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Amniocyte Culture “In situ” Protocol

This protocol provides a guide for human amniocyte culture using

Amniomed® Plus. It can be used to replace either part or the
whole of existing protocols for amniocyte culture at the user’s
discretion.

"In situ” Cell Culture

a) Transfer the amniotic fluid sample (about 20 ml ) in 2 sterile
centrifuge tubes and spin at 1200 rpm for 10 minutes

b) Decant the supernatant for Alpha-fetoprotein analysis, leaving
about 1 ml in each tube.

Please Note: Thaw the Amniomed® Plus in a 37+2 °C waterbath
and mix well by swirling prior to use. Addition of L-Glutamine,
antibiotics and serum are not necessary since these components
are already present.

c) Prepare 4- 6 sterile Petri dishes (35 mm diameter) containing
round glass slide (AMNIODISH cod. EK AMN-240)
d) Distribute cell suspension into Petri dishes.

e) Add 2 ml of Amniomed® Plus to each Petri dish.
f) Put the cultures in a 37+2 °C at 5% CO, incubator.

g) On the sth day observe carefully the cell growing condition and
then replace the medium with 2 ml of fresh one.

h) One or two days later observe the cultures and if the cell colony
growth is adequate add Colcemid solution at the final
concentration of 0.05ug/ml.

Maintain in incubator for 2-4 additional hours before chromosome
preparation.

Flask method culture

(Use the same procedure as for the above “in situ” culture with the
following adaptation)

a) Distribute cell suspension into 2-4 flasks.
b) Add to each flask 4-5 ml of Amniomed® Plus.
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c) Place cap loosely on the flask and put the cultures in a 37£2 °C
at 5% CO, incubator.

Chromosome preparation

a) Decant the medium completely by tilting the plate and
suctioning from the corner.

b) Add 3.0 ml of hypotonic solution in each Petri dish and maintain
at room temperature for 10 minutes

c) Add 0.5 ml of fixative mixture (3:1 methanol - acetic acid)
directly to the hypotonic solution and leave for 5 minutes.

d) Suction off the supernatant and immediately add 3.0 ml of fresh
fixative.

e) Repeat twice to remove carefully any trace of residual water
present in the Petri dishes. (The

duration of these washings has no influence on final result).

f) Remove coverslip from the dish and immediately put it to dry in
OPTICHROME device (Optichrome cod. EK AMH-950) at right
condition of temperature and relative humidity.

horionic Vill mplin \"A Iture Pr l
a) Transfer the specimen from the transport tube to a 60 mm Petri
dish containing 5 ml of RPMI 1640
b) Wash Villi with fresh medium to remove the blood cells
¢) Using the inverted microscope, carefully dissect and remove any
remaining clots or decidua from Chorionic Villi.
d) Wash carefully Villi in Hank’s Balanced Salt Solution without

Catt and Mgt™.

Long-term cultures

a) Transfer the Villi in a sterile centrifuge tube containing 2 ml of
Pronase E (Meerk, 4.000.000 PU/g) * and incubate for 4-6 minutes
at room temperature, gently shaking from time to time.

b) Add 3 - 5 ml of cold HBSS (without Cat* and Mg**) to stop
enzyme action.

c) Centrifuge for 5 minutes at 1500 rpm and discard the
supernatant
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d) Add 2 ml of sterile Collagenase type II (Sigma, 1 mg/ml) and
incubate at 37 °C for 10 minutes

e) Add 3 - 5 ml of cold HBSS to stop the enzyme action.

f) Centrifuge for 5 minutes at 1500 rpm and discard the
supernatant

g) Add 2 ml of Amniomed® Plus and resuspend the pellet.
h) Prepare 2 to 6 Petri dishes (Amniodish) depending on the

volume of cell pellet. Add 2 ml of Amniomed® Plus medium to
each Petri dish and distribute the cell suspension.
i) Incubate at 37 °Cin a 5% CO5 incubator.

l) After 4 days of culture, check for progress of growth using an
inverted microscope

m) When the areas of growth show a number of cells in mitosis,
add one drop of Colcemid to each Petri dish (at a final
concentration of 0.05 pg/ml ) and keep in incubator for additional
4 - 6 hours.

Chromosome preparation

Follow the same procedure described in “Chromosome
preparation” for Amniotic Fluid cell culture.

* Dissolve 25 mg of Pronase E in 25 ml of HBSS without Cat ™ and

Mgt . Filter with a 0.2 im membrane. Aliquot and put in deep
freezer
(< - 18°C).
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Prot | lture in sit rl mni t

Ce protocole constitue un guide pour la culture d’amniocytes

humains avec Amniomed® Plus. Il peut étre utilisé en
remplacement de protocoles existants pour la culture des
amniocytes.

Culture in situ

a) Transférer I'échantillon de fluide amniotique (20 ml) dans deux
tubes a centrifugation stériles et centrifuger a 1200 rpm pendant
10 minutes

b) Décanter le surnageant pour |I'analyse de l'alpha-fétoprotéine,
laisser environ 1 ml par tube

A noter: décongeler Amniomed® Plus dans un bain Marie a 3742
°C et bien mélanger par retournement avant utilisation. L’addition
de L-Glutamine, d’antibiotiques et de sérum n’est pas nécessaire
puisque ces composants sont déja présents dans le milieu.

c) Préparer 4-6 boites de Pétri rondes stériles (35 mm de
diametre) contenant une lamelle de verre (AMNIODISH Réf. EK
AMN-240)

d) Distribuer la suspension cellulaire dans les boites de culture

e) Ajouter 2 ml d’Amniomed® Plus dans chaque boite
Mettre en culture dans un incubateur a 37+£2 °C sous
atmosphére 5% CO»

g) Le 5° jour de culture, observer les cellules et la qualité du
milieu, et remplacer le milieu par 2 ml de milieu frais

h) Le 6° ou 7° jour (1 ou 2 jour aprés le changement de milieu),
observer la culture et, si la pousse des colonies cellulaires est
correcte, ajouter la Colcémide (concentration finale de 0.05ug/ml)

Maintenir dans l'incubateur pendant 2-4 heures supplémentaires
avant la préparation des chromosomes

Méthode de culture en Flask

utiliser le méme protocole décrit dans la section in situ avec les

adaptations suivantes :
pag. 5



a) Répartir la suspension cellulaire dans 2-4 flasks

b) Ajouter 4-5 ml d’Amniomed® Plus dans chaque Flask

c) Replacer les bouchons sans les visser compléetement sur les
Flasks et mettre en culture dans un incubateur a 3742 °C sous
atmosphére 5% CO»

Préparation des chromosomes

Décanter completement le milieu en inclinant la boite et aspirer en
s’appuyant sur le bord

Ajouter 3 ml de solution hypotonique dans chaque boite de Petri et
maintenir a température ambiante 10 min

c) Ajouter 0,5 ml de fixateur (3:1 méthanol - acide acétique)
directement dans la solution hypotonique et laisser 5 min

Aspirer le surnageant et ajouter immédiatement 3 ml de fixateur
frais

e) Répéter l'opération deux fois pour enlever toute trace d’eau
dans la boite de Petri (la durée de ces lavages n’a aucune influence
sur le résultat final)

f) Oter la lamelle de la boite et placer immédiatement a sécher
dans I’'Optichrome dans les conditions optimales de température et
d’humidité (Optichrome cod. EK AMH-950)

Pr l rl Itur villosités chorial \"J

a) Transférer le prélevement du tube de transport dans une boite
de Pétri de 60 mm contenant 5 ml de RPMI 1640

b) Laver I’échantillon avec du milieu frais pour enlever les cellules
sanguines

Utiliser le microscope inversé, disséquer précautionneusement et
oter les caillots

d) Laver le prélevement chorial avec une solution saline de Hank

sans Catt ni MmgtT

Cultures a long terme

a) Transférer la villosité dans un tube a centrifuger stérile
contenant 2 ml de Pronase E (Meerk, 4.000.000 PU/g) * et incuber
4-6 minutes a température ambiante, en agitant plusieurs fois

b) Ajouter 3 - 5 ml de HBSS froid (sans Cat* ni Mgt 1) pour
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stopper la réaction enzymatique

c) Centrifuger 5 minutes a 1500 rpm et jeter le surnageant

d) Ajouter 2 ml de Collagenase type II stérile (Sigma, 1 mg/ml) et
incuber a 37 °C pendant 10 minutes

Ajouter 3 - 5 ml de HBSS froid pour stopper la réaction
enzymatique

f) Centrifuger pendant 5 minutes a 1500 rpm et éliminer le
surnageant

Ajouter 2 ml d’Amniomed® Plus et resuspendre le culot
h) Préparer 2 a 6 boites de Petri (Amniodish) en fonction du

volume du culot cellulaire. Ajouter 2 ml d’Amniomed® Plus dans
chaque boite et distribuer la suspension cellulaire
i) Incuber a 37 °C dans un incubateur sous 5% CO»

j) Aprés 4 jours de culture, vérifier la progression de la pousse
cellulaire sous un microscope inverse

k) Quand les aires de pousse présentent suffisamment de cellules
en mitose, ajouter une goutte de Colcémide dans chaque boite
(concentration finale de 0,05 ug/ml ) et garder dans l'incubateur 4
- 6 heures supplémentaires

Préparation des chromosomes

Suivre la méme procédure décrite au paragraphe « Préparation des
chromosomes pour les cultures de cellules amniotiques »

Dissoudre 25 mg de Pronase E dans 25 ml de HBSS sans Cat™

ni Mgt . Filtrer sur membrane 0,2 im. Aliquoter et congeler &
<-18°C
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Protokoll “in situ” Amniozytenkultur

Dieses Protokoll ist ein Leitfaden fir eine humane

Amniozytenkultur unter Verwendung von Amniomed® Plus. Je
nach Entscheidung des Anwenders kann es entweder teilweise
oder vollstandig existierende Protokolle flr die Amniozytenkultur
ersetzen.

"in situ” Zellkultur

a) Probe (Amnionflissigkeit, ca. 20 ml) auf 2 sterile
Zentrifugenréhrchen verteilen und bei 1200 RPM 10 Minuten
zentrifugieren

b) Uberstand dekantieren und fiir die Alpha Fetoprotein-Analyse
verwenden, ca. 1 ml in jedem R&hrchen belassen

Bitte beachten: Amniomed® Plus in einem 37+2 °C Wasserbad
auftauen und vor Gebrauch durch aufwirbeln gut mischen. Zugabe
von L-Glutamin, Antibiotika und Serum ist nicht nétig da das
Medium diese Komponenten bereits enthalt.

C) 4-6 sterile Petrischalen (Durchmesser 35 mm) vorbereiten, die
runde Glasobjekttrager enthalten (AMNIODISH Prod.-Nr. EK AMN-
240).

d) Zellsuspension auf Petrischalen verteilen.

e) Zu jeder Petrischale 2 mi Amniomed® Plus zugeben.
f) Kulturen bei 37+2 °C und 5% CO, in einen Inkubator stellen.

g) Am 5. Tag sorgféltig das Zellwachstum beobachten und das alte
Medium durch 2 ml frisches Medium ersetzen.

h) 1-2 Tage spater Kulturen begutachten und bei geeighetem
Wachstum der Zellkolonien Colcemidlédsung bis zu einer
Endkonzentration von 0,05 pg/ml zugeben.

Vor der Chromosomenpraparation noch einmal flir 2-4 Stunden im
Inkubator belassen.

Kultur in Zellkulturflaschen

(Gleiches Protokoll wie flur ,in situ™ Kultur verwenden aber die
folgenden Abweichungen beachten)
a) Zellsuspension auf 2-4 Zellkulturflaschen verteilen.
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b) Jeder Flasche 4-5 ml Amniomed® Plus zugeben.
c) Verschlusskappe nur lose aufsetzen und Zellkulturflaschen bei
3742 °C und 5% CO> in einen Inkubator stellen.

Chromosomenpréaparation

a) Medium vollstdndig dekantieren; dabei Schale schrag halten
und Medium in der Ecke absaugen.

b) Zu jeder Petrischale 3 ml hypotonische Lésung zugeben und 10
Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen

c) 0,5 ml Fixativ (3:1 Methanol - Eisessig) direkt der
hypotonischen Lésung zugeben und 5 Minuten stehen lassen.

d) Uberstand absaugen und sofort 3 ml frisches Fixativ zugeben.
e) Zweimal wiederholen um vorsichtig jede Spur von Wasser aus
der Petrischale zu entfernen (die Dauer dieser Waschschritte hat
keinen Einfluss auf das Endergebnis).

f) Objekttrager aus Schale nehmen und zum trocknen sofort in
OPTICHROM-Gerat (Optichrom Prod.-Nr. EK AMH950) legen;
geeignete Temperatur und rel. Feuchte wahlen.

Protokoll fiir die Kultur von Chorionzotten (CVS)

a) Proben aus dem Transportréhrchen in eine 60 mm Petrischale
mit 5 ml RPMI 1640 Uberfuhren

b) Chorionzotten mit frischem Medium waschen um Blutzellen zu
entfernen

c) Unter einem Inversmikroskop vorsichtig noch verbliebene
Blutgerinnsel und Decidua von den Chorionzotten entfernen.

d) Sorgfaltig in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) ohne Catt
und MgTt waschen.

Langzeitkulturen

a) Chorionzotten in ein steriles Zentrifugenréhrchen mit 2 ml
Pronase E (Merck, 4.000.000 PU/g)* Uberfihren und 4-6 Minuten
bei Raumtemperatur inkubieren, ab und zu vorsichtig schutteln.

b) 3-5 ml kalte HBSS (ohne Ca®™t und Mgt ™) hinzugeben um die
Enzymreaktion abzustoppen. )
c) 5 Minuten bei 1.500 RPM zentrifugieren und Uberstand
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dekantieren.

d) 2 ml sterile Kollagenase Typ II (Sigma, 1 ml) zugeben und bei
37+2 °C fur 10 Minuten inkubieren.

e) 3-5 ml kalte HBSS zugeben um die Enzymreaktion abzustoppen.
f) 5 Minuten bei 1.500 RPM zentrifugieren und Uberstand
dekantieren.

g) 2 ml Amniomed® Plus zugeben und Pellet resuspendieren.
h) Abhdangig vom Volumen des Zellpellets 2 bis 6 Petrischalen

(Amniodish) vorbereiten. 2 ml Amniomed® Plus in jede
Petrischale geben und Zellsuspension darauf verteilen.
i) Bei 37£2 °C und 5% CO3 in einen Inkubator stellen.

I) Nach 4 Tagen Wachstumsfortschritt mit einem Inversmikroskop
Uberprifen

m) Wenn in den Ausschnitten, in denen Wachstum stattfindet,
einige mitotische Zellen zu sehen sind zu jeder Petrischale einen
Tropfen Colcemid zugeben (Endkonzentration 0,05 pg/ml) und fur
weitere 4 - 6 Stunden in den Inkubator stellen.

Chromosomenpréaparation

Gleiches Protokoll wie flir die Chromosomenpraparation fir
Amniozytenkultur verwenden.

* 25 mg Pronase in 25 ml HBSS ohne Cat* and Mgt™ Iésen.
Durch ein 0,2 pm Membranfilter filtrieren. Aliquotieren und bei
(= - 18°C) einfrieren.
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Protocolo de cultivo “in situ” de Aminocitos

Este protocolo proporciona una guia para el cultivo de aminocitos
humanos mediante la utilizacion de Aminomed® Plus. Este
protocolo es capaz de reemplazar una buena parte de los
protocolos utilizados por los usuarios para cultivo de aminocitos.

Cultivo de células “'in situ”

Transfiera la muestra de liquido amnidtico (20 ml
aproximadamente) en dos tubos de centrifugacién estériles y
centrifugue a 1200 rpm durante 10 minutos.

Decante el sobrenadante para el analisis de Alfa-fetoproteina,
depositando 1 ml aproximadamente en cada tubo.

Nota importante: Atempere Aminomed® Plus en un bafo de
agua a 37°C y mézclelo bien antes de su utilizacion.

La adicién de L-Glutamina, antibidticos y el suero no es necesaria
ya que estos componentes estan presentes.

Prepare de 4 a 6 placas Petri, de 35 mm de didmetro, estériles que
contengan cubre (AMNIODISH cod. EK AMN-240)

Reparta la suspensién de células sobre las placas Petri.

Afada 2 ml de Aminomed® Plus en cada una de las placas
Introduzca los cultivos en un incubador a 37°C y al 5% de COy

Al 50 dia revise cuidadosamente el crecimiento de los cultivos y
renueve el medio con 2 ml de medio fresco.

Uno o dos dias después revise los cultivos y si el crecimiento de
la colonia de células es el adecuado, afiada una solucién de
Colcemid a una concentracion final de 0.05ug/ml.

Mantengase en el incubador de 2 a 4 horas mas antes de la
preparacién de cromosomas.

Método de cultivo en Flask
(Utilice el mismo procedimiento que el cultivo “in situ”, con las
siguientes adaptaciones)

Reparta la suspensiéon en 2-4 Flasks
Anada a cada botella 4-5 ml de Aminomed® Plus
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Tape ligeramente los flasks e introduzca en incubadora a 37°C vy al
5% de CO».

Preparacion de cromosomas

Decante completamente el medio destapando la placa vy
succionando desde el borde.

Afada 3.0 ml de soluciéon hipoténica en cada placa Petri y
manténgalos a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Afiada 0.5 ml de mezcla fijadora (3:1 metanol-acido acético)
directamente a la solucién hipotdnica y deje reposar durante 5
minutos.

Succione el sobrenadante e inmediatamente después vierta 3.0 ml
de solucién fijadora fresca.

Repita dos veces para separar cuidadosamente cualquier traza de
agua residual que pudiera estar presente en la placa Petri. (la
duracién de estos lavados no implica cambios en el resultado final)
Retire la tapa de la placa e inmediatamente coléquela en un
dispositivo OPTICHROME seco (Optichrome cod. EK AMH-950) bajo
condiciones adecuadas de temperatura y humedad.
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Protocollo per colture di cellule del liquido amniotico “in

situ”

Il protocollo descritto qui di seguito € ritenuto ottimale da molti
Laboratori; altri invece preferiscono le tradizionali metodiche
perché richiedono un minore numero di operazioni manuali.

Amniomed® Plus funziona comunque in modo eccellente
qualunqgue sia la tecnica adottata sia per le colture in situ come per
le colture in fiasca.

Generalmente ad ogni paziente si prelevano circa 20 ml di liquido
amniotico che vengono distribuiti in due provette coniche da 15 ml

Centrifugare le provette contenenti il liquido amniotico per 10
minuti a 1000 -1500 giri
Prelevare con una pipetta sterile il liquido sopranatante per la

determinazione delle alfa-fetoproteine lasciando 0,5 - 1 ml di
liquido amniotico in ciascuna provetta

Risospendere accuratamente i due pellet cellulari ed unirli in una
sola provetta

Per ogni campione preparare 6 capsule Petri sterili (@ 35 mm)
contenenti un vetrino portaoggetti rotondo anch’esso sterile
(Amniodish cod. EK AMN-240)

Dispensare la sospensione cellulare in ognuna delle 6 capsule di
Petri (€ conveniente appoggiare la pipetta direttamente sul vetrino
all'interno della capsula e appoggiare la goccia al centro dello
stesso)

Aggiungere 2 ml di Amniomed® Plus ad ogni capsula di Petri
Incubare il campione nelle capsule in termostato a 372 °C in
atmosfera di CO5 al 5%

Al 4°- 5° giorno di incubazione controllare le colture al microscopio
rovesciato e sostituire completamente o parzialmente il terreno di
coltura con terreno fresco

Incubare il campione per ulteriori 24 - 48 ore sempre in termostato
a 372 °C in atmosfera di CO5 al 5%

Trascorso questo tempo controllare le colture al microscopio
rovesciato e nel caso si osservi una vivace attivita mitotica,
aggiungere ad ogni capsula la soluzione Colcemid alla
concentrazione finale di 0,05 Ig/ml
Mantenere in termostato le colture per altre 2 - 4 ore prima di
procedere all’allestimento dei preparati cromosomici

pag.13



Colt in Fi
Seguire il protocollo sopra riportato con le seguenti modifiche:

Dispensare la sospensione cellulare in 2 - 4 fiasche sterili (25 cm2)

Aggiungere 4 -5 ml di Amniomed® Plus ad ogni fiasca
Incubare il campione nelle fiasche in termostato a 37+£2 °C in
atmosfera di CO5 al 5%

Dopo aver rimosso completamente il terreno di coltura, mettere in
ciascuna capsula 3 ml di soluzione ipotonica (0,6 gr. di Na3Citrato

+ 0,1 gr.di KCI sciolti in 100 ml di acqua distillata) e lasciare per
10 minuti a temperatura ambiente

Eliminare la soluzione ipotonica e aggiungere 3 ml di soluzione di
Ibraimov (96 ml di acqua distillata + 4 ml di acido acetico glaciale)
e mantenere per circa 5 minuti a temperatura ambiente

Eliminare accuratamente la soluzione di Ibraimov e aggiungere 3
ml di fissativo fresco (4:1 alcool metilico - acido acetico)

Ripetere il lavaggio in fissativo fresco (la durata di questi lavaggi
ininfluente sul risultato finale)

Estrarre il vetrino dalla capsula e fare evaporare in condizioni di
temperatura e umidita controllate nella macchina Optichrome
(cod. EK AMH-950)

Protocollo per colture dei villi coriali a lungo termine

Trasferire il campione di villi coriali in una capsula di Petri (@ 60
mm) contenente 5 ml di terreno RPMI 1640

Lavare i frammenti di villo in modo da rimuovere il sangue
eventualmente presente nel terreno di raccolta

Utilizzando un microscopio rovesciato, selezionare i villi sia per
quantita sia per qualita (allontanare cioe i frammenti di decidua
eventualmente presenti) e trasferirli in una capsula di Petri (@ 35
mm) contenente 3 ml di soluzione salina di Hank’s (HBSS) senza
Cat+- Mg+t

Lavare accuratamente i villi in questa soluzione

Trasferire il materiale in una provetta sterile contenente 2 ml di
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Pronase E (Merk, 4.000.000 PU/g) ed incubare a temperatura
ambiente a 4-6 minuti
Aggiungere al campione 3-5 ml di soluzione salina di Hank'’s senza

Catt- Mgt™ fredda (+4°C) e centrifugare 5 minuti a 1500 rpm
Rimuovere il sopranatante e aggiungere al campione 2 ml di
Collagenase tipo II (Sigma, 1 mg/ml) ed incubare a 372 °C per
10 minuti

Aggiungere al campione 3-5 ml di soluzione salina di Hank'’s senza

Catt- Mgt™ fredda (+4°C) e centrifugare 5 minuti a 1500 rpm
Rimuovere accuratamente il sopranatante, aggiungere 1-2 ml di

Amniomed® Plus e risospendere
Distribuire i frammenti di villo in 2 -4 capsule Amniodish e

aggiungere ad ogni capsula 2 ml di Amniomed® Plus
Incubare il campione in termostato a 37+2 °C in atmosfera di CO»

al 5%

Dopo 4 giorni di coltura osservare la crescita al microscopio
rovesciato e nel caso sia presente una attiva proliferazione
cellulare, aggiungere ad ogni capsula la soluzione Colcemid alla
concentrazione finale di 0,05 Ig/ml

Mantenere in termostato le colture per altre 4 - 6 ore prima di
procedere all’allestimento dei preparati cromosomici

Seguire la stessa metodica utilizzata per le colture di cellule
amniotiche “in situ” (pag. )

N.B.

Per ottenere preparati cromosomici di buona qualita occorre
immettere il Colcemid quando le aree di crescita sono ancora
piccole. La durata del trattamento con Colcemid deve essere molto
pit lunga (4 - 6 ore) rispetto alle colture di liquido amniotico.
Infatti, il ciclo cellulare dei fibroblasti del mesenchima € lento. Con
brevi trattamenti di Colcemid c’¢ il rischio di raccogliere solo cellule
gia entrate in metafase i cui cromosomi sono troppo condensati e
percio poco adatti all’analisi.
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Prot | I ltur Amnidcitos “In situ”

Este protocolo constitui-se como um guia para a cultura de

amnidcitos humanos com a utilizacdo do meio Amniomed® Plus.
Pode ser utilizado para substituir parte ou a totalidade dos
protocolos existentes para a cultura de amnidcitos, por
determinacgdo do utilizador.

Cultura de Células "In situ”

a) Transferir a amostra de liquido amnidtico (cerca de 20 ml) para
2 tubos estéreis de centrifuga e centrifugar a 1200 rpm durante 10
minutos;

b) Decantar o sobrenadante para a andlise da alfa-fetoproteina,
deixando cerca de 1 ml em cada tubo.

Nota: Descongelar o meio Amniomed® Plus em banho maria a
37+2 °C e misturar bem por agitacao rotacional, antes da sua
utilizacdo. A adicdo de L-Glutamina, antibidticos e soro ndo é
necessdria uma vez que estes componentes ja estdo presentes.

c) Preparar 4 - 6 caixas de Petri estéreis (35 mm de didametro)
contendo uma Iamina de vidro circular (AMNIODISH cod. EK AMN-
240)

d) Distribuir a suspensdo de células nas caixas de Petri.

e) Adicionar 2 ml de meio Amniomed® Plus a cada caixa de
Petri.

f) Colocar as culturas a 3742 °C num incubador com 5% CO».

g) No 59 dia observar cuidadosamente as condigbes do cescimento
celular e substituir o meio de cultura por 2 ml de meio fresco.

h) Um ou dois dias depois observar as culturas. Caso o
crescimento das coldonias de células seja adequado, adicionar
Colcemida a uma concentracgao final de 0.05pg/ml.

Manter num incubador de CO, durante 2-4 horas adicionais antes
da preparagao dos cromossomas.

Método de Cultura em Frasco
(Utilizar o mesmo procedimento indicado acima para a cultura “in
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situ”, com as seguintes adaptacdes)

a) Distribuir a suspensao de células para 2-4 frascos.

b) Adicionar 4-5 ml de meio Amniomed® Plus a cada frasco.
c) Colocar a tampa no frasco sem fechar completamente e colocar
as culturas a 37+£2 °C num incubador com 5% CO>.

Preparacdo dos cromossomas

a) Decantar o meio completamente, inclinando a caixa de Petri e
retirando o liquido por sucgdo pela margem;

b) Adicionar 3.0 ml de solugdo hipoténica a cada caixa de Petri e
manter a temperatura ambiente durante 10 minutos;

c) Adicionar 0.5 ml de mistura fixadora (3:1 metanol - &acido
acético) directamente a solucao hipotdnica e deixar repousar
durante 5 minutos.

d) Remover o sobrenadante por sucgdao e adicionar imediatamente
3.0 ml de fixador fresco.

e) Repetir duas vezes para remover cuidadosamente quaisquer
tracos de agua residual presente nas caixas de Petri (a duracdo
destas lavagens ndo tem qualquer influéncia no resultado final).
f) Remover a tampa da caixa de Petri e colocar imediatamente a
caixa em secagem no equipamento OPTICHROME (Optichrome
cod. EK AMH-950) nas condigbes de temperatura e humidade
relativa adequadas.

Protocolo de Cultura de Amostras de Vilosidades Coridnicas (CVS)
a) Transferir a amostra do tubo de transporte para uma caixa de
Petri de 60 mm, contendo 5 ml de meio RPMI 1640

b) Lavar as vilosidades com meio fresco para remover as células
sanguineas

c) Utilizando um microscépio invertido, dissecar cuidadosamente e
remover das vilosidades coridnicas quaisquer coagulos ou tecidos
epiteliais do endométrio remanescentes.

d) Lavar cuidadosamente as vilosidades em Hank’s Balanced Salt

Solution (HBSS) sem Catt e sem Mgt .

Culturas de Longa Duracgao

a) Transferir as vilosidades para um tubo de centrifuga estéril
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contendo 2 ml de Pronase E (Merk, 4.000.000 PU/g) * e incubar
durante 4-6 minutos a temperatura ambiente, agitando
ocasionalmente.

b) Adicionar 3 - 5 ml de HBSS frio (sem Catt e sem Mg*1) para
parar a reaccdo enzimatica.

c) Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm e descartar o
sobrenadante.

d) Adicionar 2 ml de Colagenase tipo II (Sigma, 1 mg/ml) estéril e
incubar a 37 °C durante 10 minutos

e) Adicionar 3 - 5 ml de HBSS frio para parar a reaccdo enzimatica.
f) Centrifugar durante 5 minutos a 1500 rpm e descartar o
sobrenadante

g) Adicionar 2 ml de meio Amniomed® Plus e re-suspender o
sedimento.
h) Preparar 2 a 6 caixas de Petri (Amniodish) dependendo do

volume de sedimento celular. Adicionar 2 ml de meio Amniomed®
Plus a cada caixa de Petri e distribuir a suspensdo de células.

i) Incubar a 37 °C num incubador com 5% CO».

I) Apds 4 dias de cultura, verificar o progresso do crescimento,
utilizando um microscépio invertido.

m) Quando as areas de crescimento exibirem células em mitose,
adicionar uma gota de Colcemida a cada caixa de petri (a uma
concentragao final de 0.05 pg/ml ) e manter no incubador por um
periodo adicional de 4 - 6 horas.

Preparacdo dos cromossomas

Seguir o mesmo procedimento descrito em “Preparacdao dos
Cromossomas “ para a cultura de células do fluido amnidtico.

* Dissolver 25 mg de Pronase E em 25 ml de HBSS sem Cat™ e

sem Mgt™t. Filtrar com uma membrana de 0.2 im. Aliquotar e
congelar (< - 18°C).
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IPQTOKOAAO I'TA THN KAAAIEPT'EIA AMNIAKOQN KYTTAPON ‘in
situ’

To apwtékorio ovTd Tapéyet 0dnyieg Yo Ty Kahhépysn avBphrvov apviakdy
KuTtdpmv ypnoyonotdviag to ‘Amniomed Plus’. Avtd to keAlepyntikd VAo
pmopel va ypnoonomel avikadioTdvog Gha 1| LEPOC TOV AVIWBpUGTNpioY TOV
XPNCLLOTOODVTCY (MG TMPO GTO EPY/PLO Yol TNV KUAMEPYEL GUVIOKDTTAP®V.

Kalépysie Kvrrapov ‘in situ’

» Metopépovpe mepimov 20 ml Seiypotog opviekon vypov ot 2
QTOCTEPMUEVOLS CWANVES Kol uyokevipodpe oe 1200 rpm ywr 10 dewtd.
»  AmopoxpOvovpe To VTEPKEINEVO, Y10t Vo, xpriolporomBel yio Ty avaivon g
a- gpPpuivng mpmteivng ( a- fetoprotein ), aprvovtog mepimov 1 ml og kabe
COANVL
Enueioon : Seraydvovps o Amniomed plus ce véatdéhovtpo otovg 37° C ket avapryvboups
xahé mpwv amd v xphom. H nposdiikn avnfuwtikdy, L- yhovtapivng kat opod dev eivan amapaitnm
aob TO. CUCTUTIKA OVTA LITdpYoVV 18N PEce OTO TTPOLGY
» Erowdlovue 4-6 amoctepopéve tpifiio Petri ( Swwpétpov 35 mm ) mov vo
TEPLEXOVY GTPOYYVAN| yodivn aviikeevopdpo ( AMNIODISH kwdwdg EK
AMN-240 )
Katavépovpe 1o Kuttapikod evaubpnpo oto tpiprio Petri
TonoBetovpe to TpPAia otovg 37° C oe khifoavo CO; pe 5% do&eido tov
GvBpaxo
» Tnv 5" uépa mopaTpoliLe TPOGEKTIKG TOV TPOTO AVATTVENS TV KVTTAPLY
KoL avIkaOoTov e TO Kollepynmiko péco tpocbitoviog amd 2 ml ppéokov
‘Amniomed plus *
> Mo pe d0o pépeg, apydtepa, TOPUTNPOVIE TIG KUAMEPYELEG KO GV 1)
OVATTUEN TOV KLTTAPIKOV OTOIKIOV Eivol 1| KatdAAnAn Tpocditovpe SidAvpa
xohyucivig oe telikn cuykévrpmon 0,05 pg/ml . Apfivovpe otov ETOOCTIKO
KAiBavo 2-4 dpeg emmhiov TP apyioEL TO YPOUOCHLIKO TOPATKEDACLLL.

Vv

Kallépyern og phaokeg
( akolovBeicte TNy id1a Sladikacio ONWE 6TO TOPUTAVE® TPOTOKOALO TG KOAREPYEIWRG © in situ < pe
TIG TOPOKATE TPOTOTOMGELS )
1. Awoveipete 10 KOTTOPIKS aubpnuo o 2-4 PAACKES
2. IlpooBéote oe kabe praoka 4-5 ml ‘Amniomed plus’
3. BdAte 1o komdkl xopic va kKheloete ogiktd ko1 TomoleTeiote TIC KOAMEPYELEG
ot KAiPavo dro&ediov otovg 37° C pe 5 % S10éeidio Tov avBpore

Xpopoocopikd tapacksdacno

1. Aoupéote tekeing To koAhepynTikod péco and to tpiPhio. Av ypslactei
KAVETE avappoeN o and TIg GKPES TNG PAAoKIS 1) Tov TpAiov.

2. TIpocBéote 3 ml vmotovikoy Swddpatog oe kabe tpiffiio Petri ko agpfote
ot Oepuokpacio dwpatiov yw 10 demtd

3. Ipocbéote 0,5 ml piypatog poviponoinong ( 3 : 1 peboavoin — o&wd oo )
xazevbeioy oto vroTovikd didAvLe Kol aeToTE Yo 5 AeTTd

4. ATOPOKPUVETE [E aVUppOQTOT) TO LIEPKEILEVO Kol TpooBéate apéome 3 ml
PPESKOV LOVIHOTOMTIKOD PIYHATOG
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5. Emavoldfete dvo popéc doTe va amopakpuvlody OAa To VIOAEIPLUTY VEPOD
ota TpIiia Petri. ( H didpkelo. avtdv tov mAvciudtoy dev ennpealet 1o
TEMKO OMOTEAECLLE. )

6. ATOpRAKPOVETE TNV GVIIKEWLEVOPOPO amd To Tp1Piio kot apécwg TomobeTnoTe
v Y otéyvopa oto OPTICHROME ( kadikdés EK AMH — 950 ) o1ig
KoTdAAnies cuvinkeg Oeplokpooiog Kol GYETIKNG VYPACING.

IpoTékoilo kalMEpysrog Yoprakng Mayvne

1. Metopépete to deilypa amd ToV COMVE PETOQOPAS Tov o Tpifiio Petri
[Swapérpov 60 mm] wov mepiExet 5 ml RPMI 1640

2. EHemhovete g Ayves pe @pioko KoAMepyNTIKO HECO Yo VO anopokpuvBody
Ta epudpoxdrrapa

3. Topompdviag 68 avaGTPOPO LIKPOGKOTLO, KOYTE TPOGEKTIKA Koil
AMOLLEKPUVETE OAC TC VTOASILLOT

4. Eem\vete mpooextikd pne HBSS yopic Ca ™ won Mg™

Kaliaépyereg paxpag drdprerog

1. Metapépoupe TG AIYVES OE UMOCTELPOUEVO COANVO PUYOKEVTPTCGTS TOV
nepréyxel 2 ml Pronase E ( Merk 4.000.000 PU/g)‘ koL emodlovpe yu 4-6
Aemtd og Beppokpacio dwpatiov, avakvadvtog EAaEpa.

2. TlpocBétovue 3-5 ml kpvov HBSS ( yopic Ca ™ xor Mg™ ) yie va
GTOOTNGOLLLE TNV evivpaTiky dpdom

3. @uyokevtpovpe yio 5 hemtd oto 1500 rpm kot weTdpe TO LVIEPKEINEVO

4. TIpocBétovpe 2 ml anooteipopévng Kollayevdong omov II ( SIGMA, 1
mg/ml) kot enmalovpe otovg 37° C yue 10 hemed

5. IlpocBétouvpe 3-5 ml xpvov HBSS yw vo ctapoaticovpe v eviopatikn
dpdon

6. @uyokevipovpe Yo 5 kentd oto 1500 rpm kot netdpe To vIepkeinevo

7. Ilpocbétovpe 2 ml “‘Amniomed plus’ ko emovadwivovue To iCnpoe

8. Erowdlovpe 2 pe 6 tpifiia Petri (Amniodish ) avéloyo pe to péyeboc tov
npatog. I[TpooOétovpe 2 ml * Amniomed plus’ og ka0e TpiPfiio kot
S1UVENOVULE TO KLTTOPIKG TLDPTLLO.

9. Emwdlovpe otovg 37° C ot khifavo do&edion pe 5% CO;

10. Metd amd 4 nuépeg, EAEYXOVLE TNV TPOOGO TNG KOAAEPYELONG LE TNV XP1OT
AVAGTPOPOL UIKPOCKOTION

11. Otav ot meproyes avénong deiyvouy kamoo apBpd kuttdpov os pitworn
mpooBETovpe a otaydva kokykivng oe kabe tpifio (ot Tehik
cuykévipoon 0,05 mg/ml ) xon aprivovpe Tig koiliépyeieg otov Khifovo
do&ediov Yo 4-6 dpeg emmhioy.

XpOPocOMIKS TAPROKEVOCHLA
AxohovBoipe ™y id1o axpipie Swedikacio dnng TeprypaeTnre NON oty KeAMépysia
GUVICKOV KUTTEpOV

*Awddovpe 25 mg Pronase E oe 25 ml HBSS yapic Ca ' war Mg™' . @itpapoupie

oe giltpo pe pepPpdvn wopov 0,2 pm . Xwpilovue o duddvpa oe dbpopa
colovakia kot To Torobetodpe oe fabud kaTayvén
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Euroclone S.p.A. has a Quality System certified by Dasa Raegister spa in compliance with UNI EN ISO 9001 (2000)

REF:; EKAMG-600

Vol 500mi|

T | 30072
- 07/2005
<an'c [ivo)

Euroclone S.p.A. - Life Sciences Division
Via Lombardia, 12 - 27010 Siziano (PV) ltaly
Customer Service: info@euroclone.net
Technical Service e-mail:cytogenetics @euroclone.net
Tel. +39.02.38195378
Fax : +39.02.38195248

www.euroclone.net
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