Sterile fluid path
Sterile Flissigkeitsbahn
Chemin pour liquides stérile

Do not resterilize.
Nicht erneut sterilisieren.
Ne pas restériliser.

Buffy coat container (for blood stem cell rich fraction or whole blood)
Buffy-Coat-Beutel (fiir blutstammzellreiche Fraktion oder Vollblut)

Poche de couche leucocytaire (pour fraction riche de cellules souches
hématopoiétiques ou pur-sang)

freeze volume (blood stem cell rich fraction or whole blood)

Llere Einfriervolumen Buffy Coat (blutstammzellreiche Fraktion oder Vollblut) )
. K ) R de volume nominal
I volume & congeler de couche leucocytaire (fraction riche de cellules
souches hématopoiétiques ou pur-sang)
40°c Store at 0 °C to 40 °C Processing
Bei 0 °C bis 40 °C lagern Aufbereitung
0°C Conserver a 0 °C jusqu'a 40 °C Traitement
| I
! \\L// Keep away from heat and radioactive sources /\\.//\ Do not expose to sunlight.
= "
A4 ’./l\\ Vor Hitze und radioaktiver Strahlung schiitzen A g?;s%?ndeenlﬁ:qtig?en}gﬂéen'
[ ] Protéger de la chaleur et des sources radioactives [ ] & )

‘ Protect from rain
Trocken aufbewahren
Craint 'humidité

Read usage instructions
Gebrauchsanweisung beachten

Suivez le mode d’emploi
Non-pyrogenic
Pyrogenfrei
Non-pyrogéne

Batch code: see product labelling
Chargennummer: siehe Produktetikett
Numéro de lot: cf. étiquette de produit

Sterilized using irradiation
Sterilisiert durch Bestrahlung
Stérilisé en utilisant I'irradiation

Do not reuse
Nicht wiederverwenden
Ne pas réutiliser

nominal volume
Nennvolumen

Fragile item, handle carefully
Zerbrechlich, mit Sorgfalt handhaben
Fragile; manipuler avec soin

Do not use if package is damaged
Bei beschadigter Verpackung nicht verwenden
Ne pas utiliser si I'emballage est endommagé

Use by date: see product labelling
Verwendbar bis: sieche Produktetikett
A utiliser avant la date: cf. étiquette de produit

Fluid path
Flissigkeitsweg
Chemin pour liquides

Do not open with knife.
Nicht mit Messer 6ffnen.
Ne pas ouvrir avec couteau.

The yellowish coloured PVC-tube contains the phtalate DEHP (diethylhexyl phtalate).

In order to prevent the release of DEHP into the blood which passes through the PVC tube respectively in order to reduce it to a minimum, anticoagulated
blood shall be administered into the freezing blood bag via the PVC tube in less than one minute. For the same reason no DMSO, be it diluted or undiluted,
shall pass through the PVC tubing. For the administration of DMSO into the freezing blood bag the transparent non —coloured EVA tubes shall be used.
Repeated exposition to high doses of DEHP may exert nephrotoxicity or reproductive toxicity, especially in newborns and children or chronically ill patients

such as for example dialysis patients or patients undergoing ECMO (extracorporal membrane oxygenation).

Der gelblich

Um einer Freisetzung von DEHP in das dadurch geleitete Blut vorzubeugen bzw. eine solche auf ein Minimum zu reduzieren, soll antikoaguliertes Blut in

weniger als einer Minute durch den PVC-Schlauch geleitet werden. Aus demselben Grund darf durch den PVC Schlauch kein DMSO in verdinnter oder
unverdinnter Form geleitet werden. Fir die Einleitung von DMSO in den Einfrierblutbeutel sind die transparenten ungefarbten EVA-Schlduche zu
verwenden. Wiederholte Exposition zu hohen Dosen DEHP zu kann zu Nephro- und Reproduktionstoxizitat, insbesondere bei Sduglingen und Kindern sowie
chronisch Kranken, wie z. B. Dialysepatienten oder ECMO (extrakorporale Membranoxygenierung)-Patienten fiihren.

gefarbte PVC-Schlauch enthalt das Phtalat DEHP (Diethylhexylphtalat).

Le tuyau jaunatre PVC contien le phtalate DEHP (di-(2-éthylhéxyl)phthalate).

Afin de prévenir le passage de DEHP dans le sang qui passe par le tuyau de PVC, respectivement afin de le minimiser, du sang anticoagulé doit passer par
le tuyau de PVC pendant moins qu’une minute. Pour la méme cause le DMSO, dilué ou non-dilué, ne faut pas passer par le tuyau de PVC. Pour
'adminstration du DMSO dans la poche sanguine les tuyaux transparents, non-colorés de EVA doivent étre utlisés. L’exposition répétitive aux doses élevées
de DEHP pourrait mener a la nephrotoxicité, la toxicité réproductive, spécialement aux nouveau-nés et enfants aussi qu’aux malades chroniques comme par

exemple les patients de dialyse ou de TECMO (oxygénation extracorporale).
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embout Y, polypropyléene

Twist-Off-Einstechstutzen ®

poche de couche leucocytaire

boucle pour accrocher la poche de congélation

male Luer lock cap, Nylon

mannliche Luer-Lock-Verschlusskappe, Nylon
embout Luer Lock méle, nylon

female Luer lock tube connector, PP

weibliches Luer-Lock-Verbindungssttick, PP
embout Luer Lock femelle, polypropyléne

PVC tube 150 mm
PVC-Schlauch 150 mm
tube PVC 150 mm

tube clamp
Schlauchklemme
pince de tube

Y-connector, PP
Y-Verbinder, PP

EVA tube 60 mm
EVA-Schlauch 60 mm
tube EVA 60 mm

tube clamp

EVA tube 150 mm
EVA-Schlauch 150 mm
tube EVA 150 mm

male Luer lock connector, PP
mannliches Luer-Lock-Verbindungssttick, PP
embout Luer Lock male, polypropyléne

female Luer lock cap, PP
weibliche Luer-Lock-Verschlusskappe, PP
bouchon Luer Lock femelle, polypropyléne

female Luer lock tube connector, PP
weibliches Luer-Lock-Verbindungssttick, PP
embout Luer Lock femelle, polypropyléne

male Luer lock cap, Nylon
mannliche Luer-Lock-Verschlusskappe, Nylon
embout Luer Lock méle, nylon

EVA tube 110 mm
EVA-Schlauch 110 mm
tube EVA 110 mm

Y-connector, PP
Y-Verbinder, PP
embout Y, polypropyléne

Schlauchklemme
pince de tube

twist off ports

H EVA tube 171 mm
EVA-Schlauch 171 mm
tube EVA 171 mm

embouts Twist Off

buffy coat compartment

Buffy-Coat-Tasche o

label compartment

CryoClose™ Freezing Bag

CryoClose™ Overwrap Bag

Etikettentasche 0740

poche d'étiquette

eyelet to hang freezing bag

Ose zum Aufhingen des Einfrierbeutels o

A\ WAK - Chemie Medical GmbH

Siemensstrale 9 « D-61449 Steinbach/Ts. « Germany
Telefon +49 61 71 / 28 43 0 « Fax +49 61 71 / 69 56 46
E-Mail: info@wak-chemie.com « www.wak-chemie.com

& Product @D Maximum capacity & Recommended Freeze Volume
REF Produkt maximales Fasssungsvermégen Empfohlenes Einfriervolumen
® Produit capacité maximum Volume de congélation recommandé
890020 | CryoClose™ Freezing Bag PL-50 + CryoClose™ Overwrap Bag PL-50 50 ml 10-30ml
890021 CryoClose™ Freezing Bag PL-250 + CryoClose™ Overwrap Bag PL-250 250 ml 30-70ml
890022 | CryoClose™ Freezing Bag PL-500 + CryoClose™ Overwrap Bag PL-500 500 ml 70 - 150 ml
890023 | CryoClose™ Freezing Bag PL-800 + CryoClose™ Overwrap Bag PL-800 800 ml 150 - 230 ml

&
Haltbar

> Période de durabilité: La date de durabilité est indiquée sur I'étiquette de produit.

Shelf Life: The expiry date is indicated on the product labelling.

&

keit: Das Verfallsdatum ist auf dem Produktetikett angegeben.

@ Instructions for Use for CryoClose™ Freezing Bag
Gebrauchsanweisung fiir CryoClose™ Freezing Bag
C® Mode d’Emploi pour le CryoClose™ Freezing Bag

Sterilization technique: Irradiation in accordance with EN ISO 11137-1 in final packaging (carton of 28 pieces)
Sterilisationstechnik: Bestrahlung in Endverpackung (Karton mit 28 Stiick) in Ubereinstimmung mit EN ISO 11137-1
(> Technique de stérilisation: Irradiation selon EN ISO 11137-1 dans I'emballage final (carton a 28 pieces)

The maximum capacity is derived from the blood bag norm ISO 3826-1. It

(N does not have any relevance for the intended use of the CryoClose™
Freezing Bag. For the intended use the recommended freeze volume' is
pivotal only.

Das maximale Fassungsvolumen ist aus der Blutbeutelnorm I1ISO 3826-1
entlehnt. Es hat keine Relevanz fiir die bestimmungsgeméfe Anwendung
des CryoClose™ Freezing Bag als Einfrierblutbeutel. MaRgeblich fiir die
bestimmungsgemaRe Anwendung ist das 'Empfohlene Einfriervolumen'.

@ La capacité maximum est dérivée de la norme pour poches sanguines la
ISO 3826-1 . Elle n’importe pas pour I'utilisation conforme du CryoClose™
Freezing Bag. Pour [I'utilisation conforme le ,Volume de congélation
recommandé’ seulement est primordial.

& Storage: store in a cool, dry place
Lagerung: Kihl und trocken lagern
(> Stockage: a conserver au frais et au sec

& €

v

Intended use: The CryoClose™ Freezing Bag is intended to be used as a freezing container for cell suspensions, for cryopreservation at temperatures down to -196 °C in the vapour phase
above liquid nitrogen. CryoClose™ Freezing Bag is intended for single use only. It is provided sterile within a sterile barrier peel bag. It is not to be re-sterilized. The fluid path of the CryoClose™
Freezing Bag is provided sterile and non-pyrogenic. Each CryoClose™ Freezing Bag is provided with a suitable overwrap bag.

BestimmungsgemaBe Verwendung: Der CryoClose™ Freezing Bag dient als Einfrierbehalter zur Kryokonservierung fiir Zellsuspensionen, bei Temperaturen bis zu -196 °C in der Gasphase
Uber flussigem Stickstoff. Der CryoClose™ Freezing Bag ist nur zum einmaligen Gebrauch bestimmt. Er wird innerhalb eines Peelbeutels mit Sterilbarriere steril geliefert. Er soll nicht erneut
sterilisiert werden. Der Flussigkeitsweg des CryoClose™ Freezing Bag ist steril und pyrogenfrei. Jeder CryoClose™ Freezing Bag ist zusammen mit einem passenden Einfrierumbeutel verpackt.

Utilisation conforme: Le CryoClose™ Freezing Bag est destiné a 'emploi comme contenant a congélation pour les suspensions de cellules pour la cryoconservation par les températures jusqu’a
-196 °C en phase vapeur de 'azote liquide. Le CryoClose™ Freezing Bag est destiné seulement a I'usage unique. Il est mis a disposition d’'une maniére stérile dans la barriere stérile en
enveloppe pelable. |l ne faut pas restériliser la poche de congélation. Le chemin pour liquides du CryoClose™ Freezing Bag est mis a disposition d'une maniére stérile et exempte de pyrogénes.
Chaque CryoClose™ Freezing Bag est accompagné d’une poche d’enveloppe a congeler appropriée.

&

Preconditions for use of CryoClose™ Freezing Bag and general information

The CryoClose™ Freezing Bag is only intended to be used by specialized personnel, who have
been trained in the cryopreservation of transplants of human hematopoietic stem cells and
who dispose of the necessary experience.

The processes of filling, closing, rate freezing, cryostorage as well as thawing when applying
the CryoClose™ Freezing Bag are to be validated by the applying user.

Every box (transport packaging) that is labelled with a box label contains 28 CryoClose™
Freezing Bags. Each CryoClose™ Freezing Bag is accompanied by a suitable overwrap bag and
sealed into a respective sterile barrier pouch. Each of these 28 sterile barrier peel pouches has
been sealed into an outer transparent bag under clean room conditions, in order to facilitate
the transport of the products into a cleanroom (see below).

Caution: The transport box must not be opened with a knife to avoid damaging the enclosed
packaging!

Transfer into clean room environment

28 CryoClose™ Freezing Bags are packed in a carton. These 28 CryoClose™ Freezing Bags have
been individually packed into a transparent outside bag under clean room conditions. Before
transfer into the clean room the transparent outside bag should be wiped clean and
disinfected. After introduction into the clean room the transparent outside bag can be
removed. The sterile barrier peel pouch should only be opened ultimately prior to application
of the freezing blood bag, if possible under sterile conditions.

Before application the CryoClose™ Freezing Bag should be inspected visually:
Do not use if package is damaged.

Voraussetzungen fiir die Verwendung des CryoClose™ Freezing Bag
generelle Informationen

und

Der CryoClose™ Freezing Bag darf nur von Fachpersonal verwendet werden, welches fiir die
Kryokonservierung von humanen Blutstammzelltransplantaten ausgebildet ist und tiber die
dafiir notwendige Erfahrung verfigt.

Die Prozesse der Befiillung, des VerschlieBens, des langsamen Herunterfrierens (Rate
Freezing), der Gefrierlagerung sowie des Auftauens unter Verwendung des CryoClose™
Freezing Bag sind durch den Anwender zu validieren.

In einem mit AuBenetikett gekennzeichneten Karton (Schutz- und Transportverpackung) sind
28 CryoClose™ Freezing Bags verpackt. Jeder CryoClose™ Freezing Bag liegt zusammen mit
einem passenden Einfrierumbeutelin einem eigenen Sterilbarriere-Peelbeutel eingeschweif3t
vor (Sterilbarriereverpackung). Jeder dieser 28 Sterilbarrierepeelbeutel wurde unter
Reinraumbedingungen in einen transparenten Schutzbeutel eingeschweifit, um das
Einschleusen der Produkte in einen Reinraum zu erleichtern, siehe unten.

Achtung: Der Schutz- und Transportkarton sollte nicht mit einem Messer ge6ffnet werden,
um Beschadigungen der inliegenden Verpackungen zu vermeiden!

Uberbringen in eine Reinraum-Umgebung

28 CryoClose™ Freezing Bags sind in einem Karton verpackt. Diese 28 CryoClose™ Freezing
Bags wurden in ihrer Sterilbarriereverpackung jeweils noch in einen transparenten Schutzbeutel
Umverpackung unter Reinraumbedingungen verpackt. Vor dem Uberbringen in den
Reinraum sollte dieser Schutzbeutel von auBen sauber gewischt und desinfiziert werden. Im
Reinraum kann dieser Schutzbeutel entfernt werden. Der Sterilbarrierepeelbeutel sollte erst
unmittelbar vor der Anwendung des Einfrierblutbeutels, wenn moglich unter sterilen
Bedingungen, gedffnet werden.

Vor der Anwendung ist der CryoClose™ Freezing Bag visuell zu kontrollieren:
Bei beschadigter Verpackung nicht verwenden.
Im Falle von Partikeln im inneren Fliissigkeitsweg nicht verwenden.

>

Conditions préalables pour I'utilisation du CryoClose™ Freezing Bag et informa-
tions généraux

Le CryoClose™ Freezing Bag doit seulement étre appliqué par personnel spécialisé qui est
formé en cryoconservation des greffons humains de cellules souches hématopoiétiques et
qui dispose de l'expérience pertinente.

Les processus de la remplissage, de la bouchage, de la congélation lente (rate freezing), de la
cryostockage et de la décongélation en utilisant le CryoClose™ Freezing Bag doivent étre
validés par l'usager.

Dans un carton identifié par une étiquette extérieure (emballage de transport et de
protection) se trouvent 28 CryoClose™ Freezing Bags. Chaque CryoClose™ Freezing Bag est
emballé dans une propre poche de barriére stérile.

Chaqune de ces poches de barriére sterile ont été emballagées individuellement dans une
gaine transparente protective pour faciliter de rentrer les produits dans la salle blanche de
I'usager, voyez en-bas.

Attention: Le carton d’emballage de transport et protection ne doit pas étre ouvert avec un
couteau pour que ne pas détruire les emballages a l'intérieur du carton!

Transfert a I'environnement de salle blanche

28 CryoClose™ Freezing Bags sont emballés dans un carton. Chaqun des ces 28 CryoClose™
Freezing Bags ont été emballagés individuellement dans une gaine transparente protective sous
les conditions de salle blanche. Avant le transfer a I'environnement de salle blanche il faut nettoyer
et désinfecter la gaine externe. Dans la salle blanche la gaine transparente protective peut étre
décaissée. Lenveloppe pelable de barriére stérile doit étre décaissée seulement directement avant
I'utilisation de la poche de congelation, si possible sous conditions stériles.

Avant l'utilisage le CryoClose™ Freezing Bag doit étre controlé visuellement:
Ne pas utiliser si 'emballage est endommagé.
Ne pas utiliser en cas de particules dans le chemin pour liquides stériles.

Aseptic withdrawal of cryobag from peel poch

Withdraw the cryobag from the sterile barrier peel pouch under aseptic conditions.
For the withdrawal use one of the two narrow ends of the longitudinal peel pouch.
The narrow ends intended for peeling are fitted with an approriate peel flap each. The
long sides of the peel pouch shall not be opened.

G

Aseptische Entnahme eine Einfrierblutbeutels aus dem Peelbeutel

stérile

Entnehmen Sie den Einfrierblutbeutel unter aseptischen Bedingungen aus dem
Sterilbarrierepeelbeutel. Offnen Sie fir die Entnahme ausschlieBlich eine der
schmalen Seiten des ldngsformigen Peelbeutels. Diese sind mit Laschen zum
Aufziehen versehen. Die Langsseiten des Peelbeutels sollen nicht geoffnet werden.

Prélévement aséptique d’une poche de congélation du sachet de barriére

Prélevez la poche de congélation sous conditions aseptiques. Pour ce faire ouvrez
seulement un des deux bouts étroits du sachet de barriére stérile. Chacun de ces
bouts étroits est équipé avec une éclisse a demailler le sachet. Les c6tés longitudinaux
du sachet des barriére stérile ne faux pas étre ouverts.
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Identification and traceability

Article code, lot number and expiry date of a CryoClose™ Freezing Bag are identified on each
sterile barrier pouch. The freezing bag itself as well as the accompanying overwrap freezing
bag is not marked with a lot number or expiry date. The applying user must ensure that the
lot identity of a freezing bag after its withdrawal from the sterile barrier pouch remains
traceable. To ensure traceability an overwrap freezing bag should be employed only together
with the CryoClose™ Freezing Bag with which it is packed together in the same sterile barrier
pouch. For the identification of the freezing bag a label compartment is situated below the
buffy coat compartment. Into this label compartment the applying user inserts a suitable
identification label. On this label at least the lot number of the freezing bag should be
transferred from the label on the sterile barrier pouch. On the label inside the label
compartment all information necessary for the transplant which is to be cryopreserved
should be identified.

The choice of a suitable label, the choice of the information identified thereon as well as the
validation of the maintenance of the processability / readability of the label throughout the
processes of cryopreservation until the therapeutic application of the transplant are under
the responsibility of the applying user.

Design

Each CryoClose™ Freezing Bag is fitted with two twist off ports and one leading-in tube. The
leading-in tube is connected to three final tubes, two transparent ones made of EVA and one
yellowish one which is made from PVC. Via the yellowish PVC tube no DMSO must pass!

The PVC tube is intended to be used making a sterile tube to tube connecion by means of
,Sterile Docking’ with an appropriate device. For the making of such a tube-to-tube
connection the relevant measures of the PVC-tube are as follows:

Inner diameter: 3,0 mm

Tube wall thickness: 0,55 mm

QOuter diameter: 4,1 mm

The applying user is obliged to validate any such making of a tube-to-tube connection with
the CryoClose™ Freezing Bag. The tube endings are closed by Luer caps and fitted with a tube
clamp each. Below the freezing compartment is a foldaway label compartment, in which a
label can be placed for identification. The transparent tubing, spike ports and the bag foils are
made from EVA. Connectors are made from polypropylene for best compatibility with
DMSO-containing cryoprotective solutions.

Handling of freezing bag breaks

The CryoClose™ Freezing Bag has been assessed by inhouse testing at WAK-Chemie Medical
to withstand the storage in liquid nitrogen without an overwrap bag.

In scientific literature breaks of blood freezing bags from other manufacturers have been
reported (1), (2), (3), (4), (5), whereas the storage in liquid nitrogen correlated with increased
incidence of bag breaks compared to storage in the gasphase above liquid nitrogen (1).
Freezing bag breaks bear the danger of loss of transplantable cell material as well as
(cross)contamination (6).

In order to minimize the impact of an eventual cryobag break the following measures are
described in literature:

- Usage of an overwrap freezing bag * (1), (2), (6)

- Thawing within a sterile overwrap thawing bag (5)

- Availability of an alternative graft (5)

- Definition and training of a procedure for the handling of a cryobag break by the user (5), (7)

* The overwrap bag which is packed together with a CryoClose™ Freezing Bag is such a suitable
overwrap freezing bag.

Kennzeichnung und Riickverfolgbarkeit

Artikelnummer, Chargennummer und Verfallsdatum eines CryoClose™ Freezing Bag sind auf
dem Kartonetikett sowie auch der Einfrierumbeutel sowie auf jedem Sterilbarriere-Peelbeutel
gekennzeichnet. Der Einfrierbeutel selbst ist nicht mit Chargennummer oder Verfallsdatum
gekennzeichnet. Der Anwender hat dafiir Sorge zu tragen, dass die Chargenidentitat des
Einfrierblutbeutels nach dessen Entnahme aus dem Sterilbarriere-Peelbeutel riickverfolgbar
bleibt. Daher soll auch nur dasjenige Paar aus Einfrierumbeutel und CryoClose™ Freezing Bag
zusammen angewandt werden, das zusammen in einem Sterilbarrierepeelbeutel verpackt ist.
Fir die Kennzeichnung des Einfrierblutbeutels ist unterhalb der Buffy-Coat-Tasche eine
Etikettentasche vorgesehen. In diese plaziert der Anwender ein geeignetes Kennzeichnungsetikett.
Auf diesem sollte mindestens die Chargennummer des Einfrierblutbeutels vom Etikett von
dessen Sterilbarriere-Peelbeutel ibernommen werden sowie alle fiir die Kennzeichnung des
einzufrierenden Praparates notwendigen Informationen vermerkt werden. Die Auswahl eines
geeigneten Etiketts, die Auswahl der darauf gekennzeichneten Informationen sowie die
Validierung der Aufrechterhaltung von Kennzeichnung und Verarbeitbarkeit/Lesbarkeit der
gekennzeichneten Informationen wéhrend des Prozesses der Kryokonservierung bis zur
Anwendung des Transplantats liegen in der Verantwortung des Anwenders.

Design

Jeder CryoClose™ Freezing Bag ist mit zwei Einstechstutzen und einem Einleitungsschlauch
versehen. In den Einleitungsschlauch miinden drei endstandige Schlduche, zwei transparente aus
EVA und ein gelblicher aus PVC. Uber den gelblichen PVC- Schlauch darf kein DMSO geleitet
werden! Der PVC-Schlauch ist fiir das Herstellen einer sterilen Schlauch-Schlauch Verbindung
mittels Sterile Docking’ mit einem geeigneten Gerat vorgesehen. Die firr das Herstellen einer
sterilen Schlauch-Schlauchverbindung relevanten Mafe des PVC-Schlauchstiicks lauten wie folgt:
Innendurchmesser: 3,0 mm

Schlauchwandstéarke: 0,55 mm

AuBendurchmesser: 4,1 mm

Das Herstellen von sterilen Schlauch-Schlauch-Verbindungen mit dem CryoClose™ Freezing Bag ist
durch den Anwender zu validieren. Die Schlauchenden sind mit Luer-Lock-Kappen verschlossen
und mit je einer Schlauchklemme ausgestattet. Unter dem Einfrierfach ist ein einklappbares
Etikettenfach, in das ein Etikett zur Identifizierung eingelegt werden kann. Die transparenten
Schlauche, Einstechstutzen und Folien fir Beutel sind aus EVA. Konnektoren bestehen aus

Polypropylen, um die optimale Kompatibilitat mit DMSO-haltigen Kryoprotektiva zu gewahrleisten.

Umgang mit Beutelbriichen

Der CryoClose™ Freezing Bag ist in Priifungen der internen Qualitdtskontrolle von WAK-Chemie
Medical GmbH als besténdig bei Lagerung in Fliissigstickstoff onne Umbeutel getestet worden.

In der Literatur ist tGber Briiche von Einfrierblutbeuteln anderer Hersteller berichtet worden (1), (2),
(3), (4), (5), wobei die Lagerung in flissigem Stickstoff Beutelbriiche im Vergleich zu der Lagerung in
der Gasphase Uber flussigem Stickstoff begtnstigte (1). Beutelbriiche bergen die Gefahr des
Verlusts von Zellmaterial sowie von (Kreuz)Kontaminationen (6).

Um negative Auswirkungen eines Beutelbruchs auf die Gesundheit von Patienten zu minimieren,
sind in der Literatur folgende MaBnahmen beschrieben:

-Verwenden eines sterilen Einfrierumbeutels * (1), (2), (6)

- Auftauen in einem sterilen Auftauumbeutel (5)

- Verfligbarkeit eines alternativen Transplantats (5)

- Festlegung und Schulung einer Vorgehensweise zum Umgang mit Beutelbriichen durch den
Anwender (5), (7)

* Der mit einem CryoClose™ Freezing Bag gemeinsam verpackte Einfrierumbeutel ist ein solcher
Einfrierumbeutel.

Identification et tracabilité

Le numéro d'article, le numéro de lot et la date de péremption d'un CryoClose™ Freezing Bag sont
empreintés sur I‘étiquette extérieure sur le carton aussi que sur la poche de barriére stérile. La poche
sanguine soi-méme et non plus la poche denveloppe a congeler nest pas marquée avec un
numéro de lot ni avec une date de péremption.

L'usager est obligé de maintenir la tracabilité de lot de la poche sanguine aprés de I'enlever de la
poche de barriere stérile. De ce fait seulement la poche sanguine et la poche denveloppe a
congeler doivent étre utilisées ensemble, qui sont aussi emballées ensemble dans la méme poche
pelable de barriére stérile. Pour l'identification de la poche sanguine a congeler sous la poche de
couche leucocytaire il se trouve la poche détiquette.

Dans cette poche d'étiquette |'utilisateur place une étiquette appropriée. Sur cette étiquette doit au
moins étre marqué le numéro de lot du CryoClose™ Freezing Bag selon lindication sur I‘étiquette de
la poche de barriére stérile aussi que toutes les informations pertinentes pour l'identification du
greffon a congeler.

La choix d'une étiquette appropriée, la choix des informations y empreintées aussi que la validation
de maintenir cette identification faconnable et la lisible pendant les processus de cryostockage
jusqu'a l'application du greffon cellulaire sont la responsabilité de I'usager.

Design

Chaque CryoClose™ Freezing Bag est équipé de deux embouts Twist Off et un tuyau d'introduction.
Au tuyau d'introduction sont joints trois tuyaux finaux, deux transparents, fabriqué de EVA, et un
jaunatre, fabriqué de PVC. Par te tuyau jaunatre de PVC ne faut passer de DMSO! Le tuyau jaunatre
de PVC est prévu pour fabriquer une connection stérile entre ce tuyau-ci es un autre tuyau de PVC
par la technique de,Sterile Docking’ avec ume machine appropriée.

Pour la fabrication d'une telle connection stérile le mesures pertinentes du tuyau jaunatre de PVC
sont les suivantes:

Diamétre intérieur: 3,0 mm

Epaisseur du tuyau: 0,55 mm

Diamétre extérieur: 4,1 mm

Cest l'obligation de l'usager de valider la fabrication des connections stériles entre les tuyaux avec
le CryoClose™ Freezing Bag. Les bouts de tube sont fermés avec les embouts Luer Lock et équipés
d'une pince de tube respectivement. Sous la poche de couche leucocytaire il y a une poche
détiquette rétractable ou une étiquette peut étre mise pour identification. Les tuyaux transparents,
les embouts Twist Off et les poches se compose d’EVA. Les embouts se composent de
polypropyléne pour assurer la compatibilité optimale avec les solutions cryoprotectrices contenant
du DMSO.

Gestion de rupture d’une poche sanguine

Le CryoClose™ Freezing Bag a été vérifié par des contéles internes de WAK-Chemie Medlical de résister le
stockage dans I'azote liquide sans une poche denveloppe.

Dans la littérature scientifique des ruptures des poches sanguines congelées dautres fabricants ont été
rapportées (1), (2), (3), (4), (5). Cependant le stockage dans l'azote liquide était en corrélation avec une
incidence de ruptures élevée en comparaison avec le stockage en phase vapeur de I'azote liquide (1). Les
ruptures des poches sanguines congelées entrainent 'hazard de perte de matériel cellulaire transplant-
able aussi que de contamination (croisée) (6).

Afin de minimiser les conséquences d'une rupture eventuelle d'une poche de congélation les mesures
suivantes proposées dans la littérature scientifique doivent étre appliquées en utilisant le CryoClose™
Freezing Bag:

- Utilisation d'une poche denveloppe a congeler stérile * (1), (2), (6)

- Décongelation dans une poche denveloppe stérile a décongeler (5)

- Disponibilité d'un greffon alternatif (5)

- Détermination et formation d'une procédure de gestion d'une rupture de poche sanguine congelée (5), (7)

* La poche denveloppe qui est emballée ensemble avec un CryoClose™ Freezing Bag est une telle poche
denveloppe a congeler.

1) Pre-Freeze-Application
a) Transfer of the cell which is i
CryoClose™ Freezing Bag

Connect the container with the cell suspension via a male or female Luer outlet to one of the
CryoClose™ Freezing Bag’s tube endings or make a sterile docking connection by using the
yellowish PVC tube. Fill the CryoClose™ Freezing Bag with the cell suspension.

ded to be cryopreserved into the

b) Addition of cryoprotective solution by means of a 25 ml syringe made from
polypropylene with a male or female Luer outlet

Fill the syringe with the required volume of cryoprotective solution including the volume of
the transfer tubing and connect to the end of one of the transparent EVA tubes via the fitting
Luer connection.

Fill the transfer tube with the cryoprotective solution (dead volume).

Put the syringe containing the cryoprotective solution into a syringe pump and add the
intended amount of cryoprotective solution into the freezing bag as specified by the user’s
protocol.

<) Deaeration of CryoClose™ Freezing Bag prior to rate freezing

After the addition of the cryoprotective solution has been completed, connect the freezing
bag with a syringe sufficiently large for deairation and put the CryoClose™ Freezing Bag in the
vertical position while leaving the syringe connected to the transfer tube.

Aspirate the dead volume of cryoprotective solution in the transfer tube into the syringe.
Continue aspirating the air from the inside of the freezing bag completely until the transfer
tube is filled with cell suspension until below the Y connector. Then close the tube clamp.
Identify the freezing bag by placing a label into the label pouch while the freezing bag is
connected to the primary container.

d) Sealing and segmenting the tube of the deaerated CryoClose™ Freezing Bag

Seal off the tube filled with cell suspension directly at the tip of the liquid column by using a
suitable tube sealer. From this end down seal tube segments as required. The yellowish PVC
tube must not be used for deairation.

e) Place the filled and sealed CryoClose™ Freezing Bag in an appropriate freezing
cassette

Fold the label compartment over the freezing compartment. If a suitable overwrap bag is
used it has to be employed according to the instructions of the overwrap manufacturer. If the
overwrap bag which is packed together with the CryoClose™ Freezing Bag is employed as an
overwrap freezing bag together with the CryoClose™ Freezing Bag the application of the
overwrap bag including the process of closure is to be validated by the applying user. The
overwrap bag shall be sealed without air enclosure. Then place into freezing cassette so that
the top of the freezing bag (spike ports and tube) is completely shielded on both sides by the
cassette walls. An eventual cassette window should be placed over the label compartment for
identification.

2) Freezing, cryostorage and thawing

Freezing:

After step 1e) has been completed the CryoClose™ Freezing Bag is ready for freezing
according to the user-specific protocol. A rate-freezing according to a cell type-specific
rate-freezing program should be applied.

Cryostorage:
The cryostorage after rate freezing should be performed in the gasphase over liquid nitrogen.
Temperature fluctuations during storage should be avoided.

After completion of rate-freezing, the cassette containing the CryoClose™ Freezing Bag is to
be placed in an adequate rack in a storage tank.

Precaution: In the deep-frozen state the bag walls and tubing are extremely brittle and prone
to break if exposed to mechanical stress. When handling the freezing bag in the frozen state
until the completed thawing process care has to be taken to avoid such mechanical stress on
the freezing bag.

Thawing:

Carefully lift the cassette rack from the storage tank. Withdraw the cassette with the freezing
bag intended to be thawed out of the cassette rack. Place the cassette with the freezing bag
inside into a 37 °C water bath and agitate gently or place into another adequate heat
exchanger.

In case cryostorage in liquid nitrogen is inevitable before thawing the bag has to be kept in
the gas phase over liquid nitrogen for at least 4 hours prior to removal from the storage tank
followed by thawing.

3) Post-Thawing

After the CryoClose™ Freezing Bag has been thawed completely it is to be taken out of the
cassette. The cell suspension is to be extracted from the freezing compartment by spiking one
of the twist off spike ports using a suitable needle or spike compliant to norm I1SO 1135-4 or
1135-5. Take care, not to pierce the freezing bag walls when piercing the port!

To avoid DMSO-derived cytotoxicity immediately after the extraction of the cell suspension
from the freezing bag and prior to further processing DMSO-containing cryoprotectants
should be washed out of the cell suspension by adequate washing procedures.
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1) Anwendung vor dem Einfrieren

a) Transfer der Zellsuspension, die kryokonserviert werden soll, in den CryoClose™
Freezing Bag

Verbinden Sie den Behalter mit der Zellsuspension tiber einen mannlichen oder weiblichen
Luer-Lock Ausgang mit einem der Schlauchenden oder stellen Sie mit dem gelblich gefarbten
PVC- Schlauch eine sterile Schlauch-Schlauch-Verbindung her. Befiillen Sie den CryoClose™
Freezing Bag mit der Zellsuspension.

b) Hinzufiigen der kryoprotektiven Losung mithilfe einer 25 ml Spritze aus
Polypropylen mit einem ménnlichen oder weiblichen Luer-Lock-Ausgang

Befillen Sie die Spritze mit dem notwendigen Volumen der kryoprotektiven Lésung inklusive
des Volumens des Uberleitungsschlauchs und verbinden Sie die Spritze mit einem Ende der
transparenten EVA-Uberleitungsschlauche iiber den passenden Luer-Lock-Ausgang.

Befiillen Sie den Uberleitungsschlauch mit der kryoprotektiven Lésung bis zum Beutelansatz
(Totvolumen).

Legen Sie die Spritze mit der kryoprotektiven Losung in eine Spritzenpumpe ein und geben
Sie die beabsichtigte Menge der kryoprotektiven Losung in den Einfrierbeutel wie im
Nutzerprotokoll spezifiziert.

<) Entliiftung des CryoClose™ Freezing Bag vor dem Einfrieren

Nachdem Sie die Zugabe der kryoprotektiven Losung abgeschlossen haben, verbinden Sie
den Einfrierblutbeutel mit einer fiir die Entliftung ausreichend groBen Spritze und bringen
Sie den CryoClose™ Freezing Bag in die Vertikale, wihrend Sie die Spritze mit dem Uberleitungss-
chlauch verbunden lassen.

Saugen Sie die kryoprotektive Lésung aus dem Uberleitungsschlauch zuriick in die Spritze.
Saugen Sie die Luft mit der angeschlossenen Spritze solange vollstandig aus dem Innern des
Einfrierbeutels ab, bis der Uberleitungsschlauch bis unterhalb des Y-Verbinders mit
Zellsuspension gefiillt ist. SchlieBen Sie dann die Schlauchklemme.

Kennzeichnen Sie den Einfrierbeutel durch Platzieren eines Etiketts in der Etikettentasche,
solange der Einfrierbeutel noch mit dem Primarbehdlter verbunden ist. Der gelbliche
PVC-Schlauch darf nicht fir die Entliiftung genutzt werden.

d) Verschweien und Segmentieren des Schlauchs nach Entliiften des CryoClose™
Freezing Bag

Schweilen Sie mit einem geeigneten Schlauchschwei3gerdt den mit Zellsuspension
gefiillten EVA-Uberleitungsschlauch direkt oberhalb der Fliissigkeitssaule ab. SchweiBen Sie
ab dort abwarts die benétigten Schlauchsegmente.

e) Legen Sie den befiillten und versiegelten CryoClose™ Freezing Bag in eine geeignete
Einfrierkassette

Falten Sie die Etikettentasche tiber die Buffy-Coat-Tasche.Falls ein passender Einfrierumbeutel
verwendet wird, ist dieser nach den Angaben des Umbeutelherstellers zu verwenden. Falls
der mit dem CryoClose™ Freezing Bag zusammen verpackte Umbeutel als Einfrierumbeutel
verwendet wird, ist die Anwendung des Einfrierumbeutels inklusive der Prozesse des
ZuschweiBens durch den Anwender zu validieren.Der Umbeutel soll ohne Lufteinschliisse
zugeschweiflt werden. Legen Sie den Beutel dann so in die Einfrierkassette, dass Einstechs-
tutzen und Schlauch auf beiden Seiten vollstandig durch die Kassettenwande geschtzt sind.
Die Etikettentasche sollte durch ein Kassettenfenster von auBen einsehbar sein.

2) Einfrieren, Kryolagerung und Auftauen

Einfrieren:

Nach Vollendung des Schritts 1e) ist der CryoClose™ Freezing Bag einfrierbereit gemaR3 des
nutzerspezifischen Protokolls. Beim Einfrieren sollte nach einem fiir den Zelltyp spezifischen
Einfrierprogramm vorgegangen werden.

Kryolagerung:
Die Lagerung sollte in der Gasphase tiber fliissigem Stickstoff erfolgen. Temperatur-
schwankungen wéhrend der Tiefkiihllagerung sollten vermieden werden.

Nach dem Einfrieren muss die Kassette mit dem CryoClose™ Freezing Bag in ein passendes
Rack in einem Gefriertank gelegt werden.

Vorsicht: Im tiefgefrorenen Zustand sind die Beutelwande und -schlauche tiberaus zerbrech-
lich und bruchanfallig, wenn sie mechanischer Belastung ausgesetzt werden. Im Umgang mit
dem gefrorenen Einfrierbeutel bis zu dessen vollstaindigem Auftauen miissen Anwender
besonders achtsam sein, um solch eine mechanische Belastung des Einfrierbeutels zu
vermeiden.

Auftauen:

Heben Sie das Rack vorsichtig aus dem Gefriertank. Nehmen Sie die Kassette mit dem
aufzutauenden Einfrierbeutel aus dem Rack. Legen Sie die Kassette mit dem Einfrierbeutel
darin in ein 37 °C warmes Wasserbad oder in einen anderen geeigneten Warmetauscher und
bewegen Sie sie vorsichtig. Ist eine Lagerung in fliissigem Stickstoff unvermeidlich, muss der
Beutel mindestens 4 Stunden vor der Entnahme aus dem Lagertank und vor dem Auftauen in
der Gasphase uber flissigem Stickstoff gehalten werden.

3) Nach dem Auftauen

Nachdem der CryoClose™ Freezing Bag vollstandig aufgetaut wurde, muss er aus einer
Kassette herausgenommen werden. Punktieren Sie einen der Einstechstutzen mit geeigneten
Nadel oder einem Einstechteil nach I1SO 1135-4 oder ISO 1135-5, um die Zellsuspension aus
dem Einfrierfach zu entnehmen. Geben Sie dabei Acht, die Wande des Einfrierbeutels nicht zu
verletzen! Um durch DMSO verursachte Zytotoxizitét zu vermeiden, sollte unmittelbar nach
der Entnahme der Zellsuspension aus dem Einfrierbeutel und vor der Weiterverarbeitung
DMSO-haltige Kryoprotektiva durch geeignete WaschmafBnahmen aus der Zellsuspension
ausgewaschen werden.
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1) Application avant la congélation

a) Transfert de la de cellules d
Freezing Bag

Connectez le réservoir contenant la suspension de cellules a la fin de I'un des tubes, avec un
embout Luer Lock méale ou femelle ou fabriquez une connection stérile entre deux tuyaux en
utilisant le tuyau jaunatre de PVC. Remplissez le CryoClose™ Freezing Bag avec la suspension
de cellules.

a étre cryoconservée dans le CryoClose™

b) Ajout de la solution cryoprotectrice avec une seringue de polypropyléne a 25 ml avec
un embout Luer Lock méle ou femelle

Remplissez la seringue avec le volume nécessaire de la solution cryoprotectrice y compris le
volume du tuyau de transfert et la connectez a la fin d'un des tuyaux transparents de EVA en
utilisant la connection Luer appropriée.

Remplissez le tuyau de transfert avec la solution cryoprotectrice jusqu’au bout de la poche de
congélation (volume mort).

Mettez la seringue contenant la solution cryoprotectrice dans la pompe-seringue et ajoutez
la quantité déterminée de la solution cryoprotectrice a la poche de congélation comme
spécifié dans le protocole d'utilisateur.

c) Désaération du CryoClose™ Freezing Bag avant la congélation

Aprés avoir ajouté la solution cryoprotectrice, connectez le cryobag avec une seringue de
calibre suffisant pour la désaération et mettez le CryoClose™ Freezing Bag dans la position
verticale pendant que la seringue reste connectée au tuyau de transfert.

Aspirez la solution cryoprotectrice dans le tuyau de transfert a la seringue. Continuez a aspirer
l'air de l'intérieur de la poche de congélation complétement jusqu'a ce que le tuyau de
transfert est rempli avec la suspension de cellules a au-dessous du connecteur Y. Puis fermez
la pince de tuyau.

Identifiez le CryoClose™ Freezing Bag en mettant une étiquette dans la poche détiquette
pendant que le CryoClose™ Freezing Bag est connecté au réservoir primaire. Il ne faut pas
utliser le tuyau jaunatre de PVC pour désaérer la poche de congélation.

d) Souder et segmenter le tube du CryoClose™ Freezing Bag désaéré

Dessoudez le tube rempli avec la suspension de cellules directement au bout de la colonne de
liquide en utilisant une soudeuse pour tuyaux appropriée. Dés lors soudez les segments du
tuyau comme il faut.

e) Mettre le CryoClose™ Freezing Bag rempli et soudé dans une cassette de congélation
appropriée

Pliez la poche d'étiquette a travers la poche de couche leucocytaire. Si une poche d’enveloppe
a congeler appropriée est utilisée, suivez les indications du fabricant. Si la poche d’enveloppe
qui est emballée ensemble avec un CryoClose™ Freezing Bag est utilisée comme poche
d’enveloppe a congeler avec le CryoClose™ Freezing Bag, I'utilisation de la poche d’enveloppe
a congeler doit étre validée par I'usager, inclus les processus de fermeture de la poche
d'enveloppe a congeler.Soudez la poche d'enveloppe sans enclaver de I'air. Mettez la poche
dans une cassette de congélation afin que le bout de la poche de congélation (les embouts
Twist Off et le tuyau) soit complétement protégé de toutes les cotés par les murs de la
cassette. Une fenétre de cassette éventuelle devrait étre mise a travers la poche d'étiquette
pour identification.

2) Congélation, cryostockage et décongélation

Congélation:

Aprés le pas 1e), le CryoClose™ Freezing Bag est prét a étre congelé selon le protocole
spécifique a l'utilisateur. La congélation devrait étre appliquée selon le programme de
congélation spécifique au type de cellule.

Cryostockage:

Aprés la congélation, la cassette contenant le CryoClose™ Freezing Bag doit étre mise dans une
rampe appropriée qui sera placée dans un tank de stockage de congélation.

Le stockage cryogéne apreés rate freezing doit étre conduit en phase vapeur de I'azote liquide.
Les fluctuations de température doivent étre évitées pendant la durée de cette stockage.

Précaution: En état de congélation les murs et les tubes de la poche sont extrémement
fragiles et sujets a rupture s'ils sont exposés a charge mécanique. En contact avec la poche de
congélation congelée jusqu'a sa décongélation entiére, il faut vraiment faire attention que la
poche de congélation ne soit pas exposée a charge mécanique.

Décongélation:

Soulevez larampe de cassette du tank de stockage de congélation d’une maniére précautionneuse.
Retirez la cassette contenant la poche de congélation a décongelée de la rampe de cassette.
Mettez la cassette contenant la poche de congélation dans un bain d'eau a 37 °C ou dans un
autre échangeur thermique approprié et agitez doucement. En cas le stockage dans I'azote
liquide est inévitable avant la décongélation la poche doit étre tenue en phase vapeur de
I'azote liquide du moins pour 4 heures avant le déplacement de la cuve de stockage et la
décongélation.

3) Apreés la décongélation

Aprés avoir décongelé le CryoClose™ Freezing Bag complétement, il faut le retirer de la
cassette. En utilisant une aiguille appropriée ou un spike d’aprés la norme I1SO 1135-4 ou ISO
1135-5 pour ponctionner un des embouts, il faut extraire la suspension de cellules de la poche
de couche leucocytaire. Cependant faites attention de ne pas piquer les murs de la poche!
Pour éviter la cytotoxicité a cause du DMSO immédiatement aprés l'extraction de la
suspension de cellules de la poche de congélation et avant le traitement continue, il faut
éliminer les solutions cryoprotectrices contenant le DMSO de la suspension de cellules en
utilisant une procédure de centrifugation et lavage appropriée.
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