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Kit per coltura e sincronizzazione di cellule da sangue periferico.

Materiale fornito
EK AMTSY 20 (20 test)
- Chromosome Synchro P, 20 tubi da coltura
- 2 vial di kit di sincronizzazione - solution A
- 2 vial di kit di sincronizzazione - solution B
EK AMTSY 50 (50 test)
- Chromosome Synchro P, 50 tubi da coltura
- 4 vial di kit di sincronizzazione - solution A
- 4 vial di kit di sincronizzazione - solution B
EK AMTBSY 100.2 (circa 40 test)
- Chromosome Synchro P, 2 bottiglie da 100 ml
- 4 vial di kit di sincronizzazione - solution A
- 4 vial di kit di sincronizzazione - solution B
EK AMTBSY 100.5 (circa 100 test)
- Chromosome Synchro P, 5 bottiglie da 100 ml
|-ta| ian O - 8 vial di kit di sincronizzazione - solution A
- 8 vial di kit di sincronizzazione - solution B
EK AMTBSY 500 (circa 100 test)
- Chromosome Synchro P, 1 bottiglia da 500 ml
- 8 vial di kit di sincronizzazione - solution A
- 8 vial di kit di sincronizzazione - solution B

Conservazione e stabilita

Chromosome Synchro P viene trasportato a +4°C. Una volta ricevuto il prodotto deve essere conservato a -20 + 2°C. La shelf life del
prodotto & di 12 mesi.

Il medium, una volta scongelato, deve essere conservato tra i +2°C e +8°C per un massimo di 30 giorni. In kit di sincronizzazione pud
essere scongelato e ricongelato senza alterarne la funzionalita.

Protocollo di utilizzo

Allestimento coltura

1. Scongelare Chromosome Synchro P a temperatura ambiente o a +37 + 2°C.

2. In sterilita aggiungere fino a 0,5 ml di sangue ad un tubo da coltura o porre 5 ml di medium in una fiasca T-25 e aggiungere il
campione.

3. Chiudere il tappo del tubo da coltura o della fiasca.

4. Risospendere adeguatamente la sospensione e incubare a +37 + 2°C ponendo il tubo orizzontalmente (sulla porzione piatta).
Aggiunta di CO, non e necessaria.

Sincronizzazione coltura

1. Dopo 48 - 72 ore di coltura, aggiungere 0.1 ml di solution A e incubare overnight.

2. Dopo I'incubazione, aggiungere 0.1 ml di solution B e incubare per 5 ore (non & necessario lavare le cellule).

3. Aggiungere 20 pl di Colcemid (10 pg/ml) ed incubare a 37 + 2°C per 1 ora circa. L'incubazione puo essere ridotta a 15 minuti
per ottenere un alto numero di prometafasi.

Fissazione cromosomi e preparazione vetrino

1. Dopo I'incubazione, se necessario trasferire la sospensione in un tubo da 15 ml e centrifugare 3 - 4 minuti a 2.000 rpm (alta
velocita di centrifugazione non danneggia le cellule).

2. Rimuovere il surnatante, ponendo attenzione a non perdere parte del pellet cellulare (si raccomanda di conservare circa 0.5 ml di
sospensione nel tubo).

3. Risospendere vigorosamente il pellet.

4. Aggiungere 5 ml di soluzione ipotonica (H,0 distillata, 0,56% KCI) e risospendere adeguatamente.

5. Incubare per almeno 7 minuti a temperature ambiente.

6. Centrifugare per 3 - 4 minuti a 2.000 rpm.

7. Rimuovere il surnatante come nel punto 2.

8. Risospendere vigorosamente il pellet.

9. Aggiungere 5 ml di soluzione di lbraimov (H,0 distillata, 5% acido acetico) e risospendere adeguatamente.

10. Centrifugare immediatamente per 3 — 4 minuti a 2.000 rpm.

11. Rimuovere il surnatante come nel punto 2.

12. Risospendere vigorosamente il pellet.

13 Aggiungere 5 ml of di soluzione fissativa (metanolo:acido acetico, 3:1) e risospendere adeguatamente.

14. Ripetere step 10-13.

15. Centrifugare immediatamente per 3 — 4 minuti a 2.000 rpm.

16. Con attenzione rimuovere la maggior parte del surnatante.

17. Risospendere il pellet in qualche goccia di soluzione fissativa fresca, per ottenere un’adeguata concentrazione cellulare.
18. Gocciolare una piccola aliquota di sospensione cellulare su di un vetrino pulito e bagnato.

19. Procedure all'asciugatura in adeguate e costanti condizioni di temperatura ed umidita relativa mediante I'impiego di
Optichrome (cod. EKAMH950).



Kit pour la culture et la synchronisation de cellules de sang
périphérique.

Matériel fourni

EK AMTSY 20 (20 tests)

- Chromosome Synchro P, 20 tubes de culture

- 2 vial de kit de synchronisation - solution A

- 2 vial de kit de synchronisation - solution B

EK AMTSY 50 (50 tests)

- Chromosome Synchro P, 50 tubes de culture

- 4 vial de kit de synchronisation - solution A

- 4 vial de kit de synchronisation - solution B

EK AMTBSY 100.2 (environ 40 tests)

- Chromosome Synchro P, 2 bouteilles de 100 ml

- 4 vial de kit de synchronisation - solution A

- 4 vial de kit de synchronisation - solution B

. EK AMTBSY 100.5 (environ 100 tests)

Frangal S - Ch_romosome Synchro P,_S bputeil\es dg 100 ml
- 8 vial de kit de synchronisation - solution A

- 8 vial de kit de synchronisation - solution B

EK AMTBSY 500 (environ 100 tests)

- Chromosome Synchro P, 1 bouteille de 500 ml

- 8 vial de kit de synchronisation - solution A

- 8 vial de kit de synchronisation - solution B

Conservation et stabilité

Chromosome Synchro P est transporté a +4°C. Une fois le produit recu, il doit étre conservé a -20 + 2°C. La shelf life du produit est
de 12 mois.

Le medium, une fois décongelé, doit étre conservé entre +2°C et +8°C pendant 30 jours maximum. Le kit de synchronisation peut
étre décongelé et recongelé sans en altérer la fonctionnalité.

Protocole d'utilisation

Aménagement culture

1. Décongeler le Chromosome Synchro P & une température ambiante o & +37 + 2°C.

2. En stérilité, ajouter jusqu’a 0,5 ml de sang dans un tube de culture ou mettre 5 ml de medium dans une fiole T-25 et ajouter
I'échantillon.

3. Fermer le bouchon du tube de culture ou de la fiole.

4. Resuspendre de facon adéquate la suspension et incuber a +37 + 2°C en mettant le tube horizontalement (sur la portion plate).
L'ajout de CO, n'est pas nécessaire.

Synchronisation culture

1. Aprés 48 - 72 heures de culture, ajouter 0.1 ml de solution A et incuber overnight.

2. Aprés I'incubation, ajouter 0.1 ml de solution B et incuber pendant 5 heures (il nest pas nécessaire de laver les cellules).

3. Ajouter 20 pl de Colcemid (10 pg/ml) et incuber a 37 + 2°C pendant environ 1 heure. L'incubation peut étre réduite a 15 minutes
pour obtenir un nombre élevé de prométaphases.

Fixation des chromosomes et préparation de la lame

1. Apres I'incubation, si nécessaire, transférer la suspension dans un tube de 15 ml et centrifuger 3 - 4 minutes a 2.000 rpm (une
haute vitesse de centrifugation n’endommage pas les cellules).

2. Enlever le surnageant, en faisant attention de ne pas perdre une partie du pellet cellulaire (il est conseillé de conserver environ 0.5
ml de suspension dans le tube).

. Resuspendre vigoureusement le pellet.

. Ajouter 5 ml de solution hypotonique (H,O distillée, 0,56% KCl) et resuspendre de facon adéquate.

. Incuber pendant au moins 7 minutes a température ambiante.

. Centrifuger pendant 3 - 4 minutes a 2.000 rpm.

. Le surnageant comme au point 2.

. Resuspendre vigoureusement le pellet.

. Ajouter 5 ml de solution d'lbraimov (H,O distillée, 5% acide acétique) et resuspendre de facon adéquate.

10. Centrifuger immédiatement pendant 3 — 4 minutes a 2.000 rpm.

11. Enlever le surnageant comme au point 2.

12. Resuspendre vigoureusement le pellet.

13. Ajouter 5 ml de solution fixative (méthanol : acide acétique, 3:1) et resuspendre de facon adéquate.

14. Répéter les steps 10-13.

15. Centrifuger immédiatement pendant 3 — 4 minutes a 2.000 rpm.

16. Enlever soigneusement la plupart du surnageant.

17. Resuspendre le pellet dans quelques gouttes de solution fixative fraiche, pour obtenir une concentration cellulaire adéquate.
18. Laisser couler une petite quantité de suspension cellulaire sur une lame propre et mouillée.

19. Effectuer le séchage dans des conditions adéquates et constantes de température et d’humidité relative en utilisant
Optichrome (cod. EKAMH950).
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Ausriistung fiir die Kultivierung und Synchronisierung von Zellen
aus peripherem Blut.

Mitgeliefertes Material
EK AMTSY 20 (20 Tests)
- Chromosome Synchro P, 20 Kultivierungsrohrchen
- 2 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Losung A
- 2 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Losung B
EK AMTSY 50 (50 Tests)
- Chromosome Synchro P, 50 Kultivierungsrohrchen
- 4 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Losung A
- 4 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Lésung B
EK AMTBSY 100 (zirka 40 Tests)
- Chromosome Synchro P, 2 Flaschen mit 100 ml
- 4 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Losung A
- 4 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Lésung B
EK AMTBSY 500 (zirka 100 Tests)
De utSC h e - Chromosome Synchro P, 1 Flasche mit 500 ml

- 8 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Losung A

- 8 Flaschchen mit der Synchronisierungsausriistung Lésung B

Konservierung und Stabilitat

Chromosome Synchro P wird bei +4°C beférdert. Nach dem Erhalt muss das Produkt bei -20 + 2°C konserviert werden. Die
Lagerfahigkeit des Produktes betragt 12 Monate.

Das Medium muss nach dem Abtauen bei +2°C und +8°C fur eine Hochstdauer von 30 Tagen konserviert werden. Die
Synchronisierungsausriistung kann abgetaut und erneut eingefroren werden, ohne seine Wirkung zu verlieren.

Benutzungsprotokoll

Zubereitung einer Kultur

. Chromosome Synchro P bei Raumtemperatur oder bei +37 + 2°C auftauen.

. In steriler Umgebung bis zu 0,5 ml Blut zu einem Kultivierungsrohrchen hinzufiigen oder 5 ml des Mediums in eine Flasche 725
und eine Probe hinzuftigen.

Den Pfropfen des Kultivierungsréhrchens oder der Flasche verschlieBen.

Die Suspension erneut angemessen suspendieren und bei +37 + 2°C bebrlten, wobei sich das Réhrchen horizontal (zum flachen
Abschnitt) befindet. Eine Zugabe von CO, ist nicht erforderlich.
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Synchronisierung einer Kultur

1. Nach 48-72 Stunden der Kultivierung 0.1 ml der Lésung A hinzuftigen und tiber Nacht bebriten.

2. Nach der Bebriitung 0.1 ml der Losung B hinzufligen und fur 5 Stunden bebrtiten (das Waschen der Zellen ist nicht
notwendig).

3. 20 pl Colcemid (10 pg/ml) hinzufiigen und bei 37 + 2°C fr zirka 1 Stunde bebriten. Die Bebriitung kann auf 15 Minuten
verkirzt werden, um eine hohe Anzahl an Prometaphasen zu erhalten.

Fixierung der Chromosomen und Vorbereitung des Objekttragers

1. Nach der Bebriitung, falls es notwendig ist, die Suspension in ein Réhrchen von 15 ml Ubertragen und 3 - 4 Minuten bei 2.000
RPM(hohe Geschwindigkeit schadigt die Zellen nicht) schleudern.

2. Den oben schwimmenden Bestandteil entfernen, wobei darauf geachtet werden muss, nicht den Teil des Zellenpellets zu
verlieren (es empfiehlt sich, zirka 0.5 ml der Suspension im Rohrchen zu konservieren).

3. Das Pellet kraftvoll erneut suspendieren.

4.5 ml hypotonischer Losung (H,0 destilliert, 0,56% KCl) hinzufiigen und angemessen erneut suspendieren.

5. Fur mindestens 7 Minuten bei Raumtemperatur bebruten.

6. FUr 3 - 4 Minuten bei 2.000 RPM schleudern.

7. Den oben schwimmenden Bestandteil wie in Punkt 2 entfernen.

8. Das Pellet kraftvoll erneut suspendieren.

9. 5 ml Ibramov-L6sung (H,0 destilliert, 0,5% Essigsaure, 0,3% Methanol) hinzufligen und angemessen erneut suspendieren.

10. Sofort fur 3 - 4 Minuten bei 2.000 RPM schleudern.

11. Den oben schwimmenden Bestandteil wie in Punkt 2 entfernen.

12. Das Pellet kraftvoll erneut suspendieren.

13. 5 ml Methanol hinzuftigen und angemessen erneut suspendieren.

14. Step 10-13 wiederholen.

15. Sofort fur 3 - 4 Minuten bei 2.000 RPM schleudern.

16. Vorsichtig den groBten Teil des oben schwimmenden Bestandteils entfernen.

17. Das Pellet in einigen Tropfen der frischen Fixierlosung erneut suspendieren, um eine angemessene Zellenkonzentration zu
erlangen.

18. Eine kleine Aliquote der Zellldsung auf einen sauberen und befeuchteten Objekttrager tropfeln.

19. Die Trocknung zu angemessenen und konstanten Bedingungen hinsichtlich der Temperatur sowie der relativen Feuchtigkeit
mittels der Verwendung von Optichrome (Cod. EKAMH950) vornehmen.



Kit for culture and synchronization of peripheral blood cells

Material supplied

EK AMTSY 20 (20 tests)

- Chromosome Synchro P, 20 culture tubes

- 2 vials of synchronization kit - solution A

- 2 vials of synchronization kit - solution B

EK AMTSY 50 (50 tests)

- Chromosome Synchro P, 50 culture tubes

- 4 vials of synchronization kit - solution A

- 4 vials of synchronization kit - solution B

EK AMTBSY 100.2 (nearly 40 tests)

- Chromosome Synchro P, 2 bottles 100 ml

- 4 vials of synchronization kit - solution A

- 4 vials of synchronization kit - solution B

EK AMTBSY 100.5 (nearly 100 tests)

. - Chromosome Synchro P, 5 bottles 100 ml

E n g | |S h - 8 vials of synchronization kit - solution A
- 8 vials of synchronization kit - solution B

EK AMTBSY 500 (nearly 100 tests)

- Chromosome Synchro P, 1 bottle 500 ml

- 8 vials of synchronization kit - solution A

- 8 vials of synchronization kit - solution B

Product stability

Chromosome Synchro P is shipped at 4°C. Once received, the product has to be stored at -20 + 2°C. The product shelf life is 12
months. Once thawed, the medium may be stored between 2°C and 8°C for a maximum of 30 days. Repeated freezing / thawing
cycles of synchronization kit will not affect performances.

Protocol of use

Culture preparation

1. Thaw Chromosome Synchro P culture tube or bottle at room temperature or at 37 + 2°C.

2. Aseptically add up to 0.5 ml of whole blood to one test tube or dispense 5 ml of bottled medium in a T-Flask and add the
sample.

3. Replace the cap of the culture tube.

4. Mix the culture tube (o the T-Flask) contents and incubate at 37 + 2°C placing the tube horizontally (on its flat surface). Addition

of CO, is not necessary as the medium composition is designed for optimal lymphocyte proliferation in a closed = system.

Lymphocyte culture synchronization

1. After 48 - 72 hours of culture, add 0.1 ml of solution A and incubate overnight.

2. After the incubation add 0.1 ml of solution B and incubate for 5 hours (it is not necessary to wash the cells).

3. Add 20 pl of Colcemid (10 pug/ml) and incubate at 37 + 2°C for 60 minutes (approx.). This last incubation time may be reduced
to 15 minutes if the aim is obtaining a higher number of prometaphases.

Chromosome fixation and slide preparation
. After incubation, transfer the culture in a tube, if necessary, and centrifuge for 3 - 4 minutes at 2.000 rpm (higher speeds will not
damage the cells).

. Discard the supernatant, taking care not to loose part of the cell pellet (it is recommended to leave approximately 0.5 ml of

material in the tube).

Vigorously resuspend the pellet.

Add 5 ml of hypotonic solution (distilled H,0, 0,56% KCl) and mix adequately.

Incubate for at least 7 minutes at room temperature.

Centrifuge at 2.000 rpm for 3 - 4 minutes.

Discard the supernatant according to step 2.

Vigorously resuspend the pellet.

Add 5 ml of Ibraimov solution (distilled H,0, 5% acetic acid) and mix adequately.

10. Immediately centrifuge at 2.000 rpm for 3 - 4 minutes.

11. Discard the supernatant according to step 2.

12. Vigorously resuspend the pellet.

13. Add 5 ml of fixative solution (methanol : acetic acid, 3 : 1) and mix adequately.

14. Repeat steps 10-13.

15. Immediately centrifuge at 2.000 rpm for 3 - 4 minutes.

16. Carefully discard almost all the supernatant.

17. Add a few drops of freshly prepared fixative, taking into consideration that the number of drops should be appropriate to the
cell concentration in the pellet.

18. Drop a small aliquot of the cell suspension onto a clean and wet microscope slide.

19. Evaporate under constant condition of right temperature and relative humidity into Optichrome (Ref. EKAMH950).
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Kit para cultivo y sincronizacion de células de sangre periférica.

Material suministrado
EK AMTSY 20 (20 test)
- Chromosome Synchro P, tubos de cultivo
- 2 vial de kit de sincronizacion — solucién A
- 2 vial de kit de sincronizacion — solucion B
EK AMTSY 50 (50 test)
- Chromosome Synchro P, 50 tubos de cultivo
- 4 vial de kit de sincronizacion — solucion A
- 4 vial de kit de sincronizacion — solucion B
EK AMTBSY 100.2 (aproximadamente 40 test)
- Chromosome Synchro P, 2 botellas de 100 ml
- 4 vial de kit de sincronizacion — solucion A
- 4 vial de kit de sincronizacion — solucion B
EK AMTBSY 100.5 (aproximadamente 100 test)
~ - Chromosome Synchro P, 5 botellas de 100 ml
ES pan O | - 8 vial de kit de sincronizacion — solucion A
- 8 vial de kit de sincronizacion — solucion B
EK AMTBSY 500 (aproximadamente 100 test)
- Chromosome Synchro P, 1 botella de 500 ml
- 8 vial de kit de sincronizacion — solucion A
- 8 vial de kit de sincronizacion — solucion B

Conservacion y estabilidad

Chromosome Synchro P se transporta a +4°C. Una vez recibido el producto tiene que conservarse a =20 + 2°C. La shelf life del
producto es de 12 meses.

El medium, una vez descongelado, tiene que conservarse entre +2°C y +8°C durante un maximo de 30 dias. En kit de sincronizacion
puede descongelarse y recongelarse sin que se altere la funcionalidad.

Protocolo de utilizacion

Disposicion cultivo

1. Descongelar Chromosome Synchro M a temperatura ambiente 0 a +37 + 2°C.

2. En esterilidad anadir hasta 0,5 ml de sangre a un tubo de cultivo o poner 5 ml de medium en un matraz T-25 y anadir el
muestra.

3. Cerrar la tapa del tubo de cultivo o del matraz.

4. Resuspender adecuadamente la suspension e incubar a +37 + 2°C poniendo el tubo horizontalmente (en la porcién lisa). No se
necesita anadir CO,

Sincronizacion cultivo

1. Después de 48 - 72 horas de cultivo, anadir 0.1 ml de solucion A e incubar toda la noche.

2. Después de la incubacion, anadir 0.1 ml de solucién B e incubar durante 5 horas (no es necesario lavar las células).

3. Anadir 20 pl de Colcemid (10 pg/ml) e incubar a 37 + 2°C durante 1 hora aproximadamente. La incubacion se puede reducir a 15
minutos para obtener un alto nimero de prometafases.

Fijacion cromosomas y preparacion cristal

1. Después de la incubacion, si necesario transferir la suspension en un tubo de 15 ml y centrifugar 3 - 4 minutos a 2.000 rpm (alta
velocidad de centrifugacion no dana las células).

2. Retirar el surnatante, prestando atencion a no perder parte del pellet celular (se recomienda conservar aproximadamente 0.5 ml
de suspension en el tubo).

. Resuspender enérgicamente el pellet.

. Anadir 5 ml de solucién hipoténica (H,0 destilada, 0,56% KCl) y resuspender adecuadamente.

. Incubar durante al menos 7 minutos a temperatura ambiente.

. Centrifugar durante 3 — 4 minutos a 2.000 rpm.

. Retirar el surnatante como en el punto 2.

. Resuspender enérgicamente el pellet.

. Anadir 5 ml de solucién de Ibramov (H,0 destilada, 5% éacido acético).

10. Centrifugar inmediatamente durante 3 -4 minutos a 2.000 rpm.

11. Retirar el surnatante como en el punto 2.

12. Resuspender enérgicamente el pellet.

13. Anadir 5 ml de solucién de fijacion fresca (metanol: acido acético, 3:1) y resuspender adecuadamente.

14. Repetir puntos 10-13.

15. Centrifugar inmediatamente durante 3 -4 minutos a 2.000 rpm.

16. Con atencion retirar la mayor parte del surnatante.

17. Resuspender el pellet en algunas gotas de solucion de fijacion fresca, para obtener una concentracion celular adecuada.
18. Echar algunas gotas en una pequena parte de suspension celular en un cristal limpio y humedo.

19. Proceder al secado en condiciones adecuadas y constantes de temperatura y humedad relativa empleando Optichrome
(cod. EKAMH950).
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Kit para cultura e sincronizacao de células de sangue periférico.

Material fornecido
EK AMTSY 20 (20 testes)
- Chromosome Synchro P, 20 tubos de cultura
- 2 viais de kit de sincronizagéo - solucao A
- 2 viais de kit de sincronizagéo - solucao B
EK AMTSY 50 (50 testes)
- Chromosome Synchro P, 50 tubos de cultura
- 4 viais de kit de sincronizagéo - solucao A
- 4 viais de kit de sincronizagéo - solucao B
EK AMTBSY 100.2 (cerca de 40 testes)
- Chromosome Synchro P, 2 embalagens da 100 ml
- 4 viais de kit de sincronizagéo - solucao A
- 4 viais de kit de sincronizagéo - solucao B
EK AMTBSY 100.5 (cerca de 100 testes)
A - Chromosome Synchro P, 5 embalagens da 100 ml
PO r't u g u eS - 8 viais de kit de sincronizacao - solugao A
- 8 viais de kit de sincronizagéo - solucao B
EK AMTBSY 500 (cerca de 100 testes)
- Chromosome Synchro P, 1 embalagem da 500 ml
- 8 viais de kit de sincronizagéo - solucao A
- 8 viais de kit de sincronizagéo - solucao B

Conservacao e estabilidade

O Chromosome Synchro P é transportado a +4°C. Uma vez recebido, o produto deve ser conservado a -20 + 2°C. O periodo limite
de armazenagem do produto é de 12 meses.

O meio, uma vez descongelado, deve ser conservado entre +2°C e +8°C durante um maximo de 30 dias. O kit de sincronizacao pode
ser descongelado e recongelado sem alteracao da sua funcionalidade.

Protocolo de utilizacao

Preparacao da cultura

1. Descongelar Chromosome Synchro P a temperatura ambiente ou a +37 + 2°C.

2. Em ambiente estéril, acrescentar até 0,5 ml de sangue a um tubo de cultura ou colocar 5 ml de meio de cultura num frasco T-25
e acrescentar a amostra.

3. Fechar a tampa do tubo de cultura ou do frasco.

4. Suspender de novo, de forma adequada, a suspensao e incubar a +37 + 2°C pondo o tubo na horizontal (sobre a parte plana).
Nao é necessario acrescentar CO,.

Sincronizacao da cultura

1. Ap6s 48 - 72 horas de cultura, acrescentar 0.1 ml de solugéo A e incubar durante uma noite.

2. Depois da incubacao, acrescentar 0.1 ml de solugdo B e incubar durante 5 horas (ndo é necesséario lavar as células).

3. Acrescentar 20 pl de Colcemid (10 pg/ml) e incubar a 37 + 2°C durante cerca de 1 hora. A incubagéo pode ser reduzida para 15
minutos para obter um alto nimero de prometafases.

Fixacdo de cromossomas e preparagao da lamina

1. Apds a incubacao, se necessario transferir a suspensao para um tubo de 15 ml e centrifugar 3 - 4 minutos a 2.000 rpm (a alta
velocidade de centrifugacao nao danifica as células).

2. Retirar o sobrenadante, tendo cuidado para nao perder parte do pellet celular (¢ aconselhéavel conservar cerca de 0.5 ml de
suspensao no tubo).

. Suspender de novo o pellet, vigorosamente.

. Acrescentar 5 ml de solugao hipoténica (H,0 destilada, 0,56% KCl) e suspender de novo, de forma adequada.

. Incubar durante, pelo menos, 7 minutos a temperatura ambiente.

. Centrifugar durante 3 - 4 minutos a 2.000 rpm.

. Retirar o sobrenadante como no ponto 2.

. Suspender de novo o pellet, vigorosamente.

. Acrescentar 5 ml de solugao de Ibraimov (H,0 destilada, 5% acido acético) e suspender de novo, de forma adequada.

10. Centrifugar imediatamente durante 3 — 4 minutos a 2.000 rpm.

11. Retirar o sobrenadante como no ponto 2.

12. Suspender de novo o pellet, vigorosamente.

13. Acrescentar 5 ml de solucao fixadora (metanol: acido acético, 3:1) e suspender de novo, de forma adequada.

14. Repetir step 10-13.

15. Centrifugar imediatamente durante 3 — 4 minutos a 2.000 rpm.

16. Com cuidado, retirar a maior parte do sobrenadante.

17. Suspender de novo o pellet em algumas gotas de solucao fixadora fresca, para obter uma concentragéo celular adequada.
18. Gotejar uma pequena aliquota de suspensao celular numa lamina limpa e molhada.

19. Secar em adequadas e constantes condicdes de temperatura e humidade relativa, utilizando Optichrome (c6d. EKAMH950).

Voo ~NOUT AW



Kit Yo 20 MEQYELX %L GUYYOOVIONO XVTTAQOV TEQLYEQELIXOD CLiNUTOS.

Mogeydpnevo vinod
EK AMTSY 20 (20 test)
- Chromosome Synchro P, 20 cwAfjveg narhiéoyeiag
- 2 vial Tov kit ouyyQoviopol - solution A
- 2 vial Tov kit ouyyQoviopol - solution B
EK AMTSY 50 (50 test)
- Chromosome Synchro P, 50 cwAfveg narhiéoyeiag
- 4 vial Tov kit ouyyQoviopoD - solution A
- 4 vial Tov kit ouyyQoviopol - solution B
EK AMTBSY 100.2 (repimouv 40 test)
- Chromosome Synchro P, 2 ¢puétheg twv 100 ml
- 4 vial Tov kit ouyyQoviopoD - solution A
- 4 vial Tov kit ouyyQoviopol - solution B
EK AMTBSY 100.5 (rtepimov 100 test)
- Chromosome Synchro P, 5 ¢puétheg twv 100 ml
- 8 vial Tov kit ouyyQoviopoD - solution A
G ree k - 8 vial Tov kit ouyyoviopo? - solution B
EK AMTBSY 500 (miegimov 100 test)
- Chromosome Synchro P, 1 ¢puéin tov 500 ml
- 8 vial Tov kit ouyyQoviopoD - solution A
- 8 vial Tov kit ouyyQoviopol - solution B

AwaTijonon za otadeodtnTo

To Chromosome Synchro P petadégetal oe +4°C. Metd ) mapahaf) to moidv meémet va duatnondei oe -20 + 2°C. H shelf life tov
EOIOVTOG elvar 12 wives.

To medium, adpot Eemarydoet xaL petd, moémel va dratnondel peta&d v +2°C o +8°C yia 30 nuégeg To péyoto. Ze kit

LYY QOVIONOU ptoel va Eemtarydoel now Eavamaydoet ¥ wolg va ahhotwBel 1 AertoveytrdTTd Tov.

IMowréxelio yof

Tlpostownocio xahlégyerog

1. Eemaydote to Chromosome Synchro P oe Ogpporoacia meoidhiovrog 1) oe +37 + 2°C.

2. Yn6 ovvOfxeg amooteipwong meoobéote £mg 0.5 ml aipatog oe éva cwAfva nakhiégyetag ) féAte 5 ml tov medium o pio
Prdora T-25 now mooBéoTe To delyua.

3. Khelote to dpo tov cwifva zalhiéoyeag 1) g prdonag.

4. Avasnviote zotdhnia to evaudenuo kol vroPdilete to (d1o o endao otovg +37 + 2°C TomobeTOVTUG TOV WAV
0EOVTLOL (EMvm 0To mhoth Tupa). H 10o00ixn Tou CO, dev elvan amagaitnT.

Evyxgokuog rahhégyerag
Metd and 48 - 72 hoeg nahhéyelag, mpoodéote 0.1 ml tov solution A %o viToPdrlete oe endaon overnight.

2. Metd mv endaon, mpocdéote 0.1 ml tov solution B xaw vofdikete oe emdaon yio 5 deg (dev elvon amaaitnto va mhivete
T 1OTTOQA).

3. TIpooOéote 20 pl tov Colcemid (10 pg/ml) zaw vioPfdihete oe endaoy otovg 37 + 2°C yia 1 dhoa mepimov. H emdaon progel
va petw0el ota 15 hemrd yio var amoxtiioete éva vipnio aoldud moopetddaons.

Zrad inon yoou NATOV %0 TYOETOLUAGiC YVEAVOL Thaxtdiov

1. Metd v endaon, eivar amagaitnto va petafifdoete To evaidono oe éva cwifva Tov 15 ml xo va 1o viopfdliete oe
duyorévronon ya 3 - 4 hemrrd otig 2.000 rpm (1 VYN TaYLTNTC PUYOREVTONONG OEV KATUCTOEPEL TAL XVTTAQW).
Apalpéote 10 VIEQRE(EVO SV, TIQOGEXOVTAS DOTE VoL IV (0Ol HEQOS TOL ®uTTOEIXOD pellet (GuVIoTATOL VO
datnetioete megimov 0.5 ml eVaLwENLATOg OTOV CWATVA).

3. Avadeboete Comod To pellet.

4. TlgooO¢ote 5 ml viotovizodh drahdpatog (H,0 amootayuévo, 0,56% KCI) o avadeboete watdAnha.

5. Ymofdhhete oe emdaon yio Tovkdyiotov 7 hemrd oe Ogopoxacio megudilovros.

6.  YmoPdhhete oe puyorévronon yua 3 - 4 hemrrd otig 2.000 rpm.
7
8

[N

Adaipéote 10 vere(pevo didhvpa 6mwg 0To onpelo 2.
. Avaodevoete Comod to pellet.

9. TooBéote 5 ml drahdpatog Tov Ibraimov (H,0 amootayuévo, 5% o&ind 0Eb) xow avadedoete xatdAnha.

10. YmoPdhhete oe puyorévionon apéong yia 3 - 4 hemwrd otig 2.000 rpm.

11. Adapéote To vregreluevo ddAvpo Omg 0To oNpEo 2.

12. Avadevoete Lomod o pellet.

13. TIpooOéote 5 ml poéonov otadegomomtizot dahpatog (HeOavoln: 0Erd 08D, 3:1) naw avadedoete vatdiinho.

14. Emavohdfete onpeio 10-13.

15. Ymofdhhete o€ puyorévronon apéomns yio 3 - 4 hemrrd otg 2.000 rpm.

16. Apaipéote mQOTEXTIXA TO HEYUADTEQO HEQOS TOV VITEQHEIUEVOY Lo DNATOG.

17. Avadevoete 10 pellet 0 peourég 0TayOVES POEOROV 0TUOEQOTOMTIXOT DA HATOS, YLOL VOL ATTOXTHOETE Hict XOUTAAANAY
HUTTAQUAT) CUITTORVWOT).

18. ZtdEte évo urd PEQOG RVTTUQIROD EVOLMQTILOTOS ETAVM Ot £va ®a00d ot PoeyHéVo Yudhvo mhaxidio.

19. TIpoywEMoTe 0TO OTEYVMMNA pe ®oTdAANheg nan oTabepés ovvOTneg Oepuonpaoiag ®al oyeTx VYQUOia Ke T %0101 ToU
Optichrome (cod. EKAMH950).
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