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For in vitro diagnostic use.

Zur In-vitro-Diagnostik.

Solo per uso diagnostico in vitro.
Para uso diagnéstico in vitro.

Pour diagnostics in vitro.

Para utilizagao em diagnéstico in vitro.
Tiacin vitro diayvwaTiky Xpriom.

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

Til in vitro-diagnostik.

In vitro -diagnostiikkaan.

Lietodanai in vitro diagnostika.
Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.
Do diagnostyki in vitro.

Pentru uz diagnostic in vitro.

For in vitro-diagnostik.

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

In vitro diagnostik kullanim igin.

Na diagnostické pouZzitie in vitro.

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

Za diagnosticno uporabo in vitro.
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INDICACION DE USO

EI CHANG Amnio con gentamicina y L-glutamina se puede

usar para estas aplicaciones:

1. cultivo primario de células de liquido amniético;

2. expansion de células de liquido amniético
subcultivadas;

3. tejido amniotico sélido (muestreo de vellosidades
coridnicas).

Este medio se ha disefiado para su uso en incubadoras
de CO, (cultivos equilibrados en una atmosfera con 5-8 %
de CO,).

El pH final debe ser de 6,65-7,44. Consultar las
instrucciones de uso.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

EI CHANG Amnio es un medio completo y listo para usar
para el cultivo primario de células del liquido amniético
humano (AFC), muestreo de vellosidades corionicas (CVS)
y productos de la concepcion (POC) que se utilizan en el
cariotipado y otras pruebas genéticas prenatales.
Esta formula se ha optimizado para los métodos de frascos
e in situ. Este producto contiene el antibiético sulfato de
gentamicina (50 pg/ml).

COMPONENTES

Sistemas tampén Proteinas, hormonas  Fosfato potasico
Bicarbonato sodico y factores Sulfato magnésico
de crecimiento Fosfato sodico

Antioxidante Suero bovino )
Acido tioctico fetal (FBS) Acidos nucleicos
Suero bovino Desoxiadenosina
Antibiético neonatal Desoxicitidina
Sulfato de Transferrina Desoxiguanosina
gentamicina humana Adenosina
Factor de Citidina
Aminoécidos crecimiento Guanosina
Alanina fibroblastico (FGF) ~ Timidina
Arginina Insulina Uridina
Asparagina Progesterona
Acido aspartico Testosterona Otros
Cisteina Beta-estradiol Alcohol etilico
Acido glutamico Hidrocortisona Tironina
Glutamina
Glicina Indicador del pH Vitaminas
Histidina Rojo de fenol y oligoelementos
Isoleucina Acido ascorbico
Leucina Sustratos Acido folico
Lisina energéticos Nicotinamida
Metionina Glucosa Riboflavina
Fenilalanina Piruvato Tiamina
Prolina Inositol Acido pantoténico
Serina Cobalamina
Treonina Sales e iones Piridoxina
Triptéfano Cloruro sodico Biotina
Tirosina Selenito sodico
Valina Cloruro calcico Agua

Cloruro de colina
Cloruro potasico

Calidad de agua
para inyectables

GARANTIA DE CALIDAD

ESTERILIDAD

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

PREPARACION PARA EL USO

Descongelar sobre una superficie estéril a temperatura
ambiente o colocando el frasco en un bafio de agua
a37°C.

El CHANG Amnio contiene gentamicina (50 mg/L).
Se pueden afiadir antibioticos si se desea.

DIVIDIR EN ALICUOTAS EL CHANG Amnio

1. Descongelar el CHANG Amnio segun las instrucciones
anteriores.

2. Repartir en alicuotas de tamafio adecuado en
condiciones asépticas y volver a congelar.

3. Descongelar las alicuotas en un bafio de agua a 37 °C
cuando estén listas para su uso.

EAAHNIKA

ENAEIZH XPHIHZ

To CHANG Amnio pe yevrapukivn kai L-yAoutapivn pmopei

va Xpnaipomoinbei oTIg TapakaTw epappoyEg:

1. v mpwroyevA KaANIEpYEIa KUTTAPWY apviakol uypol

2. TNV avamrugn KUuTTapwv UTOKAAAIEPYEIWY
apviakou uypol

3. 1 derypatoAnyia ouptrayolg apviakol 10Tol améd
XOPIaKEG Adiveg.

AuTo TO PETO ExEl OXEDIAOTET yIO XPAON OF EMWACTAPES
CO, (kaAhiépyeieg e§i00ppoTINPEVES PE aTHOTPAIpa
5-8% CO,).

To 1ehik6 pH mpémel va eival 6,65 - 7,44. Aite Tig 0dnyieg
xefiang.

MEPIFPA®H THZ ZYZKEYHZ

To CHANG Amnio eival éva TAfpeg, €To1po yia xprion,
péoo yia v apxIkr KaAAIiEpyeia avBpwIvVwy KUTTapwyY
apviakol uypoU (AFC), delypatoAnyia xoplakwy Aaxvav
(CVS) kar wpoidviwv auAnyng (POC) yia xpron omv
KapuoTuTIoTroinon Kal GAAEG TTPOYEVVNTIKEG VEVETIKEG
egetaoeig. Auti n oOvBeon éxel BeAtiaToronBei 1600 yia
peBodoAoyieg yia pmoukaAdkia 6ao kai yia pebodoAoyieg
in situ. To Tpoidv autd TepiExel T0 avTiBIOTIKG BENKA
yevrapukivn (50 pg/mL).

IYITATIKA

PubuioTika Mpwreiveg, oppdveg  XAwpiouxo kaAio
Siahlyara Kai augntikoi Dwagopikd kaAio
ArTtavBpakikd Tapdyovieg Oe1K6 payvioio
varpio Opog amo éuppuo  Dwagopikd vaTpio
Booe1dwv (FBS)
AVTIOEEIBWTIKG Opdg amoé veoyvd  NoukAeikd ogéa
Oel0KTIKO 080 BooeIdwv Aeoguadevoaivn
AvBpwivn AeotukuTidivn
AvtiBioTike TPAVOPEPPIVN Aeoguyouavoaivn
Oenkn yeviapukivn  Augntikog Adevoaivn
Tapdyoviag Kutidivn
Auivogs vopAaotiyv (FGF)  Touavoaivn
Ahavivn Ivaouhivn Qupidivn
Apyivivn Mpoyeatepdvn Oupidivy
AcTapayivn TeaTooTepOVN
AcTrapTiké 080 BAta o10TpadioAn  AMa
KuoTeivn Y&pokopTifovn AIBUAIKR} aAkodAn
TAoutapiké o0&y Bupovivn
Moutapivn Acgiktng pH
FAukivn Epubpd Tng Birapiveg kai
loTidivn QaIvoAng 1XVOoTOIXEiQ
looAeukivn AckopBiké 080
Aeukivn Evepyeiaka DUMIKO 080
Auaivn UTIoOTPWUATA Nikotivapidn
MeBelovivn TAukogn PiBogAaBivn
Daivurahavivy MNupooTaguAike Oeiapivn
MpoAivn Ivoo1téAn MavtoBeviko 0§y
Zepivn Kopahapivn
Opeovivn Alara kai 16vTa Mupidogivn
Tputto@dvn XAwplooxo vétpio  Biotivn
Tupoaivn ZeAnviké varpio
BaAivn XAwprolxo Nepé
aoBéoTio Moi6mTa evéaiyou
XAwpioUxog xoAivn  Udarog (WFI)

AIAZ®AAIZH MOIOTHTAZ

ITEIPOTHTA

O 0pdg TOU XPNOIYOTIOIEITAI TNV TTAPaAYWYN TOU
CHANG Amnio £xe1 eAeyxBei yia 1oyevi poAuvan oUppwva
ue 1o CFR Title 9 Part 113.53. Exel emiong egeraotei yia
péAuvon amé pukémAaoua. To CHANG Amnio éxel
amooTelpwBei péow d1Bnong e PiATpo 0,1 pIKPOPETPWY.
Aeiypata Tou CHANG Amnio eAéyyovtal yia miBavi
BakTnpioAoyikr poAuvan, akoAOUBWVTAG TO TTPWTOKOAAD
SokIpaaiag oTeIpOTTAG TTOU TEPIYPAPETAI TNV TPEXOUTT
Sokipacia aTelpdtTag kata USP <71>.

NPOETOIMAZIA XPHZHZ

AmoyU¢re o€ oTeipo Tayko epyaaiag ot Beppokpagia
Swpartiou fi pe TomoBETNON TG PIAANG a€ USATOAOUTPO
Bepuokpaaiag 37 °C.

To CHANG Amnio mepiéxel yevrapukivn (50 mg/L).
Mmopeite va mpoobéaete GUUTTANPWUATIKA avTIBIOTIKG av
T0 €MBUpEITE.

suomi

KAYTTOAIHE

Gentamysiinia ja L-glutamiinia sisaltdvad CHANG Amnio
-elatusainetta voidaan kayttda seuraaviin tarkoituksiin:
1. lapsivesisolujen primaariviljely

2. siirrostettujen lapsivesisolujen kasvattaminen

3. kiinted amnionkalvokudos istukkabiopsiasta.

Tama elatusaine on suunniteltu kéytettdvaksi CO,-
ldmpokaapeissa (viljelmat, jotka on tasapainotettu
5-8-prosenttiseen CO -ilmakeh&én).

Lopullisen pH-arvon on oltava 6,65-7,44. Katso
kayttoohjeita.

VALINEEN KUVAUS

CHANG Amnio on taydellinen kayttovalmis elatusaine
ihmisen lapsivesinesteen soluille (AFC),
istukkabiopsianaytteisiin (CVS) ja hedelmditystuotteisiin
(POC) karyotyypin maarittdmista ja muita syntymaa
edeltavia geneettisid testeja varten. Liuos on optimoitu
seka viljelypullo- ettd in situ -menetelmia varten.
Tama tuote sisaltdd gentamysiinisulfaatti-antibioottia
(50 pg/ml).

AINESOSAT

Puskurit Proteiinit, hormonit ~ Nukleiinihapot
natriumbikarbonaatti ja kasvutekijat deoksiadenosiini
naudan sikién deoksisytidiini

Antioksidantti seerumi (FBS) deoksiguanosiini
ioktiinihappo yntyneen iini
naudan seerumi sytidiini
Antibiootti ihmisen transferriini  guanosiini
gent iinisulfaatti  fibroblasti itekija  tymidiini
(FGF) uridiini
Aminohappo insuliini
alaniini progesteroni Muut
arginiini testosteroni etanoli
asparagiini beetaestradioli tyroniini
asparagiinihappo hydrokortisoni
kysteiini Vitamiinit
glutamiinihappo pH-indikaattori ja hivenaineet
glutamiini fenolipuna askorbiinihappo
glysiini foolihappo
histidiini Energiasubstraatit  nikotiiniamidi
isoleusiini glukoosi riboflaviini
leusiini pyruvaatti tiamiini
lysiini inositoli pantoteenihappo
metioniini kobalamiini
fenyylialaniini Suolat ja ionit pyridoksiini
proliini natriumkloridi biotiini
seriini natriumseleniitti
treoniini kalsiumkloridi Vesi
tryptofaani koliinikloridi injektionesteisiin
tyrosiini kaliumkloridi tarkoitetun veden
valiini kaliumfosfaatti laatuinen
magnesiumsulfaatti
natriumfosfaatti
LAADUNVARMENNUS
STERIILIYS

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

KAYTON VALMISTELU
Sulata steriililla tydskentelytasolla huoneenlammdssa tai
asettamalla pullo 37 °C:n vesihauteeseen.

CHANG Amnio siséaltaa gentamysiinia (50 mg/l).
Haluttaessa voidaan lisata muita antibiootteja.

CHANG Amnio -LIUOKSEN JAKAMINEN ERIIN

1. Sulata CHANG Amnio edella olevia ohjeita noudattaen.

2. Jaa aseptista menettelya kayttaen katevan kokoisiin
eriin ja pakasta uudelleen.

3. Kun elatusainetta tarvitaan kayttéon, sulata erat
37 °C:n vesihauteessa.
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INSTRUCCIONES DE USO

Uso del CHANG Amnio para cultivos primarios:

métodos in situ

1. Centrifugar el liquido amniético a unos 1200 rpm
durante 10 minutos para concentrar las células.

2. Aspirar el sobrenadante del tubo centrifugado, dejando
aproximadamente 0,5 ml por encima del sedimento
celular (o aproximadamente 2 veces el volumen de
sedimento) del liquido amnidtico centrifugado. Repartir
el sobrenadante en alicuotas (de al menos 1 ml, si es
posible) para analizar la alfafetoproteina (AFP) y la
acetilcolinesterasa, si es necesario. Si se recoge una
muestra sanguinolenta, preparar una alicuota
adicional para mas pruebas. Resuspender el
sedimento celular en un pequefo volumen del propio
liquido amniético de la paciente. Afadir suficiente
CHANG Amnio a la suspension celular concentrada
para disponer de un volumen final de siembra de
0,5 ml por cubreobjetos (en total, 4 cubreobjetos en
funcion del volumen del sedimento celular) o 2 ml por
frasquito. Si se recibe una muestra de una paciente
en el tercer trimestre de embarazo, el sedimento
puede ser mayor pero contener células menos viables,
asi que se requiere una siembra mas intensa (menos
medio que habitualmente).

3. Incubar los cultivos sin perturbaciones a 37 °C en una
atmosfera con 5-8 % de CO,.

4. Inundar los cultivos el dia 2 afiadiendo 2 ml de
CHANG Amnio.

5. Alcabode 4 a5 dias, se revisara el crecimiento de los
cultivos. Los cultivos se alimentaran una vez que se
haya observado su crecimiento. Alimentar los cultivos
aspirando todo el sobrenadante del cultivo
y sustituyéndolo por 2 ml de CHANG Amnio fresco.
Se recomienda alimentar los cultivos cada 2 dias
a partir de entonces. En caso de muestras
sanguinolentas, los cultivos pueden requerir cambios
mas frecuentes de los medios.

6. Comprobar el crecimiento de los cultivos a partir del
dia 5 y cosecharlos cuando se observen suficientes
colonias.

7. Los mejores resultados se obtienen cuando los cultivos
se alimentan con el CHANG Amnio el dia antes de la
cosecha.

Uso del CHANG Amnio para cultivos primarios:

Métodos de frasco

1. Centrifugar el liquido amniético a unos 1200 rpm
durante 10 minutos para concentrar las células.

2. Aspirar el sobrenadante del tubo centrifugado, dejando
aproximadamente 0,5 ml por encima del sedimento
celular (o aproximadamente 2 veces el volumen
de sedimento) del liquido amniético centrifugado.
Repartir el sobrenadante en alicuotas (de al menos
1 ml, si es posible) para analizar la alfafetoproteina
(AFP) y la acetilcolinesterasa, si es necesario. Si se
recoge una muestra sanguinolenta, preparar una
alicuota adicional para mas pruebas. Resuspender el
sedimento celular en un pequefio volumen del propio
liquido amniético de la paciente. Afiadir 4 ml de
CHANG Amnio hasta un volumen total de 5 ml por
frasco. Si se recibe una muestra de una paciente en
el tercer trimestre de embarazo, el sedimento puede
ser mayor pero contener células menos viables,
asi que se requiere una siembra mas intensa (menos
medio que habitualmente).

3. Incubar los cultivos sin perturbaciones a 37 °C en una
atmésfera con 5-8 % de CO,.

4. Comprobar el crecimiento en el dia 5. Cambiar el
medio por 2 ml del CHANG Amnio fresco y cosechar
si se observa un crecimiento celular suficiente.

5. Comprobar el crecimiento de los cultivos y luego
renovar por completo el medio cada dia hasta que las
colonias alcancen un niimero suficiente y estén listas
para la cosecha. En caso de muestras sanguinolentas,
los cultivos pueden requerir cambios més frecuentes
de los medios.

6. Los mejores resultados se obtienen cuando los cultivos
se alimentan con el CHANG Amnio el dia antes de la
cosecha.

AIAMOIPAZMOZ TOY CHANG Amnio £E KAAZMATA

1. Amoyugre o CHANG Amnio oUpwva pe TIg
TrapaTmavw odnyieg.

2. Alaveipete, UTG AONTITEG OUVBNKEG, OE TPAKTIKOU
peyéBoug kKhaopara kar karayugre Ta gava.

3. AmowU¢re Ta kAGopara o udaTéAouTpo Beppokpaaiag
37 °C é1av €ioTe £TOIPOI Va Ta XPNCIPOTIOINTETE.

OAHTIEZ XPHZHZ

Xphon tou CHANG Amnio yia TpwToyEVEiG

KaMiEpyeleg: in situ peBodohoyieg

1. QuyokevtpioTe To apviaké uypd, o€ TaxuTnTa
1.200 0.a.A. mepitou yia 10 AeTrTd, yia GUPTIOKVWON
TWV KUTTapWY.

2. AvappogroTe To uTEpKEipEVO Uypd amoé To
(QUYOKEVTPIOPEVO OWANVAPIO, agrvovTag TEPITToU
0,5 mL mavw amd 10 KUTTaPIKO CUCOWHATWHA
(1 TTEPiTIOU 2 POPEG TOV BYKO TOU GUGCWHATWHATOG)
TOU QUYOKEVTPIGHEVOU apvIakoU uypou. AiapolpaaTe
o€ KANAopaTa 10 UTTEPKEiPEVO Uypd (TouAdxioTov 1 mL,
€dv eival duvatov) yia Toug Tpoadiopiopolg
a-euPpuikng oeaipivng (AFP) xal
akeTuAoxoAiveaTepaong, eAv ival amapaimto. Edv 1o
Seiypa eival aipatmpd, TapackeudoTe éva TPOoBETo
KAaopa yia mepaitépw eAéyxoug. Emavaaare tnv
EVAIWPNOT TOU KUTTAPIKOU GUCOWHATWHATOG O€ PIKPO
6yko apviakoU uypol Tng idiag g aogBevoug.
MpoabéoTe emapkn mooétnta CHANG Amnio aTo
GUMTTUKVWHEVO KUTTAPIKG EVAIWPNUA Yia va
Trapaoyebei Tehikog Oykog emioTpwong 0,5 mL ava
kaAuTrTpida (guvoAikd 4 kaAumiTpideg, avahoya pe 10
péyeBog TOU KUTTAPIKOU CUCTWHATWHATOG) f} 2 mL
ava pmoukahdki. Eav 1o deiypa AngBei amoé pia
aoBevr ou BpiokeTal aTo TPiTo TPiUNVO TG KUNGNG,
TO CUCOWPATWHA PTTOpEl va eival peyaAiTepo,
aMA@ va Trepiéxel AiyoTepa Brioipa KUTTapa, GUVETTWG
va amaiei o éviovn eupuTeEUaN (MIKPOTEPN TTOTOTNTA
péogou amé Tn QualoloyIkh).

3. Emwaote TIg KaAAiépyeleg adlatdpakTeg o€
arpéogaipa 5 - 8% CO,, aoug 37 °C.

4. TepioTe TIg KaANIEPYEIEG TN 2n nuépa, TTpooBETOVTag
2 mL CHANG Amnio.

5. Mera amd 4 éwg 5 nuépeg, ol KaAiépyeleg Ba TpETEl
va ehéyxovtal yia v avamrur toug. H mapoxn
BpemTIKOU UAIKOU OTIG KaAAIEpyeleg Ba Tpémel va
yivetar agol mapartnen6ei avamrugn. Mapéxere
BpemTIKO UAIKG 0TI KaAAIEpYEIEG agalpwvTag
0AGKANpN TNV TTOGOTNTA TOU UTIEPKEIPEVOU UYPOU TNG
kaANIEpyeIag kal avTiKaBioTwvTag To pe 2 mL gpéokou
CHANG Amnio. Zuvigtarar n mapoxr 8pemtikod
UAIkoU 0TI KaAAIEpYeIEG KABE 2 nuépeg amd autd
10 onpeio kal émeita. Na aiparnpd deiypata,
ol KaAAIEPYEIEG PTTOPET va XpelddovTal Mo TUXVEG
alayég pEowv.

6. EAéygre Tnv avamtuén Twv kaANiepyeiwv Ty 5n nuépa,
1} peTé amd authv, kal cuANEETe 6Tav TTaparnpnBolv
ETTAPKEIG ATTOIKIEG.

7. Ta kahOtepa amoteAéapara Aappavovral étav ol
kaMiépyeieg Tpéovtal pe CHANG Amnio Tv nuépa
TIpIV aT6 TN GUANOYR.

Xphon tou CHANG Amnio yia TpwToyEVEig

Kahiépyeleg: MeBodoAoyieg pe proukaAakia

1. QuyokevTpioTe TO apviakd uypod, oe TaxiTnra
1.200 0.a.A. mepitou yia 10 AeTrTd, yia GUPTIOKVWON
TWV KUTTApWY.

2. AvappognioTe To uTEpKEipEVO UYpd amé TO
(QUYOKEVTPIOPEVO OWANVAPIO, agrvovTag TEPITTOU
0,5 mL mavw amd 10 KUTTaPIKO CUCOWHATWHA
(1} TEPITIOU 2 QOPEG TOV BYKO TOU GUCTWHATWHATOG)
TOU QUYOKEVTPIOHEVOU apvIakoU uypou. AiapolpaaTe
o€ KAdopaTa 1o uTepKeipevo uypd (TouhdyioTov 1 mL,
€av eivar duvatov) yia Toug mpoadiopiopoug
a-epuBpuikng ooeaipivng (AFP) «kai
akeTuAoxoAiveaTepaang, edv eival amapaitnTo.
Edv 1o deiypa eivar aipatnpd, mapaokeudate éva
mpooBeTo KAGOPO yia TEPAITEPW EAEYXOUG.
EmavaAdBare v evaiwpnaon Tou KUTTApIKOU
GUCOWHATWHATOG OE HIKPO OYKO apvIakoU uypou Tng
id1ag Tng agBevoug. MpoaBéate 4 mL CHANG Amnio
yia guvoAiké dyko 5 mL ava pmoukahdki. Edv 1o
Seiypa Angbei amo pia acbevi) ou Bpioketal aTo TpiTo
TPIUNVO TG KUNONG, TO CUCCWHATWHA PTTOPET Va Eival

KAYTTOOHJEET

CHANG Amnio -elatusaineen kéytté primaariviljelmiin:

in situ -menetelmat

1. Sentrifugoi lapsivesinaytettd noin nopeudella
1200 rpm 10 minuutin ajan solujen konsentroimiseksi.

2. Aspiroi supernatantti sentrifugoidusta putkesta.
Jaté noin 0,5 ml sentrifugoitua lapsivettd solupelletin
paalle (tai noin 2 kertaa pelletin tilavuus).
Jaa supernatantti (vahintaén 1 ml, jos mahdollista)
alfafetoproteiinin (AFP) ja asetyylikoliiniesteraasin
maarityksiin, jos tarpeen. Jos nayte sisaltaé verta,

Imi: lisdera lisat ista varten. Suspendoi

solusakka uudelleen pieneen maaraan potilaan omaa
lapsivettd. Lisaa riittavasti CHANG Amnio -liuosta
konsentroituun solususpensioon, niin etta lopullinen
maljaustilavuus on 0,5 ml / peitinlasi (yhteensa
4 peitinlasia, solupelletin koon mukaisesti) tai
2 ml/ pieni viljelypullo. Jos néyte saadaan potilaasta,
joka on raskauden viimeisella kolmanneksella, pelletti
voi olla suurempi, mutta se voi sisalta elinkykyisia
soluja vahemman, jolloin tarvitaan runsaampaa
ymppaysté (véhemman elatusainetta kuin tavallisesti).

3. Inkuboi viljelmia niitd hairitsematta 37 °C:ssa
5-8-prosenttisessa CO,-ilmakehdssé.

4. Lis&a vilielmiin 2 ml CHANG Amnio -liuosta paivana 2.

5. Vilielmien kasvu on tarkistettava 4-5 péivén kuluttua.
Viljelmié on ravittava, kun kasvua on havaittu. Ravitse
viljelmia poistamalla koko viljelmasupernatantti
ja korvaamalla se 2 ml:lla tuoretta CHANG Amnio
-liuosta. On suositeltavaa, ettd viljelmia ravitaan tdmén
jalkeen 2 péivén valein. Jos naytteet sisaltévat verta,
viljelmiin on ehka tehtéva liuosvaihto tihedmmin.

6. Tarkista viljelmien kasvu péivana 5 tai sen jalkeen.
Keraa solut, kun havaitaan riittavasti pesakkeita.

7. Parhaat tulokset saadaan, kun viljelmia ravitaan
CHANG Amnio -liuoksella keraémisté edeltdvana
péivana.

CHANG Amnio -liuoksen kéayttdminen primaari-

viljelmiin: Pullomenetelmat

1. Sentrifugoi lapsivesindytettd noin nopeudella
1200 rpm 10 minuutin ajan solujen konsentroimiseksi.

2. Aspiroi supernatantti sentrifugoidusta putkesta.
Jata noin 0,5 ml sentrifugoitua lapsivettéd solupelletin
paalle (tai noin 2 kertaa pelletin tilavuus).
Jaa supernatantti (vahintaan 1 ml, jos mahdollista)
alfafetoproteiinin (AFP) ja asetyylikoliiniesteraasin
madrityksiin, jos tarpeen. Jos néyte siséltaa verta,

Imi: lisderd li ista varten. Suspendoi
solusakka uudelleen pieneen maaraan potilaan omaa
lapsivettd. Lisdd 4 ml CHANG Amnio -liuosta
lopulliseen maljaustilavuuteen 5 ml / viljelypullo.
Jos néyte saadaan potilaasta, joka on raskauden
viimeisella kolmanneksella, pelletti voi olla suurempi,
mutta se voi siséltda elinkykyisia soluja vahemman,
jolloin tarvitaan runsaampaa ymppaysté (vahemmén
elatusainetta kuin tavallisesti).

3. Inkuboi viljelmia niita hairitsematta 37 °C:ssa
5-8-prosenttisessa CO, -ilmakeh&ssa.

4. Tarkista kasvu paivana 5. Vaihda elatusaine 2 ml:aan
tuoretta CHANG Amnio -liuosta ja kerda solut,
jos havaitaan riittavaa solukasvua.

5. Tarkista viljelmien kasvu ja vaihda elatusaine sen
jalkeen kokonaan uuteen joka péiva, kunnes havaitaan
riittavasti pesakkeité ja ne ovat valmiita kerattaviksi.
Jos naytteet sisaltévat verta, vilielmiin on ehka tehtéva
liuosvaihto tiheammin.

6. Parhaat tulokset saadaan, kun viljelmia ravitaan
CHANG Amnio -liuoksella kerdamisté edeltdvana
paivana.

CHANG Amnio -liuoksen kayttaminen siirrostettujen
lapsivesisolujen kasvattamiseen:

Siirrosta solut késittelemalla viljelméat trypsiinilla
(tai pronaasilla jne.) kuten normaalistikin, kun soluja
kasvatetaan perinteisessa elatusaineessa.
Proteaasikasittelya on kuitenkin valvottava huolella.
CHANG Amnio -liuoksessa kasvatetut lapsivesisolut ovat
herkempia proteaasikasittelylle kuin perinteisessa
elatusaineessa kasvatetut solut. Kasvatusmenetelmaa on
ehka muutettava tdman huomioon ottamiseksi.

ENGLISH

INDICATION FOR USE

CHANG Amnio with Gentamicin and L-Glutamine may be
used for the following applications:

1. the primary culture of amniotic fluid cells

2. growing passaged amniotic fluid cells

3. solid amnion tissue from chorionic villi sampling.

This medium has been designed for use in CO, incubators
(cultures equilibrated with 5%-8% CO,atmosphere).

The final pH must be 6.65-7.44 Please see Directions
for Use.

DEVICE DESCRIPTION

CHANG Amnio is a complete, ready-to-use medium
for the primary culture of human amniotic fluid cells
(AFC), chorionic villus sampling (CVS), and products of
conception (POC) for use in karyotyping and other prenatal
genetic testing. It has been optimized for both flask and
in situ methodologies. This product contains the antibiotic
Gentamicin Sulfate (50 pg/mL).

COMPONENTS

Proteins. Hormones
and Growth Factors
Fetal bovine serum

Buffers
Sodium bicarbonate

Magnesium sulfate

Antioxidant (FBS) Nucleic acids
Thioctic acid Newborn bovine Deoxyadenosine
serum Deoxycytidine
Antibiotic Human transferrin Deoxyguanosine
Gentamicin Sulfate  Fibroblast growth Adenosine
factor (FGF) Cytidine
Amino Acid Insulin Guanosine
Alanine Progesterone Thymidine
Arginine Testosterone Uridine
Asparagine Beta estradiol
Aspartic Acid Hydrocortisone Other
Cysteine Ethyl alcohol
Glutamic Acid pH Indicator Thyronine
Glutamine Phenol red
Glycine Vitamins and trace
Histidine Energy Substrates  elements
Isoleucine Glucose Ascorbic acid
Leucine Pyruvate Folic acid
Lysine Inositol Nicotinamide
Methionine Riboflavin
Phenylalanine Salts & lons Thiamine
Proline Sodium chloride Pantothenic acid
Serine Sodium selenite Cobalamin
Threonine Calcium chloride Pyridoxine
Tryptophan Choline chloride Biotin
Tyrosine Potassium chloride
Valine Potassium Water
phosphate WFI Quality
QUALITY ASSURANCE
STERILITY

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

PREPARATION FOR USE
Thaw on a sterile countertop at room temperature or by
placing bottle in a 37°C water bath.

CHANG Amnio contains gentamicin (50 mg/L). Additional
antibiotics may be added if desired.

ALIQUOTING CHANG Amnio

1. Thaw CHANG Amnio according to the above
instructions.

2. Distribute aseptically into convenient sized aliquots
and refreeze.

3. Thaw aliquots in 37°C water bath when ready to use.

DIRECTIONS FOR USE

Use of CHANG Amnio for Primary Cultures: in situ

Methodologies

1. Centrifuge amniotic fluid at approx. 1,200 rpm for
10 minutes to concentrate the cells.

2. Aspirate supernatant from the centrifuged tube, leaving
approx. 0.5 mL above cell pellet (or about 2x volume
of pellet) of spun amniotic fluid. Aliquot supernatant

Uso del CHANG Amnio para la expansion de células
de liquido amniético subcultivadas:

Para subcultivar las células, tratar los cultivos con tripsina
(o pronasa, etc.) como lo haria si las células crecieran
en un medio convencional. De cualquier manera,
el tratamiento con proteasa debe vigilarse con cuidado.
Las células de liquido amniético expandidas en el
CHANG Amnio tienden a ser mas sensibles al tratamiento
con proteasa que cuando se cultivan en un medio
convencional. Es posible que deba modificar el protocolo
por esta razon.

Nota: El pH del medio utilizado para alimentar los cultivos
debe situarse entre 6,65 y 7,44 (es decir, el medio debe
tener un color salmén amarillento). El pH se puede ajustar
con facilidad colocando el medio (con el tapon ligeramente
aflojado) en una incubadora con 5-8 % de CO, durante
unos 30 minutos.

Nota: Al descongelar el Chang Amnio puede formarse
oxalato de calcio y precipitado proteico. Este precipitado
no tiene ningun efecto conocido en el rendimiento del
producto.

Preparacion de la muestra de vellosidades

coridnicas:

1. Etiquete una placa de Petri por cada muestra que
reciba y transfiera asépticamente el contenido de la
muestra. Afiada a la placa 5 ml de medio completo
CHANG Amnio precalentado y métala en una
incubadora durante 30 minutos a 35-39 °C en una
atmosfera con 5-8 % de CO, para que se sedimente
la sangre.

2. Limpie la muestra con un microscopio de diseccion,
primero a 1,5 aumentos y luego ajustando
a 3 aumentos. Nota: Necesitard una muestra de
20-40 mg de vellosidades corionicas.

3. Con dos pinzas estériles, extraer los coagulos de
sangre y cualquier decidua materna presente en las
vellosidades corionicas trabajando siempre dentro de
la placa y bajo el microscopio de diseccion. El material
de las vellosidades es de color claro, aspecto tubular
ylo grumoso y presentara ramificaciones y venas
visibles.

4. Transferir las vellosidades limpias a otra placa de Petri
que contenga medio completo CHANG Amnio
precalentado. Realizar una limpieza final, utilizando
pinzas para agarrar las vellosidades y agitar con
suavidad. Nota: 5 mg es la cantidad ideal por cultivo.
Procurar no dafiar las vellosidades fragiles.

5. Transferir las vellosidades y los medios a un tubo de
centrifuga de 15 ml y afiadir 4 gotas de antibiético
(p. €j., sulfato de gentamicina, 50 pl/ml) al tubo de
centrifuga. Dejar reposar durante 30 minutos.

6. Centrifugar las vellosidades a unos 1400 rpm durante
5 minutos.

Cultivo de la muestra de vellosidades coridnicas:

1. Aspirar el sobrenadante del tubo de centrifuga
asegurandose de dejar aproximadamente 0,5 ml
de los medios por encima del sedimento celular
(o aproximadamente 2 veces el volumen de
sedimento).

2. Resuspender con suavidad el sedimento. Afiadir 2 ml
de los medios CHANG Amnio precalentados al tubo
de centrifuga.

3. Afadir 2 ml de tripsina-EDTA e incubar el cultivo sin
perturbaciones a 35-39 °C, en una atmdsfera con un
5-8 % de CO, durante 10 minutos. Sacar el tubo de la
incubadora, resuspender el sedimento e introducirlo
en la incubadora durante 10 minutos méas.

4. Sacar el tubo de centrifuga de la incubadora,
resuspender el sedimento y centrifugar durante
8-10 minutos a 1400 rpm.

5. Aspirar el sobrenadante del tubo de centrifuga.
Resuspender el sedimento, luego afiadir 1 ml de
colagenasa al tubo e introducirlo en la incubadora
durante 5 minutos.

6. Sacar de laincubadora y realizar una inspeccion visual
para comprobar si el sedimento esta turbio y no se
visualizan fragmentos nitidos de vellosidades
individuales. Si el sedimento no esta turbio, introducirlo
de nuevo en la incubadora durante 5 minutos mas.

peyaAiTepo, ahAa va mepiéxel Aiydtepa Biwaoipa
KUTTOPQ, CUVETIG Va aTraiTe o éviovn ep@uTEUOn
(pikpdTEPN TTOTOTNTA PETOU ATTO TN GUGIOAOYIKN).

3. Emwaote TIg KaANIEpYEIEG adIATAPAKTEG OE
arpéopaipa 5 - 8% CO,aToug 37 °C.

4. EMéyEre mv avamruén mv nuépa 5. ANGeTe To péco
pe 2 mL gpéokou CHANG Amnio kal GUMESTE eav
TIapaTnEnBei EMAPKIAG KUTTAPIKN avaTTugn.

5. EAéygre v avamtugn Twv KaANiepyeiwv kal aAAagre
TARPWG TO PO KaBNPePIVA, Ewg OTou apatpnBolv
ETTOPKEIG aTmOIKieg Kal eival £ToIuEG yia guANoyR.
Ma aipatnpd deiypata, o1 KaAIEpyeleg uTTopei va
XPeIagovral Mo auxvég aAhayég péowy.

6. Ta kahUTtepa amoteAéopata AapBavovtar 6tav ol
KaMigpyeieg Tpépovtal ye CHANG Amnio v npépa
TpIv amé T guloyn.

Xphon Tou CHANG Amnio yia Tnv avamTuén Kuttépwv
UTTOKOAAIEPYEIWY apviakoU uypoU:

T'a v uTroKaANIEPYEID TWV KUTTAPWY, ETTESEPYAOTEITE TIG
kaMigpyeieg pe Bpuyivn (A Tpovdon K.AT.) 6Twg Ba
Kkavare gav Ta KUTTapa KaAhiepyouvtav o€ gupBaTiké péco.
Qaot600, N emefepyaoia pe mpwieaon Ba TpEmel va
TrapakoAouBeital TpogekTikd. Ta KUTTaPX apviakol uypol
mou kaAhiepyouvtar ato CHANG Amnio Teivouv va givai
TIEPIOOOTEPO EUMioBNTA OTNV eMeGepyaaia pe Tpwredion
atr' 6,71 61av kaAiepyolvTal o€ oupparikd péoa. Mmopei
Va XPEIAOTE] v TPOTTOTIOINCETE TO TIPWTOKOAAS 0ag yia
va AdBeTe umoyn auth TV TAnpogopia.

Znpeiwon: To pH Tou péoou Tou xpnaipoTolgiTal yia
Bpéwn Twv KaAAiEpyeIwY TTPETE! va eival peTagy 6,65 - 7,44
(dnAadn 1o péoo TPETEN va EXeEl EAAPPWS KITPIVO XPWHA
oohopoU). To pH pmopei va puBuioTtei eUkoAa,
TOTIOBETWVTAG TO PECO OF EMwacThpa 5 - 8% CO, pe 10
TWHa eEAappwg Xahapo yia Tepimou 30 AemTd.

Inpeiwon: To Chang Amnio evdéxeTal va avamTogel
1{Apata ofaAikol aoBeaTiou Kal TPWTEIVWV PE TNV
amoyugn. Autd Ta 1{fpara dev gival yvwaTo va £xouv
€Midpaon otV amédoan Tou TPoIGVTOG.
MpoeTolpacia SeiypaTog XopIovIKWY Aayvwv:

1. Emonudvere éva TpuBhio Petri yia kabe TapaAngbév
Seiypa Kal PETAQEPETE TO TrEPIEXOUEVO TOU Beiyparog
e aonmro Tpomo. MpooBéote 5 mL Tou
TpoBeppaapévou mAfpoug péaou CHANG Amnio ato
TPpUBAio KaI TOTTOBETAOTE O€ Evav ETWACTAPA Yid
30 Aemrtdl, o€ Beppokpaaia 35 - 39 °C, o€ arpdoaipa
5 - 8% CO,, woTe va emTpamei n kadignon Tou
aiparog.

2. KaBapioTe 10 deiypa XpnoigomolwvTag £va
HIKpoakdTTIO BlaywpIopoU, apxIkd pe peyébuvan 1,5X
Kal £TTEITA PE TIPOTapHOyN Ot peyéBuvan 3X mepitou.
Tnueiwaon: Amaiteital deiyda XopIoviKwy Aaxviv
mepimou 20 - 40 mg.

3. Xpnoiygomoiwvrag 0o gelyn oteipwy AaBidwy,
agalpéaTe Ta TAyATA aipaTog Kal Tuxov pnTpikd
©BapTd Ao TO UAIKO Twv Aayvwy, Katd Ty epyacia
o010 TPUBAio UTTG peyéBuvan We TO PIKPOOKOTIIO
diaywpiopol. To UAIKO Twv Aaxvwv €xel avolkto
XPWHa, ival owAnvoeIdEg f/kal o poppr aROAwY pe
opatolg kKAGSoUg Kar PABeG.

4. Metagépete Tig kaBapég Adyveg ae éva aAo TpupAio
Petri ou mepiéxer mpoBepuagpévo TARpeG péco
CHANG Amnio. ExTeAéaTe Tov TeAIKO kKaBapiopo,
xpnoipgomoiwvrag AaBida wote va aguAAapete Tig
AaXVeEG Kal va avakIvVAOETE e ATTIEG KIVAOEIG.
Znueiwon: 5 mg ival n 1daviki ToodtTa yIa Xpion
ava kaAiépyeta. Mpoatgre waTe va amouyeTe TuXOV
TpokAnan BAARNG oTig eUBpauaTeg Adyveg.

5. Metagéperte Tig Adyveg Kal To péao o€ éva owAnvapio
guyokévipou 15 mL kal mpoaBéoTe 4 aTayoveg
avtiBiotikoU (8nAadn Benkn yevrapukivn, 50 pL/mL)
070 oWANVAPIO QUYOKEVTPOU. AQATTE TO yia 30 AeTTTdl.

6. duyokevipioTe TIg Adyveg ota 1.400 o.a.A. TepiTou
yia 5 Aemra.

KahAiépyela deiyparog XopIovIKWY Aayvawv:

1. Avappo@noTE TO UTTEPKEiPEVO Uypd amd TO
QuyokevTpiopévo owAnvdpio, diac@alifovtag 6TI
agrivete mepimou 0,5 mL péoou mavw améd To0
KuTTapIKG cUGTWpATWHA (1} TIEPiTTOU 2 POPEG TOV GyKO
TOU GUOCWHATWHATOG).

Huomautus: Vilielmien ravitsemiseen kaytettavan liuoksen
pH:n on oltava 6,65-7,44 (ts. elatusaineen varin on oltava
hieman kellertava tai lohenpunainen). pH:ta voidaan
saataa helposti asettamalla elatusaine 5-8 %:n CO,-
ldmpdkaappiin noin 30 minuutin ajaksi korkki hieman
16ysalla.

Huomautus: Chang Amnio -liuokseen saattaa muodostua
sulamisen yhteydessd kalsiumoksalaatti- ja
proteiinisakkaa. Talla sakalla ei tiedetd olevan mitaan
vaikutusta tuotteen toimintakykyyn.

Istukkabi p

ytteen

1. Merkitse petrimalja kutakin saatua naytettd varten ja
siirrd ndytesisaltd aseptisesti. Lisaa 5 ml esilammitettya
kayttévalmista CHANG Amnio -liuosta maljalle. Aseta
malja lampokaappiin 30 minuutiksi (35-39 °C,
5-8-prosenttinen CO,-ilmakehé) veren laskeutumista
varten.

2. Puhdista nédyte dissektiomikroskooppia kayttéen,
aluksi 1,5-kertaisella suurennoksella, sitten saataen
noin 3-kertaiseen suurennokseen. Huomautus:
Istukkabiopsianaytetta tarvitaan noin 20-40 mg.

3. Kayta kaksia steriilejé atuloita ja poista verihyytyméat
ja kaikki &idin katokalvomateriaalit villusmateriaalista
maljalla dissektiomikroskooppia kayttaen.
Villusmateriaali on vaaleaa, putkimaista ja/tai
kokkareista, ja siind nakyy haaroja ja laskimoita.

4. Siirré puhtaat villukset toiselle petrimaljalle, jossa on
esilammitettya kayttévalmista CHANG Amnio -liuosta.
Tee lopullinen puhdistus tarttumalla villuksiin atuloilla
ja ravistamalla varovasti. Huomautus: Viljelmaa kohti
kaytettédva ihannemaéara on 5 mg. Varo, ettet vaurioita
haurasta villusta.

5. Siirré villukset ja liuos 15 ml:n sentrifugiputkeen.
Liséa 4 tippaa antibioottia (ts. gentamysiinisulfaattia,
50 pl/ml) sentrifugiputkeen. Anna seisoa paikallaan
30 minuuttia.

6. Sentrifugoi villuksia noin nopeudella 1 400 rpm
5 minuutin ajan.

Istukkabiopsiandytteen valmistelu:

1. Aspiroi supernatantti sentrifugoidusta putkesta.
Muista jattaa 0,5 ml liuosta solupelletin paélle (tai noin
2 kertaa pelletin tilavuus).

2. Suspendoi solut varovasti uudelleen. Lisaa 2 ml
esilammitettyd CHANG Amnio -liuosta
sentrifugiputkeen.

3. Lisaa 2 ml trypsiini-EDTA:ta ja inkuboi viljelmaa sita
héiritseméttd 35-39 °C:ssa, 5-8-prosenttisessa CO,-
ilmakehassd 10 minuutin ajan. Ota putki
lampokaapista, uudelleensuspendoi pelletti ja aseta
inkubaattoriin viela 10 minuutiksi.

4. Ota sentrifugiputki lampdkaapista, suspendoi pelletti
uudelleen ja sentrifugoi 8-10 minuuttia nopeudella
1400 rpm.

5. Aspiroi supernatantti sentrifugoidusta putkesta.
Uudelleensuspendoi pelletti, lisda sitten 1 ml
kollagenaasia putkeen ja aseta |lampdkaappiin
5 minuutiksi.

6. Ota putki ldmpokaapista ja tarkasta silmamaaraisesti,
onko pelletti samea ja voidaanko nahdé yhtaan erillista
yksittéista villusta. Jos pelletti ei ole samea, aseta
takaisin lampokaappiin vield 5 minuutiksi.

7. Lisaa 3 ml esilammitettyd CHANG Amnio -liuosta
sentrifugiputkeen kollagenaasin vaikutuksen
lopettamiseksi.

8. Sentrifugoi putkea 8-10 minuuttia nopeudella
1400 rpm.

9. Aspiroi supernatantti sentrifugoidusta putkesta.
Jata 0,5 ml liuosta solupelletin paélle.
Uudelleensuspendoi pelletti, ennen kuin lisaat
CHANG Amnio -liuoksen valmistelua varten.

10. Valmista optimaalinen maéra viljelmié kayttaen 0,5 ml
CHANG Amnio -liuosta viljelmaa kohti kullekin
petrimaljalle, joka siséltaa peitinlasin.

. Inkuboi viljelmia niita hairitseméa
5-8-prosenttisessa CO ,-ilmakehéssa.

12. Lisaa viljelmiin 1,5 ml esilammitettya CHANG Amnio

-liuosta paivana 2.

1

35-39 °C:ssa

Sodium phosphate 7

(atleast 1 mL, if possible) for alpha-fetoprotein (AFP)
and acetyl cholinesterase assays, if necessary.
If specimen is bloody, prepare an additional aliquot for
further testing. Resuspend cell pellet in small volume
of patient's own amniotic fluid. Add sufficient CHANG
Amnio to the concentrated cell suspension to allow for
final plating volume of 0.5 mL per coverslip (total of
4 coverslips, depending on size of cell pellet) or 2 mL
per flaskette. If specimen is received from a patient
in the third trimester of pregnancy, the pellet may be
larger but contain less viable cells, thus requiring
heavier seeding (less media than normal).

3. Incubate cultures undisturbed at 37°C 5-8% CO,
atmosphere.

. Flood cultures on day 2 by adding 2 mL of CHANG
Amnio.

5. After 4 to 5 days, cultures should be checked for
growth. Cultures should be fed once growth has
been observed. Feed cultures by removing all of the
culture supernatant and replacing with 2 mL fresh
CHANG Amnio. It is recommended that cultures be
fed every 2 days thereafter. For bloody specimens,
cultures may require more frequent media changes.

6. Check cultures for growth on, or after, day 5,

and harvest when sufficient colonies are observed.

Best results obtained when cultures are fed with

CHANG Amnio the day before the harvest.

Use of CHANG Amnio for Primary Cultures: Flask

Methodologies

1. Centrifuge amniotic fluid at approx. 1,200 rpm for
10 minutes to concentrate the cells.

2. Aspirate supernatant from the centrifuged tube, leaving
approx. 0.5 mL above cell pellet (or about 2x volume
of pellet) of spun amniotic fluid. Aliquot supernatant
(atleast 1 mL, if possible) for alpha-fetoprotein (AFP)
and acetyl cholinesterase assays, if necessary.
If specimen is bloody, prepare an additional aliquot
for further testing. Resuspend cell pellet in small
volume of patient's own amniotic fluid. Add 4 mL of
CHANG Amnio for a total volume of 5 mL per flask.
If specimen is received from a patient in the third
trimester of pregnancy, the pellet may be larger but
contain less viable cells, thus requiring heavier seeding
(less media than normal).

3. Incubate cultures undisturbed at 37°C, 5%-8% CO,
atmosphere.

4. Check for growth on day 5. Change medium with 2 mL
of fresh CHANG Amnio and harvest if sufficient cell
growth is observed.

5. Check cultures for growth and completely change
medium every day thereafter until sufficient colonies
are observed and are ready to harvest. For bloody
specimens, cultures may require more frequent media
changes.

6. Best results obtained when cultures are fed with
CHANG Amnio the day before the harvest.

Use of CHANG Amnio for Growing Passaged Amniotic
Fluid Cells:

To passage the cells, treat cultures with trypsin
(or pronase, etc.) as you would normally do when cells
are grown in conventional medium. However, protease
treatment should be carefully monitored. Amniotic fluid
cells grown in CHANG Amnio tend to be more sensitive
to protease treatment than when grown in conventional
medium. It may be necessary to modify your protocol to
take this into account.

Note: The pH of the medium used to feed the cultures must
be between 6.65 - 7.44 (i.e. the medium must be slightly
yellowish salmon color). pH can easily be adjusted by
placing the medium in a 5-8% CO, incubator with the cap
slightly loosened for about 30 minutes.

Note: Chang Amnio may develop some Calcium Oxalate
and protein precipitates upon thawing. These precipitates
are not known to have an effect on product performance.

Chorionic Villi Sample Preparation:

1. Label a Petri dish for each specimen received,
and transfer contents of sample aseptically. Add 5 mL
of the prewarmed CHANG Amnio complete media to
the dish, and place in an incubator for 30 minutes,

7. Adadir 3 ml del CHANG Amnio precalentado al tubo
de centrifuga para detener la accion de la colagenasa.

8. Centrifugar el tubo durante 8-10 minutos a 1400 rpm.

9. Aspirar el sobrenadante del tubo de centrifuga,
dejando aproximadamente 0,5 ml de los medios por
encima del sedimento celular. Resuspender el
sedimento antes de afiadir el CHANG Amnio utilizado
para la preparacion.

10. Preparar un nimero 6ptimo de cultivos utilizando
0,5 ml del CHANG Amnio por cultivo para cada placa
de Petri que contenga un cubreobjetos.

. Incubar los cultivos sin perturbaciones a 35-39 °C
en una atmosfera con 5-8 % de CO,.

12. Inundar los cultivos el dia 2 afiadiendo 1,5 ml de
CHANG Amnio precalentado.

. Al cabo de 4 dias, se revisara el crecimiento de los
cultivos. Si se observa crecimiento, retirar los medios
y afiadir 2 ml del CHANG Amnio fresco y precalentado
a cada cubreobjetos. Los cultivos se deben alimentar
cada 2 dias a partir de entonces. En caso de muestras
sanguinolentas, los cultivos pueden requerir cambios
mas frecuentes de los medios.

14. Comprobar el crecimiento de los cultivos el dia 5
y cosecharlos cuando se observen suficientes
colonias. Los mejores resultados se obtienen cuando
los cultivos se alimentan con el CHANG Amnio el dia
antes de la cosecha.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

Si se conserva congelado a -10 °C, el producto se
mantiene estable hasta la fecha de caducidad indicada
en la etiqueta del frasco. El producto sobrante no utilizado
puede dispensarse en porciones alicuotas de trabajo
y volver a congelarse para su uso posterior, 0 bien cerrarse
herméticamente y conservarse a 2-8 °C durante 30 dias
como maximo; se puede congelar dos veces 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.
No usar frascos en los que el envase estéril esté dafiado.
No utilizar el CHANG Amnio mas alla de la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta.
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2. EmavalaBare Ty evaiwpnaon Tou GUCTWHATWHATOS
pe Amieg kivioelg. MpooBéote 2 mL Tou
TpoBepuaopévou pégou CHANG Amnio oTo
GWANVAPIO QUYOKEVTPOU.

3. Mpoobéate 2 mL Bpuyivng EDTA kai emwdaTe Ty
kah\iépyera adiardpaktn otoug 35 - 39 °C,
ot arpéopaipa 5 - 8% CO,, yia 10 Aemta. AaipéaTe
70 oWANVApPIO a6 ToV ETWaCTAPA, Emavardpare Ty
£V0IWPNOT TOU CUCTWUATWHATOS KAl TOTTOBETAATE TO
ot emwaaTthpa yia 10 akdpn Aetrtd.

4. Ag@aipéoTe 10 CWANVAPIO QUYOKEVTPOU ATIO TOV
emwaaoTipa, emavaldpate TNV evaiwpnon Tou
OUCOWHATWHATOS KOl QUYOKEVTPIOTe yia 8 - 10 Aetrtd
oTig 1.400 0.a.A.

5. Avappo@noTe TO UTEPKEiINEVO UYpPO amd TO
QuyokevTpiopévo owAnvdplo. EmavalaBare Tnv
£VQIWPNOT) TOU CUCTWHATWUATOG, KATOTTIV TTPOoBEDTTE
1 mL koAayevaang aTo awAnvdpio Kai ToToBETAATE
0€ EMWACTAPA yia 5 AeTrTd.

6. AQaipéaTe amd TOV EMWACTAPA Kal ETMIOEWPHOTE
OTITIKG yia va BeiTe £V TO CUTOWHATWHA ival BoAepd
kai Sev pmropolv va Taparpnbouv diakpitd TpRpara
pepovwpévwy Aaxvav. Eav To cuoowpdtwya dev eival
BoAepd, emavaTomoBETAOTE OTOV EMWACTAPA YA
akopa 5 Aemrtd.

7. MpoaBéate 3 mL Tou Tpobeppacpévou CHANG Amnio
070 OWANVAPIO QUYOKEVTPOU Yyia Tn BIGKOTIA TNG
6pdang Tng koAayevaaong.

8. Quyokevtpiote 10 owAnvapio yia 8 - 10 Aemrtd aTig
1.400 o.a.\.

9. Avappo@naoTe TO UTEPKEINEVO UYPO aTd TO
QUYOKEVTPIOUEVO TwAnvapio, agrvovtag 0,5 mL
péoou Tavw amd 1o KUTTAPIKG CUTTWHATWHA.
EmavaAdBate Ty evaiwpnon Tou CUTOWHATWHATOS
mpoTou TpooBéaere To CHANG Amnio mou
XPNOIHOTIOIEITA YO TNV TTAPACKEUN TwV KAANIEPYEIWV.

10. OpioTe TOv BEATIOTO apIBUG KaAAIEpyEIWY,
xpnotpomoiwvrag 0,5 mL CHANG Amnio ava
kaMhiépyela yia kaBe TpuBAio Petri mou mepiéxel
kaAuTrTpida.

. EmwaoTe Tig KaAAIEpyEIEG adiaTAPAKTEG OTOUG
35 -39 °C, ot arpoogaipa § - 8% CO,.

. TepioTe TIg KAANIEPYEIES T 2N Nuépa, TTPOCBETOVTAG
1,5 mL mpoBepuacpévou CHANG Amnio.

. Meta amé 4 nuépeg, ol kaMiépyeieg Ba mpémel va
eAéyxovTal yia v avamTug Toug. Eav aparnpnBei
avamrugn, agaipéate Ta péoa kal TpoabéaTe 2 mL
ppéakou TpoBepuacpévou CHANG Amnio o€ Kabe
kaAuTrTpida. H Bpéwn Twv kaAAiepyeiwv Ba Tpémel va
yiveTal kGBe 2 nuépeg amo autd To onpeio kal émelTa.
MNa aipatnpa deiypara, ol KAAIEPYEIEG uTTOPET va
Xpelagovral o ouxvég aAayEég pEowy.

. EAéy€re v avamTugn Twv kaAiepyeiwv Ty 5n npépa
ka1 GUNEETE OTav TTapatnpnBoulv ETTAPKEIG aTTOIKiEG.
Ta kahUTepa amoteAéopata AapBavovrar 6tav ol
kaAiépyeieg Tpégoval pe CHANG Amnio v npépa
TIpIv amé TN oUANoyR.

®YAAZH KAI ZTAGEPOTHTA

duhdoaerte kateyuypévo kdTw amo Toug-10 °C. To poidv
eival aTaBepod éwg TV nuepopnvia Afgng ou avaypdagetal
oV ETIKETA TNG PIAANG, OTAV QUAGTOETAI KATEWUYHEVO.
To pn xpnaipoToInuévo TPoidy UTropei va diaveunBei oe
khaopata epyagiag Kal va emavakatayuyBei yia
£TaKOAOUBN XPAON A va TTWHATIOTEI OPIKTA KAl va
@uhayBei atoug 2 °C £wg 8 °C, yia éwg kal 30 nuépeg.
Mmopei va karayuyBei 1o péyiaTo dUo popés. MpoaTatéyTe
10 o PBOPIOV Pug.

MPO®YAAZEIZ KAI MPOEIAOMNOIHZEIZ

H ouokeun autr TpoopileTal yia Xpian amé TPoowIKG
TIou éxel ekTraideuTei o€ Sladikaaieg Tou TepIAapBavouv
TNV UTIOBEIKVUOHEVN EQAPHOYR YIa TNV OTToia TTpoopileTal
1 OUOKEUR.

Mn xpnoipomoleite kapia @IaAn otnv omoia Exel
TapaflacTei N akepaIdTATA TNG ATOCTEIPWHEVNG
ouokeuaoiag.

Mn xpnotpomoieite o CHANG Amnio peta v apéheuon
NG Nuepopnviag AAENG Tou UTTOBEIKVUETAI OTNV ETIKETAL.

~
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13. Viljelmien kasvu on tarkistettava 4 paivan kuluttua.
Jos kasvua havaitaan, poista liuos ja lisaa 2 ml tuoretta
esilammitettyd CHANG Amnio -liuosta kullekin
peitinlasille. Viljelmia on ravittava tdmén jalkeen
2 péivan vélein. Jos naytteet sisaltavat verta, viljelmiin
on ehka tehtéva liuosvaihto tihedmmin.

. Tarkista viljelmien kasvu paivana 5. Keraa solut,
kun havaitaan riittdvasti peséakkeité. Parhaat tulokset
saadaan, kun viljelmia ravitaan CHANG Amnio
-liuoksella kerdamista edeltdvana péivana.

SAILYTTAMINEN JA STABIILIUS

Séilytad pakastettuna alle -10 °C:ssa. Tuote on st
pullon etikettiin merkittyyn viimeiseen kaytto,
saakka, kun liuosta séilytetdan pakastettuna. Kayttamaton
liuos voidaan jakaa tydskentelyeriin ja pakastaa uudelleen
mydhempaa kéyttda varten. Liuos sailyy tiukasti korkilla
suljettuna ja 2-8 °C:n lampdtilassa enintaén 30 paivaa;
se voidaan pakastaa enintdan kaksi kertaa. Suojaa
loistevalaisimen valolta.

VAROTOIMET JA VAROITUKSET

Taméa valine on tarkoitettu sellaisen henkiléston
kaytettavaksi, joka on koulutettu menetelmiin, joihin kuuluu
valineen tarkoitettu, kayttdaiheen mukainen kaytto.

Al4 kayta pulloa, jos sen steriili pakkaus ei ole ehja.

Ala kayta CHANG Amnio -liuosta etiketissa osoitetun
viimeisen kayttopaivan jalkeen.

>

at 35 - 39°C, 5 - 8% CO, atmosphere, to allow the
blood to settle.

2. Clean specimen using a dissecting microscope, initially
under 1.5X magnification, then adjusting to about 3X
magnification. Note: Approx. 20 - 40 mg of chorionic
villi sample is required.

3. Using two pairs of sterile forceps, remove blood clots
and any maternal decidua from the villus material,
while working within the dish, under the dissecting
microscope. Villus material is light colored, tubular
and/ or lumpy with visible branches and veins.

4. Transfer clean villi to another Petri dish containing
prewarmed CHANG Amnio complete media. Perform
final cleaning, using forceps to grasp villi and agitate
gently. Note: 5 mg is the ideal amount to use per
culture. Be careful to avoid damaging the fragile villi.

5. Transfer villi and media to a 15 mL centrifuge tube,
and add 4 drops of antibiotic (ie. Gentamicin Sulfate,
50 pL/mL) to the centrifuge tube. Let sit for 30 minutes.

6. Centrifuge villi at approx. 1,400 rpm for 5 minutes.

Chorionic Villi Sample Culture:

1. Aspirate supernatant from the centrifuged tube,
making sure to leave 0.5 mL of media above cell pellet
(or about 2X volume of pellet).

2. Gently resuspend pellet. Add 2 mL of prewarmed
CHANG Amnio media to centrifuge tube.

3. Add 2 mL of Trypsin EDTA and incubate culture
undisturbed at 35 - 39°C, 5 - 8% CO, atmosphere for
10 minutes. Remove tube from incubator, resuspend
pellet and place in incubator for 10 additional minutes.

4. Remove centrifuge tube from incubator, resuspend
pellet and centrifuge for 8 -10 minutes at 1,400 rpm.

5. Aspirate supernatant from the centrifuged tube.
Resuspend pellet, then add 1 mL of collagenase to
tube and place in incubator for 5 minutes.

6. Remove from incubator and visually check to see if
pellet is cloudy and no distinct pieces of individual
villi can be seen. If pellet is not cloudy, place back in
incubator for 5 more minutes.

7. Add 3 mL of prewarmed CHANG Amnio to centrifuge
tube to stop the action of the collagenase.

8. Centrifuge tube for 8- 10 minutes at 1,400 rpm.

9. Aspirate supernatant from the centrifuged tube, leaving
0.5 mL of media above cell pellet. Resuspend pellet
before adding CHANG Amnio used for set up.

10. Set up optimal number of cultures using 0.5 mL of
CHANG Amnio per culture for each petri dish that
contains a coverslip.

11. Incubate cultures undisturbed at 35 - 39°C, 5 - 8%
CO, atmosphere.

12. Flood cultures on day 2 by adding 1.5 mL of prewarmed
CHANG Amnio.

13. At 4 days, cultures should be checked for growth.
If growth is observed, remove media and add 2 mL
of fresh prewarmed CHANG Amnio to each coverslip.
Cultures should be fed every 2 days thereafter.
For bloody specimens, cultures may require more
frequent media changes.

14. Check cultures for growth on day 5, and harvest when
sufficient colonies are observed. Best results obtained
when cultures are fed with CHANG Amnio the day
before the harvest.

STORAGE AND STABILITY

Store frozen below -10°C. Product is stable until the
expiration date on the bottle label when stored frozen.
Unused product can be dispensed into working aliquots
and refrozen for later use, or tightly capped and stored at
2°C to 8°C for up to 30 days; it may be frozen a maximum
of two times. 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.

Do not use any bottle in which the sterile packaging has
been compromised.

Do not use CHANG Amnio beyond the expiration date
indicated on the label.

FRANGAIS

INDICATION D’UTILISATION

CHANG Amnio avec gentamicine et glutamine L peut étre

utilisé pour les applications suivantes :

1. La culture primaire des cellules du liquide amniotique ;

2. Lerepiquage des cellules du liquide amniotique ;

3. La culture des tissus des prélevements de villosités
choriales de la membrane amniotique.

Ce milieu a été congu pour étre utilisé dans des incuba-
teurs a CO, (cultures équilibrées dans une atmosphére
contenant entre 5 et 8 % de CO,).

Le pH final doit se situer entre 6,65 et 7,44. Priere de lire
le mode d’emploi.

DESCRIPTION DU DISPOSITIF

CHANG Amnio est un milieu complet prét a I'emploi pour
la culture primaire des cellules de liquide amniotique
humain, des prélévements de villosités choriales et des
produits de conception lors du caryotypage et des autres
tests de diagnostic génétique prénatal. Il a été optimisé
pour les méthodes de culture en flacons et in situ.
Ce milieu contient 50 pg/ml de sulfate de gentamicine
(antibiotique).

COMPOSANTS

Tampons Protéines Phosphate
Bicarbonate hormones de potassium
de sodium et facteurs Sulfate de

de croissance magnésium
Antioxydant Sérum de veau Phosphate
Acide thioctique feetal (SVF) de sodium

Sérum de veau
Antibiotique naissant Acides nucléiques
Sulfate de Transferrine Désoxyadénosine
gentamicine humaine Désoxycytidine

Facteur de Désoxyguanosine
Acides aminés croissance des Adénosine
Alanine fibroblastes Cytidine
Arginine Insuline Guanosine
Asparagine Progestérone Thymidine
Acide aspartique Testostérone Uridine
Cystéine Béta-estradiol
Acide glutamique Hydrocortisone Autre
Glutamine Alcool éthylique
Glycine Indicateur de pH Thyronine
Histidine Rouge de phénol
Isoleucine Vitamines
Leucine Substrats et oligo-éléments
Lysine énergétiques Acide ascorbique
Méthionine Glucose Acide folique
Phénylalanine Pyruvate Nicotinamide
Proline Inositol Riboflavine
Sérine Thiamine
Thréonine Sels et ions Acide
Tryptophane Chlorure de sodium pantothénique
Tyrosine Sélénite de sodium  Cobalamine
Valine Chlorure de calcium  Pyridoxine

Chlorure de choline Biotine

Chlorure de

potassium Eau

Qualité WFI

ASSURANCE QUALITE

STERILITE

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

PREPARATION

Décongeler sur un plan de travail stérile a température
ambiante ou en plagant le flacon dans un bain-marie
a37°c.

CHANG Amnio contient du sulfate de gentamicine
(50 mg/l). D'autres antibiotiques peuvent également étre
ajoutés, le cas échéant.

CESTINA

INDIKACE PRO POUZITI

CHANG Amnio s gentamicinem a L-glutaminem Ize pouzit
pro tyto aplikace:

1. primokultivace bunék z plodové vody

2. péstovani pasazovanych bunék z plodové vody

3. odbér vzorkl pevné amniotické tkané z choriovych klki

Toto médium je uréeno k pouZiti v CO, inkubatorech
(kultury ekvilibrovany s atmosférou s 5-8 % CO,).

Konecéné pH musi byt 6,65-7,44. Viz navod k pouziti.

POPIS PROSTREDKU

CHANG Amnio kompletni médium pfipravené k pouziti
k primokultivaci lidskych bunék z plodové vody, vzorkd
choriovych klki a produktt koncepce k pouziti pfi
karyotypizaci a jinych prenatélnich genetickych testech.
Bylo optimalizovano pro metody s pouZitim kultivacni lahve
i metody in situ. Tento vyrobek obsahuje antibiotikum
gentamicin-sulfat (50 pg/ml).

SLOZKY

Pufry Proteiny. hormony  Nukleové kyseliny
Hydrogenuhli¢itan  a rlstové faktory Deoxyadenosin
sodny Fetalni bovinni Deoxycytidin

sérum (FBS) Deoxyguanosin
Antioxidant Novorozenecké Adenosin
Kyselina thioktovd  bovinni sérum Cytidin

Lidsky transferin Guanosin
Antibiotikum Fibroblastovy Thymidin
Gentamicin-sulfat  ristovy faktor (FGF)  Uridin

Inzulin
Aminokyselina Progesteron Ostatni
Alanin Testosteron Ethylalkohol
Arginin Beta-estradiol Thyronin
Asparagin Hydrokortison
Kyselina Vitaminy
asparagova Indikator pH a stopoveé prvky
Cystein Fenolova ¢ervefi Kyselina askorbova
Kyselina glutamova Kyselina listova
Glutamin Energetické Nikotinamid
Glycin substraty Riboflavin
Histidin Glukéza Thiamin
Isoleucin Pyruvat Kyselina
Leucin Inositol pantothenova
Lysin Kobalamin
Methionin Soli a ionty Pyridoxin
Fenylalanin Chlorid sodny Biotin
Prolin Selenicitan sodny
Serin Chlorid vapenaty Voda
Threonin Cholinchlorid V kvalité vody
Tryptofan Chlorid draselny pro injekci
Tyrosin Fosforecnan
Valin draselny

Siran hofecnaty
Fosfore¢nan sodny

ZAJISTENI KVALITY

STERILITA

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

PRIPRAVA K POUZITI
Rozmrazte na sterilni pracovni plose pfi pokojové teploté
nebo vlozenim lahve do vodni lazné o teploté 37 °C.

CHANG Amnio obsahuje gentamicin-sulfat (50 mg/l). Podle
potieby Ize pfidat dal$i antibiotika.

ROZDELENI CHANG Amnio

1. Rozmrazte CHANG Amnio podle vy$e uvedenych
pokynd.

2. Asepticky rozdélte na dily o pfihodném objemu a znovu
zmrazte.

3. AzZje budete pfipraveni pouZit, rozmrazte dily ve vodni
lazni o teploté 37 °C.

LATVISKI

LIETOSANAS INDIKACIJA

Barotni ,CHANG Amnio” ar gentamicinu un L-glutaminu

var lietot talak noraditajos gadijumos.

1. Augla Gdens $tnu primara kultivé$ana.

2. Parsétu augla tdens $anu audzé$ana.

3. Kompaktajiem amnija audiem, kas iegati horija
barkstinu parauga izmeklé$ana.

Si barotne ir paredzéta izmanto$anai CO, inkubatoros
(kultdras tiek Iidzsvarotas 5%-8% CO, atmosféra).

Galigajam pH limenim jabt 6,65-7,44. Skatit lietodanas
noradijumus.

IERICES APRAKSTS

LCHANG Amnio” ir pilniga, lietodanai gatava barotne
cilvéka augla Gdens Sanu (amniotic fluid cells - AFC),
horija barkstinu paraugu (chorionic villus sampling - CVS),
ka arT apaug|o$anas lidzeklu (products of conception —
POC) primarai kultivé$anai lieto$anai kariotipu noteik§ana
un citu prenatalo genétisko testu veik$ana. Ta ir optimizéta
izmanto$anai gan flakona, gan in situ metodém.
Sis produkts satur antibiotiku gentamicina sulfatu
(50 pg/ml).

SASTAVDALAS

Proteini, hormoni

un augsanas faktori
Liellopu embriju

Buferi
Natrija bikarbonats

Kalija fosfats
Magnija sulfats
Natrija fosfats

Antioksidants serums (fetal bovine

Tioktinskabe serum — FBS) Nukleinskabes
Liellopu Dezoksiadenozins

Antibiotikas Dezoksicitidins

jaundzimudo

Gentamicina sulfats tejy serums Dezoksiguanozins

Cilvéka transferins ~ Adenozins
Aminoskabe Fibroblastu Citidins
Alanins augsanas faktors ~ Guanozins
Arginins (fibroblast growth ~ Timidins
Asparagins factor - FGF) Uridins
Asparaginskabe Insulins
Cistefns Progesterons Citas
Glutaminskabe Testosterons Etilspirts
Glutamins Bata estradiols Tironins
Glictns N "
Histidins Hidrokortizons Vitamini un
Izoleicins indi mikroelementi
Leicins %mis Askorbinskabe
Lizins Folijskabe
Metionins Enerdijas substrati Nikotinamids
Fenilalanins Glikoze Riboflavins
Prolins Piruvats Tiamins
Serins Inozitols Pantoténskabe
Treonins Kobalamins
Triptofans A1 11m iani Piridoksins
Tirozins %llﬁa%ids Biotins
Valins Natrija selenits .

Kalcila hlorids ~~ dens

Holina hlorids Injekciju adens

Kalija hlorids (WFI) kvalitate

KVALITATES NODROSINASANA
STERILITATE

L,CHANG Amnio” 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 Amnio” ir sterilizéts, filtrgjot caur
0,1 mikronu filtru. ,CHANG Amnio” paraugi parbaudfti,
lai noteiktu iesp&jamo bakterialo piesarnojumu, atbilstosi
sterilitates testéSanas protokolam, kas aprakstits
pasreizéja ASV Farmakopejas (USP) sterilitates
testa <71>.

SAGATAVOSANA LIETOSANAI
Atkauséjiet uz sterilas darba virsmas istabas temperatiira
vai pudeli ielieciet 37 °C adens peldeé.

L,CHANG Amnio” satur gentamicinu (50 mg/l). Ja vélams,
var pievienot papildu antibiotikas.

,CHANG Amnio” DALISANA ALIKVOTAJAS DALAS

1. Atkauséjiet ,CHANG Amnio” atbilsto$i ieprieks
minétajam instrukcijam.

2. Aseptiska veida sadaliet piemérota lieluma alikvotajas
dalas un atkartoti sasaldéjiet.

3. Alikvotas dalas atkausé&jiet 37 °C ddens vanna,
kad esat gatavs tas lietot.

DEUTSCH

INDIKATIONEN

CHANG Amnio mit Gentamicin und L-Glutamin kann fir
die folgenden Anwendungen verwendet werden:

1. Primérkultur von Fruchtwasserzellen

2. Wachsende passagierte Fruchtwasserzellen

3. Festes Amniongewebe aus einer Chorionzottenbiopsie

Dieses Medium wurde fir die Verwendung in CO,-
Inkubatoren entwickelt (Kulturen, die mit 5-8%iger CO,-
Atmosphare &quilibriert werden).

Der endgiiltige pH-Wert muss zwischen 6,65 und 7,44
liegen. Siehe Gebrauchsanweisung.

PRODUKTBESCHREIBUNG

Das CHANG Amnio ist ein gebrauchsfertiges
Komplettmedium fiir die Primarkultur von menschlichen
Fruchtwasserzellen (AFC), Chorionzottenbiopsie (CVS)
und Konzeptionsprodukten (POC) zur Verwendung bei der
Karyotypisierung und fiir andere prénatale genetische
Tests. Es wurde sowohl fiir Flaschen- als auch In-situ-
Methoden optimiert. Dieses Produkt enthalt das
Antibiotikum Gentamicinsulfat (50 pg/ml).

INHALTSSTOFFE

Puffer Proteine, Hormone ~ Magr

Natriumbicarbonat  und Wachstums- Natriumphosphat
faktoren

Antioxidans Fetales Nukleinséuren

Thioctanséure Kélberserum (FBS) Desoxyadenosin
Serum von Desoxycytidin

Antibiotikum neugeborenen Desoxyguanosin

Gentamicinsulfat Rindern Adenosin
Humanes Cytidin

Aminosaure Transferrin Guanosin

Alanin Fibroblasten- Thymidin

Arginin wachstumsfaktor Uridin

Asparagin Insulin

Asparaginsaure Progesteron Andere

Cystein Testosteron Ethylalkohol

Glutaminséure Beta-Estradiol Thyronin

Glutamin Hydrokortison

Glycin Vitamine und

Histidin pH-Indikator Spurenelemente

Isoleucin Phenolrot Ascorbinséure

Leucin Folséure

Lysin Energiesubstrate Nikotinamid

Methionin Glukose Riboflavin

Phenylalanin Pyruvat Thiamin

Prolin Inositol Pantothenséure

Serin Cobalamin

Threonin Salze und lonen Pyridoxin

Tryptophan Natriumchlorid Biotin

Tyrosin Natriumselenit

Valin Calciumchlorid Wasser
Cholinchlorid Wasser fiir
Kaliumchlorid Injektionszwecke
Kaliumphosphat (WFI)

QUALITATSSICHERUNG

STERILITAT

Das bei der Produktion des CHANG Amnio verwendete
Serum wurde auf virale Kontamination gemaR CFR Titel 9,
Teil 113.53, getestet. Es wurde auBerdem auf Mykoplasma-
kontamination tberpriift. Das CHANG Amnio wurde durch
Filtration durch einen 0,1-Mikron-Filter sterilisiert.
Es wurden Proben des CHANG Amnio auf mdogliche
bakterielle Kontamination getestet, wobei das im aktuellen
USP-Sterilitatstest <71> beschriebene Sterilitatstest-
protokoll befolgt wurde.

VORBEREITUNG

Zum Auftauen bei Raumtemperatur auf einem sterilen
Tisch abstellen oder die Flasche in ein 37 °C warmes
Wasserbad stellen.

CHANG Amnio enthalt Gentamicin (50 mg/l). Bei Bedarf
kénnen zuséatzliche Antibiotika hinzugefiigt werden.

ALIQUOTIEREN DES CHANG Amnio

1. Das CHANG Amnio gemaR den obigen Anweisungen
auftauen.

2. Mit aseptischen Techniken in handliche Aliquote
verteilen und erneut einfrieren.

3. DieAliquote, sobald benétigt, in einem 37 °C warmem

Wasserbad auftauen.

PREPARATION D’ALIQUOTES DE CHANG Amino

1. Décongeler CHANG Amnio en suivant les instructions
ci-dessus.

2. Répartir stérilement en plusieurs aliquotes de taille
appropriée et recongeler.

3. Décongeler les aliquotes dans un bain-marie a 37 °C
lorsqu’elles sont prétes a étre utilisées.

MODE D’EMPLOI

Utilisation de CHANG Amnio pour les cultures

primaires : méthodes in situ

1. Centrifuger le liquide amniotique a environ 1 200 tr/min
pendant 10 minutes pour concentrer les cellules.

2. Aspirer le surnageant du tube centrifugé, en laissant
environ 0,5 ml au-dessus du culot de cellules
(ou environ deux fois le volume du culot) de liquide
amniotique centrifugé. Prélever le surnageant
(au moins 1 ml, si possible) pour les essais d’alpha-
feetoprotéine (AFP) et d’acétylcholinestérase,
si nécessaire. Si I'échantillon contient du sang,
préparer une aliquote supplémentaire pour de
nouveaux tests. Remettre le culot cellulaire en
suspension dans un petit volume du liquide amniotique
de la patiente. Ajouter suffisamment de CHANG Amnio
a la suspension concentrée des cellules pour obtenir
un volume final nécessaire pour 4 lamelles (0,5 ml par
lamelle), suivant la taille du culot de cellules, ou 2 ml
par petit flacon de culture. Si I'échantillon provient
d’'une patiente au cours du troisiéme trimestre de la
grossesse, le culot peut étre plus important mais
contenir moins de cellules viables, requérant ainsi un
ensemencement plus intense (moins de milieux que
normalement).

3. Incuber les cultures sans agitation & 37 °C dans une
atmosphére contenant entre 5 et 8 % de CO,.

4. Inonder les cultures le deuxieme jour en ajoutant 2 ml
de CHANG Amnio.

5. Au bout de 4 a 5 jours, vérifier la croissance des
cultures. Des qu’une croissance est observée,
alimenter les cultures en retirant le surnageant et en
le remplagant par 2 ml de CHANG Amnio frais. Il est
recommandé d'alimenter les cultures tous les 2 jours
par la suite. Pour les échantillons contenant du sang,
les cultures peuvent nécessiter des changements
de milieu plus fréquents.

6. Vérifier la croissance des cultures & partir
du cinquieme jour et procéder a la collecte lorsque les
cultures ont des colonies de taille suffisante.

7. Les meilleurs résultats sont obtenus lorsque les
cultures sont alimentées avec CHANG Amnio la veille
de la collecte.

Utilisation de CHANG Amnio pour les cultures

primaires : méthodes de culture en flacons

1. Centrifuger le liquide amniotique a environ 1 200 tr/min
pendant 10 minutes pour concentrer les cellules.

2. Aspirer le surnageant du tube centrifugé, en laissant
environ 0,5 ml au-dessus du culot de cellules
(ou environ deux fois le volume du culot) de liquide
amniotique centrifugé. Prélever le surnageant
(au moins 1 ml, si possible) pour les essais d'alpha-
feetoprotéine (AFP) et d’acétylcholinestérase,
si nécessaire. Si I'échantillon contient du sang,
préparer une aliquote supplémentaire pour de
nouveaux tests. Remettre le culot cellulaire en
suspension dans un petit volume du liquide amniotique
de la patiente. Ajouter 4 ml de CHANG Amnio pour
obtenir un volume total de 5 ml par flacon.
Si I'échantillon provient d’une patiente au cours du
troisieme trimestre de la grossesse, le culot peut étre
plus important mais contenir moins de cellules viables,
requérant ainsi un ensemencement plus intense
(moins de milieux que normalement).

3. Incuber les cultures sans agitation a 37 °C dans une
atmosphere contenant entre 5 et 8 % de CO,.

4. Vérifier la croissance des cultures le cinquiéme jour.
Changer le milieu avec 2 ml de CHANG Amnio frais
et procéder a la collecte lorsqu’une croissance
suffisante des cellules est observée.

NAVOD K POUZITI

Pouziti média CHANG Amnio k primokultivaci:

metody in situ

1. Odstfedovanim plodové vody pfi 1 200 ot./min po dobu
10 minut koncentrujte buriky.

2. Aspirujte supernatant z odstfedéné zkumavky;
nad bunéénym peletem ponechte pfiblizné 0,5 ml
odstfedéné plodové vody (pfiblizné 2x vice, nez je
objem peletu). Nadavkujte supernatant (nejméné 1 ml,
pokud je to mozné) k pfipadnému testovani na
alfa-fetoprotein (AFP) a acetylcholinesterazu. Pokud
je vzorek krvavy, pfipravte daldi dil k dal§imu
testovani. Resuspendujte bunéény pelet v malém
objemu vlastni plodové vody pacientky.
Ke koncentrované bunécné suspenzi pfidejte
dostate¢né mnozstvi CHANG Amnio, abyste vysledné
méli 0,5 ml na jedno kryci sklicko (celkem 4 kryci
sklicka v zavislosti na velikosti bunééného peletu)
nebo 2 ml na kultivacni lahvicku. Pokud obdrzite
vzorek od pacientky ve tfetim trimestru téhotenstvi,
mize pelet byt vétsi, ale mize obsahovat méné
Zivotaschopnych bunék, takze muze byt potieba
Inkubujte kultury neruSené pfi teploté 37 °C
v atmosféfe s 5-8 % CO,.

4. 2. den kultury zaplavte pfidanim 2 ml CHANG Amnio.

5. Po 4 az 5 dnech zkontrolujte rist kultur. Jakmile
zaénou rist, je tfeba dodat Ziviny. Ziviny dodejte tak,
Ze odstranite veskery supernatant kultury a nahradite
ho 2 ml Eerstvého CHANG Amnio. Poté doporu¢ujeme
kulturam dopliiovat Ziviny kazdé 2 dny. Kultury
krvavych vzorki mohou vyzadovat ¢astéjsi
vymény média.

6. 5. den nebo po ném kontrolujte rust kultur a kdyz
zjistite dostatecné kolonie, provedte sbér.

7. Optimalnich vysledki se dosahuje, pokud jsou kultury
vyziveny médiem CHANG Amnio den pred sbérem.

Pouziti média CHANG Amnio k primokultivaci: metody

s vyuzitim kultivaénich lahvi

1. Odstfedovanim plodové vody pfi 1 200 ot./min po dobu
10 minut koncentrujte buriky.

2. Aspirujte supernatant z odstfedéné zkumavky;
nad bunéénym peletem ponechte pfiblizné 0,5 ml
odstfedéné plodové vody (pfiblizné 2x vice, nez je
objem peletu). Nadavkujte supernatant (nejméné 1 ml,
pokud je to mozné) k pfipadnému testovani na
alfa-fetoprotein (AFP) a acetylcholinesterazu. Pokud
je vzorek krvavy, pfipravte dal$i dil k dal§imu
testovani. Resuspendujte bunéény pelet v malém
objemu vlastni plodové vody pacientky. Pridejte 4 ml
média CHANG Amnio; celkovy objem na kultivaéni
lahev bude 5 ml. Pokud obdrzite vzorek od pacientky
ve tietim trimestru téhotenstvi, mize pelet byt vétsi,
ale mize obsahovat méné Zivotaschopnych bunék,
nez normalné).

3. Inkubujte kultury neru$ené pfi teploté 37 °C
v atmosféfe s 5-8 % CO,

4. 5. den zkontrolujte rust. Nahradte médium 2 ml
Cerstvého média CHANG Amnio a, pokud zjistite
dostatecny rast bunék, provedte sbér.

5. Nasledné kontrolujte rust kultur a provadéjte tplné
vymény média kazdy den, dokud nezjistite dostate¢né
kolonie a nejste pfipraveni ke sbéru. Kultury krvavych

6. Optimalnich vysledku se dosahuje, pokud jsou kultury
vyziveny médiem CHANG Amnio den pfed sbérem.

Pouziti média CHANG Amnio k péstovani
pasazovanych bunék z plodové vody:

Buriky pasazujte oSetfenim kultur trypsinem (nebo
pronazou apod.) podle bézného postupu u bunék
péstovanych v konvenénim médiu. OSetfeni protedzou je
v8ak tfeba peclivé monitorovat. Buriky z plodové vody
péstované v médiu CHANG Amnio maji tendenci k vétsi
citlivosti na o$etfeni protedzou nez pfi péstovani
v konvencnim médiu. S ohledem na tuto skuteénost bude
mozna tieba upravit pouzivany protokol.

LIETOSANAS NORADIJUMI

,CHANG Amnio” izmanto$ana primarai kultivé$anai:

in situ metodologija

1. Centrifuggjiet augla Gdenu Skidrumu ar aptuveno
atrumu 1200 apgr./min 10 mindtes, lai koncentrétu
$lnas.

2. Aspirgjiet supernatantu centrifugétaja stobrina, atstajot
aptuveni 0,5 ml centrifugéta augla tdenu $kidruma
virs §tnas lodites (vai aptuveni 2x lodites tilpumu).
Ja nepiecieSams, dozé&jiet supernatantu (ja iesp&jams,
vismaz 1 ml) alfa-fetoproteinam (AFP) un acetil-
holinesterazes testiem. Ja paraugs ir asinains,
sagatavojiet papilddozu turpmakai testésanai.
Sinu lodrti atkartoti suspendéjiet neliela daudzuma
pada pacienta augla tdens. Koncentrétajai Stnu
suspensijai pievienojiet pietiekamu daudzumu
,CHANG Amnio”, lai iegltu galigo uzséSanas
daudzumu 0,5 ml uz katru segstiklinu (pavisam
4 segstiklini, atkarba no anu lodites lieluma) vai 2 ml
uz flakonu. Ja paraugs panemts no pacientes,
kura ir gritniecibas tresaja trimestri, lodite var bat
liela, bet saturét mazaku dzivotspéjigu $tnu skaitu,
tadejadi var bat nepiecie$ama ilgaka uzsieSana
(izmantojot mazak barotnes, neka ierasts).

3. Kultiras netraucéti inkubgjiet 37 °C temperatira
5-8% CO, atmosfera.

4. 2. diena uzpludiniet kultaras, pievienojot 2 ml
L,CHANG Amnio”.

5. Péc 4-5 dienam japarbauda kultru augdana. Tiklidz
novéro aug$anu, kulttras japapildina. Papildiniet
kultdras, nonemot visu kulttras supernatantu
un aizvietojot to ar 2 ml svaigas ,CHANG Amnio”.
Pé&c tam ieteicams kultdras papildinat ik péc 2 dienam.
Asinainiem paraugiem var bt nepiecieSama biezaka
barotnes maina.

6. 5. diena vai péc tas parbaudiet kultiru augdanu un,
kad novéro pietiekama apjoma kolonijas,
ievaciet 8iinas.

7. Vislabakos rezultatus iegist, ja kultiras papildina
ar ,CHANG Amnio” vienu dienu pirms ievak$anas.

,CHANG Amnio” lieto§ana primarai kultivésanai:

flakona metodes

1. Centrifugéjiet augla Gdenu Skidrumu ar aptuveno
atrumu 1200 apgr./min 10 mindtes, lai koncentrétu
$tnas.

2. Aspirgjiet supernatantu centrifugétaja stobrina, atstajot
aptuveni 0,5 ml centrifugéta augla adenu $kidruma
virs $Unas lodites (vai aptuveni 2x lodites tilpumu).
JanepiecieS8ams, dozéjiet supernatantu (ja iesp&jams,
vismaz 1 ml) alfa-fetoproteinam (AFP) un acetil-
holinesterazes testiem. Ja paraugs ir asinains,
sagatavojiet papilddozu turpmakai testé$anai.
Sunu loditi atkartoti suspendéjiet neliela daudzuma
paSa pacienta augla Gdens. Pievienojiet 4 ml
CHANG Amnio, lai iegtu katra flakona kopgjo tilpumu
5 ml. Ja paraugs panemts no pacientes, kura ir
gratniecibas tre$aja trimestri, lodite var but liela,
bet saturét mazaku dzivotspéjigu $tnu skaitu, tadéjadi
var bit nepiecieSama ilgaka uzsieSana (izmantojot
mazak barotnes, neka ierasts).

3. Kultaras netraucéti inkubgjiet 37 °C temperatara
5-8% CO, atmosféra.

4. 5. dienad parbaudiet aug$anu. Barotni aizstajiet
ar svaigu 2 ml ,CHANG Amnio” un, ja novéro
pietiekamu $Unu aug$anu, ievaciet tas.

5. Péc tam katru dienu parbaudiet kultdru aug$anu un
pilniba nomainiet barotni, Iidz novéro pietickama
apjoma kolonijas un $dnas ir gatavas ievaks$anai.
Asinainiem paraugiem var bat nepiecieS$ama biezaka
barotnes maina.

6. Vislabakos rezultatus iegist, ja kultiras papildina
ar ,CHANG Amnio” vienu dienu pirms ievak$anas.

,CHANG Amnio” lieto$ana parsétu augla tadens $tnu
audzédanai

Lai parsétu Sunas, kultdras apstradajiet ar tripsinu
(vai pronazi u. c.), ka to parasti daritu, ja $tnas tiktu
audzétas standarta barotné. Tomér apstrade ar proteazi
ripigi jakontrolé. Barotné ,CHANG Amnio” audzétam
augla Udens $unam ir nosliece uz lielaku juttbu pret

GEBRAUCHSANWEISUNG

Verwendung von CHANG Amnio fiir Primarkulturen:

In-situ-Methoden

1. Das Fruchtwasser 10 Minuten bei etwa 1.200 U/min
zentrifugieren, um die Zellen zu konzentrieren.

2. So viel Uberstand vom zentrifugierten Réhrchen
absaugen, dass ca. 0,5 ml (iber dem Zellpellet
(oder etwa das 2-fache Volumen des Pellets) der
zentrifugierten Fruchtwasserflissigkeit verbleiben.
Falls erforderlich, den Uberstand (mindestens 1 ml,
falls moglich) fir Alpha-Fetoprotein- (AFP) und
Acetylcholinesterase-Assays aliquotieren. Bei einer
Probe mit hohem Blutgehalt ein zusatzliches Aliquot
fiir weiterfiihrende Tests anlegen. Das Zellpellet
in einer kleinen Menge Fruchtwasser derselben
Patientin resuspendieren. Ausreichend CHANG Amnio
in die konzentrierte Zellsuspension geben, um das
endgiiltige Uberzugvolumen von 0,5 ml pro Deckglas
(insgesamt 4 Deckglaser je nach GroRe des
Zellpellets) oder 2 ml pro Flaschchen zu erreichen.
Wenn die Probe von einer Patientin im dritten
Trimester stammt, kann das Pellet groBer sein,
aber weniger lebensfahige Zellen enthalten, sodass
eine hohere Zellkonzentration erforderlich ist (weniger
Medium als normal).

3. Die Kulturen ungestért bei 37 °C in einer 5-8%igen
CO,-Atmosphare inkubieren.

4. Die Kulturen an Tag 2 iberspiilen, indem 2 ml CHANG
Amnio zugegeben werden.

5. Nach 4 bis 5 Tagen sollten die Kulturen auf Wachstum
Uiberpriift werden. Die Kulturen sollten genahrt werden,
sobald ein Wachstum festgestellt wurde. Die Kulturen
nahren, indem Kulturiiberstand entfernt wird und
stattdessen 2 ml frisches CHANG Amnio zugegeben
werden. Es wird empfohlen, dass Kulturen danach alle
2 Tage genahrt werden. Bei Proben mit hohem
Blutgehalt kdnnen Kulturen haufigere Medienwechsel
erfordern.

6. An/oder nach Tag 5 die Kulturen auf Wachstum priifen
und entnehmen, wenn ausreichend Kolonien
vorhanden sind.

7. Die besten Ergebnisse werden erreicht, wenn die
Kulturen am Tag vor der Entnahme mit CHANG Amnio
genahrt werden.

Verwendung von CHANG Amnio fiir Primarkulturen:

Flaschen-Methoden

1. Das Fruchtwasser 10 Minuten bei etwa 1.200 U/min
zentrifugieren, um die Zellen zu konzentrieren.

2. So viel Uberstand vom zentrifugierten Rohrchen
absaugen, dass ca. 0,5 ml iiber dem Zellpellet (oder
etwa das 2-fache Volumen des Pellets) der
zentrifugierten Fruchtwasserfliissigkeit verbleiben.
Falls erforderlich, den Uberstand (mindestens 1 ml,
falls moglich) fir Alpha-Fetoprotein- (AFP) und
Acetylcholinesterase-Assays aliquotieren. Bei einer
Probe mit hohem Blutgehalt ein zusatzliches Aliquot
fir weiterfiihrende Tests anlegen. Das Zellpellet
in einer kleinen Menge Fruchtwasser derselben
Patientin resuspendieren. 4 ml CHANG Amnio fiir
ein Gesamtvolumen von 5 ml in die Flasche geben.
Wenn die Probe von einer Patientin im dritten
Trimester stammt, kann das Pellet groBer sein,
aber weniger lebensfahige Zellen enthalten, sodass
eine hdhere Zellkonzentration erforderlich ist (weniger
Medium als normal).

3. Die Kulturen ungestort bei 37 °C in einer 5-8%igen
CO,-Atmosphare inkubieren.

4. An Tag 5 auf Wachstum priifen. Das Medium durch
2 ml frisches CHANG Amnio ersetzen und die Kulturen
entnehmen, wenn ausreichend Zellwachstum
festgestellt wird.

5. Die Kulturen auf Wachstum priifen und danach jeden
Tag das Medium auswechseln, bis ausreichend
Kolonien vorhanden sind und entnommen werden
kénnen. Bei Proben mit hohem Blutgehalt kdnnen
Kulturen haufigere Medienwechsel erfordern.

6. Die besten Ergebnisse werden erreicht, wenn die
Kulturen am Tag vor der Entnahme mit CHANG Amnio
genahrt werden.

5. Examiner la croissance et changer completement le
milieu tous les jours jusqu'a ce que le nombre des
colonies soit suffisant pour la collecte. Pour les
échantillons contenant du sang, les cultures peuvent
nécessiter des changements de milieu plus fréquents.

6. Les meilleurs résultats sont obtenus lorsque les
cultures sont alimentées avec CHANG Amnio la veille
de la collecte.

Utilisation de CHANG Amnio pour le repiquage des
cellules du liquide amniotique :

Pour repiquer les cellules, traiter les cultures avec de la
trypsine (ou de la pronase, etc.) comme vous le faites
normalement lorsque les cellules sont cultivées dans un
milieu conventionnel. Le traitement avec des protéases
doit cependant étre surveillé avec prudence. Les cellules
du liquide amniotique cultivées dans du CHANG Amnio
ont tendance a étre plus sensibles au traitement
protéasique que celles cultivées dans un milieu
traditionnel. Il peut étre nécessaire de modifier le protocole
en conséquence.

Remarque : le pH du milieu utilisé pour alimenter les
cultures doit se situer entre 6,65 et 7,44 (c.-a-d. le milieu
doit étre de couleur Iégérement saumon-jaunatre). Le pH
peut facilement étre ajusté en plagant le milieu dans un
incubateur contenant entre 5 et 8 % de CO, avec le
bouchon Iégérement desserré pendant environ 30 minutes.

Remarque : Chang Amnio peut produire des précipités
d’oxalate de calcium et de protéines lors de la
décongélation. Ces précipités n'ont pas d’effet connu sur
les performances du produit.

Préparation des échantillons de villosités
choriales :

1. Etiqueter une boite de Petri pour chaque échantillon
prélevé et transférer le contenu de I'échantillon de
fagon aseptique. Ajouter 5 ml du milieu complet de
CHANG Amnio préchauffé a la boite et placer dans
un incubateur pendant 30 minutes entre 35 et 39 °C
dans une atmosphere contenant entre 5 et 8 % de CO,
pour laisser le sang se déposer.

2. Nettoyer I'échantillon & I'aide d’un microscope
de dissection, initialement avec un grossissement
de 1,5, puis en ajustant sur un grossissement
avoisinant 3. Remarque : environ 20 a 40 mg
d’échantillon de villosités choriales sont requis.

3. Alaide de deux paires de pinces stériles, retirer les
caillots sanguins et toute caduque maternelle du
matériau de villosité tout en travaillant dans la boite
sous le microscope de dissection. Le matériau de
villosité est de couleur claire, tubulaire et/ou grumeleux
avec des branches et des veines visibles.

4. Transférer les villosités propres dans une autre boite
de Petri contenant le milieu complet de CHANG Amnio
préchauffé. Procéder au nettoyage final en utilisant
des pinces pour saisir les villosités et agiter
délicatement. Remarque : la quantité idéale & utiliser
par culture est de 5 mg. Eviter d’endommager les
villosités fragiles.

5. Transférer les villosités et le milieu dans un tube
a centrifuger de 15 ml et ajouter 4 gouttes d’antibiotique
(c.-a-d. sulfate de gentamicine, 50 pl/ml) au tube
a centrifuger. Laisser reposer pendant 30 minutes.

6. Centrifuger les villosités & environ 1400 tr/min pendant
5 minutes.

Culture des échantillons de villosités choriales :

1. Aspirer le surnageant du tube centrifugé en veillant
a laisser 0,5 ml de milieu au-dessus du culot de
cellules (ou environ 2 fois le volume du culot).

2. Remettre délicatement le culot en suspension. Ajouter
2 ml de milieu de CHANG Amnio préchauffé au tube
a centrifuger.

3. Ajouter 2 ml de trypsine EDTA et incuber la culture
sans agitation entre 35 et 39 °C dans une atmosphére
contenant entre 5 et 8 % de CO, pendant 10 minutes.
Sortir le tube de I'étuve, remettre le culot en
suspension et le placer dans I'étuve pendant
10 minutes supplémentaires.

4. Sortir le tube a centrifuger de I'incubateur, remettre
le culot en suspension et centrifuger pendant 8
a 10 minutes a 1 400 tr/min.

Poznémka: pH média pouzivaného k vyZzivé kultur musi
byt v rozmezi 6,65-7,44 (tj. médium musi mit mirné
nazloutlou lososovou barvu). pH Ize snadno upravit
vloZzenim média s mirné uvolnénym uzavérem do
inkubatoru s atmosférou 5-8 % CO, pfiblizné na 30 minut.

Poznamka: Pfi rozmrazovani média Chang Amnio mize
dojit k vysrazeni nevelkého mnozstvi $tavelanu
vapenatého a proteinti. Neni znamo, Ze by tyto srazeniny
mély vliv na funkci vyrobku.

Pfiprava vzorki choriovych klka:

1. Opatfete Petriho misku informacemi o kazdém piijatém
vzorku a asepticky preneste obsah vzorku. Pfidejte
5 ml pfedehfatého kompletniho média CHANG Amnio
do misky a vlozte na 30 minut do inkubatoru pfi
teploté 35-39 °C s atmosférou 5-8 % CO,, aby se
krev usadila.

2. Vycistéte vzorek pfi pouziti stereoskopického
mikroskopu; nejprve pfi 1,5x zvétSeni a potom pfi 3x
zvétseni. Poznamka: Bude potreba vzorek choriovych
klkti o hmotnosti pfiblizné 20-40 mg.

3. Pomoci dvou sterilnich klesticek odstrante krevni
srazeniny a matefska decidua z klkového materialu;
pracujte v misce pod stereoskopickym mikroskopem.
Klkovy material je svétlé barvy, trubicovy a/nebo
hrudkovy s viditelnymi vétvemi a Zilami.

4. Preneste ¢isté klky do dal$i Petriho misky obsahujici
pfedehfaté kompletni médium CHANG Amnio.
Provedte finalni vycisténi; uchopte pfi ném klky
klestickami a Setrné je vymachejte. Poznamka:
Na jednu kulturu je idedlni pouzit 5 mg. Dbejte, abyste
krehké kiky neposkodili.

5. Klky s médiem preneste do 15ml centrifugaéni
zkumavky a pfidejte do ni 4 kapky antibiotika
(tj. gentamicin-sulfatu, 50 pg/ml). Nechte 30 minut
odstat.

6. Odstfedujte klky pfi pfiblizné 1 400 ot./min po dobu
5 minut.

Kultivace vzorku choriovych klku:

1. Aspirujte supernatant z odstfedéné zkumavky; dbejte,
abyste nad bunéénym peletem ponechali pfiblizné
0,5 ml média (pfiblizné 2x vice, nez je objem peletu).

2. Setrné pelet resuspendujte. Pidejte 2 ml pfedehfatého
média CHANG Amnio do centrifugacni zkumavky.

3. Pridejte 2 ml trypsinu-EDTA a inkubujte kulturu
nerusené pri teploté 35-39 °C v atmosféie s 5-8 %
CO, po dobu 10 minut. Vyjméte zkumavku
z inkubatoru, resuspendujte pelet a vratte do
inkubatoru na dal$ich 10 minut.

4. Vyjméte centrifugacni zkumavku z inkubatoru,
resuspendujte pelet a odstfedujte 8-10 minut na
1400 ot./min.

5. Aspirujte supernatant z odstfedéné zkumavky.
Resuspendujte pelet, potom do zkumavky pridejte 1 ml
kolagenazy a vlozte na 5 minut do inkubatoru.

6. Vyjméte z inkubatoru a vizualné zkontrolujte, zda je
pelet zakaleny a zda nejsou vidét zadné kousky
jednotlivych klka. Pokud pelet neni zakaleny, vratte
na 5 dalSich minut do inkubatoru.

7. Pfidanim 3 ml predehfatého média CHANG Amnio
do centrifugaéni zkumavky zastavte Ucinkovani
kolagenazy.

8. Odstfedujte zkumavku po dobu 8-10 minut pfi
1400 ot./min.

9. Aspirujte supernatant z odstfedéné zkumavky;
nad bunéénym peletem ponechte 0,5 ml média.
Resuspenduijte pelet predtim, nez pfidate CHANG
Amnio pouzivané k pfipravé.

10. Pripravte optimalni pocet kultur pfi pouZiti 0,5 ml média
CHANG Amnio na kulturu pro kazdou Petriho misku
s krycim sklickem.

11. Inkubujte kultury nerusené pfi teploté 35-39 °C
v atmosféfe s 5-8 % CO,.

12. 2. den kultury zaplavte pfidanim 1,5 ml pfedehratého
CHANG Amnio.

apstradi ar proteazi neka standarta barotné audzétam
§unam. Lai So nemtu véra, iespéjams, japarveido
protokols.

Piezime: kultdru papildina$anai izmantotas barotnes pH
jabat 6,65-7,44 (t. i., barotnei jablt nedaudz iedzeltena
laskrasa). pH ITmenis ir viegli pielagojams, barotnes
flakonu ar mazliet valigak uzliktu aizbazni uz apméram
30 mindtém ievietojot 5-8% CO, inkubatora.

Piezime: barotné ,Chang Amnio” péc atkausé$anas var
veidoties kalcija oksalats un proteTnu nogulsnes. Nav datu
par $o0 noguldnu ietekmi uz produkta raksturlielumiem.

Horija barkstinu parauga sagatavosana

1. Katram sanemtajam paraugam markéjiet savu
Petri traucinu un aseptiski parnesiet parauga
saturu. Traucina iepiliniet 5 ml iepriek$ atlaidinatas
L,CHANG Amnio” sakomplektétas barotnes un uz
30 minGtém ielieciet inkubatora 35-39 °C temperatira,
5-8% CO, atmosfera, lai nogulsnétos asinis.

2. Notiriet paraugu, izmantojot secé$anas mikroskopu,
sakotngji ar 1,5 x palielindjumu, péc tam noregul&jot
uz apméram 3 x palielindjumu. Piezime: vajag apm.
20-40 mg horija barkstinu parauga.

3. lzmantojot divas sterilas knaiblites, no barkstinu
materidla nonemiet asins receklus un visus mates
endometrija epitélijaudus, stradajot traucina zem
secéSanas mikroskopa. Barkstinu materials ir gaisas
krasas, cilindrisks un/vai kunkulains ar redzamiem
atzariem un vénam.

4. Attiritas barkstinas parlieciet cita Petri traucina, kur ir
iepriek$ atlaidinata ,CHANG Amnio” sakomplektéta
barotne. Veiciet pedéjo attiriSanu, ar knaiblém satverot
barkstinas un uzmanigi maisot. Piezime: 5 mg ir
idealais vienai kultivé$anai izmantojamais daudzums.
Esiet uzmanigi, lai izvairitos no trauslo barkstinu
bojasanas.

5. Barkstinas un barotni parnesiet 15 ml centrifugé$anas
stobrina un 4 pilienus antibiotiku (t. i., gentamicina
sulfata, 50 pl/ml) iepiliniet centrifugéSanas stobrina.
Atstajiet to 30 mindtes.

6. Centrifugéjiet barkstinas ar aptuveno atrumu
1400 apgr./min 5 mindtes.

Horija barkstinu parauga kultivé$ana

1. No centrifiga apstradata stobrina atstciet centrifugatu,
atstajot apméram 0,5 ml barotnes virs §Unu lodites
(vai apméram 2 x lodites tilpuma).

2. Uzmanigi atkartoti suspendgjiet loditi. Centrifugas
stobrina iepiliniet 2 ml iepriek$ atlaidinatas
,CHANG Amnio” barotnes.

3. Pievienojiet 2 ml tripsina EDTA un 10 mindtes kultdru
netraucétiinkubgjiet 35-39 °C temperatdira, 5-8% CO,
atmosféra. |znemiet stobrinu no inkubatora, atkartoti
suspendgjiet loditi un ievietojiet inkubatora vél
10 mindtes.

4. Centrifugas stobrinu iznemiet no inkubatora, atkartoti
suspendgjiet lodti un 8-10 mindtes centrifuggjiet ar
atrumu 1400 apgr./min.

5. Aspirgjiet centrifugas stobrina supernatantu. Atkartoti
suspendgjiet loditi, tad pievienojiet 1 ml kolagenazes
un ievietojiet inkubatora uz 5 minatém.

6. Iznemiet no inkubatora un vizuali parbaudiet, vai lodite
ir dulkaina un vai nav redzami atseviski barkstinu
gabalini. Ja lodite nav dulkaina, uz vél 5 minatém
ievietojiet atpaka| inkubatora.

7. Centrifagas stobrina iepiliniet 3 ml ieprieks atlaidinatas
,CHANG Amnio” barotnes, lai apturétu kolagenazes
iedarbibu.

8. Stobrinu 8-10 mindtes centrifugéjiet ar atrumu
1400 apgr./min.

9. No centrifiiga apstradata stobrina atstciet centrifugatu,
virs §tnu lodites atstajot apméram 0,5 ml barotnes.
Pirms sagatavos$anas laika izmantota ,CHANG Amnio”
pievienosanas atkartoti suspendgjiet loditi.

. levietojiet optimalo kultdru skaitu, izmantojot 0,5 ml
,CHANG Amnio” kultarai katra Petri traucina ar
segstiklinu.

. Kultdras netraucéti inkubgjiet 35-39 °C temperatra,

5-8% CO, atmosfera.

2. diena kultaras uzpludiniet, pievienojot 1,5 ml

atlaidinatas ,CHANG Amnio”.
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Verwendung von CHANG Amnio fir wachsende
passagierte Fruchtwasserzellen:

Um die Zellen zu passagieren, die Kulturen mit Trypsin
(oder Pronase usw.) behandeln, so wie es iiblich ist, wenn
Zellen in einem konventionellen Medium kultiviert werden.
Eine Behandlung mit Protease sollte allerdings sorgféltig
Uberwacht werden. In CHANG Amnio kultivierte
Fruchtwasserzellen neigen dazu, empfindlicher auf eine
Protease-Behandlung zu reagieren als bei Kultivierung in
konventionellem Medium. Das Protokoll muss ggf.
geandert werden, um dies zu beriicksichtigen.

Hinweis: Der pH-Wert des Mediums, das als Nahrmedium
der Kulturen dient, muss zwischen 6,65 und 7,44 liegen
(d. h. das Medium muss leicht gelblich-lachsfarben sein).
Der pH-Wert kann leicht angepasst werden, indem das
Medium mit leicht geloster Kappe fiir ungeféhr 30 Minuten
in einen 5-8%igen CO,-Inkubator gestellt wird.

Hinweis: Nach dem Auftauen kdnnen sich in Chang Amnio
Calciumoxalat- und Proteinniederschlage bilden. Es ist
nicht bekannt, dass diese Niederschldge die
Produktleistung beeinflussen.

Chorionzotten-Probenvorbereitung:

1. Fir jede in Empfang genommene Probe eine
Petrischale kennzeichnen und den Probeninhalt unter
Anwendung aseptischer Techniken iberfiihren.
Der Petrischale 5 ml vorgewarmtes CHANG Amnio-
Komplettmedium zusetzen und 30 Minuten lang bei
35-39 °C in einer 5-8%igen CO,-Atmosphére
inkubieren, damit sich das Blut absetzen kann.

2. Probe mithilfe eines Préapariermikroskops zunachst
unter 1,5-facher VergroRerung und dann unter etwa
3-facher VergroRerung reinigen. Hinweis: Es werden
etwa 20-40 mg Chorionzottenprobe bendtigt.

3. In der Petrischale unter dem Préapariermikroskop mit
zwei sterilen Pinzetten Blutgerinnsel und eventuell
vorhandene miitterliche Decidua vom Zottenmaterial
entfernen. Zottenmaterial ist hell geféarbt,
schlauchférmig und/oder klumpig mit sichtbaren
Verastelungen und Venen.

4. Die gereinigten Zotten in eine andere Petrischale mit
vorgewarmtem CHANG Amnio-Komplettmedium
Uberfiihren. Eine abschlieBende Reinigung
durchfiihren; dazu die Zotten mit einer Pinzette greifen
und behutsam hin- und herbewegen. Hinweis:
Die ideale Gebrauchsmenge pro Kultur ist 5 mg.
Darauf achten, die empfindlichen Zotten nicht zu
beschadigen.

5. Zotten und Medium in ein 15-ml-Zentrifugenrohrchen
Uberfiihren und 4 Tropfen Antibiotikum (d. h.
Gentamicinsulfat, 50 pl/ml) in das Zentrifugenréhrchen
geben. 30 Minuten lang stehen lassen.

6. Die Zotten 5 Minuten bei ca. 1.400 U/min zentrifugieren.

Chorionzotten-Probenkultur:

1. So viel Uberstand vom zentrifugierten Réhrchen
absaugen, dass 0,5 ml Medium (iber dem Zellpellet
(oder etwa das 2-fache Volumen des Pellets)
verbleiben.

2. Das Pellet vorsichtig resuspendieren. 2 ml
vorgewarmtes CHANG Amnio-Medium in das
Zentrifugenrohrchen geben.

3. 2 ml Trypsin EDTA zugeben und die Kultur ungestort
10 Minuten bei 35-39 °C in einer 5-8%igen CO,-
Atmosphare inkubieren. Das Réhrchen aus dem
Inkubator nehmen, das Pellet resuspendieren und fiir
weitere 10 Minuten in den Inkubator stellen.

4. Das Zentrifugenrohrchen aus dem Inkubator nehmen,
Pellet resuspendieren und 8-10 Minuten bei
1.400 U/min zentrifugieren.

5. Uberstand vom zentrifugierten Rohrchen absaugen.
Pellet resuspendieren, dann 1 ml Kollagenase in das
Réhrchen geben und 5 Minuten in den Inkubator
stellen.

6. Aus dem Inkubator nehmen und visuell priifen, ob das
Pellet triib ist und keine einzelnen Stiicke individueller
Zotten sichtbar sind. Wenn das Pellet nicht triib ist,
fiir weitere 5 Minuten in den Inkubator stellen.

7. 3 ml vorgewarmtes CHANG Amnio in das
Zentrifugenréhrchen geben, um die Wirkung der
Kollagenase zu stoppen.

5. Aspirer le surnageant du tube a centrifuger. Remettre
le culot en suspension, puis ajouter 1 ml de
collagénase au tube et le placer dans I'étuve pendant
5 minutes.

6. Retirer de I'incubateur et vérifier visuellement si le
culot est trouble et si aucun fragment individuel
de villosité n'est visible. Si le culot n’est pas trouble,
le remettre dans I'incubateur pendant 5 minutes
supplémentaires.

7. Ajouter 3 ml de CHANG Amnio préchauffé au tube
a centrifuger pour arréter I'action de la collagénase.

8. Centrifuger le tube pendant 8 & 10 minutes
41400 tr/min.

9. Aspirer le surnageant du tube centrifugé en laissant
0,5 ml de milieu au-dessus du culot de cellules.
Remettre le culot en suspension avant d’ajouter
CHANG Amnio utilisé pour la préparation.

10. Préparer un nombre optimal de cultures avec 0,5 ml
de CHANG Amnio par culture pour chaque boite de
Petri contenant une lamelle.

. Incuber les cultures sans agitation entre 35 et 39 °C
dans une atmosphere contenant entre 5 et 8 % de CO,.

. Inonder les cultures le jour 2 en ajoutant 1,5 ml de
CHANG Amnio préchauffé.

. Au bout de 4 jours, vérifier la croissance des cultures.
Si une croissance est observée, retirer le milieu et
ajouter 2 ml de CHANG Amnio préchauffé frais
achaque lamelle. Les cultures doivent étre alimentées
tous les 2 jours par la suite. Pour les échantillons
contenant du sang, les cultures peuvent nécessiter
des changements de milieu plus fréquents.

. Vérifier la croissance des cultures le cinquiéme jour
et procéder a la collecte lorsque les cultures ont des
colonies de taille suffisante. Les meilleurs résultats
sont obtenus lorsque les cultures sont alimentées avec
CHANG Amnio la veille de la collecte.

CONSERVATION ET STABILITE

Le produit est stable jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette du flacon lorsqu'il est conservé
congelé en dessous de -10 °C. Tout produit non entamé
peut étre réparti dans des aliquotes de travail et recongelé
pour une utilisation ultérieure, ou son flacon fermé
hermétiquement et conservé entre 2 et 8 °C pendant
30 jours maximum. Il peut étre congelé deux fois maximum.
Protéger de la lumiére fluorescente.

PRECAUTIONS ET MISES EN GARDE

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

Ne pas utiliser de flacon dont la stérilité de I'emballage
a été compromise.

Ne pas utiliser CHANG Amnio au-dela de la date de
péremption indiquée sur I'étiquette.
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13. 4. den zkontrolujte rist kultur. Pokud zjistite rust,
odstraiite médium a pfidejte 2 ml ¢erstvého
predehfatého CHANG Amnio ke kazdému krycimu
sklicku. Poté je tfeba kulturdm doplfiovat ziviny kazdé
2 dny. Kultury krvavych vzorkii mohou vyzadovat
Castéj$i vymény média.

14. 5. den zkontrolujte rust kultur a kdyz zjistite dostatecné
kolonie, provedte sbér. Optimalnich vysledkd se
dosahuje, pokud jsou kultury vyZiveny médiem CHANG
Amnio den pfed sbérem.

UCHOVAVANI A STABILITA

Uchovavejte pfi teploté nizsi nez -10 °C. Vyrobek je
stabilni do data exspirace uvedeného na $titku lahve,
pokud je skladovan zmrazeny. Nespotiebovany vyrobek
Ize rozdélit na dily pouzivané pfi zpracovani a znovu
zmrazit k pozdé&jSimu pouziti nebo pevné uzavfit
a skladovat po dobu az 30 dni pi teploté 2 °C az 8 °C;
zmrazit ho Ize maximalné dvakrat. Chraite pred
fluorescenénim svétlem.

BEZPECNOSTNi OPATRENI A VAROVANI
Tento prostfedek je uréen k pouziti pracovniky $kolenymi
v postupech, které zahrnuji indikovanou aplikaci,
pro kterou je prostiedek uréeny.

Nepouzivejte za&dnou lahev s poskozenym sterilnim
balenim.

CHANG Amnio nepouzivejte po uplynuti data exspirace
vyznaceného na $titku.

13. 4. diena japarbauda kultdru aug$ana. Ja novérojama
augsana, nonemiet barotni un katram segstiklinam
pievienojiet 2 ml svaigas atlaidinatas ,CHANG Amnio”.
Péc tam kultaras japapildina ik péc 2 dienam.
Asinainiem paraugiem var bat nepiecieS8ama biezaka
barotnes maina.

14. 5. diena parbaudiet kultdru aug$anu un, kad novéro
pietiekama apjoma kolonijas, ievaciet Sinas.
Vislabakos rezultatus iegdst, ja kultdras papildina
ar ,CHANG Amnio” vienu dienu pirms ievaksanas.

GLABASANA UN STABILITATE

Uzglabat sasaldétu zemaka temperatira par -10 °C.
Glabajot sasaldéta veida, produkts saglaba stabilitati [idz
deriguma terminam, kas noradits uz pudeles etiketes.
Neizlietoto produktu var sadalit darba izmantojamas
alikvotajas dalas un atkartoti sasaldét vélakai izmanto$anai
vai cie$i noslégtus glabat 2 °C-8 °C temperatira Iidz
30 dienam; to drikst sasaldét ne vairak par 2 reizém.
Aizsargajiet no fluorescéjosas gaismas.

PIESARDZIBAS PASAKUMI UN BRIDINAJUMI
Stierice ir paredzéta procedaras, arf tadas, kuram §T ierice
ir paredzéta, apmacita personala lieto$anai.

Nelietojiet nevienu pudeli, kurai ir bojats sterilais
iesainojums.

,CHANG Amnio” nelietot péc deriguma termina,
kas noradits etikete.

8. Das Rohrchen 8-10 Minuten bei 1.400 U/min
zentrifugieren.

9. So viel Uberstand vom zentrifugierten Rohrchen
absaugen, dass 0,5 ml Medium Gber dem Zellpellet
verbleiben. Das Pellet vor der Zugabe von
CHANG Amnio zur Vorbereitung resuspendieren.

10. Eine optimale Anzahl Kulturen mit 0,5 ml CHANG Amnio
pro Kultur fiir jede Petrischale mit Deckglas ansetzen.

11. Die Kulturen ungestort bei 35-39 °C in einer 5-8%igen
CO,-Atmosphére inkubieren.

12. Die Kulturen an Tag 2 durch Zugabe von 1,5 ml
vorgewarmtem CHANG Amnio Uberspiilen.

13. Nach 4 Tagen sollten die Kulturen auf Wachstum
(berpriift werden. Wenn Wachstum beobachtet wird,
das Medium entfernen und 2 ml frisches vorgewarmtes
CHANG Amnio auf jedes Deckglas geben. Die Kulturen
sollten danach alle 2 Tage genéhrt werden. Bei Proben
mit hohem Blutgehalt kénnen Kulturen héufigere
Medienwechsel erfordern.

14. An Tag 5 die Kulturen auf Wachstum priifen und
entnehmen, wenn ausreichend Kolonien vorhanden
sind. Die besten Ergebnisse werden erreicht, wenn die
Kulturen am Tag vor der Entnahme mit CHANG Amnio
genéahrt werden.

LAGERUNG UND STABILITAT

Tiefgekihlt unter -10 °C lagern. Bei Tiefkihllagerung ist
das Produkt bis zu dem auf dem Flaschenetikett
angegebenen Verfallsdatum stabil. Unbenutzte Produkte
konnen in Arbeitsaliquote abgefiillt und zur spateren
Verwendung wieder eingefroren oder fest verschlossen
und bei 2 °C bis 8 °C bis zu 30 Tage gelagert werden.
Sie kdnnen maximal zweimal aufgetaut 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.
Keine Flaschen verwenden, deren Sterilverpackung
beschadigt wurde.

CHANG Amnio nicht nach dem auf dem Etikett
angegebenen Verfallsdatum verwenden.

PORTUGUES

INDICAGAO DE UTILIZAGAO

O CHANG Amnio com gentamicina e L-glutamina pode

ser utilizado nas seguintes aplicagdes:

1. cultura priméaria de células do liquido amniético.

2. células do liquido amniético obtidas por passagem
em crescimento.

3. tecido sélido do @mnio obtido por colheita de amostras
das vilosidades coriénicas.

Este meio foi concebido para utilizagdo em incubadoras
de CO, (culturas equilibradas com atmosfera de 5%-8%
de CO,).

O pH final tem de se situar entre 6,65 e 7,44. Consulte
as Instrugdes de utilizagao.

DESCRIGAO DO DISPOSITIVO
O CHANG Amnio é um meio completo, pronto a utilizar,
para a cultura primaria de células do liquido amniético

ITALIANO

INDICAZIONI PER L’'USO

CHANG Amnio con gentamicina e L-glutammina pud
essere usato per le seguenti applicazioni:

1. colture primarie di cellule di liquido amniotico;

2. colture secondarie di cellule di liquido amniotico;

3. tessuto amniotico solido da prelievo dei villi coriali.

Questo terreno puo essere usato in incubatori con CO,
(colture equilibrate con atmosfera al 5-8% di CO,).

Il pH finale deve essere compreso fra 6,65 e 7,44. Vedere
le istruzioni per I'uso.

DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

CHANG Amnio € un terreno completo pronto all’'uso,
formulato per la coltura primaria di cellule di liquido
amniotico (AFC) umano, prelievo dei villi coriali (CVS)
e prodotti del concepimento (POC), per la determinazione
del cariotipo e altri test genetici prenatali. E stato
ottimizzato per metodologie sia in fiasca che in situ.
Questo prodotto contiene I'antibiotico gentamicina
solfato (50 pg/ml).

COMPONENTI
Tamponi Proteine, ormoni Acidi nucleici
Bicarbonato e fattori di crescita  Deossiad ina
di sodio Siero bovino fetale  Deossicitidina
Siero bovino Deossiguanosina
Antiossidante neonatale Adenosina
Acido tioctico Transferrina umana  Citidina
Fattore di crescita ~ Guanosina
Antibiotico dei fibroblasti Timidina
Gentamicina solfato Insulina Uridina
Progesterone
Aminoacidi Testosterone Altro
Alanina Beta estradiolo Alcol etilico
Arginina Idrocortisone Tironina
Asparagina
Acido aspartico Indicatore di pH Vitamine ed
Cisteina Rosso fenolo elementi in tracce
Acido glutammico Acido ascorbico
Glutammina Substrati energetici ~ Acido folico
Glicina Glucosio Nicotinamide
Istidina Piruvato Riboflavina
Isoleucina Inositolo Tiamina
Leucina Acido pantotenico
Lisina Sali e ioni Cobalamina
Metionina Cloruro di sodio Piridossina
Fenilalanina Selenito di sodio Biotina
Prolina Cloruro di calcio
Serina Cloruro di colina Acqua
Treonina Cloruro di potassio  Qualita WFI
Triptofano Fosfato di potassio  (acqua per iniezioni)
Tirosina Solfato di magnesio
Valina Fosfato di sodio
GARANZIA DI QUALITA
STERILITA

Il siero usato per la produzione di CHANG Amnio & 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 Amnio ¢ stato sterilizzato per filtrazione mediante
filtro da 0,1 micron. Campioni di CHANG Amnio sono stati
testati per escludere eventuale contaminazione
batteriologica seguendo il protocollo delle prove di sterilita
descritto nel corrente test di sterilita USP <71>.

PREPARAZIONE PER L’'USO

Scongelare il terreno su un banco sterile a temperatura
ambiente o immergendo il flacone in un bagno d’acqua
a37°C.

CHANG Amnio contiene gentamicina (50 mg/l). E possibile
aggiungere ulteriori antibiotici, se lo si ritiene necessario.

SUDDIVISIONE DI CHANG Amnio IN ALIQUOTE

1. Scongelare CHANG Amnio seguendo le istruzioni
di cui sopra.

2. Distribuire in condizioni asettiche in aliquote
di dimensioni appropriate e ricongelare.

3. Scongelare le aliquote in bagno d'acqua a 37 °C
quando si & pronti a usarle.

ISTRUZIONI PER L’'USO

Uso di CHANG Amnio per colture primarie:

metodologie in situ

1. Centrifugare il liquido amniotico a circa 1.200 giri/min
per 10 minuti per concentrare le cellule.

2. Aspirare il surnatante dalla provetta centrifugata,
lasciando circa 0,5 ml di liquido amniotico centrifugato
sopra il pellet cellulare (o circa 2 volte il volume di
pellet). Qualora necessario, distribuire il surnatante
(almeno 1 ml, se possibile) per i dosaggi di alfa-
fetoproteina (AFP) e acetilcolinesterasi. Se il campione
contiene tracce di sangue, preparare un’aliquota
aggiuntiva per ulteriori esami. Risospendere il pellet

DIVIDIR EM ALIQUOTAS O CHANG Amnio

1. Descongele o CHANG Amnio de acordo com as
instrugbes supramencionadas.

2. Distribua asseticamente em aliquotas de tamanho
conveniente e volte a congelar.

3. Descongele as aliquotas em banho-maria a 37 °C
quando estiver pronto para utilizar.

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

Utilizagado de CHANG Amnio para culturas primérias:

metodologias in situ

1. Centrifugue o liquido amniético a, aproximadamente,
1200 rpm durante 10 minutos para concentrar
as células.

2. Aspire o sobrenadante do tubo centrifugado, deixando
aproximadamente 0,5 ml acima do pellet de células
(ou cerca de 2x volume do pellet) do liquido amniético
centrifugado. Divida o sobrenadante em aliquotas
(pelo menos 1 ml, se possivel) para ensaios de
alfa-fetoproteina (AFP) e acetilcolinesterase,

(AFC) humano, de células de amostras de vilosidad
corionicas (CVS) e produtos de concegédo (POC) para
utilizagdo na cariotipagem e noutros testes genéticos
pré-natais. Foi otimizado para metodologias em frasco de
cultura e in situ. Este produto contém o antibiético sulfato
de gentamicina (50 pg/ml).

COMPONENTES
Tampdes Proteinas. Sulfato de magnésio
Bicarbonato hormonas e fatores  Fosfato de sodio
de sodio de crescimento .
Soro bovino fetal Acidos nucleicos
Antioxidante (FBS) Desoxiadenosina
Acido tiéctico Soro bovino Desoxicitidina
neonatal Desoxiguanosina
Antibiético Transferrina Adenosina
Sulfato de humana Citidina
gentamicina Fator de Guanosina
crescimento dos Timidina
Aminoacido fibroblastos (FGF)  Uridina
Alanina Insulina
Arginina Progesterona Outro
Asparagina Testosterona Alcool etilico
Acido aspartico Beta-estradiol Tironina
Cisteina Hidrocortisona
Acido glutamico Vitaminas
Glutamina Indicador de pH e oligoelementos
Glicina Vermelho de fenol  Acido ascérbico
Histidina Acido folico
Isoleucina Substratos Nicotinamida
Leucina energéticos Riboflavina
Lisina Glucose Tiamina
Metionina Piruvato Acido pantoténico
Fenilalanina Inositol Cobalamina
Prolina Piridoxina
Serina Sais e ides Biotina
Treonina Cloreto de sodio ’
Triptofano Selenito de sodio  Agua
Tirosina Cloreto de calcio Qualidade
Valina Cloreto de colina WFI (agua
Cloreto de potassio p/ preparagbes
Fosfato de potassio  injetaveis)

GARANTIA DE QUALIDADE

ESTERILIDADE

0 soro utilizado na produgéo do CHANG Amnio foi testado
em relagdo a contaminagao viral de acordo com a norma
CFR Titulo 9 Parte 113.53. Foi igualmente submetido
a rastreio de contaminagao por micoplasmas. O CHANG
Amnio foi esterilizado por filtragao através de um filtro de
0,1 ym. Foram testadas amostras de CHANG Amnio
quanto a possivel contaminagao bacteriolégica, seguindo
o protocolo de testes de esterilidade do capitulo <71> da
versao atual da USP (Farmacopeia dos EUA).

PREPARAGAO PARA UTILIZAGAO
Descongele sobre uma bancada estéril a temperatura
ambiente ou colocando o frasco em banho-maria a uma
temperatura de 37 °C.

O CHANG Amnio contém gentamicina (50 mg/l).
Se pretender, pode adicionar mais antibioticos.

DANSK

INDIKATIONER FOR ANVENDELSE

CHANG Amnio med gentamicin og L-glutamin kan
anvendes til falgende applikationer:

1. Primeer dyrkning af amnionveeskeceller

2. Dyrkning af passerede amnionvaeskeceller

3. Solidt amnionvaev fra chorionvilli-praver.

Dette medium er fremstillet til brug i CO,-inkubatorer
(kulturer der er tilpasset en atmosfaere med 5-8 % CO,).

Den endelige pH-veerdi skal ligge pa 6,65-7,44.
Se brugsanvisningen.

BESKRIVELSE AF PRODUKTET

CHANG Amnio er et komplet, brugsklart medium til primaer
dyrkning af humane amnionvaeskeceller (AFC),
chorionvilli-prgver (CVS) og forplantningsprodukter (POC)
til karyotypebestemmelse og anden antenatal genetisk
testning. Det er optimeret til metodologier til savel kolbe
som in situ. Dette medium indeholder antibiotikummet
gentamicinsulfat (50 pg/ml).

KOMPONENTER

Proteiner, hormoner

og vaekstfaktorer
Fotalt bovint

Buffere
Natriumbikarbonat

Nukleinsyrer
Deoxyadenosin
Deoxycytidin

Antioxidant serum (FBS) Deoxyguanosin
Thioctsyre Serum fra Adenosin
nyfadt kalv Cytidin
Antibiotikum Human transferrin ~ Guanosin
i Fibro k Thymidin
faktor (FGF) Uridin
Aminosyre Insulin
Alanin Progesteron Andet
Arginin Testosteron FEtylalkohol
Asparagin Beta-gstradiol Thyronin
Asparaginsyre Hydrokortison
Cystein Vitaminer
Glutaminsyre pH-indikator 0g sporelementer
Glutamin Red fenol Ascorbinsyre
Glycin Folinsyre
Histidin Energisubstrater Nicotinamid
Isoleucin Glukose Riboflavin
Leucin Pyruvat Thiamin
Lysin Inositol Pantothensyre
Methionin Cobalamin
Phenylalanin Salte og ioner Pyridoxin
Prolin Natriumklorid Biotin
Serin Natriumselenit
Threonin Kalciumklorid Vand
Tryptofan Kolinklorid Af kvalitet til
Tyrosin Kaliumklorid injektionsvaeske
Valin Kaliumfosfat
Magnesiumsulfat
Natriumfosfat
KVALITETSSIKRING
STERILITET

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

KLARGORING
Optes pa en steril bordoverflade ved stuetemperatur eller
ved at placere flasken i et 37 °C vandbad.

CHANG Amnio indeholder gentamicin (50 mg/l). Der kan
eventuelt tilsaettes ekstra antibiotika.

AFMALING AF CHANG Amnio

1. Opte CHANG Amnio ifglge ovenstaende instruktioner.

2. Fordel mediet aseptisk i mangder af passende
starrelse, og nedfrys dem igen.

3. Optg de opdelte maengder i et 37 °C vandbad, nar de
skal bruges.

NEDERLANDS

INDICATIE VOOR GEBRUIK

CHANG Amnio met gentamicine en L-glutamine kan
worden gebruikt voor de volgende toepassingen:

1. de primaire kweek van vruchtwatercellen

2. het groeien van gepasseerde vruchtwatercellen

3. vast amnionweefsel van een chorionvillusbiopsie.

Dit medium is bedoeld voor gebruik in CO,-incubators
(kweken geéquilibreerd met 5%-8% CO,-atmosfeer).

De uiteindelijke pH moet tussen de 6,65 en 7,44 liggen;
zie Gebruiksaanwijzing.

BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL
CHANG Amnio is een compleet, gebruiksklaar medium
voor de primaire kweek van menselijke vruchtwatercellen
(AFC), chorionvillusbiopsie (CVS) en conceptieproducten
(POC) voor gebruik bij karyotypering en ander prenataal
genetisch onderzoek. Deze formule is geoptimaliseerd
voor zowel fles- als in situ-methodes. Dit product bevat
het antibioticum gentamicinesulfaat (50 pg/ml).

COMPONENTEN

Buffers Eiwitten, hormonen
Natriumbicarbonaat  en groeifactoren

Nucleinezuren
Deoxyadenosine

Foetaal Deoxycytidine
Antioxidant runderserum (FBS)  Deoxyguanosine
Alfa-liponzuur Pasgeboren Adenosine

kalfsserum Cytidine
Antibioticum Menselijk Guanosine
Gentamicinesulfaat transferrine Thymidine

Fibroblast Uridine
Aminozuren groeifactor (FGF)
Alanine Insuline Overige
Arginine Progesteron Ethylalcohol
Asparagine Testosteron Thyronine
Asparaginezuur Beta-oestradiol
Cysteine Hydrocortison Vitaminen
Glutaminezuur en spoorelementen
Glutamine pH-indicator Ascorbinezuur
Glycine Fenolrood Foliumzuur
Histidine Nicotinamide
Isoleucine Energiesubstraten  Riboflavine
Leucine Glucose Thiamine
Lysine Pyruvaat Pantotheenzuur
Methionine Inositol Cobalamine
Fenylalanine Pyridoxine
Proline Zouten en ionen Biotine
Serine Natriumchloride
Treonine Natriumseleniet Water
Tryptofaan Calcil oride Far 1
Tyrosine Cholinechloride kwaliteitswater
Valine Kaliumchloride (WFI1)

Kaliumfosfaat
Magnesiumsulfaat
Natriumfosfaat

KWALITEITSBORGING

STERILITEIT

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

VOORBEREIDING OP HET GEBRUIK
Ontdooi op een steriel werkblad bij kamertemperatuur of
door de fles in een waterbad van 37 °C te plaatsen.

CHANG Amnio bevat gentamicinesulfaat (50 mg/l).
Aanvullende antibiotica kunnen desgewenst worden
toegevoegd.

OPDELEN VAN CHANG Amnio

1. Ontdooi CHANG Amnio volgens de bovenstaande
instructies.

2. Verdeel op aseptische wijze in praktische
hoeveelheden en vries deze opnieuw in.

3. Ontdooi de delen net voor gebruik in een waterbad
van 37 °C.

ser ario. Se a amostra estiver sanguinolenta,
prepare uma aliquota adicional para mais testes.
Ressuspenda o pellet de células num pequeno volume
de liquido amniético da propria doente. Adicione
CHANG Amnio suficiente a suspensdo de células
concentrada para permitir o volume final em placa
equivalente a 0,5 ml por lamela (total de 4 lamelas
dependendo do tamanho do pellet de células) ou
a 2 ml por frasco de cultura. Se o espécime for
recebido de uma doente no terceiro trimestre da
gravidez, o pellet pode ser maior mas conter menos
células viaveis, sendo, por conseguinte, necessaria
o semear de forma mais intensiva (menos meio que
o normal).

3. Incube as culturas sem interferéncia a 37 °C, numa
atmosfera de 5%-8% de CO,.

4. Inunde as culturas no 2.° dia, adicionando 2 ml de
CHANG Amnio.

5. O crescimento das culturas deve ser verificado apés
4 a 5 dias. Logo que se observe crescimento,
as culturas devem ser alimentadas. Alimente as
culturas, removendo todo o sobrenadante da cultura
e substituindo-o por 2 ml de CHANG Amnio fresco.
Recomenda-se que as culturas sejam alimentadas
a cada 2 dias dai em diante. No caso de amostras
sanguinolentas, pode ser necessario fazer trocas mais
frequentes dos meios das culturas.

6. Verifique o crescimento das culturas no 5.° dia ou
apos esse dia e proceda a colheita quando se
observarem colénias suficientes.

7. Os melhores resultados obtém-se quando as culturas
sé&o alimentadas com CHANG Amnio no dia anterior
a colheita.

Utilizagado do CHANG Amnio para culturas primérias:

Metodologias em frasco de cultura

1. Centrifugue o liquido amniético a, aproximadamente,
1200 rpm durante 10 minutos para concentrar as
células.

2. Aspire o sobrenadante do tubo centrifugado, deixando
aproximadamente 0,5 ml acima do pellet de células
(ou cerca de 2x volume do pellet) do liquido amniético
centrifugado. Divida o sobrenadante em aliquotas
(pelo menos 1 ml, se possivel) para ensaios de
alfa-fetoproteina (AFP) e acetilcolinesterase,
se necessario. Se a amostra estiver sanguinolenta,
prepare uma aliquota adicional para mais testes.
Ressuspenda o pellet de células num pequeno volume
de liquido amnidtico da propria doente. Adicione 4 ml
de CHANG Amnio para um volume total de 5 ml por
frasco. Se o espécime for recebido de uma doente
no terceiro trimestre da gravidez, o pellet pode
ser maior mas conter menos células viaveis, sendo,
por conseguinte, necessaria o semear de forma mais
intensiva (menos meio que o normal).

3. Incube as culturas sem interferéncia a 37 °C,
numa atmosfera de 5%-8% de CO,.

4. Verifique se existe crescimento no 5.° dia. Substitua
o meio por 2 ml de CHANG Amnio fresco e efetue
a colheita caso o crescimento celular seja suficiente.

BRUGSANVISNING

Anvendelse af CHANG Amnio til primeere kulturer:

metodologier in situ

1. Centrifuger amnionvaesken ved ca. 1.200 o/min.
i 10 minutter for at koncentrere cellerne.

2. Aspirer supernatanten fra det centrifugerede rer,
og efterlad ca. 0,5 ml over cellepelleten (eller ca. 2x
pelletvolumen) af den centrifugerede amnionvaeske.
Afmal supernatanten (mindst 1 ml, hvis det er muligt)
for alfafetoprotein (AFP) og om ngdvendigt
acetylkolinesteraseanalyser. Forbered en ekstra
afmaling til yderligere testning, hvis preven er blodig.
Resuspender cellepelleten i en lille volumen
af patientens egen amnionvaeske. Tilsaet nok CHANG
Amnio til den koncentrerede cellesuspension til at fa
en endelig udsaningsvolumen pa 0,5 ml pr. deekglas
(i alt 4 deekglas, afhaengigt af sterrelsen pa
cellepelleten) eller 2 ml pr. ampul. Hvis praven kommer
fra en patient i tredje graviditetstrimester, kan pelleten
vaere stgrre, men indeholde faerre levedygtige celler
og saledes kraeve sterre tilsaning (mindre medium
end normalt).

3. Inkuber kulturerne uforstyrret ved 37 °C i en atmosfaere
med 5-8 % CO,.

4. Skyl kulturerne pa dag 2 ved at tilsaette 2 ml
CHANG Amnio.

5. Efter 4-5 dage skal kulturernes veekst kontrolleres.
Kulturerne skal nzeres, nar der er observeret vaekst.
Dette gares ved at fierne hele kultursupernatanten
og erstatte den med 2 ml friskt CHANG Amnio.
Det anbefales, at kulturerne naeres hver anden dag
herefter. | forbindelse med blodige prover kan
kulturerne kraeve hyppigere medieskift.

6. Kontroller kulturernes vaekst pa eller efter dag 5,
og hest, nar der observeres nok kolonier.

7. De bedste resultater opnas, hvis kulturerne forsynes
med CHANG Amnio dagen inden hgsten.

Anvendelse af CHANG Amnio til primeere kulturer:

Metodologi med kolbe

1. Centrifuger amnionvaesken ved ca. 1.200 o/min.
i 10 minutter for at koncentrere cellerne.

2. Aspirer supernatanten fra det centrifugerede rer,
og efterlad ca. 0,5 ml over cellepelleten (eller ca.
2x pelletvolumen) af den centrifugerede amnionvaeske.
Afmal supernatanten (mindst 1 ml, hvis det er muligt)
for alfafetoprotein (AFP) og om nedvendigt
acetylkolinesteraseanalyser. Forbered en ekstra
afmaling til yderligere testning, hvis preven er blodig.
Resuspender cellepelleten i en lille volumen
af patientens egen amnionvaeske. Tilsaet 4 ml
CHANG Amnio, sa den totale volumen er 5 ml pr. kolbe.
Hvis prgven kommer fra en patient i tredje
graviditetstrimester, kan pelleten veere storre,
men indeholde feerre levedygtige celler og saledes
kraeve storre tilsaning (mindre medium end normalt).

3. Inkuber kulturerne uforstyrret ved 37 °C i en atmosfaere
med 5-8 % CO, .

4. Kontroller vaeksten pa dag 5. Udskift mediet med 2 ml
friskt CHANG Amnio og hest, hvis der observeres
tilstreekkelig cellevaekst.

5. Kontroller kulturernes vaekst, og udskift mediet
fuldsteendigt hver dag herefter, indtil der observeres
nok kolonier, som er klar til at blive hgstet. | forbindelse
med blodige prever kan kulturerne kraeve hyppigere
medieskift.

De bedste resultater opnas, hvis kulturerne forsynes
med CHANG Amnio dagen inden hgsten.

Anvendelse af CHANG Amnio til dyrkning af passerede
amnionvaeskeceller:

Passage af cellerne opnas ved at behandle kulturerne
med trypsin (eller pronase m.m.) som ved celler, der dyrkes
i konventionelt medium. Proteasebehandling skal imidlertid
overvages ngje. Amnionvaeskeceller, der dyrkes i CHANG
Amnio, har en tendens til at vaere mere sensitive over for
proteasebehandling end dem, der dyrkes i konventionelt
medium. Det kan veere ngdvendigt at @endre protokollen
for at tage hensyn hertil.

GEBRUIKSAANWIJZING

Gebruik van CHANG Amnio voor primaire kweken:

in situ-methode.

1. Centrifugeer het vruchtwater 10 minuten op ca.
1200 omw/min om de cellen te concentreren.

2. Aspireer het supernatant uit het gecentrifugeerde
buisje en laat ongeveer 0,5 ml van het gecentrifugeerde
vruchtwater (of ongeveer tweemaal het pelletvolume)
boven de celpellet staan. Verdeel het supernatant
in gelijke delen (indien mogelijk minstens 1 ml) voor
bepaling van alfafoetoproteine (AFP) en
acetylcholinesterase, indien nodig. Prepareer, als er
bloed in het monster wordt waargenomen, een extra
hoeveelheid voor aanvullende tests. Resuspendeer
de celpellet in een kleine hoeveelheid eigen
vruchtwater van de patiént. Voeg voldoende
CHANG Amnio aan de geconcentreerde celsuspensie
toe tot een eindvolume van 0,5 ml per dekglaasje
(4 dekglaasjes in totaal, afhankelijk van de grootte van
de celpellet) of 2 ml per flesje is verkregen. Als het
monster van een patiént in het derde trimester van de
zwangerschap is verkregen, kan de pellet groter zijn,
maar minder levensvatbare cellen bevatten, waardoor
er meer zaadcellen nodig zijn (minder medium dan
normaal).

3. Zet de kweken ongestoord in de incubator bij 37 °C
en 5-8% CO,-atmosfeer.

. Bedek de kweken op dag 2 volledig door 2 ml
CHANG Amnio toe te voegen.

5. Controleer na 4 a 5 dagen of de kweken zijn gegroeid.
Nadat is vastgesteld dat de kweken groeien, moeten
ze worden gevoed. Voed de kweken door al het
kweeksupernatant te verwijderen en te vervangen door
2 ml vers CHANG Amnio. Aanbevolen wordt de kweken
daarna elke twee dagen te voeden. Als het monster
bloed bevat, kan het nodig zijn het medium vaker te
vervangen.

6. Controleer de kweken op of na dag 5 op groei en oogst
als er voldoende kolonién worden waargenomen.

7. De beste resultaten worden verkregen als de kweken
op de dag voor het oogsten met CHANG Amnio worden
gevoed.

Gebruik van CHANG Amnio voor primaire kweken:

flesmethode

1. Centrifugeer het vruchtwater 10 minuten op ca.
1200 omw/min om de cellen te concentreren.

2. Aspireer het supernatant uit het gecentrifugeerde
buisje en laat ongeveer 0,5 ml van het gecentrifugeerde
vruchtwater (of ongeveer tweemaal het pelletvolume)
boven de celpellet staan. Verdeel het supernatant
in gelijke delen (indien mogelijk minstens 1 ml) voor
bepaling van alfafoetoproteine (AFP) en
acetylcholinesterase, indien nodig. Prepareer, als er
bloed in het monster wordt waargenomen, een extra
hoeveelheid voor aanvullende tests. Resuspendeer
de celpellet in een kleine hoeveelheid eigen
vruchtwater van de patiént. Voeg 4 ml CHANG Amnio
toe tot een totaal volume van 5 ml per fles. Als het
monster van een patiént in het derde trimester van de
zwangerschap is verkregen, kan de pellet groter zijn,
maar minder levensvatbare cellen bevatten, waardoor
er meer zaadcellen nodig zijn (minder medium dan
normaal).

3. Zet de kweken ongestoord in de incubator bij 37 °C
en 5%-8% CO,-atmosfeer.

4. Controleer de groei op dag 5. Vervang het medium
door 2 ml vers CHANG Amnio en oogst als er
voldoende celgroei wordt waargenomen.

5. Controleer daarna elke dag of de kweken gegroeid
zijn en vervang het medium volledig tot er voldoende
kolonién worden waargenomen die kunnen worden
geoogst. Als het monster bloed bevat, kan het nodig
zijn het medium vaker te vervangen.

6. De beste resultaten worden verkregen als de kweken
op de dag voor het oogsten met CHANG Amnio worden
gevoed.

cellulare in una piccola quantita di liquido amniotico
della paziente. Aggiungere alla sospensione di cellule
concentrata una quantita di CHANG Amnio sufficiente
a ottenere un volume finale nella piastra di 0,5 ml per
ciascun vetrino coprioggetti (totale di 4 vetrini
coprioggetti, secondo la quantita di pellet cellulare)
0 2 ml per ciascuna minifiasca. Se il campione
proviene da una paziente al terzo trimestre di
gravidanza, il pellet potrebbe essere di dimensioni
maggiori ma contenere una minore quantita di cellule
vitali, quindi richiedera una semina piu abbondante
(minore terreno del normale).

3. Incubare le colture indisturbate a 37 °C in atmosfera
al 5-8% di CO,.

4. Al giorno 2, aggiungere alle colture 2 ml di
CHANG Amnio.

5. Dopo 4-5 giorni, verificare la crescita delle colture
e arricchirle non appena si osserva una crescita.
Arricchire le colture rimuovendo tutto il surnatante
e sostituendolo con 2 ml di CHANG Amnio fresco.
Successivamente, si raccomanda di arricchire le
colture ogni 2 giorni. Per i campioni con tracce di
sangue, potrebbe essere necessario cambiare il
terreno pit di frequente.

6. Controllare la crescita delle colture a partire dal
giorno 5 e raccogliere quando si osservano sufficienti
colonie.

7. |l risultati migliori si ottengono quando le colture sono
arricchite con CHANG Amnio il giorno prima della
raccolta.

Uso di CHANG Amnio per colture primarie:

metodologie in fiasca

1. Centrifugare il liquido amniotico a circa 1.200 giri/min
per 10 minuti per concentrare le cellule.

2. Aspirare il surnatante dalla provetta centrifugata,
lasciando circa 0,5 ml di liquido amniotico centrifugato
sopra il pellet cellulare (o circa 2 volte il volume di
pellet). Qualora necessario, distribuire il surnatante
(almeno 1 ml, se possibile) per i dosaggi di alfa-
fetoproteina (AFP) e acetilcolinesterasi. Se il campione
contiene tracce di sangue, preparare un’aliquota
aggiuntiva per ulteriori esami. Risospendere il pellet
cellulare in una piccola quantita di liquido amniotico
della paziente. Aggiungere 4 ml di CHANG Amnio
per raggiungere un volume totale di 5 ml per fiasca.
Se il campione proviene da una paziente al terzo
trimestre di gravidanza, il pellet potrebbe essere
di dimensioni maggiori ma contenere una minore
quantita di cellule vitali, quindi richiedera una semina
pit abbondante (minore terreno del normale).
Incubare le colture indisturbate a 37 °C in atmosfera
al 5-8% di CO,.

4. Verificare la crescita al giorno 5. Sostituire il terreno
con 2 ml di CHANG Amnio fresco e raccogliere se si
osserva una crescita cellulare sufficiente.

5. Verificare la crescita delle colture e successivamente
sostituire completamente il terreno ogni giorno finché
non si osservano colonie sufficienti e pronte per la
raccolta. Per i campioni con tracce di sangue, potrebbe
essere necessario cambiare il terreno piu di frequente.

6. | risultati migliori si ottengono quando le colture sono
arricchite con CHANG Amnio il giorno prima della
raccolta.

Uso di CHANG Amnio per colture secondarie di cellule
di liquido amniotico

Per eseguire colture cellulari secondarie, trattare le colture
con tripsina (o pronase ecc.) come nel caso di cellule
in coltura in terreno convenzionale. In ogni caso,
il trattamento con proteasi deve essere monitorato
accuratamente. Le cellule di liquido amniotico coltivate
in CHANG Amnio sono generalmente piu sensibili al
trattamento con proteasi di quelle coltivate in terreno
convenzionale. In ragione di cio, potrebbe essere
necessario modificare il protocollo.

Nota - Il pH del terreno usato per arricchire le colture deve
essere compreso tra 6,65 e 7,44 (ciog, il terreno deve
essere di colore salmone leggermente tendente al giallo).
Il pH puo essere regolato facilmente ponendo il terreno in
un incubatore con CO, al 5-8% con il tappo leggermente
svitato per circa 30 minuti.

Nota - Nella fase di scongelamento di Chang Amnio si
possono formare alcuni precipitati proteici e di ossalato di
calcio, che non hanno alcun effetto noto sulle prestazioni
del prodotto.

Preparazione di un campione di villi coriali
1. Etichettare una piastra di Petri per ciascun campione
utilizzato e trasferire il contenuto del campione in modo

asettico. Aggiungere alla piastra 5 ml di terreno
completo CHANG Amnio preriscaldato e collocarla

5. Verifique o crescimento das culturas e substitua
totalmente o meio todos os dias dai em diante até se
observarem colénias suficientes prontas para colheita.
No caso de amostras sanguinolentas, pode ser
necessario fazer trocas mais frequentes dos meios
das culturas.

6. Os melhores resultados obtém-se quando as culturas
s&o alimentadas com CHANG Amnio no dia anterior
a colheita.

Utilizagado do CHANG Amnio para células do liquido
amnidtico obtidas por passagem em crescimento:

Para proceder a passagem das células, trate as culturas
com tripsina (ou pronase, etc.) como faria normalmente
quando as células crescem num meio convencional.
Contudo, o tratamento com protease deve ser
cuidadosamente monitorizado. As células do liquido
amniético que crescem em CHANG Amnio tendem a ser
mais sensiveis ao tratamento com protease do que quando
crescem num meio convencional. Pode ser necessario
modificar o seu protocolo de modo a ter este facto em
consideragao.

Nota: O pH do meio utilizado para alimentagdo das
culturas tem de se situar entre 6,65 e 7,44 (ou seja, 0 meio
tem de ser de cor salméo ligeiramente amarelada).
0 ajuste do pH pode ser facilmente efetuado, colocando
0 meio numa incubadora com 5%-8% de CO, com a tampa
ligeiramente desapertada durante cerca de 30 minutos.

Nota: o CHANG Amnio pode desenvolver alguns
precipitados de oxalato de calcio e de proteinas apds
a descongelagdo. Ndo se conhecem efeitos destes
precipitados no desempenho do produto.

Preparagéo de amostra das vilosidades corionicas:

1. Identifique uma placa de Petri para cada espécime
recebido e transfira asseticamente o contetdo
da amostra. Adicione 5 ml do meio completo
CHANG Amnio pré-aquecido a placa e cologue numa
incubadora durante 30 minutos, a 35 °C-39 °C,
numa atmosfera de 5%-8% CO,, para permitir que
0 sangue assente.

2. Limpe o espécime com um microscopio de
dissecgdo, inicialmente com uma ampliagao de 1,5X
e ajustando posteriormente para uma ampliagéo
de aproximadamente 3X. Nota: E necessaria uma
amostra de vilosidades coriénicas de aprox.
20-40 mg.

3. Utilizando dois pares de pingas estéreis, retire os
coagulos sanguineos e qualquer decidua materna do
material das vilosidades enquanto trabalha na placa
sob visualizagdo com o microscopio de dissecgao.
O material das vilosidades apresenta uma cor clara,
um padréo tubular e/ou aglomerados com ramificagées
e veias visiveis.

4. Transfira as vilosidades limpas para outra placa
de Petri contendo o meio completo CHANG Amnio
pré-aquecido. Efetue a limpeza final, utilizando uma
pinga para segurar as vilosidades e agita-las
suavemente. Nota: 5 mg é a quantidade ideal a utilizar
por cultura. Tenha cuidado para evitar danificar as
vilosidades frageis.

5. Transfira as vilosidades e os meios para um tubo
de centrifugadora de 15 ml, e adicione 4 gotas de
antibiético (ou seja, sulfato de gentamicina, 50 pl/ml)
ao tubo de centrifugadora. Deixe repousar durante
30 minutos.

6. Centrifugue as vilosidades a, aproximadamente,
1400 rpm durante 5 minutos.

Cultura de amostra das vilosidades coridnicas:

1. Aspire o sobrenadante do tubo centrifugado,
assegurando-se de que deixa 0,5 ml de meio acima
do pellet de células (ou cerca de 2X volume do pellet).

2. Ressuspenda suavemente o pellet. Adicione 2 ml
de meio CHANG Amnio pré-aquecido ao tubo de
centrifugadora.

3. Adicione 2 ml de EDTA com tripsina e incube a cultura
sem interferéncia a 35 °C-39 °C, numa atmosfera
de 5%-8% de CO, durante 10 minutos. Retire o tubo
da incubadora, ressuspenda o pellet e coloque na
incubadora durante mais 10 minutos.

Bemaerk: pH-veerdien af det medium, der anvendes til
kulturerne, skal vaere 6,65-7,44 (dvs. at mediet skal have
en let gullig laksefarve). pH-veerdien kan let justeres ved
at anbringe mediet i en inkubator med 5-8 % CO, med
laget lasnet let i ca. 30 minutter.

Bemark: Chang Amnio kan udvikle calciumoxalat og
proteinudfaeldninger ved optaning. Disse udfaeldninger har
ikke nogen kendt indvirkning pa produktets ydeevne.

Forberedelse af chorionvilli-prover:

1. Seeten etiket pa en petriskal til hver modtaget prove,
og overfer indholdet af proven aseptisk. Tilsaet 5 ml
af det forvarmede CHANG Amnio komplet medium til
skalen, og anbring den i en inkubator i 30 minutter ved
35-39 °C i en atmosfeere med 5-8 % CO, for at lade
blodet bundfaelde sig.

2. Rens proven under et dissektionsmikroskop,
indledningsvis under 1,5x forstgrrelse og med
efterfolgende justering til ca. 3x forsterrelse. Bemaerk:
Det er nedvendigt med 20-40 mg chorionvilli-prave.

3. Arbejd i skalen under dissektionsmikroskopet,
og anvend to sterile pincetter til at fierne blodkoagler
og evt. maternel decidua fra villus-materialet. Villus-
materialet har en lys farve og er tubulaert og/eller bulet
med synlige forgreninger og vener.

4. Overfer de rensede villi til en anden petriskal,
der indeholder forvarmet CHANG Amnio komplet
medium. Udfer en sidste renggring med pincetter for at
tage fat i villi, og ryst forsigtigt. Bemaerk: 5 mg
er en ideel maengde at bruge pr. kultur. Pas pa ikke at
beskadige de skrabelige villi.

5. Overfer villi og medium til et 15 ml centrifugerer,
og tilsaet 4 draber antibiotikum (dvs. gentamicinsulfat,
50 pl/ml) til centrifugereret. Lad det hvile i 30 minutter.

6. Centrifuger villi ved ca. 1.400 o/min. i 5 minutter.

Chorionvilli-prevekultur:

1. Aspirer supernatanten fra det centrifugerede rer,
og serg for at efterlade 0,5 ml medium over
cellepelleten (eller ca. 2x pelletvolumen).

2. Resuspender pelleten forsigtigt. Tilseet 2 ml forvarmet
CHANG Amnio-medium til centrifugeraret.

3. Tilseet 2 ml trypsin-EDTA, og inkuber kulturen
uforstyrret ved 35-39 °C i en atmosfere med 5-8 %
CO, i 10 minutter. Tag reret ud af inkubatoren,
resuspender pelleten, og anbring den i inkubator
i yderligere 10 minutter.

4. Tag centrifugereret ud af inkubatoren, resuspender
pelleten, og centrifuger i 8-10 minutter ved 1.400 o/min.

5. Aspirer supernatanten fra det centrifugerede ror.
Resuspender pelleten, tilsaet derefter 1 ml kollagenase
til raret, og anbring det i inkubator i 5 minutter.

6. Tag reret ud af inkubatoren, og se efter, om pelleten
er uklar, og at der ikke kan ses enkelte stykker villi.
Hvis pelleten ikke er uklar, sattes den tilbage
i inkubatoren i 5 minutter mere.

7. Tilseet 3 ml forvarmet CHANG Amnio til centrifugereret
for at stoppe aktivitet af kollagenase.

8. Centrifuger reret i 8-10 minutter ved 1.400 o/min.

9. Aspirer supernatanten fra det centrifugerede ror,
og efterlad 0,5 ml medium over cellepelleten.
Resuspender pelleten for tilsaetning af CHANG Amnio,
der skal bruges til opsaetning.

10. Seet det optimale antal kulturer op med 0,5 ml
CHANG Amnio pr. kultur i hver petriskal, der indeholder
et deekglas.

. Inkuber kulturerne uforstyrret ved 35-39 °C i en
atmosfaere med 5-8 % CO,.

12. Skyl kulturerne pa dag 2 ved at tilseette 1,5 ml

forvarmet CHANG Amnio.

Efter 4 dage skal kulturernes vaekst kontrolleres.

Hvis der observeres veekst, fiernes mediet, og der

tilseettes 2 ml frisk forvarmet CHANG Amnio til hvert

daekglas. Kulturerne skal neeres hver anden dag
herefter. | forbindelse med blodige prever kan
kulturerne kraeve hyppigere medieskift.

Kontroller kulturernes veekst pa dag 5, og hest, nar

der observeres nok kolonier. De bedste resultater

opnas, hvis kulturerne forsynes med CHANG Amnio
dagen inden hesten.
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Gebruik van CHANG Amnio voor het groeien van
gepasseerde vruchtwatercellen:

Passeer de cellen door de kweken met trypsine (of pronase
etc.) te behandelen, zoals u dat normaal gesproken zou
doen bij cellen die in een traditioneel medium gekweekt
zijn. Proteasebehandeling dient echter zorgvuldig in de
gaten te worden gehouden. Vruchtwatercellen die in
CHANG Amnio zijn gekweekt, zijn vaak gevoeliger voor
proteasebehandeling dan vruchtwatercellen die in een
traditioneel medium zijn gekweekt. Houd hier rekening
mee en wijzig zo nodig uw protocol.

NB: De pH van het medium dat wordt gebruikt om de
kweken te voeden, moet tussen 6,65 en 7,44 liggen
(d.w.z. dat het medium een enigszins gelige zalmkleur
moet hebben). De pH-waarde kan eenvoudig worden
aangepast door het medium met een iets losgedraaide
dop gedurende circa 30 minuten in een 5-8% CO,-
incubator te zetten.

NB: Bij het ontdooien zal Chang Amnio mogelijk wat
calciumoxalaat- en eiwitneerslag vormen. Deze neerslag
heeft voor zover bekend geen invioed op de prestaties van
het product.

Monsterpreparatie van chorionvilli:

1. Label een petrischaal voor elk ontvangen monster en
breng de inhoud van een monster op aseptische wijze
over. Voeg 5 ml van het voorverwarmde, complete
CHANG Amnio-medium toe aan de schaal en plaats
deze 30 minuten in een incubator bij 35-39 °C en 5-8%
CO,-atmosfeer, zodat het bloed kan bezinken.

2. Reinig het monster met behulp van een
dissectiemicroscoop, eerst onder een 1,5X vergroting,
en pas deze daarna aan tot een vergroting van
circa 3X. NB: Er is een chorionvillimonster van circa
20-40 mg vereist.

3. Verwijder onder de dissectiemicroscoop bloedklonters
en eventuele maternale decidua met behulp van twee
steriele forceps van het villusmateriaal, waarbij u in
de schaal werkt. Villusmateriaal is licht van kleur,
tubulair en/of klonterig met zichtbare aftakkingen
en aderen.

4. Breng schoongemaakte villi over naar een andere
petrischaal dat voorverwarmd, compleet
CHANG Amnio-medium bevat. Voer een laatste
reiniging uit door de villi met forceps op te pakken
en ze zachtjes heen en weer te bewegen NB: 5 mg
per kweek is ideaal. Wees voorzichtig dat u de
kwetsbare villi niet beschadigt.

5. Breng de villi en het medium over naar een
centrifugeerbuisje van 15 ml en voeg 4 druppels
antibioticum (d.w.z. gentamicinesulfaat, 50 ug/ml) aan
het centrifugeerbuisje toe. Laat 30 minuten staan.

6. Centrifugeer de villi gedurende 5 minuten op een
snelheid van ca. 1400 omw/min.

Monsterkweek van chorionvilli:

1. Aspireer het supernatant uit het gecentrifugeerde
buisje en laat 0,5 ml medium boven de celpellet
(of ongeveer tweemaal het pelletvolume) staan.

2. Resuspendeer de pellet voorzichtig. Voeg 2 ml
voorverwarmd CHANG Amnio-medium aan het
centrifugeerbuisje toe.

3. Voeg 2 ml trypsine EDTA toe en incubeer de kweek
gedurende 10 minuten ongestoord bij 35-39 °C en
5-8% CO,-atmosfeer. Haal het buisje uit de incubator,
resuspendeer de pellet en zet opnieuw 10 minuten in
de incubator.

4. Haal het centrifugeerbuisje uit de incubator,
resuspendeer de pellet en centrifugeer 8-10 minuten
op 1400 omw/min.

5. Aspireer het supernatant uit het gecentrifugeerde
buisje. Resuspendeer de pellet, voeg vervolgens 1 ml
collagenase aan het buisje toe en zet gedurende
5 minuten in de incubator.

6. Haal het buisje uit de incubator en controleer visueel
of de pellet troebel is en er geen afzonderlijke stukjes
villi zichtbaar zijn. Als de pellet niet troebel is,
zet u deze nog eens 5 minuten terug in de incubator.

7. Voeg 3 ml voorverwarmd CHANG Amnio aan het
centrifugeerbuisje toe om de werking van de
collagenase te stoppen.

in un incubatore per 30 minuti, a 35-39 °C in
un’atmosfera al 5-8% di CO,, per consentire al sangue
di depositarsi sul fondo.

2. Pulire il campione impiegando un microscopio
stereoscopico, inizialmente con ingrandimento di 1,5x
e poi regolando I'ingrandimento a circa 3x. Nota —
Occorrono circa 20 - 40 mg di campione di villi coriali.

3. Con due pinze sterili e continuando a tenere la piastra
sotto il microscopio stereoscopico, rimuovere i coaguli
di sangue ed eventuale tessuto materno deciduo dai
villi coriali, che si presentano di colore tenue, tubolari
e/o grumosi, visibilmente ramificati e vascolarizzati.

4. Trasferire i villi puliti su un’altra piastra di Petri
contenente terreno completo CHANG Amnio
preriscaldato. Eseguire una pulizia finale afferrandoli
con pinze e scuotendoli delicatamente. Nota —
La quantita ideale da usare per la coltura & di 5 mg.
Prestare attenzione a non danneggiare i villi,
particolarmente fragili.

5. Trasferire i villi e il terreno in una provetta per
centrifuga da 15 ml e aggiungere alla stessa 4 gocce
di antibiotico (ossia, gentamicina solfato, 50 pL/m).
Lasciare riposare per 30 minuti.

6. Centrifugare i villi a circa 1.400 giri/min per 5 minuti.

Coltura di un campione di villi coriali

1. Aspirare il surnatante dalla provetta centrifugata,
accertandosi di lasciare 0,5 ml di terreno sopra il pellet
cellulare (o circa 2 volte il volume di pellet).

2. Risospendere delicatamente il pellet. Aggiungere 2 ml
di terreno CHANG preriscaldato alla provetta per
centrifuga.

3. Aggiungere 2 ml di tripsina-EDTA e incubare la coltura
indisturbata a 35-39 °C in atmosfera al 5-8% di CO,
per 10 minuti. Rimuovere la provetta dall'incubatore,
risospendere il pellet e porre in incubatore per altri
10 minuti.

4. Rimuovere la provetta dall'incubatore, risospendere il
pellet e centrifugare per 8-10 minuti a 1.400 giri/min.

5. Aspirare il surnatante dalla provetta centrifugata.
Risospendere il pellet, quindi aggiungere 1 ml di
collagenasi alla provetta e porre in incubatore per
5 minuti.

6. Rimuovere dall'incubatore e verificare visivamente se
il pellet si presenta torbido e non sono visibili
frammenti singoli e distinti di villi. Se il pellet non si
presenta torbido, rimettere in incubatore per altri
5 minuti.

7. Aggiungere 3 ml di CHANG Amnio preriscaldato alla
provetta per centrifuga per interrompere I'attivita della
collagenasi.

. Centrifugare per 8-10 minuti a 1.400 giri/min.

. Aspirare il surnatante dalla provetta centrifugata,
lasciando 0,5 ml di terreno sopra il pellet. Sospendere
nuovamente il pellet prima di aggiungere il CHANG
Amnio usato per la preparazione.

. Preparare il numero ottimale di colture utilizzando
0,5 ml di CHANG Amnio per colture per ciascuna
piastra di Petri contenente un vetrino coprioggetti.

. Incubare le colture indisturbate a 35-39 °C in
atmosfera al 5-8% di CO,.

. Al giorno 2, aggiungere azlle colture 1,5 ml di CHANG
Amnio preriscaldato.

. Al giorno 4, verificare la crescita delle colture. Se si
osserva una crescita, rimuovere il terreno e aggiungere
2 ml di CHANG Amnio preriscaldato appena preparato
a ogni vetrino coprioggetti. Successivamente,
le colture dovranno essere arricchite ogni 2 giorni.
Per i campioni con tracce di sangue, potrebbe essere
necessario cambiare il terreno piu di frequente.

. Controllare la crescita delle colture al giorno 5
e raccogliere quando si osservano sufficienti colonie.
| risultati migliori si ottengono quando le colture sono
arricchite con CHANG Amnio il giorno prima della
raccolta.

CONSERVAZIONE E STABILITA

Conservare congelato a temperatura inferiore a -10 °C.
Se conservato congelato, il prodotto € stabile fino alla data
di scadenza indicata sull'etichetta del flacone. Il prodotto
non utilizzato pud essere dispensato in aliquote idonee
all'utilizzo e ricongelato per utilizzarlo successivamente,
oppure chiuso bene e conservato a 2-8 °C fino a 30 giorni;
ricongelare non oltre due volte. 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.

Non usare flaconi la cui confezione sterile sia stata
compromessa.

Non utilizzare CHANG Amnio dopo la data di scadenza
indicata sull'etichetta.
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4. Retire o tubo de centrifugadora da incubadora,
ressuspenda o pellet e centrifugue durante
8 a 10 minutos a 1400 rpm.

5. Aspire o sobrenadante do tubo centrifugado.
Ressuspenda o pellet e, em seguida, adicione 1 ml
de colagenase ao tube e coloque na incubadora
durante 5 minutos.

6. Retire da incubadora e examine visualmente para
verificar se o pellet esta turvo e se ndo se observam
fragmentos separados de vilosidades. Se o pellet ndo
estiver turvo, volte a coloca-lo na incubadora durante
5 minutos adicionais.

7. Adicione 3 ml de CHANG Amnio pré-aquecido ao tubo
de centrifugadora para parar a agéo da colagenase.

8. Centrifugue o tubo durante 8 a 10 minutos a 1400 rpm.

9. Aspire o sobrenadante do tubo centrifugado,
deixando 0,5 ml de meio acima do pellet de células.
Ressuspenda o pellet antes de adicionar
0 CHANG Amnio utilizado para preparagéo.

10. Coloque o ntimero de culturas ideal utilizando 0,5 ml
de CHANG Amnio por cultura para cada placa de Petri
que contenha uma lamela.

11. Incube as culturas sem interferéncia a 35 °C-39 °C,
numa atmosfera de 5%-8% de CO,.

12. Inunde as culturas no 2.° dia, adicionando 1,5 ml
de CHANG Amnio pré-aquecido.

13. O crescimento das culturas deve ser verificado aos
4 dias. Caso se observe crescimento, retire o meio
e adicione 2 ml de CHANG Amnio pré-aquecido recém-
preparado a cada lamela. As culturas devem ser
alimentadas a cada 2 dias dai em diante. No caso de
amostras sanguinolentas, pode ser necessario fazer
trocas mais frequentes dos meios das culturas.

14. Verifique o crescimento das culturas no 5.° dia
e proceda a colheita de coldnias, quando estas forem
suficientes. Os melhores resultados obtém-se quando
as culturas sdo alimentadas com CHANG Amnio no
dia anterior a colheita.

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

Conserve congelado a uma temperatura inferior a-10 °C.
O produto é estavel até ao prazo de validade indicado
no rétulo do frasco, desde que conservado congelado.
O produto n&o usado pode ser dispensado em aliquotas
de trabalho e recongelado para utilizagdo posterior
ou bem tapado e conservado entre 2 °C e 8 °C durante
um periodo de até 30 dias; pode ser congelado 2 vezes
no maximo. Proteger da luz fluorescente.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

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

Néo utilize nenhum frasco cuja embalagem estéril tenha
sido comprometida.

Né&o utilize o CHANG Amnio para além do prazo de
validade indicado no rétulo.

OPBEVARING OG STABILITET

Opbevares frossent under -10 °C. Produktet er stabilt indtil
udlgbsdatoen pa flaskeetiketten ved opbevaring i frossen
tilstand. Ubrugt produkt kan afmales i brugelige meengder
og genfryses til senere anvendelse eller lukkes teet til og
opbevares ved 2-8 °C i op til 30 dage. Det kan maksimalt
nedfryses to gange. 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.

Flasker, hvis sterile emballage er blevet kompromitteret,
ma ikke anvendes.

Anvend ikke CHANG Amnio efter den udlgbsdato, der er
angivet pa etiketten.

8. Centrifugeer het buisje 8-10 minuten op 1400 omw/min.

9. Aspireer het supernatant uit het gecentrifugeerde
buisje en laat 0,5 ml medium boven de celpellet staan.
Resuspendeer de pellet voordat u CHANG Amnio
toevoegt voor preparatie.

. Prepareer het optimale aantal kweken met behulp van
0,5 ml CHANG Amnio per kweek voor elke petrischaal
met een dekglaasje.

. Zet de kweken ongestoord in de incubator bij 35-39 °C
en 5-8% CO,-atmosfeer.

12. Bedek de kweken op dag 2 volledig door 1,5 ml
voorverwarmd CHANG Amnio toe te voegen.

. Controleer na 4 dagen of de kweken zijn gegroeid.
Als er groei wordt waargenomen, verwijdert u het
medium en voegt u aan elk dekglaasje 2 ml vers
voorverwarmd CHANG Amnio toe. Voed de kweken
daarna elke 2 dagen. Als het monster bloed bevat,
kan het nodig zijn het medium vaker te vervangen.

. Controleer de kweken op dag 5 op groei en oogst als
er voldoende kolonién worden waargenomen. De beste
resultaten worden verkregen als de kweken op de dag
voor het oogsten met CHANG Amnio worden gevoed.

BEWAREN EN STABILITEIT

Bewaar ingevroren bij een temperatuur lager dan -10 °C.
Het product is stabiel tot de houdbaarheidsdatum op het
etiket van de fles, mits het ingevroren wordt bewaard.
Ongebruikt product kan worden opgedeeld in praktische
hoeveelheden en 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.
Het product mag maximaal twee keer opnieuw worden
ingevroren. 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.

Gebruik geen flessen waarvan de steriele verpakking
beschadigd is.

Gebruik CHANG Amnio niet na de houdbaarheidsdatum
op het etiket.
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POLSKI

PRZEZNACZENIE
Pozywka CHANG Amnio z gentamycyng i L-glutaming,
moze by¢ stosowana w przypadku:

1.
2.
3.

hodowli pierwotnej komérek ptynu owodniowego,
wzrostu pasazowanych komérek ptynu owodniowego,
litej tkanki owodniowej z biopsji kosmkéw kosmowki.

Te pozywke zaprojektowano do uzytku w inkubatorach
z atmosferg CO, (hodowle doprowadzone do rownowagi
w atmosferze 5%-8% CO,).

Koricowa warto$¢ pH musi wynosic 6,65-7,44 Patrz cze$¢
LInstrukcja uzycia”.

OPIS WYROBU

Produkt CHANG Amnio to kompletna pozywka gotowa do
uzycia do hodowli pierwotnej ludzkich komérek ptynu
owodniowego (AFC), kosmkéw kosmowki z biopsji (CVS)
i produktéw zaptodnienia (POC) przeznaczonych do
kariotypowania i wykonywania innych prenatalnych testow
genetycznych. Pozywke te zoptymalizowano dla metod
hodowli w butelkach oraz metod in situ. Produkt zawiera
antybiotyk w postaci siarczanu gentamycyny (50 pg/ml).

SKLADNIKI
Bufory Biatka, hormony Siarczan magnezu
Wodoroweglan iczynniki wzrostu  Fosforan sodu
sodu Ptodowa surowica
bydleca (FBS) Kwasy nukleinowe
Antyoksydant Surowica Deoksyadenozyna
Kwas tiooktanowy ~ nowonarodzonych ~ Deoksycytydyna
cielat Deoksyguanozyna
Antybiotyk Ludzka transferryna Adenozyna
Siarczan Czynniki wzrostu Cytydyna
gentamycyny fibroblastéw (FGF) ~ Guanozyna
Insulina Tymidyna
Aminokwasy Progesteron Urydyna
Alanina Testosteron
Arginina Beta-estradiol Inne
Asparagina Hydrokortyzon Alkohol etylowy
Kwas asparaginowy Tyronina
Cysteina Wskaznik pH
Kwas glutaminowy  Czerwien fenolowa  Witaminy
Glutamina i pierwiastki
Glicyna Substraty $ladowe
Histydyna energetyczne Kwas askorbinowy
Izoleucyna Glukoza Kwas foliowy
Leucyna Pirogronian Nikotynamid
Lizyna Inozytol Ryboflawina
Metionina Tiamina
Fenyloalanina Sole i jony Kwas pantotenowy
Prolina Chlorek sodu Kobalamina
Seryna Selenian sodu Pirydoksyna
Treonina Chlorek wapnia Biotyna
Tryptofan Chlorek choliny
Tyrozyna Chlorek potasu Woda
Walina Fosforan potasu Woda o jakosci WFI

ZAPEWNIANIE JAKOSCI

STERYLNOSC

Surowice uzywang do produkcji pozywki CHANG Amnio
przetestowano pod katem zanieczyszczenia wirusowego
zgodnie z Kodeksem Przepisow Federalnych (CFR), tytut
9, cze$¢ 113.53. Wykonano réwniez badanie przesiewowe
pod katem zanieczyszczenia mykoplazma. Pozywke
CHANG Amnio sterylizowano poprzez filtracjg przez
filtr o $rednicy poréw 0,1 mikrona. Probki pozywki
CHANG Amnio sg poddawane testom pod katem
mozliwego zanieczyszczenia bakteryjnego zgodnie
z protokotem badania sterylno$ci opisanym w najnowszym
badaniu sterylno$ci wg Farmakopei Amerykanskiej
(USP) <71>.

PRZYGOTOWANIE DO UZYCIA

Rozmrozi¢ pozywke na sterylnym blacie w temperaturze
pokojowej lub umieszczajac butelke pozywki w fazni
wodnej nastawionej na temperature 37°C.

Pozywka CHANG Amnio zawiera gentamycyne (50 mg/l).
W razie potrzeby mozna doda¢ dodatkowe antybiotyki.

EESTI KEEL

NAIDUSTUS KASUTAMISEKS
Toodet CHANG Amnio gentamitsiini ja L-glutamiiniga voib
kasutada jargmistel eesmarkidel:

1.
2.
3.

lootevedeliku rakkude primaarne kultuurimine
tostetud lootevedeliku rakkude kasvatamine
tahke lootekude koorioni hattude proovist.

ROZDZIELANIE POZYWKI CHANG Amnio NA PORCJE

1. Rozmrozi¢ pozywke CHANG Amnio zgodnie
z powyzszymi instrukcjami.

2. W sposdb aseptyczny rozdzieli¢ pozywke na porcje
o odpowiednim rozmiarze, a nastepnie zamrozi¢
ponownie.

3. Gdy porcje beda gotowe do uzycia, rozmrozi¢ je w fazni
wodnej nastawionej na temperature 37°C.

INSTRUKCJA UZYCIA

Stosowanie pozywki CHANG Amnio dla hodowli

pierwotnych: metody in situ

1. Wirowa¢ ptyn owodniowy przy predkosci okoto
1200 rpm przez 10 minut, aby zatezy¢ komorki.

2. Zaaspirowa¢ nadsacz z odwirowanej probowki,
pozostawiajac ok. 0,5 ml roztworu nad osadem
komérkowym (lub objeto$é roztworu réwng okoto
2-krotnej objetosci osadu) odwirowanego ptynu
owodniowego. Rozdzieli¢ nadsgcz na porcje
(co najmniej o objetosci 1 ml, jesli jest to mozliwe)
w celu oznaczenia alfa-proteiny (AFP)
i acetylocholinoesterazy, jesli jest to konieczne.
Jesli probka zawiera krew, przygotowa¢ dodatkowa
porcje do dalszych testow. Zawiesi¢ osad komérkowy
w matej objetosci ptynu owodniowego pacjentki. Doda¢
wystarczajacq ilos¢ pozywki CHANG Amnio do
zatgzonej zawiesiny komorkowej, aby uzyskac
koficowg objeto$¢ posiewu rowng 0,5 ml na szkietko
nakrywkowe (tacznie 4 szkietka nakrywkowe,
w zaleznoéci od rozmiaru osadu komérkowego) lub
2 ml na butelke hodowlana. Jesli prébke pobrano od
pacjentki w trzecim trymestrze cigzy, osadu moze by¢
wiecej, ale moze on zawiera¢ mniej zywe komorki,
z tego wzgledu konieczny bedzie bardziej stezony
posiew (mniej pozywki niz zwykle).

3. Inkubowaé¢ hodowle w temperaturze 37°C
w atmosferze 5-8% CO,, nie zaktocajac ich.

4. W dniu 2. zala¢ hodowle, dodajac 2 ml pozywki
CHANG Amnio.

5. Po 4-5 dniach sprawdzi¢ wzrost hodowli.
Po zaobserwowaniu wzrostu nalezy zasili¢ hodowle
pozywka. Zasila¢ hodowle pozywka, usuwajac caly
nadsacz hodowli i zastepujac go 2 ml $wiezej pozywki
CHANG Amnio. Po wykonaniu tej czynnosci zalecane
jest zasilanie hodowli pozywka co 2 dni. W przypadku
probek zawierajacych krew moze by¢ konieczne
czestsze wymienianie pozywki.

6. Sprawdzi¢ wzrost hodowli w 5. dniu lub w pézniejszych
dniach i zebra¢ komorki, jesli zaobserwowano
wystarczajaca liczbe kolonii.

7. Najlepsze wyniki otrzymywano, gdy zasilano hodowle
pozywka CHANG Amnio dzien przed zbiorem.

Stosowanie pozywki CHANG Amnio dla hodowli
pierwotnych: metody hodowli w butelkach
hodowlanych

1. Wirowa¢ ptyn owodniowy przy predkosci okoto
1200 rpm przez 10 minut, aby zatezy¢ komorki.

2. Zaaspirowa¢ nadsacz z odwirowanej probowki,
pozostawiajac ok. 0,5 ml roztworu nad osadem
komérkowym (lub objeto$é roztworu réwng okoto
2-krotnej objetosci osadu) odwirowanego ptynu
owodniowego. Rozdzieli¢ nadsgcz na porcje
(co najmniej o objetosci 1 ml, jesli jest to mozliwe)
w celu oznaczenia alfa-proteiny (AFP)
i acetylocholinoesterazy, jesli jest to konieczne.
Jesli probka zawiera krew, przygotowa¢ dodatkowa
porcje do dalszych testow. Zawiesi¢ osad komérkowy
w matej objetosci ptynu owodniowego pacjentki. Doda¢
4 ml pozywki CHANG Amnio do catkowitej objetosci
rownej 5 ml na butelke. Jesli probke pobrano od
pacjentki w trzecim trymestrze cigzy, osadu moze by¢
wiecej, ale moze on zawiera¢ mniej zywe komorki,
z tego wzgledu konieczny bedzie bardziej stezony
posiew (mniej pozywki niz zwykle).

3. Inkubowa¢ hodowle w temperaturze 37°C
w atmosferze 5%-8% CO, , nie zaktocajac ich.

4. Sprawdzi¢ wzrost hodowli w 5. dniu. Zmieni¢ pozywke
na 2 ml $wiezej pozywki CHANG Amnio i zebra¢
komérki, jesli zaobserwowano wystarczajacy wzrost
komorek.

KASUTUSJUHEND

CHANG Amnio kasutamine primaarkultuuride puhul:

in situ metodoloogiad

1. Tsentrifuugige lootevedelikku u 1200 p/min 10 minutit,
et rakke kontsentreerida.

2. Aspireerige tsentrifuugitud katsutist supernatant, jattes
rakupelleti peale u 0,5 ml (vdi u 2 x pelleti maht)
lootevedelikku. Alikvootige vajaduse korral supernatant

S6ode on mdeldud kasutamiseks CO, inkubaatorites
(kultuurid ekvilibreeritud 5-8% CO, atmosfaériga).

pH 16ppnait peab olema 6,65-7,44. Vit kasutusjuhendit.

(kui vaimalik, siis vahemalt 1 ml) alfafetoproteiinini
(AFP) ja atsetiililkoliinesteraasi analiilisideks.
Kui proovis on verd, valmistage lisaalikvoot ed
testimiseks ette. Resuspendeerige rakupellet vaheses

5. Po wykonaniu tej czynno$ci codziennie sprawdzaé
wzrost hodowli i catkowicie wymienia¢ pozywke
do czasu zaobserwowania wystarczajacej liczby
kolonii gotowych do zbioru. W przypadku prébek
zawierajacych krew moze by¢ konieczne czgstsze
wymienianie pozywki.

6. Najlepsze wyniki otrzymywano, gdy zasilano hodowle
pozywka CHANG Amnio dzieri przed zbiorem.

Stosowanie pozywki CHANG Amnio do wzrostu
pasazowanych komérek ptynu owodniowego:

Aby wykona¢ pasaz komoérek, podda¢ hodowle dziataniu
trypsyny (lub pronazy itp.), w taki sam sposéb,
jak w przypadku komorek rosnacych w pozywce
standardowej. Jednakze nalezy $cisle monitorowa¢
komorki poddawane dziataniu proteazy. Komorki ptynu
owodniowego rosnace w pozywce CHANG Amnio zwykle
sq bardziej wrazliwe na dziatanie proteazy niz gdy rosna
w pozywce standardowej. W celu uwzglednienia tego faktu
moze by¢ konieczne wprowadzenie zmian w protokole.
Uwaga: Warto$¢ pH pozywki uzywanej do zasilania
hodowli musi miescic sie w zakresie 6,65-7,44 (tzn. kolor
pozywki musi by¢ lekko zottawo-tososiowy). Wartos¢ pH
mozna tatwo wyregulowa¢, umieszczajac pozywke
w butelce z lekko odkrecong zakretka w inkubatorze
z atmosfera 5-8% CO, na okoto 30 minut.

Uwaga: Przy rozmrazaniu pozywki Chang Amnio mogg
wytracac sie pewne ilo$ci szczawianu wapnia i biatek
w postaci osadow. Nie stwierdzono, aby te osady wptywaty
na wiasciwosci produktu.

Przygotowanie probki kosmkow kosmowki:

1. Oznaczy¢ szalke Petriego danymi identyfikujacymi
otrzymana probke i w sposob aseptyczny przenies¢
catg probke na szalke. Dodac¢ 5 ml wstepnie ogrzanej,
kompletnej pozywki CHANG Amnio na szalke
i umiesci¢ ja w inkubatorze z atmosfera 5-8% CO,
nastawionym na temperature 35-39°C na 30 minut,
aby krew osiadta na dnie.

2. Oczysci¢ probke, korzystajac z mikroskopu
stereoskopowego. Rozpocza¢ prace przy
powiekszeniu 1,5X, a nastepnie zwigkszy¢
powiekszenie do 3X. Uwaga: Probka kosmkow
kosmowki powinna wazy¢ okoto 2040 mg.

3. Uzywajac dwoch sterylnych szczypiec, usunaé
z materiatu kosmkoéw kosmowki skrzepy krwi
i doczesng matki. Pracowa¢ na szalce,
pod mikroskopem stereoskopowym. Materiat kosmkow
ma jasny kolor, strukture kanalikowa i/lub guzkowata,
z widocznymi gateziami i zytami.

4. Przenie$¢ oczyszczone kosmki na nowa szalke
Petriego zawierajaca wstepnie ogrzana, kompletng
pozywke CHANG Amnio. Wykona¢ koricowe
oczyszczanie, uzywajac szczypiec do chwytania
kosmkow i delikatnie wytrzasajac je. Uwaga: Idealna
ilo$¢ probki na hodowle to okoto 5 mg. Uwazag, aby nie
uszkodzi¢ delikatnych kosmkow.

5. Przenie$¢ kosmki i pozywke do probowki wirowkowej
o pojemnosci 15 ml i doda¢ 4 krople antybiotyku
(tj. siarczanu gentamycyny, 50 pg/ml) do probowki
wirdwkowej. Pozostawi¢ na 30 minut.

6. Wirowac kosmki przy ok. 1400 rpm przez 5 minut.

Przygotowanie hodowli z probki kosmkow kosmowki:

1. Zaaspirowa¢ nadsacz z odwirowanej probowki,
pozostawiajac 0,5 ml pozywki nad osadem
komorkowym (lub objeto$¢ rowng okoto 2-krotnej
objetosci osadu).

2. Delikatnie zawiesi¢ osad. Doda¢ 2 ml wstepnie
ogrzanej pozywki CHANG Amnio do probowki
wiréwkowej.

3. Doda¢ 2 ml trypsyny z EDTA i inkubowa¢ hodowle
w temperaturze 35-39°C, w atmosferze 5-8% CO,
przez 10 minut, nie zaktécajac jej. Wyciagnac
probéwke z inkubatora, ponownie zawiesi¢ osad
i umiesci¢ w inkubatorze na dodatkowe 10 minut.

4. Wyciagna¢ probéwke z inkubatora, zawiesi¢ osad
i wirowac przez 8-10 minut przy 1400 rpm.

5. Zaaspirowa¢ nadsacz z odwirowanej probowki.
Zawiesi¢ osad, a nastepnie doda¢ 1 ml kolagenazy do
probowki i umiesci¢ w inkubatorze na 5 minut.

Markus. Chang Amnio sulamisel véib tekkida veidi
kaltsiumoksalaati ja valgusadet. See sade ei mojuta
teadaolevalt toote toimivust.

Koorioni hattude proovi ettevalmistamine

1. Markige iga saadud proovi kohta Petri tass ja viige
proovi sisu ile aseptiliselt. Lisage tassi 5 ml
eelsoojendatud CHANG Amino valmisstddet ning
asetage see 30 minutiks inkubaatorisse 35-39 °C

o

@

. Wyciagna¢ probdwke z inkubatora, wizualnie

sprawdzi¢, czy osad jest metny i czy nie widac
wyraznych kawatkéw pojedynczych kosmkoéw. Jesli
osad nie jest metny, ponownie umiesci¢ probowke
w inkubatorze na kolejne 5 minut.

Doda¢ 3 ml wstepnie ogrzanej pozywki CHANG Amnio
do probdwki wirdwkowej, aby zatrzymac dziatanie
kolagenazy.

. Wirowac¢ probéwke przez 8-10 minut przy 1400 rpm.
. Zaaspirowa¢ nadsgcz z odwirowanej probowki,

pozostawiajac 0,5 ml pozywki nad osadem
komérkowym. Zawiesic¢ osad przed dodaniem pozywki
CHANG Amnio uzywanej do nastawiania hodowli.

. Nastawi¢ odpowiednig liczbg hodowli, uzywajac 0,5 ml

pozywki CHANG Amnio na hodowle dla kazdej szalki
Petriego ze szkietkiem nakrywkowym.

. Inkubowaé¢ hodowle w temperaturze 35-39°C

w atmosferze 5-8% CO,, nie zaklocajac ich.

. W dniu 2. zala¢ hodowle, dodajac 1,5 ml wstepnie

ogrzanej pozywki CHANG Amnio.

. Po 4 dniach sprawdzi¢ wzrost hodowli. W przypadku

zaobserwowania wzrostu usungé pozywke,
a nastepnie doda¢ 2 ml $wiezej, wstepnie ogrzanej
pozywki CHANG Amnio na kazde szkietko
nakrywkowe. Po wykonaniu tej czynnoéci zalecane
jest zasilanie hodowli pozywka co 2 dni. W przypadku
probek zawierajacych krew moze by¢ konieczne
czestsze wymienianie pozywki.

. Sprawdzi¢ wzrost hodowli w 5. dniu i zebra¢ komarki,

jesli zaobserwowano wystarczajacq liczbe kolonii.
Najlepsze wyniki otrzymywano, gdy zasilano hodowle
pozywkg CHANG Amnio dzien przed zbiorem.

PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC
Przechowywa¢ w temperaturze ponizej -10°C. Produkt
zachowuje stabilno$¢ do uptywu terminu waznosci
podanego na etykiecie butelki, jesli jest przechowywany
w stanie zamrozonym. Niezuzyty produkt mozna rozdzieli¢
na porcje robocze i zamrozi¢ ponownie do pézniejszego
uzytku lub szczelnie zamkna¢ i przechowywa¢
w temperaturze od 2°C do 8°C do 30 dni; mozna go
zamraza¢ maksymalnie dwa razy. Chroni¢ przed $wiattem
fluorescencyjnym.

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

Nie korzysta¢ z butelek, w przypadku ktorych sterylne
opakowanie zostato naruszone.

Nie uzywac¢ pozywki CHANG Amnio po uptywie terminu
waznoéci podanego na etykiecie.

SAILITAMINE JA STABIILSUS

Hoida temperatuuril alla =10 °C. Toode on kilmutatult
stabiilne pudeli etiketile margitud kuupaevani. Kasutamata
toote voib jagada tédalikvootidesse ja kilmutada
uuesti hilisemaks kasutamiseks vdi tihedalt korkida
ja hoida temperatuuril 2-8 °C kuni 30 paeva; seda vdib
uuesti kiilmutada kuni kaks korda. Kaitske fluorestsents-
valguse eest.

ROMANA

INDICATIE DE UTILIZARE
CHANG Amnio cu gentamicina si L-glutamina se poate
utiliza pentru urmatoarele intrebuintari:

1.
2.
3.

cultura primara a celulelor din lichidul amniotic
cresterea celulelor din lichidul amniotic pasajate
tesut amniotic solid din probele de vilozitéti coriale
colectate.

Acest mediu a fost proiectat pentru utilizare in incubatoare
cu CO, (culturi echilibrate cu o atmosferé cu 5 - 8 % CO,).

pH-ul final trebuie sa fie de 6,65 - 7,44. Va rugam sa
consultati Instructiunile de utilizare.

DESCRIEREA DISPOZITIVULUI

CHANG Amnio este un mediu complet si gata de
utilizare pentru cultura primara a celulelor din lichidul
amniotic uman (AFC), recoltare de vilozitati coriale (CVS)
si produsi de conceptie (POC) in vederea utilizérii pentru
cariotipare si alte teste genetice prenatale. Formula a fost
optimizata pentru metodologii atat cu flacon, cét si in situ.
Acest produs contine antibioticul sulfat de gentamicina

(50 pg/ml).
COMPONENTE

Solutii tampon Proteine, hormoni  Acizi nucleici
Bicarbonat de sodiu si factori de crestere Deoxiadenozind

Ser fetal bovin Deoxicitidina
Antioxidant (SFB) Deoxiguanozina
Acid tioctic Ser neonatal bovin ~ Adenozina

Transferind umana ~ Citidina
Antibiotic Factor de crestere ~ Guanozind
Sulfat de a fibroblastilor Timidina
gentamicina (FCF) Uridina

Insulind
Aminoacid Progesteron Altul
Alanind Testosteron Alcool etilic
Arginina Beta-estradiol Tironind
Asparagina Hidrocortizon
Acid aspartic Vitamine
Cisteina Indicator pH si oligoelemente
Acid glutamic Rosu de fenol Acid ascorbic
Glutamina Acid folic
Glicina Substraturi Nicotinamida
Histidina energetice Riboflavina
Izoleucind Glucoza Tiamina
Leucina Piruvat Acid pantotenic
Lizina Inozitol Cobalamina
Metionina Piridoxina
Fenilalanina Séruri si ioni Biotina
Prolind Clorura de sodiu
Serina Selenit de sodiu Apa
Treonina Clorura de calciu Calitate WFI
Triptofan Clorura de colina (water for injection)
Tirozind Clorura de potasiu  [apa sterila
Valind Fosfat de potasiu pentru injectii]

Sulfat de magneziu
Fosfat de sodiu

ASIGURAREA CALITATII

STERILITATE

Serul utilizat la producerea CHANG Amnio 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 Amnio este sterilizat prin filtrare printr-un filtru
de 0,1 microni. Probe de CHANG Amnio sunt
testate pentru a nu prezenta o posibild contaminare
bacteriologica urmand protocolul de testare a sterilitatii
descris in testul de sterilitate actual prevazut de
Farmacopeea Americana <71>.

PREGATIREA PENTRU UTILIZARE
Dezghetati pe 0 masé sterila la temperatura camerei sau
plasand flaconul intr-o baie de apa la 37 °C.

CHANG Amnio contine gentamicina (50 mg/l). Dacé se
doreste, se pot adauga antibiotice suplimentare.

REPARTIZAREA CHANG Amnio IN PARTI ALICOTE

1.

2.

3.

Dezghetati CHANG Amnio in conformitate
cu instructiunile de mai sus.

Distribuiti aseptic in parti alicote de marime
convenabila si recongelati.

Dezghetati partile alicote intr-o baie de apé la 37 °C
atunci cand sunt gata pentru utilizare.

MAGYAR

FELHASZNALASI JAVALLATOK
A gentamicinnel és L-glutaminnal kiegészitett
CHANG Amnio a kovetkezékre hasznalhato:

1.

2.
3.

az amniotikus folyadék sejtjeinek elsédleges
tenyésztése;

az amniotikus folyadék passzalt sejtjeinek novesztése;
szilard amnionszévet mintavételezése

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE
Utilizarea CHANG Amnio pentru culturi primare:
metodologii in situ

1.

2.

7.

Centrifugati lichidul amniotic la aproximativ 1.200 rpm
timp de 10 minute pentru a concentra celulele.
Aspirati supernatantul din eprubeta pentru centrifuga,
lasand aproximativ 0,5 ml deasupra peletei de celule
(sau de 2 ori volumul peletei) din lichidul amniotic
centrifugat. Repartizati in parti alicote supernatantul
(cel putin 1 ml, daca este posibil) pentru analizele
de alfa-fetoproteina (AFP) si acetilcolin-esteraza,
dacd este necesar. Daca proba contine sénge, pregétiti
o parte alicota suplimentara pentru analize ulterioare.
Resuspendati peleta de celule intr-un volum mic din
propriul lichid amniotic al pacientei. Adaugati suficient
CHANG Amnio la solutia de celule concentrata pentru
a permite un volum de acoperire final de 0,5 ml per
lamela (in total 4 lamele, in functie de marimea peletei
de celule) sau 2 ml per flaconas. Daca proba se obtine
de la o pacienta aflata in al treilea trimestru al sarcinii,
peleta poate fi mai mare, dar poate contine mai putine
celule viabile, necesitand astfel o fnsémantare mai
puternicé (mai putin mediu decét in mod normal).
Incubati culturile fara a le agita la 37 °C intr-o
atmosfera de 5 - 8 % CO,.

Inundati culturile in ziua 2 prin adaugarea a 2 ml de
CHANG Amnio.

Dupé 4 sau 5 zile, culturile trebuie verificate pentru
a se vedea dacd exista crestere. Odata ce s-a observat
cresterea, culturile trebuie hranite. Hraniti culturile
prin indepartarea intregului supernatant al culturii
si fnlocuirea cu 2 mL CHANG Amnio proaspat.
Se recomanda hranirea in continuare a culturilor la
fiecare 2 zile. Pentru probele care contin sénge,
culturile pot necesita inlocuiri mai frecvente ale
mediului.

. Controlati culturile pentru a vedea daca exista crestere

n/sau dupd ziua 5 si recoltati atunci cand se observa
suficiente colonii.

Cele mai bune rezultate se obtin atunci cand culturile
sunt hranite cu CHANG Amnio in ziua anterioara
recoltarii.

Utilizarea CHANG Amnio pentru culturi primare:
Metodologii cu flacon

1.

2.

3.

4.

5.

6.

Centrifugati lichidul amniotic la aproximativ 1.200 rpm
timp de 10 minute pentru a concentra celulele.
Aspirati supernatantul din eprubeta pentru centrifuga,
lasand aproximativ 0,5 ml deasupra peletei de celule
(sau de 2 ori volumul peletei) din lichidul amniotic
centrifugat. Repartizati in parti alicote supernatantul
(cel putin 1 ml, daca este posibil) pentru analizele
de alfa-fetoproteina (AFP) si acetilcolin-esteraza,
daca este necesar. Dacé proba contine sange, pregatiti
o parte alicota suplimentara pentru analize ulterioare.
Resuspendati peleta de celule intr-un volum mic din
propriul lichid amniotic al pacientei. Adaugati 4 ml de
CHANG Amnio la un volum total de 5 ml per flacon.
Dacé proba se obtine de la o pacienté aflata in al
treilea trimestru al sarcinii, peleta poate fi mai mare,
dar poate contine mai putine celule viabile, necesitand
astfel o insamantare mai puternica (mai putin mediu
decat in mod normal).

Incubati culturile fara a le agita la 37 °C intr-o
atmosfera de 5 - 8 % de CO,. .
Controlati dacé exista crestere in ziua 5. Inlocuiti
mediul cu 2 ml de CHANG Amnio proaspét si recoltati
daca se observé cresterea unui numar suficient
de celule.

Controlati culturile pentru a vedea dacé exista
crestere si inlocuiti in continuare complet mediul in
fiecare zi pané cand se observa suficiente colonii si
acestea sunt gata pentru recoltare. Pentru probele
care contin sange, culturile pot necesita inlocuiri mai
frecvente ale mediului.

Cele mai bune rezultate se obtin atunci cand culturile
sunt hranite cu CHANG Amnio in ziua anterioara
recoltarii.

A CHANG Amnio SZETOSZTASA

1.

2.

3.

Olvassza fel a CHANG Amnio médiumot a fenti
utasitasok szerint.

Aszeptikusan ossza a kivant méreti alikvotokra,
és fagyassza le Ujra.

Olvassza fel az alikvotokat 37 °C-os vizfiirdében,
amikor a felhasznalasukra készen all.

HASZNALATI UTASITAS

Utilizarea CHANG Amnio pentru cresterea celulelor
din lichidul amniotic pasajate:

Pentru a pasaja celulele, tratati culturile cu tripsina
(sau pronaza etc.), asa cum ati proceda in mod normal
atunci cand celulele sunt crescute intr-un mediu
conventional. Cu toate acestea, tratamentul cu proteaza
ar trebui monitorizat cu atentie. Celulele din lichidul
amniotic crescute in CHANG Amnio tind sa fie mai
sensibile la tratamentul cu proteaza decéat celulele
crescute intr-un mediu conventional. Poate fi necesar
sé& va modificati protocolul pentru a lua in considerare
acest lucru.

Nota: pH-ul mediului utilizat pentru a hrani culturile
trebuie sa fie cuprins intre 6,65 - 7,44 (adica mediul trebuie
sa aiba o culoare usor gélbuie-somon). pH-ul poate
fi ajustat cu usurinta punand mediul intr-un incubator de
5-8 % CO, cu capacul usor slabit timp de 30 de minute.
Nota: Chang Amnio poate forma unele precipitate de
oxalat de calciu si proteine la decongelare. Nu se cunoaste
niciun efect al acestor precipitate asupra performantei
produsului.

Pregatirea cu probe de vilozitati coriale:

1.

Etichetati un vas Petri pentru fiecare eprubeté primita
si transferati continutul probei in mod aseptic. Adaugati
in vas 5 ml din mediul complet CHANG Amino
preincélzit si puneti-| in incubator timp de 30 de minute
la 35 - 39 °C, n atmosfera de 5 - 8 % CO,, pentru a-i
permite sangelui s& se depuna.

Curatati proba folosind un microscop de disectie,
mai intéi sub mérire 1,5X, apoi ajustand la o marire
de aproximativ 3X. Nota: Este necesara o proba de
vilozitéti coriale de aprox. 20 - 40 mg.

Folosind dou perechi de forcepsuri sterile, indepértati
cheagurile de sange si orice decidua materna din
materia cu vilozitati, in timp ce lucrati in vas,
sub microscopul de disectie. Materia cu vilozitati este
deschisa la culoare, tubulara si/sau cu cocoloase cu
ramuri si vene vizibile.

Transferati vilozitatile curate intr-un alt vas Petri care
contine mediul complet CHANG Amino preincalzit.
Faceti curatarea finald, folosind forcepsuri pentru
a apuca vilozitétile si agitati usor. Nota: Cantitatea
ideala de folosit pe cultura este de 5 mg. Aveti grija
sa evitati vatémarea vilozitatile fragile.

Transferati vilozitatile si mediul intr-o eprubetd pentru
centrifugd de 15 ml si adaugati 4 picaturi de antibiotic
(de ex. sulfat de gentamicina, 50 pl/ml) in eprubeta
pentru centrifuga. Lasati sa stea 30 de minute.
Centrifugati vilozitatile la aproximativ 1.400 rpm timp
de 5 minute.

Pregétirea cu probe de cultur de vilozitati coriale:

1.

Aspirati supernatantul din eprubeta centrifugata,
asigurandu-va cd ati lasat 0,5 ml de mediu deasupra
peletei de celule (sau cam de 2 ori volumul peletei).
Resuspendati usor peleta. Adaugati 2 ml de mediu
CHANG Amnio preincalzit in eprubeta pentru
centrifuga.

Adaugati 2 ml de tripsind EDTA si incubati cultura fara
a o agita timp de 10 minute la 35 - 39 °C, intr-o
atmosfera de 5 - 8 % CO,. Scoateti eprubeta din
incubator, resuspendati peleta si puneti-o la incubator
ncé 10 minute.

Scoateti eprubeta pentru centrifugd din incubator,
resuspendati peleta si centrifugati la 1.400 rpm timp
de 8 - 10 minute.

Aspirati supernatantul din eprubeta pentru centrifuga.
Resuspendati peleta, apoi adaugati in eprubeta 1 ml
de colagenaza si puneti la incubator 5 minute.
Scoateti din incubator si controlati vizual dacé peleta
este tulbure si daca nu se pot vedea bucati individuale
distincte de vilozitati. Dacé peleta nu este tulbure,
puneti la loc in incubator inc& 5 minute.

Adaugati 3 ml de CHANG Amnio preincalzit in eprubeta
pentru centrifuga pentru a opri actiunea colagenazei.
Centrifugati eprubeta la 1.400 rpm timp de 8 - 10 minute.
Aspirati supernatantul din eprubeta pentru
centrifugd, 1asand 0,5 ml de mediu deasupra peletei
de celule. Resuspendati peleta inainte de a adauga
CHANG Amino folosit pentru pregatire.

Ellendrizze a tenyészetek ndvekedését, és ezt
kévetéen cserélje ki teljesen a médiumot minden nap
addig, amig elegendd kolonia nem figyelheté meg és
a koloniak készen nem éllnak az dsszegydjtésre.
Véres mintak esetén a tenyészetek gyakrabb
médiumcserét igényelhetnek.

A legjobb eredmények ugy érhetéek el,
ha a tenyészeteket az dsszegyiijtés elétti napon
CHANG Amnio médiummal taplaljak.

ETTEVAATUSABINOUD JA HOIATUSED

A CHANG Amnio hasznalata elsdédleges

juures 5-8% CO, atmosféaris, et lasta verel settida.
Puhastage proov stereomikroskoobi abil, kasutades
esialgu 1,5-kordset ning seejérel 3-kordset suurendust.

SEADME KIRJELDUS

CHANG Amnio on taielik ja kasutusvalmis sddde inimese
lootevedeliku rakkude (AFC) primaarseks, koorioni hattude
proovide (CVS) ja viljastamistoodete (POC) kultuurimiseks,
kariotiilipimise ja muu slinnieelse geneetilise testimise
eesmargil. See on optimeeritud nii rakukasvatuspudelites
kui ka in situ metodoloogiateks. Sodde sisaldab
antibiootikumi gentamitsiinsulfaat (50 pg/ml).

OSAD

Puhvrid Valgud. hormoonid  Nukleiinhapped
Naatriumvesinik- ja kasvufaktorid Deoksiiadenosiin
karbonaat Veiseloote paritolu  Deoksiitsiitidiin

seerum (FBS) Deoksiiguanosiin
Antioksiidant Vastsiindinud veise ~ Adenosiin
Lipoehape paritolu seerum Tsiitidiin

Inimese transferriin -~ Guanosiin
Antibiootikum Fibroplastide Timidiin
Gentamitsiinsulfaat  kasvufaktor (FGF)  Uridiin

Insuliin
Aminohape Progesteroon Muu
Alaniin Testosteroon Etitilalkohol
Arginiin Beeta-dstradiool Tironiin
Asparagiin Hiidrokortisoon
Asparagiinhape Vitamiinid ja
Tsiisteiin pH-indikaator mikroelemendid
Glutamiinhape Fenoolpunane Askorbiinhape
Glutamiin Foolhape
Gltsiin Energia substraadid ~ Nikotiinamiid
Histidiin Gliikoos Riboflaviin
Isoleutsiin Piruvaat Tiamiin
Leutsiin Inositool Pantoteenhape
Lsiin Kobalamiin
Metioniin Soolad ja ioonid Piiridoksiin
Feniililalaniin Naatriumkloriid Biotiin
Proliin Naatriumseleniit
Seriin Kaltsiumkloriid Vesi
Treoniin Koliinkloriid WFI kvaliteet
Triiptofaan Kaaliumkloriid
Tiirosiin Kaaliumfosfaat
Valiin Magneesiumsulfaat

Naatriumfosfaat

KVALITEEDI TAGAMINE

STERIILSUS

CHANG Amnio tootmisel kasutatav seerum on testitud
viraalse saaste suhtes CFR ptk 9 osa 113.53 kohaselt.
Samuti on seda testitud mikoplasma suhtes.
CHANG Amnio on steriliseeritud filtreerimise teel I&bi
0,1 p filtri. Toote CHANG Amnio proove on vdimaliku
bakterioloogilise saaste suhtes testitud steriilsuse
katseprotokolli jargi, mida on kirjeldatud kehtivas USP
steriilsustestis <71>.

ETTEVALMISTUSED KASUTAMISEKS
Sulatage toatemperatuuril steriilsel td6laual v6i asetades
pudel 37 °C veevanni.

CHANG Amnio sisaldab gentamitsiinsulfaati (50 mg/l).
Vajaduse korral vdib lisada antibiootikume.

CHANG Amnio ALIKVOOTIMINE

1.
2.

3.

Sulatage CHANG Amnio iilaltoodud juhiste kohaselt.
Jaotage aseptiliselt sobiva suurusega alikvootideks
ja kiilmutage uuesti.

Kui olete valmis kasutamiseks, sulatage alikvoodid
37 °C veevannis.

TURKGE

KULLANIM ENDIKASYONU
Gentamisin ve L-Glutaminli CHANG Amnio su uygulamalar
icin kullanilabilir:

1.
2.
3.

amniyotik sivi hiicrelerinin primer kiiltiirl
pasaj yapilmig amniyotik sivi hiicrelerini iretme
koryonik villus érneklemesinden solid amniyotik doku.

Bu vasat CO, inkibatorlerinde (%5 - %8 CO, atmosferinde
dengelenmis kiiltiirler) kullaniimak Uzere tasarlanmistir.

Son pH 6,65 - 7,44 olmalidir. Litfen Kullanma Talimatina
bagvurun.

CIHAZ TANIMI

CHANG Amnio karyotipleme ve diger prenatal genetik
testlerde kullaniimak iizere insan amniyotik sivi hiicreleri
(AFC), koryonik villus 6rnekleme (CVS) ve konsepsiyon
Uriinlerinin (POC) primer Kkiiltiird igin komple, kullanima
hazir bir vasattir. Hem flask hem in situ metodolojileri igin
optimize edilmistir. Bu triin Gentamisin Silfat antibiyotigini
(50 pg/mL) icerir.

Tamponlar
Sodyum bikarbonat

BILESENLER

Proteinler.
Hormonlar ve
Bliylime Faktorleri

Magnezyum siilfat
Sodyum fosfat

Antioksidan Fetal si§ir serumu  Nikleik asitler

Tiyoktik asit (FSS) Deoksiadenozin
Yenidogan sigir Deoksisitidin

Antibiyotik serumu Deoksiguanozin

Gentamisin Sillfat ~ Insan transferrini Adenozin
Fibroblast biiyime  Sitidin

Amino Asit faktorii (FGF) Guanozin

Alanin insiilin Timidin

Arjinin Progesteron Uridin

Asparajin Testosteron

Aspartik Asit Beta estradiol Diger

Sistein Hidrokortizon Etil alkol

Glutamik Asit Tironin

Glutamin pH Géstergesi

Glisin Fenol kirmizisi Vitaminler

Histidin ve eser elementler

1zolBsin Enerji Substratlari ~ Askorbik asit

Losin Glukoz Folik asit

Lizin Piruvat Nikotinamid

Metiyonin inositol Riboflavin

Fenilalanin Tiyamin

Prolin Tuzlar ve Iyonlar Pantotenik asit

Serin Sodyum kloriir Kobalamin

Treonin Sodyum selenit Piridoksin

Triptofan Kalsiyum klorir Biyotin

Tirozin Kolin klorir

Valin Potasyum kloriir Su

Potasyum fosfat Enjeksiyonluk

Su Kalitesi

KALITE GUVENCE

STERILITE

CHANG Amnio iretiminde kullanilan serum CFR Baslik 9
Kisim 113.53 uyarinca viral kontaminasyon igin test
edilmistir. Ayrica mikoplazma kontaminasyonu igin
taranmistir. CHANG Amnio 0,1 mikron bir filtreden
filtrasyon yoluyla sterilize edilmisti. CHANG Amnio
ornekleri mevcut USP sterilite testi <71> iginde tanimlanan
sterilite testi protokoll izlenerek olasi bakteriyolojik
kontaminasyon agisindan test edilir.

KULLANIM HAZIRLIGI
Oda sicakliginda steril bir tezgah Ustiinde veya siseyi 37°C
su banyosuna yerlestirerek ¢oziin.

CHANG Amnio, gentamisin (50 mg/L) igerir. istenirse ek
antibiyotikler eklenebilir.

CHANG Amnio ALIKOTLAMA

1.

2.

3.

CHANG Amnio iriniini yukaridaki talimata
gore goziin.

Uygun buyiikliikte alikotlara aseptik olarak dagitin
ve tekrar dondurun.

Alikotlari kullanmaya hazir oldugunuzda 37°C su
banyosunda ¢oziin.

HRVATSKI

INDIKACIJE ZA UPOTREBU
CHANG Amnio s gentamicinom i L-glutaminom moze
se upotrebljavati za sljedece primjene:

1.
2.
3.

primarnu kulturu stanica amnijske teku¢ine
uzgoj supkultiviranih stanica amnijske tekucine
kruto amnijsko tkivo dobiveno biopsijom
korionskih resica.

Ovaj medij osmisljen je za upotrebu u CO, inkubatorima
(kulture uravnoteZene atmosferom s 5 % - 8 % CO,).

Zavr$na pH vrijednost mora biti 6,65 - 7,44.
Vi$e pojedinosti potrazite u Uputama za upotrebu.

OPIS PROIZVODA

CHANG Amnio cjelokupan je medij koji je spreman za
upotrebu za uzgoj primarne kulture stanica ljudske
amnijske tekucine (AFC), uzorkovanja korionskih resica
(CVS) i proizvoda zaceca (POC) u svrhu kariotipizacije
i drugih prenatalnih genetickih testiranja. Optimiran je za
metode u tikvici i in situ. Ovaj proizvod sadrzi antibiotik
gentamicinsulfat (50 pg/ml).

KOMPONENTE

Puferi Proteini, hormoni Nukleinske kiseline
Natrijev i ¢imbenici rasta Deoksiadenozin
hidrogenkarbonat  Fetalni govedi Deoksicitidin

serum (FBS) Deoksigvanozin
Antioksidans Serum novorodene  Adenozin
Lipoi¢na kiselina teladi Citidin

Humani transferin ~ Gvanozin
Antibiotik Fibroblastni Timidin
Gentamicinsulfat cimbenik rasta Uridin

(FGF)
Aminokiselina Inzulin Ostalo
Alanin Progesteron Etilni alkohol
Arginin Testosteron Tironin
Asparagin Beta estradiol
Aspartatna kiselina  Hidrokortizon Vitamini i elementi
Cistein u tragovima
Glutamatna kiselina pH indikator Askorbinska
Glutamin Fenol crveno kiselina
Glicin Folna kiselina
Histidin Energetski supstrati Nikotinamid
Izoleucin Glukoza Riboflavin
Leucin Piruvat Tijamin
Lizin Inozitol Pantotenska
Metionin kiselina
Fenilalanin Soli i ioni Kobalamin
Prolin Natrijev klorid Piridoksin
Serin Natrijev selenit Biotin
Treonin Kalcijev klorid
Triptofan Kolinijev Klorid Voda
Tirozin Kalijev klorid Kvaliteta u skladu
Valin Kalijev fosfat s propisanom za

Magnezijev sulfat
Natrijev fosfat

vodu za injekcije

OSIGURANJE KVALITETE

STERILNOST

Serum koji se koristi za proizvodnju proizvoda
CHANG Amnio 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 Amnio steriliziran je filtracijom kroz
filtar od 0,1 mikron. Uzorci proizvoda CHANG Amnio
testirani su na mogucu bakteriolo$ku kontaminaciju nakon
provedbe protokola testiranja sterilnosti koji je opisan
u vazecem testu sterilnosti u skladu s Farmakopejom
Sjedinjenih Americkih Drzava, USP <71>.

PRIPREMA ZA UPOTREBU
Odmrznite na sterilnoj radnoj povrsini pri sobnoj
temperaturi ili stavljanjem boce u vodenu kupelj pri 37 °C.

CHANG Amnio sadrzi gentamicin (50 mg/l). Po Zelji se
mogu dodati dodatni antibiotici.

ALIKVOTIRANJE PROIZVODA CHANG Amnio

1.

2.

3.

Odmrznuti CHANG Amnio u skladu s prethodno
navedenim uputama.

Asepticki raspodijeliti u alikvote odgovarajuéih veli¢ina
i ponovno zamrznuti.

Odmrznuti alikvote u vodenoj kupelji temperiranoj
na 37 °C kada ih Zelite upotrijebiti.

patsiendi enda lootevees. Lisage kontsentreeritud
rakususpensioonile piisavalt toodet CHANG Amnio,
et igale slaidile oleks véimalik kanda 0,5 ml (kokku
4 slaidi, olenevalt rakupelleti suurusest) voi 2 ml
rakukasvatuspudeli kohta. Kui proov on véetud
raseduse kolmandas trimestris olevalt patsiendilt,
voib pellet olla suurem, kuid sisaldada vahem elujéulisi
rakke, ndudes seetottu tugevamat kiilvi (tavaparasest
vahem séodet).

3. Inkubeerige kultuure puutumatult 37 °C juures 5-8%
CO, atmosfaaris.

4. 2. paeval katke kultuurid ile 2 ml tootega
CHANG Amnio.

5. 4-5 paeva jarel tuleb kontrollida kultuuride kasvu.
Kasvu tuvastamisel tuleb kultuure toita. Toitke
kultuure, eemaldades kogu kultuuri supernatandi
ja asendades selle 2 ml varske CHANG Amnioga.
Seejarel on soovitatav toita kultuure iga 2 paeva jérel.
Veriste proovide korral vdivad kultuurid vajada
sagedasemat so6tmevahetust.

6. Kontrollige kultuuride kasvu 5. paeval véi parast seda
ning koguge, kui tuvastate piisavad kolooniad.

7. Parimad tulemused saavutatakse kultuuride toitmisel
tootega CHANG Amnio (ks péev enne kogumist.

Toote CHANG Amnio kasutamine primaarkultuuride

korral: rakupudeli metodoloogiad

1. Tsentrifuugige lootevedelikku u 1200 p/min 10 minutit,
et rakke kontsentreerida.

2. Aspireerige tsentrifuugitud katsutist supernatant, jattes
rakupelleti peale u 0,5 ml (v6i u 2 x pelleti maht)
lootevedelikku. Alikvootige vajaduse korral supernatant
(kui vdimalik, siis vahemalt 1 ml) alfafetoproteiinini
(AFP) ja atsetiiilkoliinesteraasi analltsideks.
Kui proovis on verd, valmistage lisaalikvoot ed
testimiseks ette. Resuspendeerige rakupellet véheses
patsiendi enda lootevees. Lisage 4 ml CHANG Amniot
5 ml pudeli kogumahu kohta. Kui proov on véetud
raseduse kolmandas trimestris olevalt patsiendilt,
voib pellet olla suurem, kuid sisaldada vahem elujdulisi
rakke, ndudes seetdttu tugevamat kiilvi (tavapérasest
vahem séddet).

3. Inkubeerige kultuure puutumatult 37 °C juures 5-8%
CO, atmosfaéris.

4. 5. paeval kontrollige kasvu. Vahetage séode 2 ml
varske CHANG Amnio vastu ja koguge, kui tuvastate
piisava rakukasvu.

5. Kontrollige kultuure kasvu suhtes ja vahetage seejérel
s6dde iga paev téielikult valja, kuni tuvastate piisavad
kolooniad, mis on kogumiseks valmis. Veriste proovide
korral vdivad kultuurid vajada sagedasemat
s6otmevahetust.

6. Parimad tulemused saavutatakse kultuuride toitmisel
tootega CHANG Amnio ks paev enne kogumist.

Toote CHANG Amnio kasutamine tdstetud
lootevedeliku rakkude kasvatamiseks:

rakkude tostmiseks téddelge kultuure triipsiiniga
(vdi pronaasiga vms) nagu tavaparasel rakkude
kasvatamisel tavalises so6tmes. Proteaasiga tootlemist
tuleb hoolikalt jalgida. CHANG Amnios kasvatatud
lootevedeliku rakud kipuvad olema proteaasitdétiuse
suhtes tundlikumad kui tavapérases sootmes kasvatatud
lootevedeliku rakud. Sellega arvestamiseks tuleb vdib-olla
muuta protokolli.

Mérkus. Kultuuride sodtmiseks kasutatava soétme pH
peab jadma vahemikku 6,65-7,44 (st s6otme varvus peab
olema kergelt kollakas-roosa). pH-d saab kergesti
reguleerida, kui asetada s6ode 5-8% CO, inkubaatorisse,
jattes korgi kergelt avatuks umbes 30 minutiks.

KULLANMA TALIMATI

Primer Kilttirler icin CHANG Amnio Kullanimi: in situ

Metodolojiler

1. Hicreleri konsantre etmek igin amniyotik siviyi
10 dakika boyunca yaklasik 1200 devir/dk hizinda
santrifiijleyin.

2. Santrifilje edilmis tlpten siipernatani aspire edip hiicre
pelleti izerinde yaklasik 0,5 mL (veya yaklasik olarak
pellet hacminin 2 kati) santrifiije edilmis amniyotik sivi
birakin. Gerekirse alfa-fetoprotein (AFP) ve asetil
kolinesteraz testleri igin siipernatani alikotlayin
(mimkiinse en az 1 mL). Numune kanliysa ek testler
icin ek bir alikot hazirlayin. Hiicre pelletini hastanin
kendi amniyotik sivisinin kiiglik bir miktarinda tekrar
slispansiyon haline getirin. Konsantre hiicre
siispansiyonuna lamel bagina 0,5 mL (hiicre pelleti
biytkligiine bagli olarak toplam 4 lamel) veya flasket
basina 2 mL olacak sekilde son plakalama hacmini
miimkiin kilmak tzere yeterli CHANG Amnio ekleyin.
Numune gebeligin 3. trimesterindeki bir hastadan
alinirsa pellet daha biyiik olabilir ama daha az canli
hiicre igerebilir ve bu nedenle daha yogun tohumlama
gerektirebilir (normalden daha az vasat).

3. Kiiltirleri ellemeden 37°C'de %5 - %8 CO, atmosferi
altinda inkiibe edin.

4. Kiiltirleri gin 2'de 2 mL CHANG Amnio ekleyerek
tamamen siviyla ortiin.

5. Kiiltirlerin 4 - 5 giinden sonra tireme agisindan kontrol
edilmesi gerekir. Kiltiirler Greme gézlendikten sonra
beslenmelidir. Killtiirleri tiim kiltiir sipernatanini alip
yerine 2 mL yeni CHANG Amnio koyarak besleyin.
Kiiltirlerin bundan sonra 2 giinde bir beslenmesi
onerilir. Kanli numuneler igin kiiltirlerin vasatinin daha
sik degistirilmesi gerekebilir.

6. Kiiltirleri 5. glinden sonra Greme igin kontrol edin ve
yeterli koloni gdzlenince toplayin.

7. En iyi sonuglar kiiltirlerin toplama 6ncesi giinde
CHANG Amnio ile beslenmesiyle alinir.

Primer Kiltirler igcin CHANG Amnio Kullanimi:

Flask Metodolojileri

1. Hicreleri konsantre etmek igin amniyotik siviyi
10 dakika boyunca yaklasik 1200 devir/dk hizinda
santrifiijleyin.

2. Santrifije edilmis tiipten sipernatani aspire edip hiicre
pelleti izerinde yaklasik 0,5 mL (veya yaklasik olarak
pellet hacminin 2 kati) santrifiije edilmis amniyotik sivi
birakin. Gerekirse alfa-fetoprotein (AFP) ve asetil
kolinesteraz testleri igin siipernatani alikotlayin
(mimkinse en az 1 mL). Numune kanliysa ek testler
icin ek bir alikot hazirlayin. Hiicre pelletini hastanin
kendi amniyotik sivisinin kigiik bir miktarinda tekrar
slispansiyon haline getirin. Flask basina toplam
5 mL hacim igin 4 mL CHANG Amnio ekleyin. Numune
gebeligin 3. trimesterindeki bir hastadan alinirsa pellet
daha biiyiik olabilir ama daha az canli hiicre igerebilir
ve bu nedenle daha yogun tohumlama gerektirebilir
(normalden daha az vasat).

3. Kiltiirleri ellemeden 37°C'de %5 - %8 CO, atmosferi
altinda inkiibe edin.

4. Giin 5'te tireme igin kontrol edin. Vasati 2 mL yeni
CHANG Amnio ile degistirin ve yeterli hiicre Gremesi
gozlenirse toplayin.

5. Kiiltlirlerin Gireme durumunu kontrol edin ve bundan
sonra yeterli koloni gézlenene ve toplamaya
hazir olana kadar her giin vasati tamamen degistirin.
Kanli numuneler igin kiiltirlerin vasatinin daha sik
degistirilmesi gerekebilir.

6. En iyi sonuglar kiltiirlerin toplama oncesi glinde
CHANG Amnio ile beslenmesiyle alinir.

UPUTE ZA UPOTREBU

Upotreba proizvoda CHANG Amnio za primarne

kulture: metode in situ

1. Centrifugirati amnijsku teku¢inu 10 minuta na otprilike
1.200 o/min kako bi se stanice koncentrirale.

2. Aspirirati supernatant iz centrifugirane epruvete tako
da u njoj ostane otprilike 0,5 ml supernatanta
(ili koli¢ina supernatanta oko 2x veéa od volumena
taloga) iznad taloga stanica centrifugirane amnijske
tekucine. Ako je potrebno, alikvotirati supernatant
(ako je moguce, najmanje 1 ml) za analizu alfa-
fetoproteina (AFP) i acetil-kolinesteraze. Ako je uzorak
krvav, pripremiti dodatni alikvot za daljnje pretrage.
Obnoviti suspenziju taloga stanica u malom volumenu
pacijenti¢ine vlastite amnijske tekuc¢ine. Dodati
odgovarajucu koli¢inu proizvoda CHANG Amnio
koncentriranoj suspenziji stanica kako bi se postigao
konacan volumen nasadivanja od 0,5 ml po pokrovnom
stakalcu (ukupno 4 pokrovna stakalca, ovisno o velicini
taloga stanica) ili od 2 ml po bogici za kulturu. Ako je
uzorak prikupljen od pacijentice u tre¢cem tromjesecju
trudnoce, talog moze biti veéi, no sadrzavati manje
vijabilnih stanica te ¢e mu biti potrebno gusce
nasadivanje (u manjoj koli¢ini medija nego $to je
uobicajeno).

3. Neometano inkubirati kulture pri 37 °C u atmosferi
s5-8%CO,

4. Drugi dan natopiti kulture dodavanjem 2 ml proizvoda
CHANG Amnio.

5. Nakon 4 do 5 dana provjeriti rast kultura. Hraniti kulture
nakon $to se zabiljeZi rast. Za hranjenje kultura ukloniti
sav supernatant kulture i zamijeniti ga s 2 ml svjezeg
proizvoda CHANG Amnio. Preporucuje se da se nakon
toga kulture hrane svaka 2 dana. Medij ¢e se mozda
morati ¢e$¢e mijenjati za kulture krvavih uzoraka.

6. Peti dan ili nakon petog dana provijeriti rast kultura
i prikupiti ih kada bude zabiljezena dovoljna koli¢ina
kolonija.

7. Najbolji rezultati postizu se kada se kulture hrane
proizvodom CHANG Amnio dan prije prikupljanja.

Upotreba proizvoda CHANG Amnio za primarne

kulture: metode u tikvici

1. Centrifugirati amnijsku teku¢inu 10 minuta na otprilike
1.200 o/min kako bi se stanice koncentrirale.

2. Aspirirati supernatant iz centrifugirane epruvete
tako da u njoj ostane otprilike 0,5 ml supernatanta
(ili koli¢ina supernatanta oko 2x veca od volumena
taloga) iznad taloga stanica centrifugirane amnijske
tekucine. Ako je potrebno, alikvotirati supernatant
(ako je moguce, najmanje 1 ml) za analizu alfa-
fetoproteina (AFP) i acetil-kolinesteraze. Ako je uzorak
krvav, pripremiti dodatni alikvot za daljnje pretrage.
Obnoviti suspenziju taloga stanica u malom volumenu
pacijentiCine vlastite amnijske tekucine. Dodati 4 ml
proizvoda CHANG Amnio kako bi se postigao ukupan
volumen od 5 ml po tikvici. Ako je uzorak prikupljen
od pacijentice u trecem tromjesecju trudnoce, talog
moze biti ve¢i, no sadrzavati manje vijabilnih stanica
te ¢e mu biti potrebno gu$ce nasadivanje (u manjoj
koli¢ini medija nego $to je uobi¢ajeno).

3. Neometano inkubirati kulture pri 37 °C u atmosferi
$5%-8%CO,.

4. Peti dan provjeriti rast kultura. Zamijeniti medij s 2 ml
svjezeg proizvoda CHANG Amnio i prikupiti kulture
ako je zabiljezen dovoljan rast stanica.

5. Nakon toga svaki dan provjeravati rast kultura
i u potpunosti mijenjati medij dok ne bude zabiljezena
dovoljna koli¢ina kolonija spremnih za prikupljanje.
Medij ¢e se mozda morati ¢e$ce mijenjati za kulture
krvavih uzoraka.

6. Najbolji rezultati postizu se kada se kulture hrane
proizvodom CHANG Amnio dan prije prikupljanja.

Upotreba proizvoda CHANG Amnio za uzgoj
supkultiviranih stanica amnijske tekucine:

za supkultiviranje stanica tretirati kulture tripsinom
(ili pronazom itd.) kao $to se inace radi za uzgoj stanica
u uobicajenom mediju. Medutim, potrebno je pazljivo
nadzirati tretiranje proteazom. Stanice amnijske tekucine
uzgojene u proizvodu CHANG Amnio Cesto su osjetljivije

Mérkus. Vajalik on umbes 20-40 mg koorioni hattude
proovi.

3. Eemaldage stereomikroskoobi all hattude seast kahe
paari steriilsete pintsettide abil vereklombid ja emaka
epiteelkoed. Hatud on heledat vérvi, torujad ja/voi
tombulised esilekiiindivate harude ning soontega.

4. Viige puhtad hatud iile teise Petri tassi, mis sisaldab
eelsoojendatud CHANG Amnio valmisséodet. Tehke
16plik puhastamine, kasutades hattudest
kinnihaaramiseks pintsette, ja loksutage seejarel
tasakesi. Mérkus. Kdige sobilikum kogus {ihe kultuuri
kohta on 5 mg. Arge kahjustage hapraid hatte.

5. Viige hatud ja sddde ile 15 ml tsentrifuugikatsutisse
ja lisage sellesse 4 tilka antibiootikumi
(st gentamitsiinsulfaati, 50 pl/ml). Laske 30 minutit
seista.

6. Tsentrifuugige hatte kiirusel u 1400 p/min 5 minutit.

Koorioni hattude proovi kultuur

1. Aspireerige tsentrifuugitud katsutist supernatant, jattes
rakupelleti peale umbes 0,5 ml sdodet (voi umbes
kahekordse pelleti koguse).

2. Resuspendeerige pellet ornalt. Lisage tsentrifuugi-
katsutisse 2 ml eelsoojendatud CHANG Amnio sd6det.

3. Lisage 2 ml tripsiin-EDTA-d ja inkubeerige kultuuri
puutumatult 35-39 °C juures 5-8% CO, atmosféaéris
10 minutit. Eemaldage katsuti inkubaatorist,
resuspendeerige pellet ja asetage veel 10 minutiks
inkubaatorisse.

4. Eemaldage inkubaatorist tsentrifuugikatsuti,
suspendeerige rakupelletit uuesti ja tsentrifuugige
8-10 minutit 1400 p/min juures.

5. Aspireerige tsentrifuugitud katsutist supernatant.
Resuspendeerige pellet, lisage katsutisse 1 ml
kollagenaasi ja asetage 5 minutiks inkubaatorisse.

6. Eemaldage see inkubaatorist ja kontrollige visuaalselt,
kas rakupellet on hagune ja kas selles on néha
mérgatavaid hattude tiikke. Kui rakupellet ei ole
hdgune, asetage see veel 5 minutiks tagasi
inkubaatorisse.

7. Lisage tsentrifuugikatsutisse 3 ml eelsoojendatud
CHANG Amnio s66det, et peatada kollagenaasi
toimimine.

8. Tsentrifuugige katsutit 8—10 minutit 1400 p/min juures.

9. Aspireerige tsentrifuugitud katsutist supernatant,
jattes rakupelleti peale umbes 0,5 ml séodet.
Resuspendeerige pellet ja lisage siis ettevalmistamisel
kasutatud CHANG Amnio.

10. Valmistage ette optimaalne arv kultuure, kasutades
iga kultuuri kohta 0,5 ml toodet CHANG Amnio iga
Petri tassi puhul, mis sisaldab slaidi.

11. Inkubeerige kultuure puutumatult 35-39 °C juures
5-8% CO, atmosféaris.

12. 2. paeval katke kultuurid dle 1,5 ml eelsoojendatud
tootega CHANG Amnio.

13. 4 péeva jarel tuleb kontrollida kultuuride kasvu.
Kui tuvastate rakukasvu, eemaldage sd6de ja lisage
igale slaidile 2 ml vérsket eelsoojendatud toodet
CHANG Amnio. Seejarel toitke kultuure iga 2 paeva
jarel. Veriste proovide korral vdivad kultuurid vajada
sagedasemat s6dtmevahetust.

14. Kontrollige kultuuride kasvu 5. péeval ning koguge,
kui tuvastate piisavad kolooniad. Parimad tulemused
saavutatakse kultuuride toitmisel tootega
CHANG Amnio Uks paev enne kogumist.

Pasaj Yapilmig Amniyotik Sivi Hiicrelerini Biyiitmek
icin CHANG Amnio kullanimi:

Hiicre pasaji yapmak igin kiiltiirlere hiicreler geleneksel
vasatta Uretildiginde normalde yapacaginiz gibi tripsin
(veya Pronase vs.) muamelesi yapin. Ancak proteaz
tedavisi dikkatle izlenmelidir. CHANG Amnio iginde
biydtilen amniyotik sivi hiicreleri geleneksel vasatta
bilyiitiilenlere gore proteaz tedavisine daha duyarli olma
egilimindedir. Protokolliniizii bunu hesaba alacak sekilde
degistirmek gerekebilir.

Not: Kiiltiirleri beslemek igin kullanilan vasatin pH degeri
6,65 - 7,44 olmaldir (yani vasat hafif sarimsi pembe
olmalidir). pH degeri, vasati kapag! hafifce gevsetilmis
olarak yaklagik 30 dakika boyunca bir %5 - %8 CO,
inkiibatériine yerlestirerek kolayca ayarlanabilir.

Not: Chang Amnio irliniinde ¢dzme sonrasinda bir miktar
Kalsiyum Oksalat ve protein presipitati gelisebilir.
Bu presipitatlarin driin performansi tzerine bir etkisi
bilinmemektedir.

Koryonik Villus Ornegi Hazirlama:

1. Alinan her numune igin bir petri tabagini etiketleyin
ve ornek icerigini aseptik olarak aktarin. Tabaga 5 mL
o6nceden 1sitilmis CHANG Amnio komple vasatindan
ekleyin ve kanin ¢6kmesini saglamak lzere 35°C -
39°C'de %5 - %8 CO, atmosferinde bir inkiibatore
30 dakika yerlestirin.

2. Numuneyi bir diseksiyon mikroskobu altinda
baslangigta 1,5x blyiitmeyle ve sonra yaklasik
3x blyitmeyle temizleyin. Not: Yaklasik 20 - 40 mg
koryonik villus drnegi gerekecektir.

3. ki steril forseps kullanarak diseksiyon mikroskobu
altinda tabak iginde ¢alisma yoluyla villus
materyalinden herhangi bir maternal desidua
materyalini ve kan pihtilarini giderin. Villus materyali
gorlinir dallar ve toplardamarlarla birlikte agik renkli
ve tiibiiler ve/veya topakli durumdadir.

4. Temiz villuslari dnceden isitiimis CHANG Amnio
komple vasati igeren baska bir petri tabagina aktarin.
Villuslari tutup yavasca ajitasyon yapmak igin forseps
kullanarak son bir temizlik yapin. Not: Kiiltir bagina
kullanmak igin ideal miktar 5 mg'dir. Narin villuslara
zarar vermekten kaginmak icin dikkatli olun.

5. Villuslar ve vasati bir 15 mL santrifijj tiipine aktarin
ve santrifilj tipiine 4 damla antibiyotik (6rn. Gentamisin
Siilfat, 50 uL/mL) ekleyin. 30 dakika birakin.

6. Villuslar 5 dakika boyunca yaklagik 1400 devir/dk
hizinda santrifiijleyin.

Koryonik Villus Ornegi Kiiltiirii:

1. Santrifiije edilmis tiipten siipernatani aspire edip hiicre
pelleti Gizerinde 0,5 mL (veya yaklasik olarak pellet
hacminin 2 kati) vasat biraktiginizdan emin olun.

2. Pelleti yavasca tekrar siispansiyon haline getirin.
Santrifilj tiipiine 6nceden isitilmis 2 mL CHANG Amnio
vasati ekleyin.

3. 2 mL Tripsin EDTA ekleyin ve kiiltirii bozulmadan
10 dakika boyunca 35°C - 39°C'de %5 - %8 CO,
atmosferi altinda inkiibe edin. Tlpi inkibatérden
cikarin, pelleti tekrar siispansiyon haline getirin ve
inkiibatére 10 dakika daha koyun.

4. Santrifij tipiny inkiibatérden gikarin, pelleti tekrar
siispansiyon haline getirin ve 8 - 10 dakika boyunca
1400 devir/dk hizinda santrifiijleyin.

5. Sipernatani santrifiljlenmis tiipten aspire edin. Pelleti
tekrar stispansiyon haline getirin ve sonra tiipe 1 mL
kollajenaz ekleyip 5 dakikaligina inkiibatore koyun.

6. Inkiibatdrden gikarin ve pelletin bulanik olup
olmadigini ve ayri villus pargalarinin gorilip
gériilemedigini gorsel olarak dogrulayin. Pellet bulanik
degilse 5 dakikaligina daha tekrar inkibatére koyun.

7. Kollajenaz etkisini durdurmak icin santrifiij tiipine 3 mL
onceden isitilmis CHANG Amnio ekleyin.

8. Tupl 8 - 10 dakika boyunca 1400 devir/dk hizinda
santriftjleyin.

9. Santrifilje edilmis tipten stipernatani aspire edip hiicre
pelleti izerinde 0,5 mL vasat birakin. Kurulum igin
kullanilan CHANG Amnio eklemeden 6nce pelleti
siispansiyon haline getirin.

na tretiranje proteazom nego $to su to stanice amnijske
tekucine uzgojene u uobi¢ajenom mediju. Mozda ¢ete
trebati prilagoditi svoj protokol kako biste navedeno
uzeli u obzir.

Napomena: pH vrijednost medija koji se koristi za hranjenje
kultura mora biti izmedu 6,65 i 7,44 (tj. medij mora biti
zuckasto-ruzi¢aste boje). pH se moze jednostavno
prilagoditi postavljanjem medija u inkubator
§5 % -8 % CO, u posudi s lagano odvrnutim poklopcem
na otprilike 30 minuta.

Napomena: nakon odmrzavanja u proizvodu Chang Amnio
moze doéi do taloZenja kalcijeva oksalata i proteina. Nije
utvrdeno da ti talozi utjecu na performanse proizvoda.

Priprema uzorka korionskih resica:

1. Oznacite Petrijevu posudu za svaki primljeni uzorak,
a sadrzaj uzorka prenesite asepti¢no. U posudu
dodajte 5 ml prethodno zagrijanog kompletnog medija
CHANG Amnio i stavite u inkubator na 30 minuta,
u atmosferu od 35 - 39 °C, 5 % - 8 % CO,, kako bi
se krv slegnula.

2. Ocistite uzorak s pomo¢u mikroskopa za seciranje,
u pocetku pod uveéanjem od 1,5X, a zatim prilagodbom
na uvecanje od oko 3X. Napomena: Potrebno je
20 - 40 mg uzorka korionskih resica.

3. S pomocu dva para sterilnih pinceta izvadite krvne
ugruske i svu deciduu majke iz materijala resice, radeci
unutar posude, pod mikroskopom za seciranje.
Materijal resice svijetle je boje, cjevast ifili grozdast
s vidljivim granama i venama.

4. Prenesite Ciste resice u drugu Petrijevu posudu
koja sadrzava prethodno zagrijani kompletni medij
CHANG Amnio. IzvrSite zavrdno ¢iScenje, upotrijebite
pincetu da zahvatite resice i lagano mijesate.
Napomena: 5 mg idealna je koli¢ina za upotrebu
u kulturi. Pazite da ne ostetite krhke resice.

5. Prenesite resice i medij u epruvetu za centrifugu od
15 ml i dodajte 4 kapi antibiotika (tj. gentamicinsulfat,
50 pl/ml) u epruvetu za centrifugu. Ostavite da odstoji
30 minuta.

6. Centrifugirati resice 5 minuta na otprilike 1.400 o/min.

Kultura uzorka korionskih resica:

1. Aspirirati supernatant iz centrifugirane epruvete,
vode¢i racuna da u njoj ostane 0,5 ml medija iznad
taloga stanica (ili koli¢cina medija oko 2X veca od
volumena taloga).

2. Njezno obnoviti suspenziju taloga. Dodati 2 ml
prethodno zagrijanog medija CHANG Amnio
u epruvetu za centrifugu.

3. Dodati 2 ml tripsina EDTA i neometano inkubirati
kulturu 10 minuta pri 35 - 39 °C u atmosferi
$5 % -8 % CO,. lzvaditi epruvetu iz inkubatora,
obnoviti suspenziju taloga i vratiti u inkubator na
dodatnih 10 minuta.

4. lzvaditi epruvetu za centrifugu iz inkubatora, obnoviti
suspenziju taloga i centrifugirati 8 — 10 minuta na
1.400 o/min.

5. Aspirirati supernatant iz centrifugirane epruvete.
Obnoviti suspenziju taloga, zatim dodati 1 ml
kolagenaze u epruvetu i staviti u inkubator na 5 minuta.

6. lzvaditi iz inkubatora i vizualno provijeriti je li talog
zamucen i potvrditi da nisu vidljivi jasni pojedinaéni
komadici resica. Ako talog nije zamucen, vratiti
u inkubator na jo$ 5 minuta.

7. Dodati 3 ml prethodno zagrijanog proizvoda
CHANG Amnio u epruvetu za centrifugu kako bi se
zaustavilo djelovanje kolagenaze.

8. Centrifugirati epruvetu 8 — 10 minuta na 1.400 o/min.

9. Aspirirati supernatant iz centrifugirane epruvete tako
da u njoj ostane 0,5 ml medija iznad taloga stanica.
Obnoviti suspenziju taloga prije dodavanja proizvoda
CHANG Amnio koji se upotrebljava za pripremu.

10. Pripremite optimalni broj kultura s pomo¢u 0,5 ml
CHANG Amnio po kulturi za svaku Petrijevu zdjelicu
koja sadrzava pokrovno stakalce.

11. Neometano inkubirati kulture pri 35 - 39 °C u atmosferi
$5-8%CO,.

12. Drugi dan natopiti kulture dodavanjem 1,5 ml
prethodno zagrijanog proizvoda CHANG Amnio.

See seade on ette nahtud kasutamiseks tervishoiuto-
tajatele, kes on saanud koolituse selle seadme
sihtotstarbelise kasutamise alal.

Arge kasutage ihtegi pudelit, mille steriilne pakend on
kahjustunud.

Arge kasutage toodet CHANG Amnio pérast toote etiketil
naidatud aegumiskuupéeva.

~

13.

. Bir lamel igeren her petri tabagi igin kiiltir bagina

0,5 mL CHANG Amnio kullanarak optimum sayida
kulttr olusturun.

. Kiltirleri ellemeden 35°C - 39°C'de %5 - %8 CO,

atmosferi altinda inkiibe edin.

. Kiltirleri giin 2'de 1,5 mL énceden 1sitilmis

CHANG Amnio ekleyerek tamamen siviyla ortiin.

4. glinde kiiltirler ireme agisindan kontrol edilmelidir.
Ureme gozlenirse vasati alin ve her lamele 2 mL yeni
6nceden isitilmis CHANG Amnio ekleyin. Kiiltiirler
sonrasinda 2 giinde bir beslenmelidir. Kanli numuneler
igin kiltirlerin vasatinin daha sik degistirilmesi
gerekebilir.

. Killtiirleri giin 5'te Ureme igin kontrol edin ve yeterli

koloni gézlenince toplayin. En iyi sonuglar kiiltiirlerin
toplama oncesi giinde CHANG Amnio ile beslenmesiyle
alinir.

SAKLAMA VE STABILITE

-10°C altinda dondurulmus sekilde saklayin.
Uriin dondurulmus olarak saklandiginda sise etiketinde
gosterilen son kullanma tarihine kadar stabildir.
Kullanilmamis riin calisma alikotlarina aktarilip daha
sonra kullaniimak Gzere tekrar dondurulabilir veya kapagi
sikica kapatilip 2°C - 8°C'de 30 giine kadar saklanabilir;
en fazla iki kez dondurulabilir. Floresan isiktan koruyun.

ONLEMLER VE UYARILAR

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

Steril ambalajin olumsuz etkilendigi herhangi bir siseyi
kullanmayin.

CHANG Amnio Uriiniinii etikette belirtilen son kullanma
tarihinden sonra kullanmayin.

13.

Nakon 4 dana provijeriti rast kultura. Ako je zabiljezen
rast kultura, ukloniti medij i dodati 2 ml svjezeg
prethodno zagrijanog proizvoda CHANG Amnio na
svako pokrovno stakalce. Nakon toga hraniti kulture
svaka 2 dana. Medij ¢e se mozda morati ¢esce
mijenjati za kulture krvavih uzoraka.

. Peti dan provijeriti rast kultura i prikupiti ih kada bude

zabiljeZena dovoljna koli¢ina kolonija. Najbolji rezultati
postizu se kada se kulture hrane proizvodom
CHANG Amnio dan prije prikupljanja.

POHRANA | STABILNOST

Proizvod ¢uvati zamrznut na temperaturi manjoj od -10 °C.
Proizvod je stabilan do isteka roka valjanosti koji je
naveden na oznaci boce kada ga se uva u zamrznutom
stanju. Neiskoriten proizvod moze se raspodijeliti
u alikvote odgovarajuce veli¢ine za rad i ponovno
zamrznuti za kasniju upotrebu ili ga se moze ¢vrsto zacepiti
i Guvati na temperaturi od 2 °C do 8 °C najvi$e 30 dana.
Smije ga se zamrzavati najviSe dva puta. Zastititi od
fluorescentnog svjetla.

MJERE OPREZA | UPOZORENJA

Predvideno je da se ovim proizvodom koristi osoblje
osposobljeno za postupke koji ukljuéuju primjenu za koju
je namijenjen ovaj proizvod.

Ne upotrebljavati bocu na kojoj je sterilno pakiranje
osteceno.

Ne upotrebljavati proizvod CHANG Amnio nakon isteka
roka valjanosti navedenog na oznaci.

chorionbolyhokbol.

Ezt a médiumot CO,-inkubatorokban (5-8%-0s
CO,-atmoszféraval ekvilibralt tenyészetekkel) trténd
hasznalatra tervezték.

A végso pH-értéknek 6,65 és 7,44 kozott kell lennie.
Lésd a hasznalati utasitést.

TERMEKISMERTETES

ACHANG Amnio egy teljes, azonnal hasznalhaté médium
a huméan amniotikus folyadék sejtjeinek (amniotic fluid
cells, AFC), a chorionboholy-mintaknak (chorionic villus
sampling, CVS) és a fogamzas termékeinek (products of
conception, POC) elsédleges tenyésztéséhez, a kariotipus
meghatarozasahoz és mas prenatalis genetikai
vizsgalatokhoz. Flaska és in situ médszerekhez is
optimalizaltak. A termék gentamicin-szulfat antibiotikumot
(50 pg/ml) tartalmaz.

Pufferek
Natrium-bikarbonat

OSSZETEVOK

Fehérjék, hormonok ~ Kalium-klorid
és novekedési Kalium-foszfat

faktorok Magnézium-szulfat
Antioxidans Magzati Natrium-foszfat
Tioktansav szarvasmarha
szérum (fetal bovine Nukleinsavak
Antibiotikum serum, FBS) Dezoxi-adenozin
Gentamicin-szulfat ~ Ujsziilott Dezoxi-citidin
szarvasmarha Dezoxi-guanozin
Aminosav szérum Adenozin
Alanin Human transzferrin ~ Citidin
Arginin Fibroblaszt Guanozin
Aszparagin novekedési faktor Timidin
Aszparaginsav (fibroblast growth Uridin
Cisztein factor, FGF)
Glutaminsav Inzulin Egyéb
Glutamin Progeszteron Etil-alkohol
Glicin Tesztoszteron Tironin
Hisztidin Béta-6sztradiol
Izoleucin Hidrokortizon Vitaminok
Leucin és nyomelemek
Lizin pH-indikator Aszkorbinsav
Metionin Fenolvorés Folsav
Fenilalanin Nikotinamid
Prolin Energiaszubsztratok  Riboflavin
Szerin Gliikoz Tiamin
Treonin Piruvat Pantoténsav
Triptofan Inozitol Kobalamin
Tirozin Piridoxin
Valin Sok és ionok Biotin
Natrium-klorid
Natrium-szelenit Viz
Kalcium-klorid Injekciohoz valé
Kolin-klorid mindségl viz

MINOSEGBIZTOSITAS

STERILITAS

A CHANG Amnio eléallitasahoz hasznalt szérum
virusszennyezddését a CFR 9. cimének 113.53 része
szerint vizsgaltak. Amédium mikoplazma-szennyez6dését
is megvizsgaltak. A CHANG Amnio sterilizalasa
0,1 mikronos sz(ir6n at torténd sziiréssel tortént. ACHANG
Amnio mintait a jelenlegi Amerikai Gyogyszerkonyv
sterilitasi vizsgalataban <71> leirt sterilitasvizsgalati
protokollt kdvetve tesztelik a lehetséges bakteriologiai
szennyezddésre.

ELOKESZITES A FELHASZNALASRA

Steril pultfelileten, szobahdmérsékleten olvassza ki,
vagy pedig Ugy, hogy az liveget 37 °C-os vizfiirdébe
helyezi.

ACHANG Amnio gentamicint (50 mg/l) tartalmaz. Sziikség
esetén tovabbi antibiotikumokat is hozzaadhat.

SLOVENSCINA

INDIKACIJE ZA UPORABO
Medij CHANG Amnio z gentamicinom in L-glutaminom
se lahko uporablja za naslednje aplikacije:

1.
2.
3.

primarna kultura celic amnijske tekoCine,
gojene pasazirane celice amnijske tekocine,
trdno amnijsko tkivo iz vzorcev horionskih resic.

Ta medij je zasnovan za uporabo v CO,-inkubatorjih
(kulture, uravnoteZene v atmosferi s 5-8 % CO,).

Konéni pH mora biti 6,65-7,44. Glejte navodila za uporabo.

OPIS PRIPOMOCKA

CHANG Amnio je celovit medij, pripravljen za uporabo pri
primarnih kulturah celic humane amnijske teko€ine (AFC),
vzoréenju horionskih resic (CVS) in koncepcijskih
produktih (POC) za namene dolo¢anja kariotipa in drugih
prenatalnih genskih testov. Medij je optimiziran za
metodologije z buckami in metodologije in situ. Ta izdelek
vsebuje antibiotik gentamicinijev sulfat (50 pg/ml).

Pufri
Natrijev bikarbonat

KOMPONENTE

Beljakovine. hormoni
in rastni faktorji
Serum govejega

Magnezijev sulfat
Natrijev fosfat

Antioksidant zarodka (FBS) Nukleinske kisline
Tiokticna kislina Serum Deoksiadenozin

novorojenega Deoksicitidin
Antibiotik teleta Deoksigvanozin
Gentamicinijev Humani transferin ~ Adenozin
sulfat Fibroblastni rastni  Citidin

faktor (FGF) Gvanozin
Aminokisline Inzulin Timidin
Alanin Progesteron Uridin
Arginin Testosteron
Asparagin Beta-estradiol Drugo
Asparaginska Hidrokortizon Etilni alkohol
kislina Tironin
Cistein Indikator
Glutaminska kislina  vrednosti pH Vitamini in elementi
Glutamin Fenol rdece v sledovih
Glicin Askorbinska kislina
Histidin Energijski substrati  Folna kislina
Izolevcin Glukoza Nikotinamid
Levcin Piruvat Riboflavin
Lizin Inozitol Tiamin
Metionin Pantotenska kislina
Fenilalanin Soliin ioni Kobalamin
Prolin Natrijev klorid Piridoksin
Serin Natrijev selenit Biotin
Treonin Kalcijev klorid
Triptofan Holinklorid Voda
Tirozin Kalijev klorid Kakovost,
Valin Kalijev fosfat ki ustreza vodi

za injekcije

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI

STERILNOST

Serum, uporabljen pri proizvodnji medija CHANG Amnio,
je testiran za virusno kontaminacijo po standardu CFR,
naslov 9, del 113.53. Testiran je tudi glede mikoplazemske
kontaminacije. Medij CHANG Amnio je steriliziran
s filtracijo skozi 0,1-mikronski filter. Vzorci medija
CHANG Amnio so testirani za morebitno bakteriolosko
kontaminacijo po protokolu za testiranje sterilnosti,
opisanem v trenutni USP za testiranje sterilnosti <71>.

PRIPRAVA ZA UPORABO
Odtajanje izvedite na pultu pri sobni temperaturi, ali tako
da steklenico namestite v vodno kopel pri 37 °C.

Medij CHANG Amnio vsebuje gentamicin (50 mg/l). Po zelji
lahko dodate Se ve€ antibiotikov.

ALIKVOTIRANJE MEDIJA CHANG Amnio

1.
2.

3.

Medij CHANG Amnio odtalite po zgornjih navodilih.
Z asepticno tehniko ga porazdelite na alikvote primerne
velikosti in ponovno zamrznite.

Ko Zelite alikvote uporabiti, jih odtalite v vodni kopeli
pri 37 °C.

MALTI

INDIKAZZJONI GHALL-UZU

CHANG Amnio b’ Gentamicin u L-Glutamine jista’ jigi uzat
ghall-applikazzjonijiet Ii gejjin:

1. il-koltura primarja ta’ celloli tal-fluwidu amnijotiku

2. it-tkabbir ta’ celloli sottokultivati tal-fluwidu amnijotiku

3. tessut amnijotiku solidu minn kampjuni ta’ villi korjonici.

Dan il-midjum gie ddisinjat ghall-uzu f'inkubaturi ta’ CO,
(kolturi ekwilibrati batmosfera ta’ 5%-8% CO,).

Il-pH finali jrid ikun bejn 6.65-7.44. Jekk joghgbok ara
I-Istruzzjonijiet dwar I-Uzu.

DESKRIZZJONI TAL-APPARAT

CHANG Amnio huwa midjum komplet, lest ghall-uzu
ghall-koltura primarja ta’ celloli tal-fluwidu amnijotiku
uman (AFC), it-tehid ta’ kampjuni tal-villus korjoniku (CVS),
u prodotti tal-konéepiment (POC) ghall-uzu fil-karjotipar
u testijiet genetici prenatali ohra. Dan gie ottimizzat kemm
ghall-metodologiji fil-flask kif ukoll in situ. Dan il-prodott
fih I-antibijotiku Gentamicin Sulfate (50 pg/mL)

Bafers
Sodium bicarbonate

KOMPONENTI

Proteini, Ormoni
u Fatturi ta’ Tkabbir
Fetal bovine serum

Magnesium sulfate
Sodium phosphate

Antiossidant (FBS) Acidi nuklejéi
Thioctic acid Serum ta’ bovin Deoxyadenosine

tat-twelid Deoxycytidine

Antibijotiku Transferrin uman Deoxyguanosine
Gentamicin Sulfate ~ Fattur ta’ tkabbir Adenosine
tal-fibroblast (FGF) ~ Cytidine
Acidi Amminici Insulina Guanosine
Alanine Progesterone Thymidine
Arginine Testosterone Uridine
Asparagine Beta estradiol
Aspartic Acid Hydrocortisone Ohrajn
Cysteine Ethyl alcohol
Glutamic Acid Indikatur tal-pH Thyronine
Glutamine Phenol Red
Glycine Vitamini
Histidine Substrati u mikroelementi
Isoleucine tal-Energija Ascorbic acid
Leucine Glucose Folic acid
Lysine Pyruvate Nicotinamide
Methionine Inositol Riboflavin
Phenylalanine Thiamine
Proline Imluha u Joni Pantothenic acid
Serine Sodium chloride Cobalamin
Threonine Sodium selenite Pyridoxine
Tryptophan Calcium chloride Biotin
Tyrosine Choline chloride
Valine Potassium chloride  lima
Potassium Kwalita tal-WFI
phosphate (llma ghall-

Injezzjonijiet)

ASSIGURAZZJONI TAL-KWALITA

STERILITA

Serum uzat fil-produzzjoni ta’ CHANG Amnio gie ttestjat
ghall-kontaminazzjoni minn viruses skont CFR Titolu 9
Tagsima 113.53. Gie skrinjat ukoll ghall-kontaminazzjoni
minn mikoplazma. CHANG Amnio jigi sterilizzat permezz
ta’ filtrazzjoni minn go filtru ta’ 0.1 mikron. Kampjuni
ta’” CHANG Amnio jigu ttestjati ghall-possibbilta
ta’ kontaminazzjoni batterjologika skont il-protokoll
ta’ ttestjar ghall-isterilita deskritt fit-test attwali tal-USP
ghall-Isterilita <71>.

PREPARAZZJONI GHALL-UZU

Holl fug wicc sterili f'temperatura ambjentali jew billi tpoggi
I-flixkun f'banjumarija f'temperatura ta’ 37°C.

CHANG Amnio fih gentamicin (50 mg/L). Jistghu jizdiedu
antibijotici addizzjonali jekk ikun mixtieq.
IL-PREPARASSJONI TA' CHANG Amnio F’ALIKWOTI

1.
2.

3.

Holl CHANG Amnio skont l-istruzzjonijiet ta” hawn fug.
Qassam b’mod asettiku f'alikwoti ta’ dags konvenjenti
u erga’ ffriza.

Holl l-alikwoti f'banjumarija f'temperatura ta’ 37°C meta
jkunu se jintuzaw.

ten
1

2.

3.
4.

5.

yészetekhez: in situ modszerek
. Centrifugalja az amniotikus folyadékot korilbelil

1200 rpm-mel 10 percig a sejtek koncentralasahoz.
Szivja le a felliluszot a centrifugalt csobél, kortlbell
0,5 ml-t hagyva a centrifugalt amniotikus folyadék
sejtpellete felett (vagy korilbelil a pellet térfogatanak
2-szeresét). Sziikség esetén ossza szét a fellluszot
(legalabb 1 ml, ha lehetséges) az alfa-fetoprotein
(AFP) és az acetilkolin-észteraz vizsgalatokhoz.
Ha a minta véres, készitsen még egy alikvotot
a tovabbi vizsgalatokhoz. Szuszpendélja fel Gjra
a sejtpelletet a beteg sajat amniotikus folyadékanak
kis mennyiségében. Adjon elegendé CHANG Amnio
médiumot a koncentralt sejtszuszpenzidhoz ugy,
hogy a végsd szélesztési térfogat fedélemezenként
0,5 ml (6sszesen 4 fedélemez, a sejtpellet méretétdl
fliggéen) vagy flaskanként 2 ml legyen. Ha a minta
a terhesség harmadik trimeszterében 1évé betegtdl
szarmazik, akkor a pellet nagyobb lehet, de kevesebb
életképes sejteket tartalmaz, igy nagyobb oltasra van
sziikség (a normalisnal kevesebb médium).
Inkubdlja a tenyészeteket zavartalanul 37 °C-on,
5-8%-0s CO,-atmoszféraban.

Arassza el a tenyészeteket a 2. napon 2 ml
CHANG Amnio hozz4adasaval.

4-5 nap elteltével ellenérizni kell a tenyészetek
novekedését. A tenyészeteket a ndvekedés
megallapitadsa utan taplaini kell. A tenyészetek
taplalasahoz tavolitsa el a tenyészet 6sszes
fellluszojat, és helyettesitse 2 ml friss CHANG Amnio
médiummal. Javasoljuk, hogy a tenyészeteket ezutan
2 naponta taplalja. Véres mintak esetén a tenyészetek
gyakrabb médiumcserét igényelhetnek.

Ellendrizze a tenyészetek novekedését az 5. napon
vagy azt kovetéen, és amikor elegendé koldnia
figyelhetd meg, végezze el az dsszegyiijtést.

7. A legjobb eredmények gy érhetéek el,

ha a tenyészeteket az Gsszegyiijtés el6tti napon
CHANG Amnio médiummal taplaljak.

A CHANG Amnio felhasznélasa elsdédleges
tenyésztéshez: Flaska modszerek

1.

2.

Centrifugalja az amniotikus folyadékot koriilbelil
1200 rpm-mel 10 percig a sejtek koncentralasahoz.
Szivja le a felliluszot a centrifugalt csébél, korilbelll
0,5 ml-t hagyva a centrifugalt amniotikus folyadék
sejtpellete felett (vagy korilbellil a pellet térfogatanak
2-szeresét). Sziikség esetén ossza szét a feliiliszot
(legalabb 1 ml, ha lehetséges) az alfa-fetoprotein
(AFP) és az acetilkolin-észteraz vizsgalatokhoz.
Ha a minta véres, készitsen még egy alikvotot
a tovabbi vizsgalatokhoz. Szuszpendalja fel tjra
a sejtpelletet a beteg sajat amniotikus folyadékanak
kis mennyiségében. Adjon 4 ml CHANG Amnio
médiumot a flaskanként 5 ml-es teljes térfogathoz.
Ha a minta a terhesség harmadik trimeszterében 1évd
betegtdl szarmazik, akkor a pellet nagyobb lehet,
de kevesebb életképes sejteket tartalmaz, igy nagyobb
oltasra van sziikség (a normalisnal kevesebb médium).
Inkubélja a tenyészeteket zavartalanul 37 °C-on,
5-8%-0s CO,-atmoszféraban.

Ellendrizze a ndvekedést az 5. napon. Cserélje ki
amédiumot 2 ml friss CHANG Amnio médiumra, és ha
elegendé sejtndvekedés figyelheté meg, végezze el
az Osszegyljtést.

NAVODILA ZA UPORABO
Uporaba medija CHANG Amnio za primarne kulture:
metodologije in situ

1.

2.

4.
5.

Amnijsko tekocino 10 minut centrifugirajte pri priblizno
1.200 vrt./min, da koncentrirate celice.

Aspirirajte supernatant iz centrifugirane epruvete,
vendar ga pustite pribl. 0,5 ml nad celi¢no
usedlino (ali priblizno dvakratni volumen usedline)
v centrifugirani amnijski tekogini. Po potrebi
alikvotirajte supernatant (vsaj 1 ml, e je mogoce) za
testiranje alfafetoproteina (AFP) in acetilholinesteraze.
Ce vzorec vsebuje kri, pripravite dodaten alikvot za
nadaljnje testiranje. Ponovno suspendirajte celi¢no
usedlino v majhnem volumnu bolni¢ine lastne amnijske
tekocine. V koncentrirano celi¢no suspenzijo dodajte
dovolj medija CHANG Amnio, da dobite konéni
volumen za prevleko krovnih stekelc 0,5 ml na stekelce
(skupaj 4 krovna stekelca, odvisno od velikosti celicne
usedline) ali 2 ml na stekleni¢ko. Ce prejmete vzorec
bolnice v tretjem trimesecju nosecnosti, je celi¢na
usedlina lahko vecja, vendar vsebuje manj Zivih celic;
zato boste morali pripraviti gostej$o kulturo (z manj
medija kot obi¢ajno).

Nato se morajo kulture nemoteno inkubirati v atmosferi
s 5-8 % CO, pri 37 °C.

2. dan kulture zalijte z 2 ml medija CHANG Amnio.
Po 4 do 5 dneh preverite, ali kulture rastejo. Ko opazite
rast, morate kulture nahraniti. Kulture nahranite tako,
da odstranite ves supernatant kulture in ga
nadomestite z 2 ml svezega medija CHANG Amnio.
Priporo¢ljivo je, da v nadaljevanju kulture nahranite
vsaka 2 dni. Ce vzorci vsebujejo kri, bo morda treba
pogosteje zamenjati medij za gojenje kultur.

Na 5. dan ali po 5. dnevu preverite, koliko so kulture
zrasle, in jih spravite, ko opazite dovolj kolonij.
Rezultat bo najbolj8i, €e kulture nahranite z medijem
CHANG Amnio en dan, preden jih spravite.

Uporaba medija CHANG Amnio za primarne kulture:

Me
1

2.

3.

todologije z buckami
. Amnijsko teko¢ino 10 minut centrifugirajte pri priblizno

1.200 vrt./min, da koncentrirate celice.

Aspirirajte supernatant iz centrifugirane epruvete,
vendar ga pustite pribl. 0,5 ml nad celi¢no usedlino
(ali priblizno dvakratni volumen usedline)
v centrifugirani amnijski tekocini. Po potrebi
alikvotirajte supernatant (vsaj 1 ml, ¢e je mogoce) za
testiranje alfafetoproteina (AFP) in acetilholinesteraze.
Ce vzorec vsebuje kri, pripravite dodaten alikvot
za nadaljnje testiranje. Ponovno suspendirajte celi¢no
usedlino v majhnem volumnu bolni¢ine lastne
amnijske tekocine. Dodajte 4 ml medija CHANG Amnio,
da dobite celotni volumen 5 ml na bucko. Ce prejmete
vzorec bolnice v tretiem trimesecju nosecnosti,
je celiéna usedlina lahko vecja, vendar vsebuje manj
Zivih celic; zato boste morali pripraviti gostej$o kulturo
(z manj medija kot obicajno).

Nato se morajo kulture nemoteno inkubirati v atmosferi
s 5-8 % CO, pri 37 °C.

Na 5. dan preverite rast. Medij zamenjajte z 2 ml

svezega medija CHANG Amnio in spravite celice,

Ce opazite zadostno rast.

.V nadaljevanju vsak dan preverite rast kultur in

zamenjajte medij v celoti, dokler ne opazite, da je
dovolj kolonij pripravljenih, da jih lahko spravite.
Ce vzorci vsebujejo kri, bo morda treba pogosteje
zamenjati medij za gojenje kultur.

Rezultat bo najboljsi, ¢e kulture nahranite z medijem
CHANG Amnio en dan, preden jih spravite.

Uporaba medija CHANG Amnio za gojene pasazirane
celice amnijske tekocine:

Ce
(ali

Zzelite pasazirati celice, obdelajte kulture s tripsinom
pronazo itd.), kar bi obi¢ajno naredili pri celicah,

gojenih v obicajnem mediju. Vendar je treba obdelavo
s proteazami skrbno spremljati. Celice amnijske tekocine,
gojene v mediju CHANG Amnio, so obitajno obcutljivejse

za

obdelavo s proteazami kot celice, ki so gojene

v obicajnem mediju. Za upostevanje tega boste morda
morali spremeniti protokol.

ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU
L-uzu ta’ CHANG Amnio ghal Kolturi Primarji:
Metodologiji in situ

1.

2.

4.

I¢centrifuga I-fluwidu amnijotiku fug madwar 1,200 rpm
ghal 10 minuti sabiex i¢-celloli jigu kkoncentrati.
Aspira s-supernatant mit-tubu ¢centrifugat, u halli
madwar 0.5 mL fuq il-gerbuba ta¢-celloli (jew madwar
2x il-volum tal-gerbuba) tal-fluwidu amnijotiku
ceentrifugat. Ipprepara alikwoti tas-supernatant
(mill-ingas 1 mL, jekk hu possibbli) ghal assaggi
ghal alpha-fetoprotein (AFP) u acetyl cholinesterase,
jekk mentieg. Jekk il-kampjun ikun fih id-demm,
ipprepara alikwota addizzjonali ghal testijiet ulterjuri.
Erga’ ssospendi |-gerbuba tac-celloli f'volum zghir
tal-fluwidu amnijotiku tal-pazjent stess. Zid ammont
sufficjenti ta’ CHANG Amnio lis-sospensjoni tac-celloli
kkoncentrati sabiex ikun hemm volum ta’ plakkament
finali ta’ 0.5 mL ghal kull coverslips (total ta’
4 coverslips, skont id-dags tal-gerbuba tac-celloli)
jew 2 mL ghal kull flasketta. Jekk il-kampjun ikun gie
minn pazjenta fit-tielet trimestru tat-tqala, jista’ jkun li
|-gerbuba tkun ikbar izda jkun fiha ingas ¢elloli vijabbli,
ghalhekk tkun tehtieg inseminazzjoni iktar gawwija
(ingas midja min-normal).

Inkuba I-kolturi minghajr ¢aqliq ftemperatura ta’ 37°C
fatmosfera ta’ 5-8% CO,.

Gharraq il-kolturi fit-2 jum billi zzid 2 mL ta’
CHANG Amnio.

. Wara 4 jew 5 ijiem, ghandu jigi ¢cekkjat kemm kibru

I-kolturi. ll-kolturi ghandhom jigu misqija malli jigi
osservat li bdew jikbru. Isqi I-kulturi billi tnehhi
s-supernatant kollu tal-kultura u tbiddlu b2 mL ta’
CHANG Amnio frisk. Huwa rrakkomandat li mbaghad
il-kolturi jigu misgijin kull jumejn. Ghall-kampjuni
bid-demm, il-kolturi jistghu jkunu jehtiegu tibdil iktar
ta’ spiss tal-midja.

Iecekkja kemm kibru I-kolturi fil-5 jum jew wara,
u ahsad meta jigi osservat numru suffi¢jenti ta’ kolonji.

7. Jinkisbu I-ahjar rizultati meta I-kulturi jigu misqijin

b’CHANG Amnio fil-jum ta’ gabel il-hsad.

L-Uzu ta’” CHANG Amnio ghal Kolturi Primarji:
Metodologiji fil-Flask
1

2.

3.

5.

6. Jinkisbu I-ahjar rizultati meta I-kulturi jigu misqijin

I¢¢entrifuga I-fluwidu amnijotiku fug madwar 1,200 rpm
ghal 10 minuti sabiex i¢-elloli jigu kkonéentrati.
Aspira s-supernatant mit-tubu ¢centrifugat, u halli
madwar 0.5 mL fuq il-gerbuba ta¢-celloli (jew madwar
2x il-volum tal-gerbuba) tal-fluwidu amnijotiku
¢eentrifugat. Ipprepara alikwoti tas-supernatant
(mill-ingas 1 mL, jekk hu possibbli) ghal assaggi
ghal alpha-fetoprotein (AFP) u acetyl cholinesterase,
jekk mentieg. Jekk il-kampjun ikun fih id-demm,
ipprepara alikwota addizzjonali ghal testijiet ulterjuri.
Erga’ ssospendi |-gerbuba tac-celloli f'volum zghir
tal-fluwidu amnijotiku tal-pazjent stess. Zid 4 mL ta’
CHANG Amnio ghal volum totali ta’ 5 mL ghal kull flask.
Jekk il-kampjun ikun gie minn pazjenta fit-tielet
trimestru tat-tqala, jista’ jkun li I-gerbuba tkun ikbar
izda jkun fiha inqas celloli vijabbli, ghalhekk tkun
tehtieg inseminazzjoni iktar qawwija (ingas midja
min-normal).

Inkuba I-kolturi minghajr ¢aqliq f'temperatura ta’ 37°C
fatmosfera ta’ 5%-8% CO,.

Fil-5 jum i¢cekkja kemm kibru. Biddel il-midjum
b’2 mL CHANG Amnio frisk u ahsad jekk jigi osservat
tkabbir suffi¢jenti tac-celloli.

Iccekkja kemm kibru I-kolturi u mbaghad biddel
il-midjum kompletament kuljum sakemm jigi osservat
numru suffi¢jenti ta’ kolonji u jkunu lesti ghall-hsad.
Ghall-kampjuni bid-demm, il-kolturi jistghu jkunu
jehtiegu tibdil iktar ta’ spiss tal-midja.

b’CHANG Amnio fil-jum ta’ qabel il-hsad.

A CHANG Amnio felhasznéaladsa az amniotikus
folyadék passzalt sejtjeinek ndvesztéséhez:

Asejtek passzalasahoz kezelje a tenyészeteket tripszinnel
(vagy pronazzal stb.), ahogyan tenné abban az esetben,
ha a sejtek hagyomanyos médiumban névekednének.
A proteazkezelést azonban gondosan ellendrizni kell.
Az amniotikus folyadék CHANG Amnio médiumban
novekvd sejtjei altalaban érzékenyebbek
a proteazkezelésre, mint a hagyomanyos médiumban
névekvd sejtek. Ennek figyelembevételéhez sziikséges
lehet a protokoll modositasa.

Megjegyzés: A tenyészetek taplalasara szolgaléo médium
pH-értékének 6,65 és 7,44 kozott kell lennie (azaz
a médiumnak enyhén séargas-lazacsziniinek kell lennie).
A pH kdnnyen beallithatd ugy, hogy a médiumot 5-8%-os
CO,-inkubatorba teszi kériilbeliil 30 percre, enyhén
meglazitott kupakkal.

Megjegyzés: A Chang Amnio termékben kiolvadas kdzben
kalcium-oxalat és fehérjeliledék képzédhet. Nem ismert,
hogy ezek az iiledékek befolydsolnak a termék
teljesitményét.

A chorionboholy-mintak el6készitése:

1.

6.

Minden érkezett mintahoz cimkézzen fel egy Petri-
csészét, majd aszeptikus modon helyezze bele a minta
tartalmat. Adjon 5 ml elémelegitett CHANG Amnio
teljes médiumot a csészéhez, és helyezze inkubatorba
30 percre, 35-39 °C-on, 5-8% CO,-atmoszféraban,
hogy a vér lellepedhessen.

Sztereomikroszkoppal tisztitsa meg a mintat, elészor
1,5-szeres nagyitas mellett, majd err6l korilbelil
3-szoros nagyitasra igazitva. Megjegyzés: Kériilbelil
20-40 mg chorinboholy-mintara van sziikség.

A csészén belll dolgozva, sztereomikroszkop alatt,
két steril fogoval tavolitsa el a vérrogoket és az anyai
deciduat a chorionbolyhokrél. A bolyhok anyaga
vilagos szinl, csészerli és csomos, lathatd
elagazasokkal és erekkel.

A tiszta bolyhokat helyezze at masik, elomelegitett
CHANG Amnio teljes médiumot tartalmazé
Petri-csészébe. Végezze el a végsé tisztitast: fogoval
fogja meg a bolyhokat, és finoman razogassa meg
Sket. Megjegyzés: Tenyészetenként 5 mg az idedlis
mennyiség. Legyen ovatos, hogy ne karositsa
a torékeny bolyhokat.

A bolyhokat és a médiumot helyezze at 15 ml-es
centrifugacsébe, és adjon 4 csepp antibiotikumot
(pl. gentamicin-szulfatot, 50 pl/ml) a centrifugacséhoz.
Pihentesse 30 percig.

Centrifugalja a bolyhokat 5 percig 1400 rpm-en.

A chorionboholy-mintéak tenyészete:

1.

Szivja le a felliluszot a centrifugélt csébél. Fontos,
hogy kortilbeliil 0,5 ml médiumot hagyjon a sejtpellet
felett (vagy kortilbeliil a pellet térfogatanak 2-szeresét).
Szuszpendalja fel Ujra 6vatosan a pelletet. Helyezzen
2 ml elémelegitett CHANG Amnio médiumot
a centrifugacsébe.

Adjon hozza 2 ml tripszin EDTA-t, és inkubalja
a tenyészetet 10 percig zavartalanul 35-39 °C-on,
5-8%-0s CO,-atmoszféraban. Vegye ki a csévet
az inkubatorbdl, szuszpendalja djra a pelletet,
és helyezze inkubatorba tjabb 10 percre.

Vegye ki a centrifugacsdvet az inkubatorbol,
szuszpendalja fel Ujra a pelletet, és centrifugalja
8-10 percig 1400 rpm-en.

Opomba: Vrednost pH medija, ki se uporablja za
hranjenje kultur, mora biti med 6,65 in 7,44 (tj. medij mora
biti rahlo rumenkaste barve lososa). Vrednost pH zlahka
prilagodite tako, da medij za 30 minut postavite v inkubator
s 5-8 % CO, (pokrovcek naj bo nekoliko priprt).

Opomba: Ob odtajanju medija Chang Amnio se lahko izloci
manjsa koli¢ina oborin kalcijevega oksalata in beljakovin.
Ni znano, da bi ti oborini vplivali na uporabnost izdelka.

Priprava vzorcev horionskih vilusov:

1.

2.

3.

4.

6.

Petrijevko oznacite za vsakega od vnesenih vzorceyv,
vsebino vzorcev pa prenesite na asepticni nacin.
V posodo dodajte 5 ml vnaprej ogretega popolnega
medija CHANG Amnio, nato pa jih za 30 minut
namestite v inkubator pri 35-39 °C, v okolju s 5-8 %
CO,, da omogogite usedanje krvi.

Vzorec ocistite z disekcijskim mikroskopom, najprej
pod 1,5-kratno, nato pa prilagojeno pribl. 3-kratno
povecavo. Opomba: Potrebnega je pribl. 20-40 mg
vzorca horionskih vilusov.

Z dvema paroma sterilnih prijemalk odstranite krvne
strdke in druge morebitne ostanke posteljice iz
materala vilusov, pri tem pa delajte v posodi ob
opazovanju z disekcijskim mikroskopom. Material
vilusov je svetle barve, tubularen in/ali grudast
z vidnimi vejami in venami.

Ciste viluse prenesite v drugo petrijevko, ki vsebuje
vnaprej ogret popoln medij CHANG Amnio. Izvedite
konéno ¢iscenije, pri tem pa s prijemalko primite vilus
in ga nezno stresite. Opomba: Za uporabo pri
posamezni kulturi je idealna koli¢ina 5 mg. Pazite,
da obéutljivih resic ne poskodujete.

Viluse in medije prenesite v 15-ml epruveto za
centrifugiranje, nato pa v epruveto za centrifugiranje
dodajte 4 kapljice antibiotika (tj. gentamicinijevega
sulfata, 50 pl/ml). Epruveto pustite pri miru 30 minut.
5 minut centrifugirajte resice pri 1.400 vrt./min.

Kultura vzorca horionskih vilusov:

1.

5.

Aspirirajte supernatant iz centrifugirane epruvete,
vendar pustite 0,5 ml medija nad celi¢no usedlino
(ali priblizno dvakratni volumen usedline).

Usedlino nezno ponovno suspendirajte. Dodajte 2 ml
vnaprej ogretega medija CHANG Amnio v centrifugirno
epruveto.

Dodajte 2 ml tripsin EDTA in pustite kulturo, da se
10 minut nemoteno inkubira pri temperaturi 35-39 °C
v atmosferi s 5-8% CO,. Vzemite epruveto iz
inkubatorja, ponovno suspendirajte usedlino in jo
postavite v inkubator za dodatnih 10 minut.

Vzemite centrifugirno epruveto iz inkubatorja, ponovno
suspendirajte usedlino in centrifugirajte 8—10 minut pri
1.400 vrt./min.

Aspirirajte supernatant iz centrifugirane epruvete.
Ponovno suspendirajte usedlino, nato v epruveto
dodajte 1 ml kolagenaze in jo postavite v inkubator za
5 minut.

Epruveto vzemite iz inkubatorja in vizualno preverite,
ali je usedlina motna in ali ni videti lo¢enih posameznih
kosov resic. Ce usedlina ni motna, jo ponovno
postavite v inkubator za nadaljnjih 5 minut.

Dodaijte 3 ml vnaprej ogretega medija CHANG Amnio
v centrifugirno epruveto, da ustavite delovanje
kolagenaze.

Epruveto centrifugirajte 8—10 minut pri 1.400 vrt./min.
Aspirirajte supernatant iz centrifugirane epruvete,
vendar pustite 0,5 ml medija nad celi¢no usedlino.
Ponovno suspendirajte usedlino, preden dodate medij
CHANG Amnio, ki ste ga uporabili za pripravo.

10. Pripravite optimalno $tevilo kultur z uporabo 0,5 ml

medija CHANG Amnio na kulturo za vsako petrijevko,
ki vkljucuje krovno stekelce.

11. Nato se morajo kulture nemoteno inkubirati v atmosferi

§ 5-8 % CO, pri 35-39 °C.

12. 2. dan kulture zalijte z 1,5 ml predhodno ogretega

medija CHANG Amnio.

L-uzu ta’ CHANG Amnio ghat-Tkabbir ta’ Celloli
Sottokultivati tal-Fluwidu Amnijotiku:

Ghas-sottokultivazzjoni tac-celloli, ittratta I-kulturi bit-
tripsina (jew pronase, ec¢) bhalma jsir normalment meta
¢-celloli jitkabbru f'midjum konvenzjonali. Madankollu,
it-trattament bil-protease ghandu jigi mmonitorjat bir-reqqa.
Celloli tal-fluwidu amnijotiku mkabbra fi CHANG Amnio
ghandhom tendenza li jkunu iktar sensittivi ghat-trattament
bil-protease milli meta jkunu mkabbra f'midjum
konvenzjonali. Jista’ jkun mehtieg li I-protokoll tieghek jigi
mmodifikat sabiex jittiehed akkont ta’ dan.

Nota: II-pH tal-midjum uzat biex jitma' I-kolturi jrid ikun bejn
6.65 - 7.44 (jigifieri I-midjum irid ikun ta’ kulur ftit safrani
fis-salamun). Il-pH jista’ jigi aggustat b'mod hafif billi tpoggi
I-midjum go inkubatur ta’ 5-8% CO, bit-tapp mahlul ftit ghal
madwar 30 minuta.

Nota: Chang Amnio jista’ jizviluppa xi Oksalat tal-Kal¢ju
u precipitati tal-proteini meta jinhall. Dawn it-tipi ta’
precipitati mhumiex maghrufa li ghandhom effett fuq
il-prestazzjoni tal-prodott.

Il-Preparazzjoni ta’ Kampjuni ta’ Villi Korjonici:

1.

6.

Aghmel tikketta fuq il-Petri dixx ghal kull kampjun
ricevut, u ttrasferixxi I-kontenut tal-kampjun b’mod
asettiku. Zid 5 mL tal-midja kompluta CHANG Amnio
msahhna minn qabel fid-dixx, u gieghed fiinkubatur
ghal 30 minuta, f'temperatura ta’ 35 - 39°C, f'atmosfera
ta’ 5 - 8% CO,, biex thalli d-demm jogghod.

Naddaf il-kampjun bl-uzu ta’ sterjomikroskopju,
inizjalment bi tkabbir ta’ 1.5X, imbaghad b’aggustament
ghal tkabbir ta” madwar 3X. Nota: Huwa mehtieg
madwar 20 - 40 mg ta’” kampjun ta’ villi korjonii.
Bl-uzu ta’ zewg pari ta’ forbici sterili, nehhi I-emboli
tad-demm u kwalunkwe deciduwa matern
mill-materjal tal-villus, wagt li tahdem fid-dixx,
taht l-isterjomikroskopju. Il-materjal tal-villus huwa ta’
kulur ¢ar, tubulari u/jew bil-bo¢éi b’ferghat u vini
vizibbli.

Ittrasferixxi |-villi nodfa ghal Petri dixx ighor li jkun fih
il-midja kompluta CHANG Amnio msahhna minn gabel.
Wettaq tindif finali, billi tuza forbici biex tagbad il-villi
u thawwad bil-mod. Nota: 5 mg huwa I-ammont ideali
li ghandu jintuza ghal kull koltura. Ogghod attent li ma
ssirx hsara lill-villi fragli.

Ittrasferixxi I-villi u I-midja ghal tubu centrifugu ta’
15 mL, u zid 4 qatriet ta’ antibijotiku (jigifieri Gentamicin
Sulfate, 50 pL/mL) fit-tubu centrifugu. Halli jogghod
ghal 30 minuta.

I¢¢entrifuga I-villi fug madwar 1,400 rpm ghal 5 minuti.

Koltura ta’ Kampjun ta’ Villi Korjonici:

1.

2.

5.

Aspira s-supernatant mit-tubu ¢centrifugat, u kun zgur
li thalli 0.5 mL tal-midja fuq il-gerbuba tac-celloli
(jew madwar 2X il-volum tal-gerbuba).

Erga’ ssospendi -gerbuba bil-mod. Zid 2 mL ta’ midja
CHANG Amnio msahhna minn gabel fit-tubu ¢entrifugu.
Zid 2 mL Trypsin EDTA u inkuba |-koltura minghajr
¢caqliq f'temperatura ta’ 35 - 39°C, f'atmosfera ta’
5-8% CO, ghal 10 minuti. Nehhi t-tubu mill-inkubatur,
erga’ ssospendi I-gerbuba u poggi fl-inkubatur ghal
10 minuti ohra.

Nehhi t-tubu centrifugu mill-inkubatur, erga’ ssospendi
I-gerbuba u ¢éentrifuga ghal 8-10 minuti fug 1,400 rpm.
Aspira s-supernatant mit-tubu ¢centrifugat. Erga’
ssospendi |-gerbuba, imbaghad zid 1 mL ta’
collagenase u poggi fl-inkubatur ghal 5 minuti.

Nehhi mill-inkubatur u vizwalment i¢¢ekkja biex tara
jekk il-gerbuba tidhirx imdardra u li ma jidhrux bi¢¢iet
distinti ta’ villi individwali. Jekk il-gerbuba ma tidhirx
imdardra, erga’ poggi fl-inkubatur ghal 5 minuti ohra.
Zid 3 mL CHANG Amnio msahhna minn gabel fit-tubu
¢entrifugu sabiex titwaqqaf |-azzjoni tal-collagenase.
I¢centrifuga t-tubu ghal 8 - 10 minuti fug 1,400 rpm.
Aspira s-supernatant mit-tubu ¢centrifugat, u halli
madwar 0.5 mL tal-midja fuq il-gerbuba tac-celloli.
Erga’ ssospendi I-gerbuba gabel ma zzid i¢-CHANG
Amnio li ntuza ghall-preparazzjoni.
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. Stabiliti numarul minim de culturi folosind 0,5 ml de

CHANG Amnio per culturd pentru fiecare vas Petri
care contine o lamela.

. Incubati culturile fara a le agita la 35 - 39 °C intr-o

atmosfera de 5 - 8 % CO,.

. Inundati culturile in ziua 2 prin addugarea a 1,5 ml de

CHANG Amnio preincalzit.

. Dupa 4 zile, culturile ar trebui verificate pentru a se

vedea daca exista crestere. Daca se observa crestere,
ndepértati mediul si adaugati 2 ml de CHANG Amnio
proaspat preincalzit la fiecare lamela. In continuare
culturile ar trebui hranite la fiecare 2 zile. Pentru
probele care contin sénge, culturile pot necesita
Tnlocuiri mai frecvente ale mediului.

. Controlati culturile pentru a vedea daca exista crestere

in ziua 5 si recoltati atunci cand se observa suficiente
colonii. Cele mai bune rezultate se obtin atunci cand
culturile sunt hrénite cu CHANG Amnio in ziua
anterioara recoltarii.

DEPOZITARE $I STABILITATE

A se depozita la o temperatura sub -10 °C. Produsul este
stabil pana la data de expirare indicata pe eticheta de pe
flacon cand este depozitat congelat. Produsul neutilizat
poate fi transferat in parti alicote de lucru si recongelat
pentru utilizare ulterioara sau inchis ermetic si depozitat
la o temperatura intre 2 °C si 8 °C timp de pan la 30 de
zile; el poate fi congelat de maximum doué ori. 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.

Nu utilizati niciun flacon al carui ambalaj steril a fost
deteriorat.

Nu utilizati CHANG Amnio dupé data expirarii indicata pe
eticheta individuala.

~
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. Szivja le a feliiluszot a centrifugalt csobél.

Szuszpendalja fel Ujra a pelletet, majd adjon 1 ml
kollagendazt a cs6hoz, és helyezze inkubatorba
5 percre.

. Vegye ki az inkubatorbél, és szemrevételezéssel

ellendrizze, hogy a pellet zavaros-e, és hogy
nem lathatok-e a kiilénallé bolyhok egyes darabkai.
Ha a pellet zavaros, akkor helyezze vissza az
inkubatorba tovabbi 5 percre.

. Adjon 3 ml elémelegitett CHANG Amnio médiumot

a centrifugacs6hdz a kollagenaz mikodésének
ledllitasahoz.

. Centrifugalja a csovet 8-10 percig 1400 rpm-en.
. Szivja le a felliluszot a centrifugalt csébél, korilbeldl

0,5 ml médiumot hagyva a sejtpellet felett.
Szuszpendalja fel Ujra a pelletet, miel6tt hozzaadja az
el6készitéshez hasznalt CHANG Amnio médiumot.

. A fedSlemezzel ellatott Petri-csészéknél készitsen

elé megfelelé szamu tenyészetet, tenyészetenként
0,5 ml CHANG Amnio médiumot hasznalva.

. Inkubalja a tenyészeteket zavartalanul 35-39°C-on,

5-8%-0s CO,-atmoszféraban.

. Arassza el a tenyészeteket a 2. napon 1,5 ml

elémelegitett CHANG Amnio hozzaadasaval.

. A4.napon ellendrizni kell a tenyészetek ndvekedését.

Megfigyelt névekedés esetén tavolitsa el a médiumot,
és adjon 2 ml friss, elémelegitett CHANG Amnio
médiumot minden egyes feddlemezhez.
A tenyészeteket ezutan 2 naponta taplalja. Véres
mintak esetén a tenyészetek gyakrabb médiumcserét
igényelhetnek.

. Ellendrizze a tenyészetek novekedését az 5. napon,

és amikor elegendd kolonia figyelheté meg, végezze
el az dsszegyljtést. A legjobb eredmények ugy
érhetdek el, ha a tenyészeteket az 6sszegydijtés el6tti
napon CHANG Amnio médiummal taplaljak.

TAROLAS ES STABILITAS

Fagyasztva, —10 °C alatt tarolja. A termék stabil az liveg
cimkéjén feltiintetett lejarati idopontig, amennyiben
fagyasztva taroljak. A fel nem hasznalt termék
munkaalikvotokra oszthatd, és késdbbi hasznalatra tjra
lefagyaszthato, vagy szorosan lezarva 2-8 °C kozotti
hémérsékleten, legfeliebb 30 napig tarolhato; legfeljebb
kétszer fagyaszthato le Ujra. Védje a fluoreszcens fénytdl.

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

Ne hasznaljon olyan iveget, amelynek a steril
csomagolasa megseérilt.

Ne hasznélja a CHANG Amnio médiumot a cimkén
feltiintetett lejarati idon tal.

13.

Po 4 dneh preverite, ali kulture rastejo. Ce opazite
rast, odstranite medij in na vsako krovno stekelce
dodajte 2 ml predhodno ogretega svezega medija
CHANG Amnio. Potem morate kulture nahraniti vsaka
2 dni. Ce vzorci vsebujejo kri, bo morda treba
pogosteje zamenjati medij za gojenje kultur.

. Na 5. dan preverite, koliko so kulture zrasle, in jih

spravite, ko opazite dovolj kolonij. Rezultat
bo najboljsi, ¢e kulture nahranite z medijem
CHANG Amnio en dan, preden jih spravite.

SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Izdelek shranjujte zamrznjen pri temperaturi pod -10 °C.
Ce se shranjuje zamrznjen, je stabilen do datuma izteka
uporabnosti, ki je naveden na nalepki steklenice.
Neporabljen izdelek lahko razdelite na delovne alikvote in
ponovno zamrznete za poznej$o uporabo ali pa dobro
zaprete s pokrovckom in do 30 dni hranite pri temperaturi
2-8 °C. Zamrzne se lahko najve¢ dvakrat. Zacitite pred
fluorescenéno svetlobo.

PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA

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

Ne uporabite nobene steklenice, Ce je njena sterilna
embalaZa poSkodovana.

Medija CHANG Amnio ne smete uporabljati po izteku roka
uporabnosti, navedenega na nalepki.

10.

@
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Ipprepara n-numru ottimu ta’ kolturi bl-uzu ta’ 0.5 mL
ta’ CHANG Amnio ghal kull koltura ghal kull petri dixx
li fih kopertina.

. Inkuba I-kolturi minghajr ¢aqliq f'temperatura ta’

35 - 39°C f'atmosfera ta’ 5 - 8% CO,.

. Gharraq il-kolturi fit-tieni (2) jum billi zzid 1.5 mL

CHANG Amnio msahhna minn qabel.

. Wara 4 ijiem, ghandu jigi ¢cekkjat kemm kibru I-kolturi.

Jekk jigi osservat li kibru, nehhi I-midja u zid 2 mL
CHANG Amnio frisk imsahfhina minn qabel lil kull
coverslip. ll-kolturi mbaghad ghandhom jigu misqijin
kull jumejn. Ghall-kampjuni bid-demm, il-kolturi jistghu
jkunu jentiegu tibdil iktar ta’ spiss tal-midja.

. lecekkja kemm kibru |-kolturi fil-5 jum u ahsad meta jigi

osservat numru sufficjenti ta’ kolonji. Jinkisbu |-ahjar
rizultati meta I-kulturi jigu misqijin b’CHANG Amnio
fil-jum ta’ qabel il-hsad.

HAZNA U STABBILTA

Anzen iffrizat f'temperatura ta’ -10°C. Il-prodott huwa
stabbli sad-data ta’ skadenza li tidher fuq it-tikketta
tal-flixkun meta mahzun iffrizat. Jekk jibga’ xi ammont ta’
prodott li ma ntuzax jista’ jigi ddispensat f'alikwoti
utilizzabbli u ffrizat mill-gdid ghal uzu fil-futur, jew jinghalagq
sew u jinhazen f'temperatura ta’ 2°C sa 8°C ghal mhux
iktar minn 30 jum; jista’ jigi ffrizat sa massimu ta’ darbtejn.
Ipprotegi minn dawl fluworexxenti.

PREKAWZJONWIET U TWISSIJIET

Dan |-apparat huwa mahsub ghall-uzu minn persunal
imharreg fi proceduri li jinkludu |-applikazzjoni indikata
li ghaliha huwa mahsub |-apparat.

M'ghandek tuza I-ebda flixkun li l-imballagg sterili tieghu
jkun gie kompromess.

M'ghandekx tuza CHANG Amnio wara d-data ta’ skadenza
indikata fuq it-tikketta.

SVENSKA

INDIKATIONER
CHANG Amnio med gentamicin och L-glutamin kan
anvandas for foljande tilldampningar:

1.
2.
3.

primarodling av celler i amnionvéatska
odling av celler fran amnionvétska fran passage
fast amnionvavnad fran chorionvillibiopsi.

Detta medium har tagits fram for anvéndning i en CO,-
inkubator (kulturerna ekvilibreras i en atmosfar med
5-8 % CO,).

Det slutliga pH-vardet maste vara 6,65-7,44.
Se bruksanvisningen.

PRODUKTBESKRIVNING

CHANG Amnio ar ett komplett medium som &r fardigt att
anvandas for primarodling av celler i human amnionvétska
(AFC), chorionvillibiopsi (CVS) och konceptionsprodukter
(POC) fér karyotypbestdmning och andra antenatala
genetiska tester. Det har optimerats for bade flask- och in
situ-metoder. Denna produkt innehaller antibiotikat
gentamicinsulfat (50 pg/ml).

KOMPONENTER

Buffertar Proteiner, hormoner Nukleinsyror

Natriumbikarbonat

samt tillvaxtfaktorer Deoxiadenosin
Fetalt bovint serum  Deoxicytidin

Antioxidant (FBS) Deoxiguanosin
Tioktinsyra Serum fran nyfédda Adenosin
kalvar Cytidin
Antibiotikum Humant transferrin ~ Guanosin
Gentamicinsulfat Fibroblasttillvaxt- ~ Tymidin
faktor (FGF) Uridin
Aminosyror Insulin .
Alanin Progesteron Ovrigt
Arginin Testosteron Etylalkohol
Asparagin Betadstradiol Tyronin
Asparaginsyra Hydrokortison
Cystein Vitaminer och
Glutaminsyra pH-indikator spardmnen
Glutamin Fenolrétt Askorbinsyra
Glycin Folsyra
Histidin Energisubstrat Nikotinamid
Isoleucin Glukos Riboflavin
Leucin Pyruvat Tiamin
Lysin Inositol Pantotensyra
Metionin Kobalamin
Fenylalanin Salter och joner Pyridoxin
Prolin Natriumklorid Biotin
Serin Natriumselenit
Treonin Kalciumklorid Vatten
Tryptofan Kolinklorid Vatten for injektion
Tyrosin Kaliumklorid (WFI1)
Valin Kaliumfosfat
Magnesiumsulfat
Natriumfosfat
KVALITETSSAKRING
STERILITET

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

BEREDNING FOR ANVANDNING

Tina upp mediet vid rumstemperatur pa en steril
arbetsbank eller genom att placera flaskan i ett 37 °C
vattenbad.

CHANG Amnio innehaller gentamicin (50 mg/l). Ytterligare
antibiotika kan tillsattas om sa énskas.

ALIKVOTERING AV CHANG Amnio

1.

2.

3.

Tina upp CHANG Amnio enligt ovanstaende
anvisningar.

Fordela mediet aseptiskt i alikvoter av [amplig storlek
och frys ner dem pa nytt.

Tina upp alikvoterna i ett 37 °C vattenbad nér de ska
anvandas.

LIETUVIU K.

NAUDOJIMO INDIKACIJA
Gentamicinu ir L glutaminu papildyta ,CHANG Amnio*
terpé gali bati naudojama pagal tokia paskirtj:

1.
2.
3.

amniono skyscio lasteliy pirminei kultdrai;

auginant perkeltas amniono skyscio Iasteles;

tvirto amniono audiniui, gautam paémus chorioniniy
iSaugy (gaureliy) méginius.

BRUKSANVISNING

Anvandning av CHANG Amnio fér primarkulturer:

in situ-metoder

1. Centrifugera amnionvéskan vid cirka 1 200 rpm under
10 minuter for att koncentrera cellerna.

2. Aspirera supernatanten fran det centrifugerade roret
men ldmna kvar cirka 0,5 ml av den centrifugerade
amnionvétskan (eller cirka 2 x pelletens volym) ovanfér
cellpelleten. Alikvotera supernatanten (minst 1 ml om
majligt) for analys av alfafetoprotein (AFP) och
acetylkolinesteras, om sa krévs. Vid blodigt prov ska
en extra alikvot prepareras for ytterligare testning.
Resuspendera cellpelleten i en liten volym av
patientens egen amnionvatska. Tillsatt tillrackligt med
CHANG Amnio till den koncentrerade cellsuspensionen
for att mojliggora en slutlig plattvolym pa 0,5 ml per
tackglas (totalt 4 tackglas beroende pa cellpelletens
storlek), eller 2 ml per flaska. Om det erhallna provet
harror fran en patient i tredje trimestern kan pelleten
eventuellt vara storre men innehalla férre viabla celler
och darfor kréva kraftigare utsadd (mindre medium
an normalt).

3. Inkubera kulturerna, utan att stéra dem, vid 37 °C
i5-8 % CO,-atmosféar.

4. Floda kulturerna pa dag 2 genom att tillsatta 2 ml
CHANG Amnio.

5. Efter 4-5 dagar bor kulturerna kontrolleras med
avseende pa vaxt. Naring bor tillféras till kulturerna sa
snart véxt har observerats. Tillfor néring till kulturerna
genom att avlagsna all supernatant fran kulturen
och ersétta den med 2 ml farskt CHANG Amnio.
Det rekommenderas att darefter tillféra naring till
kulturerna varannan dag. For blodiga prover kan
kulturerna kréva tétare byten av medium.

6. Kontrollera kulturerna med avseende pa vaxt pa eller
efter dag 5 och skérda dem nér tillrackligt manga
kolonier observeras.

7. Béasta resultat erhalls nar kulturerna tillfors naring med
CHANG Amnio dagen innan de skordas.

Anvandning av CHANG Amnio for primarkulturer:

Metoder med flaska

1. Centrifugera amnionvaskan vid cirka 1 200 rpm under
10 minuter for att koncentrera cellerna.

2. Aspirera supernatanten fran det centrifugerade roret
men lamna kvar cirka 0,5 ml av den centrifugerade
amnionvatskan (eller cirka 2 x pelletens volym)
ovanfor cellpelleten. Alikvotera supernatanten
(minst 1 ml om majligt) for analys av alfafetoprotein
(AFP) och acetylkolinesteras, om sa kravs. Vid blodigt
prov ska en extra alikvot prepareras for ytterligare
testning. Resuspendera cellpelleten i en liten
volym av patientens egen amnionvétska. Tillsétt 4 ml
CHANG Amnio till en total volym pa 5 ml per flaska.
Om det erhallna provet harrdr fran en patient i tredje
trimestern kan pelleten eventuellt vara stérre men
innehalla farre viabla celler och darfor kréava kraftigare
utsadd (mindre medium an normalt).

3. Inkubera kulturerna, utan att stora dem, vid 37 °C
i5-8 % CO, atmosfar.

4. Kontrollera kulturerna med avseende pa véxt pa dag
5. Byt ut mediet mot 2 ml farskt CHANG Amnio och
skorda om tillrécklig cellvéxt observeras.

5. Kontrollera kulturerna med avseende pa véxt och
byt dérefter helt ut mediet varje dag tills tillrackligt
med kolonier observeras och &r klara att skordas.
Fér blodiga prover kan kulturerna kréva tatare byten
av medium.

6. Basta resultat erhalls nar kulturerna tillfors naring med
CHANG Amnio dagen innan de skordas.

Anvéndning av CHANG Amnio for odling av celler fran
amnionvatska fran passage:

For passage av cellerna, behandla kulturerna med trypsin
(eller pronas etc.) sa som normalt sker vid odling av celler
i konventionellt medium. Proteasbehandlingen bor dock
noga dvervakas. Celler fran amnionvatska som odlas
i CHANG Amnio tenderar att vara kénsligare for
proteasbehandling &n vid odling i konventionellt medium.
Ert protokoll kan behdva modifieras for att ta hansyn
till detta.

NAUDOJIMO NURODYMAI

,CHANG Amnio" terpés naudojimas pirminiams

paséliams: in situ metodologijos

1. Vaisiaus vandenis 10 minuciy centrifuguokite esant
1200 aps./min koncentruotai Iasteliy masei gauti.

2. Nusiurbkite centrifuguoty vaisiaus vandeny
supernatanta i$ centrifuginio mégintuvélio, palikdami
apyt. 0,5 ml vir$ lIasteliy nuosédy (arba apie 2 k. uz

Si terpé buvo sukurta naudoti CO, inkubatoriuose (paséliy
pusiausvyros bisena pasiekta 5-8 % CO, aplinkoje).

nuosédy_ tarj didesnj kiekj). Jei reikia, padalykite

Galuting pH reik$mé turi bati 6,65-7,44. Zr. Naudojimo
nurodymus.

ITAISO APRASYMAS

L,CHANG Amnio“ - tai visos sudéties paruosta naudoti
terpé, skirta pirminei Zmogaus vaisiaus vandeny lasteliy
(AFC) kulturai auginti, chorionbiopsijai (CVS)
ir apvaisinimo produktams (POC) atliekant kariotipavimo
ir kitus antenatalinius genetinius tyrimus. Jos sudétis yra
optimizuota tiek kultivuoti flakonuose, tiek in situ metodais.
Sio produkto sudétyje yra antibiotiko gentamicino sulfato

(50 pg/ml).
SUDEDAMOSIOS DALYS
Buferiai Baltymai, hormonai  Magnio sulfatas

Natrio bikarbonatas

ir augimo faktoriai  Natrio fosfatas

Jaugio embriono

Antioksidantas kraujo serumas Nukleino rigstys

Lipo ragstis (FBS) Deoksiadenozinas
Jaucio naujagimio  Deoksitidinas

Antibiotikas kraujo serumas Dezoksiguanozinas

Gentamicino Zmogaus Adenozinas

sulfatas transferinas Citidinas
Fibroblasto augimo ~ Guanozinas

Aminordgstis faktorius (FGF) Timidinas

Alaninas Insulinas Uridinas

Argininas Progesteronas

Asparaginas Testosteronas Kita

Asparto ragstis Beta estradiolis Etilo alkoholis

Cisteinas Hidrokortizonas Tironinas

Glutamo ragstis

Glutaminas pH indikatorius Vitaminai

Glicinas Fenolio raudonasis  ir mikroelementai

Histidinas Askorbo rugstis

Izoleucinas Energetiniai Folio rugstis

Leucinas substratai Nikotinamidas

Lizinas Gliukozé Riboflavinas

Metioninas Piruvatas Tiaminas

Fenilalaninas Inozitolis Pantoteniné rigstis

Prolinas Kobalaminas

Serinas Druskos ir jonai Piridoksinas

Treoninas Natrio chloridas Biotinas

Triptofanas Natrio selenitas

Tirozinas Kalcio chloridas Vanduo

Valinas Cholino chloridas Injekcinio vandens
Kalio chloridas kokybé

Kalio fosfatas

KOKYBES UZTIKRINIMAS

STERILUMAS

Serumas, naudotas gaminant ,CHANG Amnio* 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 Amnio*
terpé yra sterilizuota filtruojant per 0,1 mikrono filtrus.
,CHANG Amnio* terpés méginiai yra iSbandyti
bakteriologinio uzkrétimo rizikai nustatyti pagal Siuo metu
patvirtinta Jungtiniy Valstijy farmakopéjos (USP) sterilumo
bandymy protokolg <71>.

PARUOSIMAS NAUDOTI
Atitirpinkite ant sterilaus stalvirsio kambario temperataroje
arba {dédami buteliuka | 37 °C vandens vonele.

L,CHANG Amnio* terpés sudétyje yra gentamicino sulfato
(50 mg/l). Prireikus galima pridéti papildomy antibiotiky.

,CHANG Amnio“ DALIJIMAS | PORCIJAS

1.
2.

3.

Atitirpinkite ,CHANG Amnio* terpe pagal nurodymus.
Aseptiskai paskirstykite | patogaus naudoti dydzio
alikvotines dalis ir pakartotinai uzsaldykite.

Kai basite pasirenge naudoti, atsildykite alikvotines
dalis 37 °C temperattros vandens voneléje.

BEBIFAPCKN

NMOKA3AHUS 3A YIIOTPEBA
CHANG Amnio ¢ reHTamuuuH 1 L-rnytamuH Moxe Aa ce
n3non3ea 3a CneHUTe NpUNoXeHUs:

1.
2.
3.

TTbpBUYHE KYNITYPa Ha KNETKM OT aMHUOTUYHA TEYHOCT,
PacTALLM NacaxH KNETKN OT aMHUOTUYHA TEYHOCT,
TBbP/AA aMHUOHHA TbKaH OT NPoBa Ha XOPUOHHY BBLCH.

Tasu cpepa e npepHasHadveqa 3a msnonssaxe 8 CO,
nHKy6aTopu (KynTypu, exksunubpupanm ¢ 5% - 8% CO,
aTtmocdepa).

OkoHyaTenHoTo pH HuBO Tpsibea fa e 6,65 — 7,44. Mons,
BUXTe yka3aHusTa 3a ynotpeba.

OMUCAHUE HA U3OENUETO

CHANG Amnio e mbnHa, roToBa 3a 13nonssaqe cpeaa 3a
MbPBUYHO KyNTMBUpPAHE Ha KNeTKW OT YoBellka
aMHMOTHYHa TeyHocT (AFC), npobu Ha XOpUOHHW BbCH
(CVS) n npopykTu 3a 3ayeBaHe (POC) 3a usnonssaHe
B KapuoTUNM3MpaHe W B APYTM MpeHaTanHn reHeTUYHN
TecToBe. TS € ONTMMU3NPaHa 3a METOL0NOMMS CbC Craitf-
cnakoH n meTogonorus in situ. To3u NPoAYKT CbAbpXa
aHTUBMOTUK reHTamuLuH cyndat (50 pg/ml).

KOMMOHEHTH

Bydepu [lpotentn, xopmonn MarHesnes cyndat
Hatpues W pacTexHn Hatpues doctar
6ukapboHaT akTopu

OetaneH rosexau  HyknewHosu
AHTUOKCUAAHT cepym (FBS) KuCenuHu
TuokTOBa kUcenuHa [oBexau cepym [le3oKkcuaneHosnH

Ha HOBOPOZEHO [le3oKeuynTUANH
AHTUGUOTMK YoseLwku [lesokcuryaHosuH
FeHTamuunH TpaHcthepuH AneHosnH
cyndart dubpobnacteH LutnanH

pacTexeH TyaHo3nH
AMUHOKUCENMHI aktop (FGF) TumuanH
AnaHuH WHeynun Ypuanx
ApruHuH lMporectepon
Acnaparut TecTocTepoH LOpyrun
AcnaparuHosa Beta ectpaavon Etunos ankoxon
KucenuHa X1apoKopTU3OH TUPOHHH
Linctenn
[nytamuHosa pH uHankatop Butamunu
KucenuHa eHon, YepBeH 1 MUKDOENEMEHTH
Fnytamun Ackop6uHosa
Fnnuynn EHepruitin KucenuHa
Xuctuaui cybeTpaty ®onuesa kucenuHa
M3onesuunH [niokosa HukoTuHamug
JleBuunn Mupysat PuGoctnasuH
Jinanu WHosuTon Tnamux
MeTuoHuH MNaxToTeHoBa
deHunnanaHuH Conv i iohu KucenuHa
MponuH Hartpues xnopug KobanamuH
CepuH Hatpues cenennt  MupUAOKCHH
TpeoHuH Kanuues xnopug BuoTuu
Tpuntocan Xonuu xnopua
Tupo3uH Kanues xnopua Bona
Banuu Kanues doccar Kauectso - Boga

3a UHXEeKTUpaHe

KOHTPOI HA KAYECTBOTO

CTEPUNHOCT

CepymbT, n3nonssaH B npoussoacteoto Ha CHANG
Amnio, e TeCTBaH 3a BUpyCHa KOHTAMUHALWS CbINAcHo
CFR Paagen 9 Yact 113.53. Toi CbLLO Taka € NOANOXEH
Ha CKPUHWMHT 3a MuKonnasmeHa koHTamuHaums. CHANG
Amnio e cTepunusupaHa ype3 puntpaums npes untbp
o1 0,1 mukpoHa. Mpobu ot CHANG Amnio ca TecTaHu 3a
Bb3MOXHA 6akTepuonornyHa KOHTaMUHaLWs CbrMacHo
npoTokona 3a TecTBaHe 3a CTEPUNHOCT, OMUCaH
B aKTyanHus TecT 3a ctepunHoct no USP <71>.

NOoAroTOBKA 3A YNOTPEBA

Pa3smpaseTe BbpXy CTepunHa nocraBka Ha cTaiiHa
TemnepaTypa U kaTo nocTasuTe GyTinka Ha BoAHa GaHs
npu 37° C.

CHANG Amnio cbabpxa reHtamuyud (50 mg/l).
Mo xenaHue moraT fa 6baaT A06aBeHN AOMBAHUTENHN
aHTMBMOTULM.

SLOVENCINA

INDIKACIA NA POUZITIE
CHANG Amnio s gentamicinom a L-glutaminom mozno
pouZit na nasledujice aplikacie:

1.
2.
3.

primarnu kultivaciu buniek plodovej vody

rast pasazovanych buniek plodovej vody
vzorkovanie pevného zarodo¢ného tkaniva
z choriovych klkov.

Toto médium bolo navrhnuté na pouzitie v inkubatoroch
CO, (kultdrach ustalenych s atmosférou 5 % - 8 % CO,).

Vysledné pH musi byt 6,65 — 7,44. Pozrite si ndvod na
pouzitie.

POPIS ZARIADENIA

CHANG Amnio je kompletné médium uréené na priame
pouzitie pri primarnej kultivécii buniek plodovej vody
(AFC), odbere vzoriek choriovych klkov (CVS)
a produktoch na pocatie (POC) na pouzitie pri
karyotypovani a inych prenatalnych genetickych testoch.
Je optimalizovany pre metodiky flaSiek aj in situ.
Tento produkt obsahuje antibiotikum gentamicinsulfat

(50 pg/ml).
ZLOZKY
Pufre Bielkoviny, hormény  siran hore¢naty
hydrogénuhli¢itan  a rastové faktory fosfat sodny
sodny fetalne bovinné
sérum (FBS) Nukleové kyseliny
Antioxidant neonatalne deoxyadenozin

kyselina tioktova

bovinné sérum
Tudsky transferin

deoxycytidin
deoxyguanozin

Antibiotikum fibroblastovy adenozin
gentamicinsulfat rastovy faktor cytidin
(FGF) guanozin
Aminokyseliny inzulin tymidin
alanin progesterén uridin
arginin testosteron
asparagin beta estradiol Iné
kyselina hydrokortizén etylalkohol
asparagova tyronin
cystein Indikator pH
kyselina glutamova  fenolova cerveit Vitaminy
glutamin a stopoveé prvky
glycin Energetické kyselina askorbova
histidin substraty kyselina listova
izoleucin glukoza nikotinamid
leucin pyruvat riboflavin
lyzin inositol tiamin
metionin kyselina
fenylalanin Soli a iény pantoténova
prolin chlorid sodny kobalamin
serin selenicitan sodny ~ pyridoxin
treonin chlorid vapenaty biotin
tryptofan cholin vapenaty
tyrozin chlorid draselny Voda
valin fosforecnan kvalita vody
draselny na injekciu
KONTROLA KVALITY
STERILITA

Sérum pouzité pri vyrobe CHANG Amnio bolo testované
na virusovl kontaminaciu podfa CFR, kapitoly 9,
Casti 113.53. Podstupilo tiez skrining na mykoplazmaticku
kontaminaciu. CHANG Amnio je sterilizované filtraciou cez
0,1-mikrénovy filter. Vzorky CHANG Amnio su testované
na moznu bakteriologickl kontaminaciu podla protokolu
na testovanie sterility popisaného v aktualnom teste
sterility USP <71>.

PRIPRAVA NA POUZITIE
Rozmrazte na sterilnom pulte pri izbovej teplote alebo
vloZzenim flase do vodného kupela s teplotou 37 °C.

CHANG Amnio obsahuje gentamicinsulfat (50 mg/l).
Ak chcete, mozno pridat dalie antibiotika.

ALIKVOTOVANIE CHANG Amnio

1.
2.

3.

CHANG Amnio rozmrazte podla pokynov vyssie.
Asepticky ho distribuujte do alikvot vhodnej velkosti
a znovu zmrazte.

Alikvoty rozmrazte vo vodnom kupeli pri teplote 37 °C,
ked su pripravené na pouzitie.

supernatantg (jei jmanoma, bent 1 ml porcijomis)
alfa-fetoproteiny (AFP) ir acetilcholinesterazés
tyrimams. Jei méginys kraujingas, paruoskite
papildoma porcijg tolesniems tyrimams. Nusédusias
lasteles resuspenduokite nedideliame pacios
pacientés vaisiaus vandeny kiekyje. | koncentruota
lasteliy suspensijg pridékite pakankamai
L,CHANG Amnio* terpés, kad galutinis po kiekvienos
plokstelés dengiamuoju stikleliu tenkantis taris baty,
0,5 ml (i§ viso 4 dengiamieji stikleliai, priklausomai
nuo Igsteliy nuosédu) arba po 2 ml vienam flakonéliui.
Jei méginys paimtas i§ pacientés treciajj néstumo
trimestra, lasteliy nuosédos gali bati didesnés, taciau
jose yra maziau gyvybingy lasteliy, todél reikia daugiau
paséti (maziau terpés nei jprastai).

3. Pasélius netrukdomai inkubuokite 37 °C temperattroje
5-8 % CO, aplinkoje.

4. 2-adieng ant kultdry uzliekite po 2 ml ,CHANG Amnio*
terpés.

5. Praéjus 4-5 dienoms, reikia patikrinti kultry
augima. Pastebéjus, kad kultiros auga, jas reikia
maitinti. KultGras maitinkite nusiurbdami visg vir§
pasélio susidariusj supernatanta ir ji pakeisdami 2 ml
Sviezios ,CHANG Amnio“ terpés. Po to kultiras
rekomenduojama maitinti kas 2 dienas. Jei méginiai
buvo kraujingi, kultdroms gali prireikti dazniau
keisti terpe.

6. 5-3 dieng arba po 5 dieny patikrinkite kultdry augima
ir aptike pakankamai kolonijy lasteles surinkite.

7. Geriausiy rezultaty pasiekiama ,CHANG Amnio* terpe
pasélius maitinant dieng pries Iasteliy surinkima.

,CHANG Amnio“ terpés naudojimas pirminéms

kultdroms: Kolbos metodologijos

1. Vaisiaus vandenis 10 minu¢iy centrifuguokite esant
1200 aps./min koncentruotai Iasteliy masei gauti.

2. Nusiurbkite centrifuguoty vaisiaus vandeny
supernatanta i centrifuginio mégintuvélio, palikdami
apyt. 0,5 ml vir$ Iasteliy nuosédy (arba apie 2 k. uz
nuosédy tarj didesnj kieki). Jei reikia, padalykite
supernatantg (jei jmanoma, bent 1 ml porcijomis)
alfa-fetoproteiny (AFP) ir acetilcholinesterazés
tyrimams. Jei méginys kraujingas, paruos$kite
papildomg porcijg tolesniems tyrimams. Nusédusias
lasteles resuspenduokite nedideliame pacios
pacientés vaisiaus vandeny kiekyje. [pilkite 4 ml
L,CHANG Amnio“ terpés, kad kiekviename flakone
susidaryty bendras 5 ml tdris. Jei méginys paimtas i§
pacientés trecigjj néStumo trimestra, lasteliy nuosédos
gali bati didesnés, taciau jose yra maziau gyvybingy
Iasteliy, todél reikia daugiau paséti (maziau terpés nei
{prastai).

3. Pasélius netrukdomai inkubuokite 37 °C temperatiroje
5-8 % CO, aplinkoje.

4. 5-gjq dieng patikrinkite augima. Terpe pakeiskite
2 ml $viezios ,CHANG Amnio“ terpés ir pastebéje
pakankamai priaugusiy lasteliy jas surinkite.

5. Tikrinkite kultdry augima ir kasdien visi$kai keiskite
terpe, kol pastebésite, kad uzaugo pakankamai
kolonijy ir jas galima imti. Jei méginiai buvo kraujingi,
kultaroms gali prireikti dazniau keisti terpe.

6. Geriausiy rezultaty pasiekiama ,CHANG Amnio* terpe
pasélius maitinant dieng prie$ lasteliy surinkima.

,CHANG Amnio“ terpés naudojimas persétoms
vaisiaus vandeny Iasteléms auginti:

Persédami lasteles, kultiras apdorokite tripsinu
(arba pronaze ar kt.), kaip kad paprastai darytuméte
augindami lasteles jprastinéje terpéje. Taciau proteazés
procedirg reikia atidziai stebéti. ,CHANG Amnio* terpéje
augintos vaisiaus vandeny lastelés turi didesnj polink{
jautriau reaguoti { apdorojima proteazémis negu jprastinéje
terpéje augintos vaisiaus vandeny lastelés. Gali prireikti
pakeisti protokola, kad galétuméte atsizvelgti | §j fakta.

ANVKBOTUPAHE HA CHANG Amnio

1. Paampasete CHANG Amnio cbrnacHo MHCTpYKLuMTe
no-rope.

2. Pasnpepenete acenTWYHO B annKBOTHW YacTu
C NoAXoAsiLy 06eM 1 3aMpaseTe OTHOBO.

3. PasmpaseTe anuKBOTHUTE YacTu BbB BOAHa GaHs
¢ Temneparypa 37° C, korato e Heobxoaumo fa
ce u3nonasar.

YKA3AHUA 3A YINIOTPEBA

M3nonasate Ha CHANG Amnio 3a mbpBUYHM KynTYpU:

MeTogonoruu in situ

1. LeHTpodyrupaiiTe aMHUOTMYHATA TEYHOCT npu
npubnuautenHo 1200 rpm 3a 10 MuHyTH, 3a Aa
KOHL|eHTpUpaTe KneTkuTe.

2. AcnupupailTe cynepHaTaHTa OT LieHTpodyrupaHata
enpyseTka, octaBaiku npubnuautento 0,5 ml Hag
nenetata OT kneTku (unu okono 2x obema Ha
nenetata) LeHTpocyrupaHa aMHUOTUYHA TEYHOCT.
Pasgenete Ha anuKBOTHM YacTW CynepHaTaHTa
(noHe 1 ml, ako e Bb3MOXHO) 3a aHanuan Ha
anda-cetonpotenH (AFP) 1 aueTunxonuHecTepasa,
aKo e Heo6XoAnMo. AKO CECUMEHBT CbbPXa KPbB,
npuroTBeTe AOMbIHUTENHA aNMKBOTHA YacT 3a
nocnepBallo TecTBaHe. PecycneHaupaiite nenetata
OT KNeTki B Mambk 06eM aMHUOTMYHA TEYHOCT OT
camus nauyueHT. flobaserte goctatbyHo CHANG Amnio
KbM KOHLIEHTpUpaHaTa CycrieHaust Ha KneTku, 3a fAa
ocTaHe okoH4aTeneH obem 3a HaHacsHe o1 0,5 ml
Ha MOKPUBHO CTbKNO (0610 4 NOKPUBHM CTbKNa
B 3aBMCMMOCT OT pa3Mepa Ha nernetaTta OT KNeTku),
unn 2 ml Ha cnang-dpnakoH. AKO CnecUMeHBbT
€ MomnyyeH OT MalueHTa B TPETUS TPUMECTBbP Ha
6GpeMeHHOCTTa, NeneTata MoXe Aa e no-ronsma, Ho fa
Cb/bpXa M0-Mamnko XM3HEHU KNeTKN, KOeTo lie
131CKBA MO-CEPUO3HO 3acaxpaHe (Mo-Manko cpeda
OT HOPMArHOTO).

3. WHkybupaite kyntypute B noko# npu 37° C,
5% - 8% CO, atmocdepa.

4. B peH 2 3aneiite kyntypute, kato fobasute 2 ml
CHANG Amnio.

5. Cnep 4 po 5 gHu kynTypute Tpsbea ga 6baat
npoBepeny 3a pactex. Cnep kato 6bae ycTaHOBEH
pacTex, kynTypute TpsibBa Aa ce 3axpaHBaT. XpaHeTe
KynTypuTe, KaTo OTCTpaHsiBaTe Lenusi CynepHaTaHT
Ha kynTyparta u ro 3amensite ¢ 2 ml npscia CHANG
Amnio. MpenopbyBa ce kynTypuTe Aa ce 3axpaHBaT
Ha BCeKM 2 [HM crej ToBa. 3a CreCUMEHU C KpbB
KynTypuTe MOXe Aa M3NCKBAT Mo-4ecTa CMsHa
Ha cpedata.

6. [lpoBepeTe kynTypuTe 3a pacTex BbB UMK Cref AeH
5 n cnbepere, korato ce HabnioaaeaT [OCTAaTbYHO
KONOHUM.

7. Hait-nobpv pesyntatu ce nocTurat, Korato KynTypute
ce 3axpaHBaT ¢ CHANG Amnio B geHs npegu
cvbupaneto.

Manonasae Ha CHANG Amnio 3a mbpBUYHM KynTypU:

MeTogonorum cbe cnaitg-cnakoH

1. LeHTpodyrupaiite aMHNOTMYHATA TEYHOCT npun
npu6nuautento 1200 rpm 3a 10 MuHyTH, 3a Aa
KOHLIEHTpUpaTe KneTkute.

2. AcnupupaitTe cynepHaTaHTa OT LieHTpodyrupaHaTa
enpyBeTka, ocTassiiku npubnuanutenHo 0,5 ml Hag
nenetarta OT kneTku (unu okono 2x obema Ha
nenetata) LEHTPOyrupaHa aMHUOTUYHA TEYHOCT.
PaaneneTe Ha anuKBOTHM 4aCTW cynepHaTaHTa
(noHe 1 ml, ako e Bb3MOXHO) 3a aHanuan Ha
anda-cetonpotenH (AFP) u aeTunxonuHecTepasa,
aKo e Heo6x0aMMO. AKO CECMEHBT CbAbPXA KPbB,
npuroTeeTe AONBIIHUTENHA anuKBOTHA 4acT 3a
nocneppallo TecTBaHe. Pecycnenaupaiite nenetata
OT KNeTkU B Manbk 06eM aMHMOTUYHA TEYHOCT OT
camust nauyeHt. lo6asete 4 ml CHANG Amnio 3a 06wy
obem oT 5 ml Ha cnaiig-nakoH. Ako CnecuMeHbT
€ MOofly4YeH OT nauneHTa B TPETUS TPUMECTbp
Ha BpeMeHHOCTTa, nenetata MOXe Aa e no-ronsama,
HO [1a CbAbpXa N0-Masnko XU3HEHN KNeTku, KOeTo Lie
3UCKBA NO-CEPUO3HO 3acaxaae (Mo-Manko cpesa
OT HOPMArHOTO).

NAVOD NA POUZITIE

CHANG Amnio pouzite na primarne kultary: metodiky

in situ

1. Plodovt vodu odstredujte pri priblizne 1 200 otacok
za minGtu 10 mindt, aby sa koncentrovali bunky.

2. Supernatant aspirujte z odstredenej skumavky, pricom
ponechajte priblizne 0,5 ml nad bunkovou peletou
(alebo 2x objem pelety) odstredenej plodovej vody.
Podla potreby alikvotujte supernatant (najmene;j 1 ml,
ak je to mozné), na analyzu alfafetoproteinu (AFP)
a acetylcholinesterazy. Ak je vzorka krvava, pripravte
dal$iu alikvotu na dalSie testovanie. Bunkovi
peletu resuspendujte v malom objeme plodovej
vody pacientky. Pridajte dostatoéné mnozstvo
CHANG Amnio do koncentrovanej bunkovej suspenzie,
aby sa vytvoril koneény platovaci objem 0,5 ml na
kazdé krycie sklicko (celkom 4 krycie sklicka, podla
velkosti bunkovej pelety) alebo 2 ml na kazdu flasticku.
Ak sa vzorka ziska od pacientky v tretom trimestri
tehotenstva, peleta moze byt véacsia, no obsahovat
menej Zivotaschopné bunky a preto vyzadovat
hustej8iu kulturu (menej média, nez normalne).

3. NeruSené kultdry inkubujte pri teplote 37 °C
v atmosfére 5 % - 8 % CO,.

4. Druhy defi zalejte kultdry pridanim 2 ml CHANG Amnio.

5. Po4az5 diioch skontrolujte rast na kultdrach. Kultiry
treba prizivit, ked sa spozoruje rast. Kultry prizivte
odstranenim vSetkého supernatantu kulttry a pridanim
2 ml Cerstvého CHANG Amnio. Potom sa odporuca
kultary prizivit kazdé 2 dni. Pri krvavych vzorkach
si kultury mozu vyzadovat Castejsie vymeny média.

6. Rast na kultarach skontrolujte okolo 5. diia a vykonaijte
zber, ked spozorujete dostatocné kolonie.

7. Najlepsie vysledky sa dosiahnu, ked su kultury
prizivené CHANG Amnio defi pred zberom.

CHANG Amnio pouzite na primarne kultury:

Metodiky flasticiek

1. Plodovt vodu odstredujte pri priblizne 1 200 otacok
za minGtu 10 mindt, aby sa koncentrovali bunky.

2. Supernatant aspirujte z odstredenej skimavky, pricom
ponechajte priblizne 0,5 ml nad bunkovou peletou
(alebo 2x objem pelety) odstredenej plodovej vody.
Podra potreby alikvotujte supernatant (najmenej 1 ml,
ak je to mozné), na analyzu alfafetoproteinu (AFP)
a acetylcholinesterazy. Ak je vzorka krvava, pripravte
dal$iu alikvotu na dalSie testovanie. Bunkovu peletu
resuspendujte v malom objeme plodovej vody
pacientky. Pridajte 4 ml CHANG Amnio na kone¢ny
objem 5 ml na fladticku. Ak sa vzorka ziska od
pacientky v tretom trimestri tehotenstva, peleta méze
byt vaésia, no obsahovat menej Zivotaschopné bunky
a preto vyzadovat hustejSiu kultiru (menej média,
nez normalne).

3. Neru$ené kultury inkubujte pri teplote 37 °C
v atmosfére 5 % - 8 % CO,.

4. Skontrolujte rast na 5. defi. Ak pozorujete dostato¢ny
rast buniek, vymefite médium za 2 ml Eerstvého
CHANG Amnio a vykonajte zber.

5. Skontrolujte rast na kultirach a potom kompletne
vymiefiajte médium kazdy den dovtedy,
kym nepozorujete dostatoéné koldnie a nie su
pripravené na zber. Pri krvavych vzorkach si kultary
mozu vyzadovat CastejSie vymeny média.

6. Najlepsie vysledky sa dosiahnu, ked su kultary
prizivené CHANG Amnio defi pred zberom.

Pouzitie CHANG Amnio na rast pasazovanych buniek
plodovej vody:

Na pasazovanie buniek oSetrite kultary trypsinom
(alebo pronazou atd.) ako obvykle, ked sa bunky pestuji
v konvencnom médiu. Osetrenie pronazou vsak treba
pozorne sledovat. Bunky plodovej vody vypestované
v CHANG Amnio su zvycajne citlivejSie na oSetrenie
pronazou, nez ked su vypestované v konvenénom médiu.
Preto mdze byt potrebné upravit vas protokol a vziat to
do Gvahy.

Poznamka: pH média pouzitého na Zivenie kultdr musi
byt medzi 6,65 — 7,44 (t. . médium musi mat mierne
ZIto-lososovu farbu). pH mozno jednoducho upravit
vloZenim média do inkubétora s 5 % - 8 % CO, s mierne
uvolnenym vrchnakom na asi 30 minut.

Anm: pH i det medium som anvénds som naringssubstrat
till kulturerna maste vara mellan 6,65-7,44 (dvs. mediet
maste ha en svagt gulaktig laxfarg). pH kan latt justeras
genom att mediet placeras i en 5-8 % CO,-inkubator med
locket nagot lossat, under cirka 30 minuter.

Anm: Vid upptining av Chang Amnio kan en viss mangd
kalciumoxalat- och proteinféllningar bildas. Dessa
fallningar har inte visats utéva nagon effekt pa produktens
funktion.

Preparering av prov fran chorionvillibiopsi:

1. Mark en petriskal for varje erhallet prov och overfor
biopsiinnehallet med aseptisk teknik. Tillsatt 5 ml av
det forvarmda CHANG Amnio komplett medium till
skalen och stall in skalen i inkubatorn i 30 minuter vid
35-39 °C, 5-8 % CO,-atmosfar, for att lata blodet
sjunka till botten.

2. Rensa provet under ett dissektionsmikroskop,
forst med 1,5X forstoring och dérefter med cirka 3X
forstoring. Anm: En mangd pa cirka 20-40 mg
chorionvillibiopsi kravs.

3. Arbeta i skalen under dissektionsmikroskopet och
avlagsna blodkoagler och eventuell maternell decidua
fran villusmaterialet med hjalp av tva par sterila
pincetter. Villusmaterial har ljus farg, ar tubulart och/
eller hopklumpat med synliga grenar och vener.

4. Overfor rena villi till en annan petriskal med forvarmt
CHANG Amnio komplett medium. Utfér en slutlig
rensning genom att fatta tag i villi med en pincett och
forsiktigt skaka dem. Anm: Idealisk méngd ar 5 mg per
kultur. Undvik noga att skada de skora villi.

5. Qverfor villi och medium till ett 15 ml centrifugrér och
tillsatt 4 droppar antibiotikum (dvs. gentamicinsulfat ,
50 pl/ml) till centrifugroret. Lat sta i 30 minuter.

6. Centrifugera villi vid cirka 1 400 rpm under 5 minuter.

Odling av chorionvillibiopsi:

1. Aspirera supernatanten fran det centrifugerade roret
men se till att Idmna kvar cirka 0,5 ml medium (eller
cirka 2 X cellpelletens volym) ovanfér cellpelleten.

2. Resuspendera pelleten forsiktigt. Tillsatt 2 ml forvarmt
CHANG Amnio-medium till centrifugroret.

3. Tillsatt 2 ml trypsin EDTA och inkubera kulturerna,
utan att stéra dem, i 10 minuter vid 35-39 °C i 5-8 %
CO,-atmosfér. Ta ut réret ur inkubatorn, resuspendera
pelleten och placera réret i inkubatorn i 10 minuter till.

4. Ta ut centrifugroret ur inkubatorn, resuspendera
pelleten och centrifugera i 8-10 minuter vid 1400 rpm.

5. Aspirera supernatanten fran det centrifugerade roret.
Resuspendera pelleten, tillsatt darefter 1 ml kollagenas
till réret och satt in roret i inkubatorn i 5 minuter.

6. Ta ut réret ur inkubatorn och se efter om pelleten
ar grumlig och att inga distinkta stycken av enstaka
villi kan ses. Om pelleten inte &r grumlig, satt tillbaka
roret i inkubatorn i 5 minuter till.

7. Tillsatt 3 ml férvarmt CHANG Amnio till centrifugroret
for att stoppa kollagenasets aktivitet.

8. Centrifugera roret i 8-10 minuter vid 1 400 rpm.

9. Aspirera supernatanten fran det centrifugerade roret
men lamna kvar 0,5 ml medium ovanfér cellpelleten.
Resuspendera pelleten fére tillsattning av
CHANG Amnio som anvants for preparering.

10. Preparera ett optimalt antal kulturer med anvéndning
av 0,5 ml CHANG Amnio per kultur for varje petriskal
som innehaller ett tackglas.

11. Inkubera kulturerna, utan att stora dem, vid 35-39 °C
i 5-8 % CO2-atmosfar.

12. Floda kulturerna pa dag 2 genom att tillsatta 1,5 ml
forvarmt CHANG Amnio.

13. Efter 4 dagar bor kulturerna kontrolleras med avseende
pa vaxt. Om véxt observeras, avlagsna mediet och
tillsétt 2 ml farskt forvarmt CHANG Amnio till varje
tackglas. Kulturerna bér darefter tillforas néring
varannan dag. For blodiga prover kan kulturerna kréva
tatare byten av medium.

14. Kontrollera kulturerna med avseende pa vaxt pa dag
5 och skorda nér tillrackligt manga kolonier observeras.
Bésta resultat erhalls nar kulturerna tillférs naring med
CHANG Amnio dagen innan de skdrdas.

Pastaba. Paséliams maitinti naudojamos terpés
ragstingumas turi bati pH 6,65-7,44 (t. y. terpé turi bati
Siek tiek gelsvai lasiSinés spalvos). pH galima lengvai
pakoreguoti terpe apie 30 minuciy palaikant 5-8 % CO,
inkubatoriuje su Siek tiek atsuktu dangteliu.

Pastaba. Atitirpinus, ,Chang Amnio“ terpéje gali susidaryti
tam tikry kalcio oksalato ir baltymy nuosédy. Nezinoma,
ar Sios nuosédos turi jtakos produkto veikimui.

Chorioniniy gaureliy méginio paruosimas

1. Pazymékite kiekvieno gauto méginio petri Iékstele
ir steriliu badu perkelkite méginio turinj. Pridékite
i 1ekstele 5 ml pasildytos ,CHANG Amnio* visapusi§kos
terpés ir {dékite { inkubatoriy 30 minuciy 35-39 °C
temperataroje, 5-8 % CO, aplinkoje, kad kraujas
nusistovéty.

2. |8valykite méginj, naudodami preparavimo lupa,
pradzioje didindami 1,5 karto, po to didindami
mazdaug 3 kartus. Pastaba. Reikia mazdaug
20-40 mg chorioniniy gaureliy méginio.

3. Dviem steriliomis Znyplémis iSimkite kraujo kreSulius
ir bet kokius placentos likucius i$ gaureliy, dirbdami
leksteléje po preparavimo lupa. Gaureliy medziaga
yra $viesios spalvos, kanaléliy ir (arba) gumuléliy
formos su matomomis atSakomis ir venomis.

4. Perkelkite Svarius gaurelius { kitg petri |ekStele, kurioje
yra pasildyta ,CHANG Amnio“ visos sudéties terpé.
Atlikite baigiamajj valyma, Znyplémis suimkite
gaurelius ir $velniai pamai$ykite. Pastaba. Vienam
paséliui baty tinkamiausia naudoti 5 mg kieki.
Saugokités, kad nepazeistuméte trapiy gaureliy.

5. Perkelkite gaurelius ir terpg { 15 ml centrifugavimo
mégintuvelj ir {lasinkite 4 laSus antibiotiko
(t. y. gentamicino sulfato, 50 pl/ml) | centrifugavimo
mégintuveélj. Palaukite 30 minuciy.

6. Centrifuguokite gaurelius 5 minutes esant apyt.
1400 aps./min.

Chorioniniy gaureliy méginio pasélis

1. Nusiurbkite virSnuosédinj skystj i§ centrifuginio
mégintuvélio, palikdami 0,5 ml terpés vir§ lasteliy,
nuosédy (arba apie 2 k. uz Iasteliy nuosédy, tarj
didesni kiekj).

2. Atsargiai resuspenduokite nuosédas. | centrifuginj
mégintuvélj jpilkite 2 ml pasildytos ,CHANG Amnio®
terpés.

3. |pilkite 2 ml tripsino EDTA ir pasélj netrukdomai
10 minuciy inkubuokite 35-39 °C temperattroje 5-8 %
CO, aplinkoje. ISimkite mégintuvelj i$ inkubatoriaus,
resuspenduokite Igsteliy nuosédas ir padékite
{ inkubatoriy dar 10 minu¢iy.

4. |imkite centrifugini mégintuveélj i$ inkubatoriaus,
resuspenduokite Iasteliy nuosédas ir 8-10 minuciy
centrifuguokite 1400 aps./min. greiciu.

5. Nusiurbkite supernatantq i§ centrifuginio mégintuvélio.
Resuspenduokite Iasteliy nuosédas, tada | mégintuvélj
ipilkite 1 ml kolagenazés ir padékite | inkubatoriy
5 minutéms.

6. I8imkite i$ inkubatoriaus ir apzirékite, ar lasteliy
nuosédos drumstos ir ar nesimato atskiry gaureliy,
daliy. Jei lasteliy nuosédos nedrumstos, padékite atgal
{ inkubatoriy dar 5 minutéms.

7. |pilkite 3 ml pasildytos ,CHANG Amnio* terpés
i centrifuginj mégintuvélj, kad kolagenazé bty
sustabdyta.

8. Mégintuvéli 8-10 minuciy centrifuguokite 1400 aps./min.
greiciu.

9. Nusiurbkite virSnuosédinj skystj i§ centrifuginio
mégintuvélio, palikdami 0,5 ml terpés vir§
Iasteliy nuosédy. Prie§ jpildami paruosti naudotos
,CHANG Amnio“ terpés resuspenduokite lasteliy
nuosédas.

. Nustatykite optimaly kultdry skaiciy, naudodami 0,5 ml
,CHANG Amnio* kultarai kiekvienoje petri Ieksteléje
su dengiamuoju stikleliu.

. Pasélius netrukdomai inkubuokite 35-39 °C
temperatiroje 5-8 % CO, aplinkoje.

12. 2-g dieng ant paséliy uzliekite po 1,5 ml pasildytos

L,CHANG Amnio* terpés.
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3. Wukybupaiite kynTypute B nokoit npu 37° C,
5% - 8% CO,atmocdepa.

4. Tposepete 3a pacTex B AeH 5. CMeHeTe cpepata
¢ 2 ml npsicka CHANG Amnio u cbbepere, ako ce
Haﬁnmnaaa [0CTaTbYeH pacTex Ha KneTkuTe.

5. [posepsBaiiTe KynTypuTe 3a pactex W CMeHsnTe
U3USNO CpefaTa BCEKM AeH cned ToBa, AOKaTO ce
YCTaAHOBAT AOCTATb4YHO KONIOHWM W Ca roTOBU 3a
cbbupaHe. 3a cnecuMeH ¢ KpbB KynTypuTe MoXe Aa
M3UCKBAT NO-YeCTa CMsHA Ha cpepata.

6. Hait-no6pu peayntaty ce nocturar, korato Kyntypute
ce 3axpaHeat ¢ CHANG Amnio B geHs npeau
cbbupaHeTo.

ManonaeaHe Ha CHANG Amnio 3a pacTex Ha nacaxHu
KNETK OT aMHUOTUYHA TEYHOCT:

3a nacax Ha kneTkuTe TpeTupaiiTe KynTypuTe ¢ TPUNCUH
(unu npoHasa v ap.), kakto 061kHOBEHO BUXTe Hanpasuny,
KoraTo KneTkuTe pacTaT B KOHBEHLMOHaNHa cpeja.
TpeTtupaHeTo ¢ npoTeasa obaqe Tpsibea Aa ce Habniopasa
BHMMaTeNHO. KNeTknTe OT aMHUOTUYHA TEYHOCT, PacTALYY
B CHANG Amnio, nokassaT TeHAEHLMS KbM NOBULIEHA
UYBCTBUTENHOCT NpU TPETUPaHe C NpoTeasa oT KNeTkuTe,
pacTslwu B KOHBEHUMOHanHa cpepa. Moxe Aa
€ HeobxoaMmMo fa MoANdMLMpaTe CBOS NPOTOKON, 3a Aa
B3eMeTe TOBa NpeaBua.

Babenexka: Husoto Ha pH Ha cpepata, usnonssaxa
3a 3axpaHBaHe Ha KynTtypuTe, TpsibBa aa e mexay 6,65
n 7,44 (1.e. cpepata TpabBa Aa € C NEKo XbNTeHUKas
po30B0o-OpaHxXeB LiBAT). HuBoTo Ha pH Moxe necHo aa ce
perynupa 4pes noctassHe Ha cpepara B 5% - 8% CO,
nHKy6aTop ¢ neko pasxnabeHa kanayka 3a okono
30 MuHyTH.

3abenexka: Mpu pasmpasssaHe Chang Amnio moxe fa
ce obpasyBa U3BECTHO KOMMYECTBO Kamnlues okcanat
1 MPOTENHOBM mpeuunutati. Hama AaHHW Tesn
NpOTENHOBU NMPeLUUnnUTaTH fa BIUSAT BbPXY
e(peKTUBHOCTTa Ha MPOAYKTa.

MoaroToBKa Ha Npo6a Ha XOPMOHHU BBLCU:

1. O6osHaueTe ¢ eTUKeT neTpueso 6miojo 3a Bcekm
nofnyyeH CNeCUMeH W NMpexBbpneTe acenTuyHo
cbabpXaHueTo Ha npobata. flo6asete 5 ml oT
npeABapuTeENHO 3aTonneHaTa 3aBbplieHa cpeaa
CHANG Amnio B 6ntofoTo 1 nocTaeete B UHKybaTop
3a 30 muHyTv npu 35° C - 39° C, 5% - 8% CO,
aTMocthepa, 3a fla MoXe KpbBTa Aa ce yTau.

2. MoyucTeTe cnecumeHa ¢ nomowTa Ha
CTEPEOMUKPOCKON, MbPBOHAYANHO C ONTUYHO
yBenuyenue 1,5 X nbTu, cnepa KoeTo ro perynupaite
ao okono 3 X nbTu. 3abenexka: Heobxogumu
ca npubnuautento 20 — 40 mg ot npoba Ha
XOPUOHHM BbCH.

3. C nomolyTa Ha ABE CTEPUIIHM NUHLETM OTCTpaHeTe
KPbBHUTE ChCUPELI U BCAKAKLB MaTepuan oT MaTo4Ha
nurasuua oT Matepuana ot BbCH, AoKaTo paGoTute
8 6nl0a0TO Noa cTepeomukpockona. MatepuansbT
OT BbCH € CbC CBETHA LBSAT, TpLEOBUAEH W/MNK Ha
ByuKu, C BUAMMM PA3KNOHEHHS U BEH.

4. TpexsbpneTe YACTUTE BLCY B APYro NeTpueso 6nioao
C NpeABapUTENHO 3aTonneHa 3aBbplueHa cpepa
CHANG Amnio. /3BbpLLETE OKOHYATENHO MOYNCTBAHE,
KaTo U3NOM3eare LWMNLY, 3a a XBaHETe BbCUTE U NEKO
pa3bbpkaiite. 3abenexka: MaeanHoTo konuyecTeo 3a
u3non3saxe e 5 mg Ha kynTypa. BHumasaiite Aa He
yYBpEAUTE KPEXKUTE BbCA.

5. MMpexsbpneTe BbCUTE U CpeaaTa B LEHTPODYKHA
enpyseTka oT 15 ml u gobasete 4 kanku aHTMGMOTUK
(1.e. TeHTamuumH cyndpar, 50 uL/ml) kbm enpyBeTkaTa.
OcraseTe fja npecTou 3a 30 MUHYTH.

6. LeHTpodyrupaiite Bbcute npu npubnusntenHo
1400 rpm 32 5 MUHYTK.

KynTypa ot npo6a Ha XOpUOHHU BbCH:

1. AcnupupailTe cynepHaTaHTa OT LieHTpodyrupaHaTa
enpyBeTka, kaTo ce yBepuTe, Ye cTe octasunu 0,5 ml
cpefa Hap nenetara ot kneTku (unu okono 2 X obema
Ha nenetara).

2. BHrumartenHo pecycneHaupaiite nenetara. flobasete
2 ml npeaBapuTento 3atonnexa cpeaa CHANG Amnio
KbM LiEHTPO(yXHaTa enpyBeTka.

Poznamka: Po rozmrazeni sa v Chang Amnio mdzu
vytvorit zrazeniny oxalatu vapenatého a bielkovin. O tychto
zrazeninch nie je zname, Ze by mali vplyv na vykon
produktu.

Priprava vzorky z choriovych klkov:

1. Oznaéte Petriho misku pre kazdu prijatd vzorku
a obsah vzorky asepticky preneste. 5 ml zahriateho
kompletného média CHANG Amnio dajte do misky
a vlozte do inkubatora na 30 minut pri teplote
35°C -39 °C, v atmosfére 5 - 8 % CO,, aby sa krv
mohla usadit.

2. Vzorku ogistite pomocou disekéného mikroskopu,
najprv pod zvacsenim 1,5 x, potom zvacsenie upravte
na 3 x. Poznamka: Potrebna je vzorka s priblizne
20 - 40 choriovych klkov.

3. Pomocou dvoch parov sterilnych kliesti odstrarite
z klkového materialu krvné zrazeniny a vietku
matersku deciduu, kym pracujete v miske,
pod disekénym mikroskopom. Klkovy material je
svetlej farby, valcovity a/alebo hréovity s viditelnymi
vetvami a Zilami.

4. Cisté krky preneste do dal$ej Petriho misky
obsahujicej zahriate kompletné médium
CHANG Amnio. Vykonajte zavere¢né ¢istenie,
klie$tami uchopte klky a jemne nimi hybte. Poznamka:
Idealne mnoZstvo na pouZitie na jednu kulttru je 5 mg.
Dajte pozor, aby ste neposkodili krehké klky.

5. Preneste klky a médium do 15 ml skamavky
na odstredovanie a pridajte 4 kvapky antibiotika
(t. j. gentamicinsulfat, 50 pl/ml) do skimavky na
odstredovanie. Nechajte postat 30 minat.

6. Klky odstredujte pri 1 400 otacok za minatu 5 mintt.

Kultivacia vzorky z choriovych klkov:

1. Supernatant aspirujte z odstredenej skiimavky, pricom
ponechajte 0,5 ml média nad bunkovou peletou
(alebo 2X objem pelety).

2. Peletu jemne resuspendujte. Do skimavky na
odstredovanie pridajte 2 ml zahriateho média
CHANG Amnio.

3. Pridajte 2 ml trypsinu EDTA a neru$ené kultary
inkubujte pri teplote 35 °C — 39 °C v atmosfére
5% -8 % CO, 10 minit. Skimavku vyberte
z inkubatora, resuspendujte peletu a vlozte ju do
inkubatora na dalSich 10 minat.

4. Skumavku na odstredovanie vyberte z inkubatora,
resuspendujte peletu a odstredte ju 8 — 10 minat pri
1400 otacok za mindtu.

5. Z odstredenej skimavky aspirujte supernanat.
Peletu resuspendujte, potom do skumavky pridajte
1 ml kolagenazy a vlozte ju do inkubatora na 5 minat.

6. Vyberte z inkubatora a zrakom skontrolujte, ¢i peleta
nie je zakalenad a €i nie je vidiet zjavné kusy
jednotlivych klkov. Ak peleta nie je zakalend, viozte
ju naspét do inkubatora na este 5 minut.

7. Pridajte 3 ml zahriateho roztoku CHANG Amnio do
skimavky na odstredovanie, aby sa zastavilo
pdsobenie kolagenazy.

8. Skumavku odstredujte 8 — 10 minut pri 1 400 otacok
za minutu.

9. Supernatant aspirujte z odstredenej skumavky, pricom
ponechaijte 0,5 ml média nad bunkovou peletou. Peletu
resuspendujte skor, nez pridate CHANG Amnio pouzité
na pripravu.

10. Pripravte optimalny pocet kultur s pouzitim 0,5 ml
CHANG Amnio na jednu kulturu na kazdu Petriho
misku, ktora obsahuije krycie sklicko.

11. Nerusené kultdry inkubujte pri teplote 35 °C - 39 °C
v atmosfére 5 % - 8 % CO,.

12. Druhy defi zalejte kultary pridanim 1,5 ml zahriateho
roztoku CHANG Amnio.

13. Po 4 diioch skontrolujte rast na kultdrach.
Ak pozorujete rast, odstrante médium a pridajte 2 ml
¢erstvého zahriateho roztoku CHANG Amnio na kazdé
krycie sklicko. Potom sa maju kultdry prizivit kazdé
2 dni. Pri krvavych vzorkach si kultury mozu vyzadovat
CastejSie vymeny média.

14. Rast na kultdrach skontrolujte okolo 5. diia a vykonajte
zber, ked spozorujete dostatocné kolonie. NajlepSie
vysledky sa dosiahnu, ked su kultary prizivené
CHANG Amnio dei pred zberom.

FORVARING OCH HALLBARHET

Forvaras fryst vid temperatur under =10 °C.
Vid frysférvaring ar produkten hallbar fram till det
utgangsdatum som anges pa flaskans etikett. Oanvand
produkt kan delas upp i alikvoter och frysas pa nytt for
senare anvandning, eller forslutas tétt och forvaras vid
2-8 °Ciiupp till 30 dagar. Den far frysas hogst tva ganger.
Skyddas mot fluorescerande ljus.

FORSIKTIGHETSATGARDER OCH
VARNINGAR

Denna produkt ar avsedd att anvéndas av personal med
utbildning i procedurer som omfattar den indicerade
tilldmpning for vilken produkten ar avsedd.

Flaskor vars sterila forpackning inte &r intakt far inte
anvéndas.

Anvénd inte CHANG Amnio efter det utgangsdatum som
anges pa etiketten.

13.

Praéjus 4 dienoms, reikia patikrinti kultdry augima.
Pastebéje lasteliy augima, pasalinkite terpe ir po
kiekvienu dengiamuoju stikleliu pridékite 2 ml Sviezios
pasildytos ,CHANG Amnio* terpés. Po to kultiras
maitinkite kas 2 dienas. Jei méginiai buvo krauijingi,
kultaroms gali prireikti dazniau keisti terpe.

. 5-3 dieng patikrinkite kultlry augima ir aptike

pakankamai kolonijy lgsteles surinkite. Geriausiy
rezultaty pasiekiama ,CHANG Amnio“ terpe pasélius
maitinant dieng prie$ Iasteliy surinkima,

LAIKYMAS IR STABILUMAS

Laikykite uzSaldyta —10 °C temperataroje. Laikant
uz3aldyta, produktas iSlieka stabilus iki tinkamumo datos,
pazymétos butelio etiketéje. Nesunaudota produkto likutj
galima iSpilstyti darbinémis dalimis ir vél uzSaldyti
vélesniam naudojimui arba sandariai uzdengus laikyti
2 °C-8 °C temperattroje iki 30 dieny; galima uzsaldyti
daugiausia du kartus. Saugoti nuo fluorescenciniy,
spinduliy.

ATSARGUMO PRIEMONES IR |SPEJIMAI

Si priemoneé yra skirta naudoti darbuotojams, i$mokytiems
atlikti procedras, susijusias su priemonés taikymu pagal
numatyta paskirt].

Nenaudokite produkto, jei pazeista sterili buteliuko
pakuoté.

Nenaudokite ,CHANG Amnio* terpés pasibaigus etiketéje
nurodytam galiojimo laikui.

~

>

. Do6asete 2 ml Tpuncur-EATA n uHkybupaite

KynTypata 8 nokov npu 35° C - 39° C, 5% - 8% CO,
aTtmocdepa 3a 10 muHyTI. OTCTpPaHeTe enpyseTkaTa
oT uHky6aTopa, pecycnexaupaiite nenetata
1 nocTaseTe B UHKybaTop 3a owe 10 MUHYTH.

. OTcTpaHeTe LeHTpodyxHaTa enpyseTka OT

nuky6atopa, pecycneHaupaite nenetata
1 yeHTpodbyrupaitte 3a 8 — 10 MuHyTI npu 1400 rpm.

. AcnupupaitTe cynepHaTaHTa oT LeHTpodyxHaTa

enpyseTka. Pecycnenaupaiite nenetata, cneg Tosa
nobasete 1 ml konareHasa kbM enpyseTkaTa
1 nocTaBeTe B UHKybaTop 3a 5 MUHYTH.

. OtcrpaHeTe OT MHKybaTOpa M BM3yanHO nposepeTe

[anu nenetata e MbTHa M He MoraT fja ce BUAAT
OTAENHW 4acTy OT OTAeNHUTE BbCU. AKO NeneTara He
€ MbTHa, NocTaBeTe 5 0THOBO B MHKy6aTOpa 3a ole
5 MUHYTH.

. [o6asete 3 ml npepsaputento 3atonneda CHANG

Amnio KbM LeHTpOdYXKHaTa enpyseTka, 3a Aa cnpeTe
[NeiCTBMETO Ha KonareHasara.

LlenTpodbyrupaitte enpyseTkata 3a 8 — 10 MUHYTU Npu
1400 rpm.

. AcnupupaiiTe cynepHaTaHTa oT LieHTpodyrupaHata

enpyseTka, ocTasiikv 0,5 ml cpepa Hap nenetata ot
knetku. Pecycnexaupaitte nenetata npeav fobaesHe
Ha CHANG Amnio, u3nonssaHa 3a npuroTssiHe.

.Mpuroteete ontumaneH 6poit kyntypwu,

kato uanonasate 0,5 ml CHANG Amnio Ha kynTypa,
3a BCSIKO NeTpMEBO 6111070 C NOKPUBHO CTBKIO.

. WMHky6upaite kynTypuTe B nokoit npu 35° C - 39° C,

5% - 8% CO, atmocdepa.

. B peH 2 3aneiite kyntypute, kato gobasute 1,5 ml

npeasaputentHo 3atonnesa CHANG Amnio.

. Ha 4 gHu kyntypute TpsbBa aa ce npoBepsiBaT 3a

pacTex. Ako ce HabniofaBa pacTex, oTCTpaHeTe
cpefa u gobasete 2 ml npscHa, npeaBapuUTenHo
3atonneHa CHANG Amnio KbM BCSKO NOKPUBHO
cTbkno. Kyntypute Tpabsa Aa ce XpaHsT Ha BCeku
2 [Hu cneq ToBa. 3a CNECUMEHM C KPbB KynTypute
MOXe Aia U3UCKBAT N0-4YecTa CMsHa Ha cpeara.

. NpoBepeTe kynTypuTe 3a pacTex B ieH 5 u cbbepeTe,

KoraTto ce Haﬁnmnaaar AOCTAaTb4YHO KONOHUKU.
Hait-no6pv pesynTaTi ce nocTurar, koraTo Kynrypute
ce 3axpaHeat ¢ CHANG Amnio B feHs npegu
cbbupaHeTo.

CBbXPAHEHWE U CTABUNHOCT

CbXxpaHsiBaitTe 3ampa3eHa npu Temnepatypa no -10° C.
MpoayKTbT € cTabuneH Ao U3TU4AHE Ha CPOKa Ha FofHOCT,
nocoYeH BbPXY eTukeTa Ha GyTunkata, korato ce
CbXpaHsiBa 3ampa3eH. HeunonasaHuUAT NpoaykT Moxe

aa

6bae pasnpeaeneH B paboTHN anukBOTHU YacTy

1 3aMpa3eH OTHOBO 3a ynotpeGa Ha No-kbCeH eTan Ui
Aa GbAe NbTHO 3aTBOPEH C Kanauka v CbXpaHeH npu
Temnepartypa ot 2° C o 8° C 3a ao 30 anu. Toit Moxe
fa Gbde 3ampassiBaH Makcumym ABa mbTu. Masete ot
hnyopecyeHTHa CBETNMHA.

NPEANA3HU MEPKW U NPEAYNPEXAOEHUA
ToBa u3genue e npefHasHayeHo fa ce M3non3sa OT
nepcoHan, obyyeH B npoueaypuTe, KOUTO BKMKYBAT
NNaHUpaHoTO NMPUNOXKEHUE, 3a KOETO M3AenueTo
€ Npe/jHa3HaYeHo.

He u3nonagaiite GyTunka, YusTo CTepunHa onakoeka
€ HapyLueHa.

He nsnonssaiite CHANG Amnio cnep n3tuyaHe Ha cpoka
Ha FOAHOCT, MOCOYEH Ha eTukeTa.

UCHOVAVANIE A STABILITA

Uchovavajte zmrazené pri teplote pod -10 °C. Produkt
bude stabilny az do datumu exspiracie na oznaceni flase,
ak sa uchovava zmrazeny. Nepouzity produkt mozno
nadavkovat do pracovnych alikvét a znovu zmrazit

na

neskor$ie pouzitie, alebo tesne nasadit vrchnak

a uchovavat pri teplote 2 °C az 8 °C do 30 dni; mozno ho
zmrazit maximalne dvakrat. Chrafite pred fluorescenénym
svetlom.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA A VAROVANIA
Toto zariadenie je urené na pouzitie personalom
vy$kolenym na procedury, ktoré zahfiaju aplikéciu,
na ktor je toto zariadenie uréené.

Nepouzivajte Ziadnu flasu, ktorej sterilny obal bol
naruseny.

CHANG Amnio nepouzivajte po datume exspiracie
uvedenom na oznadeni.



