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FUJIFILM

IrvineScientific

CHANG Medium C
For Human Amniotic Fluid Cells

Catalog No.

T101-019 kit includes (C100 & C107)
T101-059 kit includes (C101 & C109),

C100 (CHANG Medium Basal)

+C106 (CHANG Medium C Frozen Supplement-14mL),

C101 (CHANG Medium Basal)

+C108 (CHANG Medium C Frozen Supplement-70mL)

For in vitro diagnostic use.

Zur In-vitro-Diagnostik.

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

Pour diagnostics in vitro.

Para utilizagéo em diagnéstico in vitro.
Tacin vitro diayvwaTIKr XpAon.

Pro diagnostické pouZiti in vitro.

Til in vitro-diagnostik.

In vitro -diagnostiikkaan.

Lietoanai 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 alkalmazéashoz.
Skirta in vitro diagnostikai.

In vitro diagnostik kullanim igin.

Na diagnostické pouzitie in vitro.

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

Za diagnosticno uporabo in vitro.
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Do not use if package is damaged

Manufacturer

CE Mark

~E@E

Emergo Europe - Prinsessegracht 20
E 2514 AP The Hague
The Netherlands

*Symbol Reference - EN ISO 15223-1, Medical devices —
Symbols to be used with medical device labels, labeling.

m
B

Telephone: 1949 261 7800 « 1 800 437 5706 Fax: 1 949 261 6522 « www.irvinesci.com
© 2019 FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. All rights reserved. The FUJIFILM Irvine Scientific logo, and CHANG are

trademarks of FUJIFILM Irvine Scientific, Inc. in various jurisdictions.

PN 40200 Rev.12

ENGLISH

INDICATION FOR USE

CHANG Medium C may be used for the following
applications:

1. the primary culture of amniotic fluid cells

2. growing passaged amniotic fluid cells

3. the culture of bone marrow cells

4. solid amnion tissue from chorionic villi sampling.
THIS MEDIUM HAS BEEN DESIGNED FOR USE IN
BOTH OPEN (CULTURES EQUILIBRATED WITH A 5%
CO,ATMOSPHERE) AND CLOSED CULTURE SYSTEMS
(CULTURES FLOODED WITH 5% CO,AND INCUBATED
WITH THE CULTURE VESSELS TIGHTLY CAPPED).

DEVICE DESCRIPTION

CHANG Medium C was developed for the primary culture
of human amniotic fluid cells for use in karyotyping and
other antenatal genetic testing. THIS FORMULA HAS
BEEN OPTIMIZED FOR BOTH OPEN AND CLOSED
SYSTEMS.

COMPONENTS
Salts & lons Proteins pH Indicator
Sodium Chloride Horomones, and Phenol red
Sodium Selenite Growth Factors Vitamins and trace
Calcium Chloride Fetal bovine serum  elements
Choline Chloride (FBS) Ascorbic acid
Potassium Chloride ~ Newborn bovine Folic acid
Potassium serum Nicotinamide
Phosphate Human transferrin Riboflavin
Magnesium Chloride Fibroblast growth Thiamine
Magnesium Sulfate  factor (FGF) Pantothenic acid
Sodium Phosphate  Insulin Cobalamin
Ferrous Sulfate Progesterone Pyridoxal
Cupric Sulfate Testosterone Pyridoxine
Zinc Sulfate Beta estradiol
Buffer Hydrocortisone
Sodium Bicarbonate  Water
Amino Acids WFI Quality
Alanine Other
Arginine Hypoxanthine
Asparagine Biotin
Aspartic Acid Putrescine
Cysteine Ethyl alcohol
Cystine Antioxidant
Glutamic Acid Thioctic acid
G i Nucleic acids
Glycine Deoxyadenosine
Histidine Deoxycytidine
Isoleucine Deoxyguanosine
Leucine Adenosine
Lysine Cytidine
Methionine Guanosine
Phenylalanine Thymidine
Proline Uridine
Serine Energy Substrates
Threonine Glucose
Tryptophan Pyruvate
Tyrosine Inositol
Valine
QUALITY ASSURANCE
STERILITY

Serum used in the production of CHANG Medium C

Supplement has been tested for viral contamination per

CFR Title 9 Part 113.53. It has also been screened for

mycoplasma contamination. Both CHANG Medium B

Basal and CHANG Medium C Supplement are sterilized

by filtration through a 0.1 micron filter. Representative

samples of CHANG Medium B Basal and CHANG Medium

C Supplement are tested for possible bacteriological

contamination following the sterility testing protocol

described in the current USP Sterility test <71>.

PREPARATION FOR USE

Lyophilized Supplement

1. Allow CHANG Medium C Lyophilized Supplement to
equilibrate to room temperature.

2. Using aseptic techniques, add 10 mL or 50 mL of
sterile distilled water to the Iyophilizate. The 10 mL
vial is for 90 mL CHANG Medium B Basal; the 50 mL
vial is for 450 mL CHANG Medium B Basal.

3. Swirl the vial gently to effect complete solution.
(NOTE: It may be necessary to incubate the vial at
37°C for 5 to 10 minutes to completely dissolve the
supplement).

4. Aseptically transfer the entire contents of the
reconstituted CHANG Medium C Supplement to the

bottle of CHANG Medium B Basal.

5. Mix the complete CHANG Medium C well by swirling
the bottle.

6. Add L-Glutamine, 10.0 mL/L (200 mM). Antibiotics
may be added if desired.

Frozen Supplement

1. Thaw CHANG Medium C Frozen Supplement rapidly
by swirling vial in a 37°C water bath.

2. Aseptically transfer the entire contents of the thawed
CHANG Medium C Supplement to the bottle of
CHANG Medium B Basal.

3. Mix the complete CHANG Medium C well by swirling
the bottle.

4. Add L-Glutamine, 10.0 mL/L (200 mM). Antibiotics
may be added if desired.

ALIQUOTING CHANG MEDIUM C

SUPPLEMENT

Lyophilized Supplement

If you are unable to use the complete CHANG Medium C

within 10 days you may wish to make up smaller amounts

by following this modification of procedure:

1. Reconstitute CHANG Medium C Lyophilized
Supplement.

2. Distribute aseptically into convenient-sized aliquots
and freeze.

3. Also aseptically dispense the CHANG Medium B
Basal into a corresponding number of aliquots.

4. To prepare the complete CHANG Medium C, add one
aliquot of thawed CHANG Medium C Supplement to
one aliquot of CHANG Medium B Basal.

5. Mix well.

Frozen Supplement

1. Thaw CHANG Medium C Frozen Supplement.

2. Distribute aseptically into convenient-sized aliquots
and refreeze. (NOTE: The supplement vial contains
14 mL or 70 mL. Distribute equally.)

3. Also aseptically dispense the CHANG Medium B
Basal into a corresponding number of aliquots.

4. To prepare the complete CHANG Medium C, add one
aliquot of thawed CHANG Medium C Supplement to
one aliquot of CHANG Medium B Basal.

5. Mix well.

DIRECTIONS FOR USE

THE pH OF THE MEDIUM USED TO FEED THE

CULTURES MUST BE BETWEEN 6.8 - 7.2 (i.e. the

medium must be slightly yellowish-salmon color). pH can

easily be adjusted by placing the medium in a 5% - 8%

CO, incubator with the cap slightly loosened.

The final pH must be 6.8 - 7.2.

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.

Use of CHANG Medium C for Primary

Cultures: In Situ Methodologies

1. Centrifuge amniotic fluid at low speed to concentrate
the cells.

2. Resuspend the cell pellet in a small volume of the
patient’s own amniotic fluid. For example, aspirate
the supernate of 10 mL of spun amniotic fluid to
0.5 mL above the cell pellet and resuspend. Add
sufficient CHANG Medium C to the concentrated
cell suspension to allow for final plating volume of
0.5 mL per cover slip (total of 4 coverslips) or 2 mL
per flaskette.

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

4. Flood cultures on day 2 by adding 2 mL of CHANG
Medium C.

5. After 4 to 5 days, the cultures should be checked
for growth. Cultures should be fed once growth has
been observed. Feed cultures by removing all of the
culture supernatant and replacing with 2 mL of fresh
CHANG Medium C. Itis recommended that cultures
be fed every 2 days thereafter.

6. Check cultures for growth on/or after day 5, and
harvest when sufficient colonies are observed.

7. Best results are obtained when the cultures are fed
with CHANG Medium C the day before the harvest.

Use of CHANG Medium C for Primary

Cultures: Flask Methodologies

1. Centrifuge amniotic fluid at low speed to concentrate
cells.

2. Resuspend the cell pellet in a small volume of the
patient’s own amniotic fluid. For example, aspirate
the supernate of 10 mL of spun amniotic fluid to
1 mL above the cell pellet and resuspend. Add 4 mL
of CHANG Medium C for a total volume of 5 mL per
flask.

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

4. Check for growth on day 5. Change medium with fresh
CHANG Medium C and harvest if sufficient cell growth
is observed.

5. Check cultures for growth and completely Change
medium every other day thereafter until sufficient
colonies are observed and are ready to harvest.

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

NOTE: For closed systems, flush each culture flask
with 5% CO, - 95% air for 20 seconds. Tighten the caps
to the culture flasks and incubate them at 37°C. (It is
recommended that a sterile plugged pasteur pipet be
attached to the CO, source to ensure sterility of the
incoming gas.).

Use of CHANG Medium C for Growing
Passaged Amniotic Fluid Cells:

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

STORAGE AND STABILITY

Store CHANG Medium C Frozen Supplement at below
-10°C, CHANG Medium C Lyophilized Supplement at
2°C to 8°C, CHANG Medium B Basal at 2°C to 8°C, and
complete CHANG Medium C at 2°C to 8°C. The CHANG
Medium B Basal must not be frozen.

Protect from fluorescent light.

See individual component bottle labels for specific
expiration dates. Complete CHANG Medium C may be
stored at 2°C to 8°C for 10 days before use without
affecting its function. Storage for longer than 10 days
is not recommended.

DO NOT FREEZE COMPLETE CHANG MEDIUM C.
PRECAUTIONS AND WARNINGS

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

Do not use CHANG Medium C components beyond the
expiration date indicated on the individual labels.



DEUTSCH

INDIKATIONEN

CHANG Medium C kann fiir die folgenden Anwendungen

verwendet werden:

1. Primérkultur von Fruchtwasserzellen

2. Wachsende passagierte Fruchtwasserzellen

3. die Kultur von Knochenmarkzellen

4. festes Amniongewebe aus einer
Chorionzottenbiopsie.

DIESES MEDIUM WURDE FUR DIE VERWENDUNG

IN SOWOHL OFFENEN (IN EINER 5%IGEN CO,-

ATMOSPHARE AQUILIBRIERTE KULTUREN) ALS

AUCH GESCHLOSSENEN KULTURSYSTEMEN

ENTWICKELT (KULTUREN, DIE MIT 5 % CO,

UBERSCHWEMMT UND BEI FEST MIT EINER KAPPE

VERSCHLOSSENEN KULTURGEFASSEN INKUBIERT

WURDEN).

PRODUKTBESCHREIBUNG

Das CHANG Medium C wurde fiir die Primarkultur von

menschlichen Fruchtwasserzellen zur Verwendung bei

der Karyotypisierung und fir andere pranatale

genetische Tests entwickelt. DIESE ZUSAMMEN-

SETZUNG WURDE FUR OFFENE UND

GESCHLOSSENE SYSTEME OPTIMIERT.

INHALTSSTOFFE

Proteine
Hormone und Glukose
Wachstumsfaktoren ~ Pyruvat

Salze und lonen
Natriumchlorid
Natriumselenit

Calciumchlorid Fetales Inositol
Cholinchlorid Kalberserum (FBS)  pH-Indikator
Kaliumchlorid Serum von Phenolrot

Kaliumphosphat neugeborenen
Magnesiumchlorid  Rindern

Vitamine und

Magnesiumsulfat Humanes Ascorbinséure
Natriumphosphat Transferrin Folsdure
Eisensulfat Fibroblastenwachs-  Nikotinamid
Kupfersulfat tumsfaktor Riboflavin
Zinksulfat Insulin Thiamin
Puffer Progesteron Pantothensaure
Natriumbicarbonat ~ Testosteron Cobalamin
Aminoséuren Beta-Estradiol Pyridoxal
Alanin Hydrokortison Pyridoxin
Arginin Wasser

Asparagin Wasser fiir

Asparaginséure Injektionszwecke

Cystein (WF1)

Cystin Andere

Glutaminsaure Hypoxanthin

Glutamin Biotin

Glycin Putrescin

Histidin Ethylalkohol

Isoleucin Antioxidans

Leucin Thioctansaure

Lysin Nukleinsduren

Methionin Desoxyadenosin

Phenylalanin Desoxycytidin

Prolin Desoxyguanosin

Serin Adenosin

Threonin Cytidin

Tryptophan Guanosin

Tyrosin Thymidin

Valin Uridin
QUALITATSSICHERUNG

STERILITAT

Das bei der Produktion des CHANG Medium C

Supplement verwendete Serum wurde auf virale

Kontamination gemaR CFR Titel 9, Teil 113.53, getestet.

Es wurde auRerdem auf Mykoplasmakontamination

Uberprift. Sowohl das CHANG Medium B Basal als auch

das CHANG Medium C Supplement wurden durch

Filtration durch einen 0,1-Mikron-Filter sterilisiert.

Es wurden représentative Proben des CHANG Medium B

Basal und CHANG Medium C Supplement auf mégliche

bakterielle Kontamination getestet. Dabei wurde das im

aktuellen USP-Sterilitatstest <71> beschriebene

Sterilitatstestprotokoll befolgt.

VORBEREITUNG

Lyophilisierte Ergdnzung

1. Die lyophilisierte Ergdnzung CHANG Medium C auf
Raumtemperatur aquilibrieren lassen.

2. Mithilfe von aseptischen Techniken 10 ml oder 50 ml
steriles destilliertes Wasser zum Lyophilisat
hinzugeben. Das 10-ml-Flaschchen ist fiir 90 ml
CHANG Medium B Basal; das 50-ml-Flaschchen ist
fir 450 ml CHANG Medium B Basal.

Energiesubstrate

Spurenelemente

3. Das Flaschchen fir eine vollstandige Losung leicht
schwenken. (HINWEIS: Das Flaschchen muss ggf.
bei 37 °C fiir 5 bis 10 Minuten inkubiert werden,
um die Ergdnzung vollstandig aufzulosen.)

4. Den gesamten Inhalt des rekonstituierten CHANG
Medium C Supplement mit aseptischen Techniken
in die Flasche mit CHANG Medium B Basal
libertragen.

5. Das gesamte CHANG Medium C durch Schwenken
der Flasche gut mischen.

6. 10,0 ml/l (200 mM) L-Glutamin hinzugeben. Bei
Bedarf kénnen Antibiotika hinzugefiigt werden.

Gefrorene Ergdnzung

1. Die gefrorene Erganzung CHANG Medium C schnell
auftauen, das Flaschchen dazu in einem 37 °C
warmen Wasserbad schwenken.

2. Den gesamten Inhalt des aufgetauten CHANG
Medium C Supplement mit aseptischen Techniken
in die Flasche mit CHANG Medium B Basal
libertragen.

3. Das gesamte CHANG Medium C durch Schwenken
der Flasche gut mischen.

4. 10,0 ml/l (200 mM) L-Glutamin hinzugeben. Bei
Bedarf kénnen Antibiotika hinzugefiigt werden.

ALIQUOTIEREN DES CHANG MEDIUM C

SUPPLEMENT

Lyophilisierte Erganzung

Wenn nicht das ganze CHANG Medium C innerhalb von

10 Tagen verwendet werden kann, kénnen mithilfe der

folgenden Anderung des Verfahrens kleinere Mengen

zusammengestellt werden:

1. Die lyophilisierte Ergdnzung CHANG Medium C
rekonstituieren.

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

3. AuBerdem das CHANG Medium B Basal mit
aseptischen Techniken in eine entsprechende
Anzahl von Aliquoten verteilen.

4. Um ein vollstandiges CHANG Medium C vorzu-
bereiten, ein Aliquot des aufgetauten CHANG
Medium C Supplement in ein Aliquot des CHANG
Medium B Basal geben.

5. Grindlich mischen.

Gefrorene Ergéanzung

1. Die gefrorene Ergadnzung CHANG Medium C
auftauen.

2. Mit aseptischen Techniken in handliche Aliquote
verteilen und erneut einfrieren. (HINWEIS: Das
Ergénzungsflaschchen enthélt 14 ml oder 70 ml.
Den Inhalt gleichmaRig verteilen.)

3. AuBerdem das CHANG Medium B Basal mit
aseptischen Techniken in eine entsprechende
Anzahl von Aliquoten verteilen.

4. Um ein vollstdndiges CHANG Medium C
vorzubereiten, ein Aliquot des aufgetauten CHANG
Medium C Supplement in ein Aliquot des CHANG
Medium B Basal geben.

5. Grindlich mischen.

GEBRAUCHSANWEISUNG

DER PH-WERT DES MEDIUMS, DAS ALS

NAHRMEDIUM DER KULTUREN DIENT, MUSS

ZWISCHEN 6,8 UND 7,2 LIEGEN (d. h. das Medium

muss leicht gelblich-lachsfarben sein). Der pH-Wert kann

leicht angepasst werden, indem das Medium in einen
5-8%igen CO,-Inkubator mit leicht geléster Kappe
gestellt wird.

Der endgiltige pH-Wert muss zwischen 6,8 und

7,2 liegen.

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.

Verwendung von CHANG Medium C fiir

Primérkulturen: In-situ-Methoden

1. Das Fruchtwasser bei geringer Geschwindigkeit
zentrifugieren, um die Zellen zu konzentrieren.

2. Das Zellpellet in einer kleinen Menge Fruchtwasser
derselben Patientin resuspendieren. Beispielsweise
den Uberstand von 10 ml des zentrifugierten
Fruchtwassers zu 0,5 ml Gber dem Zellpellet

absaugen und resuspendieren. Ausreichend CHANG
Medium C in die konzentrierte Zellsuspension
geben, um das endgiiltige Uberzugvolumen von
0,5 ml pro Deckglas (insgesamt 4 Deckgléser) oder
2 ml pro Fl&schchen zu erreichen.

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

4. Die Kulturen an Tag 2 Uberspiilen, indem 2 ml
CHANG Medium C zugegeben werden.

5. Nach 4 bis 5 Tagen sollten die Kulturen auf
Wachstum Uberpriift werden. Die Kulturen sollten
genahrt werden, sobald ein Wachstum festgestellt
wurde. Die Kulturen nahren, indem Kulturiiberstand
entfernt wird und stattdessen 2 ml frisches CHANG
Medium C zugegeben werden. Es wird empfohlen,
Kulturen danach alle 2 Tage zu nahren.

6. Anloder nach Tag 5 die Kulturen auf Wachstum
prifen und entnehmen, wenn ausreichend Kolonien
vorhanden sind.

7. Die besten Ergebnisse werden erreicht, wenn die
Kulturen am Tag vor der Entnahme mit CHANG
Medium C genéhrt werden.

Verwendung von CHANG Medium C fiir

Primérkulturen: Flaschen-Methoden

1. Das Fruchtwasser bei geringer Geschwindigkeit
zentrifugieren, um Zellen zu konzentrieren.

2. Das Zellpellet in einer kleinen Menge Fruchtwasser
derselben Patientin resuspendieren. Beispielsweise
den Uberstand von 10 ml des zentrifugierten
Fruchtwassers zu 1 ml Giber dem Zellpellet absaugen
und resuspendieren. 4 ml CHANG Medium C fiir ein
Gesamtvolumen von 5 ml in die Flasche geben.

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

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

5. Die Kulturen auf Wachstum priifen und danach jeden
zweiten Tag das Medium auswechseln, bis
ausreichend Kolonien vorhanden sind und
entnommen werden konnen.

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

HINWEIS: Bei geschlossenen Systemen jede
Kulturflasche mit 5 % CO, und 95 % Luft 20 Sekunden
lang ausspilen. Die Kulturflaschen mit den Kappen fest
verschlieBen und bei 37 °C inkubieren. (Es wird
empfohlen, eine sterile gestopfte Pasteurpipette an die
CO,-Quelle anzubringen, um die Sterilitdt des
eintretenden Gases sicherzustellen.)

Verwendung von CHANG Medium C

fiir wachsende passagierte
Fruchtwasserzellen:

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

LAGERUNG UND STABILITAT

Das gefrorene Erganzung CHANG Medium C unter
-10 °C, die lyophilisierte Ergdnzung CHANG Medium C
zwischen 2 °C und 8 °C, das CHANG Medium B Basal
zwischen 2 °C und 8 °C und das Complete CHANG
Medium C zwischen 2 °C und 8 °C lagern. Das CHANG
Medium B Basal darf nicht eingefroren werden.
Keinem Fluoreszenzlicht aussetzen.

Die spezifischen Verfallsdaten auf den Etiketten
der jeweiligen Komponentenflaschen beachten.
Das Complete CHANG Medium C kann bei 2 °C bis 8 °C
10 Tage lang ohne Verwendung gelagert werden, ohne
dass seine Funktion beeintrachtigt wird. Eine Lagerung
fur mehr als 10 Tage wird nicht empfohlen.

DAS COMPLETE CHANG MEDIUM C NICHT
EINFRIEREN.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND
WARNHINWEISE

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

Die CHANG Medium C-Komponenten nicht nach dem
auf den einzelnen Etiketten angegebenen Verfallsdatum
verwenden.



ITALIANO

INDICAZIONI PER L’'USO

CHANG Medium C pud essere usato per le seguenti

applicazioni:

1. colture primarie di cellule di liquido amniotico;

2. colture secondarie di cellule di liquido amniotico;

3. colture di cellule di midollo osseo;

4. tessuto amniotico solido da campionamento di villi
corionici.

QUESTO TERRENO PUO ESSERE USATO SIA IN

SISTEMI APERTI (COLTURE EQUILIBRATE IN

ATMOSFERA CON IL 5% DI CO,) CHE IN SISTEMI

CHIUSI (COLTURE SOTTO FLUSSO CON IL5% DI CO,

E INCUBATE IN SUPPORTI CHIUSI ERMETICAMENTE).

DESCRIZIONE DEL DISPOSITIVO

CHANG Medium C é stato sviluppato per colture primarie

di cellule di liquido amniotico umano per la

determinazione del cariotipo e altri test genetici

prenatali. QUESTA FORMULA E STATA OTTIMIZZATA

PER SISTEMI SIAAPERTI CHE CHIUSI.

COMPONENTI

Sali e ioni

Cloruro di sodio
Selenito di sodio
Cloruro di calcio
Cloruro di colina

Proteine, ormoni

e fattori di crescita
Siero bovino fetale
Siero bovino
neonatale

Indicatore di pH
Rosso fenolo
Vitamine ed
elementi in tracce
Acido ascorbico

Cloruro di potassio ~ Transferrina umana  Acido folico
Fosfato di potassio  Fattore di crescita Nicotinamide
Cloruro di magnesio  dei fibroblasti Riboflavina
Solfato di magnesio  Insulina Tiamina
Fosfato di sodio Progesterone Acido pantotenico
Solfato di ferro Testosterone Cobalamina
Solfato di rame Beta estradiolo Piridossale
Solfato di zinco Idrocortisone Piridossina
Tampone Acqua

Bicarbonato di sodio Qualita WFI (acqua

Aminoacidi per iniezioni)

Alanina Altro

Arginina Ipoxantina

Asparagina Biotina

Acido aspartico Putrescina

Cisteina Alcol etilico

Cistina Antiossidante

Acido glutammico Acido tioctico

Glutammina Acidi nucleici

Glicina Deossiadenosina

Istidina Deossicitidina

Isoleucina Deossiguanosina

Leucina Adenosina

Lisina Citidina

Metionina Guanosina

Fenilalanina Timidina

Prolina Uridina

Serina Substrati energetici

Treonina Glucosio

Triptofano Piruvato

Tirosina Inositolo

Valina

GARANZIA DI QUALITA

STERILITA

Il siero usato per la produzione di CHANG Medium C

supplemento & stato testato per escludere

contaminazione virale seguendo la procedura

CFR Titolo 9 Parte 113.53. E stato anche testato per

determinare eventuali contaminazioni da micoplasma.

CHANG Medium B Basal e CHANG Medium C

supplemento sono stati sterilizzati per filtrazione

mediante filtro da 0,1 micron. Campioni rappresentativi

di CHANG Medium B Basal e CHANG Medium C

supplemento sono stati testati per escludere eventuale

contaminazione batteriologica seguendo il protocollo

delle prove di sterilita descritto nel corrente test di

sterilita USP <71>.

PREPARAZIONE PER L’'USO

Supplemento liofilizzato

1. Portare CHANG Medium C supplemento liofilizzato
a temperatura ambiente.

2. Usando tecniche in asepsi, aggiungere 10 ml 0 50 ml
di acqua distillata sterile al liofilo. Il flacone da 10 ml
deve essere impiegato per CHANG Medium B Basal
nel formato da 90 ml, mentre quello da 50 ml per
CHANG Medium B Basal nel formato da 450 ml.

3. Agitare delicatamente il flacone per rendere
omogenea la soluzione. (NOTA: per dissolvere
completamente il supplemento, potrebbe essere
necessario incubare a 37 °C per 5-10 minuti).

4. Trasferire in condizioni asettiche I'intero contenuto
di CHANG Medium C supplemento ricostituito nel
flacone di CHANG Medium B Basal.

5. Miscelare accuratamente CHANG Medium C
completo agitando il flacone.

6. Aggiungere L-glutammina, 10,0 ml/l (200 mM).
E possibile aggiungere antibiotici, se lo si ritiene
necessario.

Supplemento congelato

1. Scongelare rapidamente CHANG Medium C
supplemento agitando il flacone in un bagno d'acqua
a 37 °C.

2. Trasferire in condizioni asettiche I'intero contenuto
di CHANG Medium C supplemento scongelato nel
flacone di CHANG Medium B Basal.

3. Miscelare accuratamente CHANG Medium C
completo agitando il flacone.

4. Aggiungere L-glutammina, 10,0 ml/l (200 mM).
E possibile aggiungere antibiotici, se lo si ritiene
necessario.

SUDDIVISIONE DI CHANG MEDIUM C

SUPPLEMENT IN ALIQUOTE

Supplemento liofilizzato

Qualora non fosse possibile utilizzare CHANG Medium C

completo entro 10 giorni, € consigliabile ricostituirne

quantita inferiori modificando la procedura come segue:

1. Ricostituire CHANG Medium C supplemento
liofilizzato.

Distribuire in condizioni asettiche in aliquote
appropriate e congelare.

3. Dispensare, sempre in condizioni asettiche, anche
CHANG Medium B Basal in un numero di aliquote
corrispondenti.

4. Per preparare CHANG Medium C completo,
aggiungere un’aliquota di CHANG Medium C
supplemento scongelato a un’aliquota di CHANG
Medium B Basal.

5. Miscelare accuratamente.

Supplemento congelato

1. Scongelare CHANG Medium C supplemento.

2. Distribuire in condizioni asettiche in aliquote
di dimensioni appropriate e ricongelare. (NOTA:
il flacone di supplemento pud contenere 14 ml
0 70 ml. Distribuire equamente.)

3. Dispensare, sempre in condizioni asettiche, anche
CHANG Medium B Basal in un numero di aliquote
corrispondenti.

4. Per preparare CHANG Medium C completo,
aggiungere un’aliquota di CHANG Medium C
supplemento scongelato a un’aliquota di CHANG
Medium B Basal.

5. Miscelare accuratamente.

ISTRUZIONI PER L’'USO

IL pH DEL TERRENO USATO PER ARRICCHIRE LE

COLTURE DEVE ESSERE COMPRESO TRA6,8 E 7,2

(cioé, il terreno deve essere di colore salmone

leggermente tendente al giallo). Il pH pud essere

facilmente regolato ponendo il terreno in un incubatore
con CO, al 5-8% con il tappo leggermente svitato.

Il pH finale deve essere compreso fra 6,8 e 7,2.

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.

Uso di CHANG Medium C per colture

primarie Metodologie in situ

1. Centrifugare il liquido amniotico a bassa velocita per
concentrare le cellule.

2. Risospendere il pellet cellulare in una piccola
quantita di liquido amniotico della paziente.
Ad esempio, aspirare il surnatante di 10 ml di liquido
amniotico centrifugato fino a 0,5 ml sopra il pellet
cellulare e risospendere. Aggiungere alla
sospensione di cellule concentrata una quantita di
CHANG Medium C sufficiente a ottenere un volume
finale nella piastra di 0,5 ml per ogni vetrino
coprioggetti (totale di 4 vetrini coprioggetti) 0 2 ml
per ogni minifiasca.

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

4. Algiorno 2, aggiungere alle colture 2 ml di CHANG
Medium C.

5. Dopo 4-5 giorni, verificare la crescita delle colture
e arricchirle non appena si osserva una crescita.
Arricchire le colture rimuovendo tutto il surnatante
e sostituendolo con 2 ml di CHANG Medium C
fresco. Successivamente, si raccomanda di
arricchire le colture ogni 2 giorni.

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

7. Irisultati migliori si ottengono quando le colture sono
arricchite con CHANG Medium C il giorno prima della
raccolta.

Uso di CHANG Medium C per colture

primarie Metodologie in fiasca

1. Centrifugare il liquido amniotico a bassa velocita per
concentrare le cellule.

2. Risospendere il pellet cellulare in una piccola
quantita di liqguido amniotico della paziente.
Ad esempio, aspirare il surnatante di 10 ml di liquido
amniotico centrifugato fino a 1 ml sopra il pellet
cellulare e risospendere. Aggiungere 4 ml di CHANG
Medium C per raggiungere un volume totale di 5 ml
per fiasca.

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

4. Verificare la crescita al giorno 5. Sostituire il terreno
con CHANG Medium C fresco e raccogliere se si
osserva una crescita cellulare sufficiente.

5. Verificare la crescita delle colture; successivamente
sostituire completamente il terreno a giorni alterni
finché non si osservano colonie sufficienti e pronte
per la raccolta.

6. [ risultati migliori si ottengono quando le colture sono
arricchite con CHANG Medium C il giorno prima della
raccolta.

NOTA: per sistemi chiusi, irrigare ogni fiaschetta colturale
con aria al 5% di CO, per 20 secondi. Avvitare
accuratamente i tappi delle fiasche e incubare a 37 °C
(si raccomanda di collegare una pipetta Pasteur sterile
alla fonte di CO, per garantire la sterilita del gas in
ingresso).

Uso di CHANG Medium C per colture
secondarie di liquido amniotico

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

Conservare CHANG Medium C supplemento congelato
a una temperatura inferiore a -10 °C, CHANG Medium C
supplemento liofilizzato, CHANG Medium B Basal
e CHANG Medium C completo a una temperatura
compresa tra 2 e 8 °C. CHANG Medium B Basal non
deve essere congelato.

Proteggere da luce fluorescente.

Le date di scadenza specifiche sono indicate sulle
etichette dei flaconi dei singoli componenti. Complete
CHANG Medium C puo essere conservato a 2-8 °C per
10 giorni prima dell’'uso senza comprometterne le
prestazioni. Si raccomanda di non conservare per oltre
10 giorni.

NON CONGELARE COMPLETE CHANG MEDIUM C.
PRECAUZIONI E AVWERTENZE

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

Non utilizzare i componenti di CHANG Medium C dopo
la data di scadenza indicata sulle rispettive etichette.



ESPANOL

INDICACION DE USO

EI CHANG Medium C se puede usar para estas

aplicaciones:

1. el cultivo primario de células de liquido amniético

2. expansion de células de liquido amniotico
subcultivadas

3. cultivo de células de la médula ésea

4. tejido amnidtico sélido (muestreo de vellosidades
coridnicas).

ESTE MEDIO SE HA DISENADO PARA SU USO EN

SISTEMAS DE CULTIVO ABIERTOS (CULTIVOS

EQUILIBRADOS EN UNA ATMOSFERA CON UN 5 %

DE CO,) Y CERRADOS (CULTIVOS INUNDADOS CON

UN 5 % DE CO, E INCUBADOS CON RECIPIENTES

DE CULTIVO HERMETICAMENTE CERRADOS).

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

El CHANG Medium C se desarroll6 para el cultivo

primario de células de liquido amni6tico humano que se

utilizan en el cariotipado y otras pruebas genéticas

prenatales. ESTA FORMULA SE HA OPTIMIZADO

TANTO PARA SISTEMAS ABIERTOS COMO

CERRADOS.

COMPONENTES
Sales e iones Proteinas Sustratos
Cloruro sddico hormonas y factores energéticos
Selenito sddico de crecimiento Glucosa
Cloruro calcico Suero bovino fetal Piruvato
Cloruro de colina (FBS) Inositol

Cloruro potasico Suero bovino Indicador del pH

Fosfato potasico neonatal Rojo de fenol
Cloruro magnésico  Transferrina Vitaminas
Sulfato magnésico  humana y oligoelementos
Fosfato sodico Factor de Acido ascorbico
Sulfato ferroso crecimiento Acido félico
Sulfato cuprico fibroblastico (FGF)  Nicotinamida
Sulfato de zinc Insulina Riboflavina
Sistemas tampén Progesterona Tiamina
Bicarbonato sédico  Testosterona Acido pantoténico
Aminoéacidos Beta-estradiol Cobalamina
Alanina Hidrocortisona Piridoxal
Arginina Agua Piridoxina
Asparagina Calidad de agua

Acido aspartico para inyectables

Cisteina Otros

Cistina Hipoxantina

Acido glutdmico Biotina

Glutamina Putrescina

Glicina Alcohol etilico

Histidina Antioxidante

Isoleucina Acido tidctico

Leucina Acidos nucleicos

Lisina Desoxiadenosina

Metionina Desoxicitidina

Fenilalanina Desoxiguanosina

Prolina Adenosina

Serina Citidina

Treonina Guanosina

Triptéfano Timidina

Tirosina Uridina

Valina

GARANTIA DE CALIDAD

ESTERILIDAD

El suero utilizado en la produccion del CHANG

Medium C Supplement se ha sometido a analisis de la

contaminacion viral de acuerdo con el titulo 9 del CFR,

parte 113.53. Asimismo se ha cribado la contaminacién

por micoplasmas. Tanto el CHANG Medium B Basal

como el CHANG Medium C Supplement se esterilizan

por filtracion a través de un filtro de 0,1 um. Se analizan

muestras representativas del CHANG Medium B Basal

y CHANG Medium C Supplement para detectar la posible

contaminacion bacteriana segun el protocolo analitico

de esterilidad descrito en el vigente ensayo de

esterilidad <71> de la USP.

PREPARACION PARA EL USO

Lyophilized Supplement

1. Dejar que el CHANG Medium C Lyophilized
Supplement se equilibre a temperatura ambiente.

2. Con una técnica aséptica, afiadir 10 ml o 50 ml de
agua destilada estéril al liofilizado. El vial de 10 ml
es para 90 ml del CHANG Medium B Basal; el vial
de 50 ml es para 450 ml del CHANG Medium B
Basal.

3. Agitar el vial con suavidad para su disolucion
completa. (NOTA: a veces hay que incubar el vial

a 37 °C durante 5 a 10 minutos para disolver
completamente el suplemento.)

4. Llevar en condiciones asépticas todo el contenido
reconstituido del CHANG Medium C Supplement al
frasco del CHANG Medium B Basal.

5. Mezclar bien por balanceo el frasco del CHANG
Medium C completo.

6. Afadir L-glutamina, 10,0 ml/I (200 mM). Se pueden
afiadir antibiéticos si se desea.

Suplemento congelado

1. Descongelar rapidamente el suplemento congelado
del CHANG Medium C mediante balanceo del vial
en un bafio de agua a 37 °C.

2. Llevar en condiciones asépticas todo el contenido
descongelado del CHANG Medium C Supplement
al frasco de CHANG Medium B Basal.

3. Mezclar bien por balanceo el frasco del CHANG
Medium C completo.

4. Afadir L-glutamina, 10,0 ml/I (200 mM). Se pueden
afiadir antibioticos si se desea.

DIVIDIR EN ALICUOTAS EL CHANG

MEDIUM C SUPPLEMENT

Lyophilized Supplement

Sino llega a utilizar el CHANG Medium C completo en

un plazo de 10 dias, es posible que desee preparar

porciones mas pequefas aplicando esta modificacion
del procedimiento:

1. Reconstituir el CHANG Medium C Lyophilized
Supplement.

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

3. Dispensar asimismo en condiciones asépticas
el CHANG Medium B Basal en el numero
correspondiente de alicuotas.

4. Para preparar el CHANG Medium C completo, afadir
una alicuota del CHANG Medium C Supplement
descongelado a una alicuota del CHANG Medium B
Basal.

5. Mezclar bien.

Suplemento congelado

1. Reconstituir el suplemento congelado del CHANG
Medium C.

2. Repartir en alicuotas de tamafio adecuado en
condiciones asépticas y volver a congelar. (NOTA:
El vial del suplemento contiene 14 ml o 70 ml.
Distribuir de forma equitativa.)

3. Dispensar asimismo en condiciones asépticas el
CHANG Medium B Basal en el nimero
correspondiente de alicuotas.

4. Parapreparar el CHANG Medium C completo, afiadir
una alicuota del CHANG Medium C Supplement
descongelado a una alicuota del CHANG Medium B
Basal.

5. Mezclar bien.

INSTRUCCIONES DE USO

EL pH DEL MEDIO UTILIZADO PARAALIMENTAR LOS

CULTIVOS DEBE SITUARSE ENTRE 6,8 Y 7,2 (es decir,

el medio debe tener color entre ligeramente amarillento

y salmon). El pH se puede ajustar con facilidad

colocando el medio (con el tapon ligeramente aflojado)

en una incubadora con 5-8 % de CO,.

El pH final debe ser de 6,8-7,2.

Para més 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.

Uso del CHANG Medium C para cultivos

primarios: Métodos in situ

1. Centrifugar el liquido amniético a baja velocidad
para concentrar las células.

2. Resuspender el sedimento celular en un pequefio
volumen del propio liquido amniético de la paciente.
Por ejemplo, aspirar el sobrenadante de 10 ml de
liquido amniotico centrifugado hasta 0,5 ml por
encima del sedimento celular y resuspender. Afadir
suficiente CHANG Medium C a la suspension celular
concentrada para disponer de un volumen final de
siembra de 0,5 ml por cubreobjetos (en total,
4 cubreobjetos) o 2 ml por frasquito.

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

4. Inundar los cultivos el dia 2 afiadiendo 2 ml del
CHANG Medium C.

5. Alcabo de 4 a5 dias, se revisara el crecimiento de
los cultivos. Los cultivos se alimentaran una vez que
se haya observado su crecimiento. Alimentar los
cultivos aspirando todo el sobrenadante del cultivo
y sustituyéndolo por 2 ml del CHANG Medium C.
Se recomienda alimentar los cultivos cada 2 dias
a partir de ese momento.

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

7. Los mejores resultados se obtienen cuando los
cultivos se nutren con el CHANG Medium C el dia
antes de la cosecha.

Uso del CHANG Medium C para cultivos

primarios: Métodos de frasco

1. Centrifugar el liquido amniético a baja velocidad
para concentrar las células.

2. Resuspender el sedimento celular en un pequefio
volumen del propio liquido amniético de la paciente.
Por ejemplo, aspirar el sobrenadante de 10 ml del
liquido amniético centrifugado hasta 1 ml por encima
del sedimento celular y resuspender. Afiadir 4 ml del
CHANG Medium C hasta un volumen total de 5 ml
por frasco.

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

4. Comprobar el crecimiento en el dia 5. Cambiar el
medio por el CHANG Medium C fresco y cosechar
si se observa un crecimiento celular suficiente.

5. Comprobar el crecimiento de los cultivos y luego
renovar por completo el medio cada dos dias hasta
que las colonias alcancen un numero suficiente
y estén listas para la cosecha.

6. Los mejores resultados se obtienen cuando los
cultivos se nutren con el CHANG Medium C el dia
antes de la cosecha.

NOTA: En sistemas cerrados, purgar cada frasco de
cultivo con 5 % de CO, - 95 % de aire durante
20 segundos. Apriete los tapones de los frascos de
cultivo e incube a 37 °C. (Se recomienda conectar una
pipeta Pasteur estéril taponada a la toma de CO, para
garantizar la esterilidad del gas entrante).

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

Para subcultivar las células, tratar los cultivos con
tripsina (o pronasa, etc.) como lo haria si las células
crecieran en un medio convencional. De cualquier
manera, el tratamiento con proteasa debe vigilarse con
cuidado. Las células de liquido amniético expandidas
en el CHANG Medium C tienden a ser mas sensibles al
tratamiento con proteasa que las células de liquido
amnidtico cultivadas en un medio convencional.
Es posible que deba modificar el protocolo por esta razén.
CONSERVACION Y ESTABILIDAD
Conservar el suplemento congelado del CHANG
Medium C a menos de -10 °C, el suplemento liofilizado
del CHANG Medium C a 2-8 °C, el CHANG Medium B
Basal a 2-8 °C, y el CHANG Medium C completo
a2-8 °C. EI CHANG Medium B Basal no se debe congelar.
Proteger de la luz fluorescente.

Consultar las etiquetas de cada frasco con los
componentes para saber las fechas de caducidad
concretas. EIl CHANG Medium C completo se puede
conservar a una temperatura de 2-8 °C durante 10 dias
antes de su uso sin que se afecte su funcién. No se
recomienda su almacenamiento durante mas de 10 dias.
NO CONGELAR EL CHANG MEDIUM C COMPLETO.
PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Este producto lo debe utilizar personal con formacién
en procedimientos que incluyan el uso previsto del
producto.

No utilizar los componentes del CHANG Medium C mas
alla de la fecha de caducidad indicada en la etiqueta
respectiva.



FRANCAIS

INDICATION D’UTILISATION

CHANG Medium C peut étre utilisé pour les applications

suivantes :

1. La culture primaire des cellules du liquide
amniotique ;

2. Lerepiquage des cellules du liquide amniotique ;

3. Laculture des cellules de la moelle osseuse ;

4. Laculture des tissus des prélévements de villosités
choriales de la membrane amniotique.

CE MILIEUAETE CONGU POUR ETRE UTILISE DANS

DES SYSTEMES DE CULTURE OUVERTE (CULTURES

EQUILIBREES DANS UNE ATMOSPHERE A 5 % DE

Co,) ET FERMEE (CULTURES INONDEES AVEC

5 % DE CO, ET INCUBEES DANS LES FLACONS

FERMES HERMETIQUEMENT).

DESCRIPTION DU DISPOSITIF

CHANG Medium C a été congu pour la culture primaire

des cellules de liquide amniotique humain lors du

caryotypage et des autres tests de diagnostic génétique

prénatal. CETTE FORMULE A ETE OPTIMISEE POUR

LES SYSTEMES OUVERTS ET FERMES.

COMPOSANTS

Sels et ions Protéines, hormones Indicateur de pH
Chlorure de sodium et facteurs de Rouge de phénol
Sélénite de sodium  croissance Vitamines et

Chlorure de calcium  Sérum de veau
Chlorure de choline  feetal (SVF)

oligo-éléments

Chlorure de Sérum de veau Acide folique
potassium naissant Nicotinamide
Phosphate Transferrine Riboflavine
de potassium humaine Thiamine
Chlorure de Facteur de Acide
magnésium croissance des pantothénique
Sulfate de fibroblastes Cobalamine
magnésium Insuline Pyridoxal
Phosphate Progestérone Pyridoxine
de sodium Testostérone

Sulfate de fer Béta-estradiol

Sulfate de cuivre Hydrocortisone

Sulfate de zinc Eau

Tampon Qualité WFI

Bicarbonate Autre

de sodium Hypoxanthine

Acides aminés Biotine

Alanine Putrescine

Arginine Alcool éthylique

Asparagine Antioxydant

Acide aspartique Acide thioctique

Cystéine Acides nucléiques

Cystine Désoxyadénosine

Acide glutamique Désoxycytidine

Glutamine Désoxyguanosine

Glycine Adénosine

Histidine Cytidine

Isoleucine Guanosine

Leucine Thymidine

Lysine Uridine

Méthionine Substrats

Phénylalanine énergétiques

Proline Glucose

Sérine Pyruvate

Thréonine Inositol

Tryptophane

Tyrosine

Valine

ASSURANCE QUALITE

STERILITE

Le sérum utilisé dans la fabrication du supplément de
CHANG Medium C a été testé pour les contaminations
virales selon le code des réglementations fédérales CFR
Title 9 Part 113.53. Il a été aussi testé pour les
contaminations par mycoplasme. Le milieu de base de
CHANG Medium B et le supplément de CHANG
Medium C sont stérilisés par filtration avec des filtres
de 0,1 pm. Des échantillons de milieu de base de
CHANG Medium B et de supplément de CHANG
Medium C sont testés pour une éventuelle contamination
bactérienne selon le protocole de test de stérilité décrit
dans le test de stérilité courant de la pharmacopée
américaine (USP) <71>.
PREPARATION
Supplément lyophilisé
1. Permettre au supplément lyophilisé de CHANG
Medium C de s’équilibrer a température ambiante.
2. Enutilisant des techniques aseptiques, ajouter 10 ml
ou 50 ml d’eau distillée stérile au lyophilisat. Le tube

Acide ascorbique

de 10 ml correspond & 90 ml de milieu de base de
CHANG Medium B ; le tube de 50 ml correspond
4450 ml de milieu de base de CHANG Medium B.

3. Agiter légérement le tube pour bien mélanger la
solution. (REMARQUE : il peut étre nécessaire
d’incuber le tube & 37 °C pendant 5 a 10 minutes
pour dissoudre complétement le supplément.)

4. Transférer stérilement le contenu complet du
supplément de CHANG Medium C reconstitué dans
le tube de milieu de base de CHANG Medium B.

5. Mélanger bien le milieu complet de CHANG
Medium C en agitant le tube.

6. Ajouter de la glutamine L (concentration de 10 ml/l,
soit 200 mM). Des antibiotiques peuvent également
étre ajoutés, le cas échéant.

Supplément congelé

1. Décongeler rapidement le supplément congelé
de CHANG Medium C en agitant le tube dans un
bain-marie a 37 °C.

2. Transférer stérilement le contenu complet du
supplément décongelé de CHANG Medium C dans
le tube de milieu de base de CHANG Medium B.

3. Mélanger bien le milieu complet de CHANG
Medium C en agitant le tube.

4. Ajouter de la glutamine L (concentration de 10 ml/l,
soit 200 mM). Des antibiotiques peuvent également
étre ajoutés, le cas échéant.

PREPARATION D’ALIQUOTES DE

SUPPLEMENT DE CHANG MEDIUM C

Supplément lyophilisé

Si le milieu complet de CHANG Medium C n’est pas

utilisé dans sa totalité dans les 10 jours, le répartir en

petites quantités en suivant le protocole ci-dessous :

1. Reconstituer le supplément lyophilisé de CHANG
Medium C.

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

3. Répartir stérilement le milieu de base de CHANG
Medium B en un nombre égal d"aliquotes.

4. Préparer le milieu complet de CHANG Medium C en
ajoutant une aliquote de supplément décongelé de
CHANG Medium C a une aliquote de milieu de base
de CHANG Medium B.

5. Bien mélanger.

Supplément congelé

1. Décongeler le supplément congelé de CHANG
Medium C.

2. Répartir stérilement en plusieurs aliquotes de taille
appropriée et recongeler. (REMARQUE : le flacon
de supplément contient 14 ml ou 70 ml. Répartir
équitablement.)

3. Répartir stérilement le milieu de base de CHANG
Medium B en un nombre égal d"aliquotes.

4. Préparer le milieu complet de CHANG Medium C en
ajoutant une aliquote de supplément décongelé de
CHANG Medium C a une aliquote de milieu de base
de CHANG Medium B.

5. Bien mélanger.

MODE D’EMPLOI

LE pH DU MILIEU UTILISE POUR ALIMENTER LES

CULTURES DOIT SE SITUER ENTRE 6,8 ET 7,2 (c.-a-d.

le milieu doit étre de couleur légérement jaunatre-

saumon). Le pH peut facilement étre ajusté en plagant
le tube du milieu dans une étuve & CO, (5 a 8 %),
le bouchon légerement dévissé.

Le pH final doit se situer entre 6,8 et 7,2.

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.

Utilisation de CHANG Medium C pour les

cultures primaires : méthodes in situ

1. Centrifuger le liquide amniotique a faible vitesse
pour concentrer les cellules.

2. Remettre le culot cellulaire en suspension dans un
petit volume du liquide amniotique de la patiente.
Par exemple, aspirer le surnageant obtenu en
centrifugeant 10 ml de liquide amniotique et remettre
le culot en suspension dans 0,5 ml de ce liquide.
Ajouter suffisamment de CHANG Medium C a la

suspension concentrée des cellules pour obtenir un
volume final nécessaire pour 4 lamelles (0,5 ml par
lamelle) ou 2 ml par petit flacon de culture.

3. Incuber les cultures sans agitation a 37 °C en
atmosphere de CO, & 5 %.

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

5. Au bout de 4 a 5 jours, vérifier la croissance des
cultures. Dés qu’une croissance est observée,
alimenter les cultures en retirant le surnageant et
en le remplagant par 2 ml de CHANG Medium C
frais. Il estrecommandé d’alimenter les cultures tous
les 2 jours par la suite.

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

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

Utilisation de CHANG Medium C pour les
cultures primaires : méthodes de culture
en flacons

1. Centrifuger le liquide amniotique & faible vitesse
pour concentrer les cellules.

2. Remettre le culot cellulaire en suspension dans un
petit volume du liquide amniotique de la patiente.
Par exemple, aspirer le surnageant obtenu en
centrifugeant 10 ml de liquide amniotique et remettre
le culot en suspension dans 1 ml de ce liquide.
Ajouter 4 ml de CHANG Medium C pour obtenir un
volume total de 5 ml par flacon.

3. Incuber les cultures sans agitation a 37 °C en
atmosphere de CO, & 5 %.

4. Vérifier la croissance des cultures le cinquiéme jour.
Changer le milieu avec du CHANG Medium C frais
et procéder a la collecte lorsqu'une croissance
suffisante des cellules est observée.

5. Examiner la croissance et changer complétement le
milieu tous les deux jours jusqu’a ce que le nombre
des colonies soit suffisant pour la collecte.

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

REMARQUE : pour les systémes de culture fermée,
rincer chaque flacon de culture avec un mélange de 5 %
de CO, et de 95 % dair pendant 20 secondes. Bien
visser les bouchons des flacons de culture et les incuber
a37 °C. (Il estrecommandé de fixer une pipette Pasteur
avec tampon ouaté stérile a la source de CO, pour
s'assurer de la stérilité du gaz entrant.)

Utilisation de CHANG Medium C pour

le repiquage des cellules du liquide
amniotique :

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

CONSERVATION ET STABILITE

Conserver le supplément congelé de CHANG Medium C
en dessous de -10 °C et le supplément lyophilisé de
CHANG Medium C, le milieu de base de CHANG
Medium B et le milieu complet de CHANG Medium C
entre 2 et 8 °C. Le milieu de base de CHANG Medium B
ne doit pas étre congelé.

Protéger de la lumiere fluorescente.

Consulter la date de péremption de chaque composant
sur les étiquettes de leur flacon respectif. Le milieu
complet de CHANG Medium C peut étre conservé entre
2 et8 °C pendant 10 jours avant son utilisation sans que
ses fonctions en soient compromises. La conservation
au-dela de 10 jours n’est pas recommandée.

NE PAS CONGELER LE MILIEU COMPLET DE CHANG
MEDIUM C.

PRECAUTIONS ET MISES EN GARDE

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

Ne pas utiliser les composants de CHANG Medium C
au-dela de la date de péremption indiquée sur les
étiquettes de leur flacon respectif.



PORTUGUES

INDICAGAO DE UTILIZAGAO

O CHANG Medium C pode ser utilizado nas seguintes

aplicagdes:

1. cultura priméria de células do liquido amniético;

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

3. cultura priméria de células da medula ¢ssea;

4. tecido sélido do amnio obtido por colheita de
amostras das vilosidades coriénicas.

ESTE MEIO FOI CONCEBIDO PARA SER UTILIZADO

EM SISTEMAS DE CULTURA ABERTOS (CULTURAS

EQUILIBRADAS COM UMA ATMOSFERA DE 5%

DE CO,) E SISTEMAS DE CULTURA FECHADOS

(CULTURAS INUNDADAS COM 5% DE CO,

E INCUBADAS COM OS RECIPIENTES DE CULTURA

BEM TAPADOS).

DESCRIGAO DO DISPOSITIVO

O CHANG Medium C foi desenvolvido para a cultura

priméria de células do liquido amniético humano para

utilizagdo na cariotipagem e noutros testes genéticos

pré-natais. ESTA FORMULA FOI OTIMIZADA TANTO

PARA SISTEMAS ABERTOS COMO FECHADOS.

COMPONENTES

Sais e ides
Cloreto de sodio

Proteinas, Substratos
hormonas e fatores  energéticos
Selenito de sddio de crescimento Glucose
Cloreto de calcio Soro bovino fetal Piruvato
Cloreto de colina (FBS) Inositol

Cloreto de potassio ~ Soro bovino Indicador de pH
Fosfato de potassio  neonatal
Cloreto de magnésio Transferrina
Sulfato de magnésio humana
Fosfato de sodio Fator de

Vitaminas

Acido ascorbico

Sulfato ferroso crescimento dos Acido folico
Sulfato clprico fibroblastos (FGF)  Nicotinamida
Sulfato de zinco Insulina Riboflavina
Tampao Progesterona Tiamina
Bicarbonato Testosterona Acido pantoténico
de sédio Beta-estradiol Cobalamina
Aminoécidos Hidrocortisona Piridoxal
Alanina Agua Piridoxina
Arginina Qualidade

Asparagina WFI (4gua p/

Acido aspartico preparagées

Cisteina injetaveis)

Cistina Outro

Acido glutdmico Hipoxantina

Glutamina Biotina

Glicina Putrescina

Histidina Alcool etilico

Isoleucina Antioxidante

Leucina Acido tiéctico

Lisina Acidos nucleicos

Metionina Desoxiadenosina

Fenilalanina Desoxicitidina

Prolina Desoxiguanosina

Serina Adenosina

Treonina Citidina

Triptofano Guanosina

Tirosina Timidina

Valina Uridina

GARANTIA DE QUALIDADE

ESTERILIDADE

O soro utilizado na produgéo do suplemento CHANG

Medium C foi testado em relacéo a contaminagéo viral

de acordo com a norma CFR Titulo 9 Parte 113.53.

Foi igualmente submetido a rastreio de contaminagéo

por micoplasmas. Tanto o CHANG Medium B Basal como

o suplemento CHANG Medium C foram esterilizados por

filtragao através de um filtro de 0,1 ym. Foram testadas

amostras representativas de CHANG Medium B Basal

e de suplemento CHANG Medium C quanto a possivel

contaminagao bacteriolégica, seguindo o protocolo de

testes de esterilidade do capitulo 71 da verséo atual da

USP (Farmacopeia dos EUA).

PREPARAGAO PARA UTILIZAGAO

Suplemento liofilizado

1. Deixe o suplemento liofilizado CHANG Medium C
atingir a temperatura ambiente.

2. Adicione 10 ml ou 50 ml de agua destilada estéril
ao liofilizado, utilizando técnicas asséticas. O tubo
de 10 ml destina-se a0 CHANG Medium B Basal
de 90 ml e o tubo de 50 ml destina-se ao CHANG
Medium B Basal de 450 ml.

Vermelho de fenol

¢ oligoelementos

3. Gire o tubo suavemente para obter a solugdo
completa. (NOTA: pode ser necessario incubar
o0 tubo a 37 °C durante 5 a 10 minutos para dissolver
totalmente o suplemento.)

4. Transfira asseticamente todo o contetdo do
suplemento CHANG Medium C reconstituido para
o frasco de CHANG Medium B Basal.

5. Gireofrasco para misturar bem 0 CHANG Medium C
completo.

6. Adicione L-glutamina, 10,0 ml/l (200 mM).
Se pretender, pode adicionar antibiéticos.

Suplemento congelado

1. Descongele o suplemento congelado CHANG
Medium C rapidamente, girando o frasco em banho-
maria a 37 °C.

2. Transfira asseticamente todo o contetido do
suplemento CHANG Medium C descongelado para
o frasco de CHANG Medium B Basal.

3. Gire o frasco para misturar bem 0 CHANG Medium C
completo.

4. Adicione L-glutamina, 10,0 ml/I (200 mM).
Se pretender, pode adicionar antibiéticos.

DIVIDIR EM ALIQUOTAS O SUPLEMENTO

CHANG MEDIUM C

Suplemento liofilizado

Se ndo conseguir utilizar o CHANG Medium C

completo dentro de 10 dias, pode desejar preparar

menores quantidades, seguindo esta modificagdo do
procedimento:

1. Reconstitua o suplemento liofilizado CHANG
Medium C.

2. Distribua asseticamente em aliquotas de tamanho
conveniente e congele.

3. Dispense igualmente de forma assética o CHANG
Medium B Basal num numero de aliquotas
correspondente.

4. Para preparar o CHANG Medium C completo,
adicione uma aliquota de suplemento CHANG
Medium C descongelado a uma aliquota de CHANG
Medium B Basal.

5. Misture bem.

Suplemento congelado

1. Descongele o suplemento congelado CHANG
Medium C.

2. Distribua asseticamente em aliquotas de tamanho
conveniente e volte a congelar. (NOTA: o tubo de
suplemento contém 14 ml ou 70 ml. Distribua de
forma igualitaria.)

3. Dispense igualmente de forma assética 0 CHANG
Medium B Basal num numero de aliquotas
correspondente.

4. Para preparar o CHANG Medium C completo,
adicione uma aliquota de suplemento CHANG
Medium C descongelado a uma aliquota de CHANG
Medium B Basal.

5. Misture bem.

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO

0 pH DO MEIO UTILIZADO PARA ALIMENTAGAO

DAS CULTURAS TEM DE SE SITUAR ENTRE 6,8

E 7,2 (ou seja, a cor do meio tem de ser ligeiramente

amarelada a salméao). O ajuste do pH pode ser

facilmente efetuado, colocando 0 meio numa incubadora
com 5%-8% de CO, com a tampa ligeiramente
desapertada.

O pH final tem de se situar entre 6,8 e 7,2.

Para obter mais informagdes sobre a utilizagdo

destes produtos, cada laboratério deve consultar os

respetivos procedimentos e protocolos que tenham

sido concebidos e otimizados especificamente para o

seu programa médico.

Utilizacdo do CHANG Medium C para

culturas primarias: Metodologias in situ

1. Centrifugue o liquido amniético a baixa velocidade
para concentrar as células.

2. Ressuspenda o pellet de células num pequeno
volume de liquido amniotico da propria doente.
Por exemplo, aspire o sobrenadante de 10 ml de
liquido amniético centrifugado até 0,5 ml acima do
pellet de células e ressuspenda. Adicione CHANG
Medium C suficiente a suspensédo de células

concentrada para permitir o volume final em placa
equivalente a 0,5 ml por lamela (total de 4 lamelas)
ou 2 ml por frasco de cultura.

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

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

5. O crescimento das culturas deve ser verificado
apos 4 a 5 dias. Logo que se observe crescimento,
as culturas devem ser alimentadas. Alimente as
culturas, removendo todo o sobrenadante da cultura
e substituindo-o por 2 ml de CHANG Medium C
fresco. Recomenda-se que as culturas sejam
alimentadas a cada 2 dias dai em diante.

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

7. Os melhores resultados obtém-se quando as
culturas sdo alimentadas com CHANG Medium C
no dia anterior a colheita.

Utilizagcdo do CHANG Medium C para
culturas primarias: metodologias em frasco
de cultura

1. Centrifugue o liquido amniético a baixa velocidade
para concentrar as células.

2. Ressuspenda o pellet de células num pequeno
volume de liquido amniético da propria doente.
Por exemplo, aspire o sobrenadante de 10 ml de
liquido amniético centrifugado até 1 ml acima do
pellet de células e ressuspenda. Adicione 4 ml de
CHANG Medium C para um volume total de 5 ml por
frasco.

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

4. Verifique se existe crescimento no 5.° dia. Substitua
o meio por CHANG Medium C fresco e efetue
a colheita caso se observe um crescimento de
células suficiente.

5. Verifique o crescimento das culturas e substitua
totalmente o meio em dias alternados dai em diante
até se observarem colénias suficientes prontas para
colheita.

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

NOTA: no caso de sistemas fechados, irrigue cada
frasco de cultura com 5% de CO,-95% de ar durante
20 segundos. Aperte as tampas dos frascos de cultura
e incube-os a 37 °C. (Recomenda-se a ligagéo de uma
pipeta de Pasteur estéril rolhada & fonte de CO, para
garantir a esterilidade do gas que entra.)
Utilizagcdo do CHANG Medium C para
células do liquido amniético obtidas por
passagem em crescimento:

Para proceder a passagem das células, trate as
culturas com tripsina (ou pronase, etc.) como faria
normalmente quando as células crescem num meio
convencional. Contudo, o tratamento com protease deve
ser cuidadosamente monitorizado. As células do liquido
amniético que crescem em CHANG Medium C tendem
a ser mais sensiveis ao tratamento com protease do
que as células do liquido amniético que crescem num
meio convencional. Pode ser necessario modificar o seu
protocolo de modo a ter este facto em consideragao.
CONSERVAGAO E ESTABILIDADE
Conserve o suplemento congelado CHANG Medium C
a uma temperatura inferior a -10 °C, o suplemento
liofilizado CHANG Medium C entre 2 °C e 8 °C,
0 CHANG Medium B Basal entre 2 °C e 8 °C e 0 CHANG
Medium C completo entre 2 °C e 8 °C. O CHANG
Medium B Basal n&o pode ser congelado.

Proteger da luz fluorescente.

Consulte os prazos de validade especificos nos rétulos
dos frascos de cada componente. O CHANG Medium C
completo pode ser conservado entre 2 °C e 8 °C durante
10 dias antes da utilizagdo, sem que a sua fungéo seja
afetada. Nao se recomenda um periodo de conservagao
superior a 10 dias.

NAO CONGELE O CHANG MEDIUM C COMPLETO.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

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

N&o utilize os componentes do CHANG Medium C
para além do prazo de validade indicado nos rétulos
individuais.



EAAHNIKA

ENAEI=H XPHZIHZ
To CHANG Medium C pmopei va xpnaoipotoinBei yia
TIG TIAPAKATW EQAPHOYEG:
1. v TpwToyev KaAIEpyEIa KUTTAPWY apvVIaKoU
uypou
2. MV avamTugn KUTTapwy UTTOKAAAIEPYEIDV auVIaKoD
uypou
3. v kaMépyeia KUTTAPWY Tou HUEAOU TwV 00TWV
4. 1 deryuaroAnyia cuptrayoUg apviakoy 10ToU aTmod
Xoplakég Adyveg.
TO MEZO AYTO EXEI IXEAIAZTEI TA XPHEIH ZE
ANOIKTA (KAAAIEPTEIEZ IXOPPOMHMENEZ ME
ATMOZQAIPA 5% CO,) KAl KAEIZTA ZYZTHMATA
KAAAIEPTEIAZ (KAAAIEPTEIEZ TEMIZMENEZ ME 5%
CO, KAIENQAZMENEX ME TA AOXEIA KAAAIEPTEIAZ
ZOIXTA NQMATIZMENA).
NEPIFPA®H THX ZYZKEYHZ
To CHANG Medium C avamTiyBnke yia TV TpwToyev
KaAAIEpyela avBpTTIVIWY KUTTAPWY apviakol uypou yia
XPAON O€ KAPUOTUTIOTIOINGN Kal GAAEG TTPOYEVVNTIKEG
yeveTikég egetdoerg. AYTH H ZYNOEXIH EXEI
BEATIZTOMOIHOEI T'A ANOIKTA KAl KAEIZTA
ZYZTHMATA.
ZYZITATIKA

Ahara kar 16vTa Mpwreiveg, opudveg  Asiktng pH

XAwpioUxo vatpio ka1 augnrikoi EpuBpd g
ZeAnviko varpio TapdyovTeg QaivoAng
XAwpiouyo Opbg amé éuppuo Birayiveg kai
aopéaTio Booe1dwv (FBS) 1YvoaToIxgia
XAwpioUxog xohivn  Opdg amoé veoyvo Aakoppiké 0§
XAwpioUyo kAo Booeidwv DuAAIKo 00
Dwogopiké kAo AvBpuwrrivn NikoTivapion
Xhwpiouyo TPAVOPEPPIVN PiBogAaBivn
payvioio AugnTikdg Qeiapivn
Oelko payvioio Tapdyovrag MavroBevikd oy
Dwogopikd vatpio  voBAacTwv (FGF)  KoBahapivn
Qelkog oidnpog Ivaouhivn Mupidogain
Oe11kdg xaAkog MpoyeoTepdvn Mupidogivn
Oclikdg TeaTtoaTepovn

Yeuddpyupog BAra o10TpadioAn

PuBuioTiké Sidhupa  YdpokopTiovn

AirtavBpakikd Nepd

varpio MoidTTa €VETIHOU

Auivoééa Udarog (WFI)

Ahavivn ANa

Apyivivn Ymogaveivn

AaTapayivn Biotivn

AoTraptiké of0 Moutpeakivn

Kuoteivn AIBUAIKI) aAkoOAn

KuaTivn AvTioge1dwIKG

outapiké o0&y OeI0KTIKO 080

\outapivn NoukAgikd oféa

Aukivn Aeoguadevoaivn

loTidivn AeogukuTidivn

looheukivn Aeotuyouavoaivn

Aeukivn Adevoaivn

Auaivn Kumidivn

MeBerovivn louavoaivn

Qaivuhahavivn Qupidivn

MpoAivn Oupidivn

Tepivn Evepyeiakd

Opeovivn UTIOOTPWUATA

Tputtogdavn TAukogn

Tupoaivn MupooTaguAikd

Bahivn Ivoa1ToAn

AIAZOAAIZH NOIOTHTAZ
XTEIPOTHTA

O op6g TOU XPNTIKOTIOIEITAI TTNV TAPAYWYI TOU
oupmAnpwpatog CHANG Medium C éxel eheyxBei yia
1oyevr) péAuvan olpgwva pe To CFR Title 9 Part 113.53.
‘Exer emiong egeTaoTei yia pdAuvon amé pukomTAaopa.
Téoco 1o CHANG Medium B Basal 600 kai 10
oupmApwpa CHANG Medium C éxouv amoaTeipwBei
péow d1nBnang pe @iAtpo 0,1 pikpopéTpwy.
AvrimpoowTeuTikd deiypara Tou CHANG Medium B
Basal kal tou gupmAnpwpatog CHANG Medium C
ehéyxovTal yia mBavh Baktnpioloyikn poAuvan,
akohouBwvTag 1o TPWTOKOAAO doKIpaaiag oTeIpdTNTAG
TIOU TIEPIYPAPETAI GTNV TPEXOUTT BOKIJATT OTEIPOTNTAG
karé USP <71>.

NPOETOIMAZIA XPHZIHZ

Auo@ilotroinpévo cupTTARPWHA

1. Agnote 10 Auogidotroinuévo oupmApwpa CHANG
Medium C va 10oppomioel oe Bepuokpacia
dwpartiou

2. XpnOIPOTIOIWVTAG AONTITEG TEXVIKEG, TTPOTBEDTE
10 mL / 50 mL amoaoTeipwpévou ameaTaypévou
vepoU aTo Auo@iAotroinuévo uhiké. To @IaAidio Twv
10 mL mpoopiletar yia 90 mL CHANG Medium B
Basal. To @iaAidio Twv 50 mL mpoopiletal yia
450 mL CHANG Medium B Basal.

3. TepidiviaTe 10 QIaAidio pe ATTIEG KIVATEIS yia va
dnuioupynaoete mARpeg didAupa. (ZHMEIQZH:
Mmopei va xpelaoTei va eTwAoETe 10 PiaAidio oToug
37 °C yia 5 éwg 10 Aetrrd, woTe va S1aAubei TAfpwg
10 CUPTTARPWHA).

4. Metagépete umd donmreg guvBnkeg Oha Ta
TIEPIEXOMEVA TOU AVOACUGTAPEVOU GUPTIANPWUATOG
CHANG Medium C atn @i1An Tou CHANG Medium B
Basal.

5. Avapigre kahd 1o mAppeg CHANG Medium C
mepIdivifovtag T @idAn.

6. MpooBéate L-yAoutapivn, 10,0 mL/L (200 mM).
Mmopeite va mpooBéaTe avTifloTiké av 1o
€mIBupeiTe.

Katewuypévo cupmmAnpwpa

1. Amow0gre 1o Katewuyuévo oupmAipwpa CHANG
Medium C ypriyopa, mepidividovrag 1o giaAidio o
udatdhoutpo Beppokpaaiag 37 °C.

2. Metagépete umd donmreg aguvBnkeg Oha Ta
TEPIEXOPEV TOU ATIOWUYUEVOU TUUTTANPWUATOG
CHANG Medium C atn @1An Tou CHANG Medium B
Basal.

3. Avapifre kahd 1o mAfRpeg CHANG Medium C
mepIdivigovtag T IdAn.

4. MpooBéate L-yAoutapivn, 10,0 mL/L (200 mM).
Mmopeite va mpooBéate avTifioTikd av To
emBupeiTe.

AIAMOIPAZIMOZ TOY ZYMMAHPQMATOZ

CHANG MEDIUM C ZE KAAZMATA

Auo@ilotroinpévo cupTTARpwWHaA

Av dev PTopEiTeE va XPNOIUOTIOIRCETE TNV TAAPN

mooétnTa Tou CHANG Medium C evrog 10 nuepwy,

utopei va BéAete va dnuioupynoETe PIKPOTEPES

T006TNTEG, AKOAOUBWVTAG TNV €§A¢ TpoTTOTIOINDN TNG

Siadikaciag:

1. AvaouoTioTe 10 Auo@iAoTroinpévo GUPTIARpWHa
CHANG Medium C.

2. Niaveipete, uTrd AONTITEG OUVORAKES, O€ TTPAKTIKOU
ueyEBoug KAaopata Kal katayugre.

3. Alaveiperte, emiong umo donmTeG OUVORKEG,
10 CHANG Medium B Basal ae avtigToiyo apifuéd
KAaopaTwy.

4. Tiavampoeroipaoete 1o mAfipeg CHANG Medium C,
mpoobBéaTe éva kAdopa amowuypévou
oupmAnpwparog CHANG Medium C o éva kAdopa
CHANG Medium B Basal.

5. Avapeigre KaAd.

Katewuypévo cupmmAnpwpa

1. Amow0gte 10 Katewuypévo aupmAnpwpa CHANG
Medium C.

2. Niaveipete, uTrd AoNTITEG OUVORAKEG, O€ TTPAKTIKOU
peyéBoug kAdopata kal katayugre Ta Eava.
(XHMEIQZH: To @10Aid10 CUUTTANPWHATOG TIEPIEKE!
14 mL 1 70 mL. Aiaveipere 106TIpA.)

3. Aiaveipete, emiong umd AONTTEG OUVONKEG,
10 CHANG Medium B Basal a¢ avrigToixo apifuéd
KhaoudTwy.

4. TNavampogtoipacete 1o mAfpeg CHANG Medium C,
mpooBéoTe éva kAdopa amoyuypévou
oupmAnpwparog CHANG Medium C oe éva kAdopa
CHANG Medium B Basal.

5. Avapeite Kahd.

OAHTIEZ XPHZHZ

TO pH TOY MEZOY MOY XPHZIMOMOIEITAI TIA TH

OPEWH TQN KAAAIEPTEIQN MPEMNEI NA EINAI

METAZY 6,8 - 7,2 (6nAadn 1o péoo mpémel va éxel

eAa@puwg KiTpIivo xpwua colopol). To pH pmopei va

puBpIOTET e0KOAQ, TOTTOBETWVTAG TO PECO O€ ETWACTAPA

5% - 8% CO, ye 10 Tua eAagpwg xahapo.

To 1ehikd pH mpémer va eival 6,8 - 7,2.

T'o TPOOBETEG AETITOPEPEIEG TXETIKA HE TN XPAON TwV
TPOIOVTWY auTWYV, KGBe epyaaThpio Ba TpPETEl va
oupBouAeUeTal TIG BIKEG TOU EpyaaTnpIakéS Sladikaaieg
Kal TPpwTOKoAAa, Ta otoia éxouv avamTuxbei Kal
BeAtioTomoinbei €161kd@ yia To dikG TOu 1aTPIKO
TPOYPauA.

Xprion Tou CHANG Medium C yia

TpwToyeveig KaAAIEpyeleg: In situ

pebBodoloyieg

1. ®uyoKevTpIoTE TO APVIOKO UYPO OE XaunAA TaxuTnTa,
Y10 QUPTTUKVWGT TWV KUTTAPWY.

2. EmavahaBare v evaiwpnon Tou KUTTapIKoU
OUTOWUPATWUATOG OE HIKP OyKo apviakod uypol
NG id1ag Tng aoBevolg. MNa mapadelyya,
avappoPnaTe To UTTEPKEiPevo uypd amoé 1a 10 mL
TOU QUYOKEVTPIOPEVOU apviakoU uypoU, éwg Ta
0,5 mL mévw amé 10 KUTTAPIKG CUCTWHATWHA Kal
emavalaBare v evaiwpnon. Mpoabéate emapkr
mogotta CHANG Medium C oT0 gupmukvwpévo
KUTTAPIKO EVAIWPNUPA YIa va TapaoXeBei TEAIKOG
oykog emioTpwaong 0,5 mL ava kahumtpida
(ouvohikd 4 kahuTrTpideg) i 2 mL avé uTTouKaAdki.

3. EmwaoTe TI¢ KaAi€pyeleg adlatdpakTeg o€
arpéogaipa 5% CO, atoug 37 °C.

4. Tepiote TIg KaANIEPYEIEG TN 2N NuEPA, TIPOTBETOVTAG
2 mL CHANG Medium C.

5. Metd amé 4 €wg 5 nuépeg, ol kaAigpyeieg Ba Tpémel
va eAéyxovtal yia Ty avamtuéy toug. H mapoxr
BpemTikoU UAIKOU OTIG KaANiEpyeleg Ba TTpémel va
yiveral agou Tapatnpnei avamtugn. Mapéxete
BpETTIKO UNIKO 0TI KAANIEPYEIEG aQaIpWVTAG
0AGKANPN TNV TOCOTNTA TOU UTIEPKEIPEVOU UYPOU
G KAANIEPYEIAg Kal avTikaBioTwvTag To pe 2 mL
opéakou CHANG Medium C. ZuvigTaral n mapoxn
BpeTTikOU UAIKOU OTIG KAAAIEPYEIEG KABE 2 NuEPES
amé auté 1o anueio Kai EmeiTa.

6. EAéygre Tnv avamrugn Twv KaAAiepyelwv v 5n
npépa, | PETA amod auUTAY, Kai OUANEETE OTaV
TaparnenBolv ETAPKEIG ATTOIKIES.

7. Ta kahutepa amoteAéopata AauBavovtar 6tav ol
KaAiépyeleg Tpégovtal pe CHANG Medium C v
nuépa IV amoé ™ oulhoyn.

Xpinon tou CHANG Medium C yia
TpwToyeVvEig KaAAIépyeieg: MeBodoAoyieg
HE MTTOUKAAGKIO

1. ®uyoKevTPIoTE TO APVIOKG UYPO OE XaunArf TaxuTnTa,
Y10 GUPTIUKVWON TWV KUTTAPWY.

2. EmavaAaBate v evaiwpnon Tou KUTTAPIKOU
OUOOWUATWHATOG OE HIKPG OYKO apviakod uypol
NG id1ag Tng aoBevolg. MNa mapadelypa,
avappOPAOTE TO UTIEPKEiUEVO uypd amd ta 10 mL
TOU QUYOKEVTPITEVOU apVIaKoU uypoU, éwg Ta 1 mL
TAvw amd TO KUTTAPIKO CUCOWHATWHA Kal
emavahaBate my evaiwpnon. Mpoobéote 4 mL
CHANG Medium C yia ouvoAiké 6yko 5 mL avd
UTTOUKAAGKI.

3. EmwaoTe TIg KaANEpyeleg adlaTdpakTeg o€
arpéogaipa 5% CO, atoug 37 °C.

4. EMNéy&re v avamtugn v nuépa 5. ANGgete 1o péco
pe @péoko CHANG Medium C kai oulé€re eav
TapatnEn6ei emapKAg KUTTApIKY avamTugn.

5. EAéygre v avamtugn Twv kaAMiepyelwv Kar aAGgeTe
TARPWG To péco pépa mapd pépa, éwg 6Tou
TapatnEnBolV ETTAPKEIG ATTOIKiEG Kal ival ETOINEG
yia auloyn.

6. Ta kalutepa amoteAéopata AauBavovtar 6tav ol
kaAiépyeieg Tpéovial pe CHANG Medium C v
nUépa pIv amd T cuAAoyn.

ZHMEIQZH: Ta kAeiotd ouaThparta, EemAlvete kdBe
proukaAaki kaMigpyeiag pe 5% CO, - 95% agpa yia
20 SeutepOAETTa. ZQiETE T TWPATA OTA PTTOUKAAGKIQ
KaMiEpyelag kal emwdaTe Ta atoug 37 °C. (Zuviotdral
va ouvdEeTal pia amoaTelpwpévn miTéTa MaoTép e
Buoua amy mmyn CO, yia va Siacgahiceral n oTeipdmTa
TOU €I0€PXOUEVOU TEPIOU.).

Xpnon tou CHANG Medium C yia Tnv
AVATITUEN KUTTAPWYV UTTOKAAAIEPYEIWV
apviakoU uypou:

Na v utrokaAAiEpyela Twv KUTTApWY, ETTEGEPYaaTETE
TIG KaAIEPYEIEG e Bpuwivn (1) TTpovaon K.ATE.) 6TTwG Ba
Kavate €av Ta KUTTApa KaAAigpyouvTav ae oupBaTikd
péoo. QoT600, n emegepyaoia pe Tpwredan Ba TPETEl
va mapakoAouBeital TPooeKTIKA. Ta KUTTApa apviakoU
uypou Tou KaMhiepyolvtal ato CHANG Medium C
TEIVOUV va gival TEPIoOOTEPO guaiobnTa oTnv
€TeCepyacia Pe TPWIEACT Ao Ta KUTTAPA TOU CUVIAKOU
uypoU Trou kaAAiepyoUvTal o€ oupparika péoa. Mmopei
Va XPEIAOTE] va TPOTTOTIOITETE TO TPWTOKOAAS oag yia
va AABETe UTTOWN auTh TV TTANPoQopia.

®YAAZH KAI ZTAOGEPOTHTA

®uhdooete 1o Katewuypévo oupmAfpwua CHANG
Medium C kaTw amé toug -10 °C, 10 Auo@iAoTroinuévo
oupmAfpwpa CHANG Medium C aToug 2 °C ¢wg 8 °C,
10 CHANG Medium B Basal aToug 2 °C £wg 8 °C kai 10
mAfpeg CHANG Medium C otoug 2 °C éwg 8 °C.
To CHANG Medium B Basal dev Tpétel va katayUxeTal.
MpoaTaréyte 10 amd eBopifov Quwg.

AgiTe TIG §EXWPIOTES ETIKETEG TWV PIAAWY TWV CUCTATIKWY
Y10 OUYKEKPIPEVEG Nuepopnvieg AfEng. To TARpeg
CHANG Medium C pmopei va guAayTei aToug 2 °C éwg
8 °C yia 10 nuépeg TpIv Tn XpRaN, XWPIg va eTTnpeacTei
n Aermoupyia Tou. Agv guviaTaral n eUAagn yia diaoTnpa
peyaAlTepo Twv 10 nuEpwV.

MHN KATAWYXETE TO MAHPEZ CHANG MEDIUM C.
MPO®YAAZEIZ KAI MPOEIAONOIHZEIZ

H guokeun autr TpoopideTal yia xprian aTmd TpoowTIke
TIou €xel ekTaIdeUTEl o€ S1adIKaTieg Tou TepIAauBavouv
TNV UTTOdEIKVUOPEVN €QAPUOYN YIa TV oToid
TTPoOPIfETal N GUOKEUN.

Mn xpnoipotoleite Ta guaTarika Tou CHANG Medium C
perd v mapéheuon Tng nuepounviag ARgng mou
UTTOBEIKVUETAI OTIG ETTIPEPOUG ETIKETEG.



CESTINA

INDIKACE PRO POUZITI
CHANG Medium C Ize pouzit pro tyto aplikace:
1. primokultivace bunék z plodové vody
2. péstovani pasazovanych bunék z plodové vody
3. kultivace bunék kostni diené
4. odbér vzorkl pevné amniotické tkané

z choriovych klkd
TOTO MEDIUM JE URCENO K POUZITI
V OTEVRENYCH (KULTURY EKVILIBROVANY
S ATMOSFEROU S 5 % CO,) | UZAVRENYCH
KULTIVACNICH SYSTEMECH (KULTURY ZAPLAVENY
5 % CO, A INKUBOVANY V PEVNE UZAVRENYCH
KULTIVACNICH NADOBACH).
POPIS PROSTREDKU
CHANG Medium C bylo vyvinuto k primokultivaci
lidskych bunék z plodové vody pro Ucely karyotypizace
a jinych antenatalnich genetickych testi. SLOZENI
BYLO OPTIMALIZOVANO PRO OTEVRENE
| UZAVRENE SYSTEMY.

SLOZKY

Proteiny, hormony Indikator pH
a ristové faktory
Fetalni bovinni

sérum (FBS)

Soli a ionty
Chlorid sodny
Seleni¢itan sodny
Chlorid vapenaty

Vitaminy
a stopové prvky

Fenolova ¢erven

Cholinchlorid Novorozenecké Kyselina askorbova
Chlorid draselny bovinni sérum Kyselina listova
Fosfore¢nan Lidsky transferin Nikotinamid
draselny Fibroblastovy Riboflavin
Chlorid hofe¢naty ristovy faktor (FGF) Thiamin
Siran hofe¢naty Inzulin Kyselina
Fosfore¢nan sodny  Progesteron pantothenova
Siran zeleznaty Testosteron Kobalamin
Siran médnaty Beta-estradiol Pyridoxal
Siran zine€naty Hydrokortison Pyridoxin
Pufr Voda

Hydrogenuhli¢itan ~V kvalité vody pro

sodny injekci

Aminokyseliny Ostatni

Alanin Hypoxantin

Arginin Biotin

Asparagin Putrescin

Kyselina Ethylalkohol

asparagova Antioxidant

Cystein Kyselina thioktova

Cystin Nukleové kyseliny

Kyselina glutamova

Deoxyadenosin

Glutamin Deoxycytidin
Glycin Deoxyguanosin
Histidin Adenosin
Isoleucin Cytidin
Leucin Guanosin
Lysin Thymidin
Methionin Uridin
Fenylalanin Energetické
Prolin substraty
Serin Glukéza
Threonin Pyruvat
Tryptofan Inositol
Tyrosin

Valin

ZAJISTENIi KVALITY

STERILITA

Sérum pouzivané k vyrobé dopliiku CHANG Medium C

bylo testovano na pfitomnost virové kontaminace podle

predpisti CFR hlava 9 ¢ast 113.53. Byl také proveden
screening na kontaminaci mykoplazmaty. Jak CHANG

Medium B Basal, tak dopinék CHANG Medium C jsou

sterilizovany filtraci o jemnosti 0,1 mikronu.

Reprezentativni vzorky CHANG Medium B Basal

a dopliiku CHANG Medium C jsou testovany na moznou

bakterialni kontaminaci podle protokolu testovani sterility

popsaného v aktualné pouzivaném testu na kontrolu
sterility podle lékopisu USA <71>.

PRIPRAVA K POUZITI

Lyofilizovany dopinék

1. Nechte lyofilizovany doplnék CHANG Medium C
vytemperovat na pokojovou teplotu.

2. Aseptickym postupem pfidejte k lyzofilizatu 10 ml
nebo 50 ml sterilni destilované vody. 10ml lahvicka
je pro 90ml CHANG Medium B Basal; 50ml lahvicka
je pro 450ml CHANG Medium B Basal.

3. Setrnym krouzenim lahvitkou zajistéte kompletni
rozpusténi. (POZNAMKA: Pro Gplné rozpu§téni
doplitku mize byt nutné lahvicku na 5 az 10 minut
inkubovat pfi teploté 37 °C.)

4. Asepticky preneste cely objem rekonstituovaného
dopliiku CHANG Medium C do lahve s CHANG
Medium B Basal.

5. Kompletni médium CHANG Medium C dobfe
promichejte krouZenim lahvi.

6. Pridejte L-glutamin, 10,0 ml/I (200 mM). Podle
potfeby Ize pfidat antibiotika.

Zmrazeny doplnék

1. Zmrazeny doplnék CHANG Medium C rychle
rozmrazte krouzenim lahvi¢kou ve vodni l&zni
o teploté 37 °C.

2. Asepticky pfeneste cely objem rozmrazeného
dopliiku CHANG Medium C do lahve s CHANG
Medium B Basal.

3. Kompletni médium CHANG Medium C dobfe
promichejte krouzenim lahvi.

4. Pridejte L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Podle
potfeby Ize pfidat antibiotika.

ROZDELENiI DOPLNKU CHANG MEDIUM C

Lyofilizovany doplnék

Pokud nebudete moci cely objem CHANG Medium C

spotfebovat do 10 dnli, miZete ho rozdélit na mensi dily

touto modifikaci postupu:

1. Rekonstituujte lyofilizovany doplnék CHANG
Medium C.

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

3. Rovnéz asepticky rozdélte CHANG Medium B Basal
na odpovidajici pocet dild.

4, Kompletni médium CHANG Medium C pfipravte
pfidanim jednoho dilu rozmrazeného dopliiku
CHANG Medium C do jednoho dilu CHANG
Medium B Basal.

5. Dukladné promicheite.

Zmrazeny doplnék

1. Rozmrazte zmrazeny doplnék CHANG Medium C.

2. Asepticky rozdélte na dily o pfihodném objemu
a znovu zmrazte. (POZNAMKA: Lahvicka dopliiku
obsahuje 14 ml nebo 70 ml. Rozdélte rovnomérné.)

3. Rovnéz asepticky rozdélte CHANG Medium B Basal
na odpovidajici pocet dild.

4. Kompletni médium CHANG Medium C pfipravte
pfidanim jednoho dilu rozmrazeného dopliiku
CHANG Medium C do jednoho dilu CHANG
Medium B Basal.

5. Dukladné promichejte.

NAVOD K POUZITI

pH MEDIA POUZIVANEHO K VYZIVE KULTUR MUSI

BYT V ROZMEZI 6,8-7,2 (tj. médium musi mit mirné

nazloutlou-lososovou barvu). pH Ize snadno upravit

vloZzenim média s mirné uvolnénym uzavérem do
inkubatoru s atmosférou 5 % - 8 % CO,.

Koneéné pH musi byt 6,8-7,2.

Dal$i informace o pouziti téchto vyrobkl kazda laboratof

ziska ve vlastnich laboratornich metodach a protokolech

vypracovanych a optimalizovanych specificky pro jeji
konkrétni zdravotnicky program.

Pouziti média CHANG Medium C

k primokultivaci: metody in situ

1. Odstfedénim plodové vody pfi nizkych otackach
koncentrujte buriky.

2. Resuspendujte buné¢ny pelet v malém objemu
vlastni plodové vody pacientky. Napfiklad aspirujte
supernatant z 10 ml odstfedéné plodové vody,
aby zbylo jen 0,5 ml nad bunécnym peletem
a resuspendujte. Ke koncentrované bunééné
suspenzi pfidejte dostateéné mnozstvi CHANG
Medium C, abyste vysledné méli 0,5 ml na jedno
kryci sklicko (celkem 4 kryci sklicka) nebo 2 ml na
kultivacni lahvicku.

3. Inkubujte kultury neruSené pfi teploté 37 °C
a v atmosfére s 5 % CO,.

4. 2. den kultury zaplavte pfidanim 2 ml CHANG
Medium C.

5. Po 4 az 5 dnech zkontrolujte rdst kultur. Jakmile
zadnou riist, je treba dodat Ziviny. Ziviny dodejte tak,
Zze odstranite veSkery supernatant kultury
a nahradite ho 2 ml ¢erstvého CHANG Medium C.
Poté doporu€ujeme kulturam dopliiovat Ziviny kazdé
2 dny.

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

7. Optimalnich vysledkl se dosahuje, pokud jsou
kultury vyZiveny médiem CHANG Medium C den
pfed sbérem.

Pouziti média CHANG Medium C

k primokultivaci: metody s vyuzitim

kultivacnich lahvi

1. Odstfedénim plodové vody pfi nizkych otackach
koncentrujte buriky.

2. Resuspendujte buné¢ny pelet v malém objemu
vlastni plodové vody pacientky. Napfiklad aspirujte
supernatant z 10 ml odstfedéné plodové vody,
aby zbyl jen 1 ml nad bunéénym peletem
a resuspendujte. Pfidejte 4 ml média CHANG
Medium C; celkovy objem na kultivaéni lahev
bude 5 ml.

3. Inkubujte kultury neruSené pfi teploté 37 °C
a v atmosfére s 5 % CO,.

4. 5.den zkontrolujte rist. Nahradte médium ¢erstvym
médiem CHANG Medium C a, pokud zjistite
dostatec¢ny rlst bunék, provedte sbér.

5. Nasledné kontrolujte rlst kultur a provadéjte Upiné
vymény média kazdy druhy den, dokud nezjistite
dostate¢né kolonie a nejste pfipraveni ke sbéru.

6. Optimalnich vysledkd se dosahuje, pokud jsou
kultury vyZiveny médiem CHANG Medium C den
pred sbérem.

POZNAMKA: U uzavfenych systémd kazdou kultivacni
lahev profouknéte po dobu 20 sekund smési 5 % CO,
a 95 % vzduchu. Utahnéte uzéavéry inkubacnich lahvi
a inkubujte je pfi teploté 37 °C. (K zaru€eni sterility
pfivadéneho plynu se doporucuje ke zdroji CO, pfipojit
sterilni zazatkovanou Pasteurovu pipetu.)

Pouziti média CHANG Medium C

k péstovani pasazovanych bunék

z plodové vody:

Buniky pasazujte oSetfenim kultur trypsinem (nebo
pronazou apod.) podle bézného postupu u bunék
péstovanych v konvenénim médiu. O3etfeni protedzou
je v8ak tfeba peclivé monitorovat. Buriky z plodové vody
péstované v médiu CHANG Medium C maji tendenci
k vétsi citlivosti na oS$etfeni protedzou nez burky
z plodové vody péstované v konvenénim médiu.
S ohledem na tuto skute¢nost bude mozna tfeba upravit
pouzivany protokol.

UCHOVAVANI A STABILITA

Uchovavejte zmrazeny doplnék CHANG Medium C pfi
teploté nizsi nez -10 °C, lyofilizovany doplnék CHANG
Medium C pfi teploté 2 °C az 8 °C, CHANG Medium B
Basal pfi teploté 2 °C az 8 °C a kompletni médium
CHANG Medium C pfi teploté 2 °C az 8 °C. CHANG
Medium B Basal chrafite pfed mrazem.

Chrante pfed fluorescenénim svétlem.

Specificka data exspirace naleznete na $titcich lahvi
jednotlivych slozek. Kompletni médium CHANG
Medium C Ize uchovavat pfi teploté 2 °C az 8 °C po
dobu 10 dni pfed pouzitim, aniz by tim byly dotéeny jeho
vlastnosti. Skladovani po dobu del§i nez 10 dni se
nedoporucuje.

CHRANTE KOMPLETNI MEDIUM CHANG MEDIUM C
PRED MRAZEM.

BEZPECNOSTNi OPATRENi A VAROVANI
Tento prostfedek je uréen k pouziti pracovniky
Skolenymi v postupech, které zahrnuji indikovanou
aplikaci, pro kterou je prostfedek urceny.

Slozky média CHANG Medium C nepouzivejte po
uplynuti dat exspirace vyznacenych na jednotlivych
Stitcich.



DANSK

INDIKATIONER FOR ANVENDELSE
CHANG Medium C kan anvendes til fglgende
applikationer:

1. Primeer dyrkning af amnionvaeskeceller

2. Dyrkning af passerede amnionvaeskeceller

3. Dyrkning af knoglemarvsceller

4. Solidt amnionveeyv fra chorionvilli-prever.

DETTE MEDIUM ER FREMSTILLET TIL BRUG
| BADE ABNE (KULTURER DER ER TILPASSET
EN ATMOSF/AERE PA 5 % CO,) OG LUKKEDE
DYRKNINGSSYSTEMER (KULTURER TILSAT 5 %
€O, OG INKUBERET MED TAT LUKKET LAG PA
DYRKNINGSKARRENE).

BESKRIVELSE AF PRODUKTET

CHANG Medium C blev udviklet til primeer dyrkning af
humane amnionveeskeceller til karyotypebestemmelse
og anden antenatal genetisk testning. DENNE
FORMULERING ER OPTIMERET TIL BADE ABNE

OG LUKKEDE SYSTEMER.

KOMPONENTER
Salte og ioner Proteiner, hormoner pH-indikator
Natriumklorid og veekstfaktorer Red fenol
Natriumselenit Fotalt bovint serum  Vitaminer og
Kalciumklorid (FBS) sporelementer
Kolinklorid Serum fra nyfadt Ascorbinsyre
Kaliumklorid kalv Folinsyre
Kaliumfosfat Human transferrin Nicotinamid
Magnesiumklorid Fibroblastvaekst- Riboflavin
Magnesiumsulfat faktor (FGF) Thiamin
Natriumfosfat Insulin Pantothensyre
Jernsulfat Progesteron Cobalamin
Cuprisulfat Testosteron Pyridoxal
Zinksulfat Beta-gstradiol Pyridoxin
Buffer Hydrokortison
Natriumbikarbonat ~ Vand
Aminosyrer Af kvalitet til
Alanin injektionsvaeske
Arginin Andet
Asparagin Hypoxanthin
Asparaginsyre Biotin
Cystein Putrescin
Cystin FEtylalkohol
Glutaminsyre Antioxidant
Glutamin Thioctsyre
Glycin Nukleinsyrer
Histidin Deoxyadenosin
Isoleucin Deoxycytidin
Leucin Deoxyguanosin
Lysin Adenosin
Methionin Cytidin
Phenylalanin Guanosin
Prolin Thymidin
Serin Uridin
Threonin Energisubstrater
Tryptofan Glukose
Tyrosin Pyruvat
Valin Inositol

KVALITETSSIKRING

STERILITET

Serum, der er anvendt i produktionen af CHANG

Medium C-supplement, er testet for viral kontamination

ifelge CFR Title 9 Part 113.53. Det er ogsa screenet

for mykoplasmakontaminering. Bade CHANG

Medium B Basal og CHANG Medium C-supplement er

steriliseret ved filtrering gennem et filter pa 0,1 mikron.

Repraesentative prgver af CHANG Medium B Basal

0og CHANG Medium C supplement er blevet testet

for bakteriologisk kontamination ifglge protokollen for
sterilitetstestning som beskrevet i den aktuelle USP-
sterilitetstest <71>.

KLARGQRING

Lyofiliseret supplement

1. Lad CHANG Medium C lyofiliseret supplement
akvilibrere til stuetemperatur.

2. Brug aseptisk teknik, og tilseet 10 ml eller 50 ml
sterilt, destilleret vand til lyofilisatet. 10 ml flasken er
til 90 ml CHANG Medium B Basal, og 50 ml flasken
er til 450 ml CHANG Medium B Basal.

3. Huvirvl flasken forsigtigt, sa indholdet oplases helt.
(BEMARK: Det kan veere ngdvendigt at inkubere
flasken ved 37 °C i 5-10 minutter for at oplgse
supplementet helt).

4. Overfgr aseptisk hele indholdet af det rekonstituerede
CHANG Medium C-supplement til flasken med

CHANG Medium B Basal.

5. Bland complete CHANG Medium C godt ved at
hvirvle flasken.

6. Tilseet L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Der kan
eventuelt tilseettes antibiotika.

Frossent supplement

1. Optg hurtigt CHANG Medium C frossent supplement
ved at hvirvle flasken i et 37 °C vandbad.

2. Overfor aseptisk hele indholdet af det optgede
CHANG Medium C-supplement til flasken med
CHANG Medium B Basal.

3. Bland complete CHANG Medium C godt ved at
hvirvle flasken.

4. Tilseet L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Der kan
eventuelt tilseettes antibiotika.

AFMALING AF CHANG MEDIUM C-

SUPPLEMENT

Lyofiliseret supplement

Hvis complete CHANG Medium C ikke kan anvendes

inden for 10 dage, kan det afmales i mindre maengder

ved hjeelp af denne andring i proceduren:

1. Rekonstituer CHANG Medium C lyofiliseret
supplement.

2. Fordel mediet aseptisk i maengder af passende
storrelse, og nedfrys dem.

3. Dispenser ogsa aseptisk CHANG Medium B Basal
i et tilsvarende antal maengder.

4. Complete CHANG Medium C klarggeres ved
at tilseette én afmalt mangde optget CHANG
Medium C-supplement til én afmalt meengde CHANG
Medium B Basal.

5. Bland godt.

Frossent supplement

1. Opte CHANG Medium C frossent supplement.

2. Fordel mediet aseptisk i maengder af passende
sterrelse, og nedfrys dem igen. (BEMARK:
Flaskerne med supplement indeholder 14 ml eller
70 ml. Fordel ligeligt).

3. Dispenser ogsa aseptisk CHANG Medium B Basal
i et tilsvarende antal maengder.

4. Complete CHANG Medium C klargeres ved
at tilseette én afmalt mangde opteget CHANG
Medium C-supplement til én afmalt meengde CHANG
Medium B Basal.

5. Bland godt.

BRUGSANVISNING

pH-VARDIEN AF DET MEDIUM, DER ANVENDES TIL

KULTURERNE, SKAL VARE 6,8-7,2 (dvs. at mediet

skal have en let gullig laksefarve). pH-veerdien kan let

justeres ved at anbringe mediet i en inkubator med 5-8 %

CO, med laget lasnet let.

Den endelige pH-veerdi skal ligge pa 6,8-7,2.

For yderligere oplysninger om brug af disse produkter

skal hvert laboratorium felge sine egne procedurer og

protokoller, som er blevet specifikt udviklet og optimeret
til laboratoriets eget medicinske program.

Anvendelse af CHANG Medium C til

primare kulturer: In situ-metodologier

1. Centrifuger amnionvaesken ved lav hastighed for at
koncentrere cellerne.

2. Resuspender cellepelleten i en lille volumen
af patientens egen amnionveaeske. Aspirer
f.eks. supernatanten fra 10 ml centrifugeret
amnionveeske til 0,5 ml over cellepelleten,
og resuspender. Tilsaet nok CHANG Medium C
til den koncentrerede cellesuspension til at fa en
endelig udsaningsvolumen pa 0,5 ml pr. deekglas
(i alt 4 deekglas) eller 2 ml pr. ampul.

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

4. Skylkulturerne pa dag 2 ved at tilseette 2 ml CHANG
Medium C.

5. Efter 4-5 dage skal kulturernes vaekst kontrolleres.
Kulturerne skal naeres, nar der er observeret vaekst.
Dette geres ved at fierne hele kultursupernatanten
og erstatte den med 2 ml friskt CHANG Medium C.
Det anbefales, at kulturerne neeres hver anden dag
herefter.

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

7. De bedste resultater opnas, hvis kulturerne forsynes

med CHANG Medium C dagen inden hgsten.

Anvendelse af CHANG Medium C til

primare kulturer: Metodologi med kolbe

1. Centrifuger amnionvaesken ved lav hastighed for at
koncentrere cellerne.

2. Resuspender cellepelleten i en lille volumen af
patientens egen amnionvaeske. Aspirer f.eks.
supernatanten fra 10 ml centrifugeret amnionvaeske
til 1 ml over cellepelleten, og resuspender. Tilseet
4 ml CHANG Medium C, sa den totale volumen er
5 ml pr. kolbe.

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

4. Kontroller veeksten pa dag 5. Udskift mediet
med friskt CHANG Medium C, og hast, hvis der
observeres tilstreekkelig cellevaekst.

5. Kontroller kulturernes veekst, og udskift mediet
fuldsteendigt hver anden dag herefter, indtil der
observeres nok kolonier, som er klar til at blive
hgstet.

6. De bedste resultater opnas, hvis kulturerne forsynes
med CHANG Medium C dagen inden hgsten.

BEMZARK: Skyl i lukkede systemer hver dyrkningskolbe
med 5 % CO, — 95 % luft i 20 sekunder. Luk laget
teet til pa dyrkningskolberne, og inkuber ved 37 °C.
(Det anbefales at slutte en steril Pasteurpipette med
hestte til CO,-kilden for at sikre, at den indgaende
gas er steril).

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

OPBEVARING OG STABILITET

Opbevar CHANG Medium C frossent supplement ved
under -10 °C, CHANG Medium C lyofiliseret supplement
ved 2-8 °C, CHANG Medium B Basal ved 2-8 °C og
complete CHANG Medium C ved 2-8 °C. CHANG
Medium B Basal ma ikke nedfryses.

Beskyttes mod fluorescerende lys.

Se udlgbsdatoen pa den enkelte flaskes etiket. Complete
CHANG Medium C kan opbevares ved 2-8 °C i 10 dage
inden brug uden at miste sin virkning. Opbevaring
leengere end 10 dage frarades.

COMPLETE CHANG MEDIUM C MA IKKE NEDFRYSES.
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.

Anvend ikke CHANG Medium C efter den udlgbsdato,
der er angivet pa de enkelte etiketter.



SUOoMI

KAYTTOAIHE

CHANG Medium C -elatusainetta voidaan kayttaa

seuraaviin tarkoituksiin:

1. lapsivesisolujen primaariviljely

2. siirrostettujen lapsivesisolujen kasvattaminen

3. luuydinsolujen viljely

4. kiinted amnionkalvokudos istukkabiopsiasta.

TAMA ELATUSAINE ON SUUNNITELTU KAYTET-

TAVAKSI SEKA AVOIMISSA JARJESTELMISSA

(VILJELMAT, JOTKA ON TASAPAINOTETTU

5-PROSENTTISEEN CO,-ILMAKEHAAN) ETTA

SULJETUISSA JARJESTELMISSA (VILJELMAT,

JOTKA ON TAYTETTY 5-PROSENTTISELLA CO,LLA

JA JOITA INKUBOIDAAN VILJELYASTIAT TIUKASTI

KORKILLA SULJETTUINA).

VALINEEN KUVAUS

CHANG Medium C kehitettiin ihmisen lapsivesisolujen

primaariviljelyyn karyotyypin méérittdmista ja muita

syntymaé edeltavia geneettisia testeja varten. TAMA

KOOSTUMUS ON OPTIMOITU SEKA AVOIMIA ETTA

SULJETTUJA JARJESTELMIA VARTEN.
AINESOSAT

Proteiinit, hormonit

Suolat ja ionit pH-indikaattori

natriumkloridi ja kasvutekijat fenolipuna
natriumseleniitti naudan sikion Vitamiinit ja
kalsiumkloridi seerumi (FBS) hivenaineet
koliinikloridi vastasyntyneen askorbiinihappo
kaliumkloridi naudan seerumi foolihappo

ihmisen transferriini  nikotiiniamidi
fibroblastikasvutekija riboflaviini

kaliumfosfaatti
magnesiumkloridi

magnesiumsulfaatti  (FGF) tiamiini
natriumfosfaatti insuliini pantoteenihappo
ferrosulfaatti progesteroni kobalamiini
kuparisulfaatti testosteroni pyridoksaali
sinkkisulfaatti beetaestradioli pyridoksiini
Puskuri hydrokortisoni
natriumbikarbonaatti  Vesi
Aminohapot injektionesteisiin
alaniini tarkoitetun veden
arginiini laatuinen
asparagiini Muut
asparagiinihappo hypoksantiini
kysteiini biotiini
kystiini putreskiini
glutamiinihappo etanoli
glutamiini Antioksidantti
glysiini tioktiinihappo
histidiini Nukleiinihapot
isoleusiini deoksiadenosiini
leusiini deoksisytidiini
lysiini deoksiguanosiini
metioniini adenosiini
fenyylialaniini sytidiini
proliini guanosiini
seriini tymidiini
treoniini uridiini
tryptofaani Energiasubstraatit
tyrosiini glukoosi
valiini pyruvaatti
inositoli
LAADUNVARMENNUS
STERIILIYS

CHANG Medium C Supplement -tuotteen

valmistuksessa kaytettdva seerumi on testattu

viruskontaminaation varalta CFR-s&@nndksen osan

9 pykalan 113.53 mukaisesti. Se on seulottu myés

mykoplasmakontaminaation varalta. Sekd CHANG

Medium B Basal ettd CHANG Medium C Supplement

on steriloitu suodattamalla 0,1 mikronin suodattimen

l&pi. CHANG Medium B Basal- ja CHANG Medium C

Supplement -tuotteiden edustavat naytteet testataan

mahdollisen bakteerikontaminaation varalta noudattaen

nykyisessa USP-steriiliystestissa <71> kuvattua

steriilitestausmenettelya.

KAYTON VALMISTELU

Kylmakuivattu Supplement-tuote

1. Anna kylmakuivatun CHANG Medium C Supplement
-tuotteen tasapainottua huoneenldmpdén.

2. Lisaa aseptista menettelya kéayttden 10 ml tai 50 ml
steriilia tislattua vettd kylmakuivattuun aineeseen.
10 ml:n pullo on tarkoitettu 90 ml:aan CHANG
Medium B Basal -tuotetta ja 50 ml:n pullo on
tarkoitettu 450 ml:aan CHANG Medium B Basal
-tuotetta.

3. Pyodrita pulloa varovasti taydellisen liukenemisen
saavuttamiseksi. (HUOMAUTUS: Ravintolisan
liuottamiseksi kokonaan voidaan tarvita pullon
inkuboimista 37 °C:ssa 5-10 minuutin ajan.)

4. Siirrd aseptista menettelya kayttden nesteeseen
liuotetun CHANG Medium C Supplement -tuotteen
koko sisalto CHANG Medium B Basal -pulloon.

5. Sekoita hyvin koko CHANG Medium C -pullon sisaltd
pulloa pyoérittdmalla.

6. Lisaa L-glutamiinia 10,0 ml/l (200 mM). Haluttaessa
voidaan lisata antibiootteja.

Pakastettu Supplement-tuote

1. Sulata pakastettu CHANG Medium C Supplement
-tuote nopeasti, 37 °C:n vesihauteessa pulloa
pyorittaen.

2. Siirrd aseptista menettelya kayttden sulatetun
CHANG Medium C Supplement -tuotteen koko
siséltd CHANG Medium B Basal -pulloon.

3. Sekoita hyvin koko CHANG Medium C -pullon sisaltd
pulloa pydrittamalla.

4. Lisaa L-glutamiinia 10,0 ml/l (200 mM). Haluttaessa
voidaan lisata antibiootteja.

CHANG MEDIUM C SUPPLEMENT

-LIUOKSEN JAKAMINEN ERIIN

Kylmakuivattu Supplement-tuote

Jos kayttovalmista CHANG Medium C -elatusainetta

ei voida kayttaa 10 paivan sisélld, voidaan haluttaessa

valmistella pienempia maaria noudattamalla seuraavaa
menetelmén muunnosta:

1. Liuota kylmékuivattu CHANG Medium C Supplement
-tuote nesteeseen.

2. Jaaaseptista menettelya kayttden katevan kokoisiin
eriin ja pakasta ne.

3. Jaa my6és CHANG Medium B Basal aseptista
menettelyéd kayttden vastaavaan mééraan eria.

4. Valmista koko valmis CHANG Medium C lisagmalla
yksi eré sulatettua CHANG Medium C Supplement
-tuotetta yhteen erddn CHANG Medium B Basal
-livosta.

5. Sekoita hyvin.

Pakastettu Supplement-tuote

1. Sulata pakastettu CHANG Medium C Supplement
-tuote.

2. Jaa aseptista menettelyd kayttden katevén
kokoisiin eriin ja pakasta uudelleen. (HUOMAUTUS:
Ravintolisapullo sisaltad 14 ml tai 70 ml tuotetta.
Jaa tasaeriin.)

3. Jaa myés CHANG Medium B Basal aseptista
menettelyd kéyttden vastaavaan mééraan eria.

4. Valmista koko valmis CHANG Medium C lisdédmalla
yksi eré sulatettua CHANG Medium C Supplement
-tuotetta yhteen eradn CHANG Medium B Basal
-liuosta.

5. Sekoita hyvin.

KAYTTOOHJEET

VILJELMIEN RAVITSEMISEEN KAYTETTAVAN

LIUOKSEN pH-ARVON ON OLTAVA 6,8-7,2

(ts. elatusaineen varin on oltava hieman kellertdva

tai lohenpunainen). pH:ta voidaan saatda helposti

asettamalla elatusaine 5-8 %:n CO,-lampdkaappiin
korkki hieman l6ysalla.

Lopullisen pH-arvon on oltava 6,8-7,2.

Kunkin laboratorion tulee katsoa lisdohjeet naiden

tuotteiden kayttéa varten omista laboratoriokaytanto-

ja protokollaohjeistaan, jotka on kehitetty ja optimoitu
nimenomaan laboratorion omaa terveydenhuolto-
ohjelmaa varten.

CHANG Medium C -liuoksen kdyttaminen

primaariviljelmiin: in situ -menetelmat

1. Konsentroi solut sentrifugoimalla lapsivetta pienella
nopeudella.

2. Suspendoi solusakka pieneen méaaraan
potilaan omaa lapsivettd. Jos esimerkiksi
10 ml:n lapsivesindyte sentrifugoidaan, aspiroi
supernatanttia pois niin, ett& solusakan ylapuolelle
jaé 0,5 ml, ja suspendoi nayte uudelleen. Lisaa
riittdvasti CHANG Medium C -liuosta konsentroituun
solususpensioon, niin etté lopullinen maljaustilavuus
on 0,5 ml/ peitinlasi (yhteensa 4 peitinlasia) tai 2 ml /
pieni viljelypullo.

3. Inkuboi viljelmia ilman hairigitd 37 °C:ssa
5-prosenttisessa CO,-ilmakehdssa.

4. Lisaa viljelmiin 2 ml CHANG Medium C -liuosta
paivana 2.

5. Viljelmien kasvu on tarkistettava 4-5 paivan kuluttua.
Viljelmid on ravittava, kun kasvua on havaittu. Ravitse
viljeImia poistamalla koko viljelmasupernatantti ja
korvaamalla se 2 ml:lla tuoretta CHANG Medium C
-liuosta. On suositeltavaa, etta viljelmia ravitaan
tamén jalkeen 2 péivan vélein.

6. Tarkista vilielmien kasvu péivana 5 tai sen jalkeen.
Keraa solut, kun havaitaan riittdvésti pesékkeita.

7. Parhaat tulokset saadaan, kun viljelmia ravitaan
CHANG Medium C -liuoksella kerd@mista edeltavana
paivana.

CHANG Medium C -liuoksen kdyttaminen

primaariviljelmiin: pullomenetelmat

1. Konsentroi solut sentrifugoimalla lapsivetté pienella
nopeudella.

2. Suspendoi solusakka pieneen méaéréan
potilaan omaa lapsivettd. Jos esimerkiksi
10 ml:n lapsivesindyte sentrifugoidaan, aspiroi
supernatanttia pois niin, ettd solusakan ylapuolelle
jaa 1,0 ml, ja suspendoi nayte uudelleen. Lisaa
4 ml CHANG Medium C -liuosta lopulliseen
maljaustilavuuteen 5 ml / viljelypullo.

3. Inkuboi viljelmia ilman hairiditd 37 °C:ssa
5-prosenttisessa CO,-ilmakehéssa.

4. Tarkista kasvu paivana 5. Vaihda elatusaine
tuoreeseen CHANG Medium C -liuokseen ja keréa
solut, jos havaitaan riittavéa solukasvua.

5. Tarkista viljelmien kasvu ja vaihda elatusaine
kokonaan uuteen sen jalkeen joka toinen péiva,
kunnes havaitaan riittdvésti pesakkeitad ja ne ovat
valmiita kerattaviksi.

6. Parhaat tulokset saadaan, kun viljelmia ravitaan
CHANG Medium C -liuoksella keraamista edeltavana
paivana.

HUOMAUTUS: Suljetuissa jarjestelmissa jokaista
viljelypulloa on huuhdeltava 20 sekunnin ajan seoksella
5 % CO, - 95 % ilmaa. Kiristé viljelypullojen korkit
kiinni ja inkuboi pulloja 37 °C:ssa. (On suositeltavaa,
ettéd CO,-lahteeseen kiinnitetaan steriili, pumpulitukolla
varustettu pasteurpipetti saapuvan kaasun steriiliyden
varmistamiseksi.)

CHANG Medium C -liuoksen kadyttaminen
siirrostettujen lapsivesisolujen
kasvattamiseen:

Siirrosta solut kasittelemalld viljelméat trypsiinilla
(tai pronaasilla jne.) kuten normaalistikin, kun soluja
kasvatetaan perinteisessd elatusaineessa.
Proteaasikasittelyd on kuitenkin valvottava
huolella. CHANG Medium C -liuoksessa kasvatetut
lapsivesisolut ovat herkempié proteaasikésittelylle kuin
perinteisessa elatusaineessa kasvatetut lapsivesisolut.
Kasvatusmenetelm&a on ehk& muutettava tdman
huomioon ottamiseksi.

SAILYTTAMINEN JA STABIILIUS

Sailytd pakastettua CHANG Medium C Supplement
-liuosta alle -10 °C:ssa, kylmakuivattua CHANG
Medium C Supplement -tuotetta 2-8 °C:ssa, CHANG
Medium B Basal -liuosta 2-8 °C:ssa ja kayttovalmista
CHANG Medium C -elatusainetta 2-8 °C:ssa. CHANG
Medium B Basal -tuotetta ei saa pakastaa.

Suojaa loistevalaisimen valolta.

Katso tasmalliset viimeiset kéayttopéivat yksittéisten
osien pulloetiketeista. Kayttévalmista CHANG Medium C
-elatusainetta voidaan sailyttaa 2-8 °C:ssa 10 paivéan
ajan ennen kayttdoa sen toimintaan vaikuttamatta.
Yli 10 péivan sailytysaikaa ei suositella.
KAYTTOVALMISTA CHANG MEDIUM C
-ELATUSAINETTA EI SAA PAKASTAA.
VAROTOIMET JA VAROITUKSET

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

Ala kdytd CHANG Medium C -elatusaineen osia
yksittéisissa etiketeissé osoitetun viimeisen kayttopaivan
jalkeen.



LATVISKI

LIETOSANAS INDIKACIJA

,CHANG Medium C” (Canga barotni C) var lietot talak

noraditajos gadijumos.

1. Augla tdens 8nu primara kultivéSana.

2. Parsétu augla ddens $tnu audzésana.

3. Kaulu smadzenu 8tnu kultivéSana.

4. Kompaktajiem amnija audiem, kas ieguti horija
barkstinu parauga izmeklé$ana.

81 BAROTNE IR PAREDZETA IZMANTOSANAI

GAN VALEJAS (KULTURAS LTD;SVARO 5% CO,

VIDE), GAN SLEGTAS KULTIVESANAS SISTEMAS

(KULTURAS UZPLUDINA AR 5 % CO, UN, CIESI

AR AIZBAZNI NOSLEDZOT KULTURU TRAUKUS,

INKUBE).

IERICES APRAKSTS

L,CHANG Medium C” izstradaja cilvéka aug|a ddens $anu

primarajai kultivéSanai, lai veiktu kariotipu noteikSanas

un citus antenatalos genétiskos testus. SIS SASTAVS

IR OPTIMIZETS IZMANTOSANAI GAN VALEJAS,

GAN SLEGTAS SISTEMAS.
SASTAVDALAS

Sali un joni
Natrija hlorids
Natrija selentts
Kalcija hlorids
Holina hlorids
Kalija hlorids
Kalija fosfats
Magnija hlorids
Magnija sulfats
Natrija fosfats
Dzelzs sulfats
Vara sulfats
Cinka sulfats
Bufer$kidums
Natrija bikarbonats
Aminoskabes
Alanins
Arginins
Asparagins
Asparaginskabe
Cisteins
Cistins
Glutaminskabe
Glutamins
Glicins
Histidins
Izoleicins
Leicins

Lizins
Metionins
Fenilalanins
Prolins

Serins
Treonins
Triptofans
Tirozins

Valins

ProteTni, hormoni
un aug8anas faktori
Liellopu embriju
serums (fetal bovine
serum — FBS)
Liellopu
jaundzimuso telu
serums

Cilvéka transferins
Fibroblastu
aug$anas faktors
(fibroblast growth
factor - FGF)
Insulins
Progesterons
Testosterons

Béta estradiols
Hidrokortizons
Udens

Injekciju dens
(WFI) kvalitate
Citas
Hipoksantins
Biotins

Putrescins
Etilspirts
Antioksidants
Tioktinskabe
Nukleinskabes
Dezoksiadenozins
Dezoksicitidins
Dezoksiguanozins
Adenozins
Citidins
Guanozins
TimidTns

Uridins

Energijas substrati

Glikoze
Piruvats
Inozitols

pH indikators
Fenolsarkanais
Vitamini un
mikroelementi
Askorbinskabe
Folijskabe
Nikotinamtds
Riboflavins
Tiamins
Pantoténskabe
Kobalamins
Piridoksals
Piridoksins

KVALITATES NODROSINASANA

STERILITATE

,CHANG Medium C” piedevas razo$ana izmantotais
serums parbaudits, lai noteiktu virusalo piesarnojumu,
saskana ar nosacljumiem Federalo normativo
aktu kodeksa (Code of Federal Regulation — CFR)
9. sadalas 113.53. nodala. Tas parbaudits arf, lai
noteiktu piesarnojumu ar mikoplazmu. Gan pamata
,CHANG Medium B”, gan ,CHANG Medium C”
piedeva ir sterilizéta, filtréjot caur 0,1 mikrona filtru.
Atseviski pamata ,CHANG Medium B” un ,CHANG
Medium C” piedevas paraugi parbaudtti, lai noteiktu
iespéjamo bakteridlo piesarnojumu, atbilsto3i sterilitates
testéSanas protokolam, kas aprakstits pasreizéja ASV
Farmakopejas (USP) sterilitates testa <71>.
SAGATAVOSANA LIETOSANAI
Liofilizéta piedeva
1. Laujiet ,CHANG Medium C” liofilizétajai piedevai
[idzsvaroties 1dz istabas temperatirai.
2. Aseptiska veida liofilizatam pievienojiet 10 ml vai
50 ml sterila destiléta tdens. 10 ml flakons paredzéts
90 ml pamata ,CHANG Medium B”; 50 ml flakons
paredzéts 450 ml pamata ,CHANG Medium B”.

3. Uzmanigi virpiniet flakonu, lai panaktu pilnigu
iz8kisanu. (PIEZIME: lai piedevu pilnTba iz8kidinatu,
flakonu var bat nepiecie$ams inkubét 5-10 mindtes
37 °C temperatara).

4. Aseptiska veida visu sagatavotdas ,CHANG
Medium C” piedevas saturu parnesiet uz pamata
,CHANG Medium B” pudeli.

5. Labi samaisiet pilnigo ,CHANG Medium C”, virpinot
pudeli.

6. Pievienojiet 10,0 ml/l (200 mM) L-glutamina.
Ja vélams, var pievienot antibiotikas.

Saldéta piedeva

1. At atkauseéjiet ,CHANG Medium C” saldéto piedevu,
flakonu virpinot 37 °C ddens vanna.

2. Aseptiska veida visu atkausétas ,CHANG Medium C”
piedevas saturu parnesiet uz pamata ,CHANG
Medium B” pudeli.

3. Labisamaisiet pilnigo ,CHANG Medium C”, virpinot
pudeli.

4. Pievienojiet 10,0 ml/l (200 mM) L-glutamina.
Ja vélams, var pievienot antibiotikas.

,CHANG MEDIUM C” PIEDEVAS

DALISANA ALIKVOTAJAS DALAS

Liofilizeta piedeva

Ja pilnigo ,CHANG Medium C” nevarésiet izmantot

10 dienas, iesp&jams, vélésieties sagatavot mazaku

daudzumu, rikojoties saskana ar $o parveidoto

proceddru.

1. Sagatavojiet ,CHANG Medium C” liofilizéto piedevu.

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

3. Aseptiska veida ari pamata ,CHANG Medium B”
sadaliet attieciga skaita alikvotajas dalas.

4. Lai sagatavotu pilnigo ,CHANG Medium C”, vienu
alikvoto dalu atkausétas ,CHANG Medium C”
piedevas pievienojiet vienai alikvotajai dalai pamata
,CHANG Medium B".

5. Labi samaisiet.

Saldéta piedeva

1. Atkauséjiet ,CHANG Medium C” saldéto piedevu.

2. Aseptiska veida sadaliet piemérota lieluma
alikvotajas dalas un atkartoti sasaldgjiet. (PIEZIME:
flakons satur 14 ml vai 70 ml piedevas. Sadaliet
vienadas dalas.)

3. Aseptiska veida art pamata ,CHANG Medium B”
sadaliet attieciga skaita alikvotajas dalas.

4. Lai sagatavotu pilnigo ,CHANG Medium C”, vienu
alikvoto dalu atkausétas ,CHANG Medium C”
piedevas pievienojiet vienai alikvotajai dalai pamata
,CHANG Medium B".

5. Labi samaisiet.

LIETOSANAS NORADIJUMI

KULTURU PAPILDINASANAI IZMANTOTAS

BAROTNES pH JABUT 6,8-7,2 (t. i., barotnei jabat

nedaudz iedzeltena lasa krasa). pH Iimenis ir viegli

pielagojams, barotnes flakonu ar nedaudz valigak uzliktu
aizbazni ievietojot 5-8 % CO, inkubatora.

Galigajam pH [Tmenim jabat 6,8-7,2.

Papildu informacija par $o produktu lietoSanu meklgjama

katras laboratorijas procediru aprakstos un protokolos,

kas TpaS$i izstradati un optimizéti individualajai
mediciniskajai programmai.

,CHANG Medium C” lietoSana primarajai

kultivéSanai: in situ metodes

1. Centrifugéjiet augla Gdeni ar nelielu atrumu, lai
koncentrétu Sanas.

2. Sanu lodtti atkartoti suspendgjiet neliela daudzuma
pada pacienta augla Udens. Pieméram, aspirgjiet
supernatantu no 10 ml augla tdens centrifugata idz
0,5 ml virs 8nu lodites un atkartoti suspendgjiet.
Koncentrétajai $inu suspensijai pievienojiet
pietiekamu daudzumu ,CHANG Medium C”, lai
iegltu galigo uzsé$anas daudzumu - 0,5 ml uz
katru segstiklinu (pavisam 4 segstiklini) vai 2 ml uz
flakonu.

3. Netraucéti inkubgjiet kultiras 37 °C temperatara 5 %
CO, vide.

4. 2. diena uzpludiniet kultdras, pievienojot 2 ml
,CHANG Medium C”.

5. Péc4-5dienam japarbauda kultliru augsana. Tiklidz
noveéro augsanu, kultdras japapildina. Papildiniet
kultdras, nonemot visu kultdras supernatantu un
aizvietojot to ar 2 ml svaigas ,CHANG Medium C".
Péc tam ieteicams kultlras papildinat ik péc
2 dienam.

6. 5. diena/vai péc tas parbaudiet kulttiru augSanu un,
kad novéro pietiekama apjoma kolonijas, ievaciet
inas.

7. Vislabakos rezultatus iegast, ja kultiras papildina ar
,CHANG Medium C” vienu dienu pirms ievak$anas.

»CHANG Medium C” lietosana primarajai

kultivéSanai: flakona metodes

1. Centrifugéjiet augla Gdeni ar nelielu atrumu,
lai koncentrétu Sanas.

2. Sinu lodrti atkartoti suspendéjiet neliela daudzuma
paSa pacienta augla tdens. Pieméram, aspiréjiet
supernatantu no 10 ml augla tdens centrifugata
[1dz 1 ml virs 8Unu lodites un atkartoti suspendgjiet.
Pievienojiet 4 ml ,CHANG Medium C”, lai kopéjais
daudzums katra flakona batu 5 ml.

3. Netraucéti inkubgjiet kulttiras 37 °C temperattra 5 %
CO, vide.

4. 5. diena parbaudiet aug$anu. Barotni aizstajiet ar
svaigu ,CHANG Medium C” un, ja novéro pietiekamu
$Unu augsanu, ievaciet tas.

5. Péctam katru otro dienu parbaudiet kulttiru aug$anu
un pilntba nomainiet barotni, I1dz novéro pietieckama
apjoma kolonijas un $nas ir gatavas ievaksanai.

6. Vislabakos rezultatus iegust, ja kulttras papildina ar
,CHANG Medium C” vienu dienu pirms ievak$anas.

PIEZIME: slégtas sistémas katru kultiras flakonu
20 sekundes skalojiet ar 5 % CO, un 95 % gaisa
maistjumu. Kultdras flakoniem ciesi uzlieciet aizbaznus
un inkubgjiet 37 °C temperatira. (CO, avotam ieteicams
piestiprinat sterilu Pastéra pipeti ar aizbazni, lai
nodro$inatu ieplisto$as gazes sterilitati.)

»CHANG Medium C” izmantosana parsétu
augla adens Sunu audzésanai

Lai parsétu Sanas, kultdras apstradajiet ar tripsinu
(vai pronazi u. c.), ka to parasti daritu, ja $tnas tiktu
audzétas standarta barotné. Tomér apstrade ar proteazi
ripigi jakontrolé. Barotné ,CHANG Medium C” audzétam
augla Udens $anam ir nosliece uz lielaku jutibu pret
apstradi ar proteazi neka standarta barotné audzétam
augla Gdens §Gnam. Lai 30 nemtu véra, iesp&jams,
japarveido protokols.

GLABASANA UN STABILITATE

,CHANG Medium C” saldéto piedevu glabat par -10 °C
zemaka temperatira, ,CHANG Medium C” liofilizéto
piedevu glabat 2-8 °C temperatira, pamata ,CHANG
Medium B” glabat 2-8 °C temperatara, un pilnigo
,CHANG Medium C” glabat 2-8 °C temperattra. Pamata
,CHANG Medium B” nedrikst sasaldét.

Aizsargajiet no fluorescéjoSas gaismas.

Attiecigos deriguma terminus skatit atsevisko sastavdalu
pudelu etiketés. Pilnigo ,CHANG Medium C” lidz
lieto$anai drikst glabat 2-8 °C temperattra 10 dienas,
neietekméjot tas funkciju. Glabat ilgak par 10 dienam
nav ieteicams.

NESASALDET PILNIGO ,CHANG MEDIUM C’.
PIESARDZIBAS PASAKUMI UN
BRIDINAJUMI

81 ierfce ir paredzéta procediras, arf tadas, kuram
ST ierice ir paredzéta, apmacita personala lietoSanai.
,CHANG Medium C” sastavdalas nelietot péc deriguma
termina, kas noradits to etiketés.



NEDERLANDS

INDICATIE VOOR GEBRUIK

CHANG Medium C kan worden gebruikt voor de
volgende toepassingen:

1. de primaire kweek van vruchtwatercellen

2. het groeien van gepasseerde vruchtwatercellen

3. de kweek van beenmergcellen

4. vast amnionweefsel van een chorionvillusbiopsie.
DIT MEDIUM IS BEDOELD VOOR GEBRUIK IN ZOWEL
OPEN (KWEKEN DIE ZIJN GEEQUILIBREERD MET
EEN 5% CO,-ATMOSFEER) ALS GESLOTEN
KWEEKSYSTEMEN (KWEKEN DIE VOLLEDIG BEDEKT
ZIIN MET 5% CO, EN GEINCUBEERD IN GOED
AFGESLOTEN KWEEKFLESSEN).
BESCHRIJVING VAN HET HULPMIDDEL
CHANG Medium C is ontwikkeld voor de primaire kweek
van menselijke vruchtwatercellen voor gebruik bij
karyotypering en ander prenataal genetisch onderzoek.
DEZE FORMULE IS GEOPTIMALISEERD VOOR
ZOWEL OPEN ALS GESLOTEN SYSTEMEN.

COMPONENTEN
Zouten en ionen Eiwitten, hormonen  pH-indicator
Natriumchloride en groeifactoren Fenolrood
Natriumseleniet Foetaal Vitaminen en

Calciumchloride runderserum (FBS)  spoorelementen

Cholinechloride Pasgeboren Ascorbinezuur
Kaliumchloride kalfsserum Foliumzuur
Kaliumfosfaat Menselijk Nicotinamide
Magnesiumchloride  transferrine Riboflavine
Magnesiumsulfaat Fibroblast Thiamine
Natriumfosfaat groeifactor (FGF) Pantotheenzuur
Ferrosulfaat Insuline Cobalamine
Cuprisulfaat Progesteron Pyridoxaal
Zinksulfaat Testosteron Pyridoxine
Buffer Beta-oestradiol
Natriumbicarbonaat  Hydrocortison
Aminozuren Water
Alanine Farmaceutisch
Arginine kwaliteitswater
Asparagine (WFI1)
Asparaginezuur Overige
Cysteine Hypoxanthine
Cystine Biotine
Glutaminezuur Putrescine
Glutamine Ethylalcohol
Glycine Antioxidant
Histidine Alfa-liponzuur
Isoleucine Nucleinezuren
Leucine Deoxyadenosine
Lysine Deoxycytidine
Methionine Deoxyguanosine
Fenylalanine Adenosine
Proline Cytidine
Serine Guanosine
Treonine Thymidine
Tryptofaan Uridine
Tyrosine Energiesubstraten
Valine Glucose

Pyruvaat

Inositol
KWALITEITSBORGING
STERILITEIT

Het serum dat wordt gebruikt bij de productie van

CHANG Medium C Supplement is getest op virale

besmetting volgens CFR Title 9 Part 113.53. Het is ook

gescreend op mycoplasmabesmetting. Zowel CHANG

Medium B Basal als CHANG Medium C Supplement is

gesteriliseerd door middel van filtratie door een

0,1p-filter. Representatieve monsters van CHANG

Medium B Basal en CHANG Medium C Supplement zijn

getest op mogelijke bacteriologische besmetting volgens

het steriliteitstestprotocol beschreven in de huidige

Amerikaanse Farmacopee (USP) steriliteitstest <71>.

VOORBEREIDING OP HET GEBRUIK

Gelyofiliseerd supplement

1. Laat CHANG Medium C gelyofiliseerd supplement
op kamertemperatuur komen.

2. Voeg op aseptische wijze 10 ml of 50 ml steriel
gedestilleerd water aan het lyofilisaat toe. De 10ml-
flacon is voor 90 ml CHANG Medium B Basal en de
50ml-flacon is voor 450 ml CHANG Medium B Basal.

3. Draai de flacon voorzichtig rond om het supplement
volledig op te lossen. (NB: Incubeer de flacon zo
nodig gedurende 5 tot 10 minuten bij 37 °C om al
het supplement op te lossen.)

4. Breng de gehele inhoud van het gereconstitueerde
CHANG Medium C Supplement op aseptische wijze
over naar de fles met CHANG Medium B Basal.

5. Meng het complete CHANG Medium C goed door
de fles rond te draaien.

6. Voeg L-glutamine toe, 10,0 ml/l (200 mM). Voeg
desgewenst antibiotica toe.

Bevroren supplement

1. Ontdooi CHANG Medium C bevroren supplement
snel door de flacon in een waterbad van 37 °C rond
te draaien.

2. Breng de gehele inhoud van het ontdooide CHANG
Medium C Supplement op aseptische wijze over naar
de fles met CHANG Medium B Basal.

3. Meng het complete CHANG Medium C goed door
de fles rond te draaien.

4. \oeg L-glutamine toe, 10,0 ml/l (200 mM). Voeg
desgewenst antibiotica toe.

OPDELEN VAN CHANG MEDIUM C

SUPPLEMENT

Gelyofiliseerd supplement

Als het complete CHANG Medium C niet binnen

10 dagen wordt gebruikt, kunt u kleine hoeveelheden

prepareren volgens de onderstaande gewijzigde

procedure:

1. Reconstitueer CHANG Medium C gelyofiliseerd
supplement.

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

3. Verdeel tevens het CHANG Medium B Basal op
aseptische wijze in een overeenkomstig aantal
delen.

4. Prepareer het complete CHANG Medium C door één
deel ontdooid CHANG Medium C Supplement toe te
voegen aan één deel CHANG Medium B Basal.

5. Goed mengen.

Bevroren supplement

1. Ontdooi CHANG Medium C bevroren supplement.

2. Verdeel dit op aseptische wijze in praktische
hoeveelheden en vries deze opnieuw in. (NB: De
flacon bevat 14 ml of 70 ml supplement. Verdeel dit
in gelijke delen.)

3. Verdeel tevens het CHANG Medium B Basal op
aseptische wijze in een overeenkomstig aantal
delen.

4. Prepareer het complete CHANG Medium C door één
deel ontdooid CHANG Medium C Supplement toe te
voegen aan één deel CHANG Medium B Basal.

5. Goed mengen.

GEBRUIKSAANWIJZING

DE pH VAN HET MEDIUM DAT WORDT GEBRUIKT OM

DE KWEEK TE VOEDEN, MOET TUSSEN 6,8 EN 7,2

LIGGEN (d.w.z. dat het medium een enigszins gelige

zalmkleur moet hebben). De pH-waarde kan eenvoudig

worden aangepast door het medium met een iets
losgedraaide dop in een 5%-8% CO,-incubator te
plaatsen.

De uiteindelijke pH moet tussen 6,8 en 7,2 liggen.

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.

Gebruik van CHANG Medium C voor

primaire kweken: in situ-methode

1. Centrifugeer het vruchtwater op lage snelheid om
de cellen te concentreren.

2. Resuspendeer de celpelletin een kleine hoeveelheid
eigen vruchtwater van de patiént. Voorbeeld:
Aspireer het supernatant van 10 ml gecentrifugeerd
vruchtwater tot 0,5 ml boven de celpellet en
resuspendeer. Voeg voldoende CHANG Medium C
aan de geconcentreerde celsuspensie toe tot een
eindvolume van 0,5 ml per dekglaasje (4 dekglaasjes
in totaal) of 2 ml per flesje is verkregen.

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

4. Bedek de kweken op dag 2 volledig door 2 ml
CHANG Medium C toe te voegen.

5. Controleer na 4 a 5 dagen of de kweken zijn
gegroeid. Nadat is vastgesteld dat de kweken
groeien, moeten ze worden gevoed. Voed de kweken
door al het kweeksupernatant te verwijderen en te
vervangen door 2 ml vers CHANG Medium C.
Aanbevolen wordt de kweken daarna elke twee
dagen te voeden.

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

7. De beste resultaten worden verkregen als de kweken
op de dag vaor het oogsten met CHANG Medium C
worden gevoed.

Gebruik van CHANG Medium C voor

primaire kweken: flesmethode

1. Centrifugeer het vruchtwater op lage snelheid om
de cellen te concentreren.

2. Resuspendeer de celpellet in een kleine hoeveelheid
eigen vruchtwater van de patiént. Voorbeeld:
Aspireer het supernatant van 10 ml gecentrifugeerd
vruchtwater tot 1 ml boven de celpellet en
resuspendeer. Voeg 4 ml CHANG Medium C toe tot
een totaal volume van 5 ml per fles.

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

4. Controleer de groei op dag 5. Vervang het medium
door vers CHANG Medium C en oogst als er
voldoende celgroei is waargenomen.

5. Controleer daarna om de andere dag of de kweken
gegroeid zijn en vervang het medium volledig tot er
voldoende kolonién worden waargenomen die
kunnen worden geoogst.

6. De beste resultaten worden verkregen als de kweken
op de dag vaor het oogsten met CHANG Medium C
worden gevoed.

NB: Spoel bij gesloten systemen elke kweekfles
gedurende 20 seconden met 5% CO, - 95% lucht. Draai
de doppen op de kweekflessen vast en incubeer bij
37 °C. (Aanbevolen wordt een steriele afgesloten
pasteurpipet op de CO,-bron aan te sluiten om de
steriliteit van het instromende gas te garanderen.)
Gebruik van CHANG Medium C voor

het groeien van gepasseerde
vruchtwatercellen:

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

BEWAREN EN STABILITEIT

Bewaar CHANG Medium C bevroren supplement bij een
temperatuur lager dan -10 °C, CHANG Medium C
gelyofiliseerd supplement bij 2 °C tot 8 °C, CHANG
Medium B Basal bij 2 °C tot 8 °C en het complete
CHANG Medium C bij 2 °C tot 8 °C. CHANG Medium B
Basal mag niet worden ingevroren.

Bescherm tegen fluorescentielicht.

Raadpleeg de etiketten op de flessen met individuele
componenten voor specifieke houdbaarheidsdatums.
Complete CHANG Medium C kan voor gebruik
gedurende 10 dagen worden bewaard bij een
temperatuur van 2 °C tot 8 °C zonder dat dit de werking
beinvloedt. Het wordt afgeraden het product langer dan
10 dagen te bewaren.

COMPLETE CHANG MEDIUM C NIET INVRIEZEN.
VOORZORGSMAATREGELEN EN
WAARSCHUWINGEN

Dit hulpmiddel is bedoeld voor gebruik door personeel
dat opgeleid is in procedures waaronder de aangegeven
toepassing waarvoor het hulpmiddel is bedoeld.
Gebruik de CHANG Medium C componenten niet na de
houdbaarheidsdatum weergegeven op de individuele
etiketten.



POLSKI

PRZEZNACZENIE
Pozywka CHANG Medium C moze by¢ uzywana do
nastepujacych zastosowan:
1. hodowli pierwotnej komérek ptynu owodniowego
2. wzrostu pasazowanych komérek ptynu
owodniowego
3. hodowli komérek szpiku kostnego
4. litej tkanki owodniowej z biopsji kosmkéw kosmoéwki
TE POZYWKE ZAPROJEKTOWANO DO UZYTKU
W SYSTEMACH HODOWLI OTWARTYCH (HODOWLE
DOPROWADZONE DO ROWNOWAGI W ATMOSFERZE
5% CO,) | ZAMKNIETYCH (HODOWLE NAPELNIONE
MIESZANINAZ 5% CO, | INKUBOWANE W SZCZELNIE
ZAMKNIETYCH NACZYNIACH HODOWLANYCH).
OPIS WYROBU
Pozywke CHANG Medium C opracowano dla hodowli
pierwotnej ludzkich komérek ptynu owodniowego
przeznaczonych do kariotypowania i wykonywania
innych prenatalnych testow genetycznych. NINIEJSZY
SKLAD ZOPTYMALIZOWANO DLA SYSTEMOW
HODOWLI OTWARTYCH | ZAMKNIETYCH.

SKLADNIKI
Sole i jony Biatka. hormony Wskaznik pH
Chlorek sodu i.czynniki wzrostu Czerwien fenolowa

Selenian sodu Ptodowa surowica ~ Witaminy
Chlorek wapnia bydleca (FBS) i pierwiastki
Chlorek choliny Surowica $ladowe

Chlorek potasu nowonarodzonych
Fosforan potasu cielat Kwas foliowy
Chlorek magnezu Ludzka transferryna  Nikotynamid
Siarczan magnezu  Czynniki wzrostu Ryboflawina
Fosforan sodu fibroblastéw (FGF)  Tiamina

Siarczan zelaza Insulina

Siarczan miedzi Progesteron Kobalamina
Siarczan cynku Testosteron Pirydoksal
Bufor Beta-estradiol Pirydoksyna
Wodoroweglan sodu Hydrokortyzon
Aminokwasy Woda
Alanina Woda o jakosci WFI
Arginina Inne
Asparagina Hipoksantyna
Kwas asparaginowy Biotyna
Cysteina Putrescyna
Cystyna Alkohol etylowy
Kwas glutaminowy  Antyoksydant
Glutamina Kwas tiooktanowy
Glicyna Kwasy nukleinowe
Histydyna Deoksyadenozyna
Izoleucyna Deoksycytydyna
Leucyna Deoksyguanozyna
Lizyna Adenozyna
Metionina Cytydyna
Fenyloalanina Guanozyna
Prolina Tymidyna
Seryna Urydyna
Treonina Substraty
Tryptofan energetyczne
Tyrozyna Glukoza
Walina Pirogronian
Inozytol
ZAPEWNIANIE JAKOSCI
STERYLNOSC

Surowice uzywang do produkcji dodatku CHANG
Medium C przetestowano pod katem zanieczyszczenia
wirusowego zgodnie z Kodeksem Przepisow Federalnych
(CFR), tytut 9, czes$c 113.53. Wykonano réwniez badanie
przesiewowe pod katem zanieczyszczenia mykoplazma.
Pozywke podstawowg CHANG Medium B Basal i dodatek
CHANG Medium C sterylizowano poprzez filtracje przez
filtr o $rednicy poréw 0,1 mikrona. Reprezentatywne
prébki pozywki podstawowej CHANG Medium B Basal
i dodatku CHANG Medium C sg poddawane testom
pod katem mozliwego zanieczyszczenia bakteryjnego
zgodnie z protokotem badania sterylnoéci opisanym
w najnowszym badaniu sterylnosci wg Farmakopei
Amerykanskiej (USP) <71>.
PRZYGOTOWANIE DO UZYCIA
Liofilizowany dodatek
1. Doprowadzi¢ liofilizowany dodatek CHANG
Medium C do temperatury pokojowej.
2. Stosujac techniki aseptyczne, dodac¢ 10 ml lub 50 ml
sterylnej wody destylowanej do liofilizatu. Fiolka
o pojemnosci 10 ml jest przeznaczona dla 90 ml
pozywki podstawowej CHANG Medium B Basal;
fiolka o pojemnosci 50 ml jest przeznaczona dla

Kwas askorbinowy

Kwas pantotenowy

450 ml pozywki podstawowej CHANG Medium B
Basal.

3. Delikatnie obraca¢ fiolke ruchem wirowym, aby
uzyska¢ kompletny roztwér. (UWAGA: W celu
catkowitego rozpuszczenia dodatku moze by¢
konieczne inkubowanie fiolki w temperaturze 37°C
przez 5-10 minut.

4. Aseptycznie przenie$¢ catg zawarto$é
zrekonstytuowanego dodatku CHANG Medium C do
butelki z pozywka podstawowa CHANG Medium B
Basal.

5. Dobrze wymiesza¢ kompletng pozywke CHANG
Medium C, obracajac butelke ruchem wirowym.

6. Dodac¢ L-glutaming, 10,0 ml/l (200 mM). W razie
potrzeby mozna doda¢ antybiotyki.

Zamrozony dodatek

1. Szybko rozmrozi¢ zamrozony dodatek CHANG
Medium C, obracajac fiolke ruchem wirowym w tazni
wodnej nastawionej na temperature 37°C.

2. Aseptycznie przenies¢ catg zawarto$¢ rozmrozonego
dodatku CHANG Medium C do butelki z pozywka
podstawowa CHANG Medium B Basal.

3. Dobrze wymiesza¢ kompletng pozywke CHANG
Medium C, obracajac butelke ruchem wirowym.

4. Doda¢ L-glutaming, 10,0 ml/l (200 mM). W razie
potrzeby mozna doda¢ antybiotyki.

ROZDZIELANIE DODATKU CHANG

MEDIUM C NA PORCJE

Liofilizowany dodatek

Jesli nie jest mozliwe zuzycie catej kompletnej pozywki

CHANG Medium C w ciagu 10 dni, mozna przygotowac

mniejszg ilo$¢ pozywki, modyfikujac procedure

W ponizszy sposob:

1. Zrekonstytuowac liofilizowany dodatek CHANG
Medium C.

2. W sposob aseptyczny rozdzieli¢ dodatek na porcje
o0 odpowiednim rozmiarze, a nastepnie zamrozic.

3. W sposob aseptyczny rozdzieli¢ rowniez pozywke
podstawowg CHANG Medium B Basal na
odpowiednig liczbe porcji.

4. Aby przygotowa¢ kompletng pozywke CHANG
Medium C, doda¢ jedng porcje rozmrozonego
dodatku CHANG Medium C do jednej porcji pozywki
podstawowej CHANG Medium B Basal.

5. Dobrze wymieszac.

Zamrozony dodatek

1. Rozmrozi¢ zamrozony dodatek CHANG Medium C.

2. W sposob aseptyczny rozdzieli¢ dodatek na porcje
o odpowiednim rozmiarze, a nastepnie zamrozi¢
ponownie. (UWAGA: Fiolka z dodatkiem zawiera
roztwdr o objetosci 14 ml lub 70 ml. Rozdzieli¢ po
réwno).

3. W sposob aseptyczny rozdzieli¢ rowniez pozywke
podstawowg CHANG Medium B Basal na
odpowiednig liczbe porcji.

4. Aby przygotowa¢ kompletng pozywke CHANG
Medium C, doda¢ jedna porcje rozmrozonego
dodatku CHANG Medium C do jednej porcji pozywki
podstawowej CHANG Medium B Basal.

5. Dobrze wymieszac¢.

INSTRUKCJA UZYCIA

WARTOSC pH POZYWKI UZYWANEJ DO ZASILANIA

HODOWLI MUSI MIESCIC SIE W ZAKRESIE 6,8-7,2

(tzn. kolor pozywki musi by¢ lekko zéttawo-tososiowy).

Warto$¢ pH mozna tatwo wyregulowaé¢, umieszczajac

pozywke w butelce z lekko odkrgcong zatyczkg

w inkubatorze z atmosferg 5%-8% CO,.

Koncowa warto$¢ pH musi wynosic¢ 6,8-7,2.

Szczegétowe informacje o wykorzystaniu tych produktéw

nalezy zweryfikowa¢ w wewnetrznych procedurach

oraz protokotach laboratorium, ktére opracowano

i zoptymalizowano pod katem poszczegdlnych

programéw medycznych.

Stosowanie pozywki CHANG Medium C dla

hodowli pierwotnych: Metody in situ

1. Odwirowa¢ ptyn owodniowy przy niskiej predkosci,
aby zatezy¢ komorki.

2. Zawiesi¢ osad komérkowy w matej objetosci ptynu
owodniowego pacjentki. Na przyktad zaaspirowac
nadsacz z 10 ml odwirowanego ptynu owodniowego
do 0,5 ml nad osadem komérkowym, a nastepnie

zawiesi¢ osad. Doda¢ wystarczajaca ilo$¢ pozywki
CHANG Medium C do zatezonej zawiesiny
komorkowej, aby uzyska¢ koncowa objetosc
posiewu réwng 0,5 ml na szkietko nakrywkowe
(tacznie 4 szkietka nakrywkowe) lub 2 ml na butelke
hodowlana.

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

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

5. Po 4-5 dniach sprawdzi¢ wzrost hodowli.
Po zaobserwowaniu wzrostu nalezy zasili¢ hodowle
pozywka. Zasila¢ hodowle pozywka, usuwajac
caly nadsacz hodowli i zastepujac go 2 ml $wiezej
pozywki CHANG Medium C. Po wykonaniu tej
czynnosci zalecane jest zasilanie hodowli pozywka
€0 2 dni.

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

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

Stosowanie pozywki CHANG Medium C
dla hodowli pierwotnych: metody hodowli
w butelkach hodowlanych

1. Odwirowa¢ ptyn owodniowy przy niskiej predkosci,
aby zatezy¢ komorki.

2. Zawiesi¢ osad komorkowy w matej objetosci ptynu
owodniowego pacjentki. Na przyktad zaaspirowac¢
nadsacz z 10 ml odwirowanego ptynu owodniowego
do 1 ml nad osadem komérkowym, a nastepnie
zawiesi¢ osad. Doda¢ 4 ml pozywki CHANG
Medium C do catkowitej objetosci rownej 5 ml na
butelke.

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

4. Sprawdzi¢ wzrost hodowli w 5. dniu. Zmieni¢
pozywke na $wiezg pozywke CHANG Medium C
i zebra¢ komorki, jesli zaobserwowano wystarczajacy
wzrost komorek.

5. Po wykonaniu tej czynnosci sprawdza¢ wzrost
hodowli i co drugi dzieh catkowicie wymienia¢
pozywke do czasu zaobserwowania wystarczajacej
liczby kolonii gotowych do zbioru.

6. Najlepsze wyniki otrzymywano, gdy zasilano
hodowle pozywka CHANG Medium C dziefi przed
zbiorem.

UWAGA: W przypadku systeméw hodowli zamknigtych
ptukac kazda butelkg hodowlang mieszaning o sktadzie
5% CO, i 95% powietrza przez 20 sekund. Zakreci¢
zakretki butelek hodowlanych i inkubowa¢ butelki
w temperaturze 37°C. (Aby zapewnic¢ sterylnos¢
wchodzacego gazu, zalecane jest przytaczenie sterylnej
pipety Pasteura do zrodta CO,).

Stosowanie pozywki CHANG Medium C
do wzrostu pasazowanych komaérek ptynu
owodniowego:

Aby wykona¢ pasaz komoérek, podda¢ hodowle
dziataniu trypsyny (lub pronazy itp.), w taki sam
sposob, jak w przypadku komorek rosnacych w pozywce
standardowej. Jednakze nalezy $ci$le monitorowac
komorki poddawane dziataniu proteazy. Komorki ptynu
owodniowego rosnace w pozywce CHANG Medium C
zwykle sg bardziej wrazliwe na dziatanie proteazy
niz komorki ptynu owodniowego rosnace w pozywce
standardowej. W celu uwzglednienia tego faktu moze by¢
konieczne wprowadzenie zmian w protokole.
PRZECHOWYWANIE | STABILNOSC
Przechowywa¢ zamrozony dodatek CHANG Medium C
w temperaturze ponizej -10°C, liofilizowany dodatek
CHANG Medium C w temperaturze od 2°C do 8°C,
pozywke podstawowa CHANG Medium B Basal
w temperaturze od 2°C do 8°C, a kompletng pozywke
CHANG Medium C w temperaturze od 2°C do 8°C.
Nie nalezy zamraza¢ pozywki podstawowej CHANG
Medium B Basal.

Chroni¢ przed $wiattem fluorescencyjnym.

Terminy waznosci okreslono na etykietach butelek
poszczegolnych sktadnikow. Pozywke Complete CHANG
Medium C mozna przechowywac w temperaturze od 2°C
do 8°C przez 10 dni bez negatywnego wplywu na jej
dziatanie. Przechowywanie pozywki przez okres diuzszy
niz 10 dni nie jest zalecane.

NIE ZAMRAZAC KOMPLETNEJ POZYWKI CHANG
MEDIUM C.

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

Nie uzywa¢ sktadnikéw pozywki CHANG Medium C po
uplywie terminu waznosci podanego na poszczegélnych
etykietach.



ROMANA

INDICATIE DE UTILIZARE
CHANG Medium C se poate utiliza pentru urméatoarele
intrebuintari:
1. cultura primara a celulelor din lichidul amniotic
2. cresterea celulelor din lichidul amniotic pasajate
3. cultura celulelor din maduva osoasa
4. tesut amniotic solid din probele de vili chorionici

colectate.
ACEST MEDIU A FOST PROIECTAT PENTRU
UTILIZARE ATAT IN CULTURI DESCHISE (CULTURI
ECHILIBRATE CU OATMOSFEFiA DE CO, 5%), CATSI
IN SISTEME DE CULTURI INCHISE (CULTURI
INUNDATE CU CO, 5% $I INCUBATE CU VASELE DE
CULTURA IMBUTELIATE ERMETIC).
DESCRIEREA DISPOZITIVULUI
CHANG Medium C a fost realizat pentru cultura primara
a celulelor din lichidul amniotic uman in vederea utilizarii
pentru cariotipare si alte teste genetice prenatale.
ACEASTA FORMULA A FOST OPTIMIZATA ATAT
PENTRU SISTEME DESCHISE, CAT SI PENTRU
SISTEME INCHISE.

COMPONENTE

Saruri si ioni Proteine, hormoni Indicator pH

Clorurd de sodiu si factori de crestere Rosu de fenol
Selenit de sodiu Ser fetal bovin Vitamine si
Clorura de calciu (SFB) oligoelemente

Clorura de colina
Clorura de potasiu
Fosfat de potasiu

Ser neonatal bovin
Transferind umana
Factor de crestere

Acid ascorbic
Acid folic
Nicotinamida

Clorura de a fibroblastilor (FCF) Riboflavina
magneziu Insuling Tiamina

Sulfat de magneziu  Progesteron Acid pantotenic
Fosfat de sodiu Testosteron Cobalamina
Sulfat feros Beta-estradiol Piridoxal

Sulfat de cupru Hidrocortizon Piridoxina

Sulfat de zinc Apa
Solutie tampon Calitate WFI
Bicarbonat de sodiu  (water for injection)

Aminoacizi [apa sterila pentru
Alanina injectii]
Arginina Altul
Asparagina Hipoxantina
Acid aspartic Biotind
Cisteina Putresceina
Cistina Alcool etilic
Acid glutamic Antioxidant
Glutamina Acid tioctic
Glicina Acizi nucleici
Histidina Deoxiadenozina
Izoleucina Deoxicitidina
Leucina Deoxiguanozina
Lizina Adenozina
Metionina Citidina
Fenilalanina Guanozina
Prolind Timidina
Serina Uridind
Treonina Substraturi
Triptofan energetice
Tirozina Glucoza
Valina Piruvat

Inozitol

ASIGURAREA CALITATII

STERILITATE

Serul utilizat la producerea suplimentului CHANG

Medium C a fost testat pentru a nu fi contaminat viral,

in conformitate cu CFR Titlul 9 Partea 113.53. Acesta

a fost de asemenea analizat pentru detectarea

contaminarii cu mycoplasma. Atat CHANG Medium B

Basal, cat si suplimentul CHANG Medium C sunt

sterilizate prin filtrare printr-un filtru de 0,1 microni. Probe

reprezentative de CHANG Medium B Basal si supliment

CHANG Medium C sunt testate pentru a nu prezenta

0 posibila contaminare bacteriologica urmand protocolul

de testare a sterilitatii descris in testul de sterilitate

actual prevazut de Farmacopeea Americana <71>.

PREGATIREA PENTRU UTILIZARE

Supliment liofilizat

1. Lasati suplimentul liofilizat CHANG Medium C s& se
echilibreze la temperatura camerei.

2. Folosind tehnici aseptice, adaugati 10 ml sau 50 ml
de apa distilata sterila la liofilizat. Fiola de 10 ml este
pentru 90 ml de CHANG Medium B Basal; fiola de
50 ml este pentru 450 ml CHANG Medium B Basal.

3. Agitati usor fiola pentru a realiza dizolvarea
completa. (NOTA: Poate fi necesara incubarea fiolei
la 37°C timp de 5 pana la 10 minute pentru
dizolvarea completa a suplimentului).

4. Transferati aseptic intregul continut al suplimentului
CHANG Medium C reconstituit in flaconul de CHANG
Medium B Basal.

5. Amestecati bine CHANG Medium C complet prin
agitarea flaconului.

6. Adaugati L-glutamina, 10,0 ml/I (200 mM). Daca se
doreste, se pot adauga antibiotice.

Supliment congelat

1. Dezghetati rapid suplimentul CHANG Medium C
congelat prin agitarea fiolei intr-o baie de apa la 37°C.

2. Transferati aseptic intregul continut al suplimentului
CHANG Medium C dezghetat in flaconul de CHANG
Medium B Basal.

3. Amestecati bine CHANG Medium C complet prin
agitarea flaconului.

4. Adaugati L-glutaming, 10,0 ml/l (200 mM). Daca se
doreste, se pot adauga antibiotice.

REPARTIZAREA SUPLIMENTULUI CHANG

MEDIUM C iN PARTI ALICOTE

Supliment liofilizat

Daca nu puteti utiliza CHANG Medium C complet in

termen de 10 zile, puteti s& realizati cantitati mai mici

urmand pasii acestei modificari de procedura:

1. Reconstituiti suplimentul CHANG Medium C liofilizat.

2. Distribuiti aseptic in parti alicote de marime
convenabila si congelati.

3. De asemenea, distribuiti CHANG Medium B Basal
intr-un numar corespunzator de parti alicote.

4. Pentru a prepara CHANG Medium C complet,
adaugati o parte alicota de supliment CHANG
Medium C dezghetat la o parte alicotd de CHANG
Medium B Basal.

5. Amestecati bine.

Supliment congelat

1. Dezghetati suplimentul CHANG Medium C congelat.

2. Distribuiti aseptic in parti alicote de marime
convenabild si recongelati. (NOTA: Fiola de
supliment contine 14 ml sau 70 ml. Distribuiti in
mod egal.)

3. De asemenea, distribuiti CHANG Medium B Basal
intr-un numar corespunzator de parti alicote.

4. Pentru a prepara CHANG Medium C complet,
adaugati o parte alicota de supliment CHANG
Medium C dezghetat la o parte alicotd de CHANG
Medium B Basal.

5. Amestecati bine.

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

pH-UL MEDIULUI UTILIZAT PENTRU HRANIREA

CULTURILOR TREBUIE SA FIE CUPRINS INTRE 6,8

S1 7,2 (adicd mediul trebuie s& aibd o culoare usor

galbuie-somon). pH-ul poate fi ajustat cu usurinta

punand mediul intr-un incubator de 5%-8% CO, cu
capacul usor slabit.

pH-ul final trebuie sa fie cuprins intre 6,8 si 7,2.

Pentru detalii suplimentare privind folosirea acestor

produse, fiecare laborator trebuie sa isi consulte propriile

proceduri si protocoale de laborator, care au fost
elaborate si optimizate special pentru programul dvs.
medical individual.

Utilizarea CHANG Medium C pentru culturi

primare: Metodologii in situ

1. Centrifugati lichidul amniotic la viteza redusa pentru
a concentra celulele.

2. Resuspendati peleta cu celule intr-un volum mic din
propriul lichid amniotic al pacientei. De exemplu,
aspirati supernatantul din 10 ml de lichid amniotic
centrifugat la 0,5 ml deasupra peletei cu celule si
resuspendati. Adaugati suficient CHANG Medium C
la solutia de celule concentraté pentru a permite un
volum de acoperire final de 0,5 ml per lamela (in total
4 lamele) sau 2 ml per flaconas.

3. Incubati culturile fara a le agita la 37°C intr-o
atmosfera de CO, 5%.

4. Inundati culturile in ziua 2 prin adaugarea a 2 ml de
CHANG Medium C.

5. Dupa 4 sau 5 zile, culturile trebuie verificate pentru
a se vedea daca exista crestere. Odata ce s-a
observat cresterea, culturile trebuie hranite. Hraniti
culturile prin indepartarea intregului supernatant al
culturii si inlocuind-ul cu 2 ml de CHANG Medium C
proaspat. Se recomanda in continuare hranirea
culturilor la fiecare 2 zile.

6. Controlati culturile pentru a vedea daca exista
crestere in/sau dupa ziua 5 si recoltati atunci cand
se observa suficiente colonii.

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

Utilizarea CHANG Medium C pentru culturi

primare: Metodologii cu flacon

1. Centrifugati lichidul amniotic la viteza redusa pentru
a concentra celulele.

2. Resuspendati peleta cu celule intr-un volum mic din
propriul lichid amniotic al pacientei. De exemplu,
aspirati supernatantul din 10 ml de lichid amniotic
centrifugat la 1 ml deasupra peletei cu celule si
resuspendati. Adaugati 4 ml de CHANG Medium C
la un volum total de 5 ml per flacon.

3. Incubati culturile faré a le agita la 37°C intr-o
atmosfera de CO, 5%.

4. Controlati daci exista crestere in ziua 5. Inlocuiti
mediul cu CHANG Medium C proaspat si recoltati
daca se observa cresterea unui numar suficient de
celule.

5. Controlati culturile pentru a vedea daca exista
crestere si inlocuiti in continuare complet mediul
0 datd la doua zile pana cand se observa suficiente
colonii si acestea sunt gata pentru recoltare.

6. Cele maibune rezultate se obtin atunci cand culturile
sunt hranite cu CHANG Medium C in ziua anterioara
recoltarii.

NOTA: Pentru sisteme inchise, clatiti fiecare flacon
de cultura cu un amestec de 5% CO,-95% aer timp de
20 secunde. Strangeti capacele flacoanelor de cultura
si incubati-le la 37°C. (Se recomanda atasarea unei
pipete Pasteur sterile astupate la sursa de CO, pentru
a se asigura sterilitatea gazului care intrd.).
Utilizarea CHANG Medium C pentru
cresterea celulelor din lichidul amniotic
pasajate:

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

DEPOZITARE $I STABILITATE

Depozitati suplimentul CHANG Medium C congelat la
o temperatura sub -10°C, suplimentul CHANG Medium C
liofilizat la o temperatura intre 2°C si 8°C, CHANG
Medium B Basal la o temperatura intre 2°C si 8°C si
CHANG Medium C complet la o temperatura intre 2°C
si 8°C. CHANG Medium B Basal nu trebuie congelat.
Protejati de lumina fluorescenta.

A se vedea etichetele de pe flacoanele componentelor
individuale pentru datele de expirare specifice. CHANG
Medium C complet poate fi depozitat la o temperatura
intre 2°C si 8°C timp de 10 zile inainte de utilizare fara
a-i fi afectata functia. Nu se recomanda depozitarea mai
mult de 10 zile.

ANU SE CONGELA CHANG MEDIUM C COMPLET.
PRECAUTII S| AVERTISMENTE

Acest dispozitiv este conceput pentru a fi utilizat de cétre
personal instruit in proceduri care includ intrebuintarea
pentru care a fost conceput dispozitivul.

Nu utilizati componentele CHANG Medium C dupa data
de expirare indicata pe etichetele individuale.



SVENSKA

INDIKATIONER

CHANG Medium C kan anvandas for foljande
tilldmpningar:

1. primérodling av celler i amnionvatska

2. odling av celler fran amnionvatska fran passage
3. odling av benmargsceller

4. fast amnionvévnad fran chorionvillibiopsi.
DETTA MEDIUM HAR UTVECKLATS FOR
ANVANDNING | BADE OPPNA (ODLINGAR
EKVILIBRERADE | EN 5 % COZ-ATMOSFAR__) OCH
SLUTNA ODLINGSSYSTEM (ODLINGAR FLODADE
MED 5 % CO, OCH INKUBERADE MED ODLINGS-
KARLEN TATT FORSLUTNA).
PRODUKTBESKRIVNING

CHANG Medium C har utvecklats for primarodling av
celler i human amnionvétska for karyotypbestdmning
och andra antenatala genetiska tester. DENNA
NARINGSLOSNING HAR OPTIMERATS FOR BADE
OPPNA OCH SLUTNA SYSTEM.

KOMPONENTER
Salter och joner Proteiner, hormoner  pH-indikator
Natriumklorid samt tillvaxtfaktorer ~ Fenolrott
Natriumselenit Fetalt bovint serum  Vitaminer och
Kalciumklorid (FBS) spardmnen
Kolinklorid Serum fran nyfodda  Askorbinsyra
Kaliumklorid kalvar Folsyra
Kaliumfosfat Humant transferrin ~ Nikotinamid
Magnesiumklorid Fibroblasttillvaxt- Riboflavin
Magnesiumsulfat faktor (FGF) Tiamin
Natriumfosfat Insulin Pantotensyra
Ferrosulfat Progesteron Kobalamin
Kopparsulfat Testosteron Pyridoxal
Zinksulfat Betadstradiol Pyridoxin
Buffert Hydrokortison
Natriumbikarbonat ~ Vatten
Aminosyror Vatten for injektion
Alanin (WFI)
Arginin Ovrigt
Asparagin Hypoxantin
Asparaginsyra Biotin
Cystein Putrescin
Cystin Etylalkohol
Glutaminsyra Antioxidant
Glutamin Tioktinsyra
Glycin Nukleinsyror
Histidin Deoxiadenosin
Isoleucin Deoxicytidin
Leucin Deoxiguanosin
Lysin Adenosin
Metionin Cytidin
Fenylalanin Guanosin
Prolin Tymidin
Serin Uridin
Treonin Energisubstrat
Tryptofan Glukos
Tyrosin Pyruvat
Valin Inositol
KVALITETSSAKRING
STERILITET

Det serum som anvénds vid framstaliningen av CHANG

Medium C-supplement har testats for viral kontamination

enligt CFR titel 9 del 113.53. Det har ocksa screenats

for kontamination av mykoplasma. Bade CHANG

Medium B Basal och CHANG Medium C-supplement

har steriliserats med hjalp av filtrering genom ett

0,1 mikronfilter. Representativa prover av CHANG

Medium B Basal och CHANG Medium C-supplement

testas for eventuell bakteriell kontamination enligt det

sterilitetstestningsprotokoll som beskrivs i det aktuella

USP-sterilitetstestet (USP Sterility test) <71>.

BEREDNING FOR ANVANDNING

Frystorkat supplement

1. Lat CHANG Medium C frystorkat supplement uppna
rumstemperatur.

2. Tillsatt 10 ml eller 50 ml sterilt destillerat vatten med
aseptisk teknik till det frystorkade mediet. 10 ml-
ampullen &r avsedd for 90 ml CHANG Medium B
Basal och 50 ml-ampullen ar avsedd for 450 ml
CHANG Medium B Basal.

3. Snurra ampullen forsiktigt sa att allt pulver [6ses upp
fullstdndigt. (ANM: Man kan behdéva inkubera
ampullen vid 37 °C i 5-10 minuter for att [6sa upp
supplementet fullstandigt).

4. Overfor aseptiskt hela mangden rekonstituerat
CHANG Medium C-supplement till flaskan med
CHANG Medium B Basal.

5. Blanda det kompletta CHANG Medium C val genom
att snurra flaskan.

6. Tillsatt L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Antibiotika
kan tillsattas om sa onskas.

Fryst supplement

1. Tina upp CHANG Medium C fryst supplement snabbt
genom att snurra ampullen i ett 37 °C vattenbad.

2. Overfor aseptiskt hela mangden upptinat CHANG
Medium C-supplement till flaskan med CHANG
Medium B Basal.

3. Blanda det kompletta CHANG Medium C val genom
att snurra flaskan.

4. Tillsatt L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Antibiotika
kan tillsattas om sa onskas.

ALIKVOTERING AV CHANG MEDIUM C-

SUPPLEMENT

Frystorkat supplement

Om hela CHANG Medium C inte kommer att kunna

anvéndas inom 10 dagar kan det vara lampligt att dela

upp det i mindre mangder, med hjalp av féljande
modifierade procedur:

1. Rekonstituera CHANG Medium C frystorkat
supplement.

2. Fordela mediet aseptiskt i alikvoter av Idmplig storlek
och frys ner dem.

3. Dela aven aseptiskt upp CHANG Medium B Basal
i motsvarande antal alikvoter.

4. For att bereda komplett CHANG Medium C, tillsatt
en alikvot upptinat CHANG Medium C-supplement
till en alikvot CHANG Medium B Basal.

5. Blanda val.

Fryst supplement

1. Tina upp CHANG Medium C fryst supplement.

2. Fordela mediet aseptiskt i alikvoter av 1dmplig storlek
och frys ner dem pa nytt. (ANM: Ampullen med
supplement innehéller 14 ml eller 70 ml. Fordela
jamnt.)

3. Dela aven aseptiskt upp CHANG Medium B Basal
i motsvarande antal alikvoter.

4. For att bereda komplett CHANG Medium C, tillsatt
en alikvot upptinat CHANG Medium C-supplement
till en alikvot CHANG Medium B Basal.

5. Blanda val.

BRUKSANVISNING

pH | DET MEDIUM SOM ANVANDS SOM NARINGS-

SUBSTRAT TILL KULTURERNA MASTE VARAMELLAN

6,8-7,2 (dvs. mediet maste ha en svagt gulaktig laxfarg).

pH kan latt justeras genom att mediet placeras i en

5-8 % CO,-inkubator med locket nagot lossat.

Det slutliga pH-vardet maste vara 6,8-7,2.

For ytterligare information om anvandning av dessa

produkter bér varje laboratorium konsultera sina egna

laboratorieférfaranden och -protokoll som utvecklats och
optimerats sarskilt for det egna medicinska programmet.

Anvédndning av CHANG Medium C for

primérkulturer: In situ-metoder

1. Centrifugera amnionvaskan pa lag hastighet for att
koncentrera cellerna.

2. Resuspendera cellpelleten i en liten volym av
patientens egen amnionvatska. Aspirera t.ex.
supernatanten fran 10 ml centrifugerad amnionvatska
till 0,5 ml ovanfor cellpelleten och resuspendera.
Tillsatt tillrackligt med CHANG Medium C till den
koncentrerade cellsuspensionen fér att méjliggéra
en slutlig plattvolym pa 0,5 ml per tackglas (totalt
4 tackglas), eller 2 ml per flaska.

3. Inkubera kulturerna, utan att stora dem, vid 37 °C
i 5% CO,-atmosfar.

4. Floda kulturerna pa dag 2 genom att tillsatta 2 ml
CHANG Medium C.

5. Efter 4-5 dagar bor kulturerna kontrolleras med
avseende pa vaxt. Naring bor tillforas till kulturerna
sa snart vaxt har observerats. Tillfér naring till
kulturerna genom att avlagsna all supernatant fran
kulturen och ersatta den med 2 ml farskt CHANG
Medium C. Det rekommenderas att darefter tillféra
ndring till kulturerna varannan dag.

6. Kontrollera kulturerna med avseende pa vaxt pa/
efter dag 5 och skorda dem nar tillrackligt manga
kolonier observeras.

7. Basta resultat erhalls nar kulturerna tillférs naring
med CHANG Medium C dagen innan de skérdas.

Anvidndning av CHANG Medium C for

primarkulturer: Metoder med flaska

1. Centrifugera amnionvaskan pa lag hastighet for att
koncentrera cellerna.

2. Resuspendera cellpelleten i en liten volym av
patientens egen amnionvatska. Aspirera t.ex.
supernatanten fran 10 ml centrifugerad
amnionvatska till 1 ml ovanfor cellpelleten och
resuspendera. Tillsatt 4 ml CHANG Medium C till en
total volym pa 5 ml per flaska.

3. Inkubera kulturerna, utan att stora dem, vid 37 °C
i 5% CO,-atmosfar.

4. Kontrollera kulturerna med avseende pa vaxt pa
dag 5. Byt ut mediet mot farskt CHANG Medium C
och skdrda om tillrécklig cellvaxt observeras.

5. Kontrollera kulturerna med avseende pa vaxt och
byt darefter helt ut mediet varannan dag tills
tillréckligt med kolonier observeras och r klara att
skordas.

6. Basta resultat erhalls nar kulturerna tillférs naring
med CHANG Medium C dagen innan de skérdas.

ANM: For slutna system, flusha varje odlingsflaska
med 5 % CO, - 95 % luft i 20 sekunder. Dra &t locken
pa odlingsflaskorna och inkubera dem vid 37 °C.
(Det rekommenderas att en steril, pluggad pasteurpipett
ansluts till CO,-kallan for att sékerstélla den inkommande
gasens sterilitet).

Anvandning av CHANG Medium C for
odling av celler fran amnionvéatska fran
passage:

For passage av cellerna, behandla kulturerna med
trypsin (eller pronas etc.) s& som normalt sker vid odling
av celler i konventionellt medium. Proteasbehandlingen
bor dock noga Gvervakas. Celler fran amnionvétska som
odlas i CHANG Medium C tenderar att vara kansligare
for proteasbehandling &n celler fran amnionvatska som
odlas i konventionellt medium. Ert protokoll kan behdva
modifieras for att ta hansyn till detta.

FORVARING OCH HALLBARHET

Férvara CHANG Medium C fryst supplement vid en
temperatur pa under -10 °C, CHANG Medium C
frystorkat supplement vid 2-8 °C, CHANG Medium B
Basal vid 2-8 °C samt komplett CHANG Medium C vid
2-8 °C. CHANG Medium B Basal far inte frysas.
Skyddas mot fluorescerande ljus.

Se etiketterna pa flaskorna med de individuella
komponenterna for specifika utgangsdatum. Komplett
CHANG Medium C kan férvaras vid 2-8 °C i 10 dagar fore
anvandning utan att dess funktion paverkas. Forvaring
under l&ngre tid &n 10 dagar rekommenderas ej.
KOMPLETT CHANG MEDIUM C FAR INTE FRYSAS.
FORSIKTIGHETSATGARDER OCH
VARNINGAR

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

Anvand inte CHANG Medium C-komponenter efter de
utgangsdatum som anges pa de individuella etiketterna.



EESTI KEEL

NAIDUSTUS KASUTAMISEKS

Toodet CHANG Medium C vdib kasutada jargmistel
eesmarkidel.

1. Lootevedeliku rakkude primaarne kultuurimine

2. Tostetud lootevedeliku rakkude kasvatamine

3. Luu(ldi rakkude kultuurimine

4. Tahke lootekude koorioni hattude proovist

SEE SOODE ON LOODUD KASUTAMISEKS NI
AVATUD (5% CO, KESKKONNAS TASAKAALUSTATUD)
KUl KA SULATATUD KULTUURIMISSUSTEEMIDES
(5% CO, ULE LOPUTATUD KULTUURID, MIDA
INKUBEERITAKSE TIHEDALT KORGISTATUD
KULTUURIANUMATES).

SEADME KIRJELDUS

CHANG Medium C to6tati valja inimese lootevedeliku
rakkude primaarseks kultuurimiseks kariiotiipimise ja
muude siinnieelsete geneetiliste testide tegemise
eesmargil. KOOSTIS ON OPTIMEERITUD NIl AVATUD

KUI KA SULETUD SUSTEEMIDE JAOKS.

Soolad ja ioonid
Naatriumkloriid
Naatriumseleniit
Kaltsiumkloriid

OSAD

Valgud, hormoonid
ja kasvufaktorid
Veiseloote péritolu
seerum (FBS)

pH-indikaator
Fenoolpunane

Vitamiinid ja

mikroelemendid

Koliinkloriid Vastsiindinud veise  Askorbiinhape
Kaaliumkloriid paritolu seerum Foolhape
Kaaliumfosfaat Inimese transferriin ~ Nikotiinamiid
Magneesiumkloriid  Fibroplastide Riboflaviin
Magneesiumsulfaat  kasvufaktor (FGF) ~ Tiamiin
Naatriumfosfaat Insuliin Pantoteenhape
Raudsulfaat Progesteroon Kobalamiin
Vasksulfaat Testosteroon Piiridoksaal
Tsinksulfaat Beeta-ostradiool Piiridoksiin
Puhver Hudrokortisoon

Naatrium- Vesi

vesinikkarbonaat WFI kvaliteet

Aminohapped Muu

Alaniin Hupoksantiin

Arginiin Biotiin

Asparagiin Putrestsiin

Asparagiinhape Ettitilalkohol

TsUsteiin Antiokstdant

TsUstiin Lipoehape

Glutamiinhape Nukleiinhapped

Glutamiin Deoksiiadenosiin

Glitsiin Deoksitstidiin

Histidiin Deokstiguanosiin

Isoleutsiin Adenosiin

Leutsiin Tsutidiin

Lisiin Guanosiin

Metioniin Timidiin

Fendidlalaniin Uridiin

Proliin Energia substraadid

Seriin Gliikoos

Treoniin Piruvaat

Triiptofaan Inositool

Tirosiin

Valiin

KVALITEEDI TAGAMINE

STERIILSUS

CHANG Medium C lisandi tootmisel kasutatav seerum

on testitud viraalse saaste suhtes CFR ptk 9 osa 113.53

kohaselt. Samuti on seda testitud miikoplasma suhtes.

Nii CHANG Medium B Basal kui ka CHANG Medium C

lisand on steriliseeritud filtreerimise teel l&bi

0,1-mikronise filtri. Toodete CHANG Medium B Basali

ja CHANG Medium C lisandi esinduslikke proove on

bakterioloogilise saaste suhtes testitud steriilsuse

katseprotokolli jargi, mida on kirjeldatud kehtivas USP

steriilsustestis <71>.

ETTEVALMISTUSED KASUTAMISEKS

Liofiliseeritud lisand

1. Laske CHANG Medium C luofiliseeritud lisandil
toatemperatuurile jduda.

2. Lisage llofilisaadile aseptilist tehnikat kasutades
10 ml voi 50 ml steriilset destilleeritud vett.
10 ml viaal on 90 ml CHANG Medium B Basali jaoks;
50 ml viaal on 450 ml CHANG Medium B Basali
jaoks.

3. Keerutage viaali drnalt, et saada téielik lahus.
(MARKUS. Vaimalik, et viaali on vaja inkubeerida
37 °C 5-10 minutit, et lisandit taielikult lahustada).

4. Viige aseptilist tehnikat kasutades kogu
manustamiskdlblikuks muudetud CHANG Medium C
lisand tile CHANG Medium B Basali pudelisse.

5. Segage CHANG Medium C korralikult 1abi pudeli

keerutamise teel.

6. Lisage L-glutamiini, 10,0 ml/l (200 mM). Vajaduse
korral vdib lisada antibiootikume.

Kiilmutatud lisand

1. Sulatage CHANG Medium C killmutatud lisand kiirelt,
keerutades viaali 37 °C veevannis.

2. Viige aseptilist tehnikat kasutades kogu sulatatud
CHANG Medium C lisand iile CHANG Medium B
Basali pudelisse.

3. Segage CHANG Medium C korralikult Iabi pudeli
keerutamise teel.

4. Lisage L-glutamiini, 10,0 ml/l (200 mM). Vajaduse
korral véib lisada antibiootikume.

CHANG MEDIUM C LISANDI

ALIKVOOTIMINE

Liiofiliseeritud lisand

Kui teil ei dnnestu taielikku CHANG Medium C-d

10 pédeva jooksul &ra kasutada, véite valmistada

vaiksemad kogused, jargides jargmist modifitseerimis-

protseduuri.

1. Muutke manustamiskdlblikuks CHANG Medium C
luofiliseeritud lisand.

2. Jaotage aseptiliselt sobiva suurusega alikvootideks
ja kulmutage.

3. Aseptilist tehnikat kasutades jaotage vastavasse
arvu alikvootidesse ka CHANG Medium B Basal.

4. Taieliku CHANG Medium C valmistamiseks lisage
Uks alikvoot sulatatud CHANG Medium C lisandit
Uhele alikvoodile CHANG Medium B Basalile.

5. Segage hasti 1abi.

Kiilmutatud lisand

1. Sulatage CHANG Medium C kilmutatud lisand.

2. Jaotage aseptiliselt sobiva suurusega alikvootideks
ja killmutage uuesti. (MARKUS. Lisandi viaal
sisaldab 14 ml v&i 70 ml. Jaotage vordselt.)

3. Aseptilist tehnikat kasutades jaotage vastavasse
arvu alikvootidesse ka CHANG Medium B Basal.

4. Taieliku CHANG Medium C valmistamiseks lisage
Uks alikvoot sulatatud CHANG Medium C lisandit
lihele alikvoodile CHANG Medium B Basalile.

5. Segage hasti 1abi.

KASUTUSJUHEND

KULTUURIDE TOITMISEKS KASUTATAVA SOOTME

PH PEAB OLEMA 6,8-7,2 (st s66de peab olema kergelt

kollakasroosa). pH-d on lihtne reguleerida, asetades

s66tme 5-8% CO2 inkubaatorisse, kork veidi lahti.

pH I1dppnéit peab olema 6,8-7,2.

Lisateabe saamiseks nende toodete kasutamise kohta

peavad laborid tutvuma oma protseduuride ja

protokollidega, mis on valja toétatud ja optimeeritud
spetsiaalselt nende individuaalse meditsiiniprogrammi
jaoks.

Toote CHANG Medium C kasutamine

primaarkultuuride puhul: in situ

metodoloogiad

1. Tsentrifuugige lootevedelikku véiksel kiirusel,
et rakke kontsentreerida.

2. Resuspendeerige rakupellet vaheses patsiendi enda
lootevees. Néiteks vdite aspireerida 10 ml tsentri-
fuugitud lootevedeliku supernatanti 0,5 ml vérra
rakupelleti kohale ja resuspendeerida. Lisage
kontsentreeritud rakususpensioonile piisavalt toodet
CHANG Medium C, et igale slaidile oleks vdimalik
kanda 0,5 ml (kokku 4 slaidi) v6i 2 ml rakukasvatus-
pudeli kohta.

3. Inkubeerige kultuure segamatult temperatuuril 37 °C
5% CO, keskkonnas.

4. 2. paeval katke kultuurid ile 2 ml tootega CHANG
Medium C.

5. 4-5 paeva jarel tuleb kontrollida kultuuride kasvu.
Kasvu tuvastamisel tuleb kultuure toita. Toitke
kultuure, eemaldades kogu kultuuri supernatandi ja
asendades selle 2 ml varske CHANG Medium C-ga.
Seejarel on soovitatav kultuure toita iga 2 paeva
jarel.

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

7. Parimad tulemused saavutatakse kultuuride toitmisel
tootega CHANG Medium C iiks paev enne kogumist.

Toote CHANG Medium C kasutamine
primaarkultuuride puhul: rakupudeli
metodoloogiad

1. Tsentrifuugige lootevedelikku véiksel kiirusel,
et rakke kontsentreerida.

2. Resuspendeerige rakupellet vaheses patsiendi enda
lootevees. Naiteks vdite aspireerida 10 ml
tsentrifuugitud lootevedeliku supernatanti 1 ml vorra
rakupelleti kohale ja resuspendeerida. Lisage 4 ml
CHANG Medium C-d 5 ml pudeli kogumahu kohta.

3. Inkubeerige kultuure segamatult temperatuuril 37 °C
5% CO, keskkonnas.

4. 5. paeval kontrollige kasvu. Vahetage s66de varske
CHANG Medium C vastu ja koguge, kui tuvastate
piisava rakukasvu.

5. Kontrollige kultuure kasvu suhtes ja vahetage
seejarel soode ulepdeviti taielikult valja, kuni
tuvastate piisavad kolooniad, mis on kogumiseks
valmis.

6. Parimad tulemused saavutatakse kultuuride toitmisel
tootega CHANG Medium C (ks paev enne kogumist.

MARKUS. Suletud siisteemides loputage igat
kultuuripudelit 5% CO, - 95% &huga 20 sekundit.
Keerake kultuuripudelite kork kinni ja inkubeerige 37 °C.
(CO, allika kilge on soovitatav kinnitada steriilne
Pasteuri pipett, et tagada sissetuleva gaasi steriilsus.).
Toote CHANG Medium C kasutamine
tostetud lootevedeliku rakkude
kasvatamiseks:

Rakkude tdstmiseks tdddelge kultuure triipsiiniga (vi
pronaasiga vms) nagu tavaparasel rakkude kasvatamisel
tavalises s66tmes. Proteaasiga to6tlemist tuleb hoolikalt
jalgida. CHANG Medium C-s kasvatatud lootevedeliku
rakud kipuvad olema proteaasitédtluse suhtes
tundlikumad kui tavaparases sootmes kasvatatud
lootevedeliku rakud. Sellega arvestamiseks tuleb vdib-
olla muuta protokolli.

SAILITAMINE JA STABIILSUS

Hoidke CHANG Medium C kiilmutatud lisandit
temperatuuril alla =10 °C, CHANG Medium C
[Gofiliseeritud lisandit 2-8 °C, CHANG Medium B Basalit
2-8 °C ja taielikku CHANG Medium C-d 2-8 °C. Toodet
CHANG Medium B Basal ei tohi kiilmutada.

Kaitske fluorestentsvalguse eest.

Aegumiskuupéeva vaadake komponendipudelite
etikettidelt. Taielikku CHANG Medium C-d véib séilitada
temperatuuril 2-8 °C 10 paeva, ilma et see mdjutaks
selle funktsiooni. Toodet ei ole soovitatav séilitada tle
10 paeva.

ARGE KULMUTAGE TOODET COMPLETE CHANG
MEDIUM C.

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

Arge kasutage toote CHANG Medium C komponente
parast toote etiketil ndidatud aegumiskuupéeva.



MAGYAR

FELHASZNALASI JAVALLATOK

A CHANG Medium C a kévetkezékre hasznalhato:

1. az amniotikus folyadék sejtjeinek elsédleges
tenyésztése;

2. az amniotikus folyadék passzalt sejtjeinek
novesztése;

3. csontveldsejtek tenyésztése;

4. szilard amnionszdvet mintavételezése
chorionbolyhokbdl.

EZT A MEDIUMOT NYITOTT (5% 08 CO,-

ATMOSZFERAVAL EKVILIBRALT TENYESZETEK) ES

ZART TENYESZTORENDSZEREKBEN (5%-0S CO,-

VEL ELARASZTOTT ES SZOROSAN LEZART

TENYESZTOEDENYEKBEN INKUBALT

TENYESZETEK) TORTENO HASZNALATRA IS

TERVEZTEK.

TERMEKISMERTETES

A CHANG Medium C a human amniotikus folyadék

sejtieinek elsddleges tenyésztésére lett kifejlesztve,

kariotipus meghatarozasahoz és mas antenatalis

genetikai vizsgalatokhoz. AZ OSSZETETELET NYITOTT

ES ZART RENDSZEREKHEZ IS OPTIMALIZALTAK.

OSSZETEVOK

Sok és ionok Fehérjék, hormonok Energiaszubsztratok
Natrium-klorid és novekedési Glikoz
Natrium-szelenit faktorok Piruvat
Kalcium-klorid Magzati Inozitol

Kolin-klorid szarvasmarha pH-indikator
Kalium-klorid szérum (fetal bovine  Fenolvérds
Kalium-foszfat serum, FBS) Vitaminok és
Magnézium-klorid Ujszulott nyomelemek

Magnézium-szulfat ~ szarvasmarha Aszkorbinsav

Natrium-foszfat szérum Folsav
Vas-szulfat Human transzferrin - Nikotinamid
Réz-szulfat Fibroblaszt Riboflavin
Cink-szulfat novekedési faktor Tiamin
Puffer (fibroblast growth Pantoténsav
Natrium-bikarbonat ~ factor, FGF) Kobalamin
Aminosavak Inzulin Piridoxal
Alanin Progeszteron Piridoxin
Arginin Tesztoszteron

Aszparagin Béta-osztradiol

Aszparaginsav Hidrokortizon
Cisztein Viz
Cisztin Injekcidhoz vald
Glutaminsav mindség viz
Glutamin Egyéb
Glicin Hipoxantin
Hisztidin Biotin
Izoleucin Putreszcin
Leucin Etil-alkohol
Lizin Antioxidans
Metionin Tioktansav
Fenilalanin Nukleinsavak
Prolin Dezoxi-adenozin
Szerin Dezoxi-citidin
Treonin Dezoxi-guanozin
Triptofan Adenozin
Tirozin Citidin
Valin Guanozin

Timidin

Uridin
MINOSEGBIZTOSITAS
STERILITAS

ACHANG Medium C Supplement el6allitasahoz hasznalt

szérum virusszennyezodését a CFR 9. cimének

113.53 része szerint vizsgaltak. A médium mikoplazma-

szennyezddését is megvizsgaltak. ACHANG Medium B

Basal és a CHANG Medium C Supplement sterilizalasa

is 0,1 mikronos sz{ir6n at térténd szlréssel tortént.

A CHANG Medium B Basal és a CHANG Medium C

Supplement reprezentativ mintait a jelenlegi Amerikai

Gyogyszerkonyv sterilitasi vizsgalataban <71> leirt

sterilitasvizsgalati protokollt kdvetve tesztelik

a lehetséges bakterioldgiai szennyezddésre.

ELOKESZITES A FELHASZNALASRA

Liofilizalt kiegészité készitmény

1. Hagyja szobahémérsékleten egyensulyba kertilni
a CHANG Medium C Lyophilized Supplement
készitményt.

2. Aszeptikus technikat alkalmazva adjon 10 ml vagy
50 ml steril desztillalt vizet a liofilizatumhoz. A 10 ml-
es fiola a 90 ml-es CHANG Medium B Basal
médiumhoz, az 50 ml-es fiola a 450 ml-es CHANG
Medium B Basal készitményhez tartozik.

3. Ateljes feloldddashoz évatosan forgassa a fiolat.

(MEGJEGYZES: Eléfordulhat, hogy a fiolat 37 °C-on
5-10 percig inkubalni kell a kiegészité készitmény
teljes feloldaséhoz.)

4. Aszeptikusan tegye at a feloldott CHANG Medium C
Supplement teljes tartalmat a CHANG Medium B
Basal livegébe.

5. Keverje 0ssze alaposan a teljes CHANG Medium C
médiumot az iiveg forgatasaval.

6. Adjon hozza 10,0 ml/I (200 mM) L-glutamint.
Sziikség esetén hozzaadhat antibiotikumot.

Fagyasztott kiegészitd készitmény

1. Olvassza fel gyorsan a CHANG Medium C Frozen
Supplement készitményt a fiola 37 °C-os
vizfiirdében térténd forgatasaval.

2. Aszeptikusan tegye at a felolvasztott CHANG
Medium C Supplement teljes tartalmat a CHANG
Medium B Basal iivegébe.

3. Keverje 0ssze alaposan a teljes CHANG Medium C
médiumot az iiveg forgatasaval.

4. Adjon hozza 10,0 ml/I (200 mM) L-glutamint.
Sziikség esetén hozzaadhat antibiotikumot.

A CHANG MEDIUM C SUPPLEMENT

SZETOSZTASA

Liofilizalt kiegészité készitmény

Ha 10 napon beliil nem tudja felhasznalni a teljes

CHANG Medium C médiumot, érdemes lehet kisebb

mennyiségekre osztani az eljaras modositasat kovetve:

1. Oldja fel a CHANG Medium C Lyophilized
Supplement készitményt.

2. Aszeptikusan ossza a kivant méretii alikvotokra,
és fagyassza le.

3. A CHANG Medium B Basal készitményt is ossza
aszeptikusan ugyanennyi szamu alikvotra.

4. Atelies CHANG Medium C médium elkészitéséhez
adjon egy alikvot felolvasztott CHANG Medium C
Supplement készitményt egy alikvot CHANG
Medium B Basal készitményhez.

5. Keverje 8ssze alaposan.

Fagyasztott kiegészité készitmény

1. Olvassza fel a CHANG Medium C Frozen
Supplement készitményt.

2. Aszeptikusan ossza a kivant méret(i alikvotokra, és
fagyassza le Ujra. (MEGJEGYZES: A kiegészitd
készitményt tartalmazo fiola 14 mi-t vagy 70 ml-t
tartalmaz. Ossza egyenlére részekre.)

3. A CHANG Medium B Basal készitményt is ossza
aszeptikusan ugyanennyi szamu alikvotra.

4. Atelies CHANG Medium C médium elkészitéséhez
adjon egy alikvot felolvasztott CHANG Medium C
Supplement készitményt egy alikvot CHANG
Medium B Basal készitményhez.

5. Keverje Ossze alaposan

HASZNALATI UTASITAS

ATENYESZETEK TAPLALASARA SZOLGALO MEDIUM

pH-ERTEKENEK 6,8 és 7,2 KOZOTT KELL LENNIE

(azaz a médiumnak enyhén sargas-lazacsziniinek kell

lennie). A pH kdnnyen beéllithato agy, hogy a médiumot

5-8%-0s CO,-inkubatorba teszi, enyhén meglazitott
kupakkal.

A végsd pH-értéknek 6,8 és 7,2 kozott kell lennie.

Atermékek hasznélatara vonatkozo tovabbi részletekért

minden laboratériumnak a sajat laboratériumi eljarasait

és protokolljait kell figyelembe vennie, amelyeket
specifikusan a sajat orvosi programjukhoz hoztak létre
és optimalizaltak.

A CHANG Medium C felhasznalasa

elsédleges tenyésztéshez: In situ

moédszerek

1. Centrifugélja az amniotikus folyadékot alacsony
sebességgel a sejtek koncentralasahoz.

2. Szuszpendalja fel Ujra a sejtpelletet a beteg sajat
amniotikus folyadékanak kis mennyiségében.
Példaul szivja fel 10 ml centrifugalt amniotikus
folyadék feliluszojat 0,5 ml-re a sejtpellet folé,
és szuszpendalja fel Ujra. Adjon elegendé CHANG
Medium C médiumot a koncentralt sejtszusz-
penziéhoz Ugy, hogy a végsd szélesztési térfogat
fed6lemezenként 0,5 ml (6sszesen 4 feddlemez)
vagy flaskanként 2 ml legyen.

3. Inkubdlja a tenyészeteket zavartalanul 37 °C-on,
5%-0s CO,-atmoszféraban.

4. Arassza eI atenyészeteket a 2. napon 2 ml CHANG
Medium C hozz4adasaval.

5. 4-5 nap elteltével ellendrizni kell a tenyészetek
névekedését. A tenyészeteket a novekedés
megéllapitdsa utén taplaini kell. A tenyészetek
taplalasahoz tavolitsa el a tenyészet dsszes
fellluszojat, és helyettesitse 2 ml friss CHANG
Medium C médiummal. Javasoljuk, hogy a tenyé-
szeteket ezutan 2 naponta taplalja.

6. Ellendrizze a tenyészetek névekedését az 5. napon
vagy azt kovetéen, és amikor elegendd kolonia
figyelheté meg, végezze el az 6sszegyjtést.

7. Alegjobb eredmények ugy érhetdek el, ha a tenye-
szeteket az dsszegyijtés elétti napon CHANG
Medium C médiummal taplaljak.

A CHANG Medium C felhasznalasa
elsédleges tenyésztéshez: Flaska
modszerek

1. Centrifugélja az amniotikus folyadékot alacsony
sebességgel a sejtek koncentralasahoz.

2. Szuszpendalja fel Ujra a sejtpelletet a beteg sajat
amniotikus folyadékanak kis mennyiségében.
Példaul szivja fel 10 ml centrifugalt amniotikus
folyadék fellluszojat 1 ml-re a sejtpellet folé,
és szuszpendalja fel Gjra. Adjon 4 ml CHANG
Medium C médiumot a flaskanként 5 ml-es teljes
térfogathoz.

3. Inkubalja a tenyészeteket zavartalanul 37 °C-on,
5%-0s CO,-atmoszféraban.

4. Ellendrizze a ndvekedést az 5. napon. Cserélje ki a
médiumot friss CHANG Medium C médiumra, és ha
elegend sejtndvekedés figyelhetd meg, végezze el
az 0sszegylijtést.

5. Ellenérizze a tenyészetek novekedését, és ezt
kévetben cserélje ki teljesen a médiumot minden
masodik napon addig, amig elegendd kolénia nem
figyelheté meg és a koloniak készen nem alinak az
oOsszegy(jtésre.

6. Alegjobb eredmények ugy érhetdek el, ha a tenyé-
szeteket az dsszegyljtés elétti napon CHANG
Medium C médiummal taplaljak.

MEGJEGYZES: Zart rendszerek esetén minden egyes
tenyésztéflaskat oblitsen at 5% CO, és 95% levegd
keverékével 20 masodpercig. Szoritsa a kupakokat a
tenyésztoflaskakra, és inkubalja a flaskakat 37 °C-on.
(Javasoljuk, hogy a bejové gaz sterilitdsanak biztositasa
érdekében csatlakoztasson egy steril, dugéval ellatott
Pasteur-pipettat a CO,-forrashoz.)

A CHANG Medium C felhasznalasa az
amniotikus folyadék passzalt sejtjeinek
novesztéséhez:

A sejtek passzélasahoz kezelje a tenyészeteket
tripszinnel (vagy pronézzal stb.), ahogyan tenné abban
az esetben, ha a sejtek hagyomanyos médiumban
novekednének. A protedzkezelést azonban gondosan
ellendrizni kell. Az amniotikus folyadék CHANG
Medium C médiumban ndvekvé sejtjei altalaban
érzékenyebbek a proteazkezelésre, minta hagyomanyos
médiumban ndvekve sejtek. Ennek figyelembevételéhez
szlikséges lehet a protokoll modositasa.

TAROLAS ES STABILITAS

A CHANG Medium C Frozen Supplement készitményt
—10 °C alatti hémérsékleten, a CHANG Medium C
Lyophilized Supplement készitményt 2 °C és 8 °C kdz6tt,
a CHANG Medium B Basal készitményt 2 °C és 8 °C
kozott, a Complete CHANG Medium C médiumot 2 °C
és 8 °C kozott tarolja. A CHANG Medium B Basal
készitményt tilos fagyasztani.

Védje a fluoreszcens fénytl.

Az adott lejarati datumokra vonatkozoan lasd az egyes
Osszetevok livegén talalhatd cimkéket. A Complete
CHANG Medium C 2 °C és 8 °C kozotti hdmérsékleten
10 napig tarolhaté a hasznalat el6tt anélkil, hogy ez
befolyasolna a funkciéjat. 10 napnal hosszabb ideig tartd
tarolas nem ajanlott.

NE FAGYASSZALE A COMPLETE CHANG MEDIUM C
MEDIUMOT.

OVINTEZKEDESEK ES
FIGYELMEZTETESEK

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

Ne hasznalja a CHANG Medium C 6sszetevéit az egyes
cimkéken feltlintetett lejarati idén tul.



LIETUVIY K.

NAUDOJIMO INDIKACIJA

,CHANG Medium C* terpe galima naudoti Sioms

paskirtims:

1. amniono skyscio Iasteliy pirminei kultdrai;

2. auginant perkeltas amniono skyscio Igsteles;

3. kauly Ciulpy lasteliy kultarai;

4. tvirto amniono audiniui, gautam paémus chorioniniy,
iSaugy (gaureliy) méginius.

81 TERPE YRA SKIRTA NAUDOTI ATVIROSE

(KULTUROS STABILIZUOTOS 5 % CO,ATMOSFEROJE)

IR UZDAROSE KULTURY SISTEMOSE (KULTUROS

APSEMTOS 5 % CO, IR LAIKOMOS INKUBATORIUJE

PATIKIMAI UZDARIUS KULTURY INDUS).

|TAISO APRASYMAS

,CHANG Medium C* terpé buvo sukurta Zmogaus

amniono skyscio lIasteliy pirminei kultdrai ir yra skirta

naudoti atliekant kariotipavima ir kita prenatalinj genetinj

tyrima. 81 FORMULE BUVO OPTIMIZUOTA NAUDOTI

ATVIROMS IR UZDAROMS SISTEMOMS.

SUDEDAMOSIOS DALYS

Druskos ir jonai
Natrio chloridas
Natrio selenitas
Kalcio chloridas
Cholino chloridas
Kalio chloridas
Kalio fosfatas

Baltymai, hormonai

ir augimo faktoriai
Jaucio embriono

kraujo serumas
(FBS)

Jaucio naujagimio
kraujo serumas

Energetiniai
substratai

Gliukozé

Piruvatas

Inozitolis

pH indikatorius
Fenolio raudonasis

Magnio chloridas Zmogaus Vitaminai ir
Magnio sulfatas transferinas mikroelementai
Natrio fosfatas Fibroblasto augimo  Askorbo ragstis
Gelezies sulfatas faktorius (FGF) Folio ragstis
Vario sulfatas Insulinas Nikotinamidas
Cinko sulfatas Progesteronas Riboflavinas
Buferinis tirpalas Testosteronas Tiaminas
Natrio bikarbonatas  Beta estradiolis Pantoteniné ragstis
Amino rgstys Hidrokortizonas Kobalaminas
Alaninas Vanduo Piridoksalis
Argininas Injekcinio vandens  Piridoksinas
Asparaginas kokybé

Asparto ragstis Kita

Cisteinas Hipoksantinas

Cistinas Biotinas

Glutamo ragstis Putrescinas

Glutaminas Etilo alkoholis

Glicinas Antioksidantas

Histidinas Lipo ragstis

Izoleucinas Nukleino riigstys

Leucinas Deoksiadenozinas

Lizinas Deoksitidinas

Metioninas Dezoksiguanozinas

Fenilalaninas Adenozinas

Prolinas Citidinas

Serinas Guanozinas

Treoninas Timidinas

Triptofanas Uridinas

Tirozinas

Valinas

KOKYBES UZTIKRINIMAS

STERILUMAS

,CHANG Medium C* papildo gamyboje naudotas

serumas buvo patikrintas dél uzter§imo virusais pagal

CFR 9 antrastine dalj, 113.53 dalj. Jis taip pat buvo

patikrintas, ar néra mikoplazmos uzter§imo. ,CHANG

Medium B Basal* ir ,CHANG Medium C* papildas yra

sterilizuoti filtruojant per 0,1 mikrono filtra. ,CHANG

Medium B Basal“ ir ,CHANG Medium C* papildo tipiniai

méginiai yra istiriami dél galimo uzter§imo bakterijomis,

laikantis sterilumo tyrimo protokolo, kuris apibadintas
pagal Siuo metu patvirtintg Jungtiniy Valstijy
farmakopéjos sterilumo testg <71>.

PARUOSIMAS NAUDOTI

Liofilizuotas papildas

1. Palikite ,CHANG Medium C“ liofilizuota papildg
pastoveéti, kol taps kambario temperatiros.

2. Taikydami aseptinius metodus, | liofilizatg pridékite
10 arba 50 ml sterilaus distiliuoto vandens. 10 ml
flakonas yra skirtas 90 ml ,CHANG Medium B Basal*;
50 ml flakonas — 450 ml ,CHANG Medium B Basal".

3. Svelniai pasukinékite flakona, kad tirpalas
susimaisyty. (PASTABA. Flakona gali reikéti palaikyti
inkubatoriuje 37 °C temperattroje 5-10 minugiu,
kad papildas visiskai istirptu).

4, Perkelkite visq atskiesto ,CHANG Medium C* papildo
turinj | ,CHANG Medium B Basal“ buteliuka,
talkydaml aseptinius metodus.

5. Sukdami buteliuka gerai sumaisykite ,CHANG

Medium C*.

6. Pridékite L-glutamino - 10,0 ml/l (200 mM).
Jei pageidaujama, galima prideti antibiotiky.

Susaldytas papildas

1. Atsildykite ,CHANG Medium C* suSaldytg papilda,
greitai sukdami flakong 37 °C temperatiiros vandens
voneléje.

2. Perkelkite visg atSildyto ,CHANG Medium C* papildo
turin{ | ,CHANG Medium B Basal“ buteliuka,
taikydami aseptinius metodus.

3. Sukdami buteliukg gerai sumaiSykite ,CHANG
Medium C*.

4. Pridékite L-glutamino — 10,0 ml/l (200 mM).
Jei pageidaujama, galima pridéti antibiotiky.

»CHANG MEDIUM C“ PRIEDO DALIJIMAS

| PORCIJAS

Liofilizuotas papildas

Jei per 10 dieny sunaudosite ne visg ,CHANG

Medium C* terpe, galite pasigaminti mazZesnius jos

kiekius, laikydamiesi Sios modifikuotos procedros:

1. Atskieskite ,CHANG Medium C* liofilizuotg papilda.

2. Aseptiskai paskirstykite | patogaus naudoti dydzio
alikvotines dalis ir uzsaldykite.

3. AseptiSkai padalykite ,CHANG Medium B Basal*

| atitinkama alikvotiniy daliy skaiciy.
Norédami paruosti ,CHANG Medium C*, vieng
atSildyto ,CHANG Medium C* papildo alikvotine
dali dékite | vieng ,CHANG Medium B Basal*
alikvotine dalj.

5. Gerai sumaiykite.

Susaldytas papildas

1. AtSildykite ,CHANG Medium C* suSaldyta papilda.

2. AseptiSkai paskirstykite | patogaus naudoti dydzio
alikvotines dalis ir pakartotinai uz8aldykite.
(PASTABA. Papildo flakonas yra 14 arba 70 ml tario.
Tolygiai paskirstykite.)

3. AseptiSkai padalykite ,CHANG Medium B Basal*
| atitinkama alikvotiniy daliy skaiciy.

4. Norédami paruosti ,CHANG Medium C*, vieng
atSildyto ,CHANG Medium C* papildo alikvotine
dal{ dékite | vieng ,CHANG Medium B Basal*
alikvotine dalj.

5. Gerai sumaiSykite.

NAUDOJIMO NURODYMAI

KULTUROMS MAITINTI NAUDOJAMOS TERPES pH

TURIBUTI 6,8-7,2 (t. y. terpé turi biti gelsvos lasisinés

spalvos). pH galima lengvai pakoreguoti jdedant terpe

{ 5-8 % CO, inkubatoriy, Siek tiek atsukus dangtel].

Galutinis pH turi bati 6,8-7,2.

ISsamesniy, Siy produkty naudojimo gairiy kiekviena

laboratorija turi ieSkoti savo vidaus darbo tvarkos

taisyklése ir metodiniuose nurodymuose, specialiai
parengtuose ir optimizuotuose pagal atskiros
medicininés programos nuostatas.

»CHANG Medium C“ terpés naudojimas

pirminéms lIgsteliy kultiroms: in situ

metodai

1. Centrifuguokite amniono skystj nedideliu greiiu,
kad koncentruotuméte Igsteles.

2. Resuspenduokite Igstelés granule nedideliame
kiekyje pacientés amniono skys¢io. Pavyzdziui,
siurbkite 10 ml supernatanto i$ centrifuguoto
amniono skyscio, palikdami 0,5 ml vir§ Igstelés
granulés, ir resuspenduokite. Pakankama kiekj
,CHANG Medium C* terpés jlaSinkite | koncentruotg
lasteliy suspensija, kad baty pasiektas galutinis
lekstelés taris — 0,5 ml vienam dengiamajam stikleliui
(i viso — 4 dengiamieji stikleliai) arba 2 ml vienai
flasketei.

3. Kultdras netrukdomai inkubuokite 37 °C
temperatroje 5 % CO, atmosferoje.

4. 2-gjg dieng apsemkite kultoras, pridédami 2 ml
,CHANG Medium C* terpés.

5. Po 4-5 dieny kultdras reikia patikrinti, ar auga.
Pastebéjus, kad kultdros auga, jas reikia maitinti.
Maitinkite kultdras paSalindami visg kultlros
pavirSinj sluoksnj ir pakeisdami terpe | 2 ml $viezios
,CHANG Medium C* terpés. Véliau rekomenduojama
kultdras maitinti kas 2 dienas.

6. 5-gdiengarba po 5 dieny patikrinkite kultdry augima,
ir aptike pakankamai kolonijy lasteles surinkite.

7. Geriausiy rezultaty pasiekiama kultiras maitinant
,CHANG Medium C* terpéje, likus dienai iki kultdry
émimo.

»CHANG Medium C“ terpés naudojimas
pirminéms Iasteliy kultiroms: Kolbos
metodologijos

1. Centrifuguokite amniono skystj nedideliu greiciu, kad
koncentruotuméte Igsteles.

2. Resuspenduokite Iastelés granule nedideliame
kiekyje pacientés amniono skys¢io. Pavyzdziui,
siurbkite 10 ml supernatanto i§ centrifuguoto
amniono skyscio, palikdami 1 ml vir§ Igstelés
granulés, ir resuspenduokite. |pilkite 4 ml ,CHANG
Medium C* terpés, kad kiekvienoje kolboje bty
po 5 ml.

3. Kultdras netrukdomai inkubuokite 37 °C
temperatiroje 5 % CO, atmosferoje.

4. 5-gjg dieng patikrinkite augima. Pakeiskite terpe
Sviezia ,CHANG Medium C* terpe ir imkite kultdras,
jei pastebéjote, kad uzaugo pakankamai lasteliy.

5. Po to kas antrg dieng patikrine kultiry augimg
visiSkai pakeiskite terpe, kol bus priaugusiy
pakankamai kolonijy, kurias galima surinkti.

6. Geriausiy rezultaty pasiekiama kultiras maitinant
,CHANG Medium C* terpéje, likus dienai iki kultdry,
émimo.

PASTABA. Kultivuodami uzdarosiose sistemose,
kiekvieng pasélio flakonélj 20 sekundziy eksponuokite
5 % CO, ir 95 % oro miSiniu. Sandariai prisuke
dangtelius, flakonélius su kultGromis inkubuokite 37 °C
temperattroje. (Rekomenduojama prie CO, Saltinio
prijungti sterilig Pastero pipete su kam&tuku, uZtikrinant
{einanciy dujy steriluma.)

»CHANG Medium C*“ terpés naudojimas
auginant perkeltas amniono skyscio
lasteles

Norédami perkelti Igsteles, apdorokite kultdras tripsinu
(arba pronasu ir pan.), kaip jprasta auginant lasteles
iprastinéje terpéje. TaCiau proteazés procedirg reikia
atidziai stebéti. ,CHANG Medium C* terpéje uZaugintos
amniono skyscio Igstelés yra jautresnés proteazés
proceddrai nei amniono skyscio Iastelés, uzaugintos
iprastinéje terpéje. Gali prireikti pakeisti protokolg,
kad galétuméte atsizvelgti | §j fakta.

LAIKYMAS IR STABILUMAS

,CHANG Medium C* su$aldytq papildg laikykite
zemesnéje kaip -10 °C temperatiroje, ,CHANG
Medium C* liofilizuotg papildg — 2-8 °C temperatiroje,
,CHANG Medium B Basal* — 2-8 °C temperatiroje,
o0 visg ,CHANG Medium C* - 2-8 °C temperatiroje.
,CHANG Medium B Basal" negalima uz3aldyti.
Saugoti nuo fluorescenciniy spinduliy.

Konkrecios galiojimo pabaigos datos ieSkokite
individualiy sudedamujy daliy, etiketése. Visa ,CHANG
Medium C* galima laikyti 2-8 °C temperattroje
10 dieny - per §j laikg jos savybés nepakinta.
Nerekomenduojama laikyti ilgiau kaip 10 dieny.
NESALDYKITE VISOS ,CHANG MEDIUM C*.
ATSARGUMO PRIEMONES IR |]SPEJIMAI
Si priemoné yra skirta naudoti darbuotojams,
iSmokytiems atlikti procediras, susijusias su priemonés
taikymu pagal numatytg paskirt].

Nenaudokite ,CHANG Medium C* sudedamuyjy daliy,
pasibaigus etiketése nurodytai galiojimo pabaigos datai.



TURKGE

KULLANIM ENDIKASYONU

CHANG Medium C su uygulamalar igin kullanilabilir:

1. amniyotik sivi hiicrelerinin primer kiilturi

2. pasaj yaplimis amniyotik sivi hiicrelerini Gretme

3. kemik iligi hticrelerinin kulttird

4. koryonik villus 6rneklemesinden solid amniyotik
doku.

BU VASAT HEM ACIK (%5 CO, ATMOSFERINDE

DENGELENMI$ KULTURLER) HEM KAPALI (%5 CO,

DOLDURULMUS VE KULTUR KAPAGI SIKICA

KAPATILMIS OLARAK iNKUBE EDILMI$ KULTURLER)

KULTUR SISTEMLERIYLE KULLANILMAK UZERE

TASARLANMISTIR.

CIHAZ TANIMI

CHANG Medium C karyotipleme ve diger antenatal

genetik testlerde kullanima yodnelik olarak insan

amniyotik sivi hicrelerinin primer kiltird igin

gelistirilmistir. BU FORMUL HEM AGIK HEM KAPALI

SISTEMLER iGIiN OPTIMIZE EDILMISTIR.

BILESENLER

Proteinler.

Tuzlar ve iyonlar pH Géstergesi

Sodyum Kilortir Hormonlar ve Fenol kirmizisi
Sodyum Selenit Biiylime Faktérleri ~ Vitaminler ve
Kalsiyum Klorir Fetal sigir serumu  eser elemanlar
Kolin Kloriir (FSS) Askorbik asit
Potasyum Klorir Yenidogan sigir Folik asit
Potasyum Fosfat serumu Nikotinamid
Magnezyum Kloriir  Insan transferrini Riboflavin

Magnezyum Siilfat
Sodyum Fosfat

Fibroblast bliyime ~ Tiyamin
faktord (FGF) Pantotenik asit

Ferroz Siilfat Insiilin Kobalamin
Kuprik Sulfat Progesteron Piridoksal
Ginko Siilfat Testosteron Piridoksin
Tampon Beta estradiol
Sodyum Bikarbonat  Hidrokortizon
Amino Asitler Su
Alanin Enjeksiyonluk
Arjinin Su Kalitesi
Asparajin Diger
Aspartik Asit Hipoksantin
Sistein Biyotin
Sistin Putresin
Glutamik Asit Etil alkol
Glutamin Antioksidan
Glisin Tiyoktik asit
Histidin Nikleik asitler
1zoldsin Deoksiadenozin
Losin Deoksisitidin
Lizin Deoksiguanozin
Metiyonin Adenozin
Fenilalanin Sitidin
Prolin Guanozin
Serin Timidin
Treonin Uridin
Triptofan Eneriji Substratlari
Tirozin Glukoz
Valin Piruvat
inositol
KALITE GUVENCE
STERILITE

CHANG Medium C (retiminde kullanilan serum, CFR

Baslik 9 Kisim 113.53 uyarinca viral kontaminasyon igin

test edilmistir. Ayrica mikoplazma kontaminasyonu igin

taranmistir. CHANG Medium B Basal ve CHANG

Medium C Takviyesi 0,1 mikron bir filtreden filtrasyon

yoluyla sterilize edilmisti. CHANG Medium B Basal ve

CHANG Medium C Takviye temsili drnekleri mevcut USP

sterilite testi <71> icinde tanimlanan sterilite testi

protokoll izlenerek olasi bakteriyolojik kontaminasyon
acisindan test edilir.

KULLANIM HAZIRLIGI

Liyofilize Takviye

1. CHANG Medium C Liyofilize Takviye riintiniin oda
sicakliina dengelenmesini bekleyin.

2. Aseptik teknikler kullanarak liyofilizata 10 mL veya
50 mL steril distile su ekleyin. 10 mL flakon 90 mL
CHANG Medium B Basal Uriinii igindir; 50 mL flakon
450 mL CHANG Medium B Basal driind igindir.

3. Tim soliisyonu etkilemek lizere yavasca gevirin.
(NOT: Takviyeyi tamamen ¢dzmek igin flakonu
37°C'de 5 - 10 dakika inkiibe etmek gerekebilir).

4. Sulandirimig CHANG Medium C Takviye Grln(inin
tim icerigini CHANG Medium B Basal sisesi icine
aseptik olarak aktarin.

5. Complete CHANG Medium C rlnlnd siseyi
cevirerek iyice karistirin.

6. L-Glutamin, 10,0 mL/L (200 mM) ekleyin. Istenirse
antibiyotikler eklenebilir.

Dondurulmus Takviye

1. CHANG Medium C Dondurulmus Takviye driinini
flakonu bir 37°C su banyosunda gevirerek hizla
¢Ozin.

2. Goziinmiis CHANG Medium C Takviye driintiniin tim
icerigini CHANG Medium B Basal sisesi igine aseptik
olarak aktarin.

3. Complete CHANG Medium C drlininl siseyi
cevirerek iyice karistirin.

4. L-Glutamin, 10,0 mL/L (200 mM) ekleyin. Istenirse
antibiyotikler eklenebilir.

CHANG MEDIUM C TAKVIYE

ALIKOTLAMA

Liyofilize Takviye

Tim CHANG Medium C UrlGnind 10 gin iginde

kullanamayacaksaniz bu islem modifikasyonunu

izleyerek daha kiiglik miktarlar olusturmak isteyebilirsiniz:

1. CHANG Medium C Liyofilize Takviye rliniini
sulandirin.

2. Uygun biiyiklikte alikotlara aseptik olarak dagitin
ve dondurun.

3. Ayrica CHANG Medium B Basal Grlnini karsilik
gelen sayida alikota aseptik olarak verin.

4. Complete CHANG Medium C hazirlamak igin bir
alikot ¢6zlilmis CHANG Medium C Takviye triinuni
bir alikot CHANG Medium B Basal iiriiniine ekleyin.

5. lyice karistirin.

Dondurulmus Takviye

1. CHANG Medium C Dondurulmus Takviye drinini
¢Oziin.

2. Uygun blytiklukte alikotlara aseptik olarak dagitin
ve tekrar dondurun. (NOT: Takviye flakonu 14 mL
veya 70 mL igerir. Esit olarak dagitin.)

3. Ayrica CHANG Medium B Basal trlniini karsilik
gelen sayida alikota aseptik olarak verin.

4. Complete CHANG Medium C hazirlamak igin bir
alikot ¢ozlilmiis CHANG Medium C Takviye Uriinini
bir alikot CHANG Medium B Basal iiriiniine ekleyin.

5. lyice karitirin.

KULLANMA TALIMATI

KULTURLERI BESLEMEK IGIN KULLANILAN VASATIN

pH DEGERI 6,8 - 7,2 OLMALIDIR (yani vasat hafif

sarimsi pembe olmalidir). pH, vasati kapadi hafif¢e
gevsetilmis olarak bir %5 - %8 CO, inkiibatdriine koyarak
kolayca ayarlanabilir.

Son pH 6,8 - 7,2 olmalidir.

Bu Urdnlerin kullanimi hakkinda ek ayrintilar agisindan

her laboratuvar kendi ayri tibbi programiniz igin 6zel

olarak gelistirilmis ve optimize edilmis, kendi laboratuvar
islemleri ve protokollerine bagvurmalidir.

Primer Kiiltiirler icin CHANG Medium C

Kullanimi: in Situ Metodolojiler

1. Hucreleri konsantre etmek i¢in amniyotik siviyi diisiik
hizda santrifijleyin.

2. Hicre pelletini hastanin kendi amniyotik sivisinin
kiglk bir miktarinda tekrar stspansiyon haline
getirin. Ornegin santrifijlenmis 10 mL amniyotik
sivinin siipernatanini hiicre pelletinin 0,5 mL iizerine
kadar aspire edin ve tekrar siispansiyon haline
getirin. Konsantre hiicre suspansiyonuna lamel
basina 0,5 mL (toplam 4 lamel) veya flasket basina
2 mL olacak sekilde son plakalama hacmini miimkiin
kilmak Uzere yeterli CHANG Medium C ekleyin.

3. Killtirleri ellemeden 37°C %5 CO, atmosferi altinda
inklibe edin.

4. Kiltirleri giin 2'de 2 mL CHANG Medium C ekleyerek
tamamen siviyla ortln.

5. Kdltarlerin 4 - 5 glinden sonra Ureme agisindan
kontrol edilmesi gerekir. Killtiirler tireme gdzlendikten
sonra beslenmelidir. Kultirleri tim kultdr
slipernatanini alip yerine 2 mL yeni CHANG
Medium C koyarak besleyin. Bundan sonra
kiiltirlerin 2 glinde bir beslenmesi énerilir.

6. Kdlturleri 5. giinde veya sonrasinda Ureme igin
kontrol edin ve yeterli koloni gézlenince toplayin.

7. En iyi sonuglar kilttirlerin toplama &ncesi giinde
CHANG Medium C ile beslenmesiyle alinir.

Primer Kiltiirler icin CHANG Medium C

Kullanimi: Flask Metodolojileri

1. Hiicreleri konsantre etmek igin amniyotik siviyi distik
hizda santrifujleyin.

2. Hucre pelletini hastanin kendi amniyotik sivisinin
kiguk bir miktarinda tekrar stispansiyon haline
getirin. Ornegin santrifiijlenmis 10 mL amniyotik
sivinin stipernatanini hticre pelletinin 1 mL Uzerine
kadar aspire edin ve tekrar slispansiyon haline
getirin. Flask basina toplam 5 mL hacim igin 4 mL
CHANG Medium C ekleyin.

3. Kiltirleri ellemeden 37°C %5 CO, atmosferi altinda
inklibe edin.

4. Gin 5'te Ureme icin kontrol edin. Vasati yeni CHANG
Medium C ile degistirin ve yeterli hiicre Gremesi
gbzlenirse toplayin.

5. Killtirlerin ireme durumunu kontrol edin ve bundan
sonra yeterli koloni gézlenene ve toplamaya hazir
olana kadar iki gtinde bir vasati tamamen degistirin.

6. En iyi sonuglar kiltiirlerin toplama éncesi giinde
CHANG Medium C ile beslenmesiyle alinir.

NOT: Kapali sistemler icin her kiltiir flaskindan 20 saniye
boyunca %5 CO, - %95 hava gegirin. Kiltir flasklarinin
kapaklarini sikin ve 37°C'de inkiibe edin. (Gelen gazin
sterilitesini saglamak (izere CO, kaynagina steril tikagli
bir Pasteur pipetinin takilmasi énerilir).

Pasaj Yapilmig Amniyotik Sivi Hiicrelerini
Biyiitmek icin CHANG Medium C kullanimi:
Hucre pasaji yapmak icin kiltiirlere, hiicreler geleneksel
vasatta iretildiginde normalde yapacaginiz gibi tripsin
(veya Pronase vs.) muamelesi yapin. Ancak proteaz
tedavisi dikkatle izlenmelidir. Amniyotik sivi hicreleri
CHANG Medium C iginde biyutilduginde geleneksel
vasatta biyutllenlere gore proteaz tedavisine daha
duyarli olma egilimindedir. Protokoliiniizi bunu hesaba
alacak sekilde degistirmek gerekebilir.

SAKLAMA VE STABILITE

CHANG Medium C Dondurulmus Takviye Uriiniini -10°C
altinda, CHANG Medium C Liyofilize Takviye Grinini
2°Cile 8°C arasinda, CHANG Medium B Basal driinlni
2°C ile 8°C arasinda ve Complete CHANG Medium C
Urtinint 2°C ile 8°C arasinda saklayin. CHANG
Medium B Basal dondurulmamalidir.

Floresan igiktan koruyun.

Spesifik son kullanma tarihleri igin ayri bilesen sisesi
etiketlerine bakiniz. Complete CHANG Medium C islevi
etkilenmeden kullanim éncesi 2°C - 8°C arasinda 10 glin
boyunca saklanabilir. 10 glinden fazla saklama
dnerilmez.

COMPLETE CHANG MEDIUM C URUNUNU
DONDURMAYIN.

ONLEMLER VE UYARILAR

Bu cihazin, cihaz kullaniminin amaglanmis oldugu
belirtilen uygulamanin dahil oldugu islemler konusunda
egitimli personelce kullanilmasi amaglanmistir.
CHANG Medium C bilesenlerini ayri etiketlerde belirtilen
son kullanma tarihinden sonra kullanmayin.



SLOVENCINA

INDIKACIA NA POUZITIE
CHANG Medium C moZno pouzit na nasledujice
aplikacie:
1. primarnu kultivaciu buniek plodovej vody
2. rast pasazovanych buniek plodovej vody
3. kultivaciu buniek kostnej drene
4. vzorkovanie pevného zarodoéného tkaniva

z choriovych klkov.
TOTO MEDIUM BOLO NAVRHNUTE NA POUZITIE
V OTVORENYCH (KULTURACH USTALENYCH
S ATMOSFEROU 5 % CO,) AJ ZATVORENYCH
KULTIVACNYCH SYSTEMOCH (KULTURACH
ZALIATYCH 5 % CO, A INKUBQVANYCH S TESNE
UZAVRETYMI KULTIVACNYMI NADOBAMI).
POPIS ZARIADENIA
CHANG Medium C bolo vyvinuté na primarnu kultivaciu
buniek plodovej vody na pouZitie pri karyotypovani
a inych prenatalnych genetickych testoch. TATO
RECEPTURA BOLA OPTIMALIZOVANA PRE
OTVORENE AJ ZATVORENE SYSTEMY.

ZLOZKY

Bielkoviny, hormény  Indikator pH

a rastové faktory fenolové Cerveri
fetalne bovinné
sérum (FBS) prvky

Soli a i6ny
chlorid sodny
seleni¢itan sodny
chlorid vapenaty
cholin véapenaty

chlorid draselny sérum kyselina listova
fosfore¢nan [udsky transferin nikotinamid
draselny fibroblastovy rastovy riboflavin
chlorid hore¢naty faktor (FGF) tiamin

siran hore¢naty inzulin kyselina
fosfat sodny progesteron pantoténova
siran zeleznaty testosteron kobalamin
siran mednaty beta estradiol pyridoxal
siran zine¢naty hydrokortizén pyridoxin
Pufer Voda

hydrogénuhli¢itan kvalita vody

sodny na injekciu

Aminokyseliny Iné

alanin hypoxantin

arginin biotin

asparagin putrescin

kyselina asparagova etylalkohol

cystein Antioxidant

cystin kyselina tioktova

kyselina glutdmova  Nukleové kyseliny

glutamin deoxyadenozin
glycin deoxycytidin
histidin deoxyguanozin
izoleucin adenozin
leucin cytidin

lyzin guanozin
metionin tymidin
fenylalanin uridin

prolin Energetické
serin substraty
treonin glukéza
tryptofan pyruvat

tyrozin inositol

valin

KONTROLA KVALITY

STERILITA

Sérum pouzité pri vyrobe CHANG Medium C Supplement

bolo testované na virusovu kontaminaciu podla CFR,

kapitoly 9, Casti 113.53. Podstupilo tieZ skrining na

mykoplazmaticku kontaminaciu. CHANG Medium B

Basal aj CHANG Medium C Supplement su sterilizované

filtraciou cez 0,1-mikrénovy filter. Reprezentativne

vzorky CHANG Medium B Basal aj CHANG Medium C

Supplement sU testované na moznl bakteriologickl

kontaminaciu podla protokolu na testovanie sterility

popisaného v aktualnom teste sterility USP<71>.

PRIPRAVA NA POUZITIE

Lyofilizovany doplnok

1. Lyofilizovany doplnok CHANG Medium C nechajte
vytemperovat na izbovu teplotu.

2. Pomocou aseptickych technik pridajte 10 ml alebo
50 ml sterilnej destilovanej vody do lyofilizatu. 10 ml
skimavka je na 90 ml CHANG Medium B Basal,
50 ml skimavka je na 450 ml CHANG Medium B
Basal.

3. Skumavkou jemne zavirte, aby sa vytvoril kompletny
roztok. (POZNAMKA: Je mozné, 7e skiimavku bude
potrebné inkubovat pri teplote 37 °C 5 az 10 minut,
aby sa doplnok Uplne rozpustil.)

Vitaminy a stopové

neonatélne bovinné  kyselina askorbova

4. Cely obsah rekonstituovaného CHANG Medium C
Supplement asepticky preneste do flase s CHANG
Medium B Basal.

5. Kompletné CHANG Medium C dobre pomiesajte
virenim flase.

6. Pridajte L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Ak chcete,
mozno pridat antibiotika.

Zmrazeny doplnok

1. Zrazeny doplnok CHANG Medium C rychlo
rozmrazte virenim skimavky vo vodnom kupeli pri
teplote 37 °C.

2. Cely obsah rozmrazeného CHANG Medium C
Supplement asepticky preneste do flase s CHANG
Medium B Basal.

3. Kompletné CHANG Medium C dobre pomie3ajte
virenim flase.

4. Pridajte L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Ak chcete,
mozno pridat antibiotika.

ALIKVOTOVANIE CHANG MEDIUM C

SUPPLEMENT

Lyofilizovany doplnok

Ak nemdzete pouzit kompletné CHANG Medium C do

10 dni, moZete si pripravit mensie mnozstva takouto

modifik&ciou postupu:

1. Rekonstituujte lyofilizovany doplnok CHANG
Medium C.

2. Asepticky ho distribuujte do alikvot vhodnej velkosti
a zmrazte.

3. CHANG Medium B Basal tiez asepticky nadavkujte
do prislusného poctu alikvot.

4. Na pripravu kompletného CHANG Medium C pridajte
jednu alikvotu rozmrazeného CHANG Medium C
Supplement do jednej alikvoty s CHANG Medium B
Basal.

5. Dobre zamieSajte.

Zmrazeny doplnok

1. Rozmrazte zmrazeny doplnok CHANG Medium C.

2. Asepticky ho distribuujte do alikvot vhodnej velkosti
a znovu zmrazte. (POZNAMKA: Skimavka
s doplnkom obsahuje 14 ml alebo 70 ml. Distribuujte
rovnomerne.)

3. CHANG Medium B Basal tiez asepticky nadavkujte
do prislusného poctu alikvot.

4. Na pripravu kompletného CHANG Medium C pridajte
jednu alikvotu rozmrazeného CHANG Medium C
Supplement do jednej alikvoty s CHANG Medium B
Basal.

5. Dobre zamieSajte.

NAVOD NA POUZITIE

pH MEDIA POUZITEHO NA ZIVENIE KULTUR MUSI

BYT MEDZI 6,8 — 7,2 (t. j. médium musi mat mierne

Zlto-lososovu farbu). pH moZno jednoducho upravit

vlozenim média do inkubatora s 5 % - 8 % CO, s mierne

uvolnenym vrchnakom.

Vysledné pH musi byt 6,8 - 7,2.

Dalsie podrobnosti o pouZiti tychto produktov by malo

kazdé laboratorium Cerpat zo svojich vlastnych

laboratérnych postupov a protokolov, ktoré boli

Specificky vypracované a optimalizované pre vas

individualny medicinsky program.

Pouzitie CHANG Medium C na primarne

kultury: Metodiky in situ

1. Plodovu vodu odstredte pri nizkej rychlosti, aby sa
koncentrovali bunky.

2. Bunkovu peletu resuspendujte v malom objeme
plodovej vody pacientky. Napriklad aspirujte
supernatant 10 ml odstredenej plodovej vody na
0,5 ml nad bunkovu peletu a resuspendujte. Pridajte
dostato¢né mnozstvo CHANG Medium C do
koncentrovanej bunkovej suspenzie, aby sa vytvoril
konecny platovaci objem 0,5 ml na kazdé krycie
sklicko (celkom 4 krycie sklicka) alebo 2 ml na kazdu
frasticku.

3. Neru$ené kultury inkubujte pri teplote 37 °C
v atmosfére 5 % CO,.

4. Druhy den zalejte kultury pridanim 2 ml CHANG
Medium C.

5. Po 4 az 5 dioch skontrolujte rast na kulttrach.
Kultury treba prizivit, ked sa spozoruje rast. Kultary
prizivte odstranenim v3etkého supernatantu kultury
a pridanim 2 ml ¢erstvého CHANG Medium C. Potom
sa odporaca kultary prizivit kazdé 2 dni.

6. Rast na kulturach skontrolujte okolo 5. dha
a vykonajte zber, ked spozorujete dostato¢né
kolonie.

7. NajlepSie vysledky sa dosiahnu, ked su kultary
prizivené CHANG Medium C deri pred zberom.

Pouzitie CHANG Medium C na primarne

kultary: Metodiky flasticiek

1. Plodovu vodu odstredte pri nizkej rychlosti, aby sa
koncentrovali bunky.

2. Bunkovu peletu resuspendujte v malom objeme
plodovej vody pacientky. Napriklad aspirujte
supernatant 10 ml odstredenej plodovej vody na 1 ml
nad bunkovu peletu a resuspenduijte. Pridajte 4 ml
CHANG Medium C na koneény objem 5 ml na
flasticku.

3. Nerus$ené kultury inkubujte pri teplote 37 °C
v atmosfere 5 % CO,.

4. Skontrolujte rast na 5. defi. Ak pozorujete dostatoény
rast buniek, vymente médium za Cerstvé CHANG
Medium C a vykonajte zber.

5. Skontrolujte rast na kultdrach a potom kompletne
vymiefajte médium kazdy druhy den dovtedy,
kym nepozorujete dostatoéné kolénie a nie st
pripravené na zber.

6. NajlepSie vysledky sa dosiahnu, ked su kultary
prizivené CHANG Medium C derfi pred zberom.

POZNAMKA: Pri zatvorenych systémoch vyplachnite
kazdu flasticku na kultiru 5 % CO, - 95 % vzduchom
20 sekund. Utiahnite vrchnaky na flastickach s kulturou
a inkubujte ich pri teplote 37 °C. (Odportca sa, aby bola
k zdroju CO, pripevnena sterilna zazatkovana
Pasteurova pipeta, aby sa zaistila sterilita privodu plynu.)
Pouzitie CHANG Medium C na rast
pasazovanych buniek plodovej vody:

Na pasazovanie buniek osetrite kultiry trypsinom (alebo
pronazou atd.) ako obvykle, ked sa bunky pestuju
v konvenénom médiu. OSetrenie prondzou vsak treba
pozorne sledovat. Bunky plodovej vody vypestované
v CHANG Medium C st zvy¢€ajne citlivejSie na oSetrenie
pronazou, neZ bunky plodovej vody vypestované
v konvenénom médiu. Preto moze byt potrebné upravit
vas protokol a vziat to do uvahy.

UCHOVAVANIE A STABILITA

Zmrazeny doplnok CHANG Medium C uchovavajte pri
teplote pod -10 °C, lyofilizovany doplnok CHANG
Medium C pri teplote 2 °C az 8 °C, CHANG Medium B
Basal pri teplote 2 °C az 8 °C, a kompletné CHANG
Medium C pri teplote 2 °C az 8 °C. CHANG Medium B
Basal sa nesmie zmrazovat.

Chrante pred fluorescenénym svetlom.

Specifické datumy exspiracie najdete na oznadeniach
jednotlivych flia§ komponentov. Kompletné CHANG
Medium C moZno uchovavat pri teplote 2 °C az 8 °C
10 dni pred pouzitim bez ovplyvnenia jeho funkcie.
Uchovavanie dIh$ie nez 10 dni sa neodporuca.
KOMPLETNE CHANG MEDIUM C NEZMRAZUJTE.
BEZPECNOSTNE OPATRENIA

A VAROVANIA

Toto zariadenie je uréené na pouzitie personalom
vySkolenym na procedury, ktoré zahffiaju aplikaciu,
na ktoru je toto zariadenie urcené.

Komponenty CHANG Medium C nepouzivajte po datume
exspiracie uvedenom na jednotlivych oznaceniach.



BBIITAPCKU

NMOKA3AHUA 3A YNOTPEBA
CHANG Medium C moxe fa ce u3nonaea 3a crnegHute

NPUNOXeHNs:
1. NbpBMYHA KYNTypa Ha KNeTkM OT aMHUOTUYHA
TEYHOCT,

2. PacTALLM NacaxHW KNeTKN OT aMHUOTUYHA TEYHOCT,
3. KynTypa OT KNEeTKU Ha KOCTEH MO3bK,

4. TBbPAA AMHWOHHA ThKaH OT NPo6a Ha XOPUOHHM BbCH.
TA3V CPE[IA E MPEJHA3HAYEHA 3A N3MON3BAHE
KAKTO B OTBOPEHW (KYNTYPW, EKBUNNBPUPAHN
C 5% CO, ATMOC®EPA), TAKA 1 B 3ATBOPEHM
CUCTEMU 3A KYNTYPU (KYNTYPW, 3ANIETK
C 5% CO, N MHKYBMPAHW C MITbTHO 3ATBOPEHM
CBHAOBE HA KYNTYPUTE).

OMUCAHUE HA U3OENUETO

CHANG Medium C e paspaboTeHa 3a nbpBUYHO
KynTUBMpaHe Ha KMeTkM OT YoBellka aMHUOTUYHA
TEYHOCT 3a U3NOMN3BaHe NPy kapuoTUnuaMpaHe u Apyru
npeHaTanHu reHeTuyHn tectose. TA3M ®OPMYNA
E ONTUMU3NPAHA KAKTO 3A OTBOPEHM, TAKA
11 3A 3ATBOPEHM CUCTEMW.

KOMMOHEHTHU
Conu v ioHu [potenHn, xopmonyn  EHepruithu
Hatpues xnopug W pacTexHu cyberpatn
Hatpues cenennt  chaktopu I'niokosza
Kanuwes xnopug OetaneH rosexau  [upysat
XonuH xnopua cepym (FBS) VHoauTon
Kanues xnopug FoBexan cepym pH wHavkaTop
Kanues coccpat Ha HOBOPOZIEHO ®eHon, yepseH
MarHeanes xnopug  YoseLuku Butamuun

Marteanes cyncat  TpaHchepuH

Hatpues doctar dubpobrnacreH AckopbuHosa
XKeneseH cyndar pacTexeH KucenuHa
MeneH cyndat taktop (FGF) ®donuesa kucenuHa
LinHkos cyndpat WHeynuH HukotuHamua,
Bydep MporectepoH PubocnasuH
Hatpues TecTocTepoH TnamuH
6ukapGonar Bera ecTpaavon MNaHToTeHoBa
AmuHoKMCenuHmu XuppoKopTU3OoH KucenuHa
AnaHuH Boga Kobanamut
APIUHUH KauectBo - Bopa Mupupokcan
Acnaparuh 3a UHXeKTUpaHe MupuaokeuH
AcnaparuHosa [Opyru

KucenuHa XWNOKCAHTUH

Lincrenn BuotuH

Linctun MyTpecumH

nytamuosa ETunos ankoxon

KucenuHa AHTHOKCUAHT

InyramuH TnokTOBa KUCENUHA

[nuuH Hykneutosu

XuetnamH KucenuHm

M3onesumuH [lesokcnaaeHo3nH

JleBuynH [le3okeuuynTnanH

Jnanu [lesokcuryaHosnH

MeTnoHuH AREHO3NH

deHunanaHuH Lutnant

Mponuu ['yaHo3nH

CepuH Tumuant

TpeoHuH YpuanH

TpuntodhaH

Tuposux

Banuu

KOHTPON HA KAYECTBOTO

CTEPWUNHOCT

CepymbT, U3nonssaH B npon3soacteoto Ha CHANG

Medium C Supplement, e TecTBaH 3a BupycHa

koHTamuHauus cbrnacHo CFR Pasgen 9 Yact 113.53.

Tolt Cbujo Taka e NOANOKEH Ha CKPUHMHT 3a

MuKonna3meHa koHTamuHaums. M geete cpean, CHANG

Medium B Basal 1 CHANG Medium C Supplement,

ca CTepUnuU3MpaHm Ypes puntpaums npes GUATLP OT

0,1 mukpoHa. MpeacTtaButentn npobu ot CHANG

Medium B Basal 1 CHANG Medium C Supplement ca

TECTBaHM 38 Bb3MOXHa GakTepuonoruyHa KoHTaM1HaLms

CbrMacHo NPOTOKONa 3a TecTBaHe 3a CTEPUIHOCT,

onucaH B akTyanHus TecT 3a cTepunHoct no USP

(PapmakonesTa Ha CALL) <71>.

NMOArOTOBKA 3A YNOTPEBA

Nnodmnusmpax cynnemeHT

1. OcrtaBete nuocunuanpanus cynnemeHt CHANG
Medium C pa ce ekBunuGpupa Ha cTalHa
Temnepatypa.

2. Upes acentnyeH metoa gobasete 10 ml unu 50 ml
CTepUnHa AecTUnMpaHa Boaa kbM nuodunusata.

U MUKpoenemeHTu

®nakoHbT 0T 10 ml e 3a 90 ml CHANG Medium B
Basal; dnakonbT ot 50 ml e 3a 450 ml CHANG
Medium B Basal.

3. PasknateTe C KpbroBu ABUKEHUS (nakoHa, 3a Aa
nocTurHeTe mbneH pasteop. (SABENEXKA: Moxe
aa e Heobxoaumo fa WHky6upate dnakoHa npu
37° C 3a 5 1o 10 MuHyTH, 3a Ce pa3TBOPY HAMbHO
CYNNEMEHTDT).

4. AcenTuyHo npexsbpneTe LANOTO ChAbpxKaHue Ha
pekoHcTuTympanusi CHANG Medium C Supplement
B 6yTunkata Ha CHANG Medium B Basal.

5. Cwmecete fobpe nbnHata cpega CHANG Medium C,
KaTo pasknaTuTe C KpbroBu ABMXEHNs ByTunkara.

6. Nlo6asete L-rnytamun, 10,0 ml/l (200 mM).
Mo xenaHnue moraT Aa 6baaT gobaseHu
aHTUbnoTULM.

3amMpaseH cynnemeHT

1. PasmpaseTte 3ampaseHus cynnemeHt CHANG
Medium C 6bp30, kaTo pasknaliarte ¢ Kpbrosu
ABWKEHNS (hriakoHa BbB BofjHa GaHsi ¢ TeMnepaTypa
37° C.

2. AcenTuyHo npexsbpiieTe LANoTo ChAbpxKaHue Ha
pasmpasenus CHANG Medium C Supplement
B OyTunkata Ha CHANG Medium B Basal.

3. Cmecerte pobpe mbnHata cpega CHANG Medium C,
KaTo pasknaTuTe C KPLroByu ABMKEHUS ByTunkara.

4. [oGasete L-rnytamud, 10,0 ml/l (200 mM).
Mo xenaHnue moraT aa 6bpat gobaseHu
aHTMbuoTULK.

ANTUKBOTUPAHE HA CHANG MEDIUM C

SUPPLEMENT

Nnodmnusmpax cynnemeHT

AKO He MoxeTe Aa usnonsgare UANOTO KONU4ECTBO

CHANG Medium C B pamkute Ha 10 gHu, Moxe Aa

NpUroTBUTE MO-ManKM KONMYECTBA, KaTo CreaBaTe Tasun

MoanduLMpaHa npoleaypa:

1. PekoHCTUTyupaiiTe nnodunuanpanns cynnemeHT
CHANG Medium C.

2. PasnpepeneTte acenTuyHo B anuKBOTHM 4acTu
¢ nopxoasiy obem u 3ampasere.

3. Cubuwo acenTuyHo pasnpepenete CHANG Medium B
Basal B cb0TBETHUS GpOW anuKBOTHM YacTy.

4. 3a pa npurotBute nbnHata cpega CHANG
Medium C, no6aBeTe eaHa anuKBOTHa 4acT
pasmpaseH CHANG Medium C Supplement kbm
efHa anukeoTHa yact CHANG Medium B Basal.

5. Cmecete pobpe.

3ampaseH cynnemMeHT

1. Pasmpasete 3ampaseHns cynnemeHt CHANG
Medium C.

2. PasnpepeneTte acenTuyHO B anuKBOTHM 4acTu
¢ noaxoasw obem u 3ampasete OTHOBO.
(BABENEXKA: ®nakoHbT CbC CynneMeHT Cbabpxa
14 ml urm 70 ml. PasnpegeneTe no paeHo.)

3. Cwbuwo acentiyHo pasnpepenete CHANG Medium B
Basal B cboTBETHUS GOt anNMKBOTHN YacTu.

4. 3a pa npurotBute nbnHaTta cpega CHANG
Medium C, goGaBeTe egHa anukBOTHa YacT
pa3mpaseH CHANG Medium C Supplement kbm
efiHa anukeoTHa yact CHANG Medium B Basal.

5. Cmecete pobpe.

YKA3AHUA 3A YNOTPEBA

HMBOTO HA pH HA CPE[ATA, U3MNON3BAHA 3A

XPAHEHE HA KYNTYPUTE, TPABBA [IA E MEX[Y 6,8

17,2 (1.e. cpepata TpsibBa fla € C NeKo XbNTEHUKaB-

po30B0-0paHxeB LBAT). H1Bo Ha pH Moxe necHo fa ce

perynupa 4pes nocrassHe Ha cpeaara 8 5% - 8% CO,

MHKy6aTop ¢ Neko pasxnabeHa kanayka.

OkoHyaTenHoTo pH HuBO TpsibBa fa e 6,8 — 7,2.

3a [0NbAHUTENHU NOAPOBGHOCTM OTHOCHO M3NON3BaHETO

Ha Tean npoAykTu Bcsika naGopatopus Tpsbea ga

Hanpasu cripaska CbC CBOUTE COBCTBEHM NabopaTopHI

npoLyeAypu W NPOTOKONMU, KOUTO Ca KOHKPETHO

paspaboTeHu u onTumusMpanu 3a Bawarta

MHAMBUAYaNHa MeaULMHCKa Nporpama.

UsnonseaHe Ha CHANG Medium C 3a

NBLPBUYHU KyNnTypu: MeTtogonorum in situ

1. LeHTpodbyrupaiite amHMOTUYHATa TEYHOCT Npw
HUCKa CKOPOCT, 3a /1a KOHLEHTpUpaTe kneTkuTe.

2. PecycnengupaitTe nenetata OT KneTki B Manmbk
06eM aMHMOTUYHA TEYHOCT OT CaMis MaLNeHT.

Hanpumep acnupupaiite cynepxatanta Ha 10 ml
LieHTpodyrnpaHa amMH1oTMyHa TeqHoct Ao 0,5 ml
Haj nenetaTa OT KNeTKu W pecycneHpupainTe.
Nlob6asete goctatbyHo CHANG Medium C kbm
KOHL|EHTpUpaHaTa CycneH3us Ha knetku, 3a Aa
oCTaHe okoHuaTeneH obem 3a HaHacsHe ot 0,5 ml
Ha MOKPUBHO CTBKNO (061140 4 NOKPUBHYM CTbKNA) MK
2 ml Ha cnaita-pnakoH.

3. Whkybupaitte kyntypute B nokow npu 37° C, 5% CO,
aTmocdepa.

4. B peH 2 3aneiite kyntypure, kato aobasute 2 ml
CHANG Medium C.

5. Cnen 4 no 5 fHu kynTypute Tpsbea fa 6baat
npoBepeHu 3a pacTex. Cnep kato 6bae yCTaHOBEH
pacTex, Kyntypute TpsbBa fa ce 3axpaHBar.
XpaHeTe KynTypuTe, kaTo OTCTpaHsiBaTe Lenus
CynepHaTaHT Ha KynTypata u ro 3amesite ¢ 2 ml
npsicha CHANG Medium C. lMpenopbyBa ce
KyNTypuTe fa ce 3axpaHBaT Ha BCEKM 2 [HM
cnep ToBa.

6. [poBepeTe KyNTypuTE 3a pacTeX BbB UMK CNE fieH
5 n cbbepeTe, koraTo ce HabmniofaaT 4OCTATHYHO
KONOHUW.

7. Hait-pobpu pesyntatu ce nocTturat, korato
kynTtypure ce 3axpaxeat ¢ CHANG Medium C B geHst
npean cvbupaxeTo.

Usnonssane Ha CHANG Medium C 3a
NBLPBUYHU KyNnTypu: MeToponorumn cke
cnana-dpnakoH

1. LeHTpodyrupainTe amHMOTUYHATa TEYHOCT npw
HUCKa CKOPOCT, 3@ /1a KOHL|EHTpUpaTe KneTkuTe.

2. Pecycnenaupaitte nenetarta OT KNeTki B Manmbk
06eM aMHNOTUYHA TEYHOCT OT CamMUs NaLNeHT.
Hanpumep acnupupaiite cynepHatanta Ha 10 ml
LIeHTpOodhyrupaHa aMH1oTMYHa TeyHocT Ao 1 ml Hag
nenetata OT KNeTKM v pecycnexaupaiite. [lobasete
4 ml CHANG Medium C 3a 06wy o6em ot 5 ml Ha
cnana-thnakoH.

3. Whkybupaitte kyntypute B nokow npu 37° C, 5% CO,
aTmocdepa.

4. TposepeTe 3a pactex B AeH 5. CmeHeTe cpepata
¢ npsicia CHANG Medium C u cvbepere, ako ce
HabniojaBa AOCTATbYEH PacTex Ha KneTkuTe.

5. MposepsiBailTe kynTypuTe 3a pacTex U CMeHsnTe
M3UAN0 cpeaaTa Ha BCekW BTOPY fieH Cref ToBa,
A0KaTo Ce YCTaHOBAT [OCTaTbYHO KOMOHUK U ca
roToBY 3a CbOUpaHe.

6. Hait-nobpu pesyntati ce nocturat, Korato
kynTypuTe ce 3axpansat ¢ CHANG Medium C B aeHst
npean cvbupareTo.

3ABENEXKA: 3a 3aTBOPEHM CUCTEMMU NPOMUIATE BCEKM
cnana-nakor ¢ kyntypu ¢ 5% CO, - 95% Bb3pyx 3a
20 cekyHau. 3aTerHeTe kanadkuTe Ha craig-chnakoHuTe
€ KynTypu v rn uiky6upaitte npu 37° C. (Mpenopbysa
ce fa ce MpUKPenu CTepumiHa 3anyleHa nuneta Tun
Mactbop kbM U3To4HMKa Ha CO,, 3a Aa ce ocurypu
CTEPUIHOCT Ha BXOASILLMSA ra3.)

U3nonseaHe Ha CHANG Medium C 3a
pacTex Ha nacaXHW KNeTku oT aMHUOTUYHA
TeYHOCT:

3a nacax Ha kneTkiuTe TpeTMpaiTe KynTypuTe C TPUNCUH
(unn npoHasa n ap.), kakto obukHoBeHo BuxTte
HanpaBWnK, KOraTo KNeTkuTe pacTaT B KOHBEHLMOHANHA
cpepa. TpeTupaHeTo ¢ npoTteasa obaye TpsiéBa Aa ce
HabniofaBa BHUMaTenHo. KneTkute oT aMHUOTUYHA
TeyHocT, pactswu B8 CHANG Medium C, nokassat
TEHAEHUMS fja ca NO-YyBCTBUTENHM KbM TpeTUpaHe
€ npoTeasa OT KNeTKUTe OT aMHUOTUYHA TEYHOCT,
pacTsiin B KOHBEHLMOHanHa cpepa. Moxe aa
€ Heobx0AnMo ia MoAndMLMpaTe CBOS NPOTOKON, 3a A
B3eMmeTe ToBa npeasuy.

CBHbXPAHEHUE U CTABUNMHOCT
Choxpansgaiite 3amMpaserus cynnemeHT CHANG Medium
C npu Temnepatypa nog -10° C, nuodunusnpanms
cynnemeHT CHANG Medium C npu Temnepatypa o1 2° C
no 8° C, CHANG Medium B Basal npu Temneparypa ot
2° C po 8° C v mbnHata cpega CHANG Medium C npu
Temnepatypa ot 2° C o 8° C. CHANG Medium B Basal
He TpsibBa Aa ce 3ampassisa.

MaseTe oT hnyopecLeHTHa CBETNNHA.

BuxTe eTukeTUTe Ha MHAWBMAYanHUTe GyTUNKNM
C KOMMOHEHTI 3a KOHKPETHUTE CPOKOBE Ha rOAHOCT.
MNbnHata cpeaa CHANG Medium C moxe pa ce
cbxpaHsiBa npu Temnepatypa ot 2° C go 8° C 3a 10 gHu
npefnu ynotpeba, 6e3 ToBa Aa 3acerHe HelHata
hyHKUMOHanHOCT. CbXpaHsBaHe 3a Nepuod, No-AbMbr
o1 10 aHW, He ce mpenopbyBa.

HE 3AMPAMABAWTE MBbIHATA CPELA CHANG
MEDIUM C.

NPEANA3HU MEPKWU U NPEAYNPEXOEHUA
ToBa W3fenve e npeaHasHayeHo fa ce u3nonssa ot
nepcoHar, obyyeH B npoleaypuTe, KOUTO BKMOYBAT
NNaHUPaHOTO MPUNOXEHNE, 3a KOeTO U3aenneTo
€ npeAHa3HayeHo.

He u3nonasgaiite komnoHeHTuTe Ha CHANG Medium C
CMef U3TMYaHe Ha Cpoka Ha FOHOCT, MOCOYEH Ha
WHAVBUAYANHUTE eTUKETU.



HRVATSKI

INDIKACIJE ZA UPOTREBU

CHANG Medium C moze se upotrebljavati za sljedece

primjene:

1. primarnu kulturu stanica amnijske tekucine

2. uzgoj supkultiviranih stanica amnijske tekucine

3. kulturu stanica kostane srzi

4. kruto amnijsko tkivo dobiveno biopsijom korionskih
resica.

OVAJ MEDIJ OSMISLJEN JE ZA UPOTREBU

U OTVORENIM (KULTURE URAVNOTEZENE

ATMOSFEROM OD 5 % CO,) | ZATVORENIM

SUSTAVIMA KULTURA (KULTURE NATOPLJENE

S5 % CO, | INKUBIRANE U CVRSTO ZATVORENIM

POSUDAMA).

OPIS PROIZVODA

CHANG Medium C razvijen je za uzgoj primarne kulture

stanica ljudske amnijske tekuéine u svrhu kariotipizacije

i drugih prenatalnih genetskih testiranja. OVA FORMULA

OPTIMIRANA JE ZA OTVORENE | ZATVORENE

SUSTAVE.

KOMPONENTE

Soli i ioni
Natrijev klorid
Natrijev selenit

Proteini, hormoni
i ¢imbenici rasta
Fetalni govedi

pH indikator
Fenol crveno

Vitamini i elementi

Kalcijev klorid serum (FBS) u tragovima
Kolinijev klorid Serum novorodene  Askorbinska kiselina
Kalijev klorid teladi Folna kiselina
Kalijev fosfat Humani transferin Nikotinamid
Magnezijev klorid Fibroblastni Riboflavin
Magnezijev sulfat ¢imbenik rasta Tijamin
Natrijev fosfat (FGF) Pantotenska kiselina
Zeljezov sulfat Inzulin Kobalamin
Bakrov sulfat Progesteron Piridoksal
Cinkov sulfat Testosteron Piridoksin
Pufer Beta estradiol
Natrijev Hidrokortizon
hidrogenkarbonat ~ Yoda
Aminokiseline Kvaliteta u skladu
Alanin S propisanom za
Arginin vodu za injekcije
Asparagin Ostalo
Aspartatna kiselina  Hipoksantin
Cistein Biotin
Cistin Putrescin
Glutamatna kiselina ~ Etilni alkohol
Glutamin Antioksidans
Glicin Lipoiéna kiselina
Histidin Nukleinske kiseline
Izoleucin Deoksiadenozin
Leucin Deoksicitidin
Lizin Deoksigvanozin
Metionin Adenozin
Fenilalanin Citidin
Prolin Gvanozin
Serin Timidin
Treonin Uridin
Triptofan Energetski supstrati
Tirozin Glukoza
Valin Piruvat
Inozitol

OSIGURANJE KVALITETE

STERILNOST

Serum koji se koristi za proizvodnju proizvoda CHANG
Medium C Supplement testiran je na kontaminaciju
virusima u skladu sa Zakonikom saveznih propisa
SAD-a (CFR), Glava 9., dio 113.53. Uz to, testiran je
i na kontaminaciju mikoplazmom. Proizvodi CHANG
Medium B Basal i CHANG Medium C Supplement
sterilizirani su filtracijom kroz filtar od 0,1 mikron.
Ogledni uzorci proizvoda CHANG Medium B Basal
i CHANG Medium C Supplement testirani su na
mogucéu bakterioloS8ku kontaminaciju nakon provedbe
protokola testiranja sterilnosti koji je opisan u vaze¢em
testu sterilnosti u skladu s Farmakopejom Sjedinjenih
Americ¢kih Drzava, USP <71>.
PRIPREMA ZA UPOTREBU
Liofilizirani dodatak
1. Omoguéiti proizvodu CHANG Medium C Lyophilized
Supplement da postigne sobnu temperaturu.
2. Primjenjujuci asepticke metode dodati 10 ml ili
50 ml sterilne destilirane vode u liofilizat. Boica od
10 ml namijenjena je za 90 ml proizvoda CHANG
Medium B Basal; bocica od 50 ml namijenjena je
za 450 ml proizvoda CHANG Medium B Basal.

3. Lagano promuckati kako biste dobili cjelokupnu
otopinu. (NAPOMENA: mozda ¢e biti potrebno
inkubirati bocicu 5 do 10 minuta na 37 °C kako bi
se dodatak u potpunosti otopio.)

4. Asepticki prenijeti Citav sadrzaj rekonstituiranog
proizvoda CHANG Medium C Supplement u bocu
proizvoda CHANG Medium B Basal.

5. Promuckati bocu kako biste dobro izmije3ali
cjelokupan proizvod CHANG Medium C.

6. Dodati L-glutamin, 10,0 ml/I (200 mmol/l). Po Zelji
se mogu dodati antibiotici.

Zamrznuti dodatak

1. Brzo odmrznuti proizvod CHANG Medium C Frozen
Supplement muckajuci bocicu u vodenoj kupelji
temperiranoj na 37 °C.

2. Asepticki prenijeti ¢itav sadrzaj odmrznutog
proizvoda CHANG Medium C Supplement u bocu
proizvoda CHANG Medium B Basal.

3. Promuckati bocu kako biste dobro izmijesali
cjelokupan proizvod CHANG Medium C.

4. Dodati L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mmol/l). Po Zelji
se mogu dodati antibiotici.

ALIKVOTIRANJE PROIZVODA CHANG

MEDIUM C SUPPLEMENT

Liofilizirani dodatak

Ako ne mozete iskoristiti cjelokupan CHANG Medium C

u roku od 10 dana, moZete izraditi manje koli¢ine

slijedeci izmijenjeni postupak naveden u nastavku:

1. Rekonstituirati CHANG Medium C Lyophilized
Supplement.

2. Asepticki raspodijeliti u alikvote odgovarajucih
veli¢ina i zamrznuti.

3. Asepticki raspodijeliti CHANG Medium B Basal
u odgovarajuéi broj alikvota.

4. Kako biste pripremili cjelokupan CHANG Medium C,
dodati jedan alikvot odmrznutog proizvoda CHANG
Medium C Supplement jednom alikvotu proizvoda
CHANG Medium B Basal.

5. Dobro izmijesati.

Zamrznuti dodatak

1. Odmrznuti CHANG Medium C Frozen Supplement.

2. Asepticki raspodijeliti u alikvote odgovarajucih
veli¢ina i ponovno zamrznuti. (NAPOMENA:
bocica dodatka sadrzi 14 mlili 70 ml. Ravnomjerno
raspodijeliti.)

3. Asepticki raspodijeliti CHANG Medium B Basal
u odgovarajuéi broj alikvota.

4. Kako biste pripremili cjelokupan CHANG Medium C,
dodati jedan alikvot odmrznutog proizvoda CHANG
Medium C Supplement jednom alikvotu proizvoda
CHANG Medium B Basal.

5. Dobro izmijesati.

UPUTE ZA UPOTREBU

pH VRIJEDNOST MEDIJA KOJI SE KORISTI ZA

HRANJENJE KULTURA MORA BITI IZMEBU 6,8 | 7,2

(tj. medij mora biti Zu¢kasto-ruzi¢aste boje). pH se moze

jednostavno prilagoditi postavljanjem medija u inkubator

$5%~-8% CO, u posudi s lagano odvrnutim poklopcem.

Zavr$na pH vrijednost mora biti 6,8 — 7,2.

Dodatne pojedinosti o upotrebi ovih proizvoda svaki

laboratorij treba potraZziti u svojim laboratorijskim

postupcima i protokolima koji su posebno razvijeni

i optimirani za medicinski program upravo tog

laboratorija.

Upotreba proizvoda CHANG Medium C za

primarne kulture: metode in situ

1. Centrifugirati amnijsku teku¢inu pri maloj brzini kako
bi se stanice koncentrirale.

2. Obnoviti suspenziju taloga stanica u malom
volumenu pacijenti¢ine vlastite amnijske tekucine.
Na primjer, aspirirati supernatant 10 ml centrifugirane
amnijske tekucine do razine od 0,5 ml iznad taloga
stanica i obnoviti suspenziju. Dodati odgovarajuéu
koli€¢inu proizvoda CHANG Medium C koncentriranoj
suspenziji stanica kako bi se postigao konacan
volumen nasadivanja od 0,5 ml po pokrovhom
stakalcu (ukupno 4 pokrovna stakalca) ili od 2 ml
po bogici za kulturu.

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

4. Drugidan natopiti kulture dodavanjem 2 ml proizvoda
CHANG Medium C.

5. Nakon 4 do 5 dana provjeriti rast kultura. Hraniti
kulture nakon Sto se zabiljeZi rast. Za hranjenje
kultura ukloniti sav supernatant kulture i zamijeniti
ga s 2 ml svjezeg proizvoda CHANG Medium C.
Preporu€uje se da se nakon toga kulture hrane
svaka 2 dana.

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

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

Upotreba proizvoda CHANG Medium C za

primarne kulture: metode u tikvici

1. Centrifugirati amnijsku tekucinu pri maloj brzini kako
bi se stanice koncentrirale.

2. Obnoviti suspenziju taloga stanica u malom
volumenu pacijenti¢ine vlastite amnijske tekucine.
Na primjer, aspirirati supernatant 10 ml centrifugirane
amnijske tekucine do razine od 1 ml iznad taloga
stanica i obnoviti suspenziju. Dodati 4 ml proizvoda
CHANG Medium C kako bi se postigao ukupan
volumen od 5 ml po tikvici.

3. Neometano inkubirati kulture pri 37 °C u atmosferi
s 5% CO,.

4. Peti dan provijeriti rast kultura. Zamijeniti medij
svjezim proizvodom CHANG Medium C i prikupiti
kulture ako je zabiljeZen dovoljan rast stanica.

5. Nakon toga svaki drugi dan provjeravati rast kultura
i u potpunosti mijenjati medij dok ne bude zabiljezena
dovoljna koli¢ina kolonija spremnih za prikupljanje.

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

NAPOMENA: za zatvorene sustave — ispirati svaku
tikvicu kulture s 5 % CO, — 95 % zraka 20 sekundi.
Pritegnuti ¢epove na tikvicama kultura i inkubirati ih
pri 37 °C. (Preporucuje se da se na izvor CO, priCvrsti
sterilna zaCepljena Pasteurova pipeta kako bi se
osigurala sterilnost ulaznog plina.).

Upotreba proizvoda CHANG Medium C za
uzgoj supkultiviranih stanica amnijske
tekuéine:

Za supkultiviranje stanica tretirati kulture tripsinom
(ili pronazom itd.) kao Sto se inace radi za uzgoj stanica
u uobicajenom mediju. Medutim, potrebno je paZljivo
nadzirati tretiranje proteazom. Stanice amnijske teku¢ine
uzgojene u proizvodu CHANG Medium C ¢&esto su
osjetljivije na tretiranje proteazom nego $to su to stanice
amnijske tekucine uzgojene u uobi¢ajenom mediju.
MozZda cete trebati prilagoditi svoj protokol kako biste
navedeno uzeli u obzir.

POHRANA | STABILNOST

Proizvod CHANG Medium C Frozen Supplement
pohranjivati na temperaturama nizim od -10 °C, CHANG
Medium C Lyophilized Supplement na 2 °C - 8 °C,
CHANG Medium B Basal na 2 °C - 8 °C, a cjelokupan
CHANG Medium C na 2 °C - 8 °C. Proizvod CHANG
Medium B Basal ne smije se zamrzavati.

Zastititi od fluorescentnog svjetla.

Rokove valjanosti pojedinacnih komponenti potraZite
na oznakama na bocama tih komponenti. Cjelokupan
CHANG Medium C moze se pohranjivatina2 °C -8 °C
10 dana prije upotrebe i to ne¢e utjecati na funkcionalnost
proizvoda. Ne preporucuje se pohranjivati ga duze od
10 dana.

NE ZAMRZAVATI CJELOKUPAN CHANG MEDIUM C.
MJERE OPREZA | UPOZORENJA
Predvideno je da se ovim proizvodom koristi osoblje
osposobljeno za postupke koji ukljuCuju primjenu za
koju je namijenjen ovaj proizvod.

Ne upotrebljavati komponente proizvoda CHANG
Medium C nakon isteka roka valjanosti navedenog na
oznakama pojedinacnih komponenti.



MALTI

INDIKAZZJONI GHALL-UZU
CHANG Medium C jista’ jintuza ghall-applikazzjonijiet
i gejjin:
1. il-koltura primarja ta’ ¢elloli tal-fluwidu amnijotiku
2. it-tkabbir ta’ celloli sottokultivati tal-fluwidu
amnijotiku
3. il-koltura @’ ¢elloli tal-mudullun
4. tessut amnijotiku solidu minn kampjuni ta’ villi
korjonici.
DAN IL-MEDiUM GIE DDISINJAT GHALL-UZU
KEMM F'SISTEMI MIFTUHA (KULTURI EKWILIBRATI
B’ATMOSFERA TA' 5% CO,) KIF UKOLL MAGHLUQA
(KULTURI MGHARRQA B’ 5% CO, U INKUBATI
BL-GHOTJIN TAL-KONTENITURI TAL-KULTURI
MAGHLUQIN SEW).
DESKRIZZJONI TAL-APPARAT
CHANG Medium C gie zviluppat ghall-kultura primarja
ta’ ¢elloli tal-fluwidu amnijotiku uman ghall-uzu
fid-determinazzjoni tal-karjotip u testijiet genetici
ohra ta’ qabel it-twelid. DIN IL-FORMULA GIET
OTTIMIZZATA KEMM GHAL SISTEMI MIFTUHRA KIF
UKOLL MAGHLUQA.
KOMPONENTI

Proteini, Ormoni Indikatur tal-pH
u Fatturi ta’ Tkabbir ~ Phenol Red
Fetal bovine Vitamini

serum (FBS) u mikroelementi
Serum ta’ bovin Ascorbic acid

Imluha u Joni

Sodium Chloride
Sodium Selenite
Calcium Chloride
Choline Chloride

Potassium Chloride tat-twelid Folic acid
Potassium Transferrin uman Nicotinamide
Phosphate Fattur ta’ tkabbir Riboflavin
Magnesium Chloride tal-fibroblast (FGF) ~ Thiamine
Magnesium Sulfate  Insulina Pantothenic acid
Sodium Phosphate ~ Progesterone Cobalamin
Ferrous Sulfate Testosterone Pyridoxal
Cupric Sulfate Beta estradiol Pyridoxine
Zinc Sulfate Hydrocortisone
Bafer lima
Sodium Bicarbonate Kwalita tal-WFI
Amino Acids (llma ghall-
Alanine Injezzjonijiet)
Arginine Ohrajn
Asparagine Hypoxanthine
Aspartic Acid Biotin
Cysteine Putrescine
Cystine Ethyl alcohol
Glutamic Acid Antiossidant
Glutamine Thioctic acid
Glycine Acidi nuklejci
Histidine Deoxyadenosine
Isoleucine Deoxycytidine
Leucine Deoxyguanosine
Lysine Adenosine
Methionine Cytidine
Phenylalanine Guanosine
Proline Thymidine
Serine Uridine
Threonine Substrati
Tryptophan tal-Energija
Tyrosine Glucose
Valine Pyruvate
Inositol

ASSIGURAZZJONI TAL-KWALITA

STERILITA

Serum uzat fil-produzzjoni ta” CHANG Medium C

Supplement gie ttestjat ghall-kontaminazzjoni minn

viruses skont CFR Titolu 9 Tagsima 113.53. Gie skrinjat

ukoll ghall-kontaminazzjoni minn mikoplazma. Kemm

CHANG Medium B Basal u CHANG Medium C

Supplement jigu sterilizzati permezz ta’ filtrazzjoni minn

go filtru ta’ dags 0.1 mikron. Kampjuni rapprezentattivi

ta’ CHANG Medium B Basal u CHANG Medium C

Supplement huma ttestjati ghall-possibbilta ta’

kontaminazzjoni batterjologika skont il-protokoll ta’

ttestjar ghall-isterilita deskritt fit-test attwali tal-USP
ghall-Isterilita <71>.

PREPARAZZJONI GHALL-UZU

Suppliment Lijofilizzat

1. Halli li CHANG Medium C Lyophilized Supplement
jekwilibra mat-temperatura ambjentali.

2. Bl-uzu ta’ teknici asettici, zid 10 mL jew 50 L ta’ ilma
distillat sterili mal-lijofilizzat. Il-kunjett ta’ 10 mL huwa
ghal 90 mL ta’ CHANG Medium B Basal; il-kunjett
ta’ 50 mL huwa ghal 450 mL ta’ CHANG Medium B
Basal.

3. Dawwar il-kunjett bil-mod sakemm is-soluzzjoni tkun
kompluta. (NOTA: Jista’ jkun mehtieg li I-kunjett jigi
inkubat f'temperatura ta’ 37°C ghal 5 sa 10 minuti
sabiex is-suppliment jinhall kompletament).

4. Ittrasferi b’'mod asettiku I-kontenut shih tac-CHANG
Medium C Supplement rikostitwit ghall-flixkun tac-
CHANG Medium B Basal.

5. Hawwad sew i¢-CHANG Medium C komplet billi
ddawwar il-flixkun.

6. Zid L-Glutamine, 10.0 mL/L (200 mM). Jistghu
jizdiedu I-antibijotici jekk ikun mixtieq.

Suppliment Iffrizat

1. Holl CHANG Medium C Frozen Supplement malajr
billi ddawwar il-kunjett f'banjumarija f'temperatura
ta’ 37°C.

2. lttrasferi b’'mod asettiku I-kontenut shih mahlul ta’
CHANG Medium C Supplement ghall-flixkun ta’
CHANG Medium B Basal.

3. Hawwad sew ic-CHANG Medium C komplet billi
ddawwar il-flixkun.

4. Zid L-Glutamine, 10.0 mL/L (200 mM). Jistghu
jizdiedu l-antibijotici jekk ikun mixtieq.

IL-PREPARAZZJONI TA’ ALIKWOTI TA’

CHANG Medium C SUPPLEMENT

Suppliment Lijofilizzat

Jekk ma tkunx tista’ tuza CHANG Medium C komplet

fi zmien 10 ijiem forsi tkun tixtieq tipprepara ammonti

izghar biili ssegwi din il-modifikazzjoni tal-pro¢edura:

1. Irrikostitwixxi CHANG Medium C Lyophilized
Supplement.

2. Qassam b’'mod asettiku f'alikwoti ta’ dags konvenjenti
u ffriza.

B’mod asettiku wkoll iddispensa ¢-CHANG Medium B
Basal f'numru korrispondenti ta’ alikwoti.

4. Sabiex tipprepara CHANG Medium C komplut,
zid alikwota wahda ta’ CHANG Medium C
Supplement wara li tinhall ma’ alikwota wahda ta’
CHANG Medium B Basal.

5. Hawwad sew.

Suppliment Iffrizat

1. Holl CHANG Medium C Frozen Supplement.

2. Qassam b'mod asettiku f'alikwoti ta’ dags konvenjenti
u erga’ ffriza. (NOTA: Il-kunjett tas-suppliment fih
14 mL jew 70 mL. Qassam b’mod ugwali.)

3. B’'mod asettiku wkoll iddispensa ¢-CHANG Medium B
Basal fnumru korrispondenti ta’ alikwoti.

4. Sabiex tipprepara CHANG Medium C komplut,
zid alikwota wahda ta’ CHANG Medium C
Supplement wara li tinhall ma’ alikwota wahda ta’
CHANG Medium B Basal.

5. Hawwad sew.

ISTRUZZJONIJIET DWAR L-UZU

IL-pH TAL-MEDIUM UZAT BIEX JITMA’L-KULTURI JRID

IKUN BEJN 6.8-7.2 (jigifieri I-medium irid ikun ta’ kulur

ftit safrani-fis-salamun). Il-pH jista’ jigi aggustat b'mod

hafif billi tpoggi I-medium go inkubatur ta’ 5% - 8% CO,
bit-tapp ftit mahlul.

II-pH finali jrid ikun bejn 6.8-7.2.

Ghal dettalji addizzjonali dwar I-uzu ta’ dawn il-

prodotti, kull laboratorju ghandu jikkonsulta I-proceduri

u I-protokolli tal-laboratorju tieghu stess li gew zviluppati

u ottimizzati specifikament ghall-programm mediku

individwali tieghek.

L-Uzu ta’ CHANG Medium C ghal Kulturi

Primarji: Metodologiji In Situ

1. l¢¢entrifuga I-fluwidu amnijotiku f'velocita baxxa biex
tikkoncentra ¢-celloli.

2. Erga’ ssospendi I-gerbuba tac-¢elloli f'volum zghir
tal-fluwidu amnijotiku tal-pazjent stess. Perezempju,
aspira s-supernate ta’ 10 mL tal-fluwidu amnijotiku
¢centrifugat sa 0.5 mL 'l fug mill-gerbuba tac-celloli
u erga’ ssospendi. Zid ammont suffi¢jenti ta’ CHANG
Medium C lis-sospensjoni tac-celloli kkoncentrati
sabiex ikun hemm il-volum finali ghall-plakkatura
ta’ 0.5 mL ghal kull cover slip (total ta’ 4 kopertini)
jew 2 mL ghal kull flasketta.

3. Inkuba I-kolturi minghajr ¢aqgliq f'temperatura ta’
37°C f'atmosfera ta’ 5% CO,.

4. Gharraq il-kulturi fit-tieni (2) jum billi zzid 2 mL ta’
CHANG Medium C.

5. Wara 4 jew 5 ijiem, ghandu jigi ¢cekkjat kemm
kibru I-kolturi. ll-kolturi ghandhom jigu misgija malli
jigi osservat li bdew jikbru. Isqi I-kulturi billi tnehhi
s-supernatant kollu tal-kultura u tbiddlu b'2 mL ta’
CHANG Medium C frisk. Huwa rrakkomandat li
mbaghad il-kulturi jigu misqijin kull jumejn.

6. Iccekkja kemm kibru I-kolturi fil-/jew wara I-5 jum
meta jigi osservat numru suffi¢jenti ta’ kolonji.

7. Jinkisbu |-ahjar rizultati meta I-kulturi jigu misqijin
bi¢-CHANG Medium C fil-jum ta’ gabel il-hsad.

L-Uzu ta’ CHANG Medium C ghal Kulturi

Primarji: Metodologiji fil-Flask

1. Iécentrifuga |-fluwidu amnijotiku f'velocita baxxa biex
tikkoncentra ¢-celloli.

2. Erga’ ssospendi I-gerbuba tac-celloli f'volum zghir
tal-fluwidu amnijotiku tal-pazjent stess. Perezempju,
aspira s-supernate ta’ 10 mL tal-fluwidu amnijotiku
¢centrifugat sa 1 mL 'l fug mill-gerbuba tac-celloli
u erga’ ssospendi. Zid 4 mL ta’ CHANG Medium C
ghal volum totali ta’ 5 mL ghal kull flask.

3. Inkuba I-kolturi minghajr ¢aqliq f'temperatura ta’
37°C f'atmosfera ta’ 5% CO,.

4. Fil-5 jum i¢cekkja kemm kibru. Biddel il-medium
b’CHANG Medium C frisk u ahsad jekk jigi osservat
tkabbir sufficjenti ta’ celloli.

5. l¢cekkja kemm Kibru I-kolturi u mbaghad biddel
il-medium kompletament darba iva u darba le
sakemm jigi osservat numru suffi¢jenti ta’ kolonji u
jkunu lesti ghall-hsad.

6. Jinkisbu I-ahjar rizultati meta I-kulturi jigu misqijin
bi¢-CHANG Medium C fil-jum ta’ gabel il-hsad.

NOTA: Ghal sistemi maghluqa, lahlah kull flask tal-
koltura b'5% CO, - 95% arja ghal 20 sekonda. Issikka
I-ghotjin tal-flasks tal-kolturi u inkubhom f'temperatura ta’
37°C. (Huwa rrakkomandat li titwahhal pipetta Pasteur
sterili u maghluga b’tapp mas-sors tal-CO, sabiex tigi
zgurata l-isterilita tal-gass li jkun diehel.).

L-Uzu ta’ CHANG Medium C ghat-Tkabbir
ta’ Celloli Sottokultivati tal-Fluwidu
Amnijotiku:

Ghas-sottokultivazzjoni tac-celloli, ittratta I-kolturi bit-
trypsin (jew pronase, e¢¢) bhalma jsir normalment meta
¢-celloli jitkabbru f'medium konvenzjonali. Madankollu,
it-trattament bil-protease ghandu jigi mmonitorjat bir-
reqqa. Celloli tal-fluwidu amnijotiku mkabbra fCHANG
Medium C ghandhom tendenza li jkunu iktar sensittivi
ghat-trattament bil-protease minn celloli tal-fluwidu
amnijotiku mkabbra fmedium konvenzjonali. Jista’ jkun
mehtieg li I-protokoll tieghek jigi mmodifikat sabiex
jittiehed akkont ta’ dan.

HAZNA U STABBILTA

Ahzen CHANG Medium C Frozen Supplement
f'temperatura ta’ ingas minn -10°C, CHANG Medium C
Lyophilized Supplement f'temperatura ta’ 2°C sa 8°C,
CHANG Medium B Basal f'temperatura ta’ 2°C sa 8°C,
u CHANG Medium C komplut f'temperatura ta’ 2°C sa
8°C. CHANG Medium B Basal m'ghandux jigi ffrizat.
Ipprotegi minn dawl fluworexxenti.

Ara t-tikketti fuq il-flixken komponenti individwali ghad-
jista’ jinzamm f'temperatura ta’ 2°C sa 8°C ghal 10 ijiem
qgabel jintuza minghajr ma tigi affettwata I-funzjoni tieghu.
Mhux irrakkomandat li jinhazen ghal iktar minn 10 ijiem.
TIFFRIZAX CHANG MEDIUM C.KOMPLUT
PREKAWZJONWJIET U TWISSUJIET

Dan I-apparat huwa mahsub ghall-uzu minn persunal
imharreg fi proceduri li jinkludu |-applikazzjoni indikata
li ghaliha huwa mahsub [-apparat.

Tuzax il-komponenti ta” CHANG Medium C.wara d-data
ta’ skadenza indikata fuq it-tikketti individwali.



SLOVENSCINA

INDIKACIJE ZA UPORABO

Medij CHANG Medium C se lahko uporablja za naslednje
aplikacije:

1. primarna kultura celic amnijske tekoCine,

2. gojene pasazirane celice amnijske tekocine,

3. kultura celic kostnega mozga,

4. trdno amnijsko tkivo iz vzorcev horionskih resic.
TA MEDIJ JE ZASNOVAN ZA UPORABO V ODPRTIH
(KULTURE, URAVNOTEZENE V ATMOSFERI
S5 % CO,) IN ZAPRTIH SISTEMIH ZA GOJENJE
KULTUR (KULTURE S 5 % CO, IN INKUBIRANE
V TRDNO ZAPRTIH POSODAH).

OPIS PRIPOMOCKA

Medij CHANG Medium C je razvit za primarno kulturo
humanih celic amnijske tekoCine za uporabo pri
dolo¢anju kariotipa in drugih antenatalnih genskih testih.
TA FORMULA JE OPTIMIZIRANA ZA ODPRTE IN
ZAPRTE SISTEME.

KOMPONENTE
Soli in ioni Beljakovine Indikator
Natrijev klorid hormoni in vrednosti pH
Natrijev selenit rastni faktorji Fenol rdece
Kalcijev klorid Serum govejega Vitamini in

Holinklorid zarodka (FBS)
Kalijev klorid Serum
Kalijev fosfat novorojenega teleta  Folna kislina

Magnezijev klorid Humani transferin Nikotinamid
Magnezijev sulfat Fibroblastni rastni Riboflavin
Natrijev fosfat faktor (FGF) Tiamin

Zelezov sulfat Inzulin

Bakrov sulfat Progesteron Kobalamin
Cinkov sulfat Testosteron Piridoksal
Pufer Beta-estradiol Piridoksin
Natrijev bikarbonat ~ Hidrokortizon

Aminokisline Voda

Alanin Kakovost, ki ustreza

Arginin vodi za injekcije

Asparagin Drugo

Asparaginska kislina Hipoksantin

Cistein Biotin

Cistin Putrescin

Glutaminska kislina  Etilni alkohol

Glutamin Antioksidant

Glicin Tiokti¢na kislina

Histidin Nukleinske kisline

Izolevcin Deoksiadenozin

Levcin Deoksicitidin

Lizin Deoksigvanozin

Metionin Adenozin

Fenilalanin Citidin

Prolin Gvanozin

Serin Timidin

Treonin Uridin

Triptofan Energijski substrati

Tirozin Glukoza

Valin Piruvat

Inozitol

ZAGOTAVLJANJE KAKOVOSTI

STERILNOST

Serum, uporabljen pri proizvodnji medija CHANG

Medium C Supplement, je testiran za virusno

kontaminacijo po standardu CFR, naslov 9, del 113.53.

Testiran je tudi glede mikoplazemske kontaminacije.

Medija CHANG Medium B Basal in CHANG Medium C

Supplement sta sterilizirana s filtracijo skozi

0,1-mikronski filter. Reprezentativni vzorci medijev

CHANG Medium B Basal in CHANG Medium C

Supplement so testirani za morebitno bakteriolosko

kontaminacijo po protokolu za testiranje sterilnosti,

opisanem v trenutni USP za testiranje sterilnosti <71>.

PRIPRAVA ZA UPORABO

Liofiliziran dodatek

1. Pocakajte, da medij CHANG Medium C liofiliziran
dodatek doseze sobno temperaturo.

2. Zasepti¢no tehniko liofilizatu dodajte 10 ml ali 50 ml
sterilne destilirane vode. 10 ml viala je za 90 ml
medija CHANG Medium B Basal; 50 ml viala je za
450 ml medija CHANG Medium B Basal.

3. Vialo neZno sukajte, da se vsebina popolnoma
raztopi. (OPOMBA: Morda bo treba vialo inkubirati
pri 37 °C od 5 do 10 minut, da se dodatek popolnoma
raztopi).

elementi v sledovih
Askorbinska kislina

Pantotenska kislina

4. Asepticno prenesite celotno vsebino
rekonstituiranega medija CHANG Medium C
Supplement v steklenico z medijem CHANG
Medium B Basal.

5. S sukanjem steklenice temeljito zmeSajte celoviti
medij CHANG Medium C.

6. Dodajte L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Po Zelji
lahko dodate antibiotike.

Zamrznjen dodatek

1. Hitro odtalite medij CHANG Medium C zamrznjen
dodatek tako, da sukate vialo v vodni kopeli
s temperaturo 37 °C.

2. Aseptino prenesite celotno vsebino odtaljenega
medija CHANG Medium C Supplement v steklenico
z medijem CHANG Medium B Basal.

3. S sukanjem steklenice temeljito zmeSajte celoviti
medij CHANG Medium C.

4. Dodajte L-glutamin, 10,0 ml/l (200 mM). Po Zzelji
lahko dodate antibiotike.

ALIKVOTIRANJE MEDIJA CHANG

MEDIUM C SUPPLEMENT

Liofiliziran dodatek

Ce v 10 dneh ne morete porabiti celovitega medija

CHANG Medium C, boste morda zeleli s tem

spremenjenim postopkom pripraviti manjSe koli€ine:

1. Rekonstituirajte medij CHANG Medium C liofiliziran
dodatek.

2. Asepti¢no ga porazdelite na alikvote primerne
velikosti in zamrznite.

3. Tudi medij CHANG Medium B Basal asepti¢no
razdelite na ustrezno Stevilo alikvotov.

4. Celovit medij CHANG Medium C pripravite tako,
da en alikvot odtaljenega medija CHANG Medium C
Supplement dodate enemu alikvotu medija CHANG
Medium B Basal.

5. Dobro premeSajte.

Zamrznjen dodatek

1. Odtalite medij CHANG Medium C zamrznjen
dodatek.

2. Z aseptitno tehniko ga porazdelite na alikvote
primerne velikosti in ponovno zamrznite. (OPOMBA:
Viala z dodatkom vsebuje 14 ml ali 70 ml. Vsebino
enakomerno porazdelite.)

3. Tudi medij CHANG Medium B Basal asepti¢no
razdelite na ustrezno Stevilo alikvotov.

4. Celovit medij CHANG Medium C pripravite tako,
da en alikvot odtaljenega medija CHANG Medium C
Supplement dodate enemu alikvotu medija CHANG
Medium B Basal.

5. Dobro premeSajte.

NAVODILA ZA UPORABO

VREDNOST pH MEDIJA, KI SE UPORABLJA ZA

HRANJENJE KULTUR, MORA BITI MED 6,8 IN 7,2

(tj. medij mora biti rahlo rumenkaste barve lososa).

Vrednost pH zlahka prilagodite tako, da medij postavite

v inkubator s 5-8 % CO, (pokrovcek naj bo nekoliko

priprt).

Kon¢&ni pH mora biti 6,8-7,2.

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.

Uporaba medija CHANG Medium C za

primarne kulture: Metodologije in situ

1. Centrifugirajte amnijsko teko¢ino pri nizki hitrosti,
da koncentrirate celice.

2. Ponovno suspendirajte celi¢no usedlino v majhnem
volumnu bolni¢ine lastne amnijske tekoCine. Lahko
na primer aspirirate supernatant 10 ml centrifugirane
amnijske tekoCine na raven 0,5 ml nad celi¢no
usedlino in ponovno suspendirate. V koncentrirano
celi¢no suspenzijo dodajte dovolj medija CHANG
Medium C, da dobite kon¢ni volumen za prevleko
krovnih stekelc 0,5 ml na stekelce (skupaj 4 krovna
stekelca) ali 2 ml na steklenicko.

3. Nato se morajo kulture nemoteno inkubirati
v atmosferi s 5 % CO, pri 37 °C.

4. 2. dan kulture zalijte z 2 ml medija CHANG
Medium C.

5. Po 4 do 5 dneh preverite, ali kulture rastejo.
Ko opazite rast, morate kulture nahraniti. Kulture
nahranite tako, da odstranite ves supernatant kulture
in ga nadomestite z 2 ml sveZzega medija CHANG
Medium C. Priporo¢ljivo je, da v nadaljevanju kulture
nahranite vsaka 2 dni.

6. Nab.danalipo5. dnevu preverite, koliko so kulture
zrasle, in jih spravite, ko opazite dovolj kolonij.

7. Rezultat bo najboljsi, ¢e kulture nahranite z medijem
CHANG Medium C en dan, preden jih spravite.

Uporaba medija CHANG Medium C za

primarne kulture: Metodologije z bu¢kami

1. Centrifugirajte amnijsko teko¢ino pri nizki hitrosti,
da koncentrirate celice.

2. Ponovno suspendirajte celi¢no usedlino v majhnem
volumnu bolni¢ine lastne amnijske teko¢ine. Lahko
na primer aspirirate supernatant 10 ml centrifugirane
amnijske tekocine na raven 1 ml nad celi¢no usedlino
in ponovno suspendirate. Dodajte 4 ml medija
CHANG Medium C, da dobite celotni volumen 5 ml
na bucko.

3. Nato se morajo kulture nemoteno inkubirati
v atmosferi s 5 % CO, pri 37 °C.

4. Na 5. dan preverite rast. Medij zamenjajte s svezim
medijem CHANG Medium C in spravite celice,
Ce opazite zadostno rast.

5. V nadaljevanju vsak drugi dan preverite rast kultur
in zamenjajte medij v celoti, dokler ne opazite, da je
dovolj kolonij pripravljenih, da jih lahko spravite.

6. Rezultat bo najboljsi, ¢e kulture nahranite z medijem
CHANG Medium C en dan, preden jih spravite.

OPOMBA: Pri zaprtih sistemih vsako bucko za kulture
20 sekund spirajte s 5 % CO, in 95 % zraka. Trdno
zaprite pokrovéke buck za kulture in jih inkubirajte pri
37 °C. (Priporogljivo je, da na dovod CO, pritrdite sterilno
Pasteurjevo pipeto, ki bo zagotavljala sterilnost
dovajanega plina.)

Uporaba medija CHANG Medium C za
gojene pasazirane celice amnijske
tekoc€ine:

Ce Zelite pasazirati celice, obdelajte kulture s tripsinom
(ali pronazo itd.), kar bi obi¢ajno naredili pri celicah,
gojenih v obi¢ajnem mediju. Vendar je treba obdelavo
s proteazami skrbno spremljati. Celice amnijske
tekoCine, gojene v mediju CHANG Medium C,
so obi¢ajno obcutljivejSe za obdelavo s proteazami kot
celice amnijske tekocine, ki so gojene v obi¢ajnem
mediju. Za upoStevanje tega boste morda morali
spremeniti protokol.

SHRANJEVANJE IN STABILNOST

Medij CHANG Medium C zamrznjen dodatek shranjujte
pri temperaturi pod —10 °C, CHANG Medium C liofiliziran
dodatek pri temperaturi med 2 in 8 °C, CHANG
Medium B Basal pri temperaturi med 2 in 8 °C ter celovit
medij CHANG Medium C pri temperaturi med 2 in 8 °C.
Medij CHANG Medium B Basal se ne sme zamrzniti.
Zascitite pred fluorescencno svetlobo.

Roki uporabnosti so navedeni na nalepkah na
steklenicah s posameznimi komponentami. Celovit medij
CHANG Medium C lahko pred uporabo shranite pri
temperaturi od 2 do 8 °C za 10 dni, ne da bi to vplivalo
na njegovo delovanje. Shranjevanje za dlje kot 10 dni
ni priporocljivo.

CELOVITEGA MEDIJA CHANG MEDIUM C NE SMETE
ZAMRZNITI.

PREVIDNOSTNI UKREPI IN OPOZORILA
Ta pripomocCek sme uporabljati samo osebje,
usposobljeno za postopke, ki vkljuéujejo indicirano
uporabo, za katero je pripomocek zasnovan.
Komponent medija CHANG Medium C ne smete
uporabljati po izteku rokov uporabnosti, navedenih na
posameznih nalepkah.



