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For in vitro diagnostic use.

Zur In-vitro-Diagnostik.

Solo per uso diagnostico in vitro.
Pour diagnostics in vitro.

Para uso diagnéstico in vitro.

Para utilizagéo em diagnostico in vitro.
Ta in vitro diayvwaTikA XpAoN.
Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.
Pro diagnostické pouZiti in vitro.

Til in vitro-diagnostik.

In vitro -diagnostiikkaan.

Lieto8anai in vitro diagnostika.
Pentru uz diagnostic in vitro.

For in vitro-diagnostik.

Do diagnostyki in vitro.

In vitro diagnostiliseks kasutamiseks.
In vitro diagnosztikai alkalmazashoz.
Skirta in vitro diagnostikai.

In vitro diagnostik kullanim igin.

Na diagnostické pouZitie in vitro.

3a in vitro puarHocTu4Ha ynotpeba.
Za upotrebu u in vitro dijagnostici.
Ghal uzu dijanjostiku in vitro.

Za diagnosti¢no uporabo in vitro.
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FRANGAIS

INDICATION D’UTILISATION

CHANG Medium BMC est destiné & étre utilisé pour la
culture primaire des cellules cliniques de moelle osseuse
humaine lors du caryotypage et des autres tests
génétiques de troubles hématologiques.

DESCRIPTION DU DISPOSITIF

CHANG Medium BMC est un milieu prét & I'emploi
composé de RPMI Medium 1640, contenant du SVF, un
tampon d’HEPES, de la glutamine L, un milieu
conditionné de tumeur a cellules géantes (TCG) et du
sulfate de gentamicine. CHANG Medium BMC a été
optimisé pour favoriser la fixation cellulaire et la
croissance des cellules de moelle osseuse efficaces lors
de I'analyse cytogénétique. La culture de la moelle
osseuse ne nécessite I'ajout d’aucun composant.

COMPOSANTS

Indicateur de pH

Acides aminés Vitamines et oligo-

Arginine Rouge de phénol  éléments
Asparagine Acide folique
Acide aspartique  Sels et ions Nicotinamide
Cystine Chlorure de Riboflavine
Glutamine sodium Thiamine
Acide glutamique  Chlorure de Acide
Glycine choline pantothénique
Histidine Chlorure de Cobalamine
Hydroxyproline potassium Pyridoxine
Isoleucine Sulfate de Acide
Leucine magnésium aminobenzoique
Lysine Phosphate
Méthionine de sodium Autre
Phénylalanine Nitrate de calcium  Milieu conditionné
Proline de tumeur
Sérine Tampons a cellules
Thréonine Bicarbonate géantes (TCG)
Tryptophane de sodium Glutathione
Tyrosine HEPES Biotine
Valine

Antibiotique Substrats
Eau Sulfate de énergétiques
Qualité WFI gentamicine Glucose

Inositol

Protéines

hormones et
facteurs de
croissance
Sérum de veau
foetal (SVF)

MATERIAUX ET EQUIPEMENT

NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

1. Tubes pour centrifugeuse stériles et flacons de
culture en plastique

2. Etuve 8C0,a37°C

3. Centrifugeuse de table

4. Vortex

5. Solution mére de Colcemid, 10 pg/ml

6. Solution de chlorure de potassium, 0,075 M

7. Solution de fixation, méthanol/acide acétique (3:1)

ASSURANCE QUALITE

Plusieurs facteurs, y compris la source des échantillons,
I'état des cultures et le choix des réactifs, peuvent
influencer le résultat obtenu. Il est conseillé de traiter
chaque nouveau lot de réactif parallélement au matériau
de référence présentant une activité appropriée connue
avant de commencer & utiliser le milieu de fagon
réguliére. Les performances de chaque lot de CHANG
Medium BMC ont été testées sur des cultures cliniques
de moelle osseuse dans un laboratoire indépendant de
cytogénétique clinique, et comparées a celles d'un milieu
témoin. Les résultats sont rapportés dans un certificat
d’analyses spécifique a chaque lot.

PREPARATION

CHANG Medium BMC doit étre décongelé la veille dans
le réfrigérateur (entre 2 et 8 °C), puis mélangé
délicatement pour assurer I'homogénéité. Répartir
de fagon aseptique 10 ml de milieu dans des flacons
de culture stériles et équilibrer & 37 °C pour une
utilisation immédiate dans des cultures de moelle
osseuse.

NEDERLANDS

INDICATIE VOOR GEBRUIK

CHANG Medium BMC is bedoeld voor gebruik in de
primaire kweek van klinische menselijke
beenmergkweken voor karyotypering en andere
genetische testen van diverse hematologische
stoornissen.

BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL

CHANG Medium BMC is een kant-en-klaar medium
bestaande uit RPMI Medium 1640 met FBS, HEPES
buffer, L-glutamine, Giant Cell Tumor (GCT)
geconditioneerd medium en gentamicinesulfaat. CHANG
Medium BMC is geoptimaliseerd ter ondersteuning van
een efficiénte celhechting en groei van beenmergcellen
voor cytogenetische analyse. Toevoeging van
componenten is niet vereist voordat het beenmerg
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Remarque : des cristaux de carbonate de calcium se
forment en général dans CHANG Medium BMC. Rien
n'indique que la présence de ces cristaux
ne compromette les performances du produit.

MODE D’EMPLOI

Préparation des échantillons :

Utiliser 0,5 a 1,0 ml d’aspirat de moelle osseuse

contenant de I'héparine sodique. L'héparine de lithium,

I’'EDTA ou les anticoagulants & base de citrate

ne conviennent pas aux études cytogénétiques.

+ Siplus de 5 ml d’aspirat de moelle osseuse est
prélevé, I'échantillon peut étre hémodilué. Isoler la
fraction de moelle osseuse de I'échantillon par
centrifugation.

+  Sil'échantillon est livré dans un milieu de transport,
isoler le surnageant par centrifugation puis le
prélever. Inoculer a l'aide de la fraction résiduelle
de I'aspirat.

Pour plus de détails sur I'utilisation de ces produits,
chaque laboratoire doit consulter ses propres procédures
et protocoles standard qui ont été spécialement élaborés
et optimisés pour chaque établissement médical
particulier.

Culture de moelle osseuse :

Identifier tous les flacons de culture avec le nom du

patient, le numéro de I'échantillon et le type de culture.

Pour chaque échantillon, préparer un flacon contenant :

1. 10,0 ml de CHANG Medium BMC.

2. Equilibrer le flacon & 37 °C avant I'inoculation
de I'échantillon.

3. Inoculer 0,5 ml (500 pl) d’échantillon, ou la quantité
appropriée suivant la numération leucocytaire, dans
chagque flacon contenant 10,0 ml de CHANG Medium
BMC pré-équilibré. Ajouter moins d’échantillons sila
numération leucocytaire est élevée (> 30 000)
ou plus si elle est faible (< 5 000).

4. Incuber le flacon a 37 °C pendant un jour ou deux.

Collecte des cultures :

1. Sortir les cultures de I'étuve et les agiter Iégérement
pour remettre les cellules en suspension.

2. Transférer le contenu du flacon dans un tube pour
centrifugeuse de 15 ml.

3. Ajouter 100 pl de solution mére de Colcemid
(10 pg/ml) dans chaque tube.

4. Boucher les tubes et les retourner pour mélanger
le contenu.

5. Incuber les tubes a 37 °C pendant 20 minutes.

6. Apres l'incubation, centrifuger les tubes pendant
8 minutes a 1 200 tr/min (300 x g).

7. Aspirer délicatement le surnageant de chaque tube.

8. Remettre le culot en suspension en le mélangeant
doucement, ou en tapant le fond du tube avec
l'index.

9. Ajouter TRES LENTEMENT 10 ml de solution

hypotonique (0,075 M de chlorure de potassium)

a chaque tube tout en le mélangeant au vortex

(réglage le plus faible).

Laisser les tubes a température ambiante pendant

20 minutes (traitement hypotonique).

. Centrifuger les tubes pendant 8 minutes

& 1200 tr/min (300 x g).

12. Aspirer le surnageant en laissant environ 1,0 ml
de solution hypotonique sur le culot de cellules.
REMARQUE : prendre garde au matériau fibreux
qui pourrait s’étendre du culot de cellules dans le
surnageant aprés la centrifugation. Il pourra étre
nécessaire de prélever les quelques derniers
millilitres de surnageant manuellement et & l'aide
d’une pipette Pasteur (sans aspiration & vide) pour
éviter d’aspirer I'ensemble du culot dans le récipient
a déchets.

13. Remettre le culot de cellules en suspension, comme
décrit a 'étape 8.

o

GEBRUIKSAANWIJZING

Monsterpreparatie:

Gebruik 0,5 tot 1,0 ml met natrium gehepariniseerd

beenmergaspiraat. Lithiumheparine, EDTA of

citraatanticoagulanten zijn niet geschikt voor
cytogenetisch onderzoek.

+ Als meer dan 5 ml beenmergaspiraat wordt
ontvangen, kan er sprake zijn van hemodilutie van
het monster. Centrifugeer het monster om de
beenmergfractie te isoleren.

+ Als het monster in transportmedium wordt
ontvangen, moet u het monster centrifugeren en het
transportmedium (supernatant) verwijderen.
Inoculeer met behulp van de resterende
aspiraatfractie.

ENGLISH

INDICATION FOR USE

CHANG Medium BMC is intended for use in primary
culture of clinical Human Bone Marrow Cultures
for karyotyping and other genetic testing of various
hematological disorders.

DEVICE DESCRIPTION

CHANG Medium BMC is a ready-to-use medium
consisting of RPMI Medium 1640, with FBS, HEPES
buffer, L-glutamine, Giant Cell Tumor (GCT) Conditioned
Medium and Gentamicin Sulfate. CHANG Medium BMC
has been optimized to support efficient cell attachment
and growth of bone marrow cells for cytogenetic analysis.
No addition of any components prior to culturing bone
marrow is required.

COMPONENTS
Amino Acid Proteins Vitamins and trace
Arginine Horomones, and elements
Asparagine Growth Factors Folic acid
Aspartic Acid Fetal bovine serum  Nicotinamide
Cystine (FBS) Riboflavin
Glutamine Thiamine
Glutamic Acid pH Indicator Pantothenic acid
Glycine Phenol red Cobalamin
Histidine Pyridoxine
Hydroxyproline Salts & lons Aminobenzoic acid
Isoleucine Sodium chloride
Leucine Choline chloride Other
Lysine Potassium chloride ~ Giant cell tumor
Methionine Magnesium sulfate  conditioned medium
Phenylalanine Sodium phosphate  (GCT-CM)
Proline Calcium Nitrate Glutathione
Serine Biotin
Threonine Buffers
Tryptophan Sodium bicarbonate Energy Substrates
Tyrosine HEPES Glucose
Valine Inositol

Antibiotic

Water Gentamicin Sulfate
WFI Quality

MATERIALS AND EQUIPMENT REQUIRED
BUT NOT PROVIDED

1. Plastic Sterile Centrifuge Tubes and Culture Flasks
2. CO, Incubator at 37°C

3. Bench Centrifuge

4. Vortex Mixer

5. Colcemid Stock Solution, 10 pg/mL

6. Potassium Chloride Solution, 0.075 M

7. Fixative Solution, Methanol:Acetic Acid (3:1)

QUALITY ASSURANCE

Several factors including source of specimens, culture
conditions and selection of reagents can influence the
result obtained. Users are advised to run each new batch
of reagent in parallel with reference material of known
suitable activity before adoption in routine use. Each lot
of CHANG Medium BMC has been performance tested
on Clinical Bone Marrow Cultures at an independent
Clinical Cytogenetics Laboratory compared to a control
medium. Results are reported on a lot specific Certificate
of Analysis.

PREPARATION FOR USE

CHANG Medium BMC should be thawed overnight in
the refrigerator (2-8°C) then gently mixed to assure
homogeneity. Aseptically dispense 10 mL of medium
into sterile culture flasks and equilibrate to 37°C for
immediate use for bone marrow cultures.

Note: Calcium carbonate crystals commonly form in
CHANG Medium BMC. The presence of these crystals
has not been shown to cause any detrimental effect on
product performance.

DIRECTIONS FOR USE

Sample Preparation:

Use 0.5 to 1.0 mL of sodium heparinized bone

marrow aspirate. Lithium heparin, EDTA, or citrate

anticoagulants are unsuitable for cytogenetic studies.

+ If more than 5 mL of bone marrow aspirate is
received, the sample may be hemodilute. Spin the
specimen down to isolate the bone marrow fraction.

14. Ajouter TRES LENTEMENT 10 ml de solution de
fixation (méthanol/acide acétique dans une
proportion de 3:1) & chaque tube tout en le
mélangeant au vortex (réglage le plus faible).

. Laisser les tubes a température ambiante pendant
20 minutes (premiére fixation).

16. Répéter les étapes 11 a 13.

17. Ajouter 5 ml de solution de fixation, conformément
a l'étape 14.

. Laisser les tubes a température ambiante pendant
10 minutes (deuxiéme fixation).

19. Répéter les étapes 16 a 18 (troisiéme fixation).

20. A ce stade, les culots de cellules fixées peuvent étre

utilisés immédiatement pour la préparation des
lames, conformément au protocole standard
du laboratoire, ou conservés au réfrigérateur
(entre 2 et 8 °C) pour utilisation ultérieure.

Il

o

CONSERVATION ET STABILITE

CHANG Medium BMC doit étre conservé congelé
amoins de —10 °C jusqu'a ce qu'il soit prét a étre utilisé.
CHANG Medium BMC est stable jusqu'a la date de
péremption indiquée sur I'étiquette du flacon lorsqu'il
est conservé congelé. Aprés la décongélation, tout
produit non entamé peut étre réparti dans des aliquotes
de travail et recongelé pour une utilisation ultérieure, ou
son flacon fermé hermétiquement et conservé entre
2 et 8 °C pendant 30 jours maximum. Protéger de la
lumiére fluorescente.

PRECAUTIONS ET MISES EN GARDE

Ce dispositif est destiné & une utilisation par un
personnel formé aux techniques comprenant I'application
indiquée pour laquelle le dispositif est prévu.

CHANG Medium BMC contient du SVF et un milieu
conditionné de TCG et doit étre manipulé en utilisant les
précautions d’'usage universelles. Le milieu contient un
antibiotique (gentamicine) pour réduire le risque
de contamination bactérienne, mais des techniques
aseptiques doivent toujours étre utilisées lors
de sa répartition. Ne pas utiliser le milieu s'il n’est pas
de couleur rouge.

15. Laat de buisjes gedurende 20 minuten bij
kamertemperatuur staan (eerste fixatie).

16. Herhaal stap 11 t/m 13.

17. Voeg 5 ml van de fixeeroplossing toe, zoals
in stap 14.

18. Laat de buisjes gedurende 10 minuten bij
kamertemperatuur staan (tweede fixatie).

19. Herhaal stap 16 t/m 18 (derde fixatie).

20. Nu kunnen de gefixeerde celpellets direct worden
gebruikt voor het prepareren van het objectglaasje
volgens het standaardprotocol van het laboratorium
of in de koelkast (bij 2-8 °C) worden bewaard voor
toekomstig gebruik.

BEWAREN EN STABILITEIT
Bewaar CHANG Medium BMC bevroren bij een

« If the specimen arrives in transport medium, spin
the sample down and remove the transport medium
(supernatant). Inoculate using the remaining aspirate
fraction.

For additional details on the use of these products, each
laboratory should consult its own laboratory procedures
and protocols which have been specifically developed
and optimized for your individual medical program.

Bone Marrow Culture:

Label all culture vessels with patient name, specimen

number, and culture type. For each specimen prepare

a flask containing:

1. 10.0 mL CHANG Medium BMC.

2. Equilibrate flask to 37°C before inoculation of
specimen.

3. Inoculate 0.5 mL (500 pL) of specimen, or the
appropriate amount depending upon the white
blood cell (WBC) count, into each flask containing
10.0 mL pre-equilibrated CHANG Medium BMC. Add
less specimen if WBC is high (> 30,000) or more
specimen if WBC is low (< 5,000).

4. Incubate flask at 37°C for 1-2 days.

Harvesting the Cultures:

1. Remove cultures from incubator and gently swirl to
resuspend cells.

2. Transfer the contents of the flask to a 15 mL
centrifuge tube.

3. Add 100 pL of stock Colcemid (10 ug/mL) to each
tube.

. Cap tubes and mix by inverting.

5. Incubate tubes at 37°C for 20 minutes.

6. After incubation, centrifuge tubes for 8 minutes at
1200 rpm (300 x g).

7. Carefully aspirate supernatant from each tube.

8. Resuspend the cell pellet by gently mixing, or flicking
the bottom of the tube with forefinger.

9. VERY SLOWLY add 10 mL of hypotonic solution
(0.075 M Potassium Chloride) to each tube while
vortexing (on the lowest setting).

. Let tubes stand at room temperature for 20 minutes
(hypotonic treatment).

11. Centrifuge tubes for 8 minutes at 1200 rpm (300 x g).

12. Aspirate supernatant leaving about 1.0 mL of hypotonic

solution above cell pellet.
NOTE: Be cautious of fibrous material that may extend
from the cell pellet up into the supernatant after
centrifugation. The last few mL of supernatant may
need to be removed by hand with a Pasteur pipette
(not using vacuum aspiration) to avoid aspirating the
entire cell pellet into the waste container.

13. Resuspend cell pellet as described in step 8.

14. VERY SLOWLY add 10 mL of 3:1 Methanol:Acetic acid
fixative to each tube while vortexing (on the lowest
setting).

. Let tubes stand at room temperature for 20 minutes
(first fix).

16. Repeat steps 11 - 13.

17. Add 5 mL of fixative as in step 14.

18. Let tubes stand at room temperature for 10 minutes

(second fix).

19. Repeat steps 16-18 (third fix).

20. Atthis point, fixed cell pellets can be used immediately
for slide preparation according to the laboratory’s
standard protocol or stored in the refrigerator (2-8°C)
for future use.

o

o

STORAGE AND STABILITY

CHANG Medium BMC should be stored frozen below
-10°C until ready to use. CHANG Medium BMC is stable
until the expiration date shown on the bottle label when
stored frozen. After thawing, any unused product can be
dispensed into working aliquots and refrozen for later
use, or tightly capped and stored at 2°C to 8°C for up
to 30 days. Protect from fluorescent light.

ESPANOL

INDICACION DE USO

EI CHANG Medium BMC esté disefiado para ser utilizado
en cultivos clinicos de médula 6sea humana para
cariotipado y otras pruebas genéticas de diversos
trastornos hematolégicos.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

ElI CHANG Medium BMC es un medio listo para usar
que se compone del RPMI Medium 1640, con FBS,
tampon HEPES, L-glutamina, medio acondicionado con
tumor de células gigantes (GCT) y sulfato de
gentamicina. El CHANG Medium BMC se ha optimizado
para fomentar una adhesion celular eficiente y el
crecimiento de las células de la médula 6sea sometidas
a andlisis citogenético. No es necesario afiadir ningtn
componente antes de cultivar la médula ésea.

COMPONENTES

Aminoacidos Proteinas. Vitaminas

Arginina hormonas y oligoelementos

Asparagina y factores de Acido folico

Acido aspartico crecimiento Nicotinamida

Cistina Suero bovino fetal  Riboflavina

Glutamina (FBS) Tiamina

Acido glutamico Acido pantoténico

Glicina Indicador del pH Cobalamina

Histidina Rojo de fenol Piridoxina

Hidroxiprolina Acido

Isoleucina Sales e iones aminobenzoico

Leucina Cloruro sédico

Lisina Cloruro de colina Otros

Metionina Cloruro potasico Medio

Fenilalanina Sulfato magnésico  acondicionado con

Prolina Fosfato sédico tumor de células

Serina Nitrato calcico gigantes (GCT-CM)

Treonina Glutation

Triptéfano Sistemas tampon Biotina

Tirosina Bicarbonato sédico

Valina HEPES Sustratos
energéticos

Agua Antibiotico Glucosa

Calidad de agua Sulfato de Inositol

para inyectables gentamicina

MATERIAL Y EQUIPO NECESARIOS PERO

NO SUMINISTRADOS

1. Tubos de centrifuga estériles de plastico y frascos
de cultivo

2. Incubadora de CO, a 37 °C

3. Centrifuga de mesa

4. Agitador vortex

5. Solucion madre Colcemid, 10 ug/ml

6. Solucion de cloruro potasico, 0,075 M

7. Solucién fijadora, metanol: acido acético (3:1)

GARANTIA DE CALIDAD

Diversos factores, entre ellos la fuente de las muestras,
las condiciones de cultivo y la seleccion de los reactivos,
pueden influir en el resultado obtenido. Se aconseja
alos usuarios que procesen cada nuevo lote de reactivo
en paralelo con un material de referencia de actividad
idénea y conocida antes de su adopcion sistematica.
El rendimiento de cada lote del CHANG Medium BMC
se ha analizado frente a un medio de control en cultivos
clinicos de médula 6sea en un laboratorio de citogenética
clinica independiente. Los resultados se notifican
en un certificado de analisis especifico del lote.

PREPARACION PARA EL USO

El CHANG Medium BMC se descongelara durante
la noche en el frigorifico (2-8 °C) y luego se mezclara
con suavidad para garantizar su homogeneidad.
Dispensar en condiciones asépticas 10 ml del medio
en frascos de cultivo estériles y equilibrar a 37 °C para
su uso inmediato en los cultivos de médula 6sea.

Nota: En el CHANG Medium BMC se forman con
frecuencia cristales de oxalato calcico. No se ha
demostrado que la presencia de estos cristales merme
el rendimiento del producto.

CESTINA

INDIKACE PRO POUZITI

CHANG Medium BMC je uréeno k pouziti pfi primokultivaci
klinickych kultur lidské kostni diené ke karyotypizaci
a jinym genetickym testim na rizné hematologické
poruchy.

POPIS PROSTREDKU

CHANG Medium BMC je médium pfipravené k pouziti, které
se sklada z média RPMI Medium 1640 s FBS, pufrem
HEPES, L-glutaminem, kondiciovanym médiem Giant Cell
Tumor (GCT) Conditioned Medium a gentamicin-sulfatem.
CHANG Medium BMC bylo optimalizovano na podporu
efektivniho zachyceni bunék a riistu bunék kostni diené
k cytogenetické analyze. Pfed kultivaci kostni diené neni
nutné pridavat zadné slozky.

PRECAUTIONS AND WARNINGS

This device is intended to be used by staff trained in
procedures that include the indicated application for
which the device is intended.

CHANG Medium BMC contains FBS and GCT
conditioned medium and should be handled with
universal laboratory precautions. The medium contains
an antibiotic (gentamicin) to reduce the potential for
bacterial contamination, but aseptic techniques should
always be used when dispensing the medium. Do not
use any medium that is not red in color.

INSTRUCCIONES DE USO

Preparacion de la muestra:

Utilizar de 0,5 a 1,0 ml de médula 6sea aspirada en un

tubo de heparina sddica. La heparina de litio, el EDTA

y los anticoagulantes de citrato no resultan adecuados

para estudios citogenéticos.

+  Si se reciben mas de 5 ml de aspirado de médula
6sea, la muestra podria estar hemodiluida.
Centrifugar la muestra para aislar la fraccion
de médula 6sea.

+ Si la muestra llega en un medio de transporte,
centrifugarla y eliminar el medio de transporte
(sobrenadante). Inocular utilizando la fraccion
remanente del aspirado.

Para mas detalles sobre la utilizacién de estos
productos, consultar los protocolos y los procedimientos
de su propio laboratorio, que se habran desarrollado
y optimizado especificamente de acuerdo con su
programa médico particular.

Cultivo de médula ésea:

Etiquetar todos los recipientes de cultivo con el nombre

del paciente, el numero de la muestra y el tipo de cultivo.

Para cada muestra, preparar un frasco que contenga:

1. 10,0 ml del CHANG Medium BMC.

2. Equilibrar el frasco a 37 °C antes de inocular
la muestra.

3. Inocular 0,5 ml (500 pl) de muestra, o la cantidad
adecuada en funcion del recuento leucocitario (RL),
en cada frasco que contenga 10,0 ml del CHANG
Medium BMC preequilibrado. Afiadir menos cantidad
de muestra si el RL es alto (>30.000) 0 mas si es
bajo (<5.000).

4. Incubar el frasco a 37 °C durante 1-2 dias.

Cosecha de los cultivos:

1. Sacar los cultivos de la incubadora y balancearlos

con suavidad para resuspender las células.

2. Transferir el contenido del frasco a un tubo

de centrifuga de 15 ml.
3. Afadir 100 pl de la solucion madre Colcemid
(10 pg/ml) a cada tubo.

4. Tapar los tubos y mezclar mediante inversion.

5. Incubar el frasco a 37 °C durante 20 minutos.

6. Después de la incubacion, colocar los tubos de

centrifuga durante 8 minutos a 1200 rpm (300 g).

7. Aspirar con cuidado el sobrenadante de cada tubo.

8. Resuspender el sedimento celular mezclando

o golpeando con suavidad el fondo del tubo con
el dedo indice.

9. Afadir MUY LENTAMENTE 10 ml de solucién
hipoténica (cloruro potasico 0,075 M) a cada tubo
mientras se agita en el vortex (con el ajuste
mas bajo).

. Dejar reposar los tubos a temperatura ambiente
durante 20 minutos (tratamiento hipoténico).

. Centrifugar los tubos durante 8 minutos a 1200 rpm
(300 g).

. Aspirar el sobrenadante dejando aproximadamente

1,0 ml de solucion hipoténica por encima del
sedimento celular.
NOTA: Tenga cuidado con el material fibroso que
puede extenderse desde el sedimento celular hasta
el sobrenadante después de la centrifugacion. Para
evitar la aspiracion de todo el sedimento celular
en el recipiente de desecho, los Ultimos mililitros
de sobrenadante se deben a veces aspirar a mano
(sin aplicar vacio) con una pipeta Pasteur.

. Resuspender el sedimento celular como se
describe en el paso 8.

. Afiadir MUY LENTAMENTE 10 ml de la solucion
fijadora de metanol y acido acético (3:1) a cada tubo
mientras se agita en el vortex (con el ajuste
mas bajo).

. Dejar reposar los tubos a temperatura ambiente
durante 20 minutos (primera fijacion).

16. Repetir los pasos 11-13.

17. Afiadir 5 ml de fijador como en el paso 14.
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NAVOD K POUZITI

Pfiprava vzorku:

Pouzijte 0,5 az 1,0 ml aspiratu kostni diené s heparinem

sodnym. Heparin lithny, EDTA ani citratova antikoagulancia

nejsou pro cytogenetickd vysetieni vhodné.

+ Pokud dostanete vice nez 5 ml aspiratu kostni dfené,
mohlo dojit k hemodiluci vzorku. Odstredénim izolujte
frakei kostni dfené vzorku.

* Pokud vzorek dostanete v transportnim médiu,
odstfedte ho a odstrante transportni médium
(supernatant). Inokulujte pfi pouziti zbyvajici frakce
aspiratu.

Dalsi informace o pouziti téchto vyrobkd kazda laboratof
ziska ve vlastnich laboratornich metodach a protokolech

DEUTSCH

INDIKATIONEN

Das CHANG Medium BMC ist fiir die Verwendung
in der Primarkultivierung klinischer humaner
Knochenmarkkulturen fiir die Karyotypisierung
und andere Gentests auf verschiedene hdmatologische
Erkrankungen vorgesehen.

PRODUKTBESCHREIBUNG

Das CHANG Medium BMC ist ein gebrauchsfertiges
Medium, bestehend aus RPMI Medium 1640 mit FBS,
HEPES-Puffer, L-Glutamin, konditioniertem
Riesenzelltumormedium (GCT) und Gentamicinsulfat.
Das CHANG Medium BMC ist fiir eine effiziente
Zellanhaftung und Wachstum von Knochenmarkzellen
fur die zytogenetische Analyse optimiert. Fiir die
Kultivierung des Knochenmarks ist keine vorherige
Zugabe zusatzlicher Stoffe erforderlich.

INHALTSSTOFFE
Aminosaure Proteine Vitamine und
Arginin Hormone und Spurenelemente
Asparagin Wachstumsfaktoren Folsaure
Asparaginsaure Fetales Nikotinamid
Cystin Kélberserum (FBS)  Riboflavin
Glutamin Thiamin
Glutaminsaure pH-Indikator Pantothenséure
Glycin Phenolrot Cobalamin
Histidin Pyridoxin
Hydroxyprolin Salze und lonen Aminobenzoesaure
Isoleucin Natriumchlorid
Leucin Cholinchlorid Andere
Lysin Kaliumchlorid Ri lIitumor-
Methionin Magnesiumsulfat konditioniertes
Phenylalanin Natriumphosphat Medium (GCT-CM)
Prolin Calciumnitrat Glutathion
Serin Biotin
Threonin Puffer
Tryptophan Natriumbicarbonat  Energiesubstrate
Tyrosin HEPES Glukose
Valin Inositol

Antibiotikum

Wasser Gentamicinsulfat
Wasser fiir
Injektionszwecke
(WFI)

ERFORDERLICHE MATERIALIEN UND

HILFSSTOFFE (NICHT IM LIEFERUMFANG)

1. Sterile Zentrifugenrohrchen und Kulturflaschen aus
Kunststoff

2. CO,-Inkubator bei 37 °C

3. Tischzentrifuge

4. Vortexmischer

5. Colcemid-Ansatzlésung, 10 pg/ml

6. Kaliumchloridlésung, 0,075 M

7. Fixierlésung, Methanol: Essigséure (3:1)

QUALITATSSICHERUNG

Das resultierende Ergebnis kann durch mehrere
Faktoren wie unter anderem durch Probenherkunft,
Kulturbedingungen und Auswahl der Reagenzien
beeinflusst werden. Es wird empfohlen, jede neue
Reagenzcharge vor dem Einsatz im Routinebetrieb
parallel mit Referenzmaterial bekannter geeigneter
Aktivitat zu analysieren. Die Leistungsdaten jeder
Charge CHANG Medium BMC wurden mittels klinischer
Knochenmarkkulturen in einem unabhéngigen Labor fiir
klinische Zytogenetik gepriift und einem Kontrolimedium
gegenibergestellt. Die Ergebnisse sind auf einem
chargenspezifischen Analysezertifikat angegeben.

VORBEREITUNG

Das CHANG Medium BMC sollte iiber Nacht im
KiihIschrank (2-8 °C) aufgetaut und fiir eine optimale
Homogenitét anschlieBend vorsichtig gemischt werden.
10 ml Medium in sterile Kulturflaschen pipettieren und
zur sofortigen Verwendung fiir Knochenmarkkulturen auf
37 °C erwarmen.

Hinweis: Haufig bilden sich Calciumcarbonatkristalle im
CHANG Medium BMC. Es gibt keine Hinweise, dass die
Anwesenheit dieser Kristalle die Produktleistung
beeintrachtigt.

18. Dejar reposar los tubos a temperatura ambiente
durante 10 minutos (segunda fijacion).

19. Repetir los pasos 16-18 (tercera fijacion).

20. En este momento, las esferas celulares fijadas se
pueden utilizar de inmediato para preparar los
portaobjetos segun el protocolo estandar del
laboratorio o conservar en el frigorifico (2-8 °C) para
su uso futuro.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

ElI CHANG Medium BMC debe conservarse congelado
amenos de -10 °C hasta que esté listo para uso. Si se
conserva congelado, el CHANG Medium BMC se
mantiene estable hasta la fecha de caducidad indicada
en la etiqueta del frasco. Después de la descongelacion,
el producto sobrante no utilizado se puede dispensar
en porciones alicuotas de trabajo y volver a congelar
para su uso posterior o bien cerrar herméticamente
y conservar a 2-8 °C durante 30 dias como maximo.
Proteger de la luz fluorescente.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Este producto lo debe utilizar personal con formacion
en procedimientos que incluyan el uso previsto
del producto.

EI CHANG Medium BMC contiene medio acondicionado
con FBS y GCT y se debe manipular con las
precauciones universales de laboratorio. El medio
contiene un antibiético (gentamicina) para reducir
la posible contaminacion bacteriana, pero siempre que
se dispense el medio se utilizaran técnicas asépticas.
No utilizar ningtin medio que no sea de color rojo.

UCHOVAVANI A STABILITA

CHANG Medium BMC je tfeba do pouziti uchovavat pfi
CHANG Medium BMC je stabilni do data exspirace
uvedeného na Stitku lahve. Po rozmrazeni Ize vSechen
nespotfebovany vyrobek rozdélit na dily pouzivané pfi
zpracovani a znovu zmrazit k pozdéjSimu pouziti nebo
pevné uzavfit a skladovat po dobu az 30 dni pfi teploté
2 °C az 8 °C. Chrarite pfed fluorescencnim svétlem.

BEZPECNOSTNI OPATRENI A VAROVANI
Tento prostiedek je uréen k pouziti pracovniky Skolenymi
v postupech, které zahrnuji indikovanou aplikaci,
pro kterou je prostfedek urceny.

CHANG Medium BMC obsahuje FBS a kondiciované

GEBRAUCHSANWEISUNG

Probenvorbereitung:

0,5 bis 1,0 ml natriumheparinisiertes Knochenmarkaspirat

verwenden. Lithium-Heparin-, EDTA- oder Citrat-

Antikoagulanzien sind fiir zytogenetische Studien nicht

geeignet.

+ Wurden mehr als 5 ml Knochenmarkaspirat erhalten,
ist die Probe méglicherweise hdmodiluiert. Die Probe
herunterzentrifugieren, um die Knochenmarkfraktion
zu isolieren.

+  Wenn die Probe in einem Transportmedium geliefert
wurde, die Probe herunterzentrifugieren und das
Transportmedium (Uberstand) entfernen. Mit der
restlichen Aspiratfraktion beimpfen.

Weitere Einzelheiten zum Gebrauch dieser Produkte
sind den Verfahren und Vorschriften des jeweiligen
Labors zu entnehmen, die eigens fiir das
jeweilige medizinische Programm entwickelt und
optimiert wurden.

Knochmarkkultur:

Alle KulturgefaRe mit Patientennamen, Probennummer

und Kulturtyp beschriften. Fiir jede Probe eine Flasche

mit Folgendem vorbereiten:

1. 10,0 ml CHANG Medium BMC.

2. Die Flasche vor der Beimpfung auf 37 °C
aquilibrieren.

3. 0,5ml (500 pl) Probe oder eine der Leukozytenzahl
(LEU) entsprechenden Menge in jede der
voraquilibrierten Flaschen mit den 10,0 ml CHANG
Medium BMC impfen. Bei hohem Leukozytengehalt
(> 30.000) weniger Probe bzw. bei geringem
Leukozytengehalt (< 5.000) mehr Probe hinzugeben.

4. Die Flaschen 1-2 Tage bei 37 °C inkubieren.

Kulturgewinnung:

1. Die Kulturflaschen aus dem Inkubator nehmen und
leicht schwenken, um die Zellen zu resuspendieren.

2. Den Inhalt aus der Flasche in ein 15-ml-
Zentrifugenréhrchen ibertragen.

3. In jedes Rohrchen 100 pl Colcemid
(10 pg/ml) geben.

4. Die Rohrchen verschlieRen und durch
Uberkopfdrehen mischen.

5. Die Rohrchen 20 Minuten bei 37 °C inkubieren.

6. Die Réhrchen im Anschluss an die Inkubation
8 Minuten bei 1.200 U/min (300 x g) zentrifugieren.

7. Uberstand von jedem Réhrchen vorsichtig absaugen.

8. Das Zellpellet durch vorsichtiges Mischen oder
Anschnippen des Rdéhrchenbodens mit dem
Zeigefinger resuspendieren.

9. GANZ LANGSAM 10 ml hypotone Lésung (0,075 M
Kaliumchlorid) in jedes Réhrchen geben, wéhrend
der Vortexmischer (auf niedrigster Stufe) lauft.

10. Die Réhrchen 20 Minuten bei Raumtemperatur
stehen lassen (hypotone Behandlung).

11. Die Réhrchen 8 Minuten bei 1.200 U/min (300 x g)
zentrifugieren.

12. So viel Uberstand absaugen, dass etwa 1,0 ml
hypotone Losung tber dem Zellpellet verbleiben.
HINWEIS: Beim Absaugen nach dem Zentrifugieren
auf Fasermaterial vom Zellpellet achten, das
eventuell in den Uberstand hineinragen konnte.
Die letzten ml Uberstand sollten ggf. von Hand mit
einer Pasteurpipette entfernt werden (ohne
Vakuumaspiration), um zu verhindern,
dass das ganze Zellpellet in den Abfallbehalter
eingesaugt wird.

13. Das Zellpellet wie in Schritt 8 beschrieben
resuspendieren.

14. GANZ LANGSAM 10 ml Fixiermittel Methanol:
Essigséure im Verhaltnis 3:1 in jedes Rdhrchen
geben, wahrend der Vortex-Mischer (auf niedrigster
Stufe) lauft.

15. Die Rohrchen 20 Minuten bei Raumtemperatur
stehen lassen (erste Fixierung).

PORTUGUES

INDICAGAO DE UTILIZAGAO

O CHANG Medium BMC destina-se a ser utilizado em
cultura priméaria de culturas de medula dssea humana
clinicas para cariotipagem e outros testes genéticos de
varias doengas hematolégicas.

DESCRIGAO DO DISPOSITIVO

O CHANG Medium BMC é um meio pronto a utilizar
constituido por RPMI Medium 1640 com FBS, tampao
HEPES, L-glutamina, Giant Cell Tumor (GCT)
Conditioned Medium e sulfato de gentamicina.
O CHANG Medium BMC foi otimizado de modo
asuportar a ligagao e o crescimento eficientes de células
da medula 6ssea para analise citogenética. Sem adigao
de quaisquer componentes antes de a cultura de medula
Ossea ser necessaria.

COMPONENTES
Aminoacido Proteinas, Vitaminas
Arginina hormonas e fatores e oligoelementos
Asparagina de crescimento Acido folico
Acido aspartico Soro bovino fetal Nicotinamida
Cistina (FBS) Riboflavina
Glutamina Tiamina
Acido glutamico Indicador de pH Acido pantoténico
Glicina Vermelho de fenol ~ Cobalamina
Histidina Piridoxina
Hidroxiprolina Sais e ides Acido
Isoleucina Cloreto de sodio aminobenzoico
Leucina Cloreto de colina
Lisina Cloreto de potassio Qutro
Metionina Sulfato de Giant cell tumor
Fenilalanina magnésio conditioned
Prolina Fosfato de sodio medium (GCT-CM)
Serina Nitrato de calcio Glutationa
Treonina Biotina
Triptofano Tampdes
Tirosina Bicarbonato de Substratos
Valina sodio energéticos
i HEPES Glucose
Agua Inositol
Qualidade Antibiético
WFI (agua p/ Sulfato de
preparagées gentamicina
injetaveis)

MATERIAIS E EQUIPAMENTO

NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

1. Tubos de centrifugadora estéreis de plastico
e frascos de cultura

2. Incubadora de CO, a 37 °C

3. Centrifugadora de bancada

4. Misturador de vortice

5. Colcemid Stock Solution, 10 ug/ml

6. Solugéo de cloreto de potassio, 0,075 M

7. Solugdo de fixagdo, metanol:acido acético (3:1)

GARANTIA DE QUALIDADE

O resultado obtido pode ser influenciado por vérios
fatores que incluam a origem dos espécimes,
as condigdes de cultura e a selegdo dos reagentes.
Antes da adogao em utilizagéo de rotina, os utilizadores
sao aconselhados a analisar cada novo lote de reagente
em paralelo com material de referéncia de atividade
adequada conhecida. O desempenho de cada lote
de CHANG Medium BMC foi testado em culturas clinicas
de medula 6ssea num laboratério de citogenética clinica
por comparagé&o com um meio de controlo. Os resultados
estdo descritos no certificado de anélise especifico
de cada lote.

PREPARAGAO PARA UTILIZAGAO

O CHANG Medium BMC deve ser descongelado de um
dia para o outro no frigorifico (2 °C-8 °C) e depois
misturado suavemente para assegurar
a homogeneidade. Dispense asseticamente 10 ml
de meio para frascos de cultura estéreis e deixe
atingir os 37 °C para utilizagao imediata em culturas
de medula 6ssea.

Nota: A formacéo de cristais de carbonato de célcio
¢ frequente no CHANG Medium BMC. A presenca destes
cristais ndo demonstrou causar qualquer efeito
prejudicial no desempenho do produto.

DANSK

INDIKATIONER FOR ANVENDELSE

CHANG Medium BMC er beregnet til anvendelse ved
primaer dyrkning af kliniske humane knoglemarvskulturer
til karyotypebestemmelse og anden genetisk testning
af forskellige heematologiske lidelser.

BESKRIVELSE AF PRODUKTET

CHANG Medium BMC er et brugsklart medium, der
bestar af RPMI Medium 1640 med FBS, HEPES-buffer,
L-glutamin, kaempecelletumor (Giant Cell Tumor, GCT)
konditioneret medium og gentamicinsulfat. CHANG
Medium BMC er blevet optimeret til at stotte effektiv
cellevedhzftning og vaekst af knoglemarvsceller til
cytogenetisk analyse. Det er ikke ngdvendigt at tilseette
andre komponenter inden dyrkning af knoglemarven.

16. Schritte 11-13 wiederholen.

17. 5 ml Fixiermittel gemaR Schritt 14 hinzugeben.

18. Die Réhrchen 10 Minuten bei Raumtemperatur
stehen lassen (zweite Fixierung).

19. Schritte 16-18 (dritte Fixierung) wiederholen.

20. An diesem Punkt konnen fixierte Zellpellets sofort
fir die Objekttragerpréaparation gemaR dem
Standardprotokoll des Labors verwendet oder zur
spateren Verwendung im Kiihlschrank (2-8 °C)
aufbewahrt werden.

LAGERUNG UND STABILITAT

Das CHANG Medium BMC sollte bis zur Verwendung
unter -10 °C tiefgekiihlt gelagert werden. Bei
Tiefkihllagerung ist das CHANG Medium BMC bis zu
dem auf dem Flaschenetikett angegebenen
Verfallsdatum stabil. Nach dem Auftauen kann jedes
unbenutzte Produkt in Arbeitsaliquote abgefiillt und zur
spateren Verwendung wieder eingefroren oder fest
verschlossen und bei 2 °C bis 8 °C bis zu 30 Tage
gelagert werden. Keinem Fluoreszenzlicht aussetzen.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND
WARNHINWEISE

Das Produkt ist fiir den Gebrauch durch Personal
vorgesehen, das in Verfahren geschult ist, die den fiir
das Produkt vorgesehenen Anwendungsbereich
umfassen.

Das CHANG Medium BMC enthalt FBS- und GCT-
konditioniertes Medium und muss unter Einhaltung der
in Laboren universell geltenden Vorsichtsmanahmen
gehandhabt werden. Das Medium enthélt ein
Antibiotikum (Gentamicin), um das Risiko einer
bakteriellen Kontamination zu verringern. Bei der
Abgabe des Mediums sollten jedoch immer aseptische
Techniken angewendet werden. Keine Medien
verwenden, die nicht rot sind.

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

Preparagéo da amostra:

Utilize 0,5 mla 1,0 ml de aspirado de medula 6ssea com

heparina de sddio. Os anticoagulantes heparina de litio,

EDTA ou citratos ndo sdo adequados para estudos

citogenéticos.

+ Caso se receba mais de 5 ml de aspirado de medula
6ssea, a amostra pode ficar hemodiluida.
Centrifugue o espécime, para isolar a fragdo
da medula 6ssea.

+ Se o0 espécime chegar em meio de transporte,
centrifugue a amostra e retire o meio de transporte
(sobrenadante). Inocule utilizando a restante fragéo
do aspirado.

Para obter mais informagdes sobre a utilizagado
destes produtos, cada laboratério deve consultar os
respetivos procedimentos e protocolos que tenham sido
concebidos e otimizados especificamente para o seu
programa médico.

Cultura de medula éssea:

Identifique todos os recipientes de cultura com o0 nome

do doente, o nimero de amostra e o tipo de cultura.

Prepare um frasco de cultura para cada espécime,

contendo:

1. 10,0 ml de CHANG Medium BMC.

2. Antes da inoculagéo do espécime, deixe o frasco
de cultura atingir os 37 °C.

3. Inocule 0,5 ml (500 pl) de espécime, ou a quantidade
adequada dependendo da contagem de glébulos
brancos, para cada frasco de cultura contendo
10,0 ml de CHANG Medium BMC pré-equilibrado.
Adicione uma maior quantidade de espécime se
a contagem de gldbulos brancos for alta (> 30 000)
ou uma menor quantidade se a contagem
de glébulos brancos for baixa (< 5000).

4. Incube o frasco de cultura a 37 °C durante 1-2 dias.

Colheita de culturas:

1. Retire as culturas da incubadora e gire-as
suavemente para ressuspender as células.

2. Transfira o contetido do frasco de cultura para um
tubo de centrifugadora de 15 ml.

3. Adicione 100 pl de solugdo de stock Colcemid
(10 pg/ml) a cada tubo.

4. Tape os tubos e misture, invertendo-os.

5. Incube os tubos a 37 °C durante 20 minutos.

6. Apos a incubagéo, centrifugue os tubos durante
8 minutos a 1200 rpm (300 x g).

7. Aspire 0 sobrenadante de cada tubo com cuidado.

8. Ressuspenda o pellet de células, misturando
suavemente ou batendo no fundo do tubo com
o dedo indicador.

9. Adicione MUITO LENTAMENTE 10 ml de solugdo
hipotonica (cloreto de potassio 0,075 M) a cada tubo
durante a mistura no misturador de vértice
(na definigéo mais baixa).

10. Deixe os tubos repousarem & temperatura ambiente
durante 20 minutos (tratamento hipotonico).

11. Centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1200 rpm
(300 x g).

12. Aspire o sobrenadante, deixando cerca de 1,0 ml
de solug@o hipotdnica acima do pellet de células.
NOTA: Tenha atengéo ao material fibroso que pode
estender-se a partir do pellet de células para cima,
para o interior do sobrenadante apds a centrifugagéo.
Os ultimos mililitros de sobrenadante podem ter de
ser removidos & m&o com uma pipeta de Pasteur
(ndo utilizar aspiragdo com vacuo) para evitar
aspirar todo o pellet de células para o recipiente
de residuos.

13. Ressuspenda o pellet de células tal como descrito
no passo 8.

14. Adicione MUITO LENTAMENTE 10 ml de fixador
de 3:1 de metanol:4cido acético a cada tubo durante
a mistura no misturador de voértice (na definigéo
mais baixa).

BRUGSANVISNING

Proveforberedelse:

Anvend 0,5 til 1,0 ml natriumhepariniseret

knoglemarvsaspirat. Lithiumheparin, EDTA eller

citratantikoagulanter er ikke velegnede til cytogenetiske
undersggelser.

+  Hvis der modtages mere end 5 ml knoglemarvsaspirat,
kan preven veere en heemodilution. Centrifuger
preven ned for at isolere knoglemarvsfraktionen.

* Hvis preven ankommer i transportmedium,
centrifugeres preven ned, og transportmediet
(supernatant) fiernes. Resten af aspiratfraktionen
indpodes.

For yderligere oplysninger om brug af disse produkter

ITALIANO

INDICAZIONI PER L’USO

CHANG Medium BMC é indicato per I'uso in colture
primarie di cellule di midollo osseo umano di classe
clinica per la determinazione del cariotipo e altri test
genetici relativi a vari disturbi ematologici.

DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

CHANG Medium BMC & un terreno pronto all’'uso
composto da terreno RPMI 1640 con I'aggiunta di siero
bovino fetale, tampone HEPES, L-glutammina, terreno
condizionato da tumore a cellule giganti (GCT)
e gentamicina solfato. CHANG Medium BMC é stato
ottimizzato per favorire un’efficace adesione cellulare
e la crescita di cellule di midollo osseo per I'analisi
citogenica. Non & necessario aggiungere alcun altro
componente prima di avviare la coltura delle cellule di
midollo osseo.

COMPONENTI

Aminoacidi Proteine, ormoni Vitamine ed
Arginina e fattori di crescita  elementi in tracce
Asparagina Siero bovino fetale  Acido folico
Acido aspartico Nicotinamide
Cistina Indicatore di pH Riboflavina
Glutammina Rosso fenolo Tiamina
Acido glutammico Acido pantotenico
Glicina Sali e ioni Cobalamina
Istidina Cloruro di sodio Piridossina
Idrossiprolina Cloruro di colina Acido
Isoleucina Cloruro di potassio  amminobenzoico
Leucina Solfato di magnesio
Lisina Fosfato di sodio Altro
Metionina Nitrato di calcio Terreno
Fenilalanina condizionato da
Prolina Tamponi tumore a cellule
Serina Bicarbonato giganti (GCT-CM)
Treonina di sodio Glutatione
Triptofano HEPES Biotina
Tirosina
Valina Antibiotico Substrati energetici

Gentamicina solfato  Glucosio
Acqua Inositolo
Qualita WFI (acqua
per iniezioni)

MATERIALI E STRUMENTI NECESSARI

MA NON FORNITI

1. Provette di plastica sterili per centrifuga e fiasche
per coltura

2. Incubatore a CO, a 37 °C

3. Centrifuga da banco

4. Miscelatore Vortex

5. Soluzione stock di Colcemid, 10 pg/ml

6. Soluzione di cloruro di potassio, 0,075 M

7. Soluzione fissativa: metanolo:acido acetico (3:1)

GARANZIA DI QUALITA

Diversi fattori, tra cui 'origine dei campioni, le condizioni
di coltura e la scelta dei reagenti, possono influenzare
il risultato ottenuto. Quando si introduce un nuovo lotto
di reagenti, prima di adottarlo nell’'uso di routine,
€ consigliabile usarlo in parallelo a materiale di
riferimento avente idonea attivita nota. Ogni lotto di
CHANG Medium BMC & stato valutato ai fini delle
prestazioni su colture di midollo osseo di classe clinica
presso un laboratorio di citogenetica clinica
indipendente, confrontandolo con terreno di controllo.
I risultati sono riportati nel Certificato di analisi specifico
di ogni lotto.

PREPARAZIONE PER L’'USO

Scongelare CHANG Medium BMC per una notte
in frigorifero (2-8 °C) quindi miscelare delicatamente per
rendere omogeneo. Dispensare in condizioni di sterilita
10 ml di terreno in fiasche per coltura sterili e portare
a 37 °C per I'uso immediato per colture di midollo osseo.

Nota: la formazione di cristalli di carbonato di calcio in
CHANG Medium BMC & un fenomeno normale.
La presenza di questi cristalli non ha evidenziato effetti
negativi sulle prestazioni del prodotto.

15. Deixe os tubos repousarem & temperatura ambiente
durante 20 minutos (primeira fixacéo).

16. Repita os passos 11a 13.

17. Adicione 5 ml de fixador, tal como no passo 14.

18. Deixe os tubos repousarem a temperatura ambiente
durante 10 minutos (segunda fixagao).

19. Repita os passos 16 a 18 (terceira fixagao).

20. Neste ponto, os pellets de células fixadas podem
ser utilizados imediatamente para a preparagéo de
laminas de acordo com o protocolo padrdo do
laboratério ou conservados no frigorifico (2 °C-8 °C)
para utilizagéo futura.

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

0 CHANG Medium BMC deve ser conservado congelado
a uma temperatura inferior a -10 °C até estar pronto
para utilizar. O CHANG Medium BMC ¢ estavel até ao
prazo de validade indicado no rétulo do frasco, desde
que conservado congelado. Apés a descongelagéo,
qualquer produto n&o usado pode ser dispensado em
aliquotas de trabalho e recongelado para utilizagdo
posterior ou bem tapado e conservado entre 2°Ce 8 °C
durante um periodo de até 30 dias. Proteger da luz
fluorescente.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

Este dispositivo destina-se a ser utilizado por pessoal
com formagéo em técnicas que incluem a aplicagéo
indicada a qual se destina o dispositivo.

O CHANG Medium BMC contém meio condicionado com
FBS e GCT e deve ser manuseado utilizando as
precaugdes laboratoriais universais. O meio contém um
antibiético (gentamicina) para reduzir o potencial de
contaminag&o bacteriana; contudo, ao dispensar o meio,
devem ser sempre utilizadas técnicas asséticas.
Néo utilize qualquer meio que ndo tenha cor vermelha.

OPBEVARING OG STABILITET

CHANG Medium BMC skal opbevares frossent under
-10 °C indtil anvendelse. CHANG Medium BMC er stabilt
indtil udlgbsdatoen pa flaskeetiketten ved opbevaring
i frossen tilstand. Efter optening kan evt. ubrugt produkt
afmales i brugelige meengder og genfryses til senere
anvendelse eller lukkes teet til og opbevares ved 2-8 °C
i op til 30 dage. Beskyttes mod fluorescerende lys.

FORHOLDSREGLER OG ADVARSLER
Dette udstyr er beregnet til brug af personale, der er
uddannet i procedurer, der inkluderer den indicerede
anvendelse, som dette udstyr er beregnet til.

CHANG Medium BMC indeholder FBS- og GCT-
konditioneret medium og skal handteres med universelle

ISTRUZIONI PER L’'USO

Preparazione del campione:

usare da 0,5 a 1,0 ml di aspirato midollare in eparina

sodica. La litio eparina, 'EDTA o gli anticoagulanti con

citrato non sono indicati per studi citogenetici.

+ Qualora si riceva piu di 5 ml di aspirato midollare,
il campione pu¢ essere emodiluito. Centrifugare
il campione per isolare la frazione di midollo osseo.

+ Se il campione arriva in un terreno di trasporto,
centrifugarlo per farlo depositare e rimuovere
il terreno di trasporto (surnatante). Inoculare
utilizzando la parte rimanente di aspirato.

Per ulteriori dettagli sull’'uso di questi prodotti,
il laboratorio deve consultare le procedure e i protocolli
specificamente sviluppati e ottimizzati per il proprio
programma medico.

Coltura di midollo osseo

Etichettare tutti i contenitori colturali con il nome del

paziente, il numero del campione e il tipo di coltura.

Per ogni campione preparare una fiasca contenente:

1. 10,0 ml di CHANG Medium BMC.

2. Portare la fiasca a 37 °C prima di inoculare
il campione.

3. Inoculare 0,5 ml (500 pl) di campione, oppure
la quantita appropriata in funzione della conta
leucocitaria, in ogni fiasca contenente 10,0 ml
di CHANG Medium BMC preriscaldato. Aggiungere
una quantita inferiore di campione se la conta
leucocitaria & alta (> 30.000), o maggiore se la conta
€ bassa (< 5000).

4. Incubare la fiasca a 37 °C per 1-2 giorni.

Raccolta delle colture

1. Rimuovere le colture dall'incubatore e agitare
delicatamente per risospendere le cellule.

2. Trasferire il contenuto della fiasca in una provetta
per centrifuga da 15 ml.

3. Aggiungere 100 pl di Colcemid soluzione stock
(10 pg/ml) a ogni provetta.

4. Chiudere le provette e miscelare capovolgendo.

. Incubare le provette a 37 °C per 20 minuti.

6. Dopo I'incubazione, centrifugare per 8 minuti
a 1200 giri/min (300 x g).

7. Aspirare con attenzione il surnatante
da ogni provetta.

8. Risospendere il pellet cellulare agitando
delicatamente o picchiettando il fondo della
provetta con 'indice.

9. Aggiungere MOLTO LENTAMENTE 10 ml
di soluzione ipotonica (cloruro di potassio 0,075 M)
a ogni provetta mentre questa € inserita nel
miscelatore Vortex alla velocita minima.

10. Lasciare le provette a temperatura ambiente per
20 minuti (trattamento ipotonico).

11. Centrifugare per 8 minuti a 1200 giri/min (300 x g).

12. Aspirare il surnatante lasciando circa 1,0 ml
di soluzione ipotonica sopra il pellet cellulare.
NOTA: fare attenzione al materiale fibroso che
potrebbe estendersi dal pellet nel surnatante dopo
la centrifugazione. Potrebbe essere necessario
rimuovere gli ultimi ml di surnatante mediante una
pipetta Pasteur (non usare la pompa a vuoto)
per evitare di aspirare tutto il pellet nel contenitore
di scarto.

13. Risospendere il pellet come descritto al punto 8.

14. Aggiungere MOLTO LENTAMENTE 10 ml di fissativo
(metanolo:acido acetico 3:1) a ogni provetta mentre
questa € inserita nel miscelatore Vortex alla velocita
minima.

15. Lasciare le provette a temperatura ambiente per
20 minuti (primo fissaggio).

16. Ripetere i punti da 11 a 13.

17. Aggiungere 5 ml di fissativo come descritto al
punto 14.

EAAHNIKA

ENAEI=H XPHIHZ

To CHANG Medium BMC mpoopiletar yia xprion oy
TpwToyeV KaAAIEpYEIa KAIVIKWV KaANIEPYEIOV
avBpWTTIVOU PUEAOU TWV OCTWV Yia KAPUOTUTIOTIOINGN
Kal GANEG YEVETIKEG EGETATEIS yIa SIAQOPES QIPATONOYIKES
SlaTapayEs.

MNEPIFPA®H THZ ZYZKEYHZ

To CHANG Medium BMC eival éva éroipo yia xprion
péoo mou amoteAeital amd RPMI Medium 1640, pe FBS,
puBpIoTIKG didAupa HEPES, L-yhoutapivn, Giant Cell
Tumor (GCT) Conditioned Medium ka1 Belikn
yevrapukivn. To CHANG Medium BMC éxel
BeATioToToINBE YIa TNV UTTOOTAPIEN TG ATTOTEAETPATIKAG
KUTTapIKAG TPOaKOAANGNG Kal avamTugng Kuttdpwy
MUEAOU TWV OCTWV YIO KUTTAPOYEVETIKA avaAuan.
Aev amaiteital mpoaBikn oTmoloudTIoTE GUCTATIKOU
TIPIV a6 TNV KAANIEPYEID TOU PUEAOU TWV OOTQV.

ZYZITATIKA
Auivogd Npwreiveg, opudveg  AvtiBiotikd
Apyivivn Kal augnTikoi O¢likn yeviapukivn
Acmapayivn mapdyovieg
AcTraptiké of0 Opbg amé épBpuo  Birayiveg kai
Kuotivn Booeidwv (FBS) IXVOOTOIXEIT
\outapivn DuAIKé 080
'outapiké 0§ Aciktng pH NikoTivapion
TAukivn Epubpd mg PiBogAaBivn
lomidivn QaIvoAng Oelapivn
YdpogumpoAivn MavroBevikd ofy
looAeukivn Alara kal 16via KoBahapivn
Aeukivn XAwpioUxo vétpio  Mupidogivn
Auaivn XAwp1oUxog xoAivn  AuivoBevioiké o0
MeBerovivn XAwpioUxo kaAio
Gavulahavivn Og1ikd payviaio Ala
MpoAivn Dwogopikd vatpio  Giant cell tumor
Zepivn NiTpIké aoBéaTio conditioned medium
Opeovivn (GCT-CM)
Tpumtopavn PuBuioTika M\outaBeiovn
Tupoaivn SiaAuyara Biotivn
Bahivn AirtavBpakiké

varpio Evepyeiakd
Nepd HEPES uTooTPWUATA
MoiétnTa evéaipou FAukoln
Udatog (WFI) IvooiToAn

AMAITOYMENA YAIKA KAl EEOMAIZMOZ

MOY AEN MAPEXONTAI

1. MAAoOTIKG, amOOTEIpWHEVA TWANVAPIA QUYOKEVTPOU
Kal pmoukaAdkia KaANIEpyelag

2. EmwaoThpag CO, aToug 37 °C

3. Empamédia guydkevipog

4. Avapiktng oTpoBIAiopol

5. AmoBepariké SiaAupa koAaepidng, 10 pg/mL

6. AidAupa xAwpiolyou kahiou, 0,075 M

7. AidAupa povipotroinang, peBavoAn:ogiké ogu (3:1)

AIAZ®AAIZH MOIOTHTAZ

To amotéAeapa Tou AapBavetal uTropei va emnpeacTel
amé S1agopoug TapayovTeg, OTTWG N TPOEAEUTN TwV
delypdtwy, ol ouvBnKkeg KaAIEpyeiag kar n emiAoyh
avTidpaaTnpiwv. Mpoteiveral o1 XpAoTeG va avaAlouv
K@6e véa maptida avridpactnpiwy TapaAAnAa pe uhikd
avagopag yvwaThg, kataAAnAng dpacTikéTnTag, TpIv
amé mv ulobéman ot xprion poutivag. Kabe maptida
CHANG Medium BMC éxer eAeyxBei yia Tnv amédoon
G o€ KAIVIKEG KaANIEPYEIEG PHUEAOU TwV O0OTWV O€
avegdpTnTo £pYacTApIO KAIVIKAG KUTTOPOYEVETIKAG O€
alykpion pe éva péoo ehéyxou. Ta amoteAéopara
avagépovtal o€ MioTomoinTiké AvaAuong €131k6
avd maptida.

MPOETOIMAZIA XPHZHZ

To CHANG Medium BMC 8a mpéel va amoyuxetal kard
™ didpkela TG vixTag oto yuyeio (2-8 °C) kar otn
OUVEXEID va avapiyvOETal ATTid, WOoTe va Slac@alideTal
1 opoy£veld Tou. AlaveipeTe pe aonTreg ouvBkeg 10 mL
péoou o€ amooTEIpwWyEVA PTTOUKaAAKIa KaANIEpyelag
Kai 10oppotmaTte atoug 37 °C yia dueon xpARon oe
KOANIEPYEIEG HUEAOD TWV OOTWV.

suomi

KAYTTOAIHE

CHANG Medium BMC on tarkoitettu kaytettavaksi
ihmisen luuytimen kliinisten primaariviljelmien
karyotyypin maéarittamista ja erilaisten hematologisten
sairauksien muuta geneettista testausta varten.

VALINEEN KUVAUS

CHANG Medium BMC on kayttévalmis liuos, joka
siséltdéd RPMI Medium 1640 -elatusainetta ja naudan
sikién seerumia, HEPES-puskuria, L-glutamiinia, Giant
Cell Tumor (GCT) Conditioned Medium -liuosta ja
gentamysiinisulfaattia. CHANG Medium BMC on
optimoitu tukemaan tehokasta luuydinsolujen
kiinnittymisté ja kasvua sytogeneettista analyysia varten.
Minkaan ainesosan lisadmista ennen luuytimen viljelya
ei tarvita.

18. Lasciare le provette a temperatura ambiente per
10 minuti (secondo fissaggio).

19. Ripetere i punti da 16 a 18 (terzo fissaggio).

20. A questo punto, i pellet cellulari fissati possono
essere usati immediatamente per preparare il vetrino
secondo il protocollo standard del laboratorio oppure
conservati in frigorifero a 2-8 °C per I'uso
SuCCessivo.

CONSERVAZIONE E STABILITA

CHANG Medium BMC deve essere conservato
congelato a temperatura inferiore a -10 °C fino all'uso.
Se conservato congelato, & stabile fino alla data
di scadenza indicata sull’etichetta del flacone. Dopo lo
scongelamento, il prodotto non utilizzato pud essere
dispensato in aliquote idonee all'utilizzo e ricongelato
per utilizzarlo successivamente, oppure chiuso bene
e conservato a 2-8 °C fino a 30 giorni. Proteggere
da luce fluorescente.

PRECAUZIONI E AVVERTENZE

Questo prodotto & destinato all'uso da parte di personale
addestrato nelle procedure che comprendono
I'applicazione prevista del prodotto stesso.

CHANG Medium BMC contiene terreno condizionato per
GCT e siero bovino fetale e deve essere maneggiato
secondo le normali precauzioni di laboratorio. Il terreno
contiene un antibiotico (gentamicina) per ridurre la
potenziale contaminazione da batteri, tuttavia
€ necessario usare sempre tecniche in asepsi mentre
si dispensa il terreno. Non utilizzare il terreno qualora
non si presenti di colore rosso.

Znpeiwon: 1o CHANG Medium BMC oxnuarigovral
ouyva kpuoTahhol avBpakikol aaBeaTiou. H mapouaia
QUTWV TWV KPUaTAAWY Sev Exel amrodeixBei oTI TpoKaAei
oTroIadATIOTE apVNTIKA EMidpacn oty amédoon Tou
TIPOIOVTOG.

OAHFIEZ XPHIHZ

MpoeTolpaaia delypaTwy:

Xpnaipotmoijote 0,5 éwg 1,0 mL uAikoU avappdenang

pueAoU TV 0OTWV PE NTTaPIVIPEVO VATPIO. H nmapivn

MBiou, To EDTA 1| Ta KITPIKG QvTITINKTIKG €ival

aKat@AANAQ yia KUTTOPOYEVETIKEG MEAETEG.

+  Eav AngBouv mepioadtepa amé 5 mL tou uAikou
avappoéenang Tou PueAol Twv 00TwWY, To deiya
pmopei va eival apaiwpévo pe aipa. GuyokevipioTe
0 OEfypa YIT v ATTOPOVWOETE TO KAAOA TOU pugAoU
TWV 00TRV.

+ Edv 10 deiypa mapaAngBei oe péco petagopdg,
(QUYOKEVTPIOTE TO deiyua Kal a@aipéaTe T0 PECO
petagopdg (umepkeipevo). EvopBaApiore
XPNOIHOTIOIWVTAG TO UTTGAOITTO KAGGHa ToU UAIKOU
avappoenang.

Ta mpooBeTEG AETITOPEPEIEG OXETIKA PE TN XPAON TwV
TPOIOVTWY autwy, KaBe epyaaTiplo Ba mpémel va
oupBouAeUETal TIG DIKEG TOU EpYaTTNPIaKES DladIKATTES
Kal TpwTékoAAa, Ta omoia éxouv avamTuxBei kal
BeATioToToINBEl €181KA yia TO dIKO TOU 1ATPIKO
TpOYpapua.

KaAAiépyeia HUEAOU TWV OO TWV:

Emonpavere 6Aa Ta doxeia kaAhigpyeiag pe 1o dvoua

T0U 00BevoUG, Tov apIBuo deiypaTog kal Tov TUTIo Tng

kaAMiépyelag. Ma kabe deiypa mpoeToIpaaTE €va

uTTOUKaAdKI TToU TIEPIEXE T EEAG:

1. 10,0 mL CHANG Medium BMC.

2. EgiooppotraTe To pmoukaAdki atoug 37 °C mpiv
amoé Tov evopBaAuIgud Tou deiyparog.

3. EvogBahpiote 0,5 mL (500 pL) deiyparog, f mv
KaraMnAn ToodTnTa avaloya pe Tov apiBpod Twv
Aeukwv arpyoogaipiwv (white blood cell, WBC),
o€ kGBe pmoukaAdki ou mepiéxel 10,0 mL (dn
e§looppormpévo CHANG Medium BMC. Mpoo6éate
piIkpdTEPN TTOTOTNTA Beiyparog edv o apiBudg Twv
WBC eivar uynAdg (> 30.000) fj peyahutepn
ToodTnTa deiyparog edv o apiBpdg Twv WBC eivai
XapnAdg (< 5.000).

4. Emwdaore To pmoukadki atoug 37 °C yia 1-2 npépeg.

ZuAAoyn KaAAiepyEiwV:

1. AgaipéaTe TIG KAAMEPYEIEG ATTO TOV ETWACTAPA Kall
TIEPIBIVITTE g ATTIEG KIVATEIG VIO TV ETTAVEVAIWPNGN
TWV KUTTapWV.

2. MeTagEpeTe TO TIEPIEXOPEVO TTOU EXEI TO HTTOUKOAGKI
0t OwANVAPIo PuyokEVTpou Twv 15 mL.

3. MpooBéate 100 pL amoBepatikol diaAlparog
KoAoepidng (10 pg/mL) oe kaBe awAnvdpio.

4. NwpatioTte Ta cwAnvapra kar avapeigre
He avaoTpo@n.

5. Emwaote Ta owAnvapia otoug 37 °C yia 20 Aemrrd.

6. MeTd TV ETWaON, PUYOKEVTPIOTE Ta CWANVApIa yia
8 Aemrra omig 1.200 o.auA. (300 x g).

7. Avappo@naTe TTPOTEKTIKE TO UTIEPKEINEVO aTTO KABE
owAnvdpio.

8. EmavaAdBare Tnv evaiwpnon Tou KUTTapIKOU
OUCOWHATWHATOG AVANEIYVUOVTAS HE ATTIEG KIVATEIG
1 TivadovTag 1o KATW PEPOG ToU CwANVapiou pe Tov
SeiKTn TOU XEPIOU.

9. MpoagBéote MOAY APTA 10 mL umoTovikoU
SiaAuparog (0,075 M xAwpioUxou kahiou) o€ Kabe
owAnvdpio evoow avadeleTe pe avapikmn
oTpoPiAiopou (aTn xapnAotepn pubuion).

10. ApnoTe Ta owAnvdpla va Tapapeivouv o€
Beppokpacia dwuariou yia 20 Aetrtd (emegepyaaia
pe uTroTovIkS SidAupay).

11. GuyokevTpioTe Ta owAnvapia yia 8 AemTd oTig
1.200 0.a.A. (300 x g).

KAYTTOOHJEET

Néaytteen valmistelu:

Kaytd 0,5-1,0 ml natriumheparinisoitua

luuydinaspiraattia. Litiumhepariini, EDTA tai

sitraattiantikoagulantit eivat sovi sytogeneettisiin
tutkimuksiin.

+ Jos saadaan yli 5 ml luuydinaspiraattia, nayte
saattaa olla laimentunut verelld. Sentrifugoi lyhyesti
nayte pohjaan luuydinndyteosan eristdmiseksi.

+ Jos nayte saapuu kuljetusliuoksessa, sentrifugoi
lyhyesti néyte pohjaan ja poista kuljetusliuos
(supernatantti). Siirrosta kayttden jaljelld olevaa
aspiraattiosaa.

Kunkin laboratorion tulee katsoa lisdohjeet néiden

12. Avappo@naTe TO UTIEPKEIEVO a@rivovTag TrepiTrou

1,0 mL umotovikoU diaAlparog mavw amd 1o
KUTTOPIKG oUCOWUATWHA.
THMEIQZH: MpoaéxeTe To IVWSEG UNIKO TIOU pTTopEi
Va ETEKTABET TG TO KUTTAPIKG CUCOWHATWHA TIPOG
Ta MAVW Kal PECO OTO UTIEPKEIIEVO UYpO PETA TN
Quyokévtpion. Ta TeAeutaia Aiya mL Tou
UTTEPKEiPEVOU UypoU pTropei va mpémel va
aQalpeBolV XeIpwvakTIKG pe mmETa MaoTép (Xwpig
va xpnoipgotoimndei avappoégnon kevol) yia va
amo@euyBei n avappoéenan oAdkAnpou Tou
KUTTAPIKOU OUCOWWATWUATOG OTOV K&do
aTTOPPINKATWY.

13. EmavaAdpate Tnv evaiwpnon Tou KUTTapikoU
OUCOWUATWHATOG, OTIWG TIEPIYPAPETAl OTO Pripa 8.

14. Mpoobéate MOAY APTA 10 mL SiaAtpartog
povipotoinong HeBavoAng:ogikol ogéog ae avahoyia
3:1 oc kGBe owAnvaplo, evoow avadeleTe pe
avapikrn oTpoBIAiooU (aTn XaunAdTepn puBpIoN).

15. ApoTe Ta cwAnvdapla va Tapapeivouv o€
Bepuokpacia dwpatiou yia 20 Aemta (Tpwn
poviyotroinan).

16. EmavaAdpere ta BAuara 11-13.

17. MpoaBéate 5 mL diahupaTog povipoToinang, 4muwg
o710 BrAua 14.

18. ApnoTe Ta cwAnvdapia va Tapapeivouv o€
Beppokpacia dwpartiou yia 10 Aemtd (deuTepn
poviyotoinan).

19. EmavaAdpere Ta Brpara 16-18 (1pitn povipomoinan).

20. Ze autd TO ONpEio, T POVIHOTIOINPEVA KUTTAPIKA
OUCOWPATWHATA PTTOPOUV Va XpnaiuoToinbolv
ApECWG YIO TNV TIPOETOINACTA AVTIKEILEVOPOPWY
TAGK®WY, OUPQWVA PE TO TUTTIKG TTPWTOKOAAO TOU
epyaampiou 1j va guhayBolv ato yuyeio (2-8 °C)
yia peMovTikA xprion.

®YAAZH KAI XTAGEPOTHTA

To CHANG Medium BMC 6a mpémel va guAaoaetal
KaTewuypévo, katw amé Toug -10 °C, péxpl va eioTe
¢toipor va 1o xpnoipotmoiioete. To CHANG Medium
BMC eival a1aBepd Ewg tnv nuepopnvia Ajgng mou
avaypageTal aTnV eTIKETA TNG PIAANG, dTav puAdoaeTal
Katewuypévo. Metd tnv améyun, Tuxov pn
XPnoipoToInuévo Tpoidv pmopei va diaveunbei oe
khdoparta epyaciag kal va emavakatayuyBei yia
€makoAoudn xpAon N va TwPatioTel oQIKTA Kal va
puAayBei aToug 2 °C ¢wg 8 °C, yia éwg Kai 30 npépeg.
MpoaTaréyrte 10 amd PAopifov Pug.

NMPO®YAAZEIZ KAI MPOEIAONOIHZEIZ

H ouokeur auth poopideTal yia xpAan amd TPoowTIKG
Tou €xel ekmraideuTei ae diadikaaieg mou mepiAapBavouv
TNV UTTodEIKVUOUEVN €Qappoyh yia Tnv otoia
TIPoOpIeTal N CUOKEUR.

To CHANG Medium BMC mepiéxer FBS ka1 GCT
conditioned medium kai o xelpiop6g Tou Ba TpETEl va
VIVETal PE TN ARYN TWV YEVIKWY €PYACTNPIOKWY
TpouUAAGewy. To pégo mepiExel Eva avTiBioTike
(yevrapukivn) yia tn peiwon tng mbavotnTag
BakTtnprakig poAuvang, alAd Ba mpémel va
XPNO1QoTIoI00VTal TTAVTOTE AONTITEG TEXVIKEG KATA TN
Siavopr} Tou pégou. Mn xpnaipgoToIEiTE KavEVa pEGO
TIoU OV EEl KOKKIVO XpWwHa.

19. Toista vaiheet 16-18 (kolmas fiksaus).

20. Fiksattuja solupellettejé voidaan tésséa vaiheessa
kéyttaa heti naytelasin valmistamiseen laboratorion
vakiomenettelylla tai sailyttaa jadkaapissa (2-8 °C)
myéhempaé kayttoa varten.

SAILYTTAMINEN JA STABIILIUS

CHANG Medium BMC on silytettava pakastettuna alle
-10 °C:ssa, kunnes sité tarvitaan kayttoon. CHANG
Medium BMC -liuos on stabiilia pullon etikettiin
merkittyyn viimeiseen kayttépaivaan saakka, kun liuosta
sailytetdan pakastettuna. Sulatuksen jalkeen
kayttamaton liuos voidaan jakaa ty6skentelyeriin ja
pakastaa uudelleen my6hempaa kéyttoa varten. Liuos
séilyy tiukasti korkilla suljettuna ja 2-8 °C:n lampoatilassa
enintadn 30 paivaa. Suojaa loistevalaisimen valolta.

op kweek wordt gezet. . } ) femperatuur lager dan -10 °C tot het moment van SLOZKY vypracyovvanych a qptimalizovaHYCh specificky pro jeji médium GCT a je tieba s nim zachazet pii dodrzeni KOMPONENTER skal hvert laboratorium felge sine egqel procedlurer forholdsregler for laboratorier. Mediet indeholder et tuotteiden kéi.théé vartgn omistaIabgratorigkéytépté-'ja
Voor aanvullends informatie over het gebruik van deze gebruik. CHANG Medium BMC is stabiel tot de Aminokyselina Proteiny, hormony ~ Vitaminy konkrétni zdravotnicky program. vieobecnych laboratornich bezpe&nostnich opatfeni. Aminosyre Proteiner, hormoner  Vitaminer og og protokoller, som er blevet specifikt udviklet antibiotikum (gentamicin) for at reducere risikoen for AINESOSAT protokollaohjeistaan, jotka on kehitetty ja optimoitu VAROTOIMET JA VAROITUKSET
COMPONENTEN productgn dienen alle laboratoria hun eigen houdbaarheidsdatum op het etiket van de fles. mits het Arginin a ristové faktor a stopové prvk Kultivace kostni dfens: Médium obsahuje k omezeni potencialu bakterilni Arginin og vaskstfaktorer  sporelementer og optimeret til laboratoriets eget medicinske program. bakteriel kontaminering, men der skal altid anvendes Aminohanpo Proteiinit. hormonit  Vitamiinit ia nimenomaan laboratorion omaa terveydenhuolto- Tama viline on tarkoitettu sellaisen henkildstn
. - - laboratoriumprocedures en -protocollen te raadplegen y p ’ Asparagin Fetalni bovinni Kyselina listova ' e L, . i ibioti ici ¥ d3 Ani Asparagin Fotalt bovint serum  Folinsyre i i i i arginiini ia kasvutekijat hivenaineet ohjelmaa varten. M P "

Aminozuren Eiwitten, hormonen  Vitaminen en " X " R e A : yos e 1 kontaminace antibiotikum (gentamicin), ale pfi davkovani ! OUnSyre . aseptiske teknikker ved dispensering af mediet. g Ja kasvutekijat hivenaineet
Arginine on aroeifactoren snoorelementen die speciaal zijn ontwikkeld en geoptimaliseerd voor uw product ingevroren wordt bewaard. Na ontdooien kan Kyselina sérum (FBS) Nikotinamid Véechny kultivaéni nadobky oznacte jménem pacientky, sdia is vidy teb ¥ivat tické technik Asparaginsyre (FBS) Nicotinamid Knoglemarvskultur: Et medium. der ikk dt m ikk i asparagiini naudan sikion foolihappo kéytettavaksi, joka on koulutettu menetelmiin,
As%aragine Foetaal Foliumzuur individueel medisch programma. eventueel ongebruikt product worden opgedeeld in asparagova Riboflavin Cislem vzorku a typem kultury. Pfipravte pro kazdy vzorek media je vzdy treba pouzival asepticke techniky Cystin Riboflavin Marker alle dyrkningsbeholderne med patientnavn, medium, der ikke er radt, ma lkke anvendes asparagiinihappo seerumi (FBS) nikotiiniamidi Luuytimen viljely: joihin kuuluu vélineen tarkoitettu, kayttéaiheen
Asparaginezuur runderserum (FBS)  Nicotinamide praktische hoeveelheden en opnieuw worden ingevroren Cystin Indikétor pH Thiamin kultivaéni lahev obsahujici: Nepouzivejte zadne médium, které nema cervenou barvu. Glutamin pH-indikator Thiamin pravenummer og kulturtype. For hver prave Klargeres kystiini riboflaviini Merkitse kaikkiin viljelyastioihin potilaan nimi, mukainen kaytto.
Cystine Riboflavine Beenmergkweek: voor later gebruik of gedurende maximaal 30 dagen bij %/Ztealirzgg\utamové Fenolova cerveri ;}faystec!itr;n?enové 1. 10,0 ml CHANG Medium BMC. g:;é?;ninsyre Red fenol Ezm;hnﬁir:'lsyre en kolbe med: g}utamiinih Mi tiamiini " naytenumero ja viljelytyyppi. Valmistele kutakin néytetta GCHANG Medium BMC siséltaa naudan sikis )

i -indi jiami ° ° i i ed i i ilibrui ° i utamiinihappo fenolipuna antoteenihappo i iSAItaS: edium sisaltaa naudan sikion seerumia
g:u:am!ne 1;Hm|d¢dmr llhlatmthe Plak op allg_!(weekflessen een label met daarop de naam 2 °C tot 8 °C worden bewaard, mits stevig met de dop Glycin Soli a iont Kobalamin 2. Prefi inokulaci vzorku lahev ekvilibrujte na 3'7 C. Histidin Salte oa ioner Pyridoxin 1. 10,0v|-.n| CHANG M?d'“m BMC, . g\ysiini pp! p Eobalamiini PO varten pullo, joka 5|sa|ta§. ,  BCT Sl fon il ass kbvietiva slotusnmatta o
Glu aminezuur enolroo Carl])ol eenzuur van de patiént, het monsternummer en het kweektype. afgesloten. Bescherm tegen fluorescentielicht. Histidin Chlorid sodny Pyridoxin 3. Kazdou lahev s obsahem 10,0 ml pfedem Hydroxyprolin Natriumklorid Paraaminoben- 2. Akvilibrer kolben til 37 °C, inden praven indpodes. histidiini Suolat ia ionit pyridoksini 1. 10,0 ml CHANG Medium BMC -liuosta. Ja olujen viljely: ytettya elatt 2, j
Higtciljnige Zouten en ionen Porigoi?:ge Prepareer voor elk monster een fles met daarin: Hydroxyprolin Cholinchlorid Kyselina ekvilibrovaného média CHANG Medium BMC Isoleucin Kolinklorid zoesyre 3. Indpod 0,5 ml (500 ) af preven, eller en passende hydroksiproliini natriumkloridi aminobentsoiin- 2. Tasapainota pullo 37 °C:seen ennen néytteen sitd on kasiteltava laboratorion yleisia varotoimia
Hydromyproine  Natrumehioride  Aminobenzoézuur - 10,0 mI CHANG Medium BNIC. VOORZORGSMAATREGELEN Isoleucin Chlorid draseln  aminobenzoova inokulujte 0,5 ml (500 pl) vzorku nebo jinym Leucin KaliumKlorid meengde afhaengigt af leukocyttallet i hver kolbe, isoleusiini koliiniklorici ihappo siirrostamista. noudattaen. Liuos sisltéa antibioottia (gentamysiini)
Isoleucine Cholinechloride 2. Equilibreer de fles tot 37 °C voordat u het monster EN WAARSCHUWINGEN ::e“,Ci" Ei’af" hq?eénaty’d I Ostani vhodnym objemem v zavislosti na po&tu leukocytd. k/‘ilsll;: ) “Nﬂa?,”%if”"”fst”fat Qndet et med 10,0 ml prae-zekvilibreret CHANG Medium BMC. leusiini kaliumkloridi ) 3. Siirrosta 0,5 ml (500 pl) ndytetta tai asianmukainen bakteerikontaminaation mahdollisuuden vahentamiseksi,
Leucine Kaliumchloride Overige inoculeert. Dit hulpmiddel is bedoeld voor gebruik door personeel ysin_ ostorecnan sodny stalni Pridejte méné& vzorku, pokud je poget leukocyti etnionin atriumiosta mpecetetumor Tilseet mindre af praven, hvis leukocyttallet er hgjt lysiini magnesiumsulfaati M,‘ maara, riippuen valkosolumaarasta (WBC), mutta ||u0§lt.a J,,aef_“aéssﬁ on aina Ifaylettav_a ase‘?"s'a
Lysi M: i Ifaat  Giant Cell T . - s Methionin Dusi¢nan vapenaty ~ Kondiciované 3 3 i ’ Phenylalanin Kalciumnitrat konditioneret N metioniini natr ostec e : menetelmia. Al3 kayta mitdan livosta, joka ei ole
N‘ilsll;::? ) Natg'nESIfumfsutaa ian d'?‘ umgr 3. Inoculeer in elke fles met 10,0 ml gepreéquilibreerd dat opgeleid is in procedures waaronder de aangegeven Fenylalanin médium Giant Cell vysoky (> 30 000), nebo vice, pokud je podet Prolin medium (Giant cell (> 30.000) eller mere, hvis leukocyttallet er lavt fenyylialaniin Kalsiumnitraati soluvilmissa jokaiseen pulloon, jossa on 10,0 ml ennalta 1enete B Yy |
Fenylalanine Calciumnitrast  medium (GGT.CM) CHANG Medium BMC 0,5 ml (500 ul) van et toepassing waarvoor het hulpmiddel is bedoeld. Prolin Pufry Tumor Conditioned ~ leukocyti nizkj (< 5 000). Serin Buffere tumor conditioned (<5.000). prolini Kaytety liuos tasapainotettua CHANG Medium BMC -luosta, Lisga ~ Variltaan punaista.

Proline Glutathion monster of de juiste hoeveelheid afhankelijk van de ) Serin Hydrogenuhliitan ~ Medium (GCT-CM) 4. Lahev inkubujte 1-2 dny pfi teploté 37 °C. Threonin Natriumbikarbonat ~ medium, GCT-CM) 4. Inkuber kolben ved 37 °C i 1-2 dage. seriini Puskurit (GCT-CM) véhemman naytetta, jos WBC-maara on suuri
Serine Buffers Biotine telling van het aantal witte bloedcellen (WBC). Voeg CHANG Medium BMC bevat FBS en GCT Threonin sodny Glutathion . Tryptofan HEPES Glutathion treoniini natriumbikarbonaatti  glutationi (> 30 000), tai enemman naytetta, jos WBC-maara
Treonine Natriumbicarbonaat minder van het monster toe als de WBC-telling hoog geconditioneerd medium en dient met inachtneming van Tryptofan HEPES Biotin Sbér kultur: Tyrosin " Biotin Hest af kulturerne: tryptofaani HEPES biotiini on pieni (< 5 000).
Tryptofaan HEPES Energiesubstraten is (> 30.000) of het ter als de WBC- universele voorzorgsmaatregelen voor laboratoria te Tyrosin - » 1. Vyjméte kultury z inkubatoru a jemnym zakrouZenim Valin Antibiotikum ) 1. Tag kulturerne ud af inkubatoren, og hvirvl dem tyrosiini 4. Inkuboi pulloa 37 °C:ssa 12 paivan ai

" is (> 30.000) of meer van het monster als de ; L Valin Antibiotikum Energetické ; X Gentamicinsulfat ~ Energisubstrater - valiini Antibiootti Energiasubstraatit - 'MKuboi pulioa :ssa paivan ajan.

Tyrosine Glucose i i worden behandeld. Het medium bevat een antibioticum P . ; resuspendujte buiky. forsigtigt rundt for at resuspendere cellerne. L _ Eneraiasubsiraait
Vali Antibioti Inositol telling laag is (< 5000). e h Gentamicin-sulfat ~ substraty " A e Vand Glukose ) ) . gentamysiinisulfaatti  glukoosi - . -

aline Antibioticum nositol 4. Incubeer de fles gedurende 1 & 2 dagen bi 37 °C (gentamicine) om de kans op bacteriéle besmetting Voda Glukéza 2. Preneste obsah kultivacni lahve do 15ml centrifugacni Af kvalitet til Inositol 2. Overfer kolbens indhold til et 15 ml centrifugerar. Vesi inositol Viljelmien kerédaminen:
Water Gentamicinesulfzat ) ' te verlagen, maar aseptische technieken dienen altijd V kvalité vody Inositol zkumavky. injektionsvaeske 3. Tilszet 100 pl Colcemid-stamoplasning (10 g/ml) injektionesteisiin 1. Ota vilielmét Iampokaapista ja uudelleensuspendoi
Farmaceutisch Oogsten van de kweken: te worden toegepast bij het pipetteren van het medium. pro injekci 3. Do kazdé zkumavky pridejte 100 pl zasobniho roztoku il hvert ror. tarkoitetun veden solut varovasti pydrittamalla.

kwaliteitswater
(WFI)

VEREISTE MAAR NIET MEEGELEVERDE

MATERIALEN EN APPARATUUR

1. Steriele kunststof centrifugeerbuisjes
en kweekflessen

2. CO,-incubator bij 37 °C

3. Tafelcentrifuge

4. Vortexmenger

5. Colcemide-standaardoplossing, 10 pg/ml

6. Kaliumchlorideoplossing, 0,075 M

7. Fixeeroplossing, methanol:azijnzuur (3:1)

KWALITEITSBORGING

Diverse factoren, waaronder de bron van de monsters,
de kweekomstandigheden en de selectie van reagentia,
kunnen van invloed zijn op het verkregen resultaat.
Gebruikers wordt aangeraden elke nieuwe reagensbatch
parallel met het referentiemateriaal met bekende
geschikte activiteit te gebruiken voordat het routinematig
wordt gebruikt. De prestaties van elke partij CHANG
Medium BMC zijn getest op klinische beenmergkweken
in een onafhankelijk klinisch cytogenetisch laboratorium
en vergeleken met een controlemedium. De resultaten
worden vermeld op een partijspecifiek analysecertificaat.

VOORBEREIDING OP HET GEBRUIK

Laat CHANG Medium BMC een nacht in de koelkast
(bij 2-8 °C) ontdooien en meng daarna voorzichtig voor
een goede homogeniteit. Breng op aseptische wijze
10 ml medium over in steriele kweekflessen en
equilibreer tot 37 °C, waarna het direct kan worden
gebruikt voor beenmergkweken.

NB: Vaak vormen er zich calciumcarbonaatkristallen
in CHANG Medium BMC. Uit onderzoek is gebleken dat
de aanwezigheid van deze kristallen geen nadelige
invloed heeft op de prestaties van het product.

LATVISKI

LIETOSANAS INDIKACIJA

,CHANG Medium BMC” (Canga barotne BMC)
ir paredzéta lieto$anai kltnisko cilvéka kaulu smadzenu
kultdru primaraja kultivéSana, lai veiktu kariotipu
noteik§anu un citus genétiskos testus dazadu
hematologisku traucgjumu gadijuma.

IERICES APRAKSTS

,CHANG Medium BMC" ir lieto$anai gatava barotne, kas
sastav no ,RPMI Medium 1640” ar liellopu embriju
serumu (FBS), HEPES bufera, L-glutamina, gigantisko
$0nu audzéja (GCT) $anu iedarbiba kondicionétas
barotnes un gentamicina sulfata. ,CHANG Medium BMC”
ir optimizéta, lai veicinatu efektivu kaulu smadzenu $tnu
pievieno$anos un aug$anu citogenétisku analizu
veik$anai. Pirms kaulu smadzenu $anu kultivé$anas nav
nepiecie$ama citu sastavdalu pievieno$ana.

SASTAVDALAS
Aminoskabe Proteini, hormoni Vitamini un
Arginins un aug8anas faktori mikroelementi
Asparagins Liellopu embriju Folijskabe
Asparaginskabe serums (fetal bovine Nikotinamids
Cistins serum - FBS) Riboflavins
Glutamins Tiamins
Glutaminskabe pH indikators Pantoténskabe
Glicins Fenolsarkanais Kobalamins
Histidins PiridoksTns
Hidroksiprolins Sali un joni Aminobenzoskabe
Izoleicins Natrija hlorids )
Leicins Holina hlorids Citas
Lizins Kalija hlorids Gigantisko $tnu
Metionins Magnija sulfats audzéja $tnu
Fenilalanins Natrija fosfats iedarbiba
Prolins Kalcija nitrats kondicionéta
Serins barotne (GCT-CM)
TrfeonTns Buferi Glutations
Triptofans Natrija bikarbonats ~ Biotins
Tirozins HEPES
Valins Energijas substrati
. Antibiotikas Glikoze
Udens Gentamicina Inozitols
Injekciju tdens sulfats

(WFI) kvalitate

NEPIECIESAMIE, BET NEIETVERTIE

MATERIALI

1. Sterili centrifagas plastmasas stobrini un kultdras
flakoni

2. CO, inkubators, kura iek$&ja temperatara ir 37 °C

3. Laboratorijas galda centrifiga

4. Virpulmaisitajs

5. Standartskidums ,Colcemid” 10 pg/ml

6. Kalija hlorida $kidums 0,075 M

7. Fiksacijas $kidums, metilspirts:etikskabe (3:1)

KVALITATES NODROSINASANA

leglto rezultatu var ietekmét vairaki faktori, tostarp

paraugu ieguves avots, kultivéSanas apstak|i un

reagentu izvéle. Pirms apstiprinasanas izmanto$anai

ikdienas praksé lietotajiem ir ieteicams izméginat ikvienu

jaunu reagenta partiju, paraléli lietojot salidzinamo

materialu, kura iedarbiba ir zinama un piemérota. Katras

,CHANG Medium BMC"” partijas veiktspé&ja ir testéta

kiiniskas kaulu smadzenu kultoras neatkariga kimiskas

citogenétikas laboratorija, salidzinot to ar kontrolbarotni.

Rezultati tiek zinoti katrai partijai Tpasa analizes

sertifikata.

SAGATAVOSANA LIETOSANALI

,CHANG Medium BMC” pa nakti jaatstaj ledusskapt
(2-8 °C) atkausésanai, p&c tam uzmanigi jasamaisa, lai
nodro$inatu viendabigumu. Aseptiski dozé&jiet 10 ml
barotnes sterilos kulttras flakonos un nostabilizéjiet
37 °C temperattra talitéjai izmantoSanai kaulu
smadzenu kultdras.

Piezime: barotné ,CHANG Medium BMC" parasti
veidojas kalcija karbonata kristali. Nav novérots, ka Sie
kristali raditu jebkadu nevélamu ietekmi uz produkta
veiktspéju.

1. Haal de kweken uit de incubator en draai
ze voorzichtig rond om de cellen te resuspenderen.

2. Breng de inhoud van de fles over naar een
centrifugeerbuisje van 15 ml.

3. Voeg aan elk buisje 100 pl standaardcolcemide
(10 pg/ml) toe.

4. Sluit de buisjes met een dop af en meng de inhoud
door de buisjes om te keren.

5. Incubeer de buisjes gedurende 20 minuten bij 37 °C.

6. Centrifugeer de buisjes na incubatie gedurende
8 minuten op 1200 omw/min (300 x g).

7. Aspireer het supernatant voorzichtig uit elk buisje.

8. Resuspendeer de celpellet door deze voorzichtig
te mengen, of door met de wijsvinger tegen
de onderkant van het buisje te tikken.

9. Voeg ZEER LANGZAAM aan elk buisje 10 ml
hypotone oplossing (0,075 M kaliumchloride) toe,
terwijl u het met de vortexmenger mengt
(op de laagste stand).

10. Laat de buisjes gedurende 20 minuten bij
kamertemperatuur staan (hypotone behandeling).

11. Centrifugeer de buisjes gedurende 8 minuten
op 1200 omw/min (300 x g).

12. Aspireer het supernatant en laat ca. 1,0 ml hypotone

oplossing boven de celpellet staan.
NB: Wees voorzichtig met vezelig materiaal dat na
het centrifugeren vanuit de celpellet tot in het
supernatant kan reiken. Het kan nodig zijn om de
laatste paar ml supernatant handmatig met een
pasteurpipet te verwijderen (zonder vaculimaspiratie)
om aspiratie van de gehele celpellet in de afvalbak
te voorkomen.

13. Resuspendeer de celpellet zoals beschreven
in stap 8.

14. Voeg ZEER LANGZAAM aan elk buisje 10 ml
van de fixeeroplossing 3:1 methanol:azijnzuur toe,
terwijl u het met de vortexmenger mengt (op de
laagste stand).

LIETOSANAS NORADIJUMI

Parauga sagatavo$ana:

izmantojiet 0,5 Iidz 1,0 ml ar natriju heparinizéta kaulu

smadzenu aspirata. Litija heparins, EDTA vai citratus

saturosi antikoagulanti nav pieméroti citogenétiskiem
pétijumiem.

+ Ja sanemts vairak neka 5 ml smadzenu aspirata,
paraugs var bat ar saSkidrinatam asinim.
Centrifugéjiet paraugu, lai izolétu kaulu smadzenu
frakciju.

+ Japaraugs ticis piegadats transporté$anas barotng,
centrifugéjiet to un atdaliet transporté$anas barotni
(supernatantu). Inokulgjiet, izmantojot atlikuso
aspirata frakciju.

Papildu informacija par $o produktu lietoSanu mekléjama

katras laboratorijas procedaru aprakstos un protokolos,

kas Tpa$i izstradati un optimizéti individualajai
mediciniskajai programmai.

Kaulu smadzenu kultira

Markéjiet visus kulttras traukus ar pacienta vardu,

uzvardu, parauga numuru un kultdras veidu. Katram

paraugam sagatavojiet flakonu, kas satur talak noradrto.

1. 10,0 ml ,CHANG Medium BMC".

2. Pirms parauga inokulacijas stabilizéjiet flakonu
37 °C temperatara.

3. Inokulgjiet 0,5 ml (500 pl) parauga vai atbilstosu
ta daudzumu atkariba no balto asinskermeniSu
skaita katra flakona, kas satur 10,0 ml iepriek$
stabilizétas ,CHANG Medium BMC". Pievienojiet
mazak parauga, ja ir liels balto asinskermeni$u
skaits (> 30 000), vai vairak parauga, ja balto
asinskerment$u skaits ir mazs (< 5000).

4. Inkubgjiet flakonu 37 °C temperattra 1-2 dienas.

Kultivéta materiala ievaksana

1. lznemiet kultdras no inkubatora un uzmanigi
pavirpiniet to, lai atkartoti suspendétu Stnas.

2. Parnesiet flakona saturu uz 15 ml centrifagas
stobrinu.

3. Katra stobrina saturam pievienojiet 100 pl
standartskiduma ,Colcemid” (10 pg/ml).

4. Uzlieciet stobrinu aizbazpus un samaisiet,
apvérsot otradi.

5. Inkubgjiet stobrinus 37 °C temperatara 20 mindtes.

6. Péc inkubacijas centrifuggjiet stobrinus 8 minttes
ar atrumu 1200 apgr./min (paatrinajums 300 x g).

7. Rupigi aspirgjiet katra stobrina supernatantu.

8. Atkartoti suspendgjiet $unu lodTti, uzmanigi
maisot vai viegli piesitot stobrina apak$dalai
ar raditajpirkstu.

9. Kamér stobrini atrodas virpulmaisitaja (Iénakaja
iestatijuma), LOTI LENI pievienojiet katram
stobrinam 10 ml hipotoniska $kiduma (0,075 M
natrija hlorida).

. Atstajiet stobrinus istabas temperatdra 20 mindtes
(hipotoniska apstrade).

. Centrifugéjiet stobrinus 8 mindtes ar atrumu
1200 apgr./min (paatrinajums 300 x g).

12. Aspirgjiet supernatantu, atstajot aptuveni 1,0 ml

hipotoniska $kiduma virs $Gnu lodrtes.

PIEZIME: uzmanieties, rikojoties ar $kiedrainu
materialu, kas péc centrifugé$anas no stnu lodites
var iestiepties supernatanta. Pédgjos supernatanta
ml var bat nepiecie$ams atdalit manuali ar Pastéra
pipeti (nelietojot vakuuma aspiraciju), lai nepielautu
visas $nu lodites aspirésanu atkritumu konteinera.

13. Atkartoti suspendgjiet $nu lodTti, ka aprakstits
8. darbtba.

14. Kamér stobrini atrodas virpulmaisitaja (Iénakaja
iestatijuma), LOTI LENI pievienojiet katram
stobrinam 10 ml 3:1 metilspirta:etikskabes fiksacijas
Skiduma.

15. Atstajiet stobrinus istabas temperatara 20 minates
(pirma fiksacija).

o

Gebruik geen medium dat niet rood van kleur is.

16. Atkartojiet 11.—13. darbibu.

17. Pievienojiet 5 ml fiksacijas $kiduma,
ka minéts 14. darbiba.

18. Atstajiet stobrinus istabas temperatara 10 mindtes
(otra fiksacija).

19. Atkartojiet 16.-18. darbibu (tresa fiksacija).

20. Sobrid fiksatas $nu lodites var lietot nekavajoties,
lai saskana ar laboratorijas standarta protokolu
sagatavotu priekSmetstiklinus, vai glabat ledusskapt
(2-8 °C) velakai izmantosanai.

GLABASANA UN STABILITATE

,CHANG Medium BMC" jaglaba sasaldéta par —10 °C
zemaka temperatdra, I7dz ta ir gatava lietoSanai.
Glabajot sasaldéta veida, ,CHANG Medium BMC”
saglaba stabilitati [1dz deriguma terminam, kas noradits
uz pudeles etiketes. Péc atkausé$anas jebkadus
neizlietota produkta parpalikumus var dozét darba
izmantojamas devas un atkartoti sasaldét velakai
izmanto$anai vai ciesi noslégtus glabatno 2 °C lidz 8 °C
temperatdra 11dz pat 30 dienam. Aizsargéajiet
no fluorescéjosas gaismas.

PIESARDZIBAS PASAKUMI

UN BRIDINAJUMI

&7 ierfce ir paredzéta procediras, arf tadas, kuram
$Tierice ir paredzéta, apmacita personala lietoSanai.

,CHANG Medium BMC" satur liellopu embriju serumu
(FBS) un gigantisko $tnu audzéja (GCT) $Unu iedarbiba
kondicion&tu barotni, tadé| ar to jarikojas, ieverojot
Visparéjos piesardzibas pasakumus darbam laboratorija.
Barotne satur antibiotiku (gentamicinu), lai samazinatu
baktériju kontaminacijas iesp&jamibu, tacu, dozéjot
barotni, vienmér jaizmanto aseptiska tehnika. Nelietojiet
barotni, ja ta nav sarkana krasa.

POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY

A VYBAVENI

1. Plastové sterilni centrifugacni zkumavky
a kultivacni lahve

2. CO, inkubator nastaveny na teplotu 37 °C

3. Stolni centrifuga

4. Trepacka vortex

5. Zasobni roztok Colcemid, 10 pg/ml

6. Roztok chloridu draselného, 0,075 M

7. Fixaéni roztok methanol : kyselina octova (3 : 1)

ZAJISTENI KVALITY

Dosazené vysledky mtze ovlivnit nékolik faktord véetné
zdroje vzorku, podminek kultivace a vybéru reagencii.
Doporucujeme uzivatelim, aby kazdou novou $arzi
reagencie pred pfijetim k rutinnimu pouZzivani zpracovavali
paralelné s referencnim materidlem o znamé odpovidajici
aktivits. Ucinnost kazdé $arze média CHANG Medium
BMC byla otestovana na klinickych kulturach kostni diené
nezavislou klinickou cytogenetickou laboratofi v porovnani
s kontrolnim médiem. Vysledky jsou uvedeny
v analytickém certifikatu k prislusné Sarzi.

PRIPRAVA K POUZITI

CHANG Medium BMC je tieba rozmrazit pfes noc
v chladniéce (2-8 °C) a potom jemnym promichanim
zajistit jeho homogenitu. Asepticky nadavkujte 10 ml
média do sterilnich kultivacnich lahvi a ekvilibrujte na
37 °C k okamzitému pouziti ke kultivaci kostni diené.

Poznamka: V médiu CHANG Medium BMC se bézné
tvori krystalky uhli¢itanu vapenatého. Nebylo prokazano,
Ze by pritomnost téchto krystalkd méla jakykoli negativni
Ucinek na funkci vyrobku.

ROMANA

INDICATIE DE UTILIZARE

CHANG Medium BMC este destinat utilizarii la cultivarea
primara a culturilor clinice de maduva osoasa de origine
umana pentru cariotipare si alte teste genetice pentru
diferite tulburari hematologice.

DESCRIEREA DISPOZITIVULUI

CHANG Medium BMC este un mediu gata pentru
utilizare care consta in RPMI Medium 1640, cu FBS,
tampon HEPES, L-glutamina, mediu conditionat pentru
tumori cu celule gigant (GCT) si sulfat de gentamicina.
CHANG Medium BMC a fost optimizat pentru a sustine
atasarea si cresterea eficientéd a celulelor de maduva
osoasa pentru analiza citogenetica. Nu este necesara
addugarea niciunor alte componente inainte de
cultivarea maduvei osoase.

COMPONENTE

Aminoacid Proteine, hormoni  Vitamine si
Arginind si factori de oligoelemente
Asparagina crestere Acid folic

Acid aspartic Ser fetal bovin Nicotinamida
Cistina (SFB) Riboflavina
Glutamina Tiamina

Acid glutamic Indicator pH Acid pantotenic
Glicina Rosu de fenol Cobalamina
Histidina Piridoxind
Hidroxiprolina Saruri si ioni Acid aminobenzoic
Izoleucin Clorura de sodiu

Leucind Clorura de colina Altul

Lizina Clorura de potasiu ~ Mediu conditionat

Metionina Sulfat de magneziu  pentru tumori
Fenilalanina Fosfat de sodiu cu celule gigant
Prolind Azotat de calciu (GCT-CM)
Serina Glutation
Treonina Solutii tampon Biotina
Triptofan Bicarbonat de sodiu
Tirozina EPES Substraturi
Valina energetice
Antibiotic Glucoza
Apa Sulfat de Inozitol
Calitate WFI gentamicina

(water for injection)

[apa sterila pentru

injectii]

MATERIALE S| APARATURA NECESARE,

DAR NEFURNIZATE

1. Eprubete de centrifuga din plastic sterile si vase
de culturd

2. Incubator cu CO, la 37°C

3. Centrifuga de masa

4. Agitator vortex

5. Solutie stoc de Colcemid, 10 pg/ml

6. Solutie de clorura de potasiu, 0,075 M

7. Solutie de fixativ, metanol:acid acetic (3:1)

ASIGURAREA CALITATII

Mai multi factori, printre care se numara sursa
de specimene, conditiile de cultivare si selectia
reactivilor, pot influenta rezultatul obtinut. inainte de
adoptarea pentru utilizarea de rutind, utilizatorii sunt
sfatuiti sa ruleze fiecare lot de reactiv in paralel cu
materialul de referintd despre care se cunoaste cé
actioneaza adecvat. Fiecare lot de CHANG Medium BMC
afost testat in privinta performantei pe culturi clinice de
maduva osoasa in comparatie cu un mediu de control
intr-un laborator de citogenetica medicala independent.
Rezultatele sunt raportate intr-un certificat de analiza
specific pentru fiecare lot.

PREGATIREA PENTRU UTILIZARE
CHANG Medium BMC trebuie dezghetat peste noapte
la frigider (2-8°C), apoi agitat usor pentru asigurarea
omogenitatii. Transferati aseptic 10 ml de mediu in vase
de culturd sterile si echilibrati la 37°C pentru utilizare
imediaté pentru culturile de maduva osoasa.

Nota: In CHANG Medium BMC se formeaza in mod
obisnuit cristale de carbonat de calciu. Nu s-a
demonstrat ca prezenta acestor cristale provoaca vreun
efect nedorit asupra performantei produsului.

Colcemid (10 pg/ml).

4. Zazatkujte zkumavky a promichejte prevracenim.

5. Zkumavky inkubujte 20 minut pfi teploté 37 °C.

6. Po inkubaci zkumavky odstfedte po dobu 8 minut
na 1200 ot./min. (300x g).

7. Opatrné z kazdé zkumavky aspirujte supernatant.
8. Resuspendujte bunéény pelet jemnym promichanim
nebo cvrnkanim ukazovackem na dno zkumavky.

9. VELMIPOMALU pridejte 10 ml hypotonického roztoku
(chlorid draselny 0,075 M) do kazdé zkumavky pfi

10. Nechte zkumavky 20 minut odstat pii pokojové teploté

(hypotonizace).
. Odstredte zkumavky po dobu 8 minut na 1 200 ot./min.
(300x g).

12. Aspirujte supernatant; ponechte pfiblizné 1,0 ml
hypotonického roztoku na bunécnym peletem.
POZNAMKA: Vénujte pozomost viaknitému materialu,
ktery po centrifugaci mize z peletu zasahovat do
supernatantu. Poslednich nékolik ml supernatantu
maze byt nutné odstranit ruéné Pasteurovou pipetou
(nikoli podtlakovou aspiraci), abyste zabranili nasati
celého bunécného peletu do odpadni nadoby.

13. Resuspenduijte bunéény pelet podle popisu v kroku 8.

14. VELMI POMALU pfidejte 10 ml fixacniho roztoku
methanol : kyselina octova (3 : 1) do kazdé zkumavky
pfi vortexovani (na nejnizsi rychlost).

15. Nechte zkumavky 20 minut odstat pii pokojové teploté
(prvni fixace).

16. Opakuijte kroky 11-13.

17. Pridejte 5 ml fixacniho roztoku jako v kroku 14.

18. Nechte zkumavky 10 minut odstat pii pokojové teploté
(druha fixace).

19. Opakuijte kroky 16-18 (tfeti fixace).

20. V této chvili Ize fixované bunécné pelety ihned pouzit
k pFipravé sklicek podle standardniho protokolu
laboratofe nebo ulozit do chladnicky (2-8 °C)
k budoucimu pouziti.

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Pregatirea probei:

Folositi intre 0,5 si 1,0 ml de aspirat de maduva osoasa

pe heparina sodicé. Anticoagulantii pe baza de litiu

heparina, EDTA sau citrat nu sunt corespunzatori pentru
studiile citogenetice.

+ Dacé s-au recoltat mai mult de 5 ml de aspirat de
maduvd osoasa, proba poate fi hemodiluata.
Centrifugati proba pentru a izola fractia de
maduva osoasa.

+ Daca proba soseste intr-un mediu de transport,
centrifugati proba si indepartati mediul de transport
(supernatantul). Inoculati folosind restul fractiei
de aspirat.

Pentru detalii suplimentare privind folosirea acestor
produse, fiecare laborator trebuie sé isi consulte propriile
proceduri si protocoale de laborator, care au fost
elaborate si optimizate special pentru programul dvs.
medical individual.

Cultivarea maduvei osoase:

Etichetati toate vasele de cultura cu numele pacientului,

numarul probei si tipul de culturd. Pentru fiecare proba,

pregatiti un vas care contine:

1. 10,0 ml CHANG Medium BMC.

2. Echilibrati flaconul la 37°C inainte de inocularea
specimenului.

3. Inoculati 0,5 ml (500 pl) de proba sau cantitatea
corespunzatoare in functie de numéarul de leucocite
(WBC) in fiecare vas care contine 10,0 ml de CHANG
Medium BMC pre-echilibrat. Adaugati mai putina
proba daca numarul de leucocite este ridicat
(> 30.000) sau mai multa proba daca numarul
de leucocite este scazut(< 5.000).

4. Incubati vasul la 37°C timp de 1-2 zile.

Recoltarea culturilor:

1. Scoateti culturile din incubator si agitati usor pentru
a resuspenda celulele.

2. Transferati continutul vasului intr-o eprubeta
de centrifuga de 15 ml.

3. Adaugati in fiecare eprubetd 100 pl de solutie stoc
de Colcemid (10 pg/ml).

4. Astupati eprubetele si amestecati prin rasturnare.

5. Incubati eprubetele la 37°C timp de 20 de minute.

6. Dupa incubare, centrifugati eprubetele timp de
8 minute la 1200 rpm (300 x g).

7. Aspirati cu atentie supernatantul din fiecare
eprubeta.

8. Resuspendati peleta de celule prin amestecare
usoara sau prin lovirea usoara a fundului eprubetei
cu degetul aratator.

9. Adaugati FOARTE LENT 10 ml de solutie hipotonica
(0,075 M clorura de potasiu) in fiecare eprubetd in
timp ce agitati in agitatorul vortex (la cea mai redusa
valoare).

10. Lasati eprubetele sa stea la temperatura camerei
timp de 20 de minute (tratament hipotonic).

11. Centrifugati eprubetele timp de 8 minute la 1200 rpm
(300 x g).

12. Aspirati supernatantul lasand aproximativ 1,0 ml
de solutie hipotonica deasupra peletei de celule.
NOTA: Manifestati atentie la materialul fibros care
este posibil sa se extindd din peleta de celule in
supernatant dupa centrifugare. Poate fi necesar sa
se indeparteze ultimii cativa ml de supernatant cu
o pipeté Pasteur (fara a folosi aspirarea cu vacuum)
pentru a evita aspirarea intregii pelete de celule
in recipientul pentru reziduuri.

13. Resuspendati peleta de celule asa cum se descrie
la pasul 8.

14. Adaugati FOARTE LENT 10 ml de solutie de fixativ
metanol:acid acetic 3:1 in fiecare eprubeta
in timp ce agitati in agitatorul vortex (la cea mai
redusd valoare).

o

. Lasati eprubetele sa stea la temperatura camerei
timp de 20 de minute (primul tratament).

16. Repetati pasii 11-13.

17. Adaugati 5 ml de solutie de fixativ ca la pasul 14.

18. Lasati eprubetele sa stea la temperatura camerei
timp de 10 de minute (al doilea tratament).

19. Repetati pasii 16-18 (a treia fixare).

20. In acest punct, peletele de celule fixate pot fi folosite

imediat pentru pregatirea lamelor in conformitate cu

protocolul standard al laboratorului sau depozitate

la frigider (2-8°C) pentru utilizare viitoare.

DEPOZITARE S| STABILITATE

CHANG Medium BMC trebuie sé fie depozitat congelat
sub —10°C péna cand este gata de utilizare. CHANG
Medium BMC este stabil pana la data de expirare
indicata pe eticheta de pe flacon cand este depozitat
congelat. Dupa dezghetare, orice produs neutilizat poate
fi transferat in parti alicote de lucru si recongelat pentru
utilizare ulterioard sau inchis ermetic si depozitat la
o temperatura intre 2°C si 8°C timp de pana la 30 de
zile. Protejati de lumina fluorescenta.

PRECAUTII S| AVERTISMENTE
Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat de catre
personal instruit in proceduri care includ intrebuintarea
pentru care a fost conceput dispozitivul.

CHANG Medium BMC contine mediu conditionat FBS
si GCT si trebuie manipulat aplicand masurile de
precautie general valabile pentru practica de laborator.
Mediul contine un antibiotic (gentamicind) pentru
a se reduce potentialul de contaminare bacteriana,
dar ar trebui folosite intotdeauna tehnici aseptice
la transferarea mediului. Nu folositi niciun mediu care
nu are culoarea rosie.

NGDVENDIGE MATERIALER OG UDSTYR,
DER IKKE MEDFGLGER

1. Sterile centrifugergr og dyrkningskolber af plastic
2. CO,-inkubator pa 37 °C

3. Bordcentrifuge

4. Vortexmixer

5. Colcemid-stamoplasning, 10 ug/ml

6. Kaliumkloridoplgsning, 0,075 M

7. Fikseringsoplgsning, methanol:eddikesyre (3:1)

KVALITETSSIKRING

Flere faktorer, herunder pregvernes kilde, kulturens
tilstand og valg af reagenser, kan have indflydelse pa de
opnaede resultater. Brugere rades til at kere hvert nyt
reagensbatch parallelt med referencemateriale,
der vides at have passende aktivitet, inden
rutineanvendelse. Hvert parti CHANG Medium BMC er
blevet ydeevnetestet pa kliniske knoglemarvskulturer pa
et uafhaengigt klinisk cytogenetisk laboratorium
og sammenlignet med et kontrolmedium. Resultaterne
rapporteres pa et partispecifikt analysecertifikat.

KLARG@RING

CHANG Medium BMC skal tges op natten over
i keleskab (2-8 °C) og derefter blandes forsigtigt for at
sikre homogenitet. Dispenser 10 ml af mediet aseptisk
ind i sterile dyrkningskolber, og akvilibrer til 37 °C
til ojeblikkelig anvendelse til knoglemarvskulturer.

Bemeerk: Der dannes ofte kalciumkarbonatkrystaller
i CHANG Medium BMC. Tilstedevaerelsen af disse
krystaller lader ikke til at forarsage nogen skadelig effekt
pa produktets ydeevne.

SVENSKA

INDIKATIONER

CHANG Medium BMC &r avsett fér anvandning vid
primarodling av kliniska humana benmargskulturer for
karyotypbestamning och andra genetiska tester av olika
hematologiska stérningar.

PRODUKTBESKRIVNING

CHANG Medium BMC ér ett medium som é&r fardigt att
anvandas och bestar av RPMI Medium 1640 med FBS,
HEPES-buffert, L-glutamin, GCT-konditionerat medium
(Giant Cell Tumor) samt gentamicinsulfat. CHANG
Medium BMC har optimerats for att framja effektiv
vidhaftning och vaxt av benmargsceller for cytogenetisk
analys. Inga andra komponenter behdver tillséttas fore
odling av benmarg.

KOMPONENTER
Aminosyror Proteiner, Vitaminer och
Arginin hormoner samt sparamnen
Asparagin tillvéaxtfaktorer Folsyra
Asparaginsyra Fetalt bovint Nikotinamid
Cystin serum (FBS) Riboflavin
Glutamin Tiamin
Glutaminsyra pH-indikator Pantotensyra
Glycin Fenolrdtt Kobalamin
Histidin Pyridoxin
Hydroxiprolin Salter och joner Aminobensoesyra
Isoleucin Natriumklorid .
Leucin Kolinklorid Ovrigt
Lysin Kaliumklorid GCT-konditionerat
Metionin Magnesiumsulfat ~ medium (Giant cell
Fenylalanin Natriumfosfat tumor, GCT-CM)
Prolin Kalciumnitrat Glutation
Serin Biotin
Treonin Buffertar
Tryptofan Natriumbikarbonat ~ Energisubstrat
Tyrosin HEPES Glukos
Valin Inositol

Antibiotikum

Vatten Gentamicinsulfat
Vatten for

injektion (WFI)

MATERIAL OCH UTRUSTNING SOM
KRAVS MEN INTE MEDFOLJER

1. Sterila centrifugror av plast och odlingsflaskor
2. CO,-inkubator, 37 °C

3. Bankcentrifug

4. Vortexblandare

5. Colcemid staml6sning, 10 pg/ml

6. Kaliumkloridldsning, 0,075 M

7. Fixeringsldsning, metanol:attiksyra (3:1)

KVALITETSSAKRING

Ett flertal faktorer, inklusive provernas ursprung,
odlingsforhallanden och val av reagenser kan paverka
de resultat som erhalls. Vi rekommenderar anvandare
att fore rutinmassig anvandning kora varje ny
reagensbatch parallellt med referensmaterial av kénd,
lamplig aktivitet. Prestandan hos varje lot av CHANG
Medium BMC har testats pa kliniska benmargskulturer
vid ett oberoende kliniskt cytogenetiskt laboratorium,
och jamforts med ett kontrolimedium. Resultaten finns
rapporterade pa ett lotspecifikt analyscertifikat
(Certificate of Analysis).

BEREDNING FOR ANVANDNING

CHANG Medium BMC bor tinas 6ver natten i kylskap
(2-8 °C) och darefter blandas forsiktigt for att sakerstélla
att det &r homogent. Dispensera aseptiskt 10 ml medium
i sterila odlingsflaskor och ekvilibrera till 37 °C for
omedelbar anvéandning till benmargsodling.

Anm: Kalciumkarbonatkristaller bildas ofta i CHANG
Medium BMC. Narvaron av dessa kristaller har inte
visats inverka negativt pa produktens funktion.

4. Seet heetter pa rerene, og bland dem ved at vende
dem op og ned.

5. Inkuber rorene ved 37 °C i 20 minutter.

6. Efter inkubation centrifugeres rerene i 8 minutter
ved 1200 o/min. (300 x g).

7. Aspirer forsigtigt supernatanten ud af hvert ror.

8. Resuspender cellepelleten ved forsigtig blanding
eller ved at banke let pa bunden af rgret med
pegefingeren.

9. Tilseet MEGET LANGSOMT 10 ml hypotonisk
oplesning (0,075 M kaliumklorid) til hvert rer, mens
der vortexblandes (pa laveste indstilling).

10. Lad rgrene sta ved stuetemperatur i 20 minutter
(hypotonisk behandling).

11. Centrifuger rerene i 8 minutter ved 1200 o/min.
(300 x g).

12. Aspirer supernatanten, og efterlad ca. 1,0 ml
hypotonisk oplasning over cellepelleten.
BEMZARK: Udvis forsigtighed mht. fibrast materiale,
der kan straekke sig fra cellepelleten og op ind
i supernatanten efter centrifugering. De sidste par
ml supernatant skal muligvis fiernes med handen
med en Pasteurpipette (ikke med vakuumaspiration)
for at undga at aspirere hele cellepelleten ind
i affaldsbeholderen.

13. Resuspender cellepelleten, som beskrevet i trin 8.

14. Tilset MEGET LANGSOMT 10 ml methanol:
eddikesyre (3:1) fikseringsveeske til hvert rer, mens
der vortexblandes (pa laveste indstilling).

15. Lad rgrene sta ved stuetemperatur i 20 minutter
(forste fiksering).

16. Gentag trin 11-13.

17. Tilseet 5 ml fiksering som i trin 14.

18. Lad rgrene sta ved stuetemperatur i 10 minutter
(anden fiksering).

19. Gentag trin 16-18 (tredje fiksering).

20. Pa dette tidspunkt kan de fikserede cellepellets
straks anvendes til forberedelse af objektglas ifelge
laboratoriets standardprotokol eller opbevares
i keleskab (2-8 °C) til senere anvendelse.

BRUKSANVISNING

Provberedning:

Anvand 0,5-1,0 ml benmérgsaspirat hepariniserat med

natriumheparin. Litiumheparin, EDTA eller citrathaltiga

antikoagulantia &r olampliga for cytogenetiska

undersokningar.

+ Ommer &n 5 ml benmargsaspirat erhalls kan provet
vara uppblandat med blod. Centrifugera ned provet
for att isolera benmargsfraktionen.

+  Om provet anlander i transportmedium, centrifugera
ned provet och avldgsna transportmediet
(supernatanten). Anvand den kvarvarande
aspiratfraktionen for utsadd.

Fér ytterligare information om anvandning av dessa
produkter bér varje laboratorium konsultera sina egna
laboratorieforfaranden och -protokoll som utvecklats och
optimerats sarskilt for det egna medicinska programmet.

Benmargsodling:

Mark alla odlingskarl med patientens namn, provnummer

och typ av kultur. For varje prov, bered en flaska

innehallande:

1. 10,0 ml CHANG Medium BMC.

2. Ekvilibrera flaskan till 37 °C fore utsadd av provet.

3. Anvand 0,5 ml (500 pl) prov eller [amplig volym
beroende pa leukocyttalet, till utsadd av celler i varje
flaska innehallande 10,0 ml férekvilibrerat CHANG
Medium BMC. Anvénd en mindre provvolym vid hgt
leukocyttal (> 30 000) och stdrre provvolym vid lagt
leukocyttal (< 5 000).

4. Inkubera flaskan vid 37 °C i 1-2 dagar.

Skorda kulturerna:

1. Ta ut kulturerna ur inkubatorn och snurra dem
forsiktigt sa att cellerna resuspenderas.

2. Overfor flaskans innehall till ett 15 ml centrifugrér.

3. Tillsatt 100 pl Colcemid-stamlésning (10 pg/ml)
till varje ror.

4. Forslut réren och blanda genom véndning.

5. Inkubera roren vid 37 °C i 20 minuter.

6. Centrifugera roren efter inkuberingen i 8 minuter vid
1200 rpm (300 g).

7. Aspirera supernatanten forsiktigt fran varje ror.

8. Resuspendera cellpelleten genom att blanda
forsiktigt eller genom att knappa pa rorets botten
med pekfingret.

9. Tillsatt MYCKET LANGSAMT 10 ml hypoton losning
(0,075 M kaliumklorid) till varje ror under
vortexblandning (pa lagsta installningen).

10. Lat roren sta i rumstemperatur i 20 minuter (hypoton
behandling).

11. Centrifugera réren i 8 minuter vid 1 200 rpm (300 g).

12. Aspirera supernatanten men lamna kvar cirka 1,0 ml

hypoton I6sning ovanfdr cellpelleten.
ANM: Undvik fibrost material som eventuellt kan
sticka upp ur cellpelleten in i supernatanten efter
centrifugering. De sista fa millilitrarna supernatant
kan behéva avlagsnas for hand med hjalp av en
Pasteurpipett (vakuumaspirera ej) sa att man
undviker att aspirera upp hela cellpelleten
i avfallsbehallaren.

13. Resuspendera cellpelleten enligt beskrivningen
i steg 8.

14. Tillsatt MYCKET LANGSAMT 10 ml fixeringslosning
med 3:1 metanol:attiksyra till varje rér under
vortexblandning (pa lagsta installningen).

15. Lat roren sta i rumstemperatur i 20 minuter
(forsta fixeringen).

16. Upprepa steg 11-13.

17. Tillsétt 5 ml fixeringslosning som i steg 14.

18. Lat roren sta i rumstemperatur i 10 minuter
(andra fixeringen).

19. Upprepa steg 1618 (tredje fixeringen).

20. De fixerade cellpellets kan nu antingen anvandas
omedelbart fér beredning av objektglas enligt
laboratoriets standardforfarande eller forvaras
i kylskap (2-8° C) for senare anvandning.

FORVARING OCH HALLBARHET

CHANG Medium BMC ska forvaras fryst vid temperatur
under -10 °C tills det skall anvandas. Vid frysférvaring
4r CHANG Medium BMC hallbart fram till det
utgangsdatum som anges pa flaskans etikett. Efter
upptining kan eventuell oanvand produkt delas upp
i alikvoter och frysas pa nytt for senare anvandning, eller
forslutas tatt och forvaras vid 2-8 °C i upp till 30 dagar.
Skyddas mot fluorescerande ljus.

FORSIKTIGHETSATGARDER OCH
VARNINGAR

Denna produkt &r avsedd att anvandas av personal med
utbildning i procedurer som omfattar den indicerade
tillampning for vilken produkten ar avsedd.

CHANG Medium BMC innehaller FBS samt GCT-
konditionerat medium och ska hanteras enligt generella
forsiktighetsatgarder for laboratorier. Mediet innehaller
ett antibiotikum (gentamicin) for att minska risken for
bakteriell kontaminering; aseptiska metoder ska dock
alltid anvandas nar mediet dispenseras. Anvand inte
nagot medium som inte har rod farg.

laatuinen

TARVITTAVAT MATERIAALIT JA
LAITTEISTOT, JOITA El TOIMITETA
MUKANA

1. Muovisia steriileja sentrifugiputkia ja viljelypulloja
2. CO,-lampékaappi, 37 °C

3. Poytasentrifugi

4. Vortex-sekoitin

5. Colsemid-kantaliuos, 10 pg/ml

6. Kaliumkloridiliuos, 0,075 M

7. Fiksatiiviliuos, metanoli:etikkahappo (3:1)

LAADUNVARMENNUS

Saatuun tulokseen voivat vaikuttaa useat tekijat, kuten
naytteiden lahde, viljelyolosuhteet ja reagenssien
valinta. Kayttajid neuvotaan testaamaan jokainen uusi
reagenssiera rinnakkain tunnetun, sopivan aktiivisuuden
omaavan materiaalin kanssa ennen kuin erd otetaan
rutiininomaiseen kayttoon. Riippumaton kliininen
sytogenetiikkalaboratorio on testannut jokaisen CHANG
Medium BMC -erén suorituskyvyn kliinisissa
luuydinviljelmissa kontrolliliuokseen verrattuna. Tulokset
iimoitetaan erékohtaisessa analyysisertifikaatissa.

KAYTON VALMISTELU

CHANG Medium BMC on sulatettava yon yli
jaékaapissa (2-8 °C) ja sitten sekoitettava varovasti
homogeenisen liuoksen takaamiseksi. Jaa aseptisesti
10 ml livosta steriileihin viljelypulloihin ja anna
tasapainottua 37 °C:seen vélitonta luuydinviljelmissa
kayttamista varten.

Huomautus: CHANG Medium BMC -liuokseen
muodostuu usein kalsiumkarbonaattikiteitd. Néiden
kiteiden esiintymisen ei ole osoitettu heikentavan
tuotteen toimintakykya millaan tavoin.

POLSKI

PRZEZNACZENIE

Pozywka CHANG Medium BMC jest przeznaczona do
uzytku do hodowli pierwotnej prébek klinicznych ludzkiego
szpiku kostnego do kariotypowania i innych testow
genetycznych na rdzne schorzenia hematologiczne.

OPIS WYROBU

Produkt CHANG Medium BMC to pozywka gotowa do
uzycia, w ktorej sktad wechodzi pozywka RPMI Medium
1640 z FBS, bufor HEPES, L-glutamina, pozywka Giant
Cell Tumor (GCT) Conditioned Medium i siarczan
gentamycyny. Pozywke CHANG Medium BMC
zoptymalizowano pod katem wydajnego przytaczania
komorek i wzrostu komérek szpiku kostnego do analizy
cytogenetycznej. Przed zatozeniem hodowli szpiku
kostnego nie jest konieczne dodawanie zadnych
dodatkowych sktadnikow.

SKLADNIKI

Aminokwasy Biatka, hormony Witaminy

Arginina iczynniki wzrostu i pierwiastki $ladowe

Asparagina Plodowa surowica  Kwas foliowy

Kwas asparaginowy bydleca (FBS) Nikotynamid

Cystyna Ryboflawina

Glutamina Wskaznik pH Tiamina

Kwas glutaminowy  Czerwien fenolowa Kwas pantotenowy

Glicyna Kobalamina

Histydyna Sole i jony Pirydoksyna

Hydroksyprolina Chlorek sodu Kwas

Izoleucyna Chlorek choliny aminobenzoesowy

Leucyna Chlorek potasu

Lizyna Siarczan magnezu  Inne

Metionina Fosforan sodu Pozywka Giant cell

Fenyloalanina Azotan wapnia tumor conditioned

Prolina medium (GCT-CM)

Seryna Bufory Glutation

Treonina Wodoroweglan Biotyna

Tryptofan sodu

Tyrozyna HEPES Substraty

Walina energetyczne
Antybiotyk Glukoza

Woda Siarczan Inozytol

Woda o jakosci WFI  gentamycyny

MATERIALY | WYPOSAZENIE WYMAGANE,

ALE NIEDOSTARCZONE

1. Sterylne, wykonane z tworzywa sztucznego probéwki
wirdwkowe i butelki hodowlane

2. Inkubator z atmosferg CO, nastawiony na
temperature 37°C

3. Wiréwka laboratoryjna

4. Wytrzasarka

5. Roztwér podstawowy kolcemidu, 10 pg/ml

6. Roztwér chlorku potasu, 0,075 M

7. Roztwoér utrwalajacy, metanol:kwas octowy (3:1)

ZAPEWNIANIE JAKOSCI

Na uzyskany wynik moze wplyna¢ wiele czynnikow, w tym
pochodzenie probek, warunki hodowli i wybér odczynnikéw.
Zalecane jest, aby przed przyjeciem do rutynowego
stosowania nowej serii odczynnika uzytkownicy
przetestowali ja réwnolegle z materiatem referencyjnym
o0 znanej, odpowiedniej aktywnosci. Kazda serie pozywki
CHANG Medium BMC przetestowano pod katem
skutecznosci w poréwnaniu do pozywki kontrolnej na
hodowlach klinicznych szpiku kostnego w niezaleznych
laboratoriach cytogenetyki klinicznej. Wyniki przedstawiono
na swoistym dla danej serii Swiadectwie analizy.

PRZYGOTOWANIE DO UZYCIA

Pozywke CHANG Medium BMC nalezy rozmraza¢ przez
noc w chtodziarce (2-8°C), a nastepnie delikatnie
wymieszag, aby zapewni¢ jednorodno$¢ roztworu.
W sposob aseptyczny rozdzielic po 10 ml pozywki do
sterylnych butelek hodowlanych i zréwnowazy¢ do
temperatury 37°C w celu niezwlocznego uzycia do hodowli
szpiku kostnego.

Uwaga: W pozywce CHANG Medium BMC czesto
tworza sig krysztaly weglanu wapnia. Nie wykazano,
aby obecnosc tych krysztatow wptywata negatywnie
na wiasciwosci produktu.

2. Siirré pullon siséltd 15 ml:n sentrifugiputkeen.

3. Lisaa 100 pl Colcemid-kantaliuosta (10 pg/ml)
jokaiseen putkeen.

4. Sulje putket korkilla ja sekoita kadntelemalla.

Inkuboi putkia 37 °C:ssa 20 minuutin ajan.

6. Sentrifugoi putkia inkuboinnin jalkeen 8 minuuttia
nopeudella 1 200 rpm (300 x g).

7. Aspiroi varovasti supernatantti kustakin putkesta.

8. Uudelleensuspendoi solupelletti varovasti
sekoittamalla tai napsauttamalla putken pohjaa
etusormella.

9. Lisaa HYVIN HITAASTI 10 ml hypotonista liuosta
(0,075 M kaliumkloridia) kuhunkin putkeen, samalla
kun sekoitat Vortexilla (pienin asetus).

10. Anna putkien olla paikallaan huoneenlamméssé

20 minuuttia (hypotoninen kasittely).
. Sentrifugoi putkia 8 minuuttia nopeudella 1 200 rpm
(300 x g).

12. Aspiroi supernatantti jattden noin 1,0 ml hypotonista

liuosta solupelletin ylapuolelle.
HUOMAUTUS: Varo saikeistd materiaalia, joka voi
ulottua solupelletistd ylés supernatanttiin
sentrifugoinnin jalkeen. Supernatantin viimeiset
muutamat millilitrat on ehké poistettava késin
pasteurpipetilla (ei imuaspiraatiolla), jotta koko
solupelletin imeminen jateastiaan valtetaan.

13. Uudelleensuspendoi solupelletti vaiheessa
8 kuvatulla tavalla.

14.Lisaad HYVIN HITAASTI 10 ml metanoli:
etikkahappofiksatiivia (3:1) kuhunkin putkeen,
samalla kun sekoitat Vortexilla (pienin asetus).

15. Anna putkien olla paikallaan huoneenlammossé
20 minuuttia (ensimmainen fiksaus).

16. Toista vaiheet 11-13.

17. Lisaa 5 ml fiksatiivia kuten vaiheessa 14.

18. Anna putkien olla paikallaan huoneenlammossé
10 minuuttia (toinen fiksaus).

o

INSTRUKCJA UZYCIA

Przygotowanie probki:

Uzy¢ od 0,5 do 1,0 ml aspiratu szpiku kostnego

z heparyng sodowa. Antykoagulanty, takie jak heparyna

litowa, EDTA lub cytrynian nie s3 odpowiednie do badan

cytogenetycznych.

+  Jesliuzyskano wigcej niz 5 ml aspiratu szpiku kostnego,
prébka moze by¢ rozciericzona krwig. Odwirowac
probke, aby oddzieli¢ frakcje szpiku kostnego.

+ Jesli probke dostarczono w pozywce transportowej,
odwirowac ja i usung¢ pozywke transportowa
(nadsacz). Posia¢ komorki, uzywajac pozostatej
frakeji aspiratu.

Szczegodtowe informacje o wykorzystaniu tych
produktow nalezy zweryfikowa¢ w wewnetrznych
procedurach oraz protokotach laboratorium, ktére
opracowano i zoptymalizowano pod katem
poszczegdinych programéw medycznych.

Hodowla komoérek szpiku kostnego:

Opisa¢ wszystkie naczynia hodowlane imieniem

i nazwiskiem pacjenta, numerem probki i typem hodowli.

Dla kazdej probki przygotowac butelke zawierajaca:

1. 10,0 ml pozywki CHANG Medium BMC.

2. Przed posiewem probki zréwnowazy¢ butelke
do temperatury 37°C.

3. Posia¢ 0,5 ml (500 pl) prébki lub odpowiednig objetosc
prébki w zaleznosci od liczby biatych krwinek (WBC)
do kazdej butelki zawierajacej 10,0 ml wstepnie
zrownowazonej pozywki CHANG Medium BMC.
Jesli liczba WBC jest wysoka (>30 000), dodac¢
mniejsza objeto$¢ probki, a jesli liczba WBC jest
niska (<5000), doda¢ wieksza objeto$¢ probki.

4. Inkubowa¢ butelke w temperaturze 37°C przez
1-2 dni.

Zbior hodowli:

1. Wyciagna¢ hodowle z inkubatora i delikatnie obraca¢
butelke ruchem wirowym, aby zawiesi¢ komérki.

2. Przenie$¢ zawarto$c butelki do probowki wirdwkowej
0 pojemnosci 15 ml.

3. Dodac po 100 pl roztworu podstawowego kolcemidu
(10 pg/ml) do kazdej probowki.

4. Zamkna¢ probowki i wymieszac, odwracajac.

5. Inkubowa¢ probowki w temperaturze 37°C przez
20 minut.

6. Po inkubacji wirowa¢ probowki przez 8 minut przy
1200 rpm (300 x g).

7. Ostroznie zaaspirowac nadsacz z kazdej probowki.

8. Zawiesi¢ osad komorkowy, delikatnie mieszajac
lub ostukujac dno probéwki palcem wskazujacym.

9. BARDZO POWOLI doda¢ 10 ml roztworu hipo-
tonicznego (chlorek potasu w stezeniu 0,075 M) do
kazdej probowki, wytrzasajac ja (przy najnizszym
ustawieniu wytrzasarki).

10. Pozostawi¢ probowki na 20 minut w temperaturze
pokojowej (poddawanie dziataniu roztworu
hipotonicznego).

11. Wirowa¢ probowki przez 8 minut przy 1200 rpm
(300 x g).

12. Zaaspirowa¢ nadsacz, pozostawiajac okoto 1,0 ml
roztworu hipotonicznego nad osadem komdrkowym.
UWAGA: Nalezy uwaza¢ na materiat wioknisty, ktory
po odwirowaniu moze wystawa¢ z osadu komérkowego
do nadsaczu. Aby unikna¢ zaaspirowania catego osadu
komérkowego do zbiornika na odpady, moze by¢
konieczne reczne usunigcie ostatnich kilku ml nadsaczu
za pomoca pipety Pasteura (nie korzystajac z aspiracji
prézniowej).

13. Zawiesi¢ osad komoérkowy zgodnie z opisem
w kroku 8.

14. BARDZO POWOLI dodac 10 ml roztworu utrwalajacego,
metanol:kwas octowy w stosunku 3:1, do kazdej
probowki, wytrzasajac ja (przy najnizszym ustawieniu
wytrzasarki).

15. Pozostawi¢ probowki na 20 minut w temperaturze
pokojowej (pierwsze utrwalenie).

16. Powtorzy¢ kroki 11-13.

17. Dodac 5 ml roztworu utrwalajacego zgodnie z opisem
w kroku 14.

18. Pozostawi¢ probowki na 10 minut w temperaturze
pokojowej (drugie utrwalenie).

19. Powtorzy¢ kroki 16-18 (trzecie utrwalenie).

20. Na tym etapie mozna od razu uzy¢ utrwalonych
osadow komérkowych do przygotowania preparatow
zgodnie ze standardowym protokotem laboratorium
lub przechowywa¢ osady w chtodziarce (2-8°C)
do pozniejszego uzytku.

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC
Pozywke CHANG Medium BMC nalezy przechowywaé
zamrozong w temperaturze ponizej —-10°C do czasu
uzycia. Pozywka zachowuije stabilno$¢ do uptywu terminu
wazno$ci podanego na etykiecie butelki, jesli jest
przechowywana w stanie zamrozonym. Po rozmrozeniu
niezuzyty produkt mozna rozdzieli¢ na porcje robocze
i zamrozi¢ ponownie do pozniejszego uzytku lub szczelnie
zamknag i przechowywac w temperaturze od 2°C do 8°C
do 30 dni. Chroni¢ przed $wiattem fluorescencyjnym.

SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA
Ten wyrob jest przeznaczony do uzytku przez personel
wykwalifikowany w dziedzinie procedur obejmujacych
wskazane zastosowanie, do ktérego wyréb ten jest
przeznaczony.

Pozywka CHANG Medium BMC zawiera FBS i pozywke
GCT-CM i nalezy z nig postepowa¢, przestrzegajac
standardowych $rodkéw ostroznosci obowigzujacych
w laboratorium. Aby zmniejszy¢ ryzyko zanieczyszczenia
bakteryjnego, pozywka zawiera antybiotyk (gentamycyne).
Podczas rozdzielania pozywki nalezy jednak zawsze
stosowac techniki aseptyczne. Nie uzywaé pozywki,
ktéra nie ma czerwonego koloru.



EESTI KEEL

NAIDUSTUS KASUTAMISEKS

CHANG Medium BMC on mdeldud kasutamiseks
primaarsetes kliinilistes inimese luuiidi kultuurides
karlotilpimise ja muude geneetiliste, erinevate
hematoloogiliste hairete testimise eesmargil.

SEADME KIRJELDUS

CHANG Medium BMC on kasutusvalmis s6dde, mis
koosneb RPMI Medium 1640 FBS-ist ja sisaldab HEPES-
puhvrit, L-glutamiini, Giant Cell Tumor (GCT)
Conditioned Mediumi ja gentamitsiinsulfaati. CHANG
Medium BMC on optimeeritud toetama luuiidi rakkude
efektiivset kinnitumist ja kasvu tsiitogeneetilise analiisi
eesmargil. Enne luuiidi kultuurimist ei ole vaja lisada
muid komponente.

OSAD

Aminohape Valgud, hormoonid Vitamiinid ja
Arginiin ja kasvufaktorid mikroelemendid
Asparagiin Veiseloote péritolu  Foolhape
Asparagiinhape seerum (FBS) Nikotiinamiid
Tsiistiin Riboflaviin
Glutamiin pH-indikaator Tiamiin
Glutamiinhape Fenoolpunane Pantoteenhape
Gltsiin Kobalamiin
Histidiin Soolad ja ioonid Piiridoksiin
Hudrokstproliin Naatriumkloriid Aminobensoehape
Isoleutsiin Koliinkloriid
Leutsiin Kaaliumkloriid Muu
Liisiin Magneesiumsulfaat Hiidrakulise
Metioniin Naatriumfosfaat kasvaja pohine
Feniillalaniin Kaltsiumnitraat soode (GCT-CM)
Proliin Glutatioon
Seriin Puhvrid Biotiin
Treoniin Naatriumves-
Triptofaan inikkarbonaat Energia
Tirosiin HEPES substraadid
Valiin Gliikoos

Antibiootikum Inositool
Vesi Gentamitsiinsulfaat
WFI kvaliteet

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI

MITTEKUULUVAD MATERJALID

JA VAHENDID

1. Plastist steriilsed tsentrifuugikatsutid
ja rakukultuuri pudelid

2. CO, inkubaator temperatuuril 37 °C

3. Lauatsentrifuug

4. Vortex-mikser

5. Colcemid Stock Solution, 10 pg/ml

6. Potassium Chloride Solution, 0,075 M

7. Fixative Solution, Methanol:Acetic Acid (3 : 1)

KVALITEEDI TAGAMINE

Saavutatavat tulemust voivad méjutada mitmed tegurid,
sh proovide péritolu, kultuurimistingimused
ja reaktiivide valik. Kasutajatel soovitatakse igat
uut reaktiivipartiid paralleelselt analiiiisida
teadaolevalt sobiva aktiivsusega vérdlusmaterjaliga,
enne kui see vOetakse rutiinsesse kasutusse.
Iga CHANG Medium BMC partii jéudlust on testitud
kliinilistel luuiidikultuuridel séltumatus kliinilises
tslitogeneetikalaboris ja vérreldud kontrollsd6tmega.
Tulemused on esitatud partiispetsiifilises
analiiisisertifikaadis.

ETTEVALMISTUSED KASUTAMISEKS
CHANG Medium BMC tuleb iiles sulatada iile6d
kilmkapis (2-8 °C) ja seejarel homogeensuse
tagamiseks drnalt segada. Viige aseptilist tehnikat
kasutades 10 ml soddet steriilsetesse kultuuripudelitesse
ning tasakaalustage temperatuuril 37 °C koheseks
kasutamiseks luutidi kultuuridega.

Mérkus. Tootes CHANG Medium BMC tekivad sageli
kaltsiumoksalaadi kristallid. Nende kristallide esinemine
ei ole pohjustanud kahjulikku toimet toote jéudlusele.

SLOVENCINA

INDIKACIA NA POUZITIE

CHANG Medium BMC je uéené na pouzitie pri primarnej
kultivacii klinickych kultdr fudskej kostnej drene na
karyotypovanie a iné genetické testy na hematologické
poruchy.

POPIS ZARIADENIA

CHANG Medium BMC je médium urcené na priame
pouzitie obsahujuce RPMI Medium 1640, s FBS,
pufrom HEPES, L-glutaminom, médiom
upravenym velkobunkovym karcinémom (GCT)
a gentamicinsulfatom. CHANG Medium BMC
je optimalizované na podporu G¢inného uchytenia
buniek a rast buniek kostnej drene na cytogeneticku
analyzu. Pred kultivaciou kostnej drene sa nevyzaduje
pridanie ziadnych komponentov.

ZLOZKY

Aminokyseliny Bielkoviny, hormény  Vitaminy
arginin a rastové faktory a stopové prvky
asparagin fetalne bovinné kyselina listova
kyselina sérum (FBS) nikotinamid
asparagova riboflavin
cystin Indikator pH tiamin
glutamin fenolova cerveni kyselina
kyselina glutamova pantoténova
glycin Soli a iény kobalamin
histidin chlorid sodny pyridoxin
hydroxyprolin cholin vapenaty kyselina
izoleucin chlorid draselny aminobenzoova
leucin siran hore¢naty
lyzin fosfat sodny Iné
metionin dusi¢nan vapenaty médium upravené
fenylalanin velkobunkovym
prolin Pufre karcinomom
serin hydrogénuhli¢itan ~ (GCT-CM)
treonin sodny glutation
tryptofan HEPES biotin
tyrozin
valin Antibiotikum Energetické

gentamicinsulfat substraty
Voda glukéza
kvalita vody inositol
na injekciu

VYZADOVANE, NO NEDODAVANE

MATERIALY A VYBAVENIE

1. Plastové sterilné skimavky na odstredovanie
a flasticky na kultaru

2. Inkubator CO, pri teplote 37 °C

3. Laboratérna odstredivka

4. Virivy mixér

5. Kmefovy roztok Colcemid, 10 pg/ml

6. Roztok chloridu draselného, 0,075 M

7. Fixa¢ny roztok, metanol : kyselina octova (3:1)

KONTROLA KVALITY

Viaceré faktory, vratane zdroja vzoriek, podmienok
kultivacie a vyberu reagencii, mdzu ovplyvnit ziskany
vysledok. Pouzivatefom sa odporuca, aby kazdu novd
$arzu reagencie spustili paralelne s referenénym
materidlom znadmej vhodnej aktivity predtym,
nez ju zaénu bezne pouzivat. Kazda Sarza CHANG
Medium BMC mala vyskas$any vykon na klinickych
kultarach udskej drene v nezavislom laboratériu pre
klinicku cytogenetiku porovnanim s kontrolnym médiom.
Vysledky sa zaznamenavaju na certifikat analyzy pre
$pecificku $arzu.

PRIPRAVA NA POUZITIE

CHANG Medium BMC sa ma rozmrazit v chladnicke cez
noc (2 °C - 8 °C) a potom jemne premiesat, aby sa
zaistila homogénnost. Asepticky nadavkujte 10 ml média
do sterilnych ffasti¢iek na kultiru a ustalte na teplotu
37 °C na okamzité pouzitie pre kultury kostnej drene.

Poznamka: V CHANG Medium BMC sa bezne tvoria
kryStaly uhli¢itanu vapenatého. Nepreukazalo sa, Ze by
pritomnost tychto krystalov mala dopad na vykon tohto
produktu.

SLOVENSCINA

INDIKACIJE ZA UPORABO

Medij CHANG Medium BMC je namenjen za uporabo
v primarnih Klini¢nih kulturah humanega kostnega mozga
za dolo¢anje kariotipa in druge genske preiskave
razliénih hematoloskih moten;.

OPIS PRIPOMOCKA

Medij CHANG Medium BMC, ki je Ze pripravljen
za uporabo in vsebuje RPMI Medium 1640, FBS, pufer
HEPES, L-glutamin, Giant Cell Tumor (GCT) Conditioned
Medium in gentamicinijev sulfat. Medij CHANG Medium
BMC je optimiziran za podporo ucinkovite pritrditve
in rasti celic kostnega mozga za citogensko analizo.
Pred gojenjem kostnega mozga ni treba dodati nobenih
komponent.

KOMPONENTE
Aminokisline Beljakovine Vitamini in elementi
Arginin hormoni in rastni v sledovih
Asparagin faktorji Folna kislina
Asparaginska Serum govejega Nikotinamid
kislina zarodka (FBS) Riboflavin
Cistin Tiamin
Glutamin Indikator Pantotenska kislina
Glutaminska kislina ~ vrednosti pH Kobalamin
Glicin Fenol rdece Piridoksin
Histidin Aminobenzojska
Hidroksiprolin Soli in ioni kislina
Izolevcin Natrijev klorid
Levcin Holinklorid Drugo
Lizin Kalijev klorid Kondicioniran
Metionin Magnezijev sulfat ~ medij iz
Fenilalanin Natrijev fosfat velikoceliénih
Prolin Kalcijev nitrat tumorjev (GCT-CM)
Serin Glutation
Treonin Pufri Biotin
Triptofan Natrijev bikarbonat
Tirozin HEPES Energijski substrati
Valin Glukoza

Antibiotik Inozitol

Voda Gentamicinijev
Kakovost, sulfat
ki ustreza vodi
za injekcije

POTREBNI MATERIALI IN PRIPOMOCKI,
KI NISO PRILOZENI

1. Plasti¢ne, sterilne, centrifugirne epruvete in bucke
za gojenje kultur

CO,-inkubator s temperaturo 37 °C

Namizna centrifuga

Vrtinéni meSalnik

Osnovna raztopina kolcemida, 10 pg/ml

Raztopina kalijevega klorida, 0,075 M

Fiksacijska raztopina metanola in ocetne kisline
(razmerje 3: 1)

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI

Na dobljeni rezultat lahko vpliva ve¢ dejavnikov, vkljuéno
z virom vzorcev, pogoji gojenja in izbiro reagentov.
Uporabnikom svetujemo, da vsako novo serijo reagenta
pred zacetkom rutinske uporabe preskusijo v primerjavi
z referencnim materialom, za katerega je znana ustrezna
aktivnost. Delovanje vsake serije medija CHANG
Medium BMC je testirano na klini¢nih kulturah kostnega
mozga v neodvisnem laboratoriju za Klini¢no citogenetiko
v primerjavi s kontrolnim medijem. Rezultati so navedeni
na analiznem certifikatu za vsako serijo.

2
3
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PRIPRAVA ZA UPORABO

Medij CHANG Medium BMC je treba ¢ez no¢ odtaliti
v hladilniku (2-8 °C) in nato previdno premesati, da se
zagotovi homogenost. Aseptiéno razdelite 10 ml medija
v sterilne bucke za gojenje kultur in ga uravnotezite na
37 °C za takoj$njo uporabo s kulturami kostnega mozga.

Opomba: V mediju CHANG Medium BMC pogosto
nastanejo kristali kalcijevega karbonata, vendar
prisotnost teh kristalov ni pokazala nobenih $kodljivih
ucinkov na uporabnost izdelka.

KASUTUSJUHEND

Proovi ettevalmistamine

Kasutage 0,5 kuni 1,0 ml naatriumhepariniseeritud luutidi

aspiraati. Tsltogeneetilisteks uuringuteks ei sobi

litiumhepariin, EDTA ega tsitraatantikoagulandid.

+ Ule 5 ml luuiidi aspiraadi puhul v8ib olla tegu
hemodilutsiooniga. Luulidi fraktsiooni isoleerimiseks
kasutage tsentrifuugi.

+ Kui proov tuleb transportaines, siis tsentrifuugige
seda ja eemaldage transportaine (supernatant).
Inokuleerige allesjaanud aspiraadifraktsiooni
kasutades.

Lisateabe saamiseks nende toodete kasutamise kohta
peavad laborid tutvuma oma protseduuride
ja protokollidega, mis on vélja tédtatud ja
optimeeritud spetsiaalselt nende individuaalse
meditsiiniprogrammi jaoks.

Luuiidi kultuur

Sildistage kéik kultuurianumad patsiendi nime, proovi

numbri ja kultuuri tlibiga. Iga proovi jaoks valmistage

ette kultuuripudel, mis sisaldab:

1. 10,0 ml CHANG Medium BMC.

2. Enne proovi inokuleerimist tasakaalustage pudel
temperatuurile 37 °C.

3. Inokuleerige 0,5 ml (500 pl) proovi vdi sobiv
kogus olenevalt valgete vereliblede (WBC) arvust
igasse rakupudelisse, mis sisaldab 10,0 ml
eeltasakaalustatud toodet CHANG Medium BMC.
Lisage vahem proovi, kui WBC on kérge (> 30 000),
ja rohkem proovi, kui WBC on madal (< 5000).

4. Inkubeerige rakupudelit temperatuuril 37 °C
1-2 péeva.

Kultuuride kogumine

1. Eemaldage kultuurid inkubaatorist ja segage rakkude
suspendeerimiseks drnalt.

2. Viige rakupudeli sisu ile 15 ml tsentrifuugikatsutisse.

3. Lisage igasse katsutisse 100 pl toodet Colcemid
(10 pg/ml).

4. Korkige katsutid ja segage ringikeeramise teel.

5. Inkubeerige katsuteid temperatuuril 37 °C 20 minutit.

6. Pérast inkubeerimist tsentrifuugige katsuteid
8 minutit 1200 p/min (300 x g).

7. Aspireerige igast katsutist ettevaatlikult supernatant.

8. Resuspendeerige rakupellet drnalt segades voi
nipsake nimetissérmega vastu katsuti pohja.

9. Lisage igasse katsutisse VAGA AEGLASELT 10 ml

hiipotoonilist lahust (0,075 M kaaliumkloriid), samal

ajal Vortex-segades (vaikseimal kiirusel).

Laske katsutitel seista toatemperatuuril 20 minutit

(hiipotooniline to6tlus).

. Tsentrifuugige katsuteid 8 minutit 1200 p/min

(300 x g).

12. Aspireerige supernatant, jattes rakupelleti peale

umbes 1,0 ml hiipotoonilist lahust.
MARKUS. Olge ettevaatiik fibroosse materjaliga, mis
voib pérast tsentrifuugimist ulatuda rakupelletist iiles
supernatandi sisse. Viimased paar ml supernatanti
vdib olla vajalik eemaldada kasitsi, kasutades
Pasteuri pipetti (mitte vaakumpipettimise teel),
et valtida kogu rakupelleti aspireerimist
jaatmendusse.

13. Resuspendeerige rakupelletit, nagu on kirjeldatud
sammus 8.

14. Lisage igasse katsutisse VAGA AEGLASELT 10 ml
metanooli-dadikhappe kinnitit suhtega 3 : 1, samal
ajal Vortex-segades (vaikseimal kiirusel).

15. Laske katsutitel seista toatemperatuuril 20 minutit
(esimene kinnitamine).

16. Korrake samme 11-13.

17. Lisage 5 ml kinnitit, nagu sammus 14.

18. Laske katsutitel seista toatemperatuuril 10 minutit
(teine kinnitamine).

19. Korrake samme 16-18 (kolmas kinnitamine).

20. Nudd voib kinnitatud rakupelleteid kasutada kohe
slaidi ettevalmistamiseks labori standard-
protseduuride kohaselt voi sailitada kiilmkapis
(2-8 °C) tulevaseks kasutamiseks.

o

NAVOD NA POUZITIE

Priprava vzorky:

Pouzite 0,5 az 1,0 ml aspiratu kostnej drene oSetreného

heparinom sodnym. Litium heparin, EDTA

alebo citratové antikoagulanciad si nevhodné

na cytogenetické Studie.

+ Ak dostanete viac nez 5 ml aspiratu kostnej drene,
vzorka moze byt zriedend. Vzorku odstredte, aby sa
izolovala frakcia kostnej drene.

+ Ak vzorka pride v prenosnom médiu, odstredte ju
a odstrante prenosné médium (supernatant).
Naockujte pomocou zostavajlcej frakcie aspiratu.

Dalsie podrobnosti o pouZiti tychto produktov by malo
kazdé laboratérium cerpat zo svojich vlastnych
laboratérnych postupov a protokolov, ktoré boli
$pecificky vypracované a optimalizované pre vas
individualny medicinsky program.

Kultivacia kostnej drene:

Vsetky nadoby s kultdrami oznacte menom pacienta,

¢islom vzorky a typom kultary. Pre kazda vzorku

pripravte flasticku obsahujucu:

1. 10,0 ml CHANG Medium BMC.

2. Flasticku ustalte na teplotu 37 °C pred
naockovanim vzorky.

3. Naockujte 0,5 ml (500 pl) vzorky, alebo primerané
mnozstvo podla poétu bielych krviniek (WBC),
do kazdej flasticky obsahujucej 10,0 ml vopred
ustaleného CHANG Medium BMC. Ak je WBC vysoky
(>30000), pridajte menej vzorky, alebo ak je WBC
nizky (< 5 000), pridajte viac vzorky.

4. Flasticku inkubujte pri teplote 37 °C 1 - 2 dni.

Zber kultuar:

1. Kultdry vyberte z inkubatora a jemne zavirte,
aby sa bunky resuspendovali.

2. Obsah frasticky preneste do 15 ml skimavky
na odstredovanie.

3. Do kazdej skimavky pridajte 100 ul kmenového
Colcemidu (10 pg/ml).

4. Na skumavky nasadte vrchnaky a premielajte
prevratenim.

5. Skumavky inkubujte pri teplote 37 °C 20 mintt.

6. Po inkubacii skimavky odstredujte 8 minut pri
1200 otacok za minutu (300 x g).

7. Z kazdej skimavky pozorne aspirujte supernatant.
8. Bunkovu peletu resuspendujte jemnym zmie$anim
alebo poklepanim dna skimavky ukazovakom.

9. VELMI POMALY pridajte do kazdej skimavky 10 ml
hypotonického roztoku (0,075 M chloridu draselného)
za virenia (na najnizsich obratkach).

10. Skumavky nechajte odstat pri izbovej teplote
20 minut (hypotonické oSetrenie).

11. Skimavky odstredujte 8 minat pri 1 200 otacok
za minutu (300 x g).

12. Aspirujte supernatant, pricom ponechajte asi 1,0 ml
hypotonického roztoku nad bunkovou peletou.
POZNAMKA: Davaijte pozor na vlaknity material,
ktory moze tréat z bunkovej pelety do supernatantu
po odstredeni. Poslednych par ml supernatantu
mdze byt potrebné odstranit ruéne Pasteurovou
pipetou (bez pouzitia vakuového odsavania),
aby sa do odpadovej nadoby neaspirovala cela
bunkova peleta.

13. Bunkovu peletu resuspendujte tak, ako je popisané
v kroku 8.

14. VELMI POMALY pridajte do kazdej skamavky 10 ml
3:1 metanol : fixana kyselina octova za virenia

15. Skiimavky nechajte odstat pri izbovej teplote
20 minut (prva fixacia).

16. Zopakujte kroky 11 - 13.

17. Pridajte 5 ml fixatného roztoku tak ako v kroku 14.

18. Skimavky nechajte odstat pri izbovej teplote
10 minat (druha fixacia).

NAVODILA ZA UPORABO

Priprava vzorcev:

Uporabite od 0,5 do 1,0 ml aspirata kostnega mozga

z dodatkom natrijevega heparina. Litijev heparin,

EDTA ali citratni antikoagulansi niso primerni

za citogenske Studije.

+ Ce prejmete ved kot 5 ml aspirata kostnega mozga,
je vzrok lahko v hemodiluciji vzorca. V tem
primeru vzorec centrifugirajte, da izolirate frakcijo
kostnega mozga.

« Ce vzorec prejmete v mediju za prenos,
s centrifugiranjem odstranite medij za prenos
(supernatant). Inokulirajte z uporabo preostale
frakcije aspirata.

Dodatne podrobnosti o uporabi teh izdelkov dolo¢ajo
notranji laboratorijski postopki in protokoli vsakega
laboratorija, ki so bili posebej razviti in optimizirani
za zadevni medicinski program.

Gojitev kostnega mozga:

Na vse posode za gojenje kultur zapiSite ime bolnika,

Stevilko vzorca in tip kulture. Za vsak vzorec pripravite

bucko, ki vsebuje:

1. 10,0 ml medija CHANG Medium BMC.

2. Pred inokulacijo vzorca bu¢ko uravnotezite na 37 °C.

3. V vsako bucko, ki vsebuje 10,0 ml predhodno
uravnotezenega medija CHANG Medium BMC,
inokulirajte po 0,5 ml (500 pl) vzorca oziroma
ustrezno koli¢ino glede na $tevilo belih krvnih celic
(BKS). Ce je $tevilo belih krvnih celic visoko
(> 30.000), dodajte manj vzorca, in ¢e je nizko
(< 5000), dodajte vec vzorca.

4. Bucko inkubirajte 1-2 dni pri temperaturi 37 °C.

Pobiranje kultur:

1. Kulture vzemite iz inkubatorja in jih nezno sukaijte,
da ponovno suspendirate celice.

2. Vsebino bucke prenesite v 15 ml centrifugirno
epruveto.

3. Vvsako epruveto dodajte 100 ul osnovne raztopine
kolcemida (10 pg/ml).

4. Epruvete zaprite in premesajte vsebino
z obracanjem.

5. Epruvete 20 minut inkubirajte pri temperaturi 37 °C.

6. Po inkubaciji epruvete 8 minut centrifugirajte pri
1200 vrt./min (300 x g).

7. Previdno aspirirajte supernatant iz vsake epruvete.

8. Celicno usedlino ponovno suspendirajte tako,
da jo narahlo premesate ali s kazalcem frcate
po spodnjem delu epruvete.

9. ZELO POCASI dodajte 10 ml hipotoniéne raztopine
(0,075 M kalijevega klorida) v vsako epruveto med
nastavitvi).

10. Epruvete naj 20 minut pocivajo pri sobni temperaturi

(hipotoni¢na obdelava).
. Epruvete 8 minut centrifugirajte pri 1200 vrt./min
(300 x g).

12. Aspirirajte supernatant, tako da nad celi¢no usedlino
ostane priblizno 1,0 ml hipotonicne raztopine.
OPOMBA: Pazite na vlaknasto snov, ki se po
centrifugiranju lahko $iri iz celicne usedline
v supernatant. Zadnjih nekaj ml supernatanta boste
morda morali ro¢no odstraniti s Pasteurjevo pipeto
(ne z vakuumsko aspiracijo), da preprecite aspiracijo
celotne celicne usedline v posodo za odpadke.

13. Ponovno suspendirajte celi¢no usedlino,
kot je opisano v 8. koraku.

14. ZELO POCASI dodajte 10 ml fiksacijske raztopine
metanola in ocetne kisline (razmerje 3 : 1) v vsako
epruveto med mesanjem v vrtincnem mesalniku
(pri najnizji nastavitvi).

15. Epruvete naj 20 minut pocivajo pri sobni temperaturi
(prvo fiksiranje).

16. Ponovite korake od 11 do 13.

17. Dodajte 5 ml fiksativa kot v 14. koraku.

SAILITAMINE JA STABIILSUS

CHANG Medium BMC tuleb hoida kiilmutatult
temperatuuril =10 °C kuni kasutamiseni. CHANG
Medium BMC on juhistekohasel séilitamisel stabiilne
pudeli etiketile margitud kuupaevani. Parast sulatamist
vdib kasutamata toote jagada todalikvootidesse ja
kilmutada uuesti hilisemaks kasutamiseks véi tihedalt
korkida ja hoida temperatuuril 2-8 °C kuni 30 paeva.
Kaitske fluorestentsvalguse eest.

ETTEVAATUSABINOUD JA HOIATUSED
See seade on ette ndhtud kasutamiseks
tervishoiutdotajatele, kes on saanud koolituse selle
seadme sihtotstarbelise kasutamise alal.

CHANG Medium BMC sisaldab FBS ja GCT pdhist
soodet ning seda tuleb kdidelda tavaparaste
laboratoorsete ettevaatusabindudega. So6de sisaldab
antibiootikumi (gentamitsiini), et véhendada bakteriaalse
saaste voimalust, kuid s6dtme jaotamisel tuleb alati
rakendada aseptilist tehnikat. Arge kasutage Ghtki
soodet, mis ei ole punast varvi.

19. Zopakujte kroky 16 — 18 (tretia fixacia).

20. V tomto bode mozno zafixované bunkové pelety
okamzite pouzit na pripravu sklicok podla
Standardného protokolu laboratéria alebo uchovat
v chladnicke (2 °C - 8 °C) na buduce pouzitie.

UCHOVAVANIE A STABILITA

CHANG Medium BMC sa ma uchovavat pri teplote pod
-10 °C, az kym nebude pripravené na pouzitie. CHANG
Medium BMC bude stabilné az do datumu exspiracie
vytlaceného na oznaceni flade, ak sa uchovava
zmrazené. Po rozmrazeni vSetok nepouZity produkt
mozno nadavkovat do pracovnych alikvét a znovu
zmrazit na neskorSie pouzitie, alebo tesne nasadit
vrchnak a uchovavat pri teplote 2 °C az 8 °C do 30 dni.
Chranite pred fluorescenénym svetlom.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA

A VAROVANIA

Toto zariadenie je uréené na pouZitie personalom
vySkolenym na procedury, ktoré zahfiiaju aplikéciu,
na ktord je toto zariadenie uréené.

CHANG Medium BMC obsahuje médium upravené
pomocou FBS a GCT a musi sa s nim manipulovat
s pouzitim véeobecnych laboratérnych bezpeénostnych
opatreni. Médium obsahuje antibiotikum (gentamicin)
na znizenie moznosti bakteridlnej kontaminacie, no pri
davkovani média sa vzdy musia pouzit aseptické
techniky. Nepouzivajte ziadne médium, ktoré nema
Cerven farbu.

©

. Epruvete naj 10 minut pocivajo pri sobni temperaturi
(drugo fiksiranje).

19. Ponovite korake od 16 do 18 (tretje fiksiranje).

20. Na tej tocki se lahko fiksirani celi¢ni peleti takoj

uporabijo za pripravo preparatov skladno

s standardnim protokolom laboratorija ali shranijo

v hladilnik (2-8 °C) za nadaljnjo uporabo.

SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Medij CHANG Medium BMC je treba shranjevati
zamrznjen pri temperaturi pod =10 °C, dokler
ni pripravljen za uporabo. Ce se medij CHANG Medium
BMC shranjuje zamrznjen, je stabilen do datuma izteka
roka uporabnosti, ki je naveden na nalepki steklenice.
Odtaljen izdelek, ki ga niste porabili, lahko razdelite na
delovne alikvote in ponovno zamrznete za poznej$o
uporabo ali pa dobro zaprete s pokrovEkom in do 30 dni
hranite pri temperaturi 2-8 °C. Zas¢itite pred
fluorescenéno svetlobo.

PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA
Ta pripomocek sme uporabljati samo osebje,
usposobljeno za postopke, ki vkljuCujejo indicirano
uporabo, za katero je pripomocek zasnovan.

CHANG Medium BMC vsebuje kondicioniran medij
(FBS in GCT) in z njim je treba ravnati ob upostevanju
univerzalnih laboratorijskih previdnostnih ukrepov.
Medij vsebuje antibiotik (gentamicin) za zmanj$anje
tveganja bakterijske kontaminacije, vendar je treba pri
razporejanju medija vedno uporabljati asepticne tehnike.
Ne uporabljajte nobenega medija, ki ni rdece barve.

MAGYAR

FELHASZNALASI JAVALLATOK

A CHANG Medium BMC klinikai huméan
csontvel6tenyészetek elsddleges tenyésztésében valod
alkalmazasra szolgal, kariotipus meghatarozasahoz és
mas genetikai vizsgalatokhoz kiilonb6zé hematoldgiai
rendellenességek esetén.

TERMEKISMERTETES

A CHANG Medium BMC egy hasznéalatra kész médium,
amely FBS-t, HEPES-puffert, L-glutamint, ¢ridssejtes
tumor (giant cell tumor, GCT) kondicionalt médiumot és
gentamicin-szulfatot tartalmazé RPMI Medium 1640-bol
4ll. ACHANG Medium BMC médiumot tgy optimalizaltak,
hogy tamogassa a csontveldsejtek hatékony
sejtkapcsolddasat és novekedését a citogenetikai
elemzéshez. A csontvel§ tenyésztése el6tt semmilyen
6sszetevd hozzaadasa nem sziikséges.

OSSZETEVOK

Aminosav Fehérjék, Vitaminok és
Arginin hormonok és nyomelemek
Aszparagin ndvekedési Folsav
Aszparaginsav faktorok Nikotinamid
Cisztin Magzati Riboflavin
Glutamin szarvasmarha Tiamin
Glutaminsav szérum (fetal Pantoténsav
Glicin bovine serum, Kobalamin
Hisztidin FBS) Piridoxin
Hidroxiprolin Aminobenzoesav
Izoleucin -i
Leucin Fenolvéros Egyéb
Lizin Oriassejtes tumor
Metionin Sok és ionok kondicionalt
Fenilalanin Natrium-klorid médium (giant cell
Prolin Kolin-klorid tumor conditioned
Szerin Kalium-klorid medium, GCT-CM)
Treonin Magnézium-szulfat ~ Glutation
Triptofan Natrium-foszfat Biotin
Tirozin Kalcium-nitrat
Valin Energias-

Pufferek zubsztratok
Viz Natrium-bikarbonat ~ Glikdz
Injekcidhoz valo HEPES Inozitol
mindségl viz

Antibiotikum

Gentamicin-szulfat

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT
ANYAGOK ES FELSZERELES

1. Mianyag, steril centrifugacsovek és tenyésztéflaskak
2. CO,-inkubator 37 °C-on

3. Asztali centrifuga

4. Vortex keverd

5. Kolcemid térzsoldat, 10 ug/ml

6. Kalium-klorid oldat, 0,075 M

7. Fixaldoldat, metanol:ecetsav (3:1)

MINOSEGBIZTOSITAS

A kapott eredményt szamos tényezé befolyasolhatja,
beleértve a mintak forrasat, a tenyésztési korlilményeket
és a reagensek kivalasztasat. Javasoljuk, hogy
afelhasznalok minden Uj reagenstételt ismert, megfelelé
aktivitasu referenciaanyaggal parhuzamosan
futtassanak a rutinszerli hasznalat el6tt. A CHANG
Medium BMC minden egyes tételét klinikai
csontveldtenyészeteken tesztelték egy
kontrollmédiummal 6sszehasonlitva, fiiggetien klinikai
citogenetikai laboratériumban. Az eredményekrol
jelentés készill egy tételspecifikus analitikai bizonylaton.

ELOKESZITES A FELHASZNALASRA

A CHANG Medium BMC médiumot egy éjszakan
at htészekrényben (2-8 °C) kell felolvasztani, majd
6vatosan dssze kell keverni a homogenitas biztositasa
érdekében. Aszeptikusan adagoljon 10 ml médiumot
a steril tenyésztoflaskakba, és ekvilibralja 37 °C-ra
a csontveldtenyészetekhez térténé azonnali
felhasznalashoz.

Megjegyzés: A CHANG Medium BMC médiumban
gyakran képzédnek kalcium-karbonat kristalyok.
Akristalyok jelenlétérél nem mutattak ki, hogy barmilyen
karos hatassal lenne a termék teljesitményére.

BEBIIFAPCKMU

NMOKA3AHUS 3A YITOTPEBA

CHANG Medium BMC e npeaHa3HayeHa 3a uanonssaqe
B MbPBUYHO KYNTUBMPAHE HA KIMHUYHW KyNTYpU Ha
YOBELLKM KOCTEH MO3bK 3a KapuoTunuaupaHe u apyru
FEHETUYHN TeCTBAHMA Ha PasNU4YHU XemaToNornyHu
HapyLeHus.

OMNUCAHUE HA U3OENUNETO

CHANG Medium BMC e rotosa 3a ynotpe6a cpepa,
kosiTo ce cbeTom o1 RPMI Medium 1640 ¢ FBS (detaneH
rosexan cepym), 6ydpep HEPES, L-rnyramun, Giant Cell
Tumor (GCT) Conditioned Medium (koHaMUMOHUpaHa
cpefa OT ruraHtckokneTtbyeH Tymop (GCT))
u redtamuuud cyndart. CHANG Medium BMC
€ ONTUMM3NpaHa Aa NoAAbPxKa eheKTUBHO NPUKPEnsHe
Ha KMeTKW M pacTex Ha KMeTkW Ha KOCTEH MO3bK 3a
yMToreHeTMYeH aHanu3. He e Heobxoaumo aobGassiHe
Ha KOMMOHEHTW npeaun KynTuBipaHe Ha KOCTEH MO3bK.

KOMMNOHEHTU
AwmuHokucenuHa Mpotentn Buramunn
ApruHuH XOPMOHY VM MVKDOENEMEHTH
AcnaparuH V1 pacTexHu donnesa
AcnaparuHosa hakTopu KucenuHa
KucenuHa ®eTaneH roexau  HukoTuHamua
Linctuu cepym (FBS) Pu6ocdnasuu
[nyTamuH Tuamun
nyrammHosa pH uHankatop ManToTeHoBa
KucenuHa ®eHon, YepBeH KucenuHa
Fnuymn KobanamuH
XuctauH Conu 1 oHn MupuzokeuH
XuppokcunponuH  Hatpues xnopug  AmuHobeH3oeHa
W3onesumH XonuH xnopuz KucenuHa
TleBuymH Kanves xnopug

Tinaun MarHeaues cyndpat  [pyru

MeTuoHuH Hatpues doctar  Konguumonupasa

deHunananuH Kanuues Hutpat  cpepa ot

Mponux TUTAHTCKOKNETbYEH

CepuH Bydepu Tymop (GCT-CM)

TpeoHuH Hatpues rnyratuox

TpunTodaH 6ukapboHaT Buotun

Tupo3uH HEPES

Banun Enepruitin
AHTNBMOTMK cybeTpatn

Bona FeHTamMuuuH nioko3a

KavectBo - Boga  cyndat WHoauton

3a UHXeKTupaHe

HEOBXOAUMU MATEPUATU

N OBOPYABAHE, KOUTO HE

CA IOCTABEHU

1. TnacTmacosi, CTEPUIHU, LLEHTPOYXKHN ENpyBETKMN
1 cnaitp-nakoHu 3a Kyntypu

2. CO, nxkybarop 3a 37° C

3. HacronHa yeHTpodyra

4. Buxpos muKcep

5. VaxopeH pa3tBop Ha konuyemug, 10 ug/ml

6. Pa3TBop Ha kanues xnopug, 0,075 M

7. ®ukcupaly pa3TBOp, METaHOM:OLETHa kucenuHa (3:1)

KOHTPOI HA KAYECTBOTO

HAakonko dakTopa, BKNKWYUTENHO M3TOYHUKA
Ha CNeCUMEHH, CbCTOSIHUETO Ha KynTypuTe 1 n3bopa Ha
peareHTy, Morat Aa NoBAUsIT Ha NONYYEH!s pesynTar.
Ha notpeGutenuTe ce npenopbysa BCsika HOBa NapTuaa
peareHT Aa ce M3MbIHSBA NapanenHo ¢ pedepeHTeH
MaTepuan ¢ yCTaHoBEHa NOAXOAALYA aKTUBHOCT Npeau
BbBEXAAHe B pyTUHHA ynoTpeba. Beska napTtuaa
CHANG Medium BMC e TectBaHa 3a edekTuBHOCT
BbPXY KMMHUYHY KYNTYpY Ha KOCTEH MO3bK B HE3aBUCUMa
KNMHUYHA NabopaTtopus No LUTOreHeTUka Cpsmo
KOHTpONHa cpepa. PesyntaTute ca nocoyeHu
B KOHKpETHUS 3a napTuaaTa CepTudukat 3a aHanms.

NOAroTOBKA 3A YNOTPEBA

CHANG Medium BMC Tpsiea aa ce pa3mpa3v 3a eHa
HoLy B XnaaunHuk (2 — 8° C) u cnep ToBa BHAMATENHO
Aa ce pasMecH, 3a fla Ce OCUTYpU XOMOTEHHOCT.
AcenTiyHo Hakanete 10 ml oT cpepaTa B CTEpUNHU
cnaia-thnakoHu 3a KynTypu 1 ekeunubpupaitte fo 37° C
3a He3abaBHa ynoTpeba 3a KynTypu Ha KOCTEH MO3bK.

HASZNALATI UTASITAS

Minta-elokészités:

Hasznaljon 0,5-1,0 ml natrium-heparinizalt csontveld-

aspiratumot. A litium-heparin, az EDTA vagy a citrat-

antikoagulansok nem alkalmasak citogenetikai

vizsgalatokhoz.

+ Ha 5 ml-nél tobb csontvelG-aspiratumot kap, lehet,
hogy a minta hemodilualt. Pérgesse le a mintat
a csontveldfrakcié izolalasahoz.

+ Haaminta transzportmédiumban érkezik, porgesse
le a mintat és tavolitsa el a transzportmédiumot
(felliluszo). Végezze el az inokulaciot a maradék
aspiracios frakcioval.

Atermékek hasznéalatéara vonatkozo tovabbi részletekért
minden laboratériumnak a sajat laboratériumi eljarasait
és protokolljait kell figyelembe vennie, amelyeket
specifikusan a sajat orvosi programjukhoz hoztak létre
és optimalizaltak.

Csontvelétenyészet:

Feliratozza az 6sszes tenyésztéedényt a beteg nevével,

amintaszammal és a tenyészet tipusaval. Minden egyes

mintahoz készitsen eld egy flaskat, amely a kovetkezéket

tartalmazza:

1. 10,0 ml CHANG Medium BMC.

2. Ekvilibralja a flaskat 37 °C-ra a minta
inokulacioja el6tt.

3. Minden egyes eldzetesen ekvilibralt, 10,0 ml CHANG
Medium BMC médiumot tartalmazd flaskahoz adjon
0,5 ml (500 pl) mintat vagy a megfeleld mennyiséget
a fehérvérsejtek szamatdl (white blood cell, WBC)
fliggéen. Kevesebb mintat adjon hozza,
ha a WBC magas (> 30 000), illetve tobb mintat,
ha a WBC alacsony (< 5000).

4. Inkubélja a flaskat 37 °C-on 1-2 napig.

A tenyészetek 6sszegyiijtése:

1. Vegye ki a tenyészeteket az inkubatorbdl,
és Ovatosan forgassa a sejtek ujboli
felszuszpendalasahoz.

2. Tegye at a flaska tartalmat egy 15 ml-es
centrifugacsébe.

3. Mindegyik cséh6z adjon 100 pl kolcemid térzsoldatot
(10 pg/ml).

4. Zarja le a csoveket, és keverje 6ssze azokat
a csovek fel-le forditasaval.

5. Inkubélja a csdveket 37 °C-on 20 percig.

6. Az inkubalas utan centrifugalja a cséveket 8 percig
1200 rpm-en (300 x g).

7. Ovatosan szivja le a feliluszot az egyes csdvekbdl.

8. Szuszpendalja fel Ujra a sejtpelletet 6vatosan
dsszekeverve vagy mutatéujjal megpdccintve
a cso aljat.

9. NAGYON LASSAN adjon 10 ml hipoténias
oldatot (0,075 M kalium-klorid) minden
cs6hoz (a legalacsonyabb értéken végzett)
vortexelés kdzben.

10. Hagyja a csoveket szobahdmérsékleten 20 percig
alini (hipotonias kezelés).

11. Centrifugélja a cséveket 8 percig 1200 rpm-en
(300 x g).

12. Szivja le a feliiluszot, kordlbeldl 1,0 ml hipoténias

oldatot hagyva a sejtpellet felett.
MEGJEGYZES: Ugyeljen a szalas anyagra,
amely a centrifugalas utan a sejtpelletbél
afeliiliszoba keriilhet. Lehet, hogy az utols6 néhany
ml fellluszot kézzel kell eltavolitani egy Pasteur-
pipettaval (nem vakuumszivassal) a teljes
sejtpellet hulladéktartalyba szivasanak elkeriilése
érdekében.

13. Szuszpendalja fel Ujra a sejtpelletet a 8. |épésben
leirtak szerint.

14.NAGYON LASSAN adjon 10 ml 3:1 aranyu
metanol:ecetsav fixalészert minden cséhéz
(a legalacsonyabb értéken végzett)
vortexelés kdzben.

3abenexka: Kpuctanu kanumnes kapGoHaT yecTo ce
dopmupat B8 CHANG Medium BMC. Hama paHun
HanuyneTo Ha Te3n Kpuctanu ga npuyuHaga
HebnaronpuaTeH edekT BbPXY PYHKLMOHANHOCTTA
Ha npoaykTa.

YKA3AHUA 3A YNOTPEBA

MoarotoBka Ha npo6a:

Wanonagaitte 0,5 4o 1,0 ml HaTpueBo xenapuHU3MpaH

acnupat Ha kocTeH Mo3bk. JuTnes xenapuH, EDTA nnm

UUTpaTHN aHTWUKOArynaHTn ca HemoaXxoAsalwu

3a UUTOreHeTU4HN nacneasanus.

+ Akoe nonyyeH acnupar Ha KOCTEH MO3bK noseye OT
5 ml, npobata Moxe Aa € xemoaunyT (npumeceHa
c kpvB). LeHTpodyrupaitte cnecumena,
3a fia U3onupare pakLMsTa KOCTEH MOIbK.

+ AKO CNecMMeHbT MPUCTUTHE B TpaHChepHa
cpeaa, ueHTpodyrupaitte npobata
1 0TCTpaHeTe TpaHCnopTHaTa cpefaa (CynepHaTaHT).
WHokynupaiiTe ¢ ocTaHanata (pakums acnupar.

3a AOMbHUTENHY NOAPOGHOCTY OTHOCHO U3NON3BaHETO
Ha Tean npoaykTu Besika nabopaTopus Tpabea Aa
HanpasM CripaBKka CbC CBOUTE COGCTBEHM NaBOpaTOpPHU
NpoYeAypU M NPOTOKONM, KOUTO Ca KOHKPETHO
paspa6oTeHu M onTUMM3MpaHu 3a Bawata
MHABUAYaNHa MEAULIMHCKA Nporpama.

KynTypa Ha KOCTeH MO3bk:

0OB0o3HayeTe C eTUKET BCUIKM CbAOBE C KyNTYpy C UMETO

Ha nauneHTa, HOMepa Ha cnecumeHa W Tuna

Ha KynTypaTa. 3a BCEKV CneciMeH npuroTeeTe cnana-

nakoH, CbabpxaLL:

. 10,0 ml CHANG Medium BMC.

2. Exsunubpupaiite cnaig-tnakora go 37° C npean
VHOKyNaLMsTa Ha CnecuMeHa.

3. WHokynupaiite 0,5 ml (500 pl) cnecumeH unu
noAXoAsLLOTO KONMYECTBO B 3aBUCUMOCT OT 6post
6enu kpbBHU kneTkn (WBC), BbB BCekM cnaiia-
dnakoH, cbabpxaw 10,0 ml npeaaputenHo
exsunnbpupata CHANG Medium BMC. [lo6aseTe
no-manko cnecumex, ako 6post WBC e Bucok
(>30000), unm noseve cnecume, ako Gposit WBC
€ HUCBK (< 5000).

4. Wuky6upaintte cnana-cnakoHa npu 37° C 3a
1-2 gHn.

Cwu6upaHe Ha KynTypuTe:

1. OTtcTpaHeTe Kkyntypute oT uHkyb6aTopa
1 BHMMaTENHO pasknaTeTe C KpbroBu ABUXEHWS,
3a Jla pecycneHaupare KneTkuTe.

2. Tpexsbpnete CbAbpKaHNETO Ha cnaila-(nakoHa
B LieHTpoyxHa enpyseTka oT 15 ml.

3. fobasete 100 pl n3xoAeH pas3TBOp Ha Konuemua
(10 pg/ml) kbM BCsiKa enpyseTka.

4. 3aTtBOpeTe enpyBeTkUTe C Kanayka v cmeceTe
¢ npeobpbllaHe.

5. Wuky6upaitte enpyseTkute npu 37° C 3a 20 MUHYTY.

6. Cnepn uHkybaums LeHTpodyrupaitte enpyeeTkute
3a 8 MuHyTV npu 1200 rpm (300 x g).

7. BHumaTenHo acnupupaiite cynepHaTaHTa oT BeAka
enpyseTka.

8. Pecycnenaupaiite nenetarta OT KneTku, KaTo
pa3mecuTe BHUMATENHO MnK kaTo NoTynate HOTO
Ha enpyBeTkaTa C Nokasaneua Ha pbkata.

9. MHOIO BABHO po6asete 10 ml xunoToHu4eH
pasteop (0,075 M kanueB xnopua) kbM BCsika
enpyseTka, A0KaTo pasMecBaTe G BUXPOB MMKCEp
(Npv Hait-HMCKaTa HacTpOiKa).

10. OcTaBeTe enpyBeTkuTe Ha CTailHa TemnepaTtypa
3a 20 MUHYTH (XMNOTOHUYHO TPETUPaHe).

11. LieHTpodbyrupaiite enpyBeTkuTe 3a 8 MUHYTW Npu
1200 rpm (300 x g).

12. Acnupupaiite cynepHaTaHTa, kKaTo 0CTaBUTE OKONO
1,0 ml xunoToOHMYEH pa3TBOp Hapj nenetata
OT KneTku.

15. Hagyja a csoveket szobah6mérsékleten 20 percig
alini (elso fixalas).

16. Ismételje meg a 11-13. 1épést.

17. Adjon hozza 5 ml fixaloszert, ahogy a 14. Iépésben.

18. Hagyja a csoveket szobah6mérsékleten 10 percig
alini (masodik fixalas).

19. Ismételje meg a 16-18. |épést (harmadik fixalas).

20. Ekkor a fixalt sejtpelletek azonnal felhasznalhatok
metszetkészitéshez a laboratorium standard
protokollja szerint, vagy hiitészekrényben (2 és 8 °C
koz6tt) tarolhatok késobbi felnasznalasra.

TAROLAS ES STABILITAS

A CHANG Medium BMC médiumot fagyasztva, —10 °C
alatt kell tarolni a felhasznalasig. A CHANG Medium
BMC stabil az Gveg cimkéjén feltiintetett lejarati
idépontig, amennyiben fagyasztva taroljak.
A felolvasztast kévetden a fel nem hasznalt termék
munkaalikvotokra oszthatd, és késébbi hasznalatra
Ujra lefagyaszthat6, vagy szorosan lezarva 2 és 8 °C
kozotti homérsékleten, legfeljebb 30 napig tarolhato.
Védje a fluoreszcens fénytél.

OVINTEZKEDESEK ES FIGYELMEZTETESEK
Ezt a terméket azon eljarasokban képzett személyzet
altali felnasznalasra szantak, amelyek soran a termék
alkalmazasa javallott.

A CHANG Medium BMC FBS-t és GCT-kondicionalt
médiumot tartalmaz, és az altalanos laboratoériumi
ovintézkedések szerint kell kezelni. A médium
antibiotikumot (gentamicint) tartalmaz a bakterialis
szennyezO6dés valészinliségének csokkentése
érdekében, de a médium adagolésakor mindig
aszeptikus technikakat kell alkalmazni. Ne hasznalja
a médiumot, ha nem piros szini.

3ABENIEXKA: Bbpiete BHMMaTENHN 3a BRakHecT
maTtepuan, KONTo MOXe Aa Ce noaasa W3BbH
nenetarta OT KNeTKM U Aa A4OCTUra 40 CynepHaTaHTa
cnea ueHTpodyrupare. Mocnegrute Hakonko ml
CynepHaTaHT MOXe Aa e HeoBXoaumMo Aa ce
OTCTPaHAT Ha pbka C NOMOLWITA Ha nuneta Tun
MacTbop (63 n3non3saHe Ha BakyyMHa acnupauys),
3a fia ce u3berHe acnupupaHe Ha uanata neneta
OT KNeTkn B KOHTeVIHepa 3a oTnagbK.

13. PecycnenanpaiTte nenetata oT KNeTku, KakTo
€ 0MN1CaHo B CTbMKa 8.

14. MHOT'O BABHO po6asete 10 ml ukcupaly, pasteop
3:1 meTaHon:oUueTHa KMCenuHa KbM BCSKa
enpyseTka, AOKAaTO pa3mMecsaTe C BUXPOB MUKCEP
(npw Hait-HMCKaTa HacTpolika).

15. OcTaBeTe enpyBeTkUTe Ha CTaitHa Temnepatypa
3a 20 MUHYTH (MbPBO (UKCUpPaHe).

16. MosTopeTte cTbnku 11 - 13.

17. lo6asete 5 ml dukcupawy pasTBop, KakTo
B CTbrka 14.

18. OcTaBeTe enpyBeTkUTe Ha CTailHa Temnepatypa
3a 10 MUHyTH (BTOPO (UKCUpaHe).

19. MosTopeTe cTbNKK 16 — 18 (TpeTo hukcupane).

20. Ha To3u eTan chukcupaHuTe neneTu oT kneTku morat
Aa ce u3non3eaT He3abaBHO 3a NPUrOTBAHE
Ha cnaip CbrnacHo CTaHAapTHWUS NpoTokon
Ha nabopaTopusiTa Unn ja ce CbXpaHAT B XNaANIHUK
(2-8° C) 3a 6baewwa ynotpeba.

CBbXPAHEHUE U CTABUNTHOCT

CHANG Medium BMC Ttpsbea pa ce cbxpaHsBa
3ampaseHa npu Temnepatypa nog -10° C o MomeHTa
Ha u3nonasareto it. CHANG Medium BMC e ctabunta
£0 U3TUYaHEe Ha CpPoKa Ha rOAHOCT, MOCOYEH
BbPXY eTuKeTa Ha byTunkata, korato Ce CbXpaHsiBa
3ampaseHa. Cnep pasmpassizaHe KONU4ECTBOTO
Heu3non3eaH NpoAyKT Moxe fia Gbae pasnpeaeneHo
B paﬁomm aANMKBOTHM YacTW W 3amMpas3eHO O0THOBO
3a ynotpeba Ha no-kbceH eTan unn aa 6bvae
NNBTHO 3aTBOPEHO C Kanayka U CbXpaHEeHOo npu
Temnepartypa ot 2° C o 8° C 3a fo 30 anu. MaseTe ot
ryopecLeHTHa CBETNNHA.

NPEANA3HU MEPKU U NPEAYNPEXAEHUA
ToBa u3genue e npeaHasHayeHo Aa ce U3nonssa ot
nepcoHan, oByyeH B NPOLEAYpUTE, KOUTO BKMKYBAT
NNaHUPaHOTO MPUNOKEHUE, 33 KOBTO U3AENUETO
€ NpeAHa3HayeHo.

CHANG Medium BMC cbabpa FBS (cheTaneH rosexan
cepyMm) u KoHpuyuWoHupaHa cpepa ot GCT
(ruraHTCKOKNETBYEH TYMOp) U C Hes TpsiGBa Aa ce
GopaBu CbrNAacHO yHuBepcanHute nabopaTopHu
npeanasHi Mepku. Cpeaata CbAbpxKa aHTUGHOTUK
(reHTaMMUWH) 33 HamansiBaHe Ha pucka oT bakTepuanHa
KOHTaMMHaLus, HO TpsiGBa BMHArM Aa ce uanonssat
acenTUYHN METOAM NpY pasnpefensiHe Ha cpedata.
He u3nonassaiite cpeaa, KOSTO He € YepBeHa Ha LBsT.

LIETUVIY K.

NAUDOJIMO INDIKACIJA
,CHANG Medium BMC* terpé yra skirta pirminéms
klinikinéms zmogaus kauly ¢iulpy lasteliy kultaroms
auginti atliekant kariotipavimo ir kitus genetinius
hematologiniy patologijy tyrimus.

ITAISO APRASYMAS

,CHANG Medium BMC* yra paruosta naudoti terpé,
kurios sudétyje yra RPMI 1640 terpés su FBS, HEPES
buferinio tirpalo, L-glutamino, kondicionuotos terpés i§
gigantiniy lasteliy naviko (GCT) linijos ir gentamicino
sulfato. ,CHANG Medium BMC* terpé yra optimizuota
palaikyti veiksminga kauly Ciulpy lasteliy prisitvirtinima,
ir augima kultivuojant citogenetiniy tyrimy kultdras. Prie§
kultivuojant kauly ¢iulpy paseélius, nereikia pridéti jokiy,
kity sudétiniy medziagy.

SUDEDAMOSIOS DALYS

Aminoriigstis Baltymai, hormonai  Vitaminai ir
Argininas ir augimo faktoriai  mikroelementai

Asparaginas Jaucio embriono Folio ragstis
Asparto ragstis kraujo serumas Nikotinamidas
Cistinas (FBS) Riboflavinas
Glutaminas Tiaminas
Glutamo ragstis pH indikatorius Pantoteniné ragstis
Glicinas Fenolio raudonasis ~ Kobalaminas
Histidinas Piridoksinas
Hidroksiprolinas Druskos ir jonai Aminobenzoiné
Izoleucinas Natrio chloridas ragstis
Leucinas Cholino chloridas
Lizinas Kalio chloridas Kita
Metioninas Magnio sulfatas Kondicionuota terpé
Fenilalaninas Natrio fosfatas i$ gigantiniy lasteliy
Prolinas Kalcio nitratas naviko (GCT-CM)
Serinas linijos
Treoninas Buferiai Glutationas
Triptofanas Natrio bikarbonatas Biotinas
Tirozinas HEPES
Valinas

Antibiotikas
Vanduo Gentamicino
Injekcinio sulfatas Inozitolis

vandens kokybé

REIKALINGOS, BET PAKUOTEJE

NEPATEIKTOS MEDZIAGOS IR |RANGA

1. Sterilts plastikiniai centrifuginiai mégintuvéliai
ir kultivavimo flakonai

2. CO, inkubatorius, 37 °C

3. Staliné centrifuga

4. Stkuriné maisyklée

5. Kolcemido pradinis tirpalas, 10 pg/ml

6. Kalio chlorido tirpalas, 0,075 M

7. Fiksatyvo tirpalas, metanolis: acto ragstis (3:1)

KOKYBES UZTIKRINIMAS

Gautiems rezultatams jtakos gali turéti keletas veiksniy,
{skaitant méginiy $altinius, kultdry auginimo salygas
ir reagenty pasirinkimg. Rekomenduojama prie§
pradedant kiekvienos naujos partijos reagentus naudoti
reguliariai, juos pirmiausia iSbandyti lyginant su tuo pat
metu tiriamais pamatinés Zinomo tinkamo aktyvumo
medziagos bandiniais. Kiekvienos partijos ,CHANG
Medium BMC* terpiy veikimas buvo iSbandytas auginant
klinikines kauly Ciulpy lasteliy kultdras nepriklausomoje
klinikiniy citogenetiniy tyrimy laboratorijoje ir lyginant su
kontroline terpe. Rezultatai pateikiami atskiroms
partijoms parengtuose analizés sertifikatuose.

PARUOSIMAS NAUDOTI

,CHANG Medium BMC" terpe reikia per naktj atitirpinti
Saldytuve (2 °C-8 °C), po to atsargiai sumaidyti iki
vienalytés konsistencijos. Laikydamiesi aseptikos
reikalavimy, po 10 ml terpés supilstykite | sterilius
kultivavimo flakonus ir, nusistovéjus iki 37 °C bdsenos,
tuoj pat naudokite kauly ¢iulpy lasteliy kultdroms.

Pastaba. ,CHANG Medium BMC" terpéje daznai
susidaro kalcio karbonato kristaly. Nenustatyta, kad Siy
kristaly buvimas kaip nors pakenkty produkto funkcinéms
savybéms.

HRVATSKI

INDIKACIJE ZA UPOTREBU

Medij CHANG Medium BMC namijenjen je za uzgoj
primarne kulture klinickih kultura ljudske ko$tane srzi
u svrhu kariotipizacije i drugih genetickih testiranja za
razli¢ite hematoloske poremecaje.

OPIS PROIZVODA

Medij CHANG Medium BMC spreman je za upotrebu,
a sastoji se od medija RPMI Medium 1640 s FBS-om,
pufera HEPES, L-glutamina, kondicioniranog medija
gigantocelularnog tumora (GCT) i gentamicinsulfata.
Medij CHANG Medium BMC optimiran je kako bi podrzao
ucinkovito priévré¢ivanje stanica i rast stanica kostane
srzi za citogeneticku analizu. Nije potrebno dodavati
nikakve komponente prije uzgoja kulture kostane srzi.

KOMPONENTE
Aminokiselina Proteini, hormoni Vitamini i elementi
Arginin i &imbenici rasta u tragovima
Asparagin Fetalni govedi Folna kiselina
Aspartatna kiselina ~ serum (FBS) Nikotinamid
Cistin Riboflavin
Glutamin pH indikator Tijamin
Glutamatna kiselina  Fenol crveno Pantotenska
Glicin kiselina
Histidin Soli i ioni Kobalamin
Hidroksiprolin Natrijev klorid Piridoksin
Izoleucin Kolinijev klorid Aminobenzoatna
Leucin Kalijev klorid kiselina
Lizin Magnezijev sulfat
Metionin Natrijev fosfat Ostalo
Fenilalanin Kalcijev nitrat Kondicionirani medij
Prolin gigantocelularnog
Serin Puferi tumora (GCT-CM)
Treonin Natrijev Glutation
Triptofan hidrogenkarbonat ~ Biotin
Tirozin HEPES
Valin Energetski supstrati

Antibiotik Glukoza

Voda Gentamicinsulfat Inozitol

Kvaliteta u skladu
s propisanom za
vodu za injekcije

POTREBNI MATERIJALI | OPREMA KOJI

NISU PRILOZENI

1. Plasti¢ne sterilne epruvete za centrifugu i tikvice
za kulturu

2. CO, inkubator na 37 °C

3. Stolna centrifuga

4. Vrtlozna mijeSalica

5. Temeljna standardna otopina kolcemida 10 pg/ml

6. Otopina kalijevog klorida 0,075 mol/I

7. Otopina za fiksaciju, metanol:octena kiselina (3:1)

OSIGURANJE KVALITETE

Vise ¢imbenika — ukljucujuci izvor uzoraka, uvjete uzgoja
kulture i odabir reagensa — moze utjecati na konacan
rezultat. Korisnicima se preporucuje da ispitaju svaku
novu proizvodnu seriju reagensa upotrebljavajuci
je paralelno s referentnim materijalom za koji je ve¢
utvrdeno da djeluje na odgovarajuci nacin prije nego
tu novu seriju pocnu rutinski upotrebljavati. Performanse
svake proizvodne serije medija CHANG Medium BMC
ispitane su na klinickim kulturama kostane srzi
u neovisnom laboratoriju za klinicku citogenetiku
i usporedene su s kontrolnim medijem. Rezultati su
navedeni na Potvrdi o analizi svake proizvodne serije.

PRIPREMA ZA UPOTREBU

Medij CHANG Medium BMC mora se odmrzavati
u hladnjaku (2 - 8 °C) preko no¢i i zatim lagano
promijeati kako bi se osigurala homogenost. Asepticki
prenijeti 10 ml medija u sterilne tikvice za kulturu
i uravnoteziti na 37 °C kako bi se mogao odmah
upotrijebiti za kulture kostane srzi.

Napomena: uobi¢ajeno je da se u mediju CHANG
Medium BMC formiraju kristali kalcijeva karbonata.
Nije zabiljezeno da prisutnost tih kristala ima ikakvo
$tetno djelovanje na performanse proizvoda.

NAUDOJIMO NURODYMAI

Méginiy ruosimas

Méginius ruoskite i$ 0,5-1,0 ml kauly ¢iulpy aspirato,

heparinizuoto natrio heparinu. Lic¢io heparinas, EDTA

ar citratiniai antikoaguliantai citogenetiniams
tyrimams netinka.

+ Jei paimta daugiau kaip 5 ml kauly ¢iulpy aspirato,
méginys gali bati paveiktas hemodiliucijos. Méginj
centrifuguokite atskirdami kauly Ciulpy frakcija.

+ Jei méginys pristatomas transportavimo terpéje,
méginj centrifuguokite ir nusiurbkite transporting
terpe (supernatanta). Likusig aspirato frakcija
naudokite kultdrai séti.

I18samesniy Siy produkty naudojimo gairiy kiekviena
laboratorija turi ieSkoti savo vidaus darbo tvarkos
taisyklése ir metodiniuose nurodymuose, specialiai
parengtuose ir optimizuotuose pagal atskiros
medicininés programos nuostatas.

Kauly ciulpy lasteliy kultara

Ant visy kultivavimo indy pazymékite paciento pavarde,

méginio numer{ ir kultdros tipa. Kiekvienam méginiui

paruoskite po flakona, kuriame yra:

1. 10,0 ml ,CHANG Medium BMC* terpés.

2. Prie$ uzsédami méginio kultira, pasiekite,
kad nusistovéty 37 °C flakono turinio temperatra.

3. | kiekvieno flakono 10,0 ml pusiausvirosios bisenos
,CHANG Medium BMC* terpe pasékite po 0,5 ml
(500 pl) méginio arba kitg atitinkama kieki,
priklausomai nuo leukocity (WBC) skaiciaus.
Jei leukocity skaicius yra didelis (>30 000), jterpkite
maziau méginio, o jei leukocity skaicius yra mazas
(<5000) — daugiau méginio.

4. Inkubuokite flakong 37 °C temperattroje 1-2 dienas.

Kultary surinkimas

1. I8imkite kultiras i§ inkubatoriaus ir atsargiai
sukiodami resuspenduokite Iasteles.

2. Flakono turinj perpilkite | 15 ml talpos centrifuginj
mégintuvelj.

3. | kiekvieng mégintuvélj {lasinkite po 100 pl pradinio
,Colcemid tirpalo (10 pg/ml).

4. Mégintuvélius uzdenkite ir vartydami
sumaisykite turinj.

5. Mégintuvélius inkubuokite 20 minugiy 37 °C
temperatiroje.

6. Po inkubacijos mégintuvélius 8 minutes
centrifuguokite esant 1200 apsisukimy per minute
(300 x g).

7. Atsargiai i$ kiekvieno mégintuvélio nusiurbkite
supernatanta.

8. Atsargiai maiSydami arba rodomuoju pir§tu
patap$nodami mégintuvélio dugna, resuspenduokite
Iasteliy nuosédas.

9. Purtydami stkurinéje maisykiéje (léCiausiu rezimu),
{ kiekviena mégintuveli LABAI LETAI jpilkite po 10 ml
hipotoninio tirpalo (0,075 M kalio chlorido).

10. Palikite mégintuvélius 20 minuciy pastovéti kambario
temperatiroje (hipotoninis apdorojimas).

11. Mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite esant
1200 apsuky per minute (300 x g).

12. Nusiurbkite supernatantg vir§ nusédusiy Iasteliy,
palikdami apie 1,0 ml hipotoninio tirpalo.
PASTABA. Reikia buti atsargiems, nes po
centrifugavimo | virSnuosédinj skystj i§ nusédusiy,
Iasteliy gali bati nusitesusiy skaiduliniy medziagu.
Paskutinius kelis supernatanto mililitrus gali tekti
nusiurbti Pastero pipete (nenaudojant vakuuminio
siurbimo), kad | atlieky konteinerj nebdty jsiurbta
visa Iasteliy nuosédy masé.

13. Lasteliy nuosédas resuspenduokite, kaip aprasyta
8 etape.

14. Purtydami stkurinéje maisykléje (léciausiu rezimu),
{ kiekviena mégintuveli LABAI LETAI jpilkite po 10 ml
santykiu 3:1 paruo$to metanolio ir acto rugsties
fiksatyvo misinio.

UPUTE ZA UPOTREBU

Priprema uzorka:

upotrijebiti 0,5 do 1,0 ml aspirata kostane srzi u heparin

natriju. Litijev heparin, EDTAI citratni antikoagulansi nisu

podobni za citogeneticka ispitivanja.

+ Dobije li se vise od 5 ml aspirata kostane srzi,
moguce je da je uzorak hemodilutiran. Centrifugirati
uzorak kako bi se izolirala frakcija kostane srzi.

Zaprimi li se uzorak u mediju za prijenos,
centrifugirati uzorak i ukloniti medij za prijenos
(supernatant). Inokulirati preostalom frakcijom
aspirata.

Dodatne pojedinosti o upotrebi ovih proizvoda svaki
laboratorij treba potraziti u svojim laboratorijskim
postupcima i protokolima koji su posebno
razvijeni i optimirani za medicinski program upravo
tog laboratorija.

Kultura koStane srzi:

na svim posudama s kulturama navesti ime pacijenta,

broj uzorka i vrstu kulture. Za svaki uzorak pripremiti

tikvicu koja sadrzi:

1. 10,0 ml medija CHANG Medium BMC.

2. Prije inokulacije uzorka uravnoteZiti tikvicu na 37 °C.

3. Inokulirati 0,5 ml (500 pl) uzorka (ili odgovarajuéu
koli¢inu ovisno o broju leukocita) u svaku tikvicu koja
sadrzi 10,0 ml prethodno uravnotezenog medija
CHANG Medium BMC. Dodati manju koli¢inu uzorka
ako je broj leukocita visok (> 30.000) ili ve¢u koli¢inu
uzorka ako je broj leukocita nizak (< 5.000).

4. Inkubirati tikvicu na 37 °C 1 - 2 dana.

Prikupljanje kultura:

1. lzvaditi kulture iz inkubatora i lagano promuckati
kako bi se obnovila suspenzija stanica.

2. Prenijeti sadrzaj tikvice u epruvetu od 15 ml
za centrifugu.

3. U svaku epruvetu dodati 100 pl temeljne standardne
otopine kolcemida (10 pg/ml).

4. Zacepiti epruvete i mijesati prevrtanjem.

Inkubirati epruvete 20 minuta na 37 °C.

6. Nakon inkubacije centrifugirati epruvete 8 minuta
na 1200 o/min (300 x g).

7. Patzljivo aspirirati supernatant iz svake epruvete.

8. Obnoviti suspenziju taloga stanica lagano mijesajuci
ili lupkajuci dno epruvete kaziprstom.

9. VRLO POLAKO dodavati 10 ml hipotoni¢ne otopine
(0,075 mol/l kalijevog klorida) u svaku epruvetu dok
su epruvete u vrtloznoj mijesalici (koja je postavijena
na najnizu postavku).

10. Ostaviti epruvete da miruju na sobnoj temperaturi

20 minuta (hipotoni¢na obrada).
. Centrifugirati epruvete 8 minuta na 1200 o/min
(300 x g).

12. Aspirirati supernatant i ostaviti otprilike 1,0 ml
hipotoni¢ne otopine iznad taloga stanica.
NAPOMENA: paziti na vlaknasti materijal koji se
moze protezati iz taloga stanica u supernatant nakon
centrifuge. Mozda ¢e biti potrebno ru¢no ukloniti
posljednjih nekoliko ml supernatanta koriste¢i se
Pasteurovom pipetom (ne vakuumskom aspiracijom)
da ne bi doslo do aspiracije ¢itavog taloga stanica
u spremnik za otpad.

13. Obnoviti suspenziju taloga stanica kako je opisano
u 8. koraku.

14. VRLO POLAKO dodavati 10 ml otopine za fiksaciju
(metanol:octena kiselina [3:1]) u svaku epruvetu dok
su epruvete u vrtloznoj mijesalici (koja je postavijena
na najnizu postavku).

15. Ostaviti epruvete da miruju na sobnoj temperaturi
20 minuta (prva fiksacija).

16. Ponoviti korake 11. - 13.

17. Dodati 5 ml fiksativa kako je opisano u 14. koraku.

18. Ostaviti epruvete da miruju na sobnoj temperaturi
10 minuta (druga fiksacija).

o
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. Palikite mégintuvélius 20 minuciy pastovéti kambario
temperattroje (pirmasis fiksavimas).

16. Pakartokite 11-13 etapus.

17. |pilkite 5 ml fiksatyvo, kaip nurodyta 14 etape.

18. Palikite mégintuvélius 10 minuciy pastovéti kambario

temperattroje (antrasis fiksavimas).

19. Pakartokite 16-18 etapus (treciasis fiksavimas).

20. Sitaip uzfiksuota lasteliy kultdra galima naudoti tuoj

pat tepinéliy preparatams ruosti laboratorijoje

nustatyta standartine tvarka arba galima laikyti

$aldytuve (2 °C-8 °C) vélesniems tyrimams.

LAIKYMAS IR STABILUMAS

Iki naudojimo ,CHANG Medium BMC" terpe reikia laikyti
uz8aldytg zemesnéje kaip—10 °C temperatdroje. Laikant
uzaldyta, ,CHANG Medium BMC* terpé islieka stabili
iki tinkamumo datos, pazymétos butelio etiketéje.
Atitirpinus, nesunaudotq produkto likutj galima ipilstyti
darbinémis dalimis ir vél uz8aldyti vélesniam naudojimui
arba sandariai uzdengus laikyti 2 °C-8 °C temperatiroje
iki 30 dieny. Saugoti nuo fluorescenciniy spinduliy.

ATSARGUMO PRIEMONES IR |SPEJIMAI
Si priemoné yra skirta naudoti darbuotojams,
iSmokytiems atlikti procedras, susijusias su priemonés
taikymu pagal numatyta paskirt].

L,CHANG Medium BMC" terpés sudétyje yra FBS ir GCT
kondicionuotos terpiy, todél su ja dirbant reikia imtis
{prastiniy laboratorinés praktikos atsargumo priemoniy.
Terpés sudétyje yra antibiotiko (gentamicino), skirto
bakterinio uzkrétimo pavojui sumazinti, bet i$pilstant
terpe visuomet batina laikytis metodiniy aseptikos
reikalavimy. Negalima naudoti jokios terpés, jei ji néra
raudonos spalvos.

19. Ponoviti korake 16. — 18. (treca fiksacija).

20. Sada se fiksirane taloge stanica moze odmah
upotrijebiti za pripremu stakalaca u skladu sa
standardnim protokolom laboratorija ili ih se moze
pohraniti u hladnjaku (2 — 8 °C) za upotrebu
u buduénosti.

POHRANA | STABILNOST

Medij CHANG Medium BMC mora se ¢uvati zamrznut
na temperaturi manjoj od -10 °C dok ga se ne bude
trebalo upotrijebiti. Medij CHANG Medium BMC stabilan
je do isteka roka valjanosti koji je naveden na oznaci
boce kada ga se ¢uva u zamrznutom stanju. Nakon
odmrzavanja sav neiskoriten proizvod moze se
raspodijeliti u alikvote odgovarajuce veli¢ine za rad
i ponovno zamrznuti za kasniju upotrebu ili ga se moze
¢vrsto zacepiti i Cuvati na temperaturi od 2 °C do 8 °C
najvise 30 dana. Zastititi od fluorescentnog svjetla.

MJERE OPREZA | UPOZORENJA
Predvideno je da se ovim proizvodom koristi osoblje
osposobljeno za postupke koji ukljuCuju primjenu za koju
je namijenjen ovaj proizvod.

Medij CHANG Medium BMC sadrzi FBS i kondicionirani
medij GCT-a i njime se mora rukovati primjenjujuci
univerzalne laboratorijske mjere opreza. Medij sadrzi
antibiotik (gentamicin) kako bi se smanjila moguc¢nost
kontaminacije bakterijama, no u radu s medijem moraju
se uvijek primjenjivati asepticke metode.
Ne upotrebljavati medij koji nije crvene boje.

TURKGE

KULLANIM ENDIKASYONU

CHANG Medium BMC gesitli hematolojik bozukluklarin
karyotiplemesi ve diger genetik testler igin yapilan klinik
insan Kemik iligi Kiiltirlerinde primer kiiltiir igin
kullanilmak iizere tasarlanmistir.

CIHAZ TANIMI

CHANG Medium BMC, FSS, HEPES tamponu,
L-glutamin, Dev Hiicreli Timor (GCT) Kosullandiriimig
Vasat ve Gentamisin Siilfatl RPMI Medium 1640'tan
olusan, kullanima hazir bir vasatti. CHANG Medium
BMC sitogenetik analiz icin etkili hiicre yapismasi ve
kemik iligi hiicrelerinin tremesini desteklemek iizere
optimize edilmistir. Kemik iligi kiiltdiriiniin yapilmasindan
6nce herhangi bir bilesen eklenmesi gerekmez.

BILESENLER
Amino Asit Proteinler, Vitaminler ve eser
Arjinin Hormonlar ve elemanlar
Asparajin Biiylime Faktdrleri  Folik asit
Aspartik Asit Fetal sigir serumu  Nikotinamid
Sistin (FSS) Riboflavin
Glutamin Tiyamin
Glutamik Asit pH Gostergesi Pantotenik asit
Glisin Fenol kirmizisi Kobalamin
Histidin Piridoksin

Aminobenzoik asit

Hidroksiprolin Tuzlar ve Iyonlar

Izol6sin Sodyum kloriir

Lésin Kolin klorir Diger

Lizin Potasyum klortir Dev hiicreli timér

Metiyonin Magnezyum siilfat  kosullandiriimig

Fenilalanin Sodyum fosfat vasat (GCT-CM)

Prolin Kalsiyum Nitrat Glutatyon

Serin Biyotin

Treonin Tamponlar

Triptofan Sodyum bikarbonat  Enerji Substratlari

Tirozin HEPES Glukoz

Valin Inositol
Antibiyotik

Su Gentamisin Siilfat

Enjeksiyonluk

Su Kalitesi

GEREKLi AMA SAGLANMAYAN
MATERYAL VE EKIPMAN

1. Plastik Steril Santrifij Tupleri ve Kiiltir Flasklari
2. 37°C'de CO, Inkiibatdrii

3. Tezgah Santrifijii

4. Vorteks Karistirici

5. Colcemid Stok Soliisyonu, 10 ug/mL

6. Potasyum Kloriir Soliisyonu, 0,075 M

7. Fiksatif Soliisyon, Metanol:Asetik Asit (3:1)

KALITE GUVENCE

Numuneler, kiiltir kosullari ve reaktiflerin segimi dahil
birkag faktor elde edilen sonucu etkileyebilir.
Kullanicilarin rutin kullanima sokmadan dnce her yeni
reaktif partisini bilinen uygun aktiviteye sahip referans
materyalle birlikte galismalari onerilir. Her CHANG
Medium BMC lotu bagimsiz bir Klinik Sitogenetik
Laboratuvarda bir kontrol vasatiyla karsilastirilarak Klinik
Kemik lligi Killtiirlerinde performans testinden gegmistir.
Sonuglar lota 6zel bir Analiz Sertifikasinda bildirilir.

KULLANIM HAZIRLIGI

CHANG Medium BMC buzdolabinda (2°C - 8°C) gece
boyunca ¢dziildikten sonra homojenligi saglamak igin
hafifge karistirimalidir. Steril kiiltir flasklarina aseptik
olarak 10 mL vasat koyun ve kemik iligi kiltiirlerinde
hemen kullanim igin 37°C'ye dengeleyin.

Not: CHANG Medium BMC iginde siklikla kalsiyum
karbonat kristalleri olusur. Bu kristallerin varliginin Griin
performansi iizerinde herhangi bir olumsuz etkisi oldugu
gosterilmemistir.

MALTI

INDIKAZZJONI GHALL-UZU

CHANG Medium BMC huwa mahsub ghall-uzu fil-koltura
primarja ta’ Kolturi klini¢i ta’ Mudullun Uman ghall-
karjotippar u testijiet geneti¢i ohra ta’ diversi mard
ematologiku.

DESKRIZZJONI TAL-APPARAT

CHANG Medium BMC huwa midjum lest ghall-uzu li fih
RPMI Medium 1640, b’FBS, bafer HEPES, L-glutamine,
Giant Cell Tumor (GCT) Conditioned Medium
u Gentamicin Sulfate. CHANG Medium BMC gie
ottimizzat sabiex jappogga |-adezjoni efficjenti tac-celloli
u t-tkabbir tac-celloli tal-mudullun ghall-analizi
citogenetika. Mhix mehtiega z-zieda ta’ ebda komponenti
qabel it-tkabbir tal-mudullun.

KOMPONENTI

Acidi Amminici Proteini, Ormoni Vitamini
Arginine u Fatturi ta’ Tkabbir u mikroelementi
Asparagine Fetal bovine Folic acid
Aspartic Acid serum (FBS) Nicotinamide
Cystine Riboflavin
Glutamine Indikatur tal-pH Thiamine
Glutamic Acid Phenol Red Pantothenic acid
Glycine Cobalamin
Histidine Imluha u Joni Pyridoxine
Hydroxyproline Sodium chloride Aminobenzoic acid
Isoleucine Choline chloride

Leucine Potassium chloride ~ Ohrajn

Lysine Magnesium Sulfate  Giant cell tumor

Methionine Sodium phosphate  conditioned
Phenylalanine Calcium Nitrate medium (GCT-CM)
Proline Glutathione
Serine Bafers Biotin
Threonine Sodium
Tryptophan bicarbonate Substrati
Tyrosine HEPES tal-Energija
Valine Glucose
Antibijotiku Inositol

lima Gentamicin Sulfate

walita tal-WF|
(lIma ghall-

Injezzjonijiet)

MATERJALI U TAGHMIR MEHTIEG I1ZDA

MHUX IPPROVDUT

1. Tubi Sterili tal-Plastik tac-Centrifugu u Flasks
tat-Tkabbir

2 I_nkubatur tal-CO, f'temperatura ta’ 37°C

3. Centrifugu ta’ fuq il-Bank

4. Vortex Mixer

5. Soluzzjoni Ewlenija ta’ Colcemid, 10 pg/mL

6. Soluzzjoni ta’ Potassium Chloride, 0.075 M

7. Soluzzjoni Fissativa, Methanol:Acetic Acid (3:1)

ASSIGURAZZJONI TAL-KWALITA

Bosta fatturi inkluz is-sors tal-kampjuni, il-kundizzjonijet
tat-tkabbir u |-ghazla tar-reagenti jistghu jinfluwenzaw
ir-rizultat miksub. L-utenti jinghataw il-parir li jhaddmu
kullammont gdid tar-reagent b'mod parallel mal-materjal
ta’ referenza b'attivita xierqa maghrufa gabel ma jibda
jintuza b’mod regolari. ll-prestazzjoni ta’ kull lott ta’
CHANG Medium BMC giet ittestjata fug Kolturi Klinici
tal-Mudullun f'Laboratorju ta’ Citogenetika Klinika
indipendenti fi tqabbil ma’ medium ta’ kontroll. Ir-rizultati
jigu rrappurtati fuq Certifikat ta’ Analizi specifiku.

PREPARAZZJONI GHALL-UZU

CHANG Medium BMC ghandu jigi mahlul matul il-lejl fi
frigg (2-8°C) imbaghad imhallat bil-mod sabiex tigi
zgurata l-omogeneita. B'mod asettiku ddispensa 10 mL
tal-midjum go flasks sterili tat-tkabbir u ekwilibra ghal
temperatura ta’ 37°C ghall-uzu immedjat ghal kolturi
tat-mudullun.

Nota: Kristalli ta” calcium carbonate ta’ spiss jifformaw
fCHANG Medium BMC. ll-prezenza ta’ dawn il-kristalli
ma jidhirx i tikkawza effett detrimentali fuq il-prestazzjoni
tal-prodott.

KULLANMA TALIMATI

Ornek Hazirlama:

0,5 - 1,0 mL sodyum heparinize kemik iligi aspirati

kullanin. Lityum heparin, EDTA veya sitrat

antikoagilanlari sitogenetik galigsmalar igin

uygun degildir.

+ 5 mL izerinde kemik iligi aspirati alinirsa drnekte
hemodiliisyon olabilir. Kemik ilidi fraksiyonunu izole
etmek igin numuneyi santrifiijleyin.

+ Numune transfer vasatinda gelirse ornegi
santrifiljleyip transfer vasatini (stipernatan) alin.
Kalan aspirat fraksiyonunu kullanarak
inokiilasyon yapin.

Bu driinlerin kullanimi hakkinda ek ayrintilar agisindan

her laboratuvar kendi ayri tibbi programiniz igin 6zel

olarak gelistirilmis ve optimize edilmis, kendi laboratuvar
islemleri ve protokollerine bagvurmalidir.

Kemik iligi Kiiltiirii:

Tim kltir kaplarini hasta adi, numune numarasi

ve kiltir tipiyle etiketleyin. Her numune igin sunlari

iceren bir flask hazirlayin:

1. 10,0 mL CHANG Medium BMC.

2. Numune inokiilasyonundan once flaski 37°C'ye
dengeleyin.

3. 10,0 mL dnceden dengelenmis CHANG Medium
BMC igeren her flaska 0,5 mL (500 pL) veya akyuvar
sayimina gore uygun miktarda numune inokilasyonu
yapin. Akyuvarlar yiiksekse (> 30.000) daha az
numune veya akyuvarlar disiikse (< 5.000) daha
fazla numune ekleyin.

4. Flaski 37°C'de 1 - 2 giin inkiibe edin.

Kiiltiirlerden Toplama:

1. Kiltirleri inkiibatérden gikarin ve hiicreleri tekrar
slispansiyon haline getirmek igin yavasca gevirin.

2. Flaskin igerigini bir 15 mL santrifijj tiipiine aktarin.

Her tiipe 100 pL stok Colcemid (10 pg/mL) ekleyin.

4. Tiiplerin kapagini kapatin ve ters diiz ederek
karistirin.

5. Tiipleri 37°C'de 20 dakika inkiibe edin.

6. Inkiibasyondan sonra tiipleri 8 dakika boyunca
1200 devir/dk (300 x g) hizinda santrifiljleyin.

7. Her tipten siipernatani dikkatle aspire edin.

8. Hiicre pelletini hafifce karistirarak veya tliptin alt
kismina isaret parmagiyla fiske vurarak tekrar
slispansiyon haline getirin.

9. COK YAVASCA vorteksleme sirasinda (en diisik
ayarda) her tiipe 10 mL hipotonik soliisyon (0,075 M
Potasyum Kloriir) ekleyin.

10. Tipleri oda sicakliginda 20 dakika birakin (hipotonik
muamele).

11. Tipleri 8 dakika boyunca 1200 devir/dk (300 x g)
hizinda santrifiljleyin.

12. Siipernatani aspire edip hiicre pelleti iizerinde

yaklasik 1,0 mL hipotonik soliisyon birakin.

NOT: Santrifijlemeden sonra hiicre pelletinden
yukariya siipernatan igine uzanabilecek fibroz
materyal agisindan dikkatli olun. En son birkag mL
siipernatanin tiim hiicre pelletinin atik kabina
aspirasyonundan kaginmak lizere bir Pasteur
pipetiyle (vakum aspirasyonu kullanmadan) alinmasi
gerekebilir.

. Hiicre pelletini 8. adimda tanimlandigi gibi tekrar
slispansiyon haline getirin.

14. COK YAVASCA vorteksleme sirasinda (en diisiik
ayarda) her tiipe 10 mL 3:1 Metanol:Asetik asit
fiksatifi ekleyin.

. Tiipleri oda sicakliinda 20 dakika birakin (birinci
sabitieme).

16. 11 - 13. adimlari tekrarlayin.

17. Adim 14'teki gibi 5 mL fiksatif ekleyin.

18. Tipleri oda sicakliginda 10 dakika birakin (ikinci

sabitieme).

w
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ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU

Preparazzjoni tal-Kampjun:

Uza 0.5 sa 1.0 mL ta’ aspirat tal-mudullun mizjud

b'sodium heparin. Lithium heparin, EDTA, jew citrate

anticoagulants mhumiex adattati ghal studji ¢itogenetici.

+ Jekk iktar minn 5 mL ta’ aspirat tal-mudullun jigi
milqugh, il-kampjun jista’ jkun emodilwit (hemodilute).
Dawwar il-kampjun 'l isfel biex tizola I-parti
tal-mudullun.

+Jekk il-kampjun jasal f'midjum tat-trasport, dawwar
il-kampjun 'l isfel u nehhi I-medium tat-trasport
(is-supernatant). Aghmel l-inokulazzjoni billi tuza
|-parti i fadal tal-aspirat.

Ghal dettalji addizzjonali dwar I-uzu ta’ dawn il-prodotti,
kull laboratorju ghandu jikkonsulta I-proceduri
u |-protokolli tal-laboratorju tieghu stess li gew zviluppati
u ottimizzati specifikament ghall-programm mediku
individwali tieghek.

It-Tkabbir tal-Mudullun:

Aghmel tikketta bl-isem tal-pazjent, in-numru

tal-kampjun, u t-tip ta’ koltura fuq il-kontenituri kollha.

Ghal kull kampjun ipprepara flask li jkun fih:

1. 10.0 mL CHANG Medium BMC.

2. Ekwilibra I-flask ghal temperatura ta’ 37°C gabel
I-inokulazzjoni tal-kampjun.

3. Aghmel inokulazzjoni ta’ 0.5 mL (500 pL)
tal-kampjun, jew I-ammont xieraq skont I-ghadd
ta¢-celloli bojod tad-demm (WBC), fkull flask li fih
ikun hemm 10.0 mL CHANG Medium BMC ekwilibrat
minn qabel. Zid ingas mill-kampjun jekk il-WBC
ikun gholi (> 30,000) jew iktar kampjun jekk il-WBC
ikun baxx (< 5,000).

4. Inkuba I-flask f'temperatura ta’ 37°C ghal jum
1-jumejn (2).

ll-Hsad tal-Kolturi:

1. Nehhi I-kolturi mill-inkubatur u dawwar bil-mod
sabiex terga’ tissospendi ¢-celloli.

2. Ittrasferixxi I-kontenut tal-flask ghal tubu ta’ 15 mL
tac-centrifugu.

3. Zid 100 pL tas-soluzzjoni ewlenija ta’ Colcemid
(10 pg/mL) f'kull tubu.

4. Aghlag it-tubi u hawwad billi taglibhom 'l isfel.

5. Inkuba t'tubi f'temperatura ta’ 37°C ghal 20 minuta.

6. Wara l-inokulazzjoni, i¢¢entrifuga t-tubi ghal 8 minuti
fug 1200 rpm (300 x g).

7. Bir-reqqa aspira s-supernatant minn kull tubu.

8. Erga’ ssospendi |-gerbuba ta¢-celloli billi thawwad
bil-mod, jew billi taghti daqqa hafifa lill-giegh tat-tubu
bl-ewwel saba’.

9. BIL-MOD HAFNA zid 10 mL ta’ soluzzjoni ipotonika
(0.075 M Potassium Chloride) lil kull tubu filwaqt
li ddawwar f'vortex (fuq l-ingas setting).

10. Halli t-tubi joqoghdu f'temperatura ambjentali ghal
20 minuta (trattament ipotoniku).

11. I¢centrifuga t-tubi ghal 8 minuti fug 1200 rpm
(300 x g).

12. Aspira s-supernatant u halli madwar 1.0 mL
tas-soluzzjoni ipotonika fuq il-gerbuba tac-celloli.
NOTA: Oqghod attent ghall-materjal fibruz li jista’
jestendi mill-gerbuba tac¢-celloli 'l fug ghal
Jos-supernatant wara ¢-centrifugazzjoni. Jista’ jkun
li I-ahhar ftit mL tas-supernatant ikollhom jitnehhew
manwalment b'pipetta Pasteur (mhux bl-uzu ta’
aspirazzjoni b’'vakum) sabiex jigi evitat li I-gerbuba
tac-celloli kollha tigi aspirata fil-kontenitur tal-iskart.

13. Erga’ ssospendi I-gerbuba tac-celloli kif deskritt
fil-punt 8.

14. BIL-MOD HAFNA zid 10 mL tal-fissattiv 3:1

Methanol:Acetic acid f'kull tubu filwagt li ddawwar

fvortex (fuq I-ingas setting).

Halli t-tubi jogoghdu f'temperatura ambjentali ghal

20 minuta (l-ewwel fissazzjoni).

16. Irrepeti |-punti 11-13.

17. Zid 5 mL tal-fissativ bhal fil-punt 14.

o

19. 16 - 18. adimlari tekrarlayin (iiglincii sabitieme).

20. Bu noktada sabit hiicre pelletleri laboratuvarin
standart protokolline gére lam hazirlama igin hemen
kullanilabilir veya gelecekte kullanim igin
buzdolabinda (2°C - 8°C) saklanabilir.

SAKLAMA VE STABILITE

CHANG Medium BMC kullanima hazir olana kadar
-10°C'nin altinda dondurulmus sekilde saklanmalidir.
CHANG Medium BMC dondurulmus olarak muhafaza
edildiginde sise etiketinde gésterilen son kullanma
tarihine kadar stabildir. Gozdiikten sonra kullaniimamig
herhangi bir Griin calisma alikotlarina aktarilip daha
sonra kullanilmak Uzere tekrar dondurulabilir veya
kapag! sikica kapatilip 2°C - 8°C'de 30 giine kadar
saklanabilir. Floresan igiktan koruyun.

ONLEMLER VE UYARILAR

Bu cihazin, cihaz kullaniminin amaglanmis oldugu
belirtilen uygulamanin dahil oldugu islemler konusunda
egitimli personelce kullaniimasi amaglanmistir.

CHANG Medium BMC, FSS ve dev hiicreli timor
kosullandiriimis vasat igerir ve evrensel laboratuvar
onlemlerine gore kullanilmalidir. Vasat, bakteriyel
kontaminasyon potansiyelini azaltmak igin bir antibiyotik
(gentamisin) igerir ama vasati verirken daima aseptik
teknikler kullaniimalidir. Kirmizi renkte olmayan herhangi
bir vasati kullanmayin.

18. Halli t-tubi joqoghdu f'temperatura ambjentali ghal
10 minuti (it-tieni fissazzjoni).

19. Irrepeti I-punti 16-18 (it-tielet fissazzjoni).

20. F'dan il-punt, il-gerbubi tac-celloli ffissati jistghu
jintuzaw immedjatament ghall-preparazzjoni
tal-islajds skont il-protokoll standard tal-laboratorju
jew mahzuna fi frigg (2-8°C) ghall-uzu fil-futur.

HAZNA U STABBILTA

CHANG Medium BMC ghandu jigi mahzun iffrizat
f'temperatura ta’ ingas minn —=10°C sakemm jigi biex
jintuza. CHANG Medium BMC huwa stabbli sad-data ta’
skadenza li tidher fug it-tikketta tal-flixkun meta mahzun
skont I-istruzzjonijiet. Wara li jinhall, jekk jibga’
xi ammont ta’ prodott li ma ntuzax jista’ jigi ddispensat
falikwoti u ffrizat mill-gdid ghal uzu fil-futur, jew jinghalaq
sew u jinhazen f'temperatura ta’ 2°C sa 8°C ghal mhux
iktar minn 30 jum. Ipprotegi minn dawl fluworexxenti.

PREKAWZJONWIET U TWISSUJIET

Dan l-apparat huwa mahsub ghall-uzu minn persunal
imharreg fi proceduri li jinkludu I-applikazzjoni indikata
li ghaliha huwa mahsub |-apparat.

CHANG Medium BMC fih FBS u GCT conditioned
medium u ghandu jigi mmaniggjat bil-prekawzjonijiet
universali tal-laboratorju. Dan il-midjum fih antibijotiku
(gentamicin) sabiex jitnagqas il-potenzjal
ghall-kontaminazzjoni mill-batterji, izda dejjem
ghandhom jintuzaw teknici asettici meta jigi ddispensat
dan il-midjum. M’'ghandek tuza |-ebda medium
li mhuwiex ta’ kulur hamrani.



