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CHANG Marrow
Bone Marrow Culture Medium
with Gentamicin
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100mL,500mL

For in vitro diagnostic use.

Zur In-vitro-Diagnostik.

Solo per uso diagnostico in vitro.

Para uso diagndstico in vitro.

Pour diagnostics in vitro.

Para utilizagao em diagnéstico in vitro.
Ta in vitro diayvwaTiKi XpAoN.

Pro diagnostické poutZiti in vitro.

Til in vitro-diagnostik.

In vitro -diagnostiikkaan.

Lieto$anai 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 pouZitie in vitro.

3a in vitro anarHocTyHa ynoTpeba.
Za upotrebu u in vitro dijagnostici.
Ghal uzu dijanjostiku in viro.

Za diagnostiéno uporabo in vitro.
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Glossary of Symbols*:

Catalog Number

Lot Number

Sterilized using aseptic
processing techniques (filtration)

Expiration:
Year - Month - Day

Caution, consult accompanying
documents

Consult instructions for use

Storage Temperature
store below -10°C

-

Do not resterilize

Do not use if package is damaged

Manufacturer

CE Mark

Emergo Europe - Westervoortsedijk 60
6827 AT Amhem
The Netherlands

ENGLISH

INDICATION FOR USE

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

DEVICE DESCRIPTION

CHANG Marrow is a ready-to-use medium consisting of
IMDM, with FBS, HEPES buffer, L-glutamine, Giant Cell
Tumor (GCT) Conditioned Medium, Recombinant Human
GM-CSF and Gentamicin Sulfate. CHANG Marrow has
been optimized to support efficient growth of bone
marrow cells for cytogenetic analysis. No addition of any
components prior to culturing bone marrow is required.
CHANG Marrow contains Gentamicin Sulfate (50 mg/L).
Additional antibiotics may be added if desired.

COMPONENTS

Amino Acids Proteins Energy Substrates
Alanine Hormones Glucose

Arginine and Growth Pyruvate
Asparagine Factors Inositol

Aspartic Acid Fetal bovine serum

Cystine (FBS) Antibiotic
Glutamic Acid hrGM-CSF Gentamicin Sulfate
Glutamine

Glycine Salts & lons Other

Histidine Sodium chloride  Biotin

Giant cell tumor
conditioned medium
(GCT-CM)

Isoleucine Sodium selenite
Leucine Calcium chloride
Lysine Choline chloride

Methionine Potassium chloride
Phenylalanine Potassium nitrate ~ Vitamins and trace
Proline Magnesium sulfate elements
Serine Sodium phosphate  Folic acid
Threonine Nicotinamide
Tryptophan Buffers Riboflavin
Tyrosine Sodium bicarbonate Thiamine
Valine HEPES Pantothenic acid
Cobalamin
Pyridoxine
Water
WFI Quality
QUALITY ASSURANCE

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

MATERIALS AND EQUIPMENT REQUIRED
BUT NOT PROVIDED

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

Bench Centrifuge

+ Ifthe specimen arrives in transport medium, spin the
sample down at 1,200 rpm for 8 minutes and remove
the transport medium (supernatant). Inoculate using
the remaining spun-down fraction in the bottom of
the tube.

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

Il. Bone Marrow Culture:

Label all culture vessels with patient name, specimen

number, and culture type.

1. Before inoculation of specimen bring CHANG Marrow
to ambient temperature.

2. Inoculate each culture with the appropriate amount
of sample to achieve an optimal concentration of
1x10° cells/mL or 10 x 10° cells per 10 mL culture.

3. Each individual laboratory should determine the
number of cultures to set up depending on the
clinical indication of the patient. Additional growth
factors may be added if desired.

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

Harvesting the Cultures:

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

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

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

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

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

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

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

8. |Initiate a 20 minute timer.

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

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

11. Add 5 - 6 mL dropwise, of prewarmed (35 - 37°C)

hypotonic solution. Tightly cap tube and invert tube.

. Repeat Steps 9 - 11 for each tube.

13. Using a water bath, allow tubes to stand at 35 - 37°C.

Invert tubes once at midpoint of 20 minute timer.

. At the end of the 20 minute timer, remove tubes from

water bath and add 1 mL of fresh 3:1 Carnoy's Fixative
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ESPANOL

INDICACION DE USO

El CHANG Marrow esta disefiado para utilizarse
en cultivos clinicos de médula 6sea humana para
cariotipado y otras pruebas genéticas de diversos
trastornos hematolégicos.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

El CHANG Marrow es un medio listo para usar que
se compone del IMDM, con FBS, tampéon HEPES,
L-glutamina, medio acondicionado con tumor de
células gigantes (GCT), GM-CSF humano recombinante
y sulfato de gentamicina. El CHANG Marrow se ha
optimizado para fomentar un crecimiento eficiente de
las células de la médula 6sea sometidas a andlisis
citogenético. No es necesario afiadir ninglin componente
antes de cultivar la médula 6sea. El CHANG Marrow
contiene sulfato de gentamicina (50 mg/l). Se pueden
afiadir antibioticos si se desea.

COMPONENTES
Aminoacidos Proteinas. Antibiético
Alanina hormonas y factores Sulfato de

Arginina de crecimiento gentamicina
Asparagina Suero bovino

Acido aspértico  fetal (FBS) Otros

Cistina hrGM-CSF Biotina

Acido glutamico Medio

Glutamina Sales e iones acondicionado con
Glicina Cloruro sodico tumor de células
Histidina Selenito sédico gigantes (GCT-CM)
Isoleucina Cloruro célcico

Leucina Cloruro de colina  Vitaminas

Lisina Cloruro potasico Y oligoelementos
Metionina Nitrato potésico  Acido félico
Fenilalanina Sulfato magnésico ~ Nicotinamida
Prolina Fosfato sodico Riboflavina

Serina Tiamina

Treonina Sistemas tampon  Acido pantoténico
Triptéfano Bicarbonato sédico Cobalamina
Tirosina HEPES Piridoxina
Valina
Sustratos Agua
energéticos Calidad de agua
Glucosa para inyectables
Piruvato
Inositol

GARANTIA DE CALIDAD

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

MATERIAL Y EQUIPO NECESARIOS

PERO NO SUMINISTRADOS

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

2. Incubadora de CO, a 37 °C

3. Centrifuga de mesa

4. Agitador vortex

5. Solucion madre Colcemid, 10 ug/ml

6. Solucion de cloruro potasico, 0,075 M

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

PREPARACION PARA EL USO

Descongelar durante la noche en el frigorifico (2-8 °C)

y luego mezclar con suavidad para garantizar su

homogeneidad. Dispensar en condiciones asépticas

10 ml del medio en frascos de cultivo estériles

y equilibrar a 37 °C para su uso inmediato.

CESTINA

INDIKACE PRO POUZITI

Médium CHANG Marrow je uréeno k pouziti pfi
primokultivaci klinickych kultur lidské kostni dfené ke
karyotypizaci a jinym genetickym testim na razné
hematologické poruchy.

POPIS PROSTREDKU

CHANG Marrow je médium pfipravené k pouziti,
které se sklada z IMDM s FBS, pufrem HEPES,
L-glutaminem, kondiciovanym médiem Giant Cell Tumor
(GCT) Conditioned Medium, rekombinantnim lidskym
GM-CSF a gentamicin-sulfatem. CHANG Marrow bylo
optimalizovéno na podporu efektivniho ristu bunék
kostni drené k cytogenetické analyze. Pred kultivaci
kostni dfené neni nutné pfidavat zadné slozky.
CHANG Marrow obsahuje gentamicin-sulfat (50 mg/l).
Podle potfeby Ize pfidat dal$i antibiotika.

SLOZKY
Aminokyseliny Proteiny, hormony ~ Antibiotikum
Alanin aristové faktory  Gentamicin-sulfat
Arginin Fetalni bovinni
Asparagin sérum (FBS) Ostatni
Kyselina hrGM-CSF Biotin
asparagova Kondiciované
Cystin Soli a ionty médium Giant Cell
Kyselina Chlorid sodny Tumor Conditioned
glutamova Selenicitan sodny ~ Medium (GCT-CM)
Glutamin Chlorid vapenaty
Glycin Cholinchlorid Vitaminy a stopové
Histidin Chlorid draselny ~ prvky
Isoleucin Dusi¢nan draselny ~ Kyselina listova
Leucin Siran hofeénaty ~ Nikotinamid
Lysin Fosforenan sodny Riboflavin
Methionin Thiamin
Fenylalanin Pufry Kyselina
Prolin Hydrogenuhli¢itan  pantothenova
Serin sodny Kobalamin
Threonin HEPES Pyridoxin
Tryptofan :
Tyrosin Energetické Voda
Valin substraty V kvalité vody
Glukéza pro injekci
Pyruvat
Inositol

ZAJISTENI KVALITY

Dosazené vysledky muze ovlivnit nékolik faktord
véetné zdroje vzorkd, podminek kultivace a vybéru
reagencii. Doporucujeme uzivateliim, aby kazdou novou
Sarzi reagencie pfed pfijetim k rutinnimu pouzivani
zpracovavali paralelné s referencnim materialem
0 znamé odpovidajici aktivité. Ucinnost kazdé $arze
média CHANG Marrow byla otestovana na klinickych
kulturdch kostni dfené nezavislou klinickou
cytogenetickou laboratofi v porovnani s kontrolnim
médiem. Vysledky jsou uvedeny v analytickém certifikatu
k pfislusné Sarzi.

POTREBNE NEDODAVANE MATERIALY

A VYBAVENI

1. Plastové sterilni centrifugaéni zkumavky
a kultivacni lahve

2. CO, inkubator na 37 °C

3. Stolni centrifuga

4. Trepacka vortex

5. Zasobni roztok Colcemid, 10 pg/ml

6. Roztok chloridu draselného, 0,075 M

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

PRIPRAVA K POUZITI

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

NEDERLANDS

INDICATIE VOOR GEBRUIK

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

BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL
CHANG Marrow is een kant-en-klaar medium
bestaande uit IMDM met FBS, HEPES buffer,
L-glutamine, Giant Cell Tumor (GCT) geconditioneerd
medium, recombinant menselijk GM-CSF en
gentamicinesulfaat. CHANG Marrow is geoptimaliseerd
ter ondersteuning van een efficiénte groei van
beenmergcellen voor cytogenetische analyse.
Toevoeging van componenten is niet vereist voordat het
beenmerg op kweek wordt gezet. CHANG Marrow bevat
gentamicinesulfaat (50 mg/l). Aanvullende antibiotica
kunnen desgewenst worden toegevoegd.

COMPONENTEN
Aminozuren Eiwitten, hormonen  Antibioticum
Alanine en groeifactoren ~ Gentamicinesulfaat
Arginine Foetaal
Asparagine runderserum (FBS) Overige
Asparaginezuur hrGM-CSF Biotine
Cystine Giant Cell Tumor
Glutaminezuur Zouten enionen  geconditioneerd
Glutamine Natriumchloride ~ medium (GCT-CM)
Glycine Natriumseleniet
Histidine Calciumchloride ~ Vitaminen en
Isoleucine Cholinechloride spoorelementen
Leucine Kaliumchloride Foliumzuur
Lysine Kaliumnitraat Nicotinamide
Methionine Magnesiumsulfaat ~ Riboflavine
Fenylalanine Natriumfosfaat Thiamine
Proline Pantotheenzuur
Serine Buffers Cobalamine
Treonine Natriumbicarbonaat Pyridoxine
Tryptofaan HEPES
Tyrosine Water
Valine Energiesubstraten Farmaceutisch
Glucose kwaliteitswater
Pyruvaat (WFI)
Inositol

KWALITEITSBORGING

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

VEREISTE MAAR NIET MEEGELEVERDE
MATERIALEN EN APPARATUUR

1. Steriele kunststof centrifugeerbuisjes en kweekflessen
2. CO,-incubator bij 37 °C

3. Tafelcentrifuge

4. Vortexmenger

5. Colcemide-standaardoplossing, 10 ug/ml

6. Kaliumchlorideoplossing, 0,075 M

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

VOORBEREIDING OP HET GEBRUIK

Laat een nacht in de koelkast (bij 2-8 °C) ontdooien en
meng daarna voorzichtig om homogeniteit te garanderen.
Breng op aseptische wijze 10 ml medium over in steriele
kweekflessen en equilibreer tot 37 °C, waarna het direct
kan worden gebruikt.
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INSTRUCCIONES DE USO

I. Preparacion de la muestra:

Utilizar de 0,5 a 1,0 ml de médula ésea aspirada en
un tubo de heparina sddica. La heparina de litio, el EDTA
y los anticoagulantes de citrato no resultan adecuados
para estudios citogenéticos.

+  Si se reciben mas de 5 ml de aspirado de médula
osea, la muestra podria estar hemodiluida.
Centrifugar la muestra a 1200 rpm durante 8 minutos
para aislar la fraccion de médula dsea.

+ Si la muestra llega en un medio de transporte,
centrifugarla a 1200 rpm durante 8 minutos
y eliminar el medio de transporte (sobrenadante).
Inocular la fraccion centrifugada que permanece
en el fondo del tubo.

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

Il. Cultivo de médula ésea:
Etiquetar todos los recipientes de cultivo con el nombre
del paciente, el nimero de la muestra y el tipo de cultivo.

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

2. Inocular cada cultivo con la cantidad apropiada
de muestra para lograr una concentracién éptima
de 1x10° células/ml 0 10x10° células por cada 10 ml
de cultivo.

3. Cada laboratorio determinara el numero requerido
de cultivos dependiendo de la indicacién clinica
de paciente. Se pueden afiadir otros factores de
crecimiento si se desea.

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

Cosecha de los cultivos:

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

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

3. Afiadir 40 pl de la solucién madre Colcemid (10 pg/ml)
acada tubo de cultivo. Tapar herméticamente los tubos
y mezclar con suavidad mediante inversion.

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

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

6. Aspirar con cuidado el sobrenadante de cada tubo
empleando una aspiradora de vacia con trampa de
disolvente. Tener cuidado de no aspirar el sedimento.

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

8. Poner en marcha un temporizador de 20 minutos.

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

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

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

12. Repetir los pasos 9-11 con cada uno de los tubos.

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

NAVOD K POUZITI
I. Pfiprava vzorku:
Pouzijte 0,5 az 1,0 ml aspiratu kostni dfené s heparinem
sodnym. Heparin lithny, EDTA ani citratova anti-
koagulancia nejsou pro cytogeneticka vySetfeni vhodné.

+  Pokud dostanete vice nez 5 ml aspiratu kostni diené,
mohlo dojit k hemodiluci vzorku. Odstiedénim pfi
1200 ot./min po dobu 8 minut izolujte frakci kostni
dfené vzorku.

* Pokud vzorek dostanete v transportnim médiu,
odstfedujte ho pfi 1 200 ot./min po dobu 8 minut
a odstrarite transportni médium (supernatant).
Inokulujte pfi pouziti odstfedéné frakce zbyvajici
v dolni ¢asti zkumavky.

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

Il. Kultivace kostni diené:
V8echny kultivacni nadobky oznacte jménem pacienta,
Cislem vzorku a typem kultury.

1. Pred inokulaci vzorkem nechte CHANG Marrow
dosahnout teploty prostredi.

2. Inokulujte kazdou kulturu pfislusénym objemem
vzorku tak, aby bylo dosazeno optimaIni koncentrace
1 x 10° bunék/ml neboli 10 x 10° bunék na 10 ml
kulturu.

3. Kazda laboratof si podle klinické indikace pacienta
stanovi pocet kultur, které je tfeba pfipravit. Podle
potreby Ize pridat dal$i rustové faktory.

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

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

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

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

4. Inkubujte zkumavky 45 minut pfi teploté 35-39 °C.

5. Po inkubaci zkumavky odstfedte po dobu 8 minut
na 1000 ot./min.

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

7. Poklepanim na sténu nebo dno zkumavky prstem
bunéény pelet resuspenduijte.

8. Spustte ¢asovac na 20 minut.
9. Po kapkach pridejte 3-4 ml predehfatého (35-37 °C)
hypotonického roztoku (0,075 M chloridu draselného).

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

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

12. Opakujte kroky 9-11 u kazdé zkumavky.

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

14. Az ¢asova¢ odméfi 20 minut, vyjméte zkumavky
z vodni lazné a pfidejte do kazdé zkumavky 1 ml
¢erstvého Carnoyova fixaéniho roztoku (3 : 1).
Kazdou zkumavku tésné zazétkujte a prevratte.
(Toto je predfixacni krok.)

15. Odstfedujte zkumavky po dobu 8 minut pfi
1000 ot./min.

GEBRUIKSAANWIJZING

I. Monsterpreparatie:

Gebruik 0,5 tot 1,0 ml met natrium gehepariniseerd
beenmergaspiraat. Lithiumheparine, EDTA of citraatanti-
coagulanten zijn niet geschikt voor cytogenetisch
onderzoek.

+ Als meer dan 5 ml beenmergaspiraat wordt
ontvangen, kan er sprake zijn van hemodilutie van
het monster. Centrifugeer het monster gedurende
8 minuten op 1200 omw/min om de beenmergfractie
te isoleren.

+  Als het monster in transportmedium wordt ontvangen,
centrifugeert u het monster gedurende 8 minuten op
1200 omw/min en verwijdert u het transportmedium
(supernatant). Inoculeer met behulp van de resterende
uitgecentrifugeerde fractie op de bodem van het buisje.

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

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

1. Breng CHANG Marrow op omgevingstemperatuur
voordat u het monster inoculeert.

2. Inoculeer elke kweek met een passende hoeveelheid
monster tot een optimale concentratie van
1x 108 cellen/ml of 10 x 10° cellen per 10 ml kweek.

3. Elklaboratorium dientindividueel te bepalen hoeveel
kweken er moeten worden gemaakt aan de hand
van de Klinische indicatie van de patiént. Aanvullende
groeifactoren kunnen desgewenst worden
toegevoegd.

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

Oogsten van de kweken:

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

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

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

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

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

6. Aspireer supernatant voorzichtig uit elk buisje met
behulp van een vacuiimaspirator met opvangreservoir
voor oplosmiddelen. Wees voorzichtig dat u de pellet
niet aspireert.

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

8. Stel een timer in op 20 minuten.

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

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

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

. Colcemid Stock Solution, 10 ug/mL

Potassium Chloride Solution, 0.075 M
Fixative Solution, Methanol:Acetic Acid (3:1)

PREPARATION FOR USE

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

DIRECTIONS FOR USE

|. Sample Preparation:

Use 0.5 to 1.0 mL of sodium heparinized bone
marrow aspirate. Lithium heparin, EDTA, or citrate
anticoagulants are unsuitable for cytogenetic studies.

15.
16.

19.
2
2

=~ <

2
2

w N

2

b

2
26.

o

If more than 5 mL of bone marrow aspirate is
received, the sample may be hemodilute. Spin the
specimen down at 1,200 rpm for 8 minutes to isolate
the bone marrow fraction.

Al final de dicho periodo de 20 minutos, retirar los
tubos del bafio de agua y afadir a cada tubo 1 ml
de solucion fijadora de Carnoy recién preparada con
una proporcion 3 : 1. Cerrar herméticamente cada
tubo con su tapa e invertirlos todos. (Este el paso
prefijador).

Centrifugar los tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.

Aspirar el sobrenadante de cada tubo dejando aprox.
1 ml por encima del sedimento celular. Tener cuidado
de no aspirar el sedimento. Tenga cuidado con
el material fibroso que puede extenderse desde
el sedimento celular hasta el sobrenadante después
de la centrifugacion. Para evitar la aspiracion
de todo el sedimento celular en el recipiente
de desecho, los ultimos mililitros de sobrenadante
se deben a veces aspirar a mano (sin aplicar vacio)
con una pipeta Pasteur.

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

. Afiadir gota a gota 3-4 ml de solucion fijadora de

Carnoy recién preparada con una proporcion 3 : 1.
Afiadir el fijador restante hasta 7 ml.
Repetir los pasos 16-19 con cada uno de los tubos.

. Dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

(Este el primer paso fijador).
Centrifugar los tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.

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

Afadir fijador hasta 7 ml. Centrifugar los tubos
durante 8 minutos a 1000 rpm. (Segundo paso fijador).

Repita los pasos 22-23. (Tercer paso fijador).

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

CONSERVACION Y ESTABILIDAD

El CHANG Marrow debe conservarse congelado
a menos de —-10 °C hasta que esté listo para uso.
Si se conserva congelado, el CHANG Marrow se
mantiene estable hasta la fecha de caducidad indicada
en la etiqueta del frasco. Después de la descongelacion,
el producto sobrante no utilizado se puede dispensar

en

porciones alicuotas de trabajo y volver a congelar

para su uso posterior o bien cerrar herméticamente
y conservar a 2-8 °C durante 30 dias como maximo.
Proteger de la luz fluorescente.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS
Este producto lo debe utilizar personal con formacion

en

procedimientos que incluyan el uso previsto del

producto.

El CHANG Marrow contiene medio acondicionado con
FBS y GCT y se debe manipular con las precauciones
universales de laboratorio. EI medio contiene un
antibiético (gentamicina) para reducir la posible
contaminacion bacteriana, pero siempre que se
dispense el medio se utilizaran técnicas asépticas.

No
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utilizar ningtn medio que no sea de color rojo.

Z kazdé zkumavky aspirujte supernatant; ponechte
pritom pfiblizné 1 ml nad bunéénym peletem. Dbejte,
abyste neaspirovali pelet. Vénujte pozornost
vlaknitému materidlu, ktery po centrifugaci muze
z peletu zasahovat do supernatantu. Poslednich
nékolik ml supernatantu mize byt nutné odstranit
ruéné Pasteurovou pipetou (nikoli podtlakovou
aspiraci), abyste zabranili nasati celého bunééného
peletu do odpadni nadoby.

Resuspendujte bunéény pelet podle popisu
v kroku 7.

Po kapkach pfidejte 3-4 ml cerstvého Carnoyova
fixaéniho roztoku (3 : 1).

Dopliite zbyvajicim fixaénim roztokem do 7 ml.
Opakujte kroky 16-19 u kazdé zkumavky.

. Nechte 10 minut odstat pfi pokojové teploté.

(Toto je prvni fixacni krok.)
Odstredujte zkumavky po dobu 8 minut pfi
1000 ot./min.

Aspirujte supernatant; ponechte pfiblizné 1 ml nad
bunéénym peletem. Resuspenduijte bunécny pelet.
Dopliite fixaénim roztokem do 7 ml. Odstredujte
zkumavky po dobu 8 minut pfi 1 000 ot./min.
(Druhy fixa¢ni krok.)

Opakujte kroky 22-23. (Treti fixacni krok.)

. V této chvili Ize fixované bunééné pelety ihned pouzit

k pFipravé sklicek podle standardniho protokolu
laboratofe nebo ulozit do chladnic¢ky (2-8 °C)
¢i mraznicky k budoucimu pouziti.

UCHOVAVANI A STABILITA
CHANG Marrow je tfeba do pouziti uchovavat zmrazené

pfi

teploté nizsi nez -10 °C. Pokud je skladovano

zmrazené, CHANG Marrow je stabilni do data exspirace
uvedeného na Stitku lahve. Po rozmrazeni Ize vSechen
nespotiebovany vyrobek rozdélit na dily pouzivané pfi
zpracovani a znovu zmrazit k pozdéj§imu pouZiti nebo
pevné uzaviit a skladovat po dobu az 30 dni pfi teploté
2-8 °C. Chraiite pfed fluorescencnim svétlem.

BEZPECNOSTNi OPATRENI A VAROVANI
Tento prostfedek je urcen k pouZiti pracovniky Skolenymi
v postupech, které zahrnuji indikovanou aplikaci,
pro kterou je prostredek uréeny.

CHANG Marrow obsahuje FBS a kondiciované médium
GCT a je tfeba s nim zachazet pfi dodrzeni vSeobecnych
laboratornich bezpeénostnich opatfeni. Médium
obsahuje k omezeni potencialu bakterialni kontaminace
antibiotikum (gentamicin-sulfét), ale pfi davkovani média
je vzdy tfeba pouzivat aseptické techniky. NepouZivejte
z4dné médium, které nema ¢ervenou barvu.
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Herhaal stap 9 t/m 11 voor elk buisje.

Laat, met behulp van een waterbad, de buisjes staan
bij 35-37 °C. Keer de buisjes eenmaal om wanneer
de 20 minuten van de timer voor de helft zijn
verstreken.

Aan het einde van de 20 minuten van de timer
verwijdert u de buisjes uit het waterbad en voegt
uaan elk buisje 1 ml verse 3:1 Carnoy’s fixeeroplossing
toe. Sluit elk buisje goed af met een dop en keer het
om. (Dit is de stap voorafgaand aan fixatie.)

Centrifugeer de buisjes 8 minuten op 1000 omw/min.

Aspireer het supernatant uit elk buisje en laat
ongeveer 1 ml boven de celpellet staan. Wees
voorzichtig dat u de pellet niet aspireert. Wees
voorzichtig met vezelig materiaal dat na het
centrifugeren vanuit de celpellet tot in het
supernatant kan reiken. Het kan nodig zijn om de
laatste paar ml supernatant handmatig met een
pasteurpipet te verwijderen (zonder vacuiimaspiratie)
om aspiratie van de gehele celpellet in de afvalbak
te voorkomen.

Resuspendeer de celpellet zoals beschreven
instap 7.

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

Voeg resterende fixeeroplossing toe tot 7 ml.
Herhaal stap 16 t/m 19 voor elk buisje.

. Laat gedurende 10 minuten staan bij kamer-

temperatuur. (Dit is de eerste stap van fixatie.)
Centrifugeer de buisjes 8 minuten op 1000 omw/min.

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

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

Herhaal stap 22 en 23. (Dit is de derde stap
van fixatie.)

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

BEWAREN EN STABILITEIT

Bewaar CHANG Marrow bevroren bij een temperatuur
lager dan -10 °C tot het moment van gebruik.
CHANG Marrow is stabiel tot de houdbaarheidsdatum

op

het etiket van de fles, mits het product ingevroren

wordt bewaard. Na ontdooien kan ongebruikt product
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. Bescherm
tegen fluorescentielicht.

VOORZORGSMAATREGELEN
EN WAARSCHUWINGEN

Dit

hulpmiddel is bedoeld voor gebruik door personeel

dat opgeleid is in procedures waaronder de aangegeven
toepassing waarvoor het hulpmiddel is bedoeld.

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

to each tube. Tightly cap and invert each tube. (This is
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Aspirate supernatant leaving about 1 mL above pellet.
Resuspend cell pellet.

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

Repeat steps 22 - 23. (Third fixative step).

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

STORAGE AND STABILITY

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

PRECAUTIONS AND WARNINGS

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

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

DEUTSCH

INDIKATIONEN

Das CHANG Marrow ist fir die Verwendung in der
Primérkultivierung klinischer humaner Knochen-
markkulturen fiir die Karyotypisierung und andere
Gentests auf verschiedene hamatologische
Erkrankungen vorgesehen.

PRODUKTBESCHREIBUNG

Das CHANG Marrow ist ein gebrauchsfertiges Medium,
bestehend aus IMDM mit FBS, HEPES-Puffer, L-Glutamin,
konditioniertem Riesenzelltumormedium (GCT),
rekombinantem Human-GM-CSF und Gentamicinsulfat.
Das CHANG Marrow ist fiir effizientes Wachstum von
Knochenmarkzellen fiir die zytogenetische Analyse
optimiert. Fiir die Kultivierung des Knochenmarks ist
keine vorherige Zugabe zusatzlicher Stoffe erforderlich.
CHANG Marrow enthéalt Gentamicinsulfat (50 mgl/l).
Bei Bedarf kénnen zusétzliche Antibiotika
hinzugefiigt werden.

INHALTSSTOFFE

Aminoséuren Proteine. Antibiotikum
Alanin Hormone und Gentamicinsulfat
Arginin Wachstumsfaktoren

Asparagin Fetales Andere
Asparaginséure  Kalberserum (FBS) Biotin

Cystin hrGM-CSF Riesenzelltumor-
Glutaminsaure konditioniertes
Glutamin Salze und lonen  Medium (GCT-CM)
Glycin Natriumchlorid
Histidin Natriumselenit Vitamine und.
Isoleucin Calciumchlorid Spurenelemente
Leucin Cholinchlorid Folsaure
Lysin Kaliumchlorid Nikotinamid
Methionin Kaliumnitrat Riboflavin
Phenylalanin Magnesiumsulfat ~ Thiamin
Prolin Natriumphosphat ~ Pantothens&ure
Serin Cobalamin
Threonin Puffer Pyridoxin
Tryptophan Natriumbicarbonat
Tyrosin HEPES Wasser
Valin Wasser fiir
Energiesubstrate j wecke
Glukose (WFI)
Pyruvat
Inositol
QUALITATSSICHERUNG

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

ERFORDERLICHE MATERIALIEN UND
HILFSSTOFFE (NICHT IM LIEFERUMFANG)

GEBRAUCHSANWEISUNG

I. Probenvorbereitung:

0,5 bis 1,0 ml natriumheparinisiertes Knochen-
markaspirat verwenden. Lithium-Heparin-, EDTA- oder
Citrat-Antikoagulanzien sind fiir zytogenetische Studien
nicht geeignet.

+ Wurden mehr als 5 ml Knochenmarkaspirat erhalten,
ist die Probe méglicherweise hdmodiluiert. Die Probe
8 Minuten bei 1.200 U/min herunterzentrifugieren,
um die Knochenmarkfraktion zu isolieren.

+  Wenn die Probe in einem Transportmedium geliefert
wurde, die Probe 8 Minuten bei 1.200 U/min
herunterzentrifugieren und das Transportmedium
(Uberstand) entfernen. Mit der am Réhrchenboden
verbliebenen herunterzentrifugierten Fraktion
beimpfen.

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

Il. Knochmarkkultur:
Alle KulturgefaRe mit Patientennamen, Probennummer
und Kulturtyp beschriften.

1. CHANG Marrow vor der Beimpfung mit Probe auf
Umgebungstemperatur bringen.

2. Jede Kultur mit einer geeigneten Probenmenge
beimpfen, um eine optimale Konzentration von
1x10° Zellen/ml oder 10x10° Zellen pro 10 ml Kultur
zu erhalten.

3. Jedes Labor st selbst fiir die Bestimmung der Anzahl
der anzusetzenden Kulturen in Abhangigkeit von
der klinischen Indikation des Patienten zustandig.
Bei Bedarf kdnnen zusatzliche Wachstumsfaktoren
hinzugefiigt werden.

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

Kulturentnahme:

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

2. Den Inhalt jeder Flasche in ein 15-ml-Zentrifugen-
rohrchen ibertragen.

3. In jedes Kulturrhrchen 40 pl Colcemid (10 pg/ml)
geben. Die Rohrchen fest verschlieRen und durch
Umdrehen behutsam mischen.

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

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

6. Anhand eines Absauggeréts mit Losemittelfalle
vorsichtig den Uberstand von jedem Rohrchen
absaugen. Darauf achten, dass kein Pellet
abgesaugt wird.
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Nach Ablauf des 20-Minuten-Zeitgebers die
Rohrchen aus dem Wasserbad nehmen und jedem
Réhrchen 1 ml frisches 3:1-Carnoy-Fixiermittel
zusetzen. Jedes Rohrchen fest verschlieRen und
umdrehen. (Dies ist der Schritt zur Vorbereitung der
Fixierung.)

.Die Réhrchen 8 Minuten bei 1.000 U/min

zentrifugieren.

. So viel Uberstand von jedem Rohrchen absaugen,

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

. Das Zellpellet wie in Schritt 7 beschrieben

resuspendieren.

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

zugeben.

. Restliches Fixiermittel auf bis zu 7 ml zugeben.
. Die Schritte 16-19 fiir jedes Rohrchen wiederholen.
. 10 Minuten lang bei Raumtemperatur stehen lassen.

(Dies ist der erste Fixierungsschritt.)

. Die Réhrchen 8 Minuten bei 1.000 U/min

zentrifugieren.

. So viel Uberstand absaugen, dass etwa 1,0 ml iiber

dem Pellet verbleibt. Das Zellpellet resuspendieren.

. Fixiermittel auf 7 ml zugeben. Die Réhrchen

8 Minuten bei 1.000 U/min zentrifugieren.
(Dies ist der zweite Fixierungsschritt.)

. Schritte 22-23 wiederholen. (Dies ist der dritte

Fixierungsschritt.)

. An diesem Punkt kénnen fixierte Zellpellets sofort

fiir die Objekttragerpréparation gemaR dem
Standardprotokoll des Labors verwendet oder zur
spateren Verwendung im Kiihlschrank (2-8 °C) oder
Gefrierschrank aufbewahrt werden.

LAGERUNG UND STABILITAT

Das CHANG Marrow sollte bis zur Verwendung unter
-10 °C tiefgekiihlt gelagert werden. Bei Tiefkiihllagerung
istdas CHANG Marrow bis zu dem auf dem Flaschenetikett
angegebenen Verfallsdatum stabil. Nach dem Auftauen
kann jegliches unbenutzte Produkt in Arbeitsaliquote
abgefiillt und zur spéteren Verwendung wieder eingefroren
oder fest verschlossen und bei 2-8 °C bis zu 30 Tage
gelagert werden. Keinem Fluoreszenzlicht aussetzen.

VORSICHTSMASSNAHMEN

UND WARNHINWEISE

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

7. Den Boden oder die Seite jedes Rohrchens mit dem

the Pre-Fixative step)

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

16. Aspirate supernatant from each tube, leaving about
1 mL above the cell pellet. Be careful to not aspirate
pellet. Be cautious of fibrous material that may extend
from the cell pellet up into the supernatant after
centrifugation. The last few mL of supernatant may
need to be removed by hand with a Pasteur pipette
(not using vacuum aspiration) to avoid aspirating the
entire cell pellet into the waste container.

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

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

19. Add remaining fixative up to 7 mL.

2

2
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Repeat steps 16 - 19 for each tube.

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

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

N
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INDICATION D’UTILISATION

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

DESCRIPTION DU DISPOSITIF

CHANG Marrow est un milieu prét a I'emploi composé
d’IMDM, contenant du SVF, un tampon d’HEPES,
de la glutamine L, un milieu conditionné de tumeur
a cellules géantes (TCG), du GM-CSF humain
recombinant et du sulfate de gentamicine. CHANG Marrow
a été optimisé pour favoriser la croissance efficace des
cellules de moelle osseuse lors de I'analyse cytogénétique.
La culture de la moelle osseuse ne nécessite I'ajout
d’aucun composant. CHANG Marrow contient du sulfate
de gentamicine (50 mg/l). D'autres antibiotiques peuvent
également étre ajoutés, le cas échéant.

COMPOSANTS
Acides aminés Sels et ions Antibiotique
Alanine Chlorure Sulfate de
Arginine de sodium gentamicine
Asparagine Sélénite
Acide aspartique  de sodium Autre
Cystine Chlorure Biotine
Acide glutamique ~ de calcium Milieu conditionné
Glutamine Chlorure de tumeur a cellules
Glycine de choline géantes (TCG)
Histidine Chlorure
Isoleucine de potassium Vitamines et oligo-
Leucine Nitrate éléments
Lysine de potassium Acide folique
Meéthionine Sulfate de Nicotinamide
Phénylalanine magnésium Riboflavine
Proline Phosphate Thiamine
Sérine de sodium Acide pantothénique
Thréonine Cobalamine
Tryptophane Tampons Pyridoxine
Tyrosine Bicarbonate
Valine de sodium Eau

HEPES Qualité WFI
Protéines,
hormones Substrats
et facteurs énergetiques
de croissance Glucose
Sérum de veau Pyruvate
foetal (SVF) Inositol
hrGM-CSF

ASSURANCE QUALITE

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

MATERIAUX ET EQUIPEMENT

NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS

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

2. Incubateur & CO, a 37 °C

3. Centrifugeuse de table

4. Vortex

5. Solution mére de Colcemid, 10 pug/ml

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

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

PREPARATION

Décongeler jusqu'au lendemain dans le réfrigérateur

(entre 2 et 8 °C), puis mélanger délicatement pour

garantir 'lhomogénéité. Répartir de fagon aseptique

10 ml de milieu dans des flacons de culture stériles

et équilibrer a 37 °C pour une utilisation immédiate.

DANSK

INDIKATIONER FOR ANVENDELSE

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

BESKRIVELSE AF PRODUKTET

CHANG Marrow er et brugsklart medium, der bestar
af IMDM med FBS, HEPES-buffer, L-glutamin,
keempecelletumor (Giant Cell Tumor, GCT) konditioneret
medium, rekombinant human GM-CSF og gentamicin-
sulfat. CHANG Marrow er optimeret il at stotte effektiv
vaekst af knoglemarvsceller til cytogenetisk analyse.
Det er ikke ngdvendigt at tilseette andre komponenter
inden dyrkning af knoglemarven. CHANG Marrow
indeholder gentamicinsulfat (50 mg/l). Der kan eventuelt
tilseettes ekstra antibiotika.

KOMPONENTER
Aminosyrer Proteiner, Anibiotikum
Alanin hormoner og Gentamicinsulfat
Arginin vaekstfaktorer
Asparagin Fotalt bovint serum Andet
Asparaginsyre (FBS) Biotin
Cystin hrGM-CSF Kaempecelletumor
Glutaminsyre konditioneret
Glutamin Salte og ioner medium (Giant cell
Glycin Natriumklorid tumor conditioned
Histidin Natriumselenit medium, GCT-CM)
Isoleucin Kalciumklorid
Leucin Kolinklorid Vitaminer og
Lysin Kaliumklorid sporelementer
Methionin Kaliumnitrat Folinsyre
Phenylalanin Magnesiumsulfat ~ Nicotinamid
Prolin Natriumfosfat Riboflavin
Serin Thiamin
Threonin Buffere Pantothensyre
Tryptofan Natriumbikarbonat = Cobalamin
Tyrosin HEPES Pyridoxin
Valin
Energisubstrater ~ Vand
Glukose Af kvalitet til
Pyruvat injektionsvaeske
Inositol
KVALITETSSIKRING

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

NODVENDIGE MATERIALER OG UDSTYR,
DER IKKE MEDFQLGER
1. Sterile centrifugerer og dyrkningskolber af plastic

2. CO,-inkubator ved 37 °C

3. Bordcentrifuge

4. Vortexmixer

5. Colcemid-stamoplgsning, 10 pg/ml

6. Kaliumkloridoplgsning, 0,075 M

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

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

POLSKI

PRZEZNACZENIE

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

OPIS WYROBU

Produkt CHANG Marrow to pozywka gotowa do uzycia,
w ktorej sktad wchodzi pozywka IMDM z FBS, bufor
HEPES, L-glutamina, pozywka Giant Cell Tumor (GCT)
Conditioned Medium, rekombinowany ludzki GM-CSF
i siarczan gentamycyny. Pozywke CHANG Marrow
zoptymalizowano pod katem wydajnego wzrostu
komérek szpiku kostnego do analizy cytogenetycznej.
Przed zatozeniem hodowli szpiku kostnego nie jest
konieczne dodawanie zadnych dodatkowych sktadnikow.
Pozywka CHANG Marrow zawiera siarczan gentamycyny
(50 mg/l). W razie potrzeby mozna doda¢ dodatkowe
antybiotyki.

SKLADNIKI

Aminokwasy Biatka, hormony  Antybiotyk

Alanina iczynniki wzrostu  Siarczan

Arginina Plodowa surowica  gentamycyny
Asparagina bydleca (FBS)

Kwas asparaginowy hrGM-CSF Inne

Cystyna Biotyna

Kwas glutaminowy Sole i jony Pozywka Giant cell
Glutamina Chlorek sodu tumor conditioned
Glicyna Selenian sodu medium (GCT-CM)
Histydyna Chlorek wapnia

Izoleucyna Chlorek choliny ~ Witaminy

Leucyna Chlorek potasu ipierwiastki $ladowe
Lizyna Azotan potasu Kwas foliowy

Metionina Siarczan magnezu  Nikotynamid
Fenyloalanina Fosforan sodu Ryboflawina
Prolina Tiamina
Seryna Bufory Kwas pantotenowy
Treonina Wodoroweglan sodu Kobalamina
Tryptofan HEPES Pirydoksyna
Tyrozyna
Walina Substraty Woda
energetyczne Woda o jakosci WFI
Glukoza
Pirogronian
Inozytol

ZAPEWNIANIE JAKOSCI

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

MATERIALY | WYPOSAZENIE WYMAGANE,

ALE NIEDOSTARCZONE

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

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

3. Wirdéwka laboratoryjna

4. Wytrzasarka

5. Roztwdr podstawowy kolcemidu, 10 ug/ml

6. Roztwér chlorku potasu, 0,075 M

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

PRZYGOTOWANIE DO UZYCIA

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

MODE D’EMPLOI

I. Préparation des échantillons :

Utiliser 0,5 a 1,0 ml d’aspirat de moelle osseuse
contenant de I'héparine sodique. L'héparine de lithium,
I'EDTA ou les anticoagulants a base de citrate ne
conviennent pas aux études cytogénétiques.

+  Si plus de 5 ml d'aspirat de moelle osseuse sont
prélevés, I'échantillon peut étre hémodilué. Isoler la
fraction de moelle osseuse de I'échantillon par
centrifugation a 1 200 tr/min pendant 8 minutes.

+  Sil'échantillon est livré dans un milieu de transport,
isoler I'échantillon par centrifugation & 1 200 tr/min
pendant 8 minutes et retirer le milieu de transport
(surnageant). Inoculer a I'aide de la fraction
résiduelle centrifugée au fond du tube.

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

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

1. Avant l'inoculation de I'échantillon, amener le
CHANG Marrow a température ambiante.

2. Inoculer chaque culture avec la quantité appropriée
d’échantillon pour obtenir une concentration
optimale de 1 x 10° cellules/ml ou 10 x 10° cellules
par 10 ml de culture.

3. Chaque laboratoire individuel doit déterminer le
nombre de cultures a préparer en fonction de
I'indication clinique du patient. D'autres facteurs
de croissance peuvent également étre ajoutés,
le cas échéant.

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

Collecte des cultures :

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

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

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

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

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

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

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

8. Lancer une minuterie de 20 minutes.

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

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

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

12. Répéter les étapes 9 a 11 pour chaque tube.

13. Laisser les tubes reposer dans un bain-marie entre
35 et 37 °C. Retourner les tubes une fois au milieu
de la minuterie de 20 minutes.

BRUGSANVISNING

I. Proveforberedelse:

Anvend 0,5 til 1,0 ml natriumhepariniseret knogle-
marvsaspirat. Lithiumheparin, EDTA eller citrat-
antikoagulanter er ikke velegnede til cytogenetiske
undersggelser.

+ Hvis der modtages mere end 5 ml knogle-
marvsaspirat, kan preven vaere blandet med blod.
Centrifuger praven ned ved 1.200 o/min. i 8 minutter
for at isolere knoglemarvsfraktionen.

+ Hvis preven ankommer i transportmedium,
centrifugeres praven ned ved 1.200 o/min. i 8 minutter,
og transportmediet (supernatant) fiernes. Indpod
resten af den nedcentrifugerede fraktion i bunden
af roret.

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

Il. Knoglemarvskultur:

Marker alle dyrkningsbeholderne med patientnavn,

pravenummer og kulturtype.

1. Bring CHANG Marrow til stuetemperatur, inden
preven indpodes.

2. Indpod hver kultur med en passende maengde prove
for at opna en optimal koncentration pa 1x10° celler/ml
eller 10 x 10° celler pr. 10 ml kultur.

3. Hvert enkelt laboratorium bestemmer antallet af
kulturer, der skal opseettes, afhaengigt af patientens
Kliniske indikation. Der kan eventuelt tilseettes ekstra
vaekstfaktorer.

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

Host af kulturerne:

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

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

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

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

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

6. Aspirer forsigtigt supernatanten ud af hvert ror ved
hjeelp af en vakuumaspirator med oplesnings-
middeludskiller. Pas pa ikke at aspirere pelleten.

7. Resuspender cellepelleten ved at banke let pa
bunden eller siden af hvert rer med fingeren.

8. Seet en timer til 20 minutter.

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

10. Luk reret teet til, og bland forsigtigt ved at banke let

pa bunden eller siden af roret med fingeren.

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

12. Gentag trin 9-11 for hvert rer.

13. Lad rerene sta i et vandbad ved 35-37 °C.

Vend rerene op og ned én gang ved midterpunktet
af timerens 20 minutter.

14. Ved slutningen af timerens 20 minutter tages rarene
op af vandbadet, og 1 ml frisk 3:1 Carnoys fikserings-
oplesning tilseettes hvert ror. Luk hvert ror teet til,
og vend det op og ned. (Dette er pree-fikseringstrinnet)

INSTRUKCJA UZYCIA

I. Przygotowanie probki:

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

z heparyna sodowa. Antykoagulanty, takie jak heparyna

litowa, EDTA lub cytrynian nie sg odpowiednie do badan

cytogenetycznych.

+ Jesli uzyskano wigcej niz 5 ml aspiratu szpiku
kostnego, probka moze by¢ rozciericzona krwia.
Wirowa¢ probke przy 1200 rpm przez 8 minut,
aby oddzieli¢ frakcje szpiku kostnego.

+ Jesli probke dostarczono w pozywce transportowej,
wirowac ja przy 1200 rpm przez 8 minut i usuna¢
pozywke transportowg (nadsacz). Posia¢ komorki,
uzywajac frakcji aspiratu pozostatej na dnie
probowki.

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

Il. Hodowla komérek szpiku kostnego:
Opisa¢ wszystkie naczynia hodowlane imieniem
i nazwiskiem pacjenta, numerem probki i typem hodowli.

1. Przed posiewem probki doprowadzi¢ pozywke
CHANG Marrow do temperatury otoczenia.

2. Posiac kazda hodowle, uzywajac odpowiedniej ilosci
probki, aby osiggna¢ optymalne stezenie réwne
1 x 10% komorek/ml lub 10 x 10° komérek na 10 ml
hodowli.

3. Kazde laboratorium powinno okreéli¢ liczbe
nastawianych hodowli w zalezno$ci od wskazania
klinicznego pacjenta. W razie potrzeby mozna doda¢
dodatkowe czynniki wzrostu.

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

Zbiér hodowli:

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

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

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

4. Inkubowac probowki w temperaturze 35-39°C przez
45 minut.

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

6. Ostroznie zaaspirowac nadsacz z kazdej probowki,
uzywajac aspiratora prézniowego z putapka
z rozpuszczalnikiem. Uwazac, aby nie zaaspirowac
osadu.

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

8. Uruchomi¢ minutnik ustawiony na 20 minut.

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

10. Dobrze zamkna¢ probowke i delikatnie wymieszac¢
jej zawarto$¢, stukajac placem w dno lub boczng
cze$¢ probowki.

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

12. Powtdrzy¢ kroki 9-11 dla kazdej probowki.

13. Whozy¢ probowki do tazni wodnej nastawionej na

temperature 35-37°C. Odwrdci¢ probowki jeden raz

po uptywie potowy czasu ustawionego na minutniku

(20 minut).

1.

2
3
4.
5.
6
7

Sterile Zentrifugenrdhrchen und Kulturflaschen aus
Kunststoff
CO,-Inkubator bei 37 °C

. Tischzentrifuge

Vortexmischer

Colcemid-Ansatzlésung, 10 pg/ml
Kaliumchloridldsung, 0,075 M
Fixierldsung, Methanol: Essigsaure (3:1)

VORBEREITUNG

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

14.

15.
16.

19
2
2

= o

2
2

SN

2

=

25.

26.

A la fin de la minuterie de 20 minutes, retirer les
tubes du bain-marie et ajouter 1 ml de solution de
fixation de Carnoy fraiche au 3:1 a chaque tube.
Boucher hermétiquement et retourner chaque tube.
(Il s’agit de I'étape de fixation préliminaire.)

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

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

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

. Ajouter 3 & 4 ml de solution de fixation de Carnoy

fraiche au 3:1 en goutte a goutte.

. Ajouter la solution de fixation restante jusqu'a 7 ml.
. Répéter les étapes 16 a 19 pour chaque tube.
. Laisser reposer pendant 10 minutes a température

ambiante. (Il s'agit de la premiére étape de fixation.)
Centrifuger les tubes pendant 8 minutes a 1 000 tr/min.

. Aspirer le surnageant en laissant environ 1 ml au-

dessus du culot. Remettre le culot de cellules en
suspension.

. Ajouter la solution de fixation jusqu'a 7 ml. Centrifuger

les tubes pendant 8 minutes a 1 000 tr/min.
(Deuxieme étape de fixation)

Répéter les étapes 22 a 23. (Troisiéme étape
de fixation)

A ce stade, les culots de cellules fixées peuvent
étre utilisés immédiatement pour la préparation
des lames conformément au protocole standard
du laboratoire ou conservés au réfrigérateur (entre 2
et 8°C) ou au congélateur pour utilisation ultérieure.

CONSERVATION ET STABILITE
CHANG Marrow doit étre conservé congelé a moins

de

-10 °C jusqu'a ce qu'il soit prét a étre utilisé.

CHANG Marrow est stable jusqu'a la date de péremption
indiquée sur I'étiquette du flacon lorsqu'il est conservé
conformément aux instructions. Aprés la décongélation,
tout produit non utilisé peut étre réparti dans des
aliquotes de travail et recongelé pour une utilisation
ultérieure ou le flacon peut étre bouché hermétiquement
et conservé entre 2 et 8 °C pendant 30 jours maximum.
Protéger de la lumiére fluorescente.

PRECAUTIONS ET MISES EN GARDE

Ce

dispositif est destiné a une utilisation par un

personnel formé aux techniques comprenant I'application
indiquée pour laquelle le dispositif est prévu.

CHANG Marrow contient du SVF et un milieu conditionné
de TCG et doit &tre manipulé en utilisant les précautions
d’usage universelles. Le milieu contient un antibiotique
(sulfate de gentamicine) pour réduire le risque de
contamination bactérienne, mais des techniques
aseptiques doivent toujours étre utilisées lors de sa
répartition. Ne pas utiliser le milieu s'il n'est pas de
couleur rouge.
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Centrifuger rerene i 8 minutter ved 1.000 o/min.

Aspirer supernatanten fra hvert rer, og efterlad ca.
1 ml over cellepelleten. Pas pa ikke at aspirere
pelleten. Udvis forsigtighed mht. fibrest materiale,
der kan straekke sig fra cellepelleten og op ind
i supernatanten efter centrifugering. De sidste par
ml supernatant skal muligvis fiernes med handen
med en Pasteurpipette (ikke med vakuumaspiration)
for at undga at aspirere hele cellepelleten ind
i affaldsbeholderen.

. Resuspender cellepelleten, som beskrevet i trin 7.

Tilseet drabevist 3-4 ml frisk 3:1 Carnoys fikserings-
oplesning.

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

Gentag trin 16-19 for hvert ror.

. Lad rerene sta i 10 minutter ved stuetemperatur.

(Dette er det farste fikseringstrin).

Centrifuger rgrene i 8 minutter ved 1.000 o/min.
Aspirer supernatanten, og efterlad ca. 1 ml over
cellepelleten. Resuspender cellepelleten.

Tilseet fiksering, op til 7 ml. Centrifuger rerene
i 8 minutter ved 1.000 o/min. (Andet fikseringstrin).

. Gentag trin 22-23. (Tredje fikseringstrin).
. Pa dette tidspunkt kan de fikserede cellepellets

straks anvendes til forberedelse af objektglas ifalge
laboratoriets standardprotokol eller opbevares
i koleskab (2-8 °C) eller fryser til senere anvendelse.

OPBEVARING OG STABILITET

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

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

CHANG Marrow indeholder FBS- og GCT-konditioneret
medium og skal handteres med universelle forholdsregler

for

laboratorier. Mediet indeholder et antibiotikum

(gentamicinsulfat) for at reducere risikoen for bakteriel
kontaminering, men der skal altid anvendes aseptiske
teknikker ved dispensering af mediet. Et medium,
der ikke er rgdt, ma ikke anvendes.
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Po uptywie 20-minutowego odliczania wyjaé
probowki z tazni wodnej i doda¢ po 1 ml $wiezo
przygotowanego (stosunek 3:1) roztworu
utrwalajacego Carnoy'a do kazdej probowki. Dobrze
zamknag i odwréci¢ kazda probowke. (Jest to krok
wstepnego utrwalania).

Wirowa¢ probowki przez 8 minut przy 1000 rpm.

Zaaspirowa¢ nadsgcz z kazdej probowki,
pozostawiajac okoto 1 ml roztworu nad osadem
komérkowym. Uwazac, aby nie zaaspirowac osadu.
Nalezy uwaza¢ na materiat wtoknisty, ktory po
odwirowaniu moze wystawac z osadu komérkowego
do nadsaczu. Aby unikna¢ zaaspirowania catego
osadu komérkowego do zbiornika na odpady,
moze by¢ konieczne reczne usunigcie ostatnich
kilku ml nadsaczu za pomocg pipety Pasteura
(nie korzystajac z aspiracji prozniowej).

Zawiesi¢ osad komorkowy zgodnie z opisem
w kroku 7.

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

. Uzupetni¢ pozostata objeto$¢ roztworem

utrwalajacym — do 7 ml.
Powtorzy¢ kroki 16-19 dla kazdej probowki.

. Pozostawi¢ probéwki w temperaturze pokojowej

na 10 minut. (Jest to pierwszy krok utrwalania).
Wirowa¢ probéwki przez 8 minut przy 1000 rpm.

. Zaaspirowa¢ nadsacz, pozostawiajac okoto 1 ml

roztworu nad osadem. Zawiesi¢ osad komdrkowy.
Doda¢ roztwér utrwalajacy do objetosci 7 ml.
Wirowa¢ probowki przez 8 minut przy 1000 rpm.
(Drugi krok utrwalania).

. Powtdrzy¢ kroki 22-23. (Trzeci krok utrwalania).

Na tym etapie mozna od razu uzy¢ utrwalonych
osaddw komaérkowych do przygotowania preparatow
zgodnie ze standardowym protokotem laboratorium
lub przechowywac osady w chtodziarce (2-8°C) lub
zamrazarce do pozniejszego uzytku.

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

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

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

Finger antippen, um Zellpellet zu resuspendieren.
8. Einen 20-Minuten-Zeitgeber starten.

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

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

. Tropfenweise 5-6 ml vorgewdrmter (35-37 °C)
hyptononer Lésung zugeben. Das Réhrchen fest
verschlieBen und umdrehen.

12. Die Schritte 9-11 fiir jedes Rohrchen wiederholen.

13. Die Rohrchen in einem Wasserbad bei 35-37 °C
stehen lassen. Nach Ablauf der Hélfte des

20-Minuten-Zeitgebers die Rohrchen einmal
umdrehen.

PORTUGUES

INDICAGAO DE UTILIZAGAO

0 CHANG Marrow destina-se a ser utilizado em cultura
priméaria de culturas clinicas de medula ssea humana
para cariotipagem e outros testes genéticos de varias
doengas hematolégicas.

DESCRIGAO DO DISPOSITIVO

O CHANG Marrow é um meio pronto a utilizar
constituido por IMDM, com FBS, tampdo HEPES,
L-glutamina, Giant Cell Tumor (GCT) Conditioned
Medium, Recombinant Human GM-CSF e sulfato de
gentamicina. O CHANG Marrow foi otimizado de modo a
suportar o crescimento eficiente de células da medula
6ssea para andlise citogenética. Sem adigdo de
quaisquer componentes antes de a cultura de medula
ossea ser necessaria. 0 CHANG Marrow contém sulfato
de gentamicina (50 mg/l). Se pretender, pode adicionar
mais antibioticos.

COMPONENTES

Aminodcidos Proteinas. Antibiético
Alanina hormonas e fatores Sulfato de
Arginina de crescimento gentamicina
Asparagina Soro bovino

Acido aspartico fetal (FBS) Outro

Cistina hrGM-CSF Biotina

Acido glutamico Giant cell tumor
Glutamina Sais e ibes conditioned medium
Glicina Cloreto de sédio  (GCT-CM)
Histidina Selenito de sodio

Isoleucina Cloreto de célcio ~ Vitaminas.
Leucina Cloreto de colina € oligoelementos

Lisina Cloreto de potassio Acido félico

Metionina Nitrato de potassio Nicotinamida
Fenilalanina Sulfato de magnésio Riboflavina
Prolina Fosfato de sodio ~ Tiamina
Serina Acido pantoténico
Treonina Tampdes Cobalamina
Triptofano Bicarbonato Piridoxina
Tirosina de sédio .
Valina HEPES Agua
Qualidade WFI
Substratos (a4gua plpreparagdes
energéticos injetaveis)
Glucose
Piruvato
Inositol

GARANTIA DE QUALIDADE

O resultado obtido pode ser influenciado por varios
fatores que incluam a origem dos espécimes,
as condigdes de cultura e a selegdo dos reagentes.
Antes da adogao em utilizagéo de rotina, os utilizadores
sdo aconselhados a analisar cada novo lote de reagente
em paralelo com material de referéncia de atividade
adequada conhecida. O desempenho de cada lote
de CHANG Marrow foi testado em culturas clinicas
de medula dssea num laboratdrio de citogenética clinica
por comparagao com um meio de controlo. Os resultados
estdo descritos no certificado de analise especifico
de cada lote.

MATERIAIS E EQUIPAMENTO

NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

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

2. Incubadora de CO, a 37 °C

3. Centrifugadora de bancada

4. Misturador de vortice

5. Colcemid Stock Solution, 10 pg/ml

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

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

PREPARAGAO PARA UTILIZAGAO
Descongele no frigorifico (2 °C-8 °C), durante a noite,
e depois misture suavemente para assegurar
a homogeneidade. Dispense asseticamente 10 ml
de meio em frascos de cultura estéreis e deixe atingir
0s 37 °C para utilizagao imediata.

suomi

KAYTTOAIHE

CHANG Marrow on tarkoitettu kéaytettavaksi ihmisen
luuytimen kliinisten primaariviljelmien karyotyypin
madrittamista ja erilaisten hematologisten sairauksien
muuta geneettistd testaamista varten.

VALINEEN KUVAUS

CHANG Marrow on kayttovalmis liuos, joka siséltaa
IMDM-elatusainetta ja naudan sikion seerumia, HEPES-
puskuria, L-glutamiinia, Giant Cell Tumor (GCT)
Conditioned Medium -liuosta, rekombinanttista ihmisen
GM-CSF-kasvutekijaa ja gentamysiinisulfaattia.
CHANG Marrow on optimoitu tukemaan tehokasta
luuydinsolujen kasvua sytogeneettista analyysia varten.
Minkaan ainesosan lisadmista ennen luuytimen viljelya
ei tarvita. CHANG Marrow sisaltda gentamysiinisulfaattia
(50 mg/l). Haluttaessa voidaan lisata muita antibiootteja.

AINESOSAT
Aminohapot Proteiinit, hormonit - Antibiootti
alaniini ja kasvutekijat gentamysiinisulfaatti
arginiini naudan sikién
asparagiini seerumi (FBS) Muut
asparagiinihappo  hrGM-CSF biotiini
kystiini osteoklastooma-
glutamiinihappo ~ Suolat ja ionit soluvilielmissa
glutamiini natriumkloridi kaytetty liuos
glysiini natriumseleniiti ~ (GCT-CM)
histidiini kalsiumkloridi
isoleusiini koliinikloridi Vitamiinit
leusiini kaliumkloridi ja hivenaineet
lysiini kaliumnitraatti foolihappo
metioniini magnesiumsulfaatti nikotiiniamidi
fenyylialaniini natriumfosfaatti riboflaviini
proliini tiamiini
seriini Puskurit pantoteenihappo
treoniini natrium- kobalamiini
tryptofaani bikarbonaatti pyridoksiini
tyrosiini HEPES _
valiini Vesi
Er ibstraatit  injektic
glukoosi tarkoitetun veden
pyruvaatti laatuinen
inositoli
LAADUNVARMENNUS

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

TARVITTAVAT MATERIAALIT JA
LAITTEISTOT, JOITA El TOIMITETA
MUKANA

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

3. Poytasentrifugi

4. Vortex-sekoitin

5. Colsemid-kantaliuos, 10 pg/ml

6. Kaliumkloridiliuos, 0,075 M

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

Sulatayén kaapissa (2-8 °C). Sekoita sitten varovasti
homogeenisen liuoksen takaamiseksi. Jaa aseptisesti
10 ml livosta steriileihin viljelypulloihin ja anna
tasapainottua 37 °C:seen valitonta kayttoa varten.

ROMANA

INDICATIE DE UTILIZARE

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

DESCRIEREA DISPOZITIVULUI

CHANG Marrow este un mediu gata pentru utilizare care
consta din IMDM, cu FBS, tampon HEPES, L-glutamina,
mediu conditionat pentru tumori cu celule gigant (GCT),
GM-CSF uman recombinant si sulfat de gentamicina.
CHANG Marrow a fost optimizat pentru a sustine
cresterea eficienta a celulelor din maduva osoasa pentru
analiza citogenetica. Nu este necesara adaugarea
niciunor alte componente inainte de cultivarea maduvei
osoase. CHANG Marrow contine suflat de gentamicina
(50 mg/L). Daca se doreste, se pot adauga antibiotice
suplimentare.

COMPONENTE
Aminoacizi Proteine, hormoni. Antibiotic
Alanind si factori de crestere Sulfat de
Arginina Ser fetal bovin gentamicind
Asparagina (SFB)
Acid aspartic hrGM-CSF Altul
Cistind Biotina
Acid glutamic Saruri si ioni Mediu conditionat
Glutamina Clorurd de sodiu  pentru tumori
Glicina Selenit de sodiu  cu celule gigant
Histidina Clorurd de calciu ~ (GCT-CM)
Izoleucind Clorura de colina
Leucind Clorurd de potasiu  Vitamine si
Lizind Azotat de potasiu ~ ligoelemente
Metioning Sulfat de magneziu Acid folic
Fenilalanina Fosfat de sodiu Nicotinamida
Prolina Riboflavina
Serina Solutii tampon Tiamina
Treonina Bicarbonat de sodiu Acid pantotenic
Triptofan HEPES Cobalamina
Tirozina Piridoxina
Valina Substraturi

energetice Apa

Glucoza Calitate WFI

Piruvat (water for injection)

Inozitol [apa sterild pentru

injectii]

ASIGURAREA CALITATII

Mai multi factori, printre care se numéra sursa de
specimene, conditiile de cultivare si selectia reactivilor,
pot influenta rezultatul obtinut. inainte de adoptarea
pentru utilizarea de rutina, utilizatorii sunt sfatuiti
sd ruleze fiecare lot de reactiv in paralel cu materialul
de referinta despre care se cunoaste ca actioneaza
adecvat. Fiecare lot de CHANG Marrow a fost testat
in privinta performantei pe culturile clinice de maduva
0soasa in comparatie cu un mediu de control intr-un
laborator de citogeneticd medicala independent.
Rezultatele sunt raportate intr-un certificat de analiza
specific pentru fiecare lot.

MATERIALE S| APARATURA NECESARE,

DAR NEFURNIZATE

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

2. Incubator cu CO, la 37 °C

3. Centrifuga de masa

4. Agitator vortex

5. Solutie stoc de Colcemid, 10 pg/mL

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

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

PREGATIREA PENTRU UTILIZARE

Dezghetati peste noapte la frigider (2 - 8 °C),

apoi agitati usor pentru a asigura omogenitatea.

Transferati aseptic 10 ml de mediu in vase de cultura

sterile si echilibrati la 37 °C pentru utilizarea imediata.

umfassen.

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

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

I. Preparagédo da amostra:

Utilize 0,5 mla 1,0 ml de aspirado de medula 6ssea com
heparina de sddio. Os anticoagulantes heparina de litio,
EDTA ou citratos ndo s&o adequados para estudos
citogenéticos.

+ Caso se receba mais de 5 ml de aspirado de
medula dssea, a amostra pode ficar hemodiluida.
Centrifugue o espécime a 1200 rpm durante
8 minutos, para isolar a fragdo da medula dssea.

+ Se o espécime chegar em meio de transporte,
centrifugue a 1200 rpm durante 8 minutos e retire
o meio de transporte (sobrenadante). Inocule,
utilizando a fragdo centrifugada restante no fundo
do tubo.

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

Il. Cultura de medula éssea:
Identifique todos os recipientes de cultura com o0 nome
do doente, o nimero de espécime e o tipo de cultura.

1. Antes de proceder a inoculagao do espécime, deixe
0 CHANG Marrow atingir a temperatura ambiente.

2. Inocule cada cultura com a quantidade adequada
de amostra para obter uma concentragédo ideal
de 1x10° células/ml ou 10 x 10° células por 10 ml
de cultura.

3. Cada laboratério deve determinar o nimero de
culturas a preparar dependendo da indicagao clinica
do doente. Se pretender, pode adicionar mais fatores
de crescimento.

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

Colheita de culturas:

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

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

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

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

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

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

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

8. Inicie um periodo de 20 minutos no temporizador.

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

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

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

12. Repita os passos 9 a 11 para cada tubo.

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

KAYTTOOHJEET

I. Naytteen valmistelu:

Kéyta 0,5-1,0 ml natriumheparinisoitua luuydin-
aspiraattia. Litiumhepariini, EDTA tai sitraatti-
antikoagulantit eivét sovi sytogeneettisiin tutkimuksiin.

+ Jos saadaan yli 5 ml luuydinaspiraattia, néyte saattaa
olla laimentunut verelld. Sentrifugoi néyte pohjaan
nopeudella 1200 rpm (8 minuuttia) luuydinndyteosan
eristamiseksi.

+ Jos nayte saapuu kuljetusliuoksessa, sentrifugoi
nayte pohjaan nopeudella 1 200 rpm (8 minuuttia)
ja poista kuljetusliuos (supernatantti). Siirrosta
kayttamalla jaljella olevaa, putken pohjalle
linkoutunutta osaa.

Kunkin laboratorion tulee katsoa lisdohjeet ndiden
tuotteiden kéyttda varten omista laboratoriokaytanto- ja
protokollaohjeistaan, jotka on kehitetty ja optimoitu
nimenomaan laboratorion omaa terveydenhuolto-
ohjelmaa varten.

Il. Luuytimen viljely:

Merkitse kaikkiin viljelyastioihin potilaan nimi,

naytenumero ja viljelytyyppi.

1. Anna CHANG Marrow -liuoksen tasapainottua
ymparistdn [dmpétilaan ennen néytteen siirostamista.

2. Siirrosta kuhunkin vilielmaén sopiva maara naytetta,
jotta saadaan optimaalinen pitoisuus 1 x 10 solua/ml
eli 10 x 10° solua 10 ml:n viljelmaa kohti.

3. Jokaisen yksittdisen laboratorion on maaritettava
aloitettavien viljelmien mééaré potilaan kliinisen
indikaation mukaisesti. Haluttaessa voidaan lisata
muita kasvutekijoita.

4. Inkuboi viljelmia 35-39 °C:ssa 5-8-prosenttisessa

CO,-ilmakehdssé, kunnes ne ovat valmiita
kerattaviksi.

Viljelmien kerdaminen:
Ota kerattavaksi valmis viljelma lampdkaapista ja
pydrita pulloa helldvaroen solujen suspendoimiseksi.

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

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

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

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

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

7. Suspendoi solupelletti uudelleen naputtelemalla
kunkin putken pohjaa tai kylkea sormella.

8. Kaynnista 20 minuutin ajastin.

9. Lisaa tipoittain 3-4 ml esilammitettyd (35-37 °C)

hypotonista liuosta (0,075 M kaliumkloridi).

Sulje korkki tiiviisti ja sekoita napsuttelemalla

hellavaroen putken pohjaa tai kylkea sormella.

o

. Lisaé tipoittain 5-6 ml esilammitettya (35-37 °C)
hypotonista liuosta. Sulje korkki tiiviisti ja
kaanna putki.

12. Toista vaiheet 9-11 kullekin putkelle.

13. Kayta vesihaudetta ja anna putkien seisté
35-37 °C:ssa. Kaanna putket kerran 20 minuutin
ajastimen keskikohdalla.

14. Kun 20 minuutin ajastus on paattynyt, poista putket
vesihauteesta ja lisdd 1 ml tuoretta Carnoyn
3:1-fiksatiivia kuhunkin putkeen. Sule tiiviisti korkilla
ja kéénna jokainen putki. (Tama on esifiksatiivivaihe.)

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

I. Pregétirea probei:

Folositi intre 0,5 si 1,0 mL de aspirat de maduva osoasa
pe heparina sodicé. Anticoagulantii pe baza de litiu
heparina, EDTA sau citrat nu sunt corespunzatori pentru
studiile citogenetice.

+ Daca s-au recoltat mai mult de 5 ml de aspirat
de maduva osoasa, proba poate fi hemodiluata.
Centrifugati proba la 1.200 rpm timp de 8 minute
pentru a izola fractia de maduva osoasa.

+ Daca proba soseste intr-un mediu de transport,
centrifugati proba la 1.200 rpm timp de 8 minute
si indepartati mediul de transport (supernatantul).
Inoculati folosind restul de fractie centrifugata de pe
fundul eprubetei.

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

Il. Cultivarea de maduvei osoase:
Etichetati toate vasele de cultura cu numele pacientului,
numarul probei si tipul de cultura.

1. Inainte de a inocula specimenul, aduceti
CHANG Marrow la temperatura ambianta.

2. Inoculati fiecare cultura cu cantitatea de proba
corespunzatoare pentru a obtine o concentratie
optimé de 1 x 10° celule/ml sau 10 x 10° celule la
10 ml cultura.

3. Fiecare laborator individual ar trebui sa stabileasca
numérul de culturi care trebuie realizate in functie
de indicatia clinica pentru pacient. Daca se doreste,
se pot adduga factori de crestere suplimentari.

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

Recoltarea culturilor:

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

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

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

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

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

6. Aspirati cu atentie supernatantul din fiecare
eprubeta, folosind un aspirator de vid, cu capcana
de dizolvant. Aveti grija sa nu aspirati peleta.

7. Resuspendati peleta de celule batand cu degetul
in partea de jos sau laterald a fiecarei eprubete.

8. Porniti un cronometru de 20 de minute.

9. Adaugati, picatura cu picétura, 3 - 4 ml de solutie
hipotonica (0,075 M clorura de potasiu) preincalzita
(35-37°C).

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

. Adaugati, picaturd cu picatura, 5 - 4 ml de solutie
hipotonica preincalzité (35 - 37 °C). Astupati ermetic
eprubeta si apoi rasturnati-o.

12. Repetati pasii 9 - 11 pentru fiecare eprubeta.

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

14. La sfarsitul perioadei de cronometrare de 20 de minute,
scoateti eprubetele din baia de apa si adaugati 1 ml
de fixativ Carnoy proaspat 3:1 in fiecare eprubeta.
Astupati ermetic si apoi rasturnati fiecare eprubeta.
(Acesta este un pas prefixativ.)

ITALIANO

INDICAZIONI PER L’USO

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

DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

CHANG Marrow € un terreno pronto all'uso composto da
IMDM (terreno Iscove modificato Dulbecco), con I'aggiunta
di siero bovino fetale, tampone HEPES, L-glutammina,
terreno condizionato da tumore a cellule giganti (GCT),
fattore stimolante le colonie granulocitarie-macrofagiche
(GM-CSF) ricombinante umano e gentamicina solfato.
CHANG Marrow ¢ stato ottimizzato per favorire un'efficace
crescita di cellule di midollo osseo per I'analisi citogenica.
Non € necessario aggiungere alcun altro componente
prima di avviare la coltura delle cellule di midollo osseo.
CHANG Marrow contiene gentamicina solfato (50 mg/l).
E possibile aggiungere ulteriori antibiotici, se lo si ritiene
necessario.

COMPONENTI
Aminoacidi Proteine, ormoni  Antibiotico
Alanina e fattori di crescita  Gentamicina solfato
Arginina Siero bovino fetale
Asparagina GM-CSF umano  Altro
Acido aspartico ricombinato Biotina
Cistina Terreno condizionato
Acido glutammico  Sali e ioni da tumore a cellule
Glutammina Cloruro di sodio  giganti (GCT-CM)
Glicina Selenito di sodio
Istidina Cloruro di calcio  Vitamine ed
Isoleucina Cloruro di colina  elementi in tracce
Leucina Cloruro di potassio Acido folico
Lisina Nitrato di potassio  Nicotinamide
Metionina Solfato Riboflavina
Fenilalanina di magnesio Tiamina
Prolina Fosfato di sodio  Acido pantotenico
Serina Cobalamina
Treonina TJamponi Piridossina
Triptofano Bicarbonato
Tirosina di sodio Acqua
Valina HEPES Qualita WFI (acqua
per iniezioni)
Substrati energetici
Glucosio
Piruvato
Inositolo

GARANZIA DI QUALITA

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

MATERIALI E STRUMENTI NECESSARI

ISTRUZIONI PER L’'USO

I. Preparazione del campione

Usare da 0,5 a 1,0 ml di aspirato midollare in eparina
sodica. La litio eparina, 'EDTA o gli anticoagulanti con
citrato non sono indicati per studi citogenetici.

Qualora si utilizzino piti di 5 ml di aspirato midollare,
il campione pu¢ essere emodiluito. Centrifugare
il campione a 1.200 giri/min per 8 minuti per isolare
la frazione di midollo osseo.

Se il campione arriva in un terreno di trasporto,
centrifugarlo a 1.200 giri/min per 8 minuti per farlo
depositare e rimuovere il terreno di trasporto
(surnatante). Inoculare usando la frazione depositata
restante sul fondo della provetta.

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

Il. Coltura di midollo osseo
Etichettare tutti i contenitori colturali con il nome del
paziente, il numero del campione e il tipo di coltura.

1.

Prima diinoculare il campione, portare CHANG Marrow
a temperatura ambiente.

Inoculare ogni coltura con la quantita di campione
appropriata a ottenere la concentrazione ottimale di
1x10° cellule/ml 0 10 x 10¢ cellule per 10 m! di coltura.

Ogni laboratorio dovra determinare il numero di
colture da predisporre, in funzione delle indicazioni
cliniche del paziente. E possibile aggiungere ulteriori
fattori di crescita, se lo si ritiene necessario.

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

Raccolta delle colture

1.

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

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

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

Incubare le provette a 35-39 °C per 45 minuti.
Dopo l'incubazione, centrifugare le provette per
8 minuti a 1.000 giri/min.

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

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

Avviare un intervallo di 20 minuti su un cronometro.
Aggiungere, goccia a goccia, 3-4 ml di soluzione
ipotonica (cloruro di potassio 0,075 M) preriscaldata
(35-37 °C).
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26.

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

Aspirare il supernatante da ciascuna provetta,
lasciando circa 1 ml sopra il pellet cellulare. Fare
attenzione sia a non aspirare il pellet che al materiale
fibroso che potrebbe estendersi dal pellet nel
surnatante dopo la centrifugazione. Potrebbe essere
necessario rimuovere gli ultimi ml di surnatante
mediante una pipetta Pasteur (non usare la pompa
a vuoto) per evitare di aspirare tutto il pellet nel
contenitore di scarto.

Risospendere il pellet cellulare come descritto
al punto 7.

. Aggiungere, goccia a goccia, 3-4 ml di fissativo

di Carnoy 3:1 appena preparato.

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

. Ripetere i passaggi 16-19 per ogni provetta.
. Lasciare riposare per 10 minuti a temperatura

ambiente (questo & il primo passaggio dell'uso del
fissativo).

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

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

. Aggiungere il fissativo sino a 7 ml. Centrifugare

le provette per 8 minuti a 1.000 giri/min (secondo
passaggio dell'uso del fissativo).

Ripetere i passaggi 22-23 (terzo passaggio dell'uso
del fissativo).

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

CONSERVAZIONE E STABILITA

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

PRECAUZIONI E AVVERTENZE

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

CHANG Marrow contiene terreno condizionato da
GCT e siero bovino fetale e deve essere maneggiato
secondo le normali precauzioni di laboratorio. Il terreno
contiene un antibiotico (gentamicina solfato) per ridurre
la potenziale contaminazione da batteri, tuttavia
€ necessario usare sempre tecniche in asepsi mentre

MA NON FORNITI

1.

2
3.
4.
5.
6
7

Provette di plastica sterili per centrifuga e fiasche
per coltura

Incubatore con CO, a 37 °C

Centrifuga da banco

Miscelatore Vortex

Soluzione stock di Colcemid, 10 pg/ml

Soluzione di cloruro di potassio, 0,075 M
Soluzione fissativa: metanolo:acido acetico (3:1)

PREPARAZIONE PER L’'USO

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

14.
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26.

Quando terminar o periodo de 20 minutos, remova
os tubos do banho-maria e adicione 1 ml de fixador
de Carnoy recém-preparado, numa proporgéo de
3:1, a cada tubo. Tape bem o tubo e inverta cada
um dos tubos. (Esta é a etapa de pré-fixagéo)

Centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.

Aspire o sobrenadante de cada tubo, deixando
cerca de 1 ml acima do pellet de células. Tenha
cuidado para ndo aspirar o pellet. Tenha atengéo ao
material fibroso que pode estender-se a partir
do pellet de células para cima, para o interior do
sobrenadante apés a centrifugagdo. Os ultimos
mililitros de sobrenadante podem ter de ser
removidos a mdo com uma pipeta de Pasteur
(ndo utilizar aspiragdo com vacuo) para evitar
aspirar todo o pellet de células para o recipiente
de residuos.

. Ressuspenda o pellet de células, tal como descrito

no passo 7.

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

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

Repita os passos 16 a 19 para cada tubo.

. Deixe repousar & temperatura ambiente durante

10 minutos. (Esta é a primeira etapa de fixagéo)

. Centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.

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

. Adicione o fixador até o volume total perfazer 7 ml.

Centrifugue os tubos durante 8 minutos a 1000 rpm.
(Segunda etapa de fixagéo)

Repita os passos 22 a 23. (Terceira etapa de fixagao)

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

CONSERVAGAO E ESTABILIDADE

O CHANG Marrow deve ser conservado congelado
a uma temperatura inferior a =10 °C até estar pronto
a utilizar. O CHANG Marrow é estavel até ao prazo
de validade indicado no rétulo do frasco, desde que
conservado congelado. Apds a descongelagao, qualquer
produto ndo usado pode ser dividido em aliquotas de
trabalho e recongelado para utilizagéo posterior, ou bem
tapado e conservado entre 2 °C e 8 °C durante um
periodo de até 30 dias. Proteger da luz fluorescente.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

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

O CHANG Marrow contém meio condicionado com FBS
e GCT e deve ser manipulado utilizando as precaugdes
laboratoriais universais. O meio contém um antibiotico
(sulfato de gentamicina) para reduzir o potencial
de contaminagdo bacteriana; contudo, ao dispensar
omeio, devem ser sempre utilizadas técnicas asséticas.
Néo utilize qualquer meio que nao tenha cor vermelha.
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Sentrifugoi putkia 8 minuuttia nopeudella 1 000 rpm.

. Aspiroi supernatantti jokaisesta putkesta. Jéta noin

1 ml nestettd solupelletin ylapuolelle. Varo, ettet
aspiroi pellettid. Varo saikeistd materiaalia, joka voi
ulottua solupelletistd ylés supernatanttiin
sentrifugoinnin jalkeen. Supernatantin viimeiset
muutamat millilitrat on ehka poistettava kasin
pasteurpipetilla (ei imuaspiraatiolla), jotta koko
solupelletin imeminen jateastiaan valtetaan.

Suspendoi solupelletti uudelleen vaiheessa 7
kuvatulla tavalla.

Lisaa tipoittain 3-4 ml tuoretta Carnoyn
3:1-fiksatiivia.

Lisaa loput fiksatiivista niin, ettd kokonaismaara on
enintaén 7 ml.

. Toista vaiheet 16-19 kullekin putkelle.
. Anna seistd 10 minuuttia huoneenlampdtilassa.

(Tama on ensimmainen fiksatiivivaihe.)

Sentrifugoi putkia 8 minuuttia nopeudella 1 000 rpm.
Aspiroi supernatantti jattden noin 1 ml nestettd
pelletin ylapuolelle. Suspendoi solupelletti
uudelleen.

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

. Toista vaiheet 22-23. (Kolmas fiksatiivivaihe.)

Fiksattuja solupellettejé voidaan téssé vaiheessa
kayttaa heti ndytelasin valmistamiseen laboratorion
vakiomenettelylla tai sailyttaa jadkaapissa (2-8 °C)
tai pakastimessa mydhempéaa kayttoa varten.

SAILYTTAMINEN JA STABIILIUS

CHANG Marrow on séilytettava pakastettuna
alle =10 °C:ssa, kunnes sita tarvitaan kayttéon.
CHANG Marrow -liuos on stabiilia pullon etikettiin
merkittyyn viimeiseen kayttdpaivaan saakka, kun liuosta

ailytetdan pakastettuna. Sulatuksen jalkeen kayttaméatta

jaanyt liuos voidaan jakaa tydskentelyeriin ja pakastaa
uudelleen mydhempaa kayttéa varten. Liuos sailyy
tiukasti korkilla suljettuna ja 2-8 °C:n lampétilassa
enintaan 30 paivaa. Suojaa loistevalaisimen valolta.

VAROTOIMET JA VAROITUKSET

Tama valine on tarkoitettu sellaisen henkildston
kéytettavaksi, joka on koulutettu menetelmiin, joihin
kuuluu vélineen tarkoitettu, kéyttdaiheen mukainen kaytto.

CHANG Marrow siséltaa naudan sikion seerumia ja
GCT-solujen viljelyssé kaytettya elatusainetta, ja sitd on
késiteltava laboratorion yleisia varotoimia noudattaen.
Liuos sisaltda antibioottia (gentamysiinisulfaatti)
bakteerikontaminaation mahdollisuuden vahentéamiseksi,
mutta liuosta jaettaessa on aina kaytettdva aseptisia
menetelmia. Ala kayta mitaan liuosta, joka ei ole
variltaén punaista.
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Centrifugati eprubetele la 1.000 rpm timp de
8 minute.

Aspirati supernatantul din fiecare eprubeta, lasand
cam 1 ml peste peleta de celule. Aveti grija sa
nu aspirati peleta. Fiti atenti la materialul fibros
care este posibil sa se extinda din peleta de celule
n supernatant dupa centrifugare. Poate fi necesar
sa se indeparteze ultimii cativa mL de supernatant
cu o pipetd Pasteur (fara a folosi aspirarea cu vacuum)
pentru a evita aspirarea intregii pelete de celule in
recipientul pentru reziduuri.

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

Adéugati, picatura cu picatura, 3 - 4 ml de fixativ
Carnoy proaspét 3:1.

Adaugati restul de fixativ pané la 7 ml.
Repetati pasii 16 - 19 pentru fiecare eprubeta.

. Lasati sa stea 10 minute la temperatura camerei.

(Acesta este primul pas fixativ.)

Centrifugati eprubetele la 1.000 rpm timp de
8 minute.

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

. Adaugati fixativ pana la 7 ml. Centrifugati eprubetele

la 1.000 rpm timp de 8 minute. (Al doilea pas fixativ.)

. Repetati pasii 22 - 23. (Al treilea pas fixativ.)

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

DEPOZITARE $I STABILITATE

CHANG Marrow ar trebui depozitat congelat sub -10 °C
pana cand este gata de utilizare. CHANG Marrow
este stabil pana la data de expirare indicatd pe
eticheta flaconului cand este depozitat congelat.
Dupa dezghetare, orice produs neutilizat poate fi
transferat in parti alicote de lucru si recongelat pentru
utilizare ulterioara sau inchis ermetic si depozitat
la o temperaturd de 2 - 8 °C timp de pana la 30
de zile. Protejati de lumina fluorescenta.

PRECAUTII $1 AVERTISMENTE
Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat de catre
personal instruit in proceduri care includ intrebuintarea
pentru care a fost conceput dispozitivul.

CHANG Marrow contine mediu conditionat FBS si GCT
si ar trebui manipulat cu precautii universale pentru
laborator. Mediul contine un antibiotic (sulfat de
gentamicina) pentru a se reduce potentialul de
contaminare bacteriana, dar ar trebui folosite
intotdeauna tehnici aseptice la transferarea mediului.
Nu folositi niciun mediu care nu are culoarea rosie.

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

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

12. Ripetere i passaggi 9-11 per ogni provetta.

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

14. Alla fine dell'intervallo di 20 minuti sul cronometro,
estrarle dal bagno d’acqua e aggiungere 20 ml di
fissativo di Carnoy 3:1 appena preparato a ciascuna
provetta. Chiudere bene la provetta e capovolgerla.
(Questo & il passaggio preliminare dell'uso del
fissativo.)

EAAHNIKA

ENAEI=H XPHIHZ

To CHANG Marrow mpoopiletal yia xpion otnv
TpwToyeV KaAAIEpYEIa KAIVIKWV KaAAIEpYEIOV
avBpPWTTIVOU PUEAOU TWV OCTWV Yia KAPUOTUTIOTIOINON
Kal GANEG VEVETIKEG EGETATEIS yIa SIAQOPES QIPATONOYIKES
SlaTapayeg.

NEPIFPA®H THEZ ZYZKEYHZ

To CHANG Marrow eivai éva €To1po yia xprion péao mou
amoreAeital amd IMDM, pe FBS, pubuioTikd didAupa
HEPES, L-yhoutapivn, Giant Cell Tumor (GCT)
Conditioned Medium, avaguvduagpévo avBpwmivo
GM-CSF kai Benkn yevrapukivn. To CHANG Marrow éxel
BeATioToTOINBE YIa TNV UTTOOTAPIEN TG ATTOTEAETPATIKAG
avamTugng KUTTdpwy pueAol Twv 00TWV Yid
KUTTAPOYEVETIK avdAuan. Aev amaiteital mpoahkn
otoloudfTroTe cuaTtatikoU TpIv amd Tnv KaAAiépyeia
TOU puehol Twv ooTwv. To CHANG Marrow Tepiéxel
Benkn yevrapukivn (50 mg/L). Mmopeite va mpoaBéoete
OUPTTANPWHATIKA avTIBIOTIKG Qv TO ETIBUpEITE.

ZYITATIKA
Auvo&a Mpwreiveg, opudveg  Evepyelakd
Ahavivn Kal augnTiKoi UTIOOTpWHATA
Apyivivn TIaPAYOVTEG FAukéln
AcoTapayivn Opog amé éuppuo  MupoaTaguAikd
AcTrapTikd 0§0 Booeidiv (FBS)  IvooimoAn
Kuotivn hrGM-CSF
Mhoutapiké o0 AvriBiorikd
houtapivn Ahata kai 16via  OelKn yeviapukivn
TAukivn XAwpioUxo varpio
lomidivy Tehqvik vérpio  AMa
looAeukivn XAwpiouxo Biorivn
Aeukivn aopéoTio Giant cell tumor
Auaivn Xhwpiolxog xohivn conditioned medium
MeBeiovivn XhwploUyo kahio  (GCT-CM)
®aivulahavivn NiTpikd kGAio )
MpoAivn Oeiké payviolo  Biauiveckar
Tepivn Dwopopikd varpio IXVOOTOIXEID
@peovivn DUANIKO 0§U
Tputrogavn Pubuiotika. Nikomvapidn
Tupoaivn Siahopara PiBogAapivn
Bahivn ArrTavBpakiké Oeiapivn
vampio MavtoBeviké 0§y
HEPES KoBaAapivn
Mupdogivn
Nepd
MoiémTa evéaipou
Udarog (WFI)

AIAZ®AAIZH MOIOTHTAZ

To amotéAeopa ou AauBAaveTal PTropei va emmpeacTei
amd S1apopoug TapAyovTeg, OTTWG N TTPOEAEUDN TwV
Selypdtwy, ol ouveikeg kaANiEpyelag kal n emiAoyn
avtidpaaTnpiwy. Mpoteivetal o1 XpAoTeG va avaAlouv
k@B véa maptida avridpaaTnpiwy TapdAAnAa pe uhikd
avagopag yvwaThg, karaAAnAng dpaaTikéTnTag, TPIV
amd mv uloBéman oe xprion poutivag. Kabe maptida
CHANG Marrow éxel eheyxBei yia Tnv amddoar g o€
KAIVIKEG KAANIEPYEIEG HUEAOU TwV 0OTWV O€ avesaptnTo
£pYacTAPIO KAIVIKAG KUTTUPOYEVETIKAG OE GUYKPION HE
éva péoo eAéyxou. Ta amoteAéopara avagépovial o€
MatomoinTikd AvéAuong €181k6 avd maptida.

AMNAITOYMENA YAIKA KAl EEOMNAIZMOZX

NOY AEN NMAPEXONTAI

1. MAAOTIKG, aTOOTEIpWHEVA TWANVAPIA QUYOKEVTPOU
Kal PTroukaAdkia KaAAigpyelag

2. EmwaoThpag CO, aToug 37 °C

3. Emipamédia QuyoKevTpog

4. Avapiktng atpoBIAiopol

5. AmoBeparikéd diaAupa koAaepidng, 10 pg/mL

6. AidAupa xAwprolyou kahiou, 0,075 M

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

NPOETOIMAZIA XPHZHZ

AmoyU¢Te kara Tn didpkela TNG vOXTAG OTO YUyEio
(2 - 8 °C) kar 0Tn ouVéXEla avapigre ATTIA, WOTE va
S100@aAieTal n opoyéveld Tou. AlQVEipETe P AoNTITEG
ouvlnkeg 10 mL péoou o aToOTEIPWUEVT PTTOUKAAAKIT
kaAAigpyerag kal 10oppotaTe aToug 37 °C yia
Gueon xpron.

LATVISKI

LIETOSANAS INDIKACIJA

Barotne ,CHANG Marrow” ir paredzéta lietoSanai
kltnisko cilveka kaulu smadzenu kultdru primaraja
kultivésana, lai veiktu kariotipu noteikS8anu un citus
genétiskos testus dazadu hematologisku traucgjumu
gadijuma.

IERICES APRAKSTS

L,CHANG Marrow” ir lieto$anai gatava barotne, kas sastav
no IMDM ar liellopu embriju serumu (FBS), HEPES
bufera, L-glutamina, gigantiska $tnu audzéja (GCT)
$tnu iedarbiba kondicionétas barotnes un rekombinanto
cilvéka GM-CSF un gentamicina sulfata. ,CHANG Marrow”
ir optimizéta, lai veicinatu efektivu kaulu smadzenu $tnu
augsanu citogenétisku analizu veik$anai. Pirms kaulu
smadzenu $anu kultivé$anas nav nepiecieSama citu
sastavdalu pievieno$ana. ,CHANG Marrow” satur
gentamicina sulfatu (50 mg/l). Ja vélams, var pievienot
papildu antibiotikas.

SASTAVDALAS

Aminoskabes Proteini, hormoni ~ Antibiotikas
Alanins un augsanas faktori Gentamicina sulfats
Arginins Liellopu embriju

Asparagins serums Citas
Asparaginskabe  (fetal bovine Biotins

Cistins serum — FBS) Gigantisko
Glutaminskabe hrGM-CSF $0nu audzéja
Glutamins $0nu iedarbiba
Glicins Sali un joni kondicionéta
Histidins Natrija hlorids barotne (GCT-CM)
Izoleicins Natrija selentts

Leicins Kalcija hlorids Vitamini un.
Lizins Holina hlorids mikroelementi
Metionins Kalija hlorids Folijskabe
Fenilalanins Kalija nitrats Nikotinamids
Prolins Magnija sulfats Riboflavins
Serins Natrija fosfats Tiamins
Treonins Pantoténskabe
Triptofans Buferi Kobalamins
Tirozins Natrija bikarbonats ~Piridoksins
Valins HEPES

Udens

Energijas substrati Injekciju Gdens
Glikoze (WFI) kvalitate
Piruvats
Inozitols

KVALITATES NODROSINASANA

leglto rezultatu var ietekmét vairaki faktori, tostarp
paraugu ieguves avots, kultivéSanas apstakli un
reagentu izvéle. Pirms apstiprinasanas izmanto$anai
ikdienas praksé lietotajiem ir ieteicams izméginat ikvienu
jaunu reagenta partiju, paraléli lietojot salidzinamo
materialu, kura iedarbiba ir zinama un piemérota. Katras
L,CHANG Marrow” sérijas iedarbiba ir testéta kiiniskas
kaulu smadzenu kultiras neatkarigd kliniskas
citogenétikas laboratorija, salidzinot to ar kontrolbarotni.
Rezultati tiek zinoti katrai partijai Tpasa analizes
sertifikata.

NEPIECIESAMIE, BET NEIETVERTIE

MATERIALI

1. Sterili centrifugas plastmasas stobrini un kultras
flakoni

2. CO, inkubators 37 °C temperatira

3. Laboratorijas galda centrifuga

4. Virpulmaisitajs

5. Standartskidums ,Colcemid” 10 pg/ml

6. Kalija hlorida $kidums 0,075 M

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

SAGATAVOSANA LIETOSANAI

Uz nakti atstajiet atlaidinaties ledusskapi (2-8 °C),

tad uzmanigi samaisiet [1dz viendabigai konsistencei.

Aseptiski dozejiet 10 ml barotnes sterilos kultaras

flakonos un nostabilizéjiet 37 °C temperatara talitejai

izmanto$anai.

SVENSKA

INDIKATIONER

CHANG Marrow ar avsett for anvandning vid primérodling
av kliniska humana benmargskulturer fér karyotyp-
bestamning och andra genetiska tester av olika
hematologiska stérningar.

PRODUKTBESKRIVNING

CHANG Marrow &r ett medium som ar fardigt att anvandas
och bestar av IMDM med FBS, HEPES-buffert, L-glutamin,
GCT-konditionerat medium (Giant Cell Tumor),
rekombinant humant GM-CSF samt gentamicinsulfat.
CHANG Marrow har optimerats for att framja en effektiv
véxt av benmérgsceller for cytogenetiska analyser. Inga
andra komponenter behover tillséttas fore odling av
benméarg. CHANG Marrow innehaller gentamicinsulfat
(50 mg/l). Ytterligare antibiotika kan tillsattas om sa 6nskas.

KOMPONENTER
Aminosyror Proteiner, hormoner Antibiotikum
Alanin samt tillvéxtfaktorer Gentamicinsulfat
Arginin Fetalt bovint serum
Asparagin (FBS) Ovrigt
Asparaginsyra hrGM-CSF Biotin
Cystin GCT-konditionerat
Glutaminsyra Salter och joner  medium (Giant cell
Glutamin Natriumklorid tumor, GCT-CM)
Glycin Natriumselenit
Histidin Kalciumklorid Vitaminer och
Isoleucin Kolinklorid sparamnen
Leucin Kaliumklorid Folsyra
Lysin Kaliumnitrat Nikotinamid
Metionin Magnesiumsulfat ~ Riboflavin
Fenylalanin Natriumfosfat Tiamin
Prolin Pantotensyra
Serin Buffertar Kobalamin
Treonin Natriumbikarbonat ~ Pyridoxin
Tryptofan HEPES
Tyrosin Vatten
Valin Energisubstrat Vatten for injektion
Glukos (WFI)
Pyruvat
Inositol
KVALITETSSAKRING

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

MATERIAL OCH UTRUSTNING SOM
KRAVS MEN INTE MEDFOLJER

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

Bankcentrifug

Vortexblandare

Colcemid stamldsning, 10 pg/ml
Kaliumkloridlésning, 0,075 M
Fixeringsldsning, metanol:attiksyra (3:1)

No oA WN

BEREDNING FOR ANVANDNING

Tina mediet 6ver natten i kylskap (2-8 °C) och blanda
det sedan forsiktigt for att sakerstélla att det ar homogent.
Dispensera aseptiskt 10 ml medium i sterila odlingsflaskor
och ekvilibrera till 37 °C for omedelbar anvéndning.

BRUKSANVISNING

I. Provberedning:

Anvand 0,5-1,0 ml benmérgsaspirat hepariniserat med
natriumheparin. Litiumheparin, EDTA eller citrathaltiga
antikoagulantia ar oldmpliga for cytogenetiska
undersokningar.

+ Ommer an 5 ml benmargsaspirat erhalls kan provet
vara uppblandat med blod. Centrifugera ned provet
vid 1 200 rpm under 8 minuter for att isolera
benmérgsfraktionen.

si dispensa il terreno. Non utilizzare il terreno qualora
non si presenti di colore rosso.

OAHFIEZ XPHZIHZ

I. MposTolpacia delypdTwyv:

Xpnaipotoifote 0,5 éwg 1,0 mL uAikoU avappdenang
pueAol TwV 00TWV We NTTapIVIaEVO VATpIo. H napivn
NiBiou, T0 EDTAT Ta KITPIKG QVTITINKTIKG €ivar akatdAAnAa
VIO KUTTOPOYEVETIKEG PEAETEG.

+ Eav AngBolv mepioaodtepa amd 5 mL Tou UAIKOU
avappdenong Tou puehol Twv o0TWY, To deiypa
pTopei va gival apaiwpévo e aipa. GuyokevipioTe
10 deiypa oTig 1.200 0.a.A. yia 8 AemTd, yia va
QTTOPOVWOETE TO KAAOHA TOU PUEAOU TWV OOTWV.

+ Edv 10 deiypa mapaAngBei oe péoo peTagopds,
QuyokevTpiaTe T deiypa oTig 1.200 o.a.A. yia 8 Aetrta
Kal aQaIPECTE TO PECO PETAPOPAS (UTTEPKEIPEVO).
EvogBaApioTe xpnoipotolwviag 1o umdAoimo
(UYOKEVTPITPEVO KAAOUA TTOU UTTAPXEl OTO KATW
pépog Tou cwAnvapiou.

T'a Tp6oBeTEG ACTITOPEPEIEG OXETIKG JE TN XPAON TWV
TPOiOVTWY auTwv, KaBe epyaaTipio Ba Tpémel va
oupBouAeUETal TIG SIKEG TOU EpyaTTNPIaKEG DIadIKATiEg
Kal TTpWTOKOAAQ, Ta oTroia €xouv avamTuxBei kal BeATIO-
ToTroINBEi €151KA YIa TO BIKG TOU 1ATPIKG TTPOYPAPUA.

Il. KaAAiépyeia pueAol TwV 00TWV:
Emaonuavete 6Aa Ta doxeia kahigpyeiag e To Gvopa
10U aoBevolg, Tov apiBué deiypaTog kai Tov TUTTo Tng
kaAAigpyelag.

1. Npiv amé Tov evopBaAuioud Tou deiypatog, GéPTE
10 CHANG Marrow o€ Beppokpacia mepiBaAhovrog.

2. Evogbahpiote kdBe KaAMiEpyela pe TNV KaTaAAnAn
ToodTnTa deiypaTog, yia va emTUXETe TN BEATIOT
ouykévtpwan 1 x 10° kutrapwv/mL i 10 x 10° kuTTGipwv
avd 10 mL kahAiépyeiag.

3. Kdabe pepgovwyévo epyaatipio Ba mpémel va
Tpoadiopioel Tov apiBud Twv KaAAiepyelwy Tou Ba
TIapackeudoel, avaloya pe TV KAIVIKNA €vOeign Tou
aoBevoug. Mmopeite va TpooBéaete TPOTBETOUG
augnTikoUg TTapAyovTeG av To emBUEiTE.

4. Emwdote Tig kahigépyeieg atoug 35 - 39 °C,
ot arpdagaipa 5 - 8% CO,, £wg OTou eivan £ToIpeg
yia guMoyn.

ZuAAoyn KaAAIgpYEIQV:

1. Agaipéote TV KaMiépyela TTou gival €Toiun yia
ouhhoyr amd Tov ETwacTApa Kal TEPISIVIOTE TO
HTTOUKOAAKI PE ATTIEG KIVATEIG, WOTE va emavaAngBei
N EVaIWPENON TWV KUTTAPWY.

2. Metagépete 10 TepIEXOPEVO TOU EXEl KGBE
pTroukaAdki o€ awAnvapio guyokévipou Twv 15 mL.

3. MpooBéate 40 pL amoBepatikol diaAlparog
koAoepidng (10 pg/mL) oe kGBe owAnvapio
KaAiEpyeiag. Mwpatiote aQIKTd Ta cwAnvapia kai
avayigre pe ATMES KIVATEIG, JE avaoTpoQH.

4. Emwaote Ta owAnvapia atoug 35 - 39 °C yia
45 Aertd.

5. Metd TV ETWaON, QUYOKEVTPIOTE T CWANVApIA yia
8 Aerrtd@ omig 1.000 o.auA.

6. Avappo@raTe TIPOTEKTIKA TO UTIEPKEIEVO TTO KABE
OwANVApIO XpPNaIHOTIOIWVTAG avappdgnan Kevol
pe ayida d1aAuTn. Mpooédte va pnv avappopAoeTe
T0 CUOOWHATWHA.

7. EmavaldBete TNV evaiwpnaon Tou KUTTAPIKOU
OUCOWHATWHATOG KTUTIWVTAG EAAQPA e TO SAKTUAD
Tov TTUBPéVa ) To TTAAVO ToiXWwua KGBE cwAnvapiou.

8. ZekivioTe xpovopétpnan 20 AeTITwv.

9. TMpooBéate pe popor atayévwy 3 - 4 mL mpoBep-
paopévou (aToug 35 - 37 °C), uTrotovikoU SiaAUpaTog
(0,075 M xAwpiouxou kaAiou).

10. NwpatioTe 0QIKTG TO CWANVAPIO KaI avayi§Te pe
ATIEG KIVAOEIG, KTUTTWVTAG EAAPPA pE TO BAKTUAO
Tov TTUBpéva i To TAaivé Toiwpa Tou cwAnvapiou.

. Mpoaobéate pe poper ataydvwy 5 - 6 mL mpoBep-
paopévou (aToug 35 - 37 °C), utrotovikoU dlaAUpaTog.
MwparioTe aQIKTE 10 CWANVAPIO KAl AVACTPEYTE TO
owAnvapio.

12. Emavahapere Ta Bripara 9 - 11 yia kdbe owAnvapio.

LIETOSANAS NORADIJUMI

I. Parauga sagatavosana

izmantojiet 0,5 I1dz 1,0 ml ar natriju heparinizéta kaulu

smadzenu aspirata. Litija heparins, EDTA vai citratus

saturosi antikoagulanti nav pieméroti citogenétiskiem
pétijumiem.

+ Ja sanemts vairdk neka 5 ml kaula smadzenu
aspirata, paraugs var bat ar saskidrinatam asinim.
Centrifugéjiet paraugu ar atrumu 1200 apgr./min
8 mindtes, lai izol&tu kaulu smadzenu frakciju.

+ Japaraugs ticis piegadats transporté$anas barotng,
8 mindtes centrifugéjiet to ar atrumu 1200 apgr./min
un atdaliet transporté$anas barotni (centrifugatu).
Inokulgjiet, izmantojot atliku$o centrifugéto frakciju
stobrina apaksa.

Papildu informacija par $o produktu lietoSanu meklejama
katras laboratorijas procedtru aprakstos un protokolos,
kas Tpa$i izstradati un optimizéti individualajai
medicTniskajai programmai.

Il. Kaulu smadzenu kultara
Markegjiet visus kultiras traukus ar pacienta vardu,
uzvardu, parauga numuru un kultdras veidu.

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

2. Katra kultara inokulgjiet atbilstoSu parauga
daudzumu, lai sasniegtu optimalo koncentraciju
1x 10° $0nas/ml vai 10 x 10° $nas uz 10 ml kultdras.

3. Sagatavojamo kultdru skaits katrai laboratorijai
janosaka atbilstigi pacienta kliniskajai indikacijai.
Ja nepiecieSams, var pievienot arT papildu augSanas
faktorus.

4. Kultdras inkubgjiet 35-39 °C temperatira un 5-8%
CO, atmosfera, I1dz tas ir gatavas ievaksanai.

Kultivéta materiala ievaksana

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

2. Pamesiet katra flakona saturu uz 15 ml centrifigas
stobrinu.

3. Katra kultdras stobrina pievienojiet 40 ul kolcemida
standartskiduma (10 pg/ml). Stobrinus ciesi aizvakojiet
un saturu samaisiet, stobrinus uzmanigi apvérsot.

4. Stobrinus inkubgjiet 35-39 °C temperatira
45 mindtes.

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

6. No katra stobrina, izmantojot vakuuma nosiicéju ar

Jauzmanas, lai neatsiktu lodtti.

7. Atkartoti suspendgjiet $tnu loditi, ar pirkstu pasitot
pa katra stobrina dibenu vai saniem.

8. Palaidiet 20 minasu taimeri.

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

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

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

12. 9.-11. darbibu veiciet katram stobrinam.

13. Stobrinus atstajiet tdens peldé 35-37 °C
temperatdra. Tiklidz pienacis 20 minas$u taimera
puslaiks, stobrinus apvérsiet.

14. 20 mindsu taimera beigas stobrinus iznemiet no
udens peldes un pievienojiet 1 ml svaiga ,Carnoy”
fiksacijas $kiduma proporcija 3:1. Katru stobrinu
ciesi aizvakojiet un apvérsiet. (ST darbiba javeic
pirms fiksacijas.)

+ Om provet anlénder i transportmedium, centrifugera
ned provet vid 1 200 rpm under 8 minuter och
avlagsna transportmediet (supernatanten). Anvand
den kvarvarande nedcentrifugerade fraktionen
i botten av roret for utsadd.

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

Il. Benmaérgsodling:
Mark alla odlingskarl med patientens namn, provnummer
och typ av kultur.

1. Lat CHANG Marrow uppna rumstemperatur fore
utsadd av provet.

2. Inokulera varje kultur med en l&mplig méngd prov
sa att en optimal koncentration pa 1 x 10° celler/ml
eller 10 x 108 celler per 10 ml kultur uppnas.

3. Varje enskilt laboratorium bér faststélla antalet
kulturer som ska forberedas beroende pa den
kliniska indikationen. Ytterligare tillvaxtfaktorer kan
tillsattas om sa 6nskas.

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

Skorda kulturerna:

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

2. Overfor varje flaskas innehall till ett 15 ml
centrifugror.

3. Tillsatt 40 pl Colcemid-stamldsning (10 pg/ml) till
varje rér med kultur. Forslut réren noga och blanda
forsiktigt genom vandning.

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

5. Centrifugera roren efter inkuberingen i 8 minuter vid
1000 rpm.

6. Aspirera supernatanten forsiktigt fran varje ror med
hjélp av en vakuumsug med I6sningsmedelsfélla.
Undvik noga att aspirera upp pelleten.

7. Resuspendera cellpelleten genom att knédppa med
fingret pa botten eller sidan av varje ror.

8. Stall en tidtagare pa 20 minuter.

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

10. Forslut roret noga och blanda forsiktigt genom att

knéppa med fingret pa rorets botten eller sida.

. Tillsatt droppvis 5-6 ml forvarmd (35-37 °C) hypoton

18sning. Forslut roret noga och vénd det.

12. Upprepa steg 9-11 for varje rér.

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

14. Nér 20-minutersperioden ar till dnda, ta upp réren
ur vattenbadet och tillsétt 1 ml farsk 3:1 Carnoys
fixeringsldsning till varje rér. Forslut varje ror noga
och vand det. (Detta ar pre-fixeringslésningssteget).

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

16. Aspirera supernatanten fran varje ror men lamna
kvar cirka 1 ml ovanfér cellpelleten. Undvik noga
att aspirera upp pelleten. Undvik fibrost material
som eventuellt kan sticka upp ur cellpelleten in
i supernatanten efter centrifugering. De sista fa
millilitrarna supernatant kan behdva avlagsnas
for hand med hjéalp av en Pasteurpipett
(vakuumaspirera ej) sa att man undviker att aspirera
upp hela cellpelleten i avfallsbehallaren.

17. Resuspendera cellpelleten enligt beskrivningen

isteg 7.

Tillsatt droppvis 3-4 ml farsk 3:1 Carnoys

fixeringsldsning.

19. Tillsétt aterstaende fixeringslosning till en total
rorvolym pa upp till 7 ml.

©
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Xpnoigomolwvrag udardAoutpo, a@hoTeE Ta
owAnvapia va épBouv oe Beppokpacia 35 - 37 °C.
AvaoTpéyre pia gopd 1o GwAnvapia oT1o péco Tng
Xpovopétpnang 20 AeTTwv.

. 210 T€AOG TNG XpOVOETPNONG 20 AETITWY, AQaIpEDTE

Ta owAnvapia amoé 1o udaTéAoUTPO Kal TTPOaBEDTE
o€ kGBe awAnvépio 1 mL TpooPaTA TTAPACKEUATEVOU
péoou povigotoinong Carnoy oe avadoyia 3:1.
MNwpatioTe oQIKTA KAl avaoTpEYTE KABE awAnvapio.
(AuT6 eival To Bripa TpIv amoé T povigoToinan)
duyokevtpiote Ta owAnvdpia yia 8 Aemta oTig
1.000 o.a.A.

. Avappo@iaTe To UTIEpKEipEVO amo kaBe awAnvapio,

agrvovrag mepimou 1 mL Tavw amé To KuTTapIKG
ougowpaTwya. Mpogaére va punv avappopioeTe 10
ouoowpaTwya. Mpooéxete 10 IVWOEG UAIKG TTOU
pTTOpEi va emekTaBEl amd TO KUTTAPIKG CUCTW-
PaTWHa TTPOG T TTAVW KaI PECT OTO UTTEPKEIPEVO
uypd Wetd T @uyokévpian. Ta teAeutaia Aiya mL
TOU UTTEPK-EIEVOU UYPOU PTTOPE] va TIPETTEl Val
agaipeBoly XeIpwVakTIKG pe TITéTa MaoTép (Xwpig
va xpnoipotoinBei avappdenan kevou) yia va
amopeuxBei n avappdPnan 0AGKANPOU Tou KUTTaAPIKOU
OUCOWHATWHATOG OTOV KABO ATTOPPIMHATWY.
EmavaAdBarte Tnv evaiwpnon Tou KUTTapikoU
OUCOWHATWPATOG, OTIWG TIEPIYPAPETal aTO Pripa 7.
MpooBéate pe poper aTaydvwy 3 - 4 mL mpoéopara
TIapackeuaopévou péaou povipotoinang Carnoy
oe avaoyia 3:1.

. MpocBéate T0 udAOITTO PECO pOVIHOTIOINONG £WG

Ta 7 mL.
EmavaAdpere Ta BAuara 16 - 19 yia kaBe owAnvapio.

. ApnaoTe va £pBel o€ Beppokpacia dwyariou yia

10 Aemrd. (Autd eivar To mpwro Brpa NG
povigomoinang).

DuyokevtpioTe Ta cwAnvapia yia 8 Aemta aTig
1.000 o.a.A.

Avappo@raTe TO UTIEPKEIPEVO APAVOVTAG TTEPITIOU
1 mL mévw améd 10 oucowpdrwpa. Emavalapare
TNV EVAIWPNGT TOU KUTTAPIKOU CUCTWHATWHATOG.
MpooBéaTte péoo poviyomoinong éwg 1a 7 mL.
®uyokevtpiote Ta owAnvdpia yia 8 Aemta oTig
1.000 o.a.A. (AcUTepo Bripa povipomoinang).

EmavaAapere Ta ppara 22 - 23. (Tpito BAua
povigomoinang).

Y€ quTO TO ONUEIO, T POVIPOTIOINPEVA KUTTAPIKA
ouoowyparwypara Pmopolv va xpnaoiygotmoinBolv
AUEOWG YIa TNV TTPOETOINACIA AVTIKEILEVOPOPWY
TAGKWY, CUUQWVA PE TO TUTTIKG TTPWTOKOAO TOU
epyaoTnpiou  va guAaxBolv oTo Yuyeio
(o€ Beppokpaaia 2 - 8 °C) Ry aTov KATAWUKT yIa
HeMovTIKn Xprion.

®YAAZH KAI ZTAGEPOTHTA

To CHANG Marrow 6a Tpémel va QuAGoOETal KaTey-
uypévo, katw amd Toug -10 °C, péxp! va gioTe EToipol
va 1o xpnaoipomoifioete. To CHANG Marrow gival ataBepo
£wg TNV nuepopnvia AREng Tou avaypageTal aTnv
ETIKETA TNG QIAANG, 6TAV QUAGCTETAI KATEWUYHEVO.
Metd TNV améyugn, TUXOV un XpNOILOTIOINKEVO TTPOIOV
ptopei va diaveunBei o€ kAdopata epyaciag Kal va
emavakarayuybei yia emakéAoubn xpron f va
TiwaTIoTel oQIKTA Kal va guAayBei aToug 2 - 8 °C, yia
£wg kal 30 nuépeg. MpoaTtatéyre 1o amd PBopifov Pwg.

NMPO®YAAZEIZ KAI MPOEIAOMOIHZEIZ

H ocuokeun auth wpoopiletal yia xphon améd
TIPOOWTTIKG ToU €XEl KTIaIOEUTET O€ DladIKaaieg Tou
TiepIAapBAvouy TNV UTTODEIKVUOPEVN EQAPHOYR YIa TRV
oTT0ia TIPOOPICETAI N GUTKEUN.

To CHANG Marrow Tepiéxel FBS kar GCT conditioned
medium Kai o Xelpiopdg Tou Ba TPETEl va yiveTal pe
™ AN TWV YEVIKWVY €PYQOTNPIOKWY TPOQUAGEEWY.
To péoo mepigxel éva aviBIOTIKO (BENKA yeviapukivn)
yia Tn geiwan g mbavorntag Baktnplakng poAuvang,
M@ Ba TPETTE VA XPNOIPOTIOIOUVTAI TIAVTOTE AONTITEG
TEXVIKEG KATA TN Slavopr Tou péaou. Mn xpnaoipoToleite
Kavéva PECO TTOU BeV EXEI KOKKIVO XPWHO.
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Stobrinus 8 mindtes centrifugéjiet ar atrumu
1000 apgr./min.

No katra stobrina atsiciet centrifugatu, atstajot
apméram 1 ml virs $dnu lodites. Jauzmanas,
lai neatstktu loditi. uzmanieties, rikojoties ar
Skiedrainu materialu, kas péc centrifugé$anas no
$Unu lodites var iestiepties centrifugata. P&édéjos
centrifugata ml varbat vajadzés atdalit manuali
ar Pastéra pipeti (nelietojot vakuuma nosicgju),
lai atkritumu konteinera neiestktu pilnigi visu
$tnu loditi.

Atkartoti suspendgjiet $anu loditi, ka aprakstits
7. darbiba.

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

Atlikuso fiksacijas $kidumu pievienojiet lidz kop&jam
tilpumam 7 ml.

. 16.-19. darbibu veiciet katram stobrinam.
. 10 mindtes atstajiet istabas temperatara. (STir pirma

fiksécijas darbiba.)

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

Atstciet centrifugatu, atstajot apméram 1 ml virs
lodites. Atkartoti suspendgjiet $anu lodtti.

. Fiksacijas $kidumu pievienojiet [1dz 7 ml. Stobrinus

8 mindtes centrifugéjiet ar atrumu 1000 apgr./min.
(Otra fiksacijas darbiba.)

. Atkartojiet 22.-23. darbibu. (Tre8a fiksacijas

darbiba.)

Nekustigas $unu lodites $aja posma var izmantot
nekavéjoties, lai saskana ar laboratorijas standarta
protokolu sagatavotu priekSmetstiklinus,
vai noglabat ledusskapi (2-8 °C temperatira)
vai saldétava izmantoSanai vélak.

GLABASANA UN STABILITATE

L,CHANG Marrow” temperatira zem -10 °C jaglaba
sasaldéta Iidz gatavibai to lietot. Glabajot sasaldéta
veida, ,CHANG Marrow” saglaba stabilitati [[dz deriguma
terminam, kas noradits uz pudeles etiketes. Neizlietota
produkta parpalikumus péc atkausé$anas var sadalit
darba izmantojamas devas un atkartoti sasaldét
izmanto$anai vélak vai ne ilgak ka 30 dienas ciesi
noslégtus glabat 2-8 °C temperatira. Aizsargajiet no
fluorescéjo$as gaismas.

PIESARDZIBAS PASAKUMI

UN BRIDINAJUMI

ST ierice ir paredzéta proceduras, arf tadas, kuram §1
ierice ir paredzéta, apmacita personala lieto$anai.

L,CHANG Marrow” satur liellopu embriju $kidumu (FBS)
un gigantisko $nu audzéja (GCT) §lnu iedarbiba
kondicionétu barotni, tadé| ar to jarikojas, ievérojot
universalus laboratorijas piesardzibas pasakumus.
Barotne satur antibiotiku gentamicina sulfatu,
lai samazinatu baktériju kontaminacijas iesp&jamibu,
tacu, dozgéjot barotni, vienmér jaizmanto aseptiska
tehnika. Nelietojiet barotni, ja ta nav sarkana krasa.

20.

2

2

23.

2

2
2

o o

N

Bl

Upprepa steg 16-19 for varje ror.

. Lat sta i 10 minuter vid rumstemperatur. (Detta &r

det forsta fixeringslosningssteget).
Centrifugera roren i 8 minuter vid 1 000 rpm.

Aspirera supernatanten men lamna kvar cirka 1 ml
ovanfor pelleten. Resuspendera cellpelleten.
Tillsatt fixeringslosning till en total rorvolym pa upp
till 7 ml. Centrifugera roren i 8 minuter vid 1 000 rpm.
(Andra fixeringsl6sningssteget).

. Upprepa steg 22-23. (Tredje fixeringslosningssteget).
. De fixerade cellpellets kan nu antingen anvéndas

omedelbart fér beredning av objektglas enligt
laboratoriets standardforfarande eller forvaras
i kylskap (2-8 °C) eller frys for senare anvandning.

FORVARING OCH HALLBARHET

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

FORSIKTIGHETSATGARDER

OCH VARNINGAR

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

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



EESTI KEEL

NAIDUSTUS KASUTAMISEKS

CHANG Marrow on moeldud kasutamiseks primaarsetes
Kliinilistes inimese luutidi kultuurides kariiotiiiipimise ja
muude geneetiliste, erinevate hematoloogiliste hairete
testimise eesmargil.

SEADME KIRJELDUS

CHANG Marrow on kasutusvalmis s6dde, mis koosneb
IMDM-ist koos FBS-iga ja sisaldab HEPES-puhvrit,
L-glutamiini, Giant Cell Tumor (GCT) Conditioned
Mediumi, Recombinant Human GM-CSF-i ja gentamitsiin-
sulfaati. CHANG Marrow on optimeeritud toetama luuiidi
rakkude efektiivset kasvu tsiitogeneetilise analiiisi
eesmargil. Enne luuldi kultuurimist ei ole vaja lisada
muid komponente. CHANG Marrow sisaldab gentamitsiin-
sulfaati (50 mg/l). Vajaduse korral vGib lisada antibiootikume.

OSAD
Aminohapped Valgud. hormoonid - Antibiootikum

Alaniin jakasvufaktorid ~ Gentamitsiinsulfaat

Arginiin Veiseloote paritolu
Asparagiin seerum (FBS) Muu
Asparagiinhape hrGM-CSF Biotiin
Tsustiin Hiidrakulise kasvaja
Glutamiinhape Soolad ja ioonid  pdhine sbde
Glutamiin Naatriumkloriid (GCT-CM)
Gltsiin Naatriumseleniit
Histidiin Kaltsiumkloriid Vitamiinid ja
Isoleutsiin Koliinkloriid mikroelemendid
Leutsiin Kaaliumkloriid Foolhape
Lisiin Kaaliumnitraat Nikotiinamiid
Metioniin Magneesiumsulfaat Riboflaviin
Fenillalaniin Naatriumfosfaat ~ Tiamiin
Proliin Pantoteenhape
Seriin Puhvrid Kobalamiin
Treoniin Naatrium- Piiridoksiin
Trilptofaan vesinikkarbonaat
Tiirosiin HEPES Vesi
Valiin WFI kvaliteet

Energia substraadid

Glilkoos

Piiruvaat

Inositool

KVALITEEDI TAGAMINE

Saavutatavat tulemust vivad méjutada mitmed tegurid,
sh proovide péritolu, kultuurimistingimused ja reaktiivide
valik. Kasutajatel soovitatakse igat uut reaktiivipartiid
paralleelselt analliiisida teadaolevalt sobiva aktiivsusega
vordlusmaterjaliga, enne kui see vdetakse rutiinsesse
kasutusse. Iga CHANG Marrow partii judlust on testitud
kliinilistel luutdikultuuridel sdltumatus kliinilises
tstitogeneetikalaboris ja vorreldud kontrollséotmega.
Tulemused on esitatud partiispetsiifilises analtsi-
sertifikaadis.

VAJALIKUD, KUID KOMPLEKTI

MITTEKUULUVAD MATERJALID

JA VAHENDID

1. Plastist steriilsed tsentrifuugikatsutid ja rakukultuuri
pudelid

2. CO, inkubaator temperatuuril 37 °C

3. Lauatsentrifuug

4. Vortex-mikser

5. Colcemid Stock Solution, 10 pg/ml

6. Potassium Chloride Solution, 0,075 M

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

ETTEVALMISTUSED KASUTAMISEKS

Jétke 66paevaks kiilmikusse (2-8 °C) sulama ja seejarel

segage tasakesi, kuni kdik on ihtlaselt segunenud.

Jaotage 10 ml sd6det aseptiliselt steriilsetesse kultuuri

rakupudelitesse ja ekvilibreerige temperatuurini 37 °C,

misjérel on s6dde valmis koheseks kasutamiseks.

SLOVENCINA

INDIKACIA NA POUZITIE

CHANG Marrow je ucené na pouzitie pri primarnej
kultivacii klinickych kultur fudskej kostnej drene na
karyotypovanie a iné genetické testy na hematologické
poruchy.

POPIS ZARIADENIA

CHANG Marrow je médium uréené na priame pouzitie
obsahujuce IMDM, s FBS, pufrom HEPES, L-glutaminom,
médiom upravenym velkobunkovym karcinémom (GCT),
rekombinantnym fudskym GM-CSF a gentamicin-
sulfatom. CHANG Marrow je optimalizované na podporu
Ucinného rastu buniek kostnej drene na cytogeneticku
analyzu. Pred kultiviciou kostnej drene sa nevyzaduje
pridanie ziadnych komponentov. CHANG Marrow
obsahuje gentamicinsulfat (50 mg/l). Ak chcete, mozno
pridat dalSie antibiotika.

ZLOZKY
Aminokyseliny Bielkoviny, hormény  Antibiotikum
alanin arastové faktory  gentamicinsulfat
arginin fetalne bovinné
asparagin sérum (FBS) Iné
kyselina hrGM-CSF biotin
asparagova médium upravené
cystin Soli a iény velkobunkovym
kyselina glutamova chlorid sodny karcinomom
glutamin selenicitan sodny ~ (GCT-CM)
glycin chlorid vapenaty
histidin cholin vapenaty ~ Vitaminy
izoleucin chlorid draselny @ stopové prvky
leucin dusi¢nan draselny ~ kyselina listova
lyzin siran horecnaty ~ nikotinamid
metionin fosfat sodny riboflavin
fenylalanin tiamin
prolin Pufre kyselina
serin hydrogénuhli¢itan ~ pantoténova
treonin sodny kobalamin
tryptofan HEPES pyridoxin
tyrozin
valin Energetické Voda
substraty kvalita vody
glukéza na injekciu
pyruvat
inositol
KONTROLA KVALITY

Viaceré faktory, vratane zdroja vzoriek, podmienok
kultivacie a vyberu reagencii, mézu ovplyvnit ziskany
vysledok. Pouzivatelom sa odportica, aby kazdu novd Sarzu
reagencie spustili paralelne s referenénym materialom
znamej vhodnej aktivity predtym, nez ju zacnu bezne
pouzivat. Kazda Sarza CHANG Marrow mala vyskusany
vykon na klinickych kultirach ludskej drene v nezavislom
laboratériu pre klinickd cytogenetiku porovnanim
s kontrolnym médiom. Vysledky sa zaznamenavaju na
certifikat analyzy pre $pecifickl $arzu.

VYZADOVANE, NO NEDODAVANE

MATERIALY A VYBAVENIE

1. Plastové sterilné skimavky na odstredovanie
a frasticky na kultaru

2. Inkubator CO, pri teplote 37 °C

3. Laboratorna odstredivka

4. Virivy mixér

5. Kmefovy roztok Colcemid, 10 pg/ml

6. Roztok chloridu draselného, 0,075 M

7. Fixacny roztok, metanol : kyselina octova (3:1)

PRIPRAVA NA POUZITIE

Rozmrazte cez noc v chladnicke (2 °C - 8 °C), potom
zlahka premie$ajte, aby sa zaistila homogénnost.
Asepticky nadavkujte 10 ml média do sterilnych frasticiek
na kultiru a ustalte na teplotu 37 °C na okamzité
pouZitie.

SLOVENSCINA

INDIKACIJE ZA UPORABO

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

OPIS PRIPOMOCKA

CHANG Marrow je medij, ki je Ze pripravljen za uporabo
in vsebuje IMDM, FBS, pufer HEPES, L-glutamin, Giant
Cell Tumor (GCT) Conditioned Medium, Recombinant
Human GM-CSF in gentamicinijev sulfat. Medij
CHANG Marrow je optimiziran za podporo ucinkovite
rasti celic kostnega mozga za citogensko analizo.
Pred gojenjem kostnega mozga ni treba dodati nobenih
komponent. Medij CHANG Marrow vsebuje gentamicinijev
sulfat (50 mg/l). Po Zelji lahko dodate Se ve¢ antibiotikov.

KOMPONENTE

Aminokisline Beljakovine Antibiotik

Alanin hormoniin rastni  Gentamicinijev sulfat
Arginin faktorji

Asparagin Serum govejega  Drugo

Asparaginska kislina zarodka (FBS) Biotin

Cistin hrGM-CSF Kondicioniran medij
Glutaminska kislina iz velikoceliénih
Glutamin Soli in ionj tumorjev (GCT-CM)
Glicin Natrijev klorid

Histidin Natrijev selenit Vitamini in elementi

v sledovih

Izolevein Kalcijev klorid
Levcin Holinklorid Folna kislina
Lizin Kalijev klorid Nikotinamid
Metionin Kalijev nitrat Riboflavin
Fenilalanin Magnezijev sulfat ~ Tiamin
Prolin Natrijev fosfat Pantotenska kislina
Serin Kobalamin
Treonin Pufri Piridoksin
Triptofan Natrijev bikarbonat
Tirozin HEPES Voda
Valin Kakovost, ki ustreza
Energijski substrati vodi za injekcije
Glukoza
Piruvat
Inozitol

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI

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

POTREBNI MATERIALI IN PRIPOMOCKI,

KI NISO PRILOZENI

1. Plasticne, sterilne, centrifugirne epruvete in bucke
za gojenje kultur

2. Inkubator CO, pri 37 °C

3. Namizna centrifuga

4. Vrtinéni meSalnik

5. Osnovna raztopina kolcemida, 10 pg/ml

6. Raztopina kalijevega klorida, 0,075 M

7. Fiksacijska raztopina metanola in ocetne kisline

(razmerje 3 : 1)

PRIPRAVA ZA UPORABO

Cez noé ga odalite v hladilniku (2-8 °C) in nato previdno
premesajte, da zagotovite homogenost. Asepti¢no
razdelite 10 ml medija v sterilne bucke za gojenje kultur
in ga uravnotezite na 37 °C za takoj$njo uporabo.

KASUTUSJUHEND

I. Proovi ettevalmistamine

Kasutage 0,5 kuni 1,0 ml naatriumhepariniseeritud luutidi
aspiraati. Tsltogeneetilisteks uuringuteks ei sobi
litiumhepariin, EDTA ega tsitraatantikoagulandid.

+  Kui vdetakse tile 5 ml luuiidi aspiraati, vdib proov
olla hemodiluteeritud. Luuldi fraktsiooni
isoleerimiseks tsentrifuugige 1200 p/min 8 minutit.

+ Kui proov jouab transpordisd6tmesse, tsentrifuugige
proovi 8 minutit 1200 p/min juures ja eemaldage
transpordisddde (supernatant). Inokuleerige
lilejaanud tsentrifuugitud fraktsioon katsuti pohjas.

Lisateabe saamiseks nende toodete kasutamise
kohta peavad laborid tutvuma oma protseduuride ja
protokollidega, mis on vélja tootatud ja optimeeritud
spetsiaalselt nende individuaalse meditsiini-
programmi jaoks.

Il. Luuiidi kultuur
Sildistage kéik kultuurianumad patsiendi nime, proovi
numbri ja kultuuri tiilibiga.

1. Enne proovi okuleerimist tehke CHANG Marrow
Umbritseva keskkonna temperatuurini.

2. Okuleerige igat kultuuri sobiva proovi kogusega,
et saavutada optimaalne kontsentratsioon, milleks
on 1 x 10° rakku/ml voi 10 x 10° rakku 10 ml
kultuuri kohta.

3. lIga laboratoorium peab kindlaks maarama
kultiveeritavate kultuuride arvu olenevalt patsiendi
Kliinilisest naidustusest. Vajaduse korral véib lisada
lisakasvufaktoreid.

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

Kultuuride kogumine

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

2. Viige iga rakupudeli sisu dle 15 ml tsentrifuugi-
katsutisse.

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

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

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

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

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

8. Kaivitage 20-minutiline taimer.

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

10. Sulgege tihkelt katsuti kork ja loksutage seda
tasakesi, koputades sérmega katsuti pdhjale
voi killjele.

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

12. Korrake samme 9-11 iga katsuti puhul.

13. Laske katsutitel 35-37 °C juures veevannis seista.
Péorake katsutid 20-minutilise perioodi keskel iiks
kord imber.

NAVOD NA POUZITIE

I. Priprava vzorky:

Pouzite 0,5 az 1,0 ml aspiratu kostnej drene oSetreného
heparinom sodnym. Litium heparin, EDTA alebo citratové
antikoagulancié st nevhodné na cytogenetické Studie.

+ Ak dostanete viac nez 5 ml aspiratu kostnej drene,
vzorka mdze byt zriedena krvou. Vzorku odstredujte
pri 1200 otacok za minttu 8 mindt, aby sa izolovala
frakcia kostnej drene.

+ Ak vzorka pride v prenosnom médiu, odstredte ju
pri 1 200 otacok za mindtu 8 minat a odstrarite
prenosné médium (supernatant). Zaockujte s pouzitim
zvy$nej odstredenej frakcie na spodku skimavky.

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

Il. Kultivacia kostnej drene:
V8etky nadoby s kulturami oznacte menom pacienta,
Cislom vzorky a typom kultdry.

1. Pred naockovanim vzorky CHANG Marrow
vytemperujte na okolitl teplotu.

2. Kazdu kultdru naockujte primeranym mnozstvom
vzorky, aby sa dosiahla optimalna koncentracia
1 x 10° buniek/ml alebo 10 x 10° buniek na 10 ml
kultary.

3. Kazdé jednotlivé laboratérium si ma urcit pocet kultar
na stanovenie podla klinickej indikacie pacienta.
Ak chcete, mozno pridat dalSie rastové faktory.

4. Kultary inkubujte pri teplote 35 °C — 39 °C, v atmosfére
5-8% CO,, kym nie su pripravené na zber.

Zber kultuar:
1. Kultary pripravené na zber vyberte z inkubatora
ajemne zavirte fadtickou, aby sa bunky resuspendovali.

2. Obsah kazdej fasticky preneste do 15 ml skimavky
na odstredovanie.

3. Do kazdej skumavky na kultivaciu pridajte 40 pl
kmeriového Colcemidu (10 pg/ml). Na skimavky
natesno nasadte vrchnaky a premieSajte prevratenim.

4. Skumavky inkubujte pri teplote 35 °C - 39 °C
45 mint.

5. Po inkubacii skimavky odstredujte 8 minut pri
1000 otacok za minttu.

6. Z kazdej skimavky pozorne aspirujte supernatant
pomocou vakuového aspiratora s flasou na
zachytavanie rozpustadla. Dajte pozor, aby ste
neodsali pelety.

7. Bunkovu peletu resuspendujte poklopkanim prstom
na dno alebo bok kazdej skimavky.

8. Nastavte ¢asovac na 20 minat.

9. Po kvapkach pridajte 3 — 4 ml zahriateho (35 °C -
37 °C) hypotonického roztoku (0.075 M chloridu
draselného).

10. Na skimavky natesno nasadte vrchnaky a zlahka
premieSajte poklopkanim prstom na dno alebo bok
skumavky.

. Po kvapkach pridajte 5 - 6 ml zahriateho (35 °C -
37 °C) hypotonického roztoku. Na skimavku
natesno nasadte vrchnak a prevratte ju.

12. Kroky 9 - 11 zopakuijte pre kazdu skimavku.

13. Pouzite vodny kupel a skimavky nechaijte postat pri
teplote 35 °C - 37 °C. Uprostred 20-minatového
Casovania skimavku raz prevratte.

14. Na konci 20-minutového Casovania vyberte
skumavky z vodného kupela a do kazdej skumavky
pridajte 1 ml Cerstvého fixaéného roztoku Carnoy
3:1. Natesno nasadte vrchnak a kazdu skimavku
prevratte. (Toto je krok pred fixaciou.)

NAVODILA ZA UPORABO

I. Priprava vzorcev:

Uporabite od 0,5 do 1,0 ml aspirata kostnega mozga
z dodatkom natrijevega heparina. Litijev heparin,
EDTA ali citratni antikoagulansi niso primerni za
citogenske Studije.

+ Ce prejmete veé kot 5 ml aspirata kostnega mozga,
je vzrok lahko v hemodiluciji vzorca. V tem primeru
vzorec 8 minut centrifugirajte pri 1.200 vrt./min,
da izolirate frakcijo kostnega mozga.

+ Ce vzorec prejmete v mediju za prenos, ga 8 minut
centrifugirajte pri 1.200 vrt./min in odstranite medij
za prenos (supernatant). Inokulirajte z uporabo
preostale centrifugirane frakcije na dnu epruvete.

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

Il. Gojitev kostnega mozga:
Na vse posode za gojenje kultur zapisite ime bolnika,
Stevilko vzorca in tip kulture.

1. Pred inokulacijo vzorca ogrejte medij CHANG Marrow
na okolisko temperaturo.

2. Vsako kulturo inokulirajte z ustrezno koli¢ino vzorca,
da dobite optimalno koncentracijo 1 x 10° celic/ml
ali 10 x 10° celic na 10 ml kulture.

3. Stevilo kultur, ki jih je treba pripraviti glede na
bolnikovo klini¢no indikacijo. Po Zelji lahko dodate
rastne faktorje.

4. Kulture inkubirajte pri 35-39 °C v atmosferi s 5-8 %
CO,, dokler ne bodo zrele za spravljanje.

Pobiranje kultur:

Kulturo, ki je pripravijena za spravljanje, odstranite
iz inkubatorja in jo nezno vrtinéite, da ponovno
suspendirate celice.

2. Vsebino vsake bucke prenesite v 15 ml centrifugirno
epruveto.

3. V vsako epruveto s kulturo dodajte 40 pl osnovne
raztopine kolcemida (10 pg/ml). Epruvete zaprite
tesno in premesajte vsebino z obracanjem.

4. Epruvete 45 minut inkubirajte pri temperaturi
35-39 °C.

5. Po inkubaciji epruvete 8 minut centrifugirajte pri
1.000 vrt./min.

6. Supernatant iz vsake epruvete previdno aspirirajte
z vakuumskim aspiratorjem, ki ima lovilnik topil.
Pazite, da ne boste aspirirali usedline.

7. Celi¢no usedlino ponovno suspendirajte, tako da
po dnu ali strani vsake epruvete potrkate s prstom.

8. Sprozite 20-minutni ¢asovnik.

9. Po kapljicah dodajte 3-4 ml predhodno ogrete
(35-37 °C) hipotoni¢ne raztopine (0,075 M
kalijev klorid).

10. Epruveto tesno zaprite in nezno zmesajte, tako da
po dnu ali strani epruvete potrkate s prstom.

. Po kapljicah dodajte 5-6 ml predhodno ogrete
(35-37 °C) hipotoni¢ne raztopine. Epruveto tesno
zaprite in obrnite na glavo.

12. Za vsako epruveto ponovite korake od 9-11.

13. Z vodno kopeljo pustite epruvete stati pri 35-37 °C.
Epruvete obrnite enkrat na sredini 20 minut
¢asovnika.

14. Ko 20 minut na ¢asovniku potece, epruvete
odstranite iz vodne kopeli in vsaki epruveti dodajte
1 ml svezega fiksacijskega sredstva Carnoy’s
Fixative v razmerju 3 : 1. Vsako epruveto dobro
zatesnite s pokrovékom in jo obrnite na glavo.
(To je korak pred fiksacijo.)

14.

15.
16.

~

2
2

w N

2

&

25.

26.

20-minutilise perioodi mdodudes votke katsutid
veevannist valja ja lisage igasse katsutisse 1 ml
varsket segu Carnoy’s Fixative (metanooli ja
aadikhappe segu suhtega 3 : 1). Sulgege tihkelt
katsutite korgid ja péorake need imber. (Tegemist
on eelkinnistava sammuga.)

Tsentrifuugige katsuteid 8 minutit 1000 p/min juures.

Aspireerige supernatant igast katsutist, jattes
rakupelleti peale umbes 1 ml. Olge ettevaatlik,
et mitte rakupelletit aspireerida. Olge ettevaatlik
fibroosse materjaliga, mis vdib parast tsentrifuugimist
ulatuda rakupelletist iiles supernatandi sisse.
Viimased paar ml supernatanti voib olla vajalik
eemaldada kasitsi, kasutades Pasteuri pipetti
(mitte vaakumpipettimise teel), et valtida kogu
rakupelleti aspireerimist jaatmendusse.

. Suspendeerige rakupelletit uuesti, nagu on

kirjeldatud sammus 7.

Lisage tilkhaaval 3-4 ml vérsket segu Carnoy’s
Fixative (metanooli ja dadikhappe segu suhtega 3: 1).
Lisage llejaanud segu, kuni katsuti téitub
tasemeni 7 ml.

. Korrake samme 16-19 iga katsuti puhul.
. Laske 10 minutit toatemperatuuril seista. (Tegemist

on esimese kinnistava sammuga.)
Tsentrifuugige katsuteid 8 minutit 1000 p/min juures.

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

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

Korrake samme 22-23. (Tegemist on kolmanda
kinnistava sammuga.)

Parast seda saab kinnistatud rakupelleteid kasutada
kas kohe slaidi ettevalmistamiseks laboratoorse
standardprotokolli kohaselt voi sailitada neid
edaspidiseks kasutamiseks kilmikus (2-8 °C)
V@i siigavkiilmas.

SAILITAMINE JA STABIILSUS

S6odet CHANG Marrow tuleb sailitada kuni kasutamiseni
sligavkilmutatult temperatuuril alla—10 °C. CHANG Marrow
on juhistekohasel sailitamisel stabiilne pudeli etiketile
margitud kuup&evani. Pérast llessulatamist véib
kasutamata toote jaotada kasutamiskélblikeks
alikvootideks ja taaskiilmutada hilisemaks kasutamiseks

voi

sulgeda tihkelt korgiga ning sailitada temperatuuril

2-8 °C kuni 30 paeva. Kaitske fluorestentsvalguse eest.

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

CHANG Marrow sisaldab FBS ja GCT p&hist sdddet ning
seda tuleb kéidelda tavaparast laboratoorsete ette-
vaatusabindudega. Sédde sisaldab antibiootikumi
(gentamitsiinsulfaati), et vdhendada bakteriaalse saaste
véimalust, kuid so6tme jaotamisel tuleb alati rakendada
aseptilist tehnikat. Arge kasutage Gihtki séodet, mis ei

ole
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punast varvi.

Skumavky odstredujte 8 mintt pri 1 000 otacok
za minutu.

Z kazdej skumavky aspirujte supernatant
a ponechajte asi 1 ml nad bunkovou peletou.
Dajte pozor, aby ste neodsali pelety. Davajte pozor
na vlaknity material, ktory moze tréat z bunkovej
pelety do supernatantu po odstredeni. Poslednych
par ml supernatantu moze byt potrebné odstranit
ruéne Pasteurovou pipetou (bez pouzitia vakuového
odsavania), aby sa do odpadovej nadoby neaspirovala
cela bunkova peleta.

. Bunkovu peletu resuspendujte tak, ako je popisané

v kroku 7.

. Po kvapkach pridajte 3 — 4 ml Cerstvého fixacného

roztoku Carnoy 3:1.
Pridajte zvysny fixacny roztok do 7 ml.

. Kroky 16 — 19 zopakujte pre kazd( skiimavku.
. Nechajte postat 10 minut pri izbovej teplote.

(Toto je prvy fixaény krok.)

Skumavky odstredujte 8 minat pri 1 000 otacok
za minutu.

Aspirujte supernatant, pri¢om ponechajte asi 1,0 ml
nad peletou. Resuspendujte bunkovu peletu.

. Pridajte fixacny roztok do 7 ml. Skimavky

odstredujte 8 minat pri 1 000 otacok za minttu.
(Druhy fixacny krok.)

. Zopakujte kroky 22 — 23. (Treti fixacny krok.)

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

UCHOVAVANIE A STABILITA

CHANG Marrow sa ma uchovavat pri teplote pod -10°C,
az kym nebude pripravené na pouzitie. CHANG Marrow
bude stabilné az do datumu exspirécie vytlaceného

na
Po

oznaceni flaSe, ak sa uchovava zmrazené.
rozmrazeni vSetok nepouzity produkt mozno

nadavkovat do pracovnych alikvét a znovu zmrazit

na

neskor$ie pouZitie, alebo tesne nasadit vrchnak

a uchovavat pri teplote 2 °C - 8 °C do 30 dni. Chrarite
pred fluorescenénym svetlom.

BEZPECNOSTNE OPATRENIA

A VAROVANIA

Toto zariadenie je uréené na pouzitie personalom
vySkolenym na procedury, ktoré zahffiaj aplikaciu,
na ktord je toto zariadenie uréené.

CHANG Marrow obsahuje médium upravené pomocou
FBS a GCT a musi sa s nim manipulovat s pouzitim
vSeobecnych laboratérnych bezpegnostnych opatreni.
Médium obsahuje antibiotikum (gentamicinsulfat)
na znizenie moznosti bakterialnej kontaminacie, no pri
davkovani média sa vzdy musia pouzit aseptické
techniky. NepouZivajte Ziadne médium, ktoré nema
Cerven farbu.

15.
16.

2

22.
2

©w

2

Ea

2
26.

o

Epruvete centrifugirajte 8 minut pri 1.000 vrt./min.

Supernatant iz vsake epruvete aspirirajte, pri tem
pa pustite priblizno 1 ml nad celi¢no usedlino. Pazite,
da ne boste aspirirali usedline. Pazite na vlaknasto
snov, ki se po centrifugiranju lahko $iri iz celi¢ne
usedline v supernatant. Zadnjih nekaj ml
supernatanta boste morda morali roéno odstraniti
s Pasteurjevo pipeto (ne z vakuumsko aspiracijo),
da preprecite aspiracijo celotne celi¢ne usedline
v posodo za odpadke.

. Ponovno suspendirajte celi¢no usedlino, kot je

opisano v 7. koraku.

Po kapljicah dodajte 3-4 ml svezega fiksacijskega
sredstva Carnoy’s Fixative v razmerju 3 : 1.
Preostalo fiksacijsko sredstvo dodajte do
prostornine 7 ml.

. Za vsako epruveto ponovite korake od 16-19.
. Epruvete pustite stati 10 minut pri sobni temperaturi.

(To je prvi korak fiksacije.)
Epruvete centrifugirajte 8 minut pri 1.000 vrt./min.

Aspirirajte supernatant, tako da nad celi¢no usedlino
ostane priblizno 1 ml. Celi¢no usedlino suspendirajte
$e enkrat.

Fiksacijsko sredstvo dodajte do prostornine 7 ml.
Epruvete centrifugirajte 8 minut pri 1.000 vrt./min.
(Drugi korak fiksacije.)

Ponovite korake od 22 do 23. (Tretji korak fiksacije.)

Na tej tocki se lahko fiksirane celicne usedline
takoj uporabijo za pripravo preparatov skladno
s standardnim protokolom laboratorija ali shranijo
v hladilnik (2-8 °C) ali zamrzovalnik za nadaljnjo
uporabo.

SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Medij CHANG Marrow je treba shranjevati zamrznjen
pri temperaturi pod =10 °C, dokler ni pripravljen za
uporabo. Ce se medij CHANG Marrow shranjuje
zamrznjen, je stabilen do datuma izteka uporabnosti,
ki je naveden na nalepki steklenice. Odtaljen izdelek,
ki ga niste porabili, lahko razdelite na delovne alikvote
in ponovno zamrznete za poznejSo uporabo ali pa dobro
zaprete s pokrovékom in do 30 dni hranite pri temperaturi
2-8 °C. Zascitite pred fluorescencno svetlobo.

PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA

Ta

pripomocek sme uporabljati samo osebje,

usposobljeno za postopke, ki vklju€ujejo indicirano
uporabo, za katero je pripomocek zasnovan.

CHANG Marrow vsebuje kondicioniran medij (FBS in
GCT) in z njim je treba ravnati skladno z univerzalnimi
laboratorijskimi previdnostnimi ukrepi. Medij vsebuje
antibiotik (gentamicinijev sulfat) za zmanj$anje tveganja
bakterijske kontaminacije, vendar je treba pri
razporejanju medija vedno uporabljati asepticne tehnike.
Ne uporabljajte nobenega medija, ki ni rdece barve.

MAGYAR

FELHASZNALASI JAVALLATOK

A CHANG Marrow klinikai huméan csontvelétenyészetek
elsédleges tenyésztésében vald alkalmazasra szolgal,
kariotipus meghatarozasahoz és méas genetikai
vizsgalatokhoz kil6nbdz6 hematoldgiai rendelle-
nességek esetén.

TERMEKISMERTETES

A CHANG Marrow egy azonnal hasznalhatdé médium,
amely FBS-t, HEPES-puffert, L-glutamint, oriassejtes
tumor (giant cell tumor, GCT) kondicionalt médiumot,
rekombinans human GM-CSF-et és gentamicin-szulfatot
tartalmazé IMDM-bél all. A CHANG Marrow médiumot
gy optimalizaltak, hogy tdmogassa a csontveldsejtek
hatékony névekedését a citogenetikai elemzéshez.
A csontveld tenyésztése eldtt semmilyen dsszetevé
hozzéadéasa nem sziikséges. A CHANG Marrow
gentamicin-szulfatot (50 mg/l) tartalmaz. Sziikség esetén
tovabbi antibiotikumokat is hozzaadhat.

OSSZETEVOK

Aminosavak Fehérjék, hormonok  Antibiotikum

Alanin és novekedési Gentamicin-szulfat
Arginin faktorok
Aszparagin Magzati Egyéb
Aszparaginsav szarvasmarha Eiotin
Cisztin szérum (fetal bovine Orissejtes tumor
Glutaminsav serum, FBS) kondicionalt médium
Glutamin hrGM-CSF (giant cell tumor
Glicin conditioned medium,
Hisztidin Sok és ionok GCT-CM)
Izoleucin Natrium-klorid
Leucin Naétrium-szelenit ~ Vitaminok
Lizin Kalcium-klorid és nyomelemek
Metionin Kolin-klorid Folsav
Fenilalanin Kalium-klorid Nikotinamid
Prolin Kalium-nitrat Riboflavin
Szerin Magnézium-szulfat Tiamin
Treonin Natrium-foszfat Pantoténsav
Triptofan Kobalamin
Tirozin Pufferek Piridoxin
Valin Natrium-bikarbonat
HEPES Viz
Injekciohoz valé
Energiaszubsztratok mindségii viz
Glikoz
Piruvat
Inozitol

MINOSEGBIZTOSITAS

A kapott eredményt szamos tényezd befolyasolhatja,
beleértve a mintak forrasat, a tenyésztési koriiiményeket
és areagensek kivalasztasat. Javasoljuk, hogy a felhasz-
nalék minden 4j reagenstételt ismert, megfelelé
aktivitast referenciaanyaggal parhuzamosan futtassanak
a rutinszerii hasznélat el6tt. A CHANG Marrow minden
egyes tételét klinikai csontvelé-tenyészeteken tesztelték
egy kontrollmédiummal dsszehasonlitva, fliiggetlen
klinikai citogenetikai laboratériumban. Az eredményekrol
jelentés késziil egy tételspecifikus analitikai bizonylaton.

SZUKSEGES, DE NEM BIZTOSITOTT
ANYAGOK ES FELSZERELES

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

3. Asztali centrifuga

4. Vortex keverd

5. Kolcemid térzsoldat, 10 ug/ml

6. Kalium-klorid oldat, 0,075 M

7. Fixaléoldat, metanol:ecetsav (3:1)

ELOKESZITES A FELHASZNALASRA

Egy éjszakan at hitészekrényben (2-8 °C) kell
felolvasztani, majd 6vatosan dssze kell keverni
a homogenitas biztositasa érdekében. Aszeptikusan
adagoljon 10 ml médiumot a steril tenyésztéflaskakba,
és ekvilibrélja 37 °C-ra az azonnali felhasznalashoz.

BEBIIFAPCKM

NMOKA3AHUS 3A YITOTPEBA

CHANG Marrow e npefHasHayeHa 3a U3nonasaxe
B MbPBUYHO KYNTUBMPAHE HA KIMHUYHW KyNTYpU Ha
YOBELLKM KOCTEH MO3bK 3a KapuoTUnuaupaHe u apyru
FEHETUYHN TeCTBAHMA Ha PasNU4yHU XemMaToNornyHu
HapyLeHus.

OMNUCAHUE HA U3OENUETO

CHANG Marrow e roToBa 3a ynotpeba cpesia, kosiTo ce
cbeton ot IMDM ¢ FBS (chetaneH roBexau cepym),
6ycep HEPES, L-rnyramun, Giant Cell Tumor (GCT)
Conditioned Medium (koHauuMOHMpPaHa cpepa oT
ruraHTckokneTbyeH Tymop (GCT)), pekomBuHaHTeH
YOBELIWKKN rpaHynoynTHO-MakpodareH KONOHUM
ctumynupaty dakrop (GM-CSF) 1 reHTamuumH cyndar.
CHANG Marrow e onTumuaupaHa fa noaabpxa
ed)EKTVIBEH pacTex Ha KneTku Ha KOCTeH MO3bK 3a
UuTOreHeTHYeH aHanu3. He e Heobxoaumo fobassiHe
Ha KOMNOHEHTU Npeau KynTuBMpaHe Ha KOCTEH MO3bK.
CHANG Marrow cbabpxa reHtamuuut cyndar (50 mg/l).
Mo xenaHue MoraT Aa 6baaT [06aBEHN AOMBIHUTENHN
aHTMBMOTULM.

KOMMOHEHTU

Amu 1 [IpoTemHM, XOpMOHM AHTUBMOTUK

AnanuH v pacTexHn hakTopn eHTamuLmMH
APIHUH etaneH rosexau  cyndar
AcnaparvH cepym (FBS)
AcnaparuHosa hrGM-CSF Lpyrm
KuCenuHa BuotnH
Linctu Conu u itonn KoHavuuoHmpara
nyramuHoBa Hatpues xnopua  cpepa ot
KucenuHa HaTpueB CeneHnT  rUraHTCKOKNeTbYeH
[nyramuH Kanuues xnopua  Tymop (GCT-CM)
TmLmH XonuH xnopuz
XuctmanH Kanues xnopug Buramutmn
V3onesuuH Kanves Hutpat M MUKDOENEMEHTU
JleBunH Marteaves cynchar Ponnesa kucenuHa
Tnaun Hartpves pocgpat  HuKOTMHaMUA
MeTvoHMH PuGocnasnH
DeHvnanauH Bycepu TuamuH
Mponu Harpues MaHToTEHOBA
CepuH 6ukapboHat KucenuHa
TpeoHnH HEPES KoGanamuH
TpuntochaH . TupuaokeHH
TupoanH Ereprwiitu.
Banu cyberpatn Boga
Tnioko3a Kauectso - Bopa
Mupysat 3a VHXeKTMpaHe
WHoauton

KOHTPOIT HA KAYHECTBOTO

Hsakonko cakTopa, BKNIOYUTENHO M3TOYHUKA Ha
CNecUMEHM, CbCTORHUETO Ha KynTypuTe W u3bopa Ha
peareHT, MmoraT ja NOBMIMAAT Ha NONy4YeHusa pesynrart.
Ha notpe6utenute ce npenopbysa Besika HOBa napTuaa
peareHT Aa ce M3MbIHSBA NapanenHo ¢ pedepeHTeH
maTtepuarn ¢ ycTaHoBeHa NoAxXoAsLya akTUBHOCT npean
BbBeXAaHe B pyTUHHA ynoTpeba. Bcska naptuaa
CHANG Marrow e TecTBaHa 3a e(heKTUBHOCT BbPXY
KAWHUYHU KYNTYpU Ha KOCTEH MO3bK B He3aBuCUMa
KNUHWUYHa nabopaTopus No LUTOreHeTUka Cnpsmo
KOHTPOMHa cpeaa. PesynTaTute ca NOCOYEHN B KOHKPETHUSA
3a napTuaata CepTucpukat 3a aHanma.

HEOBXOAUMU MATEPUANK

N OBOPYABAHE, KOUTO HE

CA IOCTABEHM

1. MnacTMacosi, CTEPUNHU, LLEHTPODYXKHN enpyBeTKM
1 cnaitn-nakoHu 3a Kyntypu

2. CO, nxkybatop npu 37° C

3. HacrtonHa yeHTpodbyra

4. Buxpos mukcep

5. W3xoneH pa3srteop Ha konuemua, 10 pg/ml

6. Pa3rBop Ha kanues xnopug, 0,075 M

7. ukeupaly pa3TBop, MeTaHom:oLeTHa kucenuHa (3:1)

NOArOoTOBKA 3A YNOTPEBA

Pa3mpaseTe 3a efiHa Hol B xnagunHuk (2° C - 8° C),

cnea KoeTo BHUMATENHO pa3meceTe, 3a Aa nonyuute

XOMOreHHocT. AcenTuyHo Hakanete 10 ml ot cpepata

B CTEPUITHM Cnaii-hnakoHu 3a KynTypy v eksunubpupaiite

no 37° C 3a HesabasHa ynoTpeba.

HASZNALATI UTASITAS

I. Minta-el6készités:

Hasznaljon 0,5-1,0 ml natrium-heparinizalt csontveld-
aspiratumot. A litium-heparin, az EDTA vagy a citrat-
antikoagulansok nem alkalmasak citogenetikai
vizsgalatokhoz.

+ Ha 5 ml-nél tébb csontvelé-aspiratumot kap,
eléfordulhat, hogy a minta hemodilualt. Pérgesse
le a mintat 1200 rpm-en 8 percig a csontveldfrakcio
izolalasahoz.

+ Haaminta transzportmédiumban érkezik, porgesse
le a mintat 1200 rpm-en 8 percig, és tavolitsa el
a transzportmédiumot (feliiliszd). Végezze el az
inokulaciot a cso aljan 1évé maradék leporgetett
frakciéval.

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

Il. Csontvel6tenyészet:
Feliratozza az 6sszes tenyésztedényt a beteg nevével,
a mintaszammal és a tenyészet tipusaval.

1. A minta inokulacidja eldtt érje el, hogy
a CHANG Marrow kornyezeti hémérsékleti
legyen.

2. Inokulaljon minden tenyészetet a megfeleld
mintamennyiséggel, hogy elérje az optimalis
1 x 108 sejt/ml vagy 10 x 10° sejt/10 ml tenyészet-
koncentréciot.

3. Minden egyes laboratériumnak a beteg klinikai
indikaciojatol figgéen kell meghataroznia
a létrehozni kivant tenyészetek szamat. Sziikség
esetén tovabbi novekedési faktorokat is hozzaadhat.

4. Inkubdlja a tenyészeteket 35-39 °C-on, 5-8%-0s
CO,-atmoszféraban, amig készen nem alinak
az osszegyljtésre.

A tenyészetek osszegyiijtése:

1. Az Gsszegylijtésre készen 4ll6 tenyészetet vegye
ki az inkubatorbdl, és a sejtek Ujboli felszuszpendal-
asahoz 6vatosan forgassa meg a flaskat.

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

3. Mindegyik tenyészetet tartalmazé cs6hoz adjon 40 pl
kolcemid torzsoldatot (10 pg/ml). Szorosan zérja le
a csoveket, és dvatosan keverje 6ssze tartalmukat
a csovek invertalasaval.

4. Inkubalja a cs6veket 35-39 °C-on 45 percig.

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

6. Ovatosan szivja le a feliilliszot az egyes csovekbdl
\{ékuumszivéssal, oldészerfogd hasznalataval.
Ugyeljen arra, hogy ne szivja le a pelletet.

7. Azujjaval litbgesse meg az egyes csovek aljat vagy
oldalat a sejtpellet Ujboli felszuszpendalasahoz.

8. Allitson be 20 perces idozitést.

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

10. Szorosan zérja le a csévet, és ujjaval a csé aljat
vagy oldalat megiitdgetve dvatosan keverje dssze
a tartalmat.

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

12. Ismételje meg a 9-11. Iépést mindegyik csével.

13. Vizfiird® hasznalataval allitsa fel a csoveket
35-37 °C-on. A 20 perces id6zités felénél forditsa
fel egyszer a cséveket.

YKA3AHUA 3A YNIOTPEBA

I. MoaroToBka Ha npob6a:

Wanonagaitte 0,5 fo 1,0 ml HaTpueBo xenapuHU3MpaH
acnupat Ha kocTeH Mo3bk. JuTues xenapuH, EDTA unm
LMTpPaTHU aHTMKOArynaHTu ca HenoAxoaswm 3a
LWTOreHeTUYHIN N3CneaBaHus.

+ Axo e nonyyeH noseye ot 5 ml acnupat Ha kocTeH
MO3bK , Npo6aTa Moxe fja € XeMOANUMyT (MpuMeceHa
¢ kpbB). LieHTpodyrupaiite cnecumena npu
1200 rpm 3a 8 MMHYTH, 3a Aa u3onupate pakumsaTa
KOCTEH MO3bK.

+ AKO CeCUMEHBT MPUCTUTHE B TpaHChepHa cpepaa,
ueHTpodyrupaite npobata npu 1200 rpm 3a
8 MUHYTM M OTCTpaHeTe TpaHCnopTHaTa cpeaa
(cynepHataHT). WHOKynupaiiTe, kaTo n3nonssate
ocTaHanara LeHTpodyripaHa hpakuis Ha JbHOTO
Ha erpyBeTkara.

3a AOMbHUTENHY NOAPOGHOCTU OTHOCHO U3NON3BAHETO
Ha Teau npoaykT BCsika nabopatopus Tpabea Aa
HanpagMm CripasKka CbC CBOUTE COGCTBEHM NaBOpaTOpHU
MpOLIEAYPY 1 MPOTOKOMM, KOWTO Ca KOHKPETHO pa3paBoTeHn
11 ONTUMM3NPaHK 3a Baluara MHANBKAYanHa MeauLmMHeKa
nporpama.

Il. KynTypa Ha KOCTeH MO3bK:
0603HaueTe C eTUKET BCUYKM CbIOBE C KyNTYpU C UMETO
Ha naLjueHTa, HoMepa Ha CrieciMeHa v Tna Ha kynTypara.

1. Tpeau nHokynauusTa Ha cnecuMeHa Temnepupaiite
CHANG Marrow fo TemnepaTtypata Ha okonHaTa
cpepa.

2. WHokynupaiiTe BCAKa KynTypa ¢ NMOAXOAALO
KonuyecTeo npoba, 3a Aa NOCTUTHETE ONTUManHa
KoHUeHTpaums ot 1 X 108 kneTku/ml unm 10 X 10°
KkneTku Ha 10 ml kynTypa.

3. Bcska otaenxa nabopatopus TpsibBa fa onpefenu
6pos kynTypu, KOUTO Aa NOATOTBY, B 3aBUCMMOCT OT
KNUHWYHUTE NOKa3aHus Ha nauueHTa. o xenaxue
morat Aa 6baaT f06aBeHI [OMbNHUTENHN PaCTEXHN
hakTopu.

4. Wukybupaitte kyntypute npu 35° C-39° C, 5% - 8%
CO,atmocdepa, AOKATO CTaHaT roToBM 3a Cbbupaxe.

Cub6upaHe Ha KynTypuTe:

1. W3Baperte roTtoBaTa 3a cbbupaHe kyntypa oT
MHKy6aTopa M BHUMATErNHO pasknateTe riakoHa,
3a Jla pecycrneHanpare KneTkuTe.

2. [pexBbpnerte CbAbPXKaHMETO Ha BCEkM cnaia-
nakoH B LigHTpoyxHa enpyseTka ot 15 ml.

3. [ob6asete 40 pl u3xoaeH pasTeop Ha Konuemua
(10 pg/ml) kbM BCsika enpyBeTka ¢ kynTypa. 3aTopeTe
NABTHO enpyBeTkUTE C kanayka U BHUMATENHO
cMeceTe ¢ npeoGpbliaHe.

4. Wukybupaiite enpysetkute npu 35° C - 39° C 3a
45 MuHYTH.

5. Cnepn wHkybauns LueHTpodyrupaiite enpyBeTkute
3a 8 muHyTM npyn 1000 rpm.

6. BHMMaTenHo acnupupaiTe cynepHaTaHTa oT BCsika
enpyseTka C BakyymeH acnupatop ¢ unTbp 3a
pastsoputen. BHumasaitTe aa He acnupupate
nenerara.

7. Pecycnenavpaiite nenetara ot KneTkw, kato notynate
C NPBCT ABHOTO UMM CTEHATa Ha BCSIKa enpyBeTka.

8. HactpoiiTe Taitmepa Ha 20 MUHYTH.

9. [flobaBeTe Ha kanku 3 — 4 ml oT npepBapuTENHO
3atonneH (35° C - 37° C) xunoToHW4eH pa3TBop
(0,075 M kanueB xnopug).

10. 3aTBOpeTE NNBTHO enpyBeTkaTa C Kanauyka
W BHMMATENHO CMeceTe, KaTo notynare C NpbCT
[OBHOTO UNK CTeHaTa Ha enpyeeTkaTa.

. [NoGaseTe Ha kanku 5 — 6 ml oT npeasapuTenHo
3atonneH (35° C — 37° C) xunoToHNYEH pa3TBop.
3aTBOpeTE NNBTHO enpyBeTkaTa C kanayka
1 5 06bpHeTe.

12. MNosTopeTe cTbnku 9 — 11 3a BCsika enpyseTka.
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A 20 perces idoszak végén vegye ki a csoveket
a vizfiirdébdl, és adjon mindegyik cséhdz 1 ml friss,
3:1 Carnoy-féle fixaloszert. Minden csévet szorosan
zarjon le, és forditsa fel Gket. (Ez a fixalas eldtti 1épés.)

Centrifugalja a cs6veket 8 percig 1000 rpm-en.

. Szivja le a feluluszot mindegyik cs6rél, korilbeldl

1 ml-t hagyva a sejtpellet felett. Ugyeljen arra,
hogy ne szivja le a pelletet. Ugyelien a szalas
anyagra, amely a centrifugélas utan a sejtpelletbdl
a feliiluszdba keriilhet. Lehet, hogy az utolsé néhany
ml feliluszot kézzel kell eltavolitani egy Pasteur-
pipettaval (nem vakuumszivéssal) a teljes sejtpellet
hulladéktartéalyba szivasanak elkerilése érdekében.

Szuszpendalja fel Ujra a sejtpelletet a 7. Iépésben
leirtak szerint.

. Cseppenként adjon hozza 3—4 ml friss, 3:1 Camoyféle

fixaloszert.
Adja hozza a maradék fixalét, 7 ml-ig.

. Ismételje meg a 16-19. Iépést mindegyik csével.
. Hagyja &llni 10 percen &t szobahémérsékleten.

(Ez az elsd fixalasi lépés.)

. Centrifugalja a cséveket 8 percig 1000 rpm-en.
. Szivja le a feliiliszot, koriilbelil 1 ml-t hagyva a pellet

felett. Szuszpendalja fel Ujra a sejtpelletet.

. Adjon hozza fixalét, 7 ml-ig. Centrifugalja a csoveket

8 percig 1000 rpm-en. (A fixalas masodik lépése.)

Ismételje meg a 22-23. Iépést. (A fixalas harmadik
lépése.)

. Ekkor a fixalt sejtpelletek azonnal felhasznalhatok

metszetkészitéshez a laboratérium standard
protokollja szerint, vagy hiitészekrényben (2-8 °C
kozott), illetve fagyasztoban tarolhatok késébbi
felnasznalasra.

TAROLAS ES STABILITAS

A CHANG Marrow médiumot fagyasztva, —10 °C alatti
hémérsékleten kell tarolni a felnasznalasig. A CHANG
Marrow stabil az lUveg cimkéjén feltiintetett lejarati
idépontig, amennyiben fagyasztva taroljak. Afelolvasztast
kovetden a fel nem hasznalt termék munkaalikvotokra
oszthato, és kés6bbi hasznalatra Ujra lefagyaszthato,
illetve szorosan lezarva 2-8 °C kdzotti hdmérsékleten
legfeljebb 30 napig tarolhatd. Védje a fluoreszcens
fénytol.

OVINTEZKEDESEK

ES FIGYELMEZTETESEK

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

ACHANG Marrow FBS-t és GCT-kondicionalt médiumot
tartalmaz, és az 4ltalanos laboratériumi évintézkedések
szerint kell kezelni. Amédium antibiotikumot (gentamicin-
szulfatot) tartalmaz a bakterialis szennyezdédés
valésziniiségének csokkentése érdekében, de a médium
adagolasakor mindig aszeptikus technikakat kell
alkalmazni. Ne hasznalja a médiumot, ha nem piros szin(.
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OcraBeTe enpyBeTKUTe a NPeCTONT Ha BOAHa baHs
npu 35° C — 37° C. O6bpHeTe v BeHbX, Korato
20-MUHYTHUAT TaliMep CTUTHe 0 MONOBUHATa.

KoraTo 20-MUHYTHUSIT TaliMep 3aBbpLUK, U3BageTe
enpyBeTkUTe OT BofjHaTa GaHs 1 KbM BCsiKa enpyBeTka
nobasete 1 ml npeceH cukeupaly pasteop Ha KapHoit
B CbOTHOWeHMe 3:1. 3aTBOpPETe NNBLTHO BCAKA
enpyseTka ¢ kanayka v st o6bpHeTe. (ToBa e cTbrkaTa
C Npe/BapUTENHO U3NON3BaHe Ha hMKCHpaLL Pa3TBop.)

LieHTpodbyrupaitte enpyBeTkiuTe 3a 8 MUHYTH Npn
1000 rpm.

AcnupupaiiTe cynepHaTaHTa OT BCsika enpyBeTka,
ocTaBaikn okono 1 ml Haj nenetata OT KneTku.
Brumasaiite fa He acnupuparte nenetarta. bvete
BHUMATESIHN 3a BNAKHECT MaTepuan, KonTo Moxe
[a ce nojaBa M3BbH neneTata OT KneTki U fa
JoCTUra [0 CynepHaTaHTa criefj LieHTpodyrupaHe.
MocneaxuTe Hskonko ml cynepHaTaHT Moxe Aa
© Heo6X0/MMO 1a Ce OTCTPAHST Ha pbka C NoMoLLTa
Ha nuneta Tun MacTeop (6e3 nanonseaHe Ha
BakyyMHa acnupaLsi), 3a ja ce uberHe acnmpupate
Ha usnaTta nerneTta OT KNeTkM B KOHTelHepa 3a
oTnagbk.

Pecycnenanpaitte nenetata OT KneTkW, KakTo
€ ONMCaHo B CTbNKa 7.

[lo6GaseTe Ha kanku 3 — 4 ml npeceH cukcupaly
pa3TBop Ha KapHoii B CboTHOLWEHMe 3:1.

[lobaBeTe ocTaHanus dukeupaly pasrsop fo 7 ml.
MosTopeTe cTbnku 16 — 19 3a BCsAka enpyseTka.

. Octasete 3a 10 MMHYTU Ha CTailHa Temneparypa.

(ToBa e nbpBaTa CThKa C U3NON3BaHe Ha ukcupaLy
paaTeop)

LleHTpodbyrupaitte enpyseTkuTe 3a 8 MUHYTM Npu
1000 rpm.

AcnupupaiiTe cynepHaTaHTa, KaTo 0CTaBUTe OKONO
1 ml Hap nenetaTa oT kneTku. Pecycnenaupaiite
nenetara oT KneTku.

[lobaseTe dukcupaly pasteop Ao 7 ml. LieHTpodyru-
paitte enpyBseTkute 3a 8 MuHyTH npu 1000 rpm.
(BTopa cTbKa C M3nonasaHxe Ha GuKcupalL pasTeop).
MosTopeTe cTbnkM 22 — 23. (TpeTa CcTbNKa
C M3nonasaHe Ha ukcupaly pasTeop).

. Ha To3v eTan ukcupanuTe nenetu oT KNeTki MoraT

fAa ce u3nonsgat HesaGaBHO 3a NPUrOTBSIHE Ha
cnap cbrnacHo CTaHAapTHUS NPOTOKON Ha
naBopaTopusTa Unu ia ce CbXpaHsT B XNaAUIHUK
(2° C - 8° C) unu kamepa 3a 6baelya ynotpeba.

CBbXPAHEHUE U CTABUNHOCT

CHANG Marrow TpsibBa Aa ce CbxpaHsiBa 3ampaseHa
npu Temnepatypa nog -10° C go MoMeHTa Ha
nsnonagaHeto it. CHANG Marrow e ctabunna fo
M3TUYaHe Ha CPOKa Ha FOAHOCT, NOCOYEH BbPXY eTuKeTa
Ha ByTunkaTa, Korato ce CbXxpaHsiBa 3amMpaseHa. Cneq
pa3mpa3fBaHe KONMYeCTBOTO HEM3NON3BaH NPOAYKT
MoXe fna Gbae pasnpeaencHo B paboTHU anuKBOTHM
4acTit U 3aMpaseHo OTHOBO 3a ynoTpeba Ha no-kbeeH
eTan unu Aa 6bAe NNbLTHO 3aTBOPEHO C kanauka
1 cbXpaHeHo npy Temnepatypa 2° C - 8° C 3a 4o 30 aHu.
MaseTe 0T (hriyopecLeHTHa CBETNHA.

NPEANA3HU MEPKU U NPEAYNPEXOEHUA
Tosa u3aenue e npeaHasHayeHo aa ce U3Non3sa ot
nepcowan, obyyeH B npoueaypute, KOUTO BKMKOYBAT
NNaHNpaHoToO NPUNOXEHMe, 3a KOeTo M3AenneTo
€ NPe/iHa3HaYeHo.

CHANG Marrow cbabpxa FBS (chetaneH rosexan
CepyM) 1 KoHauuuoHupaHa cpeaa ot GCT (ruraHTck-
OKneTbyYeH TymMop) u ¢ Hes Tpsibea Aa ce Gopasn
CBIMACHO YHUBEpCanHWTe NabopaTopHu NpeanasHu
Mepku. Cpepata CbAbpka aHTUBUOTUK (reHTaMULMH
cyndart) 3a HamansiBaHe Ha pucka oT GakTepuanHa
KOHTaMWHaUus, Ho Tpabea BUHArW Aa ce u3nonsgar
acenTUYHU METOAM NPy pasnpedensiHe Ha cpeaata.
He n3nonasgaiite cpeaa, KOATO He e YepBeHa Ha LBST.

LIETUVIY K.

NAUDOJIMO INDIKACIJA

L,CHANG Marrow* terpé yra skirta pirminéms klinikinéms
zmogaus kauly €iulpy lasteliy kultiroms auginti atliekant
kariotipavimo ir kitus genetinius hematologiniy patologijy,
tyrimus.

ITAISO APRASYMAS

,CHANG Marrow" — tai paruosta naudoti terpé, kurios
sudétyje yra IMDM terpés su FBS, HEPES buferinio tirpalo,
L-glutamino, kondicionuotos terpés i$ gigantiniy lasteliy
naviko (GCT) linijos, rekombinantinio Zzmogaus GM-CSF
ir gentamicino sulfato. ,CHANG Marrow* terpé yra
optimizuota palaikyti efektyvy kauly ciulpy lasteliy
augima kultivuojant citogenetinei analizei skirtas
kultdras. Prie$ kultivuojant kauly Ciulpy pasélius, nereikia
pridéti jokiy kity sudétiniy medziagy. ,CHANG Marrow*
terpés sudétyje yra gentamicino sulfato (50 mg/l).
Prireikus galima pridéti papildomy antibiotiky.

SUDEDAMOSIOS DALYS

Aminorigstys Baltymai, hormonai_ Antibiotikas

Alaninas ir augimo faktoriai ~ Gentamicino
Argininas Jaucio embriono  sulfatas
Asparaginas kraujo serumas
Asparto rugstis (FBS) Kita
Cistinas hrGM-CSF Biotinas
Glutamo raigstis Kondicionuota terpé
Glutaminas Druskos ir jonai i8 gigantiniy lasteliy,
Glicinas Natrio chloridas  naviko (GCT-CM)
Histidinas Natrio selenitas linijos
Izoleucinas Kalcio chloridas
Leucinas Cholino chloridas ~ Vitaminai ir
Lizinas Kalio chloridas mikroelementai
Metioninas Kalio nitratas Folio ragstis
Fenilalaninas Magnio sulfatas  Nikotinamidas
Prolinas Natrio fosfatas Riboflavinas
Serinas Tiaminas
Treoninas Buferiai Pantotening rugstis
Triptofanas Natrio bikarbonatas Kobalaminas
Tirozinas HEPES Piridoksinas
Valinas

Energetiniai Vanduo

substratai Injekcinio

Gliukozé vandens kokybé

Piruvatas

Inozitolis

KOKYBES UZTIKRINIMAS

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

REIKALINGOS, BET PAKUOTEJE

NEPATEIKTOS MEDZIAGOS IR |RANGA

1. Sterilus plastikiniai centrifuginiai mégintuvéliai
ir kultivavimo flakonai

2. CO, inkubatorius 37 °C temperatiroje

3. Staliné centrifuga

4. Sukuriné maisyklé

5. Kolcemido pradinis tirpalas, 10 ug/ml

6. Kalio chlorido tirpalas, 0,075 M

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

PARUOSIMAS NAUDOTI

Per naktj atitirpinkite Saldytuve (2-8 °C), po to atsargiai

sumaiykite iki vienalytés konsistencijos. Laikydamiesi

aseptikos reikalavimy, po 10 ml terpés supilstykite

{ sterilius pasélio flakonus ir, nusistovéjus iki 37 °C

basenos, tuoj pat naudokite.

HRVATSKI

INDIKACIJE ZA UPOTREBU

Medij CHANG Marrow namijenjen je za uzgoj primarne
kulture klinickih kultura ljudske koStane srzi u svrhu
kariotipizacije i drugih genetickih testiranja za razlicite
hematolo$ke poremecaje.

OPIS PROIZVODA

Medij CHANG Marrow spreman je za upotrebu, a sastoji
se od IMDM-a s FBS-om, pufera HEPES, L-glutamina,
kondicioniranog medija gigantocelularnog tumora (GCT),
rekombinantnog humanog GM-CSF-a i gentamicinsulfata.
Medij CHANG Marrow optimiran je kako bi podrzao
ucinkovit rast stanica kostane srzi za citogeneticku
analizu. Nije potrebno dodavati nikakve komponente
prije uzgoja kulture kostane srzi. Medij CHANG Marrow
sadrzi gentamicinsulfat (50 mg/l). Po Zelji se mogu dodati
dodatni antibiotici.

KOMPONENTE

Aminokiseline Proteini, hormoni  Antibiotik

Alanin i¢imbenicirasta  Gentamicinsulfat
Arginin Fetalni govedi

Asparagin serum (FBS) Ostalo
Aspartatna kiselina hrGM-CSF Biotin

Cistin Kondicionirani medij
Glutamatna kiselina Soli i ioni gigantocelularnog
Glutamin Natrijev klorid tumora (GCT-CM)
Glicin Natrijev selenit

Histidin Kalcijev klorid Vitamini i elementi
Izoleucin Kolinijev klorid u tragovima
Leucin Kalijev Klorid Folna kiselina
Lizin Kalijev nitrat Nikotinamid
Metionin Magnezijev sulfat ~ Riboflavin
Fenilalanin Natrijev fosfat Tijamin

Prolin Pantotenska kiselina
Serin Puferi Kobalamin
Treonin Natrijev Piridoksin
Triptofan hidrogenkarbonat

Tirozin HEPES Voda

Valin Kvaliteta u skladu

Energetski supstrati s propisanom za
Glukoza vodu za injekcije
Piruvat
Inozitol

OSIGURANJE KVALITETE

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

POTREBNI MATERIJALI | OPREMA KOJI

NISU PRILOZENI

1. Plasticne sterilne epruvete za centrifugu i tikvice
za kulturu

2. CO, inkubator pri 37 °C

3. Stolna centrifuga

4. Vrtlozna mijeSalica

5. Temeljna standardna otopina kolcemida 10 pg/ml

6. Otopina kalijevog klorida 0,075 mol/l

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

PRIPREMA ZA UPOTREBU

Odmrznite preko no¢i u hladnjaku (2 — 8 °C), zatim
njezno promijeSajte da osigurate homogenost. Asepticki
prenijeti 10 ml medija u sterilne tikvice za kulturu
i uravnoteziti na 37 °C kako bi se mogao odmah upotrijebiti.

NAUDOJIMO NURODYMAI

I. Méginiy ruosimas

Méginius ruoskite i§ 0,5-1,0 ml kauly Ciulpy aspirato,

heparinizuoto natrio heparinu. Li¢io heparinas, EDTA ar

citratiniai antikoaguliantai citogenetiniams tyrimams
netinka.

+ Jei paimta daugiau kaip 5 ml kauly ¢iulpy aspirato,
méginys gali bati paveiktas hemodiliucijos. Méginj
8 min. centrifuguokite esant 1200 aps./min atskirdami
kauly, ¢iulpy frakcija.

+ Jei méginys pristatomas transportavimo terpéje,
méginj 8 min. centrifuguokite 1200 aps./min. greiciu
ir nusiurbkite transportavimo terpe (virSnuosédinj
skystj). Pasélj uzsékite po centrifugavimo mégintuvélio
dugne nusédusia frakcija.

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

1. Kauly ¢iulpy Igsteliy kultara

Ant visy kultivavimo indy pazymékite paciento pavarde,

méginio numer{ ir kultdros tipg.

1. Prie§ méginio inokuliavima suS$ildykite
LCHANG Marrow" iki aplinkos temperatros.

2. Kiekvieng pasélj uzsékite atitinkamu méginio kiekiu,
kad pasiektuméte optimalig 1 x 10° Iasteliy/ml arba
10 x 10° Iasteliy 10-yje ml pasélio koncentracija.

3. Kiekviena laboratorija turi nustatyti, kokj skai¢iy
paséliy paruosti, tai priklauso nuo paciento klinikinés
indikacijos. Prireikus galima pridéti papildomy
augimo faktoriy.

4. Inkubuokite pasélius 35-39 °C temperatiroje,
5-8 % CO, aplinkoje, kol bus galima paimti.

Kultiiry surinkimas

1. |8imkite paimti paruosta pasélj i$ inkubatoriaus
ir $velniai pamaiSykite flakona, kad resuspenduotuméte
lasteles.

2. Kiekvieno flakono turinj perpilkite { 15 ml talpos
centrifuginf mégintuvélj.

3. | kiekvieng pasélio mégintuvélj jlasinkite po 40 pl
pradinio kolcemido tirpalo (10 pg/ml). Mégintuvélius
sandariai uzdarykite dangteliais ir vartydami Svelniai
sumaisykite turinj.

4. Mégintuvélius inkubuokite 45 minutes 35-39 °C
temperatdroje.

5. Po inkubacijos mégintuvélius 8 minutes
centrifuguokite 1000 apsisukimy per minute greiciu.

6. Atsargiai i$ kiekvieno mégintuvélio siurbkite
vir§nuoseédinj skystj, naudodami vakuuminj siurbimo
itaisg su tirpiklio gaudykle. Bukite atsargis
ir nejsiurbkite lasteliy nuosédy.

7. Resuspenduokite lasteliy nuosédas, pirstu baksnodami
kiekvieno mégintuvélio dugng arba Sona.

8. |junkite 20 minuciy laikmat.

9. |laSinkite 3-4 ml pasildyto (35-37 °C) hipotoninio
tirpalo (0,075 M kalio chlorido).

10. Sandariai dangteliu uzdarykite mégintuvélj ir $velniai
sumaisykite pir§tu baksnodami mégintuvélio dugna,
arba $ona.

. |lasinkite 5-6 ml pasildyto (35-37 °C) hipotoninio
tirpalo. Sandariai uzdarykite mégintuvélj dangteliu
ir jl apverskite.

12. Kiekvienam mégintuvéliui pakartokite 9-11 veiksmus.

13. Palikite mégintuvélius vandens voneléje 35-37 °C
temperatiroje. Viena karta apverskite mégintuvélius
praéjus pusei 20 minugiy laikotarpio.

UPUTE ZA UPOTREBU

I. Priprema uzorka:

upotrijebiti 0,5 do 1,0 ml aspirata koStane srzi

u heparinnatriju. Litijev heparin, EDTA i citratni anti-

koagulansi nisu podobni za citogeneticka ispitivanja.

+ Dobije li se vise od 5 ml aspirata kostane srzi,
moguce je da je uzorak hemodilutiran. Centrifugirati
uzorak 8 minuta na 1.200 o/min kako bi se izolirala
frakcija kostane srzi.

+ Zaprimi li se uzorak u mediju za prijenos,
centrifugirati uzorak 8 minuta na 1.200 o/min
i ukloniti medij za prijenos (supernatant). Inokulirati
preostalom centrifugiranom frakcijom s dna
epruvete.

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

Il. Kultura kostane srzi:
na svim posudama s kulturama navesti ime pacijenta,
broj uzorka i vrstu kulture.

1. Prije inokulacije uzorka, dovedite CHANG Marrow
na sobnu temperaturu.

2. Inokulirati svaku kulturu odgovarajuéom koli¢inom
uzorka kako bi se postigla optimalna koncentracija
od 1x10¢ stanica/ml ili 10x10° stanica po 10 ml
kulture.

3. Svaki laboratorij mora utvrditi broj kultura koje mora
pripremiti ovisno o klinickim indikacijama pacijenta.
Po Zelji se mogu dodati dodatni ¢imbenici rasta.

4. Inkubirati kulture pri 35 — 39 °C, u atmosferi od
5-8% CO, dok ne budu spremne za prikupljanje.

Prikupljanje kultura:

1. Ukloniti kulturu spremnu za prikupljanje iz inkubatora
i lagano zavrtiti tikvicu da bi se obnovila suspenzija
stanica.

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

3. U svaku epruvetu kulture dodati 40 pl tenjeljne
standardne otopine kolcemida (10 pg/ml). Cvrsto
zacepiti epruvete i mijeSati prevrtanjem.

4. Inkubirati epruvete 45 minuta pri 35 - 39 °C.

5. Nakon inkubacije centrifugirati epruvete 8 minuta
na 1.000 o/min.

6. Pazljivo aspirirati supernatant iz svake epruvete
s pomocu vakuumskog aspiratora proizvodom za
ekstrakciju otapala. Pripazite da ne aspirirate talog.

7. Obnoviti suspenziju taloga stanica tapkanjem prstom
po dnu ili sa strana svake epruvete.

8. Pokrenite 20-minutni broja€ vremena.

9. Dodati kap po kap 3 — 4 ml prethodno zagrijane
(35 — 37 °C) hipotoni¢ne otopine (0,075 M kalijev
klorid).

10. Cvrsto zagepiti epruvetu i lagano promijesati
tapkanjem prstom po dnu ili sa strana epruvete.

11. Dodati kap po kap 5 - 6 ml prethgdno zagrijane
(35 = 37 °C) hipotoni¢ne otopine. Cvrsto zacepiti
i prevrnuti epruvetu.

12. Ponoviti 9. - 11. korak za svaku epruvetu.

13. Pustiti da epruvete odstoje u vodenoj kupelji na
3537 °C. Prevrnuti epruvete jedanput na polovici
vremena 20-minutnog brojaca.

14. Po isteku vremena 20-minutnog brojaca, ukloniti
epruvete iz vodene kupelji i dodati 1 ml svjezeg
3:1 Carnoyevog fiksativa u svaku epruvetu. Cvrsto
zacepiti i prevrnuti svaku epruvetu. (ovo je korak
prije fiksativa)
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Pasibaigus 20 minuciy laikotarpiui, i§imkite
mégintuvélius i§ vandens vonelés ir | kiekvieng
mégintuvel jladinkite 1 ml $vieZio Karnojaus
fiksacinio tirpalo santykiu 3:1. Kiekvieng mégintuvel
sandariai uzdarykite dangteliu ir apverskite (tai yra
veiksmas prie$ fiksavima).

Mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite
1000 aps./min. greiciu.

I$ kiekvieno mégintuvélio isiurbkite virSnuosédinj
skystj, palikdami mazdaug 1 ml vir$ Iasteliy nuosédy.
Bikite atsargds ir nejsiurbkite lasteliy nuosédy.
Reikia biti atsargiems, nes po centrifugavimo
| virSnuoseédin skystj i$ nusédusiy lasteliy gali bati
nusitesusiy skaiduliniy medziagy. Paskutinius kelis
supernatanto mililitrus gali tekti nusiurbti Pastero
pipete (nenaudojant vakuuminio siurbimo),
kad | atlieky konteinerj nebity isiurbta visa lasteliy,
nuosédy maseé.

. Lasteliy nuosédas resuspenduokite, kaip aprasyta

7 veiksme.

|lasinkite 3-4 ml 8vieZio Karnojaus fiksacinio tirpalo
santykiu 3:1.

Pridékite likusj fiksacini tirpala (ne daugiau kaip 7 ml).
Kiekvienam mégintuvéliui pakartokite 16-19 veiksmus.

. Palikite 10 minuciy kambario temperataroje (tai yra

pirmas fiksavimo veiksmas).

Mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite
1000 aps./min. greiciu.

Nusiurbkite virSnuosédinj skystj, palikdami apie 1 ml
vir§ lasteliy nuosédy. Resuspenduokite Iasteliy
nuosédas.

Pridékite fiksacini tirpalg (ne daugiau kaip 7 ml).
Mégintuvélius 8 minutes centrifuguokite 1000 aps./min.
greiciu (antras fiksavimo veiksmas).

. Pakartokite 22-23 veiksmus (trecias fiksavimo

veiksmas).

Sitaip uzfiksuotas lasteliy nuosédas galima naudoti
tuoj pat tepinéliy preparatams ruosti laboratorijoje
nustatyta standartine tvarka arba galima laikyti
Saldytuve (2-8 °C) ar 3aldiklyje vélesniems
tyrimams.

LAIKYMAS IR STABILUMAS

Iki naudojimo ,CHANG Marrow* terpe reikia laikyti
uzsaldyta zemesnéje kaip—10 °C temperatroje. Laikant
uz8aldyta, ,CHANG Marrow" terpé islieka stabili iki
tinkamumo datos, pazymétos butelio etiketéje.
Atitirpinus, nesunaudota gaminio likutj galima iSpilstyti
darbinémis dalimis ir vél uzSaldyti vélesniam naudojimui
arba sandariai uzdengus laikyti 2-8 °C temperattroje
iki 30 dieny. Saugoti nuo fluorescenciniy spinduliy.

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

,CHANG Marrow" terpés sudétyje yra FBS ir GCT
kondicionuotos terpés, todél su ja dirbant reikia imtis
{prastiniy laboratorinés praktikos atsargumo priemoniy.
Terpés sudétyje yra antibiotiko (gentamicino sulfato),
skirto bakterinio uzkrétimo pavojui sumazinti, bet iSpilstant
terpe visuomet batina laikytis metodiniy aseptikos
reikalavimy. Negalima naudoti jokios terpés, jei ji néra
raudonos spalvos.
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Centrifugirati epruvete 8 minuta na 1.000 o/min.

Aspirirati supernatant iz svake epruvete, ostavljajuci
oko 1 ml iznad taloga stanica. Pripazite da ne
aspirirate talog. paziti na vlaknasti materijal koji
se moze protezati iz taloga stanica u supernatant
nakon centrifuge. Mozda ¢e biti potrebno ruéno
ukloniti posljednjih nekoliko ml supernatanta
koriste¢i se Pasteurovom pipetom (ne vakuumskom
aspiracijom) da ne bi doslo do aspiracije Citavog
taloga stanica u spremnik za otpad.

Obnoviti suspenziju taloga stanica kako je opisano
u 7. koraku.

Dodati kap po kap 3 - 4 ml svjezeg 3:1 Carnoyevog
fiksativa.

Dodati preostali fiksativ do 7 ml.
Ponoviti 16. — 19. korak za svaku epruvetu.

. Neka odstoji 10 minuta pri sobnoj temperaturi.

(ovo je prvi korak fiksativa)
Centrifugirati epruvete 8 minuta na 1.000 o/min.

Aspirirati supernatant i ostaviti otprilike 1 ml iznad
taloga. Obnoviti suspenziju taloga stanica.

. Dodati fiksativ do 7 ml. Centrifugirati epruvete

8 minuta na 1.000 o/min. (drugi korak fiksativa)
Ponoviti 22. - 23. korak (tre¢i korak fiksativa).

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

POHRANA | STABILNOST

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

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

Medij CHANG Marrow sadrzi FBS i kondicionirani medij
GCT-ai njime se mora rukovati primjenjujuci univerzalne
laboratorijske mjere opreza. Medij sadrzi antibiotik
(gentamicinsulfat) kako bi se smanjila moguénost
kontaminacije bakterijama, no u radu s medijem moraju
se uvijek primjenijivati asepticke metode. Ne upotrebljavati
medij koji nije crvene boje.

TURKGE

KULLANIM ENDIKASYONU

CHANG Marrow cesitli hematolojik bozukluklarin
karyotiplemesi ve diger genetik testler igin yapilan klinik
insan Kemik iligi Kiiltiirlerinde primer kiiltiir igin
kullanilmak iizere tasarlanmistir.

CIHAZ TANIMI

CHANG Marrow, FSS, HEPES tamponu, L-glutamin,
Dev Hicreli Timor (GCT) Kosullandiriimis Vasat,
Rekombinant insan Graniilosit Makrofaj Koloni Stimiile
Edici Faktor (GM-CSF) ve Gentamisin Siilfatli IMDM'den
olusan, kullanima hazir bir vasattir. CHANG Marrow
sitogenetik analiz igin kemik iligi hiicrelerinin etkin
lUiremesini desteklemek lizere optimize edilmistir. Kemik
iligi kiltirantn yapiimasindan 6nce herhangi bir bilesen
eklenmesi gerekmez. CHANG Marrow, Gentamisin Siilfat
(50 mglL) igerir. istenirse ek antibiyotikler eklenebilir.

BILESENLER
Amino Asitler Proteinler, Hormonlar Antibiyotik
Alanin ve Biiylime Fakirleri Gentamisin Silfat
Arjinin Fetal sigir
Asparajin serumu (FSS) Diger
Aspartik Asit hrGM-CSF Biyotin
Sistin Dev hiicreli timor
Glutamik Asit Tuzlar ve Iyonlar  kosullandiriimig
Glutamin Sodyum kloriir vasat (GCT-CM)
Glisin Sodyum selenit
Histidin Kalsiyum klorir ~ Vitaminler ve eser
izoldsin Kolin lordr elementler
Lésin Potasyum Kloriir ~ Folik asit
Lizin Potasyum nitrat Nikotinamid
Metiyonin Magnezyum siilfat ~ Riboflavin
Fenilalanin Sodyum fosfat Tiyamin
Prolin Pantotenik asit
Serin TJamponlar Kobalamin
Treonin Sodyum bikarbonat Piridoksin
Triptofan HEPES
Tirozin Su
Valin Enerji Substratlar  Enjeksiyonluk
Glukoz Su Kalitesi
Piruvat
inositol

KALITE GUVENCE

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

GEREKLi AMA SAGLANMAYAN MATERYAL
VE EKIPMAN

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

3. Tezgah Santrifijii

4. Vorteks Karistirici

5. Colcemid Stok Soliisyonu, 10 ug/mL

6. Potasyum Kloriir Soliisyonu, 0,075 M

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

KULLANIM HAZIRLIGI

Bir buzdolabinda (2 - 8°C) gece boyunca ¢oziin ve sonra
homojenligi saglamak izere yavasga karistirin. Steril
kiltur flasklarina aseptik olarak 10 mL vasat koyun
ve hemen kullanim igin 37°C'ye dengeleyin.

KULLANMA TALIMATI

1. Ornek Hazirlama:

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

kullanin. Lityum heparin, EDTA veya sitrat antikoagilanlari

sitogenetik galismalar igin uygun degildir.

+ 5 mL zerinde kemik iligi aspirati alinirsa drnekte
hemodiliisyon olabilir. Kemik iligi fraksiyonunu izole
etmek icin numuneyi 8 dakika boyunca 1200 devir/dk
hizinda santrifiijleyin.

MALTI

INDIKAZZJONI GHALL-UZU

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

DESKRIZZJONI TAL-APPARAT

CHANG Marrow huwa midjum lest ghall-uzu li fih IMDM,
b’FBS, bafer ta’ HEPES, L-glutamine, Giant Cell Tumor
(GCT) Conditioned Medium, Recombinant Human
GM-CSF u Gentamicin Sulfate. CHANG Marrow gie
ottimizzat sabiex jappogga t-tkabbir efficjenti tac-celloli
tal-mudullun ghall-analizi ¢itogenetika. Mhix mehtiega
z-zieda ta’ ebda komponenti qabel it-tkabbir tal-
mudullun. CHANG Marrow fih gentamicin (50 mgiL).
Jistghu jizdiedu antibijoti¢i addizzjonali jekk ikun mixtieq.

KOMPONENTI
Acidi Amminici Proteini, Ormoni.  Antibijotiku
Alanine u Fatturi ta’ Tkabbir Gentamicin Sulfate
Arginine Fetal bovine
Asparagine serum (FBS) Ohrajn
Aspartic Acid hrGM-CSF Biotin
Cystine Giant cell tumor
Glutamic Acid Imluha u Joni conditioned midjum
Glutamine Sodium chloride  (GCT-CM)
Glycine Sodium selenite
Histidine Calcium chloride ~ Vitamini.
Isoleucine Choline chloride U mikroelementi
Leucine Potassium chloride Folic acid
Lysine Potassium nitrate ~ Nicotinamide
Methionine Magnesium sulfate Riboflavin
Phenylalanine Sodium phosphate  Thiamine
Proline Pantothenic acid
Serine Bafers Cobalamin
Threonine Sodium bicarbonate Pyridoxine
Tryptophan HEPES
Tyrosine lima
Valine Substrati tal- Kwalita tal-WF|
Energija (Ima ghall-
Glucose Injezzjonijiet)
Pyruvate
Inositol

ASSIGURAZZJONI TAL-KWALITA

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

MATERJALI U TAGHMIR MEHTIEG IZDA

MHUX IPPROVDUT

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

2. Inkubatur ta’ CO, f'temperatura ta’ 37°C

3. Centrifugu ta’ fuq il-Bank

4. Vortex Mixer

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

6. Soluzzjoni ta’ Potassium Chloride, 0.075 M

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

PREPARAZZJONI GHALL-UZU

Halli li jinhall matul il-lejl fi frigg (2 - 8°C), imbaghad

hallat bil-mod sabiex tigi zgurata I-omogeneita. B'mod

asettiku ddistribwixxi 10 mL tal-midjum go flasks sterili

tat-tkabbir u ekwilibra ghal temperatura ta’ 37°C ghall-

uzu immedjat.

* Numune eger transfer vasatinda gelirse érnegi
1200 devir/dk hizinda 8 dakika santrifijleyip
transfer vasatini (siipernatan) alin. Tiipiin altinda
kalan santrifiije edilmis fraksiyonu kullanarak
inokiilasyon yapin.

Bu driinlerin kullanimi hakkinda ek ayrintilar agisindan
her laboratuvar kendi ayri tibbi programiniz igin ézel
olarak gelistirilmis ve optimize edilmis, kendi laboratuvar
islemleri ve protokollerine bagvurmalidir.

II. Kemik Iligi Kiiltiiri:
Tim kultar kaplarini hasta adi, numune numarasi
ve killtiir tipiyle etiketleyin.

1. Numune inokiilasyonundan 6nce CHANG Marrow
UrliniinG ortam sicakhigina getirin.

Her kdltiire 1x10°® hiicre/mL veya 10 mL kltir
basina 10x10° hiicre seklinde optimum bir
konsantrasyon elde etmek lizere uygun miktarda
ornek inokiilasyonu yapin.

3. Her ayri laboratuvar hastanin klinik endikasyonuna
gbre kurulacak killtiir sayisini belirlemelidir. Istenirse
ek blyiime faktorleri eklenebilir.

4. Toplamaya hazir oluncaya kadar kiiltiirleri 35°C -
39°C'de %5 - %8 CO, atmosferi altinda inkibe edin.

Kiiltiirlerden Toplama:

1. Toplamaya hazir kiiltiiri inkiibatérden gikarin
ve hiicrelerin tekrar siispansiyonu igin flaski
yavasga gevirin.

2. Herflaskin igerigini bir 15 mL santrifij tipiine aktarin.

3. Her killtiir tipiine 40 pL stok Colcemid (10 ug/mL)
ekleyin. Tuplerin kapagini sikica kapatin ve ters diiz
ederek yavasga karistirin.

4. Tipleri 35°C - 39°C'de 45 dakika inkiibe edin.

5. inkiibasyondan sonra tiipleri 8 dakika boyunca
1000 devir/dk hizinda santrifiijleyin.

6. Her tiipten siipernatani solvent tuzakli bir vakumlu
aspirator kullanarak dikkatle aspire edin. Pelleti
aspire etmemeye dikkat edin.

7. Hicre pelletini her tipiin altina ve yan tarafina
parmaginizla vurarak tekrar stispansiyon haline getirin.

8. 20 dakikalik bir zamanlayici baslatin.

9. 3 -4 mL dnceden isitilmis (35 - 37°C) hipotonik
soliisyon (0,075 M Potasyum Kloriir) ekleyin.

10. Tipln kapagini sikica kapatin ve tiipln altina ve
yan tarafina parmaginizla vurarak yavasga karistirin.

11. 5 - 6 mL 6nceden 1sitilmis (35 - 37°C) hipotonik
soliisyonu damla damla ekleyin. Kapagini sikica
kapatip tiipu ters diiz edin.

12. Her tip igin 9 - 11. adimlari tekrarlayin.

13. Bir su banyosu kullanarak tipleri 35 - 37°C'de dik
tutun. 20 dakikalik zamanlayicinin orta noktasinda
tlpleri bir kez ters diiz edin.

14.20 dakika zamanlayici bittiginde tiipleri su
banyosundan ¢ikarin ve her tiipe 1 mL taze 3:1
Carnoy's Fixative ekleyin. Kapagini sikica kapatip
her tiipii ters diiz edin. (Bu Prefiksatif adimidir)

15. Tiipleri 8 dakika boyunca 1000 devir/dk hizinda
santrifijleyin.

16. Her tiipten stipernatani aspire edip hiicre pelletinin
Uzerinde yaklasik 1 mL birakin. Pelleti aspire
etmemeye dikkat edin. Santrifiijlemeden sonra hiicre
pelletinden yukariya slipernatan igine uzanabilecek
fibroz materyal agisindan dikkatli olun. En son birkag
mL slpernatanin tim hicre pelletinin atik kabina
aspirasyonundan kaginmak lzere bir Pasteur
pipetiyle (vakum aspirasyonu kullanmadan) alinmasi
gerekebilir.

17. Hiicre pelletini 7. Adimda tanimlandi§i gibi tekrar
slispansiyon haline getirin.

ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU

I. Preparazzjoni tal-Kampjun:

Uza 0.5 sa 1.0 mL ta’ aspirat tal-mudullun mizjud
b'sodium heparin. Lithium heparin, EDTA, jew citrate
anticoagulants mhumiex adattati ghal studji ¢itogenetici.

+ Jekk iktar minn 5 mL ta’ aspirat tal-mudullun jigi
ricevut, il-kampjun jista’ jigi emodilwit (hemodilute).
I¢centrifuga I-kampjun 'l isfel fug 1,200 rpm ghal
8 minuti sabiex tizola I-parti tal-mudullun.

+ Jekk il-kampjun jasal f'midjum tat-trasport,
iccentrifuga I-kampjun 'l isfel fug 1,200 rpm ghal
8 minuti u nehhi -midjum tat-trasport (is-supernatant).
Inokula bl-uzu tal-frazzjoni ¢¢entrifugata li jifdal fil-
giegh tat-tubu.

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

Il It-Tkabbir tal-Mudullun:

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

u t-tip ta’ koltura fugq il-kontenituri tal-kolturi kollha.

1. Qabel l-inokulazzjoni tal-kampjun, gib i¢-
CHANG Marrow ghal temperatura ambjentali.

2. Inokula kull koltura bl-ammont xieraq tal-kampjun
sabiex tilhaq il-kon¢entrazzjoni ottimali ta’
1x10° ¢elloli/mL jew 10 x 10° ¢elloli ghal kull 10 mL
tal-koltura.

3. Kull laboratorju individwali ghandu jiddetermina
n-numru ta’ kolturi li ghandu jipprepara skont
l-indikazzjoni klinika tal-pazjent. Jistghu jizdiedu
fatturi tat-tkabbir addizzjonali jekk ikun mixtieq.

4. Inkuba I-kolturi f'temperatura ta’ 35 - 39°C,
f'atmosfera ta’ 5-8% CO, sakemm ikunu lesti
ghall-hsad.

ll-Asad tal-Kolturi:

1. Nehhi I-koltura lesta ghall-hsad mill-inkubatur
u dawwar il-flask bil-mod biex tissospendi ¢-celloli
mill-gdid.

2. lttrasferixxi I-kontenut ta’ kull flask ghal tubu
¢entrifugu ta” 15 mL.

3. Zid 40 pL tas-soluzzjoni ewlenija ta’ Colcemid
(10 pg/mL) fkull tubu tal-koltura. Aghlaq it-tubi b’mod
sikur u hawwad billi taglibhom 'l isfel bil-mod.

4. Inkuba t-tubi f'temperatura ta’ 35 - 39°C ghal
45 minuta.

5. Wara l-inkubazzjoni, ic¢entrifuga t-tubi ghal 8 minuti
fug 1,000 rpm.

6. Bir-reqqa aspira s-supernatant minn kull tubu bl-uzu
ta’ aspirazzjoni b'vakum, bl-ilqugh ghas-solvent.
Oqghod attent li ma taspirax il-gerbuba.

7. Erga’ ssospendi |-gerbuba ta¢-celloli billi taghti
daqqa hafifa b’subghajk lill-giegh jew il-genb ta’
kull tubu.

8. Issettja I-kronometru fug 20 minuta.

9. Qatra gatra, zid 3 - 4 mL ta’ soluzzjoni ipotonika
(0.075M Potassium Chloride) imsahhna minn gabel
(35-37°C).

10. Aghlaq it-tubu b'mod sikur u hawwad bil-mod billi
taghti daqqa hafifa b'subghajk lill-giegh jew il-genb
tat-tubu.

. Qatra qatra, zid 5 - 6 mL ta’ soluzzjoni ipotonika
msahhna minn gabel (35 - 37°C). Aghlaq it-tubu
b’mod sikur u agleb it-tubu 'l isfel.

12. Irrepeti I-Punti 9 - 11 ghal kull tubu.

13. Bl-uzu ta’ banju bl-ilma, halli t-tubi jogoghdu

f'temperatura ta’ 35 - 37°C. Agleb it-tubi 'l isfel darba

meta |-kronometru jasal f'nofs 1-20 minuta.
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3 - 4 mL taze 3:1 Carnoy's Fixative iiriiniinii damla
damla ekleyin.

Kalan fiksatifi 7 mL toplam hacme kadar ekleyin.

. Her tiip igin 16 - 19. adimlari tekrarlayin.
. Oda sicakliginda 10 dakika birakin. (Bu Birinci fiksatif

adimidir).

Tiipleri 8 dakika boyunca 1000 devir/dk hizinda
santrifiijleyin.

Siipernatani aspire edip pellet {izerinde yaklagik
1 mLbirakin. Pelleti tekrar stispansiyon haline getirin.

7 mL toplam hacme kadar fiksatif ekleyin. Tupleri
8 dakika boyunca 1000 devir/dk hizinda santrifiijleyin.
(ikinci fiksatif adimi).

22-23. adimlari tekrarlayin. (Ugiinci fiksatif adimi).
Bu noktada sabit hiicre pelletleri laboratuvarin
standart protokoliine gdre lam hazirlama igin hemen
kullanilabilir veya gelecekte kullanim igin
buzdolabinda (2°C - 8°C) veya dondurucuda
saklanabilir.

SAKLAMA VE STABILITE

CHANG Marrow kullanima hazir olana kadar -10°C'nin
altinda dondurulmus sekilde saklanmalidir.
CHANG Marrow dondurulmus olarak muhafaza
edildiginde sise etiketinde gdsterilen son kullanma
tarihine kadar stabildir. Cozdiikten sonra kullaniimamig
herhangi bir iriin galisma alikotlarina aktarilip daha
sonra kullaniimak (izere tekrar dondurulabilir veya
kapag sikica kapatilip 2 - 8°C'de 30 giine kadar
saklanabilir. Floresan igiktan koruyun.

ONLEMLER VE UYARILAR

Bu

cihazin, cihaz kullaniminin amaglanmis oldugu

belirtilen uygulamanin dahil oldugu islemler konusunda
egitimli personelce kullaniimasi amaglanmistir.

CHANG Marrow, FSS ve dev hiicreli timér
kosullandirnimis vasat icerir ve evrensel laboratuvar
énlemlerine gore kullanilmalidir. Vasat, bakteriyel
kontaminasyon potansiyelini azaltmak igin bir antibiyotik
(gentamisin siilfat) icerir ama vasati verirken daima
aseptik teknikler kullaniimalidir. Kirmizi renkte olmayan
herhangi bir vasati kullanmayin.

14.

15.
16.

18.
19.

2
2

= o

2
2

w N

2

&

2
26.

o

Fl-ahhar tal-20 minuta fuq il-kronometru, nehhi
t-tubi mill-banjumarija u zid 1 mL ta’ 3: 1 Carnoy's
Fixative frisk fkull tubu. Aghlaq it-tubu b'mod sikur
u aqleb kull tubu 'l isfel. (Dan huwa |-pass ta’ Qabel
il-Fissattiv).

I¢centrifuga t-tubi ghal 8 minuti fug 1,000 rpm.

Aspira s-supernatant minn kull tubu wagt Ii thalli
madwar 1 mL fuq kull gerbuba ta’ celloli. Ogghod
attent |li ma taspirax il-gerbuba. Oqghod attent
ghall-materjal fibruz li jista’ jestendi mill-gerbuba
tac-celloli ’l fug ghal gos-supernatant wara
¢-centrifugazzjoni. Jista’ jkun li I-ahhar ftit mL tas-
supernatant ikollhom jitnehhew manwalment
b'pipetta Pasteur (mhux bl-uzu ta’ aspirazzjoni
b'vakum) sabiex jigi evitat li tigi aspirata I-gerbuba
tac-celloli kollha fil-kontenitur tal-iskart.

Erga’ ssospendi |-gerbuba tac-celloli kif deskritt
fil-Punt 7.

Qatra qatra, zid 3 -4 mL ta’ 3:1 Carnoy’s Fixative frisk.

Zid il-fissattiv li jibga" sabiex il-volum totali fit-tubu
jkunta’ 7 mL.

. Irrepeti I-punti 16 - 19 ghal kull tubu.
. Hallihom jogoghdu ghal 10 minuti f'temperatura

ambjentali. (Dan huwa |-Ewwel pass fissattiv).
Iccentrifuga t-tubi ghal 8 minuti fug 1,000 rpm.
Aspira s-supernatant u halli madwar 1 mL fuq
il-gerbuba. Erga’ ssospendi |-gerbuba tac-celloli.
Zid il-fissattiv, sa 7 mL. lécentrifuga t-tubi ghal
8 minuti fug 1,000 rpm. (It-tieni pass fissattiv).
Irrepeti I-punti 22 - 23. (It-tielet pass fissattiv).
F'dan il-punt, il-gerbubi tac-celloli ffissati jistghu
jintuzaw immedjatament ghall-preparazzjoni tal-
islajds skont il-protokoll standard tal-laboratorju
jew jinhaznu fil-frigg (2 - 8°C) jew fil-friza ghall-uzu
fil-futur.

HAZNA U STABBILTA

CHANG Marrow ghandu jinhazen iffrizat f'temperatura
ta’ ingas minn —10°C sakemm ikun lest biex jintuza.
CHANG Marrow huwa stabbli sad-data ta’ skadenza
i tidher fuq it-tikketta tal-flixkun meta mahzun iffrizat.
Wara li jinhall, jekk jibga’ xi ammont ta’ prodott li ma
ntuzax dan jista’jigi ddispensat f'alikwoti utilizzabbli u ffrizat
mill-gdid ghal uzu fil-futur, jew jinghalag sew u jinhazen
ftemperatura ta’ 2 - 8°C ghal mhux iktar minn 30 jum.
Ipprotegi minn daw! fluworexxenti.

PREKAWZJONWJIET U TWISSJIET

Dan |-apparat huwa mahsub ghall-uzu minn persunal
imharreg fi proceduri Ii jinkludu I-applikazzjoni indikata
li ghaliha huwa mahsub I-apparat.

CHANG Marrow fih FBS u GCT conditioned midjum
u ghandu jigi mmaniggjat bil-prekawzjonijiet
universali tal-laboratorju. Dan il-midjum fih antibijotiku
(gentamicin sulfate) sabiex jitnagqas il-potenzjal ghall-
kontaminazzjoni mill-batterji, izda dejjem ghandhom
jintuzaw teknici asetti¢i meta jigi ddispensat dan
il-midjum. M'ghandek tuza I-ebda midjum |i mhuwiex
ta’ kulur hamrani.



