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Terreno completo per coltura di amniociti e villi coriali

Materiale fornito
EK AMG 200, 1 bottiglia da 100 ml
EK AMG 600, 1 bottiglia da 500 ml

Conservazione e stabilita

Amniomed Plus deve essere conservato a -20 + 2°C. Scongelare Amniomed Plus in un
bagnetto termostatato a 37°C, agitando adeguatamente prima dell’'uso. Non richiede
aggiunta di L-Glutamina, antibiotici o siero. Una volta scongelato, deve essere conservato
tra i +2°C e +8°C per un massimo di 8 giorni. La shelf life del prodotto & di 2 anni.

Protocollo di utilizzo
NB: i protocolli di coltura in situ si riferiscono all'impiego di Amnioslide. Per I'impiego di
Amniodish fare riferimento ai valori tra parentesi quadre.

, AMNIOCITI - Trattamento campione
|‘ta| Ian O 1. Trasferire il liquido amniotico in tubi sterili e centrifugare 10 minuti a 1000 rpm.
2. Rimuovere il surnatante e risospendere il pellet in 2 — 3 ml di Amniomed Plus.

Coltura in situ

1. Porre delicatamente 1 ml [0,5 ml] di sospensione cellulare sopra il vetrino all'interno di Amnioslide. Incubare a 37°C, 5% CO,
per 6 -12 ore, evitando i disturbi meccanici.

2. Aggiungere 4 ml [2 ml] di Amniomed Plus fresco.

3. Al giorno 6 cambiare completamente il terreno di coltura con 5 ml [2,5 ml] di Amniomed Plus.

4. Al giorno 7/8 valutare la crescita mediante microscopio invertito. A crescita ottimale, aggiungere 30 pl [15 pl] di Colcemid
(10 pg/ml).

5. Incubare a 37°C, 5% CO, per 60-90 minuti.

Coltura in fiasca

1. Preparare da 2 a 4 fiasche sterili da 25 cm?. Aggiungere 4 ml di Amniomed Plus ad ogni fiasca.
2. Aggiungere 0,5 ml di sospensione e incubare a 37°C, 5% CO,

3. Al giorno 6 cambiare completamente il terreno di coltura con 5 ml di Amniomed Plus

4. Al giorno 7/ 8 o a crescita adeguata, aggiungere 30 pl Colcemid (10 pg/ml).

5. Incubare a 37°C, 5% CO, per 60 — 90 minuti.

VILLI CORIALI (CVS) - Trattamento campione

Porre la biopsia in una Petri da 60 mm, contenente 5 ml di RPMI 1640.

Lavare i villi con medium fresco per rimuovere i residui di sangue.

Mediante microscopio invertito rimuovere delicatamente i coaguli e i residui di decidua.
Trasferire i villi in un tubo da 15 ml, contenente 1 ml of Pronase E (4*10° PU/g) e incubare a temperatura ambiente per 4 - 6
minuti.

5. Aggiungere 3 - 5 ml di Hank’s Balanced Salts Solution fredda (circa +4°C).

6. Centrifugare per 5 minuti a 1500 rpm e rimuovere il surnatante.

7. Aggiungere 2 ml di Collagenase type Il sterile (1 mg/ml) e incubare a 37°C per 10 minuti.
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. Aggiungere 3 - 5 ml di HBSS fredda (circa +4°C).
. Centrifugare per 5 minuti a 1500 rpm e rimuovere il surnatante.
0. Aggiungere 2 - 3 ml di Amniomed Plus e risospendere il pellet.

Coltura in situ

1. Preparare da 2 a 6 Amnioslide, a seconda del quantitativo di cellule. Aggiungere 4.5 ml [2 ml] di Amniomed Plus ad ogni
Amnioslide.

2. Gocciolare 500 pl di sospensione cellulare per Amnioslide e incubare a 37°C, 5% CO,.

3. Incubare a 37 °C, 5% CO,

3. Al giorno 5 cambiare completamente il terreno di coltura con 5 ml [2,5 ml] di Amniomed Plus fresco.

4. Al giorno 6/7 valutare la crescita mediante microscopio invertito. A crescita ottimale, aggiungere 30 pl [15 pl] di Colcemid (10 pg/ml).

5. Incubare a 37°C, 5% CO, per 4-6 ore.

Coltura in fiasca
Vedi protocollo per coltura in fiasca di amniociti. Variare le tempistiche dei punti 3. e 4. in accordo con il protocollo per coltura in
situ di CVS, punti 3. e 4.

Fissazione cromosomi e preparazione vetrino da coltura in situ

1 Rimuovere completamente il terreno.

2. Gocciolare 6 ml [3 ml] di soluzione ipotonica (H,O distillata, 0,6% sodio citrato, 0,1% KCI) e incubare a temperatura ambiente
per 10 minuti.

3. Rimuovere la soluzione ipotonica e gocciolare 6 ml [3 ml] di soluzione di Ibraimov (H,O distillata, 5% acido acetico), incubare a
temperatura ambiente per 5 minuti.

4. Rimuovere la soluzione di Ibramov modificata e gocciolare 6 ml [3 ml] di soluzione fissativa fresca (metanolo : acido acetico, 4 :1)
a temperature ambiente. Il tempo di questa incubazione, non influenza il risultato finale.

5. Ripetere due volte il punto 4.

6. Rimuovere il vetrino e procedure all’asciugatura in adeguate e costanti condizioni di temperatura ed umidita relativa, mediante
I'impiego di Optichrome (cod. EKAMH950).




Terrain complet pour culture d’amniocytes et de villosités choriales

Matériel fourni
EK AMG 200, 1 bouteille de 100 ml
EK AMG 600, 1 bouteille de 500 ml

Conservation et stabilité

Amniomed Plus doit étre conservé a -20 + 2°C. Décongeler Amniomed Plus dans un
bain thermostaté a 37°C, en agitant de facon adéquate avant I'emploi. L'ajout de
L-Glutamine, d'antibiotiques ou de sérum n’est pas nécessaire. Une fois décongelé, il
doit étre conservé entre +2°C et +8°C pendant un maximum de 8 jours. La shelf life du
produit est de 2 ans.

Protocole d‘utilisation
NB: les protocoles de culture in situ se réferent a I'utilisation d’Amnioslide. Pour
|utilisation d’Amniodish, se référer aux valeurs entre parenthéses.

Francais

AMNIOCYTES - Traitement échantillon
1. Transférer le liquide amniotique dans des tubes stériles et centrifuger pendant 10 minutes a 1000 rpm.
2. Eliminer le surnageant et resuspendre le pellet dans 2 — 3 ml d’Amniomed Plus.

Culture in situ

1. Mettre délicatement 1 ml [0,5 ml] de suspension cellulaire sur la lame a I'intérieur d’Amnioslide. Incuber & 37°C, 5% CO,
pendant 6-12 heures, en évitant les dérangements mécaniques.

2. Ajouter 4 ml [2 ml] d’Amniomed Plus frais.

3. Le 6eme jour, changer complétement le terrain de culture avec 5 ml [2,5 ml] d’Amniomed Plus frais.

4. Le 7/8éme jour, évaluer la croissance a I'aide du microscope inversé. Quand la croissance est optimale, ajouter 30 pl [15 pl] de
Colcemid (10 pg/ml).

5. Incuber a 37°C, 5% CO, pendant 60-90 minutes.

Culture en fiole

1. Préparer de 2 a 4 fioles stériles de 25 cm?. Ajouter 4 ml d’Amniomed Plus a chaque fiole.

2. Ajouter 0,5 ml de suspension et incuber a 37°C, 5% CO,

3. Le 6éme jour, changer complétement le terrain de culture avec 5 ml d’Amniomed Plus

4. Le 7/8éme jour ou lorsque la croissance est adéquate, ajouter 30 pl Colcemid (10 pg/ml).

5. Incuber a 37°C, 5% CO, pendant 60 — 90 minutes.

VILLOSITES CHORIALES (CVS)-Traitement échantillon

. Mettre la biopsie dans une Petri de 60 mm, contenant 5 ml de RPMI 1640.

Laver les villosités avec un medium frais pour enlever les résidus de sang.

Avec le microscope inversé, enlever délicatement les caillots et les résidus de déciduale.
Transférer les villosités dans un tube de 15 ml, contenant 1 ml de Pronase E (4*10° PU/g) et incuber a température ambiante
pendant 4-6 minutes.

Ajouter 3-5 ml de Hank’s Balanced Salts Solution froide (environ +4°C).

Centrifuger pendant 5 minutes & 1500 rpm et enlever le surnageant.

Ajouter 2 ml de Collagenase type Il stérile (1 mg/ml) et incuber & 37°C pendant 10 minutes.
Ajouter 3 - 5 ml de HBSS froide (environ +4°C).

Centrifuger pendant 5 minutes & 1500 rpm et enlever le surnageant.

10. Ajouter 2 - 3 ml d’Amniomed Plus et resuspendre le pellet.
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Culture in situ

Préparer de 2 a 6 Amnioslides, selon la quantité de cellules. Ajouter 4.5 ml [2 ml] d’Amniomed Plus & chaque Amnioslide.
Faire couler environ 500 pl de suspension cellulaire pour Amnioslide.

Incuber a 37°C, 5% CO,.

Le 5éme jour, changer complétement le terrain de culture avec 5 ml [2,5 ml] d’Amniomed Plus frais.

Le 6/7éme jour, évaluer la croissance a I'aide du microscope inversé. Quand la croissance est optimale, ajouter 30 pl [15 pl] de
Colcemid (10 pg/ml).

Incuber & 37°C, 5% CO, pendant 4 - 6 heures.

Culture en fiole

Voir le protocole pour la culture en fiole d’amniocytes. Modifier les temps des points 3. et 4. conformément au protocole pour culture
in situ de CVS, points 3. et 4.
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Fixation des chromosomes et préparation de la lame de culture in situ

. Enlever complétement le terrain.

2. Faire couler 6 ml [3 ml] de solution hypotonique (H,O distillée, 0,6% sodium citrate, 0,1% KCI) et incuber a température
ambiante pendant 10 minutes.

. Enlever la solution hypotonique et faire couler 6 ml [3 ml] de solution d’lbraimov (H,O distillée, 5% acide acétique), incuber a
température ambiante pendant 5 minutes.

. Enlever la solution d'Ibramov modifiée et faire couler 6 ml [3 ml] de solution fixative fraiche (méthanol : acide acétique, 4 : 1) a

température ambiante. Le temps de cette incubation n’influence pas le résultat final.

Répéter deux fois le point 4.

Enlever la lame et effectuer le séchage dans des conditions adéquates et constantes de température et d’humidité relative, en

utilisant Optichrome (cod. EKAMH950).
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Volistandiger N&ahrboden fiir Kulturen von Amniocyten und
Chorionzotten

Geliefertes Materialo
EK AMG 200, 1 Flasche mit 100 ml
EK AMG 600, 1 Flasche mit 500 ml

Aufbewahrung und Haltbarkeit

Amniomed Plus muss bei -20 + 2°C aufbewahrt werden. Amniomed Plus in einem Bad
mit Temperaturregelung auf 37°C abtauen, worauf es vor dem Gebrauch angemessen
geschuttelt wird. Es ist keine Zugabe von L-Glutamin, Antibiotikum oder Serum
notwendig. Nach dem Auftauen muss es zwischen +2°C und +8°C maximal 8 Tage lang
aufbewahrt werden. Die Lagerfahigkeit des Produkts betragt 2 Jahre.

Benutzungsprotokoll
MERKE: die in situ-Protokolle der Kulturen beziehen sich auf die Verwendung von
Amnioslide. Fu die Verwendung von Amniodish gelten die Werte in den eckigen

Deutsche @

AMNIOCYTEN - Behandlung der Probe

1. Die Fruchtwasserflissigkeit in sterile Reagensgléser geben und 10 minuti bei 1000
rpm zentrifugieren.

2. Die Uberschussige Fliissigkeit entfernen und den Satz in 2 — 3 ml Amniomed Plus
wieder aufmischen.

in situ-Kultur

1. Vorsichtig 1 ml [0,5 ml] der Zellsuspension auf den Objekttréager im Inneren von Amnioslide geben. Bei 37°C, 5% CO, fur 6-12
Stunden bebriten, wobei mechanische Stérungen vermieden werden sollten.

2. 4 ml [2 ml] frisches Amniomed Plus hinzuftigen.

3. Am Tag 6 den Nahrboden mit 5 ml [2,5 ml] frischem Amniomed Plus vollstdndig auswechseln.

4. Am Tag 7/8, oder bei angemessenem Wachstum 30 pl [15 pl] Colcemid (10 pg/ml) hinzuftigen.

5. Bei 37°C, 5% CO, fur 60-90 Minuten bebriiten.

Kultur in Flaschen

1. Bereiten Sie 2 bis 4 sterile Flaschen mit 25 cm?vor. Geben Sie 4 ml Amniomed Plus in jede Flasche.
2. Fugen Sie 0,5 ml Suspension hinzu und inkubieren Sie bei 37°C, 5% CO,

3. Am 6.Tag vertauschen Sie den Néhrbodenvollstandig gegen5 ml Amniomed Plus aus

4. Am Tag 7 / 8 oder nach geeignetem Wachstum ftgen Sie 30 pl Colcemid (10 pg/mhhinzu.

5. Inkubieren Sie bei 37°C, 5% CO, fur 60 — 90 Minuten.

CHORIONZOTTEN (CVS) - Behandlung der Probe

. Die Biopsie in eine Petrischale von 60 mm, welche 5 ml RPMI 1640 enthélt, geben.

Die Zotten mit einem kihlen Mittel abwaschen, um Blutreste zu entfernen.

Mittels eines gesttrzten Mikroskops vorsichtig die Blutgerinnsel sowie di Siebhautreste entfernen.

Die Zotten in ein Rohr von 15 ml Gbertragen, welches 1 ml Pronase E (4*10° PU/g) enthalt und bei Raumtemperatur fur 4-6
Minuten bebr(ten.

5. 3-5 ml kalte Hank's Balanced Salts Solution (zirka +4°C) hinzuftigen.

6. Fir 5 Minuten bei 1500 RPM schleudern und den oben schwimmenden Bestandteil entfernen.

7.2 ml Collagenase Typ Il steril (1 mg/ml) hinzufiigen und bei 37°C fur 10 Minuten bebruten.
8
9
1

pwN

. 3-5 ml kalte HBSS (zirka +4°C) hinzufiigen.
. Fur 5 Minuten bei 1500 RPM schleudern und den oben schwimmenden Bestandteil entfernen.
0. 2-3 ml Amniomed Plus hinzuftigen und das Pellet wieder herausnehmen.

in situ-Kultur

1. Von 2 bis zu 6 Amnioslide vorbereiten, je nach Anzahl der Zellen. 4.5 ml [2 ml] Amniomed Plus auf jeden Amnioslide hinzuftigen.
2. Zirka 500 pl der Zelllosung fir Amnioslide tropfeln.

3. Bei 37°C, 5% CO, bebrdten.

4. Am Tag 5 den Nahrboden vollstandig mit 5 ml [2,5 ml] frischem Amniomed Plus auswechseln.

5. Am Tag 6/7, oder bei angemessenem Wachstum 30 pl [15 pl] Colcemid (10 pg/ml) hinzuftigen.

6. Bei 37°C, 5% CO, fur 4-6 Stunden bebr(ten.

Kultur in Flaschen
Siehe Protokoll fur die Kultur der Amniocyten in Flaschen. Andern Sie die Zeiten der Punkte 3. und 4. (bereinstimmend mit dem
Protokoll fur in situ-Kultur von CVS, Punkte 3. und 4.

Fixierung der Chromosomen und Vorbereitung des Objekttrégers fiir die in situ Kultur

. Den Boden vollstandig entfernen.

2.6 ml [3 ml] hypotonische Losung (H,O destilliert, 0,6% Sodiumzitrat, 0,1% KCl) trépfeln und bei Raumtemperatur fir 10
Minuten bebr(ten.

. Die hypotonische Losung entfernen und 6 ml [3 ml] Ibraimov-L6sung (H,O destilliert, 5% Essigséaure) tropfeln, bei
Raumtemperatur fir 5 Minuten bebriiten.

Die modifizierte Ibramov-Losung entfernen und 6 ml [3 ml] frische Fixierlésung (Methanol:Essigsaure, 4:1) bei Raumtemperatur

tropfeln. Der Zeitraum dieser Bebriitung beeinflusst nicht das Endresultat.

Zweimal den Punkt 4 wiederholen.

. Den Objekttrager entfernen und die Trocknung zu angemessenen und konstanten Bedingungen hinsichtlich der Temperatur
sowie der relativen Feuchtigkeit mittels der Verwendung von Optichrome (Cod. EKAMH950) vornehmen.
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Complete medium for culture of amniocytes and chorionic villi

Material supplied
EK AMG 200, 1 bottle of 100 ml
EK AMG 600, 1 bottle of 500 ml

Storage and stability

Amniomed Plus must be stored at -20 + 2°C. Thaw the Amniomed Plus in a 37°C water
bath and mix well by swirling prior to use. Addition of L-Glutamine, antibiotics and
serum are not necessary since these components are already present. Once thawed, it
must be stored at a temperature between +2°C and +8°C for maximum 8 days. The shelf
life of the product is 2 years.

Protocol of use

NB: In situ culture protocols refer to the use of Amnioslide. With regards to the use of
Amniodish refer to the values in brackets.

E | H h AMNIOCYTES - Sample treatment
n g |S 1. Transfer the amniotic fluid into sterile tubes and centrifuge 10 minutes at 1000 rpm.
2. Remove the supernatant and resuspend the pellet in 2-3 ml of Amniomed Plus.

In situ culture

1. Place 1 ml [0,5 ml] of cell suspension gently onto each Amnioslide, on the microscope slide. Incubate a 37°C, 5% CO, for 6- 12
hours, with minimal mechanical disturbance.

2. Add 4 ml [2 ml] of fresh Amniomed Plus.

3. On Day 6, replace the culture medium with 5 ml [2,5 ml] of fresh Amniomed Plus.

4. On Day 7/Day 8 check for progress of growth using an inverted microscope. At the optimal cell growth, add 30 pl [15 pl] of
Colcemid (10 pg/ml).

5. Incubate at 37°C, 5% CO, for 60 - 90 minutes.

Flask culture

1. Prepare 2 to 4 sterile flasks of 25 cm?. Add 4 ml of Amniomed Plus to each flask.

2. Add 0.5 ml of suspension and incubate at 37°C, 5% CO,.

3. On the 6th day, completely change the culture medioum with 5 ml of Amniomed Plus.

4. On the 7th/8th day or when suitable growth has been reached, add 30 pl Colcemid (10 pg/ml).
5. Incubate at 37°C, 5% CO, for 60 — 90 minutes.

CHORIONIC VILLI (CVS) — Sample treatment

Transfer the specimen into a 60 mm Petri dish containing 5 ml of RPMI 1640.

Wash villi with fresh medium to remove blood cells.

Using the inverted microscope, carefully dissect any remaining clots or decidual fragments.
Transfer the villiin a 15 ml sterile centrifuge tube containing 1 ml of Pronase E (4*10° PU/g) and incubate at room temperature
for 4-6 minutes.

Add 3-5 ml of cold Hank’s Balanced Salts Solution (kept at +4°C).

Centrifuge for 5 minutes at 1500 rpm and discard the supernatant.

Add 2 ml of sterile Collagenase type Il (1 mg/ml) and incubate at 37°C for 10 minutes.
Add 3-5 ml of cold HBSS (kept at +4°C).

Centrifuge for 5 minutes at 1500 rpm and discard the supernatant.

10. Add 2 ml of Amniomed Plus and resuspend the pellet.

ApwN =
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In situ culture

Prepare 2 to 6 Amnioslide, depending on the number of cells. Add 4,5 ml [2 mlI] of Amniomed Plus medium to each Amnioslide.
Drop about 500 pl of the cell suspension on each Amnioslide.

Incubate at 37°C in 5% CO,.

On Day 5 replace the culture medium with 5 ml [2,5 ml] of fresh Amniomed Plus.

On Day 6/ Day 7 check for progress of growth using an inverted microscope. At the optimal cell growth, add 30 pl [15 pllof
Colcemid (10 pg/ml).

. Incubate at 37 °C, 5% CO, for 4 - 6 hours.

uhwN =
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Flask culture
See protocol for the amniocytes culture in flask. Change the timing of points 3 and 4 according to the in situ CVS culture protocol,
points 3 and 4.

Chromosomes fixation and slide preparation from in situ culture

1. Suck the medium up completely.

2 Drop 6 ml [3 ml] of hypotonic solution (distilled H,0, 0,6% sodium citrate, 0,1% KCl) and incubate at room temperature for 10
minutes.

3. Suck the hypotonic solution up and drop 6 ml [3 ml] of lbraimov solution (distilled H,0, 5% acetic acid), incubate at room
temperature for 5 minutes.

4. Suck the Ibramov modified solution up and drop 6 ml [3 ml] of fresh fixative mixture (methanol:acetic acid, 4:1) at room
temperature. The time for this wash has no influence on final results.

5. Repeat 4) twice.

6. Remove the microscope slide and dry under constant condition of right temperature and relative humidity into Optichrome
(ref. EKAMH950).




Terreno completo para cultivo di amniocitos y vellosidades
coridnicas

Material suministrado
EK AMG 200, 1 botella da 100 ml
EK AMG 600, 1 botella da 500 ml

Conservacion y estabilidad

Amniomed Plus tiene que ser conservado a -20 + 2°C. descongelar envases preparados
para el uso Amniomed Plus en un bano caldeado a 37°C, agitando adecuadamente antes
del uso. No requiere anadir L-Glutamina, antibioticos o suero. Una vez descongelado
tiene que ser conservado entre +2°C e +8°C durante un maximo de 8 dias. La shelf life
del producto es de 2 afnos.

Protocolo de utilizacién
NB: los protocolos de cultivo in situ se refieren al empleo de Amnioslide. Para el empleo
de Amniodish consultar los valores entre paréntesis cuadros.

ES pan Ol AMNIOCITOS - Tratamiento muestra

1. Transferir el liquido a tubos estériles y centrifugar 10 minutos a 1000 rpm.
2. Retirar el surnatante y resuspender el pellet en 2-3 ml de Amniomed Plus.

Cultivo in situ

1. Colocar suavemente 1ml de suspension celular en el cristal en el interior de los Amnioslide. Incubar a 37°C, 5% CO, durante
6-12 horas, evitando molestias mecanicas.

3. Anadir 4 ml [2 ml] de Amniomed Plus fresco.

3. Al 6° dia cambiar totalmente el terreno de cultivo con 5 ml [2,5 ml] di Amniomed Plus fresco.

4. Al'7°/8° o a crecimiento adecuado, anadir 30 pl [15 pl] Colcemid (10 pg/ml).

5. Incubar a 37°C, 5% CO, durante 60-90 minutos.

Cultivo en matraz

1. Preparar de 2 a 4 matraces estériles de 25 cm?. anadir 4 ml de Amniomed Plus en cada matraz.
2. Afadir 0,5 ml de suspension e incubar a 37°C, 5% CO,

3. El dia 6 cambiar completamente el terreno de cultivo con 5 ml de Amniomed Plus

4. El dia 7/ 8 o a crecimiento adecuado, anadir 30 pl Colcemid (10 pg/ml).

5. Incubar a 37°C, 5% CO, per 60-90 minutos.

VELLOSIDADES CORIONICAS (CVS) - Tratamiento muestra

1. Poner la biopsia en una Petri de 60 mm que contenga 5 ml de RPMI 1640.

2 Lavar los villi con médium fresco para retirar los residuos de sangre.

Usando microscopio invertido retirar delicadamente los coagulos y los residuos de decidua.
4. Transferir las villa a un tubo de 15 ml con 1 ml de Pronase E (4*10° PU/g) e incubar a temperatura ambiente durante 4-6 minutos.
5. Anadir 3-5 ml de Hank’s Balanced Salts Solution fria (aproximadamente +4°C).

6. Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm y retirar el surnatante.

7. Anadir 2 ml de Collagenase type Il estéril (1 mg/ml) e incubar a 37°C durante 10 minutos.
8.

9.
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Anadir 3-5 ml de HBSS fria (aproximadamente +4°C).
Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm y retirar el surnatante.
0. Adadir 2-3 ml de Amniomed Plus y resuspender el pellet.

Cultivo in situ

1. Preparar de 2 a 6 Amnioslide, en funcion de la cantidad de células. Adadir 4.5 ml [2 ml] de Amniomed Plus a cada Amnioslide.
2. Echar algunas gotas aproximadamente 500 pl de suspensién celular por Amnioslide.

3. Incubar a 37°C, 5% CO,.

4. Al quinto dia cambiar totalmente el terreno de cultivo con 5 ml [2,5 ml] de Amniomed Plus fresco.

5. Al 6°/7°, o a crecimiento adecuado, anadir 30 pl [15 pl] Colcemid (10 pg/ml).

6. Incubar a 37°C, 5% CO, durante 4 - 6 horas.

Cultivo en matraz
Ver protocolo para cultivo en matraz de amniocitos. Variar los tiempos de los puntos 3. y 4. de acuerdo con el protocolo para cultivo
in situ di CVS, puntos 3.y 4.

Fijacion cromosomas y preparacion vidrio de cultivo in situ

. Retirar completamente il terreno.

. Echar en gotas 6 ml [3 ml] de solucién hipoténica (H,0 destilada, 0,6% sodio citrato, 0,1% KCl) e incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos.

. Retirar la solucion hipot6nica echar en gotas 6 ml [3 ml] de solucion di Ibraimov (H,0 destilada, 5% écido acético), incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos.

. Retirar la solucién de Ibramov modificada echar en gotas 6 ml [3 ml] de solucién de fijacion fresca (metanol: acido acético, 4 : 1)

a temperatura ambiente. El tiempo de esta incubacion, no influye el resultado final.

Repetir dos veces el punto 4.

. Retirar el cristal y proceder al secado en adecuadas y constantes condiciones de temperatura y humedad relativa, empleando
Optichrome (cod. EKAMH950).
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Terreno completo para cultura de amniocitos e vilosidade coridnica

Material fornecido
EK AMG 200, 1 embalagem de 100 ml
EK AMG 600, 1 embalagem de 500 ml

Conservagao e estabilidade

O Amniomed Plus deve ser conservado a -20 + 2°C. Descongelar Amniomed Plus num
banho termostatado a 37°C, agitando bem antes de usar. Ndo necessita de adicao de
L-Glutamina, antibiticos ou soro. Uma vez descongelado, deve ser conservado entre
+2°C e +8°C por um periodo maximo de 8 dias. O periodo limite de armazenagem do
produto é de 2 anos.

Protocolo de utilizacao
NB: os protocolos de cultura in situ referem-se ao emprego de Amnioslide. Para o
emprego de Amniodish, consultar os valores entre paréntesis quadrados.

PO r-t uau és AMNIOCITOS - Tratamento da amostra
g 1. Transferir o liquido amnidtico para tubos estéreis e centrifugar 10 minutos a 1000

rpm.
2. Retirar o sobrenadante e suspender de novo o pellet em 2-3 ml de Amniomed Plus.

Cultura in situ

1. Colocar delicadamente 1 ml [0,5 ml] de suspenséo celular sobre a lamina no interior do Amnioslide. Incubar a 37°C, 5% CO,
durante 6-12 horas, evitando as perturbagoes mecanicas.

2. Acrescentar 4 ml [2 ml] de Amniomed Plus fresco.

3. No 6° dia mudar completamente o meio de cultura com 5 ml [2,5 ml] de Amniomed Plus fresco.

4. No 7°/ 8° dia ou com o crescimento certo, acrescentar 30 pl [15 pl] Colcemid (10 pg/ml).

5. Incubar a 37°C, 5% CO, durante 60-90 minutos.

Cultura em frasco

1. Preparar 2 a 4 frascos estéreis de 25 cm?. Adicionar 4 ml de Amniomed Plus a cada frasco.
2. Adicionar 0,5 ml de suspensdo e incubar a 37°C, 5% CO,

3. Ao 6° dia, mudar completamente o terreno de cultura com 5 ml de Amniomed Plus

4 Ao 7°/8° dia ou com o crescimento adequado, adicionar 30 pl Colcemid (10 pg/ml).

5. Incubar a 37°C, 5% CO, durante 60-90 minutos.

VILOSIDADE CORIONICA (CVS) - Tratamento da amostra

. Colocar a biépsia numa Petri de 60 mm, contendo 5 ml de RPMI 1640.

Lavar as vilosidades com meio fresco para retirar os residuos de sangue.

Com microscopio invertido, retirar delicadamente os codgulos e os residuos de decidua.
Transferir as vilosidades para um tubo de 15 ml, contendo 1 ml de Pronase E (4*10° PU/g) e incubar & temperatura ambiente
durante 4-6 minutos.

Acrescentar 3 - 5 ml de Hank’s Balanced Salts Solution fria (cerca de +4°C).

Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm e retirar o sobrenadante.

Acrescentar 2 ml de Collagenase type Il estéril (1 mg/ml) e incubar a 37°C durante 10 minutos.
Acrescentar 3 - 5 ml de HBSS fria (cerca de +4°C).

Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm e retirar o sobrenadante.

10 Acrescentar 2 - 3 ml de Amniomed Plus e suspender de novo o pellet.
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Cultura in situ

. Preparar entre 2 a 6 Amnioslides, de acordo com a quantidade de células. Acrescentar 4.5 ml [2 ml] de Amniomed Plus a cada
Amnioslide.

Gotejar cerca de 500 pl de suspenséo celular por Amnioslide.

Incubar a 37°C, 5% CO,.

No 5° dia mudar completamente o meio de cultura com 5 ml [2,5 ml] de Amniomed Plus fresco.

No 6°/ 7° dia ou com o crescimento certo, acrescentar 30 pl [15 pl] Colcemid (10 pg/ml).

Incubar a 37°C, 5% CO, durante 4 - 6 horas.
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Cultura em frasco
Ver protocolo para cultura em frasco de amnidcitos. Alterar os tempos dos pontos 3. e 4. de acordo com o protocolo para cultura in
situ de CVS, pontos 3. e 4.

Fixacdo de cromossomas e preparacdo da lamina da cultura in situ

. Retirar completamente o meio.

Gotejar 6 ml [3 ml] de solucdo hipoténica (H,0 destilada, 0,6% citrato sédio, 0,1% KCI) e incubar a temperatura ambiente

durante 10 minutos.

. Retirar a solucao hipoténica e gotejar 6 ml [3 mli] de solucao de Ibraimov (H,0 destilada, 5% acido acético), incubar a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

. Retirar a solugéo de Ibramov modificada e gotejar 6 ml [3 ml] de solucao fixadora fresca (metanol:acido acético, 4:1) a

temperatura ambiente. O tempo desta incubagéo nao influencia o risultado final.

Repetir duas vezes o ponto 4.

Retirar a lamina e secar em adequadas e constantes condicoes de temperatura e humidade relativa, utilizando Optichrome (céd.
EKAMH950).
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TTANQes VIO Y10 ZOAMEQYELO GUVIOXODV XVTTAQMV XU YOQLOXMDV Aay vV
Togeyouevo vixod

EK AMG 200, 1 ¢préin Tov 100 ml

EK AMG 600, 1 ¢préhn Tov 500 ml

AwaTijonon za otabeodtnTe.

To Amniomed Plus moémet va dtatnon el otovg -20 + 2°C. Eemary®ote To Amniomed Plus
o¢ éva vdatorovteo otabeptis Beguonoaociog atoug 37°C, avadebovtag ratdhnia oy
amd ) yenon. Aev amatel T 10oc0xn g L-Glutamina, avuflotxdy f 0000. AGol
Eemaydoer xau petd, moémet va drotnon el peta&d twv +2°C naw +8°C yia 8 nuépeg to
péywoto. H shelf life tov mpoidvtog eivan 2 .

Tpmtoxoldo yenons

ZHMEIQZH: to mowtororha vahhiégyelog in situ avadégovton oty xofon Tov Amnio-
slide. ['tat T y0fion Tov Amniodish avadeodeite ong akieg mov vdyovv petatd tmv
TETQUYOVIXADV TaQEVOETEWY.

AMNIAKA KYTTAPA - E: i i
G ree k 1. Metadégete To apviond vyed 08 aooTEMUEVOLS CWATVES ®aL vToBdhhete o8
puyoxrévronon yia 10 hewrd e 1000 rpm.
2. Apanpéote To vierelpevo vird nal avadeboete To pellet og 2-3 ml Tov
Amniomed Plus.
Kahhégyeia in situ
1. Bdhte mpooentind 1 ml [0.5 ml] xuTTaQ00 EVOLMETLOTOG ETEVM GTO YUAALVO TAaridLO 0TO E0WTEQXO TOV Amnioslide.
YnoBdahhete oe endaon otovg 37°C, 5% CO, 10, 6 - 12 HEES, AMOPEVYOVTAS TIS UNYAVIES DIATAQUYES.
. IIpooOéote 4 ml [2 ml] poéonov Amniomed Plus.
. Zmv nuéoa 6 ahhaEte tehelmg to péco %akhégystac pe 5 ml [2,5 ml] poéoxov Amniomed Plus.
. Zmv nuéoa 7/ 8 1 og atdhnin avasrugn, mpocbéote 30 pl Colcemid [15 pl] (10 pug/ml).
. YmoPdhhete o endaon otovg 37°C, 5% CO, yia 60 - 90 hemtd.
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Kalltsgysm o¢ Ghaora

. ITpogtodote omd 2 émg 4 amootepéveg Gprdoxes Twv 25 cm?. IIpocbéote 4 ml Amniomed Plus og ®G0e prdora.
. TIpooB¢ote 0,5 ml evauweinatog ot voPdihete o emdaon otovg 37°C, 5% CO,

. 2y npéga 6 alhdGEte teleiwg to péco xahhépyelas pe 5 ml Amniomed Plus

. 2y nuéoa 7 / 8 ) g ratdhnhn avsrugn, poobéate 30 pl Colcemid (10 pg/ml).

. YmoBdhhete o emiaon otovg 37°C, 5% CO, yia 60 — 90 hemrd.
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. Bdte ™ Proypia oe éva Petri twv 60 mm mov megiéyel 5 ml tov RPMI 1640.

. Kavete m) mhbon tov hayvdv pe poéoxo medium yio Vo apaQéoeTe T VOO CL{LOTOS.

. Me aveotQaupévo rQooroOTo adalpéote mRooextind Toug HOHPog xat Ta VOO HOAQTOV VUEVAL.

. Metadépete Tovg hayvoig oe éva owhfva Tov 15 ml ov mepiéyer 1 ml tov Pronase E (4%10° PU/g) »aw viwoPdlhete oe
enmaon oe Oegpoxpaoio TeQdrhovTog Yo 4 - 6 hemd.

5. Tlpoabéote 3 - 5 ml tov Hank’s Balanced Salts Solution ®o0a (megimov +4°C).

6. Ymofdhiete oe puyorévronom yua 5 hemrrd og 1500 rpm ot apaéoTte TO VIEQHE(IEVO dtdtAvpat.

7. Tlpoabéote 2 ml tov Collagenase type II amootelpwuévo (1 mg/ml) xat vwoPdrhete oe endaon atovg 37°C yia 10 hemrd.
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. TIpooBéote 3-5 ml tov Hank’s Balanced Salts Solution o0 (nepimov +4°C).
YmnoPdhhete oe puyorévionon yua 5 hesrrd oe 1500 rpm %o ada€ote To vITeQrelueVo ddAvpuat.
0. ITpoobéote 2-3 ml Tov Amniomed Plus xaw avadeioete To pellet.

Kahhégyera in situ

1. TTpoetowdote omd 2 émg 6 Amnioslide, avdloya pe T ToocoOTTA TOV ®VTTAQMV. TTg00obEé0Te 4.5 ml [2 ml] Tov Amniomed Plus
oe xd0e Amnioslide.

. ZtdEte mepimov 500 pl xuTTaEKOD EVoLmETHATOg Yot #G0e Amnioslide.

. YmoPdhhete og enmaon otovg 37°C, 5% CO,.

. TtV npéea 5 alhdETe Teheing To péoo wohhiégyelag e 5 ml [2,5 ml] ¢poéoxov Amniomed Plus.

. Zmv nuéoa 6/ 7 1 og atdiinhn avamruEn, mpooBéote 30 pl Colcemid [15 pl] (10 pug/ml).

. YmoBdhhete o eniaon otovg 37°C, 5% CO, yio 4-6 doec.
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Kahhégyera oe praona
BlLéne T0 o TOXROMO VL0 RAAMEQYELX OF GAAORA APUVIAKRDV RVTTAQWV. AMAGETE TaL XOOVIXE OLUOTHLATO TOV ONuelwV 3. xow 4.
oOpdmva e 1o TEWTOXOAAO Yioe valhiéoyeta in situ Tov CVS, onueia 3. now 4.

Ztof inon (LTOV XL TQOE i0 yvdhvou mhaxdiov xelhégyeras in situ

1. A¢aipéote tehelng T pPéco.

2. Zragre 6 ml [3 ml] vrotoviro® dlahbpatog (H,0 amootaypuévo, 0,6% xitound vatoro, 0,1% KCI) xat vrofdhiete og endaon
oe Ogoponpaoia meoudriovrog yia 10 herrtd.

3. Adpapéote To vITOTOVIRG dLdAupa 1w oTAETE 6 ml [3 ml] TEomOTOMpEVOL SLakipaTog Tov Ibraimov (H,0 amootayuévo, 5%

0Ewod 0EV), vtoPdhlete oe enaon oe Oegpoxrgaoio TeQUAAAOVTOS Yo 5 herrtd.

4. Adaipéote To TQOTOTOMUEVO dLdAvpo Tov Ibramov xar 0tdETe 6 ml [3 ml] poéonov otabegomomTino drahipatog (uebavokn :
06 0E0, 4 : 1) oe Beguoxrgaocio mepdrlovrog. O x06VOg CUTHG TG EMMAONG, O&V mMOEALEL TO TEM®O UTOTELECHCL.

5. Emavahdfete 000 ¢pooég to onpeio 4.

6. Apapéote T YVAAvo TAA%IOLO ®aL TQOYWENOTE 0TO OTEYVOUK pe ®atdhnhes xat otabepég ouvifreg Oepuoroaoiog xoL
oyetnt] vypaoia pe T yofon tov Optichrome (cod. EKAMH950).
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