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SYNCHROSET: INSTRUCTION FOR USE

The "Synchroset" reagents perform very well with any lymphocite culture protocol commonly
used; anyway, much better results can be expected when they are used in combination with
Euroclone's "Chromosome Kit" test tube.

These instructions are specifically designed for "Chromosome kit", but they will apply also to
different procedures.

Lymphocites culture

Aseptically add 0.5 ml of whole blood to the tube; tighten the cap and mix
Incubate at 37 + 2° C (CO, not required)

After 48-56 hours, add 0,1 ml of Solution "A"; incubate overnight

The next morning, simply add 0,1 ml of Solution "B" and incubate for further five
hours (it is not necessary to wash the cells)

5. Add 1-2 drops of Colchicin and incubate for 90 minutes*

Ealb o

* Should this incubation time result in a synchronization of cell cycle in a late phase of
mithosis (late metaphase and/or anaphase), then we recommend to decrease the incubation
time to 30, 45 or 60 minutes in order to determine the optimal period which will provide
prometaphasic chromosomes.

PREPARATION OF SLIDES

Slides for chromosome observation can be now conveniently prepared following the
Chromosome kit "fast protocol".

Recommendations

Unused aliquots of both Solutions "A" and "B" must be stored at < -18 °C, in the dark;
repeated freezing and thawing will not alter the functionality of these reagents.

Chromosome which have undergone synchronization may need longer trypsinization times in
order to obtain proper GTG or RHG banding.

pag. 2



SYNCHROSET:INSTRUCTIONS D'USAGE
TECHNIQUE POUR LA SYNCHRONISATION DES CULTURES DE LYMPHOCYTES

Les réactifs Synchroset peuvent étre utilisés avec tous les protocoles de culture de
lymphocytes mais les meilleurs résultats sont obtenus avec les milieux Chromosome kit P en
tubes prét-a-I'emploi.

Ce protocole est adapté aux tubes Chromosome kit P mais il peut étre appliqué avec d’autres
milieux.

CULTURE DES LYMPHOCYTES

1. Décongeler le tube Chromosome kit P a température ambiante ou a 37 £+ 2°C.

2. Ajouter stérilement 0.5 ml de sang total. Refermer le tube en revissant parfaitement
le bouchon et bien mélanger.

3. Incuber a 37 £ 2°C (le CO2 n’est pas nécessaire).

4, Apres 48-56 heures, ajouter 0,1 ml de la solution “A”; incuber pendant la nuit.

5 Le lendemain matin ajouter simplement 0,1 ml de la solution “B” et incuber pendant
5 heures (il n'est pas nécessaire de laver les cellules).

6. Aprées incubation, ajouter 1 a 2 gouttes de colchicine et incuber pendant 90
minutes*.
* Si ce temps d'incubation résulte en une synchronisation du cycle cellulaire dans une

phase tardive de la mitose (métaphase tardive et/ou anaphase), il est recommandé de
diminuer le temps d'incubation a 30, 45 ou 60 minutes afin de déterminer le temps optimal
pour 'obtention de chromosomes prométaphasiques.

Préparation des lames
Suivre le protocole du Chromosome kit ou votre protocole standard.

Recommandations
Le tubes des solutions “A” et “B” doivent étre stockés a = -18°C dans l'obscurité; la
décongélation et recongélation des solutions n‘altére pas la qualité des produits.

Les chromosomes soumis au traitement de synchronisation peuvent avoir besoin d'un temps
plus long de trypsinisation afin d’obtenir les bandes GTG ou RHG.
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SYNCHROSET: ARBEITSANLEITUNG

Die "Synchroset" Reagenzien kénnen mit jedem Standardprotokoll fiir Lymphozytenkulturen
verwendet werden. Dennoch werden bessere Ergebnisse erzielt wenn sie in Kombination
mit den "Chromosome Kit" Proberéhrchen von EUROCLONE verwendet werden.

Diese Arbeitsanleitung ist speziell fiir die Verwendung mit dem "Chromosome Kit" erstellt
worden, kann aber auch fiir jedes andere Verfahren verwendet werden.

Lymphozyten Kulturen:

1. Pipettieren Sie 0,5 ml Vollblut steril in das Kulturréhrchen. Kulturréhrchen ver
schlieBen und mischen.

2. Inkubation bei 37 + 2° C (CO, Atmosphdre wird nicht benétigt)

3. Nach 48 - 56 Stunden, Zugabe von 0,1 ml der Lésung "A"; Inkubation Gber Nacht

4, Am nachsten Morgen Zugabe von 0,1 ml der Lésung "B" und weitere Inkubation
fur 5 Stunden (die Zellen missen nicht gewaschen werden)

5. Zugabe von 1 - 2 Tropfen Colchicin und Inkubation fiir weitere 90 Minuten *

* Sollte diese Inkubationszeit mit der Synchronisation der Zellen in einer spaten Phase der
Mitose (spate Metaphase und/oder Anaphase) enden, empfehlen wir die Inkubationszeit auf
30, 45 oder 60 Minuten zu verkiirzen, um den optimalen Zeitpunkt fiir den Erhalt von
Chromosomen in der Pro-Metaphase zu bestimmen.

PRAPARATION DER OBJEKTTRAGER

Die Objektrager zur Chromosomenanalyse kdnnen nun nach der ,,Chromosome Kit"
Arbeitsanleitung hergestellt werden.

Empfehlungen

Nicht verwendete Aliquote der Losungen "A" und "B" miissen bei £ -18 °C im Dunkeln gela-
gert werden; wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Reagenzien hat keinen EinfluB auf
deren Funktionalitat.

Chromosomen, die mit diesem Synchronisationsprotokoll behandelt wurden, kénnen langere
Trypsinisierungszeiten benétigen, um eine geeignete GTG oder RHG Banderung zu erhalten.
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SYNCHROSET: PROTOCOLO DE USO

Synchroset ofrece resultados 6ptimos con cualquiera de los protocolos habitualmente utili-
zados para cultivos de linfocitos; ademas estos resultados mejoran cuando se utilizan en
combinacion con los “Kits de Cromosomas” de Euroclone.

Estas instrucciones estan especificamente disefiadas para los “Kit de Cromosomas”, si bien
pueden aplicarse sobre diferentes técnicas.

Cultivo de Linfocitos.

1. En condiciones de esterilidad,afiadir 0.5 ml de sangre al tubo; apretar la tapa y
mezclar.

2. Incubar a 37 £ 2° C (No requiere CO5)

3. Tras 48-56 horas, anadir 0,1 ml de Solucion "A"; Incubar de 12 a 16 horas.

4, Afadir 0,1 ml de Solucion "B" e incubar mas de 5 horas (No es necesario lavar las
células).

5. Afadir 1-2 gotas de colchicina e incubar 90 minutos*.

* Sj en este tiempo de incubacién se produce la sincronizacion del cultivo en la Ultima fase
de la mitosis (metafase tardia y/o anafase), se recomienda disminuir el tiempo de incuba-
cion a 30, 45 6 60 minutos para determinar el tiempo 6ptimo de obtencidén de cromosomas
prometafasicos.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Las preparaciones en porta para la observacion de cromosomas se pueden preparar de
manera adecuada siguiendo el “protocolo rapido” del Kit de Cromosoma.

Recomendaciones.

Las alicuotas no utilizadas de las soluciones “"A” y “"B"” deben conservarse a £ -18 °C, en
oscuridad; la congelacion y descongelacion no altera la funcionalidad de estos reactivos.

Los cromosomas que se obtienen a partir de bajos niveles de sincronizacién pueden necesi-
tar un periodo de tripsinizacién mas largo para generar un bandeo GTG o HRG adecuado.
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SYNCHROSET: PROTOCOLLO D'USO

Per ottenere preparati cromosomici caratterizzati da un alto numero di metafasi di eccezionale
qualita, nell'ambito della normale routine, & consigliabile abbinare al Chromosome Kit P e/o
M, il Synchroset.

Con le due soluzioni, “"A” e “B”, fornite all'interno del Kit e grazie ad un protocollo
estremamente semplice, & possibile sincronizzare il ciclo cellulare sia di cellule linfocitarie sia
di cellule midollari.

II Synchroset pu0 essere inoltre utilizzato per produrre un elevato numero di prometafasi con
cromosomi adatti alle tecniche di bandeggio ad alta risoluzione. Con tali preparazioni, le
singole bande, rivelate dai metodi standard, possono essere ulteriormente suddivise in
sottobande fino a un numero di 850- 1000 per set aploide.

Questo metodo € utile per una identificazione pil precisa dei punti di rottura e delle piccole
aberrazioni come le microdelezioni, causa spesso di gravi patologie plurimalformative.

Stabilita del prodotto

Il Synchroset ¢ costituito da 4 vials da 1,5 ml di Soluzione “A” e4 vials da 1,5 ml di Soluzione
“B". Le Soluzioni “"A” e “"B"” si conservano a < -18°C, al riparo dalla luce.

Ripetuti scongelamenti non ne alterano la funzionalita.

I test effettuati hanno dimostrato che il prodotto, opportunamente conservato, risulta stabile
per almeno sei mesi dalla data di produzione.

Utilizzo del Synchroset nelle colture di linfociti

1. Dopo 48-56 ore di coltura dei linfociti (la sera, prima di lasciare il laboratorio),
dispensare 0,1 ml di Soluzione “A” e quindi incubare “overnight”;

2. La mattina seguente, aggiungere alla coltura 0,1 ml di Soluzione “B” e riporre in
termostato per 5 ore (non occorre lavare le cellule);

3. Aggiungere quindi una o due gocce di Colcemid e mantenere le provette in

termostato per circa 60 minuti.
Quest'ultimo periodo di incubazione puo essere ridotto fino a 15 minuti se si vuole
ottenere un maggior numero di prometafasi.

4, Si procede quindi alla preparazione cromosomica secondo il protocollo

Utilizzo del Synchroset nelle colture da midollo osseo

1. La sera stessa del prelievo di midollo osseo (o la sera successiva) dispensare 0,1 ml
di Soluzione “A” e quindi incubare “overnight”;

2. La mattina seguente, aggiungere alla coltura 0,1 ml di Soluzione “B” e riporre in
termostato per ulteriori 6-8 ore (non occorre lavare le cellule);

3. Aggiungere quindi una o due gocce di Colcemid durante I'ultima ora di incubazione;

4, Si procede quindi alla preparazione cromosomica secondo il protocollo

N.B.: I preparati cromosomici, dopo sincronizzazione cellulare, richiedono tempi di
trattamento con tripsina pill lunghi per ottenere un adeguato bandeggio GTG o RHG.
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SYNCHROSET: INSTRUCOES PARA UTILIZAGAO

Os reagentes "Synchroset" tém um excelente desempenho com qualquer protocolo de cul-
tura de linfécitos utilizado em laboratério; no entanto devem esperar-se melhores resulta-
dos quando estes sdo utilizados em conjunto com o produto da Euroclone "Chromosome
Kit".

Estas instrugdes de cultura sdo desenhadas especificamente para o "Chromosome kit", mas
também se podem aplicar a protocolos diferentes.

Cultura de linfécitos

1. Em condicOes de assepsia adicionar 0.5 ml de sangue total ao tubo; fechar bem a
tampa e misturar

2. Incubar horizontalmente a 37 + 2° C (ndo é necessario CO2)

3. Apds 48 - 56 horas, adicionar 0,1 ml de Solution "A"; incubar de um dia para o

outro (“overnight”)
4) Na manha seguinte, adicionar 0,1 ml de Solution "B" e incubar durante mais cinco horas
(n2o é necessario lavar as células)
5) Adicionar 1 - 2 gotas de Colchicina e incubar durante 90 minutos*

* Caso este tempo de incubacao resultar numa sincronizagdo do ciclo celular numa fase
tardia da mitose (metafase tardia e/ou anafase), recomenda-se entao a diminuigao do
tempo de incubagdo para 30, 45 ou 60 minutos com vista a determinar o periodo éptimo
de tempo para a obtengdo de cromossomas pré-metafasicos.

PREPARAGAO DAS LAMINAS

AS laminas para a observacdao dos cromossomas podem agora ser preparadas conveniente-
mente seguindo o protocolo rapido ("fast protocol") do Chromosome Kkit.

Recomendag0es

As aliquotas ndo utilizadas das Solutions "A" e "B" deverao ser armazenadas a =< -18 °C, as
escuras; o congelamento e descongelamento repetido, ndo ird alterar o desempenho destes
reagentes.

Os cromossomas que tenham sofrido sincronizagdo poderao necessitar tempos de digestdo
com tripsina mais longos de modo a obter bandeamentos GTG ou RHG adequados.
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SYNCHROSET

OAHTIEX XPHZHZ

Ta  avmdpaompia  «Synchroset»  urmopolv  va

XpnoidoroinBolv [e  emiTuyia  HE 0oroIodnnoTe
npwTOKoMO  kaA\igpyeiag  AepokuTTdpwy.  BéBaia
avapévovTal kaAUTEPa anoTeéopara orav

XpnoidonolouvTtal og ouvduaopo pe Ta “Chromosome Kit”
G Euroclone. Or odnyiec autéc oxedidotnkav €101ka yia
10 “Chromosome Kit” aA\@ pnopolv va €papuooTouV Kal
e DIaPOPETIKA NPWTOKOAAG.

KaANigpyeia AeHpOKUTTapWY

1) MNpogbéaTe 0,5 ml oAikoU qipaTog oTo CWANVa KATW
and aonnTikEG ouvenkes. KAsioTe kaAa To kandaki Kai
QVaKATEYTE.

2) Enwaon oToug 37+2° C yia 72 wpeg (nepiBaiov CO,
dev eival anapaitnTo).

3) Merd and 48-56 wpeg npoabéoTe 0,1 ml AidAupa “A”
Kal ENwaaTe 6An TN vUyTa.

4) To endpevo npwi anAa npooBéaTe 0,1 ml AiaAupa "B”
Kal EnwdoTe yia GMeC 5 wpeg (dev eival anapaitnto
va EenAhuBolv Ta kUTTApQ).

5) MpooBéoTe 1-2 oTayoveg KOAIKIVNG Kal ENwAoTe yia
90 AenTa*

* GV O OUYKEKPIJEVOC XPOVOG €NWaonG €xel oav
QMOTEANECHA TOV GUYXPOVIOHO TOU KUTTApIKOU
KUKAOU OE pia mpog To TEAOG (Acn NG KiTwong (TEAog
peTdgaonc kai / 1 avagacn) TOTE GUCTIVOUHE TNV
peiwan Tou Xpovou enwaong ota 30, 45 1} 60 AenTa yia
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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)

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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