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Intended Use

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit is an in vitro diagnostic device intended to enrich CD138+ cells from bone marrow collected from
patients diagnosed with multiple myeloma. The CD138+ cells are enriched by immunomagnetic positive selection for use in validated downstream assays. The
end-user is responsible for validation of this kit for use with the assay. For in vitro diagnostic use by laboratory professionals.

Background

Multiple myeloma is a hematological malignancy characterized by the accumulation of plasma cell neoplasms in the bone marrow." In the United States, multiple
myeloma accounts for 1.8% of all cancers and is typically diagnosed among people aged 65 to 74 years.? Several subtypes of disease have been identified at
the genetic and molecular level, and specific chromosomal abnormalities have prognostic implications that enable the risk stratification of patients.?

Consensus recommendations established by US and EU oncology experts and captured in guidelines published by the National Comprehensive Cancer
Network (NCCN)?, the European Society for Myeloma?®, and the European Myeloma Network* recommend cytogenetic analysis of plasma cells obtained from
bone marrow specimens by FISH at initial diagnosis and as a follow-up and surveillance method during relapse.?*

The frequency of plasma cells in bone marrow from multiple myeloma patients can be highly variable at diagnosis and during relapse. Plasma cells can be
isolated from bone marrow by the immunomagnetic positive selection of cells expressing the CD138 (syndecan-1) surface antigen.® The enrichment of plasma
cells from bone marrow prior to FISH testing for multiple myeloma has been reported to increase the rate and frequency of genetic abnormalities detected by
FISH (Figure 1).57

Principle of Operation

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit is designed to be used manually to enrich cells expressing the CD138 surface antigen from fresh
human whole bone marrow samples by immunomagnetic positive selection. This kit targets CD138+ cells for positive selection with an antibody recognizing the
CD138 surface marker. Desired cells are labeled with antibodies and magnetic particles and separated using a “The Big Easy ” EasySep™ magnet. Unwanted
cells are poured off, while isolated CD138+ cells remain in the tube.

Component Descriptions
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit consists of the following components listed under Table 1.

Table 1. EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit Components

Component Name Component # Quantity Content

EasySep™ Human Bone A combination of monoclonal antibodies in D-PBS
Marrow CD138 Positive 300-0394 3x1mL* with 0.09% rHA. Includes an Fc receptor blocking
Selection Cocktail antibody.

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 3x1mL A suspension of magnetic particles in water.

* 1 mL vial of each component can be used for processing up to 20 mL of bone marrow depending on the level of cellularity of the sample (refer to Directions for Use, Step 5 of this
document).
D-PBS - Dulbecco’s phosphate-buffered saline; rHA - recombinant human albumin
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Material Provided
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit is provided with EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate
(Catalog #100-0749), 1 x 20 mL. This buffer is supplied as a 10X concentrate. Prepare 1X lysis buffer at least 1 hour before use by adding 1 part 10X lysis buffer
to 9 parts distilled or Type 1* water. Mix gently and completely before use.

Refer to the EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (Catalog #100-0749) Product Information Sheet (PIS; Document #10000017274), available
at www.stemcell.com/0749. Contact the toll free number provided in the Technical Assistance section of this document to request a paper copy of this PIS free of
charge.

*Type | water refers to ultrapure water suitable for use in analytical procedures. It is defined by the American Society for Testing and Materials (ASTM) as having a resistivity
of > 18 MQ-cm, a conductivity of < 0.056 uS/cm, and < 50 ppb of total organic carbons (TOC).

Quality Control

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit is manufactured in compliance with 21 CFR Part 820 and ISO 13485. For additional quality
information, refer to www.stemcell.com/compliance.

Storage and Stability

Table 2. Storage and Stability

Component Name Component # Storage

EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 2-8°C
Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 2-8C

EasySep™ Red Blood Cell 100-0749 room temperature
Lysis Buffer, 10X Concentrate (RT; 15 - 25°C)

Components may be shipped at RT but should be stored as indicated above. Do not freeze. All components are stable until use-by date on the label.

NOTE: EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) can be stored at 2 - 8°C for up to 3 months. Do not exceed the expiry date (use-by date) of the original
10X buffer.

Accessories Required but Not Provided

Materials listed in Table 3 are accessories to EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. These materials are not provided with the kit and can
be purchased separately.

Table 3. Accessories Required but Not Provided

Component Name Component # Quantity Storage Shelf Life Description

“The Big Easy” EasySep™
Magnet

A magnet for column-free

18001 1 Store at 15 - 25°C. Not applicable . : .
immunomagnetic separation.

Stable until expiry

™ | _ Qo
EasySep™ Buffer 100-0780 1x1L Store at 2 - 8°C. date (EXP) on label.

Cell separation buffer.

“THE BIG EASY” EASYSEP™ MAGNET

“The Big Easy” EasySep™ Magnet generates a high gradient magnetic field for cell separation and is designed for use with EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 Positive Selection Kit. “The Big Easy” EasySep™ Magnet is designed to hold a standard 14 mL (17 x 95 mm) polystyrene round-bottom tube.

EASYSEP™ BUFFER

Refer to the EasySep™ Buffer (Catalog #100-0780) PIS (Document #10000016106), available at www.stemcell.com/0780. Contact the toll-free number provided
in the Technical Assistance section of this document to request a paper copy of this PIS free of charge.
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Materials Needed but Not Provided

Materials listed below are general purpose laboratory items that are required but not provided.

Dulbecco’s phosphate-buffered saline (without Ca++ and Mg++; e.g. Catalog #37350)
DNase | solution (e.g. Catalog #07900)

70 pum strainer (e.g. Catalog #27216)

14 mL (17 x 95 mm) polystyrene round-bottom tube (e.g. Catalog #38008)

50 mL conical tube (e.g. Catalog #38010)

Limitations

9.

10.

11.

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE
The use of the device is intended for the enrichment of CD138+ cells from patients that are known to have or may have a cancer diagnosis.

The performance characteristics of this device have not been established for general downstream diagnostic assays. End users need to validate use with
any subsequent tests and specimen collection devices.

The standalone device is not intended for cell enumeration. The device is intended only for enriching CD138+ cells in specimens so that the enriched
specimens can then be used in further processing/analysis using additional independent methods, such as FISH.

The standalone device is not intended for diagnostic, prognostic, or monitoring use with CD138+ cells, including as an aid in any disease management
and/or treatment decisions. Results from the standalone device do not provide information to the patient regarding their current state of health. The
standalone device does not diagnose any health conditions and is not a substitute for visits to a doctor or other healthcare professional.

Resuspend the bone marrow specimen based on specimen volume or cellularity levels as per the instructions provided in Sample Preparation.
Follow all protocol steps listed in Directions for Use. Improper execution of protocol may lead to variable and/or poor results.

Alow CD138+ (< 3%) starting frequency may lead to variability in purity of enriched CD138+ cells. End users may assess the purity of CD138+ cells after
enrichment by either immunophenotyping using flow cytometry or morphological assessment by microscopy.

Bone marrow stability may be compromised after 48 hours from collection.

The number of CD138+ plasma cells isolated from bone marrow by immunomagnetic selection may be reduced in patients undergoing or following
treatment for multiple myeloma.

If no abnormal FISH patterns are observed when multiple FISH probes are used, seek technical assistance by contacting techsupport@stemcell.com.

Warnings and Precautions

1.

Important information regarding the safe handling, transport, and disposal of these products is contained in the Safety Data Sheets (SDS).
NOTE: SDS for the reagents provided in the kit are available at www.stemcell.com.

This product should be handled by trained personnel observing good laboratory practices. Once this product is added to human cells, treat the suspension
as potentially biohazardous. Handling of reagents and disposal of wastes should observe all local, state, or national regulations.

This product is a potential irritant to eyes, respiratory system, and skin. This product may also be harmful if ingested. Avoid exposure through skin, eye
contact, inhalation, and ingestion.

CAUTION: EasySep™ Magnet generates a strong magnetic field. Keep away from pacemakers, magnets, computer disks, watches, and other objects that
respond to magnetic fields.

Ensure that vials are capped properly during storage. Proper handling and storage of kit components is essential to ensure the labeled shelf life and
performance of the kit. CD138+ cell enrichment may be adversely affected by kit components stored outside of the recommended storage conditions.

Do not use the product if packaging container's integrity has been compromised upon arrival or if there are any signs of contamination, drying, leaks, or any
other evidence of deterioration. Unused product may be disposed of according to standard laboratory procedures for non-hazardous liquids.

Do not use the product beyond the use-by date indicated on its label.

Do not freeze EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105. If EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 are clumped or cannot be evenly dispersed,
contact techsupport@stemcell.com.

Do not vortex EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail.

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit is designed for use with a minimum of 1 mL of fresh bone marrow. Samples should be
processed as soon as possible, preferably within 24 hours but no longer than 72 hours after bone marrow aspirate collection. Do not freeze or transport
bone marrow in direct contact with cold/ice packs or expose to temperatures above 30°C prior to use. Follow the bone marrow sample preparation
instructions provided in Sample Preparation.
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Directions for Use
SAMPLE PREPARATION

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit is designed for use with fresh human whole bone marrow. Recommendations for specimen
collection can be found in the AGT Cytogenetics Laboratory Manual.® Bone marrow aspirate collections should be performed according to the laboratory’s
institutional guidelines. At least 1 mL of bone marrow aspirate should be collected in a blood collection tube containing an anticoagulant.

To avoid sample degradation, loss of CD138 from the fragile plasma cells, and to maintain cell viability, the samples should be processed as soon as possible,
preferably within 24 hours but no longer than 72 hours after bone marrow aspirate collection. Do not freeze or transport bone marrow in direct contact with
cold/ice packs, or expose to temperatures above 30°C prior to use.

Optimal performance of the protocol requries appropriate specimen collection, storage, and transport to the test site.
Follow steps listed below to prepare the sample for cell enrichment:
1. Dilute bone marrow 5- to 10-fold in Dulbecco’s phosphate-buffered saline (D-PBS) and mix gently by pipetting up and down.

2. Pre-wet a 70 ym strainer with D-PBS. Filter the sample through the pre-wetted strainer to remove bone fragments, cell aggregates, and debris. Rinse the
strainer with D-PBS.

3. Centrifuge the cells at 300 x g for 10 minutes (acceptable range of 250 - 300 x g for 8 - 12 minutes) with the brake off.

4. Using a pipette, carefully remove and discard the plasma, without disturbing the buffy coat/red cell pellet. Do not pour. When working with bone marrow
samples that are > 24 hours old, add 50 pL of 1 mg/mL DNase | solution directly to the buffy coat/red blood cell pellet and resuspend. Incubate at room
temperature (15 - 25°C) for 15 - 30 minutes prior to performing the cell separation.

NOTE: Store DNAse | solution at -20°C. Aliquot DNase | solution into working volumes to avoid repeated freeze-thaw cycles.
Tip: Alternatively, DNAse | solution stored at 2 - 8°C can be used for up to 1 week.
5. Resuspend the buffy coat/red blood cell pellet to 1 - 2X the original starting bone marrow sample volume with EasySep™ Buffer (Table 4).

If original sample volume was > 2.5 mL, dilute to the original sample volume.
If original sample volume was < 2.5 mL, dilute to twice the original sample volume.
+ Alternatively, if the sample is expected to have high cellularity (> 70%) or cellularity is unknown, dilute to twice the original sample volume.

Table 4. EasySep™ Buffer Volumes

Orginal Sample | ReClE S o
EasySep™ Buffer

1mL 2mL

2mL 4 mL

2.5mL 2.5mL

3mL 3mL

4 mL 4 mL

4.5 mL 4.5 mL

CELL SEPARATION

6. Prepare FasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (referred to as EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) at least 1 hour before use. EasySep™ RBC Lysis Buffer is
supplied as a 10X concentrate.

a. Add 1 part EasySep™ RBC Lysis Buffer to 9 parts distilled or Type 1 water.
b. Mix gently and completely before use.
NOTE: If not used immediately, store EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) at 2 - 8°C for up to 3 months. Do not freeze.

7. Prepare the sample within the volume range of 1 - 4.5 mL and add sample to required tube. If the volume is > 4.5 mL, split the sample between two 14 mL
round-bottom tubes.

8. Add an equal volume of EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) prepared in step 6 to the sample. For example, if the sample volume is 2 mL after resuspension
with EasySep™ Buffer (step 5), add 2 mL of EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) to the sample.

9. Add 25 pL of EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail per 1 mL of diluted sample (step 8). Mix and incubate at room temperature
(15 - 25°C) for 3 minutes (up to a maximum of 5 minutes). For example, if diluted sample volume is 4 mL, add 100 pL of EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 Positive Selection Cocktail to sample.

NOTE: Do not vortex cocktail.
Vortex EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 for at least 30 - 40 seconds. Particles should appear evenly dispersed.

Add 25 pL of EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 per 1 mL of diluted sample. Mix and incubate at room temperature (15 - 25°C) for 3 minutes (up to
a maximum of 5 minutes).

Add EasySep™ Buffer to top up the sample to the volume indicated below. Mix by gently pipetting up and down 2 - 3 times.

+ Top up to 5 mL for diluted samples < 2.5 mL
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+ Top up to 10 mL for diluted samples > 2.5 mL

13. Place the tube (without lid) into “The Big Easy” EasySep™ Magnet and incubate at room temperature (15 - 25°C) for 10 minutes (up to a maximum of 11
minutes).

14. Pick up the magnet and, in one continuous motion, invert the magnet and tube to pour off the supernatant. Remove the tube from the magnet; this tube
contains the isolated cells. Discard the supernatant.

NOTE: Leave the magnet and tube inverted for 2 - 3 seconds, then return upright. Do not shake or blot off any drops that may remain hanging from the
mouth of the tube.

15. Add EasySep™ Buffer to top up the sample to the volume indicated below. Mix by gently pipetting up and down 2 - 3 times.

+ Top up to 5 mL for diluted samples < 2.5 mL
+ Top up to 10 mL for diluted samples > 2.5 mL

16. Place the tube (without the lid) into the magnet and incubate at room temperature (15 - 25°C) for 3 minutes (up to a maximum of 5 minutes).

17. Pick up the magnet and, in one continuous motion, invert the magnet and tube to pour off the supernatant. Remove the tube from the magnet; this tube
contains the isolated cells. Discard the supernatant.

NOTE: Leave the magnet and tube inverted for 2 - 3 seconds, then return upright. Do not shake or blot off any drops that may remain hanging from the
mouth of the tube.

18. Add EasySep™ Buffer to top up the sample to the volume indicated below. Mix by gently pipetting up and down 2 - 3 times.

+ Top up to 5 mL for diluted samples < 2.5 mL
+ Top up to 10 mL for diluted samples > 2.5 mL

19. Place the tube (without the lid) into the magnet and incubate at room temperature (15 - 25°C) for 3 minutes (up to a maximum of 5 minutes).

20. Pick up the magnet and, in one continuous motion, invert the magnet and tube to pour off the supernatant. Remove the tube from the magnet; this tube
contains the isolated cells. Discard the supernatant.

NOTE: Leave the magnet and tube inverted for 2 - 3 seconds, then return upright. Do not shake or blot off any drops that may remain hanging from the
mouth of the tube.

21. Resuspend cells in desired medium. Be sure to collect cells from the sides of the tube. Enriched cells can be used in further processing/analysis using
additional independent methods, such as FISH assay, that have been validated by end users.

Performance Summary
CLINICAL STUDY

A clinical study was conducted using the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit on 33 clinical bone marrow specimens from multiple
myeloma patients at various stages of disease. The clinical specimens were evaluated using a panel of five common FISH probes detecting six genomic
abnormalities that included a CCND1/IGH XT probe to detect the t(11;14) translocation, as well as probes to detect chromosome 5 (D5S23) and chromosome 15
polysomy (D15Z4) (single probe kit), MYC breakapart, 13q deletion (D135319), and TP53 deletion (D1721). Of the 33 patients, 32 were positive for at least one
FISH probe, and 14 patients had at least one FISH probe that gave an abnormal signal pattern only after EasySep™ CD138 enrichment. CD138 purity, as
measured by flow cytometry, was 12.9% (range 0.2% - 82.7%) in unenriched specimens and increased to 79.6% (range 18.5% - 98.6%) in the EasySep™
CD138-enriched specimens.

Fold enrichment for CD138 purity was > 1 and varied based on initial frequency* for all specimens with CD138 frequencies < 40% prior to enrichment. In this
study, fold enrichment was 65.9 (range 29.6 - 91.5) for specimens with initial CD138 frequencies < 3%, 11.9 (range 5.1 - 23.0) for specimens with initial CD138
frequencies between 3 - 15%, and 3.2 (1.6 - 5.3) for specimens with initial CD138 frequencies between 15 - 40% prior to enrichment.

*NOTE: For specimens with CD138 frequencies > 40%, plasma cell enrichment prior to FISH may not be required.®

The percentage of abnormal nuclei before (unenriched) and after enrichment increased by the following amounts for each probe: CCND1/IGH (t(11;14)) probe:
15.4 + 15.5% t0 77.3 £ 29.5% (n = 14); chromosome 5 (D5S23) probe: 25.0 + 19.1% t0 72.7 + 17.4% (n = 15); chromosome 15 (D15Z4) probe: 20.0 + 15.9% to
57.3 £ 23.6% (n = 16); MYC breakapart probe: 21.2 + 21.7% to 50.7 + 33.5% (n = 10); 13q deletion (D13S319) probe: 15.5 + 16.9% to0 81.4 + 15.2% (n = 19);
TP53 (D17Z1) probe: 22.8 + 23.5% to 48.8 + 32.9%

(n=5).
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EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

Figure 1 shows the percentage of abnormal nuclei detected for each probe was higher following EasySep™ CD138 enrichment compared to the sample before
enrichment and was generated using a subset of the complete data set (not shown) where only specimens with an abnormal FISH signal pattern for each probe
were included in the analysis.

Figure 1. Percentage of Abnormal Nuclei Counted in Plasma Cells Before (Unenriched) and After Enrichment Using EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 Positive Selection Kit
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REPRODUCIBILITY STUDY

Reproducibility with Contrived Samples

A study was performed to demonstrate the reproducibility of the enrichment process across three study sites using three EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 Positive Selection kit lots. Due to challenges with having adequate samples for three sites, the study was performed using contrived samples generated
by spiking a multiple myeloma cell line into healthy donor whole blood each day at low (< 3%), medium (3 - 15%), or high (> 15%) initial CD138+ frequencies to
create 16 samples, or panel members. More panel members were studied at the low and medium levels (6 versus 4 for the high level) to demonstrate enrichment
at the more challenging levels.

Table 5 shows a statistical summary of the overall, site-to-site, lot-to-lot variability, and fold-enrichment from the high, medium, and low CD138+ panel members.
Enrichment increased a mean of 85.7 fold in the low CD138+ initial frequency samples, 9.3 fold in the CD138+ medium frequency samples, and 3.8 fold in the
high CD138+ initial frequency samples.

Table 5. EasySep™ CD138 Reproducibility Study Variability and Fold Enrichment Summary

Repeatability CV (%) Between Site CV (%) | Between Lot CV (%) | Reproducibility CV (%) Fold Enrichment

CD138+ Initial

Frequency N
Mean (Min. - Max) Mean (Min. - Max) Mean (Min. - Max) Mean (Min. - Max) Mean (Min. - Max)
High (> 15%) 0.7 (0.5-0.9) 4.0 (2.8-5.9) 0.9 (0.5-1.6) 4.0 (2.8 -6.0) 3.8 (2.6-5.5)
Med (3 - 15%) 1.6 (0.8 - 3.0) 42 (2.1-6.8) 2.3(1.0-3.9) 45 (22.-7.0) 9.3 (5.0 - 15.4)
Low (< 3%) 5.4 (3.5-8.9) 9.7 (5.5-13.8) 8.6 (4.5-14.2) 11.9 (8.2 - 18.3) 85.7 (20.2 - 206.0)

CV - coefficient of variation

Reproducibility with Clinical Specimens

Three lots of the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit were tested on multiple myeloma patient bone marrow aspirates (BMA) for
performance in downstream FISH assays. A total of 9 clinical multiple myeloma BMA were tested, where each specimen was split in half to test enrichment with
two different EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit lots. The percentage of abnormal nuclei were analyzed using five FISH probes which
detect common multiple myeloma chromosomal abnormalities, including the t(11;14) translocation (CCND1/IGH XT), Chromosomes 5, 9 and 15 aneusomies
(D5S23, D5S72, CEP 9, CEP 15) and 13g14 deletion.

Based on the study results, three BMA gave normal FISH signal patterns for all five probes tested. One BMA was abnormal for the t(11;14) translocation and
four BMA had abnormal signal patterns for the 13q deletion. In all nine BMA tested, the percentage of abnormal cells for each probe were very similar between
the plasma cells enriched with the two EasySep™ CD138 kit lots. The same normal/abnormal disposition for a given probe was concordant between the pairs of
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit lots. In all cases, normal/abnormal disposition was in agreement indicating that the EasySep™ kit
is able to produce reproducible FISH results when used on the intended use specimen.
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PRECISION

A precision study was performed where, on three non-consecutive days, a bone marrow specimen from a healthy donor was spiked with the CD138+ cell line
SK-MM-2 at a low (< 3%) and a medium (3 - 15%) initial CD138+ frequency to generate two separate contrived sample panel members. Two operators
performed EasySep™ enrichments on each of the study days, with each operator enriching from one of the two panel members. Each operator performed three
runs of enrichments in quadruplicate on one panel member using one kit lot.

The unenriched and enriched CD138+ cell purity was determined by flow cytometry analysis for each of the three runs from all panel members. The enriched
purity repeatability precision estimates (%CV across four replicates within a run, n = 4 per run, 3 runs per panel member) ranged from 0.81 - 1.56% and

0.17 - 1.41% for low and medium initial CD138+ frequency panel members, respectively, indicating that enriched CD138+ cell purity variability is well-controlled
within run.

LIMIT OF DETECTION
Limit of Detection (LoD) with Contrived Samples

The study aimed to determine the lowest initial CD138+ frequency that gives consistent abnormal FISH results in a contrived specimen after CD138+ cell
enrichment using the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. On six non-consecutive days, a whole blood (WB) or bone marrow (BM)
sample from a healthy donor was spiked with the CD138+ cell line SK-MM-2 at 20% (acceptable range 26 -14% by flow cytometry) CD138+ initial frequency and
then serially diluted by a factor of two with WB or BM to achieve ~20%, 10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.63%, 0.31%, 0.16%, 0.08%, and 0% (i.e., WB or BM not spiked
with SK-MM-2 cells). Each sample was enriched in duplicate using the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit, and all unenriched and
enriched specimens were assessed by flow cytometry and/or had t(11;14) disposition analyzed by FISH.

Results from the EasySep™ CD138 Limit of Detection Study including the unenriched and enriched CD138+ cell purity measured by flow cytometry and the
t(11;14) disposition analyzed by FISH were reviewed. All contrived specimens spiked with SK-MM-2 cells, targeting as low as 0.08% initial CD138+ frequency,
resulted in abnormal t(11;14) disposition in FISH analysis. The enriched CD138+ purity measured by flow cytometry positively correlated with the percentage of
abnormal nuclei observed in downstream FISH analysis. The average enriched CD138+ purity that resulted in abnormal t(11;14) disposition in FISH was 33%
CD138+, enriching from specimens with an average unenriched purity of 0.08% CD138+. For 0.00% initial target CD138+ frequency specimens, four out of the
six donors resulted in normal t(11;14) disposition in FISH analysis, however one bone marrow and one whole blood donor only had one replicate deemed normal
and the other replicate inconclusive due to insufficient number of cells recovered. In conclusion, the EasySep™ CD138 Limit of Detection Study showed the
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit was able to consistently enrich from contrived specimens with initial CD138+ frequency of 0.05% -
25.06% and achieved consistent abnormal FISH patterns. The limit of detection for the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit was set at
0.05% initial CD138+ frequency.

Confirmation of Limit of Detection (LoD) with Clinical Multiple Myeloma Bone Marrow Specimens

The goal of this study was to verify the LoD at 0.05% initial CD138 frequency, determined in the previous LoD study on contrived specimens in one clinical
specimen using two kit lots, having three replicates per kit lot. CD138+ cell enrichment was performed on a clinical specimen produced by spiking a multiple
myeloma patient bone marrow aspirate into a healthy donor bone marrow aspirate at 0.05% initial CD138 frequency. The clinical specimen was washed and split
into six fractions for EasySep™ CD138 cell enrichments, using two kit lots with three replicates per kit lot. Enriched samples were split into two fractions: one
fraction was used for plasma cell purity assessment by flow cytometry and the second fraction was used for FISH.

Plasma cell purity was determined before and after enrichment using two kit lots of the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit with three
replicates per kit lot. The specimen was enriched from 0.05% to a range of 4.1 - 7.4%. Overall enriched purity CV was 19.7%, passing the acceptance criteria of
overall CV < 35%. All enriched samples had normal FISH signal patterns for Chromosome 5 and 15 polysomy (D5S23, D1524), MYC breakapart, and the
CCND1/IGH XT probes; and were abnormal for Chromosome 13q deletion (D13S319) and TP53. The enriched samples’ FISH disposition was the same as the
undiluted clinical specimen’s FISH disposition, with 100% of the replicates being abnormal for Chromosome 13q deletion (D13S319) and TP53.

ANTICOAGULANT INTERFERENCE

Three fresh clinical multiple myeloma bone marrow specimens were recruited for this study. One specimen was processed at ~20 hours post collection, one
specimen was processed at ~24 hours post collection, and the third specimen was processed ~22 hours post collection. Each specimen was split into two
fractions. One fraction was treated with PBS (the control), while the other was spiked with 3X excess of sodium heparin. Single replicates of each fraction were
then washed and enriched using the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. CD138 purity was determined by flow cytometry and then
compared to determine whether excess heparin caused interference with CD138 enrichment and purity. A second study evaluated a total of

3 clinical specimens prepared by adding multiple myeloma bone marrow mononuclear cells into healthy donor bone marrow aspirates at < 0.2% initial CD138
frequency. Three replicates were tested per specimen per condition (i.e. with/without excess sodium heparin). The enriched purities of sodium heparin spiked
specimens were not statistically different from that of the control specimens in each study (onetailed t-test, p=0.1971 and p = 0.2740, respectively). Results
indicated that excess sodium heparin was not found to interfere with CD138+ plasma cell enrichment.
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EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

Technical Assistance
NOTE: Please re-order using Catalog #100-1133, a kit that comprises the EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

(R 100-0748) and the EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (R 100-0749).

This PIS is also available in various national languages in electronic format on STEMCELL's website and can be provided in paper copy upon request.

For technical support, contact techsupport@stemcell.com or call toll-free either +1.604.877.0713 (Canada), +1.800.667.0322 (North America), or 00800 7836
2355 (Furope). For more information, visit www.stemcell.com.
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Usage Prévu

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit est un dispositif de diagnostic in vitro destiné a enrichir les cellules CD138+ de la moelle osseuse
prélevée chez des patients diagnostiqués avec un myélome multiple. Les cellules CD138+ sont enrichies par sélection immunomagnétique positive pour étre
utilisées dans des tests validés en aval. L'utilisateur final est responsable de la validation de ce kit pour une utilisation avec le test. Pour une utilisation
diagnostique in vitro par les professionnels de laboratoire.

Contexte

Le myélome multiple est une tumeur maligne hématologique caractérisée par I'accumulation de néoplasmes plasmocytaires dans la moelle osseuse.” Aux
Etats-Unis, le myélome multiple représente 1,8% de tous les cancers et est généralement diagnostiqué chez les personnes agées de 65 & 74 ans.? Plusieurs
sous-types de la maladie ont été identifiés au niveau génétique et moléculaire, et des anomalies chromosomiques spécifiques ont des implications pronostiques
qui permettent la stratification du risque des patients.?

Les recommandations consensuelles établies par des experts en oncologie américains et européens et reprises dans les directives publiées par le National
Comprehensive Cancer Network (NCCN)?, la Société européenne du myélome®, et le European Myeloma Network* recommandent I'analyse cytogénétique des
plasmocytes obtenus a partir d'échantillons de moelle osseuse par hybridation in situ en fluorescence (fluorescence in situ hybridization; FISH) lors du
diagnostic initial et comme méthode de suivi et de surveillance lors de la rechute.?*

La fréquence des plasmocytes dans la moelle osseuse des patients atteints de myélome multiple peut étre tres variable au moment du diagnostic et pendant la
rechute. Les plasmocytes peuvent étre isolés de la moelle osseuse par sélection positive immunomagnétique des cellules exprimant I'antigéne de surface
CD138 (syndécan-1).° L'enrichissement des plasmocytes de la moelle osseuse avant I'essai FISH pour le myélome multiple a été rapporté comme augmentant
le taux et la fréquence des anomalies génétiques détectées par FISH (Figure 1).57

Principe de Fonctionnement

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit est con¢u pour étre utilisé manuellement afin d'enrichir les cellules exprimant I'antigene de surface
CD138 a partir d'échantillons frais de moelle osseuse humaine entiére par sélection positive immunomagnétique. Ce kit cible les cellules CD138+ pour la
sélection positive avec un anticorps reconnaissant le marqueur de surface CD138. Les cellules souhaitées sont marquées avec des anticorps et des particules
magnétiques et séparées a l'aide d'un aimant “The Big Easy” EasySep™. Les cellules indésirables sont éliminées, tandis que les cellules CD138+ isolées
restent dans le tube.

Descriptions des Composants
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit comprend les composants suivants, énumérés dans le Tableau 1.

Tableau 1. Composants du EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

Nom du Composant Composant # Quantité Teneur

EasySep™ Human Bone Combinaison d'anticorps monoclonaux dans du
Marrow CD138 Positive 300-0394 3x1mL* D-PBS avec 0,09% de rHA. Inclut un anticorps
Selection Cocktail bloquant le récepteur Fc.

EasySep™ Dextran ’ N Suspension de particules magnétiques dans de
RapidSpheres™ 50105 300-0400 8x1ml I’eau.

*Un flacon de 1 mL de chague composant peut étre utilisé pour traiter jusqu'a 20 mL de moelle osseuse en fonction du niveau de cellularité de I'échantillon (se référer au Mode
d'emploi, Etape 5 de ce document).

D-PBS - solution saline de Dulbecco tamponnée au phosphate ; rHA - albumine humaine recombinante
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Matériel Fourni
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit est toujours fourni de pair avec EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate
(Catalog #100-0749), 1 x 20 mL. Ce tampon est fourni en concentré 10X. Préparer le tampon de lyse 1X au moins 1 heure avant I'utilisation en ajoutant 1 partie
de tampon de lyse 10X a 9 parties d'eau distillée ou de type 1*. Mélanger doucement et complétement avant utilisation.

Consultez la fiche d'informations sur le produit (Product Information Sheet; PIS) EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate
(Document #10000017274), disponible sur www.stemcell.com/0749. Contactez le numéro gratuit indiqué dans la section Assistance technique du présent
document pour demander une copie papier gratuite de cette PIS.

*L'eau de type | est une eau ultra-pure qui peut étre utilisée dans les procédures analytiques. Ce produit est défini par I'American Society for Testing and Materials (ASTM) comme
ayant une résistivité de > 18 MQ-cm, une conductivité de < 0,056 uS/cm, et < 50 ppb de carbones organiques totaux (COT).

Controéle de la Qualité

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit est est fabriqué conformément aux normes 21 CFR Part 820 et ISO 13485. Pour davantage
d'informations sur la qualité, consulter le site www.stemcell.com/compliance.

Conservation et Stabilité

Tableau 2. Conservation et Stabilité

Nom de la Composante Composant # Conservation
EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 2a8°C

Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 2ag8’cC

EasySep™ Red Blood Cell 100-0749 température ambiante
Lysis Buffer, 10X Concentrate (15 a 25°C)

Les composants peuvent étre expédiés a température ambiante mais doivent étre stockés comme indiqué ci-dessus. Ne pas congeler. Tous les composants
sont stables jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette.

REMARQUE: EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) peut étre conservé entre 2 et 8°C pendant 3 mois maximum. Ne pas dépasser la date de péremption
(date limite d'utilisation) de I'original tampon 10X.

Accessoires Nécessaires mais Non Fournis

Les matériaux énumérés dans le Tableau 3 sont des accessoires du EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Ces matériaux ne sont pas
fournis avec le kit et peuvent étre achetés séparément.

Tableau 3. Accessoires Nécessaires mais Non Fournis

Nom du Composant Composant # Quantité Conservation Vie Utile Description
. Conserver a une . .

. ” ™ .

The Big Easy” EasySep 18001 1 température comprise | Sans objet .Un almant pou,rvla separation

Magnet entre 15 ot 25°C immunomagnétique sans colonne.
Conserver a une Stable jusqu’a la date T . i

EasySep™ Buffer 100-0780 1x1L température comprise | d’expiration (EXP) alrlmqun pour separation
entre 2 et 8°C. indiquée sur I’étiquette. cellulaire.

“THE BIG EASY” EASYSEP™ MAGNET

“The Big Easy” EasySep™ Magnet génere un champ magnétique a gradient élevé pour la séparation des cellules et est congu pour étre utilisé avec le
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. “The Big Easy” EasySep™ Magnet est congu pour maintenir un tube standard de 14 mL
(17 x 95 mm) a fond rond en polystyrene.

EASYSEP™ BUFFER

Consultez la PIS (Document #10000016106) du EasySep™ Buffer (Catalog #100-0780), disponible sur www.stemcell.com/0780. Contactez le numéro vert
indiqué dans la section Assistance Technique de ce document pour demander gratuitement une copie papier de cette PIS.
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atériel Nécessaire mais Non Fourni

Les matériaux énumérés ci-dessous sont des articles de laboratoire a usage général qui sont nécessaires mais non fournis.

Solution saline de Dulbecco tamponnée au phosphate (sans Ca++ et Mg++; par exemple, Catalog #37350)
Solution de DNase | (par exemple, Catalog #07900)

Tamis de 70 pm (par exemple, Catalog #27216)

Tube a fond rond en polystyréne de 14 mL (17 x 95 mm) (par exemple, Catalog #38008)

Tube conique de 50 mL (par exemple, Catalog #38010)

Limites

11.

A DES FINS DE DIAGNOSTIQUE IN VITRO

L'utilisation de I'appareil est destinée a I'enrichissement de cellules CD138+ provenant de patients dont on sait qu'ils ont ou pourraient avoir un diagnostic
de cancer.

Les caractéristiques de performance de cet appareil n'ont pas été établies pour les tests de diagnostic généraux en aval. Les utilisateurs finaux doivent
valider I'utilisation avec tous les tests ultérieurs et dispositifs de prélévement d'échantillons.

L'appareil autonome n'est pas destiné au dénombrement des cellules. L'appareil est destiné uniquement a I'enrichissement de cellules CD138+ dans des
échantillons afin que les échantillons enrichis puissent ensuite étre utilisés dans un traitement/analyse ultérieur a l'aide de méthodes indépendantes
supplémentaires, telles que FISH.

L'appareil autonome n'est pas destiné a une utilisation diagnostique, pronostique ou de surveillance avec des cellules CD138+, y compris pour aider a la
prise en charge d'une maladie et/ou a des décisions de traitement. Les résultats de I'appareil autonome ne fournissent pas d'informations au patient
concernant son état de santé actuel. L'appareil autonome ne diagnostique aucun probléme de santé et ne remplace pas les visites chez un médecin ou un
autre professionnel de la santé.

Remettre en suspension I'échantillon de moelle osseuse en fonction du volume de I'échantillon ou des niveaux de cellularité, conformément aux instructions
fournies dans la section Préparation de I'échantillon.

Suivez toutes les étapes du protocole répertoriées dans le mode d'emploi. Une mauvaise exécution du protocole peut conduire a des résultats variables
et/ou médiocres.

Une faible fréquence de départ de CD138+ (< 3%) peut entrainer une variabilité de la pureté des cellules CD138+ enrichies. Les utilisateurs finaux peuvent
évaluer la pureté des cellules CD138+ apres enrichissement soit par immunophénotypage par cytométrie en flux, soit par évaluation morphologique par
microscopie.

La stabilité de la moelle osseuse peut étre compromise 48 heures apres le prélévement.

Le nombre de plasmocytes CD138+ isolés de la moelle osseuse par sélection immunomagnétique peut étre réduit chez les patients subissant ou suivant
un traitement contre le myélome multiple.

Si aucun modele FISH anormal n'est observé lorsque plusieurs sondes FISH sont utilisées, demandez une assistance technique en contactant
techsupport@stemcell.com.

Mises en Garde et Précautions

1.

Des informations importantes concernant la manipulation, le transport et I'élimination en toute sécurité de ces produits sont contenues dans les fiches de
données de sécurité (FDS).

REMARQUE : Les FDS des réactifs fournis dans le kit sont disponibles sur www.stemcell.com.

2. Ce produit doit &tre manipulé par un personnel qualifié observant les bonnes pratiques de laboratoire. Une fois ce produit ajouté aux cellules humaines,
considérez la suspension comme potentiellement biologiquement dangereuse. La manipulation des réactifs et I'élimination des déchets doivent respecter
toutes les réglementations locales, nationales ou nationales.

3. Ce produit est un irritant potentiel pour les yeux, le systéme respiratoire et la peau. Ce produit peut également étre nocif en cas d'ingestion. Evitez
I'exposition par la peau, les yeux contact, inhalation et ingestion.

4. ATTENTION : EasySep™ Magnet géneére un champ magnétique puissant. Tenir & I'écart des stimulateurs cardiaques, des aimants, des disques
informatiques, des montres et de tout autre objet réagissant aux champs magnétiques.

5. Assurez-vous gue les flacons sont correctement bouchés pendant le stockage. Une manipulation et un stockage appropriés des composants du kit sont
essentiels pour garantir la durée de conservation et les performances du kit indiquées sur I'étiquette. L'enrichissement en cellules CD138+ peut étre affecté
par les composants du kit stockés en dehors des conditions de stockage recommandées.

6. N'utilisez pas le produit si I'intégrité du contenant d'emballage a été compromise & l'arrivée ou s'il y a des signes de contamination, de séchage, de fuites
ou tout autre signe de détérioration. Le produit non utilisé peut étre éliminé conformément aux procédures de laboratoire standard pour les liquides non
dangereux.

7. Ne pas utiliser le produit au-dela de la date limite de consommation indiquée sur son étiquette.

Ne pas congeler EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105. Si EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 est aggloméré ou ne peut pas étre dispersé
uniformément, contactez techsupport@stemcell.com.

9. Ne pas vortexer EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail.
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10. EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit est congu pour étre utilisé avec un minimum de 1 mL de moelle osseuse fraiche. Les
échantillons doivent étre traités dés que possible, de préférence dans les 24 heures mais pas plus de 72 heures aprés le prélévement de la moelle
osseuse. Ne pas congeler ni transporter la moelle osseuse en contact direct avec des blocs réfrigérants ou de la glace, ni I'exposer a des températures
supérieures a 30 °C avant utilisation. Suivez les instructions de préparation des échantillons de moelle osseuse fournies dans la section Préparation des
échantillons.

Mode d’Emploi
PREPARATION DES ECHANTILLONS

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit™ est congu pour étre utilisé avec de la moelle osseuse humaine entiére fraiche. Les
recommandations relatives a la collecte d'échantillons figurent dans le manuel de laboratoire de cytogénétique de I'AGT.® Les prélévements de moelle osseuse
doivent étre effectués conformément aux directives institutionnelles du laboratoire. Au moins 1 mL d'aspirat de moelle osseuse doit étre prélevé dans un tube de
prélevement sanguin contenant un anticoagulant.

Pour éviter la dégradation de I'échantillon, la perte de CD138 des plasmocytes fragiles et pour maintenir la viabilité des cellules, les échantillons doivent étre
traités dés que possible, de préférence dans les 24 heures mais pas plus de 72 heures aprés le prélevement de 'aspirat de moelle osseuse. Ne pas congeler
ou transporter la moelle osseuse en contact direct avec des packs de froid/glace, et ne pas I'exposer a des températures supérieures a 30°C avant utilisation.

Pour que le protocole fonctionne de maniere optimale, il faut que les échantillons soient correctement prélevés, conservés et transportés jusqu'au site d'essai.
Suivre les étapes ci-dessous pour préparer |'échantillon pour I'enrichissement cellulaire:

1. Diluer la moelle osseuse 5 a 10 fois dans une solution saline de Dulbecco tamponnée au phosphate (D-PBS) et mélanger doucement en pipettant de haut
en bas.

2. Pré-humidifier un tamis de 70 pm avec du D-PBS. Filtrer I'échantillon a travers le tamis préalablement mouillé pour éliminer les fragments d'os, les agrégats
cellulaires et les débris. Rincer le tamis avec du D-PBS.

3. Centrifuger les cellules a 300 x g pendant 10 minutes (plage acceptable de 250 - 300 x g pendant 8 a 12 minutes), frein désactivé.

A l'aide d'une pipette, retirer soigneusement le plasma et le jeter, sans perturber la couche leucocytaire/le culot de globules rouges. Ne pas verser. Pour les
échantillons de moelle osseuse datant de plus de 24 heures, ajouter 50 pL de solution de DNase | & 1 mg/mL directement a la couche leucocytaire/au culot
de globules rouges et remettre en suspension. Incuber a température ambiante (15 a 25°C) pendant 15 & 30 minutes avant de procéder a la séparation
cellulaire.

4. REMARQUE: Conservez la solution DNAse | a -20°C. Aliquoter la solution de DNase | dans les volumes de travail pour éviter les cycles répétés de gel-
dégel.

Conseil: Alternativement, la solution de DNAse | conservée entre 2 et 8°C peut étre utilisée pendant 1 semaine maximum.

5. Remettre en suspension la couche leucocytaire/le culot de globules rouges a 1 - 2X le volume initial de I'échantillon de moelle osseuse avec EasySep™
Buffer tampon (Tableau 4).

Si le volume original de I'échantillon est > 2,5 mL, diluer au volume original de I'échantillon.

+  Sile volume de I'échantillon original est < 2,5 mL, diluer jusqu'a deux fois le volume de I'échantillon original.
Sinon, si l'on s'attend a ce que I'échantillon ait une cellularité élevée (> 70%) ou si la cellularité est inconnue, diluer jusqu'a deux fois le volume de
I'échantillon original.

Tableau 4. Volumes pour EasySep™ Buffer

Volume de
I'Echantillon Apres
Remise en
Suspension Avec le
EasySep™ Buffer

Volume de
I'Echantillon Original

1mL 2mL
2mL 4 mL
2,5mL 2,5 mL
3mL 3mL
4mL 4 mL
4,5mL 4,5 mL

SEPARATION CELLULAIRE

6. Préparer EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (dénommé EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) au moins 1 heure avant de I'utiliser. EasySep™ RBC Lysis
Buffer est fourni sous forme de concentré 10X.

a. Ajouter 1 partie de EasySep™ RBC Lysis Buffer a 9 parties d'eau distillée ou de type 1.
b. Mélanger doucement et complétement avant utilisation.

REMARQUE: Si vous ne I'utilisez pas immédiatement, conservez le tampon de EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) entre 2 et 8°C pendant 3 mois maximum.
Ne pas congeler.
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7. Préparer I'échantillon dans la fourchette de volume de 1 a 4,5 mL et ajouter I'échantillon au tube a essai prescrit. Si le volume est > 4,5 mL, répartir
I'échantillon entre deux tubes a fond rond de 14 mL.

8.  Ajouter un volume égal de EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) préparé a I'étape 6 a I'échantillon. Par exemple, si le volume de I'échantillon est de 2 mL aprés
la remise en suspension avec EasySep™ Buffer (étape 5), ajoutez 2 mL de tampon de EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) a I'échantillon.

9.  Ajouter 25 pL de EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail par 1 mL d'échantillon dilué (étape 8). Mélanger et incuber a
température ambiante (15 a 25°C) pendant 3 minutes (maximum 5 minutes). Par exemple, si le volume de I'échantillon dilué est de 4 mL, ajouter 100 pL de
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail a I'échantillon.

REMARQUE: Ne pas mélanger le cocktail au vortex.

10. Vortexer EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 pendant au moins 30 a 40 secondes. Les particules doivent paraitre uniformément dispersées.

11. Ajouter 25 L de EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 pour 1 mL d'échantillon dilué. Mélanger et incuber & température ambiante (15 & 25°C)
pendant 3 minutes (maximum 5 minutes).

12. Ajouter EasySep™ Buffer pour compléter I'échantillon jusqu'au volume indiqué ci-dessous. Mélanger en pipettant doucement de haut en bas 2 a 3 fois.

Compléter a 5 mL pour les échantillons dilués < 2,5 mL
+ Compléter a 10 mL pour les échantillons dilués > 2,5 mL

13. Placer le tube (sans couvercle) dans “The Big Easy” EasySep™ Magnet et incuber a température ambiante (15 a 25°C) pendant 10 minutes
(maximum 11 minutes).

14. Prendre I'aimant et, d'un mouvement continu, inverser I'aimant et le tube pour verser le surnageant. Retirer le tube de I'aimant: ce tube contient les cellules
isolées. Eliminer le surnageant.

REMARQUE: Laisser I'aimant et le tube inversés pendant 2 a 3 secondes, puis les remettre a I'endroit. Ne pas secouer ni faire tomber les gouttes qui
pourraient rester accrochées a I"ouverture du tube.
15. Ajouter EasySep™ Buffer pour compléter I'échantillon jusqu'au volume indiqué ci-dessous. Mélanger doucement par pipetage deux ou trois fois.

Compléter a 5 mL pour les échantillons dilués < 2,5 mL
+ Compléter a 10 mL pour les échantillons dilués > 2,5 mL

16. Placer le tube (sans le couvercle) dans I'aimant et incuber a température ambiante (15 a 25°C) pendant 3 minutes (maximum 5 minutes).

17. Prendre I'aimant et, d'un mouvement continu, inverser I'aimant et le tube pour verser le surnageant. Retirer le tube de I'aimant: ce tube contient les cellules
isolées. Eliminer le surnageant.

REMARQUE: Laisser I'aimant et le tube inversés pendant 2 & 3 secondes, puis les remettre a I'endroit. Ne pas secouer ni faire tomber les gouttes qui
pourraient rester accrochées a I'ouverture du tube.

18. Ajouter EasySep™ Buffer pour compléter I'échantillon jusqu'au volume indiqué ci-dessous. Mélanger doucement par pipetage deux ou trois fois.

Compléter a 5 mL pour les échantillons dilués < 2,5 mL
+ Compléter a 10 mL pour les échantillons dilués > 2,5 mL

19. Placer le tube (sans le couvercle) dans I'aimant et incuber a température ambiante (15 a 25°C) pendant 3 minutes (maximum 5 minutes).

20. Prendre I'aimant et, d'un mouvement continu, inverser I'aimant et le tube pour verser le surnageant. Retirer le tube de I'aimant: ce tube contient les cellules
isolées. Eliminer le surnageant.

REMARQUE: Laisser I'aimant et le tube inversés pendant 2 a 3 secondes, puis les remettre a I'endroit. Ne pas secouer ni faire tomber les gouttes qui
pourraient rester accrochées a I"ouverture du tube.

21. Remettre les cellules en suspension dans le milieu voulu. Veiller a prélever les cellules sur les parois du tube. Les cellules enrichies peuvent étre utilisées
pour d'autres traitements/analyses a l'aide de méthodes indépendantes supplémentaires, telles que I'essai FISH, qui ont été validées par les utilisateurs
finaux.

Résumé des Résultats
ETUDES CLINIQUES

Une étude clinigue a été menée a l'aide du EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit sur 33 échantillons cliniques de moelle osseuse
provenant de patients atteints de myélome multiple a différents stades de la maladie. Les échantillons cliniques ont été évalués a l'aide d'un panel de cinq
sondes FISH courantes détectant six anomalies génomiques, dont une sonde CCND1/IGH XT pour détecter la translocation t(11;14), ainsi que des sondes pour
détecter la polysomie du chromosome 5 (D5S23) et du chromosome 15 (D15Z24). (kit de sonde unique), séparation MYC, suppression 13q (D13S319) et
suppression TP53 (D17Z1). Sur les 33 patients, 32 étaient positifs pour au moins une sonde FISH, et 14 patients avaient au moins une sonde FISH qui donnait un
signal anormal uniqguement aprés enrichissement EasySep™ CD138. La pureté du CD138, mesurée par cytométrie en flux, était de 12,9% (plage de 0,2% a
82,7%) dans les échantillons non enrichis et a augmenté a 79,6% (plage de 18,5% a 98,6%) dans les échantillons enrichis en CD138 EasySep™ (Tableau 5).
L'enrichissement pour la pureté du CD138 était > 1 et variait en fonction de la fréquence initiale* pour tous les échantillons avec des fréquences de CD138 <
40% avant l'enrichissement. Dans cette étude, I'enrichissement en plis était de 65,9 (plage 29,6 - 91,5) pour les échantillons avec des fréquences CD138
initiales < 3%, 11,9 (plage 5,1 - 23,0) pour les échantillons avec des fréquences CD138 initiales comprises entre 3 et 15% et 3,2 (1,6 - 5,3). pour les échantillons
avec des fréquences CD138 initiales comprises entre 15 et 40% avant enrichissement.

*REMARQUE : Pour les échantillons présentant des fréquences CD138 > 40%, un enrichissement en plasmocytes avant FISH peut ne pas étre nécessaire.®

Seuls les échantillons présentant un schéma de signal FISH anormal pour chaque sonde ont été inclus dans I'analyse. Le pourcentage de noyaux anormaux avant
(non enrichis) et aprés enrichissement a augmenté dans les proportions suivantes pour chaque sonde: Sonde CCND1/IGH (t(11;14)): 15,4 + 15,5% a 77,3 +
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29,5% (n = 14) ; sonde du chromosome 5 (D5S23): 25,0 + 19,1% a 72,7 + 17,4% (n = 15) ; sonde du chromosome 15 (D15Z4): 20,0 + 15,9% a 57,3 + 23,6%

(n = 16) ; sonde séparation des MYC: 21,2 + 21,7% a 50,7 + 33,5% (n = 10) ; sonde de délétion du chromosome 13q (D13S319): 15,5 + 16,9% a 81,4 + 15,2%

(n = 19) ; sonde de délétion du gene TP53 (D17Z1): de 22,8 + 23,5% a 48,8 + 32,9% (n = 5).

La figure 1 (la représentation graphique) a été générée a I'aide d'un sous-ensemble de données (non représenté), dans lequel seuls les échantillons présentant
un modéle de signal FISH anormal pour chaque sonde ont été inclus dans I'analyse. La Figure 1 montre que le pourcentage de noyaux anormaux détectés pour
chaque sonde était plus élevé aprés I'enrichissement d'EasySep™ CD138 par rapport a I'échantillon avant enrichissement.

Figure 1. Pourcentage de Noyaux Anormaux Dénombrés dans les Plasmocytes Avant (Non Enrichis) et Aprés Enrichissement A L'aide du EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
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ETUDE DE REPRODUCTIBILITE
Reproductibilité avec des Echantillons Artificiels

Une étude a été réalisée pour démontrer la reproductibilité du processus d’enrichissement sur trois sites d’étude en utilisant trois lots du EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. En raison des difficultés rencontrées pour disposer d'échantillons adéquats pour trois sites, I'étude a été réalisée a
I'aide d'échantillons artificiels générés en ajoutant chaque jour une lignée cellulaire de myélome multiple dans du sang total de donneur sain a des températures
faibles (< 3%), moyennes (3 - 15%) ou fréquences initiales CD138+ élevées (> 15%) pour créer 16 échantillons ou membres du panel. Un plus grand nombre
de membres du panel ont été étudiés aux niveaux faible et moyen (6 contre 4 pour le niveau élevé) afin de démontrer leur enrichissement aux niveaux les plus
difficiles.

Le Tableau 5 présente un résumé statistique de la variabilité globale, d'un site a I'autre, d'un lot a l'autre, et de I'enrichissement en plis des membres du panel
CD138+ élevé, moyen et faible. L'enrichissement a augmenté en moyenne de 85,7 fois dans les échantillons a basse fréquence initiale CD138+, de 9,3 fois
dans les échantillons CD138+ a moyenne fréquence et de 3,8 fois dans les échantillons a haute fréquence initiale CD138+.

Tableau 5. Résumé de la Variabilité et I'Enrichissement de I'Etude de Reproductibilité du CD138 EasySep™

. " CV Répétabilité (%) CV Entre sites (%) CV entre lots (%) cv repr?)ductlblllte Enrichissement des plis
Fréquence Initiale du | (%)
CD138+
Moyen (Min - Max) Moyen (Min - Max) Moyen (Min - Max) Moyen (Min - Max) Moyen (Min - Max)
Elevé (> 15%) 4 0,7 (0,5-0,9) 4,0(2,8-5,9) 0,9(0,5-1,6) 4,0 (2,8-6,0) 3.8(2.6-5.5)
Moyen (3 - 15%) 6 1,6 (0,8 - 3,0) 42(2,1-6,8) 2,3(1,0-3,9) 45(2,2-7,0) 9.3 (5.0 - 15.4)
Faible (< 3%) 6 54 (3,5-8,9) 9,7 (5,5-13,8) 8,6 (4,5-14,2) 11,9(8,2-18,3) 85.7 (20.2 - 206.0)

CV - coefficient de variation

Reproductibilité avec des échantillons cliniques

Trois lots du Kit de sélection positive EasySep™ CD138 pour moelle osseuse humaine ont été testés sur des aspirations de moelle osseuse (BMA) de patients
atteints de myélome multiple pour déterminer leurs performances dans les tests FISH en aval. Au total, 9 myélome multiple BMA cliniques ont été testés, chaque
échantillon étant divisé en deux pour tester I'enrichissement avec deux lots différents du kit de sélection positive EasySep™ CD138 pour moelle osseuse
humaine. Le pourcentage de noyaux anormaux a été analysé a l'aide de cing sondes FISH qui détectent les anomalies chromosomiques courantes du multiple
myeloma, notamment la translocation t(11;14) (CCND1/IGH XT), les aneusomies des chromosomes 5, 9 et 15 (D5S23, D5S72, CEP 9, CEP 15) et suppression
13g14.
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Sur la base des résultats de I'étude, trois BMA ont donné des modéles de signaux FISH normaux pour les cing sondes testées. Un BMA était anormal pour la
translocation t(11;14) et quatre BMA présentaient des modéles de signaux anormaux pour la suppression 13q. Dans les neuf BMA testés, le pourcentage de
cellules anormales pour chague sonde était trés similaire entre les plasmocytes enrichis avec les deux Iots du kit EasySep™ CD138. La méme disposition
normale/anormale pour une sonde donnée était concordante entre les paires de lots du kit de sélection positive EasySep™ CD138 pour moelle osseuse
humaine. Dans tous les cas, la disposition normale/anormale concordait, indiguant que le kit EasySep™ est capable de produire des résultats FISH
reproductibles lorsqgu'il est utilisé sur I'échantillon prévu.

PRECISION

Une étude de précision a été réalisée dans laquelle, pendant trois jours non consécutifs, un échantillon de moelle osseuse provenant d'un donneur sain a été
enrichi avec la lignée cellulaire CD138+ SK-MM-2 & des niveaux faibles (< 3%) et moyens (3 a 15%) fréquence CD138+ initiale pour générer deux membres de
panel d'échantillons artificiels distincts. Deux opérateurs ont effectué des enrichissements EasySep™ a chacune des journées d'étude, chaque opérateur
enrichissant a partir de I'un des deux membres du panel. Chaque opérateur a effectué trois séries d'enrichissements en quadruple sur un membre du panel en
utilisant un lot de kit.

La pureté des cellules CD138+ non enrichies et enrichies a été déterminée par analyse par cytométrie en flux pour chacune des trois analyses de tous les
membres du panel. Les estimations de précision de répétabilité de pureté enrichie (%CV sur quatre répétitions au sein d'une analyse, n = 4 par analyse, 3
analyses par membre du panel) allaient de 0,81 a 1,56% et 0,17 & 1,41% pour les membres du panel de fréquences CD138+ initiales faibles et moyennes,
respectivement, ce qui indique que la variabilité de la pureté des cellules CD138+ enrichies est bien controlée au cours de I'analyse.

LIMITE DE DETECTION
Limite de détection (LoD) avec des échantillons artificiels

L’étude visait a déterminer la fréquence CD138+ initiale la plus basse qui donne des résultats FISH anormaux et cohérents dans un échantillon artificiel aprés
enrichissement en cellules CD138+ a I'aide du kit de sélection positive CD138 EasySep™ pour moelle osseuse humaine. Pendant six jours non consécutifs, un
échantillon de sang total (WB) ou de moelle osseuse (BM) provenant d'un donneur sain a été enrichi avec la lignée cellulaire CD138+ SK-MM-2 a 20% (plage
acceptable de 26 a 14% par cytométrie en flux). Fréquence initiale de CD138+, puis dilué en série par un facteur de deux avec WB ou BM pour atteindre ~20%,
10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08% et 0% ( c'est-a-dire, WB ou BM non enrichis avec des cellules SK-MM-2). Chaque échantillon a été enrichi
en double a l'aide du kit de sélection positive EasySep™ CD138 pour moelle osseuse humaine, et tous les échantillons non enrichis et enrichis ont été évalués
par cytométrie en flux et/ou ont fait I'objet d'une analyse de disposition t(11 ; 14) par FISH.

Les résultats de I'étude sur la limite de détection EasySep™ CD138, y compris la pureté des cellules CD138+ non enrichies et enrichies mesurée par cytométrie
en flux et la disposition t(11 ; 14) analysée par FISH, ont été examinés. Tous les échantillons artificiels enrichis de cellules SK-MM-2, ciblant une fréquence
CD138+ initiale aussi basse que 0,08%, ont entrainé une disposition anormale de t(11;14) dans I'analyse FISH. La pureté enrichie du CD138+ mesurée par
cytométrie en flux était positivement corrélée au pourcentage de noyaux anormaux observés dans l'analyse FISH en aval. La pureté moyenne du CD138+
enrichi qui a entrainé une disposition anormale de t(11;14) dans FISH était de 33% de CD138+, enrichissant a partir d'échantillons avec une pureté moyenne
non enrichie de 0,08% de CD138+. Pour les échantillons de fréquence cible initiale CD138+ de 0,00%, quatre des six donneurs ont abouti a une disposition
t(11;14) normale dans I'analyse FISH, cependant un donneur de moelle osseuse et un donneur de sang total n‘ont eu qu'une seule répétition jugée normale et
|'autre répétition non concluante en raison a un nombre insuffisant de cellules récupérées. En conclusion, I'étude sur la limite de détection EasySep™ CD138 a
montré que le kit de sélection positive CD138 pour moelle osseuse humaine EasySep™ était capable de s'enrichir de maniére constante a partir d'échantillons
artificiels avec une fréquence CD138+ initiale de 0,05% a 25,06% et d'obtenir des profils FISH anormaux cohérents. La limite de détection du kit de sélection
positive CD138 pour moelle osseuse humaine EasySep™ a été fixée a 0,05% de fréquence CD138+ initiale.

Confirmation de la limite de détection (LoD) avec des échantillons cliniques de moelle osseuse de myélome multiple

Le but de cette étude était de vérifier la LoD a une fréquence initiale de CD138 de 0,05%, déterminée lors de I'étude LoD précédente sur des échantillons
artificiels dans un échantillon clinique en utilisant deux lots de kits, avec trois répétitions par lot de kit. L'enrichissement en cellules CD138+ a été réalisé sur un
échantillon clinique produit en ajoutant une aspiration de moelle osseuse d'un patient atteint de myélome multiple dans une aspiration de moelle osseuse d'un
donneur sain a une fréquence initiale de CD138 de 0,05%. L'échantillon clinique a été lavé et divisé en six fractions pour les enrichissements cellulaires
EasySep™ CD138, en utilisant deux lots de kits avec trois répétitions par lot de kit. Les échantillons enrichis ont été divisés en deux fractions : une fraction a été
utilisée pour I'évaluation de la pureté des plasmocytes par cytométrie en flux et la seconde fraction a été utilisée pour le FISH.

La pureté des plasmocytes a été déterminée avant et aprés enrichissement a I'aide de deux lots du kit de sélection positive EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 avec trois répétitions par lot de kit. L'échantillon a été enrichi de 0,05% jusqu'a une plage de 4,1 a 7,4%. Le CV global de pureté enrichie était de 19,7%,
satisfaisant les critéres d'acceptation d'un CV global < 35%. Tous les échantillons enrichis présentaient des modeles de signaux FISH normaux pour la
polysomie des chromosomes 5 et 15 (D5523, D1574), la rupture de MYC et les sondes CCND1/IGH XT ; et étaient anormaux pour la délétion du chromosome
13qg (D135319) et TP53. La disposition FISH des échantillons enrichis était la méme que celle de I'échantillon clinique non dilug, 100% des répétitions étant
anormales pour la délétion du chromosome 13q (D13S319) et TP53.

INTERFERENCE ANTICOAGULANTE

Trois échantillons cliniques frais de moelle osseuse de myélome multiple ont été recrutés pour cette étude. Un échantillon a été traité environ 20 heures aprés le
prélevement, un échantillon a été traité environ 24 heures apres le prélévement et le troisieme échantillon a été traité environ 22 heures apres le prélévement.
Chaque spécimen a été divisé en deux fractions. Une fraction a été traitée avec du PBS (le controle), tandis que I'autre a été enrichie avec un exces de 3 fois
d'héparine de sodium. Des réplicats uniques de chaque fraction ont ensuite été lavés et enrichis a I'aide du kit de sélection positive EasySep™ Human Bone
Marrow CD138. La pureté du CD138 a été déterminée par cytométrie en flux, puis comparée pour déterminer si un excés d'héparine provoquait une interférence
avec l'enrichissement et la pureté du CD138. Une deuxiéme étude a évalué un total de 3 échantillons cliniques préparés en ajoutant des cellules mononucléées
de moelle osseuse myélome multiple dans des aspirations de moelle osseuse d'un donneur sain aspiré a une fréquence CD138 initiale < 0,2%. Trois répétitions
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ont été testées par échantillon et par condition (c'est-a-dire avec/sans exces d'héparine de sodium). Les puretés enrichies des échantillons enrichis en héparine
de sodium n'étaient pas statistiquement différentes de celles des échantillons témoins dans chaque étude (test t unilatéral, p = 0,1971 et p = 0,2740,
respectivement). Les résultats ont indiqué qu’un excés d’héparine sodique n'interférait pas avec I'enrichissement en plasmocytes CD138+.

Assistance Technique
REMARQUE: Veuillez commander & nouveau, a I'aide du Catalog #100-1133, un kit comprenant le EasySep™ Human CD138 Positive Selection Kit
(Rl 100-0748) et le EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (& 100-0749).

La présente PIS est également disponible dans plusieurs langues nationales en format électronique sur le site Web de STEMCELL et peut étre fournie en version
papier sur demande.

Pour obtenir une assistance technique, prendre contact avec techsupport@stemcell.com ou composer soit le +1.604.877.0713 (Canada), le +1.800.667.0322
(Amérique du Nord), ou le 00800 7836 2355 (Europe). Pour en savoir plus, rendez-vous sur le site www.stemcell.com.

Les suppressions, ajouts et changements sont indiqués par la barre de modification dans la marge.

Tout incident grave survenant en rapport avec le dispositif doit &tre signalé au fabricant et aux autorités compétentes de I'état membre ou réside
|'utilisateur.
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Para uso diagndstico in vitro

B( solo

Uso Previsto

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit es un dispositivo de diagndstico in vitro destinado a enriquecer células CD138+ de médula ¢sea
extraidas de pacientes diagnosticados con mieloma multiple. Las células CD138+ se enriquecen mediante seleccion inmunomagnética positiva para su uso en
ensayos posteriores validados. El usuario final es responsable de la validacion de este kit para su uso con el ensayo. Para uso diagndstico in vitro por

profesionales de laboratorio.

Antecedentes

El mieloma mdltiple es una malignidad hematoldgica caracterizada por la acumulacion de neoplasias de plasmocitos en la médula 6sea.’ En los Estados
Unidos, el mieloma mudltiple representa un 1,8% de todos los canceres y normalmente se diagnostica entre personas de 65 a 74 anos.? Se han identificado
algunos subtipos de la enfermedad a nivel genético y molecular, y las anormalidades cromosomicas especificas tienen implicaciones de prondéstico que

permiten la estratificacion de riesgos de los pacientes.?

Recomendaciones de consenso establecidas por expertos oncélogos de los Estados Unidos y Europa, y recogidas en directrices publicadas por la Red
Integral Nacional de Cancer (National Comprehensive Cancer Network, NCCN)?, la Sociedad Europea para el Mieloma, (European Society for Myeloma)®, y la
Red Europea de Mieloma (European Myeloma Network)* recomiendan el analisis citogénico de plasmocitos obtenidos de muestras de médula 6sea mediante
hibridacion in situ fluorescente (fluorescence in situ hybridization; FISH) en el diagnéstico inicial y como seguimiento y método de supervision durante

recaidas.®*

La frecuencia de plasmocitos en la médula ¢sea de pacientes con mieloma multiple puede ser muy variable en el diagnostico y durante la recaida. Los
plasmocitos pueden aislarse de la médula 6ésea mediante seleccion positiva inmunomagnética de las células que expresen el antigeno de superficie CD138
(syndecan-1).° Se ha reportado que el enriquecimiento de los plasmocitos de médula ¢sea antes de la prueba FISH de mieloma multiple aumenta la tasa y
frecuencia de anormalidades genéticas detectadas por la FISH (Figura 1).57

Principio de Funcionamiento

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit esté disefiado para utilizarse manualmente para enriquecer células que expresen el antigeno de
superficie CD138 en muestras frescas de médula 6sea humana entera mediante seleccion positiva inmunomagnética. El kit identifica células CD3+ para
seleccion positiva con un anticuerpo que reconoce el marcador de superficie CD138. Las células deseadas se etiquetan con anticuerpos y particulas
magnéticas y se separan usando un iman “The Big Easy” EasySep™. Las células no deseadas se vierten, mientras que las células CD138+ quedan en el tubo.

Descripciones de Componentes
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit consta de los siguientes componentes relacionados en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes del EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

RapidSpheres™ 50105

N.2 del . .
Nombre del Componente Componente Cantidad Contenido
EasySep™ Human Bone Una combinacion de anticuerpos monoclonales en
Marrow CD138 Positive 300-0394 3x1mL* D-PBS con 0,09% rHA. Incluye un anticuerpo
Selection Cocktail blogueante de receptor Fc.
EasySep™ Dextran e ) »
y>ep X 300-0400 3x1mL* Suspension de particulas magnéticas en agua.

* Se puede utilizar un vial de 1 mL de cada componente para procesar hasta 20 mL de médula ¢sea dependiendo del nivel de celularidad de la muestra (consulte las Instrucciones de

uso, Paso 5 de este documento).

D-PBS - Solucion salina tamponada con fosfato, de Dulbecco; rHA - albdmina humana recombinante
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Materiales Suministrados
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit siempre se entrega con EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate
(Catalog #100-0749), 1 x 20 mL. Este tampoén se suministra como concentrado 10X. Prepare el tampdn de lisis 1X, al menos 1 hora antes del uso, anadiendo
1 parte del tampon de lisis 10X a 9 partes de agua destilada o de tipo 1*. Mezcle suave y completamente antes de usarla.

Remitase a la hoja de informacion del producto (product information sheet; PIS) (Document #10000017274) del EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer,
10X Concentrate (Catalog #100-0749), disponible en www.stemcell.com/0749. Llame a la linea gratuita que se ofrece en la seccién “Asistencia técnica” de este
documento para solicitar, sin coste, una copia impresa de esta ficha de datos del producto.

*El agua tipo | se refiere a agua ultrapura adecuada para uso en procedimientos analfticos. La Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (American Society for Testing and
Materials, ASTM) la define con una resistividad de > 18 MQ-cm, una conductividad de < 0,056 uS/cm y < 50 ppb de carbono organico total (COT).

Control de Calidad

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit se elabora en conformidad con las normas 21 CFR Part 820 e ISO 13485. Para mas informacion
sobre calidad, remitase a www.stemcell.com/compliance.

Almacenamiento y Estabilidad

Tabla 2. Almacenamiento y Estabilidad

N.2 del

Almacenamiento
componente

Nombre del componente

EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 De 2 a8°C
Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 De2a8°C

temperatura
100-0749 ambiente
(de 15 a 25°C)

Los componentes pueden enviarse a temperatura ambiente, pero deben almacenarse como se indica anteriormente. No congele el producto. Todos los
componentes son estables hasta la fecha de limite de uso especificada en la etiqueta.

NOTA: EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) puede almacenarse a una temperatura de entre 2 y 8°C durante un maximo de 3 meses. No exceda la fecha
de caducidad (fecha limite de uso) del tampon original de 10X.

EasySep™ Red Blood Cell
Lysis Buffer, 10X Concentrate

Accesorios Necesarios pero No Suministrados

Los materiales relacionados en la Tabla 3 son accesorios del EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail. Estos materiales no se
proveen con el kit y pueden adquirirse por separado.

Tabla 3. Accesorios Necesarios pero No Suministrados

Nombre del @ q ] e e NI
Componente N.2 del Componente Cantidad Almacenamiento | Vida util Descripcion
“The Big Easy” Almacenar a una Un iman para la separacion

18001 1 temperatura No aplicable
entre 15y 25°C.
Almacenar a una | Estable hasta la fecha de
EasySep™ Buffer 100-0780 1x1L temperatura vencimiento (EXP) que Tampon de separacion celular.
entre 2y 8°C. aparece en la etiqueta.

EasySep™ Magnet inmunomagneética sin columnas.

“THE BIG EASY” EASYSEP™ MAGNET

El “The Big Easy” EasySep™ Magnet genera un alto campo magnético de gradiente para la separacion celular y esta disefiado para usarse con el EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail. El “The Big Easy ” EasySep™ Magnetesta disefiado para sostener un tubo de poliestireno, de fondo
redondo, 14 mL (17 mm x 95 mm).

EASYSEP™ BUFFER

Remitase a la hoja de datos del producto del EasySep™ Buffer (Catalog #100-0780, Document #10000016106), disponibles en www.stemcell.com/0780. Llame
a la linea gratuita que se ofrece en la seccion “Asistencia técnica” de este documento para solicitar, sin coste, una copia impresa de esta ficha de datos del
producto.
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ateriales Necesarios pero no Proporcionados

Los materiales relacionados a continuacién son articulos de laboratorio de propdsitos generales gque son necesarios pero no se suministran.

La solucion salina tamponada con fosfato, de Dulbecco (sin Ca++ ni Mg++, p. e]. Catalog #37350)
Solucion DNase | (p. ej. Catalog #07900)

Filtro de 70 pm (p.ej. Catalog #27216)

Tubo de poliestireno, de fondo redondo, 14 mL (17 mm x 95 mm) (p. &j. Catalog #38008)

Tubo conico de 50 mL (p. . Catalog #38010)

Limitaciones

11.

PARA USO DE DIAGNOSTICO IN VITRO

El uso del dispositivo esta destinado al enriquecimiento de células CD138+ de pacientes que se sabe que tienen o pueden tener un diagndstico de
cancer.

Las caracteristicas de rendimiento de este dispositivo no se han establecido para ensayos de diagnostico posteriores generales. Los usuarios finales
deben validar el uso con cualquier prueba y dispositivo de recoleccion de muestras posteriores.

El dispositivo independiente no esta disefiado para la enumeracion de células. El dispositivo estd disefiado Unicamente para enriquecer células CD138+
en muestras, de modo que las muestras enriquecidas puedan luego usarse en procesamiento/analisis posteriores utilizando métodos independientes
adicionales, como FISH.

El dispositivo independiente no esta disefiado para uso de diagnéstico, prondstico o monitoreo con células CD138+, ni siquiera como ayuda en el manejo
de enfermedades y/o decisiones de tratamiento. Los resultados del dispositivo independiente no proporcionan informacion al paciente sobre su estado de
salud actual. El dispositivo independiente no diagnostica ninguna condicion de salud y no sustituye las visitas a un médico u otro profesional de la salud.
Resuspender la muestra de medula 6sea segun el volumen de la muestra o los niveles de celularidad segun las instrucciones proporcionadas en
Preparacion de muestras.

Siga todos los pasos del protocolo enumerados en Instrucciones de uso. La ejecucion inadecuada del protocolo puede dar lugar a resultados variables y/o
deficientes.

Una frecuencia inicial baja de CD138+ (< 3%) puede provocar variabilidad en la pureza de las células CD138+ enriquecidas. Los usuarios finales pueden
evaluar la pureza de las células CD138+ después del enriquecimiento mediante inmunofenotipado mediante citometria de flujo o evaluacion morfoldgica
mediante microscopia.

La estabilidad de la médula 6sea puede verse comprometida después de 48 horas desde la recoleccion.

El numero de células plasmaticas CD138+ aisladas de la médula 6sea mediante seleccion inmunomagnética puede reducirse en pacientes sometidos o
después de un tratamiento para el mieloma mualtiple.

Si no se observan patrones FISH anormales cuando se utilizan varias sondas FISH, busque asistencia técnica comunicandose con
techsupport@stemcell.com.

Advertencias y Precauciones

1.

Las Hojas de datos de seguridad (SDS) contienen informacion importante sobre el manejo, transporte y eliminacion seguros de estos productos.
NOTA: Las SDS de los reactivos proporcionados en el kit estan disponibles en www.stemcell.com.

2. Este producto debe ser manipulado por personal capacitado que observe buenas practicas de laboratorio. Una vez que se agrega este producto a las
células humanas, trate la suspension como potencialmente biopeligrosa. La manipulacion de reactivos y la eliminacion de desechos deben observar todas
las regulaciones locales, estatales o nacionales.

3. Este producto es un irritante potencial para los 0jos, el sistema respiratorio y la piel. Este producto también puede ser perjudicial si se ingiere. Evite la
exposicion a través de la piel, 10s ojos contacto, inhalacion e ingestion.

4. PRECAUCION: EasySep™ Magnet genera un fuerte campo magnético. Manténgase alejado de marcapasos, imanes, discos de computadora, relojes y
otros objetos que respondan a campos magnéticos.

5. Asegurese de que los viales estén tapados correctamente durante el almacenamiento. El manejo y almacenamiento adecuados de los componentes del kit
es esencial para garantizar la vida Util y el rendimiento del kit indicados en la etiqueta. El enriquecimiento de células CD138+ puede verse afectado
negativamente si los componentes del kit se almacenan fuera de las condiciones de almacenamiento recomendadas.

6. No utilice el producto si la integridad del envase del embalaje se ha visto comprometida a su llegada o si hay signos de contaminacion, secado, fugas o
cualquier otra evidencia de deterioro. El producto no utilizado puede eliminarse segun los procedimientos de laboratorio estandar para liquidos no
peligrosos.

7. No utilizar el producto més alla de la fecha de caducidad indicada en su etiqueta.

No congele EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105. Si EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 esta agrupado o no se puede dispersar
uniformemente, comuniquese con techsupport@stemcell.com.

9. No agite con el agitador EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail.

10. El EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit esté disefiado para usarse con un minimo de 1 mL de médula ¢sea fresca. Las muestras
deben procesarse lo antes posible, preferiblemente dentro de las 24 horas pero no méas de 72 horas después de la recoleccion del aspirado de médula
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6sea. No congele ni transporte la médula 6sea en contacto directo con bolsas frias/hielo ni la exponga a temperaturas superiores a 30 °C antes de su uso.
Siga las instrucciones de preparacion de muestras de médula 6sea que se proporcionan en Preparacion de La muestra.

Instrucciones de Uso
PREPARACION DE LA MUESTRA

El EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail esta previsto para usarse con médula 6sea humana fresca. Las recomendaciones sobre
la recoleccion de la muestra pueden consultarse en el “Manual de laboratorio de citogenética AGT " Las recolecciones de aspirado de médula ¢sea deben
hacerse en conformidad con las directrices institucionales del laboratorio. Se debe recolectar, al menos, 1 mL de aspirado de médula ¢sea en un tubo de
recoleccion de sangre gue contenga anticoagulante.

Para evitar la degradacion de la muestra, la pérdida de CD138 de los plasmocitos fragiles, y mantener la viabilidad celular, las muestras deben procesarse lo
antes posible, preferiblemente dentro de 24 horas, pero no después de 72 horas de haberse recolectado el aspirado de médula ¢sea. No congele ni transporte
la médula 6sea en contacto directo con bolsas frias o de hielo, ni la exponga a temperaturas superiores a 30°C antes de usarla.

Una ejecucién ¢ptima del protocolo requiere una recoleccion, almacenamiento y transportacion adecuados de la muestra al sitio de prueba.
Siga los pasos relacionados a continuacion para preparar la muestra para el enriquecimiento celular:
1. Diluya médula 6sea 5 a 10 veces en la solucion salina tamponada con fosfato, de Dulbecco (D-PBS) y mézclela suavemente pipeteando de arriba a abajo.

2. Humedezca previamente un filtro 70 ym con D-PBS. Filtre la muestra a través del filtro prehumedecido para eliminar los fragmentos ¢seos, agregados
celulares y desechos. Enjuague el filtro con D-PBS.

3. Centrifugue las células a 300 x g, durante 10 minutos (rango aceptable de 250 a 300 x g, durante 8 a 12 minutos) con el freno quitado.

4. Con una pipeta, retire cuidadosamente el plasma y deséchelo, sin perturbar la capa leucocitaria/pellet de eritrocitos. No la vierta. Al trabajar con muestras
de médula ¢sea de méas de 24 horas, afiada 50 pL de la solucion DNase | de 1 mg/mL directamente a la capa leucocitaria/pellet de eritrocitos y vuelva a
suspenderla. Incube a temperatura ambiente (de 15 a 25 °C) durante 15 minutos antes de efectuar la separacion celular.

NOTA: Guarde la solucién de DNase | a -20 °C. Alicuota la solucién de DNasa | en volumenes de trabajo para evitar ciclos repetidos de congelacion y
descongelacion.
Consejo: Como alternativa, la solucion de DNase | almacenada a entre 2 y 8 °C se puede utilizar durante un maximo de 1 semana.
5. Vuelva a suspender la capa leucocitaria/pellet de eritrocitos a razén de 1 a 2 veces el volumen de la muestra de médula 6sea inicial original con
EasySep™ Buffer (Tabla 4).
+  Siel volumen de la muestra original fue > 2,5 mL, diluya al volumen original de la muestra.
+  Siel volumen de la muestra original fue < 2,5 mL, diluya al doble del volumen original de la muestra.
+ Como alternativa, si se espera que la muestra tenga una alta celularidad (> 70%) o se desconoce la celularidad, diluya a dos veces el volumen original
de la muestra.

Tabla 4. Volimenes de EasySep™ Buffer

Volumen de la
Volumen Original de | Muestra Después de
la Muestra la Resuspension con
EasySep™ Buffer
1mL 2mL
2mL 4 mL
2,5mL 2,5 mL
3mL 3mL
4mL 4 mL
4,5 mL 4.5 mL

SFPARACION CELULAR

6. Prepara EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (denominado EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) al menos 1 hora antes de su uso. EasySep™ RBC Lysis
Buffer se entrega como un concentrado 10X.

a. Afada 1 parte de EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) a 9 partes de agua destilada o de Tipo 1.

b. Mezcle suave y completamente antes de usarla.

NOTA: Si no se usa inmediatamente el EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X), almacénelo a una temperatura de 2°C a 8°C durante un maximo de 3 meses. No
lo congele.

7. Prepare la muestra dentro del rango de volumen de 1 mL a 4,5 mL y anada la muestra al tubo que corresponda. Si el volumen es > 4,5 mL, divida la
muestra en dos tubos de base redonda de 14 mL.

8. Anada a la muestra un volumen igual del EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) preparado en el paso 6. Por ejemplo, si el volumen de la muestra es de 2 mL
después de la resuspension con el EasySep™ Buffer (paso 5), afiada 2 mL de EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) a la muestra.

‘ STEMCELL Technologies Canada Inc. | 1618 Station Street, Vancouver, BC | V6A 1B6 | Canada | www.stemcell.com

MDSS GmbH Document #10000019127

Schiffgraben 41 30175 Hannover e Germany

Version 01
T C€

Issue Date 2025-01
European toll-free number: 00800 7836 2355 MDSS CH GmbH .
North American toll-free number: +1.800.667.0322 Laurenzenvorstadt 61 5000 Aarau e Switzerland

email: techsupport@stemcell.com Page 20 of 64

For Technical Assistance

Tel: +1.604.877.0713



L"
S

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit P STE M E
G

TECHNOLO I E

9. Anada 25 pL de coctel de seleccion positiva EasySep™ para seleccion positiva de CD138 de médula ¢sea humana por 1 mL de muestra diluida (paso 8).
Mezcle e incube a temperatura ambiente (de 15 a 25 °C) por 3 minutos (hasta un maximo de 5 minutos). Por ejemplo, si el volumen de muestra diluida es 4
mL, afiada 100 pL de coctel de seleccion positiva EasySep™ para seleccion positiva de CD138 de médula ¢ésea humana a la muestra.

NOTA: No mezcle el coctel.
10. Mezcle las EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 de 30 a 40 segundos como minimo. Las particulas deben verse uniformemente dispersas.

11. Afada 25 pL de EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 por 1 mL de muestra diluida.. Mezcle e incube a temperatura ambiente (de 15 a 25 “C) por
3 minutos (hasta un maximo de 5 minutos).

12. Afada el EasySep™ Buffer para rellenar la muestra al volumen indicado a continuacion. Mezcle pipeteando suavemente de arriba a abajo 2 o 3 veces.

Para muestras diluidas < 2,5 mL, rellene hasta 5 mL
+ Para muestras diluidas > 2,5 mL, rellene hasta 10 mL

13. Coloque el tubo (sin tapa) dentro del iman “The Big Easy ” e incube a temperatura ambiente (de 15 a 25 “C) por 10 minutos (hasta un méaximo de
11 minutos).

14. Tome el iman y, con un movimiento continuo, invierta el iman y el tubo para verter el sobrenadante. Retire el tubo del iman; este tubo contiene las células
aisladas. Deseche el sobrenadante.

NOTA: Deje el iman y el tubo invertidos de 2 a 3 segundos, luego vuelva ponerlos hacia arriba. No sacuda ni seque las gotas que queden colgando de la
boca del tubo.

15. Anada el EasySep™ Buffer para rellenar la muestra al volumen indicado a continuacion. Mezcle pipeteando suavemente de arriba a abajo 2 0 3 veces.

+ Para muestras diluidas < 2,5 mL, rellene hasta 5 mL
Para muestras diluidas > 2,5 mL, rellene hasta 10 mL

16. Coloque el tubo (sin tapa) dentro del iman e incube a temperatura ambiente (de 15 a 25 “C) por 3 minutos (hasta un maximo de 5 minutos).

17. Tome el iman y, con un movimiento continuo, invierta el iman y el tubo para verter el sobrenadante. Retire el tubo del iméan; este tubo contiene las células
aisladas. Deseche el sobrenadante.

NOTA: Deje el iméan y el tubo invertidos de 2 a 3 segundos, luego vuelva ponerlos hacia arriba. No sacuda ni seque las gotas que queden colgando de la
boca del tubo.

18. Afada el EasySep™ Buffer para rellenar la muestra al volumen indicado a continuacion. Mezcle pipeteando suavemente de arriba a abajo 2 o 3 veces.

Para muestras diluidas < 2,5 mL, rellene hasta 5 mL
+ Para muestras diluidas > 2,5 mL, rellene hasta 10 mL

19. Coloque el tubo (sin tapa) dentro del iman e incube a temperatura ambiente (de 15 a 25 “C) por 3 minutos (hasta un maximo de 5 minutos).

20. Tome el imany, con un movimiento continuo, invierta el iman y el tubo para verter el sobrenadante. Retire el tubo del iméan; este tubo contiene las células
aisladas. Deseche el sobrenadante.

NOTA: Deje el iman y el tubo invertidos de 2 a 3 segundos, luego vuelva ponerlos hacia arriba. No sacuda ni seque las gotas que queden colgando de la
boca del tubo.

21. Vuelva a suspender las células en el medio deseado. Asegurese de recoger las células de las paredes del tubo. Las células enriquecidas pueden usarse
en otros procesos/andlisis donde se empleen otros métodos independientes, como el ensayo FISH, que hayan sido validados por los usuarios finales.

Resumen de Rendimiento
ESTUDIOS CLINICOS

Se realiz6 un estudio clinico utilizando el EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit en 33 muestras clinicas de médula ¢sea de pacientes
con mieloma multiple en diversas etapas de la enfermedad. Las muestras clinicas se evaluaron utilizando un panel de cinco sondas FISH comunes que
detectan seis anomalias genémicas que incluian una sonda CCND1/IGH XT para detectar la translocacion t(11;14), asi como sondas para detectar la polisomia
del cromosoma 5 (D5S23) y del cromosoma 15 (D15274). (kit de sonda Unica), separacion de MYC, eliminacion de 13g (D13S319) y eliminacion de TP53
(D1721). De los 33 pacientes, 32 dieron positivo en al menos una sonda FISH y 14 pacientes tuvieron al menos una sonda FISH que dio un patrén de sefial
anormal solo después del enriquecimiento con EasySep™ CD138. La pureza de CD138, medida por citometria de flujo, fue del 12,9% (rango 0,2% - 82,7%) en
las muestras no enriquecidas y aumento al 79,6% (rango 18,5% - 98,6%) en las muestras enriquecidas con EasySep™ CD138 (Tabla 5). El enriquecimiento en
veces para la pureza de CD138 fue > 1 y varié segun la frecuencia inicial* para todas las muestras con frecuencias de CD138 < 40% antes del enriquecimiento.
En este estudio, el enriquecimiento fue de 65,9 (rango 29,6 - 91,5) para muestras con frecuencias iniciales de CD138 < 3%, 11,9 (rango 5,1 - 23,0) para
muestras con frecuencias iniciales de CD138 entre 3 - 15% y 3,2 (1,6 - 5,3) para muestras con frecuencias iniciales de CD138 entre 15y 40% antes del
enriquecimiento.

*NOTA: En muestras con frecuencias de CD138 > 40%, el enriquecimiento de plasmocitos antes de la FISH podria no ser necesario.®

Solo se incluyeron en el andlisis muestras con un patrén de sefal FISH anormal por cada sonda. El porcentaje de nucleos anormales antes (no enriquecida) y
después del enriquecimiento aumenté en las cantidades siguientes por cada sonda: Sonda CCND1/IGH (1(11;14)): 15,4% + 15,5% a 77,3% + 29,5% (n = 14);
sonda de cromosoma 5 (D5S23): 25,0% + 19,1% a 72,7% + 17,4% (n = 15); sonda de cromosoma 15 (D15Z4): 20,0% + 15,9% a 57,3% + 23.6% (n = 16); sonda
de separaciéon de MYC: 21,2% + 21,7% a 50,7% + 33,5% (n = 10); sonda de delecién 13q (D13S319): 15,5% + 16,9% a 81,4 + 15,2% (n = 19); sonda de TP53
(D17Z1): 22,8% + 23,5% a 48,8% + 32,9% (n = 5).
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La Figura 1 (la representacion gréfica) se generd utilizando un subconjunto de datos (no mostrado), donde solo se incluyeron en el andlisis muestras con un
patron de senal FISH anormal para cada sonda. La Figura 1 muestra que el porcentaje de nucleos anormales detectados para cada sonda fue mayor después
del enriquecimiento con EasySep™ CD138 en comparacion con la muestra antes del enriquecimiento.

Figura 1. Porcentaje de Nucleos Anormales Contados en Plasmocitos Antes (No Enriquecida) y Después del Enriquecimiento con el EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail
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ESTUDIO DE REPRODUCIBILIDAD
Reproducibilidad con muestras artificiales

Se realiz6 un estudio para demostrar la reproducibilidad del proceso de enriquecimiento en tres sitios de estudio utilizando tres lotes del EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Debido a los desafios de tener muestras adecuadas para tres sitios, el estudio se realizé utilizando muestras
artificiales generadas agregando una linea celular de mieloma multiple a sangre completa de un donante sano cada dia en 3 frecuencias iniciales de CD138+,
categorizadas segun eventos de citometria de flujo (baja, media, y alto representa < 3%, 3 - 15%, y > 15%, respectivamente) para crear 16 miembros del panel.
Se estudié a mas miembros del panel en los niveles bajo y medio (6 versus 4 para el nivel alto) para demostrar el enriquecimiento en los niveles mas
desafiantes.

La Tabla 5 muestra un resumen estadistico de la variabilidad general, de sitio a sitio, de lote a lote y del enriquecimiento de los miembros del panel de CD138+
alto, medio y bajo. El enriquecimiento aumenté una media de 85,7 veces en las muestras de frecuencia inicial de CD138+ baja, 9,3 veces en las muestras de
frecuencia media de CD138+ y 3,8 veces en las muestras de frecuencia inicial de CD138+ alta.

Tabla 5. Resumen de Variabilidad y Enriquecimiento de Pliegues del Estudio de Reproducibilidad EasySep™ CD138

Repetibilidad CV o Reproducibilidad . L
Entr V (Y Entre | V (¥ Enr miento pl
Frecuencia inicial N (%) tre sitios CV (%) tre lotes CV (%) CV (%) iquecimiento plegado
CD138+
Media (Min. - Max.) Media (Min. - Max.) Media (Min. - Max.) [Media (Min. - Max.) Media (Min. - Max.)

Alta (> 15%) 4 0,7 (0,5-0,9) 4,0 (2,8-5,9) 0,9(0,5-1,6) 4,0 (2,8-6,0) 3.8(2.6-55)
Med (3% - 15%) 6 1,6 (0,8 - 3,0) 4,2(2,1-6,8) 2,3(1,0-3,9) 45(2,2-7,0) 9.3(5.0-15.4)

Baja (< 3%) 6 5,4 (3,5-8,9) 9,7 (5,5 -13,8) 8,6 (4,5-14,2) 11,9(8,2 - 18,3) 85.7 (20.2 - 206.0)

CV - coeficiente de variacién

Reproducibilidad con muestras clinicas

Se probaron tres lotes del kit de seleccion positiva CD138 de médula 6ésea humana EasySep™ en aspirados de médula 6sea (BMA) de pacientes con mieloma
multiple para determinar su rendimiento en ensayos FISH posteriores. Se analizaron un total de 9 mieloma multiple BMA clinicos, donde cada muestra se dividi¢
por la mitad para probar el enriquecimiento con dos lotes diferentes del kit de seleccién positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138. El porcentaje de
nucleos anormales se analiz6 utilizando cinco sondas FISH que detectan anomalias cromosémicas mieloma multiple comunes, incluida la translocacion t(11;14)
(CCND1/IGH XT), aneusomias de los cromosomas 5, 9y 15 (D5S23, D5S72, CEP 9, CEP 15) y delecion 13g14.

Segun los resultados del estudio, tres BMA dieron patrones de sefial FISH normales para las cinco sondas analizadas. Un BMA fue anormal para la
translocacion t(11;14) y cuatro BMA tenian patrones de sefial anormales para la delecion 13g. En los nueve BMA analizados, el porcentaje de células anormales
para cada sonda fue muy similar entre las células plasmaticas enriquecidas con los dos lotes del kit EasySep™ CD138. La misma disposicion normal/anormal
para una sonda determinada fue concordante entre los pares de lotes del kit de seleccion positiva CD138 de médula 6sea humana EasySep™. En todos los
casos, la disposicion normal/anormal coincidio, 1o que indica que el kit EasySep™ puede producir resultados FISH reproducibles cuando se utiliza en la
muestra para el uso previsto.
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PRECISION

Se realiz6 un estudio de precision en el que, en tres dias no consecutivos, se afiadio a una muestra de médula ¢ésea de un donante sano la linea celular
CD138+ SK-MM-2 en niveles bajos (< 3%) y medios (3 - 15%) frecuencia CD138+ inicial para generar dos miembros de panel de muestra artificiales
separados. Dos operadores realizaron enriquecimientos EasySep™ en cada uno de los dias de estudio, y cada operador se enriquecio con uno de los dos
miembros del panel. Cada operador realizé tres ejecuciones de enriquecimiento por cuadruplicado en un miembro del panel utilizando un lote de kit.

La pureza de las células CD138+ enriquecidas y no enriquecidas se determiné mediante andlisis de citometria de flujo para cada una de las tres series de
todos los miembros del panel. Las estimaciones de precision de la repetibilidad de la pureza enriquecida (%CV en cuatro réplicas dentro de una serie, n = 4
por serie, 3 series por miembro del panel) oscilaron entre 0,81y 1,56% y 0,17 - 1,41% para los miembros del panel de frecuencia inicial CD138+ baja y media,
respectivamente, 1o que indica que la variabilidad de la pureza de las células CD138+ enriquecidas esta bien controlada dentro del experimento.

LIMITE DE DETECCION
Limite de deteccion (LoD) con muestras artificiales

El estudio tuvo como objetivo determinar la frecuencia inicial de CD138+ mas baja que proporciona resultados FISH anormales consistentes en una muestra
artificial después del enriquecimiento de células CD138+ utilizando el kit de seleccion positiva CD138 de médula ¢sea humana EasySep™. En seis dias no
consecutivos, una muestra de sangre entera (WB) o de médula ¢sea (BM) de un donante sano se afiadio con la linea celular CD138+ SK-MM-2 al 20% (rango
aceptable 26 -14% por citometria de flujo). CD138+ frecuencia inicial y luego diluido en serie por un factor de dos con WB o BM para lograr ~20%, 10%, 5%,
2,5%, 1,25%, 0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08% y 0% ( es decir, WB 0 BM no enriquecidos con células SK-MM-2). Cada muestra se enriquecié por duplicado
utilizando el kit de seleccion positiva CD138 de médula ¢sea humana EasySep™, y todas las muestras enriquecidas y no enriquecidas se evaluaron mediante
citometria de flujo y/o se analizé la disposicion t(11;14) mediante FISH.

Se revisaron los resultados del estudio de limite de deteccion de CD138 EasySep™, incluida la pureza de las células CD138+ enriquecidas y no enriquecidas
medida mediante citometria de flujo y la disposicion t(11;14) analizada mediante FISH. Todas las muestras artificiales enriquecidas con células SK-MM-2, con
un objetivo de frecuencia inicial de CD138+ tan baja como 0,08%, dieron como resultado una disposicion t(11;14) anormal en el andlisis FISH. La pureza de
CD138+ enrigquecido medida mediante citometria de flujo se correlacion6 positivamente con el porcentaje de nucleos anormales observados en el analisis FISH
posterior. La pureza promedio de CD138+ enriquecido que resulté en una disposicion anormal de t(11;14) en FISH fue del 33% de CD138+, enriqueciéndose a
partir de muestras con una pureza promedio no enriquecida del 0,08% de CD138+. Para muestras con una frecuencia objetivo inicial de CD138+ del 0,00%,
cuatro de los seis donantes dieron como resultado una disposicion t(11;14) normal en el analisis FISH; sin embargo, a un donante de médula ésea y a un
donante de sangre completa solo se les dio una réplica considerada normal y la otra réplica no fue concluyente debido a un nimero insuficiente de células
recuperadas. En conclusion, el estudio de limite de deteccion EasySep™ CD138 mostré que el kit de seleccion positiva CD138 de médula ¢sea humana
EasySep™ fue capaz de enriquecer consistentemente muestras artificiales con una frecuencia inicial de CD138+ de 0,05% a 25,06% y logré patrones FISH
anormales consistentes. El limite de deteccion para el kit de seleccion positiva CD138 de médula 6sea humana EasySep™ se establecié en una frecuencia
inicial de CD138+ del 0,05%.

Confirmacion del limite de deteccion (LoD) con muestras clinicas de médula 6sea de mieloma mudltiple

El objetivo de este estudio fue verificar el LoD con una frecuencia inicial de CD138 del 0,05%, determinada en el estudio de LoD anterior en muestras artificiales
en una muestra clinica utilizando dos lotes de kit, con tres réplicas por lote de kit. El enriquecimiento de células CD138+ se realizé en una muestra clinica
producida anadiendo un aspirado de médula ¢sea de un paciente con mieloma multiple a un aspirado de médula ¢sea de un donante sano con una frecuencia
inicial de CD138 del 0,05%. La muestra clinica se lavo y se dividié en seis fracciones para el enriqguecimiento de células EasySep™ CD138, utilizando dos lotes
de Kit con tres réplicas por lote de kit. Las muestras enriquecidas se dividieron en dos fracciones: una fraccion se us¢ para evaluar la pureza de las células
plasmaticas mediante citometria de flujo y la segunda fraccion se usé para FISH.

La pureza de las células plasmaticas se determiné antes y después del enriquecimiento utilizando dos lotes del kit de seleccion positiva EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 con tres réplicas por lote del kit. La muestra se enriqueci¢ desde un 0,05% hasta un rango de 4,1 - 7,4%. EI CV de pureza enriquecida
general fue del 19,7%, superando los criterios de aceptacion de CV general < 35%. Todas las muestras enriquecidas tenian patrones de sefial FISH normales
para la polisomia de los cromosomas 5 y 15 (D5S23, D1574), la separacion de MYC y las sondas CCND1/IGH XT; y fueron anormales para la delecion del
cromosoma 13qg (D13S319) y TP53. La disposicion de FISH de las muestras enriguecidas fue la misma que la disposicion de FISH de la muestra clinica sin
diluir, y el 100% de las réplicas fueron anormales para la eliminacion del cromosoma 139 (D13S319) y TP53.

INTERFERENCIA ANTICOAGULANTE

Para este estudio se reclutaron tres muestras clinicas frescas de médula 6sea de mieloma mudltiple. Una muestra se proces6 aproximadamente 20 horas
después de la recoleccion, una muestra se procesoé aproximadamente 24 horas después de la recoleccion y la tercera muestra se proceso aproximadamente
22 horas después de la recoleccion. Cada muestra se dividio en dos fracciones. Una fraccion se tratd con PBS (el control), mientras que a la otra se le afadio
un exceso de heparina sodica 3 veces mayor. Luego se lavaron y enriquecieron réplicas individuales de cada fraccion utilizando el kit de seleccion positiva
CD138 de médula 6sea humana EasySep™. La pureza de CD138 se determind mediante citometria de flujo y luego se compard para determinar si el exceso de
heparina causaba interferencia con el enriquecimiento y la pureza de CD138. Un segundo estudio evalu¢ un total de 3 muestras clinicas preparadas anadiendo
células mononucleares de médula 6sea de mieloma multiple en aspirados de médula 6sea de un donante sano aspirados con una frecuencia inicial de CD138
< 0,2%. Se analizaron tres réplicas por muestra y por condicion (es decir, con/sin exceso de heparina sodica). Las purezas enriquecidas de las muestras
enriquecidas con heparina soédica no fueron estadisticamente diferentes de las de las muestras de control en cada estudio (prueba t unilateral, p = 0,1971y

p = 0,2740, respectivamente). Los resultados indicaron que no se encontré que el exceso de heparina sodica interfiriera con el enriquecimiento de las células
plasmaticas CD138+.
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Asistencia Técnica
NOTA: Vuelva a realizar el pedido utilizando el Catalogo #100-1133, un kit que incluye el EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
(E= 100-0748) y el EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (R 100-0749).
Esta PIS también esta disponible en varios idiomas en formato electrénico en el sitio web de STEMCELL, y se puede facilitar en formato fisico previa peticion.

Para recibir asistencia técnica, escriba un correo electronico a techsupport@stemcell.com o llame a la linea telefénica gratuita al (+1) 604 877 0713 (Canada),
al (+1) 800 667 0322 {(América del Norte), o al 00800 7836 2355 (Europa). Para obtener mas informacion, visite www.stemcell.com.

Las supresiones, adiciones o cambios estan senaladas por la barra de cambios en el margen.

Debera notificarse al fabricante y a la autoridad competente del estado miembro en el que esté establecido el usuario cualquier incidente grave que se
haya producido en relacion con el producto.
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PORTUGUES
Para uso em diagnéstico in vitro

B( somente

Uso Intencionado

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit € um dispositivo de diagndéstico in vitro destinado a enriquecer células CD138+ da medula ¢ssea
coletadas de pacientes com diagnostico de mieloma multiplo. As células CD138+ s&o enriquecidas por sele¢do positiva imunomagnética para uso em ensaios
validados a jusante. O usuario final é responsavel pela validagdo deste kit para uso com o ensaio. Para uso diagnéstico in vitro por profissionais de laboratério.

Antecedentes

O mieloma multiplo é uma neoplasia hematolégica caraterizada pela acumulagdo de neoplasias nas células plasma na medula 6ssea.’ Nos Estados Unidos, o
mieloma multiplo representa 1,8% de todos 0s cancros e é tipicamente diagnosticado em pessoas de 65 a 74 anos de idade.? Foram identificados vérios
subtipos da doencga ao nivel genético e molecular e as anormalidades cromossémicas especificas tém implicagtes de progndéstico que possibilitam a
estratificagdo do risco dos pacientes.?

As recomendag0Oes consensuais estabelecidas pelos especialistas oncolégicos dos EUA e da UE, recolhidas em diretivas publicadas pela National
Comprehensive Cancer Network (NCCN)?, a European Society for Myeloma?®, e a European Myeloma Network* recomendam a andlise citogénica das células
plasma obtidas de espécimes de medula ¢ssea por hibridizag&o fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization; FISH) no diagndstico inicial e como
método de acompanhamento e vigilancia durante a reincidéncia.®*

A frequéncia de células plasma na medula 6ssea de pacientes com mieloma multiplo pode ser altamente variavel em diagnostico € durante a reincidéncia. As
células plasma podem ser isoladas da medula 6ssea por sele¢ao positiva imunomagnética das células expressando o antigénio de superficie CD138
(sindecan-1).° Foi reportado que o melhoramento das células plasma da medula 6ssea antes do teste FISH para mieloma multiplo aumenta a taxa e frequéncia
de anormalidades genéticas detetadas pelo FISH (Figura 1).57

Principio de Operacao

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit esta concebido para ser usado manualmente para melhorar as células expressando o antigénio
de superficie CD138 a partir das amostras frescas da medula 6ssea humana por meio de sele¢do positiva imunomagnética. Este kit alveja as células CD138+
para sele¢do positiva com um anticorpo que reconhece o marcador de superficie CD138. As células desejadas sdo marcadas com anticorpos e particulas
magnéticas e separadas usando um iman ‘The Big Easy” EasySep™. As células ndo necessarias sdo retiradas, deixando as células CD138+ no tubo.

Descrigcao dos Componentes
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit consiste dos seguintes componentes listados na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes do EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

Nome do Componente Componente n® | Quantidade | Conteudo

EasySep™ Human Bone Uma combinagédo de anticorpos monoclonais em

Marrow CD138 Positive 300-0394 3x1mL* D-PBS com 0,09% rHA. Inclui um recetor Fc de

Selection Cocktail blogueio de anticorpo.

EasySep™ Dextran Uma suspensdo de particulas magnéticas em
300-0400 3x1mL* .

RapidSpheres™ 50105 % agua.

* O frasco de 1 mL de cada componente pode ser usado para processar até 20 mL de medula 6ssea, dependendo do nivel de celularidade da amostra (consulte Instrugoes de Uso,
Etapa 5 deste documento).

D-PBS - solugzo tampao de fosfato Dulbecco; rHA - aloumina humana recombinante
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Material Fornecido
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit € sempre fornecido com o EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate
(Catalogo #100-0749), 1 x 20 mL. Este tampdo é fornecido a uma concentracéo de 10X. Prepare 1 tampdo de Lise pelo menos 1 hora antes da utiliza¢ao,
adicionando 1 parte de tampé&o de Lise & concentragdo de 10X, para 9 partes de agua destilada ou Tipo 1*. Misture suave e completamente antes do uso.

Consulte a folha de informagéo de produto (Product Information Sheet, PIS; Documento #10000017274) para o EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer,
10X Concentrate (Catalogo #100-0749), disponivel em www.stemcell.com/0749. Contacte o nimero da linha gratuita fornecida na sec¢ado de Assisténcia
Técnica deste documento para pedir uma copia impressa gratuita deste PIS.

*A agua de Tipo 1 refere-se & 4gua ultrapura adequada para uso em procedimentos analfticos. E definida pela Sociedade Americana de Ensaios e Materiais (American Society for
Testing and Materials, ASTM) como tendo uma resistividade de > 18 MQ-cm, uma condutividade de < 0,056 pS/cm, e < 50 ppb de carbono orgéanico total (TOC).

Controlo de Qualidade
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit é fabricado de acordo com 21 CFR Parte 820 e ISO 13485. Para informacéo adicional de
qualidade, consultar www.stemcell.com/compliance.

Armazenagem e Estabilidade

Tabela 2. Armazenagem e Estabilidade

Nome do Componente Componente n° Armazenagem
EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 2-8°C

Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 2-8°C

EasySep™ Red Blood Cell temperatura

Lysis Buffer, 10X Concentrate 100-0749 ambiente
’ ' (15 - 25°C)

Os componentes podem ser enviados a temperatura ambiente mas devem ser armazenados como indicado atras. Nao congelar. Todos 0s componentes estao
estaveis até a data de validade indicada no rétulo.

NOTA: EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) pode ser armazenado a 2 - 8°C durante até trés meses. Nao ultrapasse a data de validade (prazo de
validade) do tampao 10X original.

Acessorios Requeridos mas Nao Fornecidos

Os materiais listados na Tabela 3 sdo acessorios para o EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Estes materiais n&o sdo fornecidos com
o kit e podem ser comprados separadamente.

Tabela 3. Acessorios Requeridos mas Nao Fornecidos

Nome do Componente Componente n° Quantidade Armazenamento Vida Util Descri¢ao
The Big Fasy 18001 1 Armazenar a 15 - 25°C. | Nao aplicavel Um fman para separacdo
EasySep™ Magnet imunomagnética sem colunas.

Estavel até a data de
EasySep™ Buffer 100-0780 1x1L Armazenar a 2 - 8°C. validade (EXP) Tampéo de separacédo de células.
indicada no rétulo.

“THE BIG EASY” EASYSEP™ MAGNET

O “The Big Easy” EasySep™ Magnet gera um alto campo magnético gradiente para a separacao de células e é destinado a utilizagao com o EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. O “The Big Easy” EasySep™ Magnet foi concebido para suportar um tubo padrao de polistireno de fundo
redondo de 14 mL (17 x 95 mm).

EASYSEP™ BUFFER

Consultar o PIS (Documento #10000016106) para o EasySep™ Buffer (Catélogo #100-0780), disponivel em www.stemcell.com/0780. Contacte o nimero da
linha gratuita fornecido na sec¢éo deste documento designada Assisténcia Técnica para pedir uma copia impressa gratuita deste PIS.
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Materiais Necessarios, mas nao Fornecidos
Os materiais listados seguidamente séo artigos de laboratério para fins gerais que s&o requeridos mas nao séo fornecidos.

Solucéo tampdo de fosfato Dulbecco (sem Ca++ e Mg++; por exemplo, Catélogo #37350)
Solucéo DNase | (por exemplo, Catélogo #07900)

Filtro de 70 pm (por exemplo, Catalogo #27216)

Tubo de polistireno de fundo redondo de 14 mL (17 x 95 mm) (por exemplo, Catalogo #38008)
Tubo cénico de 50 mL (por exemplo, Catélogo #38010)

Limitacoes

1.
2.
3.

11.

PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO
A utilizagao do dispositivo destina-se ao enriquecimento de células CD138+ de pacientes que tenham ou possam ter diagnéstico de cancro.

As caracteristicas de desempenho deste dispositivo ndo foram estabelecidas para ensaios de diagndstico gerais a jusante. Os usuarios finais precisam
validar o uso com quaisquer testes e dispositivos de coleta de amostras subsequentes.

O dispositivo independente ndo se destina a enumeragao de células. O dispositivo destina-se apenas ao enriquecimento de células CD138+ em amostras,
para que as amostras enriquecidas possam entao ser utilizadas em processamento/analise adicional utilizando métodos independentes adicionais, como
FISH.

O dispositivo independente ndo se destina ao uso de diagndstico, progndéstico ou monitoramento com células CD138+, inclusive como auxilio no
gerenciamento de qualquer doenga efou decistes de tratamento. Os resultados do dispositivo independente ndo fornecem informagdes ao paciente sobre
0 seu estado de saude atual. O dispositivo independente ndo diagnostica quaisquer condi¢des de saude e ndo substitui visitas a um médico ou outro
profissional de salde.

Ressuspenda a amostra de medula 6ssea com base no volume da amostra ou nos niveis de celularidade, de acordo com as instrugdes fornecidas em
Preparagéao da amostra.

Siga todas as etapas do protocolo listadas nas Instrugdes de uso. A execugdo inadequada do protocolo pode levar a resultados variaveis e/ou ruins.

Uma frequéncia inicial CD138+ baixa (<3%) pode levar a variabilidade na pureza das células CD138+ enriquecidas. Os usuarios finais podem avaliar a
pureza das células CD138+ apos o enriquecimento por imunofenotipagem usando citometria de fluxo ou avaliagdo morfolégica por microscopia.

A estabilidade da medula 6ssea pode ser comprometida apos 48 horas da coleta.

O numero de células plasméaticas CD138+ isoladas da medula 6ssea por sele¢cdo imunomagnética pode ser reduzido em pacientes submetidos ou apés
tratamento para mieloma multiplo.

Se nado forem observados padroes FISH anormais quando multiplas sondas FISH forem usadas, procure assisténcia técnica entrando em contato com
techsupport@stemcell.com.

Adverténcias e Precaucdes

1.

Informagdes importantes sobre 0 manuseio, transporte e descarte seguros desses produtos estao contidas nas Fichas de Dados de Segurancga (SDS).
NOTA: As FDS dos reagentes fornecidos no kit est&o disponiveis em www.stemcell.com.
Este produto deve ser manuseado por pessoal treinado e observando as boas praticas de laboratério. Assim que este produto for adicionado as células

humanas, trate a suspenséo como potencialmente perigosa. O manuseamento de reagentes e a eliminacao de residuos devem respeitar todas as
regulamentagoes locais, estatais ou nacionais.

Este produto é potencialmente irritante para os olhos, sistema respiratério e pele. Este produto também pode ser prejudicial se ingerido. Evite a exposicao
através da pele, olhos contato, inalagdo e ingestao.

CUIDADO: O EasySep™ Magnet gera um forte campo magnético. Mantenha-se afastado de marca-passos, imas, discos de computador, relégios e outros
objetos que respondam a campos magnéticos.

Certifique-se de que os frascos estejam devidamente tampados durante o0 armazenamento. O manuseio e armazenamento adequados dos componentes
do kit s&o essenciais para garantir a vida util rotulada e o desempenho do kit. O enriquecimento de células CD138+ pode ser afetado negativamente pelos
componentes do kit armazenados fora das condi¢gGes de armazenamento recomendadas

N&o utilize o produto se a integridade da embalagem estiver comprometida na chegada ou se houver sinais de contaminacao, ressecamento, vazamentos
ou qualquer outra evidéncia de deterioracédo. O produto néo utilizado pode ser eliminado de acordo com 0s procedimentos laboratoriais padréo para
liquidos n&o perigosos.

Né&o utilize o produto apds o prazo de validade indicado no rétulo.

Nao congele EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105. Se EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 estiverem aglomerados ou ndo puderem ser
dispersos uniformemente, entre em contato com techsupport@stemcell.com.

N&o agite o EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail.

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit foi concebido para utilizagdo com um minimo de 1 mL de medula ¢ssea fresca. As amostras
devem ser processadas o mais rapido possivel, de preferéncia dentro de 24 horas, mas ndo mais de 72 horas apos a coleta do aspirado de medula 6ssea.
N&o congele nem transporte medula 6ssea em contato direto com bolsas de frio/gelo ou exponha a temperaturas acima de 30°C antes do uso. Siga as
instrucdes de preparagao de amostras de medula ¢ssea fornecidas em Preparagéo de amostras.
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Instrucdes para Uso
PREPARAQAO DA AMOSTRA

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit foi concebido para usar com medula 6ssea humana fresca. As recomendagdes para a recolha de
espécimes podem ser encontradas no Manual de Laboratério de Citogenética da AGT (AGT Cytogenetics Laboratory Manual).® As recolhas de aspirados de
medula 6ssea devem ser efetuadas em conformidade com as diretivas institucionais do laboratério. Deve ser recolhido pelo menos 1 mL de aspirados da
medula 6ssea para um tubo de recolha de sangue contendo um anticoagulante.

Para evitar a degradagéo da amostra e a perda de CD138 das frageis células plasma, e para manter a viabilidade das células, as amostras devem ser
processadas 10go que possivel, preferencialmente dentro de 24 horas, mas nao mais de 72 horas depois da recolha dos aspirados da medula ¢ssea. Nao
congele nem transporte a medula 6ssea em contacto direto com pacotes frios/de gelo nem a exponha a temperaturas acima de 30°C antes da utilizacéo.

O desempenho 6timo do protocolo requer a recolha, armazenagem e o transporte adequados da amostra para o local de teste.
Siga as etapas listadas seguidamente para preparar a amostra para 0 melhoramento das células:
1. Dilua aamostra 5 a 10 vezes na solugao tampédo de fosfato de Dulbecco (D-PBS) e misture-a suavemente, pipetando para cima e para baixo.

2. Pré-humedeca um filtro de 70 pm com a D-PBS. Filtre a amostra pelo filtro previamente humedecido para retirar fragmentos de 0sso, agregados de células
e detritos. Enxague o filtro com D-PBS.

3. Centrifugue as células a 300 x g durante 10 minutos (gama aceitavel é entre 250 a 300 x g durante 8 a 12 minutos) sem o travao aplicado.

4. Usando uma pipeta, remova cuidadosamente e descarte o plasma, sem perturbar a camada leucocitaria/o sedimento de gldbulos vermelhos. Ndo
despejar. Quando trabalhar com as amostras de medula 6ssea que tém mais de 24 horas, adicione 50 pL de 1 mg/mL de solu¢cdo DNase | diretamente na
camada leucocitaria/sedimento de gldbulos vermelhos e ressuspenda. Cologue na incubadora a temperatura ambiente (15 a 25°C) durante 15 a 30
minutos antes de efetuar a separagéo de células.

4. NOTA: Armazene a solu¢gao DNAse | a -20°C. Aliquota da solugdo DNase | em volumes de trabalho para evitar ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento.

Sugestéao: Alternativamente, a solu¢cdo DNAse | armazenada entre 2 e 8°C pode ser usada por até 1 semana.

5. Ressuspenda a camada leucocitaria/sedimento de globulos vermelhos a 1 - 2 vezes do volume da amostra original inicial de medula dssea com o Tampéo
EasySep™ (Tabela 4).

+ Se o volume da amostra original era > 2,5 mL, dilua até ao volume da amostra original.

+ Se o volume da amostra original era < 2,5 mL, dilua a duas vezes o volume da amostra original.

+ Em alternativa, se for esperada que a amostra tenha uma alta celularidade (> 70%) ou a celularidade for desconhecida, dilua duas vezes o volume da
amostra original.

Tabela 4. Volumes do EasySep™ Buffer

Volume da Amostra
gzl;ir:; T i Apds Ressuspensao
com o EasySep™ Buffer
1mL 2mL
2mL 4 mL
2,5mL 2,5 mL
3mL 3mL
4 mL 4 mL
4,5mL 4,5 mL

SEPARACAO DE CELULAS

6. Prepare o EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (referido como EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) pelo menos 1 hora antes de usar. O EasySep™ RBC
Lysis Buffer é fornecido a uma concentragéo de 10X.

a. Adicione 1 parte de EasySep™ RBC Lysis Buffer a 9 partes de dgua destilada ou do Tipo 1.
b. Misture suave e completamente antes do uso.
NOTA: Se néo for usado imediatamente, armazene o EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) a 2 - 8°C durante até trés meses. Nao congelar.

7. Prepare a amostra dentro da gama de volume de 1 - 4,5 mL e adicione a amostra ao tubo requerido. Se o volume for > 4,5 mL, divida a amostra entre dois
tubos de fundo redondo de 14 mL.

8. Adicione a amostra um volume igual de EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) preparado na etapa 6. Por exemplo, se 0 volume da amostra € de 2 mL apds a
ressuspensac com o FasySep™ Buffer (etapa 5), adicione a amostra 2 mL de EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X).

9. Adicione 25 pL de EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail para EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
por cada 1 mL de amostra diluida (etapa 8). Misture e cologue na incubadora a temperatura ambiente (15 a 25°C) durante 3 minutos (até um maximo de
5 minutos). Por exemplo, se o volume da amostra é de 4 mL, adicione a amostra 100 pL de EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection
Cocktail.

NOTA: N&o agitar o cocktail em vortex.

10. Misture em vortex a EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 durante pelo menos 30 a 40 segundos. As particulas devem estar igualmente dispersas.
STEMCELL Technologies Canada Inc. | 1618 Station Street, Vancouver, BC | V6A 1B6 | Canada | www.stemcell.com

. ) ﬂm MDSS GmbH Document #10000019127
For Technical Assistance - Schiffgraben 41 30175 Hannover e Germany c € Version 01
CH
Tel: +1.604.877.0713 [cn [ree] Issue Date 2025-01
European toll-free number: 00800 7836 2355 MDSS CH GmbH .
North American toll-free number: +1.800.667.0322 Laurenzenvorstadt 61 5000 Aarau e Switzerland

email: techsupport@stemcell.com Page 28 of 64



EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit = E M E LLM
CH G S

T E NOLO I E

11. Adicione 25 pL de EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 por cada 1 mL de amostra diluida. Misture e coloque na incubadora a temperatura ambiente
(15 a 25°C) durante 3 minutos (até um maximo de 5 minutos).
12. Adicione o EasySep™ Buffer para que a amostra atinja o volume indicado seguidamente. Misture pipetando para cima e para baixo suavemente 2 a 3
vezes.
Encher até 5 mL para amostras diluidas < 2,5 mL
+  Encher até 10 mL para amostras diluidas > 2,5 mL

13. Coloque o tubo (sem tampa) no “The Big Easy" EasySep™ Buffer e na incubadora a temperatura ambiente (15 a 25°C) durante 10 minutos (até um
maximo de 11 minutos).

14. Pegue no iman e, num movimento continuo, inverta o iman e o tubo para despejar 0 sobrenadante. Retire o tubo do iman; este tubo contém as células
isoladas. Descarte o0 sobrenadante.

NOTA: Deixe o iman e o tubo invertidos durante 2 a 3 segundos, depois recologue na vertical. Ndo agite nem enxugue as gotas que possam ficar presas
no bocal do tubo.

15. Adicione o EasySep™ Buffer para que a amostra atinja o volume indicado seguidamente. Misture carregando e esvaziando a pipeta 2 - 3 vezes.

+ Encher até 5 mL para amostras diluidas < 2,5 mL
+  Encher até 10 mL para amostras diluidas > 2,5 mL

16. Cologue o tubo (sem tampa) no iman € na incubadora a temperatura ambiente (15 a 25°C) durante 3 minutos (até um maximo de 5 minutos).

17. Pegue no iman e, num movimento continuo, inverta o iman e o tubo para despejar o sobrenadante. Retire o tubo do iman; este tubo contém as células
isoladas. Descarte o sobrenadante.

NOTA: Deixe o iman e o tubo invertidos durante 2 a 3 segundos, depois recologue na vertical. Nao agite nem enxugue as gotas que possam ficar presas
no bocal do tubo.

18. Adicione o EasySep™ Buffer para que a amostra atinja o volume indicado seguidamente. Misture carregando e esvaziando a pipeta 2 - 3 vezes.

Encher até 5 mL para amostras diluidas < 2,5 mL
+ Encher até 10 mL para amostras diluidas > 2,5 mL

19. Coloque o tubo (sem tampa) no iman € na incubadora a temperatura ambiente (15 a 25°C) durante 3 minutos (até um maximo de 5 minutos).

20. Pegue no iman e, num movimento continuo, inverta o iman e o tubo para despejar o sobrenadante. Retire o tubo do iman; este tubo contém as células
isoladas. Descarte o0 sobrenadante.

NOTA: Deixe o iman e 0 tubo invertidos durante 2 a 3 segundos, depois recologue na vertical. Nao agite nem enxugue as gotas que possam ficar presas
no bocal do tubo.

21. Ressuspenda as células no meio desejado. Ndo esqueca de recolher as células nos lados do tubo. As células melhoradas podem ser usadas em
processamento/andlises posteriores, utilizando métodos independentes adicionais, tais como ensaios FISH, que forem validados pelos utilizadores finais.

Sumario do Desempenho
ESTUDO CLINICO

Foi realizado um estudo clinico utilizando o kit de sele¢ao positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138 em 33 amostras clinicas de medula ¢ssea de
pacientes com mieloma multiplo em varios estagios da doenga. As amostras clinicas foram avaliadas usando um painel de cinco sondas FISH comuns
detectando seis anormalidades gendmicas que incluiam uma sonda CCND1/IGH XT para detectar a translocacgédo t(11;14), bem como sondas para detectar a
polissomia do cromossoma 5 (D5S23) e do cromossoma 15 (D1574). (kit de sonda unica), separagdo MYC, delecdo 139 (D13S319) e delegao TP53 (D1771).
Dos 33 pacientes, 32 foram positivos para pelo menos uma sonda FISH e 14 pacientes tiveram pelo menos uma sonda FISH que apresentou um padrdo de
sinal anormal somente apoés o enriquecimento com EasySep™ CD138. A pureza do CD138, medida por citometria de fluxo, foi de 12,9% (intervalo 0,2% -
82,7%) em amostras ndo enriquecidas e aumentou para 79,6% (intervalo 18,5% - 98,6%) nas amostras enriquecidas com EasySep™ CD138.

O enriquecimento dobrado para pureza de CD138 foi > 1 e variou com base na frequéncia inicial* para todas as amostras com frequéncias de CD138 < 40%
antes do enriquecimento. Neste estudo, o enriquecimento de vezes foi de 65,9 (intervalo 29,6 - 91,5) para amostras com frequéncias iniciais de CD138 <3%,
11,9 (intervalo 5,1 - 23,0) para amostras com frequéncias iniciais de CD138 entre 3 - 15% e 3,2 (1,6 - 5,3) para amostras com frequéncias iniciais de CD138
entre 15 e 40% antes do enriquecimento.

*NOTA: Para amostras com frequéncias CD138 > 40%, o enriquecimento de células plasmaticas antes do FISH pode nédo ser necessario.®

S6 foram incluidas na andlise as amostras com um padrao anormal de sinal FISH para cada sonda. A percentagem de nucleos anormais antes (nao melhorados)
e depois do melhoramento aumentou nos seguintes montantes para cada sonda: Sonda CCND1/IGH ((11;14)): De 15,4 + 15,5% para 77,3 + 29,5% (n = 14);
sonda de cromossoma 5 (D5S23): De 25,0 + 19,1% para 72,7 + 17,4% (n = 15); sonda de cromossoma 15 (D15Z4): De 20,0 + 15,9% para 57,3 + 23,6% (n = 16);
sonda de separa¢do MYC: De 21,2 + 21,7% para 50,7 + 33,5% (n = 10); sonda de delecdo de 13q (D13S319): De 15,5 + 16,9% para 81,4 + 15,2% (n = 19);
sonda TP53 (D17Z1): De 22,8 + 23,5% para 48,8 + 32,9% (n = 5).
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A Figura 1 mostra que a porcentagem de nucleos anormais detectados para cada sonda foi maior apés o enriquecimento com EasySep™ CD138 em
comparagdo com a amostra antes do enriguecimento e foi gerada usando um subconjunto do conjunto de dados completo (ndo mostrado), onde apenas
amostras com um padréo de sinal FISH anormal para cada sonda foi incluida na andlise.

Figura 1. Percentagem de Nicleos Anormais Contados em Células Plasma Antes (Nao Melhoradas) e Depois do Melhoramento Usando o EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
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ESTUDO DE REPRODUTIBILIDADE
Reprodutibilidade com amostras inventadas

Foi realizado um estudo para demonstrar a reprodutibilidade do processo de enriquecimento em trés locais de estudo usando trés lotes de EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Devido aos desafios de ter amostras adequadas para trés locais, o estudo foi realizado usando amostras artificiais

geradas pela adi¢do de uma linhagem celular de mieloma multiplo em sangue total de um doador saudavel todos os dias em niveis baixos (<3%), médios (3-

15%) ou frequéncias CD138+ iniciais altas (>15%) para criar 16 amostras ou membros do painel. Mais membros do painel foram estudados nos niveis baixo e
médio (6 versus 4 para o nivel alto) para demonstrar enriquecimento nos niveis mais desafiadores.

A Tabela 5 mostra um resumo estatistico da variabilidade geral de site para site, de lote para lote e do enriquecimento dobrado dos membros do painel
CD138+ alto, médio e baixo. O enriquecimento aumentou em média 85,7 vezes nas amostras de baixa frequéncia inicial de CD138+, 9,3 vezes nas amostras
de média frequéncia de CD138+ e 3,8 vezes nas amostras de alta frequéncia inicial de CD138+.

Tabela 5. Resumo de Variabilidade e Enriquecimento de Dobra do Estudo de Reprodutibilidade EasySep™ CD138

. Repetibilidade CV (%) |Entre CV de Local (%) | Entre CV de Lote (%) Reprodutn? lleiztes Enriquecimento de Dobra
Frequéncia Inicial N CV (%)
CD138+
Média (Min - Méax) Média (Min - Méax) Média (Min - Méax) Média (Min - Méax) Média (Min - Méax)
Alta (> 15%) 4 0,7 (0,5-0,9) 4,0(2,8-5,9) 0,9 (0,5-1,6) 4,0(2,8-6,0) 3.8(2.6-5.5)
Méd (3 - 15%) 6 1,6(0,8-3,0) 4,2(2,1-6,8) 2,3(1,0-3,9) 4,5(2,2-7,0) 9.3(5.0-15.4)
Baixa (< 3%) 6 5,4 (3,5-8,9) 9,7 (5,5-13,8) 8,6 (4,5-14,2) 11,9(8,2-18,3) 85.7 (20.2 - 206.0)

CV - coeficiente de variagdo

Reprodutibilidade com amostras clinicas

Trés lotes do kit de selecao positiva CD138 de medula 6ssea humana EasySep™ foram testados em aspirados de medula 6ssea (BMA) de pacientes com
mieloma multiplo para desempenho em ensaios FISH posteriores. Um total de 9 mieloma multiplo BMA clinicos foram testados, onde cada amostra foi dividida
ao meio para testar o enriquecimento com dois lotes diferentes do Kit de Selec&o Positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138. A porcentagem de nucleos
anormais foi analisada usando cinco sondas FISH que detectam anormalidades cromossémicas comuns de mieloma multiplo, incluindo a translocacao t(11;14)
(CCND1/IGH XT), aneusomias dos cromossomos 5, 9 € 15 (D5523, D5S72, CEP 9, CEP 15) e delegao 13g14.

Com base nos resultados do estudo, trés BMA forneceram padrdes normais de sinal FISH para todas as cinco sondas testadas. Uma BMA foi anormal para a
translocacédo t(11;14) e quatro BMA apresentaram padrées de sinal anormais para a delegdo 13g. Em todos os nove BMA testados, a percentagem de células
anormais para cada sonda foi muito semelhante entre as células plasmaticas enriquecidas com os dois lotes do kit EasySep™ CD138. A mesma disposi¢do
normal/anormal para uma determinada sonda foi concordante entre os pares de lotes do kit de selegdo positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138. Em
todos 0s casos, a disposi¢cao normal/anormal esteve de acordo, indicando que o kit EasySep™ é capaz de produzir resultados FISH reproduziveis quando
utilizado na amostra pretendida.
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PRECISAO

Foi realizado um estudo de precisdo onde, em trés dias ndo consecutivos, uma amostra de medula 6ssea de um doador saudavel foi enriquecida com a
linhagem celular CD138+ SK-MM-2 em niveis baixos (< 3%) e médios (3 - 15%) frequéncia CD138+ inicial para gerar dois membros do painel de amostra
planejados separados. Dois operadores realizaram enriquecimentos EasySep™ em cada um dos dias de estudo, com cada operador enriquecendo a partir de
um dos dois membros do painel. Cada operador realizou trés execugoes de enriquecimento em quadruplicado em um membro do painel usando um lote de kit.

A pureza das células CD138+ n&o enriquecidas e enriquecidas foi determinada por andlise de citometria de fluxo para cada uma das trés execucgdes de todos
0s membros do painel. As estimativas de precisao de repetibilidade de pureza enriquecida (%CV em quatro réplicas dentro de uma execugao, n = 4 por
execucao, 3 execugdes por membro do painel) variaram de 0,81 a 1,56% € 0,17 - 1,41% para membros do painel de frequéncia inicial CD138+ baixa e média,
respectivamente, indicando que a variabilidade da pureza das células CD138+ enriquecidas € bem controlada durante a execugao.

LIMITE DE DETECCAO
Limite de detecgédo (LoD) com amostras inventadas

O estudo teve como objetivo determinar a frequéncia inicial mais baixa de CD138+ que fornece resultados FISH anormais consistentes em uma amostra
artificial apds enriquecimento de células CD138+ usando o Kit de Selecado Positiva CD138 de Medula Ossea Humana EasySep™. Em seis dias nao
consecutivos, uma amostra de sangue total (WB) ou medula 6ssea (BM) de um doador saudavel foi enriquecida com a linha celular CD138+ SK-MM-2 a 20%
(intervalo aceitavel 26 -14% por citometria de fluxo) Frequéncia inicial de CD138 + e depois diluida em série por um fator de dois com WB ou BM para atingir ~
20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08% e 0% ( isto &€, WB ou BM néao enriquecidos com células SK-MM-2). Cada amostra foi enriquecida em
duplicado utilizando o Kit de Selegdo Positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138, e todas as amostras ndo enriquecidas e enriquecidas foram avaliadas
por citometria de fluxo e/ou tiveram a disposi¢ao t(11;14) analisada por FISH.

Os resultados do estudo de limite de detec¢do EasySep™ CD138, incluindo a pureza das células CD138+ ndo enriquecidas e enriquecidas, medida por
citometria de fluxo e a disposi¢ao t(11;14) analisada por FISH, foram revisados. Todas as amostras inventadas enriquecidas com células SK-MM-2, visando
uma frequéncia CD138+ inicial tdo baixa quanto 0,08%, resultaram em disposi¢éo t(11;14) anormal na analise FISH. A pureza enriquecida de CD138+ medida
por citometria de fluxo correlacionou-se positivamente com a percentagem de nucleos anormais observados na andlise FISH a jusante. A pureza média de
CD138+ enriquecido que resultou em disposi¢do anormal de t(11;14) em FISH foi de 33% de CD138+, enriquecendo a partir de amostras com uma pureza
média nao enriquecida de 0,08% de CD138+. Para amostras de frequéncia CD138+ alvo inicial de 0,00%, quatro dos seis doadores resultaram em disposi¢ao
t(11;14) normal na analise FISH, no entanto, um doador de medula 6ssea e um doador de sangue total tiveram apenas uma réplica considerada normal e a
outra réplica inconclusiva devido ao numero insuficiente de células recuperadas. Em concluséo, o estudo de limite de deteccédo EasySep™ CD138 mostrou que
o kit de selecao positiva CD138 de medula 6ssea humana EasySep™ foi capaz de enriquecer consistentemente a partir de amostras artificiais com frequéncia
CD138+ inicial de 0,05% - 25,06% ¢ alcangou padroes FISH anormais consistentes. O limite de detecgao para o Kit de Selegao Positiva CD138 de Medula
Ossea Humana EasySep™ foi definido em 0,05% da frequéncia CD138+ inicial.

Confirmacao do limite de deteccao (L.oD) com amostras clinicas de medula 6ssea de mieloma mdaltiplo

O objetivo deste estudo foi verificar o LoD a 0,05% da frequéncia CD138 inicial, determinada no estudo anterior do LoD em amostras artificiais numa amostra
clinica utilizando dois lotes de kits, com trés réplicas por lote de kits. O enriquecimento de células CD138+ foi realizado em uma amostra clinica produzida pela
adicdo de um aspirado de medula ¢ssea de um paciente com mieloma multiplo em um aspirado de medula ¢ssea de um doador saudavel a uma frequéncia
CD138 inicial de 0,05%. A amostra clinica foi lavada e dividida em seis fracoes para enriquecimento de células EasySep™ CD138, utilizando dois lotes de kits
com trés réplicas por lote de kits. As amostras enriquecidas foram divididas em duas fragdes: uma fracao foi utilizada para avaliagdo da pureza das células
plasmaticas por citometria de fluxo e a segunda fragéo foi utilizada para FISH.

A pureza das células plasmaticas foi determinada antes e depois do enriquecimento usando dois lotes de kits do kit de selecdo positiva EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 com trés réplicas por lote de kit. A amostra foi enriquecida de 0,05% para uma faixa de 4,1 - 7,4%. O CV geral de pureza enriquecida foi
de 19,7%, passando nos critérios de aceitacao de CV geral < 35%. Todas as amostras enriquecidas tinham padroes normais de sinal FISH para polissomia dos
cromossomos 5 e 15 (D5S23, D1574), quebra de MYC e sondas CCND1/IGH XT; e eram anormais para delegdo do cromossomo 13q (D13S319) e TP53. A
disposi¢do FISH das amostras enriquecidas foi a mesma que a disposicdo FISH da amostra clinica ndo diluida, com 100% das réplicas sendo anormais para
dele¢do do cromossomo 139 (D13S319) e TP53.

INTERFERENCIA ANTICOAGULANTE

Trés amostras clinicas frescas de medula ¢ssea de mieloma multiplo foram recrutadas para este estudo. Uma amostra foi processada aproximadamente 20
horas apés a coleta, uma amostra foi processada aproximadamente 24 horas apos a coleta e a terceira amostra foi processada aproximadamente 22 horas
apos a coleta. Cada amostra foi dividida em duas fragdes. Uma fragdo foi tratada com PBS (o controle), enquanto a outra foi enriquecida com excesso de 3X de
heparina sodica. Réplicas unicas de cada fragao foram entdo lavadas e enriquecidas usando o Kit de Selecao Positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138.
A pureza do CD138 foi determinada por citometria de fluxo e depois comparada para determinar se 0 excesso de heparina causava interferéncia no
enriquecimento e pureza do CD138. Um segundo estudo avaliou um total de 3 amostras clinicas preparadas adicionando células mononucleares da medula
6ssea do mieloma multiplo em aspirados de medula 6ssea de um doador saudavel aspirado com uma frequéncia basal de CD138 < 0,2%. Foram testadas trés
réplicas por amostra e por condigdo (ou seja, com/sem excesso de heparina sodica). As purezas enriquecidas das amostras enriquecidas com heparina sodica
ndo foram estatisticamente diferentes daquelas das amostras de controle em cada estudo (teste t unicaudal, p = 0,1971 e p = 0,2740, respectivamente). Os
resultados indicaram que o excesso de heparina sédica ndo interferiu no enriquecimento de células plasmaticas CD138+.
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Assisténcia Técnica
NOTA: Encomende novamente usando ¢ Catalogo #100-1133, um kit que compreende o EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

(R 100-0748) e 0 EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (F&l 100-0749).

Esta PIS também esta disponivel em varias linguas nacionais em formato eletronico no sitio na Web da STEMCELL e pode ser fornecida em cépia impressa

mediante pedido.

Para apoio técnico, contactar techsupport@stemcell.com ou telefonar gratuitamente para +1.604.877.0713 (Canada), +1.800.667.0322 (América do Norte), ou
00800 7836 2355 (Europa). Para mais informagéao, visitar www.stemcell.com.

Exclusdes, acrescimos ou alteragbes s&o indicados pela barra de alteragdes na margem.

Todos os incidentes sérios que ocorrerem relacionados com o dispositivo serdo reportados ao fabricante e a autoridade competente do estado membro
em que o utilizador estiver estabelecido.
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Per uso diagnostico in vitro

B( solo

Uso Previsto

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit & un dispositivo diagnostico in vitro destinato ad arricchire le cellule CD138+ dal midollo osseo
raccolto da pazienti con diagnosi di mieloma multiplo. Le cellule CD138+ vengono arricchite mediante selezione immunomagnetica positiva per 'uso in test a
valle convalidati. L'utente finale & responsabile della convalida di questo kit per I'uso con il test. Per uso diagnostico in vitro da parte di professionisti di
laboratorio.

Contesto

Il mieloma multiplo & un tumore maligno del sangue caratterizzato dall'accumulo di neoplasie delle plasmacellule nel midollo osseo.' Negli Stati Uniti, il mieloma
multiplo rappresenta I'1,8% di tutti i tumori ed & tipicamente diagnosticato tra le persone di etd compresa tra 65 e 74 anni.? Diversi sottotipi di malattia sono stati
identificati a livello genetico e molecolare, e specifiche anomalie cromosomiche hanno implicazioni prognostiche che consentono la stratificazione del rischio dei
pazienti.?

Le direttive per il consenso stabilite da esperti di oncologia degli Stati Uniti e dell'UE e raccolte nelle linee guida pubblicate dalla National Comprehensive
Cancer Network (NCCN)?, dalla European Society for Myeloma®, e dalla European Myeloma Network® raccomandano I'analisi citogenetica delle plasmacellule
ottenute da campioni di midollo osseo mediante ibridazione in situ fluorescente (fluorescence in situ hybridization; FISH) in sede di diagnosi iniziale e come
metodo di follow-up e sorveglianza durante la recidiva.®*

La frequenza delle plasmacellule nel midollo osseo di pazienti affetti da mieloma multiplo pud essere molto variabile in sede di diagnosi € durante la recidiva. Le
plasmacellule possono essere isolate dal midollo osseo mediante selezione immunomagnetica positiva di cellule che esprimono I'antigene di superficie CD138
(syndecan-1).% In letteratura & stato riportato che I'arricchimento delle plasmacellule ottenute dal midollo osseo prima del test FISH per il mieloma multiplo
aumenta la velocita e la frequenza delle anomalie genetiche rilevate tramite FISH (Figura 1).57

Principio di Funzionamento

Il EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit umano & previsto per un utilizzo manuale nell'arricchimento delle cellule che esprimono
I'antigene di superficie CD138 ottenute da campioni di midollo osseo umano intero fresco mediante selezione immunomagnetica positiva. Questo kit prepara le
cellule CD138+ per la selezione positiva tramite un anticorpo che riconosce il marcatore superficiale CD138. Le cellule desiderate vengono etichettate con
anticorpi e particelle magnetiche e separate utilizzando un magnete “The Big Easy” EasySep™. Le cellule indesiderate vengono versate via, mentre le cellule
CD138+ isolate rimangono nella provetta. Il EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit include volumi di reagenti sufficienti per il trattamento
da 30 mL a 60 mL di midollo osseo e dipende dal livello di cellularita dei campioni.

Descrizione dei Componenti
Il EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit & costituito dai seguenti componenti elencati nella Tabella 1.

Tabella 1. Componenti del EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

Nome del Componente Componente n. Quantita Contenuto

EasySep™ Human Bone Una combinazione di anticorpi monoclonali in
Marrow Positive Selection 300-0394 3x1mL* D-PBS con 0,09% di rHA. Comprende un
Cocktail anticorpo che blocca i recettori Fc.

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 3x1mL Sospensione di particelle magnetiche in acqua.

* E possibile utilizzare una fiala da 1 mL di ciascun componente per processare fino a 20 mL di midollo osseo a seconda del livello di cellularita del campione (fare riferimento alle
Istruzioni per I'uso, Passaggio 5 di questo documento).
D-PBS - soluzione salina tamponata con fosfati di Dulbecco; rHA - aloumina umana ricombinante
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Materiale Fornito
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER

Il EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit viene sempre fornito accompagnato dal EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X
Concentrate (Catalogo #100-0749), 1 x 20 mL. Questo tampone & fornito con concentrato 10X. Preparare il tampone per la lisi 1X almeno 1 ora prima dell'uso

aggiungendo 1 parte di tampone per la lisi 10X a 9 parti di acqua distillata o di Tipo 1*. Mescolare delicatamente e completamente prima dell’uso.

Consultare la scheda informativa sul prodotto (Product Information Sheet, PIS; Documento #10000017274) del EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer,
10X Concentrate (Catalogo #100-0749), disponibile su www.stemcell.com/0749. Contattare il numero verde indicato nella sezione Assistenza Tecnica di questo
documento per richiedere gratuitamente una copia cartacea di questa PIS.

*L'acqua di Tipo | si riferisce all'acqua ultrapura adatta all'uso nelle procedure analitiche. Viene definita dall'’American Society for Testing and Materials (ASTM) come avente una
resistivita di > 18 MQ-cm, una conduttivita di < 0,056 pS/cm e < 50 ppb di carbonio organico totale (TOC).

Controllo di Qualita

Il EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit & prodotto in conformita ai regolamenti 21 CFR Part 820 e ISO 13485. Per ulteriori informazioni
sulla qualita, consultare il sito www.stemcell.com/compliance.

Conservazione e Stabilita

Tabella 2. Conservazione e Stabilita

Nome del componente Componente n. Conservazione

EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 2-8°C
Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 2-8C

EasySep™ Red Blood Cell temperatura

Lysis Buffer, 10X Concentrate 100-0749 ambiente
’ ' (15 - 25°C)

I componenti possono essere spediti a temperatura ambiente ma devono essere conservati come sopra indicato. Non congelare. Tutti i componenti sono stabili
fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta.

NOTA: Il EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) pud essere conservato a 2 - 8°C per un massimo di 3 mesi. Non superare la data di scadenza (data di
utilizzo) del tampone 10X originale.

Accessori Richiesti ma Non Inclusi

| materiali elencati nella Tabella 3 sono accessori del EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Questi materiali non sono inclusi nel kit e
pOSSONO essere acquistati separatamente.

Tabella 3. Accessori richiesti ma Non inclusi

Nome del Componente Componente n. Quantita Conservazione | Durata di Conservazione Descrizione

“ i ” ™ i

The Big Easy” EasySep 18001 ’ Conserg/are a Non applicabile Magnete per la separazione
Magnet 15 - 25°C. immunomagnetica senza colonne.

Conservare a Stabile fino alla data di
EasySep™ Buffer 100-0780 1x1L 5_8°C scadenza (EXP) riportata | Tampone di separazione cellulare.
) in etichetta.

“THE BIG EASY” EASYSEP™ MAGNET

Il “The Big Easy” EasySep™ Magnet genera un campo magnetico ad alto gradiente per la separazione delle cellule ed € previsto per I'uso con il EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Il “The Big Easy ” EasySep™ Magnet & progettato per contenere una provetta standard a fondo tondo in
polistirene da 14 mL (17 x 95 mm).

EASYSEP™ BUFFER

Consultare la scheda informativa prodotto (Product Information Sheet; PIS) (Documento #10000016106) del EasySep™ Buffer (Catalogo #100-0780), disponibile
su www.stemcell.com/0780. Contattare il numero verde indicato nella sezione Assistenza Tecnica di questo documento per richiedere gratuitamente una copia
cartacea di questa PIS.
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Materiali Necessari ma non Forniti
| materiali elencati di seguito sono articoli di laboratorio a uso generico richiesti ma non inclusi.

Soluzione salina tamponata con fosfati di Dulbecco (senza Ca++ e Mg++; per esempio, Catalogo #37350)
Soluzione DNase | (per esempio, Catalogo #07900)

Filtro da 70 pm (per esempio, Catalogo #27216)

Provetta a fondo tondo in polistirene da 14 mL (17 x 95 mm) (per esempio, Catalogo #38008)

Provetta conica da 50 mL (per esempio, Catalogo #38010)

Limitazioni

9.

10.

11.

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO
L'uso del dispositivo & previsto per I'arricchimento di cellule CD138+ da pazienti che hanno o potrebbero avere una diagnosi di cancro.

Le caratteristiche prestazionali di questo dispositivo non sono state stabilite per test diagnostici generali a valle. Gli utenti finali devono convalidare I'uso
con eventuali test successivi e dispositivi di raccolta dei campioni.

Il dispositivo autonomo non & destinato all'enumerazione delle cellule. Il dispositivo & destinato esclusivamente all'arricchimento di cellule CD138+ nei
campioni in modo che i campioni arricchiti possano poi essere utilizzati in ulteriori elaborazioni/analisi utilizzando metodi aggiuntivi indipendenti, come la
FISH.

Il dispositivo autonomo non & destinato all'uso diagnostico, prognostico o di monitoraggio con cellule CD138+, né come ausilio nella gestione della malattia
e/o nelle decisioni terapeutiche. | risultati del dispositivo autonomo non forniscono informazioni al paziente riguardo al suo attuale stato di salute. |l
dispositivo autonomo non diagnostica alcuna condizione di salute e non sostituisce le visite da un medico o da un altro operatore sanitario.

Risospendere il campione di midollo osseo in base al volume del campione o ai livelli di cellularita secondo le istruzioni fornite nella sezione Preparazione
del campione.

Sequire tutti i passaggi del protocollo elencati nelle Istruzioni per I'uso. L'esecuzione impropria del protocollo pud portare a risultati variabili e/o scarsi.

Una frequenza iniziale bassa di CD138+ (< 3%) puo portare a variabilita nella purezza delle cellule CD138+ arricchite. Gli utenti finali possono valutare la
purezza delle cellule CD138+ dopo l'arricchimento mediante immunofenotipizzazione mediante citometria a flusso o valutazione morfologica mediante
microscopia.

La stabilita del midollo 0sseo pud essere compromessa dopo 48 ore dal prelievo.

Il numero di plasmacellule CD138+ isolate dal midollo osseo mediante selezione immunomagnetica pud essere ridotto nei pazienti sottoposti o sottoposti a
trattamento per il mieloma multiplo.

Se non si osservano schemi FISH anomali quando si utilizzano piu sonde FISH, richiedere assistenza tecnica contattando techsupport@stemcell.com.

Avvertenze e precauzioni

1.

Informazioni importanti riguardanti la manipolazione, il trasporto e lo smaltimento in sicurezza di questi prodotti sono contenute nelle Schede di sicurezza
(SDS).

NOTA: le schede dati di sicurezza dei reagenti forniti nel kit sono disponibili sul sito www.stemcell.com.

Questo prodotto deve essere maneggiato da personale addestrato osservando le buone pratiche di laboratorio. Una volta aggiunto questo prodotto alle

cellule umane, trattare la sospensione come potenzialmente pericolosa dal punto di vista biologico. La manipolazione dei reagenti e lo smaltimento dei
rifiuti devono rispettare tutte le normative locali, statali 0 nazionali.

Questo prodotto & potenzialmente irritante per gli occhi, il sistema respiratorio e la pelle. Questo prodotto pud anche essere dannoso se ingerito. Evitare
I'esposizione attraverso la pelle e gli occhi contatto, inalazione e ingestione.

ATTENZIONE: il magnete EasySep™ genera un forte campo magnetico. Tenere lontano da pacemaker, magneti, dischi di computer, orologi e altri oggetti
che rispondono ai campi magnetici.

Assicurarsi che le fiale siano adeguatamente tappate durante la conservazione. La corretta manipolazione e conservazione dei componenti del kit &
essenziale per garantire la durata di conservazione e le prestazioni del kit indicate sull'etichetta. L'arricchimento delle cellule CD138+ puo essere
influenzato negativamente dalla conservazione dei componenti del kit al di fuori delle condizioni di conservazione consigliate.

Non utilizzare il prodotto se l'integrita del contenitore dell'imballaggio é stata compromessa al momento dell'arrivo o se sono presenti segni di
contaminazione, essiccazione, perdite 0 qualsiasi altra prova di deterioramento. Il prodotto inutilizzato pud essere smaltito secondo le procedure standard
di laboratorio per liquidi non pericolosi.

Non utilizzare il prodotto oltre la data di scadenza indicata sulla sua etichetta.

Non congelare EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105. Se EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 sono raggruppati 0 non possono essere dispersi
uniformemente, contattare techsupport@stemcell.com.

Non agitare nel vortex il cocktail di selezione positiva CD138 di midollo osseo umano EasySep™.

Il kit di selezione positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138 & progettato per I'uso con un minimo di 1 ml di midollo osseo fresco. | campioni devono
essere analizzati il prima possibile, preferibilmente entro 24 ore ma non oltre 72 ore dal prelievo dell'aspirato di midollo osseo. Non congelare o trasportare
il midollo osseo a diretto contatto con impacchi freddi/ghiacciati né esporre a temperature superiori a 30°C prima dell'uso. Sequire le istruzioni per la
preparazione del campione di midollo osseo fornite in Preparazione del campione.
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Istruzioni per I'Uso
PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

Il EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit & previsto per I'uso con midollo osseo intero umano fresco. Le raccomandazioni per la raccolta
dei campioni sono disponibili nel Manuale di laboratorio AGT Cytogenetics.® Le raccolte di aspirato del midollo osseo devono essere eseguite secondo le linee
guida istituzionali di laboratorio. Aimeno 1 mL di aspirato del midollo osseo deve essere raccolto in una provetta per la raccolta del sangue contenente un
anticoagulante.

Per evitare la degradazione del campione, la perdita di CD138 dalle fragili plasmacellule e per mantenere la vitalita cellulare, i campioni devono essere trattati il
prima possibile, preferibilmente entro 24 ore ma non oltre 72 ore dopo la raccolta dell'aspirato del midollo osseo. Non congelare o trasportare il midollo 0sseo a
diretto contatto con sacchetti del ghiaccio, né esporlo a temperature superiori a 30°C prima dell'uso.

Le prestazioni ottimali del protocollo richiedono la raccolta, la conservazione e il trasporto appropriati dei campioni al sito del test.
Seguire i passaggi elencati di seguito nella preparazione del campione per |'arricchimento cellulare:
1. Diluire il campione da 5 a 10 volte nella soluzione salina tamponata con fosfati di Dulbecco (D-PBS) e miscelare delicatamente pipettando su e giu.

2. Pre-inumidire un filtro da 70 ym con D-PBS. Filtrare il campione attraverso il filtro pre-inumidito per rimuovere frammenti ossei, aggregati cellulari e detriti.
Risciacquare il filtro con D-PBS.

3. Centrifugare le cellule a 300 x g per 10 minuti (intervallo accettabile di 250 - 300 x g per 8 - 12 minuti) con il freno disattivato.

4. Usando una pipetta, rimuovere con cura ed eliminare il plasma, senza disturbare lo strato leucocitario-piastrinico (buffy coat)/pellet di globuli rossi. Non
versare. Quando si lavora con campioni di midollo osseo di eta > 24 ore, aggiungere 50 pL di 1 mg/mL di soluzione di DNase | direttamente al buffy
coat/pellet di globuli rossi e risospendere. Incubare a temperatura ambiente (15 - 25°C) per 15 - 30 minuti prima di eseguire la separazione cellulare.

4. NOTA: conservare la soluzione di DNAsi | a -20°C. Aliquotare la soluzione di DNasi | nei volumi di lavoro per evitare ripetuti cicli di congelamento-
scongelamento.

Suggerimento: in alternativa, la soluzione di DNAsi | conservata a 2 - 8°C pud essere utilizzata fino a 1 settimana.
5. Risospendere il buffy coat/pellet di globuli rossi a 1 - 2 volte il volume originale iniziale del campione di midollo osseo con il EasySep™ Buffer (Tabella 4).

+  Se il volume del campione originale era > 2,5 mL, diluire al volume del campione originale.
+  Se il volume del campione originale era < 2,5 mL, diluire al doppio del volume del campione originale.
+ In alternativa, se si prevede che il campione abbia un'elevata cellularita (> 70%) o se la cellularita non & nota, diluire al doppio del volume del campione

originale.
Tabella 4. Volumi EasySep™ Buffer

Volume del Campione

Volume del Dopo la

Campione Originale | Risospensione con
EasySep™ Buffer

1mL 2mL

2mL 4 mL

2,5mL 2,5 mL

3mL 3mL

4mL 4 mL

4,5 mL 4.5 mL

SEPARAZIONE CELLULARE

6. Preparare il EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (indicato come EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) almeno 1 ora prima dell'uso. || EasySep™ Red Blood
Cell Lysis Bufferviene fornito come concentrato 10X.

a. Aggiungere 1 parte di EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffera 9 parti di acqua distillata o di Tipo 1.
b. Mescolare delicatamente e completamente prima dell'uso.

NOTA: Se non viene utilizzato immediatamente, conservare il EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer(1X) a 2 - 8°C per un massimo di 3 mesi. Non
congelare.

7. Preparare il campione in un intervallo di volume compreso tra 1 e 4,5 mL e aggiungerlo alla provetta richiesta. Se il volume & > 4,5 mL, suddividere il
campione in due provette a fondo tondo da 14 mL.

8. Aggiungere al campione un volume uguale di EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) preparato al punto 6. Ad esempio, se il volume del campione & di
2 mL dopo la risospensione con EasySep™ Buffer (fase 5), aggiungere 2 mL di EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer(1X) al campione.

9. Aggiungere 25 pL di EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail per 1 mL di campione diluito (fase 8). Mescolare e incubare a
temperatura ambiente (15 - 25°C) per 3 minuti (fino a un massimo di 5 minuti). Ad esempio, se il volume del campione diluito & di 4 mL, aggiungere al
campione 100 pL di EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail.

NOTA: Non agitare con vortex il cocktail.
10. Agitare con vortex EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 per almeno 30 - 40 secondi. Le particelle devono apparire disperse uniformemente.
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11. Aggiungere 25 pL di EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 per 1 mL di campione diluito. Mescolare e incubare a temperatura ambiente (15 - 25°C)
per 3 minuti (fino a un massimo di 5 minuti).

12. Aggiungere il EasySep™ Buffer per rabboccare il campione fino al volume indicato di seguito. Mescolare pipettando delicatamente su e giu 2 - 3 volte.
Rabboccare fino a 5 mL per campioni diluiti < 2,5 mL
+  Rabboccare fino a 10 mL per campioni diluiti > 2,5 mL
13. Posizionare la provetta (senza coperchio) nel “The Big Easy” EasySep™ Magnet e incubare a temperatura ambiente (15 - 25°C) per 10 minuti (fino a un
massimo di 11 minuti).
14. Prendere il magnete e, con un movimento continuo, capovolgere il magnete e la provetta per far fuoriuscire il surnatante. Rimuovere la provetta dal
magnete; questa provetta contiene le cellule isolate. Scartare il surnatante.
NOTA: Lasciare il magnete e la provetta capovolti per 2 - 3 secondi, quindi rimettere in posizione verticale. Non scuotere né asciugare eventuali gocce che
restino sull'orlo della provetta.
15. Aggiungere il EasySep™ Buffer per rabboccare il campione fino al volume indicato di seguito. Mescolare pipettando delicatamente su e giu 2 - 3 volte.
Rabboccare fino a 5 mL per campioni diluiti < 2,5 mL
Rabboccare fino a 10 mL per campioni diluiti = 2,5 mL
16. Posizionare la provetta (senza il coperchio) nel magnete e incubare a temperatura ambiente (15 - 25°C) per 3 minuti (fino a un massimo di 5 minuti).
17. Prendere il magnete e, con un movimento continuo, capovolgere il magnete e la provetta per far fuoriuscire il sopranatante. Rimuovere la provetta dal
magnete; questa provetta contiene le cellule isolate. Scartare il sopranatante.
NOTA: Lasciare il magnete e la provetta capovolti per 2 - 3 secondi, quindi rimettere in posizione verticale. Non scuotere né asciugare eventuali gocce che
restino sull'orlo della provetta.
18. Aggiungere il EasySep™ Buffer per rabboccare il campione fino al volume indicato di seguito. Mescolare pipettando delicatamente su e giu 2 - 3 volte.
Rabboccare fino a 5 mL per campioni diluiti < 2,5 mL
Rabboccare fino a 10 mL per campioni diluiti > 2,5 mL
19. Posizionare la provetta (senza il coperchio) nel magnete e incubare a temperatura ambiente (15 - 25°C) per 3 minuti (fino a un massimo di 5 minuti).
20. Prendere il magnete e, con un movimento continuo, capovolgere il magnete e la provetta per far fuoriuscire il sopranatante. Rimuovere la provetta dal
magnete; questa provetta contiene le cellule isolate. Scartare il sopranatante.
NOTA: Lasciare il magnete e la provetta capovolti per 2 - 3 secondi, quindi rimettere in posizione verticale. Non scuotere né asciugare eventuali gocce che
restino sull'orlo della provetta.

21. Risospendere le cellule nel terreno desiderato. Accertarsi di raccogliere le cellule dai lati della provetta. Le cellule arricchite possono essere utilizzate in
ulteriori trattamenti/analisi utilizzando metodi indipendenti aggiuntivi, come il test FISH, che sono stati validati dagli utenti finali.

Riepilogo delle Prestazioni
STUDIO CLINICO

E stato condotto uno studio clinico utilizzando il kit di selezione positiva CD138 per midollo osseo umano EasySep™ su 33 campioni clinici di midollo osseo
provenienti da pazienti con mieloma multiplo a vari stadi della malattia. | campioni clinici sono stati valutati utilizzando un pannello di cinque sonde FISH comuni
che hanno rilevato sei anomalie genomiche che includevano una sonda CCND1/IGH XT per rilevare la traslocazione t(11;14), nonché sonde per rilevare il
cromosoma 5 (D5S23) e il cromosoma 15 polisomia (D1524) (kit a sonda singola), rottura di MYC, delezione 13q (D135319) e delezione TP53 (D1721). Dei 33
pazienti, 32 erano positivi per almeno una sonda FISH e 14 pazienti avevano almeno una sonda FISH che forniva un modello di segnale anomalo solo dopo
I'arricchimento con EasySep™ CD138. La purezza del CD138, misurata mediante citometria a flusso, era del 12,9% (intervallo 0,2% - 82,7%) nei campioni non
arricchiti ed &€ aumentata al 79,6% (intervallo 18,5% - 98,6%) nei campioni arricchiti con EasySep™ CD138.

L'arricchimento per la purezza del CD138 era > 1 e variava in base alla frequenza iniziale* per tutti i campioni con frequenze del CD138 < 40% prima
dell'arricchimento. In questo studio, I'arricchimento delle pieghe é stato 65,9 (intervallo 29,6 - 91,5) per campioni con frequenze iniziali di CD138 < 3%, 11,9
(intervallo 5,1 - 23,0) per campioni con frequenze iniziali di CD138 comprese tra 3 - 156% ¢ 3,2 (1,6 - 5,3) per campioni con frequenze iniziali di CD138 comprese
trail 15 e il 40% prima dell'arricchimento.

*NOTA: per i campioni con frequenze CD138 > 40%, potrebbe non essere necessario I'arricchimento delle plasmacellule prima della FISH.®

Nell'analisi sono stati inclusi solo i campioni con un pattern di segnale FISH anomalo per ciascuna sonda. La percentuale di nuclei anomali prima (non arricchiti) e
dopo l'arricchimento & aumentata delle seguenti quantita per ciascuna sonda: sonda CCND1/IGH (t(11;14)): da 15,4 + 15,5% a 77,3 + 29,5% (n = 14); sonda
cromosoma 5 (D5S23): da 25,0 + 19,1% a 72,7 + 17,4% (n = 15); sonda cromosoma 15 (D15Z4): da 20,0 + 15,9% a 57,3 + 23,6% (n = 16); sonda
frammentazione MYC: da 21,2 + 21,7% a 50,7 + 33,5% (n = 10); sonda delezione 13q (D13S319): da 15,5 + 16,9% a 81,4 + 15,2% (n = 19); sonda TP53
(D17Z1): da 22,8 + 23,5% a 48,8 + 32,9% (n = 5).
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La Figura 1 mostra che la percentuale di nuclei anomali rilevati per ciascuna sonda era piu elevata dopo l'arricchimento con EasySep™ CD138 rispetto al
campione prima dell'arricchimento ed ¢ stata generata utilizzando un sottoinsieme del set di dati completo (non mostrato) in cui solo i campioni con un modello
di segnale FISH anomalo per ciascuna sonda ¢ stata inclusa nell'analisi.

Figura 1. Percentuale di Nuclei Anomali Contati Nelle Plasmacellule Prima (Non Arricchite) e Dopo L'arricchimento Utilizzando Il EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
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STUDIO DELLA RIPRODUCIBILITA'
Riproducibilita con campioni artificiali

E stato condotto uno studio per dimostrare la riproducibilita del processo di arricchimento in tre siti di studio utilizzando tre lotti di kit di EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive Selection Kit. A causa delle difficolta legate alla disponibilita di campioni adeguati per tre siti, lo studio & stato condotto utilizzando
campioni artificiali generati aggiungendo una linea cellulare di mieloma multiplo al sangue intero di donatori sani ogni giorno a livelli bassi (<3%), medi (3-15%)
o frequenze CD138+ iniziali elevate (>15%) per creare 16 campioni 0 membri del pannello. Sono stati studiati piu membri del panel ai livelli basso € medio (6
contro 4 per il livello alto) per dimostrare I'arricchimento ai livelli pit impegnativi.

La Tabella 5 mostra un riepilogo statistico della variabilita complessiva, da sito a sito, da lotto a lotto e del fold-arricchimento dei membri del pannello CD138+
alto, medio e basso. L'arricchimento ha aumentato una media di 85,7 volte nei campioni con frequenza iniziale CD138+ bassa, 9,3 volte nei campioni con
frequenza iniziale CD138+ media e 3,8 volte nei campioni con frequenza iniziale CD138+ alta.

Tabella 5. Riepilogo della Riproducibilita EasySep™ CD138 e della Variabilita dello Studio sull'arricchimento della Piega

. Ripetibilita CV (%) CV tra siti (%) CV tra lotti (%) Riproducibilita CV' - » i cchimento delle pieghe
Frequenza iniziale N (%)
CD138+
Media (Min - Max) Media (Min - Max) Media (Min - Max) Media (Min - Max) Media (Min - Max)
Alta (> 15%) 4 0,7 (0,5-0,9) 40 (2,8-59) 0.9 (0,5-1,6) 4,0 (28-6,0) 3.8(2.6-5.5)
Media (3 - 15%) 6 1,6 (0,8-3,0) 42(21-68) 23(1,0-309) 45(2.2-7.0) 9.3(5.0-15.4)
Bassa (< 3%) 6 54 (35-89) 97 (55-13,8) 8.6 (4,5 -14,2) 11,9 (8,2-18,3) 85.7 (20.2 - 206.0)

CV - coefficiente di variazione
Riproducibilita con campioni clinici

Tre lotti del kit di selezione positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138 sono stati testati su aspirati di midollo osseo (BMA) di pazienti affetti da mieloma
multiplo per valutarne le prestazioni nei test FISH a valle. Sono stati testati un totale di 9 BMA clinici per mieloma multiplo, dove ciascun campione ¢ stato diviso
a meta per testare I'arricchimento con due diversi lotti del kit di selezione positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138. La percentuale di nuclei anomali &
stata analizzata utilizzando cinque sonde FISH che rilevano anomalie cromosomiche comuni del mieloma multiplo, inclusa la traslocazione t(11;14) (CCND1/IGH
XT), le aneusomie dei cromosomi 5, 9 ¢ 15 (D5523, D5S72, CEP 9, CEP 15) e delezione 13g14.

Sulla base dei risultati dello studio, tre BMA hanno fornito modelli di segnali FISH normali per tutte e cinque le sonde testate. Una BMA era anormale per la
traslocazione t(11;14) e quattro BMA presentavano schemi di segnale anomali per la delezione 13q. In tutti e nove i BMA analizzati, la percentuale di cellule
anomale per ciascuna sonda era molto simile tra le plasmacellule arricchite con i due lotti del kit EasySep™ CD138. La stessa disposizione normale/anomala per
una determinata sonda era concordante tra le coppie di lotti del kit di selezione positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138. In tutti i casi, la disposizione
normale/anomala era concorde, indicando che il kit EasySep™ & in grado di produrre risultati FISH riproducibili se utilizzato sul campione d'uso previsto.
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PRECISIONE

E stato eseguito uno studio di precisione in cui, in tre giorni non consecutivi, un campione di midollo osseo di un donatore sano & stato arricchito con la linea
cellulare CD138+ SK-MM-2 a un livello basso (< 3%) e medio (3 - 15%). ) frequenza iniziale CD138+ per generare due membri del pannello campione separati e
inventati. Due operatori hanno eseguito gli arricchimenti EasySep™ in ciascuno dei giorni di studio, con ciascun operatore che arricchiva da uno dei due
membri del pannello. Ciascun operatore ha eseguito tre serie di arricchimenti in quadruplicato su un membro del pannello utilizzando un lotto di kit.

La purezza delle cellule CD138+ non arricchite e arricchite & stata determinata mediante analisi di citometria a flusso per ciascuna delle tre analisi di tutti i
membri del pannello. Le stime di precisione della ripetibilita della purezza arricchita (% CV su quattro replicati all'interno di una corsa, n = 4 per corsa, 3 corse
per membro del pannello) variavano da 0,81 a 1,56% e 0,17 - 1,41% rispettivamente per i membri del pannello con frequenza iniziale CD138+ bassa e media,
indicando che la variabilita della purezza delle cellule CD138+ arricchite &€ ben controllata all'interno della corsa.

LIMITE DI RILEVAMENTO
Limite di rilevamento (LoD) con campioni artificiali

Lo studio mirava a determinare la frequenza iniziale pit bassa di CD138+ che fornisce risultati FISH anomali coerenti in un campione artificiale dopo
I'arricchimento di cellule CD138+ utilizzando il kit di selezione positiva CD138 di midollo osseo umano EasySep™. In sei giorni non consecutivi, un campione di
sangue intero (WB) o di midollo osseo (BM) di un donatore sano & stato arricchito con la linea cellulare CD138+ SK-MM-2 al 20% (intervallo accettabile 26-14%
mediante citometria a flusso) Frequenza iniziale CD138+ e quindi diluito in serie di un fattore due con WB o BM per ottenere ~20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%,
0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08% e 0% ( cioé WB o BM non addizionati con cellule SK-MM-2). Ciascun campione & stato arricchito in duplicato utilizzando il kit di
selezione positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138 e tutti i campioni arricchiti e non arricchiti sono stati valutati mediante citometria a flusso e/o hanno
analizzato la disposizione t(11;14) mediante FISH

Sono stati esaminati i risultati dello studio sul limite di rilevamento EasySep™ CD138, inclusa la purezza delle cellule CD138+ non arricchite e arricchite misurata
mediante citometria a flusso e la disposizione t(11;14) analizzata mediante FISH. Tutti i campioni artificiali addizionati con cellule SK-MM-2, mirate a una
frequenza iniziale di CD138+ pari allo 0,08%, hanno prodotto una disposizione anomala di t(11;14) nell'analisi FISH. La purezza arricchita del CD138+ misurata
mediante citometria a flusso era correlata positivamente con la percentuale di nuclei anomali osservati nell'analisi FISH a valle. La purezza media di CD138+
arricchito che ha determinato una disposizione anomala di t(11;14) nella FISH ¢ stata del 33% di CD138+, arricchendo da campioni con una purezza media non
arricchita di 0,08% di CD138+. Per i campioni con frequenza target iniziale di CD138+ pari allo 0,00%, quattro dei sei donatori hanno prodotto una disposizione
t(11;14) normale all'analisi FISH, tuttavia, un donatore di midollo osseo e un donatore di sangue intero avevano solo una replica ritenuta normale e I'altra replica
inconcludente a causa a un numero insufficiente di cellule recuperate. In conclusione, lo studio sul limite di rilevamento EasySep™ CD138 ha dimostrato che il
kit di selezione positiva CD138 per midollo osseo umano EasySep™ & stato in grado di arricchirsi in modo coerente da campioni artificiali con una frequenza
iniziale di CD138+ dello 0,05% - 25,06% e ha ottenuto modelli FISH anomali coerenti. Il limite di rilevamento per il kit di selezione positiva per CD138 di midollo
08seo umano EasySep™ & stato fissato allo 0,05% della frequenza iniziale di CD138+.

Conferma del limite di rilevamento (LoD) con campioni clinici di midollo osseo di mieloma multiplo

L'obiettivo di questo studio era verificare il LoD alla frequenza iniziale di CD138 dello 0,05%, determinato nel precedente studio LoD su campioni artificiali in un
campione clinico utilizzando due lotti di kit, con tre repliche per lotto di kit. L'arricchimento delle cellule CD138+ & stato eseguito su un campione clinico prodotto
aggiungendo I'aspirato di midollo osseo di un paziente affetto da mieloma multiplo a un aspirato di midollo osseo di un donatore sano con una frequenza CD138
iniziale dello 0,05%.

Il campione clinico & stato lavato e suddiviso in sei frazioni per gli arricchimenti cellulari EasySep™ CD138, utilizzando due lotti di kit con tre repliche per lotto di
kit. I campioni arricchiti sono stati divisi in due frazioni: una frazione ¢ stata utilizzata per la valutazione della purezza delle plasmacellule mediante citometria a
flusso e la seconda frazione ¢ stata utilizzata per la FISH.

La purezza delle plasmacellule e stata determinata prima e dopo I'arricchimento utilizzando due lotti del kit di selezione positiva EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 con tre replicati per lotto del kit. Il campione e stato arricchito dallo 0,05% a un intervallo compreso tra 4,1 e 7,4%. Il CV complessivo di purezza
arricchita é stato del 19,7%, superando i criteri di accettazione del CV complessivo < 35%. Tutti i campioni arricchiti presentavano pattern di segnali FISH
normali per la polisomia dei cromosomi 5 e 15 (D5S23, D1574), la rottura di MYC e le sonde CCND1/IGH XT; ed erano anormali per la delezione del cromosoma
13qg (D135319) e TP53. La disposizione FISH dei campioni arricchiti era la stessa della disposizione FISH del campione clinico non diluito, con il 100% dei
replicati anomali per la delezione del cromosoma 13q (D13S319) e TP53.

INTERFERENZA ANTICOAGULANTE

Per questo studio sono stati reclutati tre campioni clinici freschi di midollo osseo di mieloma multiplo. Un campione & stato elaborato circa 20 ore dopo la
raccolta, un campione & stato elaborato circa 24 ore dopo la raccolta e il terzo campione & stato elaborato circa 22 ore dopo la raccolta. Ogni campione & stato
suddiviso in due frazioni. Una frazione & stata trattata con PBS (il controllo), mentre l'altra & stata arricchita con un eccesso di 3 volte di eparina sodica. Singoli
replicati di ciascuna frazione sono stati quindi lavati e arricchiti utilizzando il kit di selezione positiva EasySep™ Human Bone Marrow CD138. La purezza del
CD138 ¢ stata determinata mediante citometria a flusso e quindi confrontata per determinare se l'eccesso di eparina causasse un'interferenza con
I'arricchimento e la purezza del CD138. Un secondo studio ha valutato un totale di 3 campioni clinici preparati aggiungendo cellule mononucleari di midollo
osseo di mieloma multiplo ad aspirati di midollo osseo di donatore sano con una frequenza CD138 iniziale < 0,2%. Sono state analizzate tre repliche per
campione e per condizione (ovvero con/senza eparina sodica in eccesso). La purezza arricchita dei campioni arricchiti con eparina sodica non era
statisticamente diversa da quella dei campioni di controllo in ciascuno studio (t-test a una coda, p=0,1971 e p = 0,2740, rispettivamente). | risultati hanno
indicato che non & stato riscontrato che I'eccesso di eparina sodica interferisca con I'arricchimento delle plasmacellule CD138+.
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Assistenza Tecnica

NOTA: Riordinare utilizzando il Catalogo #100-1133, un kit che comprende il EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

(R 100-0748) e il EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (F&l 100-0749).

Questa PIS & disponibile anche in varie lingue in formato elettronico sul sito web di STEMCELL e pud essere fornita in copia cartacea su richiesta.

Per I'assistenza tecnica, contattare techsupport@stemcell.com o chiamare il numero verde +1.604.877.0713 (Canada), +1.800.667.0322 (Nord America), o
00800 7836 2355 (Europa). Per maggiori informazioni, visitare il sito www.stemcell.com.

Eventuali cancellazioni, aggiunte e modifiche sono indicate nella barra delle modifiche a margine.

Qualsiasi incidente rilevante verificatosi in relazione al presente dispositivo dovra essere riferito al fabbricante e alle autoritd competenti dello stato

membro in cui ha sede I'utilizzatore.

Attenzione, @I

K [Rer] 7]

Solo per uso su N'ur_ne(o di catalogo o Codice lotto Data di utilizzo: consultare_ | Djspositiyo r_ned_ico
prescrizione di riferimento AAAA-MM-GG documenti in diagnostico in vitro
accompagnamento

Da conservare a Consultare le Identificatore c € d

‘ ; uita ) Non utilizzare se univoco del )
emperatura Istruzioni per l'uso o le limballaggio & dispositivo Marchio CE Produttore

controllata Istruzioni per l'usoin | ganneggiato
formato elettronico

[EC| REP| [cn [rer]
Rappresentante Rappresentante
autorizzato nella autorizzato nella

Comunita Europea | Svizzera
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DEUTSCH

Zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik

Bz Nur

Verwendungszweck

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit dient der Anreicherung CD138-positiver Zellen aus menschlichem Vollknochenmark durch
immunomagnetische positive Selektion. Dieses Kit ist fir die Anwendung vor Tests wie der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (fluorescence in situ hybridization;
FISH) an Knochenmarkaspiraten, die von Patienten mit multiplem Myelom entnommen wurden, bestimmt. Nur zur Anwendung fur die In-vitro-Diagnostik durch
ausgebildete Laborkréafte bestimmt.

Hintergrund

Multiples Myelom ist eine maligne Erkrankung des Blutes, die durch eine Anhaufung von Plasmazellen-Neoplasmen im Knochenmark gekennzeichnet ist.” In den
Vereinigten Staaten macht Multiples Myelom 1,8% aller Krebsarten aus und wird tyPIScherweise bei Personen zwischen 65 und 74 Jahren diagnostiziert.? Es
wurden mehrere Subtypen der Erkrankung auf der genetischen und molekularen Ebene identifiziert, und spezifische Chromosomenanomalien haben
prognostische Implikationen, die eine Risikostratifizierung der Patienten ermoglichen.?

Konsensfahige Empfehlungen, die von Onkologieexperten in den USA und der EU etabliert und in vom National Comprehensive Cancer Network (NCCN —
umfassendes Krebsnetzwerk der USA)?, der European Society for Myeloma (Europaische Myelom-Gesellschaft)?, und dem European Myeloma Network
(Europaisches Myelom-Netzwerk)* veroffentlichten Richtlinien festgehalten wurden, beftirworten eine zytogenetische Analyse der aus Knochenmarkproben
entnommenen Plasmazellen mittels FISH-Test bei der Erstdiagnose und als Nachuntersuchungs- und Uberwachungsmethode bei Rezidiven.?*

Die Haufigkeit von Plasmazellen im Knochenmark von Patienten mit multiplem Myelom kann bei der Diagnose und bei einem Rezidiv sehr unterschiedlich sein.
Plasmazellen kbnnen durch immunomagnetische positive Selektion von Zellen, die das Oberflachenantigen CD138 (Syndecan-1) exprimieren, aus Knochenmark
isoliert werden.® Die Anreicherung der Plasmazellen aus dem Knochenmark vor dem FISH-Test auf Multiples Myelom erhtht Berichten zufolge die Menge und
Haufigkeit genetischer Anomalien, die anhand des FISH-Tests festgestellt werden (Abbildung 1).57

Funktionsprinzip

Das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit wurde fur die manuelle Anwendung zur Anreicherung von Zellen aus frischem, menschlichem
Vollknochenmark, die das Oberflachenantigen CD138 exprimieren, durch immunomagnetische positive Selektion entwickelt. Dieses Kit markiert gezielt CD138+
Zellen fur positive Selektion mit einem Antikorper, der den Oberflachenmarker CD138 erkennt. Die erwlinschten Zellen werden mit Antikérpern und
magnetischen Partikeln markiert und mit Hilfe eines “The Big Easy " EasySep™ isoliert. Unerwiinschte Zellen werden abgegossen, wahrend die isolierten
CD138+ Zellen im Rohrchen verbleiben.

Komponentenbeschreibungen
Das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit enthalt die folgenden in Tabelle 1 angefuhrten Komponenten.

Tabelle 1. Komponenten des EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

RapidSpheres™ 50105

Komponentenname Komponentennummer Menge Inhalt
EasySep™ Human Bone Eine Kombination aus monoklonalen Antikdrpern in
Marrow CD138 Positive 300-0394 3x1mL* D-PBS mit 0,09% rHA. Enthalt einen Fc-Rezeptor-
Selection Cocktail blockierenden Antikorper.

™
EasySep™ Dextran 300-0400 3x1mL* Eine Suspension magnetischer Partikel in Wasser.

* 1-mL-Flaschchen jeder Komponente konnen je nach Zellularitatsgrad der Probe fUr die Verarbeitung von bis zu 20 mL Knochenmark verwendet werden (siehe Gebrauchsanweisung,

Schritt 5 dieses Dokuments).

D-PBS - Phosphatgepufferte Kochsalzlésung von Dulbecco; rHA - rekombinantes Humanalbumin
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Mitgelieferte Materialien
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER

Das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit wird immer zusammen mit EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate
(Katalog #100-0749), 1 x 20 mL, geliefert. Dieser Puffer wird als 10-faches Konzentrat geliefert. Bereiten Sie 1-fachen Lysepuffer mindestens 1 Stunde vor der
Anwendung zu, indem Sie 1 Teil 10-fachen Lysepuffer zu 9 Teilen destilliertem Wasser oder Typ-1-Wasser hinzugeben. Vor der Anwendung vorsichtig und
grundlich mischen.

Nahere Informationen bietet das Produktinformationsblatt (Product Information Sheet; PIS) (Dokument #10000017274) fur den EasySep™ Red Blood Cell Lysis
Buffer, 10X Concentrate (Katalog #100-0749), verfugbar unter www.stemcell.com/0749. Rufen Sie bitte die gebuhrenfreie Nummer im Abschnitt “Technische
Unterstitzung ” dieses Dokuments an, um ein kostenloses Papierexemplar dieses Dokuments anzufordern.

*Typ-1-Wasser bedeutet Reinstwasser, das flr den Einsatz in analytischen Verfahren geeignet ist. Es wird von der American Society for Testing and Materials (ASTM) als Wasser mit
einem Widerstand von > 18 MQ-cm, einer Leitfahigkeit von < 0,056 uS/cm und < 50 ppb an gesamtem organischem Kohlenstoff (total organic carbons, TOC) definiert.

Qualitatskontrolle
Das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit wird unter Einhaltung von 21 CFR Teil 820 und ISO 13485 hergestellt. Weitere Informationen
zur Qualitat sind unter www.stemcell.com/compliance verfugbar.

Aufbewahrung und Stabilitat

Tabelle 2. Aufbewahrung und Stabilitat

Komponentenname Komponentennummer Lagerung
EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 2-8°C

Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 800-0400 2-8°C
EasySep™ Red Blood Cell 100-0749 Raumtemperatur
Lysis Buffer, 10X Concentrate (RT; 15 - 25°C)

Komponenten konnen bei RT versandt werden, sollten jedoch nach obigen Angaben gelagert werden. Nicht einfrieren. Alle Komponenten sind bis zum
Haltbarkeitsdatum auf dem Etikett stabil.

HINWEIS: EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer(1-fach) kann bis zu 3 Monate lang bei 2 - 8 °C gelagert werden. Das Verfallsdatum (Haltbarkeitsdatum) des
Original-Puffers (10-fach) darf nicht Uberschritten werden.

Bendtigtes aber Nicht Mitgeliefertes Zubehér

Die in Tabelle 3 angefluhrten Materialien sind Zubehor fir das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Diese Materialien werden nicht mit
dem Kit geliefert und kdnnen separat erworben werden.

Tabelle 3. Bendtigtes aber Nicht Mitgeliefertes Zubehér

Komponentenname Komponentennummer Menge Lagerung Haltbarkeit Beschreibung

p : » ™ ) T, .
The Big Fasy” FasySep 18001 1 Bei 15 - 25°C lagern. | Nicht zutreffend Ein Magnet fur die sdulenfreie
Magnet immunomagnetische Isolierung.

Stabil bis zum
EasySep™ Buffer 100-0780 1x1L Bei 2 - 8°C lagern. Verfallsdatum (EXP) Puffer fUr Zellseparation.
auf dem Etikett.

"THE BIG EASY" EASYSEP™ MAGNET

“The Big Easy” EasySep™ Magnet erzeugt ein hochgradientes Magnetfeld fur die Zellseparation und wurde fir die Anwendung mit dem EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit entwickelt. “The Big Easy” EasySep™ Magnet ist darauf ausgelegt, ein Standard-Rundboden-Réhrchen aus Polystyrol
mit einem Fassungsvermogen von 14 mL (17 x 95 mm) zu halten.

EASYSEP™ BUFFER

Nahere Informationen bietet das PIS (Dokument #10000016106) fir den EasySep™ Buffer (Katalog #100-0780), verfugbar unter www.stemcell.com/0780. Rufen
Sie bitte die gebuhrenfreie Nummer im Abschnitt ,Technische Unterstitzung” dieses Dokuments an, um ein kostenloses Papierexemplar dieses Dokuments
anzufordern.
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Bendtigte, aber nicht bereitgestellte Materialien
Bei den nachstehend angefuhrten Materialien handelt es sich um bendtigte, aber nicht mitgelieferte Labormaterialien fir den allgemeinen Gebrauch.

Phosphatgepufferte Kochsalzldésung von Dulbecco (ohne Ca++ und Mg++; z. B. Katalog #37350)
DNAse | Losung (z. B. Katalog #07900)

70-um-Sieb (z. B. Katalog #27216)

14 mL (17 x 95 mm) Rundboden-Rohrchen aus Polystyrol (z. B. Katalog #38008)

50 mL konisches Rohrchen (z. B. Katalog #38010)

Einschrankungen

1.
2.

11.

FUR DEN IN-VITRO-DIAGNOSTISCHEN ZWECK

Die Verwendung des Gerdts ist fur die Anreicherung von CD138+-Zellen von Patienten bestimmt, bei denen eine Krebsdiagnose bekannt ist oder sein
konnte.

Die Leistungsmerkmale dieses Gerats wurden nicht fur allgemeine nachgeschaltete Diagnosetests ermittelt. Endbenutzer missen die Verwendung mit allen
nachfolgenden Tests und Probenentnahmegeréten validieren.

Das eigenstandige Gerét ist nicht fur die Zellz&hlung vorgesehen. Das Geréat ist ausschlieBlich fur die Anreicherung von CD138+-Zellen in Proben bestimmt,
damit die angereicherten Proben dann flr die weitere Verarbeitung/Analyse mit zusétzlichen unabhéngigen Methoden, wie z. B. FISH, verwendet werden
kénnen.

Das eigenstandige Gerét ist nicht fur den diagnostischen, prognostischen oder Uberwachenden Einsatz mit CD138+-Zellen gedacht, auch nicht als Hilfe
bei der Behandlung von Krankheiten und/oder Behandlungsentscheidungen. Die Ergebnisse des Standalone-Gerédts geben dem Patienten keine Auskunft
Uber seinen aktuellen Gesundheitszustand. Das eigenstandige Geréat diagnostiziert keine gesundheitlichen Probleme und ist kein Ersatz fur den Besuch
eines Arztes oder einer anderen medizinischen Fachkraft.

Resuspendieren Sie die Knochenmarksprobe basierend auf dem Probenvolumen oder dem Zellularitdtsgrad gemanB den Anweisungen unter
Probenvorbereitung.

Befolgen Sie alle in der Gebrauchsanweisung aufgefuhrten Protokollschritte. Eine unsachgemaBe Ausfuhrung des Protokolls kann zu schwankenden
und/oder schlechten Ergebnissen fuhren.

Eine niedrige CD138+-Startfrequenz (< 3%) kann zu Schwankungen in der Reinheit angereicherter CD138+-Zellen fuhren. Endbenutzer kdnnen die Reinheit
von CD138+-Zellen nach der Anreicherung entweder durch Immunphéanotypisierung mittels Durchflusszytometrie oder durch morphologische Beurteilung
mittels Mikroskopie beurteilen.

Die Stabilitat des Knochenmarks kann 48 Stunden nach der Entnahme beeintrachtigt sein.

Die Anzahl der durch immunmagnetische Selektion aus dem Knochenmark isolierten CD138+-Plasmazellen kann bei Patienten, die sich einer Behandlung
gegen multiples Myelom unterziehen oder danach, verringert sein.

Wenn bei Verwendung mehrerer FISH-Sonden keine abnormalen FISH-Muster beobachtet werden, wenden Sie sich an techsupport@stemcell.com, um
technische Unterstutzung in Anspruch zu nehmen.

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

1.

Wichtige Informationen zur sicheren Handhabung, zum Transport und zur Entsorgung dieser Produkte sind in den Sicherheitsdatenbléttern (SDB) enthalten.
HINWEIS: Sicherheitsdatenblatter fur die im Kit enthaltenen Reagenzien sind unter www.stemcell.com verfugbar.

2. Dieses Produkt sollte von geschultem Personal unter Einhaltung guter Laborpraktiken gehandhabt werden. Sobald dieses Produkt menschlichen Zellen
zugesetzt wird, behandeln Sie die Suspension als potenziell biologisch gefahrlich. Bei der Handhabung von Reagenzien und der Entsorgung von Abféllen
sollten alle lokalen, staatlichen oder nationalen Vorschriften eingehalten werden.

3. Dieses Produkt kann Augen, Atemwege und Haut reizen. Dieses Produkt kann bei Einnahme auch gesundheitsschadlich sein. Exposition durch Haut und
Augen vermeiden Kontakt, Einatmen und Verschlucken.

4. ACHTUNG: EasySep™ Magnet erzeugt ein starkes Magnetfeld. Halten Sie sich von Herzschrittmachern, Magneten, Computerplatten, Uhren und anderen
Gegenstéanden fern, die auf Magnetfelder reagieren.

5.  Stellen Sie sicher, dass die Flaschchen wéhrend der Lagerung ordnungsgemaB verschlossen sind. Die ordnungsgemaBe Handhabung und Lagerung der
Kit-Komponenten ist unerlésslich, um die angegebene Haltbarkeit und Leistung des Kits sicherzustellen. Die Anreicherung von CD138+-Zellen kann durch
Kit-Komponenten beeintrachtigt werden, die auBerhalb der empfohlenen Lagerbedingungen gelagert werden.

6. Verwenden Sie das Produkt nicht, wenn die Unversehrtheit des Verpackungsbehalters bei der Ankunft beeintrachtigt ist oder wenn Anzeichen von
Kontamination, Austrocknung, Undichtigkeiten oder andere Anzeichen einer Verschlechterung vorliegen. Nicht verwendetes Produkt kann gemaB den
Standardlaborverfahren fur ungefahrliche Flussigkeiten entsorgt werden.

Verwenden Sie das Produkt nicht Uber das auf dem Etikett angegebene Verfallsdatum hinaus.
Frieren Sie EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 nicht ein. Wenn EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 verklumpt oder nicht gleichmaBig verteilt
werden kann, wenden Sie sich an techsupport@stemcell.com.

9. EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail nicht vortexen.
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10. Das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit ist fur die Verwendung mit mindestens 1 mL frischem Knochenmark konzipiert. Die
Proben sollten so schnell wie mdglich verarbeitet werden, vorzugsweise innerhalb von 24 Stunden, jedoch nicht langer als 72 Stunden nach der Entnahme
des Knochenmarks. Frieren Sie Knochenmark nicht ein, transportieren Sie es nicht in direktem Kontakt mit Kalte-/Eisbeuteln und setzen Sie es vor der
Verwendung nicht Temperaturen Uber 30 °C aus. Befolgen Sie die Anweisungen zur Vorbereitung der Knochenmarksprobe im Abschnitt
Probenvorbereitung.

Gebrauchsanleitung
PROBENVORBEREITUNG

Das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit wurde fur die Anwendung mit frischem, menschlichem Vollknochenmark entwickelt.
Empfehlungen fur die Probenentnahme sind im AGT Cytogenetics Laboratory Manual (AGT-Laborhandbuch fur Zytogenetik) zu finden.® Entnahmen von Proben
mittels Knochenmarkaspiration sollten geman den institutionellen Richtlinien des Labors durchgefuhrt werden. Es sollte mindestens 1 mL Knochenmarkaspirat in
ein Blutentnahmerthrchen mit einem Antikoagulans gefullt werden.

Zur Vermeidung von Zersetzung und Verlust von CD138 aus den empfindlichen Plasmazellen und zur Erhaltung der Zellviabilitat sollten die Proben sobald wie
moglich verarbeitet werden, vorzugsweise innerhalb von 24 Stunden, jedoch nicht mehr als 72 Stunden nach der Entnahme des Knochenmarkaspirats. Das
Knochenmark darf vor der Anwendung nicht eingefroren oder in direktem Kontakt mit Cold-Packs/Eisbeuteln transportiert oder Temperaturen tber 30 °C
ausgesetzt werden.

Fur eine optimale Durchfuihrung des Protokolls sind eine angemessene Probenentnahme, Lagerung und Uberftihrung an die Testanlage erforderlich.

Befolgen Sie die nachstehenden Schritte zur Vorbereitung der Probe flr die Zellanreicherung:

1. Die Probe 5- bis 10-fach in phosphatgepufferter Kochsalzlésung von Dulbecco (D-PBS) verdtnnen und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
vermischen.

2. Ein 70-um-Sieb mit D-PBS anfeuchten. Die Probe durch das angefeuchtete Sieb filtern, um Knochenfragmente, Zellaggregate und Verunreinigungen zu
entfernen. Das Sieb mit D-PBS spdlen.

Die Zellen 10 Minuten lang bei 300 x g (akzeptabler Bereich 250 - 300 x g fur 8 - 12 Minuten) ohne Bremse zentrifugieren.

4. Das Plasma mit einer Pipette vorsichtig entfernen und entsorgen, ohne den Buffy-Coat/das Erythrozytenpellet zu stdren. Nicht abgieBen. Wenn mit
Knochenmarkproben gearbeitet wird, die > 24 Stunden alt sind, 50 pL von 1 mg/mL DNase | Losung direkt in den Buffy-Coat/das Erythrozytenpellet geben
und resuspendieren. Vor dem Durchftuhren der Zellseparation 15 - 30 Minuten lang bei Raumtemperatur (15 - 25°C) inkubieren.

4. HINWEIS: DNAse |-Losung bei -20 °C lagern. Aliquotieren Sie die DNase I-Losung in Arbeitsvolumina, um wiederholte Einfrier- und Auftauzyklen zu
vermeiden.

Tipp: Alternativ kann die bei 2 - 8 °C gelagerte DNAse |-Losung bis zu 1 Woche lang verwendet werden.

5.  Den Buffy-Coat/das Erythrozytenpellet mit EasySep™ Buffer auf das 1- bis 2-fache des urspringlichen Knochenmark-Probevolumens resuspendieren

(Tabelle 4).
Falls das urspriingliche Probevolumen > 2,5 mL war, auf das ursprungliche Probevolumen verdinnen.

+ Falls das ursprungliche Probevolumen < 2,5 mL war, auf das Zweifache des ursprunglichen Probevolumens verdinnen.
Falls zu erwarten ist, dass die Probe einen hohen Zellgehalt (> 70%) hat oder der Zellgehalt unbekannt ist, hilfsweise auf das Zweifache des
urspringlichen Probevolumens verdinnen.

Tabelle 4. EasySep™ Buffer-Volumen

Urspringlichies | FCL e
EasySep™ Buffer

1mL 2mL

2mL 4 mL

2,5 mL 2,5 mL

3mL 3mL

4mL 4 mL

4,5mL 4.5 mL

ZELLSEPARATION

6. EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (bezeichnet als EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) mindestens 1 Stunde vor der Anwendung zubereiten. EasySep™
RBC Lysis Buffer wird als 10-faches Konzentrat geliefert.

a. 1 Teil EasySep™ RBC Lysis Buffer zu 9 Teilen destilliertes Wasser oder Typ-1-Wasser hinzugeben.
b. Vor der Anwendung vorsichtig und grandlich mischen.

HINWEIS: Wenn er nicht sofort verwendet wird, kann der EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) bis zu 3 Monate lang bei 2 - 8 °C gelagert werden. Nicht
einfrieren.

7. Probe innerhalb des Volumenbereichs von 1 - 4,5 mL vorbereiten und in das vorgeschriebene Rohrchen geben. Falls das Volumen > 4,5 mL betragt, ist die
Probe auf zwei 14 mL Rundboden-Réhrchen aufzuteilen.
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8. Eine gleiche Menge des in Schritt 6 vorbereiteten EasySep™ RBC Lysis Buffer (1-fach) zu der Probe hinzugeben. Wenn das Probevolumen zum Beispiel
nach dem Resuspendieren mit EasySep™ RBC Lysis Buffer (Schritt 5) 2 mL betragt, 2 mL EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X)zur Probe hinzugeben.

9. 25 L EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail pro 1 mL verdinnte Probe (Schritt 8) hinzugeben. Mischen und 3 Minuten bei
Raumtemperatur (15 - 25°C) lang inkubieren (bis maximal 5 Minuten). Wenn das verdinnte Probevolumen zum Beispiel 4 mL betragt, 100 yL EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail zur Probe hinzugeben.

HINWEIS: Cocktail nicht verwirbeln.

10. EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 mindestens 30 - 40 Sekunden lang verwirbeln. Die Teilchen sollten gleichméBig verteilt erscheinen.

11. 25 pL EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 pro 1 mL verdunnte Probe hinzugeben. Mischen und 3 Minuten bei Raumtemperatur (15 - 25°C) lang
inkubieren (bis maximal 5 Minuten).

12. EasySep™ Bufferhinzugeben, um die Probe bis zum unten angegebenen Volumen aufzuftllen. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren 2 bis 3 Mal
vermischen.

Bei verdinnten Proben < 2,5 mL auf 5 mL auffullen
Bei verdunnten Proben > 2,5 mL auf 10 mL auffullen
13. Das Rohrchen (ohne Verschluss) in den “The Big Easy” EasySep™ Magnet und 10 Minuten bei Raumtemperatur (15 - 25°C) lang inkubieren (bis maximal
11 Minuten).
14. Den Magneten aufheben und mit einer durchgehenden Bewegung den Magneten und das Rohrchen umdrehen und den Uberstand abgieBen. Das
Roéhrchen aus dem Magneten entnehmen; dieses Rohrchen enthalt die isolierten Zellen. Den Uberstand entsorgen.
HINWEIS: Den Magneten und das Réhrchen 2 - 3 Sekunden lang umgedreht halten, dann wieder aufrecht halten. Tropfchen, die eventuell noch am Rand
des Rohrchens hdngen, nicht abschutteln oder abwischen.
15. EasySep™ Bufferhinzugeben, um die Probe bis zum unten angegebenen Volumen aufzufullen. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren (2 bis 3 Mal)
vermischen.
Bei verdlinnten Proben < 2,5 mL auf 5 mL auffillen
Bei verdinnten Proben > 2,5 mL auf 10 mL auffullen

16. Das Rohrchen (ohne Verschluss) in den Magneten geben und 3 Minuten bei Raumtemperatur (15 - 25°C) lang inkubieren (bis maximal 5 Minuten).

17. Den Magneten aufheben und mit einer durchgehenden Bewegung den Magneten und das Réhrchen umdrehen und den Uberstand abgieBen. Das
Rohrchen aus dem Magneten entnehmen; dieses Rohrchen enthélt die isolierten Zellen. Den Uberstand entsorgen.

HINWEIS: Den Magneten und das Rohrchen 2 - 3 Sekunden lang umgedreht halten, dann wieder aufrecht halten. Tropfchen, die eventuell noch am Rand
des Rohrchens hangen, nicht abschutteln oder abwischen.

18. EasySep™ Bufferhinzugeben, um die Probe bis zum unten angegebenen Volumen aufzuftllen. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren (2 bis 3 Mal)
vermischen.

Bei verdunnten Proben < 2,5 mL auf 5 mL auffullen
Bei verdunnten Proben > 2,5 mL auf 10 mL auffullen

19. Das Rohrchen (ohne Verschluss) in den Magneten geben und 3 Minuten bei Raumtemperatur (15 - 25°C) lang inkubieren (bis maximal 5 Minuten).

20. Den Magneten aufheben und mit einer durchgehenden Bewegung den Magneten und das Roéhrchen umdrehen und den Uberstand abgieBen. Das
Roéhrchen aus dem Magneten entnehmen; dieses Rohrchen enthalt die isolierten Zellen. Den Uberstand entsorgen.

HINWEIS: Den Magneten und das Rohrchen 2 - 3 Sekunden lang umgedreht halten, dann wieder aufrecht halten. Tropfchen, die eventuell noch am Rand
des Rohrchens hangen, nicht abschutteln oder abwischen.

21. Zellen in erwtnschtem Medium resuspendieren. Zu beachten: Zellen von den Seiten des Rohrchens entnehmen. Angereicherte Zellen kénnen in weiteren
Verarbeitungs-/Analyseverfahren unter Anwendung zusatzlicher unabhangiger, von Endanwendern validierten Methoden wie z. B. dem FISH-Test
eingesetzt werden.

Ergebnistberblick
KLINISCHE STUDIEN

Eine Kklinische Studie wurde mit dem EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit an 33 klinischen Knochenmarkproben von Patienten mit
multiplem Myelom in verschiedenen Krankheitsstadien durchgefuhrt. Die klinischen Proben wurden mithilfe einer Gruppe von funf géngigen FISH-Sonden zur
Erkennung von sechs genomischen Anomalien bewertet, darunter eine CCND1/IGH XT-Sonde zur Erkennung der t(11;14)-Translokation sowie Sonden zum
Nachweis von Chromosom 5 (D5523) und Chromosom 15-Polysomie (D1574). (Einzelsonden-Kit), MYC-Breakpart, 13g-Deletion (D13S319) und TP53-Deletion
(D17Z21). Von den 33 Patienten waren 32 positiv fir mindestens eine FISH-Sonde, und 14 Patienten hatten mindestens eine FISH-Sonde, die erst nach der
EasySep™ CD138-Anreicherung ein abnormales Signalmuster lieferte. Die mittels Durchflusszytometrie gemessene Reinheit von CD138 betrug 12,9% (Bereich
0,2% - 82,7%) in den nicht angereicherten Proben und stieg auf 79,6% (Bereich 18,5% - 98,6%) in den mit EasySep™ CD138 angereicherten Proben (Tabelle 5).
Die fache Anreicherung fur die CD138-Reinheit betrug > 1 und variierte basierend auf der anfanglichen Haufigkeit* fir alle Proben mit CD138-Haufigkeiten <
40% vor der Anreicherung. In dieser Studie betrug die fache Anreicherung 65,9 (Bereich 29,6 - 91,5) fur Proben mit anfanglichen CD138-Haufigkeiten < 3%,
11,9 (Bereich 5,1-23,0) fur Proben mit anfanglichen CD138-Haufigkeiten zwischen 3 - 15% und 3,2 (1,6 - 5,3). fur Proben mit anfanglichen CD138-Frequenzen
zwischen 15 und 40% vor der Anreicherung.

*HINWEIS: Bei Proben mit CH138-Haufigkeiten > 40% ist die Plasmazellen-Anreicherung vor dem FISH-Test moglicherweise nicht erforderlich.®
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Es wurden ausschlieBlich Proben mit einem abnormalen FISH-Signalmuster fir jede Sonde in die Analyse aufgenommen. Der Prozentsatz der abnormalen
Zellkerne vor (nicht angereichert) und nach der Anreicherung stieg fir jede Sonde um die folgenden Mengen an: CCND1/IGH (t(11;14)) Sonde: 15,4 + 15,5% auf
77,3 £ 29,5% (n = 14); Chromosom 5 (D5S23) Sonde: 25,0 + 19,1% auf 72,7 + 17,4% (n = 15); Chromosom 15 (D15Z4) Sonde: 20,0 + 15,9% auf 57,3 + 23,6%
(n = 16); MYC Breakapart Sonde: 21,2 + 21,7% auf 50,7 + 33,5% (n = 10); 13q Deletion (D13S319) Sonde: 15,5 + 16,9% auf 81,4 + 15,2% (n = 19); TP53
(D17Z1) Sonde: 22,8 + 23,5% auf 48,8 + 32,9% (n = 5).

Abbildung 1 (die grafische Darstellung) wurde anhand einer Teilmenge der Daten (nicht gezeigt) erstellt, wobei nur Proben mit einem abnormalen FISH-
Signalmuster fur jede Sonde in die Analyse einbezogen wurden. Die Abbildung 1 zeigt, dass der Prozentsatz der fUr jede Sonde erkannten abnormalen Kerne
nach der Anreicherung mit EasySep CD138 hoher war als bei der Probe vor der Anreicherung.

Abbildung 1. Prozentsatz der in Plasmazellen gezahlten abnormalen Zellkerne vor (nicht angereichert) und nach der Anreicherung unter Anwendung
des EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
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FISH-Sonde

REPRODUZIERBARKEITSSTUDIE

Reproduzierbarkeit mit kinstlichen Proben

Es wurde eine Studie durchgefuhrt, um die Reproduzierbarkeit des Anreicherungsprozesses an drei Studienstandorten unter Verwendung von drei EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit-Chargen zu demonstrieren. Aufgrund der Herausforderung, ausreichend Proben fur drei Standorte zu haben,
wurde die Studie mit kinstlichen Proben durchgefuhrt, die durch tagliches Dotieren einer Multiple-Myelom-Zelllinie mit Vollblut eines gesunden Spenders bei
drei anfanglichen CD138+-Haufigkeiten erzeugt wurden, kategorisiert auf der Grundlage von Durchflusszytometrie-Ereignissen (niedrig, mittel, und hoch, was <
3%, 3 - 15% bzw. > 15% entspricht), um 16 Panelmitglieder zu bilden. Auf den niedrigen und mittleren Ebenen wurden mehr Panelmitglieder untersucht (6
gegenuber 4 fur die hohe Ebene), um eine Anreicherung auf den anspruchsvolleren Ebenen zu zeigen.

Tabelle 5 zeigt eine statistische Zusammenfassung der gesamten Variabilitat von Standort zu Standort, von Charge zu Charge und der Fold-Anreicherung der
Panelmitglieder mit hohem, mittlerem und niedrigem CD138+-Wert. Die Anreicherung erhdhte sich bei den Proben mit niedriger CD138+-Anfangsfrequenz im
Mittel um das 85,7-Fache, bei den CD138+-Proben mit mittlerer Frequenz um das 9,3-Fache und bei den Proben mit hoher CD138+-Anfangsfrequenz um das
3,8-Fache.

Tabelle 5. Zusammenfassung der Variabilitdt und Faltenanreicherung der EasySep™ CD138-Reproduzierbarkeitsstudie

Wlederho!barkelt Ccv Zwischen oZentren CV | Zwischen S)hargen Reprodumsrbarkelt CVv Faltenanreicherung
CD138+ anfangliche | (%) (%) CV (%) (%)
Haufigkeit Durchschnitt Durchschnitt Durchschnitt Durchschnitt Durchschnitt
(Min - Max) (Min - Max) (Min - Max) (Min - Max) (Min - Max)
Hoch (> 15%) 4 0,7(0,5-0,9) 4,0(2,8-59) 0,9(0,5-1,6) 4,0(2,8-6,0) 3.8(2.6-55)
Mittel (3 - 15%) 6 1,6 (0,8 - 3,0) 4,2(2,1-6,8) 2,3(1,0-3,9) 4,5(2,2-7,0) 9.3(5.0-15.4)
Niedrig (< 3%) 6 5,4 (3,5-8,9) 9,7 (5,5-13,8) 8,6 (4,5-14,2) 11,9(8,2-18,3) 85.7 (20.2 - 206.0)

CV - Variationskoeffizient

Reproduzierbarkeit mit klinischen Proben

Drei Chargen des EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit wurden an Knochenmarkaspiraten (BMA) von Patienten mit multiplem Myelom
auf ihre Leistung in nachgeschalteten FISH-Assays getestet. Insgesamt wurden 9 klinische multiplem Myelom-BMA getestet, wobei jede Probe in zwei Halften
geteilt wurde, um die Anreicherung mit zwei verschiedenen Chargen des EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit zu testen. Der
Prozentsatz abnormaler Kerne wurde mithilfe von funf FISH-Sonden analysiert, die haufige multiplem Myelom-Chromosomenanomalien erkennen, einschlieBlich
der t(11;14)-Translokation (CCND1/IGH XT) und der Aneusomien der Chromosomen 5, 9 und 15 (D5S23, D5S72, CEP 9, CEP). 15) und 13g14 Loschung.
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Basierend auf den Studienergebnissen ergaben drei BMA normale FISH-Signalmuster fir alle funf getesteten Sonden. Ein BMA war fir die t(11;14)-Translokation
abnormal und

Vier BMA wiesen abnormale Signalmuster fur die 13g-Deletion auf. Bei allen neun getesteten BMA war der Prozentsatz an abnormalen Zellen fur jede Sonde
zwischen den mit den beiden EasySep™ CD138-Kit-Chargen angereicherten Plasmazellen sehr &hnlich. Die gleiche normale/abnormale Disposition fur eine
bestimmte Sonde stimmte zwischen den Chargenpaaren des EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit Gberein. In allen Fallen stimmte die
normale/abnormale Disposition Uberein, was darauf hindeutet, dass das EasySep™-Kit reproduzierbare FISH-Ergebnisse liefern kann, wenn es an der Probe fur
den vorgesehenen Verwendungszweck verwendet wird.

PRAZISION

Es wurde eine Prézisionsstudie durchgefuhrt, bei der an drei nicht aufeinanderfolgenden Tagen eine Knochenmarksprobe eines gesunden Spenders mit der
CD138+-Zelllinie SK-MM-2 in einer niedrigen Konzentration (< 3%) und einer mittleren Menge (3-15%) versetzt wurde. ) anfangliche CD138+-Frequenz, um zwei
separate, kunstliche Probenpanel-Mitglieder zu erzeugen. Zwei Bediener fuhrten an jedem Studientag EasySep™-Anreicherungen durch, wobei jeder Bediener
die Anreicherung von einem der beiden Panelmitglieder durchfihrte. Jeder Bediener flUhrte drei Anreicherungslaufe in vierfacher Ausfertigung an einem
Panelmitglied unter Verwendung einer Kit-Charge durch.

Die Reinheit der nicht angereicherten und angereicherten CD138+-Zellen wurde durch Durchflusszytometrieanalyse fur jeden der drei Laufe aller
Panelmitglieder bestimmt. Die Schatzungen der Wiederholprazision der angereicherten Reinheit (% CV Uber vier Replikate innerhalb eines Laufs, n = 4 pro Lauf,
3 L&ufe pro Panelmitglied) lagen zwischen 0,81 und 1,56% bzw. 0,17 und 1,41% fur Panelmitglieder mit niedriger bzw. mittlerer anfanglicher CD138+-Haufigkeit
Dies weist darauf hin, dass die Reinheitsvariabilitdt angereicherter CD138+-Zellen innerhalb des Laufs gut kontrolliert wird.

NACHWEISGRENZE
Nachweisgrenze (LoD) mit kiinstlichen Proben

Ziel der Studie war es, die niedrigste anfangliche CD138+-Haufigkeit zu bestimmen, die in einer kinstlichen Probe nach Anreicherung von CD138+-Zellen mit
dem EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit konsistent abnormale FISH-Ergebnisse liefert. An sechs nicht aufeinanderfolgenden Tagen
wurde eine Vollblut- (WB) oder Knochenmarksprobe (BM) eines gesunden Spenders mit 20% der CD138+-Zelllinie SK-MM-2 versetzt (akzeptabler Bereich 26—
14% gemaB Durchflusszytometrie). CD138+-Anfangsfrequenz und dann seriell um den Faktor zwei mit WB oder BM verdunnt, um ~20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%,
0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08% und 0% zu erreichen ( d. h. WB oder BM nicht mit SK-MM-2-Zellen versetzt). Jede Probe wurde mit dem EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive Selection Kit doppelt angereichert, und alle nicht angereicherten und angereicherten Proben wurden mittels Durchflusszytometrie
beurteilt und/oder die t(11;14)-Disposition wurde mittels FISH analysiert.

Die Ergebnisse der EasySep™ CD138-Nachweisgrenzestudie, einschliellich der mittels Durchflusszytometrie gemessenen Reinheit nicht angereicherter und
angereicherter CD138+-Zellen und der mittels FISH analysierten t(11;14)-Disposition, wurden Uberprift. Alle kinstlichen Proben, die mit SK-MM-2-Zellen versetzt
waren und auf eine anfangliche CD138+-Haufigkeit von nur 0,08% abzielten, fuhrten in der FISH-Analyse zu einer abnormalen t(11;14)-Disposition. Die mittels
Durchflusszytometrie gemessene angereicherte CD138+-Reinheit korrelierte positiv mit dem Prozentsatz an abnormalen Kernen, die in der nachgeschalteten
FISH-Analyse beobachtet wurden. Die durchschnittliche angereicherte CD138+-Reinheit, die zu einer abnormalen t(11;14)-Disposition in FISH fuhrte, betrug
33% CD138+, angereichert aus Proben mit einer durchschnittlichen nicht angereicherten Reinheit von 0,08% CD138+. Bei Proben mit einer anfanglichen
CD138+-Zielhaufigkeit von 0,00% ergaben vier der sechs Spender in der FISH-Analyse eine normale t(11;14)-Disposition, bei einem Knochenmarks- und einem
Vollblutspender wurde jedoch nur ein Replikat als normal erachtet und das andere Replikat war nicht eindeutig zu einer unzureichenden Anzahl gewonnener
Zellen. Zusammenfassend zeigte die EasySep™ CD138-Nachweisgrenzestudie, dass das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit in der
Lage war, kunstliche Proben mit einer anfanglichen CD138+-Haufigkeit von 0,05% bis 25,06% konsistent anzureichern und konsistente abnormale FISH-Muster
zu erzielen. Die Nachweisgrenze fur das EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit wurde auf 0,05% der anfanglichen CD138+-Haufigkeit
eingestellt.

Bestéatigung der Nachweisgrenze (LoD) mit klinischen Knochenmarksproben des Multiplen Myeloms

Das Ziel dieser Studie bestand darin, die LoD bei einer anfanglichen CD138-Haufigkeit von 0,05% zu verifizieren, die in der vorherigen LoD-Studie an
kunstlichen Proben in einer klinischen Probe unter Verwendung von zwei Kit-Chargen mit drei Replikaten pro Kit-Charge ermittelt wurde. Die Anreicherung von
CD138+-Zellen wurde an einer klinischen Probe durchgefihrt, die durch Dotieren des Knochenmarkaspirats eines Patienten mit multiplem Myelom mit dem
Knochenmarkaspirat eines gesunden Spenders mit einer anfanglichen CD138-Frequenz von 0,05% hergestellt wurde. Die klinische Probe wurde gewaschen
und fur die Zellanreicherung mit EasySep™ CD138 in sechs Fraktionen aufgeteilt, wobei zwei Kit-Chargen mit drei Replikaten pro Kit-Charge verwendet wurden.
Angereicherte Proben wurden in zwei Fraktionen aufgeteilt: Eine Fraktion wurde fur die Reinheitsbewertung der Plasmazellen mittels Durchflusszytometrie
verwendet und die zweite Fraktion wurde fur FISH verwendet.

Die Reinheit der Plasmazellen wurde vor und nach der Anreicherung unter Verwendung von zwei Kit-Chargen des EasySep™ Human Bone Marrow CD138
Positive Selection Kit mit drei Replikaten pro Kit-Charge bestimmt. Die Probe wurde von 0,05% auf einen Bereich von 4,1 bis 7,4% angereichert. Der Gesamt-VK
der angereicherten Reinheit betrug 19,7% und erfullte damit die Akzeptanzkriterien eines Gesamt-VK < 35%. Alle angereicherten Proben wiesen normale FISH-
Signalmuster fur die Polysomie von Chromosom 5 und 15 (D5S23, D1574), MYC-Breakapart und die CCND1/IGH XT-Sonden auf; und waren hinsichtlich der
Deletion von Chromosom 13q (D13S319) und TP53 abnormal. Die FISH-Disposition der angereicherten Proben war dieselbe wie die FISH-Disposition der
unverdunnten klinischen Probe, wobei 100% der Replikate abnormal fur die Deletion von Chromosom 13qg (D13S319) und TP53 waren.

ANTIKOAGULIERENDE INTERFERENZ

Fur diese Studie wurden drei frische klinische Knochenmarksproben des multiplen Myeloms rekrutiert. Eine Probe wurde ca. 20 Stunden nach der Entnahme

verarbeitet, eine Probe wurde ca. 24 Stunden nach der Entnahme verarbeitet und die dritte Probe wurde ca. 22 Stunden nach der Entnahme verarbeitet. Jede

Probe wurde in zwei Fraktionen aufgeteilt. Eine Fraktion wurde mit PBS (Kontrolle) behandelt, wahrend die andere mit einem dreifachen Uberschuss an

Natriumheparin versetzt wurde. Einzelne Replikate jeder Fraktion wurden dann gewaschen und mit dem EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive
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Selection Kit angereichert. Die Reinheit von CD138 wurde durch Durchflusszytometrie bestimmt und dann verglichen, um festzustellen, ob Uberschiussiges
Heparin die CD138-Anreicherung und -Reinheit beeintrachtigte. Eine zweite Studie wertete insgesamt aus 3 klinische Proben, die durch Zugabe von
mononukledren Zellen des multiplen Myelom-Knochenmarks zu Knochenmarkaspiraten gesunder Spender mit einer anfanglichen CD138-Haufigkeit von < 0,2 %
hergestellt wurden. Pro Probe und Bedingung wurden drei Wiederholungen getestet (d. h. mit/ohne Uberschissiges Natriumheparin). Die angereicherten
Reinheiten der mit Natriumheparin versetzten Proben unterschieden sich statistisch gesehen nicht von denen der Kontrollproben in jeder Studie (onetailed t-test,
p = 0,1971 bzw. p = 0,2740). Die Ergebnisse zeigten, dass Uberschussiges Natriumheparin die Anreicherung von CD138+-Plasmazellen nicht beeintrachtigte.

Technische Unterstutzung
HINWEIS: Bitte bestellen Sie erneut mit Katalog-Nr. 100-1133, einem Kit, das der EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit enthélt
(E= 100-0748) und der EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (k= 100-0749).

Dieses PIS ist zudem in mehreren Sprachen als elektronisches Format auf der Website von STEMCELL verfugbar und kann auf Wunsch als Papierexemplar
bereitgestellt werden.

Falls Sie technische Unterstltzung bendtigen, kontaktieren Sie techsupport@stemcell.com oder rufen Sie gebuhrenfrei an: entweder +1.604.877.0713 (Kanada),
+1.800.667.0322 (Nordamerika), oder 00800 7836 2355 (Europa). Nahere Informationen erhalten Sie auf www.stemcell.com.

Loschungen, Erganzungen oder Anderungen werden durch den Anderungsstrich am Rand gekennzeichnet.

Jeder schwerwiegende Vorfall, der sich im Zusammenhang mit dem Gerét ereignet, wird dem Hersteller und der zustdndigen Behdrde des
Mitgliedsstaates, in dem der Benutzer seinen Standort hat, gemeldet.

R 9 N )

Nur zur Katalog- oder Chargencode ) Achtung, bitte In-Vitro-Diagnostik-
. . Haltbarkeitsdatum: . .
verschreibungspflichtigen Bezugsnummer Begleitunterlagen Medizinprodukt
JJJI-MM-TT
Verwendung lesen
E:E_] @ Eindeutige c € d
Fur die Lagerung Geratekennung .
innerhalb der Nicht verwenden, CE-Kennzeichen Hersteller

Gebrauchsanleitung
oder elektronische
Gebrauchsanleitung

wenn die Verpackung
beschadigt ist

Temperaturgrenzen

lesen
E| R [cH [reP]
Autorisierter -
EG-Vertreter Autorisiert
. Vertreter in der
in der Européischen Schweiz

Gemeinschaft

Literaturverzeichnis

1. Colander et al. (2022) Multiple Myeloma, Version 3.2022: Featured Updates to the NCCN Guidelines. JNCCN 20(1): 8-19.

Kumar S et al. (2020) Multiple Myeloma, Version 3.2021. JNCCN 18(12): 1685-717.

Dimopoulos et al. (2021) Multiple myeloma: EHA-ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-up. Ann Oncol 32(3): 309-22.

Caers et al. (2018) European Myeloma Network recommendations on tools for the diagnosis and monitoring of multiple myeloma: what to use and when.
Haematologica 103(11): 1772-84.

5. Shin SY et al. (2012) Application of an immune-magnetic cell sorting method for CD138-positive plasma cells in FISH analysis of multiple myeloma. Int J Lab
Hematol 34(5):541-6.

6. Shetty S et al. (2012) Utility of a column-free cell sorting system for separation of plasma cells in multiple myeloma FISH testing in clinical laboratories. Int J
Hematol 95(3): 274-81.

7. Kishimoto RK et al. (2016) Validation of interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH) for multiple myeloma using CD138 positive cells. Rev Bras
Hematol Hemoter 38(2). 113-20.

The AGT Cytogenetics Laboratory Manual, 4th ed. Hoboken, NJ: John Wiley & Sons Inc; 2017.

9. Pozdnyakova O et al. (2009) Interphase FISH in plasma cell dyscrasia: increase in abnormality detection with plasma cell enrichment. Cancer Genetics and
Cytogenetics 189:112-7.

Copyright © 2025 von STEMCELL Technologies Inc. Alle Rechte vorbehalten, einschlieBlich Grafiken und Abbildungen. STEMCELL Technologies & Design, STEMCELL Shield Design, Scientists Helping Scientists,

EasySep und RapidSpheres sind Schutzmarken der STEMCELL Technologies Canada Inc. Alle anderen Handelsmarken sind das Eigentum ihrer jeweiligen Inhaber. STEMCELL hat sich zwar angemessen bemuht

sicherzustellen, dass die von STEMCELL und deren Zulieferern zur Verfligung gestellten Informationen zutreffend sind, leistet jedoch keine Garantien oder Zusicherungen hinsichtlich der Richtigkeit oder
Vollstandigkeit dieser Informationen.

‘ STEMCELL Technologies Canada Inc. | 1618 Station Street, Vancouver, BC | V6A 1B6 | Canada | www.stemcell.com

> ewn

. ) ﬂm MDSS GmbH Document #10000019127
For Technical Assistance - Schiffgraben 41 30175 Hannover e Germany c € Version 01
CH
Tel: +1.604.877.0713 [cn [ree] Issue Date 2025-01
European toll-free number: 00800 7836 2355 MDSS CH GmbH .
North American toll-free number: +1.800.667.0322 Laurenzenvorstadt 61 5000 Aarau e Switzerland

email: techsupport@stemcell.com Page 48 of 64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22328174

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 s =
Positive Selection Kit STE M oEl_l_

TEC N O L I E'S

. . . Scientists Helping Scientists™ | Www.STEMCELL.cOM
Til behandling af op til 60 mL knoglemarv
TOLL FREE PHONE 1 800 667 0322 » PHONE +1 604 877 0713
100-0748 INFO@STEMCELL.COM e TECHSUPPORT@STEMCELL.COM

Positiv udveelgelse FOR GLOBAL CONTACT DETAILS VISIT OUR WEBSITE

Document #10000019127 | Version 01

DANSK
For In Vitro Diagnostic Use

R kun

Tilsigtet brug

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit er diagnostisk, in vitro diagnotisk udstyr beregnet til at berige CD138+ knoglemarvsceller indsaet
fra patienter diagnosticeret med myelomatose. CD138+ cellerne er beriget med immunmagnetisk positiv selektion til brug i validerede nedstramsassayer.
Slutbrugeren er ansvarlig for valideringen af nedstramsassayet. Til in vitro diagnostisk brug af laboratorieprofessionelle.

Baggrund

Myelomatose er en haamatologisk malignitet, der er karakteriseret ved akkumulering af plasmacelleneoplasmer i knoglemarven." | USA tegner myelomatose sig
for 1,8% af alle kraeftformer og diagnosticeres typisk blandt personer i alderen mellem 65 og 74 ar.? Flere sygdomsundertyper er blevet identificeret pa genetisk
og molekylaert niveau, og specifikke kromosomale abnormiteter har prognostiske implikationer, der muligger risikostratificering af patienter.?

Konsensusanbefalinger udarbejdet af amerikanske og europeaiske onkologiske eksperter og fanget i retningslinjer offentliggjort af National Comprehensive
Cancer Network (NCCN)?, European Society for Myeloma® og European Myeloma Network* anbefaler ved indledende diagnose og som opfglgnings- og
overvagningsmetode under tilbagefald, cytogenetisk analyse af plasmaceller taget fra knoglemarvspraver af fluorescens under hybridisering (fluorescence in
situ hybridization; FISH).%*

Hyppigheden af plasmaceller i knoglemarven hos patienter med myelomatose kan variere meget ved diagnosen og under tilbagefald. Plasmaceller kan isoleres
fra knoglemarven ved den immunmagnetiske positive selektion af celler, der udtrykker CD138 (syndecan-1) overfladeantigen.® Det rapporteres at berigelsen af
plasmaceller fra knoglemarv fgr FISH-test for myelomatose gger hastigheden og hyppigheden af genetiske abnormiteter pavist af FISH (Figur 1).57

Driftsprincip

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit er designet til at blive brugt manuelt til at berige celler fra friske humane helmarvsprgver ved
immunomagnetisk positiv selektion, der udtrykker CD138-overfladeantigenet. Dette kit er méalrettet CD138+ celler til positiv selektion med et antistof, der
genkender CD138-overflademarkaren. @nskede celler maerkes med antistoffer og magnetiske partikler og adskilles ved hjeelp af en "The Big Easy" EasySep™-
magnet. Ugnskede celler heeldes af, mens isolerede CD138+ celler forbliver i rgret.

Beskrivelse af Komponenterne
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit bestar af falgende komponenter, der er anfart under Tabel 1.

Tabel 1. Komponenter i EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

Komponentnavn Komponent # | Kvantitet | Indhold

EasySep™ Human Bone En kombination af monoklonale antistoffer i
Marrow CD138 Positive 300-0394 3x1mL* D-PBS med 0,09% rHA. Indeholder et FC -
Selection Cocktail receptorblokerende antistof.

EasySep™ Dextran : N En suspension af magnetiske partikler i
RapidSpheres™ 50105 300-0400 8x1mlL vand.

* 1 mL heetteglas med hver komponent kan bruges til behandling af op til 20 mL knoglemarv afhaengigt af pravens celleniveau (se brugsanvisning, trin 5 i dette dokument).
D-PBS - Dulbeccos fosfatbufferede saltvand; rHA - rekombinant humant albumin
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Leveret Materiale
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER (LYSISBUFFER TIL RODE BLODCELLER)

EasySep Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit leveres altid med EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X koncentrat (Katalog #100-0749),
1 x 20 mL. Denne buffer leveres som et 10X koncentrat. Forbered EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) ved at tilfgje 1 del EasySep™ RBC Lysisbuffer, 10X
koncentrat til 9 dele destilleret eller Type 1-vand. Bland forsigtigt og fuldsteendigt fer brug.

Se produktdatabladet (dokument #10000017274) til EasySep™ RBC Lysis Buffer, 10X koncentrat (Katalog #100-0749), som findes pa www.stemcell.com/0749.
Kontakt gratisnummeret i afsnittet Teknisk Assistance i dette dokument for at anmode om en gratis papirkopi af denne.

*Type I-vand henviser til ultrarent vand, der er egnet til brug i analytiske procedurer. Det defineres af American Society for Testing and Materials (ASTM) som at have en modstandsevne
pa >18 MQ-cm, en ledningsevne pa < 0,056 uS/cm og < 50 ppb af total organisk kulstof (TOC).

Kvalitetskontrol

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit er fremstillet i henhold til 21 CFR del 820 og 1SO 13485. For yderligere oplysninger om kvalitet, se
www.stemcell.com/compliance.

Opbevaring og Stabilitet

Tabel 2. Opbevaring og stabilitet

Komponentnavn Komponent # Opbevaring
EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 2-8°C

Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 2-8°C
EasySep™ Red Blood Cell 100-0749 stuetemperatur
Lysis Buffer, 10X Concentrate (RT; 15 - 25°C).

Komponenter kan sendes pa RT, men skal opbevares som angivet ovenfor. M4 ikke fryses. Alle komponenter er stabile indtil sidste anvendelsesdato pa
meerkaten.

BEMARK: EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) kan opbevares ved 2 - 8°C i op til 3 maneder. Overskrid ikke udlgbsdatoen (sidste brugsdato) for den
originale 10X buffer.

Ngdvendige materialer, der ikke medfalger
Materialerne i Tabel 3 er tilbehgr til EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Disse materialer fglger ikke med saettet og kan kgbes separat.
Tabel 3. Ngdvendige materialer, der ikke medfalger

Komponentnavn Komponent # Kvantitet | Opbevaring Holdbarhed Beskrivelse
“The Big Easy” s En magnet til sgjlefri
EasySep™ Magnet 18001 1 Opbevares ved 15 - 25°C. Ikke relevant immunmagnetisk separation.
Stabil indtil
EasySep™ Buffer 100-0780 I1x1L Opbevares ved 2 - 8°C. udlgbsdatoen (EXP) Celleseparationsbuffer.
pa etiketten.

“THE BIG EASY” EASYSEP™ MAGNET

“The Big Easy” EasySep™ Magnet genererer et magnetfelt med hgj gradient til celleseparation og er designet til brug med EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 Positive Selection Kit. "The Big Easy" EasySep™ Magnet er designet til at holde et standardmaessigt 14 mL (17 x 95 mm) rundbundet rgr i polystyren.

EASYSEP™ BUFFER

Se EasySep™ Buffer PIS (Katalog #100-0780; Dokument #10000016106), som kan findes pd www.stemcell.com/0780. Kontakt gratisnummeret i afsnittet Teknisk
Assistance i dette dokument for at anmode om en gratis papirkopi af denne.
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Ngdvendige materialer, men ikke leveret

Materialer, der er anfgrt nedenfor, er laboratorieartikler til generelle formél, der kreeves, men som ikke medfglger.

Dulbeccos fosfatbufferede saltvand (uden Ca++ og Mg++; f.eks. Katalog #37350)
DNase I-oplgsning (f.eks. Katalog #07900)

70 pym si (f.eks. Katalog #27216)

14 mL (17 x 95 mm) rundbundet polystyrenrgr (f.eks. Katalog #38008)

50 mL konisk rar (Katalog #38010)

Begraensninger

1.
2.
3.

11.

TIL IN VITRO DIAGNOSTISK BRUG
Udstyret er beregnet til brug til berigelse af CD138+ celler fra patienter, der vides eller kan have en kreeftdiagnose.

Y deevneegenskaberne for dette udstyr er ikke fastlagt for generelle nedstramsdiagnostiske assays. Slutbrugere skal validere brugen med eventuelle
efterfglgende tests og udstyr til indsamLing af praver.

Den enkeltstaende enhed er ikke beregnet til celleoptaelling.Udstyret er kun beregnet til berigelse af CD138+ celler i prover, sdledes at de berigede prgver
derefter kan bruges til yderligere behandling/analyse ved hjeelp af yderligere uafheengige metoder, sdsom FISH.

Den enkeltstdende enhed er ikke beregnet til diagnostisk, prognostisk eller overvagningsbrug med CD138+ celler, herunder som en hjaelp i nogen
sygdomshandtering og/eller behandlingsbeslutninger. Resultaterne fra det enkeltstdende udstyr giver ikke patienten oplysninger om deres aktuelle
sundhedstilstand. Den selvstaendige enhed diagnosticerer ikke nogen sundhedsmaessige forhold og er ikke en erstatning for besag hos en lage eller andet
sundhedspersonale.

Resuspender knoglemarvsprgven baseret pé& prgvevolumen eller cellularitetsniveauer i henhold til instruktionerne i pragveforberedelsen.
Falg alle protokoltrin, der er angivet i brugsanvisningen. Forkert udfgrelse af de enkelte trin i protokollen kan fare til variable og/eller darlige resultater.

En lav startfrekvens for CD138+ (< 3%) kan fare til variation i renheden af berigede CD138+ celler. Slutbrugere kan vurdere renheden af CD138+ celler
efter berigelse ved enten immunofeenotypning ved hjeelp af flowcytometri eller morfologisk vurdering ved mikroskopi.

Knoglemarvsstabiliteten kan veere kompromitteret efter 48 timer efter indsamling.

Antallet af CD138+ plasmaceller, der isoleres fra knoglemarven ved immunmagnetisk selektion, kan reduceres hos patienter, der gennemgar eller har
overstaet behandling for myelomatose.

Hvis der ikke observeres unormale FISH-mgnstre, nar der anvendes flere FISH-prober, skal du sgge teknisk assistance ved at kontakte
techsupport@stemcell.com.

Advarsler og Forholdsregler

1.

Sikkerhedsdatabladet (SDS) indeholder vigtige oplysninger om sikker handtering, transport og bortskaffelse af dette produkt.
BEMAERK: SDS for de reagenser, der leveres i saettet, er tilgaengelige pa www.stemcell.com.

2. Dette produkt skal handteres af uddannet personale, der overholder god laboratoriepraksis. Nar dette produkt er tilsat til menneskelige celler, skal
suspensionen behandles som potentielt biofarlig. Handtering og bortskaffelse af affald skal overholde alle lokale, statslige eller nationale regler.

3. Dette produkt har potentiale for at irritere gjne, &ndedraetsorganer, og hud. Dette produkt kan ogsé vaere skadeligt, hvis det indtages. Undga
hudeksponering, gjen kontakt, indanding og indtagelse.

4.  ADVARSEL: EasySep™ Magnet genererer et staerkt magnetfelt. Den ma derfor ikke komme i kontakt med pacemakere, magneter, computerdiske, ure og
andre genstande, der reagerer pa magnetfelter.

5. Serg for, at haetteglas er ordentligt lukket under opbevaring. Korrekt handtering og opbevaring af seetkomponenter er afgerende for at sikre saettets
meerkede holdbarhed og ydeevne. CD138+ celleberigelses holdbarhed og ydeevne kan blive negativt pavirket, hvis produktet opbevares uden for de
anbefalede opbevaringsforhold.

6. Brug ikke produktet, hvis emballagebeholderens integritet er kompromitteret ved ankomsten, eller hvis der er tegn pé forurening, udterring, uteetheder eller
andre tegn pa forringelse. Ubrugt produkt kan bortskaffes i henhold til standard laboratorieprocedurer for ikke-farlige vaesker.

7. Brug ikke produktet efter den sidste anvendelsesdato, som angivet pa maerkaten.

8. Frys ikke EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105. Hvis EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 er klumpet sammen eller ikke kan fordeles jeevnt,
skal du kontakte techsupport@stemcell.com.

9. Hvirvl ikke EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail.

10. EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit er designet til brug med mindst 1 mL frisk knoglemarv. Prgverne skal behandles sé hurtigt
som muligt, helst inden for 24 timer, men ikke laengere end 72 timer efter indsamLing af knoglemarvsaspiration. Frys eller transporter ikke knoglemarv i
direkte kontakt med kolde-fisposer eller udseettes for temperaturer over 30 °C far brug. Fglg de instruktioner til forberedelse af knoglemarvspraver, der
findes i Praveforberedelse.
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Brugsanvisning
PROVEFORBEREDELSE

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit er designet til brug med frisk menneskelig hel knoglemarv. Anbefalinger til prgveindsamLing
findes i AGT Cytogenetics Laboratory Manual.® KnoglemarvsaspirationssamLinger skal udfgres i henhold til laboratoriets institutionelle retningslinjer. Mindst 1 mL
knoglemarvsaspirat skal opsamLes i et blodopsamLingsrer, der indeholder et antikoagulant.

For at undga nedbrydning af praverne, tab af CD138 fra de skragbelige plasmaceller og for at opretholde cellernes levedygtighed skal praverne behandles sa
hurtigt som muligt. Helst inden for 24 timer, men ikke laengere end 72 timer efter opsamLingen af af det aspirerede knoglemarv. Frys eller transporter ikke
knoglemarv i direkte kontakt med kolde poser eller isposer og udsaet ikke knoglemarv for temperaturer over 30 °C fgr brug.

Optimal ydelse af protokollen kraever passende prgveindsamLing, opbevaring og transport til teststedet.
Falg nedenstaende trin for at forberede praven til celleberigelse:
1. Fortynd prgven 5 til 10 gange i Dulbeccos fosfatbufferede saltvand (D-PBS) og bland forsigtigt ved at pipettere op og ned.

2. Veed en 70 um si med D-PBS pa forhand. Filtrér prgven gennem den forudvaedede si for at fierne knoglefragmenter, celleaggregater og rester. Skyl sien
med D-PBS.

3. Centrifuger cellerne ved 300 x g i 10 minutter (acceptabelt omfang p& 250 - 300 x g i 8 - 12 minutter) med bremsen slukket.

4. Brug en pipette til forsigtigt at fjerne og kassere plasmaet uden at forstyrre buffy-beleegningen/pillen med rgde blodlegemer. M4 ikke hzeldes. Nar du
arbejder med knoglemarvspraver, der er > 24 timer gamLe, tilsaettes 50 pL 1 mg/mL DNase |-oplgsning direkte til buffy-beleegningen/de rgde blodlegemer
og resuspenderes. Inkuberes ved stuetemperatur (15 - 25°C) i 15-30 minutter, for celleseparationen udfgres.

BEMARK: Opbevar DNAse | oplasning ved -20°C. Alikvoter DNase |-oplgsning i arbejdsvolumener for at undgé gentagne fryse-tg-cyklusser.
Tip: Alternativt kan DNAse | oplgsning opbevaret ved 2 - 8°C bruges i op til 1 uge.
5. Resuspender buffy-beleegningen/de rade blodlegemer til 1 - 2X det oprindelige startknoglemarvspravevolumen med EasySep™ Buffer (tabel 4).

Hvis det oprindelige pravevolumen var > 2,5 mL, fortyndes det til det oprindelige prgvevolumen.
Hvis det oprindelige pravevolumen var < 2.5 mL, fortyndes til to gange det oprindelige volumen.
+ Alternativt, hvis prgven forventes at have hgj cellularitet (> 70%) eller cellularitet er ukendt, fortyndes til det dobbelte af det oprindelige pravevolumen.

Tabel 4. EasySep™ Buffer-volumener

. . Prgvevolumen efter
Oprindelig : d
ravevolumen gensuspension me
p EasySep-buffer™

1mL 2 mL
2mL 4 mL
2,5mL 2,5mL
3mL 3mL
4 mL 4 mL
4,5 mL 4,5 mL

CELLESEPARATION

6. EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (benaevnt EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) skal klargeres mindst 1 time fer brug. EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X)
leveres som et 10X koncentrat.

a. Tilfgj 1 del EasySep™ RBC Lysis Buffer til 9 dele destilleret eller Type 1-vand.
b. Bland forsigtigt og fuldsteendigt far brug.
BEM/ERK: Hvis det ikke bruges med det samme, kan EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) opbevares ved 2 - 8°C i op til 3 maneder. Mé ikke fryses.

7. Forbered praven inden for et volumenomrade péa 1 - 4,5 mL, og tilsaet praven til det gnskede rer. Hvis volumen er > 4,5 mL, deles prgven mellem to 14 mL
rundbundede ror (f.eks. Katalog #38008).

8. Tilseet en tilsvarende maengde EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) til prgven. For eksempel, hvis pravevolumenet er 2 mL efter gensuspension med
EasySep™ Buffer (trin 5), tilseettes 2 mL EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) til prgven.

9. Tilsaet 25 pL EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail pr. 1 mL fortyndet prave (irin 8). Bland og inkuber ved stuetemperatur
(15 - 25°C) i 3 minutter (op til maksimalt 5 minutter). For eksempel, hvis prgvevolumenet er 4 mL, tilsaettes der 100 mL EasySep™ Human Bone Marrow
CD138 Positive Selection Cocktail til praven.

BEMAERK: Ma ikke hvirvles.
10. Hvirvl EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 i mindst 30 - 40 sekunder. Partikler skal forekomme jeevnt dispergeret.

11. Der tilsaettes 25 pL EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 pr. 1 mL fortyndet pragve. Bland og inkubér ved stuetemperatur (15 - 25°C) i 3 minutter (op til
maksimalt 5 minutter).

12. Tilfgj EasySep™ Buffer for at fylde prgven op til den volumen, der er angivet nedenfor. Bland ved forsigtigt at pipettere op og ned 2 - 3 gange.

Fyld op til 5 mL til fortyndede prover < 2,5 mL
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Fyld op til 10 mL til fortyndede praver = 2,5 mL
13. Anbring rgret (uden l&g) i "The Big Easy" EasySep™ Magneten og inkuber ved stuetemperatur (15 - 25°C) i 10 minutter (op til maksimalt 11 minutter).

14. Left magneten, og vend magneten og reret pa hovedet i en kontinuerlig bevaegelse for at haelde supernatanten af. Fjern rgret fra magneten. Dette rer
indeholder de isolerede celler. Supernatanten kasseres.

BEM/ERK: Lad magneten og rgret forblive omvendte i 2 - 3 sekunder, og vend dem derefter tilbage lodret. Ryst eller tar ikke draber, der kan haenge fra
rgrets munding.
15. Tilfgj EasySep-™ Buffer for at fylde preven op til den volumen, der er angivet nedenfor. Bland ved forsigtigt at pipettere op og ned 2-3 gange.
Fyld op til 5 mL til fortyndede prover < 2,5 mL
Fyld op til 10 mL til fortyndede prover = 2,5 mL
16. Placer rgret (uden 1&g) i magneten og inkuber ved stuetemperatur (15 - 25°C) i 3 minutter (op til maksimalt 5 minutter).
17. Tag magneten op, og vend magneten og rgret p& hovedet i en kontinuerlig beveegelse for at heelde supernatanten af. Fjern rgret fra magneten. Dette rar
indeholder de isolerede celler. Supernatanten kasseres.
BEM/ERK: Lad magneten og rgret forblive omvendt i 2 - 3 sekunder, og vend dem derefter tilbage lodret. Ryst eller tar ikke draber af, der kan haenge fra
rgrets munding.
18. Tilfgj EasySep™ Buffer for at fylde prgven op til den maengde, der er angivet nedenfor. Bland ved forsigtigt at pipettere op og ned 2 - 3 gange.
Fyld op til 5 mL til fortyndede prgver < 2,5 mL
Fyld op til 10 mL til fortyndede prever > 2,5 mL
19. Placer rgret (uden lI&g) i magneten og inkubér ved stuetemperatur (15 - 25°C) i 3 minutter (op til maksimalt 5 minutter).
20. Tag magneten op, og vend magneten og raret pa hovedet i en kontinuerlig beveegelse for at heelde supernatanten af. Fjern rgret fra magneten. Dette ror
indeholder de isolerede celler. Supernatanten kasseres.
BEM/ERK: Lad magneten og raret forblive omvendte i 2-3 sekunder, og vend dem derefter tilbage lodret. Ryst eller tar ikke draber af, der kan hange fra
rgrets munding.

21. Gensuspender celler i gnsket medium. Serg for at samLe celler fra siderne af rgret. Berigede celler kan anvendes i yderligere behandling/analyse ved hjeelp
af yderligere uafhaengige metoder, sdsom FISH-assay, der er blevet valideret af slutbrugere.

Oversigt over Ydeevnen
KLINISKE UNDERS@GELSER

En Kklinisk undersggelse blev udfart med EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit pa 33 kliniske knoglemarvspraver fra
myelomatosepatienter i forskellige stadier af sygdommen. De kliniske praver blev evalueret ved hjeelp af et panel af fem almindelige FISH-prober, der
detekterede seks genomiske abnormiteter, der inkluderede en CCND1/IGH XT-probe til at detektere t(11;14)-translokationen, samt prober til at detektere
kromosom 5 (D5S23) og kromosom 15-polysomi (D15Z4) (single probe kit), MYC breakapart, 13qg deletion (D13S319) og TP53 deletion (D17Z1). Af de 33
patienter var 32 positive for mindst én FISH-sonde, og 14 patienter havde mindst én FISH-sonde, der kun gav et unormalt signalmenster efter EasySep™ CD138-
berigelse. CD138-renheden, malt ved flowcytometri, var 12,9% (omrade 0,2% - 82,7%) i ikke-berigede praver og steg til 79,6% (interval 18,5% - 98,6%) i
EasySep™ CD138-berigede praver (tabel 5). Foldberigelse for CD138-renhed var > 1 og varierede baseret pa initial frekvens* for alle prever med CD138-
frekvenser < 40% far berigelse. | denne undersggelse var foldberigelsen 65,9 (interval 29,6 - 91,5) for praver med initial CD138 frekvenser < 3%, 11,9 (interval
5,1 - 23,0) for prgver med initial CD138 frekvenser mellem 3 - 15% og 3,2 (3.1). for prgver med indledende CD138-frekvenser mellem 15 - 40% for berigelse.

*BEMZERK: For praver med CD138-frekvenser > 40% er plasmacelleberigelse far FISH muligvis ikke pakraevet.®

Kun praver med et unormalt FISH-signalmgnster for hver probe blev inkluderet i analysen. Procentdelen af unormale kerner far (ikke beriget) og efter
berigelse steg med falgende maengder for hver probe: CCND1/IGH (i(11; 14) probe: 15,4 + 15,5% til 77,3 + 29,5% (n = 14); kromosom 5 (D5S23) probe:
25,0 £ 19,1% il 72,7 £ 17,4% (n = 15); kromosom 15 (D15Z4) probe: 20,0 + 15,9% til 57,3 + 23,6% (n = 16); MYC breakapart-probe: 21,2 + 21,7% til 50,7
+ 33,5% (n = 10); 13q sletning (D13S319) probe: 15,5 + 16,9% til 81,4 + 15,2% (n = 19); TP53 (D17Z1) probe: 22,8 + 23,5% til 48,8 + 32,9% (n = 5).
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Abbildung 1 (die grafische Darstellung) wurde anhand einer Teilmenge der Daten (nicht gezeigt) erstellt, wobei nur Proben mit einem abnormalen FISH-
Signalmuster fUr jede Sonde in die Analyse einbezogen wurden. Figur 1 viser, at procentdelen af unormale kerner detekteret for hver probe var hgjere efter
EasySep CD138 berigelse sammenlignet med prgven far berigelse.

Figur 1. Procentdel af unormale kerner talt i plasmaceller for (ikke berigede) og efter berigelse med EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive
Selection Kit
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REPRODUCERBARHEDSUNDERSJGELSE
Reproducerbarhed med konstruerede praver

En undersggelse blev udfert for at demonstrere reproducerbarheden af berigelsesprocessen pa tveers af tre undersggelsessteder ved hjzelp af tre EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection kit lots. P& grund af udfordringer med at have tilstreekkelige praver til tre steder, blev undersggelsen udfart ved
hjeelp af konstruerede progver genereret ved at spike en multipelt myelomcellelinje ind i rask donor fuldblod hver dag ved 3 indledende CD138+-frekvenser,
kategoriseret baseret pa flowcytometrinaendelser (lav, medium, og hgj, der repraesenterer henholdsvis < 3%, 3 - 15% og > 15%) for at skabe 16 panelmedlemmer.
Flere panelmedlemmer blev undersggt pa de lave og mellemstore niveauer (6 versus 4 for det hgje niveau) for at demonstrere berigelse p& de mere udfordrende
niveauer.

Tabel 5 viser en statistisk oversigt over den overordnede, sted-til-sted, parti-til-parti variabilitet og fold-berigelse fra hgj-, medium- og lav CD138+
panelmedlemmer. Berigelse ggede et gennemsnit pa 85,7 gange i preverne med lav CD138+ startfrekvens, 9,3 gange i preverne med mellemfrekvens CD138+ og
3,8 gange i de hgje CD138+ startfrekvensprgver.

Tabel 5. EasySep™ CD138 Oversigt over variabilitet i reproducerbarhedsundersggelse

Mellem webstedets | Mellem partiets CV | Reproducerbarhed CV Fold berigelse
e ' Repeterbarhed CV (%) CV (%) (%) (%)
startfrekvens Gennemsnit Gennemsnit Gennemsnit Gennemsnit Gennemsnit
(min - maks.) (min - maks.) (min - maks.) (min - maks.) (min - maks.)
Hgj (> 15%) 4 0,7 (0,5-0,9) 4,0(2,8-5,9) 0,9 (0,5 - 1,6) 4,0(2,8-6,0) 3.8(2.6-5.5)
Med. (3 - 15%) 6 1,6 (0,8-3,0) 4,2 (2,1-6,8) 2,3(1,0-3,9) 4,5 (2,2-7,0) 9.3(5.0-15.4)
Lav (< 3%) 6 54 (3,5-8,9) 9,7 (5,5 -13,8) 8,6 (4,5 - 14,2) 11,9 (8,2 - 18,3) 85.7 (20.2 - 206.0)

CV - variationskoefficient

Reproducerbarhed med kliniske praver

Tre lots af EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit blev testet pa multipelt myelom patientknoglemarvsaspirater (BMA) for ydeevne i
downstream FISH-assays. | alt 9 kliniske multipelt myelom BMA blev testet, hvor hver prave blev delt i to for at teste berigelse med to forskellige EasySep™
Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit lots. Procentdelen af unormale kerner blev analyseret ved hjaelp af fem FISH-prober, som detekterer
almindelige multipelt myelom kromosomale abnormiteter, inklusive t(11;14) translokation (CCND1/IGH XT), kromosom 5, 9 og 15 aneusomier (D5523, D5S72,
CEP 9, CEP 15) og 13g14 sletning.

Baseret p& undersggelsesresultaterne gav tre BMA normale FISH-signalmanstre for alle fem testede prober. En BMA var unormal for t(11;14) translokationen og

fire BMA havde unormale signalmgnstre for 13g-deletionen. | alle ni testede BMA var procentdelen af unormale celler for hver probe meget ens mellem
plasmacellerne beriget med de to EasySep™ CD138 kit-lots. Den samme normale/unormale disposition for en given probe var i overensstemmelse mellem
parrene af EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit lots. | alle tilfaelde var normal/unormal disposition i overensstemmelse, hvilket indikerer,
at EasySep™-saettet er i stand til at producere reproducerbare FISH-resultater, nar det bruges pa den tilsigtede brugsprave.
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PRACISION

Der blev udfgrt et preecisionsstudie, hvor en knoglemarvsprave fra en rask donor pa tre ikke-pa hinanden falgende dage blev tilsat CD138+-cellelinjen SK-MM-2
ved lav (< 3%) og medium (3 - 15%). ) indledende CD138+ frekvens for at generere to separate konstruerede prgvepanelmediemmer. To operatgrer udfgrte
EasySep™-berigelser pa hver af studiedagene, hvor hver operatgr berigede fra et af de to panelmedlemmer. Hver operater udfarte tre karsler af berigelser i
firdobbelt p& ét panelmedlem ved brug af et kitlot.

Den ikke-berigede og berigede CD138+-cellerenhed blev bestemt ved flowcytometrianalyse for hver af de tre karsler fra alle panelmedlemmer.
Preecisionsestimaterne for beriget renhed repeterbarhed (%CV pé tveers af fire replikater inden for en karsel, n = 4 pr. karsel, 3 karsler pr. panelmedlem)
varierede fra 0,81 - 1,56% 0g 0,17 - 1,41% for henholdsvis lav og medium initial CD138+ frekvens panelmedlemmer., hvilket indikerer, at variabiliteten i beriget
CD138+-cellerenhed er velkontrolleret inden for karsel.

DETEKTIONSGRAENSE
Detektionsgraense (LoD) med konstruerede praver

Undersggelsen havde til formal at bestemme den laveste initiale CD138+-frekvens, der giver konsistente unormale FISH-resultater i en konstrueret prove efter
CD138+-celleberigelse ved hjzlp af EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Pa seks ikke-pa hinanden fglgende dage blev en prave af
fuldblod (WB) eller knoglemarv (BM) fra en rask donor tilsat CD138+-cellelinjen SK-MM-2 ved 20% (acceptabelt omrade 26-14% ved flowcytometri) CD138+
startfrekvens og derefter seriefortyndet med en faktor to med WB eller BM for at opna ~20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08% og 0% ( dvs.
WB eller BM ikke tilsat SK-MM-2-celler). Hver prave blev beriget i duplikat ved hjeelp af EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit, og alle
ikke-berigede og berigede praver blev vurderet ved flowcytometri og/eller fik analyseret t(11;14) disposition med FISH.

Resultater fra EasySep™ CD138 Limit of Detection-undersggelsen, herunder den uberigede og berigede CD138+-cellerenhed mélt ved flowcytometri og
t(11;14)-dispositionen analyseret af FISH, blev gennemgaet. Alle konstruerede praver tilsat SK-MM-2-celler, malrettet sa lavt som 0,08% initial CD138+-frekvens,
resulterede i unormal t(11;14) disposition i FISH-analyse. Den berigede CD138+ renhed malt ved flowcytometri korrelerede positivt med procentdelen af
unormale kerner observeret i nedstroms FISH-analyse. Den gennemsnitlige berigede CD138+-renhed, der resulterede i unormal t(11;14)-disposition i FISH, var
33% CD138+, beriget fra praver med en gennemsnitlig ikke-beriget renhed pa 0,08% CD138+. For prgver med 0,00% initial CD138+ frekvens resulterede fire ud
af de seks donorer i normal t(11;14) disposition i FISH-analyse, dog havde én knoglemarv og én fuldblodsdonor kun én replikat anset for normal, og den anden
replikat var inkonklusiv pga. til utilstraekkeligt antal genvundne celler. Som konklusion viste EasySep™ CD138 detektionsgreensestudiet EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive Selection Kit var i stand til konsekvent at berige fra konstruerede prever med en initial CD138+-frekvens pé 0,05% - 25,06% og opnaede
konsistente unormale FISH-mgnstre. Detektionsgraensen for EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit blev sat til 0,05% initial CD138+
frekvens.

Bekreeftelse af detektionsgreense (LoD) med kliniske myelomatose knoglemarvspraver

Malet med denne undersggelse var at verificere LoD ved 0,05% initial CD138-frekvens, bestemt i det tidligere LoD-studie p& konstruerede praver i én klinisk
preve ved brug af to kitlots med tre replikater pr. kitlot. CD138+-celleberigelse blev udfart pa en klinisk prave fremstillet ved at tilsaette et knoglemarvsaspirat fra
multipelt myelompatient til et sundt donorknoglemarvsaspirat med en initial CD138-frekvens pa 0,05%. Den kliniske preve blev vasket og opdelt i seks fraktioner
til EasySep™ CD138-celleberigelser ved anvendelse af to kitlots med tre replikater pr. kitlot. Berigede praver blev opdelt i to fraktioner: en fraktion blev brugt til
plasmacellerenhedsvurdering ved flowcytometri, og den anden fraktion blev brugt til FISH.

Plasmacellens renhed blev bestemt fgr og efter berigelse under anvendelse af to kitlots af EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit med tre
replikater pr. kitlot. Praven blev beriget fra 0,05% til et omrade péa 4,1 - 7,4%. Den samlede berigede renheds-CV var 19,7%, hvilket bestod acceptkriterierne pa
samlet CV < 35%. Alle berigede prgver havde normale FISH-signalmenstre for kromosom 5 og 15 polysomi (D5S23, D1524), MYC breakapart og CCND1/IGH
XT-proberne; og var unormale for kromosom 13q deletion (D13S319) og TP53. De berigede pravers FISH-disposition var den samme som den ufortyndede
kliniske prgves FISH-disposition, hvor 100% af replikaterne var unormale for kromosom 13g-deletion (D13S319) og TP53.

ANTIKOAGULANT INTERFERENS

Tre friske kliniske myelomatose knoglemarvspraver blev rekrutteret til denne undersggelse. En prave blev behandlet ca. 20 timer efter indsamling, én preve blev
behandlet ca. 24 timer efter indsamling, og den tredje prgve blev behandlet ca. 22 timer efter indsamling. Hver prave blev opdelt i to fraktioner. En fraktion blev
behandlet med PBS (kontrollen), mens den anden blev tilsat 3X overskud af natriumheparin. Enkelte replikater af hver fraktion blev derefter vasket og beriget ved
hjeelp af EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. CD138-renhed blev bestemt ved flowcytometri og derefter sammenlignet for at
bestemme, om overskydende heparin forarsagede interferens med CD138-berigelse og -renhed. En anden undersggelse evaluerede i alt 3 kliniske praver
fremstillet ved at tilfgje multipelt myelom-knoglemarvsmononuklegere celler i raske donorknoglemarvsaspirater ved < 0,2 % initial CD138-frekvens.Tre replikater
blev testet pr. prave pr. tilstand (dvs. med/uden overskydende natriumheparin). Den berigede renhed af praver med tilsat natriumheparin var ikke statistisk
forskellige fra kontrolpraverne i hver undersggelse (henholdsvis en-tailet t-test, p = 0,1971 og p = 0,2740). Resultater indikerede, at overskydende
natriumheparin ikke blev fundet at interferere med CD138+ plasmacelleberigelse.

Teknisk Assistance
BEM/ZERK: Genbestil venligst ved hjaelp af Catalog #100-1133, et saet, der omfatter EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
(Rl 100-0748) og EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (R 100-0749).

Dette produktdatablad er ogsa tilgeengeligt pa forskellige sprog i elektronisk format pa STEMCELLs hjemmeside og kan efter anmodning ogséa leveres som en
trykt udgave.

For teknisk support skal du kontakte techsupport@stemcell.com eller ringe gratis til enten +1.604.877.0713 (Canada), +1.800.667.0322 (Nordamerika), eller
00800 7836 2355 (Europa). Besag www.stemcell.com for mere oplysninger.
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Sletninger, tilfgjelser eller &endringer er angivet med aendringsbjselken i margenen.

Alle bivirkninger/komplikationer/haendelser, der er opstaet i forbindelse med udstyret, skal indberettes til producenten og den kompetente myndighed i
den medlemsstat, hvor brugeren befinder sig.
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CESTINA

Pro diagnostické pouZziti in vitro

Pouze na predpis

Urcené pouziti

Sada EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit je diagnosticky prostredek in vitro uréeny k obohaceni CD138+ bunék z kostni drené
odebrané pacientam s diagnostikovanym mnohoéetnym myelomem. Buiiky CD138+ jsou obohaceny imunomagnetickou pozitivni selekci pro pouziti ve
validovanych naslednych testech. Za validaci této sady pro pouziti s testem odpovida koncovy uzivatel. Pro diagnostické pouziti in vitro laboratornimi odborniky.

Pozadi

Mnohoéetny myelom je hematologicka malignita charakterizovana hromadénim nadorovych plazmatickych bunék v kostni dieni. Ve Spojenych statech
predstavuje mnohoéetny myelom 1,8% v8ech nadorovych onemocnéni a obvykle je diagnostikovan u lidi ve véku 65 az 74 let. Na genetické a molekularni drovni
bylo identifikovano nékolik podtypt onemocnéni a specifické chromozomalni abnormality maji prognosticky vyznam, ktery umozniuje stratifikaci rizika pacienta.

Konsenzualni doporuéeni stanovena onkologickymi odborniky z USA a EU a zachycena v pokynech publikovanych National Comprehensive Cancer Network
(NCCN)?, European Society for Myeloma® a the European Myeloma Network* doporuéuji cytogenetickou analyzu plazmatickych bunék ziskanych ze vzorka kostni
drené metodou FISH pfi prvni diagnéze a jako metodu nasledného sledovani a dohledu béhem relapsu.®*

Cetnost plazmatickych bunék v kostni dieni pacientt s mnohogetnym myelomem maZe byt p¥i diagnéze a béhem relapsu velmi variabilni. Plazmatické burky Ize z
kostni diené izolovat imunomagnetickou pozitivni selekci bunék exprimujicich povrchovy antigen CD138 (syndekan-1).° Bylo zjidténo, Ze obohaceni
plazmatickych bunék z kostni diené pred vySetrenim FISH na mnohoéetny myelom zvySuje miru a frekvenci genetickych abnormalit zjisténych metodou FISH

(obrazek 1).57

Princip Fungovani

Sada EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit je uréena k manualnimu pouziti pro obohaceni bunék exprimujicich povrchovy antigen
CD138 z ¢erstvych vzorka celé lidské kostni diené pomoci imunomagnetické pozitivni selekce. Tato sada se zaméfuje na buriky CD138+ pro pozitivni selekci
pomoci protilatky rozpoznavajici povrchovy marker CD138. Pozadované buriky jsou oznaéeny protilatkami a magnetickymi éasticemi a separovany pomoci
magnetu , The Big Easy “ EasySep™. Nezadouci buriky se vyliji, zatimco izolované burky CD138+ zastanou ve zkumavce.

Popisy Slozek

Sada EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit se sklada z nasledujicich slozek uvedenych v tabulce 1.

Tabulka 1. Slozeni sady EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

RapidSpheres™ 50105

Néazev slozky Slozka ¢&. Mnozstvi Obsah
EasySep™ Human Bone Kombinace monoklonalnich protilatek v D-PBS s
Marrow CD138 Positive 300-0394 3x1mL* 0,09% rHA. Obsahuje protilatku blokujici Fc
Selection Cocktail receptor.

™
FasySep™ Dexran 300-0400 3x1mL* Suspenze magnetickych &astic ve vodé.

*1mL lahvi¢ka s kazdou sloZkou miazZe byt pouzita pro zpracovani az 20 ml kostni diené v zavislosti na Urovni bunéénosti vzorku (viz navod k pouZiti, krok 5 tohoto dokumentu).
D-PBS - Dulbeccav fosfatem pufrovany fyziologicky roztok; rHA - rekombinantnf lidsky albumin
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Poskytnuty Material
EASYSEP™ RED BLOOD CELL LYSIS BUFFER

Sada EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit je dodavana s EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (katalogové ¢islo
100-0749), 1 x 20 mL. Tento pufr se dodava jako 10X koncentrat. Pripravte si 1X lyzaéni pufr nejméné 1 hodinu pred pouZzitim pfidanim 1 dilu 10X lyzaéniho pufru
k 9 dilam destilované vody nebo vody typu 1*. Pfed pouzitim jemné a zcela promichejte.

Viz informagéni list vyrobku (Product Information Sheet, PIS; dokument ¢. 10000017274) EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate (katalogové ¢&islo
100-0749), ktery je k dispozici na adrese www.stemcell.com/0749. Chcete-li si bezplatné vyzadat papirovou kopii tohoto PIS, kontaktujte bezplatné telefonni éislo
uvedené v ¢asti Technickd pomoc tohoto dokumentu.

*Voda typu | oznaéuje ultracistou vodu vhodnou pro pouziti v analytickych postupech. Americka spoleénost pro testovanf a materialy (American Society for Testing and Materials, ASTM)
ji definuje jako vodu s rezistivitou > 18 MQ-cm, vodivosti < 0,056 pS/cm a < 50 ppb celkového organického uhliku (total organic carbon, TOC).

Kontrola Kvality

Souprava EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit je vyrobena v souladu s 21 CFR oddil 820 a ISO 13485. Dalsi informace o kvalité
naleznete na www.stemcell.com/compliance.

Skladovani a Stabilita
Tabulka 2. Skladovani a Stabilita

Néazev slozky Slozka ¢&. Skladovani
EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive 300-0394 2-8°C

Selection Cocktail

EasySep™ Dextran

RapidSpheres™ 50105 300-0400 28°C

pokojova teplota
100-0749 (room temperature, RT;
15 - 25°C)

Komponenty mohou byt prepravovany pii RT, ale mély by byt skladovany, jak je uvedeno vySe. Nezmrazujte. VSechny slozky jsou stabilni do data pouzitelnosti
uvedeného na Stitku.

EasySep™ Red Blood Cell
Lysis Buffer, 10X Concentrate

POZNAMKA: EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (1X) Ize skladovat pFi teploté 2-8 °C po dobu a2 3 mésica. Neprekratujte datum pouZitelnosti (datum
spotieby) pavodniho 10X pufru.

Potrebné Prislusenstvi, Které Neni Soucasti Dodavky

Materialy uvedené v Tabulce 3 jsou pFislusenstvim sady EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Tyto materialy nejsou souéasti sady a lze
je zakoupit samostatné.

Tabulka 3. Potfebné PfisluSenstvi, Které Neni Souéasti Dodavky

Nazev slozky Slozka ¢. Mnozstvi Skladovani Doba pouzitelnosti Popis

Magnet pro bezkolonovou

.The Big Easy “ EasySep™ 18001 ’ Skladuijte pfi teploté
imunomagnetickou separaci.

Magnet 15 - 95°C, Nepouzije se

Stabilni do data
exspirace (EXP) na Pufr pro separaci bunék.
etiketé.

Skladujte pfi teploté

™ -
EasySep™ Buffer 100-0780 1x1L 2-8°C.

,THE BIG EASY" EASYSEP™ MAGNET

,The Big Easy” EasySep™ Magnet vytvaii magnetické pole s vysokym gradientem pro separaci bunék a je uréen pro pouziti se sadou EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive Selection Kit. ,The Big Easy “EasySep™ Magnet je navrzen tak, aby pojal standardni 14 mL (17 x 95 mm) polystyrenovou zkumavku s
kulatym dnem.

EASYSEP™ BUFFER

Viz PIS (dokument ¢. 10000016106) EasySep™ Buffer (katalogové &islo 100-0780), ktery je k dispozici na adrese www.stemcell.com/0780. Chcete-li si bezplatné
vyzadat papirovou kopii tohoto PIS, kontaktujte bezplatné telefonni &islo uvedené v ¢asti Technicka Pomoc tohoto dokumentu.
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Potrebny Material, Ktery Neni Soucasti Dodavky

Nize uvedené materialy jsou laboratorni predmeéty pro v8eobecné pouziti, které jsou zapotrebi, ale nejsou soucéasti dodavky.

Dulbeccuv fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (bez Ca++ a Mg++; napt. katalogové ¢islo 37350)
Roztok DNéazy | (napft. katalogové &islo #07900)

70 pm sitko (napt. katalogové éislo 27216)

14 mL (17 x 95 mm) polystyrenova zkumavka s kulatym dnem (napfk. katalogové ¢&islo 38008).

50 mL konicka zkumavka (napt. katalogové ¢islo 38010)

Omezeni

9.

10.

11.

PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO
Zafizeni je uréeno k obohacovani bunék CD138+ od pacientd, o kterych je znamo, ze maji nebo mohou mit diagndzu rakoviny.

Vykonnostni charakteristiky tohoto zarizeni nebyly stanoveny pro obecné navazujici diagnostické testy. Koncovi uzivatelé musi ovérit pouziti s pripadnymi
naslednymi testy a zarizenimi pro odbér vzorka.

Samostatné zarizeni nenf uréeno k pocitani bunék. Zarizeni je uréeno pouze k obohacovani bunék CD138+ ve vzorcich, aby obohacené vzorky mohly byt
nasledné pouzity k dalSimu zpracovani/analyze pomoci dalSich nezavislych metod, jako je FISH.

Samostatné zarizeni neni uréeno k diagnostickému, prognostickému nebo monitorovacimu pouziti s burikami CD138+, véetné pouzitl jako pomacka pfi fizeni
onemocnéni a/nebo rozhodovani o [é¢bé. Vysledky ze samotného zarizeni neposkytuji pacientovi informace o jeho aktualnim zdravotnim stavu. Samostatné
zarizeni nediagnostikuje zadné zdravotni stavy a nenahrazuje navstévu lékare nebo jiného zdravotnického pracovnika.

Vzorek kostni diené resuspendujte podle objemu vzorku nebo urovné bunéénosti podle pokyna uvedenych v ¢asti Priprava vzorku.
Dodrzuijte v8echny kroky protokolu uvedené v ¢asti Navod k pouziti. Nespravné provedeni protokolu maze vést k proménlivym a/nebo $patnym vysledkam.

Nizka pocéateeni frekvence CD138+ (< 3%) mize vést k variabilité ¢istoty obohacenych bunék CD138+. Koncovi uzivatelé mohou po obohaceni posoudit
¢istotu bunék CD138+ bud imunofenotypizaci pomoci pratokové cytometrie, nebo morfologickym hodnocenim pomoci mikroskopie.

Stabilita kostni dfené maze byt naruSena po 48 hodinach od odbéru.

Pocet plazmatickych bunék CD138+ izolovanych z kostni diené imunomagnetickou selekci maze byt snizen u pacientd podstupuijicich Ié¢bu mnohoéetného
myelomu nebo po ni.

Pokud pfi pouziti vice sond FISH nejsou pozorovany abnormalini vzorce FISH, vyhledejte technickou pomoc na adrese techsupport@stemcell.com.

Upozornéni a Bezpecnostni Opatreni

1.

Dualezité informace tykajici se bezpeéné manipulace, prepravy a likvidace téchto produktd jsou uvedeny v bezpeénostnich listech (Safety Data Sheets, SDS).
POZNAMKA: SDS pro &inidla obsazena v soupravé jsou k dispozici na adrese www.stemcell.com.

2. Stimto produktem by mél manipulovat vy8koleny persondl pfi dodrzovani spravné laboratorni praxe. Po ptidani tohoto produktu k lidskym burikém
povazujte suspenzi za potencialné biologicky nebezpeénou. Pfi manipulaci s ¢inidly a likvidaci odpadu je treba dodrzovat v8echny mistni, statni nebo
narodni predpisy.

3. Tento produkt je potencialné drazdivy pro oéi, dychaci systém a pokozku. Tento produkt maze byt Skodlivy i p¥i poZziti. Zabrarite expozici pres pokozku, oci
kontaktu s o¢ima, vdechnuti a poziti.

4. UPOZORNENI: EasySep™ Magnet vytvari silné magnetické pole. Uchovaveijte jej mimo dosah kardiostimulatord, magnett, pocitacovych diska, hodinek a
dal8ich predmaéta, které reaguji na magnetické pole.

5. Zajistéte, aby byly lahvicky béhem skladovani radné uzavieny. Spravné zachdazeni a skladovani soucasti sady je nezbytné pro zajisténi oznacené doby
pouzitelnosti a vykonu sady. Obohaceni bunék CD138+ muze byt nepfiznivé ovlivnéno komponenty sady skladovanymi mimo doporuéené skladovaci
podminky.

6. Nepouzivejte produkt, pokud byla pt¥i prichodu porusena celistvost obalového kontejneru nebo pokud jsou na ném znamky kontaminace, vysychani,
netésnosti nebo jiné znamky poskozeni. NepouZzity vyrobek Ize zlikvidovat podle standardnich laboratornich postupt pro kapaliny, které nejsou nebezpecné.

7. Nepouzivejte produkt po uplynuti data pouzitelnosti uvedeného na jeho etiketé.

Pripravek EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 nezmrazuijte. Pokud se pripravek EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 shlukuje nebo jej nelze
rovnomeérné rozptylit, kontaktujte techsupport@stemcell.com.

9. EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail nevitte.

10. EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit je uréen k pouziti s minimalné 1 ml ¢erstvé kostni diené. Vzorky by mély byt zpracovany co
nejdrive, nejlépe do 24 hodin, ale ne déle nez 72 hodin po odbéru aspiratu kostni drené. Kostni dren pred pouzitim nezmrazujte ani neprepravujte v piimém
kontaktu s chladem/ledem a nevystavuijte ji teplotam nad 30°C. Postupujte podle pokyna pro pifpravu vzorku kostni diené uvedenych v ¢asti Piiprava
vzorku.
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Navod k Pouziti
PRIPRAVA VZORKU

Sada EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit je uréena k pouziti s ¢erstvou celou lidskou kostni dieni. Doporuéeni pro odbér vzorka
naleznete v P¥ruéce cytogenetické laboratore AGT.8 Odbéry aspiratu kostni drené by mély byt provadény v souladu s institucionalnimi pokyny laboratore.
Nejméné 1 ml aspiratu kostni diené by mél byt odebran do zkumavky na odbér krve obsahujici antikoagulant.

Aby se zabranilo degradaci vzorku, ztraté CD138 z kiehkych plazmatickych bunék a aby se zachovala zivotaschopnost bunék, mély by se vzorky zpracovat co
nejdrive, nejlépe do 24 hodin, ale ne déle nez 72 hodin po odbéru aspiratu kostni drené. Kostni dren pred pouzitim nezmrazuijte ani neprepravuijte v piimém
kontaktu s chladem/ledem, ani ji nevystavujte teplotam nad 30°C.

Optimalni provedeni protokolu vyzaduje vhodny odbér, skladovani a prepravu vzorku na testovaci misto.
Pri pripravé vzorku k obohaceni bunék postupuijte podle nize uvedenych krok:
1. Kostni dien zfedte 5 az 10 krat v Dulbeccové fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (D-PBS) a jemné promichejte pipetovanim nahoru a dola.

2. Predem navihéete 70 pm sitko D-PBS. Vzorek pfefiltrujte pres pfedem navihéené sitko, abyste odstranili lomky kosti, bunééné agregaty a zbytky.
Proplachnéte sitko D-PBS.

3. Odstredte buriky pfi 300 x g po dobu 10 minut (pfijatelny rozsah 250-300 x g po dobu 8 - 12 minut) s vypnutou brzdou.

Pomoci pipety opatrné odstrarite a zlikvidujte plazmu, aniz byste porusili leukocytarni vrstvu/peletu ¢ervenych krvinek. Nevylévejte. Pokud pracujete se
vzorky kostni diené starymi vice nez 24 hodin, pfidejte 50 pL roztoku DN&zy | o koncentraci 1 mg/mL p¥imo do leukocytarni vrstvy/pelety ¢ervenych krvinek
a resuspenduijte. Pred separaci bunék inkubujte pfi pokojové teploté (15 - 25°C) po dobu 15 - 30 minut.

POZNAMKA: Roztok DNAse | uchovavejte pii -20°C. Roztok DN4zy | alikvotujte do pracovnich objema, abyste se vyhnuli opakovanym cyklam zmrazovani a

rozmrazovani.

Tip: Alternativné Ize roztok DNAse | uchovéavany pri teploté 2 - 8°C pouzit az po dobu 1 tydne.

5. Resuspenduijte leukocytarni vrstvu/peletu ¢ervenych krvinek na 1 - 2 nasobek pavodniho vychoziho objemu vzorku kostni drené pomoci pufru EasySep™

Buffer (Tabulka 4).

Pokud byl pavodni objem vzorku > 2,5 mL, naredte jej na pavodni objem vzorku.
Pokud byl pavodni objem vzorku < 2,5 mL, nafedte na dvojnasobek pavodnino objemu vzorku.
Pripadné pokud se ocekava vysoka bunéénost vzorku (> 70%) nebo pokud neni bunéénost znama, naredte vzorek na dvojnasobek pavodniho objemu.

Tabulka 4. Objemy EasySep™ Buffer

. e jem vzorki
Pavochiobiem | (2R TS P
EasySep™ Buffer

1mL 2mL

2mL 4 mL

2,5mL 2,5mL

3mL 3mL

4mL 4 mL

4,5 mL 4,5 miL

ODDELEN| BUNEK

6. Pripravte si EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer (ozna¢ovany jako EasySep™ RBC Lysis Buffer) (1X) nejméné 1 hodinu pred pouzitim. EasySep™ RBC
Lysis Buffer se dodavé jako 10X koncentrat.

a. Pridejte 1 dil EasySep™ RBC Lysis Buffer k 9 dilam destilované vody nebo vody typu 1.
b. Pred pouzitim jemné a zcela promichejte.
POZNAMKA: Pokud EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) nenf pouzit okamzité, skladujte jej pfi teploté 2-8°C po dobu aZ 3 mésici. Nezmrazuijte.

7.  Pripravte vzorek v rozmezi objemu 1 - 4,5 mL a pFidejte vzorek do pozadované zkumavky. Pokud je objem > 4,5 ml, rozdélte vzorek do dvou 14 mL
zkumavek s kulatym dnem.

8. Ke vzorku pridejte stejny objem EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X) p¥ipraveného v kroku 6. Pokud je napfiklad objem vzorku po resuspenzi pomoci
EasySep™ Buffer (krok 5) 2 mL, pfidejte ke vzorku 2 ml EasySep™ RBC Lysis Buffer (1X).

9. Pridejte 25 pl EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Cocktail na 1 mL nafedéného vzorku (krok 8). Promichejte a inkubuijte pii pokojové
teploté (15 - 25°C) po 3 minuty (maximalné 5 minut). Pokud je napfiklad objem naredé&ného vzorku 4 mL, p¥idejte ke vzorku 100 pL EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive Selection Cocktail.

POZNAMKA: Koktejl nevite.
10. Vifte EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 po dobu nejméné 30 - 40 sekund. Castice by mély byt rovnomérné rozptylené.
11. Pridejte 25 pL EasySep™ Dextran RapidSpheres™ 50105 na 1 mL nafedéného vzorku. Promichejte a inkubuijte p#i pokojové teploté (15 - 25°C) po 3 minuty
(maximalné 5 minut).
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12. Pridejte EasySep™ Buffer a doplite vzorek na nize uvedeny objem. Promichejte jemnym pipetovanim 2-3krat nahoru a dold.
U naredénych vzorka < 2,5 mL doplite na 5 mL
Doplrite na 10 mL pro zfedéné vzorky > 2,5 mL
13. Umistéte zkumavku (bez vieka) do ,The Big Easy “ EasySep™ Magnet a inkubujte p¥i pokojové teploté (15 - 25°C) po 10 minut (maximaln& 11 minut).
14. Zvednéte magnet a jednim plynulym pohybem obratte magnet a zkumavku, abyste vylili supernatant. Vyjméte zkumavku z magnetu; tato zkumavka
obsahuje izolované bunky. Supernatant zlikvidujte.
POZNAMKA: Magnet a zkumavku nechte 2 - 3 sekundy obréacené, pak je vratte do svislé polohy. Kapky, které mohou zéstat viset z Ustl zkumavky,
neotrepavejte ani neotirejte.
15. Pridejte EasySep™ Buffer a doplrite vzorek na nize uvedeny objem. Promichejte jemnym pipetovanim 2-3krat nahoru a dold.

U naredénych vzorka < 2,5 mL doplite na 5 mL
Doplite na 10 mL pro ziedéné vzorky > 2,5 mL

16. VloZte zkumavku (bez vieka) do magnetu a inkubuijte p¥i pokojové teploté (15 - 25°C) po 3 minuty (maximalné 5 minut).

17. Zvednéte magnet a jednim plynulym pohybem obratte magnet a zkumavku, abyste vylili supernatant. Vyjméte zkumavku z magnetu; tato zkumavka
obsahuije izolované buriky. Supernatant zlikvidujte.

POZNAMKA: Magnet a zkumavku nechte 2 - 3 sekundy obréacené, pak je vratte do svislé polohy. Kapky, které mohou zéstat viset z Ustl zkumavky,
neotrepavejte ani neotirejte.

18. Pridejte EasySep™ Buffer a doplite vzorek na nize uvedeny objem. Promichejte jemnym pipetovanim 2 — 3 krat nahoru a dola.

U naredénych vzorka < 2,5 mL doplite na 5 mL
Doplnte na 10 mL pro zfedéné vzorky = 2,5 mL

19. VloZte zkumavku (bez vieka) do magnetu a inkubujte p¥i pokojové teploté (15 - 25°C) po 3 minuty (maximalné 5 minut).

20. Zvednéte magnet a jednim plynulym pohybem obratte magnet a zkumavku, abyste vylili supernatant. Vyjméte zkumavku z magnetu; tato zkumavka
obsahuije izolované buriky. Supernatant zlikvidujte.

POZNAMKA: Magnet a zkumavku nechte 2 - 3 sekundy obréacené, pak je vratte do svislé polohy. Kapky, které mohou zastat viset z Gsti zkumavky,
neotrepavejte ani neotirejte.

21. Resuspenduijte burky v pozadovaném médiu. Nezapomente odebrat buriky ze stran zkumavky. Obohacené buriky Ize pouZzit k dalSimu zpracovani/analyze
pomoci dal&ich nezavislych metod, napfiklad testu FISH, které byly validovany koncovymi uzivateli.

Shrnuti Vykonu
KLINICKA STUDIE

Byla provedena Klinicka studie s pouzitim sady EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit na 33 klinickych vzorcich kostni dfené od pacientd
s mnohoéetnym myelomem v raznych stadiich onemocnéni. Klinické vzorky byly hodnoceny pomoci panelu péti béznych sond FISH detekujicich Sest
genomovych abnormalit, které zahrnovaly sondu CCND1/IGH XT k detekci translokace t(11;14), jakoz i sondy k detekci polysomie chromozomu 5 (D5523) a
chromozomu 15 (D15Z4) (sada s jednou sondou), rozstépeni MYC, delece 13g (D13S319) a delece TP53 (D17Z1). Z 33 pacienta bylo 32 pozitivnich alespon na
jednu sondu FISH a 14 pacientt mélo alespon jednu sondu FISH, ktera poskytla abnormalni signalni vzor aZ po obohaceni EasySep™ CD138. Cistota CD138
mérena pratokovou cytometrii byla 12,9% (rozmezi 0,2%-82,7%) u neobohacenych vzorka a zvySila se na 79,6% (rozmezi 18,5%-98,6%) u vzorkd obohacenych
0 CD138 pomoci EasySep™.

Nasobné obohaceni pro ¢istotu CD138 bylo > 1 a liSilo se na zakladé pocatecni frekvence* u v8ech vzorka s frekvenci CD138 < 40% pred obohacenim. V této
studii bylo nasobné obohaceni 65,9 (rozmezi 29,6-91,5) pro vzorky s pogateéni frekvenci CD138 < 3%, 11,9 (rozmezi 5,1-23,0) pro vzorky s poéateéni frekvenci
CD138 mezi 3-15% a 3,2 (1,6-5,3) pro vzorky s poéateéni frekvenci CD138 mezi 15-40% pred obohacenim.

*POZNAMKA: U vzorka s frekvenci CD138 > 40% nemusi byt obohaceni plazmatickych bunék pied FISH nutné.?

Shrnuti Vykonu
KLINICKA STUDIE

Byla provedena klinicka studie s pouzitim sady EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit na 33 klinickych vzorcich kostni diené od pacientd
s mnohoéetnym myelomem v riznych stadiich onemocnéni. Klinické vzorky byly hodnoceny pomoci panelu péti béznych sond FISH detekujicich Sest
genomovych abnormalit, které zahrnovaly sondu CCND1/IGH XT k detekci translokace t(11;14), jakoz i sondy k detekci polysomie chromozomu 5 (D5523) a
chromozomu 15 (D15Z4) (sada s jednou sondou), rozstépeni MYC, delece 13g (D13S319) a delece TP53 (D17Z1). Z 33 pacienta bylo 32 pozitivnich alespon na
jednu sondu FISH a 14 pacientt mélo alespon jednu sondu FISH, ktera poskytla abnormalni signalni vzor az po obohaceni EasySep™ CD138. Cistota CD138
meérena pratokovou cytometril byla 12,9% (rozmezi 0,2%-82,7%) u neobohacenych vzorka a zvySila se na 79,6% (rozmezi 18,5% - 98,6%) u vzorka obohacenych
0 CD138 pomoci EasySep™.

Nasobné obohaceni pro ¢istotu CD138 bylo > 1 a lidilo se na zakladé pocateeni frekvence* u v8ech vzorka s frekvenci CD138 < 40% pred obohacenim. V této
studii bylo nasobné obohaceni 65,9 (rozmezi 29,6 - 91,5) pro vzorky s poéateéni frekvenci CD138 < 3%, 11,9 (rozmezi 5,1-23,0) pro vzorky s pocateéni frekvenci
CD138 mezi 3- 15% a 3,2 (1,6 - 5,3) pro vzorky s poc¢ateéni frekvenci CD138 mezi 15 - 40% pred obohacenim.

*POZNAMKA: U vzorki s frekvenci CD138 > 40% nemusi byt obohaceni plazmatickych bunék pred FISH nutné.®
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EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit

Procento abnormalnich jader pred (neobohacenych) a po obohaceni se pro kazdou sondu zvysilo o nasledujici hodnoty: CCND1/IGH (t(11;14)) sonda:

15,4 £ 15,5% az 77,3 + 29,5% (n = 14); chromozom 5 (D5S23) sonda: 25,0 + 19,1% az 72,7 = 17,4% (n = 15); chromozom 15 (D15Z4) sonda: 20,0 + 15,9% az
57,3 + 23,6% (n = 16); sonda pro rozstépeni MYC: 21,2 + 21,7% az 50,7 + 33,5% (n = 10); delece 13q (D13S319): sonda: 15,5 + 16,9% az 81,4 + 15,2% (n = 19);
sonda TP53 (D17Z1): 22,8 + 23,5% az 48,8 + 32,9% (n = 5).

Obrazek 1 ukazuje, ze procento abnormalnich jader detekovanych pro kazdou sondu bylo vy$Si po obohaceni EasySep™ CD138 ve srovnani se vzorkem pred
obohacenim a bylo vytvofeno pomoci podskupiny kompletniho souboru dat (neni uvedeno), kde byly do analyzy zahrnuty pouze vzorky s abnormalnim vzorcem
signalu FISH pro kazdou sondu.

Obrazek 1. Procento Abnormalnich Jader V Plazmatickych Buiikach Pied (Neobohacenych) A Po Obohaceni Pomoci Sady EasySep™ Human Bone
Marrow CD138 Positive Selection Kit
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STUDIE REPRODUKOVATELNOSTI

Reprodukovatelnost s Umélymi Vzorky

Byla provedena studie, ktera méla prokazat reprodukovatelnost procesu obohacovani na trech studijnich pracovistich s pouzitim tfi Sarzi sady EasySep™ Human
Bone Marrow CD138 Positive Selection. Vzhledem k problémam s dostate¢nym mnozstvim vzorka pro tfi pracovisté byla studie provedena s pouzitim umélych
vzorkd vytvorenych kazdodennim p¥idanim bunééné linie mnohoéetného myelomu do piné krve zdravého darce s nizkou (< 3%), stiedni (3 - 15%) nebo vysokou
(> 15%) pocateeni frekvenci CD138+, aby bylo vytvoreno 16 vzorka nebo ¢lend panelu. Pfi nizké a stredni Urovni bylo studovano vice ¢lena panelu (6 oproti 4 pri

V tabulce 5 je uveden statisticky prehled celkové variability, variability mezi jednotlivymi misty, Sarzemi a obohaceni v nasobcich u élend panelu s vysokou,
stiedni a nizkou frekvenci CD138+. Obohaceni se zvySilo v praméru 85,7krat u vzorka s nizkou pocateéni frekvenci CD138+, 9,3kréat u vzorka se stiredni frekvenci
CD138+ a 3,8krat u vzorka s vysokou pocateeni frekvenci CD138+.

Tabulka 5. Studie Reprodukovatelnosti Easysep™ CD138 Shrnuti Variability A Nasobného Obohaceni

Potateini frekvence N CV opakovatelnosti (%) | CV mezi pracovisti (%) | CV mezi Sarzemi (%) i/ reprod;/l:;watelnosn Nasobné obohaceni
CD138+
Pramér (min. - max.) Pramér (min. - max.) Pramér (min. - max.) Pramér (min. - max.) Pramér (min. - max.)
Vysoké (> 15%) 4 0,7 (0,5-0,9) 4,0(2,8-5,9) 0,9 (0,5-1,6) 4,0 (2,8 - 6,0) 3,8(2,6 -5,5)
St¥ (3-15%) 6 1,6 (0,8 - 3,0) 4,2 (2,1-6,8) 2,3(1,0-3,9) 4,5 (2,2-7,0) 9,3(5,0-15,4)
Nizké (< 3%) 6 5,4 (3,5-8,9) 9,7 (5,5-13,8) 8,6 (4,5-14,2) 11,9 (8,2 - 18,3) 85,7 (20,2 - 206,0)

CV - varia¢ni koeficient
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Reprodukovatelnost s Klinickymi Vzorky

Tri Sarze sady EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit byly testovany na aspiratech kostni diené pacientd s mnohocetnym myelomem
(BMA) z hlediska u¢innosti v naslednych testech FISH. Bylo testovano celkem 9 klinickych mnohoéetnych myeloma BMA, kde kazdy vzorek byl rozdélen na
polovinu, aby se otestovalo obohaceni dvéma raznymi Sarzemi sady EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Procento abnormalnich jader
bylo analyzovano pomoci péti sond FISH, které detekuji bézné chromozomalni abnormality mnohoéetného myelomu, véetné translokace t(11;14) (CCND1/IGH
XT), aneusomii chromozoma 5, 9 a 15 (D5S23, D5S72, CEP 9, CEP 15) a delece 13qg14.

Na zékladé vysledka studie t¥i BMA poskytly normalni obrazce signélu FISH pro v8ech pét testovanych sond. Jeden BMA byl abnormalni pro translokaci t(11;14)
a ¢tyri BMA mély abnormalni signaly pro deleci 13g. Ve v8ech deviti testovanych BMA bylo procento abnormalnich bunék pro kazdou sondu velmi podobné mezi
plazmatickymi buikami obohacenymi o dvé $arze sady EasySep™ CD138. Stejna normalni/abnormalni dispozice pro danou sondu byla shodna mezi pary Sarzi
EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Kit Positive Selection Kit. Ve v8ech pfipadech byla normalni/abnormalni dispozice ve shodé, coz naznaduje, ze sada
EasySep™ je schopna produkovat reprodukovatelné vysledky FISH pfi pouziti na vzorku pro zamyS$lené pouziti.

PRESNOST

Byla provedena studie presnosti, kdy ve tfrech dnech nejdoucich po sobé byl vzorek kostni diené od zdravého darce obohacen bunéénou linit CD138+ SK-MM-2
pFi nizké (< 3%) a stredni (3-15%) ) pocatecni frekvence CD138+ pro generovani dvou samostatnych umélych ¢lend panelu vzorkd. Dva operatori provadéli
obohacovani EasySep™ v kazdém ze dna studie, pficemz kazdy operator obohacoval od jednoho ze dvou élend panelu. Kazdy operator proved! tfi béhy
obohacent ve ¢tyrech provedenich na jednom ¢lenu panelu s pouzitim jedné Sarze sady.

Cistota neobohacenych a obohacenych bunék CD138+ byla stanovena analyzou pratokovou cytometrii pro kazdy ze tif béha od véech ¢lent panelu. Odhady
presnosti opakovatelnosti obohacené ¢istoty (% CV ve &tyfech replikatech v ramci cyklu, n = 4 na béh, 3 béhy na élena panelu) se pohybovaly v rozmezi 0,81-
1,56% a 0,17 - 1,41% pro &leny panelu s nizkou a stiredni poéateéni frekvenci CD138+, v tomto poradi , coz ukazuje, Ze variabilita ¢istoty obohacenych bunék
CD138+ je béhem béhu dobte kontrolovana.

LIMIT DETEKCE
Limit Detekce (Limit Of Detection, Lod) s Umélymi Vzorky

Cilem studie bylo uréit nejniz8i pocateeni frekvenci CD138+, kterd poskytuje konzistentni abnormalni vysledky FISH v uméle vytvoreném vzorku po obohaceni
bungk CD138+ pomoci EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Sest po sobé jdoucich dna byl vzorek piné krve (WB) nebo kostni dfené
(BM) od zdravého darce obohacen 0 20% CD138+ bunééné linie SK-MM-2 (pfijatelné rozmezi 26-14% pratokovou cytometrif) Poéatee¢ni frekvence CD138+ a
poté sériové ziedéna faktorem dva pomoci WB nebo BM pro dosazeni ~20%, 10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 1,25%, 0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08% a 0% ( tj. WB nebo
BM, které nejsou obohaceny burikami SK-MM-2). Kazdy vzorek byl obohacen v duplikatech pomoci EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection
Kit a v8echny neobohacené a obohacené vzorky byly hodnoceny pratokovou cytometrii a/nebo mély dispozice t(11;14) analyzovanou pomoci FISH.

Byly prezkoumany vysledky ze studie EasySep™ CD138 Limit of Detection, véetné &istoty neobohacenych a obohacenych bunék CD138+ mérenych pratokovou
cytometrii a dispozice t(11;14) analyzované pomoci FISH. V8echny uméle vytvoiené vzorky s pfidavkem bunék SK-MM-2, cilenych na poéateéni frekvenci
CD138+ pouze 0,08%, vedly k abnormalni dispozici t(11;14) v analyze FISH. Obohacena ¢istota CD138+ mérena pratokovou cytometrii pozitivné korelovala s
procentem abnormalnich jader pozorovanych v nasledné analyze FISH. Priméma ¢istota obohaceného CD138+, ktera vedla k abnormalini dispozici t(11;14) ve
FISH, byla 33% CD138+, obohacena ze vzork s pramérmou neobohacenou ¢istotou 0,08% CD138+. U vzorka s pogateéni cilovou frekvenci CD138+ 0,00%
vedly ¢tyfi ze Sesti darct k normalni dispozici t(11;14) v analyze FISH, av8ak u jednoho darce kostni diené a jednoho darce piné krve byl pouze jeden replikat
povazovan za normalni a druhy replikat neprakazny kvali k nedostate¢nému poétu ziskanych bunék. Zavérem, studie EasySep™ CD138 Limit of Detection
ukézala, ze EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit dokézala konzistentné obohacovat uméle vytvorené vzorky s pocate¢ni frekvenci
CD138+ 0,05% - 25,06% a doséahla konzistentnich abnormélnich vzora FISH. Limit detekce pro sadu EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection
Kit byl nastaven na 0,05% pocateéni frekvence CD138+.

Potvrzeni Limitu Detekce (Lod) Se Vzorky Kostni Difené z Klinického Mnohoéetného Myelomu

Cilem této studie bylo ovéfit LoD pfi 0,05% pocatecni frekvenci CD138, stanovené v predchozi studii LoD na umélych vzorcich v jednom klinickém vzorku za
pouziti dvou Sarzi sady, které maji t¥i replikaty na Sarzi sady. Obohaceni bunék CD138+ bylo provedeno na klinickém vzorku vyrobeném pridanim aspiratu kostni
diené pacienta s mnohocetnym myelomem do aspiratu kostni diené zdravého darce pii pocateéni frekvenci CD138 0,05%. Klinicky vzorek byl promyt a rozdélen
do Sesti frakci pro obohaceni bunék EasySep™ CD138 pomoci dvou Sarzi sady se tiemi replikaty na $arzi sady. Obohacené vzorky byly rozdéleny do dvou
frakci: jedna frakce byla pouzita pro hodnoceni ¢éistoty plazmatickych bunék pratokovou cytometrii a druha frakce byla pouzita pro FISH.

Cistota plazmatickych bunék byla stanovena pred a po obohaceni pomoci dvou 3arzi sady FasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit se
tremi replikaty na Sarzi sady. Vzorek byl obohacen z 0,05% na rozsah 4,1-7,4%. Celkova obohacena ¢istota CV byla 19,7%, ¢imz splnila kritéria prijatelnosti
celkové CV < 35%. V8echny obohacené vzorky mély normalni signaly FISH pro polysomii chromozomu 5 a 15 (D5S23, D15Z74), roz&tépeni MYC a sondy
CCND1/IGH XT; a byly abnormalni pro deleci chromozomu 13qg (D13S319) a TP53. Dispozice FISH obohacenych vzorki byla stejna jako dispozice FISH
nefedéného klinického vzorku, pricemz 100% replikata bylo abnormélnich pro deleci chromozomu 13g (D13S319) a TP53.

ANTIKOAGULANTNI RUSENI

Pro tuto studii byly ziskany tfi ¢erstvé vzorky kostni diené klinického mnohoéetného myelomu. Jeden vzorek byl zpracovan ~20 hodin po odbéru, jeden vzorek byl

zpracovéan ~24 hodin po odbéru a treti vzorek byl zpracovan ~22 hodin po odbéru. Kazdy vzorek byl rozdélen na dvé frakce. Jedna frakce byla oSetiena PBS

(kontrola), zatimco druha byla obohacena 3x prebytkem heparinu sodného. Jednotlivé replikaty kazdé frakce byly poté promyty a obohaceny pomoci EasySep™

Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit. Cistota CD138 byla stanovena pratokovou cytometrii a poté porovnana, aby se uréilo, zda nadbytek heparinu
J STEMCELL Technologies Canada Inc. | 1618 Station Street, Vancouver, BC | V6A 1B6 | Canada | www.stemcell.com

. ) ﬂm MDSS GmbH Document #10000019127
For Technical Assistance - Schiffgraben 41 30175 Hannover e Germany c € Version 01
CH
Tel: +1.604.877.0713 [cn [ree] Issue Date 2025-01
European toll-free number: 00800 7836 2355 MDSS CH GmbH .
North American toll-free number: +1.800.667.0322 Laurenzenvorstadt 61 5000 Aarau e Switzerland

email: techsupport@stemcell.com Page 63 of 64



L"
S

EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit P STE M E
G

TECHNOLO I E

zpusobil interferenci s obohacenim a ¢istotou CD138. Druha studie hodnotila celkem 3 klinické vzorky pfipravené pridanim mononuklearnich bunék kostni diené
mnohoéetného myelomu do aspirata kostni drené zdravého déarce s poéateéni frekvenci CD138 < 0,2 %.Byly testovany tfi replikaty na vzorek a podminky (tj.
s/bez prebytku heparinu sodného). Obohacené ¢éistoty vzorka obohacenych heparinem sodnym se statisticky neliSily od gistoty kontrolnich vzorka v kazdé studii
(jednostranny t-test, p = 0,1971 a p = 0,2740, v daném poradi). Vysledky ukazaly, Zze nebylo zjisténo, ze by nadbytek heparinu sodného interferoval s
obohacenim plazmatickych bunék CD138+.

Technicka Pomoc
POZNAMKA: Objednejte si prosim znovu pomoci katalogu & 100-1133, soupravy, ktera obsahuje EasySep™ Human Bone Marrow CD138 Positive Selection Kit
(Rl 100-0748) a EasySep™ Red Blood Cell Lysis Buffer, 10X Concentrate ([l 100-0749).

Tento informaéni list vyrobku je také k dispozici v raznych narodnich jazycich v elektronické podobé na webovych strankach spoleénosti STEMCELL a muaze byt
na vyzadani poskytnut v papirové kopii.

Pro technickou podporu kontaktujte techsupport@stemcell.com nebo zavolejte na bezplatné ¢islo +1 604 877 0713 (Kanada), +1 800 667 0322 (Severni
Amerika) nebo 00800 7836 2355 (Evropa). Pro vice informaci navétivte www.stemcell.com.

Odstranéni, pridani nebo zmény jsou oznaceny pruhem zmén na okraji.

Jakakoli zavazna udalost, ktera se vyskytla v souvislosti s prostredkem, musi byt oznamena vyrobci a prislu§nému organu élenského statu, ve kterém
uzivatel sidli.
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