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Amniopan

Kompletni médium pro kultivaci a cytogenetickou analyzu lidskych bunék plodové
vody a vzorku biopsie choriovych klki

7 wrs

Katalogové &islo | Mnoistvi
Amniopan | Kompletni médium pro kultivaci a cytogenetickou P04-70100 100ml
analyzu lidskych bunék plodové vody a vzorkt P04-70500 500ml
choriovych klkt

Popis vyrobku

Médium Amniopan bylo specidlné vyvinuto pro prenatalni in vitro diagnostické pouziti, pro kultivaci
bunék ziskanych z plodové vody resp. choriovych klkd (CVS). SloZzeni média bylo optimalizovdno na
lidskych bunkach z plodové vody a CVS, se zvlastnim dlrazem na rychlé napojeni bunék k bunécné
kultute substratu a efektivni bunécny rist.

Obecné informace

Médium Amniopan je specificky uréené pro prenatalni analyzu a optimalizovano pro zaloZeni
primarnich kultur lidské plodové vody (AFC) a vzork( choriovych klkd (CVS), které budou nasledné
pouzity pro karyotypizaci, fluorescencni in situ hybridizaci nebo jiné cytogenetické metody. Pfed
uvedenim do obéhu prochazi kazda Sarze média kontrolou kvality.

Skladovaci podminky
Skladovani: -20°C ve tmé
Stabilita: 2 roky

Velikost baleni: 100ml, 500ml, jina velikost na vyzadani



Slozeni

Amniopan se dodava zmrazeny jako kompletni médium, pfipravené k pouziti ve formdatu 100 ml nebo
500 ml. Je vyrobeno na bazi alfa-MEM a obsahuje antibiotika, L-glutamin, fetalni bovinni sérum
(FBS), hormony a ristové faktory. Tento vyrobek je vyrabén pod pfisné kontrolovanym systémem
kvality v souladu s poZadavky I1SO 9001/EN a ISO 13485 (lékarské produkty a in vitro diagnostika).

Vhodnost

Amniopan je vysoce uc¢inné kompletni médium (ptipravené k pouZiti) pro kultivaci lidskych fetalnich
bunék ze vzork( plodové vody a choriovych klkd.

POUZE PRO VYZKUM A IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITI!

Neni schvaleno pro terapeutické postupy u lidi nebo zvifat.
Navod k pouziti

Amniopan se dodava pripraveny k pouziti. Neni nutna Zadna dalsi suplementace, protoze antibiotika,
L-glutamin a fetalni bovinni sérum (FBS), hormony a rlstové faktory jsou jiz v médiu obsazeny.
Amniopan je pufrovan pomoci NaHCO3 a jako indikator pH obsahuje fenolovou cerven. SloZeni
média, které je pfipravené k pouziti, snizuje riziko technickych chyb a kontaminace kultur.

Amniopan je kompletni médium dodavané ve sterilnim zmrazeném stavu. Dodatec¢na filtrace neni
doporucéena. Rozmrazeny Amniopan lze pouZzivat aZ 2 tydny, pokud je uchovavan pfi teploté 2-8°C. Je
potfeba se vyvarovat opakovanému zahfivani, ochlazovani a vystaveni svétlu.

Rozmrazovani

Amniopan je pfipraven k pouZiti a Ize jej pouzit ihned po rozmrazeni ve vodni lazni pfi 37°C, jemné
krouzivym pohybem barky béhem procesu rozmrazovani se dosdhne homogenni smési a zabrdni se
tvorbé sraZenin. Alternativné lze Amniopan rozmrazit v inkubatoru s CO2 — fumigaci; mirné otevireni
- doporuduje se odsroubovat uzavér (1/4 otacky), aby doslo k vyrovnani pH.

Kontrola pH

Amniopan je pfi dodani upraven na spravnou hodnotu pH 6,9 az 7,1. Z dGvodu prepravy na suchém
ledu popf. skladovani po delsi dobu, mUzZe dojit k odchylce plvodné nastavené hodnoty pH. Nize
uvedené pokyny pomohou znovu upravit pH Amniopanu.

Amniopan obsahuje fenolovou cerven jako indikator pH: Tmavé cervend oznacuje vysokou hodnotu
pH (zakladni). Fenolové Cervena barva je tmavé Cervena pti pH 7,4. Médium je pfilis zasadité a pH Ize
upravit ekvilibraci. Sroubovaci uzavér by mél byt mirné otevien (1/4 otacky) a ldhev by méla byt
umisténa v atmosfére 5% CO2 (nap¥. kultivaénim inkubdtoru) po dobu 1 hodiny. Zluta barva oznaduje
hodnotu pH, kterd je p¥ilis nizka. Fenolova ¢erveri se zméni na Zlutou pfi pH 6,7. Zluté médium je
pfilis kyselé a lze jej upravit, jak je popsdno vyse, pro pfilis zadsadity Amniopan.



Alternativné muZze byt kultivaéni lahev fumigovana. V tomto pfipadé 5% CO2 — fumigace za sterilnich
podminek — tyto podminky jsou nutné. Barvu lze opticky porovnat s ¢erstvou, nové rozmrazenou
lahvi a urcit spravnou barvu.

Metody pro kultivaci

V nasledujici kapitole naleznete néktera doporuceni pro kultivaci AFC a CVS pfi pouZziti média
Amniopan. Tyto metody mohou byt nahrazeny jinymi, upraveny nebo ¢aste¢né zaménény, v
zavislosti na dostupnosti optimalizovanych nebo jinych postup(l. Vétsina cytogenetickych laboratofi
ma své vlastni postupy a pouziva médium pro kultivaci bunék v rdmci téchto metod a podminek.

VétsSina béznych metod kultivace bunék je zaloZzena na tzv. otevieném systému.
Oteviené systémy versus uzavieny systém

Definice otevieného systému: Kultury rostou v miskach s ventilovanymi kryty nebo v barkach s
uvolnénymi nebo odvétravanymi uzavéry v atmosfére 5% CO2 (inkubator s fumigaci), aby byla
umoznéna vyména plynu.

Definice uzavieny systém: Kultury rostou v uzavieném systému ve standardnim suchém inkubatoru
bez fumigace smési vzduch — CO2. V tomto ptipadé musi byt provedeno vhodné pufrovani
kultiva¢niho média.

Doporuceni pro pouZiti v otevieném systému:
1. Stocte bunky plodové vody centrifugaci pfi nizké rychlosti (napf. 120-150 g).

2. Opatrné odstrante 90-95 % supernatant a resuspendujte peletu ve zbyvajicim objemu plodové
vody. Zfed'te bunécnou suspenzi médiem Amniopan, abyste dosahli objemu naneseni 0,5 ml na kryci
skli¢ko (celkem 4 kryci sklicka) nebo 2 ml na bariku.

3. Inkubujte kultury pfi 37 °C v atmosfére 5 % CO2.
4. Druhy den pfidejte 2 ml Amniopanu do kazdé kultury.

5. Po 4 az 5 dnech zkontrolujte, zda kultury rostou. Pokud je zajistén bunécny rist, opatrné odsajte
médium a nahradte jej 2 ml ¢erstvého média Amniopan. Postup opakujte kazdé dva dny.

6. Jakmile Ize pozorovat dostatecny pocet kolonii (pfiblizné 5. den a déle), odeberte kultury.

7. Pro dosazZeni nejlepsich vysledk( vyménte Amniopan den pred sklizni. Tento postup spusti vinu
déleni a produkuje velké mnozZstvi mitdz.

Doporuceni pro pouZiti v uzavieném systému:

Médium Amniopan lze pouzivat v uzavienych systémech, pokud je hodnota pH udrZovana na
fyziologické Urovni (pH = 6,9 aZ 7,4). Utésnéné systémy jsou zavislé na adekvatni vyrovnavaci kapacité
média. Uzavreny systém funguje nejlépe pfi klonovacich postupech s nizkym poctem bunék, protoze
vySsi hustota bunék produkuje vice metabolitl kyselin, které mohou snizit hodnotu pH v médiu do
nefyziologického rozmezi.



Doporuceni pro udrzovani kultur pf¥i fyziologickém pH v uzavieném systému:

Metoda 1: Pfidejte 2 % (v/v) sterilniho 1,0 M zdsobniho roztoku HEPES do Amniopanu. Ph roztoku
HEPES musi byt upraveno na 7,0 pfi 20 °C se sterilnim 1,0 M NaOH. Buriky se pfiddvaji k HEPES-
doplnénému médium a inkubuji se v uzaviené kultivacni lahvi pfi 37 °C.

Metoda 2: Pfed utésnénim banku obsahujici Amniopan s bunkami pfedem ekvilibrujte v 5% CO2
inkubatoru po dobu 1 hodiny a kultivujte pfi 37 °C.

Metoda 3: Kazda jednotliva barika s Amniopanem a burikami se proplachne v 5% C02-95% smési
vzduchu pomoci sterilni pipety (se sterilnim filtrem) po dobu 20-30 sekund. Systém uzavrete a
inkubujte pfi 37 °C.

Odstranovani problému pfi nespravném rtstu bunék

Porucha ristu bunék m(iZe zaviset na nékolika faktorech:

- Pocet bunék je pfilis nizky

- Objem plodové vody je pfilis nizky

- Casova prodleva mezi vzorkovanim a kultivaci bunék je pfili§ dlouha

- Spatnd kvalita bunéénych kultur s kontaminaci buné&énymi zbytky nebo erytrocyty.

Pokud je vzorek plodové vody jiz viditelné krvavy, mliZze vysoky pocet erytrocytl znacné narusit
bunécny rlst. V pripadé zhorseného bunééného rlstu v dlisledku kontaminace erytrocyty se osvédcil
nasledujici postup: kompletni vyména média pti prvni vyméné a uplnad vyména média véetné promyti
DPBS (bez Mg2+/Ca2+) pti druhé vyméné.

Opatreni

Nepouzivejte produkt, pokud se zd3, Ze obal je naruseny nebo pokud je pozorovana viditelna
srazenina nebo produkt je pfijat rozmrazeny. Vyhnéte se dlouhodobému vystaveni svétlu. ProtozZe
Amniopan obsahuje FBS, mohou vzniknout vlockovité zbytky pfi rozmrazovani a skladovani.

Omezeni

Pro diagnostické postupy in vitro by si kazda laboratof méla stanovit postupy a pravidelné provadét
interni kvalitu téchto postupu, zejména pfi volbé novych bunéénych kultivacnich médii nebo pouZiti
novych Sarzi médii pfed uvolnénim tyto do klinické rutiny.

Pouze pro diagnostické poutziti in vitro pomoci kultivace a rastu lidskych fetalnich bunék z plodové
vody nebo choriovych klkl. Neni uréeno pro terapeutické pouziti u lidi nebo zvirat.

Technicka podpora

V pfipadé jakychkoliv dotaz(i nebo nejasnosti se prosim obratte na zdkaznicky servis PAN Biotech
GmbH nebo na autorizovaného mistniho zastupce.



Pro technickou podporu, dotazy nebo pfipominky kontaktujte svého mistniho partnera PAN-Biotech
nebo technického pracovnika oddéleni PAN-Biotech prostfednictvim e-mailu (info@pan-
biotech.com) nebo telefonu +49-8543-601630.
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Vyrobce

PAN-Biotech GmbH

Am Gewerbepark 6 + 13

D - 94501 Aidenbach

Germany

Tel: +49 8543 6016-30

Fax: +49 8543 6016-49

E-Mail: info@pan-biotech.com

Web: www.pan-biotech.com



