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ENGLISH

INDICATION FOR USE
CHANG Medium MF is a mitogen-free, ready to use medium for use in culturing peripheral blood and other specimens for
purposes of cytogenetic analysis.

DEVICE DESCRIPTION

CHANG Medium MF consists of RPMI containing 20% FBS, 2 mM glutamine, 20 mM HEPES buffer and the antibiotic Gentamicin
Sulfate. It may require the addition of mitogenic agents, such as phytohemagglutinin (PHA) to optimize the growth of peripheral
blood and other cells. The required concentration of PHA (or other mitogens) should be determined by the individual laboratory.

COMPONENTS

Amino Acid Water Salts & lons

Arginine WFI Quality Sodium chloride

Asparagine Proteins, Hormones, and Growth Choline chloride

Aspartic Acid Factors Calcium nitrate

Cystine Fetal bovine serum (FBS) Potassium chloride

Glutamic Acid pH Indicator Magnesium sulfate

Glutamine Phenol red Sodium phosphate

G}y§iﬂe Other Antibiotic

H'St'd'n_e Biotin Gentamicin Sulfate

Isolegcme Hydroxyproline Vitamins and trace elements

Leu.cme Glutathione Folic acid

II:Ay:tI;iZnine Buffers Nicotinamide

Phenvialani Sodium bicarbonate Riboflavin

Pr(:inn);a anine HEPES Thiamine
Pantothenic acid

Serine Energy Substrates Cobalamin

Threonine Glugose Pyridoxine

Tryptophan inositel Aminobenzoic acid

Tyrosine

Valine

QUALITY ASSURANCE

STERILITY

Serum used in the production of CHANG Medium MF has been tested for viral contamination per CFR Title 9 Part 113.53.
It has also been screened for mycoplasma contamination. CHANG Medium MF is sterilized by filtration through a 0.1 micron
filter. Samples of CHANG Medium MF are tested for possible bacteriological contamination following the sterility testing protocol
described in the current USP Sterility test <71>.

Several factors including source of sample, 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 MF is evaluated using peripheral blood for mitotic index, chromosomal length and quality compared
to a control medium. Results are reported on a lot specific Certificate of Analysis.

MATERIALS AND EQUIPMENT REQUIRED BUT NOT PROVIDED
1. Phytohemagglutinin (PHA) Solution (9 mg/mL), Sterile

2. Phenol-Free Heparin

3. Colcemid 25 pg/mL Solution

4.  Potassium Chloride Solution, 75 mM

5. Acetic Alcohol, 1 part Glacial Acetic Acid: 3 parts Methanol (Analytical Reagent Grade)
6. Giemsa or 2% Acetic Acid-orcein

7. Chromic acid

8. Mountant

9. Glass Slides and Coverslips

10. Plastic Centrifuge Tubes

11. CO, Incubator

12. Bench Centrifuge

13. Vortex Mixer

14. Light Microscope
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SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

The success of whole blood cultures for cytogenetic analysis is influenced by the level of lymphocytes with normal function at the
time of sampling. As this level can be affected by infection and drugs, wherever possible subjects for cytogenetic studies should
not have taken drugs for 7 days prior to collection of blood for tests. Similarly, the mitotic index may be greatly reduced during
the anergic phases of certain diseases (e.g. Hodgkin's disease, sarcoidosis, etc.) and, to a lesser degree, in normal individuals
during the later stages of pregnancy. Preservative must not be added to blood samples for lymphocyte culture. Aseptic techniques
are essential.

Blood samples should be tested without delay whenever possible. If absolutely necessary, they may be stored at 2°C to 8°C for
no longer than 48 hours.

PREPARATION FOR USE

Thaw overnight in a refrigerator (2-8°C) then gently mix to assure homogeneity. Aseptically dispense 10 mL of medium into
sterile culture flasks and equilibrate to 37°C for immediate use.

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

DIRECTIONS FOR USE

Whole blood or separated leukocytes have been used for cytogenetic studies, but the former is the simplest and most widely
used in routine studies. As with any cell culture procedure, optimal results are dependent on establishing adequate culture
conditions. Since the relative content of active PHA may vary slightly between different batches, it may be beneficial to test two
concentrations of PHA.

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.

|. Sample Preparation:

Obtain 5-10 mL for adults, of fresh blood in sodium heparin,and 2-3 mL for pediatrics.

*  Whole blood should be received at room temperature and mixed by inversion.
+  Lymphocytes from whole blood can be stimulated with Phytohemagglutinin (PHA) and may be cultured with a
synchronization technique.

1. Whole Blood Culture
Label all culture vessels with patient name, specimen number, and culture type.

1. Before inoculation of specimen bring CHANG Medium MF to ambient temperature.

2. Reconstitute PHA by adding 5 mL of sterile distilled water, using a sterile syringe.

3. Prepare required 5 mL of CHANG Medium MF necessary for each culture vessel, using aspectic technique.

4, Add 0.1 mL of reconstituted PHA per culture vessel.

5. Inoculate 0.3 mL of sample per culture. If the patient is an infant (<1mo old), inoculate with 0.2 mL of sample.

6. Each individual laboratory should determine the number of cultures to set up depending on the clinical indication and age of
the patient. An additional 48 hour culture is to be initiated on specimens from newborns (<1mo old) without synchronization.

7. Incubate cultures at 35 - 39°C, 5 - 8% CO, atmosphere until ready for harvest.

8. For synchronization: After 48 hours of incubation add 50uL per 5ml of working solution Methotrexate to each culture to

be harvested at 72 hours. Add 100uL per 5 ml, working solution Thymidine to each culture 18- 19 hours after adding
Methotrexate (5 - 6 hours before harvest).

|. Harvesting the Cultures:

Remove culture ready for harvest from the incubator and gently swirl flask to re-suspend cells.

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

Add 40 pL of stock Colcemid (10 pg/mL) to each culture tube. Tightly cap tubes and mix gently by inverting.

Incubate tubes at 35 - 39°C, for 45 minutes.

After incubation, centrifuge tubes for 8 minutes at 1,000 rpm.

Carefully aspirate supernatant from each tube using a vacuum aspirator, with solvent trap. Be careful to not aspirate pellet.

Resuspend pellet by tapping bottom or side of each tube with finger.

Initiate a 20 minute timer.

9. Add 3 -4 mL dropwise, of prewarmed (35 - 37°C) hypotonic solution (0.075M Potassium Chloride).

10. Tightly cap tube and mix gently by tapping bottom or side of the tube with finger.

11. Add 5 - 6 mL, drop-wise, of pre-warmed (35 - 37°C) hypotonic solution. Tightly cap tube and invert tube.

12. Repeat Steps 8 -10 for each tube.

13. Using a water bath, allow tubes to stand at 35 - 37°C. Invert tubes once at midpoint of 20 minute timer.

14. Add 1 mL of fresh 3:1 Carnoy’s Fixative to each tube, at the end of the 20 minute timer. Tightly cap and invert each tube.
(This is the Pre-Fixative step)

15. Centrifuge tubes for 8 minutes at 1,000 rpm.

16. Aspirate supernatant from each tube, leaving about 1 mL above the cell pellet. Be careful to not aspirate pellet. 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.

17. Resuspend cell pellet, as described in Step 7.

PN R W=
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18. Add 3 - 4 mL dropwise of fresh 3:1 Carnoy’s Fixative.

19. Add remaining fixative up to 7 mL.

20. Repeat steps 16 - 18 for each tube.

21. Let stand for 10 minutes at room temperature. (This is the First fixative step).

22. Centrifuge tubes for 8 minutes at 1,000 rpm.

23. Aspirate supernatant leaving about 1 mL above pellet. Resuspend cell pellet.

24. Add fix up to 7 mL. Centrifuge tubes for 8 minutes at 1,000 rpm. (Second fixative step).

25. Repeat steps 23 - 24. (Third fixative step).

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

CLINICAL APPLICATIONS

The modal human chromosome number is 46. Human chromosomes have been classified according to their length and the
position of the centromere (Denver Classification). Aberrations of chromosomal constitution have been associated with a number
of congenital disorders such as Down syndrome (typically with an additional small autosome) and syndromes associated with
indeterminate sexuality (Turner’s syndrome, Klinefelter's syndrome and others, where the sex chromosomes are found to be
abnormal). An acquired chromosomal abnormality can be detected in a proportion of the leukocytes in chronic myelocytic leukemia
(the “Philadelphia” chromosome) and the progress of treatment may be assessed by following this marker. As the limit of tolerance
is approached in radiation therapy, there is a marked increase in the proportion of cells with bizarre chromosomal constitution
and the appearance of these cells has been used as a guide to dosage.

STORAGE AND STABILITY

Store CHANG Medium MF frozen, below -10°C, until ready to use. CHANG Medium MF 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
(maximum of two times) for later use, or tightly capped and stored at 2-8°C for up to 30 days. Protect from fluorescent light.

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 MF contains FBS and should be handled with universal laboratory precautions. The medium contains an
antibiotic (gentamicin sulfate), to reduce the potential of bacterial contamination, but aseptic techniques should always be used
when dispensing the media. Do not use any medium that is not red in color.
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DEUTSCH

INDIKATIONEN
CHANG Medium MF ist ein mitogenfreies, gebrauchsfertiges Medium fir die Kultivierung von peripherem Blut und anderen
Proben fir zytogenetische Analysen.

PRODUKTBESCHREIBUNG

CHANG Medium MF besteht aus RPMI mit 20 % FBS, 2 mM Glutamin, 20 mM HEPES-Puffer und dem Antibiotikum Gentamicinsulfat.
Es erfordert ggf. die Zugabe von Mitogenen, wie Phytohdmagglutinin (PHA), um das Wachstum von peripheren Blut- und anderen
Zellen zu optimieren. Die erforderliche Konzentration von PHA (oder anderen Mitogenen) ist vom jeweiligen Labor zu bestimmen.

INHALTSSTOFFE
Aminoséure Wasser Salze und lonen
Arginin Wasser fiir Injektionszwecke (WFI) Natriumchlorid
Asparagin Proteine, Hormone und Cholinchlorid
Asparaginsaure Wachstumsfaktoren Calciumnitrat
Cystin Fetales Kélberserum (FBS) Kaliumchlorid
Glutaminsaure pH-Indikator Magnesiumsulfat
Glutamin Phenolrot Natriumphosphat
G}yﬁiﬂ Andere Antibiotikum
H'St'd'n_ Biotin Gentamicinsulfat
Isoleycm Hydroxyprolin Vitamine und Spurenelemente
Leu.cm Glutathion Fols&ure
LMV:I';iOmn Puffer Nikotinamid
Phenvlalani Natriumbicarbonat Riboflavin
Pr:linnya anin HEPES Thiamin
Serin Energiesubstrate (P;ar;tolthe.nsaure
obalamin
Threonin GIukAose Pyridoxin
Tryptophan inositel Aminobenzoeséaure
Tyrosin
Valin
QUALITATSSICHERUNG
STERILITAT

Das bei der Produktion des CHANG Medium MF verwendete Serum wurde auf virale Kontamination gemaR CFR Titel 9, Teil 113.53,
getestet. Es wurde auBerdem auf Mykoplasmakontamination tberprift. Das CHANG Medium MF wurde durch Filtration durch
einen 0,1-Mikron-Filter sterilisiert. Es wurden Proben des CHANG Medium MF auf mdgliche bakterielle Kontamination getestet,
wobei das im aktuellen USP-Sterilitatstest <71> beschriebene Sterilitatstestprotokoll befolgt wurde.

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.

Jede Charge CHANG Medium MF wird unter Verwendung von peripherem Blut im Hinblick auf Mitoseindex, Chromosomenlénge
und -qualitatim Vergleich zu einem Kontrollmedium bewertet. Die Ergebnisse sind auf einem chargenspezifischen Analysezertifikat
angegeben.

ERFORDERLICHE MATERIALIEN UND HILFSSTOFFE (NICHT IM LIEFERUMFANG)
1. Phytohdmagglutinin(PHA)-Ldsung (9 mg/ml), steril

2. Phenolfreies Heparin

3. Colcemid 25 pg/ml Lésung

4. Kaliumchloridldsung, 75 mM

5. Essigsaurealkohol, 1 Teil Eisessig: 3 Teilen Methanol (analytische Reagenzqualitét)
6. Giemsa oder 2 % Essigséure-Orcein

7. Chromsaure

8.  Einbettungsmittel

9. Glasobjekttrager und Deckglaser

10. Zentrifugenréhrchen aus Kunststoff

11. CO,-Inkubator

12. Tischzentrifuge

13. Vortexmischer

14. Lichtmikroskop
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PROBENAHME UND HANDHABUNG

Der Erfolg von Vollblutkulturen fiir die zytogenetische Analyse wird durch den Gehalt an normal funktionierenden Lymphozyten
zum Zeitpunkt der Probenahme beeinflusst. Da dieser Gehalt durch Infektionen und Medikamente beeinflusst werden kann,
sollten Teilnehmer an zytogenetischen Studien nach Méglichkeit 7 Tage lang vor der Blutabnahme fiir Tests keine Medikamente
einnehmen. Entsprechend kann der Mitoseindex in den anergischen Phasen bestimmter Krankheiten (z. B. Morbus Hodgkin,
Sarkoidose usw.) stark und bei gesunden Schwangeren in spateren Stadien der Schwangerschaft in geringerem MaRe reduziert
sein. Blutproben fiir die Lymphozytenkultur diirfen keine Konservierungsmittel zugesetzt werden. Die Anwendung aseptischer
Techniken ist unerlasslich.

Wann immer méglich, sollten Blutproben unverziiglich getestet werden. Wenn absolut notwendig, kénnen sie maximal 48 Stunden
bei 2 °C bis 8 °C gelagert werden.

VORBEREITUNG

Uber Nacht im Kiihischrank (2-8 °C) auftauen und anschlieRend zur Gewahrleistung von Homogenitat behutsam mischen.
Unter Anwendung aseptischer Techniken 10 ml Medium in sterile Kulturflaschen geben und zur sofortigen Verwendung auf
37 °C erwérmen.

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

GEBRAUCHSANWEISUNG

Fiir zytogenetische Untersuchungen hat sich die Verwendung von Vollblut oder isolierten Leukozyten bewahrt. Ersteres ist jedoch
das einfachste und in Routineuntersuchungen am haufigsten verwendete Material. Wie bei jedem Zellkulturverfahren sind optimale
Ergebnisse von der Schaffung angemessener Kulturbedingungen abhangig. Da der relative Gehalt an aktivem PHA zwischen
verschiedenen Chargen leicht variieren kann, ist es ggf. von Vorteil, zwei PHA-Konzentrationen zu testen.

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.

|. Probenvorbereitung:
Bei Erwachsenen mit 5-10 ml und bei Kindern mit 2-3 ml frischem natriumheparinisiertem Blut arbeiten.

+  Vollblut ist bei Raumtemperatur in Empfang zu nehmen und durch Umdrehen zu mischen.
*  Lymphozyten aus Vollblut kénnen mit Phytohamagglutinin (PHA) angeregt und mittels Synchronisationstechnik
kultiviert werden.

II. Vollblutkultur:
Alle Kulturgefae mit Patientennamen, Probennummer und Kulturtyp beschriften.

Das CHANG Medium MF vor der Beimpfung mit Probe auf Umgebungstemperatur bringen.

Das PHA durch Zugabe von 5 ml sterilem destilliertem Wasser mit einer sterilen Spritze rekonstituieren.

Unter Anwendung aseptischer Techniken die firr jedes KulturgefaR bendtigten 5 ml CHANG Medium MF vorbereiten.
Jedem Kulturgefa® 0,1 ml rekonstitutieres PHA zusetzen.

Pro Kultur mit 0,3 ml Probe beimpfen. Ist der Patient ein Saugling (unter 1 Monat), mit 0,2 ml Probe beimpfen.

Jedes Labor ist selbst fiir die Bestimmung der Anzahl der vorzubereitenden Kulturen in Abhangigkeit von der klinischen
Indikation und des Alters des Patienten zustandig. Fir Proben von Neugeborenen (unter 1 Monat) ist eine zusétzliche
48-Stunden-Kultur ohne Synchronisation anzusetzen.

. Kulturen bis zur Entnahme bei 35-39 °C in einer 5-8%igen CO,-Atmosphére inkubieren.

8. Zur Synchronisation: Nach 48 Stunden Inkubation jeder nach 72 Stunden zu entnehmenden Kultur auf 5 ml 50 ul Methotrexat-
Arbeitsldsung zusetzen. 18-19 Stunden nach der Zugabe von Methotrexat (5-6 Stunden vor Entnahme) jeder Kultur auf
5 ml 100 pl Thymidin-Arbeitslésung zusetzen.

I. Kulturentnahme:

SO~ wN R

Zur Entnahme bereite Kultur aus dem Inkubator nehmen und die Flasche zur Resuspendierung der Zellen leicht schwenken.

Den Inhalt jeder Flasche in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen iibertragen.

In jedes Kulturrdhrchen 40 pl Colcemid (10 pg/ml) geben. Die Réhrchen fest verschlieRen und durch Umdrehen behutsam

mischen.

4. Die Réhrchen 45 Minuten lang bei 35-39 °C inkubieren.

5. Die Réhrchen im Anschluss an die Inkubation 8 Minuten bei 1.000 U/min zentrifugieren.

6. Anhand eines Absauggerats mit Losemittelfalle vorsichtig den Uberstand von jedem Rohrchen absaugen. Darauf achten,
dass kein Pellet abgesaugt wird.

7. Den Boden oder die Seite jedes Rohrchens mit dem Finger antippen, um Pellet zu resuspendieren.

8.  Einen 20-Minuten-Zeitgeber starten.

9. Tropfenweise 3-4 ml vorgewérmter (35-37 °C) hyptononer Ldsung (0,075 M Kaliumchlorid) zugeben.

10. Das Réhrchen fest verschlieBen und zum behutsamen Mischen mit dem Finger am Boden oder an der Seite antippen.

11. Tropfenweise 5-6 ml vorgewarmter (35-37 °C) hyptononer Losung zugeben. Das Rohrchen fest verschlieRen und umdrehen.

12. Die Schritte 8-10 fiir jedes Rohrchen wiederholen.

13. Die Rohrchen in einem Wasserbad bei 35-37 °C stehen lassen. Nach Ablauf der Halfte des 20-Minuten-Zeitgebers die
Réhrchen einmal umdrehen.

14. Jedem Rohrchen nach Ablauf des 20-Minuten-Zeitgebers 1 ml frisches 3:1-Carnoy-Fixiermittel zugeben. Jedes Réhrchen

fest verschlieBen und umdrehen. (Dies ist der Schritt zur Vorbereitung der Fixierung.)

Ladi
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15. Die Réhrchen 8 Minuten bei 1.000 U/min zentrifugieren.

16. So viel Uberstand von jedem Réhrchen absaugen, dass oberhalb des Zellpellets 1 ml zuriickbleibt. Darauf achten, dass
kein Pellet abgesaugt wird. Auf Fasermaterial achten, das mdglicherweise nach der Zentrifugation vom Zellpellet in den
Uberstand hinaufragt. Die letzten Milliliter Uberstand miissen eventuell von Hand mit einer Pasteurpipette entfernt werden
(ohne Vakuumaspiration), um zu verhindern, dass das ganze Zellpellet in den Abfallbehalter gesaugt wird.

17. Das Zellpellet wie in Schritt 7 beschrieben resuspendieren.

18. Tropfenweise 3-4 ml frisches 3:1-Carnoy-Fixiermittel zugeben.

19. Restliches Fixiermittel auf bis zu 7 ml zugeben.

20. Die Schritte 16-18 fiir jedes Réhrchen wiederholen.

21. 10 Minuten lang bei Raumtemperatur stehen lassen. (Dies ist der erste Fixierungsschritt.)

22. Die Réhrchen 8 Minuten bei 1.000 U/min zentrifugieren.

23. So viel Uberstand absaugen, dass etwa 1,0 ml {iber dem Pellet verbleibt. Das Zellpellet resuspendieren.

24, Fixiermittel auf bis zu 7 ml zugeben. Die Réhrchen 8 Minuten bei 1.000 U/min zentrifugieren. (Dies ist der zweite
Fixierungsschritt.)

25. Schritte 23-24 wiederholen. (Dies ist der dritte Fixierungsschritt.)

26. Andiesem Punkt kénnen fixierte Zellpellets sofort fiir die Objekttragerpraparation gemaR dem Standardprotokoll des Labors
verwendet oder zur spateren Verwendung im Kiihlschrank (2-8 °C) oder Gefrierschrank aufbewahrt werden.

KLINISCHE ANWENDUNGSBEREICHE

Die modale Zahl menschlicher Chromosomen ist 46. Die menschlichen Chromosomen wurden nach ihrer Lange und der Position
des Zentromers klassifiziert (Denver-Klassifikation). Aberrationen der chromosomalen Konstitution werden mit einer Reihe von
angeborenen Erkrankungen wie Down-Syndrom (typischerweise mit einem zusétzlichen kleinen Autosom) und mit Intersexualitét
assoziierten Syndromen (Turner-Syndrom, Klinefelter-Syndrom und andere Syndrome, bei denen die Geschlechtschromosomen
als abnormal angesehen werden) in Verbindung gebracht. Eine erworbene chromosomale Abnormalitat kann bei chronischer
myelomonozytére Leukamie bei einem Teil der Leukozyten (,Philadelphia“-Chromosom) nachgewiesen werden, und der Fortschritt
der Behandlung kann anhand dieses Markers beurteilt werden. Da sich der Toleranzgrenze bei der Strahlentherapie genéhert
wird, steigt der Anteil der Zellen mit bizarrer chromosomaler Konstitution deutlich an, und das Erscheinungsbild dieser Zellen
wurde als Leitfaden fiir die Dosierung verwendet.

LAGERUNG UND STABILITAT

Das CHANG Medium MF bis zur Verwendung tiefgekhlt unter -10 °C lagern. Bei Tiefkiihllagerung ist das CHANG Medium MF
bis zu dem auf dem Flaschenetikett angegebenen Verfallsdatum stabil. Nach dem Auftauen kann jedes unbenutzte Produkt in
Arbeitsaliquote abgefiillt und zur spéteren Verwendung wieder eingefroren (maximal zweimal) oder fest verschlossen und bei
2-8 °C bis zu 30 Tage gelagert werden. Keinem Fluoreszenzlicht aussetzen.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

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

Das CHANG Medium MF enthélt FBS und muss unter Einhaltung der in Laboren universell geltenden VorsichtsmaBnahmen
gehandhabt werden. Das Medium enthélt ein Antibiotikum (Gentamicinsulfat), um das Risiko einer bakteriellen Kontamination
zu verringern. Bei der Abgabe der Medien sollten jedoch immer aseptische Techniken angewendet werden. Keine Medien
verwenden, die nicht rot sind.
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ITALIANO

INDICAZIONI PER L'USO
CHANG Medium MF € un terreno di coltura pronto all'uso, privo di agenti mitogeni, da usare con sangue periferico e altri campioni
biologici per I'esecuzione di analisi citogenetiche.

DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

CHANG Medium MF & composto dal terreno di coltura RPMI contenente 20% di siero bovino fetale, 2 mM di glutammina, 20 mM
di tampone HEPES e I'antibiotico gentamicina solfato. Per ottimizzare la crescita delle cellule del sangue periferico e di altre
cellule, potrebbe essere necessario aggiungere agenti mitogeni, come la fitoemagglutinina (PHA). La concentrazione richiesta

di PHA (o altri mitogeni) deve essere stabilita dal laboratorio.

COMPONENTI
Aminoacidi Acqua Sali e ioni
Arginina Qualita WFI (acqua per iniezioni) Cloruro di sodio
Asparagina Proteine, ormoni e fattori di crescita Cloruro di colina
Acido aspartico Siero bovino fetale Nitrato di calcio
Cls?tlna . Indicatore di pH Cloruro d.l potassu?
Acido glutammico Rosso fenolo Solfato di magnesio
Glutammina Fosfato di sodio
Glicina Altro o
i Biotina AntlblotI.C(.)
olo Idrossiprolina Gentamicina solfato
soleucina Glutatione Vitamine ed elementi in tracce
Leucina : ;
: Acido folico

Lisina Tamponi Nicotinamid
Metionina Bicarbonato di sodio icotinamide

e HEPES Riboflavina
Fenilalanina Tiami

i Substrati energetici amina
Pro!lna Glucosi Acido pantotenico
Serina | u h |'° Cobalamina

i nositolo

Trgomna Piridossina
Tlnptcl)fano Acido amminobenzoico
Tirosina
Valina

GARANZIA DI QUALITA

STERILITA

|1 siero usato per la produzione di CHANG Medium MF ¢ stato testato per escludere contaminazione virale seguendo la procedura
CFR Titolo 9 Parte 113.53. E stato anche testato per determinare eventuali contaminazioni da micoplasma. CHANG Medium MF
¢ stato sterilizzato per filtrazione mediante filtro da 0,1 micron. Campioni di CHANG Medium MF sono stati testati per escludere
eventuale contaminazione batteriologica seguendo il protocollo delle prove di sterilita descritto nel corrente test di sterilita USP <71>.
Diversi fattori, tra cui I'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 MF & stato testato utilizzando sangue periferico per valutare I'indice mitotico, la lunghezza e la qualita
dei cromosomi confrontandolo con un terreno di controllo. | risultati sono riportati nel Certificato di analisi specifico di ogni lotto.

MATERIALI E STRUMENTI NECESSARI MA NON FORNITI
1. Fitoemagglutinina (PHA) soluzione sterile (9 mg/ml)

2. Eparina priva di fenolo

3. Soluzione di Colcemid 25 pg/ml

4. Soluzione di cloruro di potassio, 75 mM

5. Alcol acetico, 1 parte di acido acetico glaciale: 3 parti di metanolo (reagente di classe analitica)
6. Giemsa o acido acetico-orceina 2%

7. Acido cromico

8. Montante

9. Vetrini e coprioggetti

10. Provette in plastica per centrifuga

11. Incubatore con CO,

12. Centrifuga da banco

13. Miscelatore Vortex

14. Microscopio ottico
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PRELIEVO E PREPARAZIONE DEL CAMPIONE

Il buon esito delle colture di sangue intero per I'analisi citogenetica dipende dal livello di linfociti con funzionalita normale
al momento del campionamento. Dato che questo livello pud essere alterato da infezioni e farmaci, ove possibile i soggetti che
si sottopongono ad analisi citogenetica dovranno evitare di assumere farmaci nei 7 giorni precedenti il prelievo di sangue per il test.
Analogamente, I'indice mitotico pud ridursi in modo significativo durante le fasi anergiche di alcune patologie (ad es. la malattia
di Hodgkin, la sarcoidosi, ecc.) e, in misura minore, in donne sane nelle ultime fasi della gravidanza. Non aggiungere conservanti
ai campioni di sangue prelevati per coltura linfocitica. E indispensabile operare con tecniche in asepsi.

| campioni devono essere analizzati il prima possibile. Qualora fosse assolutamente necessario, potranno essere conservati
a 2-8 °C per non piu di 48 ore.

PREPARAZIONE PER L'USO

Scongelare il terreno per una notte in frigorifero (2-8 °C) e poi miscelarlo delicatamente per renderlo omogeneo. Dispensarne
in condizioni di sterilita 10 ml in fiasche per coltura sterili e portare a 37 °C per I'uso immediato.

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

ISTRUZIONI PER L'USO

Negli studi citogenetici sono stati usati sia sangue intero che leucociti separati, tuttavia il primo rappresenta il sistema pit semplice
e piu diffuso nella routine. Come per qualsiasi coltura cellulare, i risultati ottimali dipendono dalla creazione di condizioni colturali
adeguate. Poiché il contenuto relativo di PHA attiva pud variare leggermente nei diversi lotti, potrebbe essere utile eseguire
I'esame su due concentrazioni della sostanza.

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.

|. Preparazione del campione
Prelevare 5-10 ml di sangue appena raccolto in eparina sodica per i pazienti adulti, e 2-3 ml per i pazienti pediatrici.

+  Eventuale sangue intero deve essere utilizzato a temperatura ambiente e miscelato mediante inversione.
+ llinfociti da sangue intero possono essere stimolati con fitoemagglutinina (PHA) e la coltura pud essere eseguita con una
tecnica di sincronizzazione.

II. Coltura di sangue intero
Etichettare tutti i contenitori colturali con il nome del paziente, il numero del campione e il tipo di coltura.

Prima di inoculare il campione, portare CHANG Medium MF a temperatura ambiente.

Ricostituire la PHA aggiungendovi con una siringa sterile 5 ml di acqua distillata sterile.

Con tecnica asettica, preparare i 5 ml necessari di CHANG Medium MF per ciascun contenitore colturale.

Aggiungere 0,1 ml di PHA ricostituita per contenitore colturale.

Inoculare 0,3 ml di campione per coltura. Se il paziente & un neonato (<1 mese di eta), inoculare 0,2 ml di campione.
Ogni laboratorio dovra determinare il numero di colture da predisporre, in funzione delle indicazioni cliniche e dell’'eta
del paziente. Su campioni biologici di neonati (<1 mese di eta) occorre iniziare un’ulteriore coltura di 48 ore, senza
sincronizzazione.

. Incubare le colture a 35-39 °C, in atmosfera al 5-8% di CO,, finché non sono pronte per la raccolta.

8. Ai fini della sincronizzazione: dopo 48 ore di incubazione, aggiungere 50 I di soluzione di lavoro di metotressato a ogni
coltura da 5 ml da raccogliere dopo 72 ore. Aggiungere 100 pl di soluzione di lavoro di timidina a ciascuna coltura da 5 ml
18-19 ore dopo aver aggiunto metotressato (5-6 ore prima della raccolta).

S~ wP R

IIl. Raccolta delle colture

1. Rimuovere dall'incubatore la coltura pronta per la raccolta e fare roteare delicatamente il contenuto della fiasca per
risospendere le cellule.

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

3. Aggiungere 40 pl di Colcemid soluzione stock (10 ug/ml) a ogni provetta contenente la coltura. Chiudere bene le provette
e miscelare capovolgendole.

4. Incubare le provette a 35-39 °C per 45 minuti.

5. Dopo l'incubazione, centrifugare le provette per 8 minuti a 1.000 giri/min.

6. Aspirare con attenzione il surnatante da ogni provetta mediante una pompa a vuoto, con un filtro per il solvente. Prestare
attenzione a non aspirare il pellet.

7. Risospendere il pellet battendo con il dito sul fondo o sul lato di ogni provetta.

8. Awviare un intervallo di 20 minuti su un cronometro.

9. Aggiungere, goccia a goccia, 3-4 ml di soluzione ipotonica (cloruro di potassio 0,075 M) preriscaldata (35-37 °C).

10. Chiudere bene la provetta e agitare delicatamente battendo con il dito sul fondo o sul lato della stessa.

11.  Aggiungere, goccia a goccia, 5-6 ml di soluzione ipotonica preriscaldata (35-37 °C). Chiudere bene la provetta e capovolgerla.

12. Ripetere i passaggi 8-10 per ogni provetta.

13. Lasciare le provette in un bagno d’acqua a 35-37 °C. Capovolgerle a meta dell'intervallo di 20 minuti sul cronometro.

14. Alla fine dell'intervallo di 20 minuti sul cronometro, aggiungere in ciascuna provetta 1 ml di fissativo di Carnoy 3:1 appena
preparato. Chiudere bene la provetta e capovolgerla. (Questo € il passaggio preliminare dell'uso del fissativo.)

15. Centrifugare le provette per 8 minuti a 1.000 giri/min.
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16. Aspirare il supernatante da ciascuna provetta, lasciando circa 1 ml sopra il pellet cellulare. Fare attenzione sia a non aspirare
il pellet sia 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.

17. Risospendere il pellet cellulare come descritto al punto 7.

18. Aggiungere, goccia a goccia, 3-4 ml di fissativo di Carnoy 3:1 appena preparato.

19. Aggiungere il fissativo rimanente sino a raggiungere il volume di 7 ml nella provetta.

20. Ripetere i passaggi 16-18 per ogni provetta.

21. Lasciare riposare per 10 minuti a temperatura ambiente (questo € il primo passaggio dell’'uso del fissativo).

22. Centrifugare le provette per 8 minuti a 1.000 giri/min.

23. Aspirare il supernatante lasciando circa 1 ml sopra il pellet. Risospendere il pellet.

24. Aggiungere il fissativo sino a 7 ml. Centrifugare le provette per 8 minuti a 1.000 giri/min (secondo passaggio dell'uso
del fissativo).

25. Ripetere i passaggi 23-24 (terzo passaggio dell'uso del fissativo).

26. Aquesto punto, i pellet cellulari fissati possono essere adoperati immediatamente per preparare il vetrino secondo il protocollo
standard del laboratorio oppure conservati in frigorifero a 2-8 °C o nel congelatore per essere utilizzati successivamente.

APPLICAZIONI CLINICHE

Il numero modale dei cromosomi umani € 46. | cromosomi umani sono stati classificati in base alla loro lunghezza e alla posizione
del centromero (classificazione di Denver). Aberrazioni costituzionali dei cromosomi sono state associate a molte malattie congenite
come la sindrome di Down (tipicamente con un autosoma piccolo aggiuntivo) e sindromi collegate all'indeterminazione della
sessualita (sindrome di Turner, sindrome di Klinefelter e altre, caratterizzate da anomalia dei cromosomi sessuali). Un’anomalia
cromosomica acquisita puo essere rilevata in una parte dei leucociti nella leucemia mielocitica cronica (il cromosoma “Philadelphia”);
inoltre seguendo questo marcatore & possibile valutare i progressi del trattamento. Quando la radioterapia si avvicina al limite
di tolleranza, si osserva un notevole aumento della proporzione di cellule con anomali corredi cromosomici; I'aspetto di tali cellule
¢ stato utilizzato come guida per modulare il dosaggio.

CONSERVAZIONE E STABILITA

Conservare CHANG Medium MF congelato a temperatura inferiore a -10 °C fino al momento dell'uso. Se conservato congelato,
il prodotto & stabile fino alla data di scadenza indicata sull’etichetta del flacone. Dopo lo scongelamento, il prodotto non utilizzato
puo essere dispensato in aliquote idonee all'utilizzo e ricongelato (non oltre due volte) 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 MF contiene siero bovino fetale e deve essere maneggiato secondo le normali precauzioni di laboratorio.
Il terreno contiene un antibiotico (gentamicina solfato) 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.
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ESPANOL

INDICACION DE USO
El CHANG Medium MF es un medio exento de mitdgenos, listo para usar y disefiado para utilizarse en el cultivo de sangre
periférica y otras muestras para andlisis citogenéticos.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

El CHANG Medium MF estd compuesto por RPMI que contiene 20 % de FBS, glutamina 2 mM, tampon HEPES 20 mM y el
antibiotico sulfato de gentamicina. Es posible que sea necesario afiadir agentes mitégenos, como fitohemaglutinina (PHA), para
optimizar el crecimiento de las células de la sangre periférica y otras. La concentracion requerida de PHA (u otros mitégenos)
la determinaré cada laboratorio.

COMPONENTES
Aminoécidos Aqua Sales e iones
Arginina Calidad de agua para inyectables Cloruro sédico
Asparagina Proteinas, hormonas y factores Cloruro de colina
Acido aspartico de crecimiento Nitrato calcico
Cistina Suero bovino fetal (FBS) Cloruro potasico
Acido glutamico Indicador del pH Sulfato magnésico
Glutamina Rojo de fenol Fosfato sodico
Glicina Otros Antibiético
Histidina Biotina Sulfato de gentamicina
Isolegcma Hidroxiprolina Vitaminas y oligoelementos
Leucina Glutation Acido folico
Lisina T
Metionina Sistemas tampon Nicotinamida
Fenilalani Bicarbonato sodico Riboflavina
enilalanina HEPES Tiamina
Prolina Acido pantoténico
Serina Sustratos energéticos
Cobalamina
; Glucosa

Treonina Piridoxi

" iridoxina
Triptéfano Inositol At ' .

Acido aminobenzoico

Tirosina
Valina
GARANTIA DE CALIDAD
ESTERILIDAD

El suero utilizado en la produccién del CHANG Medium MF se ha sometido a anélisis de contaminacion viral de acuerdo con
el titulo 9 del CFR, parte 113.53. Asimismo se ha cribado la contaminacién por micoplasmas. El CHANG Medium MF se esteriliza
por filtracion a través de un filtro de 0,1 pm. Se analizan muestras del CHANG Medium MF para detectar la posible contaminacion
bacteriana segln el protocolo analitico de esterilidad descrito en el vigente ensayo de esterilidad <71> de la USP.

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 a los usuarios que procesen cada nuevo lote de reactivo en paralelo con un material
de referencia de actividad idonea y conocida antes de su adopcion sistematica.

Cada lote del CHANG Medium MF se evalua frente a un medio de control analizando el indice mitético, la longitud cromosémica
y la calidad con muestras de sangre periférica. Los resultados se notifican en un certificado de analisis especifico del lote.

MATERIAL Y EQUIPO NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
1. Solucion de fitohemaglutinina (PHA) (9 mg/ml), estéril

2. Heparina sin fenol

3. Solucién Colcemid, 25 pg/ml

4. Solucion de cloruro potasico, 75 mM

5. Alcohol acético, 1 parte de 4cido acético glacial: 3 partes de metanol (calidad para reactivo analitico)
6. Giemsa u orceina acética al 2 %

7. Acido crémico

8. Fijador

9. Portaobjetos y cubreobjetos

10. Tubos de centrifuga de plastico

11. Incubadora de CO,

12. Centrifuga de mesa

13. Agitador vortex

14. Microscopio ptico
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RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

El éxito de los cultivos de sangre total para el andlisis citogenético depende de la cantidad de linfocitos con funcién normal en
el momento del muestreo. Como esta cantidad se ve afectada por infecciones y medicamentos, siempre que sea posible los
sujetos sometidos a estudios citogenéticos no tomar medicamentos durante los 7 dias anteriores a la extraccion de sangre para
el andlisis. Del mismo modo, el indice mitético puede disminuir de forma considerable durante las fases anérgicas de ciertas
enfermedades (p. ej., enfermedad de Hodgkin, sarcoidosis, etc.) y, en menor medida, durante las Gltimas etapas de un embarazo
normal. No se debe afiadir conservante a las muestras de sangre para el cultivo de linfocitos. Las técnicas asépticas son esenciales.
Las muestras de sangre deben analizarse sin demora siempre que sea posible. Si es absolutamente necesario, se pueden
conservar a 2-8 °C durante 48 horas como maximo.

PREPARACION PARA EL USO

Descongelar durante la noche en el frigorifico (2-8 °C) y luego mezclar con suavidad para garantizar suhomogeneidad. Dispensar
en condiciones asépticas 10 ml del medio en frascos de cultivo estériles y equilibrar a 37 °C para su uso inmediato.

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

INSTRUCCIONES DE USO

En los estudios citogenéticos se han utilizado sangre total o leucocitos separados pero la primera es mas sencilla y se utiliza
mas en los estudios sistematicos. Como sucede con cualquier procedimiento de cultivo celular, los resultados 6ptimos solo
se obtienen en condiciones de cultivo adecuadas. Dado que el contenido relativo de PHA activo varia ligeramente entre un lote
y otro, vale la pena analizar dos concentraciones de PHA.

Para mas detalles sobre la utilizacidn 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.

I. Preparacion de la muestra:

Obtener sangre fresca en heparina sodica (5-10 ml en el caso de adultos, 2-3 ml en el caso de pacientes pediatricos).

+  Lasangre total debe transportarse a temperatura ambiente y mezclarse por inversion.
+  Pueden estimularse los linfocitos de la sangre total con fitohemaglutinina (PHA) y pueden cultivarse empleando una
técnica de sincronizacion.

II. Cultivo de sangre total:
Etiquetar todos los recipientes de cultivo con el nombre del paciente, el nimero de la muestra y el tipo de cultivo.

1. Antes de inocular la muestra, dejar que el CHANG Medium MF alcance la temperatura ambiente.

2. Reconstituir la PHA afiadiendo 5 ml de agua destilada estéril con una jeringa estéril.

3. Preparar los 5 ml de CHANG Medium MF necesarios para cada recipiente de cultivo empleando una técnica aséptica.

4. Afiadir 0,1 ml de PHA reconstituida por recipiente de cultivo.

5. Inocular 0,3 ml de muestra por cultivo. Si el paciente es un lactante (<1 mes de edad), inocular 0,2 ml de muestra.

6. Cada laboratorio determinara el numero requerido de cultivos dependiendo de la indicacion clinica y la edad del paciente.
Debera iniciarse un cultivo adicional de 48 horas en muestras de recién nacidos (<1 mes de edad) sin sincronizacion.

7. Incubar los cultivos a 35-39 °C en una atmésfera con 5-8 % de CO, hasta que se encuentren listos para la cosecha.

8. Para la sincronizacion: Tras 48 horas de incubacion, afiadir 50 pl de solucién de trabajo de metrotexato por cada 5 ml de
cultivo para cosechar a las 72 horas. Aiadir 100 pl de solucién de trabajo de timidina por cada 5 ml de cultivo 18-19 horas
después de afiadir metotrexato (5-6 horas antes de la cosecha).

IIl. Cosecha de los cultivos:

1. Retirar de la incubadora el cultivo listo para cosechar y balancearlo con suavidad para resuspender las células.

2. Transferir el contenido del frasco a un tubo de centrifuga de 15 ml.

3. Afadir 40 pl de la solucién madre Colcemid (10 pg/ml) a cada tubo. Tapar herméticamente los tubos y mezclar mediante

inversion.

4. Incubar el frasco a 35-39 °C durante 45 minutos.

5. Después de la incubacion, colocar los tubos de centrifuga durante 8 minutos a 1000 rpm.

6. Aspirar con cuidado el sobrenadante de cada tubo empleando una aspiradora de vacia con trampa de disolvente. Tener

cuidado de no aspirar el sedimento.

7. Resuspender el sedimento dando un toquecito con el dedo sobre la parte inferior o lateral de cada tubo.

8. Poner en marcha un temporizador de 20 minutos.

9. Anfadir gota a gota 3-4 ml de solucion hipoténica (cloruro potasico 0,075M) precalentada (35-37 °C).

10. Cerrar herméticamente el tubo con la tapa y mezclar suavemente dando un toquecito con el dedo sobre la parte inferior
o lateral de cada tubo.

11. Afadir gota a gota 5-6 ml de solucion hipoténica precalentada (35-37 °C). Cerrar herméticamente el tubo con la tapa
e invertirlo.

12. Repetir los pasos 8-10 con cada uno de los tubos.

13. Dejar que los tubos reposen en vertical en un bafio de agua a 35-37 °C. Invertir los tubos una vez a la mitad del periodo
cronometrado de 20 minutos.

14. Al finalizar dicho periodo de 20 minutos, afiadir a cada tubo 1 ml de solucién fijadora de Carnoy recién preparada con una
proporcion 3 : 1. Cerrar herméticamente cada tubo con su tapa e invertirlos todos. (Este el paso prefijador).

15. Centrifugar los tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.
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16. Aspirar el sobrenadante de cada tubo dejando aprox. 1 ml por encima del sedimento celular. Tener cuidado de no aspirar
el sedimento. 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.

17. Resuspender el sedimento celular como se describe en el paso 7.

18. Afadir gota a gota 3-4 ml de solucién fijadora de Carnoy recién preparada con una proporcion 3 : 1.

19. Afadir el fijador restante hasta obtener un volumen total de 7 ml.

20. Repetir los pasos 16-18 con cada uno de los tubos.

21. Dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente. (Este el primer paso fijador).

22. Centrifugar los tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.

23. Aspirar el sobrenadante dejando aproximadamente 1 ml por encima del sedimento celular. Resuspender el sedimento celular.

24. Anadir fijador hasta obtener un volumen total de 7 ml. Centrifugar los tubos durante 8 minutos a 1000 rpm. (Segundo
paso fijador).

25. Repetir los pasos 23-24. (Tercer paso fijador).

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

APLICACIONES CLINICAS

El nimero modal de cromosomas humanos es 46. Los cromosomas humanos se han clasificado segun su longitud y la posicion del
centrémero (clasificacion de Denver). Las aberraciones de la dotacion cromosémica se han asociado con una serie de trastornos
congénitos como el sindrome de Down (de ordinario, con un pequefio autosoma adicional) y sindromes asociados con estados
sexuales indeterminados (sindrome de Turner, sindrome de Klinefelter y otros con anomalias de los cromosomas sexuales).
En un porcentaje de leucocitos de la leucemia mielocitica cronica se detecta una anomalia cromosémica adquirida (el cromosoma
«Filadelfia») y los progresos terapéuticos se pueden evaluar vigilando este marcador. Segun se acerca el limite de tolerancia en
la radioterapia, se advierte un marcado aumento en el porcentaje de células con una dotacion cromosémica extrafia; la aparicion
de estas células se ha utilizado como guia posolégica.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Conservar el CHANG Medium MF congelado, a menos de -10 °C, hasta que esté listo para su uso. Si se conserva congelado,
el CHANG Medium MF 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
(como méaximo, dos veces) 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 MF contiene FBS y se debe manipular con las precauciones universales de laboratorio. El medio contiene
un antibiético (sulfato de gentamicina) para reducir la posible contaminacién bacteriana, pero siempre que se dispense el medio
se utilizaran técnicas asépticas. No utilizar ningiin medio que no sea de color rojo.
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FRANGAIS

INDICATION D’'UTILISATION
CHANG Medium MF est un milieu non mitogéne prét a I'emploi destiné a étre utilisé dans la culture des échantillons de sang
périphérique et d’autres échantillons aux fins d’analyse cytogénétique.

DESCRIPTION DU DISPOSITIF

CHANG Medium MF est composé de RPMI contenant 20 % de SVF, 2 mM de glutamine, 20 mM de tampon d’'HEPES et de sulfate
de gentamicine (antibiotique). Il peut nécessiter I'ajout d’agents mitogénes comme la phytohémagglutinine (PHA) pour optimiser
la croissance des cellules de sang périphérique et d’autres cellules. La concentration requise de PHA (ou d’autres mitogenes)
doit étre déterminée par chaque laboratoire.

COMPOSANTS
Acides aminés Eau Sels et ions
Arginine Qualité WFI Chlorure de sodium
Asparagine Protéines, hormones et facteurs Chlorure de choline
Acide aspartique de croissance Nitrate de calcium
Cystine Sérum de veau feetal (SVF) Chlorure de potassium
Acide glutamique Indicateur de pH Sulfate de magnésium
Glutamine Rouge de phénol Phosphate de sodium
Glycine Autre Antibiotique
Histidine Biotine Sulfate de gentamicine
Isolegcme Hydroxyproline Vitamines et oligo-éléments
Leu.cme Glutathione Acide folique
Lysine Tampons Nicotinamide
Méthionine . ;
Phénvialani Bicarbonate de sodium Riboflavine
Pr(:inn);a anine HEPES Thiamine
Sérine Substrats énergétiques Acide parltothenlque
e Glucose Cobalamine

Thréonine Pyridoxine
Tryptophane Inositol Y

yptop Acide aminobenzoique
Tyrosine
Valine
ASSURANCE QUALITE
STERILITE

Le sérum utilisé dans la fabrication de CHANG Medium MF a été testé pour les contaminations virales selon le code des régle-
mentations fédérales CFR Title 9 Part 113.53. Il a été aussi testé pour les contaminations par mycoplasme. CHANG Medium MF
est stérilisé par filtration avec un filtre de 0,1 um. Des échantillons de CHANG Medium MF sont testés pour une éventuelle
contamination bactérienne selon le protocole de test de stérilit¢ décrit dans le test de stérilité courant de la pharmacopée
américaine (USP) <71>.

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 a utiliser le milieu de fagon réguliére.

L'indice mitotique, la longueur des chromosomes et la qualité de chaque lot de CHANG Medium MF sont évalués par comparaison
a un milieu témoin. Les résultats sont rapportés dans un certificat d’analyses spécifique a chaque lot.

MATERIAUX ET EQUIPEMENT NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS
1. Solution de phytohémagglutinine (PHA) (9 mg/ml), stérile

2. Héparine sans phénol

3. Solution de Colcemid (25 pg/ml)

4. Solution de chlorure de potassium, 75 mM

5. Alcool acétique, 1 part d’acide acétique glacial/3 parts de méthanol (qualité réactive)
6. Colorant Giemsa ou acide acétique/orcéine a 2 %

7. Acide chromique

8. Milieu de montage

9. Lames et lamelles en verre

10. Tubes de centrifugation en plastique

11. Incubateur & CO,

12. Centrifugeuse de table

13. Vortex

14. Microscope optique
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COLLECTE ET MANIPULATION DES ECHANTILLONS

Le taux de lymphocytes normaux au moment du prélévement des échantillons influence les résultats de I'analyse cytogénétique
des cultures de sang total. Ce taux pouvant étre influencé par l'infection et les médicaments, il est recommandé aux sujets
participant a des études cytogénétiques de ne pas prendre de médicaments, si possible, pendant les 7 jours précédant la collecte
des échantillons sanguins en vue de tests. De la méme maniére, I'indice mitotique peut étre réduit considérablement pendant les
phases anergiques de certaines maladies (p. ex. maladie de Hodgkin, sarcoidose, etc.) et, a moindre degré, chez les femmes
saines au cours des derniers stades de la grossesse. Ne pas ajouter de conservateur aux échantillons sanguins pour la culture
lymphocytaire. L'utilisation de techniques aseptiques est essentielle.

Les échantillons sanguins doivent étre testés sans délai dans la mesure du possible. lls peuvent étre conservés entre 2 et 8 °C
pendant 48 heures maximum, en cas de nécessité absolue.

PREPARATION

Décongeler jusqu’au lendemain dans un réfrigérateur (entre 2 et 8 °C), puis mélanger délicatement pour assurer 'homogénéité.
Répartir de fagon aseptique 10 ml de milieu dans des flacons de culture stériles et équilibrer & 37 °C pour une utilisation immédiate.
Remarque : des cristaux de carbonate de calcium se forment en général dans CHANG Medium MF. Il n'a pas été démontré que
la présence de ces cristaux compromet les performances du produit.

MODE D’EMPLOI

Du sang total ou des leucocytes séparés ont été utilisés pour les études cytogénétiques, mais le sang total est la méthode la
plus simple et la plus largement utilisée dans les études courantes. Comme dans toute mise en culture de cellules, les résultats
optimaux dépendent de I'établissement de conditions adéquates. Le contenu relatif de la solution de PHA active pouvant varier
|égerement d’un lot a un autre, il peut étre avantageux de tester deux concentrations différentes.

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.

I. Préparation des échantillons :
Prélever du sang frais dans de I'héparine sodique a raison de 5 a 10 ml pour les adultes et de 2 a 3 ml pour les enfants.

+  Le sang total doit étre prélevé a température ambiante et mélangé par retournement.
+  Les lymphocytes du sang total peuvent étre stimulés avec la phytohémagglutinine (PHA) et peuvent étre cultivés avec
une technique de synchronisation.

II. Culture du sang total :
Etiqueter tous les flacons de culture avec le nom du patient, le numéro de I'échantillon et le type de culture.

1. Avant I'inoculation de I'échantillon, amener le CHANG Medium MF a température ambiante.

2. Reconstituer la PHA en ajoutant 5 ml d’eau distillée stérile a I'aide d’'une seringue stérile.

3. Préparer le volume requis de 5 ml de CHANG Medium MF nécessaire pour chaque flacon de culture a I'aide d’une
technique aseptique.

4, Ajouter 0,1 ml de PHA reconstituée par flacon de culture.

Inoculer 0,3 ml d’échantillon par culture. Si le patient est un nourrisson (< 1 mois), inoculer avec 0,2 ml d’échantillon.

6. Chagque laboratoire doit déterminer le nombre de cultures & préparer en fonction de I'indication clinique et de I'age du
patient. Une culture supplémentaire de 48 heures doit étre commencée sur les échantillons de nouveau-nés (< 1 mois)
sans synchronisation.

7. Incuber les cultures entre 35 et 39 °C dans une atmosphere contenant entre 5 et 8 % de CO, jusqu'a ce qu’elles soient
prétes pour la collecte.

8. Pour la synchronisation : aprés 48 heures d’incubation, ajouter 50 pl de solution de travail de méthotrexate par 5 ml
a chaque culture a collecter a 72 heures. Ajouter 100 pl de solution de travail de thymidine par 5 ml & chaque culture entre
18 et 19 heures aprés I'ajout du méthotrexate (5 a 6 heures avant la collecte).

I. Collecte des cultures :

o

1. Retirerla culture préte pour la collecte de I'incubateur et agiter Iégérement le flacon pour remettre les cellules en suspension.

2. Transférer le contenu de chaque flacon dans un tube a centrifuger de 15 ml.

3. Ajouter 40 pl de solution mére de Colcemid (10 pg/ml) a chaque tube de culture. Boucher hermétiquement les tubes
et mélanger délicatement par retournement.

4. Incuber les tubes entre 35 et 39 °C pendant 45 minutes.

5. Aprés l'incubation, centrifuger les tubes pendant 8 minutes & 1 000 tr/min.

6. Aspirer délicatement le surnageant de chaque tube a I'aide d'un aspirateur a vide muni d’un piége a solvant. Veiller a ne pas
aspirer le culot.

7. Remettre le culot en suspension en tapotant le fond ou le c6té de chaque tube avec le doigt.

8. Lancer une minuterie de 20 minutes.

9. Ajouter 3 a 4 ml de solution hypotonique (0,075 M de chlorure de potassium) préchauffée (35 a 37 °C) en goutte a goutte.

10. Boucher hermétiquement le tube et mélanger délicatement en tapotant le fond ou le c6té du tube avec le doigt.

11. Ajouter 5 a 6 ml de solution hypotonique préchauffée (35 a 37 °C) en goutte & goutte. Boucher hermétiquement le tube

et le retourner.

12. Répéter les étapes 8 a 10 pour chaque tube.

13. Laisser les tubes reposer dans un bain-marie entre 35 et 37 °C. Retourner les tubes une fois au milieu de la minuterie
de 20 minutes.
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14. Ajouter 1 ml de solution de fixation de Carnoy fraiche au 3:1 & chaque tube a la fin de la minuterie de 20 minutes. Boucher
hermétiquement et retourner chaque tube. (Il s'agit de I'étape de fixation préliminaire.)

15. Centrifuger les tubes pendant 8 minutes a 1 000 tr/min.

16. Aspirer le surnageant de chaque tube en laissant environ 1 ml au-dessus du culot de cellules. Veiller a ne pas aspirer le culot.
Prendre garde au matériau fibreux qui peut s'étendre du culot de cellules jusque dans le surnageant apreés la centrifugation.
Il peut étre nécessaire de prélever les quelques derniers millilitres de surnageant manuellement a I'aide d’une pipette Pasteur
(sans aspiration a vide) pour éviter d’aspirer I'ensemble du culot de cellules dans le récipient a déchets.

17. Remettre le culot de cellules en suspension, comme décrit a I'étape 7.

18. Ajouter 3 a 4 ml de solution de fixation de Carnoy fraiche au 3:1 en goutte a goutte.

19. Ajouter de la solution de fixation jusqu’a un volume final de 7 ml.

20. Répéter les étapes 16 & 18 pour chaque tube.

21. Laisser reposer pendant 10 minutes & température ambiante. (Il s’agit de la premiére étape de fixation.)

22. Centrifuger les tubes pendant 8 minutes a 1 000 tr/min.

23. Aspirer le surnageant en laissant environ 1 ml au-dessus du culot. Remettre le culot de cellules en suspension.

24. Ajouter la solution de fixation jusqu’a 7 ml. Centrifuger les tubes pendant 8 minutes & 1 000 tr/min. (Deuxiéme étape
de fixation.)

25. Répéter les étapes 23 & 24. (Troisiéme étape de fixation.)

26. 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) ou au congélateur pour utilisation ultérieure.

APPLICATIONS CLINIQUES

Le nombre modal de chromosomes humains est 46. Les chromosomes humains sont classés en fonction de leur longueur et de
la position de leur centromére (Classification de Denver). Les aberrations chromosomiques sont associées a un certain nombre
de troubles congénitaux, tels que la trisomie (avec en général un autre petit autosome supplémentaire) et les syndromes associés
a une sexualité indéterminée (syndrome de Turner, syndrome de Klinefelter, etc. ou les chromosomes sexuels sont anormaux).
Une anomalie chromosomique acquise peut étre détectée dans une partie des leucocytes dans la leucémie myélocytaire chronique
(le chromosome « Philadelphie ») et les progrés du traitement peuvent étre évalués en suivant ce marqueur. A I'approche de
la limite de tolérance a la radiothérapie, on observe une augmentation marquée de la proportion des cellules présentant une
structure chromosomique anormale et I'apparence de ces cellules est utilisée comme guide posologique.

CONSERVATION ET STABILITE

Conserver CHANG Medium MF congelé, en dessous de -10 °C, jusqu’a ce qu'il soit prét a étre utilisé. CHANG Medium MF est
stable jusqu'a la date de péremption indiquée sur I'étiquette du flacon lorsqu'il est conservé conformément aux instructions. Aprés
la décongélation, tout produit non entamé peut étre réparti dans des aliquotes de travail et recongelé (deux fois maximum) pour
une utilisation ultérieure, ou son flacon fermé hermétiquement et conservé entre 2 et 8 °C pendant 30 jours maximum. Protéger
de la lumiere 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 MF contient du SVF et doit étre manipulé en utilisant les précautions d’usage universelles. Le milieu contient
un antibiotique (sulfate de 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.
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PORTUGUES

INDICAGCAO DE UTILIZAGAO
O CHANG Medium MF é um meio isento de agentes mitogénicos, pronto a utilizar, na cultura de sangue periférico e de outros
espécimes para fins de andlise citogenética.

DESCRICAO DO DISPOSITIVO

O CHANG Medium MF é constituido por RPMI contendo FBS a 20%, glutamina 2 mM, tamp&o HEPES 20 mM e o antibiético
sulfato de gentamicina. Pode ser necessario adicionar agentes mitogénicos, como a fito-hemaglutinina (PHA), para otimizar
o crescimento de células do sangue periférico e de outras células. A concentragdo de PHA (ou outros agentes mitogénicos)
necessaria deve ser determinada por cada laboratério.

COMPONENTES
Aminodcido Agqua Sais e ibes
Arginina Qualidade WFI (agua p/ preparacbes Cloreto de sodio
Asparagina injetaveis) Cloreto de colina
Acido aspartico Proteinas, hormonas e fatores Nitrato de calcio
Cistina de crescimento Cloreto de potassio
Acido glutamico Soro bovino fetal (FBS) Sulfato de magnésio
Glutamina Indicador de pH Fosfato de sodio
Glicina Vermelho de fenol Antibiético
Histidina Qutro Sulfato de gentamicina
Isolegcma Biotina Vitaminas e oligoelementos
Leucina Hidroxiprolina Acido folico
Lisina Glutationa Nicotinamida
Metl.onma.\ Tampdes Riboflavina
Fen|.IaIan|na Bicarbonato de sédio Tiamina
Pro!lna HEPES Acido pantoténico
Serina ) "
Treonina Substratos energéticos Clolbalalmlna

) Glucose Piridoxina
Triptofano Inositol Acido aminobenzoico
Tirosina
Valina

GARANTIA DE QUALIDADE

ESTERILIDADE

0O soro utilizado na produgdo do CHANG Medium MF foi testado em relagéo a contaminagao viral de acordo com a norma CFR
Titulo 9 Parte 113.53. Foi igualmente submetido a rastreio de contaminagéo por micoplasmas. O CHANG Medium MF foi esterilizado
por filtragdo através de um filtro de 0,1 um. Foram testadas amostras de CHANG Medium MF quanto a possivel contaminagéo
bacterioldgica, seguindo o protocolo para testes de esterilidade do capitulo <71> da verséo atual da USP (Farmacopeia dos EUA).
O resultado obtido pode ser influenciado por varios fatores que incluem a origem da amostra, as condi¢des de cultura e a selegéo
dos reagentes. Antes da adog&o em utilizagdo de rotina, os utilizadores sdo aconselhados a analisar cada novo lote de reagente
em paralelo com material de referéncia de atividade adequada conhecida.

Cada lote de CHANG Medium MF é avaliado utilizando sangue periférico relativamente ao indice mitético e ao comprimento
e a qualidade dos cromossomas, por comparagdo com um meio de controlo. Os resultados estdo descritos no certificado de
analise especifico de cada lote.

MATERIAIS E EQUIPAMENTO NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
1. Solugéo de fito-hemaglutinina (PHA) (9 mg/ml), estéril

2. Heparina sem fenol

3. Solugéo de colcemid 25 pg/ml

4. Solug&o de cloreto de potassio, 75 mM

5. Alcool acético, 1 parte de 4cido acético glacial: 3 partes de metanol (categoria de reagente analitico)
6. Giemsa ou &cido acético a 2%-orceina

7. Acido crémico

8. Meio de montagem

9. Laminas e lamelas de vidro

10. Tubos de centrifugadora de plastico

11. Incubadora de CO,

12. Centrifugadora de bancada

13. Misturador de vértice

14. Microscopio 6tico
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COLHEITA E MANUSEAMENTO DE ESPECIMES

0 éxito das culturas de sangue total para andlise citogenética é influenciado pelo nivel de linfécitos com fungéo normal no momento
da colheita de amostras. Como este nivel pode ser influenciado por infegdo e farmacos, sempre que possivel, os participantes
em estudos citogenéticos ndo devem tomar medicamentos durante 7 dias antes da colheita de sangue para testes. De igual
modo, o indice mitético pode ser bastante reduzido durante as fases anérgicas de certas doengas (p. ex., doenga de Hodgkin,
sarcoidose, etc.) e, em menor grau, em mulheres normais nas ultimas fases da gravidez. Nao se deve adicionar conservante
a amostras de sangue para cultura de linfocitos. A assepsia das técnicas é fundamental.

Sempre que possivel, as amostras de sangue devem ser testadas sem demora. Se for absolutamente necessario, podem ser
conservadas entre 2 °C e 8 °C durante um periodo n&o superior a 48 horas.

PREPARAGCAO PARA UTILIZAGAO

Descongele no frigorifico (2 °C-8 °C), durante a noite, e depois misture suavemente para assegurar a homogeneidade. Dispense
asseticamente 10 ml de meio em frascos de cultura estéreis e deixe atingir os 37 °C para utilizagdo imediata.

Nota: Aformag&o de cristais de carbonato de calcio é frequente no CHANG Medium MF. A presenca destes cristais ndo demonstrou
causar qualquer efeito prejudicial no desempenho do produto.

INSTRUCOES DE UTILIZACAO

Tém sido utilizados em exames citogenéticos em sangue total ou leucécitos separados, mas a primeira opgéo € a mais simples
e amplamente utilizada em exames de rotina. Tal como qualquer procedimento de cultura de células, os resultados ideais

dependem do estabelecimento de condi¢des de cultura adequadas. Como o teor relativo de PHA ativo pode variar ligeiramente
entre diferentes lotes, pode ser benéfico testar duas concentragdes de PHA.

Para obter mais informagdes sobre a utilizagdo destes produtos, cada laboratério deve consultar os respetivos procedimentos
e protocolos que tenham sido concebidos e otimizados especificamente para o seu programa médico.
|. Preparacéo da amostra:
Utilize 5-10 ml, no caso de adultos e 2-3 ml no caso de doentes pediatricos de sangue recém-colhido em heparina de sodio.
+ O sangue total devera ser transportado a temperatura ambiente e devera ser misturado por inversao.
+  Os linfécitos provenientes de sangue total podem ser estimulados com fito-hemaglutinina (PHA) e podem ser cultivados
por meio de uma técnica de sincronizag&o.
II. Cultura de sangue total:
Identifique todos os recipientes de cultura com o nome do doente, o nimero de espécime e o tipo de cultura.
1. Antes de proceder a inoculagdo do espécime, deixe o CHANG Medium MF atingir a temperatura ambiente.
2. Reconstitua a PHA, adicionando 5 ml de 4gua destilada estéril com uma seringa estéril.
3. Utilizando uma técnica assética, prepare o volume necessario de 5 ml de CHANG Medium MF para cada um dos recipientes

de cultura.
4, Adicione 0,1 ml de PHA reconstituida por cada recipiente de cultura.
5. Inocule 0,3 ml de amostra por cultura. Se o doente for um bebé (< 1 més de idade), inocule com 0,2 ml de amostra.

6. Cada laboratdrio deve determinar o nimero de culturas a preparar dependendo da indicag&o clinica e da idade do doente.
Deve iniciar-se uma cultura adicional de 48 horas em espécimes de recém-nascidos (< 1 més de idade) sem sincronizagéo.

7. Incube as culturas a 35 °C-39 °C, numa atmosfera de 5%-8% de CO, até estarem prontas para colheita.

8. Para a sincronizagdo: Ap6s as 48 horas de incubagéo, adicione 50 pl de solugédo de trabalho de metotrexato a cada 5 ml
de cultura para realizar a colheita apds 72 horas. Adicione 100 ul de solug&o de trabalho de timidina a cada 5 ml de cultura
18-19 horas ap¢s adicionar o metotrexato (5-6 horas antes da colheita).

II. Colheita de culturas:

1. Remova a cultura pronta para colheita da incubadora e gire suavemente o frasco para ressuspender as células.

2. Transfira o contedo de cada frasco de cultura para um tubo de centrifugadora de 15 ml.

3. Adicione 40 pl de solugao de stock Colcemid (10 pg/ml) a cada tubo de cultura. Tape bem os tubos e misture suavemente,
invertendo-os.

4. Incube os tubos a 35 °C-39 °C durante 45 minutos.

5. Apos a incubagdo, centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.

6. Aspire cuidadosamente o sobrenadante de cada tubo, utilizando um aspirador com vécuo e coletor de solvente. Tenha
cuidado para ndo aspirar o pellet.

7. Ressuspenda o pellet, batendo na parte inferior ou na parte lateral de cada tubo com um dedo.

8. Inicie um periodo de 20 minutos no temporizador.

9. Adicione 3-4 ml, gota a gota, de solugdo hipoténica pré-aquecida (35 °C-37 °C) (cloreto de potassio 0,075 mM).

10. Tape bem o tubo e misture suavemente, batendo na parte inferior ou na parte lateral do tubo com um dedo.

11. Adicione 5-6 ml, gota a gota, de solugao hipotdnica pré-aquecida (35 °C-37 °C). Tape bem o tubo e inverta-o.

12. Repita os passos 8 a 10 para cada tubo.

13. Deixe os tubos atingirem uma temperatura de 35 °C-37 °C em banho-maria. Inverta os tubos depois de decorrida metade
dos 20 minutos do temporizador.

14. Adicione 1 ml de fixador de Carnoy recém-preparado, numa proporgao de 3:1, a cada tubo depois de decorrida metade dos
20 minutos do temporizador. Tape bem o tubo e inverta cada um dos tubos. (Esta é a etapa de pré-fixagéo)

15. Centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.
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16. Aspire o sobrenadante de cada tubo, deixando cerca de 1 ml acima do pellet de células. Tenha cuidado para ndo aspirar
o pellet. Tenha atengéo ao material fibroso que pode estender-se a partir do pellet de células para cima, para o interior
do sobrenadante apés a centrifugagao. 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.

17. Ressuspenda o pellet de células, tal como descrito no passo 7.

18. Adicione 3-4 ml, gota a gota, de fixador de Carnoy recém-preparado, numa proporcéo de 3:1.

19. Adicione o restante fixador de modo que o volume total perfaga 7 ml.

20. Repita os passos 16 a 18 para cada tubo.

21. Deixe repousar a temperatura ambiente durante 10 minutos. (Esta é a primeira etapa de fixagao)

22. Centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.

23. Aspire o sobrenadante, deixando cerca de 1 ml acima do pellet. Ressuspenda o pellet de células.

24. Adicione o fixador até contabilizar 7 ml. Centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1000 rpm. (Segunda etapa de fixagéo)

25. Repita os passos 23 a 24. (Terceira etapa de fixagao)

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

APLICACOES CLINICAS

O nimero modal de cromossomas humanos é 46. Os cromossomas humanos foram classificados de acordo com o seu comprimento
e a posicdo do centrémero (Classificagdo de Denver). As aberragdes da constituicdo cromossémica foram associadas a diversas
doengas congénitas, como sindrome de Down (tipicamente com um pequeno autossoma adicional) e sindromes associadas
a sexualidade indeterminada (sindrome de Turner, sindrome de Klinefelter e outras, onde se verifica que os cromossomas sexuais
sdo anoémalos). Numa proporcéo de leucécitos na leucemia mielocitica crénica, é possivel detetar uma anomalia cromossoémica
(o cromossoma “Filadélfia”), um marcador que pode ser utilizado para avaliar o progresso do tratamento. Como na radioterapia
se fica préximo do limite de tolerancia, ha um aumento acentuado na proporgdo de células com constituigdo cromossoémica
bizarra, tendo o aspeto destas células sido utilizado como guia para a dosagem.

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

Conserve o0 CHANG Medium MF congelado a uma temperatura inferior a-10 °C, até estar pronto para utilizar. O CHANG Medium MF
¢ estavel até ao prazo de validade indicado no rétulo do frasco, desde que conservado congelado. Apés a descongelagao, qualquer
produto ndo usado pode ser dispensado em aliquotas de trabalho e recongelado (duas vezes no méaximo) para utilizagao posterior
ou bem tapado e conservado entre 2 °C e 8°C durante um periodo de até 30 dias. Proteger da luz fluorescente.

PRECAUCOES E ADVERTENCIAS

Este dispositivo destina-se a ser utilizado por pessoal com formagé&o em técnicas que incluem a aplicagdo indicada & qual se
destina o dispositivo.

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

Portugués 3/4



Portugués 4/4



EAAHNIKA

ENAEI=H XPHZHZ
To CHANG Medium MF eival éva péoo xwpig piroyévo, €toiuo yia Xprian, 1o omoio Tpoopietal yia XpAan otV kaANiépyeia
TEPIPEPIKOU aipaTog Kal GAAwv delyudTwy Pe OKOTIO TNV KUTTAPOYEVETIKA avaAuan.

MNEPIFPA®H THZ ZYZKEYHZ

To CHANG Medium MF amorteAeitar amd RPMI mou epiéxer 20% FBS, 2 mM yAoutapivn, 20 mM puBuioTiké didAupa HEPES
Kal 1o avTiBoTiké Benkn yevrapukivn. Mmopei va amaitei Tnv mpoaBAkn pitoyovwy mapayoviwy, OTwg GuTOaIuoauyKoAAnTivn
(PHA) yia BeAtioToTroinan tTng avamtuéng mepiepIkoU aipaTog kai Aoimwy Kuttdpwy. H amairoupevn ouykévipwan PHA (A GAwv
piToydvwyv) Ba mpéTel va kaBopileTal amé T EKATTOTE EPYATTAPIO.

ZYITATIKA
Auivoto Nepd Alara kai 16via
Apyivivn MoidtnTa evéaipou Udatog (WFI) XAwpioUxo varpio
AaTapayivn Mpwreiveg, 0ppéveg kai auénTikoi XhwproUxog xoAivn
AcTrapTiké 0§u mapdyovieg Nitpiké aoBéaTio
KuaTivn Opog amé éuppuo Booeidwv (FBS) XAwploUxo kaAio
Thoutapiké ogo Aciking pH Oenkd payviaio
Ihoutapivn EpuBpd Tne QaivoAng Dwaopopikd varpio
TAukivn AMa AvriBioTiké
lomidivn Biorivn O€lIKn yevTapukivn
lUO)‘E'UK'V” YdpotutpoAivn Birapiveg kai ixvoaroixgia
AEUK,'V” TAouTabeidvn Dulikd ogu
Auaivn 5 Y NikoTivayidl
MeBeioviv PubBuioTika SiaAbpara pion
q>a|vu)\a)\2viv AITTVOPaKIKG VATPIO PiBogAaivn
Moohivn n HEPES Getapivn
Sepivn Evepyeiakd uTiooTp@uata MavioBevikd off
X KoBahapivn
®peovivn Fhuéan
| o\ Mupidogivn
TpuTrTo@dvn VoaIToAn s e
Apivopev(oikd o¢u
Tupoaivn
Bahivn
AIAZ®AAIZH NOIOTHTAZ
ITEIPOTHTA

0 opég Tou xpnaipotroigital aTnv Tapaywyn Tou CHANG Medium MF éxer eheyxBei yia 1oyevi poAuvan aluewva pe 1o CFR Title 9
Part 113.53. ‘Exel emiong e¢etaaTei yia pdAuvan amé pukdmhaopa. To CHANG Medium MF éxel amoaTeipwBei péow dinbnong ue
@iATpo 0,1 pikpopéTpwy. Agiypara Tou CHANG Medium MF eAéyxovtal yia m8avr Baktnpiohoyiki péAuvan, akohoubwvtag 1o
TPWTOKOAAO doKIYaaiag OTEIPOTNTAG TTOU TIEPIYPAPETAI OTNV TPEXOUT doKIyaaia aTelpdTTag Kard USP <71>.

To amotéAeapa Tou AapBaveral PTropei va TTPeAoTEl aTmd S1IAPOPOUG TTAPAYOVTES, OTIWG N TIPOEAEUCT) TWV DEIYHATWY, O TUVORAKEG
KaMigpyelag kai n emiAoyn avtidpaaTnpiwy. Mpoteivetal or xpiaTeg va avahiouv kaBe véa apTida avridpaotnpiwv TapdAAnAa
e UNIKO ava@opdag yvwaThg, KataAAnAng dpacTikdTnTag, TpiIv amd Ty uloBETnan o€ xprian pouTivag.

KaBe maptida CHANG Medium MF agioloyeital pe xpron mepigepikoU aigaTog yia WITwTIKG deiKTn, HAKOG XPWUOTWHATWY
Kai moIdTnTa, O€ oUyKpIon pe Péao pdptupa. Ta amoteAéopara avagépovtar ae MatomoinTikd AvaAuang 181kd ava TrapTida.

ANAITOYMENA YAIKA KAl EZEOMNAIZMOZ MOY AEN NAPEXONTAI
Aidhupa gutoaiyoauykoMntivng (PHA) (9 mg/mL), amoaTeipwpévo

Hmapivn xwpig gaivoAn

Aldhupa kohoepidng 25 pg/mL

AidAupa xAwploUyou kahiou, 75 mM

OgIkn aAkooAn, 1 pépog maydpop@ou ofikol o&éog: 3 pépn pebavoAng (T0TTou avaAuTikoU avTidpaaTnpiou)
Giemsa 1 2% 0§Ik6 0gu-opkeivn

Xpwyiké o8y

Méao éykheiang

9. Tudhiveg avTikeIpEVOQOPEG TIAAKES Kal KAAUTITPIdEG

10. MAaoTiKd owAnvapia uYOKEVTPOU

1. Emwaompag CO,

12. Emipamédia QuyoKkevTpog

13.  Avapiktng aTpoBiAiopou

14, OTTIKO MIKPOOKOTTIO

NSO RN =
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ZYAANOIH KAI XEIPIZMOZ AEIFMATQN

H emituyia kaAAigpyeiwv OAIKOU aipaTog yia KUTTapOoyEVeTIKEG AVAAUTEIG ETTNPEACETAI ATTO TO ETTITIEDO AEUPOKUTTAPWY HE KAVOVIKI
Aeitoupyia katd Tn oTiypn TG delypatoAnwiag. Kabwg auté To emimedo prmopei va emnpeactei amd AoIYWEEIS Kal papuakd,
610U €ival dUVATY, OI GUPPETEXOVTEG O€ KUTTAPOYEVETIKEG PEAETEG Bev Ba TPETTEN vl £xouv AGBel @ApuaKa yia 7 nUEPES TpIV aTTd
N ouMoyn aipatog yia egeTdoelg. Mapopoiwg, o PITWTIKOG OEiKTNG UTTOPET va PeIwBEi anUavTIKG KaTA TN GIAPKEID AVEPYIKWV
QAoEWV TUYKEKPILEVWY aaBevelwv (Tr.X. vooog Hodgkin, oapkoeidwan, K.ATT.) kai, o€ HIKpoTEPO Babud, a€ uyin atopa Katd
N DIAPKEIA TwV TEAEUTAIWY OTAdIWY EyKUMOOUVNG. Aev TTPETEI va TTpOaTiBETaI cuVTNPENTIKG 0T BeiypaTa aipatog yia KaANiEpyela
Aep@okutT@pwy. H TAPNON dONTITWY TEXVIKWY Eival TTOAD GNUAVTIKN.

Ta deiypata aiyarog Ba mpémel va egetadovtal wpig kaBuaTteprioeig, dTrou auté eivar duvatdv. Av eival aToAlTwg amapaitnTo,
utopoUv va @ulaytolv oe Bepuokpaaia 2 °C éwg 8 °C yia OxI TepIcodTEPO Ao 48 WPES.

NPOETOIMAZIA XPHZHZ

AmoyUEre katd T didpkeia TG vUXTAG aTo Yuyeio (2 - 8 °C) kal aTn ouvéxela avapitre Amia, waTe va diag@alifeTal n opoyéveld
Tou. Alaveipete pe aonmreg ouvBrkeg 10 mL péoou oe amoaTelpwpéva UTTOUKaAAKIa KAANIEPYEIAG Kal 1I00PPOTTACTE OTOUG
37 °C yia duean xpAon.

Inueiwaon: 1o CHANG Medium MF axnparifovtal guyva kpuatalhor avBpakikol acBeaTiou. H mapouaia autwy Twv KpuaTaAAwv
Oev €xel amodelxBei 0TI TpokaAei oToIadATIOTE ApvNTIKA MIdpaATN GTNV ATTOdOTT TOU TIPOIOVTOG.

OAHTFIEZ XPHZHZ

ZTIG KUTTOPOYEVETIKEG MENETEG EXEI XpNaIHOTIOINBET OAIKS aiipia f SiaxwpITuéva AeukoKUTTAPA, AAAG TO TIPWTO €ival To aTTAOUGTEPO
Kkar mAéov diadedopévo ae peAéteg poutivag. Omwg pe kaBe diadikaaia kuttapikng kaAAiépyeiag, Ta BEATIOTa amoTeAéopara
e€aptwvTal amd T dlac@aAion Tapkwv ouvBnkwy KaAAiEpyelag. ETeidn 1o oxeTikG Tepiexduevo evepyol PHA utropei va diagépel
eAaPPA peTaGU diagopeTiKwy TTapTidwy, iowg eival xpoipo va egetdgovial 0o auykevipwaoelig PHA.

Na mpdoBeteg AemrTopépeleg axeTikG e T XpAon Twv TPoidvTwv autwy, kdBe epyaaTrpio Ba mpémel va cupBouleleTal Tig
OIKEG TOU epyaaTnplakég diadikaaieg kal TpwTokoAAa, Ta oTmoia éxouv avamTuyBei kai BeAtioTomroinBei €181kd yia 10 BIKO TOU
10TPIKG TTPOYPaua.

1. Mpoceroipagia derypdrwyv:
YUMETe 5 - 10 mL ppéokou aipatog oe nmrapivn vatpiou yia eviAike kai 2 - 3 mL yia maidid.
*  To oAiké aipa Ba Tpémel va YeTaQEPETal o€ Bepokpaaia dwUaTiou Kal va avapiyvUETal ge avaaTpoon.
+  Ta AepgokUTTapa amoé 1o oAiké aiua propolv va dieyepBolv pe guToaipocuykoAntivn (PHA) kai ptropolv
va KaANiEpynBoUv e TeXVIKA auyXpovIoHoU.
II. KaAAiépyeia oAikou aiparog:
Emonpavere 6Aa Ta doxeia kahAiEpyelag pe To dvopa Tou aaBevolg, Tov apiBud deiypatog kai Tov TUTIO TNG KAAAIEPYEITG.

1. Mpiv amé Tov evoeBaAuiops Tou deiyparog, eépte To CHANG Medium MF ot Bepuokpaaia mepiBaAhovTog.

2. Avaouotiote 10 PHA mpoobétoviag 5 mL amooTelpwuévou ameaTaypévou vepol, XpnoIHOTIOIWVTAG ATTOTTEIP-
wpévn olplyya.

3. Me xpfion aonTTng TeXVIKAG, TPoEToludaTe Ta amaitoUpeva 5 mL Tou CHANG Medium MF mou eivar amapaithta yia
KGBe doxeio kaAiEpyeiag.

4, MpoaBéate 0,1 mL avacuatapévou PHA ava doxeio kaANiépyeiag.

5. EvogBahpioTe 0,3 mL deiyparog ava kaAhiépyeia. Edv o aoBevig eivar Bpépog (nAikiag <1 pnvog), evogBahpioTe pe 0,2 mL
Oeiyparog.

6. Kabe pepovwpévo epyaaTrplo Ba mpémel va poadiopioel Tov apiBud Twv kaAAIEpYEILY TToU Ba TTaPATKEUATEL, avaloyd pe
TV KAIVIKR évBeIgn kal Tnv nAikia Tou agBevoug. Xe deiypara amé veoyévvnta (nAikiag <1 pnvog), Ba mpémer va egappdletal
€MTPO0BETA KAANIEPYEID 48 WPWV XWPIG TUYXPOVIHO.

7. Emwaore 1ig kahiépyeieg aToug 35 - 39 °C, o arpdagaipa 5 - 8% CO,, £wg 6Tou eival £Tolpeg yia GUMoyA.

8. T'a Tov ouyxpoviopd: Metd amo emiwaon 48 wpwv, TpoaBéaTe 50 uL SiaAupatog epyaciag peBotpegarng oe kabe KaAiEpyeia
5 mL mou B6a cuMeyei oTig 72 wpeg. MpoaBéate 100 L, diaAupatog epyaciag Bupidivng oe kabe kahigpyeia 5 ml,
18 - 19 wpeg peta ™V TMPoaBAKN PeBOTPEEATNG (5 - 6 WPES TPIV ATTG TN TUANOYK).

1ll. ZuAAoyn kaAAiepyeiwv:

1. AgaipéaTe Tnv kaAAiEpyela TTou gival €To1un yia GUAOyN aT6 TOV EMWACTAPA Kal TEPIdIVIOTE TO PTTOUKAAGKI ME ATTIEG
KIVAGEIG, WOTE va ETavaAn@Bei n evaiwpnon Twv KUTTapwy.

2. Metagépete T0 TIEPIEXOUEVO TTOU £XEI KGBE UTTOUKAAGKI O€ TWANVAPIO QUYOKEVTPOU Twv 15 mL.

3. MpooBéaTe 40 pL amobepatikol diaAluatog koAaeuidng (10 ug/mL) og kaBe owAnvapio kaAiépyeiag. MwuatioTe oQIKTd
10 owANVapIa Kal avapi€re pe ATTIEG KIVATEIG, JE avaaTpo®n.

4.  Emwdote 1a owAnvépia atoug 35 - 39 °C yia 45 Aemrd.

5. Merd v emwaan, uyokevTpioTe Ta awAnvdpia yia 8 Aemrta oTig 1.000 o.a.A.

6.  Avappo@roTe TTPOTEKTIKA TO UTTEPKEiEVO aTTO KABE CWANVAPIO XPNaIPOTIOIWVTAG avappdenan kevou pe Tayida diaAiTn.
Mpoaére va unv avappo@naoETe 10 CUTOWUATWHA.

7. EmavaAdBere v Evaiwpnon Tou CUCOWHATWHATOS KTUTTWVTAS EAA@Ed pe To SAkTUAO Tov TTUBpEVa Ay TO TTACiVO ToiXwua
K@Be owAnvapiou.

8.  =ZekiviaTe xpovopétpnan 20 AeTTwv.

9. MNpoacbéate pe popor ataydvwy 3 - 4 mL mpoBeppaapévou (aToug 35 - 37 °C), umotovikoU diaAupatog (0,075 M xAwpiou-
Xou kaAiou).
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10. MwpatioTe GQIKTA To CWANVAPIO KOl avapigTe Pe ATTIEG KIVATEIG, KTUTIWVTOG EAAQPA pE TO dAKTUAO ToV TTUBPEVa ) TO TTAGiVO
TOiXWHA TOU GwANvapiou.

11. TpoobéaTe pe popen atayévwy 5 - 6 mL mpoBeppaapévou (oToug 35 - 37 °C), umoTovikoU diaAlparog. Mwuatiote oQIKTA
T0 GWANVAPIO KaI AVOCTPEWTE TO CWANVAPIO.

12. Emavaldete Ta Brigara 8 - 10 yia kabe owAnvapio.

13. Xpnaoipotoiwvtag udardhoutpo, agnate Ta cwAnvdpia va épBouv o€ Bepuokpaaia 35 - 37 °C. AvaoTtpéyTe pia gopd
10 owAnvapia aTo péao TNG XPovouéTpnang 20 AeTTwv.

14. TpoagbéaTe o€ kGBe cwAnvapio 1 mL mpdoara Tapackeuaauévou pégou povipotoinang Carnoy o€ avaloyia 3:1, o1o 1éAog
™G xpovopétpnong 20 Aemtwv. NMuwyatiote o@IkTd kai avaoTpéywte kabe owAnvapio. (Autd eival To BAua TpIv amod
TN povipoToinan)

15. QuyokevrpioTe Ta owAnvdpia yia 8 Aemrta oTig 1.000 0.a.A.

16. Avappo@naoTe To uTrepkeipevo amd kabe awAnvapio, agrivovrag mepimou 1 mL mévw amé 10 KUTTAPIKG CUCOWUATWHA.
Mpoaére va unv avappo@naete 10 cuoowPdTwa. MpoaéxeTe To IVWAES UAIKG TTOU UTTOpEi va eTTEKTABET aTTd TO KUTTAPIKO
OUGOWUATWUA TIPOG Ta TIAVW Kl METT OTO UTIEPKEILEVO UYPO LETA TN QUYOKEVTPION. Ta TeAeuTaia Aiya mL Tou UTIEpKEiuevoU
uypoU pTropei va TTPETTEI va a@alpeBouv XeIpwvakTIKG pe miméTa MaoTép (xwpig va xpnaoipotoindei avappdenan kevol) yia
va amo@euyBei n avappoéenan o0AGkAnpou Tou KUTTAPIKOU CUCCWHATWHUATOS OTOV KAJ0 aTmoppIuudTwy.

17. EmavaAdBate TNV evaiwpnan Tou KUTTapIikoU GUCOWHATWHATOG, OTTwG Teplypd@eTal aTo Brua 7.

18. MpoobéaTe pe popen otayovwy 3 - 4 mL mpdoara mapackeuaapévou péoou povigomoinang Carnoy o€ avahoyia 3:1.

19. MpoabéaTe 1o UTTGAOITIO PEGO povIMOTIOINONG Ewg Ta 7 mL.

20. EmavaAapere Ta Bauara 16 - 18 yia kaBe cwAnvdpio.

21. AgfoTe va épBel o€ Beppokpaaia dwuariou yia 10 Aemrd. (Autd eival To TpwTo BAUa TG HovIPOTIOINaNG).

22. ®uyokevipioTe Ta cwAnvapia yia 8 Aemrté aTig 1.000 0.a.A.

23. Avappo@noTe To UTIEpKeipeVo agrvovtag mepimou 1 mL mavw amé 1o cucowpaTwua. EravaAdBate v evaiwpnon Tou
KUTTAPIKOU OUCOWUATWHUATOG.

24. TMpocbéate péoo povigotoinang Ewg Ta 7 mL. QuyokevtpioTe Ta gwAnvapia yia 8 Aemrré otig 1.000 o.a.A. (Aeutepo BAua
poviyotoinang).

25. EmavaAapete Ta Bauara 23 - 24. (Tpito BAWa poviyotoinang).

26. e autd 1O gnuEio, T POVIYOTIOINUEVA KUTTAPIKG CUOCWUATWHATA PTTOPOUV va XpnaoipotoinBolv apéows yia v
TIPOETOINATTT AVTIKEINEVOPOPWY TTAAKWYV, CUHQWVA WE TO TUTTIKO TTPWTOKOAAO Tou epyaaTnpiou fj va ulayBolv oTo wuyeio
(o€ Beppokpaaia 2 - 8 °C) 1 gTov KATaWUKTN yia HeMOVTIKA Xprion.

KAINIKEZ EQAPMOTEZ

O ap1Bu6G Twv duVNTIKWY AVBPWTTIVWY XPWHOOWHATWY gival 46. Ta avBpwiva xpwUoowuata £xouv Tagivoundei oupewva ye
T0 PAKOG TOUG Kai Tn Béan Tou kevtpopepidiou (Tagivounan Denver). MapekkAioeig Tng oUOTAONG TWV XPWUOTWHATWY EXOUV
OUOXETIOTEI pe Evav aplBud auyyevwv diatapaywv 6mwg 1o oUvdpopo Down (uvhBwg e €va emITTPOOBETO HIKPO AUTOTWHO)
Kar guvdpopa Tou oxeTiCovTal Pe TNV ampoadidpIoTn QUAETIKOTNTA (GUvdpouo Turner, cUvdpopo Klinefelter kai GAAa, émou
TA QUAETIKA XpwpoowuaTa Trapoudiddouv avwpahieg). Mia emikTNTn XPWHOOWWIKA avwyuaAia utopei va avixveuBei oe éva
TI0000TO TWV ACUKOKUTTAPWY aTN XpOvia uuehokuTTapikr Asuxaipia (To xpwudowpua g «PiAadérgeiagy) kai n mpéodog g
Bepameiag umopei va agioAoynBei mapakohoubwvtag autdv Tov deiktn. KabBwg otnv akTivobepareia mpoaeyyilel 1o 6pio avoxng,
mapouaiddetal agloonueiwt adénon aTo TOGOOTO KUTTAPWY PE TIEPIEPYN XPWHOOWHIKY 0UGTACN KaI N EUYAVITN AUTWY TWV
KUTTapwv Xpnaipotolgital wg 0dnydg yia 1 dogohoyia.

®YAA=H KAI S TAGEPOTHTA

®uAdooete To CHANG Medium MF kateyuypévo, katw amé toug -10 °C, péxpl va €ioTe £T0IMOI VO TO XPNOIYOTIOINTETE.
To CHANG Medium MF eival aTaBepd €wg TV nuepopnvia Afgng mou avaypagetal aTnv ETIKETA TG @IGANG, 6TaV QUAGTTETI
KaTeWuypévo. Merd v améyuln, Tuxév un xpnaiyomoinuévo Tpoidv ptopei va diaveunbei oe kAaopara epyaciag Kal
va emavakarayuyBei (To péyioTto dUo opég) yia eTakdAoubn xpAon f va TwuaTioTel OQIKTA kal va gulayBei aToug 2 - 8 °C,
yia éwg Kal 30 nuépeg. MpoaTatéyte 10 améd eBopifov Pug.

NMPO®YAAZEIZ KAI MPOEIAOMNOIHZEIZ

H ouokeuny auth poopileTal yia xpAon améd TPOoWTIKG Tou €xel ekTraIdeuTel O€ dladikaaieg ou mepIAaupavouv Ty
UTTOBEIKVUOPEVN EQAPHOYT VIO TNV OTT0ia TIPOOPICETAI N TUCKEUNR.

To CHANG Medium MF mepiéxel FBS kar o xelpiopdg Tou Ba TpEmel va yiveTal pe T Ayn Twv YEVIKWY EPYATTNPIOKWV
TPoQUAGtEwv. To péoo Tepiéxel Eva avTIBIOTIKG (Benkn yevrapukivn) yia T peiwan Tng mBavotntag Baktnpiakng YoéAuvang,
ahAa Ba Tpémel va xpnalgotololvTal TTAvIoTe AONTITEG TEXVIKEG KATA TN diavopr| Tou pégou. Mn xpnoiUoToIEiTe Kavéva Yéco
TIoU BEV £XEI KOKKIVO XPWHA.

EMnvika 3/4



EMnvika 4/4



CESTINA

INDIKACE PRO POUZITI

CHANG Medium MF je médium bez obsahu mitogenl pfipravené k pouziti pfi kultivaci periferni krve a jinych vzorkl pro ucely
cytogenetické analyzy.

POPIS PROSTREDKU

CHANG Medium MF se sklad4 z RPMI o obsahu 20 % FBS, 2 mM glutaminu, 20 mM pufru HEPES a antibiotika gentamicin-
sulfatu. K optimalizaci ristu bunék periferni krve a jinych bunék do néj muze byt potfeba pfidat mitogenni €inidla, jako napf.
fytohemaglutinin (PHA). Pozadovanou koncentraci PHA (nebo jinych mitogent) stanovi jednotlivé laboratore.

SLOZKY

Aminokyselina Voda Soli a ionty
Arginin V kvalité vody pro injekci Chlorid sodny
Asparagin Proteiny, hormony a ristové faktory Cholinchlorid

Kyselina asparagova Fetalni bovinni sérum (FBS) Dusi¢nan véapenaty
Cystin Indikétor pH Chlorid draselny
Kyselina glutamova Fenolova Gerveri Siran hofe¢naty
Glutamin i Fosfore¢nan sodny

. Ostatni

Glycin Biotin Antibiotikum

Histidin icin-sulfa
oo Hydroxyprolin Gentamicin-sulfat

LSO egcm Glutathion Vitaminy a stopové prvky
Leu-cm Pufr Kyselina listova

ysin Fulry Lo
Methionin Hydrogenuhlicitan sodny g:tztfgjmld
Fenylalanin HEPES Thiamin
Prolin ool ok stostialy Kyselina pantothenova
Serin Glukoza Kobalamin
Threonin Inositol Pyridoxin
Tryptofan Kyselina aminobenzoova
Tyrosin
Valin

ZAJISTENI KVALITY

STERILITA

Sérum pouzivané k vyrobé CHANG Medium MF bylo testovano na pfitomnost virové kontaminace podle pfedpisi CFR hlava 9
¢ast 113.53. Byl také proveden screening na kontaminaci mykoplazmaty. CHANG Medium MF je sterilizovano filtraci o jemnosti
0,1 mikronu. Vzorky CHANG Medium MF jsou testovany na moznou bakterialni kontaminaci podle protokolu testovani sterility
popsaného v aktualné pouzivaném testu na kontrolu sterility podle Iékopisu USA <71>.

Dosazené vysledky muze ovlivnit nékolik faktorli véetné zdroje vzorku, podminek kultivace a vybéru reagencii. Doporu¢ujeme
uzivatellim, aby kazdou novou $arzi reagencie pied pfijetim k rutinnimu pouzivani zpracovavali paralelné s referenénim materialem
0 zndmé odpovidajici aktivité.

Kazda Sarze CHANG Medium MF je pomoci periferni krve vyhodnocena na mitoticky index a délku a kvalitu chromozomu
ve srovnani s kontrolnim médiem. Vysledky jsou uvedeny v analytickém certifikatu k pfislusné Sarzi.

POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY A VYBAVENI
1. Roztok fytohemaglutininu (PHA) (9 mg/ml), sterilni

2. Heparin bez obsahu fenolu

3. Roztok Colcemid 25 pg/ml

4. Roztok chloridu draselného, 75 mM

5. Octovy alkohol, 1 dil kyseliny octové ledové : 3 dily methanolu (kvality analytické reagencie)
6. Giemsa nebo 2% kyselina octova-orcein

7. Kyselina chromova

8. Fixacni prostfedek

9. Podlozni skli¢ka a kryci sklicka

10. Plastové centrifugacni zkumavky

1. CO, inkubétor

12. Stolni centrifuga

13. Trepacka vortex

14, Svételny mikroskop
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ODBER VZORKU A MANIPULACE S NIMI

Uspésnost kultivace piné krve pro cytogenetické analyzy je ovlivnéna mnozstvim lymfocyt(i s normalni funkci v dobé odbéru vzorku.
Vizhledem k tomu, Ze mnozstvi lymfocytl mohou ovliviiovat infekce a uzivané Iéky, pacientka absolvujici cytogenetické vySetieni
by pokud mozno neméla zadné Iéky uzivat po dobu 7 dni pfed odbérem krve k vy$etfeni. Mitoticky index mize byt také vyrazné
snizen béhem anergické faze nékterych chorob (napfiklad Hodgkinova choroba, sarkoiddza atd.) a ¢astecné také u normalnich
jedincl v pozdéjsich fazich téhotenstvi. Do krevnich vzorkl pro lymfocytové kultury nesmi byt pfidany zadné konzervaéni latky.
Je nezbytné pouzivat aseptické techniky.

Kdykoli je to mozné, zajistéte okamzité zpracovani krevnich vzorkd. Pokud je to absolutné nezbytné, vzorky Ize po dobu maximainé
48 hodin uchovavat pfi teploté 2-8 °C.

PRIPRAVA K POUZITI

Rozmrazte pfes noc v chladni¢ce (2-8 °C) a potom jemnym promichanim zajistéte homogenitu. Asepticky nadavkujte 10 ml média
do sterilnich kultivacnich lahvi a ekvilibrujte na 37 °C k okamzitému pouZiti.

Poznamka: V médiu CHANG Medium MF se bézné tvofi krystalky uhli¢itanu vapenatého. Nebylo prokézano, Ze by pfitomnost
téchto krystalki méla jakykoli negativni ucinek na funkci vyrobku.

NAVOD K POUZITI

K cytogenetickému vySetfeni se pouZiva pina krev nebo separované leukocyty, pouziti piné krve je vSak jednodussi a pro bézna
vySetfeni nejcastéjsi. Stejné jako u jinych kultivaci bunék zavisi optimaini vysledky i zde na zajisténi pfiméfenych kultivacnich
podminek. Vzhledem k tomu, Ze relativni obsah aktivniho PHA miZe v riznych $arZich mirné kolisat, mize byt vhodné vyzkouset
dvé rizné koncentrace PHA.

Dalsi informace o pouziti téchto vyrobk( kazda laboratof ziska ve vlastnich laboratornich metodach a protokolech vypracovanych
a optimalizovanych specificky pro jeji konkrétni zdravotnicky program.

1. Priprava vzorku:
Ziskejte 5-10 ml Cerstvé krve v heparinu sodném pro dospélé a 2-3 ml pro pediatrické pacienty.
*  Plné krev se pfevazi pfi pokojové teploté a promicha se pfevracenim.
+  Lymfocyty z pIné krve Ize stimulovat fytohemaglutininem (PHA) a kultivovat synchronizaéni metodou.
II. Kultivace plné krve:
Vechny kultivaéni nddobky oznadte jménem pacienta, ¢islem vzorku a typem kultury.

Pfed inokulaci vzorkem nechte CHANG Medium MF doséahnout teploty prostfedi.

Rekonstituujte PHA pfidanim 5 ml sterilni destilované vody sterilni stfikackou.

Aseptickou technikou pfipravte potfebny objem CHANG Medium MF; pro kazdou kultivaéni nadobku je potieba 5 ml.

Do kazdé kultivaéni nadobky pfidejte 0,1 ml rekonstituovaného PHA.

Kazdou kulturu inokulujte 0,3 ml vzorku. Pokud je pacient novorozenec (vék < 1 mésic), inokulujte 0,2 ml vzorku.

Kazda laboratof si podle klinické indikace a véku pacienta stanovi pocet kultur, které je tfeba pfipravit. U vzorkll novorozencl
(vék < 1 mésic) se zalozi dodatecna 48 hodinova kultura bez synchronizace.

Kultury inkubuite pfi teploté 35-39 °C v atmosféfe s 5-8 % CO,, dokud nebudou pfipraveny ke sbéru.

8. Synchronizace: Po 48 hodinach inkubace pfidejte 50 ul pracovniho roztoku methotrexatu do kazdych 5 ml kultury uréené
ke sbéru v 72 hodinach. 18-19 hodin pro pfidani methotrexatu (5-6 hodin pied sbérem) pfidejte do kazdych 5 ml kultury
100 pl pracovniho roztoku thymidinu.

1ll. Sbér kultur:

1. Vyjméte kulturu pfipravenou ke sbéru z inkubatoru a jemnym zakrouzenim lahvi resuspendujte buriky.

2. Preneste obsah kazdé lahve do 15ml centrifugacni zkumavky.

3. Do kazdé kultivaéni zkumavky pfidejte 40 ul zasobniho roztoku Colcemid (10 pg/ml). Zkumavky tésné zazatkujte a pfevracenim
jemné promichejte.

4. Zkumavky inkubujte 45 minut pfi teploté 35-39 °C.

5. Po inkubaci zkumavky odstfedte po dobu 8 minut na 1 000 ot./min.

6. Opatrné z kazdé zkumavky aspirujte supernatant; pouZijte podtlakovy aspirator s odlu¢ovacem rozpoustédla. Dbejte, abyste
neaspirovali pelet.

7. Poklepanim na sténu nebo dno zkumavky prstem pelet resuspendujte.

8. Spustte Casovac na 20 minut.

9. Po kapkach pfidejte 3-4 ml pfedehfatého (35-37 °C) hypotonického roztoku (0,075 M chloridu draselného).

10. Zkumavku tésné zazatkujte a poklepanim prstem na sténu nebo dno jemné promichejte.

11. Po kapkach pfidejte 5-6 ml pfedehfatého (35-37 °C) hypotonického roztoku. Zkumavku tésné zazatkujte a prevratte.

12. Opakujte kroky 8-10 u kazdé zkumavky.

13. Nechte zkumavky odstat pfi 35-37 °C ve vodni lazni. V poloviné 20 minut méfenych ¢asova¢em zkumavky jednou pfevratte.

14. Az &asova¢ odméfi 20 minut, pfidejte do kazdé zkumavky 1 ml gerstvého Carnoyova fixatniho roztoku (3 : 1). Kazdou zkumavku
tésné zazatkujte a prevratte. (Toto je pfedfixa¢ni krok.)

15. Odstredujte zkumavky po dobu 8 minut pfi 1 000 ot./min.

16. Z kazdé zkumavky aspirujte supernatant; ponechte pfitom pfiblizné 1 ml nad buné€nym peletem. Dbejte, abyste neaspirovali
pelet. Vénujte pozornost vlaknitému materilu, ktery po centrifugaci mize z peletu zasahovat do supernatantu. Poslednich
nékolik ml supernatantu miZze byt nutné odstranit ruéné Pasteurovou pipetou (nikoli podtlakovou aspiraci), abyste zabranili
nasati celého bunécného peletu do odpadni nadoby.
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17. Resuspenduijte bunéény pelet podle popisu v kroku 7.

18. Po kapkach pfidejte 3-4 ml ¢erstvého Carnoyova fixaéniho roztoku (3 : 1).

19. Dopliite zbyvajicim fixanim roztokem do 7 ml.

20. Opakujte kroky 16-18 u kazdé zkumavky.

21. Nechte 10 minut odstat pfi pokojové teploté. (Toto je prvni fixaéni krok.)

22. Odstfedujte zkumavky po dobu 8 minut pfi 1 000 ot./min.

23. Aspirujte supernatant; ponechte pfiblizné 1 ml nad bunéénym peletem. Resuspendujte bunécny pelet.

24. Doplrite fixaénim roztokem do 7 ml. Odstfedujte zkumavky po dobu 8 minut pfi 1 000 ot./min. (Druhy fixaéni krok.)

25. Opakujte kroky 23-24. (Tteti fixaéni krok.)

26. V této chviliIze fixované bunééné pelety ihned pouZit k pFipravé sklicek podle standardniho protokolu laboratofe nebo ulozit
do chladni¢ky (2-8 °C) ¢i mraznic¢ky k budoucimu pouZiti.

KLINICKE APLIKACE

Modalni pocet lidskych chromozomi je 46. Lidské chromozomy jsou klasifikovany podle délky a umisténi centromery (denverska
klasifikace). Strukturni aberace chromozomd jsou spojeny s fadou vrozenych poruch, napfiklad s Downovym syndromem (obvykle
s jednim malym autozomem navic) a se syndromy spojenymi s pohlavni nevyhranénosti (Turnertv a KlinefelterGv syndrom a jiné,
kde se objevuji abnormalini pohlavni chromozomy). Ziskanou chromozomalni abnormalitu Ize zjistit u urcitého procenta leukocytl
u chronické myelocytické leukemie (filadelfsky chromozom) a postup 1é¢by Ize vyhodnocovat sledovanim tohoto markeru. Kdyz
se radioterapie bliZi limitu tolerance, v krvi dochazi ke znaénému nardstu mnoZzstvi bunék s nestandardni strukturou chromozomd
a jejich vyskyt se pouziva jako voditko ke stanoveni vhodnych davek.

UCHOVAVANI A STABILITA

CHANG Medium MF je tfeba do pouziti uchovavat pfi teploté niz§i nez =10 °C. Pokud je skladovano zmrazené, CHANG Medium
MF je stabilni do data exspirace uvedeného na $titku lahve. Po rozmrazeni Ize v8echen nespotfebovany vyrobek rozdélit na dily
pouZzivané pfi zpracovani a znovu zmrazit (maximalné dvakrat) k pozdéj$imu pouziti nebo pevné uzavfit a skladovat po dobu
az 30 dni pfi teploté 2-8 °C. Chrarite pred fluorescencnim svétlem.

BEZPECNOSTNI OPATRENI A VAROVANI

Tento prostfedek je uréen k pouziti pracovniky Skolenymi v postupech, které zahrnuji indikovanou aplikaci, pro kterou je prostfedek
uréeny.

CHANG Medium MF obsahuje FBS a je tfeba s nim zachazet pfi dodrZeni véeobecnych laboratornich bezpe€nostnich opateni.
Médium obsahuje k omezeni potencialu bakterialni kontaminace antibiotikum (gentamicin-sulfat), ale pfi davkovani médii je vzdy
tfeba pouzivat aseptické techniky. Nepouzivejte zadné médium, které nema ¢ervenou barvu.
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DANSK

INDIKATIONER FOR ANVENDELSE
CHANG Medium MF er et brugsklart medium uden mitogener til anvendelse ved dyrkning af perifert blod og andre prover til
cytogenetisk analyse.

BESKRIVELSE AF PRODUKTET

CHANG Medium MF bestar af RPMI, der indeholder 20 % FBS, 2 mM glutamin, 20 mM HEPES-buffer og antibiotikummet
gentamicinsulfat. Det kan kraeve tilseettelse af mitogene stoffer, som f.eks. phytohemagglutinin (PHA), for at optimere vaeksten
af celler i perifert blod og andre celler. Den pakreevede koncentration af PHA (eller andre mitogene stoffer) skal fastleegges af det
individuelle laboratorium.

KOMPONENTER
Aminosyre Vand Salte og ioner
Arginin Af kvalitet til injektionsvaeske Natriumklorid
Asparagin Proteiner, hormoner og veekstfaktorer Kolinklorid
Asparaginsyre Fotalt bovint serum (FBS) Kalciumnitrat
Cystin H-indikator Kaliumklorid
Glutaminsyre Magnesiumsulfat
Y Rad fenol 9

Glutamin Natriumfosfat

. Andet
Glycin Biotin Antibiotikum
Histidin ici
oo Hydroxyprolin Gentamicinsulfat
LSO eycm Glutathion Vitaminer og sporelementer
Leu.cm Buffere Folinsyre
ysin - Nicotinamid
Methionin Natriumbikarbonat Riboflavin
Phenylalanin HEPES Thiamin
Prolin Energisubstrater Pantothensyre
Serin Glukose Cobalamin
Threonin Inositol Pyridoxin
Tryptofan Paraaminobenzoesyre
Tyrosin
Valin

KVALITETSSIKRING

STERILITET

Serum, der er anvendt i produktionen af CHANG Medium MF, er testet for viral kontamination ifglge CFR Title 9 Part 113.53.
Det er ogsa screenet for mykoplasmakontaminering. CHANG Medium MF er steriliseret ved filtrering gennem et filter pa 0,1 mikron.
Prover af CHANG Medium MF testes for potentiel bakteriologisk kontaminering ifalge protokollen for sterilitetstestning som
beskrevet i den aktuelle USP-sterilitetstest <71>.

Flere faktorer, herunder pravekilde, 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 MF evalueres med perifert blod for mitotisk indeks, kromosomlaengde og -kvalitet sammenlignet med
et kontrolmedium. Resultaterne rapporteres pa et partispecifikt analysecertifikat.

N@DVENDIGE MATERIALER OG UDSTYR, DER IKKE MEDF@LGER
1. Phytohemagglutinin- (PHA) opl@sning (9 mg/ml), steril

2. Fenolfrit heparin

3. Colcemid 25 pg/ml oplgsning

4. Kaliumkloridoplgsning, 75 mM

5. Eddikesprit, 1 del iseddikesyre: 3 dele methanol (analytisk reagenskvalitet)
6. Giemsa eller 2 % eddikesyre-orcein

7. Kromsyre

8. Monteringsmedium

9. Objektglas og deekglas

10. Plasticcentrifugerar

1. CO,-inkubator

12. Bordcentrifuge

13. Vortexmixer

14. Lysmikroskop
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PRGVETAGNING OG KLARG@RING

Om fuldblodskulturer kan anvendes med held til cytogenetisk analyse afhaenger af niveauet af lymfocytter med normal funktion
pa provetagningstidspunktet. Da dette niveau kan blive pavirket af infektion og leegemidler, ma patienter til cytogenetiske
underspgelser sa vidt muligt ikke have indtaget laegemidler i 7 dage inden prevetagning af blod til analyse. P4 samme made kan
det mitotiske indeks vaere kraftigt reduceret under de anergiske faser af visse sygdomme (f.eks. Hodgkins sygdom, sarkoidose
m.fl.) samt i mindre grad hos normale kvinder senere i graviditeten. Der ma ikke tilsaettes konserveringsmiddel til blodpraver til
dyrkning af lymfocytter. Aseptisk teknik er yderst vigtig.

Blodprever skal sa vidt muligt analyseres uden forsinkelse. Hvis det er absolut nedvendigt, kan de opbevares ved 2-8 °C
i hojst 48 timer.

KLARG@RING

Opte natten over i keleskab (2-8 °C), bland derefter forsigtigt for at sikre homogenitet. Dispenser 10 ml af mediet aseptisk ind
i sterile dyrkningskolber, og akvilibrer til 37 °C til gjeblikkelig anvendelse.

Bemaerk: Der dannes ofte kalciumkarbonatkrystaller i CHANG Medium MF. Tilstedeveerelsen af disse krystaller lader ikke til
at forarsage nogen skadelig effekt pa produktets ydeevne.

BRUGSANVISNING

Fuldblod eller separerede leukocytter er blevet anvendt til cytogenetiske undersggelser, men fuldblod er det mest enkle og
mest anvendte til rutineundersggelser. Som ved alle celledyrkningsprocedurer er optimale resultater afhaengige af etablering
af hensigtsmeessige dyrkningsforhold. Da det relative indhold af aktivt PHA kan variere lidt mellem forskellige batcher, kan det
vaere nyttigt at analysere to PHA-koncentrationer.

For yderligere oplysninger om brug af disse produkter skal hvert laboratorium falge sine egne procedurer og protokoller, som
er blevet specifikt udviklet og optimeret til laboratoriets eget medicinske program.

I. Prgveforberedelse:
Tag 5-10 ml friskt blod i natriumheparin til voksne og 2-3 ml til paediatriske patienter.

+  Fuldblod skal transporteres ved stuetemperatur og blandes ved at vende reret op og ned.

*  Lymfocytter fra fuldblod kan stimuleres med phytohemagglutinin (PHA) og kan dyrkes ved hjeelp

af en synkroniseringsteknik.

II. Dyrkning af fuldblod:
Marker alle dyrkningsbeholderne med patientnavn, prevenummer og kulturtype.
1. Bring CHANG Medium MF til stuetemperatur, inden preven indpodes.
2. Rekonstituer PHA ved at tilseette 5 ml sterilt, destilleret vand med en steril sprojte.
3. Klarger de pakraevede 5 ml CHANG Medium MF, der er ngdvendige til hver dyrkningsbeholder ved anvendelse af aseptisk

teknik.
4, Tilseet 0,1 ml rekonstitueret PHA pr. dyrkningsbeholder.
5. Indpod 0,3 ml preve pr. kultur. Hvis patienten er et spaedbarn (< 1 maned), indpodes med 0,2 ml prove.

6. Hvert enkelt laboratorium bestemmer antallet af kulturer, der skal opseettes, afhaengigt af patientens kliniske indikation
og alder. Der skal indledes en yderligere 48 timers dyrkning pa prever fra nyfadte (< 1 maned) uden synkronisering.

7. Inkuber kulturerne ved 35-39 °C i en atmosfeere med 5-8 % CO,, indtil de er klar til at blive hastet.

8. Til synkronisering: Efter 48 timers inkubation tilsaettes 50 pl arbejdsoplgsning af methotrexat til hver 5 ml kultur,
der skal hestes efter 72 timer. Tilsaet 100 pl arbejdsoplesning af thymidin til hver 5 ml kultur 18-19 timer efter tilsaetning
af methotrexat (5-6 timer for host).

I. Host af kulturerne:

1. Tag den hgstklare kultur ud af inkubatoren, og hvirvl forsigtigt koblen rundt for at resuspendere cellerne.

2. Overfer indholdet af hver kolbe til et 15 ml centrifugerer.

3. Tilseet 40 ul Colcemid-stamoplgsning (10 pg/ml) til hvert kulturrer. Luk rerene teet til, og bland dem forsigtigt ved at vende
dem op og ned.

4. Inkuber rgrene ved 35-39 °C i 45 minutter.

5.  Efter inkubation centrifugeres rgrene i 8 minutter ved 1.000 o/min.

6. Aspirer forsigtigt supernatanten ud af hvert rer ved hjeelp af en vakuumaspirator med oplesningsmiddeludskiller. Pas pa ikke
at aspirere pelleten.

7. Resuspender pelleten ved at banke let pa bunden eller siden af hvert rgr med fingeren.

8. St en timer til 20 minutter.

9. Tilseet drabevist 3-4 ml forvarmet (35-37 °C) hypotonisk oplgsning (0,075 M kaliumklorid).

10. Luk roret teet til, og bland forsigtigt ved at banke let pa bunden eller siden af rgret med fingeren.

11. Tilsaet drabevist 5-6 ml forvarmet (35-37 °C) hypotonisk oplgsning. Szt lag pa reret, og vend det op og ned.

12. Gentag trin 8-10 for hvert rar.

13. Lad rerene sta i et vandbad ved 35-37 °C. Vend rerene op og ned én gang ved midterpunktet af timerens 20 minutter.

14. Tilsaet 1 ml frisk 3:1 Carnoys fikseringsoplesning til hvert rer ved slutningen af timerens 20 minutter. Luk hvert ror teet til,
og vend det op og ned. (Dette er pree-fikseringstrinnet)

15. Centrifuger rgrene i 8 minutter ved 1.000 o/min.
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16. Aspirer supernatanten fra hvert rer, og efterlad ca. 1 ml over cellepelleten. Pas pa ikke at aspirere pelleten. Udvis forsigtighed
mht. fibrgst 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.

17. Resuspender cellepelleten, som beskrevet i trin 7.

18. Tilsaet drabevist 3-4 ml frisk 3:1 Carnoys fikseringsoplagsning.

19. Tilseet resten af fikseringsoplgsningen op til 7 ml total volumen i hvert ror.

20. Gentag trin 16-18 for hvert ror.

21. Lad rerene sta i 10 minutter ved stuetemperatur. (Dette er det forste fikseringstrin).

22. Centrifuger rgrene i 8 minutter ved 1.000 o/min.

23. Aspirer supernatanten, og efterlad ca. 1 ml over cellepelleten. Resuspender cellepelleten.

24. Tilst fikseringsoplgsning op til 7 ml total volumen i hvert rgr. Centrifuger rgrene i 8 minutter ved 1.000 o/min. (Andet
fikseringstrin).

25. Gentag trin 23-24. (Tredje fikseringstrin).

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

KLINISKE APPLIKATIONER

Det modale humane kromosomnummer er 46. Humane kromosomer er klassificeret i forhold til deres laengde og centromerens
position (Denver-klassifikation). Afvigende kromosomsammenszetning er blevet associeret med et antal medfgdte sygdomme
som f.eks. Down syndrom (typisk med et ekstra lille autosom) og syndromer associeret med ubestemmelig seksualitet (Turners
syndrom, Klinefelters syndrom og andre syndromer, hvor kenskromosomerne afviger). En erhvervet kromosomafvigelse kan pavises
i en proportion af leukocytterne ved kronisk myeloid leukaemi (Philadelphia-kromosomet), og behandlingens forlgb kan vurderes
ifelge denne marker. Nar man neaermer sig tolerancegreensen under stralebehandling, er der en markant ggning i proportionen
af celler med bizar kromosomsammenszaetning, og disse cellers fremkomst er blevet anvendt som retningslinje for dosering.

OPBEVARING OG STABILITET

Opbevar CHANG Medium MF frossent under -10 °C indtil anvendelse. CHANG Medium MF er stabilt indtil udigbsdatoen
pa flaskeetiketten ved opbevaring i frossen tilstand. Efter optening kan evt. ubrugt produkt afmales i brugelige meengder og
genfryses (maksimalt to timer) 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 MF indeholder FBS og skal handteres med universelle forholdsregler for laboratorier. Mediet indeholder et
antibiotikum (gentamicinsulfat) for at reducere risikoen for bakteriel kontaminering, men der skal altid anvendes aseptiske teknikker
ved dispensering af medier. Et medium, der ikke er radt, ma ikke anvendes.
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SUOMI

KAYTTOAIHE
CHANG Medium MF on mitogeeneja siséltdmaton kayttévalmis kasvatusliuos. Se on tarkoitettu perifeerisen veren ja muiden
naytteiden viljelemiseen sytogeneettisté analyysia varten.

VALINEEN KUVAUS

CHANG Medium MF siséltad RPMI-elatusainetta, joka siséltdd 20 % naudan sikién seerumia, 2 mM glutamiinia, 20 mM HEPES-
puskuria ja gentamysiinisulfaatti-antibioottia. Liuokseen on ehka lisattdva mitogeenisia aineita kuten fytohemagglutiinia (PHA)
perifeerisen veren solujen ja muiden solujen kasvun optimoimiseksi. Yksittaisen laboratorion on maaritettdva PHA:n (tai muiden
mitogeenien) tarvittava pitoisuus.

AINESOSAT
Aminohappo Vesi Suolat ja ionit
arginiini injektionesteisiin tarkoitetun veden natriumkloridi
asparagiini laatuinen koliinikloridi
asparagiinihappo Proteiinit, hormonit ja kasvutekijat kalsiumnitraatti
kystiini naudan sikion seerumi (FBS) kaliumkloridi
glutamiinihappo pH-indikaattori magnesiumsulfaatti
glutamiini fenolipuna natriumfosfaatti
glysiini Muut Antibiootti
histidiini biotiini gentamysiinisulfaatti
|50I§9§||n| hydroksiproliini Vitamiinit ja hivenaineet
leusiini glutationi foolihappo
lysiini ) I
o Puskurit nikotiiniamidi
metioniini I . .
tenvvlialaniini natriumbikarbonaatti riboflaviini
en{y |la aniini HEPES tiamiini
proliini f
seriini Energiasubstraatit pantoteenihappo
: kobalamiini
treoniini glukoosi
" idoksiini
; inositoli pyr
tryptofaani . -
aminobentsoiinihappo
tyrosiini
valiini
LAADUNVARMENNUS
STERIILIYS

CHANG Medium MF -tuotteen valmistuksessa kaytettdva seerumi on testattu viruskontaminaation varalta CFR-saanndksen
osan 9 pykélan 113.53 mukaisesti. Se on seulottu myés mykoplasmakontaminaation varalta. CHANG Medium MF on steriloitu
suodattamalla 0,1 mikronin suodattimen lapi. CHANG Medium MF -tuotteen ndytteet testataan mahdollisen bakteerikontaminaation
varalta noudattaen nykyisessa USP-steriiliystestissa <71> kuvattua steriilitestausmenettelya.

Saatuun tulokseen voivat vaikuttaa useat tekijat, kuten naytteen lahde, viljelyolosuhteet ja reagenssien valinta. Kayttajia neuvotaan
testaamaan jokainen uusi reagenssiera rinnakkain tunnetun, sopivan aktiivisuuden omaavan materiaalin kanssa ennen kuin erd
otetaan rutiininomaiseen kayttéon.

Jokaisen CHANG Medium MF -er&n mitoosi-indeksi, kromosomipituus ja -laatu arvioidaan perifeerisesté veresta kontrolliliuokseen
verrattuna. Tulokset ilmoitetaan erékohtaisessa analyysisertifikaatissa.

TARVITTAVAT MATERIAALIT JA LAITTEISTOT, JOITA El TOIMITETA MUKANA
Fytohemagglutiinin (PHA) liuos (9 mg/ml), steriili

Fenolia sisaltamaton hepariini

Colcemid-liuos, 25 pg/ml

Kaliumkloridiliuos, 75 mM

Etikkahappoalkoholi, 1 osa jadetikkaa: 3 osaa metanolia (analyyttisen laadun reagenssi)
Giemsa-vari tai 2-prosenttinen etikkahappo-orseiini

Kromihappo

Istutusaine

9. Naytelaseja ja peitinlaseja

10. Muovisia sentrifugiputkia

1. CO,-lampdkaappi

12. Poytésentrifugi

13. Vortex-sekoitin

14. Valomikroskooppi

NSO RN =
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NAYTTEEN KERAAMINEN JA KASITTELY

Sytogeneettistd analyysia varten tehtyjen kokoveriviljelmien onnistumiseen vaikuttaa normaalisti toimivien lymfosyyttien maara
ndytteenottohetkelld. Koska infektio ja lddkeaineet vaikuttavat tdhan maaraan, aina kun mahdollista, sytogeneettisten tutkimusten
potilaiden ei tule ottaa ladkkeitd 7 paivaan ennen verenottoa testeja varten. Mitoosi-indeksi voi samoin pienentya huomattavasti
tiettyjen sairauksien anergiavaiheissa (esim. Hodgkinin tauti, sarkoidoosi jne.) seka vahaisemmassa maéarin normaalihenkildilla
raskauden viimeisten vaiheiden aikana. Lymfosyyttiviljelmiin tarkoitettuihin verindytteisiin ei saa lisaté sailontaainetta. Aseptiset
menetelmat ovat ratkaisevan tarkeita.

Verindytteet on testattava ilman viivytystd aina kuin mahdollista. Jos on ehdottoman valttamaténta, niitd voidaan sailyttaa
2-8 °C:ssa, ei pitempaén kuin 48 tuntia.

KAYTON VALMISTELU

Sulata yon yli jadkaapissa (2-8 °C). Sekoita sitten varovasti homogeenisen liuoksen takaamiseksi. Jaa aseptisesti 10 ml liuosta
steriileihin viljelypulloihin ja anna tasapainottua 37 °C:seen véliténta kayttoa varten.

Huomautus: CHANG Medium MF -liuokseen muodostuu usein kalsiumkarbonaattikiteité. Naiden kiteiden esiintymisen ei ole osoitettu
heikentévén tuotteen toimintakykya millaan tavoin.

KAYTTOOHJEET

Sytogeneettisiin tutkimuksiin on kaytetty seka kokoverindytteité tai eristettyja leukosyytteja, mutta ensin mainittu on yksinkertaisin
ja rutiinitutkimuksissa eniten kaytetty. Kuten missa tahansa soluviljelymenetelmdssa, optimaaliset tulokset riippuvat sopivien
viljelyolosuhteiden vakiinnuttamisesta. Koska aktiivisen PHA:n suhteellinen pitoisuus voi hieman vaihdella eri erien valilla, voi olla
hyddyllista testata kahta PHA-pitoisuutta.

Kunkin laboratorion tulee katsoa lisdohjeet naiden tuotteiden kayttda varten omista laboratoriokaytanté- ja protokollaohjeistaan,
jotka on kehitetty ja optimoitu nimenomaan laboratorion omaa terveydenhuolto-ohjelmaa varten.

|. Naytteen valmistelu:
Ota tuore verindyte natriumhepariiniin, 5-10 ml aikuisilta ja 2-3 ml lapsilta.

+  Kokoverindyte on kuljetettava huoneenlampdisend. Se sekoitetaan kaantamalla.
+  Kokoveren lymfosyytit voidaan stimuloida fytohemagglutiinilla (PHA), ja niité voidaan viljella synkronointitekniikalla.
II. Kokoveriviljelma:
Merkitse kaikkiin viljelyastioihin potilaan nimi, ndytenumero ja viljelytyyppi.
Anna CHANG Marrow MF -liuoksen tasapainottua ympariston lampdtilaan ennen ndytteen siirrostamista.
Liuota PHA nesteeseen lisadmalla 5 ml steriilia tislattua vettd steriilill ruiskulla.
Valmistele tarvittava 5 ml:n maara CHANG Medium MF -liuosta kutakin viljelmaastiaa varten. Kéyta aseptista tekniikkaa.
Lisaa 0,1 ml kayttévalmiiksi saatettua PHA:ta viljelmaastiaa kohti.
Siirrosta 0,3 ml naytetta viljelmaa kohti. Jos potilas on vauvaikainen (< 1 kk:n ikdinen), siirrosta 0,2 ml néytetta.
Jokaisen yksittaisen laboratorion on maéritettdva aloitettavien viljelmien maara potilaan kliinisen indikaation ja ian
mukaisesti. Vastasyntyneiden (< 1 kk:n ikdinen) ndytteista on kaynnistettava lisaksi 48 tunnin viljelma ilman synkronointia.
7. Inkuboi viljelmi& 35-39 °C:ssa 5-8-prosenttisessa CO,-ilmakehdssé, kunnes ne ovat valmiita keréttéviksi.
8. Synkronointia varten: Lisaa 48 tunnin inkubaation jalkeen kuhunkin 72 tunnin kohdalla keréttavaan viljelméan metotreksaatin
kayttoliuosta 50 ul / 5 ml. Lisaa 18-19 tuntia metotreksaatin lisddmisen jalkeen (5-6 tuntia ennen kerd@misté) kuhunkin
viljelmaan tymidiinin kayttéliuosta 100 pl / 5 ml.

III. Viljelmien kerdaminen:

1. Ota keréattavaksi valmis viljelmé lampékaapista ja pyorita pulloa helldvaroen solujen suspendoimiseksi.

2. Siirra kunkin pullon sisaltd 15 ml:n sentrifugiputkeen.

3. Lisaa 40 pl Colcemid-kantaliuosta (10 ug/ml) jokaiseen viljelyputkeen. Sulje putket tiukasti korkilla ja sekoita varovasti
kéantelemalla.

4. Inkuboi putkia 35-39 °C:ssa 45 minuutin ajan.

5. Sentrifugoi putkia inkuboinnin jélkeen 8 minuuttia nopeudella 1 000 rpm.

6. Aspiroi varovasti supernatantti kustakin putkesta alipaineaspiraattorilla, jossa on liuotinlukko. Varo, ettet aspiroi pellettia.

7

8
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Suspendoi pelletti uudelleen naputtelemalla kunkin putken pohjaa tai kylkea sormella.
. Kéynnistéa 20 minuutin ajastin.

9. Lisaa tipoittain 3-4 ml esilammitettyé (35-37 °C) hypotonista liuosta (0,075 M kaliumkloridi).

10. Sulje korkki tiiviisti ja sekoita napsuttelemalla helldvaroen putken pohjaa tai kylkea sormella.

11. Lis&a tipoittain 5-6 ml esilammitettya (35-37 °C) hypotonista liuosta. Sulje korkki tiiviisti ja ka&nné putki.

12. Toista vaiheet 8-10 kullekin putkelle.

13. Kayté vesihaudetta ja anna putkien seistd 35-37 °C:ssa. K&anna putket kerran 20 minuutin ajastimen keskikohdalla.

14. Lisada 1 ml tuoretta Carnoyn 3:1-fiksatiivia kuhunkin putkeen 20 minuutin ajastuksen paattyessa. Sulje tiiviisti korkilla
ja kaanna jokainen putki. (Tdma on esifiksatiivivaihe.)

15. Sentrifugoi putkia 8 minuuttia nopeudella 1 000 rpm.

16. Aspiroi supernatantti jokaisesta putkesta. Jata noin 1 ml nestetté solupelletin ylapuolelle. Varo, ettet aspiroi pellettia. Varo
séikeistd materiaalia, joka voi ulottua solupelletista ylos supernatanttiin sentrifugoinnin jalkeen. Supernatantin viimeiset
muutamat millilitrat on ehka poistettava késin pasteurpipetilla (ei imuaspiraatiolla), jotta koko solupelletin imeminen jateastiaan
valtetaan.
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17. Suspendoi solupelletti uudelleen vaiheessa 7 kuvatulla tavalla.

18. Lis&a tipoittain 3-4 ml tuoretta Carnoyn 3:1-fiksatiivia.

19. Liséa loput fiksatiivista niin, ettd kokonaismaara on enintdan 7 ml.

20. Toista vaiheet 16-18 kullekin putkelle.

21. Anna seistd 10 minuuttia huoneenlampétilassa. (Tdméa on ensimmainen fiksatiivivaihe.)

22. Sentrifugoi putkia 8 minuuttia nopeudella 1 000 rpm.

23. Aspiroi supernatantti jattden noin 1 ml nestetté pelletin ylapuolelle. Suspendoi solupelletti uudelleen.

24. Lisaa fiksatiivia enintddn 7 ml. Sentrifugoi putkia 8 minuuttia nopeudella 1 000 rpm. (Toinen fiksatiivivaihe.)

25. Toista vaiheet 23-24. (Kolmas fiksatiivivaihe.)

26. Fiksattuja solupelletteja voidaan tassa vaiheessa kéyttaa heti naytelasin valmistamiseen laboratorion vakiomenettelylla tai
sailyttaa jadkaapissa (2-8 °C) tai pakastimessa mydhempaa kayttoa varten.

KLIINISET KAYTOT

Ihmisen tavallinen kromosomiluku on 46. Ihmiskromosomit on luokiteltu pituutensa ja sentromeerin sijainnin mukaan (Denverin
luokitus). Poikkeamat kromosomirakenteessa on liitetty erilaisiin synnynnaisiin sairauksiin, kuten Downin oireyhtymaan (tyypillisesti
pieni lisdautosomi) ja oireyhtymiin, jotka liittyvat maarittdmattdmaan sukupuoleen (Turnerin oireyhtymé, Klinefelterin oireyhtyma ja
muut, joissa sukupuolikromosomit ovat poikkeavia). Hankinnainen kromosomipoikkeavuus voidaan havaita osassa leukosyytteja
kroonisessa myelosyyttisessa leukemiassa (Philadelphia-kromosomi), ja hoidon edistymisté voidaan arvioida tatad merkkiainetta
seuraamalla. Kun sadehoidossa lahestytadn sietorajaa, poikkeavia kromosomirakenteita siséltavien solujen osuus suurenee
merkittavasti, ja ndiden solujen ulkonakoa on kéytetty apuna annoksen maarittamisessa.

SAILYTTAMINEN JA STABIILIUS

Sailyta CHANG Medium MF pakastettuna alle -10 °C:ssa, kunnes sité tarvitaan. CHANG Medium MF -liuos on stabiilia pullon
etikettiin merkittyyn viimeiseen kéyttopaivaan saakka, kun liuosta séilytetdén pakastettuna. Sulatuksen jalkeen kayttdmaton liuos
voidaan jakaa tydskentelyeriin ja pakastaa uudelleen (enintdan kaksi kertaa) mydhempéa kayttéa varten. Liuos sailyy tiukasti
korkilla suljettuna ja 2-8 °C:n lampétilassa enintaan 30 paivaa. Suojaa loistevalaisimen valolta.

VAROTOIMET JA VAROITUKSET

Tama véline on tarkoitettu sellaisen henkildston kaytettédvéksi, joka on koulutettu menetelmiin, joihin kuuluu valineen tarkoitettu,
kéyttdaiheen mukainen kéytto.

CHANG Medium MF siséltdd naudan sikién seerumia, ja sitd on kasiteltdva laboratorion yleisia varotoimia noudattaen. Liuos
sisaltdd antibioottia (gentamysiinisulfaatti) bakteerikontaminaation mahdollisuuden véhentamiseksi, mutta liuosta jaettaessa
on aina kaytettéva aseptisia menetelmia. Ala kayta mitaan liuosta, joka ei ole variltaan punaista.
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LATVISKI

LIETOSANAS INDIKACIJA
,CHANG Medium MF” ir mitogénu nesaturo$a, izmantoSanai gatava barotne, kas paredzéta periféro asinu un citu paraugu
kultivésanai, lai veiktu to citogenétiskas analizes.

IERICES APRAKSTS

,CHANG Medium MF” sastava ir RPMI, kas satur 20% FBS, 2 mM glutamina, 20 mM HEPES buferSkiduma un antibiotikas
gentamicina sulfatu. Lai optimizétu periféro asinu un citu $anu augdanu, barotnei, iespgjams, japievieno mitogéni lidzekli, pieméram,
fitohemaglutinins (PHA). NepiecieSama fitohemaglutinina (PHA) koncentracija janosaka konkrétaja laboratorija.

SASTAVDALAS

Aminoskabe Udens Sali un joni

Arginins Injekciju Gdens (WFI) kvalitate Natrija hlorids

Asparagins Proteini, hormoni un augsanas Holina hlorids

Asparaginskabe faktori Kalcija nitrats

Cistins Liellopu embriju serums Kalija hlorids

Glutaminskabe (fetal bovine serum - FBS) Magnija sulfats

Glutamins pH indikators Natrija fosfats

Glicins Fenolsarkanais Antibiotikas

Histidins Citas Gentamicina sulfats

Izolle_icins Biotins Vitamini un mikroelementi

Leicins Hidroksiprolins Folijskabe

Lizins Glutations Nikotinamids

Metionins Buferi Riboflavins

Fenilalanins Natrija bikarbonats Tiamins

Profins HEPES Pantoténskabe

iz;:;ns Enerdijas substrati Kf)lbalaanns
Glikoze Piridoksins

Triptofans Inozitols Aminobenzoskabe

Tirozins

Valins

KVALITATES NODROSINASANA

STERILITATE

,CHANG Medium MF” razo$ana izmantotais serums parbaudits, lai noteiktu virusalo piesarnojumu, saskana ar nosacijumiem
Federalo normativo aktu kodeksa (Code of Federal Regulation — CFR) 9. sadalas 113.53. nodala. Tas parbaudits arf, lai noteiktu
piesarnojumu ar mikoplazmu. ,CHANG Medium MF” ir sterilizéta, filtr&jot caur 0,1 mikronu filtru. ,CHANG Medium MF” paraugi
parbaudti, lai noteiktu iesp&jamo bakterialo piesarnojumu, atbilstos$i sterilitates testéSanas protokolam, kas aprakstits pasreizéja
ASV Farmakopejas (USP) sterilitates testa <71>.

leglto rezultatu var ietekmét vairaki faktori, tostarp parauga ieguves avots, kultivéSanas apstakli 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.

Katra ,CHANG Medium MF” partija tiek izvértéta, izmantojot periféro asinu mitotisko indeksu, hromosomu garumu un kvalitati,
salidzinot ar kontrolbarotni. Rezultati tiek zinoti katrai partijai Tpa$a analizes sertifikata.

NEPIECIESAMIE, BET NEIETVERTIE MATERIALI

1. Fitohemaglutinina (PHA) $kidums (9 mg/ml), sterils

2. Fenolu nesaturo$s heparins

3. ,Colcemid” 25 pg/ml $kidums

4. Kalija hlorida $kidums 75 mM

5. Etikskabes un spirta maisijums, 1 dala Gdeni nesaturoas etikskabes (ledus etikskabe): 3 dalas metilspirta (analitisko
reagentu klases)

6. Gjemza krasviela vai 2 % etikskabes orseins

7. Hromskabe

8. Saistviela

9.  Stikla priekSmetstiklini un segstiklini

10. Centrifigas plastmasas stobrini

1. CO, inkubators

12. Laboratorijas galda centrifaga

13. Virpulmaisitajs

14. Gaismas mikroskops
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PARAUGU NEMSANA UN SAGATAVOSANA

Pilnasinu paraugu kultiru citogenétisko analizu izdo$anos ietekmé normali funkciongjo$o limfocitu daudzums parauga nemsanas
laika. Ta ka infekcijas vai medikamenti var ietekmét limfocitu limeni, personam, kam tiks veikta citogenétiska izpéte, ja iespgjams,
nevajadzétu lietot medikamentus 7 dienas pirms testé$anai paredzéto paraugu nemsanas. Tapat noteiktu slimibu (piem., Hodzkina
slimibas, sarkoidozes u. c.) anergijas fazes laika var bt ievérojami samazinats mitotiskais indekss, mazaka méra - arf veselam
sievietém gratniecibas pédéjos posmos. Limfocitu kultdram paredzétajiem asins paraugiem japievieno konservants. Aseptisku
tehniku izmanto$ana ir |oti svariga.

Ja ir iespéjams, asins paraugu testé$ana javeic nekavéjoties. Ja tas ir absolti nepiecieSams, paraugus var glabat no 2 °C lidz
8 °C temperatra, bet ne ilgak par 48 stundam.

SAGATAVOSANA LIETOSANAI

Uz nakti atstajiet atkauséties ledusskapT (2-8 °C), tad uzmanigi samaisiet Iidz viendabigai konsistencei. Aseptiski dozé&jiet 10 ml
barotnes sterilos kultdras flakonos un nostabiliz&jiet 37 °C temperatara talitéjai izmanto$anai.

Piezime: barotné ,CHANG Medium MF” parasti veidojas kalcija karbonata kristali. Nav novérots, ka Sie kristali raditu jebkadu
nevélamu ietekmi uz produkta veiktspgju.

LIETOSANAS NORADIJUMI

Citogenétiskaja izpété tikusas izmantotas gan pilnasinis, gan noskirti leikocTti, tacu pilnasinis ir vienkarsak lietojamas un tikusas
visplasak lietotas standarta pétijumos. Tapat ka jebkura Stnu kultivéanas procedira, optimali rezultati ir atkarigi no adekvatiem
kultivé$anas apstakliem. Ta ka dazadu sériju aktiva PHA relativais saturs var nedaudz atSkirties, var bat noderiga divu PHA
koncentraciju testéSana.

Papildu informacija par $o produktu lietoSanu meklgjama katras laboratorijas proceddru aprakstos un protokolos, kas Tpasi
izstradati un optimizéti individualajai mediciniskajai programmai.
|. Parauga sagatavoSana
5-10 ml svaigu asinu natrija heparina — pieauguso paraugi, bet bérnu - 2-3 ml.
+  Pilnasinim jabat istabas temperatira, tas jasamaisa apvérsot.
+  Pilnasinu limfocttus var stimulét ar fitohemaglutininu (PHA) un kultivét ar sinhronizacijas metodi.
Il. Pilnasipu kultira
Markéjiet visus kultdras traukus ar pacienta vardu, uzvardu, parauga numuru un kultdras veidu.

1. ,CHANG Medium MF” barotnei pirms inokulacijas jabat apkartéjas vides temperatara.

2. AtSkaidiet PHA, ar sterilu 8lirci pievienojot 5 ml sterila destiléta tdens.

3. Izmantojot aseptisku metodi, sagatavojiet katram kultivé$anas traukam nepiecie$amos 5 ml ,CHANG Medium MF”.

4. Katram kultivéSanas traukam pievienojiet 0,1 ml atSkaidita PHA.

5. Katra kultdra inokuljiet 0,3 ml parauga. Ja pacients ir jaundzimusais (< 1 ménesi vecs), inokuléjiet 0,2 ml parauga.

6. Sagatavojamo kultdru skaits katrai laboratorijai janosaka atbilstigi kiiniskajai indikacijai un pacienta vecumam. Jaundzimu$o
(< 1 ménesi vecu) paraugiem jasak papildu 48 stundu kultivé$ana bez sinhronizacijas.

7. Kultaras inkubgjiet 35-39 °C temperatara, 5-8% CO, atmosféra, Iidz tas ir gatavas ievaksanai.

8. Sinhronizacijas noltika: péc 48 stundas ilgas kultivéSanas katrai kultdrai, ko ievaks péc 72 stundam, pievienojiet 50 pl
metotreksata darba $kiduma uz katriem 5 ml kultdras. 18-19 stundas péc metotreksata pievienoanas (5-6 stundas pirms
ievaksanas) pievienojiet 100 pl timidina darba $kiduma uz katriem 5 ml kultdras.

Ill. Kultivéta materiala ievaksana

1. No inkubatora iznemiet kultdru, kas ir gatava ievaksanai, un kolbu mazliet pagroziet, lai atkartoti suspendétu $anas.

2. Pamnesiet katra flakona saturu uz 15 ml centrifiigas stobrinu.

3. Katra kultras stobrina pievienojiet 40 pl kolcemida standartS8kiduma (10 pg/ml). Stobrinus cie$i aizvakojiet un saturu
samaisiet, stobrinus uzmanigi apvérsot.

4. Stobrinus 45 mindtes inkubé&jiet 35-39 °C temperatira.

5. Péc inkubacijas stobrinus 8 mindtes centrifugéjiet ar atrumu 1000 apgr./min.
lai neatsktu lodfti.

7. Atkartoti suspendgjiet lodTti, ar pirkstu pasitot pa katra stobrina dibenu vai saniem.

8. Palaidiet 20 mina$u taimeri.

9. Pilinot pievienojiet 3-4 ml ieprieks sasildita (35-37 °C) hipotoniska $kiduma (0,075 M kalija hlorida).

10. Stobrinu ciesi aizvakojiet un saturu samaisiet, ar pirkstu pasitot pa stobrina dibenu vai saniem.

11. Pilinot pievienojiet 5-6 ml iepriek$ sasildita (35-37 °C) hipotoniska $kiduma. Stobrinu ciesi aizvakojiet un apvérsiet.

12. 8.-10. darbibu veiciet katram stobrinam.

13. Stobrinus atstajiet Gdens peldé 35-37 °C temperattra. Tiklidz pienacis 20 mina$u taimera puslaiks, stobrinus apvérsiet.

14. 20 min08u taimera beigas katra stobrina pievienojiet 1 ml svaiga ,Carnoy” fiksacijas $kiduma proporcija 3:1. Katru stobrinu
ciesi aizvakojiet un apvérsiet. (3T darbiba javeic pirms fiksacijas.)

15. Stobrinus 8 mindtes centrifugéjiet ar atrumu 1000 apgr./min.

16. No katra stobrina atstciet centrifugatu, atstajot apméram 1 ml virs $tnu lodites. Jauzmanas, lai neatstktu loditi. Uzmanieties,
rikojoties ar Skiedrainu materialu, kas péc centrifugé$anas no $anu lodites var iestiepties centrifugata. Pédéjos centrifugata
ml varbt vajadzes atdalit manuali ar Pastéra pipeti (nelietojot vakuuma nosiicgju), lai atkritumu konteinera neiestktu pilnigi
visu anu lodtti.
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17. Atkartoti suspendgjiet Sunu lodTti, ka aprakstits 7. darbiba.

18. Pilinot pievienojiet 3-4 ml ,Carnoy” fiksacijas $kiduma proporcija 3:1.

19. AtlikuSo fiksacijas $kidumu pievienojiet [1dz kop&jam tilpumam 7 ml.

20. 16.-18. darbibu veiciet katram stobrinam.

21. 10 mindtes atstajiet istabas temperatara. (ST ir pirma fiksacijas darbiba.)

22. Stobrinus 8 mindtes centrifuggjiet ar atrumu 1000 apgr./min.

23. Atstciet centrifugatu, atstajot apméram 1 ml virs lodites. Atkartoti suspendéjiet $tnu lodti.

24. Fiksacijas Skidumu pievienojiet Iidz 7 ml. Stobrinus 8 mindtes centrifugéjiet ar atrumu 1000 apgr./min. (Otra fiksacijas
darbiba.)

25. Atkartojiet 23.-24. darbibu. (Tre$a fiksacijas darbiba.)

26. Nekustigas $anu lodites $aja posma var izmantot nekavéjoties, lai saskana ar laboratorijas standarta protokolu sagatavotu
priek8metstiklinus, vai noglabat ledusskapt (2-8 °C) vai saldétava izmanto$anai vélak.

KLINISKA IZMANTOSANA

Cilvéka modalo hromosomu skaits ir 46. Cilvéka hromosomas tiek klasificétas atkariba no to garuma un centroméra novietojuma
(péc Denvera klasifikacijas). Novirzes hromosomu kompleksa tiek saistitas ar virkni iedzimtu traucgjumu, pieméram, Dauna
sindromu (parasti ar nelielu papildu autosomo hromosomu) un sindromiem, kas tiek saistiti ar nenoteiktu seksualitati (Térnera
sindroms, Klainfeltera sindroms un citi, kuru gadijuma ir atklatas dzimumhormonu anomalijas). legitas hromosomu novirzes no
normas var noteikt, izmantojot leikocitu procentualo attiecibu hroniskas mieloleikémijas gadijuma (,Filadelfijas” hromosomas tests),
un, izmantojot $o markieri, ir iespéjams izvértét §is terapijas iedarbigumu. Ir konstatéts, ka, tuvojoties apstaro$anas terapijas
panesibas robezai, ievérojami palielinas to §nu procentualais raditajs, kuram ir anormals hromosomu komplekss, un $o $inu
raSanas raditajs tiek izmantots vadliijas devas noteik$ana.

GLABASANA UN STABILITATE

Glabajiet ,CHANG Medium MF” sasaldétu par —10 °C zemaka temperatira, I1dz ta ir gatava lieto$anai. Glabajot sasaldéta veida,
L,CHANG Medium MF” saglaba stabilitati [idz deriguma terminam, kas noradits pudeles etiketé. Péc atkausé$anas jebkadus
neizlietota produkta parpalikumus var dozét darba izmantojamas devas un atkartoti sasaldét vélakai izmanto$anai (ne vairak
ka divas reizes) vai cieSi noslégtus glabat 2-8 °C temperattra Iidz pat 30 dienam. Aizsargajiet no fluorescéjosas gaismas.

E’IESARDZTBAS PASAKUMI UN BRIDINAJUMI

Stierice ir paredzéta procedaras, arf tadas, kuram §T ierice ir paredzéta, apmacita personala lietoanai.

,CHANG Medium MF” satur liellopu embriju serumu (FBS), tadé| ar to jarikojas, ievérojot visparéjos piesardzibas pasdkumus
darbam laboratorija. Barotne satur antibiotiku (gentamicina sulfats), lai samazinatu mikrobiologiska piesarnojuma iespé&jamibu,
tacu, dozgjot barotni, vienmér jarikojas aseptiska veida. Nelietojiet barotni, ja ta nav sarkana krasa.
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NEDERLANDS

INDICATIE VOOR GEBRUIK
CHANG Medium MF is een mitogeenvrij, kant-en-klaar medium dat bedoeld is voor gebruik bij de kweek van perifeer bloed
en andere monsters voor cytogenetische analyse.

BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL

CHANG Medium MF bestaat uit RPMI met 20% FBS, 2 mM glutamine, 20 mM HEPES buffer en het antibioticum gentamicinesulfaat.
Het kan nodig zijn om mitogenen toe te voegen, zoals fytohemagglutinine (PHA), om de groei van perifeer bloed en andere cellen
te optimaliseren. De vereiste concentratie PHA (of andere mitogenen) dient door het afzonderlijke laboratorium te worden bepaald.

COMPONENTEN

Aminozuren Water Zouten en ionen
Arginine Farmaceutisch kwaliteitswater (WFI) Natriumchloride
Asparagine Eiwitten, hormonen en groeifactoren Cholinechloride
Asparaginezuur Foetaal runderserum (FBS) Calciumnitraat
Cystine H-indicator Kaliumchloride
Glutaminezuur Fenolrood Magnesiumsulfaat
Glutamine Overiae Natriumfosfaat
Glycine - Antibioticum
Histidine Blofine Gentamicinesulfaat
Isoleucine Hydroxyproline o

Leucine Glutathion V|t§m|nen en spoorelementen
Lysine Buffers F(l)hurlnzuu-r
Methionine Natriumbicarbonaat g:iztfllzir::je
Fenylalanine HEPES Thiamine

Proline Energiesubstraten Pantotheenzuur
Serine Glucose Cobalamine
Treonine tnositol Pyridoxine
Tryptofaan Aminobenzoézuur
Tyrosine

Valine

KWALITEITSBORGING

STERILITEIT

Het serum dat wordt gebruikt bij de productie van CHANG Medium MF is getest op virale besmetting volgens CFR Title 9 Part 113.53.
Het is ook gescreend op mycoplasmabesmetting. CHANG Medium MF is gesteriliseerd door middel van filtratie door een
0,1p-filter. Representatieve monsters van CHANG Medium MF zijn getest op mogelijke bacteriologische besmetting volgens het
steriliteitstestprotocol zoals beschreven in de huidige Amerikaanse Farmacopee (USP) steriliteitstest <71>.

Diverse factoren, waaronder de bron van de monsters, 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 mitotische index, chromosoomlengte en kwaliteit van elke partij CHANG Medium MF is beoordeeld met behulp van perifeer
bloed en vergeleken met een controlemedium. De resultaten worden vermeld op een partijspecifiek analysecertificaat.

VEREISTE MAAR NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN EN APPARATUUR
1. Fytohemagglutinine (PHA)-oplossing (9 mg/ml), steriel

2. Fenolvrije heparine

3. Colcemide-oplossing, 25 pg/ml

4. Kaliumchlorideoplossing, 75 mM

5. Zuuralcohol, 1 deel ijsazijnzuur: 3 delen methanol (analytische reagenskwaliteit)
6. Giemsa of 2% azijnzuur-orceine

7. Chroomzuur

8. Insluitmiddel

9. Objectglaasjes en dekglaasjes

10. Kunststof centrifugeerbuisjes

11. CO,-incubator

12. Tafelcentrifuge

13. Vortexmenger

14. Lichtmicroscoop
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VERZAMELEN EN PREPAREREN VAN MONSTERS

Het succes van (vol)bloedkweken voor cytogenetische analyse wordt beinvioed door het lymfocytengehalte met normale functie
tijdens de monstername. Omdat dit gehalte kan worden beinvioed door infectie en geneesmiddelen, mogen patiénten voor
cytogenetisch onderzoek waar mogelijk gedurende 7 dagen voér het verzamelen van bloed voor onderzoek geen geneesmiddelen
innemen. Ook kan de mitotische index in hoge mate zijn verlaagd tijdens de anergische stadia van bepaalde ziektes (bijv. ziekte
van Hodgkin, sarcoidose etc.) en in mindere mate bij normale individuen tijdens de latere stadia van zwangerschap. Er mogen geen
conserveringsmiddelen aan bloedmonsters voor een lymfocytenkweek worden toegevoegd. Aseptische technieken zijn essentieel.
Bloedmonsters moeten waar mogelijk onmiddellijk worden getest. Indien absoluut noodzakelijk kunnen zij maximaal 48 uur bij
2 °C tot 8 °C worden bewaard.

VOORBEREIDING OP HET GEBRUIK

Laat een nacht in de koelkast (bij 2-8 °C) ontdooien en meng daarna voorzichtig om homogeniteit te garanderen. Breng op
aseptische wijze 10 ml medium over in steriele kweekflessen en equilibreer tot 37 °C, waarna het direct kan worden gebruikt.
NB: Vaak vormen er zich calciumcarbonaatkristallen in CHANG Medium MF. Uit onderzoek is gebleken dat de aanwezigheid van
deze kristallen geen nadelige invioed heeft op de prestaties van het product.

GEBRUIKSAANWIJZING

Zowel (vol)bloed als gescheiden leukocyten worden voor cytogenetisch onderzoek gebruikt, maar de eerstgenoemde is de
eenvoudigste en wordt het meest toegepast in routinematig onderzoek. Zoals bij elke celkweekprocedure zijn optimale resultaten
afhankelijk van het creéren van geschikte kweekomstandigheden. Omdat de relatieve inhoud van actieve PHA per batch enigszins
kan verschillen, kan het handig zijn om twee PHA-concentraties te testen.

Voor aanvullende informatie over het gebruik van deze producten dienen alle laboratoria hun eigen laboratoriumprocedures
en -protocollen te raadplegen die speciaal zijn ontwikkeld en geoptimaliseerd voor uw individueel medisch programma.

I. Monsterpreparatie:
Gebruik 5-10 ml vers bloed in natriumheparine voor volwassenen en 2-3 ml voor kinderen.

+  Volbloed moet bij kamertemperatuur worden getransporteerd en gemengd door middel van inversie.
*  Lymfocyten van volbloed kunnen worden gestimuleerd met fytohemagglutinine (PHA) en kunnen op kweek worden
gezet met behulp van een synchronisatiemethode.

1. Volbloedkweek:
Plak op alle kweekflessen een label met daarop de naam van de patiént, het monsternummer en het kweektype.

Breng CHANG Medium MF op omgevingstemperatuur voordat u het monster inoculeert.

Reconstitueer PHA door met een steriele injectiespuit 5 ml steriel gedistilleerd water toe te voegen.

Prepareer op aseptische wijze de vereiste 5 ml CHANG Medium MF die noodzakelijk is voor elke kweekfles.

Voeg aan elke kweekfles 0,1 ml gereconstitueerd PHA toe.

Inoculeer 0,3 ml monster per kweek. Als de patiént een pasgeborene is (< 1 maand oud), voert u de inoculatie uit met

0,2 ml monster.

6. Elk laboratorium dient individueel te bepalen hoeveel kweken er moeten worden gemaakt aan de hand van de klinische
indicatie en de leeftijd van de patiént. Voor monsters van pasgeborenen (< 1 maand oud) moet nog eens een kweek van
48 uur worden gestart zonder synchronisatie.

7. Incubeer de kweken bij 35-39 °C en 5-8% CO,-atmosfeer tot ze kunnen worden geoogst.

8. Voor synchronisatie: Voeg na een incubatie van 48 uur 50 pl werkoplossing van methotrexaat toe aan elke kweek van 5 ml

die na 72 uur moet worden geoogst. Voeg 18-19 uur na toevoeging van methotrexaat (5-6 uur voor het oogsten) 100 pl

werkoplossing van thymidine toe aan elke kweek van 5 ml.

|. Oogsten van de kweken:

AE o o

1. Haal de kweek die kan worden geoogst, uit de incubator en draai de fles voorzichtig rond om de cellen te resuspenderen.

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

3. Voeg aan elk kweekbuisje 40 pl standaardcolcemide (10 pg/ml) toe. Sluit de buisjes goed met een dop af en meng de inhoud
voorzichtig door de buisjes om te keren.

4. Incubeer de buisjes gedurende 45 minuten bij 35-39 °C.

5. Centrifugeer de buisjes na incubatie gedurende 8 minuten op 1000 omw/min.

6.  Aspireer supernatant voorzichtig uit elk buisje met behulp van een vacuiimaspirator met opvangreservoir voor oplosmiddelen.

Wees voorzichtig dat u de pellet niet aspireert.

7. Resuspendeer de pellet door met een vinger tegen de bodem of de zijkant van elk buisje te tikken.

8. Stel een timer in op 20 minuten.

9. Voeg druppelsgewijs 3-4 ml voorverwarmde (35-37 °C) hypotone oplossing (0,075 M kaliumchloride) toe.

10. Sluit het buisje goed met een dop af en meng de inhoud voorzichtig door met een vinger tegen de bodem of de zijkant van
het buisje te tikken.

11.  Voeg druppelsgewijs 5-6 ml voorverwarmde (35-37 °C) hypotone oplossing toe. Sluit het buisje goed met een dop af en keer
het buisje om.

12. Herhaal stap 8 t/m 10 voor elk buisje.

13. Laat, met behulp van een waterbad, de buisjes staan bij 35-37 °C. Keer de buisjes eenmaal om wanneer de 20 minuten van
de timer voor de helft zijn verstreken.
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14. Voeg aan het einde van de 20 minuten van de timer aan elk buisje 1 ml verse 3:1 Carnoy'’s fixeeroplossing toe. Sluit elk
buisje goed af met een dop en keer het om. (Dit is de stap voorafgaand aan fixatie.)

15. Centrifugeer de buisjes 8 minuten op 1000 omw/min.

16. Aspireer het supernatant uit elk buisje en laat ongeveer 1 ml boven de celpellet staan. Wees voorzichtig dat u de pellet
niet aspireert. 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
vacuiimaspiratie) om aspiratie van de gehele celpellet in de afvalbak te voorkomen.

17. Resuspendeer de celpellet zoals beschreven in stap 7.

18. Voeg druppelsgewijs 3-4 ml verse 3:1 Carnoy’s fixeeroplossing toe.

19. Voeg resterende fixeeroplossing toe tot 7 ml.

20. Herhaal stap 16 t/m 18 voor elk buisje.

21. Laat gedurende 10 minuten staan bij kamertemperatuur. (Dit is de eerste stap van fixatie.)

22. Centrifugeer de buisjes 8 minuten op 1000 omw/min.

23. Aspireer het supernatant en laat ongeveer 1 ml boven de pellet staan. Resuspendeer de celpellet.

24. Voeg fixeeroplossing toe tot 7 ml. Centrifugeer de buisjes 8 minuten op 1000 omw/min. (Dit is de tweede stap van fixatie.)

25. Herhaal stap 23 en 24. (Dit is de derde stap van fixatie.)

26. 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) of in de vriezer worden bewaard voor toekomstig gebruik.

KLINISCHE TOEPASSINGEN

Het modale aantal chromosomen bij de mens is 46. Menselijke chromosomen worden geclassificeerd volgens hun lengte en
de positie van het centromeer (Denver-classificatie). Afwijkingen in chromosoomsamenstelling zijn gerelateerd aan een aantal
aangeboren stoornissen, zoals het syndroom van Down (meestal met een extra kleine autosoom) en syndromen die te maken hebben
met een onduidelijk geslacht (zoals het syndroom van Turner en het syndroom van Klinefelter, waarbij de geslachtschromosomen
abnormaal blijken te zijn). Een verworven chromosoomafwijking kan worden vastgesteld in een gedeelte van de leukocyten bij
chronische myeloide leukemie (het ‘Philadelphia’- chromosoom) en de voortgang van de behandeling kan worden beoordeeld met
behulp van dit kenmerk. Wanneer bij bestralingstherapie de tolerantiegrens wordt bereikt, is er naar verhouding een duidelijk hoger
aantal cellen met bizarre chromosoomsamenstelling en het uiterlijk van deze cellen wordt gebruikt als richtlijn voor de dosering.

BEWAREN EN STABILITEIT
Bewaar CHANG Medium MF bevroren bij een temperatuur lager dan -10 °C tot het moment van gebruik. CHANG Medium MF
is stabiel tot de houdbaarheidsdatum op het etiket van de fles, mits het product ingevroren wordt bewaard. Na ontdooien kan
eventueel ongebruikt product worden opgedeeld in praktische hoeveelheden en (maximaal tweemaal) opnieuw worden ingevroren
voor later gebruik of gedurende maximaal 30 dagen bij 2 °C tot 8 °C worden bewaard, mits stevig met de dop afgesloten.
Bescherm tegen fluorescentielicht.

VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Dit hulpmiddel is bedoeld voor gebruik door personeel dat opgeleid is in procedures waaronder de aangegeven toepassing
waarvoor het hulpmiddel is bedoeld.

CHANG Medium MF bevat FBS en dient met inachtneming van universele voorzorgsmaatregelen voor laboratoria te worden
behandeld. Het medium bevat een antibioticum (gentamicinesulfaat) om de kans op bacteriéle besmetting te verlagen, maar
aseptische technieken dienen altijd te worden toegepast bij het pipetteren van het medium. Gebruik geen medium dat niet rood
van kleur is.
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POLSKI

PRZEZNACZENIE
Produkt CHANG Medium MF to pozywka wolna od mitogenéw, gotowa do uzycia, przeznaczona do hodowli probek krwi obwodowej
i innych prébek do analiz cytogenetycznych.

OPIS WYROBU

W skfad produktu CHANG Medium MF wchodzi pozywka RPMI z 20-procentowym FBS, glutamina w stezeniu 2 mM, bufor HEPES
w stezeniu 20 mM i antybiotyk, siarczan gentamycyny. W celu zoptymalizowania wzrostu komorek krwi obwodowej i innych komérek
moze by¢ konieczne dodanie czynnikéw mitogennych, takich jak fitohemaglutynina (PHA). Wymagane stezenie PHA (lub innych
mitogendw) musi zosta¢ okreslone przez dane laboratorium.

SKLADNIKI
Aminokwasy Woda Sole i jony
Arginina Woda o jakosci WFI Chlorek sodu
Asparagina Biatka, hormony i czynniki wzrostu Chlorek choliny
Kwas asparaginowy Plodowa surowica bydleca (FBS) Azotan wapnia
Cystyna . Wskaznik pH Chlorek potasu
Kwas glutaminowy Czerwien fenolowa Siarczan magnezu
Glutamina Fosforan sodu
. Inne

Glicyna Biot Antybiotyk
Histydyna otyna i
o Hydroksyprolina Siarczan gentamycyny
zoleucyna Glutation Witaminy i pierwiastki $ladowe
Leucyna ;
Lizyna Bufor m:af fo||0\lo\(/jy
Metionina Wodoroweglan sodu ikotynami

) HEPES Ryboflawina
Fenyloalanina Substat t Tiamina

i Substraty energetyczne

Prolina GlIJ ksoraa enefgelyczne Kwas pantotenowy
Serynla | v tZI Kobalamina
Treonina nozyto Pirydoksyna
Tryptofan Kwas aminobenzoesowy
Tyrozyna
Walina

ZAPEWNIANIE JAKOSCI

STERYLNOSC

Surowice uzywang do produkcji pozywki CHANG Medium MF przetestowano pod katem zanieczyszczenia wirusowego zgodnie
z Kodeksem Przepiséw Federalnych (CFR), tytut 9, cze$¢ 113.53. Wykonano réwniez badanie przesiewowe pod katem
zanieczyszczenia mykoplazma. Pozywke CHANG Medium MF sterylizowano poprzez filtracje przez filtr o $rednicy poréw
0,1 mikrona. Probki pozywki CHANG Medium MF sg poddawane testom pod katem mozliwego zanieczyszczenia bakteryjnego
zgodnie z protokotem badania sterylnosci opisanym w najnowszym badaniu sterylno$ci wg Farmakopei Amerykanskiej (USP) <71>.
Na uzyskany wynik moze wptyna¢ wiele czynnikéw, w tym pochodzenie probki, warunki hodowli i wyboér odczynnikéw. Zalecane
jest, aby przed przyjeciem do rutynowego stosowania nowej serii odczynnika uzytkownicy przetestowali ja réwnolegle z materiatem
referencyjnym o znanej, odpowiedniej aktywnosci.

Kazda seria pozywki CHANG Medium MF jest poddawana ocenie pod katem indeksu mitotycznego, diugosci chromosoméw
i jakosci w poréwnaniu do pozywki kontrolnej za pomoca krwi obwodowej. Wyniki przedstawiono na swoistym dla danej serii
Swiadectwie analizy.

MATERIALY | WYPOSAZENIE WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE
1. Roztwdr fitohemaglutyniny (PHA) (9 mg/ml), sterylny

Heparyna wolna od fenolu

Roztwér kolcemidu o stezeniu 25 pg/ml

Roztwér chlorku potasu, 75 mM

Alkohol octowy, 1 cze$¢ lodowatego kwasu octowego: 3 czesci metanolu (odczynnik o czystosci analitycznej)
Barwnik Giemsy lub 2-procentowa orceina w kwasie octowym

Kwas chromowy

Srodek do osadzania

Szkietka podstawowe i nakrywkowe

Probéwki wirdwkowe wykonane z tworzywa sztucznego

SPPINIO RN

o
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1. Inkubator z atmosferg CO,
12. Wiréwka laboratoryjna

13. Wytrzasarka

14. Mikroskop $wietiny

POBRANIE PROBEK | POSTEPOWANIE Z NIMI

Sukces hodowli krwi petnej do analizy cytogenetycznej zalezy od poziomu prawidtowo funkcjonujacych limfocytéw w momencie
pobierania probki. Ze wzgledu na to, ze na poziom limfocytéw moga mie¢ wptyw zakazenia i leki, jesli jest to mozliwe, pacjenci,
u ktérych wykonywane sa badania cytogenetyczne, nie powinni przyjmowac lekéw 7 dni przed pobraniem krwi do testow. Podobnie
indeks mitotyczny moze by¢ znacznie zmniejszony podczas faz anergicznych okreslonych choréb (np. choroby Hodgkina, sarkoidozy
itp.) oraz, w mniejszym stopniu, u zdrowych kobiet podczas pézniejszych etapow cigzy. Do probek krwi przeznaczonych do hodowli
limfocytéw nie nalezy dodawac $rodkéw konserwujacych. Konieczne jest stosowanie technik aseptycznych.

Prébki krwi nalezy niezwlocznie poddawacé testom, jesli jest to mozliwe. Jedli jest to absolutnie konieczne, mozna je przechowywaé
w temperaturze od 2°C do 8°C przez maksymalnie 48 godzin.

PRZYGOTOWANIE DO UZYCIA

Rozmraza¢ pozywke przez noc w chtodziarce (2-8°C), a nastepnie delikatnie wymieszag, aby zapewni¢ jednorodno$¢ roztworu.
W sposob aseptyczny rozdzieli¢ po 10 ml pozywki do sterylnych butelek hodowlanych i zréwnowazy¢ do temperatury 37°C w celu
niezwlocznego uzycia.

Uwaga: W pozywce CHANG Medium MF czesto tworzg sie krysztaty weglanu wapnia. Nie wykazano, aby obecno$c¢ tych krysztatow
wptywata negatywnie na wtasciwosci produktu.

INSTRUKCJA UZYCIA

Do badan cytogenetycznych wykorzystano krew petng lub oddzielone leukocyty, ale postepowanie z krwig jest fatwiejsze i jest
ona najczesciej stosowana w rutynowych badaniach. Podobnie jak w przypadku kazdej procedury hodowli komérkowej, optymalne
wyniki sg uzaleznione od zapewnienia odpowiednich warunkéw hodowli. Jako ze wzgledna ilo$¢ aktywnej PHA moze nieznacznie
réznié si¢ miedzy seriami, przetestowanie dwoch stezen PHA moze by¢ korzystne.

Szczegotowe informacje o wykorzystaniu tych produktéw nalezy zweryfikowaé w wewnetrznych procedurach oraz protokotach
laboratorium, ktére opracowano i zoptymalizowano pod katem poszczegdlnych programéw medycznych.

I. Przygotowanie prébki:
Pobra¢ $wieza krew do heparyny sodowej — 5-10 ml w przypadku oséb dorostych, 2-3 ml w przypadku pacjentéw pediatrycznych.
+  Probke krwi petnej nalezy trzymac¢ w temperaturze pokojowej i wymiesza¢ przez odwracanie.
+  Limfocyty z krwi petnej mozna symulowa¢ fitohemaglutyning (PHA), a ich hodowlg mozna prowadzi¢ technika
synchronizacji.
II. Hodowla krwi petnej:
Opisa¢ wszystkie naczynia hodowlane imieniem i nazwiskiem pacjenta, numerem proébki i typem hodowli.

Przed posiewem probki doprowadzi¢ pozywke CHANG Medium MF do temperatury otoczenia.

Zrekonstytuowa¢ PHA, dodajac 5 ml sterylnej wody destylowanej za pomocg sterylnej strzykawki.

W sposob aseptyczny przygotowac po 5 ml pozywki CHANG Medium MF na kazde naczynie hodowlane.

Doda¢ po 0,1 ml zrekonstytuowanej PHA na naczynie hodowlane.

Posia¢ po 0,3 ml probki na hodowle. Jesli pacjentem jest niemowle (ponizej 1. miesigca zycia), posia¢ 0,2 ml préobki.
Kazde laboratorium powinno okre$lic liczbg nastawianych hodowli w zalezno$ci od wskazania klinicznego i wieku pacjenta.
W przypadku prébek pobranych od noworodkdw (ponizej 1. miesigca zycia) nalezy nastawi¢ na dodatkowe 48 godzin
wstepna hodowle bez synchronizacji.

. Inkubowa¢ hodowle w temperaturze 35-39°C w atmosferze 5-8% CO,, az hodowle bgda gotowe do zbioru.

8. W celu synchronizacji: Po 48 godzinach inkubacji doda¢ 50 ul roztworu roboczego metotreksatu na kazde 5 ml hodowli,
ktdra bedzie zbierana po 72 godzinach. 18-19 godzin po dodaniu metotreksatu doda¢ 100 pl roztworu roboczego tymidyny
na kazde 5 ml hodowli (5-6 godzin przed zbiorem).

II. Zbiér hodowli:

1. Wyja¢ hodowle gotowe do zbioru z inkubatora i delikatnie obraca¢ butelki ruchem wirowym, aby zawiesi¢ komérki.

2. Przenie$¢ zawarto$¢ kazdej butelki do probéwki wiréwkowej o pojemnosci 15 ml.

3. Doda¢ po 40 pl roztworu podstawowego kolcemidu (10 ug/ml) do kazdej probowki hodowlanej. Dobrze zamkna¢ probowki
i delikatnie wymiesza¢, odwracajac.

4. Inkubowaé probéwki w temperaturze 35-39°C przez 45 minut.

5. Po inkubacji wirowa¢ probéwki przez 8 minut przy 1000 rpm.

6. Ostroznie zaaspirowa¢ nadsacz z kazdej probowki, uzywajac aspiratora prozniowego z putapka z rozpuszczalnikiem. Uwazaé,
aby nie zaaspirowa¢ osadu.

7. Zawiesi¢ osad, stukajac placem w dno lub boczng cze$¢ probowki.

8. Uruchomi¢ minutnik ustawiony na 20 minut.

9. Doda¢ kroplami 3-4 ml wstepnie ogrzanego (35-37°C) roztworu hipotonicznego (chlorek potasu w stezeniu 0,075 M).

10. Dobrze zamkna¢ probéwke i delikatnie wymiesza¢ jej zawartos¢, stukajac placem w dno lub boczng czg$¢ probowki.

11. Dodac¢ kroplami 5-6 ml wstepnie ogrzanego (35-37°C) roztworu hipotonicznego. Dobrze zamkna¢ probowke i odwrécic ja.

12. Powtérzy¢ kroki 8-10 dla kazdej probowki.

S wp R

Polski 2/4



13. Wiozy¢ probéwki do tazni wodnej nastawionej na temperature 35-37°C. Odwréci¢ probowki jeden raz po uptywie potowy
czasu ustawionego na minutniku (20 minut).

14. Doda¢ po 1 ml $wiezo przygotowanego (stosunek 3:1) roztworu utrwalajacego Carnoy'a do kazdej probowki po uptywie
20-minutowego odliczania. Dobrze zamkna¢ i odwrdci¢ kazda probowke. (Jest to krok wstepnego utrwalania).

15. Wirowa¢ probowki przez 8 minut przy 1000 rpm.

16. Zaaspirowac¢ nadsacz z kazdej probowki, pozostawiajac okoto 1 ml roztworu nad osadem komérkowym. Uwaza¢, aby nie
zaaspirowa¢ osadu. Nalezy uwaza¢ na materiat wtoknisty, ktéry po odwirowaniu moze wystawa¢ z osadu komérkowego do
nadsaczu. Aby unikng¢ 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 prozniowej).

17. Zawiesi¢ osad komérkowy zgodnie z opisem w kroku 7.

18. Dodac¢ kroplami 3-4 ml $wiezo przygotowanego (stosunek 3:1) roztworu utrwalajacego Carnoy'a.

19. Uzupetni¢ pozostatg objeto$¢ roztworem utrwalajgcym — do 7 ml.

20. Powtorzy¢ kroki 16-18 dla kazdej probowki.

21. Pozostawi¢ probowki w temperaturze pokojowej na 10 minut. (Jest to pierwszy krok utrwalania).

22. Wirowa¢ probowki przez 8 minut przy 1000 rpm.

23. Zaaspirowa¢ nadsacz, pozostawiajac okoto 1 ml roztworu nad osadem. Zawiesi¢ osad komérkowy.

24. Uzupehic roztworem utrwalajacym do objetosci 7 ml. Wirowac probowki przez 8 minut przy 1000 rpm. (Drugi krok utrwalania).

25. Powtorzy¢ kroki 23-24. (Trzeci krok utrwalania).

26. Na tym etapie mozna od razu uzy¢ utrwalonych osadéw komérkowych do przygotowania preparatéw zgodnie ze standardowym
protokotem laboratorium lub przechowywaé osady w chtodziarce (2-8°C) lub zamrazarce do pézniejszego uzytku.

ZASTOSOWANIA KLINICZNE

Modalna liczba ludzkich chromosoméw wynosi 46. Ludzkie chromosomy sklasyfikowano na podstawie ich dtugosci i pozycji
centromeru (klasyfikacja Denver). Aberracje budowy chromosomu powigzano z licznymi wadami wrodzonymi, jak np. zespét Downa
(zwykle z dodatkiem matego autosomu) i zespotami zwigzanymi z nieokres$long picig (zespdt Turnera, zespét Klinefeltera i inne,
w ktorych wykazano anomalie chromosoméw piciowych). Nabyte nieprawidtowo$ci chromosoméw moga zosta¢ stwierdzone
w proporcji leukocytow w przewlektej biataczce szpikowej (chromosom ,Filadelfia”), a poprzez badanie tego markera mozna
oceniac postep leczenia. W miare zblizania sie do granicy tolerancji w radioterapii obserwuje sie wyrazny wzrost odsetka komérek
o0 anormalnej strukturze chromosomoéw, a pojawienie sie tych komorek jest wykorzystywane jako wskaznik dawkowania.

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC

Pozywke CHANG Medium MF nalezy przechowywa¢ zamrozong w temperaturze ponizej -10°C do czasu uzycia. Pozywka
CHANG Medium MF zachowuje 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 (maksymalnie
dwa razy) do pézniejszego uzytku lub szczelnie zamkna¢ i przechowywa¢ 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 obejmujgcych wskazane
zastosowanie, do ktdrego wyrdb ten jest przeznaczony.

Pozywka CHANG Medium MF zawiera FBS i nalezy z nig postepowac¢, przestrzegajac standardowych $rodkéw ostroznosci
obowigzujacych w laboratorium. Aby zmniejszy¢ ryzyko zanieczyszczenia bakteryjnego, pozywka zawiera antybiotyk (siarczan
gentamycyny). Podczas rozdzielania pozywki nalezy jednak zawsze stosowaé techniki aseptyczne. Nie uzywaé pozywki, ktéra
nie ma czerwonego koloru.
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ROMANA

INDICATIE DE UTILIZARE
CHANG Medium MF este un mediu fara mitogen, gata de utilizat, destinat utilizérii pentru cultivarea sangelui periferic si a altor
probe n scop de analiza citogenetica.

DESCRIEREA DISPOZITIVULUI

CHANG Medium MF consta in RPMI contindnd 20 % FBS, 2 mm glutaming, 20 mm tampon HEPES si antibioticul sulfat de
gentamicina. El poate necesita adaugarea de agenti mitogenici, cum ar fi fitohemaglutinina (PHA) pentru a optimiza cresterea
celulelor din s&ngele periferic si a altor celule. Concentratia necesara de PHA (sau alti mitogeni) ar trebui stabilita de laboratorul
dumneavoastra.

COMPONENTE

Aminoacid Apd Saruri si ioni

Arginina Calitate WFI (water for injection) Clorura de sodiu

Asparagind [apd sterila pentru injectii] Clorura de colind

Acid aspartic Proteine, hormoni si factori Azotat de calciu

Cistina de crestere Clorura de potasiu

Acid glutamic Ser fetal bovin (SFB) Sulfat de magneziu

Glutamina Indicator pH Fosfat de sodiu

Glicina Rosu de fenol Antibiotic

Histidina Altul Sulfat de gentamicina

Izoleycuiné Biotina Vitamine si oligoelemente

Leucina Hidroxiprolina Acid folic

Lizina Glutation Nicotinamida

Metionina Solutii tampon Riboflaving

Fenilla!aniné Bicarbonat de sodiu Tiamina

Prolina HEPES Acid pantotenic

ifer(:nn?né Substraturi energetice Clolbalalmi_né
Glucoza Piridoxina

Triptofan Inozitol Acid aminobenzoic

Tirozina

Valina

ASIGURAREA CALITATII

STERILITATE

Serul utilizat la producerea CHANG Medium MF a fost testat pentru a nu fi contaminat viral, in conformitate cu CFR Titlul 9
Partea 113.53. Acesta a fost de asemenea analizat pentru detectarea contaminarii cu mycoplasma. CHANG Medium MF este
sterilizat prin filtrare printr-un filtru de 0,1 microni. Probe de CHANG Medium MF sunt testate pentru a nu prezenta o posibila
contaminare bacteriologica urméand protocolul de testare a sterilitatii descris in testul de sterilitate actual prevazut de Farmacopeea
Americana <71>.

Mai multi factori, printre care se numéara sursa de probe, conditiile de cultivare si selectia reactivilor, pot influenta rezultatul obtinut.
inainte de adoptarea pentru utilizarea de rutina, utilizatorii sunt sfatuiti sa ruleze fiecare lot de reactiv in paralel cu materialul de
referinta despre care se cunoaste ca actioneaza adecvat.

Fiecare lot de CHANG Medium MF este evaluat folosind sangele periferic pentru indicele mitotic, lungimea cromozomilor si
calitatea in comparatie cu un mediu de control. Rezultatele sunt raportate intr-un certificat de analiza specific pentru fiecare lot.

MATERIALE S| APARATURA NECESARE, DAR NEFURNIZATE
1. Solutie de fitohemaglutinina (PHA) (9 mg/ml), sterild

2. Heparina fara fenol

3. Colcemid solutie 25 pg/ml

4. Solutie de clorura de potasiu, 75 mM

5. Acid acetic, 1 parte acid acetic glacial : 3 parti metanol (calitate de reactiv analitic)
6. Giemsa sau acid acetic-orceina 2%

7. Acid cromic

8. Mediu de montare

9. Lame si lamele de sticla

10. Eprubete de centrifugd din plastic

11, Incubator cu CO,

12. Centrifuga de masa

13. Agitator vortex

14. Microscop optic
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COLECTAREA S| MANIPULAREA PROBELOR

Reusita culturilor de sange integral pentru analizd citogenetica este influentatd de nivelul de limfocite cu functie normala
din momentul recoltarii. Deoarece acest nivel poate fi afectat de infectii si medicamente, subiectii studiilor citogenetice ar trebui,
ori de cate ori este posibil, s nu fi luat medicamente timp de 7 zile inainte de recoltarea sangelui pentru analize. in mod similar,
indicele mitotic poate fi mult redus in timpul fazelor anergice ale anumitor boli (de exemplu boala Hodgkin, sarcoidoza, etc.) si,
intr-o masurad mai micd, la persoanele normale in timpul stadiilor avansate ale graviditétii. Nu trebuie addugati conservanti
la probele de sange pentru culturi de limfocite. Tehnicile aseptice sunt esentiale.

Probele de sénge trebuie testate fard intarziere ori de cate ori este posibil. Dacé este absolut necesar, ele pot fi depozitate la
o temperatura intre 2 °C si 8 °C nu mai mult de 48 de ore.

PREGATIREA PENTRU UTILIZARE

Dezghetati peste noapte la frigider (2 - 8 °C), apoi agitati usor pentru a asigura omogenitatea. Transferati aseptic 10 ml de mediu
in vase de cultura sterile si echilibrati la 37 °C pentru utilizarea imediata.

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

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Pentru studii citogenetice au fost utilizate sdnge integral sau leucocite separate, dar cel dintéi este cel mai simplu si frecvent de
utilizat in studiile de rutina. La fel ca la orice procedura cu culturi de celule, rezultatele optime depind de stabilirea unor conditii
de cultura corespunzatoare. Deoarece continutul relativ de PHA activ poate varia usor intre diferitele loturi, poate fi benefic sa
se testeze doua concentratii de PHA.

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

1. Pregatirea probei:
Obtineti, pentru adulti, 5 - 10 ml de sange proaspat in heparina de sodiu, si 2 - 3 ml pentru copii.
+  Sangele integral trebuie transportat la temperatura camerei si amestecat prin inversare.
+  Limfocitele din sangele integral pot fi stimulate cu fitohemaglutinina (PHA) si pot fi cultivate cu o tehnica de sincronizare.

Il. Cultura de sénge integral:
Etichetati toate vasele de cultura cu numele pacientului, numarul probei si tipul de cultura.

Inainte de a inocula specimenul, aduceti CHANG Medium MF la temperatura ambianta.

Reconstituiti PHA prin adaugarea a 5 ml de apa distilaté sterila, folosind o seringa sterila.

Prepararea necesitd 5 ml de CHANG Medium MF necesar pentru fiecare vas de culturd, folosind o tehnicé aseptica.
Adaugati 0,1 ml de PHA reconstituit pentru fiecare vas de cultura.

Inoculati 0,3 ml de mostra pentru fiecare culturad. Dacé pacientul este un sugaci (<1 lund), inoculati cu 0,2 ml de mostra.
Fiecare laborator individual ar trebui sa stabileasca numarul de culturi care trebuie realizate in functie de indicatia clinica
si de varsta pacientului. Se va initia o culturé suplimentara de 48 de ore pe specimenele de la nou-nascuti (<1 lund) fara
sincronizare.

. Incubati culturile la o atmosfera de 35 - 39 °C, 5 - 8 % CO, pana cand sunt gata de recoltat.

8. Pentru sincronizare: Dupa 48 de ore de incubare, addugati 50 pl la 5 ml de solutie de lucru de metotrexat la fiecare culturd
care va fi recoltatd dupa 72 de ore. Addugati 100 ul la 5 ml de solutie de lucru de timidina la fiecare cultura la 18 - 19 ore
dupé adaugarea metotrexatului (la 5 - 6 ore Tnainte de recoltare).

|. Recoltarea culturilor:

SO~ wN R

1. Indepértati cultura gata de recoltat din incubator si rotiti usor vasul pentru a resuspenda celulele.

2. Transferati continutul fiecarui vas intr-o eprubeta de centrifuga pentru 15 mL.

3. Adaugatiin fiecare eprubeta de cultura 40 pl de solutie stoc de Colcemid (10 ug/ml). Astupati ermetic eprubetele si amestecati
usor prin rasturnare.

4. Incubati eprubetele la 35 - 39 °C timp de 45 de minute.

5. Dupa incubare, centrifugati eprubetele timp de 8 minute la 1.000 rpm.

6. Aspirati cu atentie supernatantul din fiecare eprubetd, folosind un aspirator de vid, cu capcana de dizolvant. Aveti grija

sa nu aspirati peleta.

7. Resuspendati peleta batand cu degetul in partea de jos sau laterala a fiecdrei eprubete.

8. Porniti un cronometru de 20 de minute.

9. Adaugati, picaturd cu picatura, 3 - 4 ml de solutie hipotonica (0,075 M clorurd de potasiu) preincalzitd (35 - 37 °C).

10. Astupati ermetic eprubeta si amestecati usor batand cu degetul in partea de jos sau laterala a eprubetei.

11, Adaugati, picatura cu picatura, 5 - 6 ml de solutie hipotonicd preincalzita (35 - 37 °C). Astupati ermetic eprubeta si apoi
rasturnati-o.

12. Repetati pasii 8 - 10 pentru fiecare eprubeta.

13. Folosind o baie de apd, permiteti eprubetelor s& stea la 35 - 37 °C. Rasturnati eprubetele o data la jumatatea timpului de
cronometrare de 20 de minute.

14. Adaugati 1 ml de fixativ Carnoy proaspat 3:1 n fiecare eprubetd, la sfarsitul perioadei cronometrate de 20 de minute. Astupati
ermetic si apoi rasturnati fiecare eprubetd. (Acesta este un pas prefixativ)

15. Centrifugati eprubetele la 1.000 rpm timp de 8 minute.
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16. Aspirati supernatantul din fiecare eprubeta, Idsand cam 1 ml peste peleta de celule. Aveti grija s& nu aspirati peleta.
Fiti atenti la materialul fibros care este posibil sa se extinda din peleta de celule in supernatant dupa centrifugare. Poate
fi necesar sa se indepéarteze ultimii cativa ml de supernatant cu o pipeta Pasteur (fard a folosi aspirarea cu vacuum) pentru
a evita aspirarea intregii pelete de celule in recipientul pentru reziduuri.

17. Resuspendati peleta de celule asa cum se descrie la pasul 7.

18. Adaugati, picatura cu picaturd, 3 - 4 ml de fixativ Carnoy proaspat 3:1.

19. Adaugati restul de fixativ pana la 7 ml.

20. Repetati pasii 16 - 18 pentru fiecare eprubeta.

21. Lasati sé stea 10 minute la temperatura camerei. (Acesta este primul pas fixativ).

22. Centrifugati eprubetele la 1.000 rpm timp de 8 minute.

23. Aspirati supernatantul ldsand aproximativ 1 ml deasupra peletei de celule. Resuspendati peleta de celule.

24. Adaugati fixativ pand la 7 ml. Centrifugati eprubetele la 1.000 rpm timp de 8 minute. (Al doilea pas fixativ).

25. Repetati pasii 23 - 24. (Al treilea pas fixativ).

26. nacest punct, peletele de celule fixate pot fi folosite imediat pentru pregétirea lamelor in conformitate cu protocolul standard
al laboratorului sau depozitate la frigider (2 - 8 °C) sau congelatator pentru utilizare in viitor.

INTREBUINTARI CLINICE

Numaérul normal de cromozomi umani este 46. Cromozomii umani au fost clasificati dupa lungime si pozitie centromerului
(clasificarea Denver). Aberatiile constituentilor cromozomiali au fost asociate cu un numar de tulburari congenitale cum ar fi
sindromul Down (in mod tipic cu adaugarea unui autozom mic) si sindroame asociate cu sexualitatea nedefinitd (sindromul
Turner, sindromul Klinefelter si altele, la care se constaté c& cromozomii sexului sunt anormali). O anomalie cromozomiala
dobanditd poate fi detectata intr-o proportie a leucocitelor in leucemia mielocitica cronica (cromozomul ,Philadelphia”), iar evolutia
tratamentului poate fi evaluatd urmarind acest marker. Pe masura ce se produce apropierea de limita de tolerantd in radioterapie,
exista o crestere marcata a proportiei de celule cu o constitutie cromozomiald anormald, iar aparitia acestor celule a fost utilizata
ca ghid pentru dozare.

DEPOZITARE S| STABILITATE

Depozitati CHANG Medium MF congelat, la mai putin de -10 °C, pana cand este gata pentru utilizare. CHANG Medium MF 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 (de maximum doua ori) pentru utilizare ulterioara sau inchis
ermetic si depozitat la o temperaturé de 2 °C - 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 MF contine FBS si ar trebui manipulat aplicind masurile de precautie general valabile pentru practica de laborator.
Mediul contine un antibiotic (sulfat de gentamicina) pentru a se reduce potentialul de contaminare bacteriand, dar ar trebui
folosite intotdeauna tehnici aseptice la transferarea mediilor. Nu folositi niciun mediu care nu are culoarea rosie.
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SVENSKA

INDIKATIONER
CHANG Medium MF &r ett medium utan mitogener, fardigt att anvandas och avsett for anvandning vid odling av perifert blod och
andra provtyper for cytogenetiska analyser.

PRODUKTBESKRIVNING

CHANG Medium MF bestar av RPMI med 20 % FBS, 2 mM glutamin, 20 mM HEPES-buffert samt gentamicinsulfat. Det kan
behdéva supplementeras med mitogener, som t.ex. fytohemagglutinin (PHA), for att optimera vaxten av celler i perifert blod och
andra celler. Koncentrationen PHA (eller annan mitogen) som krévs bor faststallas av det enskilda laboratoriet.

KOMPONENTER

Aminosyror Vatten Salter och joner

Arginin Vatten fér injektion (WFI) Natriumklorid

Asparagin Proteiner, hormoner samt Kolinklorid

Asparaginsyra tillvaxtfaktorer Kalciumnitrat

Cystin Fetalt bovint serum (FBS) Kaliumklorid

Glutaminsyra pH-indikator Magnesiumsulfat

Glutamin Fenolrott Natriumfosfat

Glycin Ourigt Antibiotikum

Histidin Biotin Gentamicinsulfat

Isoleycm Hydroxiprolin Vitaminer och spardmnen

Leu.cm Glutation Folsyra

Lysin Buffertar Nikotinamid

Metionin N . ;

Fenvialani Natriumbikarbonat Riboflavin

Penlly alanin HEPES Tiamin

rolin

Serin Energisubstrat Pantotensyra
Glukos Kobalamin

Treonin u Pyridoxi

Tryotofan Inositol yridoxin

rypto Aminobensoesyra

Tyrosin

Valin

KVALITETSSAKRING

STERILITET

Det serum som anvands vid framstéliningen av CHANG Medium MF har testats for viral kontamination enligt CFR titel 9 del 113.53.
Det har ocksa screenats for kontamination av mykoplasma. CHANG Medium MF har steriliserats genom filtrering genom ett
0,1 mikronfilter. Prover av CHANG Medium MF testas for eventuell bakteriell kontamination enligt det sterilitetstestningsprotokoll
som beskrivs i det aktuella USP-sterilitetstestet (USP Sterility test) <71>.

Ett flertal faktorer, inklusive provets ursprung, odlingsforhallanden och val av reagenser kan paverka det resultat som erhalls.
Vi rekommenderar anvandare att fore rutinmassig anvéndning kdra varje ny reagensbatch parallellt med referensmaterial
av kand, lamplig aktivitet.

Varje lot CHANG Medium MF utvarderas med anvéandning av perifert blod for mitosindex, kromosomléngd och kvalitet jamfért med
ett kontrollmedium. Resultaten finns rapporterade pa ett lotspecifikt analyscertifikat (Certificate of Analysis).

MATERIAL OCH UTRUSTNING SOM KRAVS MEN INTE MEDFOLJER
1. Fytohemagglutininlésning (PHA) (9 mg/ml), steril

2. Fenolfritt heparin

3. Colcemid-Idsning, 25 pg/ml

4. Kaliumkloridldsning, 75 mM

5. Attiksyra-/metanolblandning ("Acetic Alcohol’), 1 del vattenfri attiksyra: 3 delar metanol (av analytisk kvalitet/reagenskvalitet)
6. Giemsa eller 2 % attiksyra-orcein

7. Kromsyra

8. Monteringsvatska

9.  Objektglas och tackglas

10. Centrifugrdr av plast

11. CO,-inkubator

12. Bankcentrifug

13. Vortexblandare

14. Ljusmikroskop
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PROVTAGNING OCH -HANTERING

Mdjligheten till framgangsrik odling av helblod fér cytogenetiska analyser paverkas av antalet normalfungerande lymfocyter vid
provtagningstillfallet. Eftersom detta antal kan paverkas av infektioner och lakemedel bdr patienter som ska genomga cytogenetiska
studier s& langt mdjligt inte ha tagit nagra lakemedel under sju dagar fore blodprovstagningen. Mitosindex kan aven vara kraftigt
reducerat under de anergiska faserna av vissa sjukdomar (som t.ex. Hodgkins sjukdom, sarkoidos etc.) och, fast i lagre grad,
under graviditetens senare del hos normala kvinnor. Konserveringsmedel far inte tillsattas blodprover som ska anvéndas for
odling av lymfocyter. Aseptisk teknik &r av avgorande betydelse.

Blodproverna ska narhelst sa ar mgjligt testas utan dréjsmal. Om det ar absolut nédvandigt kan de férvaras vid 2-8 °C i hogst
48 timmar.

BEREDNING FOR ANVANDNING

Tina mediet Gver natten i kylskap (2-8 °C) och blanda det sedan forsiktigt for att sékerstélla att det ar homogent. Dispensera
aseptiskt 10 ml medium i sterila odlingsflaskor och ekvilibrera till 37 °C fér omedelbar anvandning.

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

BRUKSANVISNING

Helblod eller separerade leukocyter har anvants for cytogenetiska studier, men den férra provtypen ar den som &r enklast och
anvands i storst omfattning for rutinanalyser. Som vid alla cellodlingsférfaranden ar optimala resultat beroende av att adekvata
odlingsbetingelser etableras. Eftersom det relativa innehallet av aktivt PHA kan variera nagot mellan olika batcher kan det vara
lampligt att testa tva PHA-koncentrationer.

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

|. Provberedning:

Ta farskt blod i natriumheparin, 5-10 ml for vuxna och 2-3 ml for pediatriska patienter.

+  Helblod ska transporteras vid rumstemperatur och blandas genom véandning.
»  Lymfocyter fran helblod kan stimuleras med fytohemagglutinin (PHA) och odlas med en metod som innefattar
synkronisering.
II. Odling av helblod:
Mérk alla odlingskarl med patientens namn, provhummer och typ av kultur.

1. Lat CHANG Medium MF uppna rumstemperatur fére utsadd av provet.

2. Rekonstituera PHA genom att tillsatta 5 ml sterilt destillerat vatten med hjélp av en steril spruta.

3. Anvénd aseptisk teknik till att bereda den nédvandiga mangden pa 5 ml CHANG Medium MF for varje odlingskérl.

4. Tillsatt 0,1 ml rekonstituterad PHA per odlingskérl.

5. Inokulera 0,3 ml prov per odling. Om patienten &r ett spadbarn (< 1 manad), inokulera med 0,2 ml prov.

6. Varje enskilt laboratorium bor faststélla antalet kulturer som ska forberedas beroende pa den kliniska indikationen och
patientens alder. En ytterligare 48-timmars odling ska pabdrjas pa prover fran nyfodda (< 1 manad) utan synkronisering.

7. Inkubera kulturerna vid 35-39 °C, 5-8 % CO,-atmosfér tills de &r klara att skordas.

8. For synkronisering: Efter inkubering i 48 timmar, tillsatt 50 pl arbetslosning metotrexat till varje 5 ml kultur som ska

skordas efter 72 timmar. Tillsatt 100 pl arbetsldsning tymidin till varje 5 ml kultur 18-19 timmar efter tillsats av metotrexat
(5-6 timmar fore skord).

|. Skorda kulturerna:

Ta ut kulturen som &r klar att skérdas ur inkubatorn och snurra flaskan forsiktigt sa att cellerna resuspenderas.

Overfor varje flaskas innehall till ett 15 ml centrifugrér.

Tillsatt 40 pl Colcemid-stamlsning (10 pg/ml) till varje rér med kultur. Forslut réren noga och blanda férsiktigt genom

vandning.

4. Inkubera réren vid 35-39 °C i 45 minuter.

5.  Centrifugera roren efter inkuberingen i 8 minuter vid 1 000 rpm.

6. Aspirera supernatanten forsiktigt fran varje rér med hjélp av en vakuumsug med Iésningsmedelsfélla. Undvik noga att aspirera
upp pelleten.

7. Resuspendera pelleten genom att knappa med fingret pa botten eller sidan av varje ror.

8.  Stll en tidtagare pa 20 minuter.

9. Tillsétt droppvis 3-4 ml férvarmd (35-37 °C) hypoton I6sning (0,075 M kaliumklorid).

10. Forslut roret noga och blanda forsiktigt genom att knappa med fingret pa rorets botten eller sida.

11, Tillsatt droppvis 5-6 ml forvarmd (35-37 °C) hypoton I6sning. Férslut réret noga och vand det.

12. Upprepa steg 8-10 for varje ror.

13. Lat roren sta i ett vattenbad vid 35-37 °C. Vand réren en gang mitt i 20-minutersperioden.

14. Tillsatt 1 ml farsk 3:1 Carnoys fixeringslosning till varje ror i slutet av 20-minutersperioden. Férslut varje rér noga och véand
det. (Detta ar pre-fixeringslésningssteget).

15. Centrifugera réren i 8 minuter vid 1 000 rpm.

@ =
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16. Aspirera supernatanten fran varje ror men Iamna kvar cirka 1 ml ovanfér cellpelleten. Undvik noga att aspirera upp pelleten.
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 hjélp av en Pasteurpipett (vakuumaspirera €j) sa att man
undviker att aspirera upp hela cellpelleten i avfallsbehallaren.

17. Resuspendera cellpelleten enligt beskrivningen i steg 7.

18. Tillsatt droppvis 3-4 ml farsk 3:1 Carnoys fixeringsldsning.

19. Tillsatt aterstaende fixeringslosning till en total rérvolym pa upp till 7 ml.

20. Upprepa steg 16-18 for varje ror.

21. Latstai 10 minuter vid rumstemperatur. (Detta ar det forsta fixeringslosningssteget).

22. Centrifugera réren i 8 minuter vid 1 000 rpm.

23. Aspirera supernatanten men lamna kvar cirka 1 ml ovanfor pelleten. Resuspendera cellpelleten.

24. Tillsétt fixeringslosning till en total rérvolym pa upp till 7 ml. Centrifugera roren i 8 minuter vid 1 000 rpm. (Andra fixering-
slésningssteget).

25. Upprepa steg 23-24. (Tredje fixeringsldsningssteget).

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

KLINISKA TILLAMPNINGAR

De humana kromosomerna ar 46 till antalet. Humana kromosomer har klassificerats med avseende pa deras langd och centromerens
position (Denver-klassificeringen). Avvikande uppséttningar kromosomer har associerats med ett antal kongenitala stérningar,
sasom Downs syndrom (har vanligen en extra liten autosom) och syndrom associerade med kénskromosomavvikelser (Turners
syndrom, Klinefelters syndrom m.fl. med onormal uppséttning kdnskromosomer). En férvérvad kromosomavvikelse kan detekteras
i en andel av leukocyterna vid kronisk myeloisk leukemi (Philadelphia-kromosomen) och denna markér kan anvéndas till att folja
behandlingsvaret. Nar toleransgransen borjar narma sig vid stralbehandling ses en markerad dkning av andelen celler med bisarr
kromosomuppsattning och upptradandet av dessa celler har anvénts som végledning for doseringen.

FORVARING OCH HALLBARHET

CHANG Medium MF ska forvaras fryst, vid temperatur under —10 °C, tills det ska anvéndas. Vid frysférvaring ar CHANG Medium MF
hallbart fram till det utgangsdatum som anges pa flaskans etikett. Efter upptining kan eventuell oanvénd produkt delas upp
i alikvoter och frysas pa nytt (hogst tva ganger) 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 tilldmpning for
vilken produkten &r avsedd.

CHANG Medium MF innehaller FBS 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.
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EESTI KEEL

NAIDUSTUS KASUTAMISEKS
CHANG Medium MF on kasutamisvalmis mitogeenivaba sédde perifeerse vere ja muude proovide kultiveerimiseks tsiitogeneetilise
analudsi jaoks.

SEADME KIRJELDUS

CHANG Medium MF koosneb RPMI-st, mis sisaldab 20% FBS-i, 2 mM glutamiini, 20 mM HEPES-puhvrit ja gentamiitsiinsulfaati
(antibiootikum). Perifeerse vere ja teiste rakkude kasvu optimeerimiseks v&ib olla vajalik lisada mitogeenseid aineid, nagu
futohemaglutiniini (PHA). PHA (v6i muude mitogeenide) ndutava kontsentratsiooni peab maérama iga labor eraldi.

OSAD

Aminohape Vesi Soolad ja ioonid
Arginiin WEFI kvaliteet Naatriumkloriid
Asparagiin Valgud, hormoonid ja kasvufaktorid Koliinkloriid
Asparagiinhape Veiseloote péritolu seerum (FBS) Kaltsiumnitraat
Tsiistiin Kaaliumkloriid

pH-indikaator

Glutamiinhape Fenoolpunane

Magneesiumsulfaat

Glutamiin Muu Naatriumfosfaat
Gltsiin B Antibiootikum
Histidiin Biotin Gentamitsiinsulfaat
Isoleutsiin Hudroksuproliin S .
Leutsiin Glutatioon Vitamiinid ja mikroelemendid
Liisiin Euhvrid ;oko thape
Metioniin Naatriumvesinikkarbonaat ' otunaﬂmud
Feniiilalaniin HEPES ?;:;?;v”n

i Energia substraadid
sen on i
Treoniin Inositool Piiridoksiin
:[]ptcifaan Aminobensoehape
Urosiin
Valiin

KVALITEEDI TAGAMINE

STERIILSUS

CHANG Medium MF-i tootmisel kasutatav seerum on testitud viraalse saaste suhtes CFR ptk 9 osa 113.53 kohaselt.
Samuti on seda testitud mikoplasma suhtes. CHANG Medium MF on steriliseeritud filtreerimise teel 1abi 0,1 p filtri. Toote
CHANG Medium MF proove on véimaliku bakterioloogilise saaste suhtes testitud, jargides steriilsuse katseprotokolli, mida on
kirjeldatud kehtivas USP steriilsustestis <71>.

Saavutatavat tulemust vdivad mdjutada mitmed tegurid, sh proovi paritolu, kultuurimistingimused ja reaktiivide valik. Kasutajatel
soovitatakse igat uut reaktiivipartiid paralleelselt analiilisida teadaolevalt sobiva aktiivsusega vdrdlusmaterjaliga, enne kui see
vetakse rutiinsesse kasutusse.

Iga CHANG Medium MF-i partii puhul on hinnatud perifeerse vere alusel mitootilist indeksit, kromosoomide pikkust ja kvaliteeti
vorreldes kontrollséotmega. Tulemused on esitatud partiispetsiifilises analiitisisertifikaadis.

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI MITTEKUULUVAD MATERJALID JA VAHENDID
Futohemaglutiniini (PHA) lahus (9 mg/ml), steriilne

Fenoolivaba hepariin

Colcemid 25 pg/ml lahus

Kaaliumkloriidi lahus, 75 mM

Aadika-alkoholi segu, 1 osa jad-aadikhapet: 3 osa metanooli (analiiiitilise reaktiivi kvaliteediga)
Giemsa voi 2% jaa-aadikhappe ortseiin

Kroomhape

Paigaldusaine

9. Klaasslaidid ja katteklaasid

10. Plastist tsentrifuugikatsutid

11. CO, inkubaator

12. Lauatsentrifuug

13. Vortex-mikser

14. Valgusmikroskoop

PN WD~
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PROOVI VOTMINE JA KAITLEMINE

Taisvere kultuuride edukust tsiitogeneetilisel analliisimisel mdjutab tavaparaselt funktsioneerivate limfotsiitide tase proovi
votmise ajal. Kuna seda taset voivad méjutada infektsioonid ja ravimid, siis ei tohi vdimaluse korra tsitogeneetilistes uuringutes
osalejad vétta ravimeid 7 péeva enne vereproovide votmist. Samuti vdib mitootiline indeks mérkimisvéarselt vdheneda ménede
haiguste (nt Hodgkini tobi, sarkoidoos jne) anergilistes faasides ja vdhemal maaral ka tervetel inimestel raseduse hilisemates
etappides. Vereproovidele ei tohi limfotstiiidikultuuride korral lisada sailitusainet. Vajalik on aseptiline tehnika.

Vereproove tuleb vdimaluse korral testida viivitamatult. Kui on véltimatult vajalik, véib neid séilitada temperatuuril 2-8 °C kuni
48 tundi.

ETTEVALMISTUSED KASUTAMISEKS

Jatke 66paevaks kilmikusse (2-8 °C) sulama ja seejérel segage tasakesi, kuni kéik on Uhtlaselt segunenud. Jaotage 10 ml
so0det aseptiliselt steriilsetesse kultuuri rakupudelitesse ja ekvilibreerige temperatuurini 37 °C, misjarel on sé6de valmis
koheseks kasutamiseks.

Mérkus. Tootes CHANG Medium MF tekivad sageli kaltsiumkarbonaadi kristallid. Nende kristallide esinemine ei ole pdhjustanud
kahjulikku toimet toote jdudlusele.

KASUTUSJUHEND

Taisverd vdi eraldatud leukotsiiite kasutatakse tsiitogeneetilistes uuringutes, kuid esimene on ka kéige lihntsam ja kdige levinum
rutiinsete uuringute tegemise vdimalus. Nagu iga rakukultuuri protseduuri puhul, sdltuvad optimaalsed tulemused piisavate
kultuurimistingimuste loomisest. Kuna aktiivse PHA suhteline sisaldus véib erinevates partiides olla veidi erinev, vib olla kasulik
testida kaht HA kontsentratsiooni.

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

I. Proovi ettevalmistamine
Vétke taiskasvanute puhul 5-10 ml vérsket verd naatriumhepariiniga ja laste puhul 2-3 ml.

+  Taisverd tuleb transportida toatemperatuuril ja seda tuleb segada korduvalt imber pdérates.
+  Limfotstilte saab téisverest stimuleerida fiitohemaglutiniiniga (PHA) ja neid vdib kultiveerida stinkroniseerimistehnika abil.

II. Taisvere kultuur
Sildistage kdik kultuurianumad patsiendi nime, proovi numbri ja kultuuri tilbiga.

Enne proovi okuleerimist viige CHANG Medium MF Umbritseva keskkonna temperatuurini.

Rekonstitueerige PHA, lisades 5 ml steriilset destilleeritud vett, kasutades selleks steriilset sistalt.

Valmistage iga kultuurianuma jaoks ette 5 ml s6édet CHANG Medium MF, kasutades selleks aseptilist tehnikat.

Lisage 0,1 ml rekonstitueeritud PHA-d kultuurianuma kohta.

Okuleerige 0,3 ml proovi kultuuri kohta. Kui patsiendiks on imik (alla 1 kuu vanune), okuleerige 0,2 ml proovi.

Iga laboratoorium peab kindlaks maarama kultiveeritavate kultuuride arvu olenevalt patsiendi kliinilisest naidustusest
ja vanusest. Vastsindinutelt (alla 1 kuu vanused) vdetud proovide puhul tuleb algatada 48-tunnine kultuur, ilma
siinkroniseerimiseta.

. Inkubeerige kultuure temperatuuril 35-39 °C, 5-8% CO, atmosfaaris, kuni need on valmis kogumiseks.

8. Siinkroniseerimine: pérast 48-tunnist inkubeerimist lisage igale 72 tunni pérast kogutavale 5 ml kultuurile 50 pl téélahust
(metotreksaat). Lisage 18-19 tundi parast metotreksaadi lisamist igale 5 ml kultuurile 100 pl tédlahust (timidiin) (5-6 tundi
enne kogumist).

I. Kultuuride kogumine

SO~ wP R

1. Eemaldage inkubaatorist kogumiseks valmis olev kultuur ja loksutage tasakesi rakupudelit, et rakke uuesti suspendeerida.

2. Viige iga rakupudeli sisu tle 15 ml tsentrifuugikatsutisse.

3. Lisage igasse katseklaasi 40 pl koltsemiidi p&hilahust (10 pg/ml). Sulgege tihkelt katsutite korgid ja loksutage neid tasakesi
korduvalt imber pddrates.

4. Inkubeerige katsuteid 45 minutit temperatuuril 35-39 °C.

5. Pérast inkubeerimist tsentrifuugige katsuteid 8 minutit 1000 p/min juures.

6. Aspireerige supernatant ettevaatlikult igast katsutist lahusti pliiduriga vaakumpipeti abil. Olge ettevaatlik, et mitte rakupelletit
aspireerida.

7. Suspendeerige rakupelletit uuesti, koputades sdrmega iga katsuti pohjale voi kiiljele.

8. Kaivitage 20-minutiline taimer.

9. Lisage tilkhaaval 3-4 ml eelsoojendatud (35-37 °C) hiipotoonilist lahust (0,075 M kaaliumkloriid).

10. Sulgege tihkelt katsuti kork ja loksutage seda tasakesi, koputades sérmega katsuti pdhjale vdi kiiljele.

11, Lisage tilkhaaval 5-6 ml eelsoojendatud (35-37 °C) hiipotoonilist lahust. Sulgege tihkelt katsuti kork ja pddrake katsuti imber.

12. Korrake samme 8-10 iga katsuti puhul.

13. Laske katsutitel 35-37 °C juures veevannis seista. Podrake katsutid 20-minutilise perioodi keskel Uks kord timber.

14. Lisage igasse katsutisse 20-minutilise perioodi mdddudes 1 ml varsket segu Carnoy’s Fixative (metanooli ja aadikhappe
segu suhtega 3 : 1). Sulgege tihkelt katsutite korgid ja podrake need imber. (Tegemist on eelkinnistava sammuga.)

15. Tsentrifuugige katsuteid 8 minutit 1000 p/min juures.
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16. Aspireerige supernatant igast katsutist, jattes rakupelleti peale umbes 1 ml. Olge ettevaatlik, et mitte rakupelletit aspireerida.
Olge ettevaatlik fibroosse materjaliga, mis véib parast tsentrifuugimist ulatuda rakupelletist les supernatandi sisse. Viimased
paar ml supernatanti vdib olla vajalik eemaldada kasitsi, kasutades Pasteuri pipetti (mitte vaakumpipettimise teel), et valtida
kogu rakupelleti aspireerimist jadtmendusse.

17. Suspendeerige rakupelletit uuesti, nagu on kirjeldatud sammus 7.

18. Lisage tilkhaaval 3—-4 ml varsket segu Carnoy’s Fixative (metanooli ja aadikhappe segu suhtega 3 : 1).

19. Lisage Ulejadnud segu, kuni katsuti taitub tasemeni 7 ml.

20. Korrake samme 16-18 iga katsuti puhul.

21. Laske 10 minutit toatemperatuuril seista. (Tegemist on esimese kinnistava sammuga.)

22. Tsentrifuugige katsuteid 8 minutit 1000 p/min juures.

23. Aspireerige supernatant, jattes rakupelleti peale umbes 1 ml. Suspendeerige rakupelletit uuesti.

24. Lisage segu, kuni katsuti taitub tasemeni 7 ml. Tsentrifuugige katsuteid 8 minutit 1000 p/min juures. (Tegemist on teise
kinnistava sammuga.)

25. Korrake samme 23-24. (Tegemist on kolmanda kinnistava sammuga.)

26. Parast seda saab kinnistatud rakupelleteid kasutada kas kohe slaidi ettevalmistamiseks laboratoorse standardprotokolli
kohaselt voi sailitada neid edaspidiseks kasutamiseks kiilmikus (2-8 °C) v&i siigavkilmas.

KLIINILISED RAKENDUSED

Inimese modaalne kromosoomide arv on 46. Inimese kromosoomid on klassifitseeritud nende pikkuse ja tsentromeeri asendi
jargi (Denveri klassifikatsioon). Halbeid kromosoomses ehituses on seostatud kaasasiindinud hairetega, nt Downi siindroomiga
(thupiliselt Uks taiendav véike autosoom) ja méaramatu seksuaalsuse stindroomiga (Turneri siindroom, Klinefelteri siindroom
jm, kus sookromosoomid normist hélbivad). Omandatud kromosoomihalbe vdib tuvastada mitmes leukotstiidis kroonilise
mielotsiiltilise leukeemia puhul (Philadelphia kromosoom) ning selle markeri jargi saab hinnata ravi kulgu. Kui kiiritusravis
hakkab lahenema tolerantsi piir, suureneb tuntavalt ebatavalise kromosoomse ehitusega rakkude osakaal ning nende rakkude
arvu on kasutatud doseerimissuunisena.

SAILITAMINE JA STABIILSUS

Hoidke CHANG Medium MF-i kuni kasutamiseni kilmutatult alla =10 °C. CHANG Medium MF on juhistekohasel sailitamisel
stabiilne pudeli etiketile margitud kuup@evani. Parast sulatamist vdib kasutamata toote jagada todalikvootidesse ja kilmutada
hilisemaks kasutamiseks uuesti (kuni kaks korda) véi tihedalt korkida ja hoida temperatuuril 2-8 °C kuni 30 péeva. Kaitske
fluorestsentsvalguse eest.

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

CHANG Medium MF sisaldab FBS-i ning seda tuleb kéidelda tavaparaste laboratoorsete ettevaatusmeetmetega. Sodde sisaldab
antibiootikumi (gentamitsiinsulfaati), et vahendada bakteriaalse saaste voimalust, kuid s66tme jaotamisel tuleb alati rakendada
aseptilist tehnikat. Arge kasutage Ghtki sdddet, mis ei ole punast varvi.
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MAGYAR

FELHASZNALASI JAVALLATOK
A CHANG Medium MF mitogénmentes, hasznalatra kész médium periférias vér és mas mintak tenyésztésénél torténd hasznalatra
citogenetikai elemzés céljabal.

TERMEKISMERTETES
A CHANG Medium MF 20% FBS-t, 2 mM glutamint, 20 mM HEPES-puffert és gentamicin-szulfat antibiotikumot tartalmazé
RPMI médiumbdl all. Mitogén szerek, példaul fitohemagglutinin (PHA) hozzaadasat igényelheti a periférias vér és mas sejtek

OSSZETEVOK

Aminosav Viz Sok és ionok
Arginin Injekciéhoz valé mingségi viz Natrium-klorid
Aszparagin Fehérjék, hormonok és novekedssi Kolin-klorid
Aszparaginsav faktorok Kalcium-nitrat
Cisztin Magzati szarvasmarha szérum Kalium-klorid
Glutaminsav (fetal bovine serum, FBS) Magnézium-szulfat
Glutamin pH-indikator Natrium-foszfat
Glicin Fenolvords Antibiotikum
Hisztidin Egyéb Gentamicin-szulfat
Izoleucin Biotin Vitaminok és nyomelemek
Leucin Hidroxiprolin Folsav
Lizin Glutation Nikotinamid
Metl.onln ] Pufferek Riboflavin
Fenilalanin Natrium-bikarbonat Tiamin
PI’O|I|l’1 HEPES Pantoténsav
'SI'rZ:c:]r;n Energiaszubsztratok Kf)lbalalmin
Triptofan Glukoz Pll'lldOXIn

Inozitol Aminobenzoesav
Tirozin
Valin
MINGSEGBIZTOSiTAS
STERILITAS

A CHANG Medium MF el84llitasahoz hasznalt szérum virusszennyezédését a CFR 9. cimének 113.53 része szerint vizsgaltak.
A médium mikoplazma-szennyez6dését is megvizsgaltak. A CHANG Medium MF sterilizaldsa 0,1 mikronos szirén at torténd
szlréssel tortént. A CHANG Medium MF mintait a jelenlegi Amerikai Gyogyszerkdnyv sterilitasi vizsgalatdban <71> leirt
sterilitasvizsgalati protokollt kdvetve tesztelik a lehetséges bakterioldgiai szennyezédésre.

A kapott eredményt szamos tényezd befolydsolhatja, beleértve a minta forrasat, a tenyésztési koriiményeket és a reagensek
kivalasztasat. Javasoljuk, hogy a felhasznalék minden Uj reagenstételt ismert, megfeleld aktivitasu referenciaanyaggal
parhuzamosan futtassanak a rutinszer(i hasznalat el6tt.

A CHANG Medium MF mindegyik tételét periférias vér alkalmazasaval értékelik a mitotikus indexre, a kromoszomalis hosszra
és a mindségre vonatkozdan, egy kontrollmédiummal 6sszehasonlitva. Az eredményekrdl jelentés késziil egy tételspecifikus
analitikai bizonylaton.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT ANYAGOK ES FELSZERELES
1. Fitohemagglutinin (PHA) oldat (9 mg/ml), steril

2. Fenolmentes heparin

3. 25 pg/ml-es kolcemid-oldat

4. Kalium-klorid oldat, 75 mM

5. Ecetsav-alkohol, 1 rész jégecet : 3 rész metanol (analitikai reagens min6ségui)
6. Giemsa vagy 2%-os orcein-ecetsav

7. Krémsav

8. Fed6folyadék

9. Uveg targylemezek és fedélemezek

10. Mdanyag centrifugacsovek

11. CO,-inkubator

12. Asztali centrifuga

13. Vortex keverd

14. Fénymikroszkop
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A MINTAK GYUJTESE ES KEZELESE

idépontjaban. Mivel ezt a szintet a fert6zések és a gyogyszerek befolyasolhatjak, a citogenetikai vizsgalatok lehetséges alanyainak
a vérvételt megel6zden 7 napig nem szabad gyogyszert szednitik. Hasonldképpen, a mitotikus index nagy mértékben csékkenhet
bizonyos betegségek (pl. Hodgkin-kér, szarkoiddzis stb.) anergikus fazisaiban, és kisebb mértékben normal egyénekben
a terhesség késobbi szakaszaban. Limfocitatenyészet esetén nem szabad tartdsitdszert adni a vérmintakhoz. Az aszeptikus
technikak hasznalata elengedhetetien.

A vérmintakat lehetdség szerint azonnal meg kell vizsgalni. 2 és 8 °C kdzotti hémérsékleten legfeljebb 48 dran at tarolhatok,
ha ez feltétleniil sziikséges.

ELOKESZITES A FELHASZNALASRA

Egy éjszakan at hiitdszekrényben (2-8 °C) kell felolvasztani, majd 6vatosan dssze kell keverni a homogenitas biztositasa
érdekében. Aszeptikusan adagoljon 10 ml médiumot a steril tenyésztéflaskakba, és ekvilibralja 37 °C-ra az azonnali felhasznalashoz.
Megjegyzés: A CHANG Medium MF médiumban gyakran képzédnek kalcium-karbonat kristalyok. A kristalyok jelenlétérdl nem
mutattak ki, hogy barmilyen karos hatassal lenne a termék teljesitményére.

HASZNALATI UTASITAS

A citogenetikai vizsgalatokhoz teljes vért vagy szeparalt leukocitakat hasznalnak, azonban az elébbi a legegyszeribb és
legelterjedtebben hasznalt a rutin vizsgalatokban. Mint minden sejttenyésztési eljarasnal, az optimalis eredmény a megfelelé
tenyésztési korlilmények megteremtésétdl fligg. Mivel az aktiv PHA relativ tartalma kissé eltérd lehet a kiilonbdzé tételek esetén,
elényos lehet két PHA-koncentracio tesztelése.

A termékek hasznélatara vonatkoz6 tovabbi részletekért minden laboratériumnak a sajat laboratoriumi eljarasait és protokolljait
kell figyelembe vennie, amelyeket specifikusan a sajat orvosi programjukhoz hoztak Iétre és optimalizaltak.

I. Minta-el6készités:
Felnéttek esetében 5-10 ml friss vér szlikséges, (natrium-heparinban), gyermekeknél pedig 2-3 ml.
+  Ateljes vért szobahdmérsékleten kell szallitani, és fel-le forditva kell 6sszekeverni.
+  Ateljes vérbdl a limfocitak fitohemagglutinin (PHA) segitségével stimulalhatok, és szinkronizaciés technikaval
tenyészthetok.
II. Teljes vértenyészet:
Feliratozza az dsszes tenyésztdedényt a beteg nevével, a mintaszammal és a tenyészet tipusaval.
1. A minta inokulacidja el6tt érje el, hogy a CHANG Medium MF kérnyezeti hdmérsékletl legyen.
2. Oldja fel a PHA-t 5 ml steril desztillalt viz steril fecskenddvel torténd hozzaadasaval.
3. Aszeptikus technika alkalmazasaval készitse elé a sziikséges 5 ml CHANG Medium MF médiumot mindegyik

tenyésztdedényhez.
4. Adjon hozz4 tenyésztéedényenként 0,1 ml feIoIdot@ PHA-t.
5. Inokulalja tenyésztéedényenként 0,3 ml mintaval. Ujszuldtteknél (1 honapos kor alatt) 0,2 ml mintaval kell inokulalni.

6. Minden egyes laboratériumnak a beteg klinikai indikaciojatol és életkoratol fiiggden kell meghatéroznia a létrehozni kivant
tenyészetek szamat. Az Ujszildttektdl (1 honapos kor alatt) vett mintdkon egy tovabbi 48 oras tenyészetet kell elinditani
szinkronizacié nélkil.

7. Inkubalja a tenyészeteket 35-39 °C-on, 5-8%-0s CO,-atmoszféraban, amig készen nem élinak a begy(jtésre.

8. A szinkronizaciéhoz: 48 éra inkubalas utan adjon hozza 50 pl/5 ml metotrexat munkaoldatot mindegyik tenyészethez,
amelyet 72 ora elteltével kivan 6sszegy(jteni. A metotrexat hozzaadasa utan 18-19 éraval adjon hozza 100 pl/5 ml timidin
munkaoldatot minden tenyészethez (a dsszegydijtés el6tt 5-6 oraval).

Ill. A tenyészetek 6sszegyiijtése:

1. Az Osszegylijtésre készen allo tenyészetet vegye ki az inkubatorbol, és a sejtek Ujboli felszuszpendalasdhoz dvatosan
forgassa meg a flaskat.

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

3. Mindegyik tenyészetet tartalmazé cséhoz adjon 40 ul kolcemid térzsoldatot (10 pg/ml). Szorosan zarja le a csdveket,
és 6vatosan keverje 0ssze tartalmukat a csovek invertalasaval.

4. Inkubalja a cséveket 35-39 °C-on 45 percig.

5. Az inkubalas utan centrifugalja a cséveket 8 percig 1000 rpm-en.

6. Ovatosan szivja le a feliilisz6t az egyes csévekbd| vakuumszivassal, oldészerfogd hasznalataval. Ugyelien arra, hogy
ne szivja le a pelletet.

7. Az ujjaval itdgesse meg az egyes csovek aljat vagy oldalat a pellet Ujbdli felszuszpendalasahoz.

8. Allitson be 20 perces idozitést.

9. Cseppenként adjon hozza 3-4 ml elémelegitett (35-37 °C) hipotonias oldatot (0,075 M kalium-klorid).

10. Szorosan zarja le a csdvet, és ujjaval a csé aljat vagy oldalat megiitégetve évatosan keverje dssze a tartalmat.

11. Cseppenként adjon hozza 5-6 ml elémelegitett (35-37 °C) hipotonids oldatot. Szorosan zarja le a csdvet, majd forditsa fel.

12. Ismételje meg a 8-10. Iépést mindegyik csével.

13. Vizflirdd hasznalataval allitsa fel a csdveket 35-37 °C-on. A 20 perces idézités felénél forditsa fel egyszer a csdveket.

14. A 20 perces id6zités végén mindegyik cs6be adagoljon 1 ml friss, 3:1 Carnoy-féle fixalészert. Minden csévet szorosan zarjon
le, és forditsa fel 6ket. (Ez a fixalas el6tti lépés.)

15. Centrifugalja a csoveket 8 percig 1000 rpm-en.
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16. Szivja le a feliiliszot mindegyik cs6rél, koriilbelil 1 mi-t hagyva a sejtpellet felett. Ugyeljen arra, hogy ne szivja le a pelletet.
Ugyelien a szalas anyagra, amely a centrifugalas utan a sejtpelletbdl a feliiliszoba keriilhet. Lehet, hogy az utolso néhany
ml feliluszot kézzel kell eltavolitani egy Pasteur-pipettaval (nem vakuumszivassal) a teljes sejtpellet hulladéktartalyba
szivasanak elkerllése érdekében.

17. Szuszpendalja fel Ujra a sejtpelletet a 7. |épésben leirtak szerint.

18. Cseppenként adjon hozza 3-4 ml friss, 3:1 Carnoy-féle fixaldszert.

19. Adja hozz4 a maradék fixalot; a teljes térfogat igy 7 ml lehet.

20. Ismételje meg a 16-18. épést mindegyik csével.

21. Hagyja allni 10 percen 4t szobahdmérsékleten. (Ez az els6 fixalasi Iépés.)

22. Centrifugalja a cséveket 8 percig 1000 rpm-en.

23. Szivja le a fellluszot, korilbelll 1 mi-t hagyva a pellet felett. Szuszpendalja fel djra a sejtpelletet.

24. Adjon hozza fixalét, 7 ml-ig. Centrifugalja a cséveket 8 percig 1000 rpm-en. (A fixalas masodik 1épése.)

25. Ismételje meg a 23-24. Iépést. (A fixalas harmadik Iépése.)

26. Ekkor a fixalt sejtpelletek azonnal felhasznalhatok metszetkészitéshez a laboratérium standard protokollja szerint, vagy
hitészekrényben (2-8 °C kdz6tt), illetve fagyasztoban tarolhatok késébbi felhasznalasra.

KLINIKAI ALKALMAZASOK

A modalis human kromoszémaszam 46. A human kromoszéméakat a hosszuk és a centromer helyzete alapjan osztalyoztak
(Denver-osztalyozas). A kromoszéma-felépités rendellenességei szamos velesziiletett rendellenességgel hozhatok dssze-
fliggésbe, példaul a Down-szindrémaval (jellemz8en egy tovabbi kis autoszéma) és a hatéarozatlan szexualitdshoz kapcsolédd
szindrémakkal (Turner-szindréma, Klinefelter-szindroma és egyéb szindromak, amelyek esetén a nemi kromoszomak
rendellenesek). Szerzett kromoszéma-rendellenesség észlelhetd a kronikus mieloid leukémia leukocitainak egy részében
(a ,Philadelphia” kromoszoéma), és a kezelés elérehaladasat ezen marker kovetésével lehet értékelni. Mivel a sugarterapiaban
kozelitik a toleranciahatart, a szokatlan kromoszoma-felépitéssel rendelkezé sejtek aranya jelentésen megné, és ezeknek
a sejteknek a megjelenését hasznaljak utmutatoként a dézis megallapitasahoz.

TAROLAS ES STABILITAS

A CHANG Medium MF médiumot fagyasztva, 10 °C alatt tarolja a felhasznalasig. ACHANG Medium MF stabil az iiveg cimkéjén
feltlintetett lejarati id6pontig, amennyiben fagyasztva taroljak. A felolvasztast kovetéen a fel nem hasznalt termék munkaalik-
votokra oszthatd, és kés6bbi hasznalatra Ujra lefagyaszthato (legfeljebb kétszer), vagy szorosan lezérva 2 és 8 °C kozotti
hémérsékleten, legfeljebb 30 napig tarolhaté. Védje a fluoreszcens fénytdl.

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

A CHANG Medium MF FBS-t tartalmaz, és az altalanos laboratériumi vintézkedések szerint kell kezelni. A médium antibiotikumot
(gentamicin-szulfatot) tartalmaz a bakterialis szennyezddés valészinliségének csokkentése érdekében, de a médium adago-
lasakor mindig aszeptikus technikékat kell alkalmazni. Ne hasznalja a médiumot, ha nem piros szin(.
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LIETUVIY K.

NAUDOJIMO INDIKACIJA
L,CHANG Medium MF“ terpé yra paruo$ta naudoti terpé be mitogenu, skirta naudoti kultivuojant periferinio kraujo ir kitus méginius
citogenetinés analizés tikslais.

|]TAISO APRASYMAS

,CHANG Medium MF* sudétyje yra RPMI terpés su 20 % FBS, 2 mM glutamino, 20 mM HEPES buferio ir antibiotiko gentamicino
sulfato. Norint optimizuoti periferinio kraujo ar kitokiy, Iasteliy augima, terpe gali prireikti papildyti mitogeninémis medziagomis,
pvz., fitohemagliutininu (PHA). Kiekviena laboratorija turi pati nusistatyti reikiama PHA (ar kity mitogeny) koncentracija.

SUDEDAMOSIOS DALYS

Aminoriagstis Vanduo Druskos ir jonai
Argininas Injekcinio vandens kokybé Natrio chloridas
Asparaginas Baltymai. hormonai Cholino chloridas
Asparto ragstis ir augimo faktoriai Kalcio nitratas
Cistinas Jaucio embriono kraujo Kalio chloridas
Glutamo rugstis serumas (FBS) Magnio sulfatas
Glutaminas pH indikatorius Natrio fosfatas
Glicinas Fenolio raudonasis Antibiotikas
Histidinas Kita Gentamicino sulfatas
Izolegcmas Biotinas Vitaminai ir mikroelementai
L.Gl.JC'"aS Hidroksiprolinas Folio ragstis
L'Z”.‘asl Glutationas Nikotinamidas
Metl.onlna.\s Buferiai Riboflavinas
Fen|.IaIan|nas Natrio bikarbonatas Tiaminas
Pro!lnas HEPES Pantoteniné rugstis
'Sl"reerg:ilr?as Energetiniai substratai Kf)lbalan?inas

) Gliukoze Piridoksinas
Triptofanas Inozitolis Aminobenzoiné ragstis
Tirozinas
Valinas
KOKYBES UZTIKRINIMAS
STERILUMAS

Serumas, naudotas gaminant ,CHANG Medium MF* terpe, virusiniy uzkraty atzvilgiu yra istirtas pagal 9 CFR kodekso 113.53
dalies standartus. Jis taip pat buvo patikrintas, ar néra mikoplazmos uzter§imo. ,CHANG Medium MF* terpé yra sterilizuota
filtruojant per 0,1 mikrono filtrus. ,CHANG Medium MF* terpés méginiai yra iSbandyti bakteriologinio uzkrétimo rizikai nustatyti
pagal Siuo metu patvirtintg Jungtiniy Valstijy farmakopéjos (USP) sterilumo bandymy protokolg <71>.

Gautiems rezultatams jtakos gali turéti keletas veiksniy, jskaitant méginio $altinj, kultGros auginimo salygas ir reagenty pasirinkima.
Rekomenduojama prie§ pradedant kiekvienos naujos partijos reagentus naudoti reguliariai, juos pirmiausia iSbandyti lyginant
su tuo pat metu tiriamais pamatinés zinomo tinkamo aktyvumo medziagos bandiniais.

Tiriant periferinio kraujo méginius, kiekvienos ,CHANG Medium MF* partijos reagenty mitozinis indeksas, chromosomy, ilgis
ir kokybé palyginti su kontroline terpe. Rezultatai pateikiami atskiroms partijoms parengtuose analizés sertifikatuose.

REIKALINGOS, BET PAKUOTEJE NEPATEIKTOS MEDZIAGOS IR [RANGA
1. Fitohemagliutinino (PHA) tirpalas (9 mg/ml), sterilus

2. Heparinas be fenolio

3. Kolcemido 25 pg/ml tirpalas

4. Kalio chlorido tirpalas, 75 mM

5. Alkoholinis acto rtgsties tirpalas, 1 dalis ledinés acto rigsties: 3 dalys metanolio (analiziniy reagenty standartas)
6. Giemsa arba 2 % acetoorceino dazai

7. Chromo ragstis

8.  Tepinéliy klijai

9.  Objektiniai ir dengiamieji stikleliai

10. Plastikiniai centrifuginiai mégintuvéliai

11. CO, inkubatorius

12. Staliné centrifuga

13. SOkuriné maisyklé

14. Sviesinis mikroskopas
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MEGINIY EMIMAS IR RUOSIMAS

Viso kraujo lasteliy kultdry citogenetinés analizés sékmei jtakos turi méginio paémimo metu normaliai funkcionuojanciy
limfocity iekis. Siam kiekiui poveikio gali turéti infekcija ir vaistai, todél, jei tik imanoma, tiriamieji 7 dienas prie$ kraujo émima
citogenetiniams tyrimams neturéty vartoti vaisty. Panasiai mitozinis indeksas gali labai sumaZéti anerginiy kai kuriy ligy stadijy
metu (pvz., Hodzkino ligos, sarkoidozés ir kt.), taip pat, ne taip smarkiai, — sveikoms moterims vélyvuoju néstumo laikotarpiu.
Limfocity kultdroms ruo$iamy kraujo méginiy negalima mai$yti su konservantais. Kritiskai svarbu laikytis aseptikos reikalavimy.
Jei jmanoma, kraujo méginius reikia tirti nedelsiant. Esant absoliuciai batinybei, juos galima laikyti 2 °C-8 °C temperattiroje,
bet ne ilgiau kaip 48 valandas.

PARUOSIMAS NAUDOTI

Per naktj atitirpinkite Saldytuve (2 °C-8 °C), po to atsargiai sumaisykite iki vienalytés konsistencijos. Laikydamiesi aseptikos
reikalavimy, po 10 ml terpés supilstykite  sterilius pasélio flakonus ir, nusistovéjus iki 37 °C bisenos, tuoj pat naudokite.
Pastaba. ,CHANG Medium MF* terpéje daznai susidaro kalcio karbonato kristaly. Nenustatyta, kad $iy kristaly buvimas kaip nors
pakenkty produkto funkcinéms savybéms.

NAUDOJIMO NURODYMAI

Citogenetiniams tyrimams naudojami ir viso kraujo, ir iSskirty leukocity méginiai, bet pirmieji yra paprastesni ir placiausiai
analizuojami iprastiniy tyrimy metu. Kaip ir visy lasteliy kultdry auginimo atveju, optimalds rezultatai priklauso nuo tinkamy,
kultivavimo salygy sukdrimo. Santykinis aktyvios PHA koncentracijos kiekis jvairiy serijy reagentuose gali skirtis, todél gali bti
pravartu tirti dvi PHA koncentracijas.

ISsamesniy 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.

I. Méginiy ruosimas
Paimkite suaugusiesiems 5-10 ml, o vaikams — 2-3 ml SvieZio kraujo natrio heparine.

*  Visg krauja reikia paimti kambario temperatdroje ir sumaisyti vartant.
« 1§ viso kraujo i$skirtus limfocitus galima stimuliuoti fitohemagliutininu (PHA) ir galima auginti naudojant sinchroni-
zavimo metoda.

Il. Viso kraujo pasélis
Ant visy kultivavimo indy pazymékite paciento pavarde, méginio numerf ir kultdros tipa.

Prie§ méginio inokuliavima susildykite ,CHANG Medium MF* iki aplinkos temperataros.

PHA atskieskite steriliu Svirk$tu {Svirk§dami 5 ml sterilaus distiliuoto vandens.

Steriliu metodu paruoskite kiekvienam pasélio indui reikalingus po 5 ml ,CHANG Medium MF*.

| kiekvieng pasélio indg jlasinkite 0,1 ml atskiestos PHA.

Inokuliuokite 0,3 ml méginio kiekvienam paséliui. Jeigu pacientas yra kadikis (< 1 ménesio), inokuliuokite 0,2 ml méginio.
Kiekviena laboratorija turi nustatyti, koki skaiciy paséliy paruosti, tai priklauso nuo paciento klinikinés indikacijos ir amziaus.
Naujagimiy, (< 1 ménesio) méginius papildomai auginkite dar 48 valandas nesinchronizuodami.

Inkubuokite pasélius 35-39 °C temperatiroje, 5-8 % CO, aplinkoje, kol bus galima paimti.

8. Sinchronizavimui: po 48 inkubavimo valandy, pridékite | kiekvieng po 72 valandy paimama paséli 50 ul metotreksato
{ 5 ml darbinj tirpala. Praéjus 18-19 valandy po metotreksato pridéjimo (likus 5-6 valandoms iki paémimo), pridékite
100 pl timidino 5 ml darbinio tirpalo.

QT wh e

~

Ill. Kultiiry surinkimas

1. I8imkite paimti paruo$ta paseélj i§ inkubatoriaus ir Svelniai pamai$ykite flakona, kad resuspenduotuméte Iasteles.

2. Kiekvieno flakono turin perpilkite | 15 ml talpos centrifuginj mégintuvélj.

3. | kiekvieng pasélio mégintuvélj jlasinkite po 40 ul pradinio kolcemido tirpalo (10 pg/ml). Mégintuvélius sandariai uzdarykite
dangteliais ir vartydami $velniai sumai$ykite turinj.

4. Mégintuvélius inkubuokite 45 minutes 35-39 °C temperataroje.

5. Po inkubacijos mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite 1000 apsisukimy per minute greiciu.

6.  Atsargiai i$ kiekvieno mégintuvélio {siurbkite virSnuosédinj skystj, naudodami vakuuminj {siurbimo taisa su tirpiklio gaudykle.
Bukite atsargus ir nejsiurbkite Iasteliy nuosédy.

7. Resuspenduokite Iasteliy nuosédas, pirStu baksnodami kiekvieno mégintuvélio dugng arba Sona.

8.  |junkite 20 minuciy laikmat].

9. |laSinkite 3-4 ml pasildyto (35-37 °C) hipotoninio tirpalo (0,075 M kalio chlorido).

10. Sandariai dangteliu uzdarykite mégintuvélj ir velniai sumaisykite pirStu baksnodami mégintuvélio dugna arba Sona.

11.  |laSinkite 5-6 ml pasildyto (35-37 °C) hipotoninio tirpalo. Sandariai uzdarykite mégintuvélj dangteliu ir jj apverskite.

12. Kiekvienam mégintuvéliui pakartokite 8-10 veiksmus.

13. Palikite mégintuvélius vandens voneléje 35-37 °C temperattroje. Vieng kartg apverskite mégintuvélius praéjus pusei
20 minu¢iy laikotarpio.

14. Pasibaigus 20 minuciy laikotarpiui | kiekviena mégintuvélj jlasinkite 1 ml Karnojaus fiksacinio tirpalo santykiu 3:1. Kiekvieng
mégintuvélj sandariai uzdarykite dangteliu ir apverskite (tai yra veiksmas prie$ fiksavima).

15. Mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite 1000 aps./min. grei¢iu.
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6. I3 kiekvieno mégintuvélio jsiurbkite virSnuosédinj skystj, palikdami mazdaug 1 ml vir$ Iasteliy nuosédy. Bikite atsargds
ir nejsiurbkite lasteliy nuosédy. Reikia bti atsargiems, nes po centrifugavimo j virSnuosédinj skystj i$ nusédusiy lasteliy gali
bati nusitesusiy skaiduliniy medziagy. Paskutinius kelis supernatanto mililitrus gali tekti nusiurbti Pastero pipete (nenaudojant
vakuuminio siurbimo), kad { atlieky konteinerj nebaty jsiurbta visa lasteliy nuosédy masé.

17. Lasteliy nuosédas resuspenduokite, kaip aprasyta 7 veiksme.

18. |laSinkite 3-4 ml $vieZio Karnojaus fiksacinio tirpalo santykiu 3:1.

19. Pridékite likusj fiksacinj tirpala, kad bendras mégintuvélio tdris nevirSyty 7 ml.

20. Kiekvienam mégintuvéliui pakartokite 16-18 veiksmus.

21. Palikite 10 minu¢iy kambario temperatroje (tai yra pirmas fiksavimo veiksmas).

22. Mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite 1000 aps./min. grei¢iu.

23. Nusiurbkite virSnuosédinj skystj, palikdami apie 1 ml vir§ Iasteliy nuosédy. Resuspenduokite lasteliy nuosédas.

24. Pridékite fiksacinj tirpalg (ne daugiau kaip 7 ml). Mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite 1000 aps./min. grei¢iu (antras

fiksavimo veiksmas).

25. Pakartokite 23-24 veiksmus (trecias fiksavimo veiksmas).

26. Sitaip uzfiksuotas Iasteliy nuosédas galima naudoti tuoj pat tepinéliy preparatams ruoéti laboratorijoje nustatyta standartine

tvarka arba galima laikyti $aldytuve (2-8 °C) ar Saldiklyje vélesniems tyrimams.

KLINIKINIS TAIKYMAS

Modalinis Zmogaus chromosomy skaicius yra 46. Zmogaus chromosomos yra klasifikuojamos pagal jy ilgj ir centromeros padétj
(Denverio klasifikacija). Chromosomy, struktlros aberacijos siejamos su daugeliu paveldimy, ligy, tokiy kaip Dauno sindromas
(paprastai nustatoma papildoma nedidelé autosoma) ir sindromais, susijusiais su neapibréztos lyties anomalijomis (Ternerio
sindromas, Klainfelterio sindromas ir kiti, kai aptinkamos lytiniy chromosomy, pazaidos). |gytosios chromosominés anomalijos
gali bati aptinkamos tam tikroje leukocity dalyje sergant Iétine mielocitine leukemija (Filadelfijos chromosoma), tad stebint §j
zymenj galima vertinti ligos progresavima. Kai spindulinés terapijos metu priartéjama prie toleravimo ribos, Zymiai pagauséja
nejprastos chromosominés struktaros lasteliu, remiantis $iy Iasteliy iSvaizda, koreguojama dozeé.

LAIKYMAS IR STABILUMAS

Iki naudojimo ,CHANG Medium MF* terpe reikia laikyti uz3aldyta, Zemesnéje kaip —10 °C temperattroje. Laikant uz3aldyta,
,CHANG Medium MF“ terpé iSlieka stabili iki tinkamumo datos, pazymétos butelio etiketéje. Atitirpinus, nesunaudotg produkto
likutj galima i8pilstyti darbinémis dalimis ir vél uz$aldyti (daugiausia du kartus) vélesniam naudojimui arba sandariai uzdengus
laikyti 2-8 °C temperatiroje iki 30 dieny. Saugoti nuo fluorescenciniy spinduliy.

ATSARGUMO PRIEMONES IR |SPEJIMAI

Si priemoné yra skirta naudoti darbuotojams, ismokytiems atlikti procedaras, susijusias su priemonés taikymu pagal numatyta
paskirt].

L,CHANG Medium MF* terpés sudétyje yra FBS, todél su ja dirbant reikia imtis jprastiniy laboratorinés praktikos atsargumo priemoniu.
Terpés sudétyje yra antibiotiko (gentamicino sulfato), skirto bakterinio uzkrétimo pavojui sumazinti, bet i$pilstant terpe visuomet
batina laikytis metodiniy aseptikos reikalavimy. Negalima naudoti jokios terpés, jei ji néra raudonos spalvos.
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TURKGE

KULLANIM ENDIKASYONU
CHANG Medium MF, sitogenetik analiz amaglari dogrultusunda periferik kan ve diger numunelerin kiltiirinin yapiimasinda
kullanima yénelik, mitojen icermeyen, kullanmaya hazir bir vasattir.

CIHAZ TANIMI

CHANG Medium MF, %20 FBS igeren RPMI, 2 mM glutamin, 20 mM HEPES tamponu ve Gentamisin Siilfat antibiyotiginden
olusur. Periferik kan ve bagka hicrelerin gelisimini optimize etmek igin fitohemaglutinin (PHA) gibi mitojenik ajanlarin eklenmesini
gerektirebilir. Gerekli PHA (veya diger mitojen) konsantrasyonu ayri laboratuvar tarafindan belirlenmelidir.

BILESENLER
Amino Asit Su Tuzlar ve iyonlar
Arjinin Enjeksiyonluk Su Kalitesi Sodyum klorir
Asparajin Proteinler, Hormonlar ve Biiyiime Kolin klortir
Aspartik Asit Faktorleri Kalsiyum nitrat
Sistin Fetal sigir serumu (FSS) Potasyum klortir
Glutamik Asit pH Géstergesi Magnezyum siilfat
Glutamin Fenol kirmizisi Sodyum fosfat
Glisin Diger Antibiyotik
Histidin Biyotin Gentamisin Siilfat
izoldsin i - _
o idroksiprolin Vitaminler ve eser elementler
toslln Glutatyon Folik asit
izin I
Nikotinamid
Metiyonin ‘Ih_mm . .
Fenilalani Sodyum bikarbonat Riboflavin
P(:(;]Ilir? anin HEPES Tiyamin
Serin Enerji Substratlari Pantotenik asit
Gluko Kobalamin
Treonin uKoz Piridoksi
: inositol fridoksin
Triptofan . -
Aminobenzoik asit
Tirozin
Valin
KALITE GUVENCE
STERILITE

CHANG Medium MF (retiminde kullanilan serum CFR Basglik 9 Kisim 113.53 uyarinca viral kontaminasyon icin test edilmistir.
Ayrica mikoplazma kontaminasyonu igin taranmistir. CHANG Medium MF 0,1 mikron bir filtreden filtrasyon yoluyla sterilize
edilmistir. CHANG Medium MF érnekleri mevcut USP Sterilite testi <71> iginde tanimlanan sterilite testi protokoli izlenerek olasi
bakteriyolojik kontaminasyon agisindan test edilir.

Ornek kaynag, kiiltiir kosullari ve reaktiflerin segimi dahil birkag faktdr elde edilen sonucu etkileyebilir. Kullanicilarin rutin
kullanima sokmadan 6nce her yeni reaktif partisini bilinen uygun aktiviteye sahip referans materyalle birlikte galismalari dnerilir.
Her CHANG Medium MF lotu periferik kan kullanilarak bir kontrol vasatina gére mitotik indeks, kromozom uzunlugu ve kalite igin
degerlendirilir. Sonuglar lota 6zel bir Analiz Sertifikasinda bildirilir.

GEREKLI AMA SAGLANMAYAN MATERYAL VE EKIPMAN
1. Fitohemaglutinin (PHA) Soltisyonu (9 mg/mL), Steril

2. Fenol igermeyen Heparin

3. Colcemid 25 pg/mL Solisyonu

4. Potasyum Klorir Solisyonu, 75 mM

5. Asetik Alkol, 1 kisim Glasiyal Asetik Asit: 3 kisim Metanol (Analitik Reaktif Sinifi)
6. Giemsa veya %2 Asetik Asit-orsein

7. Kromik asit

8. Gomme ortami

9. Cam Lamlar ve Lameller

10. Plastik Santrifiij Tipleri

11, CO, Inkiibatori

12. Tezgah Santrifiiju

13. Vorteks Karistirici

14. lsik Mikroskobu
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NUMUNE TOPLAMA VE MUAMELE

Sitogenetik analiz igin tam kan kltiirlerinin basarisi drnekleme zamaninda normal fonksiyonu olan lenfosit diizeyinden etkilenir.
Bu seviye enfeksiyon ve ilaglardan etkilenebilecedinden miimkiin oldugunda sitogenetik galismalar dncesinde hastalar, testler igin
kan toplanmasindan énce 7 giin ilag almamis olmalidir. Benzer sekilde mitotik indeks bazi hastaliklarin (6rn. Hodgkin hastaligi,
sarkoidoz, vs.) anerjik fazlarinda ve daha az derecede gebeli§in daha geg evrelerindeki normal kisilerde énemli élglide azalabilir.
Lenfosit kiiltiirl igin kan 6rneklerine koruyucu madde eklenmemelidir. Aseptik teknikler sarttir.

Kan ornekleri miimkiin oldugunda gecikmeden test edilmelidir. Mutlaka gerekliyse 2°C ile 8°C arasinda 48 saatten uzun siire
saklanabilirler.

KULLANIM HAZIRLIGI

Bir buzdolabinda (2°C - 8°C) gece boyunca ¢ézlin ve sonra homojenli§i saglamak tizere yavasca karistirin. Steril kiiltir flasklarina
aseptik olarak 10 mL vasat koyun ve hemen kullanim igin 37°C'ye dengeleyin.

Not: CHANG Medium MF iginde siklikla kalsiyum karbonat kristalleri olusur. Bu kristallerin varliginin triin performansi iizerinde
herhangi bir olumsuz etkisi oldugu gésterilmemistir.

KULLANMA TALIMATI

Sitogenetik calismalar igin tam kan veya ayrilmis I6kositler kullaniimistir ama rutin ¢alismalarda kullanim agisindan en basit olan
ve en yaygin olarak kullanilan dncekidir. Her hiicre kiiltiri isleminde oldugu gibi optimum sonuglar yeterli kiiltiir kosullarinin elde
edilmesine baglidir. Relatif aktif PHA igerigi farkli partiler arasinda biraz degisiklik gdsterebileceginden iki PHA konsantrasyonunu
test etmek faydali olabilir.

Bu Urlnlerin kullanimi hakkinda ek ayrintilar agisindan her laboratuvar kendi ayri tibbi programiniz igin 6zel olarak gelistirilmis
ve optimize edilmis, kendi laboratuvar islemleri ve protokollerine bagvurmalidir.

I. Ornek Hazirlama:
Sodyum heparin iginde yetiskinler igin 5-10 mL ve gocuklar igin 2-3 mL kan alin.

+  Tam kan oda sicaklijinda aktarilmali ve ters gevrilerek karistiriimalidir.
+  Tam kandan alinan lenfositler fitohemaglutinin (PHA) ile stimiile edilebilir ve senkronizasyon teknidiyle kiiltiirii yapilabilir.

II. Tam Kan Klturd:
Tam kltdr kaplarini hasta adi, numune numarasi ve kiltir tipiyle etiketleyin.

Numune inokiilasyonundan énce CHANG Medium MF irliniini ortam sicakligina getirin.

PHA iriinGind steril bir siringa kullanarak 5 mL steril distile su ekleyerek sulandirin.

Her kiiltr vasati igin gereken 5 mL CHANG Medium MF Uriiniini aseptik teknik kullanarak hazirlayin.

Kultdr kabr bagina 0,1 mL sulandiriimig PHA ekleyin.

Kiltir basina 0,3 mL érnek inokilasyonu yapin. Hasta bir infantsa (<1 aylik) 0,2 mL drnekle inokiilasyon yapin.

Her ayri laboratuvar hastanin klinik endikasyonuna ve yasina gére kurulacak kiiltiir sayisini belirlemelidir. Yenidoganlardan
(<1 aylik) gelen numunelerde senkronizasyon yapiimadan ek bir 48 saatlik kiiltir baslatilacaktir.

Toplamaya hazir oluncaya kadar kiiltiirleri ellemeden 35°C - 39°C'de %5 - %8 CO, atmosferi altinda inkiibe edin.

8. Senkronizasyon igin: 48 saat inklibasyondan sonra 72 saatte toplanacak her 5 mL kiiltir basina 50 uL Metotreksat working
solution ekleyin. Metotreksati ekledikten 18-19 saat sonra (toplama zamanindan 5-6 saat dnce) her 5 mL kiiltir basina
100 pL Timidin working solution ekleyin.

I. Kilturlerden Toplama:

SO~ wN R

~

1. Toplamaya hazir kiiltirii inkiibatorden ¢ikarin ve hiicrelerin tekrar sispansiyonu igin flaski yavasca gevirin.

2. Her flaskin igerigini bir 15 mL santrifiij tipine aktarin.

3. Her killtiir tipine 40 L stok Colcemid (10 pg/mL) ekleyin. Tiplerin kapagini sikica kapatin ve ters diiz ederek yavasca
karistirin.

4. Tupleri 35°C - 39°C'de 45 dakika inkiibe edin.

5. Inkiibasyondan sonra tiipleri 8 dakika boyunca 1000 devir/dk hizinda santrifiijleyin.

6. Her tiipten slpernatani solvent tuzakli bir vakumlu aspiratér kullanarak dikkatle aspire edin. Pelleti aspire etmemeye
dikkat edin.

7. Pelleti her tiipln altina ve yan tarafina parmaginizla vurarak tekrar siispansiyon haline getirin.

8. 20 dakikalik bir zamanlayici baslatin.

9. 3-4mL dnceden isitilmis (35 - 37°C) hipotonik soliisyon (0,075 M Potasyum Klorir) ekleyin.

10. Tipln kapadini sikica kapatin ve tipln altina ve yan tarafina parmaginizla vurarak yavasca karistirin.

11. 5-6 mL énceden isitilmis (35 - 37°C) hipotonik soliisyonu damla damla ekleyin. Kapagini sikica kapatip tiipu ters diiz edin.

12. Her tiip igin 8 - 10. adimlari tekrarlayin.

13. Bir su banyosu kullanarak tiipleri 35 - 37°C'de dik tutun. 20 dakikalik zamanlayicinin orta noktasinda tipleri bir kez ters
diz edin.

14. 20 dakika zamanlayici bittiginde her tiipe 1 mL taze 3:1 Carnoy’s Fixative ekleyin. Kapagini sikica kapatip her tiipii ters
diiz edin. (Bu Prefiksatif adimidir)

15. Tiipleri 8 dakika boyunca 1000 devir/dk hizinda santrifiijleyin.

16. Her tiipten siipernatani aspire edip hiicre pelletinin {izerinde yaklasik 1 mL birakin. Pelleti aspire etmemeye dikkat edin.
Santrifiijlemeden sonra hiicre pelletinden yukariya slipernatan igine uzanabilecek fibroz materyal agisindan dikkatli olun.
En son birkag mL slpernatanin tim hiicre pelletinin atik kabina aspirasyonundan kaginmak Uzere bir Pasteur pipetiyle
(vakum aspirasyonu kullanmadan) alinmasi gerekebilir.
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17. Hiicre pelletini 7. Adimda tanimlandigi gibi tekrar siispansiyon haline getirin.

18. 3 -4 mL taze 3:1 Carnoy’s Fixative tiriiniini damla damla ekleyin.

19. Kalan fiksatifi 7 mL toplam hacme kadar ekleyin.

20. Her tiip icin 16 - 18. adimlari tekrarlayin.

21. Oda sicakliginda 10 dakika birakin. (Bu Birinci fiksatif adimidir).

22. Tupleri 8 dakika boyunca 1000 devir/dk hizinda santrifijleyin.

23. Sipernatani aspire edip pellet Gizerinde yaklasik 1 mL birakin. Pelleti tekrar siispansiyon haline getirin.

24. 7 mL toplam hacme kadar fiksatif ekleyin. Tiipleri 8 dakika boyunca 1000 devir/dk hizinda santrifiijleyin. (ikinci fiksatif adimi).

25. 23 -24. adimlar tekrarlayin. (Ugiincil fiksatif adimi).

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

KLINIK UYGULAMALAR

Modal insan kromozom sayisi 46'dir. insan kromozomlari uzunluklari ve sentromer konumlarina gére siniflandiriimistir (Denver
Siniflandirmasi). Kromozomal yapi aberasyonlari Down sendromu (tipik olarak ek bir kiiglik otozom ile) ve belirsiz cinsellik ile
iliskili sendromlar (Turner sendromu, Klinefelter sendromu ve digerleri, bunlarda seks kromozomlarinin anormal oldugu gériilir)
gibi cesitli konjenital bozukluklarla iligkilendirilmistir. Kronik miyelositik I6semide I6kositlerin bir kisminda akkiz bir kromozom
anomalisi (“Philadelphia” kromozomu) saptanabilir ve tedavinin ilerlemesi bu belirte¢ kullanilarak degerlendirilebilir. Radyasyon
tedavisinde tolerans sinirina yaklasildikga tuhaf kromozom yapisina sahip hiicrelerin oraninda belirgin bir artis olur ve bu hiicrelerin
g6riniim doz igin bir kilavuz olarak kullaniimigtir.

SAKLAMA VE STABILITE

CHANG Medium MF Uriiniini kullanima hazir oluncaya kadar dondurulmus olarak —10°C altinda saklayin. CHANG Medium MF
dondurulmus olarak muhafaza edildiginde sise etiketinde gésterilen son kullanma tarihine kadar stabildir. Gozdlikten sonra
kullaniimamis herhangi bir Uriin galisma alikotlarina aktarilip daha sonra kullaniimak tizere (maksimum iki kez) tekrar dondurulabilir
veya kapagi sikica kapatilip 2 - 8°C'de 30 giine kadar saklanabilir. Floresan isiktan koruyun.

ONLEMLER VE UYARILAR

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

CHANG Medium MF, FSS igerir ve evrensel laboratuvar 6nlemlerine gére kullaniimaldir. Vasat, bakteriyel kontaminasyon
potansiyelini azaltmak igin bir antibiyotik (gentamisin siilfat) icerir ama vasati verirken daima aseptik teknikler kullaniimalidir.
Kirmizi renkte olmayan herhangi bir vasati kullanmayin.
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SLOVENCINA

INDIKACIA NA POUZITIE
CHANG Medium MF je médium bez obsahu mitogénov pripravené na pouzitie pri kultivacii periférnej krvi a inych vzoriek pre
Ucely cytogenetickej analyzy.

POPIS ZARIADENIA

CHANG Medium MF je zlozené z RPMI obsahujuceho 20 % FBS, 2 mM glutaminu, 20 mM pufra HEPES a antibiotikum
gentamicinsulfat. Moze si vyzadovat pridanie mitogenickych ¢inidiel, ako napriklad fytohemaglutinin (PHA), na optimalizaciu
rastu periférnej krvi a inych buniek. Pozadovanu koncentraciu PHA (alebo inych mitogénov) si stanovi jednotlivé laboratdrium.

ZLOZKY

Aminokyseliny Voda Soli a iény
arginin kvalita vody na injekciu chlorid sodny
asparagin Bielkoviny, hormény a rastové faktory cholin vapenaty
kyselina asparagova fetalne bovinné sérum (FBS) dusi¢nan véapenaty
cystirll ’ ’ Indikator oH chlorid dravselnly
kyselina glutdmova fenolova dervedt siran hore¢naty
glutamin Iné fosfat sodny
né
lycin - ibioti
aiztidin biotin Antlblotllk’um ’
o hydroxyprolin gentamicinsulfat
:ZO e]ucm glutation Vitaminy a stopové prvky
leu’cm Pufre kyselina listova
yzin oulre T
metionin hydrogénuhlicitan sodny nikotinamid
iboflavin
’ HEPES ;
fenylalanin tiamin
prolin Energetické substrat: kyselina pantoténova
serin :glukloza kobalamin
treonin inositol oyridoxin
tryptofan kyselina aminobenzoova
tyrozin
valin

KONTROLA KVALITY

STERILITA

Sérum pouzité pri vyrobe CHANG Medium MF bolo testované na virusovl kontaminaciu podfa CFR, kapitoly 9, ¢asti 113.53.
Podstupilo tiez skrining na mykoplazmatickd kontaminaciu. CHANG Medium MF je sterilizované filtraciou cez 0,1-mikrénovy
filter. Vzorky CHANG Medium MF su testované na moznu bakteriologicku kontaminaciu podia protokolu na testovanie sterility
popisaného v aktualnom teste sterility USP <71>.

Viaceré faktory, vratane zdroja vzorky, podmienok kultivacie a vyberu reagencii, mdzu ovplyvnit ziskany vysledok. PouZivatelom
sa odporUca, aby kazdu novl $arzu reagencie spustili paralelne s referenénym materidlom znamej vhodnej aktivity predtym,
nez ju zaénl bezne pouZivat.

Kazda $arza CHANG Medium MF sa hodnoti pouzitim periférnej krvi na mitoticky index, dizku chromozémov a kvalitu porovnanim
s kontrolnym médiom. Vysledky sa zaznamenavaju na certifikat analyzy pre Specifickd Sarzu.

VYZADOVANE, NO NEDODAVANE MATERIALY A VYBAVENIE
Roztok fytohemaglutininu (PHA) (9 mg/ml), sterilny

Heparin neobsahujuci fenol

Roztok Colcemidu 25 pg/ml

Roztok chloridu draselného, 75 mM

Kyselina alkoholova, 1 ¢ast ladova kyselina octova: 3 ¢asti metanol (kvality analytickej reagencie)
Giemsa alebo 2 % kyselina octova - orcein

Kyselina chromita

Krytie

9.  Sklicka a krycie sklitka

10. Plastové skumavky na odstredovanie

11. Inkubator CO,

12. Laboratérna odstredivka

13, Virivy mixér

14. Svetelny mikroskop

NN =
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ODBER VZORIEK A MANIPULACIA SO VZORKAMI

Uspesnost kultir z pinej krvi na cytogenetick(i analyzu je ovplyvnena hladinou lymfocytov s normalnou funkcie v ¢ase odberu
vzorky. PretoZe tato hladina mdze byt ovplyvnena infekciou a liekmi, vzdy, ked je to mozné, subjekty v cytogenetickych Studiach
by nemali brat lieky 7 dni pred odberom krvi na testovanie. Mitoticky index mdze byt podobne velmi znizeny po¢as anergickych
faz urcitych ochoreni (napriklad Hodgkinsova choroba, sarkoidéza atd.) a do mensej miery aj u normalnych osdb v neskorsich
Stadiach tehotenstva. Do vzoriek krvi na kultivaciu lymfocytov sa nesmie pridavat konzervacné ¢inidlo. Aseptické techniky st
kriticky dolezité.

Vzorky krvi by sa mali testovat neodkladne vzdy, ked je to mozné. Ak je to absolUtne nevyhnutné, mozno ich uchovavat pri teplote
2 °C az 8 °C nie dIhsie nez 48 hodin.

PRIPRAVA NA POUZITIE

Rozmrazte cez noc v chladnic¢ke (2 °C - 8 °C), potom zlahka premieajte, aby sa zaistila homogénnost. Asepticky nadavkuijte
10 ml média do sterilnych frasticiek na kultdru a ustalte na teplotu 37 °C na okamzité pouzitie.

Poznamka: V CHANG Medium MF sa beZne tvoria kry$taly uhli¢itanu vapenatého. Nepreukazalo sa, ze by pritomnost tychto
kryStalov mala dopad na vykon tohto produktu.

NAVOD NA POUZITIE

Leukocyty z plnej krvi alebo separované leukocyty sa pouzivaji na cytogenetické $tidie, no najjednoduchsie a najcastejSie
pouzivané v beznych $tudiach su leukocyty z plnej krvi. Tak ako pri vSetkych postupoch kultivacie buniek, optimalne vysledky
zavisia na vytvoreni primeranych podmienok na kultivaciu. Pretoze relativny obsah aktivneho PHA sa moze mierne lisit medzi
Sarzami, moze byt uZito¢né otestovat dve koncentracie PHA.

Dalsie podrobnosti o pouziti tychto produktov by malo kazdé laboratérium &erpat zo svojich viastnych laboratorych postupov
a protokolov, ktoré boli $pecificky vypracované a optimalizované pre vas$ individualny medicinsky program.

1. Priprava vzorky:
Odoberte 5 — 10 ml Eerstvej krvi do heparinu sodného pre dospelych, a 2 — 3 ml pre deti.

*  PIn&krv by sa mala prepravovat pri izbovej teplote a premieat prevratenim.
+  Lymfocyty z plnej krvi mozno stimulovat fytohemaglutininom (PHA) a mozno ich kultivovat synchronizacnou technikou.

II. Kultdra z plnej krvi:
VSetky nadoby s kultirami oznaéte menom pacienta, ¢islom vzorky a typom kultury.

Pred naockovanim vzorky CHANG Medium MF vytemperuijte na okolitu teplotu.

PHA rekonstituujte pridanim 5 ml sterilnej destilovanej vody pomocou sterilnej striekacky.

Aseptickou technikou pripravte 5 ml CHANG Medium MF potrebného pre kazdu kultivaént nadobu.

Do kazdej kultivaénej nadoby pridajte 0,1 ml rekonstituovaného PHA.

Naockuijte 0,3 ml vzorky na kultdru. Ak je pacient novorodenec (vek <1 mesiac), naockujte 0,2 ml vzorky.

Kazdé jednotlivé laboratérium si ma uréit pocet kultdr na stanovenie podfa klinickej indikacie a veku pacienta. Dalsia
48-hodinova kultivacia sa ma zacat na vzorkach od novorodencov (vek <1 mesiac) bez synchronizacie.

Kultdry inkubuite pri teplote 35 °C - 39 °C, v atmosfére 5 % — 8 % CO,, kym nie su pripravené na zber.

8. Na synchronizaciu: Po 48-hodinovej inkubécii pridajte 50 pl pracovného roztoku metotrexatu do kazdej 5 ml kultury na
zber po 72 hodinach. Do kazdej kultury pridajte 100 ul pracovného roztoku tymidinu do kazdej 5 ml kultary 18 — 19 hodin
po pridani metotrexatu (5 — 6 hodin pred zberom).

1. Zber kultar:
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1. Kultaru pripravent na zber vyberte z inkubatora a jemne zavirte flastickou, aby sa bunky resuspendovali.

2. Obsah kazdej flasticky preneste do 15 ml skimavky na odstredovanie.

3. Do kazdej skimavky na kultivaciu pridajte 40 ul kmefiového Colcemidu (10 ug/ml). Na skimavky natesno nasadte vrchnaky
a premie$ajte prevratenim.

4. Skumavky inkubujte pri teplote 35 °C - 39 °C 45 minut.

5. Po inkub4cii skimavky odstredujte 8 minut pri 1 000 otacok za mindtu.

6. Z kazdej skumavky pozorne aspirujte supernatant pomocou vakuového aspiratora s flaSou na zachytavanie rozpustadia.

Dajte pozor, aby ste neodsali pelety.

7. Peletu resuspendujte poklopkanim prstom na dno alebo bok kazdej skimavky.

8. Nastavte ¢asovac na 20 mindt.

9. Po kvapkach pridajte 3 — 4 ml zahriateho (35 °C - 37 °C) hypotonického roztoku (0,075 M chloridu draselného).

10. Na skiimavky natesno nasadte vrchnaky a zlahka premieSajte poklopkanim prstom na dno alebo bok skiimavky.

11. Po kvapkéach pridajte 5 — 6 ml zahriateho (35 °C - 37 °C) hypotonického roztoku. Na skimavku natesno nasadte vrchnak
a prevratte ju.

12. Kroky 8 - 10 zopakuijte pre kazdu skimavku.

13. Pouzite vodny kupel a skimavky nechajte postat pri teplote 35 °C — 37 °C. Uprostred 20-minttového ¢asovania skimavku
raz prevratte.

14. Na konci kazdého 20-minutového Easovania pridajte do kazdej skimavky 1 ml &erstvého fixaéného roztoku Carnoy 3:1.
Natesno nasadte vrchnak a kazdd skimavku prevratte. (Toto je krok pred fixaciou.)

15.  Skumavky odstredujte 8 minut pri 1 000 otaéok za minttu.
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16. Z kazdej skumavky aspirujte supernatant a ponechajte asi 1 ml nad bunkovou peletou. Dajte pozor, aby ste neodsali pelety.
Davajte 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.

17. Bunkovu peletu resuspenduijte tak, ako je popisané v kroku 7.

18. Po kvapkach pridajte 3 — 4 ml erstvého fixatného roztoku Carnoy 3:1.

19. Pridajte zvy$ny fixaény roztok do 7 ml.

20. Kroky 16 — 18 zopakujte pre kazdu skimavku.

21. Nechajte postat 10 minut pri izbovej teplote. (Toto je prvy fixaény krok.)

22. Skumavky odstredujte 8 minut pri 1 000 ota€ok za minutu.

23. Aspirujte supernatant, pri¢om ponechajte asi 1,0 ml nad peletou. Resuspendujte bunkovu peletu.

24. Pridajte fixacny roztok do 7 ml. Skiimavky odstredujte 8 minat pri 1 000 otaCok za mindtu. (Druhy fixacny krok.)

25. Zopakujte kroky 23 — 24. (Treti fixaény krok.)

26. Vtomto bode mozno zafixované bunkové pelety okamzite pouZit na pripravu skli¢ok podla Standardného protokolu laboratéria
alebo uchovat v chladnicke (2 °C - 8 °C) alebo mraznicke na buduce pouzitie.

KLINICKE APLIKACIE

Poget modalnych fudskych chromozémov je 46. Ludské chromozomy st klasifikované podla svojej dizky a polohy centroméry
(denverska klasifikacia). Odchylky od chromozomalneho zloZenia sa spéjaju s roznymi vrodenymi poruchami, ako je Downov
syndrém (typicky s pridanym malym autozémom) a syndrémami neurcitého pohlavia (Turnerov syndrém, Klinefelterov syndrom
ainé, kde sa pohlavné chromozémy ukazu ako abnormalne). Ziskant chromozomalnu abnormalitu mozno zistit z pomeru leukocytov
pri chronickej myelocytarnej leukémii (,Philadelphsky“ chromozém) a progres lieby mozno hodnotit sledovanim tohto markeru.
PretoZe radia¢na terapia sa bliZi k limitu tolerancie, existuje vyznamné zvySenie pomeru buniek s bizarnym chromozomalnym
zloZzenim a objavenie tychto buniek sa pouziva ako navod pri davkovani.

UCHOVAVANIE A STABILITA

CHANG Medium MF uchovavajte zmrazené pri teplote pod -10 °C, aZ kym nebude pripravené na pouzitie. CHANG Medium MF
bude stabilné az do datumu exspiracie vytiateného na oznaceni flase, ak sa uchovava zmrazené. Po rozmrazeni vietok nepouzity
produkt mozno nadavkovat do pracovnych alikvét a znovu zmrazit (maximalne dvakrat) na neskorsie pouzitie, alebo tesne nasadit
vrchnak a uchovavat pri teplote 2 °C az 8 °C do 30 dni. Chrarite pred fluorescenénym svetiom.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA A VAROVANIA

Toto zariadenie je uréené na pouzitie personalom vySkolenym na procedury, ktoré zahfiiaju aplikaciu, na ktord je toto zaria-
denie urené.

CHANG Medium MF obsahuje FBS a musi sa s nim manipulovat s pouZitim véeobecnych laboratérnych bezpe¢nostnych opatreni.
Médium obsahuje antibiotikum (gentamicinsulfat) na znizenie moznosti bakterialnej kontaminacie, no pri davkovani médii sa vzdy
musia pouzit aseptické techniky. Nepouzivajte Ziadne médium, ktoré nema ¢ervenu farbu.
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BbJITAPCKU

NOKA3AHUA 3A YNOTPEBA
CHANG Medium MF e rotoBa 3a ynoTpe6a cpeaa 6e3 MUTOrEHM 3a M3NON3BaHe Npu KynTuBMUpaHe Ha nepudepHa KpbB 1 apyru
CMECUMEHN 3a LiennTe Ha LUTOreHeTUYEH aHamnua.

OMUCAHUE HA U3OENUETO

CHANG Medium MF ce cbcTon o1 RPMI cpepa, cbabpxalya 20% FBS (chetaneH rosexan cepym), 2 mM rnytamut, 20 mM 6ydep
HEPES 1 aHTMBMOTUK reHTaMuuuH cyndat. Moxe aa usncksa A06aBsiHe Ha MUTOTEHHW areHTu, HanpuMmep UTOXemMarnyTUHUH
(PHA) 3a onTuMuM3MpaHe Ha pacTexa Ha nepudepHaTa kpbB 1 Apyru knetku. Heobxogumata koHLeHTpaums Ha PHA (unn gpyrv
MUTOreHM) TpsIGBa Ja ce onpeaeny oT KOHKpeTHaTa nabopatopus.

KOMMOHEHTHU
AMUHOKMCENINHM Boaa Conu 1 ioHu
APIUHWH KauyecTBo — Bofja 3a MHXeKTUpaHe Hatpues xnopug
Acnaparux [pOTEMHU, XOPMOHU U PACTEXHM Xonuk xnopua
AcnaparuHoBa kucenuHa aktopu Kanuues Hutpat
LincTun ®detaneH rosexau cepym (FBS) Kanues xnopug
InytamuHoBa kucenuHa pH uHaukatop Martesues cyndat
InytamuH ®eHor, YepBeH Hatpues docepar
nuynx Opyrn AHTUBHOTUK
XneTupmH BUOTUH TeHTamMuLmH cyndat
WsoneauuH XuapokcunponuH BuTamuHu u MukpoenemeHTy
TlesLuH Fnyratunou ®donuesa kucenuHa
Tusui Bychepu HukotnHamug
ZZ;:E:;:HMH Hatpues 6ukapbonat PuGodnasut
Mpons HEPES Trnamuu
Cepu ll—EHeQI'MﬁHM cybeTpatu E:g;z:;ﬁa kncenua
TpeoHuH Tioxosa i

MHosuTon PUAOKCHH
TpunTodpan AmnHobeH30eHa kucennHa
TuposanH
BanuH
KOHTPOIl HA KAYECTBOTO
CTEPUNHOCT

CepymbT, n3nonseaH B npoussoacTBoto Ha CHANG Medium MF, e TecTBaH 3a BUpycHa koHTamuHauus cernacHo CFR Pasgen 9
Yacr 113.53. Toi cbLL0 Taka e NOANOXEH Ha CKPUHUHT 3a MuKonnaameHa koHTamnHauus. CHANG Medium MF e ctepunusnpaqa
ype3 duntpauus npe3 ¢untsp ot 0,1 MukpoHa. Mpobu ot CHANG Medium MF ca TecTBaHu 3a Bb3MOXHa HakTepuonoruyHa
KOHTaMMHaL|MS CbIMAcHO NPOTOKOMNA 3a TeCTBaHe 3a CTEPUNHOCT, ONUCaH B aKTyanHus TecT 3a cTepunHocT no USP <71>.

Hsikonko dbakTopa, BKNIOUNTENHO U3TOUHMKA Ha Npoba, CbCTOSHUETO Ha KynTypuTe W U3bopa Ha peareHTi, MoraT Aa NoBAUAAT
Ha nonyyeHus pesyntaTt. Ha notpebutenute ce npenopbyBa BCska HOBa NapTuaa peareHT Aa Ce W3NbNHSBA napanenHo
C pedbepeHTeH MaTepuan ¢ yCTaHoBeHa NoAXoAsLLA aKTUBHOCT Npeay BbBeX/AaHe B PyTUHHA ynoTpeba.

Bcska naptupa CHANG Medium MF e oueHeHa Ypes nepudepHa KpbB 32 MUTOTUYEH MHAEKC, XPOMO3OMHA AbIIKIHA 1 Ka4eCTBO
CNpSIMO KOHTPOMHA cpeaa. PesynTaTute ca nocodeHu B KOHKPETHUS 3a napTuaaTa CepTudunkar 3a aHanums.

HEOBXOOAUMUN MATEPUAIIN U OBOPYABAHE, KOUTO HE CA NOCTABEHM
1. PastBop Ha putoxemarnyTuHuH (PHA) (9 mg/ml), ctepunen

2. XenapuH 6e3 deHon

3. PastBop Ha konuemug, 25 pug/ml

4. Pa3rtBop Ha kanves xnopua, 75 mM

5. OueTeH ankoxon, 1 4yacT NnefeHa oLeTHa K1CenuHa: 3 4acTu MeTaHonN (Knac aHanuTU4YeH peareHT)
6. Tum3a unu 2% oueTHa KNCeNnHa-oOpCenH

7.  XpomHa KucenuHa

8. Ob6emosamectuTenHa cpesfa

9. CTbKneHu cnaitoBe v MOKPUBHM CTbKNA

10. MnacTmacoBy LEeHTPOMYXHYN enpyBeTK1

11. CO, nHkybaTop

12. HactonHa ueHTpodyra

13. Buxpos mukcep

14, CBETNWHEH MUKPOCKOM.
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CbBWUPAHE U OBPABOTKA HA CMECUMEH

YcnexsT npu KynTypu Ha Lsina KpbB 3a LMTOTEHETUYEH aHanu3 ce BNUsSE OT HUBOTO Ha MUMAOLMTM C HOpManHa (yHKLMS KbM
MOMEHTa Ha B3eMaHe Ha npoba. Tbii kaTo ToBa HUBO MOXe fa GbAe 3aCErHaTo OT MH(EKLNS UMK NEKAPCTBA, KOraTo € Bb3MOXHO,
naLMeHTUTe 3a LMTOTEHETUYHO M3cneaBaHe He TpsibBa Aa npuemart nekapcTsa 7 AHU NPeau B3EMaHETO Ha KpbB 3a TECTOBE.
Mo Nofo6eH HAUMH MUOTUYHUAT MHAEKC MOXE [1a € 3HAYUTESTHO MOHIKEH NO BPeME Ha aHepruiHm dasv (0TcnabeH UMyHEH OTroBop)
Ha Hskou GonecTy (Hanp. 6onect Ha XOAXKWMH, CapKoWao3a v Ap.) U B No-Manka CTeneH npu HOPMasnHu UHAMBMAK MO Bpeme
Ha Hali-KbCHUTE eTanu Ha GpemeHHoCTTa. KoHcepBaHTy He TpsibBa Aa ce A06aBsT KbM KpbBHY NPoGY 3a KynTypa Ha MMMGOLUTY.
ACENTUIHUTE METOAM Ca OT U3KIIOYUTENHO BAXHO 3HAYEHMUE.

KpbBHuTe Npobu Tpsibea fia ce n3cneasat 6e3 3abaBsHe, KOrato e Bb3MOXHO. AKO € HanoXMTENHo, Te MoraT Aa Ce CbXpaHsiBaT
npv Temnepatypa ot 2° C go 8° C 3a He noBeye oT 48 yaca.

NOArOTOBKA 3A YNOTPEBA

Pa3mpasete 3a eaHa Howy B xnaguntuk (2° C — 8° C), cnef kKoeTo BHUMATEMNHO pa3MeceTe, 3a ja MOMy4MuTe XOMOreHHOCT. ACenTUYHO
Hakanete 10 ml oT cpeaata B CTepUNHUM Cnaig-pnakoHn 3a kyntypu v eksunubpupaiite fo 37° C 3a HesabasHa ynoTpeba.
3abenexka: Kpuctanu kanuues kapboHat yecto ce popmupat B8 CHANG Medium MF. Hama gaHHN HanuumeTo Ha Te3u kpuctanm
[ia npuunHsiBa HebnaronpusiteH eekT BbpXY (yHKLMOHANHOCTTA Ha NpOAyKTa.

YKA3AHWUA 3A YNOTPEBA

3a UMTOreHETUYHM M3CNeABaHIUs Ce U3MNON3Ba Lisina KpbB UMW OTAENEHU NEBKOLMTH, HO NOCMIEAHUTE Ca MO-NIECHN W NO-LUMPOKO
13NON3BaHM B PYTUHHU W3crefBaHus. KakTo npu BCska npouesypa ¢ KynTypu OT KNeTkW, ONTUManHWTe pesyntatv 3aBucsaT
OT YCTaHOBsBaHe Ha afieKBaTHU YCNOBMA 3a KynTypaTa. Tbil KaTo € Bb3MOXHO OTHOCUTEIIHOTO ChAbpXaHue Ha akTuseH PHA
neko Aa Bapupa npu pa3nuyHUTe NapTUaAM, MOXe Aa e OT MoJ13a TECTBAHE Ha fiBe KOHLEeHTpaumun Ha PHA.

3a [ONbAHUTENHN NOAPOGHOCTM OTHOCHO M3NON3BaAHETO Ha Te3n MPOAYKTM BCsika nabopaTopusi TpsaGea Aa Hanpasy cnpaska
CbC CBOUTE COBCTBEHIM NaBopaTOPHY NPOLIEAYPH W MPOTOKOMM, KOUTO Ca KOHKPETHO pa3paboTeHn u onTUMU3MpaHy 3a Bawata
MHAMBUAYaNHA MeANLMHCKa Nporpama.

I. Modzomoeka Ha npoba:
3a Bb3pacTHK nuua npuroteeTe 5 — 10 ml npsicHa KpbB B HAaTpUeB XxenapuH v 2 — 3 ml 3a geua.

+  Lsnara kpbB Tpsbea fa ObAe TpaHCNOpTUpaHa Ha CTaitHa TemnepaTypa i cMeceHa Ype3 obpbluaHe.
*  NumdountuTe OT LANaTa KpbLB MoraT fa 6baaT cTUMynupaHu ¢ dutoxemarnyTuhuH (PHA) n moraT fa ce kynTueupat
C TEXHMKA Ha CUHXPOHM3aLKS.

II. Kynmypa om ysinama kpne:
O603HaueTe C €TUKET BCUYKM CbAOBE C KyNTYpU C UMETO Ha NaLMeHTa, HOMepa Ha CrecuMeHa v TUna Ha KynTypara.

1. Mpeau nHokynauumsta Ha cnecumeHa Temnepupaitte CHANG Medium MF o Temnepatypata Ha okomnHaTa cpeja.

2. PekoHcTuTympaiite PHA, kato fobasute 5 ml cTepunHa AectunupaHa Bofa ¢ NOMOLLTA Ha CTepUNHA CMIPUHLIOBKA.

3. MoaroTsete usucksanute 5 ml CHANG Medium MF, Heobxogumu 3a BCeku CbA C KynTypa, kaTo u3nonseate
acenTuyHa TexHuka.

4, [lo6asete 0,1 ml pekoHcTMTYMpaH PHA KbM BCekm Cbp ¢ KynTypa.

5. WHokynupaiite ¢ 0,3 ml ot npo6ata 3a Bcska Kyntypa. AKO MaLWEHTLT e HOBOPOAEHO (Ha no-manko oT 1 mecel),
MHokynupaitte ¢ 0,2 ml ot npo6ata.

6. Besika otaenHa nabopatopus Tpsibsa Aa onpepeni 6post KynTypu, KOUTO Aa NOATOTBY, B 3aBUCMMOCT OT KNUHUYHUTE
nokasaHus 1 Bb3pacTTa Ha nalmenTa. Ha cnecvmerm oT HoBopoaeHu (Ha no-manko ot 1 mecel) Tpsibea fia 6bae cTapTupaHa
AOMbIHUTENHa KynTypa oT 48 yaca 6e3 CUHXPOHM3ALNS.

7. Whkybupaiite kyntypute npu 35° C - 39° C, 5% - 8% CO,atmocdepa, AokaTo CTaHaT roTosy 3a chbupate.

8. 3a cuHxponmsaums: Crien 48 yaca uHky6auus pobasete 50 UL paboTeH pa3TBop MeToTpekcaT 3a Bceku 5 ml kynTypa,
kosiTo e 6bae cbbpaHa Ha 72 vaca. [lobasete 100 uL paboteH pastBop TMMUAMH 3a Bcekn 5 ml kynTtypa 18 — 19 vaca
cnep aobaesiHe Ha MeToTpekcar (5 — 6 Yaca npean cbbupate).

lll. Cbbupaxe Ha Kynmypume:

1. WsBapete rotosaTa 3a chbupaHe KynTypa OT WHKybaTopa v BHMMaTenHO pasknateTe (nakoHa, 3a fa pecycrneHauparte
KneTkuTe.

2. TpexsbpneTe CbAbPXaHNETO Ha BCEKM Craif-pnakoH B LeHTpodyxHa enpyseTka ot 15 ml.

3. [lobasete 40 ul n3xopeH pastsop Ha konuyemus (10 pg/ml) kbM BCsika enpyBeTKa ¢ kynTypa. 3aTBopeTe NibTHO eNpyBeTkATe
C Kanayka 1 BHUMaTeNHO cMeceTe C npeobpbliaHe.

4. Wnkybupaiite enpysetkute npu 35° C — 39° C 3a 45 MuHyTH.

5. Cnep nHky6aums LeHTpodyrupaiite enpyseTkute 3a 8 MuHyTv npu 1000 rpm.

BHumaTenHo acnupupaiTe cynepHaTaHTa OT BCsika enpyBeTka C BakyyMeH acnupaTop ¢ puntbp 3a pa3teoputen. Buumaeaiite

fAa He acnupupare nenetara.

PecycnenaupaliTe nenetara, kaTo noTynarte ¢ NpbCT [SBHOTO UMK CTEHATa Ha BCsika enpyBeTka.

Hactpoitte Taitmepa Ha 20 MUHYTH.

[lobaseTe Ha kanku 3 — 4 ml ot npepBaputenHo 3atonnex (35° C — 37° C) xunotoHnyeH pastaop (0,075 M kanues xnopua).

3aTBOpeTe NNBTHO enpyBeTkaTa C Kanadyka W BHUMATeNHO CMeceTe, KaTo MoTynate C MPBLCT ABHOTO UMM CTeHaTa

Ha enpyBeTkaTa.

11. [lobaseTe Ha kanku 5 — 6 ml ot npepsaputenHo 3atonneH (35° C — 37° C) xunoToHnyeH pa3Teop. 3aTBOpeTe MIBLTHO
enpyBeTkaTa C kanaika i s 06bpHeTe.
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12. TosTtopeTe cTbnku 8 — 10 3a BCska enpyseTka.

13. OcTaBeTe enpyBeTkuTE Ja NpecTosT Ha BogHa 6aHs npu 35° C - 37° C. O6bpHeTE v BeAHBX, korato 20-MUHYTHUAT Talimep
CTUTHe [0 NMONOBKHATA.

14. KoraTo 20-MWHYTHWST TailMep 3aBbpLUM, KbM BCsika enpyeeTka gobasete 1 ml npeceH cukcupall pa3tBop Ha KapHoit
B CbOTHOLIEHNe 3:1. 3aTBOpeTe NbTHO BCSKa enpyBeTka ¢ kanayka i 1 obbpHeTe. (ToBa e cTbnkaTa ¢ npeaBapuTenHo
13non3BaHe Ha ukevpall pasTteop).

15. LleHTpodyrupaiite enpyseTkute 3a 8 MuHyTH npu 1000 rpm.

16. AcnupupailTe cynepHaTtaHTa OT BCsika enpyBeTka, ocTaBsiikiu okono 1 ml Hag nenetata oT knetku. BHumasaite ga He
acnupupate nenetata. bbaeTe BHUMaTeNH 3a BNakHeCT MaTepuan, KouTo MoXe Aia Ce NoAaBa M3BLH Nenetarta oT KNeTki
1 [a foctura 4o CynepHataHTa crnep LeHTpodyripare. MocneaHnute Hakonko ml cynepHaTaHT MOXe Aa € Heobxoanumo
[a ce OTCTPaHAT Ha pbka C NoMoLLTa Ha nuneTa TMn MacTbop (6e3 n3nonasaxe Ha BakyyMHa acnupaumsi), 3a aa ce nsberHe
acnupupaHe Ha LfnaTa neneta oT KNeTKW B KOHTEiHepa 3a oTnagbK.

17. PecycnenaupaiiTe nenetata oT KNETKM, KaKTO € OMUCaHO B CTbMKA 7.

18. [lobasete Ha kanku 3 — 4 ml npeceH chukeupall, pa3TBop Ha KapHoii B cboTHowweHme 3:1.

19. [lobaseTe ocTaHanus gukcupaly pa3TBop, Taka Ye oblwmaT obem aa ctaHe go 7 ml.

20. MosTopeTe cTbnku 16 — 18 3a BCsika enpyBeTka.

21. Ocrasere 3a 10 MUHYTU Ha cTaitHa TemnepaTypa. (ToBa € MbpBaTa CTbMKa C M3MON3BaHe Ha huKcupall pasTeop).

22. Llentpodyrupaitte enpyseTtkute 3a 8 MuHyTi npn 1000 rpm.

23. Acnupupaiite cynepHaTaHTa, kaTo octaBute okono 1 ml Hag nenetata ot kneTku. PecycneHgupaiite nenetarta ot KneTku.

24. [o6asete dukeupaly pasteop Ao 7 ml. LieHTpodyrupaiite enpyseTkute 3a 8 muHyT npu 1000 rpm. (BTopa cTbnka ¢ u3nons-
BaHe Ha dukcupaly pasTBop).

25. TosTopeTte cTbnkn 23 — 24. (TpeTa CTbNKa C M3NON3BaHe Ha UKCUpaLL pasTBop).

26. Ha To31 eTan cukcupaHuTe NeneTn OT KNeTkU MoraT Aa Ce M3non3eaT He3abaBHO 3a MPUrOTBSIHE Ha CNaid CbrMacHo
CTaHAAPTHWS NPOTOKON Ha nabopaTtopusTa unu Aa ce CbXpaHAT B xnaaunHuk (2° C - 8° C) unu kamepa 3a Obaelua ynotpeba.

KNMAHWYHU NPUNOXEHUA

MopanHuaT 6poit YoBeLLKN XxpOMO3oMK € 46. YoBeLLkuTe XpOMO3OMM Ca KNacunULMpaHm CbrMacHo AbMKMHATa C1 1 NO3nLMATa Ha
LieHTpomepa (knacudukaums [leHsbp). Abepalii Ha XpOMO3OMHA KOHCTUTYLNS Ca CBbP3aHM C MHOXECTBO BPOZEHI HapYLLEHHS,
Hanpumep cMHAPOM Ha [layH (0B61KHOBEHO C AOMbAHNTENHA Marka aBTO30Ma) M CUHAPOMU, CBbP3aHH C HeonpeAeneHa CekcyanHocT
(cuHopom Ha TbpHBP, CMHAPOM Ha KnaiHcenTep v Apyri, Mpu KOUTO MOMOBUTE XpoMo3omu ca abHopmHu). Mpugobuta
XPOMO30MHa abHOPMHOCT MOXe fja 6bAe OTKpUTa B MPONOPLIMS HA NEBKOLIMTUTE NPW XPOHUYHA MUENONAHA TEBKEMUS (XPOMO30oMa
,Punagendns’) n HanpefbKLT HA NeYeHneTo Moxe Aa 6bae oLeHeH Ype3 npocneasBaHe Ha To3n mapkep. Mpu HabnuxasaHe
Ha rpaHuLaTa Ha NOHOCUMOCT NpK MbYeBa Tepanus UMa 3abenexumo NoBuLIABaHEe B MPOMOPLMATA Ha KNETKUTe CbC CTpaHHa
XPOMO30MHa KOHCTUTYLS M NOsIBaTa Ha Te3u KNETKM Ce 13Non3Ba 3a OPUEHTUP MpU AO3NPAHETO.

CBHbXPAHEHME U CTABUITHOCT

CobxpaHsBaitte CHANG Medium MF 3ampa3ena npu temnepartypa nog -10° C go MmomeHTa Ha u3nonasaHeto . CHANG Medium
MF e cTabunHa 4o u3TuyaHe Ha Cpoka Ha roAHOCT, NOCOYEH BbPXY €TUKeTa Ha ByTunkaTa, KoraTo ce CbxpaHsiBa 3ampaseHa. Cried
pa3mpassiBaHe KONMYECTBOTO HeU3non3BaH NPoaAyKT Moxe Aa Gbae pa3npefeneHo B paboTHU anukBOTHU YacTh W 3amMpa3eHo
OTHOBO (MakcMMyMm ABa MbTu) 3a ynotpe6a Ha no-kbCeH etan unu Aa Gbae NITbTHO 3aTBOPEHO C kanayka W CbXpaHEHOo npu
Temnepartypa o1 2° C go 8° C 3a Ao 30 AHu. MaseTe oT hnyopecLeHTHa CBETNNHA.

NPEANA3HU MEPKU U NPEAYNPEXOEHUA

ToBa u3genve e npeaHasHayeHo Ja ce U3non3sa oT nepcoHan, obyyeH B NpoLefypuTe, KOUTO BKIKOYBAT NNAHUPaHOTO NPUIOXeHWE,
33 KOeTO 3[enneTo e npeaHasHayeHo.

CHANG Medium MF cbabpxa FBS (cheTaneH roBexau cepym) u ¢ Hes Tpsiba fa ce GopaBu cbrnacHo yHuBepcanHute
nabopaTopHu npeanasiu Mepki. Cpegata cbabpxa aHTUOMOTHK (reHTaMuLMH cyndat) 3a HamansBaHe Ha pucka oT 6akTepuanHa
KOHTaMUHaumsi, Ho TpsibBa BUHarK Aa ce M3NoN3eaT acenTU4HN METOAM NPV pa3npeaensHe Ha cpeaata. He usnonseaiite cpeaa,
KOSITO HE € YepBeHa Ha LBAT.
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HRVATSKI

INDIKACIJE ZA UPOTREBU
CHANG Medium MF medij je spreman za upotrebu, bez mitogena, za uzgoj kulture periferne krvi i drugih uzoraka u svrhe
citogeneticke analize.

OPIS PROIZVODA

CHANG Medium MF sastoji se od medija RPMI koji sadrzava 20 % FBS-a, 2 mmol/l glutamina, 20 mmol/l pufera HEPES i antibiotika
gentamicinsulfat. Mozda ¢e trebati dodati mitogeno sredstvo kao $to je fitohemaglutinin (PHA) kako bi se optimirao rast stanica
periferne krvi i drugih stanica. Svaki laboratorij mora utvrditi potrebnu koncentraciju PHA-a (ili drugih mitogena).

KOMPONENTE
Aminokiselina Voda Soli i ioni
Arginin Kvaliteta u skladu s propisanom Natrijev klorid
Asparagin za vodu za injekcije Kolinijev klorid
Aspartatna kiselina Proteini, hormoni i éimbenici rasta Kalcijev nitrat
Cistin Fetalni govedi serum (FBS) Kalijev klorid
Glutamatna kiselina pH indikator Magnezijev sulfat
Glutamin Eenol crveno Natrijev fosfat
Glicin Ostalo Antibiotik
Histidin Biotin Gentamicinsulfat
Izoleycm Hidroksiprolin Vitamini i elementi u tragovima
L.elljc'n Glutation Folna kiselina
II:AIZII?onin Puferi Nikotinamid
I Natrijev hidrogenkarbonat Riboflavin
Fenilalanin Tiiami
Prolin HEPES o
Serin Energetski supstrati Pantotenska kiselina
Gluk Kobalamin
Treonin ukoza I
Inozitol Piridoksin
Triptofan nozito . -
Aminobenzoatna kiselina
Tirozin
Valin
OSIGURANJE KVALITETE
STERILNOST

Serum koji se koristi za proizvodnju medija CHANG Medium MF testiran je na kontaminaciju virusima u skladu sa Zakonikom
saveznih propisa SAD-a (CFR), Glava 9., dio 113.53. Uz to, testiran je i na kontaminaciju mikoplazmom. CHANG Medium
MF steriliziran je filtracijom kroz filtar od 0,1 mikron. Uzorci medija CHANG Medium MF testirani su na mogucu bakteriolosku
kontaminaciju nakon provedbe protokola testiranja sterilnosti koji je opisan u vaze¢em testu sterilnosti u skladu s Farmakopejom
Sjedinjenih Americkih Drzava, USP <71>.

Vise ¢imbenika - uklju€ujuci izvor uzorka, uvjete uzgoja kulture i odabir reagensa — moze utjecati na konacan rezultat. Korisnicima
se preporucuje da ispitaju svaku novu proizvodnu seriju reagensa upotrebljavajuéi je paralelno s referentnim materijalom za koji
je ve¢ utvrdeno da djeluje na odgovarajuci nagin prije nego tu novu seriju po¢nu rutinski upotrebljavati.

Mitotski indeks, duljina kromosoma i kvaliteta svake proizvodne serije medija CHANG Medium MF procjenjuju se upotrebom
periferne krvi i usporeduju se s kontrolnim medijem. Rezultati su navedeni na Potvrdi o analizi svake proizvodne serije.

POTREBNI MATERIJALI | OPREMA KOJI NISU PRILOZENI
1. Sterilna otopina fitohemaglutinina (PHA) (9 mg/ml)

2. Heparin koji ne sadrzi fenol

3. Otopina kolcemida 25 pg/ml

4. Otopina kalijevog klorida 75 mmol/l

5. Acetatni alkohol, 1 dio ledene octene kiseline: 3 dijela metanola (odgovarajuce kvalitete za analiticki reagens)
6. Giemsa ili 2 % octena kiselina - orcein

7. Kromna kiselina

8.  Sredstvo za uklapanje uzoraka

9. Predmetna i pokrovna stakalca

10. Plasti¢ne epruvete za centrifugu

11. CO, inkubator

12. Stolna centrifuga

13. VrtloZna mijeSalica

14, Svjetlosni mikroskop
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PRIKUPLJANJE UZORAKA | RUKOVANJE UZORCIMA

Razina limfocita s normalnom funkcijom u trenutku uzorkovanja utjece na uspje$nost uzgoja kultura pune krvi za citogeneticku
analizu. S obzirom na to da na tu razinu mogu utjecati infekcije i lijekovi, ispitanici koji se podvrgavaju citogenetickom ispitivanju
moraju se, kadgod je to moguce, suzdrzati od uzimanja lijekova 7 dana prije prikupljanja krvi za pretrage. Sliéno tome, mitotski
indeks moZe biti znatno smanjen tijekom anergi¢nih faza nekih bolesti (npr. Hodgkinove bolesti, sarkoidoze itd.) i, u manjoj mjeri,
u normalnih pojedinaca tijekom kasnijih stadija trudnoce. U uzorke krvi za kulturu limfocita ne smije se dodavati konzervans.
NuZno je primjenjivati asepticke metode.

Pretrage na uzorcima krvi moraju se obaviti bez odlaganja, kadgod je to moguce. Ako je to apsolutno nuzno, uzorci se mogu
Cuvati na temperaturi od 2 °C do 8 °C najduze 48 sati.

PRIPREMA ZA UPOTREBU

Odmrznite preko noéi u hladnjaku (2 - 8 °C), zatim njezno promijeajte da osigurate homogenost. Asepticki prenijeti 10 ml medija
u sterilne tikvice za kulturu i uravnoteziti na 37 °C kako bi se mogao odmah upotrijebiti.

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

UPUTE ZA UPOTREBU

Za citogeneticka ispitivanja upotrebljavani su uzorci pune krvi ili odvojenih leukocita, no rad s uzorcima pune krvi najjednostavniji
je i najéesce primjenjivan u rutinskim ispitivanjima. Kao $to je slu¢aj sa svim postupcima uzgoja kulture stanica, optimalni rezultati
ovise o uspostavljanju odgovarajucih uvjeta za uzgoj kulture. S obzirom na to da relativan udio djelatne PHA-e moze blago varirati
medu razli¢itim proizvodnim serijama, moglo bi biti korisno testirati dvije koncentracije PHA-e.

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.

|. Priprema uzorka:
Za odrasle pacijente nabavite 5 — 10 ml svjeze krvi u natrijevu heparinu, a za pedijatrijske pacijente 2 - 3 ml.

*  Punu krv treba transportirati pri sobnoj temperaturi i mije$ati prevrtanjem.
+  Limfociti iz pune krvi mogu se potaknuti fitohemaglutininom (PHA) i mogu se kultivirati tehnikom sinkronizacije.

II. Kultura pune krvi:
Na svim posudama s kulturama navesti ime pacijenta, broj uzorka i vrstu kulture.

Prije inokulacije uzorka, dovedite CHANG Medium MF na sobnu temperaturu.

Rekonstituirati PHA dodajuci 5 ml sterilne destilirane vode sterilnom Strcaljkom.

Asepticki pripremiti potrebnih 5 ml medija CHANG Medium MF potrebnog za svaku posudu s kulturom.

Dodati 0,1 ml rekonstituiranog PHA po posudi s kulturom.

Inokulirati 0,3 ml uzorka po kulturi. Ako je pacijent novorodence (<1 mjeseca), inokulirajte 0,2 ml uzorka.

Svaki laboratorij mora utvrditi broj kultura koje mora pripremiti ovisno o klini¢kim indikacijama i dobi pacijenta. Dodatna

48-satna kultura treba se inicirati na uzorcima novorodencadi (<1 mjeseca) bez sinkronizacije.

Inkubirati kulture pri 35 — 39 °C, u atmosferi od 5 - 8 % CO, dok ne budu spremne za prikupljanje.

8. Za sinkronizaciju: Nakon 48 sati inkubacije dodajte 50 pl radne otopine metotreksata na svakih 5 ml kulture koja ce se
prikupljati u roku od 72 sata. Dodajte 100 pl radne otopine timidina na 5 ml svake kulture 18 —19 sati nakon dodavanja
metotreksata (5 - 6 sati prije prikupljanja).

I. Prikupljanje kultura:

SO~ wN R

~

1. Ukloniti kulturu spremnu za prikupljanje iz inkubatora i lagano zavrtiti tikvicu da bi se obnovila suspenzija stanica.

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

3. U svaku epruvetu kulture dodati 40 pl temeljne standardne otopine kolcemida (10 pg/ml). Cvrsto zadepiti epruvete i mijesati
prevrtanjem.

4. Inkubirati epruvete 45 minuta pri 35 - 39 °C.

5. Nakon inkubacije centrifugirati epruvete 8 minuta na 1.000 o/min.

6. Pazljivo aspirirati supernatant iz svake epruvete s pomoéu vakuumskog aspiratora proizvodom za ekstrakciju otapala.
Pripazite da ne aspirirate talog.

7. Obnoviti suspenziju taloga tapkanjem prstom po dnu ili sa strana svake epruvete.

8. Pokrenite 20-minutni broja¢ vremena.

9. Dodati kap po kap 3 - 4 ml prethodno zagrijane (35 — 37 °C) hipotoniéne otopine (0,075 mol/l kalijev klorid).

10. Cuvrsto zadepiti epruvetu i lagano promijesati tapkanjem prstom po dnu ili sa strana epruvete.

11. Dodati kap po kap 5 - 6 ml prethodno zagrijane (35 - 37 °C) hipotoniéne otopine. Cvrsto zagepiti i prevrnuti epruvetu.

12. Ponoviti 8. - 10. korak za svaku epruvetu.

13. Pustiti da epruvete odstoje u vodenoj kupelji na 35 - 37 °C. Prevrnuti epruvete jedanput na polovici vremena 20-minutnog
brojaca.

14. Dodati 1 ml svjezeg 3:1 Carnoyevog fiksativa u svaku epruvetu, po isteku vremena 20-minutnog brojaga. Cvrsto zagepiti
i prevrnuti svaku epruvetu. (ovo je korak prije fiksativa)

15. Centrifugirati epruvete 8 minuta na 1.000 o/min.
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16. Aspirirati supernatant iz svake epruvete, ostavljaju¢i oko 1 ml iznad taloga stanica. Pripazite da ne aspirirate talog. Paziti
na vlaknasti materijal koji se moZe protezati iz taloga stanica u supernatant nakon centrifuge. MoZda ¢e biti potrebno ruéno
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.

17. Obnoviti suspenziju taloga stanica kako je opisano u 7. koraku.

18. Dodati kap po kap 3 — 4 ml svjezeg 3:1 Carnoyevog fiksativa.

19. Dodati preostali fiksativ do 7 ml.

20. Ponoviti 16. — 18. korak za svaku epruvetu.

21. Neka odstoji 10 minuta pri sobnoj temperaturi. (ovo je prvi korak fiksativa)

22. Centrifugirati epruvete 8 minuta na 1.000 o/min.

23. Aspirirati supernatant i ostaviti otprilike 1 ml iznad taloga. Obnoviti suspenziju taloga stanica.

24. Dodati fiksativ do 7 ml. Centrifugirati epruvete 8 minuta na 1.000 o/min. (drugi korak fiksativa)

25. Ponoviti 23. — 24. korak (tre¢i korak fiksativa).

26. 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) ili zamrzivacu za upotrebu u buduénosti.

KLINICKE PRIMJENE

Modalni broj kromosoma u ¢ovjeka jest 46. Ljudski kromosomi klasificirani su prema svojoj duzini i polozaju centromere (denverska
klasifikacija). Aberacije kromosomske strukture povezane su s vi$e urodenih poremecaja kao $to su Downov sindrom (uglavnom
s dodatnim malim autosomom) i sindromi povezani s neodredenom spolno$c¢u (Turnerov sindrom, Klinefelterov sindrom i drugi
u kojima se javljaju abnormalnosti spolnih kromosoma). Uslijed kroniéne mijeloiéne leukemije u dijelu leukocita moguce je utvrditi
steenu kromosomsku abnormalnost (kromosom Philadelphia) i pracenjem tog biljega moguce je procijeniti napredovanje
lijeenja. Kako se bolesnik priblizava granici podnosljivosti radioterapije, dolazi do znatnog porasta udjela stanica s neobi¢nim
kromosomskim strukturama, a pojava tih stanica moze sluZiti kao smjernica za doziranje.

POHRANA | STABILNOST

Medij CHANG Medium MF ¢uvati zamrznut, na temperaturi manjoj od -10 °C dok ga se ne bude trebalo upotrijebiti. Medij
CHANG Medium MF stabilan je do isteka roka valjanosti koji je naveden na oznaci boce kada ga se €uva u zamrznutom stanju. Nakon
odmrzavanja sav neiskori$ten proizvod moZe se raspodijeliti u alikvote odgovarajuce veli¢ine za rad i ponovno zamrznuti (najvise
dva puta) za kasniju upotrebu ili ga se moze Cvrsto 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 uklju€uju primjenu za koju je namijenjen
ovaj proizvod.

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

INDIKAZZJONI GHALL-UZU
CHANG Medium MF huwa midjum minghajr mitogeni li hu lest biex jintuza ghall-uzu fit-tkabbir ta’ demm periferali u kampjuni

DESKRIZZJONI TAL-APPARAT

CHANG Medium MF jikkonsisti minn RPMI li fih 20% FBS, 2 mM glutamine, 20 mM HEPES bafer u I-antibijotiku Gentamicin Sulfate.
Jista’ jkun jehtieq iz-zieda ta’ agenti mitogenici, bhal phytohemagglutinin (PHA) sabiex jigi ottimizzat it-tkabbir ta’ demm periferali
u celloli ohra. ll-kon¢entrazzjoni mehtiega ta’ PHA (jew mitogeni ohra) ghandha tigi ddeterminata mil-laboratorju individwali.

KOMPONENTI

Acidi Amminiéi lima Imluha u Joni

Arginine Kwalita tal-WFI (llma ghall- Sodium chloride

Asparagine Injezzjonijiet) Choline chloride

Aspartic Acid Proteini, Ormoni u Fatturi Calcium nitrate

Cystine ta’ Tkabbir Potassium chloride

Glutamic Acid Fetal bovine serum (FBS) Magnesium sulfate

Glutamine Indikatur tal-pH Sodium phosphate

Glycine Phenol Red Antibijotiku

Histidine Ohrajn Gentamicin Sulfate

Isoleycine Biotin Vitamini u mikroelementi

Leucine Hydroxyproline Folic acid

Lysine Glutathione Nicotinamide

Methionine Bafers Riboflavin

Phe.nylalanine Sodium bicarbonate Thiamine

Proline HEPES Pantothenic acid

:E:L:rl)enine Substrati tal-Energija Co?alarnin
Glucose Pyridoxine

Tryptophan Inositol Aminobenzoic acid

Tyrosine

Valine

ASSIGU‘RAZZJONI TAL-KWALITA

STERILITA

Serum uzat fil-produzzjoni ta” CHANG Medium MF gie ttestjat ghall-kontaminazzjoni minn viruses skont CFR Titolu 9
Tagsima 113.53. Gie skrinjat ukoll ghall-kontaminazzjoni minn mikoplazma. CHANG Medium MF jigi sterilizzat permezz ta’
filtrazzjoni minn go filtru ta’ dags 0.1 mikron. Kampjuni ta’ CHANG Medium MF jigu ttestjati ghall-possibbilta ta’ kontaminazzjoni
batterjologika skont il-protokoll ta’ ttestjar ghall-isterilita deskritt fit-test attwali tal-USP ghall-Isterilita <71>.

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 Ii jhaddmu kull ammont gdid tar-reagent b'mod parallel mal-materjal ta’ referenza b'attivita xierqa
maghrufa gabel ma jibda jintuza b’'mod regolari.

Kull Lott ta’ CHANG Medium MF jigi vvalutat bl-uzu ta’ demm periferali ghall-indici mitotiku, it-tul u I-kwalita tal-kromoZomi meta
mgabbla ma’ midjum ta’ kontroll. Ir-rizultati jigu rrappurtati fuq Certifikat ta’ Analizi specifiku.

MATERJALI U TAGHMIR MEHTIEG I1ZDA MHUX IPPROVDUT
1. Soluzzjoni ta’ Phytohemagglutinin (PHA) (9 mg/mL), Sterili

2. Phenol-Free Heparin

3. Soluzzjoni ta’ Colcemid 25 pg/mL

4. Soluzzjoni ta’ Potassium Chloride, 75 mM

5. Acetic Alcohol, 1 part Glacial Acetic Acid: 3 partijiet Methanol (Grad ta’ Reagent Analitiku)
6. Giemsa jew 2% Acetic Acid-orcein

7. Chromic acid

8. Mezz ta’ muntatura

9. Slajds tal-hgieg u Kopertini

10. Tubi tal-Plastik ta¢-Centrifugu

1. Inkubatur ta’ CO,

12. Centrifugu ta’ fuq il-Bank

13. Vortex Mixer

14. Mikroskopju tad-Daw!
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1I-GBIR TAL-KAMPJUNI U L-IMMANIGGJAR

tehid tal-kampjuni. Minhabba li dan il-livell jista’ jigi affetwat minn infezzjonijiet u medicini, fejn hu possibbli I-pazjenti ghall-istudji
citogenetici m’ghandhom ikunu hadu I-ebda medicina matul is-7 ijiem ta’ qabel il-gbir tad-demm ghat-testijiet. Bl-istess mod,
jista’ jkun hemm tnaqgis kbir fl-indi¢i mitotiku matul il-fazijiet anergici ta’ ¢ertu mard (perezempju I-marda ta’ Hodgkin, sarkojdozi,
e¢c¢.) u, fuq skala izghar, f'individwi normali matul |-ahhar stadji tat-tqala. M’'ghanduz jizdied prezervattiv lill-kampjuni tad-demm
ghat-tkabbir tal-limfociti. Teknici asetti¢i huma essenzjali.

ll-kampjuni tad-demm ghandhom jigu ttestjati minghajr dewmien fejn hu possibbli. Jekk assolutament mehtieg, jistghu jinhaznu
f'temperatura ta’ bejn 2°C sa 8°C ghal mhux iktar minn 48 siegha.

PREPARAZZJONI GHALL-UZU

Halli li jinhall matul il-lejl fi frigg (2-8°C) imbaghad hallat bil-mod sabiex tigi zgurata I-omogeneita. B'mod asettiku, iddistribwixxi
10 mL tal-midjum go flasks sterili tat-tkabbir u ekwilibra ghal temperatura ta’ 37°C ghall-uzu immedjat.

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

ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU

Demm shih jew lewkociti separati t-tnejn intuzaw ghal studji ¢itogenetici, izda tal-ewwel huwa I-iktar semplici u l-iktar i ntuza fi studji
ta’ rutina. Bhal fi kwalunkwe procedura ta’ tkabbir ta’ celloli, il-kisba tal-ahjar rizultati tiddependi fuq it-twaqqif ta’ kundizzjonijiet
adegwati ghat-tkabbir. Minhabba li I-kontenut relattiv ta’ PHA attiv jista’ jvarja ftit bejn lottijiet differenti, jista’ jkun ta’ benefi¢¢ju
jekk jigu ttestjati zewg koncentrazzjonijiet ta’ PHA.

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

|. Preparazzjoni tal-Kampjun:
Ikseb 5-10 mL ta’ demm frisk f'sodium heparin ghall-adulti, u 2-3 mL ghat-tfal.
+  |ld-demm shih ghandu jasal f'temperatura ambjentali u jigi mhallat billi tagilbu rasu 'l isfel.
+  Limfociti mid-demm shih jistghu jigu stimulati b’Phytohemagglutinin (PHA) u jistghu jigu kkultivati b'teknika
ta’ sinkronizzazzjoni.
II. Koltura ta’ Demm Shih:
Aghmel tikketta bl-isem tal-pazjent, in-numru tal-kampjun, u t-tip ta’ koltura fugq il-kontenituri tal-kolturi kollha.

Qabel I-inokulazzjoni tal-kampjun, gib ic-CHANG Medium MF ghal temperatura ambjentali.

Irrikostitwixxi I-PHA billi zzid 5 mL ta’ ilma sterili distillat, bl-uzu ta’ siringa sterili.

Ipprepara I-5 mL ta’ CHANG Medium MF mehtiega ghal kull kontenitur tal-kolturi, bl-uzu ta’ teknika asettika.

Zid 0.1 mL ta’ PHA rikostitwit ghal kull kontenitur tal-kolturi.

Aghmel inokulazzjoni ta’ 0.3 mL tal-kampjun ghal kull koltura. Jekk il-pazjent ikun tarbija (eta < xahar 1), aghmel inokulazzjoni

b'0.2 mL tal-kampjun.

6. Kull laboratorju individwali ghandu jiddetermina n-numru ta’ kolturi li ghandu jipprepara skont I-indikazzjoni klinika u I-eta
tal-pazjent. Ghandha tinbeda koltura addizzjonali ta’ 48 siegha fuq kampjuni minn trabi tat-twelid (eta <xahar 1) minghajr
sinkronizzazzjoni.

7. Inkuba I-kolturi ftemperatura ta’ 35 - 39°C, f'atmosfera ta’ 5 - 8% CO, sakemm ikunu lesti ghall-hsad.

8. Ghas-sinkronizzazzjoni: Wara 48 siegha ta’ inkubazzjoni zid 50pL ta’ soluzzjoni utilizzabbli ta’ Methotrexate ma’ kull koltura

ta’ 5 mL biex tinhasad wara li jghaddu 72 siegha. Zid 100 uL ta’ soluzzjoni utilizzabbli ta’ Thymidine ma’ kull koltura ta’ 5 mL,

18 sa 19-il siegha wara z-zieda ta’ Methotrexate (5 - 6 sighat gabel il-hsad).

IIl. ll-Fisad tal-Kolturi:

1. Nehhi I-koltura lesta ghall-hsad mill-inkubatur u dawwar il-flask bil-mod biex tissospendi ¢-¢elloli mill-gdid.

2. lttrasferixxi I-kontenut ta’ kull flask ghal tubu ¢entrifugu ta’ 15 mL.

3. Zid 40 pL tas-soluzzjoni ewlenija ta’ Colcemid (10 pg/mL) fkull tubu tal-koltura. Aghlaq it-tubi b’mod sikur u hawwad billi
taglibhom 'l isfel bil-mod.

4. Inkuba t-tubi f'temperatura ta’ 35 - 39°C ghal 45 minuta.

5. Wara l-inkubazzjoni, i¢¢entrifuga t-tubi ghal 8 minuti fug 1,000 rpm.

Bir-reqga aspira s-supernatant minn kull tubu bl-uzu ta’ aspirazzjoni b'vakum, bl-ilqugh ghas-solvent. Ogqghod attent

li ma taspirax il-gerbuba.

7. Erga’ ssospendi I-gerbuba billi taghti dagqa hafifa b’subghajk lill-giegh jew il-genb ta’ kull tubu.

8. Issettja |-kronometru fuq 20 minuta.

9. Qatra qatra, zid 3 - 4 mL ta’ soluzzjoni ipotonika (0.075M Potassium Chloride) imsahhna minn gabel (35 - 37°C).

10. Aghlaq it-tubu b’'mod sikur u hawwad bil-mod billi taghti daqqa hafifa b’subghajk lill-giegh jew il-genb tat-tubu.

11. Qatra gatra, zid 5 - 6 mL ta’ soluzzjoni ipotonika msahhna minn gabel (35 - 37°C). Aghlaq it-tubu b’mod sikur u aqleb it-tubu
| isfel.

12. Irrepeti -Punti 8 -10 ghal kull tubu.

13. Bl-uzu ta’ banju bl-ilma, halli t-tubi joqoghdu f'temperatura ta’ 35 - 37°C. Aqgleb it-tubi 'l isfel darba meta |-kronometru jasal
fnofs I-20 minuta.

14. Zid 1 mL ta’ 3:1 Carnoy’s Fixative frisk ma’ kull tubu, fi tmiem 1-20 minuta fuq il-kronometru. Aghlaq it-tubu b'mod sikur
u aqleb kull tubu 'l isfel. (Dan huwa I-pass ta’ Qabel il-Fissattiv).
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15. I¢centrifuga t-tubi ghal 8 minuti fug 1,000 rpm.

16. Aspira s-supernatant minn kull tubu wagt li thalli madwar 1 mL fuq kull gerbuba ta’ ¢elloli. Ogghod attent li ma taspirax
il-gerbuba. Oqghod attent ghall-materjal fibruz li jista’ jestendi mill-gerbuba ta¢-celloli ’I fuq ghal gos-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 i tigi aspirata |-gerbuba ta¢-celloli kollha fil-kontenitur tal-iskart.

17. Erga’ ssospendi |-gerbuba tac-celloli kif deskritt fil-Punt 7.

18. Qatra qatra, zid 3 - 4 mL ta’ 3:1 Carnoy’s Fixative frisk.

19. Zid il-fissattiv li jibqa’ sabiex il-volum totali fit-tubu jkun ta’ 7 mL.

20. Irrepeti I-punti 16 - 18 ghal kull tubu.

21. Hallihom jogoghdu ghal 10 minuti f'temperatura ambjentali. (Dan huwa I-Ewwel pass fissattiv).

22. lecentrifuga t-tubi ghal 8 minuti fug 1,000 rpm.

23. Aspira s-supernatant u halli madwar 1 mL fuq il-gerbuba. Erga’ ssospendi I-gerbuba tac-celloli.

24. Zid il-fissattiv sa 7 mL. I¢éentrifuga t-tubi ghal 8 minuti fug 1,000 rpm. (It-tieni pass fissattiv).

25. lIrrepeti I-punti 23 - 24. (It-tielet pass fissattiv).

26. F’'dan il-punt, il-gerbubi tac-celloli ffissati jistghu jintuzaw immedjatament ghall-preparazzjoni tal-islajds skont il-protokoll
standard tal-laboratorju jew jinhaznu fil-frigg (2 - 8°C) jew fil-friza ghall-uzu fil-futur.

APPLIKAZZJONIJIET KLINICI

In-numru modali tal-kromozomi umani huwa 46. ll-kromozomi umani gew ikklassifikati skont it-tul taghhom u I-pozizzjoni
tac-centromeru (Klassifikazzjoni Denver). Aberrazzjonijiet fil-kostituzzjoni tal-kromozomi gew assocjati ma’ ghadd ta’ disturbi
kongenitali bhas-sindrome Down (tipikament b’awtozoma zghira addizzjonali) u sindromi assocjati ma’ sesswalita indeterminata
(sindrome ta’ Turner, sindrome ta’ Klinefelter u ohrajn, fejn il-kromoZomi sesswali jkunu abnormali). Abnormalita akkwizita
fil-kromozomi tista’ tinstab fi proporzjon tal-lewkociti f'lewkimja mijelocitika kronika (il-kromoZzoma “Philadelphia”) u I-progress
tat-trattament jista’ jigi vvalutat bil-monitoragg ta’ dan il-markatur. Hekk kif il-limitu ta’ tolleranza jkun se jintlahaq fit-terapija
bir-radjazzjoni, ikun hemm zieda notevoli fil-proporzjon ta’ ¢elloli b’kostituzzjoni tal-kromozomi stramba u d-dehra ta’ dawn
ic-celloli ntuzat bhala gwida tad-dosagg.

HAZNA U STABBILTA

Ahzen CHANG Medium MF iffrizat, ftemperatura ingas minn -10°C, sakemm ikun lest biex jintuza. CHANG Medium MF huwa
stabbli sad-data ta’ skadenza i tidher fuq it-tikketta tal-flixkun meta mahzun iffrizat. Wara i jinhall, jekk jibga” xi ammont ta’
prodott li ma ntuzax, dan jista’ jigi ddispensat f'alikwoti utilizzabbli u ffrizat mill-gdid (mhux iktar minn darbtejn) ghall-uzu fil-futur,
jew jinghalaq sew u jinhazen f'temperatura ta’ 2-8°C ghal mhux iktar minn 30 jum. Ipprotegi minn dawl fluworexxenti.
PREKAWZJONIJIET U TWISSIJIET

Dan |-apparat huwa mahsub ghall-uzu minn persunal imharreg fi proceduri Ii jinkludu I-applikazzjoni indikata li ghaliha huwa
mahsub I-apparat.

CHANG Medium MF fih FBS u ghandu jigi mmaniggjat bil-prekawzjonijiet universali tal-laboratorju. Dan il-midjum fih antibijotiku
(gentamicin sulfate) sabiex jitnagqas il-potenzjal ghall-kontaminazzjoni mill-batterji, izda dejjem ghandhom jintuzaw teknici
asettici meta jigi ddispensat dan il-midjum. M’'ghandek tuza I-ebda midjum li mhuwiex ta’ kulur hamrani.
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SLOVENSCINA

INDIKACIJE ZA UPORABO
Medij CHANG Medium MF je brez mitogenov in za uporabo pripravijen medij za gojenje periferne krvi in drugih vzorcev za
namene citogenske analize.

OPIS PRIPOMOCKA

CHANG Medium MF je sestavljen iz medija RPMI z 20 % FBS, 2 mM glutamina, 20 mM pufra HEPES in antibiotika gentamicinijev
sulfat. Mediju bo morda treba dodati mitogene ucinkovine, kot je fitohemaglutinin (PHA), za optimizacijo rasti periferne krvi
in drugih celic. Potrebno koncentracijo PHA (ali drugih mitogenih uginkovin) je treba dologiti v posameznem laboratoriju.

KOMPONENTE
Aminokisline Voda Soli in ioni
Arginin Kakovost, ki ustreza vodi za injekcije Natrijev klorid
Asparagin Beljakovine, hormoni in rastni faktorji Holinklorid
Asparaginska kislina Serum govejega zarodka (FBS) Kalcijev nitrat
Cistin Indikator vrednosti pH Kalijev Klorid
Glutaminska kislina Fenol rdece Magnezijev sulfat
Glutamin Natrijev fosfat
L Drugo

Glicin Biotin Antibiotik
Histidin icinii
o Hidroksiprolin Gentamicinijev sulfat
LZO elvcm Glutation Vitamini in elementi v sledovih
L'ech Pufri Folna kislina

izin == Lo
Metionin Natrijev bikarbonat g:tztfgjmld
Fenilalanin HEPES Tiamin
Prolin Erors sssibstiel Pantotenska kislina
Serin Glukoza Kobalamin
Treonin Inozitol Piridoksin
Triptofan Aminobenzojska kislina
Tirozin
Valin

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI

STERILNOST

Serum, uporabljen pri proizvodnji medija CHANG Medium MF, je testiran za virusno kontaminacijo po standardu CFR, naslov 9,
del 113.53. Testiran je tudi glede mikoplazemske kontaminacije. CHANG Medium MF je steriliziran s filtracijo skozi 0,1-mikronski
filter. Vzorci medija CHANG Medium MF so testirani za morebitno bakteriolo$ko kontaminacijo po protokolu za testiranje sterilnosti,
opisanem v trenutni USP za testiranje sterilnosti <71>.

Na dobljeni rezultat lahko vpliva ve¢ dejavnikov, vkljuéno z virom vzorca, pogoji gojenja in izbiro reagentov. Uporabnikom
svetujemo, da vsako novo serijo reagenta pred zacetkom rutinske uporabe preskusijo v primerjavi z referenénim materialom,
za katerega je znana ustrezna aktivnost.

Visaka serija medija CHANG Medium MF je ocenjena z uporabo periferne krvi glede mitotskega indeksa, dolzine kromosomov
in kakovosti v primerjavi s kontrolnim medijem. Rezultati so navedeni na analiznem certifikatu za vsako serijo.

POTREBNI MATERIALI IN PRIPOMOCKI, KI NISO PRILOZENI
1. Raztopina fitohemaglutinina (PHA) (9 mg/ml), sterilna

2. Heparin brez fenola

3. Raztopina kolcemida, 25 ug/ml

4. Raztopina kalijevega klorida, 75 mM

5. Ocetni alkohol, 1 del ledocetne kisline : 3 deli metanola (analitske kakovosti)
6. Giemsa ali 2-odstotna meSanica orceina in ocetne kisline

7. Kromova kislina

8. Medij za pritrditev mikroskopskih preparatov

9.  Objektna in krovna stekelca

10. Plasti¢ne centrifugirne epruvete

11. Inkubator CO,

12. Namizna centrifuga

13. Vrtinéni meSalnik

14. Svetlobni mikroskop
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ODVZEM VZORCEV IN RAVNANJE Z NJIMI

Na uspeh kultur polne krvi za citogensko analizo vpliva raven normalno delujo¢ih limfocitov v ¢asu vzoréenja. Ker je ta raven odvisna
tudi od okuzb in zdravil, naj darovalci vzorcev za citogenske $tudije ne jemljejo zdravil 7 dni pred odvzemom krvi za testiranje,
kadar je to mogoce. Podobno se lahko mitotski indeks mo¢no zniza v anergicnih fazah nekaterih bolezni (npr. Hodgkinove bolezni,
sarkoidoze itd.) in v manjsi meri tudi pri normalnih posameznicah v poznejsih fazah nose¢nosti. Vzorcem krvi za limfocitno kulturo
se ne sme dodati konzervans. Uporaba asepti¢nih tehnik je kljuéna.

Vzorce krvi je treba testirati takoj, ko je mogoge. Ce je nujno potrebno, se lahko shranijo pri temperaturi med 2 in 8 °C, vendar
za najvec 48 ur.

PRIPRAVA ZA UPORABO

Cez no¢ ga odtalite v hladilniku (2-8 °C) in nato previdno premesajte, da zagotovite homogenost. Asepti¢no razdelite 10 ml medija
v sterilne bucke za gojenje kultur in ga uravnotezite na 37 °C za takoj$njo uporabo.

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

NAVODILA ZA UPORABO

Za citogenske Studije so uporabili polno kri ali loéene levkocite, vendar je prva moznost najpreprostej$a in najpogostej$a
v rutinskih tudijah. Kot pri vseh postopkih s celi¢nimi kulturami so optimalni rezultati odvisni od vzpostavitve ustreznih pogojev
za gojenje. Ker se relativna vsebnost aktivnega fitohemaglutinina (PHA) lahko nekoliko razlikuje med razli¢nimi serijami, je lahko
koristno testiranje dveh koncentracij PHA.

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.

. Priprava vzorcev:
Za odrasle pridobite 5-10 ml sveZe krvi v natrijevem heparinu, za otroke pa 2-3 ml.

+  Polno kri je treba transportirati pri sobni temperaturi in zmeSati z inverzijo.
+  Limfocite iz polne krvi lahko stimulirate s fitohemaglutininom (PHA) in kultivirate s tehniko sinhronizacije.

II. Kultura polne krvi:
Na vse posode za gojenje kultur zapiSite ime bolnika, Stevilko vzorca in tip kulture.

1. Pred inokulacijo vzorca ogrejte medij CHANG Medium MF na okoli$ko temperaturo.

2. PHA rekonstituirajte tako, da mu s sterilno brizgo dodate 5 ml sterilne destilirane vode.

3. Pripravite 5 ml medija CHANG Medium MF, ki je potreben za vsako posodo za gojenje kulture, pri tem pa uporabite
aseptic¢no tehniko.

4. Dodajte 0,1 ml rekonstituiranega PHA na posodo za gojenje kulture.

Inokulirajte 0,3 ml vzorca na kulturo. Ce je bolnik dojencek (starost < 1 mesec), inokulirajte 0,2 ml vzorca.

6. Stevilo kultur, ki jih je treba pripraviti glede na bolnikovo kliniéno indikacijo in starost bolnika, se dologi v vsakem
posameznem laboratoriju. Pri vzorcih novorojenckov (starost < 1 mesec) je treba zaceti z gojenjem dodatne 48-urne
kulture brez sinhronizacije.

7. Kulture inkubirajte pri 35-39 °C v atmosferi s 5-8 % CO,, dokler ne bodo pripravijene za spravljanje.

8. Za sinhronizacijo: Po 48 urah inkubacije dodajte 50 pl delovne raztopine metotreksata v vsako 5-mililitrsko kulturo, ki jo
boste spravili po 72 urah. Dodajte 100 pl delovne raztopine timidina v vsako 5-mililitrsko kulturo, 18-19 ur po dodatku
metotreksata (5-6 ur pred spravljanjem).

|. Pobiranje kultur:

Kulturo, ki je pripravljena za spravljanje, odstranite iz inkubatorja in jo nezno vrtincite, da ponovno suspendirate celice.

Vsebino vsake bucke prenesite v 15 ml centrifugirno epruveto.

V vsako epruveto s kulturo dodajte 40 pl osnovne raztopine kolcemida (10 pg/ml). Epruvete zaprite tesno in premesajte

vsebino z obraCanjem.

4. Epruvete 45 minut inkubirajte pri temperaturi 35-39 °C.

5. Po inkubaciji epruvete 8 minut centrifugirajte pri 1.000 vrt./min.

6. Supernatant iz vsake epruvete previdno aspirirajte z vakuumskim aspiratorjem, ki ima lovilnik topil. Pazite, da ne boste
aspirirali usedline.

7. Usedlino ponovno suspendirajte, tako da po dnu ali strani vsake epruvete potrkate s prstom.

8.  Sprozite 20-minutni ¢asovnik.

9. Po kapljicah dodajte 3-4 ml predhodno ogrete (35-37 °C) hipotoni¢ne raztopine (0,075 M kalijev klorid).

10. Epruveto tesno zaprite in nezno zme3ajte, tako da po dnu ali strani epruvete potrkate s prstom.

11. Po kapljicah dodajte 5-6 ml predhodno ogrete (35-37 °C) hipotonitne raztopine. Epruveto tesno zaprite in obrnite na glavo.

12. Za vsako epruveto ponovite korake od 8-10.

13. Z vodno kopeljo pustite epruvete stati pri 35-37 °C. Epruvete obrnite enkrat na sredini 20 minut ¢asovnika.

14. Po koncanih 20 minutah ¢asovnika dodajte v vsako epruveto 1 ml svezega fiksacijskega sredstva Carnoy’s Fixative
vrazmerju 3 : 1. Vsako epruveto dobro zatesnite s pokrovékom in jo obrnite na glavo. (To je korak pred fiksacijo.)

15. Epruvete centrifugirajte 8 minut pri 1.000 vrt./min.
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16. Supernatant iz vsake epruvete aspirirajte, pri tem pa pustite priblizno 1 ml nad celi¢no usedlino. Pazite, da ne boste aspirirali
usedline. Pazite na vlaknasto snov, ki se po centrifugiranju lahko $iri iz celiéne usedline v supernatant. Zadnjih nekaj ml
supernatanta boste morda morali roéno odstraniti s Pasteurjevo pipeto (ne z vakuumsko aspiracijo), da preprecite aspiracijo
celotne celi¢ne usedline v posodo za odpadke.

17. Ponovno suspendirajte celi¢no usedlino, kot je opisano v 7. koraku.

18. Po kapljicah dodajte 3-4 ml sveZega fiksacijskega sredstva Carnoy’s Fixative v razmerju 3 : 1.

19. Preostalo fiksacijsko sredstvo dodajte do prostornine 7 ml.

20. Za vsako epruveto ponovite korake od 16-18.

21. Epruvete pustite stati 10 minut pri sobni temperaturi. (To je prvi korak fiksacije.)

22. Epruvete centrifugirajte 8 minut pri 1.000 vrt./min.

23. Aspirirajte supernatant, tako da nad celi¢no usedlino ostane priblizno 1 ml. Celi¢no usedlino suspendirajte $e enkrat.

24. Fiksacijsko sredstvo dodajte do prostornine 7 ml. Epruvete centrifugirajte 8 minut pri 1.000 vrt./min. (Drugi korak fiksacije.)

25. Ponovite korake od 23 do 24. (Tretji korak fiksacije.)

26. Na tej tocki se lahko fiksirane celiéne usedline takoj uporabijo za pripravo preparatov skladno s standardnim protokolom
laboratorija ali shranijo v hladilnik (2-8 °C) ali zamrzovalnik za nadaljnjo uporabo.

KLINICNE APLIKACIJE

Modalno $tevilo humanih kromosomov je 46. Humani kromosomi so razvr$éeni glede na dolZino in polozaj centromere (Denverska
razvrstitev). Aberacije v zgradbi kromosomov so povezane s $tevilnimi prirojenimi motnjami, kot so Downov sindrom (obi¢ajno
z dodatnim majhnim avtosomom) in sindromi, povezani z nedolo€ljivim spolom (Turnerjev sindrom, Klinefelterjev sindrom in
drugi sindromi z anomalijami spolnih kromosomov). Pridobljeno kromosomsko anomalijo je mogoce odkriti v deleZu levkocitov
pri kroniéni mieloi¢ni levkemiji (»filadelfijski« kromosom); s preverjanjem tega oznagevalca se lahko oceni tudi napredovanje
zdravljenja. Ko se zdravljenje z obsevanjem priblizuje tolerancni meji, pride do izrazitega pove¢anja deleza celic z nenavadno
zgradbo kromosomov in videz teh celic se uporablja kot vodilo pri odmerjanju.

SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Medij CHANG Medium MF je treba shranjevati zamrznjen pri temperaturi pod =10 °C, dokler ni pripravijen za uporabo. Ce se medij
CHANG Medium MF shranjuje zamrznjen, je stabilen do datuma izteka uporabnosti, ki je naveden na nalepki steklenice. Odtaljen
izdelek, ki ga niste porabili, lahko razdelite na delovne alikvote in ponovno zamrznete (najve¢ dvakrat) za poznej$o uporabo
ali pa dobro zaprete s pokrovékom in do 30 dni hranite pri temperaturi 2-8 °C. Zas¢itite pred fluorescencno svetlobo.
PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA

Ta pripomocek sme uporabljati samo osebje, usposobljeno za postopke, ki vklju€ujejo indicirano uporabo, za katero je pripomocek
zasnovan.

CHANG Medium MF vsebuje FBS in z njim je treba ravnati ob upo$tevanju univerzalnih laboratorijskih previdnostnih ukrepov.
Medij vsebuije antibiotik (gentamicinijev sulfat) za zmanj$anje tveganja bakterijske kontaminacije, vendar je treba pri razporejanju
medijev vedno uporabljati asepti¢ne tehnike. Ne uporabljajte nobenega medija, ki ni rdece barve.
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