder fér komponenter i
CliniMACS Plus-systemet, se bruksanvisningen for respektive komponent.

4.1 CliniMACS Plus Instrument

CliniMACS Plus Instrument ar ett elektromekaniskt instrument som bestar av en
permanent magnet, en peristaltisk pump, klamventiler, elektronik och programvara.

4.2  CliniMACS-reagenser och biotinkonjugat
CliniMACS-reagenser ar morka, icke-viskdsa, kolloidala I6sningar som innehaller
cellspecifika antikroppskonjugat i buffert. Reagenserna bestar av antikroppen som
ar kemiskt kopplad till superparamagnetiska partiklar.

CliniMACS biotinkonjugat &r klara och fargldsa I6sningar som innehaller en

antikropp som ar kovalent bunden till biotin i buffert. Dessa antikroppar &r mycket
specifika och méjliggdér markning in vitro av séllsynta malceller.

4.3 CliniMACS-slangset

CliniMACS-slangset ér sterila, slangset for engangsbruk avsedda att anvandas i
kombination med CliniMACS Plus Instrument fér anrikning eller depletion in vitro
av humana celler fran heterogena hematologiska cellpopulationer.

4.4 CliniMACS PBS/EDTA Buffer

CliniMACS PBS/EDTA Buffer ar en tvatt- och transportvatska for in vitro-separation
av humana celler.
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4.5 CliniMACS-tillbehor

« transferset for plasma:
transferset med tva spikes for plasma eller vatskor, Transfer Set Coupler/Coupler
(REF 200-073-902), eller likvardigt

» Luer/Spike Interconnector:
transferset med spike och sprutadapter (hon-luer) for plasma eller vatskor,
Luer/Spike Interconnector (REF 200-073-903), eller likvardig

4.6 Ytterligare material som kravs

Forutom CliniMACS-produkter kan ytterligare material kravas for CliniMACS
Plus-separation.

» cellodlingspasar, gaspermeabla:
MACS GMP Cell Differentiation Bag — 100 mL, eller likvardig

« transferpasar, lampliga for centrifugering:
transferpase 150 mL, Terumo, eller likvardig
transferpdse 600 mL, Terumo, eller likvardig
transferpdse 1 000 mL, Terumo, eller likvardig

« provtagningskoppling:
provtagningskoppling, Terumo, eller likvardig

« forfilter:
blodtransfusionsfilter, Haemonetics®, eller likvardigt

» sprutor och nalar:
lampliga sprutor (5 mL, 10 mL, 20 mL, 50 mL) och hypodermiska nalar i storleken
20 gauge

» lasande peang
e provror

¢ humant serumalbumin (HSA):
Anvand endast HSA av farmaceutisk kvalitet och som finns som en godkéand
produkt i anvdndarens land.

+ cliniskimmunglobulin G:
Anvdnd endast IgG av farmaceutisk kvalitet och som finns som en godkénd
produkt i anvandarens land, t.ex. i Tyskland: Gamunex® 10%, eller likvardig.

» cellodlingsmedium:
t.ex. RPMI 1640, eller likvardig

» applikationsspecifika material:
individuell biotinylerad cellspecifik antikropp eller ligand; AB-serum eller
alternativt autologt serum.
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4.7 Utrustning som kravs

« avbrottsfri stromkalla:
Rekommenderad UPS: APC Smart-UPS 1500 VA USB och seriell 230V, tillverkad
av APC (American Power Conversion) eller likvardig.

o laminart flodesskap

« steril slanganslutning:
Terumo Sterile Connection Device (TSCD®), eller likvardig

« orbital rotator:
plattformskakare, Heidolph-instrument, eller likvardig

» centrifug:
centrifug, Sorvall eller likvardig och behallare for centrifugering med lock for
inneslutning av aerosol

« plasmaextraktor:
plasmaseparationstall, Terumo-utrustning eller likvardig

« bordsvag:
Laboratory Balance, Mettler Toledo eller likvardig med en kapacitet pa 1 kg;
upplosning till 0,1 g

o varmeforseglare for slang:
Hematron Ill handférseglare, Baxter eller likvardig

» slangskalare:
Tube Stripper, Baxter eller likvardig

« behallare for farligt avfall
Ytterligare utrustning som kravs for CliniMACS Cytokine Capture System
(IFN-gamma):

» Odlingsplattamed 24 brunnar Corning™, Costar™ odlingsplatta med 24 brunnar,
Sigma Aldrich eller likvardig

« MiniMACS™ Separation Unit, Miltenyi Biotec (REF 130-042-102)
« MS Columns, Miltenyi Biotec (REF 130-042-201)

» Pre-Separation Filter, Miltenyi Biotec (REF 130-041-407)

«  MACSmix™ Tube Rotator, Miltenyi Biotec (REF 130-090-753)
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OVERSIKT OVER APPLIKATIONER

5  Oversikt 6ver applikationer

5.1  Fyra STEG till malceller

| foljande kapitel presenteras en oOversikt 6ver CliniMACS Plus-separation.
CliniMACS Plus-separation utfors i fyra STEG. | det forsta steget bereds cellerna och
marks magnetiskt. | det andra steget valjs ett [ampligt separationsprogram. | det
tredje steget ansluts slangsetet till CliniMACS Plus Instrument och i det fjarde
steget separeras cellerna automatiskt.

Registrering av applikationsrelaterade processdata kan kravas. Kontakta Miltenyi
Biotec Technical Support for stodjande arbetsblad.

Anvandarhandboken for CliniMACS Plus-applikationer omfattar olika alternativ for
varje steg (olika reagenser, slangset och program). Innan du pabérjar en applikation
maste du valja de applikationsspecifika kapitlen (kapitel 6) och utforlig information
om STEG 1-4 (kapitel 7) genom att anvdnda 6versiktstabellen pa féljande sida.
Oversiktstabellen  innehdller  information om tillimpliga  avsnitt i
anvandarhandboken. Oversiktstabellen &r baserad pa typ av och antal reagenser,
antal celler, typ av slangset och det relevanta separationsprogram som kravs for
separationen.

STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning

| STEG 1 beskrivs beredningen av cellprodukten och den magnetiska markningen
av de specifika cellerna, vilka uttrycker respektive antigen. Folj anvisningarna i
tillampligt avsnitt. Fortsatt med STEG 2.

STEG 2:Val av separationsprogram

| STEG 2 beskrivs valet av separationsprogram i CliniMACS Plus Instrument.
Beroende pa celltyp och hur manga celler som ska separeras maste du vilja olika
program. Ga till oversiktstabellen pa nasta sida for att faststalla vilket program som
ar lampligt. Las avsnittet for det valda separationsprogrammet. Félj anvisningarna
i respektive avsnitt. Fortsatt med STEG 3.

STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset

| STEG 3 beskrivs installationen av slangsetet i CliniMACS Plus Instrument. Folj
anvisningarna i lampligt avsnitt. Fortsatt med STEG 4.

STEG 4: CliniMACS Plus-separation
| STEG 4 beskrivs den automatiserade CliniMACS Plus-separation. CliniMACS Plus

Instrument utfér den automatiserade cellseparationen (véljs i STEG 2). Folj
anvisningarna i tillampligt avsnitt.
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VIKTIGT

| bversiktstabellen pa féljande sidor sammanfattas information om typiska applikationer
fér CliniMACS-reagenser. Om separation av olika antal malceller ska utféras, se
anvisningarna i den applikationsspecifika 6versikten for att hitta om information om
maximal kapacitet fér respektive applikation. F6lj anvisningarnaide applikationsspecifika
avsnitten och detaljerad information om STEG 1-4. Se Oversiktstabell.
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5.2 Oversiktstabell

Applikations- Reagens- Separations- Applikations- | Detaljerad information
kapacitet flaska/-flaskor program specfikt for STEG 1-4

Anti-Biotin (REF 173-01) - Anrikning

<40x10° totala 1x Anti-Biotin ~ 1x CliniMACS  ENRICHMENT 1.1 6.3
celler Reagent Tubing Set
(REF 161-01)

Anti-Biotin (REF 173-01) - Depletion (normalskalig applikation)

<40x10° totala 1x Anti-Biotin ~ 1x CliniACS  DEPLETION 2.1 6.3
celler Reagent Tubing Set LS
(REF 162-01)

Anti-Biotin (REF 173-01) - Depletion (storskalig applikation)

>40-80x10° totala  2x Anti-Biotin ~ 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.3
celler Reagent Tubing Set LS
(REF 162-01)

CCS (REF 279-01) - Anrikning

IFN-utsondrande 1 kit 1x CliniMACS  ENRICHMENT 3.2 6.17
cellerfran <1x10° (2 reagens- Tubing Set
totala celler flaskor) (REF 161-01)

CD1c (BDCA-1)-Biotin (REF 277-01) - Depletion - Del 1 av 2

<5x10° CD19- 1x CD19 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.12
positiva celler fran ~ Reagent och Tubing Set LS

<40x10° totala 1x CD1c (REF 162-01)

celler (WBC) (BDCA-1)-biotin

CD1c (BDCA-1)-biotin (REF 277-01) - Anrikning - Del 2 av 2

<0,2x10° CD1c 1x Anti-Biotin 1x CliniMACS  ENRICHMENT 3.2 6.13
(BDCA-1)-positiva  Reagent Tubing Set

celler fran <40x10° (REF 161-01)

totala celler (WBCQ)

CD3 (REF 273-01) - Depletion (normalskalig applikation)

<15x10° CD3- 1x CD3 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.5
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set LS

<40x10° totala (REF 162-01)

celler

CD3 (REF 273-01) - Depletion (storskalig applikation)

>15-20%10° 2x CD3 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.5
CD3-positiva celler  Reagent Tubing Set LS

fran >40-80x10° (REF 162-01)

totala celler

CD3 (REF 273-01) - Depletion (normalskalig applikation)

<15x10° CD3- 1x CD3 1x CliniMACS  DEPLETION 3.1 6.5
positiva celler fran ~ Reagent Depletion

<40x10° totala Tubing Set

celler (REF 261-01)
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Applikations- Reagens- Separations- Applikations- | Detaljerad information
kapacitet flaska/-flaskor program specfikt for STEG 1-4

CD3 (REF 273-01) - Depletion (storskalig applikation)

>15-30%10° 2x CD3 1x CliniMACS  DEPLETION 3.1 6.5
CD3-positiva celler  Reagent Depletion

fran >40-80x10° Tubing Set

totala celler (REF 261-01)

CDA4 (REF 276-01) - Anrikning

<5%10° CD4- 1x CD4 1x CliniMACS  ENRICHMENT 1.1 6.10
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set

<40x10° totala (REF 161-01)

celler

CD4 (REF 276-01) - Depletion

<12x10° CD4- 1x CD4 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.10
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set LS

<40x10’ totala (REF 162-01)

celler

CD8 (REF 275-01) - Anrikning

<4x10° CD8- 1x CD8 1x CliniMACS ~ ENRICHMENT 1.1 6.8
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set

<40x10° totala (REF 161-01)

celler

CD8 (REF 275-01) - Depletion

<4x10° CD8- 1x CD8 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.8
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set LS

<40x10° totala (REF 162-01)

celler

CD4/CD8 kombination (REF 276-01/REF 275-01) - Depletion

<12x10° CD4- 1x CD4 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.11
positiva celleroch ~ Reagent och Tubing Set LS

<4x10° CD8- 1x CD8 (REF 162-01)

positiva celler fran ~ Reagent

<40x10° totala

celler

CD14 (REF 272-01) - Anrikning

<4x10° CD14- 1xCD14 1x CliniMACS  ENRICHMENT 1.1 6.2
positiva celler fran  Reagent Tubing Set

<20x10° totala (REF 161-01)

celler

CD19 (REF 179-01) - Depletion

<5x10° CD19- 1x CD19 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.6
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set LS

<40x10° totala (REF 162-01)

celler
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Applikations- Reagens- Separations- Applikations- | Detaljerad information
kapacitet flaska/-flaskor program specfikt for STEG 1-4

CD3/CD19 kombination (REF 273-01/REF 179-01) - Depletion

<15x10° CD3- 1x CD3 1x CliniMACS  DEPLETION 3.1 6.7
positiva celleroch  Reagent och Depletion

<5x10° CD19- 1x CD19 Tubing Set

positiva celler fran ~ Reagent (REF 261-01)

<40x10° totala

celler

CD25 (REF 274-01) - Anrikning

<0,6x10° CD25- 1x CD25 1x CliniMACS  ENRICHMENT 3.2 6.9
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set

<40x10° totala (REF 161-01)

celler (WBCQ)

CD25 (REF 274-01) - Anrikning

<0,6x10° 1x CD25 1x CliniMACS  ENRICHMENT 3.2 6.9
hoguttryckande Reagent Tubing Set

CD25-positiva (REF 161-01)

celler fr&n <40x10°

totala celler (WBCQ)

CD25 (REF 274-01) - Depletion (normalskalig applikation)

<6x10° CD25- 1x CD25 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6.9
positiva celler fran ~ Reagent Tubing Set LS

<40x10’ totala (REF 162-01)

celler (WBCQ)

CD25 (REF 274-01) - Depletion (storskalig applikation)

>6-12x10° 2x CD25 1x CliniMACS  DEPLETION 2.1 6,9
CD25-positiva Reagent Tubing Set LS

celler fran >40- (REF 162-01)

80x10° totala celler

(WBC)

CD34 (REF 171-01) - Anrikning (normalskalig applikation)

<0,6x10° CD34- 1x CD34 1x CliniMACS  CD34 SELECTION 1 6.1
positiva celler fran  Reagent Tubing Set

<60x10° totala (REF 161-01)

celler

CD34 (REF 171-01) - Anrikning (storskalig applikation)

>0,6-1,2x10° 2x CD34 1% CliniMACS ~ CD34 SELECTION 2 6.1
CD34-positiva Reagent Tubing Set LS

celler fran >60- (REF 162-01)

120%x10° totala

celler

CD45RA (REF 701-46) — Depletion

<20x10° CD45RA-  1x CD45RA 1x CliniMACS  DEPLETION 3.1 6.16
positiva celler fran ~ Reagent Depletion

<50x10° totala Tubing Set

celler (REF 261-01)
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Applikations- Reagens- Separations-
kapacitet flaska/-flaskor program

CD56 (REF 271-01) - Anrikning

<5x10° CD56- 1x CD56 1x CliniMACS  ENRICHMENT 1.1
positiva celler fran  Reagent Tubing Set

<40x10° totala (REF 161-01)

celler

CD304 (BDCA-4) (REF 278-01) - Anrikning

<0,2x10° CD304 1x CD304 1x CliniMACS  ENRICHMENT 3.2
(BDCA-4)-positiva (BDCA-4) Tubing Set

celler frdn <40x10° Reagent (REF 161-01)

totala celler

TCRa/B-biotin (REF 701-48/REF 173-01) - Depletion

<24x10° TCRa/p- 1x TCRa/ 1x CliniMACS  DEPLETION 3.1
positiva celler fran  Biotin och Depletion

<60x10° totala 2x Anti-Biotin  Tubing Set

celler Reagent (REF 261-01)

Applikations- | Detaljerad information
specfikt for STEG 1-4

) IIII
) III.
: IIII

Tabell 5.1: Oversikt 6ver tillgdngliga applikationer med motsvarande slangset och separationsprogram
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6 Applikationsspecifik oversikt over
STEG 1-4

6.1  Anrikning av CD34-positiva celler

CliniMACS Plus CD34-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS
CD34 Reagent, CliniMACS Tubing Set eller CliniMACS Tubing Set LS och CliniMACS
PBS/EDTA Bufferdravseddaforanrikningav humana CD34-positiva hematopoetiska
progenitorceller in vitro fran heterogena hematologiska cellpopulationer.

6.1.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet

« Normalskalig applikation: upp till 0,6x10° CD34-positiva celler av upp till 60x10°
totala celler (WBQC)

« Storskalig applikation: mer dn 0,6x10° och upp till 1,2x10° CD34-positiva celler
av upp till 120x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av maérkta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
maérkning. Anvdnd det antal celler som krdvs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog- Separationsprogram
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01
CliniMACS CD34 Reagent 171-01 « 1flaska (normalskalig) -

« 2 flaskor (storskalig)
CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset CD34 SELECTION 1
CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset CD34 SELECTION 2
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 3x1 000 mL péasar' =

1 Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fore anvédndning.

Tabell 6.1: CliniMACS-material som kravs for anrikning av CD34-positiva celler
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Ytterligare material som kravs

Cell Preparation Bag:
en600mLtransferpése, lampligforcentrifugeringsamten provtagningskoppling
och tva transferset for plasma, for anvandning under cellberedningsproceduren

Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tre 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering

Cell Collection Bag:
en 150 mL transferpdase i kombination med en Luer/Spike Interconnector for att
ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

ett forfilter
ldsande peang
lampliga sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

provror

Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

» Analys av cellular startprodukt

» Overféring av cellulér startprodukt till Cell Preparation Bag

Om vikten av den celluldra startprodukten ar mer an 200 g, men antalet celler ar
mindre dn 120x10° totala celler och 1,2x10° CD34-positiva celler, centrifugera
provet for att minska volymen till hégst 200 g och fortsatt sedan med féljande
steg.

Spdadning av cellular startprodukt

Tillsatt buffert: Vikt pa den buffert som ska laggas till = Vikt pa celluldr
startprodukt x 2

Centrifugering

Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).
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» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g) (nhormalskalig
applikation) eller 190 g (£5 g) (storskalig applikation)

1. Tabort supernatanten for att justera provet med hjdlp av féljande ekvation:
vikt pa supernatant som ska tas bort = vikt pa spadd cellprodukt
- markningsvolym

2. Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD34 Reagent

1. Tillsatt 1 eller 2 flaskor CliniMACS CD34 Reagent (se Tabell 6.1). Blanda
innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

» Borttagande av dverskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (200xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort sa mycket supernatant som mojligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger dessa vérden
rekommenderas totalt tre tvattsteg (istallet for endast tva). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

Resuspendera cellpelletten.

Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
Centrifugera (200xg, utan broms, 15 minuter, RT).
Ta bort sa mycket supernatant som mojligt.

Resuspendera cellpelletten.

© ® N o u s

Justera provladdningsvolymen till 150 g (normalskalig applikation) eller
275 g (storskalig applikation).

Notera: Ta ett prov efter borttagande av 6verskott av reagens for senare analys
(valfritt).

6.1.2 STEG 2:Val av separationsprogram

» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

» Val av separationsprogram CD34 SELECTION 1/2
(anvandning av 1 flaska: CD34 SELECTION 1 eller anvdndning av 2 flaskor:

CD34 SELECTION 2)

Se avsnitt 7.2.2 pa sidan 129.
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6.1.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.1.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
» Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

» Analys av celler

Se avsnitt 7.4.1 pa sidan 182.

6.2 Anrikning av CD14-positiva celler

CliniMACS Plus CD14-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS
CD14 Reagent, CliniMACS Tubing Set och CliniMACS PBS/EDTA Buffer ar avsedda
foranrikningavhumana CD14-positiva cellerinvitrofran heterogena hematologiska
cellpopulationer.

6.2.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 4x10° CD14-positiva celler av upp till 20x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

44



APPLIKATIONSSPECIFIK OVERSIKT OVER STEG 1-4

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD14 Reagent 272-01 1 flaska
CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 3x1 000 mL pasar'

1 SeTabell 6.3 och Tabell 6.4. Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig
koncentration pa 0,5% (v/v) for anvdandning.

Tabell 6.2: CliniMACS-material som kravs for anrikning av CD14-positiva celler

Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpase, lamplig for centrifugering samt en provtagnings-
koppling och ett transferset fér plasma, fér anvandning under
cellberedningsproceduren

« Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering

« Cell Collection Bag:
en 150 mL eller en 600 mL transferpase i kombination med en Luer/Spike
Interconnector for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet (se Tabell 6.4)

+ Om byte av Negative Fraction Bag och uppsamlingspasen for buffert ar
nédvandig:
tva 1 000 mL transferpasar i kombination med tva Luer/Spike Interconnectors
for att ansluta pasarna till slangsetet (se Tabell 6.4)

« Om mer an en liter buffert kravs fér separationen:
ett transferset for plasma for att ansluta buffertpasarna (se Tabell 6.4)

o ettforfilter
« lasande peang

« lampliga sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

Oversikt 6ver material som kravs

Cellberedning

Totalt antal celler (WBC) <20x10°
Mérkta celler <4x10°
Antal reagensflaskor 1-2
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL
Transferset for plasma 1

Tabell 6.3: Material som kravs for cellberedning av CD14-positiva celler
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Separation

Markta celler <2x10° >2-4x10°

Negative Fraction Bag = Byt ut slangsetets
originalpasar mot

Buffer Waste Bag - 1000 mL transferpasar

Priming Waste Bag = =

Cell Collection Bag 150 mL 600 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2 000 mL
Transferset for plasma = 1

Tabell 6.4: Material som kravs for anrikning av CD14-positiva celler

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk méarkning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

» Analys av cellular startprodukt
» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt

Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsattas = 600 g — Vikt pa cellular
startprodukt

» Centrifugering
Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 50 g (+5 g)

1. Tabortsupernatanten for att justera provet med hjalp av féljande ekvation:
vikt pa supernatant som ska tas bort = vikt pa spadd cellular startprodukt
- markningsvolym

2. Resuspendera cellpelletten.
» Inkubation med CliniMACS CD14 Reagent

1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD14 Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.
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> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort s mycket supernatant som mgjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.
5. Justera provladdningsvolymen till 100 g.

Notera: Ta ett prov efter borttagande av 6verskott av reagens for senare analys
(valfritt).

6.2.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

» Val av separationsprogram ENRICHMENT 1.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.3 pa sidan 131.

6.2.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.2.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

» Analys av celler

Se avsnitt 7.4.2 pa sidan 186.
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6.3  Anrikning/depletion med CliniMACS Anti-
Biotin Reagent

CliniMACS Plus Anti-Biotin-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument,

CliniMACS Anti-Biotin Reagent, CliniMACS Tubing Set eller CliniMACS Tubing Set LS

och CliniMACS PBS/EDTA Buffer ar avsedda for anrikning eller depletion av humana
celler in vitro som tidigare markts med biotinylerade antikroppar.

6.3.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
« Anrikning: upp till 40x10° totala celler (WBC)

o Depletion:
Normalskalig applikation: upp till 40x10° totala celler (WBC)
Storskalig applikation: mer dn 40x10° och upp till 80x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog- Separationsprogram
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01
CliniMACS Anti-Biotin Reagent 173-01 - 1flaska (normalskalig) -

» 2 flaskor (storskalig)
CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset ENRICHMENT 1.1
CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset DEPLETION 2.1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 « 3x1 000 mL pésar’ -

(normalskalig)
« 4x1 000 mL péasar'
(storskalig)

1 Maéngden buffert varierar beroende pa det valda separationsprogrammet och antalet méarkta celler (se Tabell 6.6 till Tabell 6.9).
Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig koncentration pé 0,5% (v/v) for anvéndning.

Tabell 6.5: CliniMACS-material som kravs for anrikning/depletion med CliniMACS Anti-Biotin Reagent
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Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och tva transferset for plasma, for anvandning under
cellberedningsproceduren

« Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering

« Cell Collection Bag:
en 600 mL eller en 1 000 mL transferpase i kombination med en Luer/Spike
Interconnector for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet (se
Tabell 6.7 och Tabell 6.9)

« Om byte av Negative Fraction Bag, Buffer Waste Bag och/eller Priming Waste
Bag ar nodvandig:
tva till tre 1 000 mL transferpasar i kombination med tva Luer/Spike
Interconnectors foratt ansluta pasarnatill slangsetet (se Tabell 6.7 och Tabell 6.9).
Byt ut uppsamlingspasen for priming mot den sterila slanganslutningen.

o Om mer an en liter buffert kravs for separationen:
ett till tva transferset for plasma for att ansluta buffertpasarna
(se Tabell 6.7 och Tabell 6.9)

o ettforfilter
« lasande peang
« lampliga sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

« humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

individuell biotinylerad cellspecifik antikropp eller ligand

Oversikt 6ver material

Cellberedning (ENRICHMENT 1.1)

Totalt antal celler (WBC) <40x10°
Antal reagensflaskor 1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 2000 mL
Transferset fér plasma 2

Tabell 6.6: Material som kravs for cellberedning (ENRICHMENT 1.1)
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Separation (ENRICHMENT 1.1)

Mérkta celler <2x10° >2-5x10°

Negative Fraction Bag = Byt ut slangsetets
originalpasar mot

Buffer Waste Bag - 1000 mL transferpasar

Priming Waste Bag = =

Cell Collection Bag 600 mL 600 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2 000 mL
Transferset for plasma = 1

Tabell 6.7: Material som kravs for anrikning (ENRICHMENT 1.1)

Cellberedning (DEPLETION 2.1)

Totalt antal celler (WBC) <40x10° >40-80x10°
Antal reagensflaskor 1 2
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 2000 mL 2000 mL
Transferset for plasma 2 2

Tabell 6.8: Material som kravs for cellberedning (DEPLETION 2.1)

Separation (DEPLETION 2.1)

Mérkta celler <5x10° 5-13x10° >13-20x10°
Negative Fraction Bag = Byt ut slangsetets

originalpasar mot Byt ut slangsetets
Buffer Waste Bag - 1000 mL transferpgsar  originalpdsar mot

L. 1000 mL transferpasar
Priming Waste Bag = =

Cell Collection Bag 600 mL 1000 mL 1000 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3 4
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2000 mL 3000 mL
Transferset for plasma = 1 2

Tabell 6.9: Material som kravs for depletion (DEPLETION 2.1)

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

> Analys av cellular startprodukt

» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag
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» Spadning av cellular startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pd den buffert som ska laggas till = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

» Centrifugering

1. Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur
(RT: +19 °C till +25 °C [+66 °F till +77 °F]).

2. Ta bort supernatanten for att justera volymen for primar antikropps-
markning enligt rekommendation fran tillverkaren av den primara
antikroppen.

3. Resuspendera cellpelletten.

» Markning av cellerna: inkubation med den primara antikroppen

Folj bruksanvisningen fran tillverkaren av den primara antikroppen.

» Ta bort 6verskott av konjugat (1:a tvatt)

1. Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsdttas = 600 g — Vikt pa
cellprodukt

2. Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur
(RT: +19 °C till +25 °C [+66 °F till +77 °F]).
» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g) (normalskalig
applikation) eller 190 g (£5 g) (storskalig applikation)

1. Tabort supernatanten for att justera provet med hjalp av féljande ekvation:
vikt pa supernatant som ska tas bort = vikt pa spadd cellprodukt
- markningsvolym

Notera: Ta bort minst 500 g supernatant. Om den supernatant som tas
bort understiger 500 g rekommenderas totalt tva tvattsteg (istallet for
endast ett). Annars kan borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

2. Resuspendera cellpelletten.
» Magnetisk markning av celler: inkubation med CliniMACS Anti-
Biotin Reagent

1. Tillsatt 1 eller 2 flaskor CliniMACS Anti-Biotin Reagent (se
Tabell 6.6 och Tabell 6.8). Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.
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» Borttagande av 6verskott av reagens (2:a tvatt)

1.
2.
3.

Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

Ta bort s& mycket supernatant som mdjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger det virde som
anges ovan, rekommenderas totalt tva tvattsteg (istallet for endast ett).
Annars kan borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

Resuspendera cellpelletten.

Justera provladdningsvolymen till 100 g (normalskalig applikation) eller
200 g (storskalig applikation).

Notera: Ta ett prov efter borttagande av dverskott av reagens for senare analys
(valfritt).

6.3.2 STEG 2:Val av separationsprogram

» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

> Val av separationsprogram ENRICHMENT 1.1 eller DEPLETION 2.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.3 pa sidan 131 eller 7.2.5 pa sidan 138.

6.3.3 STEG 3:Installation av CliniMACS-slangset

» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.3.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation

> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

» Analys av celler

Se avsnitt 7.4.2 pa sidan 186 eller 7.4.4 pa sidan 194.



APPLIKATIONSSPECIFIK OVERSIKT OVER STEG 1-4

6.4 Anrikning av CD56-positiva celler

CliniMACS Plus CD56-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS
CD56 Reagent, CliniMACS Tubing Set och CliniMACS PBS/EDTA Buffer ar avsedda
foranrikningavhumana CD56-positiva celler in vitrofran heterogena hematologiska
cellpopulationer.

6.4.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 5x10° CD56-positiva celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET
Risk for otillracklig separationsprestanda av maérkta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD56 Reagent 271-01 1 flaska
CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 3x1 000 mL pasar’

1 SeTabell 6.11 och Tabell 6.12. Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig
koncentration pa 0,5% (v/v) fér anvandning.

Tabell 6.10: CliniMACS-material som krévs for anrikning av CD56-positiva celler

Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en600mLtransferpase,lampligforcentrifugeringsamten provtagningskoppling
och ett transferset for plasma, for anvandning under cellberedningsprocessen

« Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering

« Cell Collection Bag:
en 150 mL eller en 600 mL transferpase i kombination med en Luer/Spike
Interconnector for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet (se Tabell 6.12)
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+ Om byte av Negative Fraction Bag och uppsamlingspasen foér buffert ar
nodvandig:
tva 1 000 mL transferpdsar i kombination med tva Luer/Spike Interconnectors
for att ansluta pasarna till slangsetet (se Tabell 6.12)

o Om mer an en liter buffert kravs fér separationen:
ett transferset for plasma for att ansluta buffertpasarna (se Tabell 6.12)

o ettforfilter
» lasande peang
» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

e humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

Oversikt over material som kravs

Cellberedning

Totalt antal celler (WBC) <40x10°
Antal reagensflaskor 1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL
Transferset for plasma 1

Tabell 6.11: Material som krévs for cellberedning av CD56-positiva celler

Separation

Markta celler <2x10° >2-5x10°

Negative Fraction Bag = Byt ut slangsetets
originalpasar mot

Buffer Waste Bag - 1000 mL transferpésar

Priming Waste Bag = =

Cell Collection Bag 150 mL 600 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2000 mL
Transferset for plasma = 1

Tabell 6.12: Material som kravs for anrikning av CD56-positiva celler

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.
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Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om foljande steg.

> Analys av celluldr startprodukt
» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pd buffert som ska tillsattas = 600 g — Vikt pa cellular
startprodukt

» Centrifugering
Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1. Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

2. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

3. Justeravikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsdtta buffert med
hjalp av féljande ekvation: malvikt pa fylld CPB = 95g + vikt pa tom CPB

4, Resuspendera cellerna.

» Inkubation med CliniMACS CD56 Reagent
1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD56 Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort s mycket supernatant som mojligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.
5. Justera provladdningsvolymen till 150 g.

Notera: Ta ett prov efter borttagande av 6verskott av reagens for senare analys
(valfritt).
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6.4.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

> Val av separationsprogram ENRICHMENT 1.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.3 pa sidan 131.

6.4.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.4.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.2 pa sidan 186.
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6.5 Depletion av CD3-positiva celler

CliniMACS Plus CD3-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS CD3
Reagent, CliniMACS Tubing Set LS eller CliniMACS Depletion Tubing Set och
CliniMACS PBS/EDTA Buffer ar avsedda for depletion av humana CD3-positiva celler
in vitro fran heterogena hematologiska cellpopulationer.

6.5.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet

« Normalskalig applikation: upp till 15x10° CD3-positiva celler av upp till 40x10°
totala celler (WBC) med hjdlp av antingen CliniMACS Tubing Set LS eller
CliniMACS Depletion Tubing Set

« Storskalig applikation: mer dn 15x10° och upp till 20x10° CD3-positiva celler av
mer dn 40x10° och upp till 80x10° totala celler (WBC) med hjilp av CliniMACS
Tubing Set LS eller mer &n 15x10° och upp till 30x10° CD3-positiva celler av mer
an 40x10° och upp till 80x10° totala celler (WBC) med hjilp av CliniMACS
Depletion Tubing Set

/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna 6verskrids finns en risk for otillrackligt specifik
maérkning. Anvdnd det antal celler som krdvs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog- Kvantitet Separationsprogram
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1
CliniMACS CD3 Reagent 273-01 « 1 flaska (normalskalig)

- 2 flaskor (storskalig)
CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset DEPLETION 2.1
CliniMACS Depletion Tubing Set  261-01 1 slangset DEPLETION 3.1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 UPp t1iII 5%1 000 mL

pasar

1 SeTabell 6.14 till Tabell 6.16. Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) for
anvandning.

2 Notera: Vid ett stort antal celler bér CliniMACS Depletion Tubing Set anvéndas for att spara tid (t.ex. 20x10° markta celler
bearbetas inom fem timmar med CliniMACS Tubing Set LS mot tva timmar med CliniMACS Depletion Tubing Set).

Tabell 6.13: CliniMACS-material som krévs for depletion av CD3-positiva celler
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Ytterligare material som kravs

Cell Preparation Bag:

en 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och tva transferset for plasma, foér anvandning under
cellberedningsproceduren

Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering

Cell Collection Bag:
en till tva 600 mL transferpasar i kombination med en Luer/Spike Interconnector
for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

Om tva cellinsamlingspasar kravs for separationen, anvand ett transferset for
plasma for att ansluta bada pasarna. En 600 mL transferpase ar redan ansluten
till CliniMACS Depletion Tubing Set (se Tabell 6.15 och Tabell 6.16).

Om byte av Negative Fraction Bag, Buffer Waste Bag och/eller Priming Waste
Bag ar nédvandig:

tvad till tre 1 000 mL transferpasar i kombination med tva Luer/Spike
Interconnectors for att ansluta pasarna till slangsetet (se Tabell 6.15 och
Tabell 6.16)

Byt ut uppsamlingspasen for priming mot den sterila slanganslutningen.

Om mer an en liter buffert kravs for separationen:
ett till tva transferset for plasma for att ansluta buffertpasarna (se Tabell 6.15
och Tabell 6.16)

ett forfilter
Lasande peang
sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

kliniskt immunglobulin G

provror

VIKTIGT

Efter inmatning av provparametrar (STEG 2) berdknar CliniMACS Plus-programvaran
de volymer som kommer att samlas in i Reapplication Bag, Cell Collection Bag, Non-
Target Cell Bag och uppsamlingspdsen for buffert. Om volymen pé den berdknade
véitskan 6verskrider standardvolymen pa 500 mL mdste pdsarna bytas ut.
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Oversikt 6ver material som kravs

Cellberedning

Totalt antal celler (WBC) <40x10° >40-80x10°
Markta celler <15x10° >15-30x10°
Antal reagensflaskor 1 2
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 2 000 mL 2 000 mL
Transferset fér plasma 2 2
Provladdningsvolym 150 mL 250-300 mL

Tabell 6.14: Material som kravs for cellberedning av CD3-positiva celler

Separation (DEPLETION 2.1)

Markta celler <5x10° >5-13x10° >13-20%x10°

Negative Fraction Bag - Byt ut slangsetets Byt ut slangsetets
originalpasar mot originalpasar mot

Buffer Waste Bag - 1000 mL transferpasar 1000 mL transferpasar

Priming Waste Bag - -

Cell Collection Bag 600 mL 1-2x600 mL 2x600 mL
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2 000 mL 3000 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3 3
Transferset fér plasma = 1-2 3

Tabell 6.15: Material som kravs fér depletion av CD3-positiva celler (DEPLETION 2.1)

Separation (DEPLETION 3.1)

Méirkta celler <29x10° >29-30%10°

Non-Target Cell Bag

Buffer Waste Bag Inget pasbyte kravs

Reapplication Bag

Cell Collection Bag - 1x600 mL (som
tillagg)

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL

Transferset for plasma - 1

Tabell 6.16: Material som kravs fér depletion av CD3-positiva celler (DEPLETION 3.1)

Notera: De material som krdvs for separationen kan ocksa faststéllas genom att sla
pa CliniMACS Plus Instrument, vélja det separationsprogram som ska anvandas
(DEPLETION 2.1 for CliniMACS Tubing Set LS och DEPLETION 3.1 foér CliniMACS
Depletion Tubing Set) och ange provparametrarna. CliniMACS Plus-programvaran
kommer att berdkna vilken storlek som kravs pa de pasar som ska anslutas till
slangsetet och vikten som kravs for bufferten.

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.
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Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.
» Analys av cellular startprodukt

Faststall antalet CD3-markta celler (inklusive ospecifik CD3-bindning, inte bara
verkliga T-celler). Beakta detta antal for applikationsspecifikationer och
inmatning av provparametrar (se STEG 2).

» Overféring av cellulér startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsdttas = 600 g — Vikt pa cellular
startprodukt

» Centrifugering
Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g) (normalskalig
applikation) eller 190 g (£5 g) (storskalig applikation)

1. Ta bort supernatanten helt och var férsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

2. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

3. Justeravikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsatta buffert med
hjdlp av foljande ekvation (beakta IgG-vikten): malvikt pa fylld
CPB = IgG + markningsvolym - IgG-vikt + vikt pa tom CPB

4, Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med kliniskt immunglobulin
1. Tillsatt IgG (1,5 mg/mL).

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 5 minuter vid RT.

» Inkubation med CliniMACS CD3 Reagent

1. Tillsatt 1 eller 2 flaskor CliniMACS CD3 Reagent (se Tabell 6.14). Blanda
innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.
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> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort s mycket supernatant som mgjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.
5. Justera provladdningsvolymen till 150 g (normalskalig applikation) eller
250-300 g (storskalig applikation).
6.5.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument
» Val av separationsprogram DEPLETION 2.1 eller DEPLETION 3.1
(vid anvéndning av CliniMACS Tubing Set LS respektive CliniMACS Depletion

Tubing Set)

» Inmatning av provparameter
(enligt analys av cellular startprodukt [se STEG 1])

Se avsnitt 7.2.5 pa sidan 138 eller 7.2.6 pa sidan 143.

6.5.3 STEG 3:Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS
eller

» CliniMACS Depletion Tubing Set

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148 eller 7.3.3 pa sidan 168.

6.5.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.4 pa sidan 194 eller 7.4.5 pa sidan 198.
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6.6 Depletion av CD19-positiva celler

CliniMACS Plus CD19-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS
CD19 Reagent, CliniMACS Tubing Set LS och CliniMACS PBS/EDTA Buffer dr avsedda
fordepletionavhumanaCD19-positiva cellerinvitrofran heterogenahematologiska
cellpopulationer.

6.6.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 5x10° CD19-positiva celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET
Risk for otillracklig separationsprestanda av maérkta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD19 Reagent 179-01 1 flaska

CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 2x1 000 mL pésar’

1 Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fore
anvandning.

Tabell 6.17: CliniMACS-material som kravs for depletion av CD19-positiva celler

Ytterligare material som kravs

» Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och ett transferset for plasma, for anvandning under
cellberedningsprocessen

» Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering

« Cell Collection Bag:
en 600 mL transferpase i kombination med en Luer/Spike Interconnector for att
ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

« ettforfilter

» lasande peang
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» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

¢ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

» Beredning av pasar

Faststall vikten pd den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk méarkning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

» Analys av cellular startprodukt
» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt

Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsattas = 600 g — Vikt pa cellular
startprodukt

» Centrifugering
Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1. Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

2. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

3. Justeravikten pd Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsatta buffert med
hjalp av foljande ekvation: malvikt pa fylld CPB = 95g + vikt pa tom CPB

4, Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD19 Reagent
1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD19 Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.
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» Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort sd mycket supernatant som mgjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.

5. Justera provladdningsvolymen till 100 g.

6.6.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

> Val av separationsprogram DEPLETION 2.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.5 pa sidan 138.

6.6.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.6.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.4 pa sidan 194.
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6.7 Depletion av CD3-positiva celler och
CD19-positiva celler

CliniMACS Plus CD3/CD19-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument,
CliniMACS CD3 Reagent, CliniMACS CD19 Reagent, CliniMACS Depletion Tubing
Set och CliniMACS PBS/EDTA Buffer dr avsedda for samtidig depletion av humana
CD3-positiva celler och humana CD19-positiva celler in vitro fran heterogena
hematologiska cellpopulationer.

6.7.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 15x10° CD3-positiva celler och upp till 5x10° CD19-positiva celler av upp
till 40x10° totala celler (WBC)

A FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD3 Reagent 273-01 1 flaska

CliniMACS CD19 Reagent 179-01 1 flaska

CliniMACS Depletion Tubing Set  261-01 1 slangset

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 4x1 000 mL pésar'

1 Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fore
anvéndning

Tabell 6.18: CliniMACS-material som kravs for depletion av CD3-positiva celler och
CD19-positiva celler
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Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och tva transferset for plasma, foér anvandning under
cellberedningsproceduren

« Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering

» Cell Collection Bag:
en till tva 600 mL transferpasar i kombination med en Luer/Spike Interconnector
for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

« ettforfilter
» ldsande peang
» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

¢ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

« kliniskt immunglobulin G

e provror

VIKTIGT

Efter inmatning av provparametrar (STEG 2) berdknar CliniMACS Plus-programvaran
de volymer som kommer att samlas in i Reapplication Bag, Cell Collection Bag, Non-
Target Cell Bag och uppsamlingspdsen for buffert. Om volymen pé den berdknade
vétskan 6verskrider standardvolymen pa 500 mL mdste de pdsar som kréivs bytas ut.

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om foljande steg.
» Analys av cellular startprodukt

Faststall antalet CD3 och CD19-markta celler (inklusive ospecifika CD3- och
CD19-bindningar, inte bara verkliga T- och B-celler). Beakta detta antal for
applikationsspecifikationer och inmatning av provparametrar (se STEG 2).

» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt

Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsattas = 600 g — Vikt pa cellular
startprodukt
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» Centrifugering

Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 87,5 g (+5 g)

1.

4,

Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

Justera vikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsétta buffert med
hjdlp av foljande ekvation (beakta IgG-vikten): Mmalvikt pa fylld
CPB = 87,59 - IgG-vikt - IgG-vikt + vikt pa tom CPB

Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med kliniskt immunglobulin

1.
2.

Tillsatt 19G (1,5 mg/mL).

Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 5 minuter vid RT.

» Inkubation med CliniMACS CD3 Reagent och CliniMACS CD19
Reagent

1.

2.

Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD3 Reagent och 1 flaska CliniMACS CD19
Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens

1.
2.
3.

Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

Ta bort sa mycket supernatant som mojligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istéllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

Resuspendera cellpelletten.

Justera provladdningsvolymen till 150 g.
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6.7.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument
> Val av separationsprogram DEPLETION 3.1

» Inmatning av provparameter
(enligt analys av celluldr startprodukt [se STEG 1])

Se avsnitt 7.2.6 pa sidan 143.

6.7.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Depletion Tubing Set

Se avsnitt 7.3.3 pa sidan 168.

6.7.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
» Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

» Analys av celler

Se avsnitt 7.4.5 pa sidan 198.
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6.8 Anrikning/depletion av CD8-positiva
celler

CliniMACS Plus CD8-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS CD8

Reagent, CliniMACS Tubing Set eller CliniMACS Tubing Set LS och CliniMACS

PBS/EDTA Buffer ar avsedda for anrikning eller depletion av humana CD8-positiva
celler in vitro fran heterogena hematologiska cellpopulationer.

6.8.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet

« Anrikning: upp till 4x10° mirkta celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)
med hjalp av CliniMACS Tubing Set

« Depletion: upp till 4x10° mérkta celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)
med hjalp av CliniMACS Tubing Set LS

/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av maérkta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
maérkning. Anvdnd det antal celler som krdvs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog- Separationsprogram
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01

CliniMACS CD8 Reagent 275-01 1 flaska =

CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset ENRICHMENT 1.1
CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset DEPLETION 2.1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 Upp till 3x1 000 mL -

pasar’

1 SeTabell 6.20 till Tabell 6.22. Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) for
anvandning.

Tabell 6.19: CliniMACS-material som krévs for anrikning/depletion av CD8-positiva celler

Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och ett transferset for plasma, fér anvandning under
cellberedningsprocessen

« Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering
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» Cell Collection Bag:
en 600 mL transferpase i kombination med en Luer/Spike Interconnector for att
ansluta Cell Collection Bag till slangsetet (se Tabell 6.21 och Tabell 6.22)

+ Om byte av Negative Fraction Bag och uppsamlingspasen for buffert ar
nodvandig:
tva 1 000 mL transferpasar i kombination med tva Luer/Spike Interconnectors
for att ansluta pasarna till slangsetet (se Tabell 6.21 och Tabell 6.22)

o Om mer an en liter buffert kravs fér separationen:
ett transferset for plasma for att ansluta buffertpasarna (se Tabell 6.21 och
Tabell 6.22)

« ettforfilter
+ lasande peang
» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

e humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

VIKTIGT

Efter inmatning av provparametrar (STEG 2) berdknar CliniMACS Plus-programvaran
de volymer som kommer att samlas in i uppsamlingspdsen for priming, Cell Collection
Bag, Negative Fraction Bag och uppsamlingspdsen fér buffert. Om volymen pé den
berdknade vdtskan bverskrider standardvolymen pa 500 mL mdste de pdsar som kréivs
bytas ut enligt féljande 6versikt 6ver material som krévs.

Oversikt 6ver material som krévs

Cellberedning

Totalt antal celler <40x10°
Mérkta celler <4x10°
Antal reagensflaskor 1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL
Transferset for plasma 1
Provladdningsvolym 100 mL

Tabell 6.20: Material som kravs for cellberedning av CD8-positiva celler
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Separation (ENRICHMENT 1.1)

Mérkta celler <2x10° 2-4x10°

Negative Fraction Bag = Byt ut slangsetets
originalpasar mot

Buffer Waste Bag - 1000 mL transferpésar

Priming Waste Bag = =

Cell Collection Bag 600 mL 600 mL
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2 000 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3
Transferset for plasma = 1

Tabell 6.21: Material som kravs fér anrikning av CD8-positiva celler

Separation (DEPLETION 2.1)

Markta celler <4x10°

Negative Fraction Bag

Buffer Waste Bag Inget pasbyte kravs
Priming Waste Bag

Cell Collection Bag 600 mL

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL
Luer/Spike Interconnector 1

Tabell 6.22: Material som kravs fér depletion av CD8-positiva celler

» Beredning av pasar

Faststall vikten pd den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk méarkning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

» Analys av cellular startprodukt
» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt

Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsattas = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

» Centrifugering

Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).
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» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1. Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

2. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

3. Justera vikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsdtta buffert.
Berdkna malvikten pa CPB fylld med spadd cellprodukt med hjalp av
foljande ekvation: malvikt pa fylld CPB = 95 g - vikt pd tom CPB

4. Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD8 Reagent
1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD8 Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort sa mycket supernatant som mgjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.

5. Justera provladdningsvolymen till 100 g.

6.8.2 STEG 2:Val av separationsprogram

» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

» Val av separationsprogram ENRICHMENT 1.1 eller DEPLETION 2.1
» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.3 pa sidan 131 eller 7.2.5 pa sidan 138.

6.8.3 STEG 3:Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.
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6.8.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.2 pa sidan 186 eller 7.4.4 pa sidan 194.

6.9 Anrikning/depletion av CD25-positiva
celler

CliniMACS Plus CD25-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS
CD25 Reagent, CliniMACS Tubing Set eller CliniMACS Tubing Set LS och CliniMACS
PBS/EDTA Buffer ar avsedda for anrikning eller depletion av humana CD25-positiva
celler - helst héguttryckande CD25-celler - in vitro fran heterogena hematologiska
cellpopulationer.

6.9.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet

« Anrikning: CD25-positiva eller héguttryckande CD25-celler: upp till 0,6x10°
markta celler av upp till 40x10° totala celler (WBC) med hjilp av CliniMACS
Tubing Set

« Depletion:
Normalskalig applikation: upp till 6x10° CD25-positiva celler av upp till 40x10°
totala celler (WBC) med hjalp av CliniMACS Tubing Set LS
Storskalig applikation: mer dn 6x10° och upp till 12x10° CD25-positiva celler av
mer dn 40x10° och upp till 80x10° totala celler (WBC) med hjilp av CliniMACS
Tubing Set LS

/\ FORSIKTIGHET
Risk for otillracklig separationsprestanda av maérkta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.
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CliniMACS-material som kravs

Material Katalog- Kvantitet Separationsprogram
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1 -
CliniMACS CD25 Reagent 274-01 - 1flaska (normalskalig) -

» 2 flaskor (storskalig)
CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset ENRICHMENT 3.2
CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset DEPLETION 2.1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 Upp till 4x1 000 mL -

el
pasar

1 SeTabell 6.24 till Tabell 6.27. Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) for
anvandning.

Tabell 6.23: CliniMACS-material som krdvs for anrikning/depletion av CD25-positiva celler

Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och ett till tva transferset for plasma, for anvandning
under cellberedningsprocessen

« Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL (eller tva 1 000 mL) transferpasar, lampliga for centrifugering

» Cell Collection Bag:
En 150 mL eller en till tva 600 mL transferpasar i kombination med en Luer/Spike
Interconnector for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

Om tva cellinsamlingspasar kravs for separationen, anvand ett transferset for
plasma for att ansluta bada pasarna (se Tabell 6.25 och Tabell 6.27).

+ Om byte av Negative Fraction Bag och uppsamlingspasen foér buffert ar
noédvandig:
tva 1 000 mL transferpasar i kombination med tva Luer/Spike Interconnectors
for att ansluta pasarna till slangsetet (se Tabell 6.25 och Tabell 6.27)

o Om mer an en liter buffert kravs for separationen:
ett transferset for plasma fér att ansluta buffertpasarna (se
Tabell 6.25 och Tabell 6.27)

« ettforfilter
» lasande peang
» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

+ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror
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VIKTIGT

Efter inmatning av provparametrar (STEG 2) berdknar CliniMACS Plus-programvaran
de volymer som kommer att samlas in i uppsamlingspdsen for priming, Cell Collection
Bag, Negative Fraction Bag och uppsamlingspdsen for buffert. Om volymen pd den
berdknade vditskan dverskrider standardvolymen pd 500 mL mdste de pdsar som krdvs
bytas ut enligt féljande 6versikt 6ver material som krévs.

Oversikt dver material som kravs

Cellberedning (ENRICHMENT 3.2)

Anvindning

Anrikning av

Anrikning av

CD25-positiva hoguttryckande
celler CD25-celler
Totalt antal celler (WBC) <40x10° <40x10°
Mrkta celler <0,6x10° <0,6x10°
Antal reagensflaskor 1 1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000-2000mL 2000 mL
Transferset fér plasma 1-2 2
Markningsvolym 190 mL 380 mL
Maérkningstemperatur Rumstemperatur ~ +4 °C till +8 °C

(+39 °F till +46 °F)

Tabell 6.24: Material som kravs for cellberedning av CD25-positiva/hdguttryckande celler

(ENRICHMENT 3.2)

Separation (ENRICHMENT 3.2)

Anvandning

Anrikning av

Anrikning av

CD25-positiva hoguttryckande
celler CD25-celler
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 1000 mL
Negative Fraction Bag
Buffer Waste Bag Inget pasbyte kravs
Priming Waste Bag
Cell Collection Bag 150 mL 150 mL

Luer/Spike Interconnector

1

1

Tabell 6.25: Material som kravs for anrikning av CD25-positiva/hdguttryckande celler

(ENRICHMENT 3.2)
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Cellberedning (DEPLETION 2.1)

Totalt antal celler (WBC) <40x10° >40-80x10°
Mérkta celler <6x10° >6-12x10°
Antal reagensflaskor 1 2

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000-2 000 mL 1000-2 000 mL
Transferset for plasma 1-2 1-2
Maérkningsvolym 95 mL 190 mL
Markningstemperatur Rumstemperatur ~ Rumstemperatur

Tabell 6.26: Material som kravs for cellberedning av CD25-positiva celler (DEPLETION 2.1)

Separation (DEPLETION 2.1)

Totalt antal celler (WBC) <40x10° >40-80x10°
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2000 mL
for <5x10° markta  for 5-12x10°
celler markta celler
Negative Fraction Bag - Byt ut slangsetets
originalpasar mot
Buffer Waste Bag = 1 000 mL transferpésar

Priming Waste Bag - -

Cell Collection Bag 600 mL 2x600 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3
Transferset for plasma = 2

Tabell 6.27: Material som krévs for depletion av CD25-positiva celler (DEPLETION 2.1)

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pd sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk méarkning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

VIKTIGT

B Forvara bufferten for cellberedning fér anrikning eller depletion av CD25-positiva
celler vid +19 °C till +25 °C (+66 °F till +77 °F).

Magnetisk mdrkning under cellberedning f6r anrikning av héguttryckande CD25-
celler mdste utforas med kall buffert (+4 °C till +8 °C [+39 °F till+46 °F]). Hégre eller
ldgre temperatur kan leda till Idgre renhet och ge férre antal malceller.

» Analys av cellular startprodukt

» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag
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» Spadning av cellular startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pd den buffert som ska laggas till = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

» Centrifugering
Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till

+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym for
anrikning av CD25-positiva celler: 190 g (+5 g)
anrikning av hoguttryckande CD25-celler: 380 g (+5 g)'
depletion av CD25-positiva celler (normalskalig applikation): 95 g
depletion av CD25-positiva celler (storskalig applikation): 190 g

1. Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

2. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

3. Justeravikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsatta buffert med
hjalp avfoljande ekvation: malvikt pa fylld CPB = markningsvolym + VIKT
pa tom CPB

4, Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD25 Reagent

1. Tillsatt 1 eller 2 flaskor CliniMACS CD25 Reagent (se Tabell 6.24 och
Tabell 6.26). Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa orbital rotator (25 rpm):
a) anrikning eller depletion av CD25-positiva celler: 30 minuter vid RT
b) anrikning av hoguttryckande CD25-celler: 15 minuter vid +4 °C till
+8 °C (+39 °F till +46 °F)

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.

2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort s mycket supernatant som mojligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.

5. Justera provladdningsvolymen till 100 g (normalskalig applikation) eller
200 g (storskalig applikation).

1 Magnetisk markning for anrikning av hoguttryckande CD25-celler maste utforas med kall buffert (+4 °C till +8 °C
[+39 °F till+46 °F]).
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6.9.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

> Val av separationsprogram ENRICHMENT 3.2 eller DEPLETION 2.1

» Inmatning av provparameter
(Inte for ENRICHMENT 3.2)

Se avsnitt 7.2.4 pa sidan 136 eller 7.2.5 pa sidan 138.

6.9.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.9.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation

> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod
» Ta bort slangset och stiang av

» Analys av celler

Se avsnitt 7.4.3 pa sidan 190 eller 7.4.4 pa sidan 194.
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6.10 Anrikning/depletion av CD4-positiva
celler

CliniMACS Plus CD4-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS CD4

Reagent, CliniMACS Tubing Set eller CliniMACS Tubing Set LS och CliniMACS

PBS/EDTA Buffer ar avsedda for anrikning eller depletion av humana CD4-positiva
celler in vitro fran heterogena hematologiska cellpopulationer.

6.10.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet

« Anrikning: upp till 5x10° mirkta celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)
med hjalp av CliniMACS Tubing Set

« Depletion: upp till 12x10° mérkta celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)
med hjalp av CliniMACS Tubing Set LS

Notera: Om antalet berdknade celler 6verskrider applikationskapaciteten, dela
provet och fortsdtt med varje prov separat samt anvand ett nytt slangset for varje
korning i CliniMACS Plus Instrument.

A\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av maérkta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog- Separationsprogram
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01

CliniMACS CD4 Reagent 276-01 1 flaska =

CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset ENRICHMENT 1.1
CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset DEPLETION 2.1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 Upp till 4x1 000 mL -

pasar’

1 SeTabell 6.29 till Tabell 6.32. Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) for
anvandning.

Tabell 6.28: CliniMACS-material som krévs for anrikning/depletion av CD4-positiva celler
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Ytterligare material som kravs

Cell Preparation Bag:

en 600 mL transferpdsar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och ett transferset for plasma, for anvandning under
cellberedningsprocessen

Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL (eller tva 1 000 mL) transferpasar, lampliga for centrifugering

Cell Collection Bag:
En 150 mL eller en till tva 600 mL transferpasar i kombination med en Luer/Spike
Interconnector for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

Om tva cellinsamlingspasar kravs for separationen, anvand ett transferset for
plasma for att ansluta bada pasarna (se Tabell 6.30 och Tabell 6.32).

Om byte av Negative Fraction Bag, Buffer Waste Bag och/eller Priming Waste
Bag ar nédvandig:

upp till tre 1 000 mL transferpasar i kombination med tva Luer/Spike
Interconnectors for att ansluta pasarna till slangsetet (se Tabell 6.30 och
Tabell 6.32)

Byt ut uppsamlingspasen for priming mot den sterila slanganslutningen.

Om mer an en liter buffert kravs for separationen:
ett till tva transferset for plasma for att ansluta buffertpasarna (se Tabell 6.30
och Tabell 6.32)

ett forfilter
ldsande peang
sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

provror

VIKTIGT

Efter inmatning av provparametrar (STEG 2) berdknar CliniMACS Plus-programvaran
de volymer som kommer att samlas in i uppsamlingspdsen for priming, Cell Collection
Bag, Negative Fraction Bag och uppsamlingspdsenh for buffert. Om volymen pad den
berdknade viitskan dverskrider standardvolymen pa 500 mL mdste de pdsar som krédvs
bytas ut enligt féljande 6versikt 6ver material som krévs.
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Oversikt 6ver material som kravs

Cellberedning (ENRICHMENT 1.1)

Totalt antal celler (WBC) <40x10°
Mirkta celler <5x10°
Antal reagensflaskor 1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL
Transferset fér plasma 1

Tabell 6.29: Material som kravs for cellberedning av CD4-positiva celler (ENRICHMENT 1.1)

Separation (ENRICHMENT 1.1)

Mérkta celler <2x10° >2-5%10°
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2000 mL
Negative Fraction Bag - Byt ut slangsetets
originalpasar mot
Buffer Waste Bag = 1000 mL transferpasar

Priming Waste Bag - -

Cell Collection Bag 150 mL 600 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3
Transferset fér plasma = 1

Tabell 6.30: Material som kravs for anrikning av CD4-positiva celler (ENRICHMENT 1.1)

Cellberedning (DEPLETION 2.1)

Totalt antal celler (WBC) <40x10°
Mérkta celler <12x10°
Antal reagensflaskor 1
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL
Transferset for plasma 1

Tabell 6.31: Material som kravs for cellberedning av CD4-positiva celler (DEPLETION 2.1)

Separation (DEPLETION 2.1)

Markta celler <5x10° 5-12x10°
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2000 mL
Negative Fraction Bag - Byt ut slangsetets
originalpasar mot
Buffer Waste Bag - 1000 mL transferpésar

Priming Waste Bag - -

Cell Collection Bag 1x600 mL 1-2x600 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3
Transferset fér plasma = 1-2

Tabell 6.32: Material som kravs for depletion av CD4-positiva celler (DEPLETION 2.1)

» Beredning av pdsar
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Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om foljande steg.

» Analys av cellular startprodukt
» Overforing av cellulér startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pa den buffert som ska laggas till = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

> Centrifugering
Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1. Tabort supernatanten for att justera provet med hjalp av féljande ekvation:
vikt pa supernatant som ska tas bort = vikt pa spadd cellprodukt - 95 g

2. Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD4 Reagent
1. Tillsdtt 1 flaska CliniMACS CD4 Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort sd mycket supernatant som mgjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.

5. Justera provladdningsvolymen till 100 g.

6.10.2 STEG 2: Val av separationsprogram

» Sla pa CliniMACS Plus Instrument
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> Val av separationsprogram ENRICHMENT 1.1 eller DEPLETION 2.1
» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.3 pa sidan 131 eller 7.2.5 pa sidan 138.

6.10.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.10.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
» Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.2 pa sidan 186 eller 7.4.4 pa sidan 194.

6.11 Depletion av CD4-positiva celler och CD8-
positiva celler

CliniMACS Plus CD4/CD8-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS
CD4 Reagent, CliniMACS CD8 Reagent, CliniMACS Tubing Set LS och CliniMACS
PBS/EDTA Buffer ar avsedda for samtidig depletion av humana CD4-positiva
humana och CD8-positiva celler in vitro fran heterogena hematologiska
cellpopulationer.

6.11.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 12x10° CD4-positiva celler och upp till 4x10° CD8-positiva celler av upp till
40x10° totala celler (WBC)

Notera: Om antalet berdknade celler 6verskrider applikationskapaciteten, dela
provet och fortsatt med varje prov separat samt anvand ett nytt slangset for varje
korning i CliniMACS Plus Instrument.
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/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillrdcklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
maérkning. Anvidnd det antal celler som krdvs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD4 Reagent 276-01 1 flaska

CliniMACS CD8 Reagent 275-01 1 flaska

CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 Upp t1i|| 4x1 000 mL
pasar

1 SeTabell 6.34 och Tabell 6.35. Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer med till en slutlig
koncentration pa 0,5% (v/v) fér anvdandning.

Tabell 6.33: CliniMACS-material som kravs for depletion av CD4-positiva celler och
CD8-positiva celler

Ytterligare material som kravs

» Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpasar, lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och ett transferset for plasma, for anvandning under
cellberedningsprocessen

» Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL (eller tva 1 000 mL) transferpasar, lampliga for centrifugering

» Cell Collection Bag:
en till tva 600 mL transferpasar i kombination med en Luer/Spike Interconnector
for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

Om tva cellinsamlingspasar kravs for separationen, anvand ett transferset for
plasma for att ansluta bada pasarna (se Tabell 6.35).

« Om byte av Negative Fraction Bag, Buffer Waste Bag och/eller Priming Waste
Bag ar nédvandig:
upp till tre 1 000 mL transferpasar i kombination med tva Luer/Spike
Interconnectors for att ansluta pasarna till slangsetet (se Tabell 6.35)

Byt ut uppsamlingspdsen for priming mot den sterila slanganslutningen.

o Om mer an en liter buffert krévs for separationen:
ett till tva transferset for plasma for att ansluta buffertpasarna (se Tabell 6.35)

o ettforfilter
+ lasande peang

» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge
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¢ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

VIKTIGT

Efter inmatning av provparametrar (STEG 2) berciknar CliniMACS Plus-programvaran
de volymer som kommer att samlas in i uppsamlingspdsen for priming, Cell Collection
Bag, Negative Fraction Bag och uppsamlingspdsen for buffert. Om volymen pé den
berdknade viitskan éverskrider standardvolymen pa 500 mL mdste de pdsar som kréivs
bytas ut enligt féljande 6versikt ver material som krdivs.

Oversikt 6ver material som kravs

Cellberedning

Totalt antal celler (WBC) <40x10°

Markta celler <12x10° CD4-positiva celler och
<4x10° CD8-positiva celler

Antal reagensflaskor 1 flaska CliniMACS CD4 Reagent och
1 flaska CliniMACS CD8 Reagent

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL

Transferset fér plasma 1

Tabell 6.34: Material som kravs for cellberedning av CD4-positiva och CD8-positiva celler

Markta celler <5x10° 5-13x10° >13-16x10°
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1000 mL 2 000 mL 3000 mL
Negative Fraction Bag - Byt ut slangsetets

originalpasar mot Byt ut slangsetets
Buffer Waste Bag = 1000 mL transferpasar ~ originalpasar mot

1000 mL transferpésar

Priming Waste Bag - -

Cell Collection Bag 1x600 mL 1-2x600 mL 2x600 mL
Luer/Spike Interconnector 1 3 3
Transferset fér plasma = 1-2 3

Tabell 6.35: Material som kravs for depletion av CD4-positiva och CD8-positiva celler

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.
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» Analys av cellular startprodukt
» Overféring av cellulér startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pa den buffert som ska laggas till = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

» Centrifugering
Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °Ctill
+25 °C [+66 °F till +77 °F])

» Volymkontroll: markningsvolym 88 g (+5 g)

1. Tabort supernatanten for att justera provet med hjalp av féljande ekvation:
vikt pa supernatant som ska tas bort = vikt pa spadd cellprodukt
— markningsvolym

2. Resuspendera cellpelletten.
» Inkubation med CliniMACS CD4 Reagent och CliniMACS CD8
Reagent

1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD4 Reagent och 1 flaska CliniMACS CD8
Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort sd mycket supernatant som mgjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.

5. Justera provladdningsvolymen till 100 g.

6.11.2 STEG 2: Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

> Val av separationsprogram DEPLETION 2.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.5 pa sidan 138.
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6.11.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.11.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

» Analys av celler

Se avsnitt 7.4.4 pa sidan 194.

6.12 Anrikning av CD1c (BDCA-1)-positiva
celler — Del 1: Depletion av CD19-positiva
celler och markning av CD1c (BDCA-1)-
positiva celler

CliniMACS Plus CD1c (BDCA-1)-Biotin-systemet inklusive CliniMACS Plus

Instrument, CliniMACS CD1c (BDCA-1)-Biotin, CliniMACS CD19 Reagent, CliniMACS

Anti-Biotin Reagent, CliniMACS Tubing Set LS, CliniMACS Tubing Set och CliniMACS

PBS/EDTA Buffer &r avsedda for anrikning av humana CD1c (BDCA-1)-positiva celler

in vitro fran heterogena hematologiska cellpopulationer efter depletion av CD19-
positiva celler.

6.12.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet

Depletion av upp till 5x10° CD19-positiva celler och mérkning av upp till 0,2x10°
CD1c (BDCA-1)-positiva celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET
Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.
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CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD1c (BDCA-1)-Biotin  277-01 1 flaska
CliniMACS CD19 Reagent 179-01 1 flaska
CliniMACS Tubing Set LS 162-01 1 slangset
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 2x1 000 mL pésar’

1

Tillsatt HSA till buffert med en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fére anvandning.

Tabell 6.36: CliniMACS-material som kravs for anrikning av CD1c (BDCA-1)-positiva celler

(Del 1)

Ytterligare material som kravs (fér Del 1 och Del 2)

Cell Preparation Bag:

tva 600 mL transferpasar lampliga for centrifugering samt tva kopplingar vid
provtagningsstélle och tre transferset for plasma, for anvandning under
cellberedningsprocessen

Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
fem 600 mL transferpdsar lampliga for centrifugering

Cell Collection Bag (Del 1):
en 600 mL transferpase lamplig for centrifugering i kombination med en
Luer/Spike Interconnector for att ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

Cell Collection Bag (Del 2):
en 150 mL transferpdse lamplig for centrifugering i kombination med
en Luer/Spike Interconnector for att ansluta transferpasen till slangsetet

tva forfilter
ldsande peang
sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

provror

Magnetisk markning av celler (del 1)

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

> Analys av cellular startprodukt

» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag



APPLIKATIONSSPECIFIK OVERSIKT OVER STEG 1-4

» Spadning av cellular startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pd den buffert som ska laggas till = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

» Centrifugering
Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 90 g (+5 g)
1. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

2. Justeravikten pa Cell Preparation Bag Del 1(CPB) genom att tillsatta buffert
med hjalp av féljande ekvation: malvikt pa fylld CPB 1 = 90 g + vikt pa
tom CPB

3.  Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD19 Reagent och CliniMACS CD1c
(BDCA-1)-Biotin

1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD19 Reagent och 1 flaska CliniMACS CD1c
(BDCA-1)-Biotin. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyllen Cell Preparation Bag Del 1 med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort sa mycket supernatant som mojligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istallet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4, Resuspendera cellpelletten.

5. Justera provladdningsvolymen till 100 g.

6.12.2 STEG 2: Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

» Val av separationsprogram DEPLETION 2.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.5 pa sidan 138.
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6.12.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.12.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
» Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

» Analys av celler

Se avsnitt 7.4.4 pa sidan 194.

6.13 Anrikning av CD1c (BDCA-1)-positiva
celler — Del 2: Flexible Labeling System

CliniMACS Plus CD1c (BDCA-1)-Biotin-systemet inklusive CliniMACS Plus
Instrument, CliniMACS CD1c (BDCA-1)-Biotin, CliniMACS CD19 Reagent, CliniMACS
Anti-Biotin Reagent, CliniMACS Tubing Set LS, CliniMACS Tubing Set och CliniMACS
PBS/EDTA Buffer ar avsedda for anrikning av humana CD1c (BDCA-1)-positiva celler
in vitro fran heterogena hematologiska cellpopulationer efter depletion av CD19-
positiva celler.

6.13.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 0,2x10° CD1c (BDCA-1)-positiva celler av upp till 40x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET
Risk for otillrdcklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
maérkning. Anvidnd det antal celler som krdvs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.
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CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS Anti-Biotin Reagent 173-01 1 flaska
CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset
CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 3x1 000 mL pasar'

1 Tillsatt HSA till buffert med en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fére anvandning.

Tabell 6.37: CliniMACS-material som krévs for anrikning av CD1c (BDCA-1)-positiva celler
(Del 2)

Ytterligare material som kravs

Se del 1 for de ytterligare material som kravs.

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler (cellprodukt utan CD19-celler
[del 2])

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

» Overforing av CD19-depleterad cellulir startprodukt till Cell
Preparation Bag Del 2

» Spadning av CD19-depleterad cellulér startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsattas = 600 g - Vikt pd CD19-
depleterad celluldr startprodukt

» Centrifugering
Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1. Tabort supernatanten for att justera provet med hjélp av féljande ekvation:
vikt pa supernatant som ska tas bort = vikt pa spadd
cellprodukt — markningsvolym

2. Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS Anti-Biotin Reagent
1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS Anti-Biotin Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.
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» Borttagande av 6verskott av reagens

—_

Fyll en Cell Preparation Bag Del 2 med buffert.
Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

Ta bort s& mycket supernatant som mgjligt.

> W N

Resuspendera cellpelletten.

5.  Fyll en Cell Preparation Bag Del 2 med buffert.

6. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).
7. Tabort sd mycket supernatant som méjligt.

8. Resuspendera cellpelletten.

9. Justera provladdningsvolymen till 100 g.

6.13.2 STEG 2: Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument
> Val av separationsprogram ENRICHMENT 3.2

Se avsnitt 7.2.4 pa sidan 136.

6.13.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.13.4 STEG 4 : CliniMACS Plus-separation
» Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.3 pa sidan 190.
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6.14 Anrikning av CD304 (BDCA-4)-positiva
celler

CliniMACS Plus CD304 (BDCA-4) inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS

CD304 (BDCA-4) Reagent, CliniMACS Tubing Set och CliniMACS PBS/EDTA Buffer ar

avsedda for anrikning av humana CD304 (BDCA-4)-positiva celler in vitro fran
heterogena hematologiska cellpopulationer.

6.14.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 0,2x10° CD304 (BDCA-4)-positiva celler av upp till 40x10° totala celler
(WBCQ)

/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD304 (BDCA-4) 278-01 1 flaska

Reagent

CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 4x1 000 mL p3sar’

1 Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fore
anvandning

Tabell 6.38: CliniMACS-material som kravs fér anrikning av CD304 (BDCA-4)-positiva celler

Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en600mLtransferpaselamplig for centrifugering samten provtagningskoppling
och tre transferset for plasma, for anvandning under cellberedningsprocessen

» Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
fem 600 mL transferpdsar lampliga fér centrifugering

« Cell Collection Bag:
en 150 mL transferpase i kombination med en Luer/Spike Interconnector for att
ansluta Cell Collection Bag till slangsetet

o ettforfilter
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» lasande peang
» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

+ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om foljande steg.

» Analys av cellular startprodukt
» Overforing av cellulér startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av depleterad cellular startprodukt

Tillsatt buffert: Vikt pa buffert som ska tillsdttas = 600 g — Vikt pa cellular
startprodukt

» Centrifugering
Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Upprepa steg "Spadning av cellular startprodukt” och
"Centrifugering” tva ganger
1. Fyll en transferpase till 600 g

2. Centrifugera vid 300xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur
(RT: +19 °C till +25 °C [+66 °F till +77 °F]).

3. Tabort supernatanten.
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» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1. Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

2. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

3. Justeravikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsdtta buffert med
hjalp av féljande ekvation: malvikt pa fylld CPB = 95 g + vikt pa tom CPB.

4. Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD304 (BDCA-4) Reagent

1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD304 (BDCA-4) Reagent. Blanda innehallet
forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).
3. Tabort sa mycket supernatant som majligt.
4, Resuspendera cellpelletten.
5.

Justera provladdningsvolymen till 100 g.

6.14.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument
» Val av separationsprogram ENRICHMENT 3.2

Se avsnitt 7.2.4 pa sidan 136.

6.14.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.
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6.14.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.3 pa sidan 190.

6.15 Depletion av TCRa/B-positiva celler

CliniMACS Plus TCRa/(3-Biotin-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument,
CliniMACS TCRa/B-Biotin-systemet, CliniMACS Anti-Biotin Reagent, CliniMACS
Depletion Tubing Set och CliniMACS PBS/EDTA Buffer &r avsedda for depletion av
humana TCRa/B-positiva celler in vitro fran heterogena hematologiska
cellpopulationer.

6.15.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 24x10° TCRa/B-positiva celler av upp till 60x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET

Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS TCRa/3-Biotin 701-48 1 flaska

CliniMACS Anti-Biotin Reagent 173-01 2 flaskor

CliniMACS Depletion Tubing Set  261-01 1 slangset

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 Ulop t1iII 4x1 000 mL
pasar

1 Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fore
anvandning

Tabell 6.39: CliniMACS-material som kravs for depletion av TCRa/B-positiva celler
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Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bag:
en 600 mL transferpdsar lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och tva transferset for plasma, for anvandning under
cellberedningsprocessen

« Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
fyra 600 mL (eller 1 000 mL) transferpasar lampliga for centrifugering

« Cell Collection Bag:
En 600 mL Cell Collection Bag ar redan ansluten till CliniMACS Depletion Tubing
Set.

o ettforfilter
« ldsande peang
« sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

¢ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

» Beredning av pasar

Faststall vikten pd den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk méarkning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.

» Analys av cellular startprodukt

Faststdll procentantal/totalt antal TCRa/B-markta celler (inklusive ospecifik
TCRa/B-bindning, inte bara verkliga TCRa/B-positiva celler). Beakta detta antal
for applikationsspecifikationer och inmatning av provparametrar (se STEG 2).

» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av cellular startprodukt

Tillsatt buffert: Vikt pa den buffert som ska laggas till = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

» Centrifugering

1. Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur
(RT: +19 °C till +25 °C [+66 °F till +77 °F]).

2. Tabort supernatanten.
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» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1.

4,

Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

Justera vikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsdtta buffert med
hjalp av foljande ekvation: malvikt pa fylld CPB = 95g + vikt pa tom CPB

Resuspendera cellpelletten.

» Markning av cellerna: inkubation med CliniMACS TCRa/B-Biotin

1.
2.

Tillsatt 1 flaska CliniMACS TCRa/(3-Biotin. Blanda innehallet forsiktigt.

Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

» Ta bort 6verskott av konjugat: upprepa detta steg

—_

> W N

Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).
Ta bort s& mycket supernatant som mgjligt.

Resuspendera cellpelletten och justera vikten till 190 g efter den andra
tvatten.

» Magnetisk markning av celler: inkubation med CliniMACS Anti-
Biotin Reagent

1.
2.

Tillsatt 2 flaskor CliniMACS Anti-Biotin Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens

1.
2.
3.
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Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

Ta bort sa mycket supernatant som mdjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

Resuspendera cellpelletten.

Justera provladdningsvolymen till 150 g. En maximal WBC-koncentration
pa 0,4x10° WBC/mL rekommenderas.
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6.15.2 STEG 2: Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument

» Val av separationsprogram DEPLETION 3.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.6 pa sidan 143.

6.15.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Depletion Tubing Set

Se avsnitt 7.3.3 pa sidan 168.

6.15.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
» Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.5 pa sidan 198.
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6.16 Depletion av CD45RA-positiva celler

CliniMACS Plus CD45RA-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument, CliniMACS
CD45RA Reagent med CliniMACS Depletion Tubing Set och CliniMACS PBS/EDTA
Buffer ar avsedda for depletion av humana CD45RA-positiva celler in vitro fran
heterogena hematologiska cellpopulationer.

6.16.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet
Upp till 20x10° CD45RA-positiva celler av upp till 50x10° totala celler (WBC)

/\ FORSIKTIGHET
Risk for otillracklig separationsprestanda av maérkta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS CD45RA Reagent 701-46 1 flaska

CliniMACS Depletion Tubing Set  261-01 1 slangset

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 3x1 000 mL pésar’

1 Tillsatt HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fore
anvandning

Tabell 6.40: CliniMACS-material som kravs for depletion av CD45RA-positiva celler

Ytterligare material som kravs

» Cell Preparation Bags:
en 600 mL transferpasar lampliga for centrifugering samt en
provtagningskoppling och tva transferset for plasma, foér anvéandning under
cellberedningsprocessen

» Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
tva 600 mL transferpdsar lampliga for centrifugering

« Cell Collection Bag:
En 600 mL Cell Collection Bag ar redan ansluten till CliniMACS Depletion Tubing
Set.

« ettforfilter

» lasande peang
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» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

¢ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

VIKTIGT

En alternativ startcellkdlla kan vara cellfraktion som inte innehdller mdlet i CliniMACS Plus
CD34 Separation. Anvéindning av CliniMACS CD45RA Reagent rekommenderas endast
for celluldra startprodukter som innehdller CD45RA-positiva celler inom det normala
frekvensomradet (upp till 80%). Hogre frekvenser har observerats hos ett fatal donatorer
hos vilka CD45RA uttrycks av ndstan alla PBMC pd grund av en sdllsynt mutation i CD45-
genen. | sadana fall kan depletionseffekten och/eller dterhdmtning bli inadekvat.

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Magnetisk markning av celler

Se avsnitt 7.1 “STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning” pa sidan 117 for
detaljerad information om féljande steg.
» Analys av celluldr startprodukt

Faststall procentantal/totalt antal CD45RA-markta celler (inklusive ospecifik
CD45RA-bindning, inte bara verkliga CD45RA-positiva celler). Beakta detta
antal for applikationsspecifikationer och inmatning av provparametrar (se
STEG 2).

» Overforing av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

» Spadning av depleterad celluldr startprodukt
Tillsatt buffert: Vikt pa den buffert som ska laggas till = Vikt pa cellular
startprodukt x 2

» Centrifugering

Centrifugera vid 200xg, utan broms, 15 minuter, rumstemperatur (RT: +19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

Om den cell som inte ar malfraktionen i en CliniMACS CD34 Separation anvands
som alternativ startcellkdlla kan spadningssteget hoppas Over. Fortsatt med
centrifugeringssteget och centrifugera cellerna vid 300xg (utan broms) under
15 minuter vid RT.
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» Volymkontroll: markningsvolym 95 g (+5 g)

1. Ta bort supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar
cellpelletten.

2. Resuspendera cellpelletten forsiktigt efter borttagande av supernatanten.

3. Justeravikten pa Cell Preparation Bag (CPB) genom att tillsatta buffert med
hjalp av foljande ekvation: malvikt pa fylld CPB = 95g + vikt pa tom CPB

4. Resuspendera cellpelletten.

» Inkubation med CliniMACS CD45RA Reagent
1. Tillsatt 1 flaska CliniMACS CD45RA Reagent. Blanda innehallet forsiktigt.

2. Inkubera pa en orbital rotator (25 rpm) under 30 minuter vid RT.

> Borttagande av 6verskott av reagens
1. Fyll en Cell Preparation Bag med buffert.
2. Centrifugera (300xg, utan broms, 15 minuter, RT).

3. Ta bort sd mycket supernatant som mgjligt. Notera: Ta bort minst 500 g
supernatant. Om den supernatant som tas bort understiger 500 g
rekommenderas totalt tva tvattsteg (istdllet for endast ett). Annars kan
borttagandet av obundet reagens vara otillracklig.

4. Resuspendera cellpelletten.

5. Justera provladdningsvolymen. Berdkna vikten pa den buffert som kravs
forattjusteravikten pacellsuspensionentill cirka 125 g.Cellkoncentrationen
ska inte dverstiga 0,4x10° WBC/mL: Vikt pa buffert som ska tillsittas
(9) = 1259 - Vikt pa cellprodukt efter tvatt (g)

6.16.2 STEG 2:Val av separationsprogram
» Sla pa CliniMACS Plus Instrument
> Val av separationsprogram DEPLETION 3.1

» Inmatning av provparameter

Se avsnitt 7.2.6 pa sidan 143.

6.16.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Depletion Tubing Set

Se avsnitt 7.3.3 pa sidan 168.

102



APPLIKATIONSSPECIFIK OVERSIKT OVER STEG 1-4

6.16.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stiang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.5 pa sidan 198.

6.17 Anrikning av humana IFN-
gammautsondrande celler med
CliniMACS Cytokine Capture System
(IFN-gamma)

CliniMACS Plus CCS (IFN-gamma)-systemet inklusive CliniMACS Plus Instrument,
CliniMACS Cytokine Capture System (IFN-gamma), CliniMACS Tubing Set och

CliniMACS PBS/EDTA Buffer ar avsedda for anrikning av humana IFN-
gammautséndrande celler invitro fran heterogena hematologiska cellpopulationer.

6.17.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk markning
Forsta atgarder som kravs

Applikationskapacitet

IFN-gammautséndrande celler av upp till 1x1 0° totala celler (WBC)

A\ FORSIKTIGHET
Risk for otillracklig separationsprestanda av markta celler. Om
applikationsspecifikationerna overskrids finns en risk for otillrackligt specifik
markning. Anvand det antal celler som kravs och reagenser enligt beskrivningen
for respektive applikation.

103



APPLIKATIONSSPECIFIK OVERSIKT OVER STEG 1-4

CliniMACS-material som kravs

Katalog-
nummer

CliniMACS Plus Instrument 151-01 1

CliniMACS Cytokine Capture 279-01 1 set

System (IFN-gamma)

CliniMACS Tubing Set 161-01 1 slangset

CliniMACS PBS/EDTA Buffer 700-25 3x1 000 mL pésar’

1 TillsattHSA till CliniMACS PBS/EDTA Bulffer till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v) fore
anvandning

Tabell 6.41: CliniMACS-material som kravs for anrikning av humana IFN-
gammautsondrande celler

VIKTIGT
Férvara bufferten for cellberedning kallt vid +2 °C till +8 °C (+36 °F till +46 °F). Ldgre eller
hdégre omgivningstemperatur kan leda till Idgre renhet och ge férre antal mdlceller.

Ytterligare material som kravs

« Cell Preparation Bags:
tvd 600 mL transferpdsar lampliga for centrifugering samt tva
provtagningskopplingar och tva transferset for plasma, fér anvéandning under
cellberedningsprocessen

» Plasma Waste Bag och Wash Waste Bag:
nio 600 mL transferpasar lampliga for centrifugering

+ Medium bag:
atta 600 mL transferpasar lampliga for centrifugering

» Cell Collection Bag (Del 2):
en 150 mL transferpase lamplig for centrifugering i kombination med en
Luer/Spike Interconnector for att ansluta transferpasen till slangsetet

» en 100 mL gaspermeabel cellodlingspase

« ettforfilter

» lasande peang

» sprutor (olika storlekar) och hypodermiska nalar i storleken 20 gauge

+ humant serumalbumin (HSA) som ska tillsattas till CliniMACS PBS/EDTA Buffer
till en slutlig koncentration pa 0,5% (v/v)

e provror

e 120 mL AB-serum alternativt autologt serum som ett tillagg till det medium
som anvands

e 1000 mL cellodlingsmedium (RPMI 1640), +4 °C (+39 °F)

* 1100 mL cellodlingsmedium (RPMI 1640), +37 °C (+99 °F) med tillsats av 10%
(v/v) AB-serum alternativt autologt serum
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e 500 mL cellodlingsmedium (RPMI 1640), +4 °C (+39 °F) med tillsats av 2% (v/v)
AB-serum alternativ autologt serum

» Utrustning som kravs
Information om den utrustning som kravs for en CliniMACS Plus-separation
finns i avsnitt 4.7.
Ytterligare utrustning som kravs fér en applikation med CliniMACS Plus CCS
(IFN-gamma)-systemet:
« odlingsplatta med 24 brunnar
»  MiniMACS Separation Unit
¢« MS Columns
« forseparationsfilter (endast for MS Columns)

¢« MACSmix Tube Rotator

» Beredning av pasar

Faststall vikten pa den tomma Cell Collection Bag och Cell Preparation Bag
enligt beskrivningen i avsnitt 7.1.1 pa sidan 117.

Notera: Forkyl centrifugen till +4 °C (+39 °F). Efter utséndringsfasen kravs en
tredje Cell Preparation Bag for att rekombinera cellsuspensionerna. Mark
sdledes en av de fyra 600 mL transferpasarna (beredd med 125 mL medium
[RPMI] med tillsats av 10% AB-serum) som Cell Preparation nr 3 (separation).

Beredning av cellular startprodukt

| de foljande avsnitten beskrivs den rekommenderade proceduren i pase for
beredning av den celluldra startprodukten med hjdlp av den sterila
slanganslutningen.

o Operatéren maste var bekant med drift och anvdndning av den sterila
slanganslutningen.

o Sakerstall innan du pabdrjar cellmarkningen och separationsproceduren att all
utrustning finns till hands.

Overféring av cellular startprodukt till Cell Preparation Bag nr 1

1. Registrera datum och starttid innan du borjar bereda den celluldra
startprodukten.

2. Faststall volymen pa den ursprungliga celluldra startprodukten genom att
uppskatta att 1 mL av originalprodukten motsvarar 1 g (1 g2 1 mL).

3. Hall pasen som innehaller den celluldra startprodukten med bada hdanderna
och blanda innehdllet noggrant med en varsam roterande rorelse.
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4. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut Preparation Bag nr 1 till
pasen som innehaller den cellulara startprodukten.

5. Oppna den l3sande peangen for att dverfora lamplig vikt av den celluldra
startprodukten (som innehaller maximalt 1x10° celler, enligt den
leukocytfrekvens som faststallts tidigare) till Cell Preparation Bag nr 1.
Kontrollera visuellt (pa vagen) att lamplig vikt har 6verforts. Stang den lasande
peangen bredvid Cell Preparation Bag.

6. Forsegla slangen och separera pasarna, N
[dmna minst 15 ¢cm av slangen pa Cell
Preparation Bag nr 1 for vytterligare
anslutningar (se Figur 6.1). Anvdnd en
varmeforseglare for att skapa tre
narliggande forseglingar pa slangen.
Kontrollera att férseglingarna ar korrekta.
Avskilj vid den centrala forseglingen.
Spara pasen med den cellulara

startprodukten tills separationen och den Hermetiska
slutliga analysen av alla celler &r avslutad. forseglingar

7. Tarera vagen. Ligg den fyllda Cell . *Fr
Preparation Bag nr 1 pa vagen, lat slangen e

ligga pa bordet. Registrera vikten pa den I
fylida Cell Preparation Bag nr 1. Figur6.1: Forsegla en pase

8. Faststall vikten pa den celluldra
startprodukten genom att dra vikten pa den tomma Cell Preparation Bag nr 1
fran vikten pa Cell Preparation Bag nr 1 fylld med den ursprungliga cellulara
startprodukten. Registrera den berdknade vikten.

ikt p3 5 Vikt pa fylld Cell Vikt pa tom Cell
:Q::tp?cfstlnlll(jtlir y =  Preparation - Preparation
P 9 Bagnr1(g) Bagnr1(g)

Spadning av cellular startprodukt

Den celluldra startprodukten maste spadas med odlingsmedium. Spad produkten
med kallt medium (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F]) till en total volym pa 500 mL.
Berdakna vikten pa det medium som ska tillsdttas med hjalp av foljande ekvation
och registrera den.

Vikt pa det
medium som ska = 5009
tillsattas (g)

Vikt pa spadd cellular
startprodukt (g)

1. Taenavmediumpasarna och anslut den till Cell Preparation Bag nr 1 med den
sterila slanganslutningen.

2. Placera Cell Preparation Bag nr 1 pa vagen och tarera vagen. Hing Medium
Bag pa en pashangare.

3. Oppna den ldsande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 1. Overvaka
skalan pa vagen visuellt och 6verfor den berdknade mediumvikten till Cell
Preparation Bag nr 1.
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4. Nar [dmplig mediumvikt har dverforts, stdng den lasande peangen bredvid
Cell Preparation Bag nr 1 for att avbryta vatskeflodet.

5. Anvandvarmeforseglaren, forsegla slangen och lamna minst 15 cm av slangen
pa Cell Preparation Bag Nr 1 for ytterligare anslutningar. Koppla bort Medium
Bag.

6. Hall Cell Preparation Bag nr 1 med bada handerna och blanda innehallet
noggrant med en varsam roterande rorelse. Undvik intensiv blandning av
cellerna.

7. Tarera vagen och vdg den fyllda Cell Preparation Bag nr 1. Registrera vikten.

8. Faststall vikten pa den spadda celluldra startprodukten genom att dra vikten
pa den tomma Cell Preparation Bag nr 1 fran vikten pa den fyllda Cell
Preparation Bag nr 1. Registrera den berdaknade vikten.

Vikt pa spadd Vikt pa fylld Cell Vikt pa tom Cell
cellulér = Preparation Bag - Preparation Bag
startprodukt (g) nr1(g) nr1(g)

Risk for kontamination. Om pasarna inte dr lampliga for cellberedning eller
inte dr korrekt placerade i centrifugbehallaren finns en risk fér kontamination
pa grund av skada pa pasen. Anvand lampliga pasar, vik alla 16sa delar pa
pasar eller slangar nedat, var forsiktig sa att du inte forstor pasen och placera
pasarna pa ett sakert satt i centrifugbehallaren.

/\ FORSIKTIGHET

Risk for lagre cellseparationsprestanda. Om pasarna inte ar korrekt placerade i
centrifugbehallaren finns en risk for cellforlust under borttagande av
supernatanten. Vik alla 16sa delar pa pasar eller slangar nedat och placera
pasarna pa ett sakert satt i centrifugbehallaren.

Centrifugering

1. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut den tomma
uppsamlingspasen for plasma nr 1 till Cell Preparation Bag nr 1.

2. Vik alla I6sa delar pa Cell Preparation Bag nr 1 eller slangar nedat. Placera de
tva pasarna pa ett sdkert satt i centrifugbehallaren.

3. Balansera den laddade behallaren med en lamplig vdgd behdllare. Det ar
viktigt att centrifugen ar korrekt balanserad.

4. Centrifugera cellerna vid 200xg (utan broms) under 10 minuter vid
rumstemperatur (+19 °C till +25 °C[+66 °F till +77 °F]).

5. Ta ut pasarna ur centrifugen och var forsiktig sa att inte cellpelleten rubbas.
Ladda Cell Preparation Bag nr 1 pa plasmaextraktorn.
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Oppna den ldsande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 1. Ta bort
supernatanten helt och var forsiktig sa att du inte resuspenderar cellpelletten
ndr du tar bort supernatanten. Nar supernatanten har tagits bort, sting den
ldasande den lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 1 for att avbryta
vatskeflodet.

Anvénd varmeforseglaren, forsegla slangen och ldmna minst 15 cm av slangen
pa Cell Preparation Bag Nr 1 for ytterligare anslutningar. Koppla bort Plasma
Waste Bag nr 1.

Upprepa spadning och centrifugering med den andra mediumpasen som
beretts med kallt medium och Plasma Waste Bag nr 2.

Spara Plasma Waste Bag tills separationen och den slutliga analysen av alla
celler ar avslutad.

Volymkontroll

1.

For restimulering av cellerna in vitro maste volymen pa cellprovet justeras till
100 mL. N&r supernatanten har tagits bort, resuspendera pelleten forsiktigt.

Justera vikten pa Cell Preparation Bag 1 genom att tillsdtta odlingsmedium.
Berdkna vikten pa det medium som ska tillsdttas med hjalp av foljande
ekvation:

Vikt pa fylld ell Preparation Vikt pa tom Cell
Bag nr 1 efter = 1009 + Preparation Bag
volymkontroll (g) nr1(g)

Anvand den sterila slanganslutningen och anslut Cell Preparation Bag nr 1 till
den beredda Medium Bag 10% (innehallande 600 mL forvarmt odlingsmedium
med tillsats av 10% AB-serum). Hing Medium Bag 10% pa en pashangare.

Tarera vagen. Placera Cell Preparation Bag nr 1 med cellpelleten pa vagen.

Oppna den l3sande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 1. Fyll Cell
Preparation Bag nr 1 med medium tills berdknad "Vikt pa fylld Cell Preparation
Bag nr 1 efter volymkontroll” har natts. Sting den ldsande den lasande
peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 1 for att avbryta vatskeflodet.

Anvdnd varmeforseglaren, forsegla slangen och [dmna minst 15 cm av slangen
pa Cell Preparation Bag for ytterligare anslutningar. Koppla bort Medium Bag
10%.

Anvénd den sterila slanganslutningen och anslut Cell Preparation Bag nr 1 till
en 100 mL gaspermeabel odlingspase. Oppna den ldsande den l3sande
peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 1 och dverfor allt innehall.

/\ FORSIKTIGHET
Risk for samre prestanda. Om pasarna inte ar lampliga for cellberedning
finns en risk for kontamination pa grund av skada pa pasen. Anvand
gaspermeabla odlingspasar lampliga for cellberedning.



APPLIKATIONSSPECIFIK OVERSIKT OVER STEG 1-4

Markning av celler

Ett CliniMACS Cytokine Capture System (IFN-gamma) som bestar av tva flaskor
(7,5 mLvardera) ar bruksfardiga och tillrackliga for en applikation enligt beskrivning
nedan. Reagenserna ar inte avsedda for parental administrering.

Malprov och kontrollprov

| protokollet beskrivs markningsproceduren for “malprovet” och "kontrollprovet”.
Bada proverna bearbetas parallellt, kontrollprovet behandlas pa exakt samma sétt
som malprovet, men utan tillsats av antigen. Analysen av kontrollprovet ger saledes
information om spontan cytokinutséndring.

Restimulering in vitro
VIKTIGT

W FEtt litet negativt kontrollprov (kontrollprov) som behandlas pa exakt samma sdtt
som det antigenstimulerade mdlprovet utan tillsats av antigen ska inkluderas som
ett mdtt pd spontant cytokinutsondring.

W For restimulering in vitro dr den optimala celldensiteten 0,5-1x10° celler/cm? och
1x10° celler/mL.

1. Anvéand en steril spruta (1 mL) med en nal med storleken 20 gauge och ta en
liten alikvot (t.ex. 1 mL = cirka 1x10° celler) av cellerna som kontrollprov
(ostimulerat).

2. Odla alikvoten under optimala forhallanden i en brunn pa en odlingsplatta
med 24 brunnar.

3. Injicera antigenet i cellerna i den gaspermeabla cellodlingspasen (malprov)
vid en forbestdamd koncentration via en av portarna med en spruta.

4. Inkubera b3da proverna vid +37 °C (+99 °F) och 5-7.5% CO? under lamplig tid
i inkubatorn. Nar proteiner eller cellysat anvands som antigener &ar
inkubationstiden mellan 4 och 16 timmar. For peptider ar inkubationstiden 3
till 6 timmar. Eftersom den optimala stimuleringstiden paverkas av specifika
egenskaper hos antigenet rekommenderar Miltenyi Biotec att en dedikerad
valideringsprocedur anvands for att uppna basta resultat.

Markning med CliniMACS IFN-gamma Catchmatrix Reagent

Registrera lotnummer och utgangsdatum fér CliniMACS IFN-gamma Catchmatrix
Reagent.
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Malprov

VIKTIGT

Fér utséndringsfasen mdste de kéirl som vdiljs ha tillréicklig storlek fér att minst 1 volym
kall buffert ska kunna tillsdttas i slutet av utséndringsfasen. Celldensiteten far inte
6verskrida 1x10°celler/mL. Sdledes mdste 1x10° celler inkuberas fér utséndring i totalt
1000 mL varmt odlingsmedium.

1.

10.

11.

12.

Anvand den sterila slanganslutningen for att ansluta odlingspasen till Cell
Preparation Bag nr 2 (utsondring) och &verfor cellerna. Sakerstall komplett
overforing av cellerna till Cell Preparation Bag nr 2. Sténg den lasande peangen
bredvid Cell Preparation Bag nr 2 for att avbryta vatskeflodet.

Anvand varmeforseglaren for att forsegla slangen och ldmna minst 15 cm av
slangen pa Cell Preparation Bag nr 2 for ytterligare anslutningar. Koppla bort
den tomma odlingspasen.

Anvdnd den sterila slanganslutningen for att ansluta den beredda Medium
Bag 2% (innehallande 500 mL kallt (+2 till +8 °C [+36 °F till +46 °F])
odlingsmedium med tillsats av 2% AB-serum) till Cell Preparation Bag nr 2.

Oppna den l3sande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 2. Fyll Cell
Preparation Bag nr 2 upp till 600 mL. Nar [amplig mediumvikt har overforts,
stdng den lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 2 for att avbryta
vatskeflodet.

Anvdnd varmefdrseglaren for att forsegla slangen och lamna minst 15 cm av
slangen pa Cell Preparation Bag nr 2 for ytterligare anslutningar. Koppla bort
Medium Bag 2%.

Anvand varmeforseglaren for att ansluta den tomma uppsamlingspasen for
plasma nr 1 till Cell Preparation Bag nr 2.

Vik alla I16sa delar pa pasen eller slangarna nedat. Placera de tva pasarna pa ett
sakert satt i centrifugbehallaren.

Balansera den laddade behdllaren med en lamplig vdagd behdllare. Det ar
viktigt att centrifugen &r korrekt balanserad.

Centrifugera cellerna vid 300xg (utan broms) under 10 minuter vid +4 °C till
+8 °C (+39 °F till +46 °F).

Placera Cell Preparation Bag nr 2 pé plasmaextraktorn. Oppna den lasande
peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 2. Ta bort supernatanten helt och var
forsiktig sa att inte cellpelletten rubbas. Stang den lasande peangen bredvid
Cell Preparation Bag nr 2 for att avbryta vétskeflodet.

Anvand varmeforseglaren for att forsegla slangen och lamna minst 15 cm av
slangen pa Cell Preparation Bag nr 2 for ytterligare anslutningar. Koppla bort
Wash Waste Bag nr 1.

Resuspendera cellpelletten i den kvarvarande volymen efter borttagande av
supernatanten.



APPLIKATIONSSPECIFIK OVERSIKT OVER STEG 1-4

13. Ansluten provtagningskopplingen till Cell Preparation Bag nr 2 och desinficera
septumet. Anvand en lamplig steril spruta och nal for att avlagsna 7,425 mL
fran flaskan med CliniMACS IFN-gamma Catchmatrix reagens. En 10 mL spruta
racker for ta upp innehallet i en reagensflaska. Sprutan ska vara utrustad med
en nal i storleken 20 gauge.

14. Hall Cell Preparation Bag nr 2 med bada hdnderna och blanda innehallet
noggrant med en varsam roterande rorelse.

15. Anvénd injektionsporten pa provtagningskopplingen och injicera hela
reagensvolymen i Cell Preparation Bag nr 2.Var forsiktig sa att du inte punkterar
pasen.

16. Resuspendera cellerna och inkubera dem under 5 minuter pa is. Registrera
inkubationstiden.

Kontrollprov (ostimulerat)
1. Overfor cellerna till ett 15 mL férslutningsbart ror.

2. Tillsatt kallt (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F]) odlingsmedium med 2% AB-
serum upp till 15 mL.

3. Centrifugera cellerna vid 300xg (utan broms) under 10 minuter vid +4 °C till
+8 °C (+39 °F till +46 °F) och ta forsiktigt bort supernatanten helt.

4, Resuspendera cellpelleten i 100 uL kallt (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F])
odlingsmedium med tillsats av 2% AB-serum.

5. Tillsatt de aterstdende 75 pL av CliniMACS IFN-gamma Catchmatrix Reagent
och inkubera suspensionen under 5 minuter pa is.

Utsondringsfas
Malprov

1. Tade fyra forfyllda transferpasarna (inklusive den markta Cell Preparation Bag
nr 3) innehallande 125 mL varmt (+37 °C [+99 °F]) odlingsmedium med tillsats
av 10% AB-serum.

2. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut Cell Preparation Bag nr 2 till
den beredda Medium Bag 10% (innehallande forvarmt (+37 °C [+99 °F])
odlingsmedium med tillsats av 10% AB-serum).

3. Tillsatt 500 mL férvarmt odlingsmedium till cellprovet i Cell Preparation Bag
nr 2. Starta omedelbart rdkna inkubationstiden pa 45 minuter.

4. Distribuera 125 mL av den cellsuspension som bildats i var och en av de fyra
transferpasarna genom seriell anslutning av transferpasarna till Cell
Preparation Bag nr 2 med den sterila slanganslutningen. Kontrollera skalan pa
vagen visuellt och dverfor lamplig vikt av cellsuspensionen. Denna procedur
resulterar i totalt 250 g cellsuspension i var och en av de fyra transferpasarna.
Efter 6verforing, forsegla slangen for att koppla bort transferpdsarna med
hjalp av véarmeforseglaren.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Inkubera cellerna vid +37 °C (+99 °F) under de kvarvarande 45 minuterna med
kontinuerlig langsam rotation (max. 50 rpm) tills inkubationstiden &r slut.
Registrera inkubationstiden.

Ta ett transferset fér plasma och sakerstall att klamman ar i last position. Satt
in spiken pa transferset for plasma i en port pa buffertpasen.

Efter 45 minuter ansluter du buffertpasen till Cell Preparation Bag nr 3 med
den sterila slanganslutningen. Tillsatt kall (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F])
buffert till var och en av de fyra transferpasarna (minst en volym, dvs. 250 mL
vardera) genom seriell anslutning av transferpasarna till buffertpasen. Kyl ned
cellerna genom att placera pasarna pa is under 10 minuter.

Anvand den sterila slanganslutningen och anslut en Wash Waste Bag (Wash
Waste Bag nr 2 till 5) till var och en av de fyra transferpasarna.

Centrifugera cellerna vid 300xg (utan broms) under 10 minuter vid +4 °C
(+39 °F). Anvand plasmaextraktorn och ta bort supernatanten helt fran alla
pasar.

Anvand varmeférseglaren och forsegla slangen pa varje pase. Koppla bort
Wash Waste Bag.

Ta ett transferset for plasma och sakerstall att klamman ar i last position. Satt
in spiken pa transferset for plasma i en port pa en buffertpase.

Anvand den sterila slanganslutningen och anslut buffertpasen till Cell
Preparation Bag nr 3.

Skjut klamman pa transferset for plasma till 6ppet Iage och fyll Cell Preparation
Bag nr 3 med 200 mL buffert.

Nar lamplig buffertvikt har 6verforts, skjut klamman pa transferset for plasma
till stangt lage for att avbryta vatskeflodet.

Anvand varmeforseglaren, forsegla slangen och ldmna minst 15 cm av slangen
pa Cell Preparation Bag nr 3. Koppla bort buffertpasen.

Anvand den sterila slanganslutningen och anslut en av de o6vriga tre
transferpasarna som innehaller cellerna till Cell Preparation Bag nr 3 och
rekombinera bada suspensionerna.

VIKTIGT
Det delade provet mdste rekombineras i Cell Preparation Bag nr 3 fére
centrifugering.

Upprepa denna procedur tills cellsuspensionerna fran alla fyra transferpasar ar
rekombinerade i Cell Preparation Bag nr 3.

Efter att cellerna har rekombinerats, ansluts buffertpasen till Cell Preparation
Bag nr 3 med den sterila slanganslutningen.

Skjut kldamman pa transferset for plasma till dppet lage. Fyll Cell Preparation
Bag med buffert upp till 500 mL.

Nar [amplig buffertvikt har 6verforts, skjut klimman pa transferset for plasma
till stangt lage for att avbryta vatskeflodet. Stang den lasande peangen
bredvid Cell Preparation Bag nr 3.
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21. Anvand varmeforseglaren, forsegla slangen mellan de bada klammorna och
ldmna minst 15 cm av slangen pa Cell Preparation Bag nr 3 for ytterligare
anslutningar. Koppla bort buffertpasen.

22. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut den tomma
uppsamlingspasen for tvatt nr 6 till Cell Preparation Bag nr 3.

23. Vik alla 16sa delar pa Cell Preparation Bag nr 3 eller slangar nedat. Placera de
tva pasarna pa ett sdkert satt i centrifugbehallaren.

24. Balansera den laddade behallaren med en lamplig vdgd behallare. Det ar
viktigt att centrifugen ar korrekt balanserad.

25. Centrifugera cellerna vid 300xg (utan broms) under 10 minuter vid +4 °C
(+39 °F).

Kontrollprov (ostimulerat)

1. Tillsatt varmt (+37 °C[+99 °F °F]) odlingsmedium med tillsats av 10% AB-serum
for att spada provet till maximalt 1x10° celler/mL, dvs. en total volym p& 10 mL
maste anvandas for 1x10° celler.

2. Inkubera cellerna i ett slutet ror under 45 minuter vid +37 °C (+99 °F) under
ldngsam kontinuerlig rotation med MACSmix Tube Rotator (max. 50 rpm).

3. Efter 45 minuter fyller du roret med kall (+4 °C [+39 °F]) buffert och placerar
roret pa is under 5-10 minuter.

4. Centrifugera cellerna vid 300xg (utan broms) under 10 minuter vid +4 °C till
+8 °C (+39 °F till +46 °F).

Magnetisk markning med CliniMACS IFN-gamma Enrichment
Reagent

Registrera lotnummer och utgangsdatum for CliniMACS IFN-gamma Enrichment
Reagent.

Malprov

1. Efter centrifugeringssteget tar du forsiktigt bort supernatanten med
plasmaextraktorn, enligt beskrivningen ovan och resuspenderar den
kvarvarande volymen. Stang den ldsande peangen bredvid Cell Preparation
Bag nr 3 efter borttagandet.

2. Anvand varmeforseglaren for att forsegla slangen och lamna minst 15 cm av
slangen pa Cell Preparation Bag nr 3 for ytterligare anslutningar. Koppla bort
Wash Waste Bag nr 6.

3. Ansluten provtagningskopplingen till Cell Preparation Bag nr 3 och desinficera
septumet. Anvdnd en lamplig steril spruta och nal for att avlagsna 7,425 mL
fran flaskan med CliniMACS IFN-gamma Enrichment Reagent. En 10 mL spruta
racker for ta upp innehallet i en reagensflaska. Sprutan ska vara utrustad med
en nal i storleken 20 gauge.
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4. Anvand injektionsporten pa provtagningskopplingen och injicera reagenset i
Cell Preparation Bag nr 3. Var forsiktig sa att du inte punkterar pasen. Starta
omedelbart att rdkna inkubationstiden pa 15 minuter. Registrera starttiden for
inkubationen.

5. Hall Cell Preparation Bag med bdda hdnderna och blanda innehdllet noggrant
med en varsam roterande rorelse.

6. Inkubera cellerna under 15 minuter pa is. Registrera stopptiden for
inkubationen.

7. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut buffertpasen till Cell
Preparation Bag nr 3.

8. Oppnaden lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 3. Skjut klimman
pa transferset for plasma till 6ppet lage. Fyll Cell Preparation Bag nr 3 upp till
500 mL med kall (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F]) buffert.

9. Narlamplig buffertvikt har éverforts, skjut klamman pa transferset fér plasma
till stangt lage. Stang den lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag nr 3.
Anvénd varmeforseglaren och forsegla slangen mellan de bada kldammorna.
Koppla bort buffertpasen.

10. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut den tomma
uppsamlingspasen for tvatt nr 7 till Cell Preparation Bag nr 3.

11. Vik alla I6sa delar pa pdsen eller slangarna nedat. Placera de tva pasarna pa ett
sakert satt i centrifugbehallaren.

12. Balansera den laddade behallaren med en lamplig vdagd behallare. Det &r
viktigt att centrifugen ar korrekt balanserad.

13. Centrifugera vid 300xg (utan broms) under 10 minuter vid +4 °C (+39 °F).

14. Ta forsiktigt bort supernatanten enligt beskrivning ovan och resuspendera
cellerna i 100 mL kall (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F]) buffert.

15. Desinficera septumet pa provtagningskopplingen. Satt in en ndl med en
Iamplig spruta i provtagningskopplingen pa Cell Preparation Bag och ta ut en
volym pa 0,5 mL markt produkt. Var forsiktig sa att du inte punkterar pasen.
Overfor provet till ett provrér. Mark provet URSPRUNGLIGT MALPROV (ska
inkludera patient-ID).

VIKTIGT
Sdkerstdll att cellerna dr noggrant blandade innan du tar provet. For ett
representativt prov, anvénd en spruta med en kapacitet pa minst 5 mL.

16. Forvara cellprovet kallt (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F]) for cellanalys.

Kontrollprov (ostimulerat)

1. Tabort supernatanten forsiktigt efter centrifugering.

2. Resuspendera cellernai 100 pL kall buffert (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F]).
3. Tillsdtt 75 pL av kvarvarande CliniMACS IFN-gamma Enrichment Reagent.
4

Inkubera cellerna under 15 minuter pa is.
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5. Fyll kdrlet med kall buffert (+2 °C till +8 °C [+36 °F till +46 °F]) och centrifugera
vid 300xg (utan broms) under 10 minuter vid +4 °C (+39 °F).

6. Ta forsiktigt bort supernatanten och resuspendera cellerna i 1 mL kall (+2 °C
till +8 °C [+36 °F till +46 °F]) buffert.

7. Ta upp ett litet prov (cirka 100 pL) av cellsuspensionen och 6verfor det till ett
ror markt som fraktion av URSPRUGNLIGT KONTROLLPROV fore separation.
Forvara kallt fram till analys.

Magnetisk separation
Malprov

Den magnetiska separationen av malprovet utférs med CliniMACS Plus Instrument.
Efter separationsproceduren ska kontrollprovet bearbetas enligt beskrivningen
nedan.

Kontrollprov (ostimulerat)

1. Forbered tva MS Columns genom att skélja dem med 500 plL kall (+2 °C till
+8 °C [+36 °F till +46 °F]) buffert och kasta avfallsmaterialet.

Placera den forsta kolonnen i det magnetiska faltet pa MiniMACS Separator.

Passera cellerna genom ett forseparationsfilter for att ta bort klumpar.

> W N

Applicera cellsuspension pa kolonnen.

5. Samla in det totala avfallsmaterialet (innehallande den icke-markta
cellfraktionen). Tvdtta kolonnen genom att tillsatta 500 pL kall buffert till
kolonnen. Utfor totalt tre tvattsteg genom att successivt tillsatta 500 pL buffert
till kolonnen nar kolonnbehallaren ar tom.

6. Ta bort kolonnen fran separatorn, placera den andra kolonnen i separatorn
och placera den forsta kolonnen ovanpa den andra.

7. Pipettera 1 mL kall buffert pd den forsta kolonnen. Spola omedelbart ut
fraktionen med de magnetiskt markta cellerna genom att anvanda kolven,
som medféljer kolonnen, direkt pa den andra kolonnen.

8. Samla in de icke-markta cellerna som passerar igenom och tvétta kolonnen
med 500 pL kall buffert. Utfor totalt tre tvéttsteg genom att successivt tillsatta
500 uL buffert till kolonnen nar kolonnbehallaren ar tom.

9. Ta bort den andra kolonnen fran separatorn och placera kolonnen pa ett
lampligt uppsamlingsrér markt som positiv fraktion.

10. Pipettera 0,5 mL kall buffert pa kolonnen. Skélja omedelbart ut fraktionen
med de magnetiskt markta cellerna genom att anvanda kolven som medféljer
kolonnen.

11. Forvara malcellsfraktionen kallt till analysen.
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6.17.2 STEG 2: Val av separationsprogram

> Val av separationsprogram ENRICHMENT 3.2

Se avsnitt 7.2.4 pa sidan 136.

6.17.3 STEG 3: Installation av CliniMACS-slangset
» CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing Set LS

Se avsnitt 7.3.1 pa sidan 148.

6.17.4 STEG 4: CliniMACS Plus-separation
> Separationsprocedur

» Koppla bort pasar och registrera processkod

» Ta bort slangset och stang av

> Analys av celler

Se avsnitt 7.4.3 pa sidan 190.

116



DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

7 Detaljerad information om STEG 1-4

7.1 STEG 1: Cellberedning och magnetisk
markning

| detta kapitel finns detaljerad information om de procedurer som kravs for
cellseparation med CliniMACS Plus-systemet.

7.1.1 Forsta atgarder som kravs

For de material som krévs for en sarskild applikation, se det applikationsspecifika
avsnittet (se avsnitt 5.2 pa sidan 37).

Beredning av CliniMACS PBS/EDTA Buffer

Tillsatt av HSA till CliniMACS PBS/EDTA Buffer till en slutlig koncentration pa 0,5%
(v/v)

Beredning av pasar

Se det applikationsspecifika avsnittet for information om vilka pasar som behovs:

« Cell Preparation Bag: Satt in en provtagningskoppling (eller likvardig) i porten
pa utsidan av Cell Preparation Bag. Placera en ldsande peang pa slangen nara
pasen och stdng den lasande peangen. Vdg den tomma Cell Preparation Bag
med den lasande peangen placerad nara pasen och slangen hangande pa
bordet bredvid vagen. Registrera vikten.

VIKTIGT

Eftersom slangens ldngd kan variera under beredningsproceduren ska du var
noggrann ndr du faststdller vikten pa Cell Preparation Bag. Fér en exakt avldsning
ska du sdkerstdlla att den IGsande peangen alltid éir placerad néira pasen och ligger
pa vdgen och att resten av slangen ligger pé bordet bredvid vagen.

« Cell Collection Bag:

= CliniMACS Tubing Set/CliniMACS Tubing Set LS: Satt in en Luer/Spike
Interconnector (eller likvardig) i porten pa utsidan av Cell Collection Bag.
Placera en peang pa slangen ndra pasen och stiang den lasande peangen.
Véag den tomma Cell Collection Bag med den lasande peangen placerad
ndra pasen och slangen hdangande pa bordet bredvid vagen. Registrera
vikten.

= (CliniMACS Depletion Tubing Set: En Cell Collection Bag &r redan ansluten till
slangsetet. Satt in en Luer/Spike Interconnector (eller likvardig) i porten pa
utsidan av Cell Collection Bag. Placera en peang pa slangen néara pasen och
stdng den ldasande peangen. Vdg den tomma cellinsamlingspdsen med den
ldsande peangen placerad ndra pasen och slangen hdngande pa bordet
bredvid vagen. Registrera vikten.
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7.1.2 Magnetisk markning av celler

| féljande avsnitt beskrivs den rekommenderade proceduren i pase fér beredning
av den cellprodukten med den sterila slanganslutningen.

« Operatéren maste var bekant med drift och anvéandning av den sterila
slanganslutningen.

o Sakerstadll "att all utrustning finns till hands innan du pabdrjar cellmarknings-
och separationsproceduren.

VIKTIGT

B All hantering av pdsar ska ske i en steril miljo (t.ex. i lamindrt flodesskap) med
aseptiska tekniker. Anslutning av slangen med den sterila slanganslutningen kan
utféras utanfér det lamindra flodesskdpet.

W Utfor provberedning och cellseparation vid de temperaturférhallanden som
definieras i det applikationsspecifika avsnittet. Hogre eller ldgre
omgivningstemperatur kan leda till IGgre renhet och ge férre antal mdilceller.

| korthet utfors den magnetiska markningen av cellprodukten i féljande steg:

1. analys av celluldr startprodukt

2 overforing av celluldr startprodukt till Cell Preparation Bag

3 spadning av den celluldra startprodukten

4. centrifugering

5

endast for CliniMACS Plus Anti-Biotin-systemet och CliniMACS Plus TCRa/3-
Biotin-systemet: markning av cellerna (inkubation med den primara
antikroppen/CliniMACS TCRa/B-biotin) och borttagande av 6verskott av
konjugat (1:a tvatt)

6. volymkontroll

7. endast for CliniMACS Plus CD3 och CD3/CD19-systemet: inkubation med
kliniskt immunglobulin

8. magnetisk markning av cellerna (inkubation med CliniMACS-reagens)
9. borttagande av 6verskott av reagens

10. volymkontroll for cellseparation
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Analys av cellulér startprodukt

Faststall foljande parametrar innan beredning av den celluldra startprodukten
paborjas:

« totalt antal leukocyter

» procentandel celler som ska markas

« total antal leukocyter som ska markas

e viabilitet
Sakerstall att arbetet sker inom applikationspecifikationen.

Kontrollera parametrarna igen efter markningsproceduren. Detta dr nédvandigt
for laddningsprogrammen i olika stadier (staged-loading programs)
(ENRICHMENT 1.1/DEPLETION 2.1/DEPLETION 3.1) eftersom foljande tre
provparametrar maste anges i programmet under instéllningen av CliniMACS Plus
Instrument innan slangsetet ansluts till instrumentet:

» koncentration leukocyter per mL
o procentandel celler som ska markas
« cellprovets slutliga volym (provladdningsvolym)

Andra tester kan kravas beroende pa avsedd anvandning av cellerna (t.ex. antal
T-celler, fenotyp). Registrera alla data.

Overféring av cellulir startprodukt till Cell Preparation Bag

1. Registrera datum och starttid innan du borjar bereda den celluldra
startprodukten.

2. Faststall volymen pa den celluldra startprodukten genom att uppskatta att
1 mL av den celluldra startprodukten motsvarar 1 g (1 g2 1 mL).

3. Hall pasen med den cellulara startprodukten med bada hdanderna och blanda
innehdllet noggrant med en varsam roterande rérelse.

4, Anvand den sterila slanganslutningen och anslut Cell Preparation Bag till
pasen med den ursprungliga celluldra startprodukten.

5. Oppna den ldsande peangen for att dverféra den cellulira startprodukten till
Cell Preparation Bag. Anvéand en slangskalare for att ta bort kvarvarande blod
fran slangen. Stang den lasande peangen pa slangen s ndra pasen som
mojligt.
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6. Forsegla slangen och separera pasarna, |
[dmna minst 15 ¢cm av slangen pa Cell
Preparation Bag  for  ytterligare
anslutningar (se Figur 7.1). Anvand en
varmeforseglare for att skapa tre
narliggande forseglingar pa slangen.
Kontrollera att forseglingarna ar korrekta.
Avskilj vid den centrala forseglingen.
Spara pasen med den ursprungliga
leukaferesen/celluldra startpasen tills Hermetiska
separationen och den slutliga analysen av férseglingar
alla celler &r avslutad.

7. Desinficera septumet pa
provtagningskopplingen for att ta ett |
prov. Blanda innehallet i pasen. Sitt in en Figur7.1: Forsegla en pase.
nal med en Ilamplig spruta i
provtagningskopplingen pa Cell
Preparation Bag och ta ut en volym pa 0,5 mL. Overfor provet till ett provrér.
Mérk réret med LEUKAFERES/CELLULAR STARTPRODUKT (detta ska inkludera
patient-ID) och spara det for cellanalys.

VIKTIGT

Sdkerstdll att den celluldra startprodukten dr noggrant blandad innan du tar
provet. For ett representativt prov, anvind en spruta med en kapacitet pa minst
5mL.

8. Tareravagen. Ldgg den fyllda Cell Preparation Bag pa vagen, lat slangen ligga
pa bordet. Registrera vikten.

9. Faststall vikten pa den celluléra startprodukten genom att dra vikten pa den
tomma Cell Preparation Bag fran vikten pa Cell Preparation Bag fylld med
cellular startprodukt. Registrera den berdknade vikten.

Vikt pa cellular _ Vikt pa fylld Cell _ Vikt pa tom Cell

startprodukt (g) Preparation Bag (g) Preparation Bag (g)

Spadning av cellular startprodukt

Se det applikationsspecifika avsnittet for information om den spadningskvot som
kravs.

Den celluldra startprodukten maste spadas med CliniMACS PBS/EDTA Buffer (med
tillsats av HSA till en slutlig koncentration pa 0,5% [v/v]) fore magnetisk mdrkning.
Berdkna vikten pa den buffert som ska tillsattas med hjalp av en av foljande
ekvationer (1 eller 2) beroende pa applikation och registrera den.

(1) vikt pa den
buffert som ska = 600 g -
tillsattas (g)

Vikt pa celluldr
startprodukt (g)
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(2) vikt pa den . «
buffert som ska = ;/t'::tpar;jltlttlazr ) X 2
tillsattas (g) P 9

1. Ta ett transferset for plasma och sékerstall att klamman &r i [3st position. Satt
in spiken pa transferset for plasma i en port pa buffertpasen.

2. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut buffertpdsen till Cell
Preparation Bag. Hang buffertpasen pa en pashangare.

3. Placera Cell Preparation Bag pa vagen och tarera vagen.

4. Oppna den ldsande peangen bredvid Cell Preparation Bag. Skjut klimman pa
transferset for plasma till 6ppet lage. Kontrollera skalan pa vagen visuellt och
overfor den berdknade vikten pa bufferten till Cell Preparation Bag.

5. Nar lamplig buffertvikt har verforts, skjut klamman pa transferset fér plasma
till sténgt lage for att avbryta vatskeflodet. Stang den lasande peangen pa
slangen sa nara pasen som mgjligt.

6. Anvand varmeforseglaren for att forsegla slangen mellan klamman och den
ldsande peangen och ldamna minst 15 cm av slangen pa Cell Preparation Bag
for ytterligare anslutningar. Koppla bort buffertpasen.

7. Hall Cell Preparation Bag med bada handerna och blanda innehallet noggrant
med en varsam roterande rorelse. Undvik intensiv blandning av cellerna.

8. Tarera vagen och vag den fyllda Cell Preparation Bag. Registrera vikten.

9. Faststall vikten pa den spadda celluldra startprodukten genom att dra vikten
pa den tomma Cell Preparation Bag fran vikten pa den fyllda Cell Preparation
Bag. Registrera den berdknade vikten.

Vikt pa spadd cellular _ Vikt pa fylld Cell _ Vikt pa tom Cell
startprodukt (g) B Preparation Bag (g) Preparation Bag (g)
Centrifugering

Risk for kontamination. Om pasarna inte ar lampliga for cellberedning eller
inte dr korrekt placerade i centrifugbehallaren finns en risk for kontamination
pa grund av skada pa pasen. Anvand lampliga pasar, vik alla 16sa delar pa
pasar eller slangar nedat, var forsiktig sa att du inte forstor pasen och placera
pasarna pa ett sdkert satt i centrifugbehallaren.

/\ FORSIKTIGHET
Risk for lagre cellseparationsprestanda. Om pasarna inte ar korrekt placerade i
centrifugbehallaren finns en risk for cellférlust under borttagande av
supernatanten. Vik alla I6sa delar pa pasar eller slangar nedat och placera
pasarna pa ett sdkert satt i centrifugbehallaren.

1. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut den tomma
uppsamlingspasen for plasma till Cell Preparation Bag.

2. Vikalla lésa delar pa Cell Preparation Bag eller slangarna nedat. Placera de tva
pasarna pa ett sékert satt i centrifugbehallaren.
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3. Balansera den laddade behallaren med en lamplig vdgd behallare. Det ar
viktigt att centrifugen ar korrekt balanserad.

4. Centrifugera cellerna enligt de forhallanden som definierats i det
applikationsspecifika avsnittet. Registrera centrifugeringsforhallanden.

5. Ta ut pasarna ur centrifugen och var forsiktig sa att inte cellpelleten rubbas.
Ladda Cell Preparation Bag pa plasmaextraktorn och den anslutna pa
uppsamlingspasen pa bordsvagen.

Volymkontroll

Vid magnetisk mdrkning av celler varierar cellproduktens optimala vikt beroende
pa applikationen. Se méarkningsvolym i det applikationsspecifika avsnittet.

Beroende pa applikationen kan det vara nddvandigt att antingen bara ta bort en
viss mangd av supernatanten for att nd markningsvolymen (skraddarsytt
borttagande av supernantant) eller att ta bort supernatanten helt och tillsatta
buffert for att nd markningsvolymen (komplett borttagande av supernatanten). Se
det applikationsspecifika avsnittet for vilka alternativ som finns och fortsatt i
enlighet darmed.

VIKTIGT

B Anvdnd plasmaextraktorn, bibehdll konstant kontroll av extraktorns frikopplings-
handtag och sdkerstdll att den lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag dr
Oppen innan du bérjar éverféringen. Slépp frikopplingshandtaget Idngsamt.

B Var forsiktig sa att du inte férlorar nagra celler under borttagandet.

Skraddarsytt borttagande av supernatant

Berdkna vikten pa den supernatant som ska tas bort och justera provet till
markningsvolymen med hjalp av foljande ekvation:

Vikt pa supernatant _ Vikt pa cellprodukt

som ska tas bort (g) - efter tvatt (g) Mérkningsvolym (g)

Registrera vikten pa den supernantant som ska tas bort.

1. Placera den tomma uppsamlingspasen fér plasma eller uppsamlingspasen for
tvatt nr 1 pd vagen och tarera vagen.

2. Oppna den l3sande peangen bredvid Cell Preparation Bag. Kontrollera skalan
pa vagen visuellt och ta bort supernatanten med plasmaextraktorn. Tryck
forsiktigt ut Overskott av supernatant tills den berdknade “vikten pa
supernatant som ska tas bort” nas.

3. Narlamplig vikt pa supernatanten har tagits bort, staing den ldsande peangen
bredvid Cell Preparation Bag for att avbryta vatskeflodet. Registrera vikten pa
den supernantant som tagits bort.
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4.  Anvand varmeforseglaren, forsegla slangen och ldmna minst 15 cm av slangen
pa Cell Preparation Bag for ytterligare anslutningar. Koppla bort Plasma Waste
Bag eller Wash Waste Bag nr 1.

5. Resuspendera cellerna i Cell Preparation Bag forsiktigt. Undvik intensiv
blandning av cellerna. Sakerstall att alla celler ar resuspenderade.

6. Tarera vagen och vdg den fyllda Cell Preparation Bag. Registrera vikten.

7. Faststall vikten pa cellprodukten efter volymkontroll genom att dra vikten pa
den tomma Cell Preparation Bag fran vikten pa den fyllda Cell Preparation Bag.
Registrera den beraknade vikten.

e Vikt pa fylld Cell Vikt pa tom Cell
Z;r;pj;;ﬁg:tl:gﬁ @) = Preparation - Preparation
Bag (9) Bag (9)

8. Spara uppsamlingspasen for plasma eller uppsamlingspasen for tvitt till den
slutliga separationen och den slutliga analysen av alla celler &r avslutad.

Komplett borttagande av supernatant

Tabortsupernatanten helt och var forsiktig sa att duinte resuspenderar cellpelletten
nardu tar bort supernatanten. Nar supernatanten har tagits bort, stang den lasande
peangen bredvid Cell Preparation Bag for att avbryta vatskeflodet. Anvand
varmeforseglaren, forsegla slangen och lamna minst 15 cm av slangen pa Cell
Preparation Bag for ytterligare anslutningar. Koppla bort Plasma Waste Bag.
Resuspendera pelleten forsiktigt.

Justera vikten pa Cell Preparation Bag genom att tillsatta buffert. Berdkna malvikten
pa Cell Preparation Bag(CPB) fylld med spadd cellprodukt med hjalp av foljande
ekvation:

Malvikt pa CPB fylld med
tvattad cellprodukt (g)

Vikt pa tom

= Mérkningsvolym(g)  + o (@)

1. Satt in spiken pa ett transferset for plasma i en port pa en buffertpase.
Kontrollera att klimman pa transferset for plasma ar i stangt lage.

2. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut buffertpasen till Cell
Preparation Bag. Hang buffertpasen pa en pashangare.

3. Tareravagen. Placera Cell Preparation Bag med cellpelleten pa vagen.

4. Oppna den ldsande peangen bredvid Cell Preparation Bag. Skjut klimman pa
transferset for plasma till 6ppet ldge. Fyll Cell Preparation Bag med buffert tills
berdknad "Malvikt for Cell Preparation Bag fylld med tvattad cellprodukt” nas.
Skjut klamman pa transferset for plasma till stingt lage for att avbryta
vatskeflodet. Stang den lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag.

5. Anvandvarmeforseglaren, forsegla slangen och lamna minst 15 cm av slangen
pa Cell Preparation Bag for ytterligare anslutningar. Koppla bort buffertpasen.

6. Resuspendera cellerna i Cell Preparation Bag forsiktigt. Undvik intensiv
blandning av cellerna. Sakerstall att alla celler &r resuspenderade.

7. Tarera vagen och vag den fyllda Cell Preparation Bag. Registrera vikten.

123



124

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

8. Faststall vikten pa cellprodukten efter volymkontroll genom att dra vikten pa
den tomma Cell Preparation Bag fran vikten pa den fyllda Cell Preparation Bag.
Registrera den berdknade vikten.

Vikt pa cellprodukt Vikt pa fylld Cell Vikt pa tom Cell
efterpvolym':l)(ontroll @ = Preparation - Preparation
Bag (9) Bag (9)

9. Spara uppsamlingspasen for plasma tills separationen och den slutliga
analysen av alla celler &r avslutad.

Markning av celler
(endast for CliniMACS Plus Anti-Biotin-systemet och
CliniMACS Plus TCRa/f-Biotin-systemet)

Inkubation med CliniMACS TCRa/B-biotin

Flaskan med CliniMACS TCRa/-biotin ar bruksfardig och racker till den applikation
som beskrivs nedan. Konjugatet &r inte avsett for parental administrering.

Forvara konjugatet vid +2 °C till +8 °C (+36 °F till +46 °F). Far INTE frysas. Konjugatet
maste anvdndas kallt direkt fran kylskapet. Varm INTE upp det fére anvandning.
Konjugatets lotnummer och utgangsdatum ar tryckta pa flaskans etikett. Anvand
INTE konjugatet efter utgangsdatum.

1. Registrera lotnummer och utgangsdatum fér CliniMACS TCRa/(-biotin.

2. Desinficera septumet pa provtagningskopplingen. Anvdnd en lamplig steril
spruta och nal for att dra upp hela volymen fran en flaska (7,5 mL). En 10 mL
spruta racker for att dra upp innehallet i en flaska. Sprutan ska vara utrustad
med en ndl i storleken 20 gauge.

3. Anvand injektionsporten pa provtagningskopplingen och injicera hela
volymen av konjugatet i Cell Preparation Bag (alternativt éverfor innehallet i
Cell Preparation Bag till en ny transferpdse for att sakerstdlla hog
depletionseffekt). Starta omedelbart inkubationstiden pa 30 minuter.

4. Hall Cell Preparation Bag med bada handerna och blanda innehéllet noggrant
med en varsam roterande rorelse. Registrera starttiden fér inkubationen.

5. Placera Cell Preparation Bag plant pa en orbital rotator, stéll in en hastighet pa
cirka 25 rpm och sdkerstéll att pasen inte ar skrynklig eller bojd. Inkubera
pasen under totalt 30 minuter vid kontrollerad rumstemperatur (+19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]). Registrera stopptiden for inkubationen.
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Inkubation den primédra antikroppen (biotinylerad antikropp fran
annan tillverkare)

1. Resuspendera cellpelleten och mark cellerna med primar biotinylerad
antikropp vid den tid och titer som rekommenderas av tillverkaren av
antikroppen. Sakerstall att alla celler ar resuspenderade. (Den primara
antikroppen ska anvandas vid dess optimala titer, dvs. optimal
fargningsintensitet och utan bakgrundsfargning. Folj bruksanvisningen fran
tillverkaren av den primara antikroppen.)

2. Inkubera Cell Preparation Bag pa en orbital skakare vid 25 rpm. Folj
bruksanvisningen fran tillverkaren av den primara antikroppen.

Ta bort 6verskott av konjugat (1:a tvatt)
(endast for CliniMACS Plus Anti-Biotin-systemet och
CliniMACS Plus TCRa/(3-Biotin-systemet)

Spad cellprodukten med buffert till en total vikt pa 600 g. Berdkna vikten pa buffert
som ska tillsdttas med foljande ekvation och registrera den.

Vikt pa buffert som
ska tillsattas (g)

Vikt pa markt

- 600g - cellprodukt (g)

1. Spad cellprodukten genom att folja de steg som beskrivs i “Spadning av
cellular startprodukt” (steg 1-8) till en total vikt pa 600 g.

2. Faststall vikten pa cellprodukten efter borttagande av 6verskott av konjugat
(1:a tvatt) genom att dra vikten pa den tomma Cell Preparation Bag fran vikten
pa den fyllda Cell Preparation Bag. Registrera den berdknade vikten.

Vikt pa cellprodukt efter
borttagande av 6verskott =
av konjugat (1:a tvatt) (g)

Vikt pa fylld Cell _ Vikt pa tom Cell
Preparation Bag (g) Preparation Bag (g)

3. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut den tomma
uppsamlingspasen for tvatt till Cell Preparation Bag.

4. Vik allal6sa delar pa Cell Preparation Bag eller slangarna nedat. Placera de tva
pasarna pa ett sakert satt i centrifugbehallaren.

5. Balansera den laddade behallaren med en lamplig vdgd behallare. Det ar
viktigt att centrifugen ar korrekt balanserad.

6. Centrifugera cellerna enligt de forhallanden som definierats i det
applikationsspecifika avsnittet.

7. Ta ut pasarna ur centrifugen och var forsiktig sa att inte cellpelleten
resuspenderas. Ladda Cell Preparation Bag pa plasmaextraktorn och den
anslutna pa uppsamlingspasen pa bordsvagen.

8. Sedet applikationsspecifika avsnittet for information om det antal tvdttar som
kravs.

9. Justera vikten pa cellsuspensionen enligt beskrivningen i avsnittet
"Volymkontroll”till cirka 190 g for magnetisk markning av celler med CliniMACS
Anti-Biotin Reagent.
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Inkubation med kliniskt immunglobulin
(endast for CliniMACS Plus CD3 eller CD3/CD19-systemet)

VIKTIGT

Observera att humant IgG inte dr en komponent i CliniMACS-systemet. Anvind
endast farmaceutiskt humant IgG som dr godkdnt i ditt land. Lédsa noga igenom
bipacksedeln till den humana IgG som anvdnds, framfér allt avsnittet avseende
Overkdnslighetsreaktioner och risken for infektion som humant IgG som en
blodprodukt medfér for alla patienter. Alla risker som uppkommer av dessa material
madaste utvdrderas av anvédndaren.

Desinficera septumet pa provtagningskopplingen pa Cell Preparation Bag. Anvénd
en lamplig steril spruta och nal for att tillsdtta 1,5 mg humant IgG per mL cellprodukt
(t.ex. 1,6 mL Gamunex 10% for 95 mL cellprodukt). Blanda innehallet noggrant.
Inkubera under 5 minuter vid kontrollerad rumstemperatur och en varsam
roterande rorelse (t.ex. 25 rpm pa orbital rotator).

Magnetisk markning av celler: inkubation med
CliniMACS-reagens

Flaskorna med CliniMACS-reagens ar bruksfardiga och racker till den applikation
som beskrivs nedan. Reagenserna ar inte avsedda for parental administrering.

Forvara reagenserna vid +2 °C till +8 °C (+36 °F till +46 °F). Far INTE frysas.
Reagenserna maste anvandas kallt direkt fran kylskapet. Varm INTE upp det fore
anvandning. Reagensernas lotnummer och utgangsdatum ar tryckta pa flaskans
etikett. Anvand INTE reagenserna efter utgangsdatum.

1. Registrera lotnummer och utgdngsdatum for CliniMACS-reagens(er).

2. Desinficera septumet pd provtagningskopplingen. Anvand en lamplig steril
spruta och nal for att dra upp hela volymen fran a) en flaska eller b) tva reagens-
flaskor (7,5 mL vardera). En 10 mL spruta racker for att dra upp hela innehallet
i en flaska och en 20 mL spruta racker for att dra upp innehéllet fran tva
reagensflaskor. Sprutan ska vara utrustad med en nal i storleken 20 gauge.

3. Anvand injektionsporten pa provtagningskopplingen och injicera hela
volymen av reagenset i Cell Preparation Bag (alternativt 6verfor innehallet i
Cell Preparation Bag vid depletionsapplikationer till en ny transferpase for att
sdkerstalla hog depletionseffekt). Inkubationstiden startar vid denna tidpunkt.

4.  Hall Cell Preparation Bag med bada handerna och blanda innehallet noggrant
med en varsam roterande rorelse.

5. Placera Cell Preparation Bag plant pa en orbital rotator, stall in en hastighet pa
cirka 25 rpm och sdkerstall att pasen inte ar skrynklig eller bojd. Inkubera
pasen under de forhdllanden och den tid som anges i det applikationsspecifika
avsnittet.
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Borttagande av 6verskott av reagens

Tvatt av cellerna kravs for att ta bort obundet reagens efter avslutad inkubation. Se
det applikationsspecifika avsnittet for information om det antal tvattar som kravs.

1. Satt in spiken pa ett transferset for plasma i en port pa en buffertpase som
innehaller minst 500 mL buffert. Kontrollera att klamman pa transferset for
plasma ar i stangt lage.

2. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut buffertpasen till Cell
Preparation Bag. Hang buffertpasen pa en pashangare.

3. Placera Cell Preparation Bag pa vagen och tarera vagen.

4.  Oppna den ldsande peangen bredvid Cell Preparation Bag. Skjut klimman pa
transferset for plasma till 6ppet lage. Fyll Cell Preparation Bag med buffert till
600 mL. Skjut kldamman pa transferset for plasma till stangt lage for att avbryta
vatskeflodet. Stang den lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag.
Registrera vikten pa den fyllda Cell Preparation Bag.

5. Forsegla slangen mellan de bada klammorna och ldmna minst 15 cm av
slangen pa Cell Preparation Bag for ytterligare anslutningar. Koppla bort
buffertpasen.

6. Hall Cell Preparation Bag med bada handerna och blanda innehallet noggrant
med en varsam roterande rorelse.

7. Anvand den sterila slanganslutningen och anslut den tomma
uppsamlingspasen for tvatt till Cell Preparation Bag.

8. Vik alla l6sa delar p& pésarna eller slangarna nedat. Overfor Cell Preparation
Bag och Wash Waste Bag pa ett sakert satt till centrifugeringsbehallaren.

9. Centrifugera cellerna under de forhallanden och den tid som anges i det
applikationsspecifika avsnittet.

10. Varforsiktig sa att inte cellpelleten rubbas och ta bort pasarna fran centrifugen.
11. Hang forsiktigt upp Cell Preparation Bag pa plasmaextraktorn.
12. Placera Wash Waste Bag pa vagen och tarera vagen.

13. Oppna den l3sande peangen bredvid Cell Preparation Bag. Anvind
plasmaextraktorn och ta bort sa mycket supernatant som mgijligt fran Cell
Preparation Bag. Stang den ldsande peangen bredvid Cell Preparation Bag for
att avbryta vatskeflodet.

14. Anvand varmeforseglaren, férsegla slangen och lamna minst 15 cm av slangen
pa Cell Preparation Bag for ytterligare anslutningar. Koppla bort Wash Waste
Bag

15. Spara uppsamlingspasen for tvitt tills separationen och den slutliga analysen
av alla celler ar avslutad.

16. Resuspendera cellpelleten i Cell Preparation Bag. Undvik intensiv blandning
av cellerna. Sakerstall att alla celler &r resuspenderade.
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17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.
29.

Om fler tvattar krdvs (t.ex. for anrikning av CD34-positiva celler), upprepa steg
1-16.

Tarera vagen och védg den fyllda Cell Preparation Bag. Registrera vikten.

Faststall vikten pa cellprodukten efter tvatt genom att dra vikten pa den
tomma Cell Preparation Bag fran vikten pa den fyllda Cell Preparation Bag.
Registrera den berdknade vikten.

Vikt pa cellprodukt _ Vikt pa fylld Cell _ Vikt pa tom Cell
efter tvitt (g) - Preparation Bag (g) Preparation Bag (g)

Justera provladdningsvolym: Berdkna vikten pa den buffert som kravs for att
justera vikten pd cellsuspensionen till lamplig provladdningsvolym enligt
applikationen med hjdlp av féljande ekvation. For laddning av markta och
tvattade celler i slangsetet rekommenderas en maximal cellkoncentration pa
0,4x10° celler per mL.

Vikt pa buffert Provladdningsvolym Vikt pé cellprodukt
som ska = (enligt applikation) T eftertvatt (g)
tillsattas (g) gtapp °

Anvand den sterila slanganslutningen och anslut buffertpasen till Cell
Preparation Bag. Hang buffertpasen pa en pashangare.

Placera Cell Preparation Bag pa vagen och tarera vagen.

Oppna den ldsande peangen bredvid Cell Preparation Bag. Skjut klamman pé
transferset for plasma till 5ppet lage. Kontrollera skalan pa vagen visuellt och
overfor den berdknade vikten pa bufferten till Cell Preparation Bag.

Nar [amplig buffertvikt har 6verforts, skjut klimman pa transferset for plasma
till stangt lage for att avbryta vatskeflodet. Stang den lasande peangen
bredvid Cell Preparation Bag.

Anvand varmeforseglaren och forsegla slangen mellan de bada klammorna.
Koppla bort buffertpasen.

Resuspendera cellpelleten i Cell Preparation Bag. Undvik intensiv blandning
av cellerna. Sakerstall att alla celler ar resuspenderade.

Desinficera septumet pa provtagningskopplingen. Satt in en nal med en
Iamplig spruta i provtagningskopplingen pa Cell Preparation Bag och ta ut en
volym pd 0,5 mL markt produkt. Overfér provet till ett provrér. Mérk réret med
ORIGINAL (detta ska inkludera patient-ID) och spara det for analys.

Tarera vagen och védg den fyllda Cell Preparation Bag. Registrera vikten.

Faststall vikten pa cellprodukten efter tillsats av buffert (provladdningsvolym)
genom att dra vikten pa den tomma Cell Preparation Bag fran vikten pa den
fyllda Cell Preparation Bag. Registrera den berdknade vikten.

Vikt pa cellprodukt efter _ Vikt pa fylld Cell _ Vikt pa tom Cell
tillsats av buffert (g) - Preparation Bag (g) Preparation Bag (g)
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> Ga till STEG 2

Anslut INTE Cell Preparation Bag till slangsetet forran du far information om att
gobra det pa instrumentets display.

7.2 STEG 2:Val av separationsprogram

7.2.1 Sla pa CliniMACS Plus Instrument

SId pa CliniMACS Plus Instrument med ON/OFF-knappen pa instrumentets
bakpanel. Registrera starttiden for instrumentkorningen.

| fonstret visas huvudskarmen i avsnittet “Installation” i anvandarhandboken for
CliniMACS Plus Instrument.

Om du vill fortsatta till programmenyn, tryck pa ENT.

7.2.2 CD34 SELECTION 1/2

VIKTIGT

B (D34 SELECTION 1 fdr endast anvéindas i kombination med CliniMACS Tubing Set
(REF 161-01), medan CD34 SELECTION 2 endast fdr anvéndas i kombination med
CliniMACS Tubing Set LS (REF 162-01). Kontrollera slanginstdllningen noggrant fére
installation.

B Uppmaningar och diagram pa skdrmen som fungerar som procedurguider
kommer att visas i visningsfénstret. Utfér och kontrollera varje steg enligt
anvéindarhandboken innan du gdr vidare till ndsta steg. Om du vill korrigera ett
misstag under datainmatningen tryck pa knappen "Undo” (dngra) (se avsnittet
"Beskrivning” i anvdndarhandboken fér CliniMACS Plus Instrument).

Val av separationsprogram CD34 SELECTION 1/2

| fonstret indikeras Skarm 7.1. |

Beroende pa applikation viljer du PROGRAM MENU
C]?B? SELECTIEII;I 1]

CD34 SELECTION 1 eller CD34 SELECTION 2. CD133 SELECTIONT Select Program
ENRICHMENT 1.1 —Eg?gsexgrogram

a a1 ‘e’ gr ’g’
Vdlj separationsprogram genom att markera €p3a seLEcTION 1] | "o o Inee
programmets namn med den svarta faltet. Cell Number:
.. < 0.6*1029 cCD34
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0 ¢ Gox1a+9 WBL A
h 8 Tu‘ﬁﬁ?gigifﬁi See Instructions
oc . Reﬁﬁ?“‘i?i—ﬂi for Use

Om du vill fortsatta med det markerade
programmet, tryck pa ENT. |

Skarm 7.1: Val av separationsprogram
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Bekriftelse
| fonstret indikeras Skarm 7.2. |
Om du vill bekrafta separationsprogrammet P—
= 2 Selected Program: .
och fortséatta, tryck pa ENT. e erron ™t | cgpfirn wour
T ontigue with

. o . T Yancy'sh N
Omiinte, tryck pa «for att aterga till foregaende EZi%Ensgg“iuizng to Blter :wr
steg fér att andra valet. FPE2ES ar pew
Materialkontroll chse SELECTTON 1

| fonstret indikeras Skarm 7.3.
|

CD34 SELECTION 1 och CD34 SELECTION 2 &r Skarm 7.2: Bekraftelse

optimerade for anrikning av CD34-positiva

celler. |
For att bekrdfta att lampligt slangset éar i Sts MATERTAL CHECK
tillgangligt och att ratt reagens har anvants for ”E§{§§?§?§¥;;;nncs
cellméarkning, ange respektive katalognummer — _5;: $ETEE Nugher
(REF) i fragerutan. Instrumentets programvara ~Press IME

kontrollerar om materialen kan anvandas i
kombination med det valda programmet.

~Enter HEF Humber
of Reagent

-Frass EMY

CDE4 SELECTION 1

1. Ange katalognummer for det slangset
som ska anvandas for automatiserad
cellseparation. Om du vill bekrafta och
fortsétta, tryck pa ENT.

|
Skarm 7.3: Materialkontroll

2. Ange katalognummer for det reagens som har anvants for cellmarkning. Om
du vill bekréfta och fortsatta, tryck pa ENT.

Om katalognumret for ett slangset eller ett reagens som inte har specificerats for
det valda separationsprogrammet har angetts visas ett meddelande. Tryck pa ENT
for att bekréfta och ange korrekt katalognummer. Om det nummer som anges
fortfarande ar felaktigt kommer meddelandet att visas en andra gang. Efter att du
har tryckt pa ENT atergdr programmet till programmenyn (se Skdarm 7.1).

VIKTIGT

B (D34 SELECTION 1 fdr endast anvindas i kombination med CliniMACS Tubing Set
(REF 161-01), medan CD34 SELECTION 2 endast far anvéindas i kombination med
CliniMACS Tubing Set LS (REF 162-01). Kontrollera slanginstdllningen noggrant fére
installation.

B Om du vill korrigera ett misstag under datainmatningen, tryck pa knappen “Undo”
(dngra) (se avsnittet "Beskrivning” i anvdndarhandboken fér CliniMACS Plus
Instrument).
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Om materialkontrollen
anvisningarna for att installera slangsetet.

> Ga till STEG 3

7.2.3 ENRICHMENT 1.1

VIKTIGT

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

lyckades fortsdtter programmet automatiskt med

B Separationsprogrammet ENRICHMENT 1.1 far endast anvindas med CliniMACS

Tubing Set (REF 161-01).

B Uppmaningar och diagram pa skdrmen som fungerar som procedurguider
kommer att visas i visningsfénstret. Utfér och kontrollera varje steg enligt
anvdndarhandboken innan du gdr vidare till nésta steg. Om du vill korrigera ett
misstag under datainmatningen, tryck pd knappen "Undo” (Gngra) (se avsnittet
“Beskrivning” i anvdndarhandboken fér CliniMACS Plus Instrument).

Val av separationsprogram ENRICHMENT 1.1

| fonstret indikeras Skarm 7.4.
Vélj ENRICHMENT 1.1.

Valj separationsprogram genom att markera
programmets namn med den svarta faltet.
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0
och 8.

Om du vill fortsdtta med det markerade
programmet, tryck pa ENT.

a 81

ENRICHMENT 1.1

For Cells with
HMedium or High
Antigen
Expression

i Reasplication
Staged Loading

PROGRAM MEHU

Select Program
—Choose FProgram
Ke:

Uging, Xey,

To Continue
—Press ENT

AN

See Instructions
for Use

Skdrm 7.4: Val av separationsprogram
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Val av slangset
| fonstret indikeras Skarm 7.5. |

Bekrafta att korrekt program har valts. Om inte, PROGRAM MENU
———

tryck pa «for att aterga till féregdende steg for fubing Set Gp0 Select Tubing Set
Tubing Set 158 for:
att andra valet. = = ENRICHMENT 1.1

—Choose Tubing Set
I;Ig,lng Keu '@" or

ENRICHMENT 1.1
CliniMACS

Vilj slangset genom att markera det i rutan ottt “Bormer Borgen

hogst upp till vanster med det svarta faltet. E%; ;g;g;g "] | e, comeane

Flytta faltet upp och ned med knapparna 0

och 8_ ENMRICHMENMT 1.1
Fonstret under indikerar relevanta data som |
kapacitet och katalognummer fér det valda Skarm 7.5: Val av slangset

slangsetet.

Om du vill fortsdtta med den valda kombinationen av separationsprogram och
slangset, tryck pa ENT.

Bekriftelse
| fonstret indikeras Skarm 7.6. |
Om du vill bekrdfta kombinationen av CONF IRMATION
separationsprogram och slangset och fortsatta, Selected Program: | .o firm vour
o BT IGHHERT 10 Choice
tryck pa ENT. g foniineg with,
Foxr Cells with

. e g 2 2 will £ o Aot o Eareatsion | Chotea: ¥OUr
Omiinte, tryck pa «for att aterga till foregaende -FrasStr« Key
steg for att dndra valet.

ENRICHHMENT 1.1

Materialkontroll
| fonstret indikeras Skarm 7.7. |

Skdrm 7.6: Bekraftelse

Fradgan om katalognummer (REF) for slangsetet
fungerar som en sdkerhetskontroll for att
sakerstdlla att det valda slangsetet kan

anvandas med det valda programmet. MATERIAL CHECK

Tubing Set:

Verify that
Correct CliniMACS
Haterials are
Used

—-Enter REF Humber
=3

Ange katalognummer for det valda slangsetet rter BEE Nun
och tryck ENT for att fortsatta. -Press ENT

Om ett katalognummer som inte finns har
angetts visas ett meddelande. Bekradfta genom ENRICHMENT 1.1
att trycka pa ENT och ange korrekt
katalognummer. Om det angivha numret
fortfarande ar felaktigt visas meddelandet en
andra gang. Efter att du har tryckt pa ENT
atergar programmet till programmenyn (se
Skarm 7.4).

|
Skdrm 7.7: Materialkontroll
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Inmatning av provparameter

Om materialkontrollen lyckades fortsatter programmet automatiskt att efterfraga
de provparametrar som dr nodvandiga for att justera separationen for varje
individuellt prov och med att ge operatéren viktig information om den buffert och
de pasvolymer som krdvs.

| fonstret indikeras Skarm 7.8. |
1. Borja med att ange provets WBC- — SAMPLE PRARAMETERS
koncentration. Det tillatna intervallet Concentrald®B m | | “PiTEnatoRs®
visas i rutan langst ned till vinster. Tryck L3EETTed Eells | | For eacn Parameter
pa <« for att korrigera en felaktig G3qhns Londing _Ezéﬁggfggiga‘??
inmatning. ~Press ENT
Bekrafta att det varde som angetts speglar Y 2
provets varde. | annat fall kanske inte ENRICHMENT 1 1
provbearbetningen blir optimal. Om du
vill fortsdtta med nasta inmatning, tryck

|
pa ENT. Skarm 7.8: Inmatning av provparameter

VIKTIGT

Alla provparametrar som krdvs avser provet

efter cellmdrkning och tvittprocedur. Det tilldtna intervallet som visas i rutan

ldngst ned till vinster tar alltid hénsyn till féregdende inmatning. Efter varje

inmatning berdknar och justerar programmet det accepterade omradet for néista

fraga.

/\ FORSIKTIGHET

Om felaktiga parametrar anges kan det leda till icke-optimal
provbearbetning och 6ka risken for forlust av malceller. Om du anger
varden for WBC-koncentration och/eller procentandel markta celler som ar
lagre &n det faktiska provvardet kan det leda till cellférlust pa grund av att
systemet dr 6verbelastat. Om du anger en lagre provvolym kan det leda till
cellforlust pa grund av Overbelastning eller till och med ofullstandig
provbearbetning. Om specifikationen for nagon av dessa parametrar ar for
hog kommer detta att leda till en 6kad bearbetningstid och stoérre volym pa
malcellsfraktionen. Sakerstall alltid att du anger ratt parametrar.

2. Ange procentandel markta celler. Bekrafta att det varde som angetts speglar
provets varde. | annat fall kanske inte provbearbetningen blir optimal (se
"Viktigt”). Om du vill fortsatta med nésta inmatning, tryck pa ENT.

3. Ange cellprovets slutliga volym. Bekrafta att det viarde som angetts speglar
provets varde. | annat fall kanske inte provbearbetningen blir optimal (se
"Viktigt”).

Om du vill fortsatta, tryck pd ENT.
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Berdkning

CliniMACS Plus programvara berdknar det totala antalet markta celler for att
kontrollera om separationskapaciteten ar tillrdacklig.

Resultatet visas pa en av tvd mojliga skarmar:

o Resultatet av berdkningen visas pa en |
skarm som liknar Skarm 7.9. Sakerstall att
det berdknade antalet markta celler ar SAMPLE PARAMETERS
korrekt. cofis Labetled || Chook Ranpur™ted
S000x10°6 To Continue
. . o —-Press ENT
Om du vill fortsatta, tryck pd ENT. Tg Amena

—-Press “+4° HKey

Det gér inte att korrigera data. Tryck pa <
for att aterga till den foregaende skdarmen
for korrigering.

EMRICHHMENT 1.1

e« Om det berdknade antalet markta celler
overskrider  separationskapaciteten i

CliniMACS Plus-systemet visas en skarm Skarm 7.9: Berikning
som liknar Skarm 7.10. Sakerstall att
korrekta provparametrar har angetts och [

att det berdknade antalet celler ar korrekt.
Tryck pa <€ for att aterga till den tidigare

SAMPLE PARAMETERS

Skarm 7.8 och korrigera provparametrarna. Zatql Labelled | | Check Caloulated

. . . o . 60801076 If You Still Hant
Om du vill férhindra Overbelastning av _$o Erogeed
systemet, dela provet och faststéll volymen TBarmneters,
.. . o . o o . Total Labelled
for varje del. Tryck pd <€ for att &terga till Eﬁézegg?bgr ©

. 5 apasyiien
foregdende Skarm 7.8. Ange spraeit
. . . S000x10.6

provparametrarna for den forsta alikvoten ENRICHMENT 1.1

av provet och fortsatt med separationen av

denna del. Efter att separationen ar
. |
avslutad, starta en andra separation med Skarm 7.10: Berakning: Cellantalet 6verskrider

den andra alikvoten med ett nytt slangset. separationskapacitet

Om du vill fortsatta, tryck pa ENT.
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Volyminformation

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Fran det totala antalet markta celler (se avsnitt "Berakning”) berdknar programvaran
antalet separationsstadier, den mangd buffert som kravs for hela separationen och
den vatskevolym som kommer att samlas in i Negative Fraction Bag,
uppsamlingspasen for buffert och Cell Collection Bag.

Foljande ar standardvarden:

o CliniMACS PBS/EDTA Buffer: 1 000 mL
« Negative Fraction Bag: 500 mL

« Buffer Waste Bag: 500 mL

« Cell Collection Bag: 150 mL

Om ett av de berdknade vardena Overstiger
dessa standardvéarden visas Skarm 7.11 for att
informera om den méngd vétska som kommer
att  krdvas och  ackumuleras  under
separationsprocessen. Byt ut pasarna som
levererades med slangsetet (kapacitet cirka
500 mL) mot alternativa pasar med lamplig
storlek, om byte dr nédvandigt. De pasar som
ursprungligen ar anslutna till slangsetet ar
anslutna med luer-anslutningar. Pasar som
ersatter originalpasarna ska ha luer-anslutning
av hontyp. Standardpasar kan anslutas med en
Luer/Spike Interconnector.

1. Bekréfta att den mangd buffert som kravs

CHECK VOLUMES
Selection Buffer Check Buffer and
es

1268 ml Heeded for
Separation

Cell Collection .
Bag —Prepare Reguired
178 ml Amount of Buffer

Hegative —Connect
Fraction Bag Appropriate Bags
530 ml to Tubing Set
Hash Maste Bag B
To Continue

570 ml —Press ENT

ENMRICHMENT 1.1

Skarm 7.11: Kontrollera volymer

ar tillganglig. Anslut inte mer an tre liter buffert pa en pashéangare.

(0J: X

Risk fér skada pé instrumentet. Overbelastning av pashingarna kan skada
instrumentet. Birkapaciteten hos en enskild pashingare ar 3 kg. Overbelasta

inte pashangarna.

2. Oppna brickan med slangsetet under sterila férhéllanden och byt vid behov
ut originalpasarna mot storre pasar. Sakerstall obehindrat flode till dessa

pasar.

3. AnslutencCellCollection Bagitillracklig storlektilldenledigaluer-anslutningen.
Om det inte anges pd Skarm 7.11 &r den maximala elueringsvolymen for
malcellsfraktionen 150 mL. Sakerstall att obehindrat fléde till Cell Collection

Bag ar mojligt.
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VIKTIGT

B Sdkerstdll att den médngd buffert som krdvs dir tillgdnglig och att volymen fér
de pdsar som anges pd Skérm 7.11 dr tillréicklig. | annat fall kan separationens
prestanda forsémras.

B Alla modifieringar av CliniMACS-slangset ska utféras under sterila
férhdllanden, t.ex. i lamindrt flodesskap.

B Observera for ytterligare analys eller cellbearbetning att de volymer som
anges pd Skdrm 7.11 inte dr exakta volymer utan volymer inom
scikerhetskraven.

4. Kontrollera kolonnernas luer-lock-anslutningar. Luer-lock maste var ordentligt
atdragna.

Om du vill fortsatta, tryck pd ENT.

Programmet fortsatter automatiskt med anvisningarna for att installera slangsetet
pa instrumentet.

> Gatill STEG3

7.24 ENRICHMENT 3.2

VIKTIGT

B Separationsprogrammet ENRICHMENT 3.2 fdr endast anvindas med CliniMACS
Tubing Set (REF 161-01).

B Uppmaningar och diagram pd skdrmen som fungerar som procedurguider
kommer att visas i visningsfénstret. Utfér och kontrollera varje steg enligt
anvdndarhandboken innan du gdr vidare till ndsta steg. Om du vill korrigera ett
misstag under datainmatningen, tryck pd knappen "Undo” (dngra) (se avsnittet
"Beskrivning” i anvéindarhandboken for CliniMACS Plus Instrument).

Val av separationsprogram ENRICHMENT 3.2

| fonstret indikeras Skarm 7.12. |
Valj ENRICHMENT 3.2. PROGRAM MENU
CD133 SELECTIONZ
ENRICHMENT 1.1
ENRICHMENT 2_1 Select FProgran
- . JENR ICHHENT 3 5 ] P
Vilj separationsprogram genom att markera == = Gging xeg o o
programmets namn med den svarta filtet. ENRICHMENT 3.2 to Comtinue
-Press ENT
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0 For Gellg with
Expression
och 8. 2-a A
Reaps] ications .
1 Loading Stage See *I‘gitaggt ions

Om du vill fortsdtta med det markerade
programmet, tryck pa ENT.

Skarm 7.12: Val av separationsprogram



Val av slangset

| fonstret indikeras Skarm 7.13.

Bekrdfta att ratt program har valts. Om inte,
tryck pa «for att aterga till foregdende steg for
att andra valet.

Valj slangset genom att markera det i rutan
hogst upp till vanster med det svarta faltet.
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0 och
8.

Fonstret under indikerar relevanta data som
kapacitet och katalognummer fér det valda
slangsetet.

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

"= PROGRAM MEMU

CliniMACS HE TS Select Tubing Set
Tubing Set A for:
Tubing Set 198

a 81

ENRICHMENT 3.2

—Choose Tubing Set
I;Ig;ng Keu '87 or

ENRICHHENT 2.2
CliniMACS
Tubing Set
2 Reaprplications —Press

Cell Humber: To Continue
< 68x*18+9 HWBC —Press ENT

REF 161-81
HREF 165-891

To Return to

ENMRICHMENT 3.2

Skarm 7.13: Val av slangset

Om du vill fortsdtta med den valda kombinationen av separationsprogram och

slangset, tryck pa ENT.

Bekraftelse
| fonstret indikeras Skarm 7.14.
Om du vill bekrafta kombinationen av

separationsprogram och slangset och fortsatta,
tryck pd ENT.

Omiinte, tryck pa «for att aterga till foregaende
steg for att dndra valet.

Materialkontroll

| fonstret indikeras Skarm 7.15.

Frdgan om katalognummer (REF) for slangsetet
fungerar som en sakerhetskontroll for att
sakerstalla att det valda slangsetet kan
anvandas med det valda programmet.

Ange katalognummer foér det valda slangsetet
och tryck ENT for att fortsatta.

Om ett katalognummer som inte finns har
angetts visas ett meddelande.

COHF TRHMAT 10N
Selected Prowram:

i

evn[ﬁ@: a.z | CRRLICD wour

i " Sent g sith,
2 Reapplications - == E T

Cel ith
EgSim AISW‘I."SI'E‘II Tﬁglter Yo
HPEPTESS 10T p =ty
- == “4° Heu

EHRICHHMEHRT 3. 2

|
Skdrm 7.14: Bekréaftelse

MATERIAL CHECK

Tubing Set: .
Verify that

Correct CliniMACS

Haterials are

Used

—Enter REF Humber

of Tubing Set
—Press ENT

ENMRICHMENT 3.2

|
Skarm 7.15: Materialkontroll
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Bekrdfta genom att trycka pa ENT och ange korrekt katalognummer. Om det
angivna numret fortfarande ar felaktigt visas meddelandet en andra gang. Efter att
du har tryckt pa ENT atergar programmet till programmenyn (se Skarm 7.12).

Om materialkontrollen
anvisningarna for att installera slangsetet.

> Gatill STEG3

7.2.5 DEPLETION 2.1

VIKTIGT

lyckades fortsatter programmet automatiskt med

B Separationsprogrammet DEPLETION 2.1 fdr bara anvindas med CliniMACS Tubing

Set LS (REF 162-01).

B Uppmaningar och diagram pd skdrmen som fungerar som procedurguider
kommer att visas i visningsfénstret. Utfér och kontrollera varje steg enligt
anvdndarhandboken innan du gdr vidare till ndsta steg. Om du vill korrigera ett
misstag under datainmatningen, tryck pd knappen "Undo” (dngra) (se avsnittet
"Beskrivning” i anvéindarhandboken for CliniMACS Plus Instrument).

Val av separationsprogram DEPLETION 2.1

| fonstret indikeras Skarm 7.16.
Vélj DEPLETION 2.1.

Vélj separationsprogram genom att markera
programmets namn med den svarta filtet.
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0
och 8.

Om du vill fortsdtta med det markerade
programmet, tryck pa ENT.

EWR ICHHEHT 3

.2

DEPLETION 2.1

Staged Lowsd ineg

FROCRAM MEHRHL

Select Progcam

—Bh?gzeugruwram
3 o H’

To Continue

-Press ENT

A\

Bee Instructions
o Uso

Skarm 7.16: Val av separationsprogram




Val av slangset

| fonstret indikeras Skarm 7.17.
Bekrafta att korrekt program har valts.

Omiinte, tryck pd «for att dterga till féregdende
steg for att andra valet.

Vélj slangset genom att markera det i rutan
hogst upp till vanster med det svarta faltet.
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0
och 8.

Fonstret under indikerar relevanta data som
kapacitet och katalognummer for det valda
slangsetet.

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

FROCEAM HERU

Sﬁleg¢ Tubing Set
FoH

DEFLETION 2_1

“Ghenzmdytipy 55t

TTEE 7o
ut?‘w TE:E‘UF to
Cell Munber: - "“":5"5‘?'553
L129=184H MHBEC

To Continus
REF i162-81 —Frocs ERT
HREF 168-891

MEPLETION Z_1

Skarm 7.17: Val av slangset

Om du vill fortsdtta med den valda kombinationen av separationsprogram och

slangset, tryck pa ENT.

Bekraftelse
| fonstret indikeras Skarm 7.18.
Om du vill bekrafta kombinationen av

separationsprogram och slangset och fortsatta,
tryck pa ENT.

Ominte, tryck pa «for att dterga till foregdende
steg for att dndra valet.

Materialkontroll

| fonstret indikeras Skarm 7.19.

Frdgan om katalognummer (REF) for slangsetet
fungerar som en sdkerhetskontroll for att
sakerstadlla att det slangset operatdren har valt
kan anvandas.

Ange katalognummer fér det valda slangsetet
och tryck ENT for att fortsatta.

Om ett katalognummer som inte finns har
angetts visas ett meddelande.

COHF IRMAT I0ON
Selected Frouram:

FrLE, sl CRpficn wour
VRS, " fentivp it
ERETRRLEL.T | Tpapger soue

- == "4' Keu

MEPLETION Z.1

|
Skarm 7.18: Bekraftelse

HMATERIAL CHECK

Tubing Set: )

Verifu that
Correct CliniMACS
Haterials are
Used

—Enter REF Humber
of Tubing Set

—Press ENT

DEFLETION 2.1

|
Skarm 7.19: Materialkontroll
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Bekrdfta genom att trycka pa ENT och ange korrekt katalognummer. Om det
angivna numret fortfarande ar felaktigt visas meddelandet en andra gang. Efter att
du har tryckt pa ENT atergar programmet till programmenyn (se Skarm 7.16).

Inmatning av provparameter

Om materialkontrollen lyckades fortsatter programmet automatiskt att efterfraga
de provparametrar som dar nddvandiga for att justera separationen for varje
individuellt prov och med att ge operatoren viktig information om den buffert och
de pasvolymer som krévs.

| fonstret indikeras Skdrm 7.20. |

1. Borja med att ange provets WBC-

koncentration. Det tillatna intervallet HEC ) SAMPLE PARAMETERS
. . . Sy s oneemtr e B 1 | | TP EnainEac
visas i rutan langst ned till vanster. Tryck Percemtage of
° . . . Labkelled Cells % For each Parameter
pd <« for att korrigera en felaktig canmte Loads -Enter Samele Data
. . Golame oo Todicated. in the
mmatnmg_ ml Hindow Below

-Press ENT
Bekrafta att det varde som angetts speglar

provets virde. | annat fall kanske inte max’ 480
provbearbetningen blir optimal.

DEFLETION 2.1

VIKTIGT
. |
Alla provparametrar som kréivs avser provet Skarm 7.20: Inmatning av provparameter

efter cellmdrkning och tvdttprocedur. Det

tillatna intervallet som visas i rutan Idngst

ned till véinster tar alltid hénsyn till féregdende inmatning. Efter varje inmatning
berdknar och justerar programmet det accepterade omradet for ndsta fraga.

/\ FORSIKTIGHET

Om felaktiga parametrar anges kan det leda till icke-optimal
provbearbetning och o6ka risken for forlust av malceller. Om du anger
varden for WBC-koncentration och/eller procentandel markta celler som ar
lagre @n det faktiska provvardet kan det leda till cellférlust pa grund av att
systemet ar 6verbelastat. Om du anger en lagre provvolym kan det leda till
cellférlust pa grund av &verbelastning eller till och med ofullstéandig
provbearbetning. Om specifikationen for nagon av dessa parametrar ar for
hog kommer detta att leda till en 6kad bearbetningstid och stérre volym pa
malcellsfraktionen. Sakerstall alltid att du anger ratt parametrar.

Om du vill fortsatta med nasta inmatning, tryck pa ENT.

2. Ange procentandel markta celler. Bekrafta att det vérde som angetts speglar
provets varde. | annat fall kanske inte provbearbetningen blir optimal (se
"Viktigt”).

Om du vill fortsatta med ndsta inmatning, tryck pa ENT.

3. Ange cellprovets slutliga volym. Bekréfta att det varde som angetts speglar
provets vdrde. | annat fall kanske inte provbearbetningen blir optimal (se
"Viktigt”).
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Om du vill fortsatta, tryck pa ENT.

Berdkning

CliniMACS Plus programvara berdknar det totala antalet markta celler for att
kontrollera om separationskapaciteten ar tillracklig.

Resultatet visas pa en av tva mojliga skarmar:

o Resultatet av berdkningen visas pa en |
skarm som liknar Skarm 7.21. Sakerstall att
det berdknade antalet markta celler &r SAMPLE PRRAMETERS

korrekt. Zafnd.meveniee || cusgy Ralgupeced

14000%10+6

To Contin%e

Om du vill fortsatta, tryck pa ENT. ~Press EN

To Amend
Parameters
—FPress “+4° Key

Det gar inte att korrigera data. Tryck pa <«
for att aterga till den foregaende skarmen
for korrigering.

DEFLETION 2.1
« Om det berdknade antalet markta celler
overskrider  separationskapaciteten i
CliniMACS Plus-systemet visas en skarm
som liknar Skarm 7.22. Sakerstdll att
korrekta provparametrar har angetts och ===,
att det berdknade antalet celler &r korrekt.

Tryck pad <€ for att atga till den tidigare
SAMPFLE PARAMETERS

skarmenforattkorrigeraprovparametrarna. Tota] Labelled | | cCheok Galoulated

L
Skédrm 7.21: Berdkning

21000%180.6

Om du vill férhindra &verbelastning av Mo Brogtad! Hamt
systemet, dela provet och faststall volymen "Barineters,
for varje del. Tryck pa <« for att aterga till €211 nunber '

foregdende  Skarm  7.20.  Ange gapacits”"

20400%180.6

provparametrarna for den forsta alikvoten
av provet och fortsatt med separationen av
denna del. Efter att separationen éar

; |
avslutad, Sta.rta en andra separation med Skarm 7.22: Berdkning: Cellantalet &verskrider
den andra alikvoten med ett nytt slangset. separationskapaciteten

DEFPLETION 2.1

Om du vill fortsatta, tryck pd ENT.

Volyminformation

Fran det totala antalet mérkta celler (se avsnitt “Berdkning”) berdknar programvaran
antalet separationsstadier, den mangd buffert som kravs for hela separationen och
den vatskevolym som kommer att samlas in i Negative Fraction Bag,
uppsamlingspasen for buffert och Cell Collection Bag.

Foljande ar standardvarden:

« CliniMACS PBS/EDTA Buffer 1 000 mL

« Negative Fraction Bag 500 mL
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» Buffer Waste Bag 500 mL

» Cell Collection Bag 150 mL

Om ett av de berdknade vardena Overstiger
dessa standardvarden visas Skarm 7.23 for att
informera om den mangd vdtska som kommer
att  krdavas och  ackumuleras  under
separationsprocessen. Byt ut pasarna som
levererades med slangsetet (kapacitet cirka
500 mL) mot alternativa pasar med lamplig
storlek, om byte ar nédvandigt. De pdsar som
ursprungligen ar anslutna till slangsetet ar
anslutna med luer-anslutningar. Pasar som

Selection Buffer

21280 ml
Cell Collection
Bag

728 ml
Hegative
Fraction Ba

Y68 ml
Hash Maste Bag

748 ml

CHECK VOLUMES

Check Buffer and
Bag Volumes
Heeded for
Separation

—-Prepare Regquired
Amount of Buffexr

—Conmect

poropriate Bags
to Tubing Set

To Cowntinue
—-Press ENT

DEFLETION 2.1

ersatter originalpasarna ska ha luer-anslutning
av hontyp. Standardpasar kan anslutas med en
Luer/Spike Interconnector.

Skarm 7.23: Kontrollera volymer

1. Bekréfta att den mdngd buffert som krévs
ar tillganglig. Anslut inte mer an tre liter buffert pa en pashangare.

OBS

Risk for skada pé instrumentet. Overbelastning av pdshingarna kan skada
instrumentet. Birkapaciteten hos en enskild pashangare &r 3 kg. Overbelasta
inte pashangarna.

2. Oppna brickan med slangsetet under sterila férhallanden och byt vid behov
ut originalpasarna mot storre pasar. Sakerstdll obehindrat flode till dessa
pasar.

3. AnslutenCellCollectionBagitillracklig storlektillden ledigaluer-anslutningen.
Om det inte anges pd Skdrm 7.23 dr den maximala elueringsvolymen for
malcellsfraktionen 150 mL. Sakerstall att obehindrat flode till Cell Collection
Bag ar mojligt.

VIKTIGT

B Sdkerstdll att den méngd buffert som krdvs dir tillgdnglig och att volymen fér
de pdsar som anges pd Skérm 7.23 dr tillréicklig. | annat fall kan separationens
prestanda forsdmras.

B Alla modifieringar av CliniMACS-slangset ska utféras under sterila férhallan-
den, t.ex. i lamindrt flodesskap.

B Observera for ytterligare analys eller cellbearbetning att de volymer som
anges pd Skdrm 7.23 inte dr exakta volymer utan volymer inom
scikerhetskraven.

4. Kontrollera kolonnernas luer-lock-anslutningar. Luer-lock maste var ordentligt
atdragna.

Om du vill fortsatta, tryck pd ENT.

142



DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Programmet fortsatter automatiskt med anvisningarna for att installera slangsetet

pa instrumentet.

> Ga till STEG 3

7.2.6 DEPLETION 3.1

VIKTIGT

B Separationsprogrammet ENRICHMENT 3.1 fdr endast anvindas med CliniMACS

Tubing Set (REF 261-01).

B Uppmaningar och diagram pa skdrmen som fungerar som procedurguider
kommer att visas i visningsfénstret. Utfér och kontrollera varje steg enligt
anvdndarhandboken innan du gdr vidare till ndsta steg. Om du vill korrigera ett
misstag under datainmatningen, tryck pd knappen "Undo” (Gngra) (se avsnittet
“Beskrivning” i anvdndarhandboken fér CliniMACS Plus Instrument).

Val av separationsprogram DEPLETION 3.1

| fonstret indikeras Skarm 7.24.
Valj DEPLETION 3.1.

Valj separationsprogram genom att markera
programmets namn med den svarta faltet.
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0
och 8.

Om du vill fortsdtta med det markerade
programmet, tryck pa ENT.

Val av slangset

| fonstret indikeras Skarm 7.25.

Bekrafta att korrekt program har valts. Om inte,
tryck pa «for att aterga till foregdende steg for
att andra valet.

Valj slangset genom att markera det i rutan
hogst upp till vanster med det svarta faltet.
Flytta faltet upp och ned med knapparna 0
och 8.

Fonstret under indikerar relevanta data som
kapacitet och katalognummer fér det valda
slangsetet.

PROGRAM MEHU

ENRICHHMENT 4.2
ENRICHHMENT 5.1
?E?LETI?N i.2 Select Program
v
DEFLETION 3.1 —Choose Frogram
Using Keg
[T a1t ‘a or B’

To Continue
—Press ENT

AN

See Instructions
for Use

DEPLETION 2.1
Staged Loading

Skédrm 7.24: Val av separationsprogram

PROGRAM MEHU
CliniMACS DTS

Select Tubing Set
for:
DEPLETION 3.1

—Choose Tubing Set
yg;ng Keu '87 or

a 81

DEFLETION 3_1
CliniMACS DTS

To Return to
Cell Humber:
{ 128x18+9 HBC —Press

REF 261-81 To Continue
HREF 266-81 —Press ENT

DEFLETION 3.1

|
Skarm 7.25: Val av slangset
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Om du vill fortsdtta med den valda kombinationen av separationsprogram och

slangset, tryck pa ENT.

Bekraftelse

| fonstret indikeras Skarm 7.26.

Om du vill bekrdfta kombinationen av
separationsprogram och slangset och fortsatta,
tryck pd ENT.

Omi inte, tryck pa «for att aterga till foregdende
steg for att dndra valet.

Materialkontroll

| fonstret indikeras Skarm 7.27.

Fragan om katalognummer (REF) fér slangsetet
fungerar som en sadkerhetskontroll for att
sakerstalla att det slangset operatdren har valt
kan anvandas.

Ange katalognummer fér det valda slangsetet
och tryck ENT for att fortsatta.

Om ett katalognummer som inte finns har
angetts visas ett meddelande.

Bekrafta genom att trycka pa ENT och ange
korrekt katalognummer. Om det angivna
numret fortfarande ar felaktigt visas
meddelandet en andra gang. Efter att du har

Selected Program:

DEFLETION 3_1
CliniMACS DTS

For Depletion of
Nagnetlcall
Labelled Cells

CONF IRMAT ION

Confirm your
Choice
To Contipue with

Selected Program
—-Press ENT

To Alter your
Choice
—Press "4’ Key

DEFLETION 3.1

Skarm 7.26: Bekréftelse

Tubing Set:

MATERIAL CHECK

Verify that
Correct CliniMACS
Haterials are
Used

—Enter REF NHumber
of Tubing Set
—Press ENT

DEFLETION 3.1

Skadrm 7.27: Materialkontroll

tryckt pa ENT atergar programmet till programmenyn (se Skarm 7.25).
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Inmatning av provparameter

Om materialkontrollen lyckades fortsatter programmet automatiskt med att
efterfraga vissa provparametrar som ar nodvandiga for att justera separationen for
varje individuellt prov och med att ge operatoren viktig information for den buffert
och de pasvolymer som krévs.

| fonstret indikeras Skarm 7.28. |
1. Borja med att ange provets WBC- — SAMPLE PRARAMETERS
koncentration. Det tillatna intervallet Coneentr o t&%B m1 | | “PASEmotora®
visas i rutan langst ned till vinster. Tryck L3EETTed Eells | | For eacn Parameter
o . . . . —Enter Sample Data
pa <« for att korrigera en felaktig G3Thns Loading || ¥aileRecdS mTHe
inmatning. -Press ENT
Bekrafta att det varde som angetts speglar —— -
mas 488
provets varde. | annat fall kanske inte IEPLETION 3 1
provbearbetningen blir optimal.

VIKTIGT |
Alla provparametrar som kréivs avser provet Skérm 7.28: Inmatning av provparameter

efter cellmdrkning och tvdttprocedur. Det

tillatna intervallet som visas i rutan ldngst

ned till vénster tar alltid hénsyn till f6regdende inmatning. Efter varje inmatning

berdknar och justerar programmet det accepterade omrdadet for néista fraga.

A\ FORSIKTIGHET

Om felaktiga parametrar anges kan det leda till icke-optimal
provbearbetning och oka risken for forlust av malceller. Om du anger
varden féor WBC-koncentration och/eller procentandel méarkta celler som &r
lagre dn det faktiska provvardet kan det leda till cellférlust pa grund av att
systemet ar 6verbelastat. Om du anger en lagre provvolym kan det leda till
cellforlust pa grund av Overbelastning eller till och med ofullstandig
provbearbetning. Om specifikationen for nagon av dessa parametrar ar for
hog kommer detta att leda till en 6kad bearbetningstid och stérre volym pa
malcellsfraktionen. Sakerstéll alltid att du anger réatt parametrar.

Om du vill fortsdtta med ndsta inmatning, tryck pa ENT.

2. Ange procentandel mérkta celler. Bekrafta att det varde som angetts speglar
provets varde. | annat fall kanske inte provbearbetningen blir optimal (se
"Viktigt”).

Om du vill fortsatta med ndsta inmatning, tryck pa ENT.

3. Ange cellprovets slutliga volym. Bekréfta att det varde som angetts speglar
provets varde. | annat fall kanske inte provbearbetningen blir optimal (se
"Viktigt").

Om du vill fortsatta, tryck pa ENT.
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Berdkning

CliniMACS Plus programvara berdknar det totala antalet markta celler for att
kontrollera om separationskapaciteten ar tillrdacklig.

Resultatet visas pa en av tvd mojliga skarmar:

» Resultatet av berdkningen visas pa en |
skarm som liknar Skarm 7.29. Sakerstall att
det berdknade antalet markta celler ar SAMPLE PRRAMETERS
korrekt. £21gd Labelled || Chegk Qanpagated

19000*10.6

To Contin%e

Om du vill fortsatta, tryck pa ENT. Fress EN

To Amend
Parameters
—-Press 47 Key

Det gér inte att korrigera data. Tryck pa <
for att aterga till den foregaende skdarmen
for korrigering.

DEFLETION 3.1

e« Om det berdknade antalet markta celler
overskrider  separationskapaciteten i

CliniMACS Plus-systemet visas en skarm Skirm 7.29: Val av slangset
som liknar Skarm 7.30. Sakerstall att
korrekta provparametrar har angetts och [

att det berdknade antalet celler ar korrekt.
Tryck pa <€ for att atga till den tidigare
SAMPLE PARAMETERS

skarmenforattkorrigeraprovparametrarna. Iot3l Labelled | | Chegk Ealoulated

S6ET700*10-6 .
If ¥You S5till Hant

Om du vill férhindra Overbelastning av _fo_Progeed
systemet, dela provet och faststéll volymen TBarineters,
for varje del. Tryck pa < for att aterga till Eggég?f#m

foregaende Skarm 7.28. Ange ggraeity

provparametrarna for den forsta alikvoten 290009 1 | peprerron 5.1

av provet och fortsatt med separationen av

denna del. Efter att separationen ar
. |
avslutad, starta en andra separation med Skarm 7.30: Berdkning: Cellantalet 6verskrider

den andra alikvoten med ett nytt slangset. separationskapacitet

Om du vill fortsatta, tryck pa ENT.

Volyminformation

Fran det totala antalet markta celler (se avsnitt "Berdkning”) berdknar programvaran
antalet separationsstadier, den mangd buffert som kravs for hela depletionen och
den vatskevolym som kommer att samlas in i Cell Collection Bag, Non-Target Cell
Bag och Reapplication Bag.

VIKTIGT

B Negative Fraction Bag motsvarar Non-Target Cell Bag.

B Priming Waste Bag motsvarar Reapplication Bag.
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Om ett av de berdknade vardena overstiger |
dessa standardvarden visas en skarm som
liknar Skdrm 7.31 for att informera om den CHECK UOLUMES
mangd vdtska som kommer att kravas och Selestion Buffer || Chock,Biimes =
. 2008 w1 | Hegded.ian
ackumuleras under separationsprocessen. Byt §eit Cottection || oo e maguired
ut pasarna som levererades med slangsetet Newagive ~Gomnect
. . . . raction ag prropriate Bags
mot alternativa pasar med lamplig storlek, om faoh Haste Bam Tt"c“‘tf“g Set
. .. .. . o o ont 1nue
byte ar nodvandigt. De pdsar som N 682 m1| | ~Press ENT
. . . . g:;mlng Haste
ursprungligen ar anslutna till slangsetet ar 1000 n1

. ° DEFPLETION 2.1
anslutna med luer-anslutningar. Pasar som

ersatter originalpasarna ska han luer-
anslutning av hontyp. Standardpasar kan |
anslutas med en Luer/Spike Interconnector. Skarm 7.31: Kontrollera volymer

1. Bekréfta att den mangd buffert som kravs
ar tillganglig. Anslut inte mer an tre liter buffert pa en pashéangare.

(0J: X

Risk fér skada pé instrumentet. Overbelastning av pashingarna kan skada
instrumentet. Birkapaciteten hos en enskild pashangare &r 3 kg. Overbelasta
inte pashangarna.

2. Oppna brickan med slangsetet under sterila férhéllanden och byt vid behov ut
originalpasarna mot storre pasar. Sakerstall obehindrat flode till dessa pasar.

3. Om byte dr nddvandigt, byt ut Cell Collection Bag pa slangsetet med en trans-
ferpase med tillracklig storlek. Faststall vikten pa den nya, tomma Cell Collection
Bag och registrera den. Sékerstall att obehindrat flode till Cell Collection Bag ar
mojligt. Anslut alternativt ytterligare en 600 mL transferpase till den forsta Cell
Collection Bag, t.ex. genom att anvanda ett transferset for plasma.

VIKTIGT

B Sdkerstdll att den méngd buffert som krdvs dr tillgédnglig och att volymen fér
de pdsar som anges pd Skdrm 7.31 dr tillrdcklig. | annat fall kan separationens
prestanda férsdmras.

B Alla modifieringar av CliniMACS-slangset ska utféras under sterila
férhdllanden, t.ex. i lamindrt flodesskap.

B Observera fér ytterligare analys eller cellbearbetning att de volymer som
anges pd Skdrm 7.31 inte dr exakta volymer utan volymer inom
scikerhetskraven.

4. Kontrollera kolonnernas luer-lock-anslutningar. Luer-lock maste var ordentligt
atdragna.

Om du vill fortsatta, tryck pa ENT.

Programmet fortsatter automatiskt med anvisningarna for att installera slangsetet
pa instrumentet.

> Gatill STEG 3
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7.3 STEG 3:Installation av CliniMACS-slangset

7.3.1  CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing

Set LS
T
® Priming Waste Bag
Buffert-spike ,
P * — Spike till luftvakt
Luftvakt °
28

4-vagskoppling

Forkolonn

e

[:} Separationskolonn

Ovre lasring

b
/ \,:T_; Pumpslang
N..._%_

Nedre lasring
T-koppling
J ,
Luer-anslutning . = ﬂ] [l

.

Negative
Buffer Waste Bag Fraction Bag

Figur 7.2: Allméan konstruktion av ett CliniMACS Tubing Set (t.ex. CliniMACS Tubing Set)
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Forberedelse for installation av slangset

| fonstret indikeras Skarm 7.32. E

Anvisningen visas till hoger och ett diagram
som motsvarar anvisningen visas till vanster pa
skarmen. De blinkande funktionerna pa
skdarmen indikerar omraden att vara
uppmarksam pa.

INSTRUMENT SETUP

Unpack Sterile
Tubing Set

—Verify that the
Cell Collection
Bag has been
connected

—Insert Pre-Column
into Pre—Column
Holder and Attach
Priming Haste Bag
to Bag Hanger

—Press ENT

CliniMACS Tubing Set och CliniMACS Tubing
Set LS levereras i forseglade, steriliserade
forpackningar. Varje slangset innehaller
formonterade slangar och kolonner fér en L
cellseparation (se Figur 7.2). Nar forpackningen Skarm 7.32: Packa upp slangset

ar intakt ar flodesvagen steril.

Risk for kontamination. En skadad forpackning indikerar att slangsetet
kanske inte ar sterilt och darfor far det inte anvandas. Inspektera
forpackningen noggrant for skador, hal och sprickor. Anvdand endast
slangsetet om forpackningen ar oskadad och férseglad.

<{Frogram Mame>>

Notera: CliniMACS Plus Instrument visar det valda programnamnet, t.ex.
CD34 SELECTION 1, pa den nedre raden pa instrumentskarmen. Vid alla steg under
installationen av slangsetet kan du trycka pa knappen “Undo” (dngra) (se avsnittet
"Beskrivning” i anvandarhandboken for CliniMACS Plus Instrument) for att atergd
till foregdende steg.

1. Registrera lotnummer och utgangsdatum for slangsetet.

Packa upp det sterila slangsetet under sterila forhallanden (t.ex. i laminart
flodesskap). Ta bort kldmman som anvants for férpackning av CliniMACS
Tubing Set LS innan du anvdnder slangsetet. Klamman ar markt med "Remove
before assembly to CliniMACS Plus Instrument” (ta bort fore montering pa
CliniMACS Plus Instrument).

2. Kontrollera luer-lock-anslutningar till pasar. Luer-lock maste var ordentligt
atdragna.

149



150

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Anslut Cell Collection Bag

1. Registrera vikten pa den tomma Cell Collection Bag.

2. | en aseptisk miljo, ta bort locken och anslut den sterila Cell Collection Bag
utrustad med en Luer/Spike Interconnector till slangsetet innan slangsetet
laddas i CliniMACS Plus Instrument. Sdkerstall att originalslangen pa Cell
Collection Bag antingen ar forsedd med en klamma eller forseglad.

Om mer an en Cell Collection Bag kravs for en separation, anslut pasarna med
ett transferset for plasma. Kontrollera att alla anslutningar &r hart atdragna.

3. Sakerstall att obehindrat flode till Cell Collection Bag ar mojligt.

4. Fortsatt med installationen av slangsetet antingen med den procedur som
beskrivs nedan eller "Alternativ installation av CliniMACS-slangset”.

Anslut uppsamlingspasen for priming och satt in forkolonn

| fonstret indikeras Skarm 7.32.

1. Anslut uppsamlingspdsen for priming till \F/’\;LTtiengag
hoéger pashangaren pa instrumentet (se r _
Figur 7.3). f_‘ﬂ

2. Justera hojden pd pashangaren. Hoj eller
sank pashangaren for att anpassa hdjden
efter storleken pa Priming Waste Bag.
Sakerstdll att den ar placerad tillrackligt
hogt for att férhindra allvarlig bojning av
slangen som kan forhindra flodet och att
den ar tillrackligt [agt for att forhindra att
slangar eller anslutningar stracks.

3. Placera forkolonnen i hallaren (se

Figur 7.3). | %ig;

Fortsatt genom att trycka pd ENT.

— Forkolonnhallare

Figur 7.3: Anslut uppsamlingspasen for priming till
pashangare
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Satt in separationskolonn och ladda ventil nr 5

| fonstret indikeras Skarm 7.33.

Ventilerna som visas i svart pa skdrmen
kommer att Oppnas automatiskt for att
underlatta slanginsattning.

1. Satt in separationskolonnen i hallaren fér
separationskolonn (se Figur 7.4).

Riskforskada.Omseparationskolonnen
sdtts in eller tas ut nar magnetenheten
ar paslagen finns en risk for
personskada. Satt bara in eller ta ut
separationskolonnen nar
magnetenheten dr avstiangd.

2. Laddaslangeniventil nr5.

VIKTIGT

W | takt med att varje steg utférs, kontrollera
alla slangar och anslutningar for veck eller
allvarliga béjningar som kan forhindra fldet
av vitska genom slangen. Kontrollera alla
ventiler for att scikerstdlla att slangen sitter
tatt.

W Sdtt bara in slangsetet | 6ppna ventiler (ndr
knappen dr intryckt). Slangen passar inte om
den sdtts in i en stédngd ventil.

B Om slangen mdste justeras efter att en ventil
har sténgts, dra i inte slangen utan att trycka
pa ventilknappen for att ppna ventilen (se
Figur 7.5).

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

INSTRUMENT SETUP

Attach Selection
Column

Column _into
Selection Column
Holder

—Insert Se%ection

—Insert Tubing
into Valve 5

—Press ENT

<{Frogram Mame>>

|
Skdrm 7.33: Satt in separationskolonnen och ladda
ventil nr5

.._.:_:

et

" u

-~

|
Figur 7.4: Separationskolonn i héllare for
separationskolonn

Tryck pa
knappen for

att oppna

ventilen @
Springans
inre dnde

Slang ——@

Figur 7.5: Korrekt insatt slang
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Ladda ventilnr 1, 2,3 och 4

| fonstret indikeras Skarm 7.34. e

1. Ladda slangen i ventil nr 4. Kontrollera att INSTRUMENT SETUP
slangen  dr  sdkert  placerad i
ventildppningen (se Figur 7.5). Var sarskilt —I:;;g:lt,:;gg;;e;
uppmarksam p& omraden mellan ventil nr gand 2
. ° “IhieLaautdne
4 och 5 (se Figur 7.6) och hall ED o) Sensor
4-vagskopplingen uppratt. o @
e o o —-Press ENT
2. Sattinslangeniventil nr1. <<Program Name>

3. Placera4-vagskopplingen precis nedanfor

ventil nr 2. Var sarskilt uppmarksam pa |
° .. . Skdrm 7.34: Lad til nr 1, 2, 3, 4 och vatsk
omradet nedanfér ventil nr 2. darm 7.34: Ladda ventil nr 3, 4 och vatskesensor

4, Sattinslangeniventil nr2 och 3.
|
5.  Montera slangen mellan ventil nr 2 och

luftvakten i vitskesensorn. Kontrollera att
slangen  ar  korrekt placerad i
sensorkopplingen.

VIKTIGT
Fér att sdkerstdlla korrekt drift mdste béde | [ —
véitskesensorn och slangen som sdtts in / : d
vara torr. Inspektera bdda noggrant. Om .
det finns vitska, torka omrddet med en Viktiga omréden
mjuk, luddfri duk. || mellan ventil nr4
7 och 5 och under
5 .
Fortsatt genom att trycka pa ENT. ventil nr 2.
[ m

Figur 7.6: Slangar i ventil
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Ladda pumpslang

[ fonstret indikeras Skarm 7.35. —

INSTRUMENT SETUP

1.  Oppna pumpdérren genom att lyfta i den
vdnstra kanten.

Insert Tubing Set
—0Open Pumy Door
—Load Tubing b

Rotating Pumpﬁead
Clockwise

2. Sattindenovrelasringen papumpslangen
i lasringens skdra pa pumpholjet (se
Figur 7.7).

—Close Pump Door

—Press ENT

3. Rotera pumprullen medurs tills slangen
gar mellan de bada uppsattningarna av
slangstyrstift och slangen sitter tatt runt
pumprullen. Sakerstéll att slangen inte I
klams i slutet av styrstiften. Om justering Skarm 7.35: Ladda pumpslang
av slangen i pumpen ar nédvandig kan du R ——
ta bort slangen genom att lyfta den nedre Ovre lasring
danden och vrida pumprullen moturs.

{{Program Hamel:}

4, Satt in den lagre lasringen pa o
pumpslangen i lasringens skdra pa
pumphdljet. AT

rulle

5. Rotera pumprullen medurs och moturs
for att sakerstdlla att pumprullen ror sig
fritt.

Nedre lasring

6. Stdang pumpdorren.

|
VIKTIGT Figur 7.7: Ladda pumpslang

Under cellseparationsprogrammet kommer

pumpen omedelbart att stanna om pumpholjet

O6ppnas. Om det ldmnas 6ppet under mer én 600 sekunder kommer instrumentet att
avbryta den aktuella kérningen.

Fortsétt genom att trycka pa ENT.

153
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Ladda ventil nr 7 och 8

| fonstret indikeras Skarm 7.36. —

1. Ladda Slangen i ventil nr 7. INSTRUMENT SETUP

Insert Tubing Set

2. Laddaslangeniventil nr 8.

—Insert Tubin
into_Walves
and 8

Fortsatt genom att trycka pd ENT.

—-Press ENT

{{Program Hame>3}

Skdrm 7.36: Ladda ventil nr 7 och 8

Ladda ventilnr 6,9, 10 och 11

| fonstret indikeras Skarm 7.37.

1. Laddaslangeniventilnr6,9, 10 och 11.

INSTRUMENT SETUP

2. Placera Negative Fraction Bag och Insert Tubing Set
uppsamlingspasen for buffert i pasfacket.
Sakerstall att slangarna inte ar

komprimerade under pasfackets lock.

- Insert Tubimn
énto Valwves

-Flace Buffer
Haste Bag_and
Hegative Fraction
Bag into
Compartment

—-Press ENT

{{Program Hame>3}

Fortsatt genom att trycka pd ENT.

Skarm 7.37: Ladda ventil nr 6,9, 10 och 11

154



DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Kontrollera alla slangar och anslutningar igen

| fonstret indikeras Skarm 7.38.

Kontrollera alla slangar och anslutningar igen
innan du pabdrjar cellseparationen.

Notera: Kontrollera alla ventiler for korrekt
slanginsattning. Kontrollera att slangen ar
enhetligt foérdelad och att det inte finns nagra
veck eller strackta omraden pa slangen. Var
sarskilt uppmarksam pa férkolonnomradet
samt omradet mellan pumpen och ventil nr 7
och 8 (se Figur 7.8) och mellan ventil nr 4 och 5
(se Figur 7.6). Om slangen maste justeras efter
att en ventil har stangts, dra i inte slangen utan
att trycka pa ventilknappen for att 6ppna
ventilen. Om slangen har justerats ar det
absolut nodvandigt att trycka ordentligt pa
motsvarande ventil tva ganger.

Fortsédtt genom att trycka pa ENT.

Placering av ventiler
| fonstret indikeras Skarm 7.39.

For att sakerstdlla korrekt inpassning av
slangen i ventilerna kommer instrumentet att
anvanda alla ventiler i tur och ordning, tva
ganger. Titta och lyssna for att sdkerstalla att
allaventilerfungerar korrekt. Om nagra ventiler
inte fungerar korrekt, se kapitel 8 “Felsékning”
pa sidan 203. Du kan upprepa detta steg
genom att trycka pa «foljt av ENT (se avsnittet
"Beskrivning” i anvdndarhandboken for
CliniMACS Plus Instrument).

Magnetkopplingsdonet kommer ocksa att
testas under denna kontrollsekvens.

INSTRUMENT SETUP

Check Tubing

—Inspect Tubin
foerinks o

—Check Valves for
Proper Tubing
Insertion

—Push in Valve
Buttons when
Adjusting

—Press ENT

{{Program Hamel:}

Skédrm 7.38: Kontrollera alla slangar och anslutningar
igen

Viktiga omraden
mellan ventil nr 7 och 8

Figur 7.8: Slangar i ventil

INSTRUMENT SETUP

Seating Valves
Flease Mait...

{{Program Hamel:}

Skdrm 7.39: Placering av ventiler
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Anslut CliniMACS PBS/EDTA Buffer

| fonstret indikeras Skarm 7.40.

Den ordinerade bufferten separation med
CliniMACS Plus &r CliniMACS PBS/EDTA Buffer
med tillsats av HSA till en slutlig koncentration
pa 0,5% (v/v)

1.

Anvdnd aseptiska tekniker, ta bort locket
fran buffertspiken pa slangsetet (se
Figur 7.2 pa sidan 148) och anslut den till
buffertpasen. Sakerstall att septumet ar
punkterat for fritt flode av vatska. Klam
forsiktigt pa pasen for att sakerstdlla att
spiken har penetrerat pasen.

Om mer an en liter buffert kravs for en

INSTRUMENT SETUP

Attach
Selection Buffer
Bag

—-Connect Spike
to Buffer Bag

-Attach Buffer Bag
to Bag Hanger

—-Press ENT

{{Program Hame>3}

Skdrm 7.40: Anslut buffertpase

separation, anslut tva buffertpasar med ett transferset fér plasma.

Anslut en buffertpase till buffertpaskroken
pa pashangaren (se Figur 7.9).

Justera hojden pad buffertpashangaren.
Hoj eller sénk pashangaren for att anpassa
hojden efter storleken pad buffertpasen.
Sakerstall att den ar placerad tillrackligt
hogt for att forhindra allvarlig bojning av
slangen som kan forhindra flodet och att
den ar tillrackligt lagt for att forhindra att
slangar eller anslutningar stracks.

Risk for skada pd instrumentet. Overbelastning
av pdshdangarna kan skada instrumentet.
Barkapaciteten hos en enskild pashdngare ar
3 kg. Overbelasta inte pdshingarna.

Fortsatt genom att trycka pd ENT.

Hake for
pashangare

CliniMACS PBS/
EDTA Buffer

{[e

i

Figur 7.9: Anslut buffertpase
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Starta priming
| fonstret indikeras Skarm 7.41. N

Starta primingen genom att trycka pa RUN
(kor).

PRIHE SYSTEM

T Peime Sustem

~Mre== RUM
| fonstret indikeras Skarm 7.42.

Under primingfasen fylls slangsetet med
buffert. Bufferten kommer att cirkulera genom
slangsetet vilket inkluderar bade férkolonnen
och separationskolonnen. Primingavfall samlas
in i uppsamlingspasen for priming och I
uppsamlingspasen for buffert (se Figur 7.2 pé Skarm 7.41: Starta priming

sidan 148). Primingcyklerna fortsdtter och

upprepar en serie steg. Primingfasen tar cirka

1 minut. Primingstatus kommer att uppdateras pa displayen.

<<Program Hams>>

Kontroll under priming

Under primingfasen ska alla slangar, N
kopplingar, ventiler och kolonner kontrolleras
for lackage eller forekomst av veck som kan
blockera vétskeflodet.

FRIHING

Priming Tubing Set

Pleaze HWait. ..

Om lackage eller funktionsfel observeras, tryck
pa STOP for att avsluta kérningen.

Operatoren har 600 sekunder pa sig att 16sa

{EProgram Hamess

problemet.
Ateruppta processen genom att trycka pa e ———————————
RUN Skarm 7.42: Priming pagar

Efter 600 sekunder avbryts separationen. Om
operatéren inte kan |6sa problemet eller om slangsetet ar defekt, ta bort slangsetet
och byt ut det mot ett nytt.

Notera: Nar primingen har startat ar det inte mojligt att aterga till
instrumentinstaliningen.
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Slutlig kontroll av alla slangar och anslutningar

| fonstret indikeras Skarm 7.43. —

Kontrollera foljande innan du fortsétter med
programmet:

PRIHING

Check Tubina

-mlii'l;gr Froper
“gheop ks
E%E:&?”BEE:EE
- wew: Press

To Continuc
—Pross ENT

o vdtska i alla delar av slangsetet (forutom i
forfilter)

» inget 6verskott av luft i slangsetet

» vdtska i uppsamlingspdsen fér priming och
uppsamlingspasen for buffert

<<Program Hame>>»>

« ingen vatska i Negative Fraction Bag eller i |
. Skarm 7.43: Slutlig kontroll |
Cell Collection Bag arm utlig kontrofiavsiang

Tryck inte pa ENT &nnu.

Integritetstest

For ytterligare sakerhet maste ett integritetstest utforas for att testa slangsetet for
lackage. Testsekvensen bestar av tva automatiska subsekvenser som innebar att
bade de 6vre och nedre delarna av slangsetet trycksatts och observeras separat.

Integritetstest for den 6vre delen av slangsetet

1. Nar operatoren utfér “Slutlig kontroll av alla slangar och anslutningar” visas
Skdrm 7.43 i fonstret.

2. Efter att "Slutlig kontroll av alla slangar och anslutningar” ar avslutat, fortsatt
med integritetstestet. Tryck inte pa ENT.

3. Utfor integritetstestet for den 6vre delen genom att trycka pa 9.

| fonstret indikeras Skarm 7.44. T —

4. Start testsekvensen genom att trycka pa
RUN.

PRIHING

1 :_,'ﬁ“ 3!: Te=t
TS
TRESTt AONT

To Abowrt
—PFrecs “H4° Hey

Aterga till Skdrm 7.43 genom att trycka pé
«.

<<Program Hame>>»>

Skarm 7.44: Starta integritetstest for Gvre del
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5. Nardu har tryckt pa RUN startar instrumentet den automatiska testsekvensen
for slangsetets 6vre del.

| fonstret indikeras Skarm 7.45. N

Overtryck kommer att skapas och kvarstd i
tva minuter. Under den hér tiden ska ope-
ratoren kontrollera alla anslutningar ovan-
for den 6vre pumpslanganslutningen.

FRIHING

Tptegrity Test
2Lt oo ihe

ing e

Test in Progress

Abort Integrity
=
—Press ENT

Vid varje punkt kan du avsluta
testsekvensen genom att trycka pa ENT.

6. Efter tvd minuter forsvinner trycket
automatisk och i fonstret visas Skarm 7.43.

{i{Program Hamass

Kontrollera om det har uppkommit nagot I
Iéckage under testsekvensen. Om Iéckage Skarm 7.45: Integritetstest for dvre del pagar

har observerats vid nagon anslutning av

slangsetet maste slangsetet tas bort och

bytas ut mot ett nytt. Kontakta Miltenyi Biotec Technical Support for

anvisningar om hur returnerar det defekta slangsetet.

7. Om inget lackage observeras, fortsatt med integritetstestet av den nedre
delen av slangsetet.

Integritetstest for den nedre delen av slangsetet

| fonstret indikeras Skarm 7.46. |

1. Utfor integritetstestet for den nedre delen
genom att trycka pa 6.
Tryck inte pd ENT.

PRIHING

Tytegrity Te=t
| Lo

S ingtoile
g Continges

To Abort
—Press 4" Key

| fonstret indikeras Skarm 7.46.

2. Starta testsekvensen genom att trycka pa
RUN.

<{Program Hama>>
Aterga till Skarm 7.43 genom att trycka pa
«.

3 Nir du har tryckt pé RUN startar Skarm 7.46: Starta integritetstest for nedre del
instrumentet den automatiserade
testsekvensen for slangsetets nedre del.
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| fonstret indikeras Skarm 7.47. |

Overtryck kommer att skapas och kvarstd
under 30 sekunder. Under den hér tiden
ska operatoren kontrollera den nedre

PRIHING

1 ;ﬁuﬂg‘: Te=t
AT

pumpslanganslutningen och
T-kopplingarna mellan ventil 6, 8, 9, 10 Rest in Proaress
och 11. TE:S;; ENT T

Vid varje punkt kan du avsluta
testsekvensen genom att trycka pd ENT.

<<Program Hame>>»>

4. Efter 30 sekunder forsvinner trycket
automatisk och i fénstret visas Skarm 7.43. Skarm 7.47: Integritetstest for nedre del pagar

Kontrollera om det har uppkommit nagot

lackage under testsekvensen. Om lackage

har observerats vid nagon anslutning av slangsetet maste slangsetet tas bort
och bytas ut till ett nytt. Kontakta Miltenyi Biotec Technical Support for
anvisningar om hur returnerar det defekta slangsetet.

5. Om inget lackage observeras kan operatéren nu fortsdtta med nasta steg
genom att trycka pa ENT.

Anslut Cell Preparation Bag

| fonstret indikeras Skdrm 7.48. —

Anslut Cell Preparation Bag som innehaller den
markta cellprodukten:

FRIHING
cgggsgﬁnsiaa Baw
- nggsi

Eﬁt 223 b ing
- nect Ce

11
foopsiation v

—AtTach Cell
Proparation Eag
*o Bax Hanmgewr

—Frocs ENT

1. Ta bort locket fran luftvaktens spike pa
slangsetet (se Figur 7.2).

2. Ta bort locket pa den trubbiga dnden pa
forfilter (se Figur 7.10). Satt in spiken
ordentligt i forfilter.

LiProgram Hame s

3. Tabortlocket fran spiken pa forfilter.

0 g . « . kérm 7.48: Anslut Cell P i
4. Spike forfilter i en oanvand port pa Cell skarm 7.48: Anslut Cell Preparation Bag

Preparation Bag och sdkerstall att

septumet ar punkterat for fritt flode av

vatska. Klam forsiktigt pa pasen for att sakerstalla att spiken har penetrerat
pasen.

5. Kontrollera noggrant anslutningen mellan forfilter och slangsetet for att
bekrafta att anslutningen ar sédker.

6. Hang Cell Preparation Bag pa den mittersta pashangaren.

7. Justera pashangaren for Cell Preparation Bag for att halla Cell Preparation Bag
i uppratt lage.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.
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Slutlig kontroll av vatskesensorn

| fonstret indikeras Skarm 7.49. —

1. Kontrollera vatskesensorns slang.
Sakerstall att slangen ar korrekt insatt, att
den &r fri frdn extern vatska och inte har
lossnat under laddningsproceduren.

PRIHING
k Liguid
SO

- k for Proper
Eg:EiZnsiregun

wi

-Cheook Pnihun; to
Cell Collection
Bag 1o Froo

2. Bekrdfta att ett obehindrat flode till Cell
Collection Bag ar mojligt (t.ex. 6ppen
klamma nedanfor ventil 9).

—PFross ENT

<<{Program Ham=>>

Fortsatt genom att trycka pa ENT. I
Skdrm 7.49: Slutlig kontroll av vatskesensorn
> Gatill STEG 4
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

CliniMACS PBS/EDTA Buffer

Cell Preparation Bag

Priming Waste Bag

Pre-system Filter

Pashangare for
Cell Preparation Bag

Cell Collection Bag

Figur 7.10: CliniMACS Plus Instrument med CliniMACS Tubing Set, CliniVIACS PBS/EDTA Buffer, Cell Preparation Bag och Cell
Collection Bag
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

7.3.2 Alternativ installation av CliniMACS-slangset

Anvisningarna i STEG 3 och skdarmarna pd CliniMACS Plus Instrument beskriver
installationen av CliniMACS-slangset under sterila forhallanden (renrum).

CliniMACS Plus-systemet &r i sig ett slutet system som inte nddvandigtvis maste
anvandas i ett renrum. Om det anvands utanfor ett renrum maste dock
installationsproceduren for slangsetet anpassas for att siakerstalla att steriliteten for
cellseparationen garanteras.

Steriliteten for cellseparationen kan paverkas under anslutning av Cell Collection
Bag, CliniMACS PBS/EDTA Buffer, forfilter och Cell Preparation Bag. For att sakerstalla
att systemet forbli sterilt maste dessa komponenter anslutas till slangsetet under
sterila forhallanden (t.ex. i laminart flodesskap). Nar komponenterna ansluts till
slangsetet for installation pa CliniMACS Plus Instrument maste ordningen pa
instrumentets anvisningar och anvisningarna STEG 3 andras och ytterligare
atgarder vidtas.

Vid anvéndning av CliniMACS Plus Instrument utanfor ett renrum ska du félja de
ytterligare anvisningarna nedan som dndrar anvisningarna i STEG 3.

Forberedelse for installation av slangset

[ fonstret indikeras Skarm 7.50. FE

Enligt beskrivning maste Cell Collection Bag,
CliniMACS PBS/EDTA Buffer, forfilter och Cell
Preparation Bag anslutas till slangsetet innan
slangsetet installeras pa instrumentet under
sterila forhallanden.

INSTRUMENT SETUP

Unpack Sterile
Tubing Set

-Yerify that the
Cell Collection
Bag has heen
connecte

—Insert Pre—Column
into Pre-Column

Priming Haste Bag
to Bag Hanger

Packa upp slangsetet under sterilaférhallanden TPress ENT
och anslut féljande komponenter under sterila

forhallanden:

{{Program Hamel:}

» Anslut Cell Collection BagC Skarm 7.50: Packa upp slangset

Se sidan 150.
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Anslutning av CliniMACS PBS/EDTA Buffer

VIKTIGT

Innan CliniMACS PBS/EDTA Buffer ansluts till slangsetet ska du kiimma ihop slangen
nedanfér buffertspiken med en peang for att férhindra att buffert flédar in i slangen
fére installation (se kldmma 1, Figur 7.11 pad sidan 167).

Anvand aseptiska tekniker for att ta bort locket fran buffertspiken pa slangsetet
och anslut den till buffertpdsen. Sakerstall att septumet ar punkterat for fritt flode
av vatska. Klam forsiktigt pa pasen for att sakerstélla att spiken har penetrerat
pasen.

Anslutning av forfilter
Ta bort locket pa luftvaktens spike. Ta bort locket frdn den nedre 6ppningen pa

forfilter.

Satt in spiken ordentligt i forfilter. Ta INTE bort det dvre locket pa forfilter. Sténg
klamman precis nedanfor luftvakten med en peang (se kldamma 2, Figur 7.11 pa
sidan 167). Detta forhindrar att den beredda cellsuspensionen i Cell Preparation
Bag nar forfilter och slangset.

Anslutning av Cell Preparation Bag

Anslut Cell Preparation Bag innehdllande de magnetiskt markta och tvattade
cellerna till slangsetet. Spike Cell Preparation Bag med forfilter och sakerstall att
septumet dr punkterat for fritt flode av vatska. Klam forsiktigt pa pasen for att
sakerstalla att spiken har penetrerat pasen.

Installation pa CliniMACS Plus Instrument

Hang buffertpasen pa den vanstra pashangaren, Cell Preparation Bag pa den
mellersta pashangaren och Priming Waste Bag pd den hogra pashdangaren pa
instrumentet.

Fortsatt genom att trycka pd ENT.

» Anslut uppsamlingspasen for priming och satt in forkolonn
Se sidan 150.

> Satt in separationskolonn och ladda ventil nr 5

Se sidan 151.

» Laddaventilnr1,2,30ch4
Se sidan 152.

» Ladda pumpslang
Se sidan 153.
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

» Ladda ventilnr7 och 8

Se sidan 154.

» Laddaventilnr6,9,10 och 11
Se sidan 154.

» Kontrollera alla slangar och anslutningar igen

Se sidan 155.

» Placering av ventiler

Se sidan 155.

Anslut CliniMACS PBS/EDTA Buffer

[ fonstret indikeras Skarm 7.51. —

1. Buffertpasen anslots under "Férberedelse
for installation av slangset”. Darfor kanske
endast hojden pa buffertpasens hdangare
behover justeras. HOj eller sdnk
pashdngaren for att rymma storleken pa
buffertpasen och sakerstéll att hojden ar
tillracklig for att forhindra slangen fran
allvarlig bojning som kan foérhindra
vatskeflodet och tillrackligt lagt for att

forhindra strackning av slangen eller 1
Skdrm 7.51: Anslut buffertpéase

INSTRUMENT SETUP

Attach
Selection Buffer
Bag

—Connect Spike
to Buffer Bag

—Attach Buffer Bag
to Bag Hanger

—Press ENT

{{Program Hamel:}

anslutningar.

2. Tabortden lasande peangen fran slangen
precis nedanfor buffertspiken.

Fortsédtt genom att trycka pa ENT.

> Starta priming
Se sidan 157.

» Kontroll under priming

Se sidan 157.

» Slutlig kontroll av alla slangar och anslutningar

Se sidan 158.

> Integritetstest
Se sidan 158.
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Anslut Cell Preparation Bag (och forfilter)

| fénstret indikeras Skarm 7.52. —

1. Cell Preparation Bag och forfilter anslots
under "Forberedelse for installation av
slangset”.

2. Ta bort den lasande peangen nedanfor
luftvakten.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

» Slutlig kontroll av vatskesensorn

PRIMING

ek E 11
reraration Baw

“Connect
E‘T;E:‘:Em'}ubing
'mgiﬁt 1o Da!l

=Hitach Cell
Barat 1om Bal_'l
ag Hang

—Pross ENT

<<Program Hame>>»>

Se sidan 161. Skarm 7.52: Anslut Cell Preparation Bag




DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

o Priming Waste Bag
Buffert-spike ', J
P J, ¥ Spike till luftvakt
Luftvakt °
g0
Placera

—_—
klamma 1 har

Placera

/ klamma 2 har

lrlj Forkolonn

A

4-vagskoppling

Separationskolonn

Ovre lasring

b
Pumpslang
R ——

Nedre lasring

T-koppling

Luer-anslutning ==S {

U
Negative

Buffer Waste Bag Fraction Bag

Figur 7.11: Allmén konstruktion av ett CliniMACS Tubing Set (t.ex. CliniMACS Tubing Set) med kldmposition 1 och 2
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

7.3.3 CliniMACS Depletion slangset

Cell Preparation

Bag
Non-Target Cell Bag
® Reapplication Bag
Spike- L1 |—J
anslutning ol J I
Buffert-spike ﬂ_ ¢ &1 & Pre-system Filter
Skruvlock 3 B H Kontrollventil
\ [ Y-koppling
',_r'_.-‘
Separationskolonn
Buffer Waste Bag
Ovre I3sring
Pumpslang
T-koppling Nedre lasring

Cell Collection
Bag

Figur 7.12: Allmén konstruktion av ett CliniMACS Depletion Tubing Set
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Forberedelse for installation av slangset

[ fonstret indikeras Skarm 7.53. E

Anvisningen visas till hoger och ett diagram
som motsvarar anvisningen visas till vanster.
De blinkande funktionerna pa skdarmen
indikerar omraden att vara uppmarksam pa.

INSTRUMENT SETUP

Unpack Sterile
Tubing Set
—Attach Hon-Target
Cell Bag and
Reapplication Bag
to Bag Hanger
—Insert Selection
Column  into
Selection Column
Holder

CliniMACS Depletion Tubing Set levereras i en
forseglad, steriliserad forpackning. Varje
slangset innehadller formonterade slangar,

kolonn och pasar for en cellseparation

(se Figur 7.12). Nar forpackningen &r intakt ar |
Skdrm 7.53: Packa upp slangset

—Press ENT

{{Program Hamel:}

flodesvagen steril.

Notera: CliniMACS Plus Instrument visar det

valda programnamnet, t.ex. DEPLETION 3.1, pa den nedre raden. Vid alla steg under
installationen av slangsetet kan du trycka pa knappen "Undo” (dngra) (se avsnittet
"Beskrivning” i anvdandarhandboken for CliniMACS Plus Instrument) for att aterga
till foregdende steg.

1. Registrera lotnummer och utgangsdatum for slangsetet.

Packa upp det sterila slangsetet under sterila forhallanden (t.ex. i laminart
flodesskap). Ta bort klimman som anvants for forpackning innan du anvander
slangsetet. Klamman ar markt med "Remove before assembly to CliniMACS Plus
Instrument” (ta bort fére montering pa CliniMACS Plus Instrument).

2. Kontrollera luer-lock-anslutningar till pasar. Luer-lock maste var ordentligt
atdragna.

Cell Collection Bag

CliniMACS Depletion Tubing Set levereras med en ansluten Cell Collection Bag.
Registrera vikten pa den tomma Cell Collection Bag. Om mer dn en celBuffer Waste
Bagor en separation, anslut pasarna med ett transferset for plasma. Kontrollera att
alla anslutningar &ar hart atdragna. Registrera vikten pad den/de tomma Cell
Preparation Bag(s).
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Anslut Non-Target Cell Bag, Reapplication Bag och satt in
separationskolonnen

1. Anslut Non-Target Cell Bag och
Reapplication Bag till hdger pashdangare
pa instrumentet (se Figur 7.13).

Non-Target Cell Bag

Reapplication Bag
2. Justera hojden pa pashédngaren. Hoj eller
sank pashdngaren for att anpassa hojden

v

efter storleken pa Non-Target Cell Bag och

Reapplication Bag. Sakerstill att de &r —
placerade tillrackligt hogt for att forhindra ‘W
allvarlig bojning av slangen som kan

forhindra flodet och att den ar tillrackligt

ldgt for att forhindra att slangar eller

anslutningar stracks.

OBS
Risk for skada pa instrumentet.
Overbelastning av péshingarna kan

skada instrumentet. Barkapaciteten hos

en enskild pashangare ar 3 kg. Overbelasta |

Figur 7.13: Anslut Non-Target Cell Bag och
Reapplication Bag

inte pashangarna.

3. Satt in separationskolonnen i hallaren for
separationskolonn (se Figur 7.14).

Riskforskada.Omseparationskolonnen
satts in eller tas ut nar magnetenheten
ar paslagen finns en risk for
personskada. Satt bara in eller ta ut
separationskolonnen nar
magnetenheten dr avstiangd.

|
| ]
L

m
EEEE I EE I EEEEEmE

sssmssmssmnsmnnmnn’s

"

-

Y

Fortsatt genom att trycka pd ENT.
|
Figur 7.14: Separationskolonn i hallare for
separationskolonn
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Ladda ventilnr1,2,3,40ch5

| fonstret indikeras Skarm 7.54.

Ventilerna som visas pa skarmen kommer att
Oppnas automatiskt.

1.
2.

Ladda slangeniventilnr 1,2, 3,4 och 5.

Satt in slangen ovanfér ventil nr 2 i
vatskesensorn (se Figur 7.15).

VIKTIGT

For att sdkerstdlla korrekt drift mdste bade
vétskesensorn och slangen som sditts in vara
torr. Inspektera bdda noggrant. Om det finns
véitska, torka omradet med en mjuk, luddfri
duk.

| takt med att varje steg utférs, kontrollera
alla slangar och anslutningar for veck eller
allvarliga béjningar som kan férhindra flodet
av vdtska genom slangen. Kontrollera alla
ventiler for att sdkerstdlla att slangen sitter
tatt.

Sdtt bara in slangsetet i 6ppna ventiler (néir
knappen dr intryckt). Slangen passar inte om
den sdtts in i en stdngd ventil.

Om slangen madste justeras efter att en ventil
har sténgts, dra i inte slangen utan att trycka
pa ventilknappen for att ppna ventilen (se
Figur 7.16)

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

INSTRUMENT SETUP

Insert Tubing Set

—Insert Tubini
into Valves . 2
3, 4 and 5

—Insert Tubing

into Liguid
Sensor

—Press ENT

{{Program Hamel:}

Skarm 7.54: Ladda ventilnr 1, 2,3,40ch 5

| QLR

Vatske-
sensor

/
I T 7

Figur 7.15: Slangar i ventil

Tryck pa
knappen for
att Oppna
ventil

(10_

Inre ande
pa springa

Slang ——*

Figur 7.16: Korrekt insatt slang
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Ladda pumpslang

| fonstret indikeras Skarm 7.55. —

INSTRUMENT SETUP

1. Oppna pumpdérren genom att lyfta i den
vanstra kanten.

Insert Tubing Set
—0Open Pump Door
—Load Tubing b

Rotating Pumpﬂead
Clockwise

2. Sattindenovrelasringen papumpslangen
i lasringens skara pa pumpholjet (se
Figur 7.17).

—Close Pump Door

—-Press ENT

3. Rotera pumprullen medurs tills slangen
gar mellan de bada uppséattningarna av
slangstyrstift och slangen sitter tatt runt
pumprullen. Sakerstdll att slangen inte I
klams i slutet av styrstiften. (om justering Skarm 7.55: Ladda pumpslang
av slangen i pumpen ar nédvandig kan du
ta bort slangen genom att lyfta den nedre

{{Program Hame>3}

anden och vrida pumprullen moturs.) Ovre l3sring
4, Satt in  den lagre lasringen pa )
pumpslangen i ldsringens skara pa
pumphdljet.
Pump-
5. Upprepa rotationen medurs  pa rulle
pumprullen fér att sdkerstdlla att
pumprullen ror sig fritt.
6. Stang pumpdorren.
Nedre lasring
VIKTIGT |

Under cellseparationen kommer pumpen Figur 7.17: Ladda pumpslang
omedelbart att stanna om pumphdljet 6ppnas.

Omdet ldmnas 6ppet under mer én 600 sekunder

kommer instrumentet att avbryta den aktuella kérningen.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.
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Ladda ventilnr6,7,8,9 och 10
| fonstret indikeras Skarm 7.56.

1. Ladda slangen i ventil nr 6, 7, 8, 9 och 10.
Sakerstall att slangen ar sakert placerad i
ventildppningen.

2. Placera Buffer Waste Bag i pasfacket.
Sakerstall att slangarna inte ar
komprimerade under pasfackets lock.

3. Sakerstall att obehindrat flode till Cell
Collection Bag ar mojligt.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

INSTRUMENT SETUP

Insert Tubing Set
—Insert Tubin
into Valves g, 7
a8 and 18
—Place the Buffer
o

Haste Bag int
Bag Compartment.

—Press ENT

{{Program Hamel:}

Skarm 7.56: Ladda ventilnr6,7,8,9 och 10

Kontrollera alla slangar och anslutningar igen

| fonstret indikeras Skarm 7.57.

1. Borja med ventil nr 1 och sakerstélla att
slangen sitter fast ordentligt och ar korrekt
placerade i varje ventil.

Inspektera i varje ventil pa nytt" Sakerstall
att slangen gar in och ut i varje ventil
genom forstoringen vid den inre dnden
av springan (se Figur 7.16).

2. Kontrollera att slangen inte &r veckad eller

vriden.

Notera: Om slangen maste justeras efter att en
ventil har stangts, dra i inte slangen utan att

trycka pa ventilknappen for att 6ppna ventilen.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

INSTRUMENT SETUP

Check Tubing

—Inspect Tubing
for Kinks

—Check Valwves for

Proper Tubing
Insertion

—Push in Valve

Buttons when
Adjusting

—Press ENT

<{Program Mamel>}

Skarm 7.57: Kontrollera alla slangar och anslutningar
igen
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Placering av ventiler
| fonstret indikeras Skdrm 7.58.

For att sakerstalla korrekt passning av slangen i
ventilerna kommer instrumentet att anvanda
alla ventiler i ordning, tva ganger. Titta och
lyssna for att sdkerstdlla att alla ventiler
fungerar korrekt. Om ndgra ventiler inte
fungerar korrekt, se kapitel 8 “Felsékning” pa
sidan 203. Du kan upprepa detta steg genom
att trycka pa <« foljt av ENT (se avsnittet
"Beskrivning” i anvandarhandboken for
CliniMACS Plus Instrument).

Magnetkopplingsdonet kommer ocksa att
testas under denna kontrollsekvens.

Anslut CliniMACS PBS/EDTA Buffer
| fonstret indikeras Skarm 7.59.

Den ordinerade bufferten fér CliniMACS Plus
Separations ar CliniMACS PBS/EDTA Buffer
med tillsats av HSA till en slutlig koncentration
pa 0,5% (v/v)

1. Anvénd aseptiska tekniker for att ta bort
locket fran buffertspiken (se Figur 7.12 pa
sidan 168) pa slangsetet och anslut den
till buffertpasen. Sakerstall att septumet
ar punkterat for fritt flode av vatska. Klam
forsiktigt pa pasen for att sakerstdlla att
spiken har penetrerat pasen utan externt
lackage.

2. Ansluten buffertpase till buffertpaskroken
pa pashangaren (se Figur 7.18).

3. Justera hojden pa buffertpashdngaren.
Hoj eller sank pashdngaren for att anpassa
hojden efter storleken pa buffertpasen.
Sakerstdll att den ar placerad tillrackligt
hogt for att forhindra allvarlig bojning av
slangen som kan forhindra flodet och att
den ar tillrackligt [agt for att forhindra att
slangar eller anslutningar stracks.

INSTRUMENT SETUP

Seating Valves
Please Hait.. .

{{Program Hame>3}

Skdrm 7.58: Placering av ventiler

INSTRUMENT SETUP

Attach
Selection Buffer
Bag

—-Connect Spike
to Buffer Bag

-Attach Buffer Bagy
to Bag Hanger

—Press ENT

{{Program Hame>3}

Skdrm 7.59: Anslut buffertpase

Hake for CliniMACS PBS/EDTA
pashédngare Buffer

0
|

Figur 7.18: Anslut buffertpase
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VIKTIGT

Pda grund av flera gravimetriska priming- och skéljningssteg dir det viktigt att buffertpdsen
drplacerad sa hégt som méjligt, sa sdkerstdll att den éir hégre éin Reapplication Bag och
Non-Target Cell Bag (se Figur 7.20 pa sidan 179).

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

Starta priming

| fonstret indikeras Skarm 7.60.

Starta primingen genom att trycka pa RUN (kor).

FRIHE S¥STEM

| fonstret indikeras Skarm 7.61. Tor Pt Susten
~Pre== RUM

Under primingfasen fylls slangsetet medClini-
MACS PBS/EDTA Buffer. Bufferten kommer att
cirkulera genom slangsetet inklusive separa-
tionskolonnen. Primingvatska samlas in i upp-
samlingspdsen for buffert, Reapplication Bag
och Non-Target Cell Bag medan Cell Collection
Bag forblir tom (se Figur 7.12 pa sidan 168).
Primingcyklerna fortsatter och upprepar en se-
rie steg.

{EProgram Hamess

Skarm 7.60: Starta priming

Primingfasen tar cirka 2,5 minuter. Primingstatus kommer att uppdateras pa
displayen.

Kontroll under priming

Under primingfasen ska alla slangar, T —

kopplingar, ventiler och separationskolonnen
kontrolleras for lackage eller forekomst av veck
som kan blockera viétskeflodet.

FRIHING

Priming Tubing Set

Please Hait. ..

Om lackage eller funktionsfel observeras, tryck
pa STOP for att avsluta korningen.

Operatoren har 600 sekunder pa sig att l0sa

LEProgram Hamess

problemet.
Ateruppta processen genom att trycka pa _
RUN Skdrm 7.61: Priming pagar

Efter 600 sekunder avbryts separationen. Om operatdren inte kan I6sa problemet
eller om slangsetet ar defekt, ta bort slangsetet och byt ut det mot ett nytt.

Notera: Nar primingen har startat ar det inte mojligt att atergd till
instrumentinstaliningen.
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Slutlig kontroll av alla slangar och anslutningar

| fonstret indikeras Skarm 7.62.

Kontrollera foljande fére korningen:

PRIHING

Check Tubina

-mlii'l;gr Froper
“gheop. ks
E%E:&?”BEE:EE
- wowr: Dress

To Continmuc
—PFrocs ENMT

« vatska i alla delar av slangsetet férutom i
slangen ovanfor ventil nr 2 och 3

« inget 6verskott av luft i slangsetet

o vitska i Reapplication Bag, Buffer Waste
Bag och Non-Target Cell Bag

<LProgram Hame>»>

« ingen vatska i Cell Collection Bag

Skdrm 7.62: Slutlig kontroll av slangar och
anslutningar

Tryck inte pa ENT &nnu.

Integritetstest

Forytterligare sakerhet maste ettintegritetstest I
utforas for att testa slangsetet for lackage.
Testsekvensen bestdr av tvd automatiserade
sekvenser som innebér att bade de 6vre och
nedre delarna av slangsetet 6vertrycksatts och
observeras separat.

A\ FORSIKTIGHET

Risk for processfordréjning. Om klamman
nedanfor Non-Target Cell Bag inte har tagits
bort efter avslutat integritetstest, kunde
icke-malceller (mérkta) inte tas bort fran
separationskolonn under eluering.
Ytterligare kvarhallning av icke-malceller blir
omdjlig.  Separationsproceduren  maste
upprepas. Ta bort klaimman efter avslutat
integritetstest.

1 ——
VIKTIGT Figur 7.19: Forberedelse for integritetstest
Integritetstestet kommer bara att fungera pa réitt
sdtt om slangen har en kldmma nedanfér Non-
Target Cell Bag. Sdtt en kldmma pé slangen nedanfér Non-Target Cell Bag innan du
startar integritetstestet. Ta bort klimman efter att integritetstestet dr avslutat.
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Integritetstest for den 6vre delen av slangsetet

1.

Nér operatéren utfor “Slutlig kontroll av
alla slangar och anslutningar” visas
Skadrm 7.63 i fonstret.

Efter att du utfort "Slutlig kontroll av alla
slangar och anslutningar” tryck inte pa
ENT.

For att komma till integritetstestet for den
ovre delen, tryck pa 9.

| fonstret indikeras Skarm 7.64.

VIKTIGT
Placera en klimma pa slangen nedanfor
kontrollventilen pd Non-Target Cell Bag.

Start testsekvensen genom att trycka pa
RUN.

Aterga till Skdrm 7.63 genom att trycka pa
«.

Nar du har tryckt pd RUN startar instru-
mentet den automatiska testsekvensen
for slangsetets 6vre del.

| fonstret indikeras Skarm 7.65.

Overtryck kommer att skapas och kvarsta
i tva minuter. Under den hér tiden ska
operatoéren kontrollera alla anslutningar
ovanfoérdendvrepumpslanganslutningen.

Vid varje punkt kan du avsluta
testsekvensen genom att trycka pa ENT.

Efter tvd minuter forsvinner trycket
automatisk och i fonstret visas Skarm 7.63.

Kontrollera om det har uppkommit nagot
lackage under testsekvensen. Om lackage
har observerats vid ndgon anslutning av
slangsetet maste slangsetet tas bort och
bytas ut mot ett nytt.

Kontakta Miltenyi Biotec Technical
Support for anvisningar om hur returnerar
det defekta slangsetet.

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

FRIHING

Check Tubing

—:F;;T¥ i 'l;gr Froger
-Fheef 2 ine

Inﬁgrifs Test:
= wer: Press
- er: Prezz

To Continue
—Frocs ENT

{{Program Hamass

Skarm 7.63: Starta integritetstest for 6vre del

FRIHING

T ;ﬁuﬁ'i't: Te=t
TS
SR

TBedE2 e wou

{EProgram Hamess

Skarm 7.64: Starta integritetstest for ovre del

FRIHING

T tewﬁ:itu Test
ol
ll£1n:_r Be¥

Test in Progross

l; ort Integrity
=Frocs EMT

LEProgram Hamess

Skdrm 7.65: Starta integritetstest for Gvre del

Om inget ldckage observeras, fortsatt med integritetstestet av den nedre

delen av slangsetet.
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Integritetstest for den nedre delen av slangsetet

| fonstret indikeras Skarm 7.63.

1. For att komma till integritetstestet, tryck
pa 6.

FRIHING

Tryck inte pd ENT. Tmteapity Test

’ P RS

| fonstret indikeras Skdrm 7.66. g Gont g
LR L ok B

2. Start testsekvensen genom att trycka pa
RUN.

LiProgram Hame s

Aterga till Skdrm 7.63 genom att trycka pa
«.

3. Nir du har tryckt pé RUN startar Skdrm 7.66: Starta integritetstest for nedre del
instrumentet den automatiserade
testsekvensen for slangsetets nedre del.

| fonstret indikeras Skarm 7.67.

Overtryck kommer att skapas och kvarstd
under 30 sekunder.

PRIHING

Under den har tiden ska operattren IE‘?:EE@: Te=t

kontrollera den nedre HR

. Test am Progress
pumpslanganslutningen och Dyt Iniemn sty
T-kopplingarna mellan ventil 6, 8, 9 och -Frosc ENT
10.

<<Program Hame>>»>

Vid varje punkt kan du avsluta
testsekvensen genom att trycka pa ENT.

4. Efter 30 sekunder forsvinner trycket Skérm 7.67: Integritetstest for nedre del pagar
automatisk och i fonstret visas Skarm 7.63.

Operatdren maste kontrollera om det har uppkommit ndgot lackage under
testsekvensen.Om ldackage har observerats vid ndgon anslutning av slangsetet
maste slangsetet tas bort och bytas ut till ett nytt.

Kontakta Miltenyi Biotec Technical Support fér anvisningar om hur returnerar
det defekta slangsetet.

5. Oppna vigen till Non-Target Cell Bag genom att ta bort klimman nedanfér
kontrollventilen.

6. Om inga lackage observeras kan operatéren nu fortsatta med néasta steg
genom att trycka pa ENT.
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Anslut Cell Preparation Bag

| fonstret indikeras Skarm 7.68.

Anslut Cell Preparation Bag (innehdllande de
magnetiskt markta och tvattade cellerna) till
slangsetet:

1.

Ta bort skruvlocket (se Figur 7.12 pa
sidan 168) fran slangsetet.

Ta bort locket fran spiken pa forfilter. Satt
in spiken pa forfilter ordentligt i slangsetet
och sakerstalla att septumet ar punkterat.

Ta bort locken fran forfilter och den
trubbiga dnden pad spike-anslutningen
och koppla ihop dem.

DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

PRIHINHG
Cﬂnnecﬁ ?ql 1
veparat ion Bag

R

~Cowy Spike
o p??terp
—mnent Cell
nrﬂl 1om Bag
*o Spi1kc
—HTTach Coll
Msaral i1om EBag
To Eax Hangow
=Frocs EMT
<<Program Hams>>

Skdrm 7.68: Anslut Cell Preparation Bag

Ta bort det andra locket frdn spike-anslutningen och anslut spiken till Cell
Preparation Bag och sékerstall att septumet &r punkterat for fritt flode av
vdtska. Klam forsiktigt pa pasen for att sakerstélla att spiken har penetrerat

pasen.

Kontrollera anslutningen mellan Cell Preparation Bag, spike-anslutning,
forfilter och slangset for att bekréfta att anslutningen ar saker.

Hang Cell Preparation Bag pa pashangaren (se Figur 7.21).

Kontrollera att padsar och slangar som ar anslutna till pashangaren varken ar

strackta eller bojda.

Pa grund av gravimetriska priming- och
skoljningssteg under den automatiserade
separationen ar det mycket viktigt att
pasarna ar i ratt niva. For att sakerstalla
hela provtagningsprocessen dr det dven
viktigt att placera Reapplication och Non-
Target Cell Bag hogre an Cell Preparation
Bag (se Figur 7.20):

= Hosta position: buffertpase

= Mellanposition: Reapplication och
Non-Target Cell Bag

= Lagsta position: Cell Preparation
Bag

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

Figur 7.20: Pasar i ratt niva
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Slutlig kontroll av vatskesensorn

| fonstret indikeras Skarm 7.69. —

1. Kontrollera vatskesensorns slang.
Sakerstall att slangen ar korrekt insatt, att
den ér fri frdn extern vatska och inte har
lossnat under laddningsproceduren.

PRIMING
Check Liquid
Sensor

-Check for FProper
Tublnz_lnsertlon
into iq

2. Kontrollera att obehindrat vatskeflode ar
mojligt till varje pase.

—-Press ENT

{{Program Hame>3}

Fortsatt genom att trycka pa ENT.

» Gatill STEG 4 Skdrm 7.69: Slutlig kontroll av vatskesensorn
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Pashangare for Cell
Preparation Bag

I/‘E— Non-Target Cell Bag

® Reapplication Bag

® Cell Preparation Bag

® CliniMACS PBS/EDTA Buffer

Spike-anslutning

Pre-system Filter

Cell Collection Bag

Figur 7.21: CliniMACS Plus Instrument med CliniMACS Depletion Tubing Set, CliniMACS PBS/EDTA Buffer,
Cell Preparation Bag och Cell Collection Bag
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

7.4  STEG 4: CliniMACS Plus-separation

7.4.1 CD34 SELECTION 1/2

Nér den slutliga kontrollen &r avslutad ar
CliniMACS Plus Instrument redo att paborja
separationen. | fonstret indikeras Skdarm 7.70.

Fortsatt genom att trycka pa RUN.

Nar du har tryckt pd RUN kommer instrumentet
automatiskt  att  utféra den  valda
separationsprocessen.

Vid varje del av processen visas en skarm som
liknar Skarm 7.71 foér att visa status pa
separationsproceduren.

Magnetpositionsindikatorn visas som tva
svarta rutor bredvid separationskolonnen nar
magneten ar "ON’, dvs. den har flyttats till
framsidan for att magnetisera
separationskolonnen. Om magnetpositions-
indikatorn ar transparent (t.ex. Skarm 7.70) ar
magneten "OFF", dvs. den har flyttats till
instrumentets baksida. Nar magneten har
dragits tillbaka ar separationskolonnen utanfor
det magnetiska féltet och inte langre
magnetiserad.

Notera: Olika programnamn kan visas pa

SELECTION

Ready for
CD34 SELECTION 1

To Start
Selection

—-Press RUN

CD34 SELECTION 1

SELECTION

Selection in
Progress

Please Hait.. .

CD34 SELECTION 1

Skdrm 7.71: Separation pagar

skarmen beroende pa valt separationsprogram (CD34 SELECTION 1 eller 2).

Separationsprocedur

Ladda celler

Separationsproceduren bérjar med fylining av forfilter for att ta bort kvarvarande

luft fran forfilter.

Darefter padborjas separationen av de markta cellerna. Pumpen drar innehallet fran
Cell Preparation Bag till slangsetet och laddar cellprodukten via forkolonnen pa
separationskolonnen. De magnetiskt markta cellerna (malceller) halls kvar i
separationskolonnen, placerad i det magnetiska féltet, medan de icke-markta
cellerna (icke-malsceller) passerar igenom och samlas in i Negative Fraction Bag.
Nar Cell Preparation Bag ar tom (detekteras automatiskt av vatskesensorn) skoljs

forfilter tvd gdnger med buffert.



DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Kolonntvatt |

Forkolonnen och separationskolonnen tvéttas ordentligt for att ta bort alla icke-
markta celler. Tvéttbuffert samlas in i uppsamlingspdsen for buffert. Nar
"kolonntvatt 1" pabdrjas visas den tid som aterstar tills separationsproceduren ar
avslutad.

VIKTIGT

I bérjan av separationen pumpas buffert uppdt mot Cell Preparation Bag for att fylla
forfilter. Knacka forsiktigt pd sidan av filtret flera gdnger fér att ta bort eventuella bubblor
som kan vara fangade i filtret.

Frisattning av celler |

Magnet flyttas till instrumentets baksida ("OFF"-lage). De kvarhallna cellerna frisatts
med hog hastighet, men cellerna blir kvar i en intern slangcykel.

Omladdning av celler |

Magnet flyttas till positionen "ON” igen for att magnetisera separationskolonnen
och cellerna appliceras pa nytt pa separationskolonnen.

Kolonntvatt I

Omladdning av celler foljs av ett andra tvattsteg for att bort kvarvarande icke-
mérkta celler. Aven alla slangar skéljs flera génger.

Frisattning av celler Il, omladdning av celler Il, kolonntvatt Il

Cellerna frisatts och appliceras pa separationskolonnen en andra gang for att ta
bort eventuella icke-markta celler som ospecifikt sitter fast pa kolonnmatrisen.
Darefter tvattas separationskolonnen igen.

Frisattning av celler lll, omladdning av celler lll, kolonntvitt IV

Separationsprogram CD34 SELECTION 2 inkluderar dven ett tredje frisattnings- och
aterappliceringssteg.

Slutlig eluering av cellerna

Magnet flyttats till ldget "OFF” och de magnetiskt méarkta cellerna frisatts fran
separationskolonnen och samlas in i Cell Collection Bag.
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Koppla bort pasar och registrera processkod

Néar koérningen ar avslutad visas Skarm 7.72 i
fonstret.

1. Registrera processkoden.

2. Satt en klamma pa slangen ovanfér luer-
lockanslutningen som ansluter Cell
Collection Bag till slangsetet (se
Figur 7.22).

GoOr tre hermetiska forseglingar pa
slangen precis nedanfor ventil nr 9. Avskilj
forsiktigt den mellersta forseglingen for
att koppla bort Cell Collection Bag fran
slangsetet.

3. Vdg den fyllda Cell Collection Bag.
Registrera vikten.

Faststall vikten pa malcellsfraktionen
genom att dra vikten pa den tomma Cell
Collection Bag fran vikten pa Cell
Collection Bag sominnehaller malcellerna.
Registrera vikten.

4. Blanda malcellssuspensionen noggrant
genom att rotera pasen. Ta en lamplig
mangd, t.ex. 0,5 mL och spara for analys.

5. Anvand  varmeforseglaren, forsegla
slangen ovanfor luer lock pd Negative
Fraction Bag. GOr tre hermetiska
forseglingar pa slangen. Avskilj den
mittersta forseglingen for att koppla bort
Negative Fraction Bag.

6. Koppla bort Buffer Waste Bag pa samma
satt.

7. Ta bort Negative Fraction Bag och
uppsamlingspasen for buffert. Spara alla

FTIHAL HANDLIHG

ARl iva

-Bxe'ggggs Code:
Ll e T e T T

—Scal OFf and
Dicoonnoot 211
Baos

—PFrocs ENMT

Ch3d SELECTION 1

Skarm 7.72: Koppla bort pésar och registrera
processkod

Forsegla Cell Collection Bag
7 A

[ [ ]

- RT3 3]
e
==5

Forsegla Buffer
Waste Bag

Forsegla Negative Fraction Bag

|
Figur 7.22: Koppla bort pasar

pasar tills den slutliga analysen av alla celler &r avslutad.

Malcellerna kan ny bearbetas i enlighet med kliniska protokoll.

Fortsatt genom att trycka pa RUN.



DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

Ta bort slangset och stiang av

| fonstret indikeras Skarm 7.73. —

1. Tabortslangsetet: Borja med ventil nr 6, 9,
10 och 11 och arbeta uppat, ta bort
slangen fran vatskesensorn och fran
ventilerna genom att trycka pa ventilerna.
Ta bort kolonnerna fran kolonnhallarna.
Kassera slangsetet som biologiskt
riskmaterial enligt vanliga
sjukhusprocedurer.

FTIHAL HANDLIHG

Esaprizy
~Renove Tuking Set

-~ Twen Power OFF
~Clean Instrument

PFroooss Code-
Ll Ll LT
Ch3d SELECTION 1

2. Stang av CliniMACS Plus Instrument.

. . y Skérm 7.73: Ta bort slangset och sté
3. Rengorinstrumentet enligt rengdringsan- arm /.=: Tabort siangset och stang av

visningarna, se avsnittet "Rengéring och

desinfektion” i anvandarhandboken for

CliniMACS Plus Instrument. Folj standardprocedurerna fér behandling av in-
fektiost material.

Analys av celler

VIKTIGT

CliniMACS PBS/EDTA Buffer behéver inte tas bort fére administrering av de separerade
mdilcellerna om volymen inte dverskrider 100 mL per transplantat vid Idmpliga
infusionshastigheter. Patientens njurstatus och effekter pa blodelektrolyter maste
beaktas. Sdrskilt hos barn mdste infusionshastigheterna justeras i enlighet hdrmed.

B Om volymen pa mdlcellsfraktionen o6verstiger 100 mL mdste den minskas pad
ldmpligt sdtt, t.ex. genom centrifugering eller buffertbyte, till en infusionslésning
som dr godkdnd i anvdndarens namn.

/\ FORSIKTIGHET
Risk for nedsatt kvalitet pa malceller. Malcellerna maste analyseras och bekréftas

uppfylla anvandarkraven, i annat fall kan dess lamplighet for klinisk anvandning
forsamras. Undersok malcellerna avseende kvalitet och kvantitet enligt deras
avsedda anvandning.

Detta maste inkludera féljande parametrar:

» totalt antal leukocyter

« viabilitet och totalt antal malceller

« renhet och aterhamtning av malceller

Aven totalt antal leukocyter och viabilitet pa den cellfraktion som inte &r malet bor

faststallas. Listan ar ett exempel och andra tester ska inkluderas baserat pa avsedd
anvandning och kliniska protokoll. Registrera analysdata.
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DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

7.4.2 ENRICHMENT 1.1

Nar den slutliga kontrollen &r avslutad &r e
CliniMACS Plus Instrument redo att paborja
separationen. | fonstret indikeras Skarm 7.74. SELECTION

Ready for
ENRIEHNENT 1.1

Fortsatt genom att trycka pd RUN.

To Start
Selection

Nar du har tryckt pd RUN kommer instrumentet
automatiskt att utfora den valda
separationsprocessen.

-Press RUN

ENMRICHMENT 1.1

Vid varje del av processen visas en skarm som
liknar Skarm 7.75 for att visa status pa
separationsproceduren.

Magnetpositionsindikatorn visas som tva
svarta rutor bredvid separationskolonnen nar
magneten ar "ON’, dvs. den har flyttats till
framsidan for att magnetisera
separationskolonnen. Om magnetpositions-
indikatorn ar transparent (t.ex. Skarm 7.74) ar
magneten "OFF", dvs. den har flyttats till
instrumentets baksida. Nar magneten har
dragits tillbaka ar separationskolonnen utanfor
det magnetiska faltet och inte magnetiserad.

SELECTION

Selection in
Progress

Please Hait.. .

ENMRICHMENT 1.1

Skdrm 7.75: Separation pagar
Separationsprocedur

Ladda celler

Separationsproceduren boérjar med fyllning av forfilter for att ta bort kvarvarande
luft fran forfilter. Darefter padborjas separationen av de markta cellerna. Pumpen
drar innehallet fran Cell Preparation Bag till slangsetet och laddar cellprodukten via
forkolonnen pa separationskolonnen. De magnetiskt méarkta cellerna (malceller)
halls kvar i separationskolonnen, placerad i det magnetiska féltet, medan de icke-
markta cellerna (icke-malsceller) passerarigenom och samlas in i Negative Fraction
Bag.

VIKTIGT

I bérjan av separationen pumpas buffert uppdt mot Cell Preparation Bag fér att fylla
forfilter. Knacka férsiktigt pa sidan av filtret flera gdnger for att ta bort eventuella bubblor
som kan vara fdngade i filtret.
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Notera:

« Om antalet magnetiskt markta celler (berdknas av CliniMACS Plus programvara)
overstiger bindningskapaciteten hos separationskolonnen laddar och separerar
separationsprogram automatisk cellprovet i lampliga delar (“staged loading”).

« Laddningen upphor nér kapaciteten i separationskolonnen har uppnatts och
separationsprogrammet kommer att ga vidare till nasta steg i separationen.
Efter att det sista steget (slutlig eluering av celler) dr avslutat kommer nasta del
av provet att laddas och bearbetas pa kolonnen.

Kolonntvatt |

Forkolonnen och separationskolonnen tvdttas ordentligt for att ta bort alla icke-
markta celler. Tvattbuffert samlas in i uppsamlingspasen for buffert.

Frisattning av celler

Magnet flyttas till instrumentets baksida ("OFF"-lage). De kvarhallna cellerna frisatts
med hog hastighet, men blir kvar i en intern slangcykel.

Omladdning av celler

Magnet flyttas till positionen "ON” igen for att magnetisera separationskolonnen
och cellerna appliceras pa nytt pa separationskolonnen.

Kolonntvatt Il

Omladdning av celler f6ljs av en andra kolonntvatt for att ta bort kvarvarande icke-
markta celler. Aven slangarna skéljs flera ganger.

Slutlig eluering av cellerna

Magneten flyttas till laget "OFF” och de magnetiskt markta cellerna frisatt fran
separationskolonnen och samlas in i Cell Collection Bag.
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Koppla bort pasar och registrera processkod

Nar kérningen ar avslutad visas Skdrm 7.76 i
fonstret.

1. Registrera processkoden.

2. Satt en klamma pa slangen ovanfér luer-
lockanslutningen som ansluter Cell
Collection Bag till slangsetet (se
Figur 7.23).

GoOr tre hermetiska forseglingar pa
slangen precis nedanfor ventil nr 9. Avskilj
forsiktigt den mellersta forseglingen for
att koppla bort Cell Collection Bag fran
slangsetet.

3. Vdg den fyllda Cell Collection Bag.
Registrera vikten.

Faststall vikten pa malcellsfraktionen
genom att dra vikten pa den tomma Cell
Collection Bag fran vikten pa Cell
Collection Bag sominnehaller malcellerna.
Registrera vikten.

4. Blanda malcellssuspensionen noggrant
genom att rotera pasen. Ta en lamplig
mangd, t.ex. 0,5 mL och spara for analys.

5. Anvand  varmeforseglaren, forsegla
slangen ovanfor luer lock pd Negative
Fraction Bag. GOr tre hermetiska
forseglingar pa slangen. Avskilj den
mittersta forseglingen for att koppla bort
Negative Fraction Bag.

6. Koppla bort Buffer Waste Bag pa samma
satt.

7. Ta bort Negative Fraction Bag och
uppsamlingspasen for buffert. Spara alla

FTIHAL HANDLIHG

ARl iva

-Bxe'ggggs Code:
Ll e T e T T

—Scal OFf and
Dicoonnoot 211
Baos

—PFrocs ENMT

FHRICHMENT 1.1

Skarm 7.76: Koppla bort pasar och registrera
processkod

Forsegla Cell Collection Bag
7 A

[ [ ]

- RT3 3]
==
==3

Forsegla Buffer
Waste Bag

Forsegla Negative Fraction Bag

|
Figur 7.23: Koppla bort pasar

pasar tills den slutliga analysen av alla celler &r avslutad.

Malcellerna kan ny bearbetas i enlighet med kliniska protokoll.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.
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Ta bort slangset och stiang av

| fonstret indikeras Skarm 7.77. N

1. Tabortslangsetet: Borja med ventil nr 6, 9,
10 och 11 och arbeta uppat, ta bort slang-
en fran vatskesensorn och fran ventilerna
genom att trycka pa ventilerna. Ta bort
kolonnerna fran kolonnhallarna. Kassera
slangsetet som biologiskt riskmaterial en-
ligt vanliga sjukhusprocedurer.

FTIHAL HANDLIHG

Esaprizy
~Renove Tuking Set

-~ Twen Power OFF
~Clean Instrument

PFroooss Code-
Ll Ll LT
FHRICHMENT 1.1

2. Stdng av CliniMACS Plus Instrument.

3. Rengoérinstrumentet enligt rengéringsan- |
visningarna, se avsnittet ”Rengéring och Skdrm 7.77: Ta bort slangset och stdng av
desinfektion” i anvandarhandboken for
CliniMACS Plus Instrument. Folj standard-
procedurerna for behandling av infektiost material.

Analys av celler

VIKTIGT

B CliniMACS PBS/EDTA Buffer behéver inte tas bort fore administrering av de
separerade madlcellerna om volymen inte 6verskrider 100 mL per transplantat vid
ldmpligainfusionshastigheter. Patientens njurstatus och effekter péblodelektrolyter
mdste beaktas. Sdrskilt hos barn mdste infusionshastigheterna justeras i enlighet
hdrmed.

B Om volymen pa mdlcellsfraktionen éverstiger 100 mL mdste den minskas pad
lampligt sdtt, t.ex. genom centrifugering eller buffertbyte, till en infusionslésning
som dr godkdnd i anvidndarens namn.

/\ FORSIKTIGHET
Risk for nedsatt kvalitet pa malceller. Malcellerna maste analyseras och bekréftas

uppfylla anvandarkraven, i annat fall kan dess lamplighet for klinisk anvandning
forsamras. Undersok malcellerna avseende kvalitet och kvantitet enligt deras
avsedda anvandning.

Detta maste inkludera féljande parametrar:

» totalt antal leukocyter

« viabilitet och totalt antal malceller

« renhet (depletionseffekt) och dterhamtning av malceller

Aven totalt antal leukocyter och viabilitet pa den cellfraktion som inte &r malet bor

faststallas. Listan ar ett exempel och andra tester ska inkluderas baserat pa avsedd
anvandning och kliniska protokoll. Registrera analysdata.
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7.4.3 ENRICHMENT 3.2

Nar den slutliga kontrollen &r avslutad ar e
CliniMACS Plus Instrument redo att paborja
separationen. | fonstret indikeras Skdarm 7.78.

SELECTIDH

Fortsatt genom att trycka p& RUN. BRRdRuSERT 5 2
i 4
Nar du har tryckt pd RUN kommer instrumentet Press RUN

automatiskt att utfora den valda
separationsprocessen.

EHNRICHMENT 2.2

Vid varje del av processen visas en skarm som
liknar Skarm 7.79 for att visa status pa
separationsproceduren.

Magnetpositionsindikatorn visas som tva
svarta rutor bredvid separationskolonnen nar
magneten ar "ON’, dvs. den har flyttats till
framsidan for att magnetisera separations-
kolonnen. Om magnetpositionsindikatorn &r
transparent (t.ex. Skarm 7.78) dar magneten
"OFF’, dvs. den har flyttats till instrumentets
baksida. Nar magneten har dragits tillbaka ar
separationskolonnen utanfér det magnetiska
faltet och inte magnetiserad.

SELECTION

Selection in
Progress

Please Mait.. .

EHRICHHMENT 3.2

Skdrm 7.79: Separation pagar
Separationsprocedur

Ladda celler

Separationsproceduren borjar med fyllning av Pre-system Filter for att ta bort
kvarvarande luft fran forfilter. Darefter paborjas separationen av de markta cellerna.
Pumpen drar innehdllet fran Cell Preparation Bag till slangsetet och laddar
cellprodukten via forkolonnen pa separationskolonnen. De magnetiskt markta
cellerna (malceller) hadlls kvar i separationskolonnen, placerad i det magnetiska
faltet, medan de icke-markta cellerna (icke-malsceller) passerar igenom och samlas
in i Negative Fraction Bag. Nar Cell Preparation Bag ar tom (detekteras automatiskt
av vatskesensorn) skoljs forfilter tva ganger med buffert.

VIKTIGT

I bérjan av separationen pumpas buffert uppdt mot Cell Preparation Bag fér att fylla
forfilter. Knacka férsiktigt pa sidan av filtret flera gdanger for att ta bort eventuella bubblor
som kan vara fangade i filtret.
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Kolonntvatt |

Forkolonnen och separationskolonnen tvéttas ordentligt for att ta bort alla icke-
markta celler. Tvattbuffert samlas in i uppsamlingspasen for buffert.

Frisattning av celler |

Magnet flyttas till instrumentets baksida ("OFF"-lage). De kvarhallna cellerna frisatts
med hog hastighet, men cellerna blir kvar i en intern slangcykel.

Omladdning av celler |

Magnet flyttas till positionen "ON" igen for att magnetisera separationskolonnen
och cellerna appliceras pa nytt pa separationskolonnen.

Kolonntvatt Il

Omladdning av celler foljs av ett andra tvattsteg for att bort kvarvarande icke-
markta celler. Aven alla slangar skéljs flera ganger.

Frisattning av celler Ill, omladdning av celler II, kolonntvatt llI

Cellerna frisatts och appliceras pa separationskolonnen en andra gang for att ta
bort eventuella icke-markta celler som ospecifikt sitter fast pa kolonnmatrisen.
Darefter tvattas separationskolonnen igen.

Slutlig eluering av celler

Magneten flyttas till Idget "OFF” och de magnetiskt markta cellerna (malceller)
frisatts och samlas in i Cell Collection Bag.
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Koppla bort pasar och registrera processkod

Nar korningen ar avslutad visas Skarm 7.80 i e
fonstret.

FINAL HANDL ING

1. Registrera processkoden.

Selection
Comp leted

2. Satt en klamma pa slangen ovanfér luer-
lockanslutningen som ansluter Cell
Collection Bag till slangsetet (se
Figur 7.24).

—Record
Process Code:

—Seal Off and
Disconnect all
=1

—-Press ENT

ENMRICHMENT 3.2

GoOr tre hermetiska forseglingar pa
slangen precis nedanfor ventil nr 9. Avskilj
forsiktigt den mellersta forseglingen for
att koppla bort Cell Collection Bag fran

Skarm 7.80: Koppla bort pésar och registrera

processkod
slangsetet.

3. Vdg den fyllda Cell Collection Bag. I —
Registrera vikten. Forsegla Cell Collection Bag
Faststall vikten pa malcellsfraktionen
genom att dra vikten pa den tomma Cell - - ——

Collection Bag fran vikten pa Cell
Collection Bag sominnehaller malcellerna. = = -
Registrera vikten.

4. Blanda malcellssuspensionen noggrant ===
genom att rotera pasen. Ta en lamplig =
mangd, t.ex. 0,5 mL och spara for analys.

5. Anvand  varmeforseglaren, forsegla
slangen ovanfor luer lock pa Negative R —
Fraction Bag. GOr tre hermetiska
forseglingar pé& slangen. Avskilj den Forsegla
mittersta forseglingen for att koppla bort Uppsa'?g?gﬂ;?:i
Negative Fraction Bag.

Forsegla Negative Fraction Bag
6. Koppla bort Buffer Waste Bag pa samma

4 I —
satt.
Figur 7.24: Koppla bort pasar

7. Ta bort Negative Fraction Bag och Buffer
Waste Bag. Spara alla pasar tills den
slutliga analysen av alla celler &r avslutad.

Malcellerna kan ny bearbetas i enlighet med kliniska protokoll.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.
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Ta bort slangset och stiang av

| fonstret indikeras Skarm 7.81. —

1. Tabortslangsetet: Borja med ventil nr 6, 9,
10 och 11 och arbeta uppat, ta bort slang-
en fran vatskesensorn och fran ventilerna
genom att trycka pa ventilerna. Ta bort
kolonnerna fran kolonnhallarna. Kassera
slangsetet som biologiskt riskmaterial en-
ligt vanliga sjukhusprocedurer.

FINMAL HANDL ING
Selection
Completed

—Remove Tubing Set

—Turn Powexr Off

—Clean Instrument

Process Code:
Lalalalalalalalalilalalalalala)
ENRICHHMENT 2.2

2. Stdng av CliniMACS Plus Instrument.

3. Rengoérinstrumentet enligt rengéringsan- |
visningarna, se avsnittet ”Rengéring och Skdrm 7.81: Ta bort slangset och stdng av
desinfektion” i anvandarhandboken for
CliniMACS Plus Instrument. Folj standard-
procedurerna for behandling av infektiost material.

Analys av celler

VIKTIGT

B CliniMACS PBS/EDTA Buffer behéver inte tas bort fore administrering av de
separerade madlcellerna om volymen inte 6verskrider 100 mL per transplantat vid
ldmpligainfusionshastigheter. Patientens njurstatus och effekter péblodelektrolyter
mdste beaktas. Sdrskilt hos barn mdste infusionshastigheterna justeras i enlighet
hdrmed.

B Om volymen pa mdlcellsfraktionen éverstiger 100 mL mdste den minskas pad
lampligt sdtt, t.ex. genom centrifugering eller buffertbyte, till en infusionslésning
som dr godkdnd i anvidndarens namn.

/\ FORSIKTIGHET
Risk for nedsatt kvalitet pa malceller. Malcellerna maste analyseras och bekréftas

uppfylla anvandarkraven, i annat fall kan dess lamplighet for klinisk anvandning
forsamras. Undersok malcellerna avseende kvalitet och kvantitet enligt deras
avsedda anvandning.

Detta maste inkludera féljande parametrar:

« totalt antal leukocyter

« viabilitet och totalt antal malceller

« renhet och dterhdmtning av malceller

Aven totalt antal leukocyter och viabilitet pa den cellfraktion som inte &r malet bor

faststallas. Listan ar ett exempel och andra tester ska inkluderas baserat pa avsedd
anvandning och kliniska protokoll. Registrera analysdata.
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744 DEPLETION 2.1

Nar den slutliga kontrollen &r avslutad ar e
CliniMACS Plus Instrument redo att paborja

separationen. | fonstret indikeras Skarm 7.82. SELECTION

Fortsatt genom att trycka pa RUN. BEPLETIBN 2.1

To Start
Selection

Nar du har tryckt pd RUN kommer instrumentet
automatiskt att utfora den valda
separationsprocessen.

-Press RUN

DEFLETION 2.1

Vid varje del av processen visas en skarm som
liknar Skarm 7.83 for att visa status pa
separationsproceduren.

Magnetpositionsindikatorn visas som tva
svarta rutor bredvid separationskolonnen nar
magneten ar "ON’, dvs. den har flyttats till
framsidan for att magnetisera
separationskolonnen. Om magnetpositions-
indikatorn ar transparent (t.ex. Skarm 7.82) ar
magneten "OFF", dvs. den har flyttats till
instrumentets baksida. Nar magneten har
dragits tillbaka ar separationskolonnen utanfor
det magnetiska faltet och inte magnetiserad.

SELECTION

Selection in
Progress

Please Hait.. .

DEFLETION 2.1

Skdrm 7.83: Separation pagar
Separationsprocedur

Ladda celler

Separationsproceduren borjar med fylining av forfilter for att avsluta primingen av
systemet. Déarefter paborjas separationen av de markta cellerna. Pumpen drar
innehallet i Cell Preparation Bag till slangsetet. De magnetiskt mérkta cellerna
(malceller) halls kvar i separationskolonnen, placerad i det magnetiska faltet,
medan de icke-markta cellerna (malceller) passerar igenom och samlas in i Cell
Bag.

VIKTIGT

I bérjan av separationen pumpas buffert uppdt mot Cell Preparation Bag for att fylla
forfilter. Knacka forsiktigt pd sidan av filtret flera ganger for att ta bort eventuella bubblor
som kan vara fdngade i filtret.
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Skoljning av forfilter

Efter att alla cellprover har laddats i slangsetet, skolj forfilter tva gdnger med buffert
for att minska cellforlust i filtret.

Notera:

» Omantaletmagnetiskt markta celler (beraknasav CliniMACS Plus-programvaran)
overstiger bindningskapaciteten hos separationskolonnen laddar och separerar
separationsprogram automatisk cellprovet i lampliga delar (“staged loading”).

« Laddningen upphor nar kapaciteten i separationskolonnen har uppnatts och
separationsprogrammet kommer att ga vidare till nasta steg i separationen.
Efter att det sista steget (slutlig eluering av celler) ar avslutat kommer nésta del
av provet att laddas pa kolonnen.

Kolonntvatt

Forkolonnen och separationskolonnen tvéttas ordentligt for att ta bort alla icke-
markta celler. Tvattbuffert samlas in i uppsamlingspasen for buffert.

Slutlig eluering av cellerna

Magneten flyttas till Idget "OFF". Forst elueras de magnetiskt markta cellerna till
Priming Waste Bag. Forst efter att det sista laddningssteget &r avslutat kommer alla
magnetiskt mdrkta celler (icke-malceller) att frisattas fran separationskolonnen och
samlas in i Negative Fraction Bag for att minska overféring av markta celler till
pumpslangen.
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Koppla bort pasar och registrera processkod

Nar korningen ar avslutad visas Skarm 7.84 i N
fonstret.

FIHAL HANDLIHNG
1. Registrera processkoden.
Thnsiiita

-Bxe'ggggs Code:
Ll e T e T T

2. Satt en klamma pa slangen ovanfér luer-
lockanslutningen som ansluter Cell
Collection Bag till slangsetet (se
Figur 7.25).

—Scal OFf and
Dicoonnoot 211
Baos

—PFrocs ENMT

DEFLETION =1

GoOr tre hermetiska forseglingar pa
slangen precis nedanfor ventil nr 9. Avskilj
forsiktigt den mellersta forseglingen for
att koppla bort Cell Collection Bag fran
slangsetet.

3. Vdg den fyllda Cell Collection Bag. I —
Registrera vikten.

Skarm 7.84: Koppla bort pésar och registrera
processkod

Forsegla Cell Collection Bag

Faststall vikten pa malcellsfraktionen

genom att dra vikten pa den tomma Cell M
Collection Bag fran vikten pa Cell
Collection Bag sominnehaller malcellerna. = = -
Registrera vikten.

4. Blanda malcellssuspensionen noggrant ===
genom att rotera pasen. Ta en lamplig =
mangd, t.ex. 0,5 mL och spara for analys.

5. Anvand  varmeforseglaren, forsegla

slangen ovanfor luer lock pa Negative R —
Fraction Bag. GOr tre hermetiska
forseglingar pa slangen. Avskilj den Forsegla
mittersta forseglingen for att koppla bort uppsamlingspase
for buffert

Negative Fraction Bag.

Forsegla Negative Fraction Bag
6. Koppla bort Buffer Waste Bag pa samma

4 I —
satt.
Figur 7.25: Koppla bort pasar

7. Ta bort Negative Fraction Bag och Buffer
Waste Bag. Spara alla pasar tills den
slutliga analysen av alla celler &r avslutad.

Malcellerna kan ny bearbetas i enlighet med kliniska protokoll.

Fortsatt genom att trycka pa ENT.
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Ta bort slangset och stiang av

[ fonstret indikeras Skarm 7.85. —

1. Tabortslangsetet: Bérja med ventil nr 6,9
och 10 och arbeta dig uppat, ta bort
slangen fran vatskesensorn och fran ven-
tilerna genom att trycka pa ventilerna. Ta
bort kolonnen fran kolonnhallaren. Kasse-
ra slangsetet som biologiskt riskmaterial
enligt vanliga sjukhusprocedurer.

FTIHAL HANDLIHG

Esaprizy
~Renove Tuking Set

-~ Twen Power OFF
~Clean Instrument

PFroooss Code-
Ll Ll LT
MEPLETION =1

2. Stdng av CliniMACS Plus Instrument.

3. Rengoérinstrumentet enligt rengéringsan- |
visningarna, se avsnittet ”Rengéring och Skdrm 7.85: Ta bort slangset och stdng av
desinfektion” i anvandarhandboken for
CliniMACS Plus Instrument. Folj standard-
procedurerna for behandling av infektiost material.

Analys av celler

VIKTIGT

B CliniMACS PBS/EDTA Buffer behéver inte tas bort fore administrering av de
separerade madlcellerna om volymen inte 6verskrider 100 mL per transplantat vid
ldmpligainfusionshastigheter. Patientens njurstatus och effekter péblodelektrolyter
mdste beaktas. Sdrskilt hos barn mdste infusionshastigheterna justeras i enlighet
hdrmed.

B Om volymen pa mdlcellsfraktionen éverstiger 100 mL mdste den minskas pad
lampligt sdtt, t.ex. genom centrifugering eller buffertbyte, till en infusionslésning
som dr godkdnd i anvidndarens namn.

/\ FORSIKTIGHET
Risk for nedsatt kvalitet pa malceller. Malcellerna maste analyseras och bekréftas

uppfylla anvandarkraven, i annat fall kan dess lamplighet for klinisk anvandning
forsamras. Undersok malcellerna avseende kvalitet och kvantitet enligt deras
avsedda anvandning.

Detta maste inkludera féljande parametrar:

« totalt antal leukocyter

« viabilitet och totalt antal malceller

« depletionseffekt

Aven totalt antal leukocyter och viabilitet pa den cellfraktion som inte &r malet bor

faststallas. Listan ar ett exempel och andra tester ska inkluderas baserat pa avsedd
anvandning och kliniska protokoll. Registrera analysdata.
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7.4.5 DEPLETION 3.1

Nar den slutliga kontrollen &r avslutad ar e
CliniMACS Plus Instrument redo att paborja

separationen. | fonstret indikeras Skarm 7.86. SELECTION

Ready for
DEPLETIDN 3.1

Fortsatt genom att trycka pa RUN.

To Start
Selection

Nar du har tryckt pd RUN kommer instrumentet
automatiskt att utfora den valda
separationsprocessen.

-Press RUN

DEFLETION 3.1

Vid varje del av processen visas en skarm som
liknar Skarm 7.87 for att visa status pa
separationsproceduren.

Magnetpositionsindikatorn visas som tva
svarta rutor bredvid separationskolonnen nar
magneten ar "ON’, dvs. den har flyttats till
framsidan for att magnetisera
separationskolonnen. Om magnetpositions-
indikatorn ar transparent (t.ex. Skdarm 7.86) ar
magneten "OFF", dvs. den har flyttats till
instrumentets baksida. Nar magneten har
dragits tillbaka ar separationskolonnen utanfor
det magnetiska faltet och inte magnetiserad.

SELECTION

Selection in
Progress

Please Hait.. .

DEFLETION 3.1

Skdrm 7.87: Separation pagar
Separationsprocedur

Depletion 3.1 ar ett depletionsprogram i tva steg, dvs. cellerna appliceras tva
ganger pa separationskolonnen.

| det forsta steget depleteras den forsta volymen laddade celler (Staged Cell
Loading [Bulk Loading Stagel]). | processens andra steget depleteras de fa
kvarvarande markta cellerna (Kanslig provladdning [steget Kanslig laddning]).

VIKTIGT

I bérjan av separationen pumpas buffert uppdt mot Cell Preparation Bag fér att fylla
forfilter. Knacka forsiktigt pd sidan av filtret flera gdnger for att ta bort eventuella bubblor
som kan vara fangade i filtret.

Notera: Om antalet magnetiskt markta celler (berdknas av CliniMACS Plus-
programvaran) overstiger bindningskapaciteten hos separationskolonnen laddar
och separerar separationsprogram automatisk cellprovet i lampliga delar (“staged
loading”). Mellan varje laddningssteg tvattas separationskolonnen for att ta bort
alla méarkta celler. De mérkta cellerna kommer att elueras och hallas kvar i Non-
Target Cell Bag. Tvattbufferten samlas in i Reapplication Bag.
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Staged cell loading (Bulk Loading Stage)

Separationsproceduren boérjar med fyllning av forfilter for att avsluta primingen av
systemet. Darefter paborjas separationen av de markta cellerna. Pumpen drar
innehallet i Cell Preparation Bag till slangsetet. De magnetiskt markta cellerna
(icke-malceller) halls kvar i separationskolonnen, placerad i det magnetiska faltet,
medan de icke-mérkta cellerna (malceller) passerar igenom och samlas in i
Reapplication Bag.

Kanslig provladdning (steget Kanslig laddning)

For ytterligare depletion laddas cellerna i Reapplication Bag ater i
separationskolonnen vid en ldgre hastighet. Medan de fa kvarvarande markta
cellerna nu halls kvar i separationskolonnen flédar de icke-markta cellerna
(malceller) genom det magnetiska faltet och samlas in i Cell Collection Bag.

Skoljning av forfilter och Reapplication Bag

Efter att cellprovet har avslutat bade volymdepletion och sensitiv depletion, skoljs
forfilter och Reapplication Bag tva ganger med buffert for att minska cellforlusten i
systemet.

Borttagande av icke-malceller

Magneten flyttas till Idget "OFF". De magnetiskt markta cellerna (icke-malceller)
frisatts fran separationskolonnen och samlas in i Non-Target Cell Bag efter varje
laddningssteg.
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Koppla bort pasar och registrera processkod

Nar kérningen ar avslutad visas Skdrm 7.88 i
fonstret.

1. Registrera processkoden.

2. Satt en klamma pa slangen ovanfér luer-
lockanslutningen som ansluter Cell
Collection Bag till slangsetet (se
Figur 7.26).

GoOr tre hermetiska forseglingar pa
slangen precis nedanfor ventil nr 9. Avskilj
forsiktigt den mellersta forseglingen for
att koppla bort Cell Collection Bag fran
slangsetet.

3. Vdg den fyllda Cell Collection Bag.
Registrera vikten.

Faststall vikten pa malcellsfraktionen
genom att dra vikten pa den tomma Cell
Collection Bag fran vikten pa Cell
Collection Bag sominnehaller malcellerna.
Registrera vikten.

4. Blanda malcellssuspensionen noggrant
genom att rotera pasen. Ta en lamplig
mangd, t.ex. 0,5 mL och spara for analys.

5. Anvand  varmeforseglaren, forsegla
slangen ovanfor luer lock pa Buffer Waste
Bag. Gor tre hermetiska forseglingar pa
slangen. Avskilj den mittersta forseglingen
for att koppla bort Buffer Waste Bag.

6. Koppla bort Non-Target Cell Bag pa
samma satt.

7. Ta bort Non-Target Cell Bag och

FTIHAL HANDLIHG

ARl iva

-Bxe'ggggs Code:
Ll e T e T T

—Scal OFf and
Dicoonnoot 211
Baos

—PFrocs ENMT

DEFLETION =1

Skarm 7.88: Koppla bort pésar och registrera
processkod

Forsegla Cell Collection Bag

e I
[ [ =]
L= ey [T

]

[ —

Forsegla Buffer Waste Bag

|
Figur 7.26: Koppla bort pasar

uppsamlingspasen for buffert. Spara alla pasar tills den slutliga analysen av

alla celler &r avslutad.

Malcellerna kan ny bearbetas i enlighet med kliniska protokoll.

Fortsatt genom att trycka pd ENT.
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Ta bort slangset och stiang av

[ fonstret indikeras Skarm 7.89. —

1. Tabortslangsetet: Bérja med ventil nr 6,9
och 10 och arbeta dig uppat, ta bort
slangen fran vatskesensorn och fran ven-
tilerna genom att trycka pa ventilerna. Ta
bort kolonnen fran kolonnhallaren. Kasse-
ra slangsetet som biologiskt riskmaterial
enligt vanliga sjukhusprocedurer.

FTIHAL HANDLIHG

Esaprizy
~Renove Tuking Set

-~ Twen Power OFF
~Clean Instrument

PFroooss Code-
Ll Ll LT
TMEPLETION =1

2 Stang av CliniMACS Plus Instrument.

3. Rengor instrumentet enligt 1
Skdrm 7.89: Ta bort slangset och stdng av

rengdringsanvisningarna, se avsnittet
"Rengoring och desinfektion” i
anvandarhandboken for CliniMACS Plus
Instrument. Folj standardprocedurerna fér behandling av infektiost material.

Analys av celler

VIKTIGT

B CliniMACS PBS/EDTA Buffer behéver inte tas bort fore administrering av de
separerade madlcellerna om volymen inte 6verskrider 100 mL per transplantat vid
ldmpligainfusionshastigheter. Patientens njurstatus och effekter pdblodelektrolyter
mdste beaktas. Sdrskilt hos barn mdste infusionshastigheterna justeras i enlighet
hdrmed.

B Om volymen pa mdlcellsfraktionen éverstiger 100 mL mdste den minskas pad
lampligt sdtt, t.ex. genom centrifugering eller buffertbyte, till en infusionslésning
som dr godkdnd i anvidndarens namn.

/\ FORSIKTIGHET
Risk for nedsatt kvalitet pa malceller. Malcellerna maste analyseras och bekréftas

uppfylla anvandarkraven, i annat fall kan dess lamplighet for klinisk anvandning
forsamras. Undersok malcellerna avseende kvalitet och kvantitet enligt deras
avsedda anvandning.

Detta maste inkludera féljande parametrar:

« totalt antal leukocyter

« viabilitet och totalt antal malceller

« depletionseffekt

Aven totalt antal leukocyter och viabilitet pa den cellfraktion som inte &r malet bor

faststallas. Listan ar ett exempel och andra tester ska inkluderas baserat pa avsedd
anvandning och kliniska protokoll. Registrera analysdata.

201



DETALJERAD INFORMATION OM STEG 1-4

202



8 Felsokning

Detta kapitel ar avsett som referens for att ge information om eventuella ovantade
handelser som kan uppkomma och for att ge forslag pa lamplig korrigerande
atgard. For information som inte omfattas av detta kapitel, kontakta Miltenyi Biotec
Technical Support sa snart som majligt.

Notera: Ordningen i detta kapitel foljer den faktiska separationssekvensen.

8.1  Miltenyi Biotec Technical Support

Vid ett funktionsfel pa instrumentet eller ett processfel som inte kan korrigeras av
operatoren (felmeddelanden), kontakta Miltenyi Biotec Technical Support:

e +49 2204 8306-3803
&= technicalsupport@miltenyi.com

Besok www.miltenyibiotec.com for kontaktuppgifter till lokal Miltenyi Biotec
Technical Support.

8.2 Beredning av leukaferesprodukten

B Det prov som mottagits ar spatt

Magnetisk markning bor helst utféras i en spadd leukaferesprodukt. Justera
leukaferesprodukten till en slutlig spadning pa cirka 1:3. Om det prov som
mottagits ar spatt mer an 1:3 eller om operatoren inte kanner till provets exakta
plasmakoncentration, tillsatt immunglobulin till provet fore tillsats av reagenset
(rekommenderad koncentration av immunglobulin i markningsvolymen:
1,5 mg/mL). Det &r viktigt att ha en viss mangd immunglobulin i provet under
markningen for att minimera icke-specifik bindning av reagenset.

B Antalet malceller i leukaferesprodukten ar lagt

Mobiliseringen av stamceller var oftillrdcklig. Kontrollera analysen av
leukaferesprodukten.

FELSOKNING
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B Dadlig viabilitet i leukaferesprodukten

Leukaferesprodukten kanske har aspirerats, forvarats eller transporterats pa fel
satt. For att sakerstdlla en battre provkvalitet ska beredning och separation av
leukaferesprodukten  utforas omedelbart efter leukaferes. Forvara
leukaferesprodukten vid en leukocytkoncentration som understiger 0,2x10°
per mL. Spad leukaferesprodukten vid behov med autolog plasma.
Leukaferesprodukten ska inte vara dldre an 24 timmar nar marknings- och
separationsprocedurens paborjas. Om leukaferesprodukten exempelvis maste
forvaras 6ver natten ska detta ske vid kontrollerad rumstemperatur (+19 °C till
+25 °C [+66 °F till +77 °F]).

8.3 CliniMACS Plus Instrument och
CliniMACS-slangset

8.3.1 Felmeddelanden

Det finns ett antal méjliga funktionsfel som N
kan uppkomma pa instrumentet och i
programvaran. Dessa dr mdrkta som sadana
och visas pa skarmen. De avser interna fel som Error #i
inte kan korrigeras av operatoren. Registrera
felnumret och kontakta Miltenyi Biotec
Technical Support.

—Refer to HManual

Ett mojligt felmeddelande visas pa Skarm 8.1. I
Skarm 8.1: Felmeddelande nr 1

Forutom felmeddelanden ar funktionsfel som

kan korrigeras av operatdéren markta med

"Varningsmeddelanden” (se avsnitt 8.4.1).

8.3.2 Laddning och priming av slangsetet

B Ventilerna 6ppnas inte nar operatdren instrueras att satta in slangen i en
sarskild ventil

Ventilerna ar utformade for att fungera korrekt nar slangen har satts in. Tryck
manuellt pa ventilen for att 6ppna den. Kontrollera ventilen noggrant under
ventilrorelsesekvensen.Omventilenintetrycksnedunderventilrdrelsesekvensen,
se avsnitt "Ventil trycks inte ned under ventilrérelsesekvensen”.

B Ventil trycks inte ned under ventilrérelsesekvensen

Bekrafta att slangen &r korrekt insatt. Kontrollera att ventilerna dr noggrant
rengjorda. Alla ventiler som har kontaminerats med vétska maste bytas ut.
Kontakta Miltenyi Biotec Technical Support.
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W Buffert lacker fran slangen under priming

Slangsetet ar defekt. Stang av CliniMACS Plus Instrument och starta priming
med ett nytt slangset och tillrdckligt med ny buffert.

B Det finns Overskott av luft i slangsetet efter priming

Buffertpasen d&r inte tillrdckligt punkterad. Anvdnd ett nytt slangset och
tillrackligt med ny buffert och starta om CliniMACS Plus-separation. Bekrafta att
septumet pa buffertpasen ar korrekt punkterat.

B Ovantad buffertvolym i pasar efter priming Efter priming ska det endast finns
vatska i uppsamlingspasen for priming och uppsamlingspasen for buffert

Slangsetet ar inte korrekt monterat. Vatska kan lacka bakom ventilerna om
slangsetet inte ar korrekt installerat eller om ventilerna inte fungerar pa ratt
sdtt. Ta bort slangsetet och byt ut det mot ett nytt. Starta primingproceduren
med tillrackligt med ny buffert. Dalig prestanda hos CliniMACS Plus-separation
kan bli foljden om slangsetet inte ar korrekt insatt.

B Pumpmotorn stannar under priming

Pumpslangen ar inte korrekt insatt. Tryck pa STOP for att avbryta primingen och
tryck pa "OFF” och darefter pd "ON" igen. Satt en kldamma pa buffertslangen
med en peang under installationsproceduren, korrigera pumpslangens position
och ta bort den lasande peangen innan primingsekvensen startas.

8.4 Automatisk cellseparation

8.4.1 Varningsmeddelanden

Till skillnad fran felmeddelanden (se avsnitt 8.3.1) visas varningsmeddelanden pa
skarmen nar det interna kontrollsystemet pa CliniMACS Plus Instrument upptacker
ett funktionsfel som kan korrigeras av operatoren. Vanligtvis visas ett
varningsmeddelandeikombinationmedettljud(“pip”).Omettvarningsmeddelande
visas under CliniMACS Plus-separation, folj anvisningarna pa skarmen for att
fortsdtta med cellseparationen. Generellt visas varningsmeddelanden ndr du
trycker pa STOP, ndr pumpdorren dr Oppen, ndar pumpen stannar eller nar
vatskesensorn upptacker ett fel.

Eftersom olika typer av ovantade héandelser kan uppkomma under olika
separationsprogram dr foljande av avsnitt uppdelat i olika delar.

FELSOKNING
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8.4.2 Ovantade handelser: Alla separationsprogram

B Fel upptackt av vitskesensorn

Varningsmeddelande nr 1 visas under |
startfasen av celladdningsprocessen om

vatskesensorn inte upptdcker viatska i Errvor Detected by

| Nar forfilter skaljs med buffert fé Liguid Semsor

sangen.' arfor oers 6ljs med bu ?r org —Cheok Semsor for
celladdningen maste det finnas vatska i Proper Tubing

Insertion

slangen vid denna tidpunkt. —Press '5*

Kontrollera féljande punkter:

1. Ar slangen korrekt insatt? | |
vitskesensorn? Om inte, gér det. Figur 8.1: Varningsmeddelande nr 1

2. Arslangen fylld med buffert? Om inte,
se punkt 3.

3.  Om slangen inte ar fylld med buffert, inspektera slangen fér veck som
blockerar buffertflodet uppat i forfilter och Cell Preparation Bag. Justera
slangsetets position. HOj eller sankt pashangarna vid behov med
pashangarklammorna. Justera slangens position i ventilerna. Andra
slangens position och 6ppna ventilerna genom att trycka pa knappen
manuellt. Kontrollera att slangen inte ar veckad, vriden eller spand.

4.  Ar Cell Preparation Bag punkterad korrekt? Kontrollera att forfilter-spiken
har penetrerat septumet pa porten pa Cell Preparation Bag.

5.  Omslangsetetinte ar helt fyllt med buffert: Har buffert-spiken pa slangsetet
penetrerat buffertpasen? For korrigering, se "Det finns 6verskott av luft i
slangsetet efter priming" in avsnitt 8.3.2.

Efter den korrigerande atgarden fortsatter du med den pagaende separationen
och trycker pa 5. Om varningsmeddelande nr 1 visas igen efter att var och en av
de mojliga orsaker som anges ovan har uteslutits kan vatskesensorn vara defekt.
Kontakta Miltenyi Biotec Technical Support.

B Celler flyttar sig till fel del av slangsetet. Vatska lacker forbi ventil(er)

» Slangsetet ar inte korrekt insatt. Om en instrumentkdrning pagar, tryck pa
STOP och satt en klamma pa slangen med en peang. Justera slangen genom
att forst trycka ned lamplig ventil. Ta bort den ldsande peangen och tryck pa
RUN for att ateruppta separationen. Cellseparationen kommer att avbrytas
om inte RUN trycks ned inom 600 sekunder.

» Ventilerna fungerar inte korrekt. Tryck pa STOP. Sétt en peang pa slangen.
Tryck ned ventilen manuellt flera gdnger for att lossa den ventil som fastnat.
Ta bort den lasande peangen och tryck pa RUN for att fortsatta.
Cellseparationen kommer att avbrytas om inte RUN trycks ned inom
600 sekunder. Om anvandaren inte kan lossa den ventil som fastnat,
kontakta Miltenyi Biotec Technical Support.
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» Fel programvara har anvénts. Kontrollera displayen fér namn pa det program
som anvands. Avsluta kérningen genom att trycka pa STOP och kontakta
omedelbart Miltenyi Biotec Technical Support.

B Magnet ror sig inte

Magnetkopplingsdonet fungerar inte. Ett fel pd magnetkopplingsdonet har
uppkommit. Ett felmeddelande visas (se avsnitt 8.3.1). Registrera felnumret pa
felmeddelandet och kontakta Miltenyi Biotec Technical Support.

B Pumpmotorn stannar under separation

Pumpslangen &r inte korrekt insatt och |
kanske inte kan rotera. | detta fall visas e st a s

. . oo rocess i) (=] H
varningsmeddelande nr 2 i fonstret. Pump Stalled t
Operatoren har da 600 sekunder pa sig for To Continue

i iti -Fix Problemn
korrigera pumpslangens position. —Rix Fpoklem o

Areikti 2 Frocess will be

1. Ta forsiktigt bort pumpslangen fran Aborted

pumpen. in 5564 Eeconds
2. Kontrollera att pumpslangen inte har |

skadats av det felaktiga insittandet. Skarm 8.2: Varningsmeddelande nr 2

Om pumpslangen lacker, satt en

kldamma pa slangen ovanfor och nedan

separationskolonnen for att spara de celler som finns kvar pa kolonnen
och kontakta Miltenyi Biotec Technical Support.

3. Om pumpslangen inte dr skadad kan den sattas in i igen i pumphdljet.

4. Tryck pa RUN for att starta separationen inom 600 sekunder annars
kommer separationen att avbrytas.

Om pumpslangen ar platt och kollapsad tyder detta pa en blockerad kolonn. |
detta fall ska du kontakta Miltenyi Biotec Technical Support.

B Provladdningen avbryts inte trots att Cell Preparation Bag och forfilter ar
tomma

Vatskesensorn fungerar inte pa ratt satt, exempelvis eftersom ytan pa slangen i
vétskesensorn ar fuktig. Tryck pa STOP for att avbryta separationen. Ta bort
slangarna fran vatskesensorn. Torka slangen och kontaktomradet med en
pappersservett ellerabsorberande material. Satt tillbaka slangenivatskesensorn
och tryck pd RUN. Avbryt inte sekvensen i mer @n 600 sekunder annars kommer
cellseparationen att avbrytas.

Om det inte gar att aktivera vatskesensorn pa detta satt, tryck pa STOP, darefter
pa 2 och bekrafta med ENT for att hoppa Over provladdning och fortsatta
separationen.
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8.4.3 Ovantade handelser: Endast
anrikningsprogrammet

B Korning avbryts innan cellseparationsprogrammet ar avslutat

o Pumpdorr 6ppen: Av sdkerhetsskal av- |
bryts den pagdende separationen auto-
. . .. Process Stopped *

matiskt under instrumentkdrningen om Pump Door Open *
pumpddrren 6ppnas. Meddelande nr 5 To Continue

i i fo —Close Pump Dooxr
visas i fonstret. “Slose Pume

= & 2 Frocess will he
Stang pumpd®drren och tryck pa RUN. fhortod

in 5564 Seconds

Om, som i detta fall, RUN inte trycks ned
inom 600  sekunder kommer |
separationen att avbrytas och Skarm 8.3: Varningsmeddelande nr 5
cellseparationen kommer inte att

avslutas. Atervinn s& mycket som

mojligt av provet fran slangsetet genom att kra AKUTPROGRAMMET.

« Stromavbrott: Stromavbrott leder till att CliniMACS Plus-separation avbryts.
Cellseparationen kommer inte att avslutas nar strommen aterkommer.
Atervinn s& mycket som majligt av provet fran slangsetet genom att kora
AKUTPROGRAMMET.

8.4.4 Ovantade handelser: CD34 SELECTION 1/2

B lLaddning avbruten innan hela provet har laddats i kolonnerna

forfilter &r blockerat pa grund av stora mangder celldebris eller pa grund av
ofullstandig fyllnad av filtret. P4 grund av fortsatt pumpning har ett vakuum
skapatsoch detta harletttill att bildandetav luftbubblor aktiverar vatskesensorn.
Darfor har separationsprocessen fortsatt med kolonntvatten innan hela provet
kunde laddas. Det &r inte mojligt att starta om provladdningen nér
laddningssekvensen har avbrutits.

Lat CliniMACS Plus Instrument avsluta separationsprogrammet. Avbryt inte den
aktuella korningen eftersom det kan leda till onddig cellforlust. Efter att
separationsproceduren ar avslutad, filtrera det kvarvarande provet med ett
200 pm in-line blodfilter och 6verfér det en ny transferpase. Utfér omedelbart
en andra separation med ett nytt slangset och tillrackligt med ny buffert.

B Pumpslangen har kollapsat och/eller det finns 6verskott av luft i slangsetet
nedanfor forkolonnen under celladdning

Forkolonnen ar blockerad pa grund av stora méangder celldebris i Cell
Preparation Bag. Du maste hoppa éver den manuellaladdningen av kvarvarande
celler och fortséatta separationen med de celler som redan har laddats i systemet.
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1. Tryck pa STOP for att avbryta |
celladdningen. Varningsmeddelande
. FProcess iZtopped *?
nr 3 visas. Press
2 Trvek S 0 f6 h . - EUE tE EuFtinuE
- in ) 1L roCceSs
. Tryc p.a or att hoppa Oover = 1 IS Ypd.teoeess
celladdningsprocessen. Loading
Frocess will hbe
Varningsmeddelande nr 4 visas och Aborted conds
ger operatoren mojlighet att bekrafta
eller andra beslutet eftersom det inte .

gér att sndra beslutet att hoppa éver Skarm 8.4: Varningsmeddelande nr 3

provladdning.
3. Tryck pa ENT och separations-

programmet kommer att avbryta O
provladdningen och fortsatta med
z UARMING ¢
kolonntvattar. Skip Sample Loading
is not Hewversihble 1
Satt en klamma nedanfor forfilter for att To Co Back
Lo o o -Press 'H4° Ke
forhindra att cellerna lacker ut fran Cell To Confirm =
Preparation Bag till slangsetet. Efter att “Fress ENT
P . 9 "g ’ Aborted

separationsproceduren ar avslutad, filtrera in 564 Seconds

det kvarvarande provet med ett 200 pm in-
line blodfilter och oOverfér det en ny
transferpase.

Skarm 8.5: Varningsmeddelande nr 4

Utfor omedelbart en andra separation med
ett nytt slangset och tillrdckligt med ny buffert.

8.4.5 Ovantade handelser: ENRICHMENT 1.1

B Laddning avbruten innan hela provet har laddats i kolonnerna

forfilter ar blockerat pa grund av stora mangder celldebris eller pa grund av
ofullstandig fyllnad av filtret. P4 grund av fortsatt pumpning har ett vakuum
skapats och detta har lett till att luftbubblor bildats Dessa har aktiverat
vétskesensorn och separationsprocessen har fortsatt direkt med det slutliga
steget i provladdningen. En del provet kan finnas kvar i Cell Preparation Bag
efter att separationen &r avslutad.

Lat CliniMACS Plus Instrument avsluta separationsprogrammet. Avbryt inte den
aktuella kdrningen eftersom det kan leda till onédig cellforlust.

Faststall det totala antalet celler, procentandel malceller och kvarvarande
provladdningsvolym i Cell Preparation Bag och ange faktiska provparametrar
under installning av instrumentet (STEG 2). Efter att separationsproceduren ar
avslutad, filtrera det kvarvarande provet med ett 200 um in-line blodfilter och
overfor det en ny transferpase. Utfér omedelbart en andra separation med ett
nytt slangset och tillrdckligt med ny buffert.
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B Fel provparametervarden har angetts

Den provladdningsvolym som har angetts var lagre d@n den faktiska volym i den
anslutna Cell Preparation Bag. Det dr inte mgjligt att starta om provladdningen
nar den har avbrutits.

Lat CliniMACS Plus Instrument avsluta separationsprogrammet. Avbryt inte den
aktuella kérningen eftersom det kan leda till onddig cellforlust.

Faststall det totala antalet celler, procent malceller och kvarvarande
provladdningsvolym i Cell Preparation Bag och ange faktiska provparametrar
under installning av instrumentet (STEG 2). Bearbeta kvarvarande prov med ett
nytt slangset, ett nytt forfilter och tillrackligt med ny buffert.

B Pumpmotorn stannar under eluering av malceller i Cell Collection Bag

Den lasande peangen bredvid Cell Collection Bag ar inte 6ppen under
elueringssekvensen. Saledes ar vagen till Cell Collection Bag blockerad.

Tryck pad STOP och 6ppna den ldsande peangen bredvid Cell Collection Bag.
Oppna pumpddrren och kontrollera att pumpslangen &r korrekt insatt. Sting
pumpdorren och tryck pa RUN for att starta om elueringssekvensen inom
600 sekunder.

8.4.6 Ovantade handelser: ENRICHMENT 3.2

B Laddning avbruten innan hela provet har laddats i kolonnerna

forfilter &r blockerat pa grund av stora mangder celldebris eller pa grund av
ofullstandig fylinad av filtret. P4 grund av fortsatt pumpning har ett vakuum
skapats och detta har lett till att luftbubblor bildats. Dessa har aktiverat
vatskesensorn och separationsprocessen har fortsatt direkt med kolonntvattar
innan alla prover har laddats. Det ar inte majligt att starta om provladdningen
nar laddningssekvensen har avbrutits.

Lat CliniMACS Plus Instrument avsluta separationsprogrammet. Avbryt inte den
aktuella kérningen eftersom det kan leda till onédig cellforlust.

Efter att separationsproceduren ar avslutad, filtrera det kvarvarande provet
med ett 200 um in-line blodfilter och 6verfor det en ny transferpase. Utfor
omedelbart en andra separation med ett nytt slangset och tillrdckligt med ny
buffert.

B Pumpmotorn stannar under eluering av malceller i Cell Collection Bag

Den ldsande peangen bredvid Cell Collection Bag &r inte 6ppen under
elueringssekvensen. Saledes ar vagen till Cell Collection Bag blockerad.

Tryck pa STOP och 6ppna den lasande peangen bredvid Cell Preparation Bag.
Oppna pumpddrren och kontrollera att pumpslangen &r korrekt insatt. Sting
pumpdorren och tryck pa RUN for att starta om elueringssekvensen inom
600 sekunder.
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8.4.7 Akutprogram
(ska endast anvandas med anrikningsprogram)

Om, av nagot skal, en korning irreversibelt har avslutats innan malcellerna har
eluerats fran separationskolonnen kan akutprogrammet koéras for att eluera
cellerna fran separationskolonnen. Detta program har utformats sa att det endast
kan anvandas med alla anrikningsprogram tillsammans med antingen ett
CliniMACS Tubing Set (REF 161-01) eller ett CliniMACS Tubing Set LS (REF 162-01).

Akutprogrammet far inte anvandas med nagot depletionsprogram.

Notera: Akutprogrammet kommer att eluera cirka 75 mL vétska. Kontrollera att en
lamplig Cell Collection Bag ar ansluten till slangsetet.

1. Kontrollera att separationskolonnen dr magnetiserad genom att stdnga av
instrumentet, vanta 5 sekunder och sla pa instrumentet igen. Magneten
kommer att dras tillbaka frdn den magnetiska separationsenheten (se avsnittet
"Beskrivning” i anvandarhandboken for CliniMACS Plus Instrument).
Kontrollera detta genom att halla ett litet magnetiserbart foremal mot den
magnetisk separationsenheten. Om magneten inte har dragits tillbaka, eller
om ett stromavbrott pagar, kontakta Miltenyi Biotec Technical Support.

2. Vanta tills huvudskdarmen visas i fonstret (se avsnittet “Installation” i
anvandarhandboken for CliniMACS Plus Instrument).

Om du vill hdmta akutprogrammet, tryck L
pa 4.1 fonstret indikeras Skarm 8.6.

3. Omduvill fortsitta elueringen av fangade EMERGENCY PROGRAM

celler, tryck pa RUN.

This Program will
Elute Cells
Trapged_ln Column
and Tubing Set
into Cel
Collection Bag

Notera:Omduvilllamna akutprogrammet
utan att starta elueringen av fangade
celler, tryck pa STOP.

To Co Back
—-Press STOP

To Start
—Press RUN

4.  OQverfor de eluerade celler som samlats
upp i Cell Collection Bag till en ny 600 mL
transferpase. Poola eventuellt de
kvarvarande cellerna i Cell Preparation Skarm 8.6: Akutprogram
Bag med de celler som eluerats av
akutprogrammet. Starta en ny
separationsprocedur med ett nytt slangset och tillrdckligt med ny buffert.

CELL ELUTION
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8.4.8 Ovantade handelser: DEPLETION 2.1

B Malceller nar inte Cell Collection Bag

Pumpen kan inte ladda produkten fran Cell Preparation Bag eftersom klamman
bredvid Cell Collection Bag inte dr 6ppen under celladdningssekvensen. Tryck
pa STOP och oppna klamman bredvid Cell Preparation Bag. Fortsatt
depletionsprocessen genom att trycka pa RUN.

Lat CliniMACS Plus Instrument avsluta separationsprogrammet. Avbryt inte den
aktuella kdrningen eftersom det kan leda till onddig cellférlust. Om en del av
produkten &r kvar i Cell Preparation Bag efter att depletionsproceduren ar
avslutad, bearbeta de kvarvarande cellerna med ett nytt slangset, ett nytt
forfilter och tillrackligt med ny buffert.

Faststdll det totala antalet celler, procentandel markta celler och
provladdningsvolym och ange faktiska provparametrar under instdllning av
instrumentet (STEG 2) och starta en ny depletion.

B lLaddning avbruten innan hela provet har laddats i kolonnerna

Luftbubblor i provet och/eller forfilter aktiverade vatskesensorn innan hela
provet hade laddats. Avbryt den aktuella kérningen och kontrollera totalt
cellantal och depletionseffekt hos cellerna i Cell Collection Bag. Bearbeta vid
behov kvarvarande prov med ett nytt slangset, ett nytt forfilter och tillrackligt
med ny buffert.

Faststall det totala antalet celler, procent markta celler och provladdningsvolym
och ange faktiska provparametrar under instéllning av instrumentet (STEG 2)
och starta en ny depletion.

8.4.9 Ovantade handelser: DEPLETION 3.1

B Laddning avbruten under Staged Cell Loading innan hela provet har laddats i
kolonnerna

« forfilter har satts in at fel hall. Saledes ar droppkammarfunktionen inte
tillganglig och luftbubblor kan passera vatskesensorn direkt vilket leder till
att provladdningen avbryts innan hela provet har applicerats. Instrumentet
fortsatter depletionsprocessen genom att omedelbart bérja med nasta
steg. Det dr inte mojligt att starta om provladdningen néar den har avbrutits.

» forfilter ar blockerat pa grund av stora mangder celldebris eller pa grund av
ofullstandig fylinad av filtret. P4 grund av fortsatt pumpning har ett vakuum
skapats och detta har lett till att luftbubblor bildats. Dessa har aktiverat
vatskesensorn och separationsprocessen har fortsatt direkt med det slutliga
steget i provladdningen. En del provet kan finnas kvar i Cell Preparation Bag
efter att separationen &r avslutad.

Avbryt den aktuella kérningen och poola innehallet i Reapplication Bag och
Cell Preparation Bag. Bearbeta kvarvarande celler med ett nytt slangset, ett nytt
forfilter och tillrdckligt med ny buffert.
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B Laddning avbruten under kanslig provladdning (steget Kanslig laddning)

Reapplication Bag hanger lagre @n Cell Preparation Bag. Under steget
sensitive loading” ar Cell Preparation Bag tom innan volymen &r helt laddad i
Reapplication Bag Darfor ar det mojligt att luftbubblor aktiverar vatskesensorn
innan provetar heltladdat frdn Reapplication Bag efteratt depletionsproceduren
ar avslutad. Det ar inte mojligt att starta om provladdningen nér den har
avbrutits.

Lat CliniMACS Plus Instrument avsluta separationsprogrammet. Avbryt inte den
aktuella korningen eftersom det kan leda till onddig cellférlust. Bearbeta
kvarvarande prov med ett nytt slangset, forfilter och tillrackligt med ny buffert.

Faststdll det totala antalet celler, procentandel markta celler och
provladdningsvolym och ange faktiska provparametrar under instéllning av
instrumentet (STEG 2). Beakta det obligatoriska behovet av tre stora pdshdngare
for programmet DEPLETION 3.1 och se installationsanvisningarna for korrekta
hojder pa pasarna (se avsnitt 7.3.3).

B Malceller (icke-markta celler) nar inte Reapplication Bag under stegvis
celladdning i bulk (laddningssteg)

Fel slang har satts in i ventil nr 3 (hdger gren pa slangen till Reapplication Bag
insatt istallet for vanster [Y-koppling]). Tryck pa STOP och ta bort den felaktiga
slangen fran ventil nr. 3. Satt manuellt in ratt slang (vanster gren pa slangen till
Reapplication Bag) i ventil 3 enligt beskrivningen i installationsanvisningarna.
Tryck pa RUN for att fortsatta med depletionsproceduren inom 600 sekunder.

Lat CliniMACS Plus Instrument avsluta separationsprogrammet. Avbryt inte den
aktuella korningen eftersom det kan leda till onddig cellférlust. Kontrollera
depletionseffekt pa malfraktionen i Cell Collection Bag. Om depletionseffekten
inte ar tillracklig, upprepa depletionsproceduren med ett nytt slangset, ett nytt
forfilter och tillrdckligt med ny buffert.

Faststall det totala antalet celler, procentandel markta celler och
provladdningsvolym och ange faktiska provparametervarden under instélining
av instrumentet (STEG 2) och starta en ny depletion.

B Celler flodar till buffertpdasen under gravimetriskt skoljsteg

Buffertpasen hanger for lagt (Iagre an Cell Preparation Bag). Tryck pa STOP och
flytta buffertpdsens hangare till korrekt position. Kontrollera att de tre stora
pashdngarna &r installerade for programmet DEPLETION 3.1 och se
installationsanvisningarna for korrekta héjder pa pasarna (se avsnitt 7.3.3).

o Om cellerna inte har natt buffertpasen racker det att manuellt 6ppna ventil
nr 1 och 2 for ett kort aterflodande av celler till Cell Preparation Bag. Efter att
buffertpasen ar klar igen, stang ventil nr 1 och 2 och tryck pa RUN for att
fortsatta med depletionsproceduren inom 600 sekunder.

« Om cellerna redan har natt buffertpasen, byt ut buffertpasen och 6ppna
manuellt ventil nr 1 och 2 fér en kort spolning av buffertpasens slang och
tryck pa RUN for att fortsatta med depletionsproceduren inom 600 sekunder.
Bearbeta vid behov kvarvarande prov i buffertpasen (om volymen
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Overskrider 300 mL, overfor forst provet till en pase som kan centrifugeras
for volymreduktion), anvand ett nytt slangset, ett nytt forfilter och tillrackligt
med ny buffert.

B Pumpmotorn stannar under forsta eluering av markta celler till Non-Target Cell

Bag

« Klamman har inte tagits bort efter integritetstestet. Tryck pd STOP och ta
bort klamman. Oppna pumpdérren och kontrollera att pumpslangen &r
korrekt insatt. Stdng pumpdodrren och tryck pd RUN for att starta om
elueringssekvensen inom 600 sekunder.

« Fel slang har satts in i ventil nr 3 (slangen till Non-Target Cell istdllet for
vénster gren [Y-koppling]) pa Reapplication Bag. Tryck pa STOP och ta bort
Non-Target Cell Bag fran ventil nr. 3. Satt manuellt in ratt slang (vanster gren
pa slangen till Reapplication Bag) i ventil 3 enligt beskrivningen i
installationsanvisningarna.Tryckpd RUNforatt startaomelueringssekvensen
inom 600 sekunder.

8.5

8.5.1

Cellseparationsprestanda

Ovantade handelser: Endast
anrikningsprogrammet

B Antalet erhdlla malceller &r 1agt

» Malcellerna var daligt markta vid reagenset:

Reagensets uttgangsdatum har passerat. Kontrollera utgangsdatum.
Anvand inte reagens efter utgangsdatum.

Reagens har inte férvarats pa ratt satt. Kontrollera forvaringstemperatur.
Anvand inte felaktigt forvarat reagens (se anvisningar for anvandning av
reagenset).

Rekommenderad markningsprocedur har inte beaktats. Se avsnitt en
provberedning och separationsprocedur i anvandarhandboken.

o Celler har forlorats under beredningsstegen.

Celler togs bort med supernatanten till uppsamlingspasen for plasma
och Wash Waste Bag pa grund av ofullstindig sedimentering eller for
tidig suspension av cellerna, t.ex. nar pasen togs ut fran centrifugen.
Jamfor leukocytinnehall i icke-markt cellprodukt och markt cellprodukt.
Kontrollera centrifugeringsinstéllningarna for korrekt centrifugering.
Faststall cellinnehall fran alla uppsamlingspasar.

Buffert innehdll inte HSA. Tillsatt HSA till buffert med en slutlig
koncentration pa 0,5% (v/v), (se avsnittet "CliniMACS-material som kravs”
for respektive applikation).

Centrifugeringsinstallningarna var suboptimala. Kontrollera
centrifugeringsinstéliningarna.
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= Obalans i centrifugen eller anvdndning av eller asymmetrisk laddning av
centrifug.

» Felaktig analys.

= Provfel uppstod. Kontrollera cellsuspension for celler med klumpar eller
sedimenterade celler. Bekrafta att representativa prov har tagits och
upprepa analysen.

= Fargningsfel uppstod. Kontrollera flodescytometrireagens. Upprepa
fargning.

= Felaktiga flodescytometerinstallningar. Kontrollera
instrumentinstaliningarna.

B L3dgrenhet pd malceller.

« Cellprodukten har forvarats pa fel satt. Beredning och separation av
cellprodukten ska utféras omedelbart efter leukaferes. Férvara cellprodukten
vid en leukocytkoncentration som understiger 0,2x10° per mL. Spad vid
behov cellprodukten med autolog plasma. Cellprodukten ska inte vara édldre
an 24 timmar nar marknings- och separationsprocedurens pabodrjas. Om
cellprodukten exempelvis maste forvaras 6ver natten ska detta ske vid
kontrollerad rumstemperatur (+19 °C till +25 °C [+66 °F till +77 °F]).

« Det magnetiska markningsprotokollet har inte foljts (t.ex. felaktiga volymer
under magnetisk markning). Folj anvisningarna for magnetisk markning (se
STEG 1 i avsnittet for respektive applikation). Faststall i felsokningssyfte
undergrupper av leukocyter (B-celler, T-celler, monocyter, granulocyter
samt trombocyter) som kontaminerar malcellsfraktionen och kontakta
Miltenyi Biotec Technical Support for rad.

« Ett stort antal granulocyter kontaminerade med startprodukt (suboptimal
aferesinstallning). Fargade granulocyter binder da CliniMACS-reagens icke-
specifikt, vilket kan leda till lagre renhet pa malcellerna.

« Funktionsfel paventil har uppstatt. Eluerad malcellsfraktion har kontaminerat
delvis av den fraktion som inte dr malet eller buffertavfallsfraktionen.
Inspektera slangplaceringen i ventilerna for att sakerstélla korrekt funktion.
Bedom malcellsinnehallet i den cellfraktion som inte & malet och
buffertavfallet. Poola vid behov malfraktionen och den cellfraktion som inte
ar malet, minska till lamplig volym och upprepa separationen med ett nytt
slangset och tillrackligt med ny buffert.

B |cke-specifikt kvarhallande av déda celler fran cellprodukt eller stor icke-
specifik cellforlust under proceduren

o Buffert innehaller inte HSA. Tillsatt HSA till buffert med en slutlig
koncentration pa 0,5% (v/v), (se avsnittet “CliniMACS-material som kravs” for
respektive applikation).

o Cellprodukten kan ha forvarats pa fel satt. Beredning och separation av
cellprodukten ska utféras omedelbart efter leukaferes. Férvara cellprodukten
vid en leukocytkoncentration som understiger 0,2x10° per mL. Spad vid
behov leukaferesen med autolog plasma. Cellprodukten ska inte vara aldre
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an 24 timmar nar marknings- och separationsprocedurens pabodrjas. Om
cellprodukten exempelvis maste forvaras 6ver natten ska detta ske vid
kontrollerad rumstemperatur (+19 °C till +25 °C [+66 °F till +77 °F]).

» Ofullstandig provladdning pa grund av tilltdppning av separationskolonn,
forfilter eller férkolonn. Kontrollera totalt cellantal och depletionseffekt hos
kvarvarande celler.

8.5.2 Ovantade handelser: CD34 SELECTION 1/2,
ENRICHMENT 1.1

B Lag renhet pa malcellerna
Elueringen fran separationskolonnen var ofullstandig.

» Separationsprogram avbrots. Kontrollera displayen for felmeddelande
Fortsatt med avsnitt "Kérning avbryts innan cellseparationsprogrammet ar
avslutat” (se avsnitt 8.4.3 pa sidan 208).

o Pumpfel eller ventilfel har uppstatt. Hamta celler fran slangsetet efter
akutprogrammet som beskrivs i avsnitt 8.4.7. Kontrollera volymerna pa alla
fraktioner. Bedém malcellsinnehallet i uppsamlingspasen fér buffert och
Negative Fraction Bag.

« Slangen till Cell Collection Bag &r blockerad. Kontrollera slangset for stangda
klammor, ocklusioner eller veck.

« Kapacitet hos reagens och/eller slangset har dverskridits. Se kapacitetsgrans
for relevant applikation.

» Slangaérintekorrektinsatt. Kontrolleraallaventilerférkorrektslanginsattning.

8.5.3 Ovantade handelser: CD34 SELECTION 1/2

B Lag renhet pa malcellerna
Icke-malceller har hallits kvar.

« Dalig mobilisering av malceller. Mycket 1agt antal malceller har uppkommit.
Darfor kan ett lagt antal kontaminerade icke-malceller (t.ex. granulocyter,
monocyter, trombocyter) leda till Iagre renhet.

o Mangden plasma eller immunglobuliner var otillracklig under magnetisk
markning. Folj anvisningarna for magnetisk markning (se STEG 1 i avsnittet
for respektive applikation).

Om en slutliga koncentration pa cirka 30% autolog plasma i provet under
magnetisk markning inte kan garanteras, tillsatt immunglobulin till provet.
En slutlig koncentration pa 1,5 mg/mL rekommenderas for effektiv
blockering av icke-specifik reagensbindning under magnetisk markning.
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8.5.4 Ovantade handelser: ENRICHMENT 1.1

B Antalet erhalla malceller &r lagt

Felaktig inmatning av provparameter. Jamfér parameterinmatning med
analysresultat.

8.5.5 Ovantade handelser: DEPLETION 2.1 och

DEPLETION 3.1

B Depletionseffekten ar lag

Om depletionseffekten ar otillracklig, bearbeta kvarvarande prov med ett nytt
slangset och tillrackligt med ny buffert. En ny méarkning av de celler som ska
depleteras ska Overvagas. Faststéll antalet celler och procentandel celler som
ska depleteras och ange faktiska provparametrar under instdllning av
instrumentet (STEG 2). Om synliga klumpar uppstar kan det vara till hjalp att
filtrera cellerna for en ny korning. Beakta att celler kan ga forlorade pa grund av
klumpar och ytterligare filtrering.

Kapacitet hos reagens och/eller slangset har 6verskridits. Se kapacitetsgrans
for relevant applikation.

Felaktigt faststallande av celler som ska markas av reagenset.

Felaktig inmatning av provparameter. Jamfor parameterinmatning med
analysresultat.

Minskad viabilitet hos cellerna. Déda celler kan binda icke-specifikt till
separationskolonnen och darmed minska markningskapaciteten hos
kolonnen och eventuellt leda till nedsatt depletionseffekt. Sakerstall battre
kvalitet pa cellprodukten och bearbeta produkten sa farsk mojligt. Produkter
som forvarats i mer an 24 timmar ska inte anvandas. Om férvaring ar
nddvandig ska cellprodukten férvaras vid rumstemperatur (+19 °Ctill +25 °C
[+66 °F till +77 °F]). Cellkoncentrationen ska inte dverstiga 0,2x10°/ mL.
Spad vid behov cellprodukten med autolog plasma for att uppna optimal
cellkoncentration.

FELSOKNING
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9 Juridisk information

9.5.1 Begransad garanti

Forutom vad som anges i en specifik garanti, som kan medfélja denna produkt fran
eller om inte annat 6verenskommits skriftigen av en vederbérligen utsedd
representant for Miltenyi Biotec, ska Miltenyi Biotecs garanti for ndgon produkt
som dr inkopt direkt fran Miltenyi Biotec vara foremal for de forsaljningsvillkor som
du har fatt av respektive forsdljningsorganisation for Miltenyi Biotec. De tillampliga
forsaljningsvillkoren kan variera fran land till land och region till region. Dessa
villkor kan erhallas pa begdran eller finns pd www.miltenyibiotec.com. Inget i detta
dokument ska tolkas som att utgéra en ytterligare garanti.

For produkter som kopts fran tredjepartsdetaljist eller aterforsaljare (t.ex. inkopt
fran en behorig lokal Miltenyi Biotec serviceleverantor) kan andra villkor gélla.

For att faststalla vilken garanti som medféljde din produkt, se foljesedel, faktura,
kvitto eller annan forsdljningsdokumentation. Vissa komponenter i en
produktkombination som du har képt kan ha kortare garanti an den som anges pa
foljesedel, faktura, kvitto eller annan forsaljningsdokumentation (t.ex. gods som ar
foremal for hallbarhet och dldrande).

Miltenyi Biotecs garanti for denna produkt omfattar endast produktproblem
orsakade av defekter i material eller arbete vid normal anvdndning. Den omfattar
inte produktproblem som orsakats av annat, inklusive men inte begransat till
produktproblem pa grund av anvandning av produkten pa ett annat satt an vad
som specifikt anges i denna anvdndarhandbok, t.ex. oldamplig eller felaktig
anvandning, felaktig montering eller installation av en operator eller en tredje del,
rimligt slitage, forsumlig eller felaktig drift, hantering, forvaring, service eller
underhall, bristande efterlevnad av driftanvisningarna, obehoérig modifiering av
nagon del av produkten eller anvandning av olampliga foérbrukningsmaterial,
tillbehor eller arbetsmaterial.

Miltenyi Biotecs garanti omfattar inte produkter salda i BEFINTLIGT SKICK eller
forbrukningsmaterial. Inget i detta dokument ska tolkas som att utgoéra en
ytterligare garanti.

Miltenyi Biotec maste omedelbart informeras vid ansprak under sddan garanti. Om
ett material eller tillverkningsfel uppkommer inom garantiperioden kommer
Miltenyi Biotec att vidta lampliga atgarder for att aterstdlla instrumentet till
fullstandig anvéndbarhet.

Skadebegransning: Miltenyi Biotec ska inte hallas ansvarigt for oférutsedda

skador eller foljdskador for brott mot nagon uttalad eller underférstadd garanti
eller villkor avseende denna produkt.
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Vissa landers/staters lagstiftning medger inte undantag eller begransningar av
oférutsedda skador eller foljdskador, vilket innebér att ovan angivna begransningar
eller undantag kanske inte géller dig. Denna garanti ger dig specifika juridiska
rattigheter och du kan ha andra rattigheter som kan variera fran stat till stat eller
jurisdiktion till jurisdiktion.

9.5.2 Varumarken
CliniMACS, MACS, MACSmix, Miltenyi Biotec-logotypen och MiniMACS ar
registrerade varumdrken som dgs av Miltenyi Biotec och/eller dess dotterbolag i

olika lander vérlden runt. Alla andra varumarken som ndamns i detta dokument
tillhor respektive dgare och anvands endast for identifieringsandamal.
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Tyskland/Osterrike
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG
Friedrich-Ebert-Stra3e 68
51429 Bergisch Gladbach
Tyskland

Xe +49 2204 8306-0

& +49 2204 85197

& macsde@miltenyi.com

USA/Kanada

Miltenyi Biotec Inc.

2303 Lindbergh Street
Auburn, CA 95602

USA

. 800 FOR MACS

X. +1866 811 4466

& +1877 591 1060

& macsus@miltenyi.com

Australien

Miltenyi Biotec

Australia Pty. Ltd.

Unit 11, 2 Eden Park Drive
Macquarie Park NSW 2113
Australien

. +612 8877 7400

& +612 9889 5044

& macsau@miltenyi.com

Benelux

Miltenyi Biotec B.V.
Dellaertweg 9C

2316 WZ Leiden
Nederldnderna

& macsnl@miltenyi.com
Kundtjénst Nederlanderna
. 0800 4020120

&3 0800 4020100
Kundtjanst Belgien

. 080094016

&3 0800 99626
Kundtjanst Luxemburg
. 80024971

&= 800 24984

Frankrike

Miltenyi Biotec SAS

10 rue Mercoeur

75011 Paris

Frankrike

X +33156 981616

&= macsfremiltenyi.com

Hong Kong

Miltenyi Biotec Hong Kong Ltd.
Unit 301, Lakeside 1

No. 8 Science Park West Avenue
Hong Kong Science Park

Pak Shek Kok, New Territories
Hong Kong

. +852 3751 6698

& +8523619 5772

& macshk@miltenyi.com.hk

Italien

Miltenyi Biotec S.r.l.

Via Paolo Nanni Costa, 30
40133 Bologna

Italien

X +390516 460411

& +39 0516 460 499

&= macsit@miltenyi.com

Japan

Miltenyi Biotec K.K.
NEX-Eitai Building 5F
16-10 Fuyuki, Koto-ku
Tokyo 135-0041

Japan

e +813 5646 8910

& +813 5646 8911

& macsjp@miltenyi.com

Kina

Miltenyi Biotec Technology &
Trading (Shanghai) Co., Ltd.
Room A401, 4/F

No. 1077, Zhangheng Road
Pudong New Area

201203 Shanghai
Folkrepubliken Kina

X +86 2162351005-0

& +86 2162350953

& macscn@miltenyi.com.cn

Norden och Baltikum
Miltenyi Biotec Norden AB
Medicon Village
Scheeletorget 1

22381 Lund

Sverige

= macsse@miltenyi.com
Kundtjanst Sverige

. 0200111800

& +46 280 72 99
Kundtjanst Danmark

% 80203010

& +46 46 28072 99
Kundtjanst

Norge, Finland, Island
och Baltikum

. +46 46 280 72 80

& +46 46 280 72 99

Schweiz

Miltenyi Biotec Swiss AG
Gibelinstrasse 27

4500 Solothurn

Schweiz

Xe +41 32623 08 47

& +49 2204 85197

& macsch@miltenyi.com

Singapore

Miltenyi Biotec Asia Pacific Pte Ltd.
438B Alexandra Road, Block B
Alexandra Technopark

#06-01

Singapore 119968

. +65 6238 8183

& +65 6238 0302

& macssg@miltenyi.com

Spanien

Miltenyi Biotec S.L.

C/Luis Buiiuel 2

Ciudad de laImagen

28223 Pozuelo de Alarcén (Madrid)
Spanien

Se +34915121290

& +34915121291

& macses@miltenyi.com

Storbritannien

Miltenyi Biotec Ltd.

Almac House, Church Lane
Bisley, Surrey GU24 9DR
Storbritannien

Xe +441483 799 800

& +441483799 811

&= macsuk@miltenyi.com

Sydkorea

Miltenyi Biotec Korea Co., Ltd.
Donggeuk 7F

562 Nonhyeon-ro
Gangnam-gu

Seoul 06136

Sydkorea

e +822555 1988

& +82 2 555 8890

& macskr@miltenyi.com

A www.miltenyibiotec.com

Miltenyi Biotec tillhandahaller produkter och tjanster 6ver hela varlden. Besok www.miltenyibiotec.com/local for att hitta narmaste Miltenyi Biotec-kontor.

CliniMACS, MACS, MACSmix, Miltenyi Biotec-logotypen och MiniMACS &r registrerade varumarken eller varuméarken som tillhér Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG
och/eller dess dotterbolag i olika lander vérlden runt. Upphovsratt © 2023 Miltenyi Biotec och/eller dess dotterbolag. Med ensamratt.
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