Vitrification Freeze Kit (Vit Kit® - Freeze)

Catalog No. 90133-HSV Includes:

+ Equilibration Solution - ES (white cap) 2 x 1 mL Vials
+ Vitrification Solution - VS (blue cap) 2 x 1 mL Vials
+ HSV Straw (Sterile) 2 x 4 ct. Packs

Catalog No. 90133-SO Includes:
+ Equilibration Solution - ES (white cap) 2 x 1 mL Vials
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ENGLISH

INTENDED USE

VitKit® - Freeze is intended for use in assisted reproductive
procedures for vitrification and storage of human oocytes
(M) and embryos (zygote to blastocyst). This kit is designed
for use with Irvine Scientific’s CryoTip® (Catalog No. 40709)
or HSV Straw (Catalog No. 019921), and Vitrification Thaw
Kit (Vit Kit® - Thaw) for optimal recovery of specimens.

PRODUCT DESCRIPTION

Equilibration Solution-ES is a HEPES buffered
solution of Medium-199 containing gentamicin sulfate (35
pg/mL), 7.5% (viv) of each DMSO and ethylene glycol and
20% (v/v) Dextran Serum Supplement.

Vitrification Solution-VS is a HEPES buffered
solution of Medium-199 containing gentamicin sulfate (35
pg/mL), 15% (v/v) of each DMSO and ethylene glycol,
20% (v/v) Dextran Serum Supplement and 0.5 M sucrose.

These two solutions are to be used in sequence according
to the step-wise microdrop vitrification protocol.

QUALITY ASSURANCE
The solutions in Vit Kit-Freeze are membrane filtered
and aseptically processed according to manufacturing
procedures which have been validated to meet a sterility
assurance level (SAL) of 10°.

Each lot of Vit Kit-Freeze receives the following tests:
Solutions and CryoTips.
Endotoxin by Limulus Amebocyte Lysate (LAL)
methodology
Biocompatibility by Mouse Embryo Assay (one-cell)
Sterility by the current USP Sterility Test <71>

Allresults are reported on a lot specific Certificate of Analysis
which is available upon request.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT INCLUDED

+ Irvine Scientific CryoTip® (Catalog No. 40709) or HSV
Straw (Catalog No. 0019921)

+  Irvine Scientific Connector (Catalog No. 40736) or other
adaptor

+  Sterile Petri Dishes (50 X 9 mm, Falcon 351006 or
equivalent)

+  Cryotubes (4.5 mL) or goblets and cryocanes

+  Modified HTF - HEPES (Catalog #90126) culture
medium supplemented with protein

+ Disposable gloves

+ Hamilton GASTIGHT® Syringe (50 L, Catalog #80901)
or other aspiration tool

+  Transfer pipettes (pulled glass pipettes or micropipette
tips with an inner tip diameter of ~200pm)

+ Tweezers

+  Impulse Heat Sealer

+  SYMS Sealer for HSV Straw (Catalog No. 016296)

+  Stopwatch or timer

+ Liquid Nitrogen Reservoir (Dewar or Styrofoam
container with lid, 1-2 L volume)

+ Liquid Nitrogen (sufficient volume to achieve 4 inch
depth in reservoir)

DIRECTIONS FOR USE
Vit Kit-Freeze component requirements (per application):
+  Equilibration Solution (ES):
60 pL for Oocyte Vitrification Protocol
Oor
50 pL for Embryo Vitrification Protocol
+  Vitrification Solution (VS):
50 L for Vitrification Protocol
+ 1 CryoTip or HSV Straw (stores up to 2
specimens)
+ 1 Connector

VITRIFICATION PROTOCOL:

NOTE: Procedures are to be done at room
temperature (20-27° C). DO NOT use
heated microscope stage for the following
procedures. CAUTION: Minimize exposure
of specimen to light during equilibration in
ES and VS solutions.

Bring the quantity to be used of ES and VS to room
temperature (20-27°C). NOTE: Avoid bringing the entire
vials of ES and VS to room temperature repeatedly
when a partial of the solution is needed each time. It
is better to aliquot the quantity to be used and return
the vials to 2-8°C right after aliquoting. Modified
HTF (HEPES) with protein is also required for oocyte
vitrification protocol.

Fill the liquid nitrogen reservoir with liquid nitrogen
(sufficient to achieve a depth of 4 inches or to completely
submerge cryotube on cane) and place close to
microscope. Attach a cryotube or goblet (uncapped) to
the bottom clamp of a cryocane and submerge in the
liquid nitrogen in preparation for storage of the vitrified
specimens.

Determine the number of specimens to be vitrified.
Label each sterile petri dish (or lid) and Cryo storage
device with necessary information.

Gently invert each vial of ES and VS twice to mix
contents before use.

Prepare dish with droplets of solutions for Vitrification
Procedure as follows:

. OOCYTE (MIl) Vitrification Protocol: NOTE:

Refer to Section B for embryo vitrification protocol.

Aseptically dispense 20 pL drop of culture medium,
Modified HTF - HEPES with protein, and ES in close
proximity on an inverted lid of sterile petri dish as shown
in Figure 1, and place the dish on the microscope

stage:
+ one- 20 pL drop of Modified HTF (HEPES with
protein)

+  three- 20 pL drops (60 L total) of ES (ES1, ES2,
ES3)
Remove the culture dish containing MIl oocytes from
the incubator and check the quality of the specimens
under microscope. Where possible, select only
the best quality MIl stage oocyte(s).
CAUTION: Minimize the exposure of the
specimen(s) to light during equilibration
in the H, ES and VS drops.
Transfer the oocyte (up to 2 at a time) with minimal
volume of medium from the culture dish (in incubator)
into the 20 pL drop of H for one minute.
Merge the drop of H to ES1 (See Fig. 1, arrow 1) with
the tip of the transfer pipette and allow spontaneous
mixing of the two solutions to occur for 2 minutes.
Then merge the drop of ES2 (arrow 2) to the previously
merged drops and leave for 2 minutes.
Transfer the oocyte(s) with minimal volume of solution
from merged drop to ES3 drop for 6-10 minutes.
Note: equilibration of oocyte(s) in ES3 is
complete when the thickness of the zona
pellucida and perivitelline space is equal.
The oocyte(s) will settle to the bottom of
the drop within 3 minutes.

. During the equilibration time in ES3:

Aseptically dispense one (1) 50 pL

drop of VS 2 minutes prior to complete

equilibration and prepare the cryotip

(fig. 3) or HSV straw (fig. 4) for loading:

+ CryoTip: connecting to the Hamilton syringe or
appropriate aspiration tool using a connector or
adaptor to assure a tight seal. NOTE: Keep the
metal cover sleeve over the fine pulled tip to protect
it until ready to load specimens.

+ HSV Straw: connecting the longer end of the
blue plastic insertion device to the colored end of
the handling rod.

. The following steps (9-13) should be

completed in 90-110 seconds. CAUTION:
Exposure of specimens to VS should
be limited to prevent cytotoxicity.
Specimen(s) tend to float in VS, so adjust
the focus through the microscope to
maintain continuous visualization during
exposure and keep the tip of the transfer
pipette nearby to assure rapid transfer
between VS drops. Refer to Figure 5.

9. After equilibration in ES is complete, draw up some ES
into the transfer pipet and transfer the specimen(s) with
minimal volume from the drop of ES into the drop of
VS for 30 seconds.

.Load and heat seal the CryoTip as follows

(See Figure 6a):

Slide the metal cover sleeve up along the CryoTip to
expose the fine fragile tip end.

Handling the CryoTip and Hamilton syringe while
observing under the microscope, carefully aspirate a
small volume of VS to the Mark #1 on the CryoTip.
Continue observation under the microscope and
gently aspirate the specimen with VS to the Mark
#2 on the CryoTip.

Now observe the CryoTip directly and aspirate more
VS to the Mark #3.

Specimen must be located between Mark #2 and
Mark #3.

Heat seal (Seal #1) the CryoTip on (or just below)
Mark #1, and slide the cover sleeve back down to
cover and protect the fine fragile tip.

Carefully remove the CryoTip from the aspiration tool
and adaptor and then heat seal (Seal #2) at the thick
end of the CryoTip above the Mark #4.

Plunge the covered CryoTip directly into liquid
nitrogen (cooling at a rate of —12,000° C/min) (See
Figure 6b).

Load and seal the HSV straw as follows:

+ Using a micropipette, carefully deposit the

specimen(s) into the gutter of the capillary rod at 1

mm from the end. The drop holding the specimen(s)

must be under 0.5 pl. Maximum of 2 oocytes or

embryos for each capillary rod.

Immediately place the capillary rod and handler into

the straw and push until the rectangular portion of

the handler comes in contact with the flared end of
the straw.

Slightly pinch the straw between your thumb and

finger and remove the insertion device.

While still holding the straw in place, seal the open

end using a SYMS sealer.

* Hold the straw using tweezers in the area of the

handling rod.

Quickly plunge the entire straw into LN, vertically.

Gently stir the straw in LN, for a few seconds so as

to avoid formation of an isolating air bubble layer

around the straw.

. Place the vitrified CryoTip or HSV straw into the
submerged LN, filled cryotube or goblet (on the
cryocane). Cap the cryotube (or goblet) or attach
up-side-down with another uncapped cryotube in order
to secure the vitrified CryoTip or HSV straw in liquid
nitrogen.

. Move the LN, reservoir close to the LN, cryo-freezer and
transfer the cryocane with contents to the cryo-freezer
for long-term storage.
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B. EMBRYOS (PN to Blastocyst)
Vitrification Protocol:
Aseptically dispense one- 50 L drop of ES on an
inverted lid of Petri dish.
Remove the culture dish with embryo(s) from the
incubator and check the quality of the specimen(s)
under microscope. Where possible, select only
the best quality embryo(s) for vitrification.
Carefully transfer the specimen (up to two at one time)
with a minimal volume of medium from the culture dish
to the drop of ES and start the timer.
Embryos should equilibrate in the ES drop slowly by
free-fall for 6-10 minutes.
Note: The specimen will shrink and
then gradually return to its original size,
which indicates that the equilibration is
complete.
CAUTION: Minimize the exposure of
specimen(s) to light during equilibration
in ES and VS drops.
4. During this equilibration time in ES:

+ setup one-50 pL drop of VS solution as

shown in Fig 7 and prepare the CryoTip
or HSV Straw for loading.

g
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Follow protocol as written above (Section A -
Oocyte [MII] Vitrification Protocol) from steps
9 through 12 for exposure to VS solutions,
loading of CryoTip or HSV Straw, plunging
in LN, and long term storage.

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.

STORAGE INSTRUCTIONS AND STABILITY
Store the unopened vials refrigerated at 2°C to 8°C.
When stored as directed, Vitrification Freeze Kit
Solutions are stable until the expiration date shown
on the vial labels.

Do not use media for more than eight (8) weeks once
containers have been opened.

As human source material is present in the product it
may develop some particulate matter during storage.
This type of particulate matter is not known to have an
effect on product performance.

PRECAUTIONS AND WARNINGS

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

As an added precaution during the preparation procedure,
we recommend that each Cryotip be carefully examined
when taken out of the package. Prior to use, the CryoTips
should be examined under a suitable magnification (40x
power) for possible damage (such as tip breakages or
cracks) that may have occurred during transport.

Do not use any vial of solution that shows evidence of
particulate matter or cloudiness.

To avoid problems with contamination, handle using
aseptic techniques.

Vitrification Freeze Kit Solutions contain the
antibiotic gentamicin sulfate. Appropriate
precautions should be taken to ensure that
the patient is not sensitized to this antibiotic.

Currently, research literature indicates the
long-term effects of vitrification on embryos
remains unknown.

*Human blood derivatives used in the
manufacture of this product has been
tested by FDA licensed kits, and found
to be non-reactive for the Hepatitis B
surface antigen (HBsAg), antibodies
to Hepatitis C (HCV) and antibodies to
Human Immunodeficiency Virus (HIV).
However, no test method offers complete
assurance that products derived from
human sources are noninfectious. Handle
all Human blood derivatives as if it were
capable of transmitting infection, using
universal precautions. Donors of the
source material have also been screened
for risk of exposure to Cruetzfeldt-Jakob
Disease (CJD).

Do not use any bottle in which the sterile packaging has
been compromised.

Caution: Federal (U.S.) law restricts this
device to sale by or on the order of a
physician.



DEUTSCH

BESTIMMUNGSZWECK

Vit Kit® - Freeze ist fiir betreute Fortpflanzungsverfahren und
ist zur Verglasung und zum Lager von menschlichen Oozyten
(MIl) und Embryos (Zygote bis zu Blastozyste) bestimmt.
Dieses Kit ist fiir den Gebrauch mit dem CryoTip® (Katalog-
Nr. 40709) oder HSV Straw (Katalog-Nr. 019921) und dem
Vitrification Thaw Kit (Vit Kit® - Thaw) von Irvine Scientific fiir
optimale Probenriickgewinnung vorgesehen.

PRODUKTBESCHREIBUNG

Equilibration Solution-ES ist eine HEPES-
gepufferte Losung von Medium-199. Die L6sung beinhaltet
Gentamicinsulfat (35 pg/ml), 7,5% (v/v) von DMSO und
auch von Ethylenglykol, und 20% (v/v) Dextran Serum
Supplement*.

Vitrification Solution-VS ist eine HEPES-
gepufferte Losung von Medium-199. Die Lésung beinhaltet
Gentamicinsulfat (35 ug/ml), 15% (v/v) von DMSO und auch
von Ethylenglykol, 20% (v/v) Dextran Serum Supplement*,
und 0,5 M Saccharose.

Diese zwei Losungen sollen in Folge nach dem schrittweisen
Verglasungsprotokoll fiir Microtropfen gebraucht werden.

QUALITATSSICHERUNG

Die Ldsungen in Vit Kit-Freeze werden durch Membranfilter
und aseptische Methoden veredelt. Diese Fertigungsverfahren
sind bestétigt worden, ein Sterility Assurance Level (SAL) von
10 zu erfiillen.

Jedes Los von Vit Kit-Thaw wird durch Folgendes erprobt:
Lésungen und CryoTips:
Endotoxin (durch LAL-Methoden)
Biokompatibilitat (durch Mouse Embryo Assay [eine
Zelle])
Sterilitat (durch aktuellen USP Sterility Test [71])

Alle Ergebnisse werden auf einem Los-spezifischen
Analysenzeugnis berichtet, das auf Antrag erhéltlich ist.

NOTIGE ABER NICHT BELIEFERTE

MATERIALEN

«  Irvine Scientific CryoTip® (Katalog-Nr. 40709) oder HSV
Straw (Katalog-Nr. 0019921)

+ Irvine Scientific Konnektor (Katalog-Nr. 40736) oder

anderer Adapter

+ Sterile Petrischalen (50 x 9 mm, Falcon 351006 oder
Aquivalent)

«  Kryorohre (4.5 mL) oder Becher und Cryocanes
(Tieftemperaturstdcke)

+  Modified HTF - HEPES (Katalog-Nr. 90126) Kulturmedium
mit Protein

+  Wegwerfbare Handschuhe

+ Hamilton GASTIGHT® Spritze (50 ul, Katalog-Nr. 80901)
oder anderes Aspirationswerkzeug

+ Transferpipetten (Pipetten aus gezogenem Glas oder
Micropipette-Diisen, dessen inneren Durchmesser ~200
pmist)

+  Pinzette

+  Impulse Heat Sealer

+  SYMS Sealer fiir HSV Straw (Katalog-Nr. 016296)

«  Stoppuhr oder Zeitgeber

+  Behdlter fiir fliissigen Stickstoff (Dewar- oder Styropor-
Behalter mit Deckel, Volumen von 1-2 1)

+  Flussiger Stickstoff (mit ausreichendem Volumen, eine
Tiefe von 4 Zoll im Behélter zu erreichen)

GEBRAUCHSHINWEISE
Komponentenbedarfe des Vit Kit-Freeze (pro Einsatz):
«+  Equilibration Solution (ES)

60 l fiir Verglasungsprotokoll fiir Oozyten

Oder

50 pl fiir Verglasungsprotokoll fiir Embryos
+ Vitrification Solution (VS):

50 pl fiir Verglasungsprotokoll
+ 1CryoTip oder HSV Straw (halt bis zu 2 Mustern)
+ 1 Anschlussstiick

VERGLASUNGSPROTOKOLL:

HINWEIS: Verfahren sollen bei Raumtemperatur
(20-27°C) ausgefiihrt werden. Gebrauchen
Sie KEINEN erhitzten Objekttrager fiir die
folgenden Verfahren. VORSICHT: Minimieren
Sie Kontakt (des Musters) mit Licht wahrend der
Aquilibrierung in ES- und VS-Lésungen.

1. Die zu verwendende Menge Aquilibrierungslosung (ES)
oder Vitrifizierungslésung (VS) auf Raumtemperatur
bringen (20-27 °C). HINWEIS: Es sollte vermieden
werden, die gesamten Réhrchen mit ES und VS
wiederholt auf Raumtemperatur zu bringen, wenn
jedes Mal nur ein Teil der Losung bendtigt wird. Es ist
besser, die zu verwendende Menge zu aliquotieren und
die Rohrchen unmittelbar danach wieder auf 2-8 °C zu
kiihlen. Modified HTF (HEPES) mit Protein ist auch fiirs
Verglasungsprotokoll fiir Oozyten notig.

2. Fiillen Sie den Behalter filr fliissigen Stickstoff mit fllissigem
Stickstoff (mit ausreichendem Volumen, eine Tiefe von 4 Zoll
2u erreichen, oder dass ein Kryorohr auf einem Cryocane
untertaucht werden kann). Stellen Sie den Behalter beim
Mikroskop. Schliiessen Sie ein Kryorohr oder einen Becher
(entdeckelt) auf die untere Klammer eines Cryocanes an
und untertauchen Sie beide in den fliissigen Stickstoff, in
Vorbereitung fiir das Lager der verglasten Muster.

3. Bestimmen Sie die Zahl der Muster, die zu verglasen sind.

4. Jede sterile Petrischale (oder Deckel) und jede
Kryovorrichtung fiir die Aufbewahrung mit den erforderlichen
Informationen beschriften.

5. Kehren Sie behutsam jedes Fléschchen von ES und VS
zweimal um, um den Inhalt vor dem Gebrauch zu mischen.

6. Bereiten Sie die Schale mit Trépfchen von den Lésungen
fiirs Verglasungsprotokoll, wie hier angewiesen:

A. Verglasungsprotokoll fiir OOZYTEN (Mil)
HINWEIS: Sehen Sie Teil B fiir Verglasungsprotokoll fiir
Embryos.
1. Mit aseptischer Technik 20-pl-Tropfen des

Kulturmediums, Modified HTF - HEPES mit Protein, und

ES, wie in Abbildung 1 gezeigt, in unmittelbarer Nahe

auf einen umgekehrten Deckel einer sterilen Petrischale

geben und die Schale auf den Objekttisch platzieren:

+  €in 20-pl-Tropfen Modified HTF (HEPES mit Protein)

+ drei- 20 pl Tropfen (60 pl im Total) ES (ES1, ES2,

ES3)

2. Nehmen Sie aus dem Brutschrank die Kulturschale, die
MIl Oozyten beinhaltet. Priifen Sie unter Mikroskop die
Qualitat der Muster. Wenn maoglich, wéhlen Sie
nur die Oozyten (Mll) von héchster Qualitat.
VORSICHT: Minimieren Sie Kontakt
(des Musters) mit Licht wahrend der
Aquilibrierung in den H-, ES- und VS-
Tropfen.

3. Versetzen Sie mit minimalem Volumen N&hrboden die
Oozyten (bis zu 2 jeweils) von der Petrischale (im
Brutschrank) in den 20 pl Tropfen Modified HTF — HEPES.

4. Mischen Sie den Tropfen von H mit ES1 (sehen Sie Fig. 1,
Pfeil 1). Gebrauchen Sie die Diise einer Transferpipette und
ermdglichen Sie fir 2 Minuten die spontane Mischung
der zwei Lésungen.

5. Dann den Tropfen ES2 (Pfeil 2) mit den zuvor kombinierten
Tropfen kombinieren und 2 Minuten stehen lassen.

6. Die Oozte(n) mit minimaler Menge der Losung des
Tropfengemisches auf den ES3-Tropfen Ubertragen und
6-10 Minuten warten. Hinweis: Aquilibrierung
des (der) Oozyten in ES3 ist fertig, wenn
die Dicke der Zona Pellucida und die Dicke
des perivitellinen Raums gleich sind. Der
(die) Oozyt(en) wird (werden) innerhalb von
3 Minuten auf das untere Ende des Tropfen
niederlassen.

7. Wihrend der Aquilibrierungszeit in ES3:
Einen (1) VS-Tropfen (50 pL) mit aseptischer
Technik 2 Minuten vor Beendigung der
Equilibrierung tibertragen und den Cryotip
(Abb.3) bzw. HSV Straw (Abb.4) zur Beladung
vorbereiten:

+ CryoTip: Mit einem Konnektor oder Adapter
an die Hamilton-Spritze oder ein angemessenes
Aspirationswerkzeug anschliefen, um eine dichte
Versiegelung sicherzustellen. HINWEIS: Die
Metallabdeckung auf der diinnen Spitze belassen,
um sie bis zum Laden der Proben zu schiitzen.

+ HSV Straw: Das langere Ende der blauen
Kunststoff-Einfiihrungsvorrichtung an das farbige
Ende des Handhabungsstabs anschliefen.

8. Die Folgenden Schritte (9-13) sollen in
90-110 Sekunden ausgefiihrt werden.
VORSICHT: Kontakt (der Muster) mit VS
soll beschriankt sein, um Zytotoxizitat
zu verhindern. Muster neigen dazu, in
VS zu schweben; deshalb sollen Sie
die Bildschirfe so einstellen, dass Sie

durchgehende Visualisierung wahrend des

Kontakts halten konnen. Behalten Sie auch

die Diise der Transferpipette nahe bei, um

schnelle Versetzung zwischen VS-Tropfen

zu sichern. Sehen Sie Figur 5.

9. Nachdem die Aquilibrierung in ES fertig ist, ziehen Sie ein

Bisschen ES in die Transferpipette und versetzen Sie fiir

30 Sekunden mit minimalem Volumen das (die) Muster

vom ES-Tropfen ins des ersten Tropfens VS.

10. Den CryoTip folgendermaRen laden und
hitzeversiegeln (siehe Abbildung 6a):

« Gleiten Sie die metallische Hiilse nach oben, die
CryoTip entlang, um das zerbrechliche Ende der Diise
aufzudecken
Wahrend Sie die CryoTip und Spritze unter Mikroskop
beobachten, aspirieren Sie ein kleines Volumen VS bis
zum Zeichen #1 auf der CryoTip.

Wahrend Sie das Verfahren noch unter Mikroskop
beobachten, aspirieren Sie das Muster mit VS bis zum
Zeichen #2 auf der CryoTip.

Jetztbeobachten Sie die CryoTip direkt und aspirieren Sie
mehr VS bis zum Zeichen #3.

Verschliessen Sie die CryoTip mit Hitze (Verschluss
#1) auf (oder gerade unter) Zeichen #1, und gleiten
Sie die Hiilse wieder nach unten, um das zerbrechliche
Ende der Diise zu schiitzen.

Den CryoTip vorsichtig aus Aspirationswerkzeug und
Adapter entfernen und dann am dicken Ende des CryoTip
oberhalb von Markierung Nr. 4 hitzeversiegeln
(Versiegelung Nr. 2).

Tauchen Sie die bedeckte fliissigen Stickstoff unter. (Der
Stickstoff soll eine KiihlungsmaR von 12.000°C/min
haben) (sehen Sie Figur 6b).

Den HSV Straw folgendermaRen laden und

versiegeln:

+  Mit einer Mikropipette die Probe(n) vorsichtig 1 mm
vom Ende entfernt in die Rinne des Kapillarstabes
einbringen. Der Tropfen mit der Probe muss weniger
als 0,5 pl betragen. Maximal 2 Oozyten oder Embryos
fiir jeden Kapillarstab.

+  Den Kapillarstab und die Handhabungsvorrichtung
sofort in den Straw platzieren und eindriicken, bis
der rechteckige Teil der Handhabungsvorrichtung
das ausgestellte Ende des Straws beriihrt.

+ Den Straw zwischen Daumen und Zeigefinger
zusammendriicken und die Einfiihrungsvorrichtung
entfernen.

+ Den Straw weiterhin festhalten und das offene Ende
mit einem SYMS-Versiegler versiegeln.

+ Den Straw mit einer Pinzette im Bereich des
Handhabungsstabes festhalten.

+ Den gesamten Straw rasch vertikal in LN, eintauchen.
Den Straw fiir einige Sekunden vorsichtig in
LN, riihren, um die Bildung einer isolierenden
Luftblasenschicht um den Straw herum zu vermeiden.

. Den vitrifizierten CryoTip oder HSV Straw in das
eingetauchte, mit LN, gefilllte Kryordhrchen oder den
Becher platzieren (auf dem Cryocane). Das Kryordhrchen
(oder den Becher) verschlieRen oder umgekehrt an ein
anderes unverschlossenes Kryordhrchen anschlieen,
um den vitrifizierten CryoTip oder HSV Straw in
Fliissigstickstoff zu sichern.

Bewegen Sie den LN, Behélter beim LN, Kryo-
KiihIschrank und versetzen Sie den Cryocane mit Inhalt
in den Kryo-Kiihlschrank fiir langfristiges Lager.

N

B. Verglasungsprotokoll fiir EMBRYOS
(PN bis zu Blastozysten):

1. Verteilen Sie aseptisch einen- 50 pl Tropfen ES auf einen
umgekehrten Deckel einer Petrischale.

2. Nehmen Sie die Kulturschale mit Embryo(s) aus dem
Brutschrank und priifen Sie unter Mikroskop die Qualitat
des Musters. Wenn méglich, wiahlen Sie fiir
Verglasung nur den (die) Embryo(s) von
hochster Qualitét.

3. Versetzen Sie behutsam, mit minimalem Volumen
Nahrboden, das Muster (bis zu zwei jeweils) von der
Kulturschale zum des ES-Tropfen. Starten Sie den Zeitgeber.
Embryos sollen fiir 6-10 Minuten langsam durch freien Fallim
ES-Tropfen &quilibrieren. Hinweis: Das Muster wird
schrumpfen und dann allméhlich zuriick zur
urspriinglichen GroBe vergroRern. Dies zeigt,
dass die Aquilibrierung fertig ist. VORSICHT:
Minimieren Sie Kontakt (des Musters) mit Licht wahrend
der Aquilibrierung in ES- und V/S-Tropfen.

4. Wihrend dieser Aquilibrierungszeit in ES:

* (1) 50 pLTropfen der VS-Losung wie
in Abb. 7 gezeigt vorbereiten und den
CryoTip oder HSV Straw zum Laden
vorbereiten.

Folgen Sie dem Protokoll, wie oben
angewiesen (Teil A — Verglasungsprotokoll
fiir Oozyten [MII]), von Schritten 8 durch
16 fiir Kontakt mit VS-Lésungen, Ladung
der CryoTip, Untertauchung in LN,, und
langfristiges Lager.

Fuer weitere Einzelheiten zum Gebrauch diesen Produkten
soll das Labor in seinen eigenen Protokollen nachschlagen,
die fiir die spezifische medizinische Einstellung spezifisch
entwickelt und optimiert worden sind.

AUFBEWAHRUNGSANWEISUNGEN UND
STABILITAT:

Die ungeoffneten Ampullen im Kiihlschrank
bei 2°C bis 8°C aufbewahren. Bei
Aufbewahrung unter diesen Bedingungen
sind die Vitrification Freeze Kit -Losungen bis
zum Haltbarkeitsdatum, das auf den Ampullen-
Etiketten angegeben ist, haltbar.

Die Medien nach dem Offnen der Behilter
nicht langer als acht (8) Wochen verwenden.

Weil das Produkt menschliches
Urspr ial enthalt, k6 1 wahrend
der Aufbewahrung Schwebstoffe entstehen.
Diese Art Schwebstoffe haben vermutlich keine
Auswirkung auf die Produkt-Performance.

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN
Diese Vorrichtung ist fiir die Anwendung durch Personal
vorgesehen, das in Verfahren ausgebildet wurde, welche die
fiir diese Vorrichtung angegebene zugelassene Anwendung
beinhalten.

Wann das Paket gedffnet ist, empfehlen wir, daR jedes
CryoTip sorgfaltig tberpriift wird. CryoTips sollte mit
einem Mikroskop (lineare Wiedergabe 40x) fiir mdgliche
Beschadigung tberpriift werden.

Gebrauchen Sie kein Losung-Fléschchen, das Zeichen von
Schwebstoff oder Triibheit zeigt.

Behandeln Sie das Produkt mit aseptischen Methoden, um
Kontaminierungsprobleme zu meiden.

Vitrification Freeze Kit Losungen beinhalten
das Antibiotikum Gentamicinsulfat. Passende
Vorsichtsmassnahmen sollen getroffen
werden, um zu sichern, dass Patienten keine
Reaktion gegen dieses Antibiotikum haben
werden.

Zurzeit zeigt Forschungsliteratur, dass die
langfristigen Auswirkungen von Verglasung auf
Embryos unbekannt bleibt.

*Die zur Herstellung dieses Produkts
verwendeten menschlichen Blutderivate
wurden mit FDA-lizenzierten Kits getestet
und waren in Bezug auf das Hepatitis-B-
Oberflichenantigen (HBsAg), Antikorper gegen
Hepatitis C (HCV) und Antikérper gegen das
Human Immunodeficiency Virus (HIV) nicht
reaktiv. Keine Testmethode liefert jedoch
eine hundertprozentige Garantie, dass aus
menschlicher Quelle gewonnene Produkte nicht
infektios sind. Alle menschlichen Blutderivate
sollten mit universellen Vorsichtsmanahmen
so gehandhabt werden, als kénnten sie eine
Infektion libertragen. Die Spender dieser
Quellenmaterialien wurden auch hinsichtlich
des Risikos fiir Creutzfeldt-Jakob-Krankheit
(CJK) gescreent.

Keine Flaschen verwenden, deren sterile Verpackung
beschadigt wurde.

ORSICHT: Nach US-Bundesgesetz darf dieses
Gerat nur von oder auf Antrag von einem Arzt
verkauft werden.
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USO PROGETTATO

VitKit® - Freeze deve essere utilizzato per 'uso nelle tecniche
di riproduzione per il vetrificazione e la conservazzione di
oocite umane (MIl) ed embrioni (zigoti a blastociste). Questo
kit & stato progettato per essere utilizzato con il CryoTip®
Irvine Scientific (N° di catalogo 40709) o con la paillette
HSV (N° di catalogo 019921) e il Kit di scongelamento
dei campioni vetrificati (Vit Kit® - Scongelamento) per un
recupero ottimale dei campioni.

DESCRIZIONE DEL PRODOTTO

Soluzione di Equilibrazione-ES e una soluzione
di tampone di HEPES di Medio-199 che contiene solfato di
gentamicin (35 g/mL), 7,5% (v/v) di ogni DMSO e glicolo di
etiline e 20% (v/v) di Siero di Dextran di Sostituto*.

Soluzione di Vetrificazione— VS e una soluzione
di tampone di HEPES di Medio-199 che contiene solfato
di gentamicina (35 pg/mL) e 15% (v/v) di ogni DMSO e
glicolo etinole, 20%(v/v) di Siero di Dextran di Sostituto*
e 0.5 di sucrosso.

Questi due soluzioni devono essere utilizzati in sequenza
in accordo con il protocollo di micro-goccia per disgelare
passo a passo(step-wise microdrop vitrification protocol).

ASSICURAZZIONE DELLA QUALITA DEL
PRODOTTO

Le soluzione in Kit di Congelazione di Vit sono filtratti
sul membrane e controllati assetticamente in accordo con
le tecniche di fabricazione che erano statti convalidatte per
assicurare un livello di sterilita(SAL) di 10°.

Ogni lotto di Kit di Congelazione di Vit riceve i seguenti
controlli:
Soluzioni e CryoTips:
Endotossine via metodologia di LAL
Biocompatibilita via assay di embrione di tope(una
cellula)
Sterilizzazione via il Test di Sterilita attuale di USP<71>

Tutti| risultatti sono archivatti su una lotto-specifico Certiicato
di Analisi, che e disponibile sulla richiesta.

MATERIE RICHIESTI MA NON INCLUSI
CryoTip® Irvine Scientific (N° di catalogo 40709) o
paillette HSV (N° di catalogo 0019921)

+  Connettore Irvine Scientific (N° di catalogo 40736) o
altro adattatore

+ Capsule di Petri Sterilizzatti (50 X 9mm, Falcon 351006
o equivalente)

+ Criotubi (4.5 mL) o goblets e criocani

+  Terreni di coltura HTF - HEPES modificati (N° di catalogo
90126) integrati con proteine

+  Guanti usa e getta

+  Siringa GASTIGHT® Hamilton (50 pl, N° di catalogo
80901) o un altro strumento di aspirazione

+  Pipetti di trasferimento(pipette di vetro tiratti o i punti
con una diametro del punto interiore di ~200um)

+  Pinzette

+  Sigillante di impulso di calore

+ Sigillatore SYMS per paillette HSV (N° di catalogo
016296)

+ Arresto vigilato o timer

+  Cisterna di Nitrogeno in Liquido (contenitore di Dewar
or Styrofoam con tappo, volume di 1-2 L)

+Nitrogeno di Liquido(volume sofficiente per arrivare a
una profondita di 4 police nella cisterna)

ISTRUZIONI PER L'USO
Componenti di Kit di Congelazione di Vit (per
appllcaZ|one)
Equilibration Solution (ES):
60 pL for Oocyte Vitrification Protocol O
50 pLper il protocollo del Vitrificazione del
Embrione
+ Soluzione di Vitrificazione(VS):
50 pL per il Protocollo di Vitrificazione
+ 1 CryoTip o con la paillette HSV (per la
conservazione di fino a 2
campioni)
+ 1 Connettore

PROTOCOLLO PER LAVITRIFICAZIONE

(per oocite ed embrioni):

Notabene: Le procedimenti/tecniche devono
essere fatti a temperatura ambientale (20-27°
C). Non utilizzare microscoppe scaldatti per
le tecniche seguente. Caution: Minimizare
esposizione alla luce durante I’equilibrazione

nelle soluzioni di es e vs.

. Portare la quantita di soluzione di equilibrio ES e
soluzione di vetrificazione VS da utilizzare a temperatura
ambiente (20-27 °C). NOTA: quando € necessario
utilizzare una sola parte della soluzione, evitare di portare
ripetutamente le intere fiale di ES e VS a temperatura
ambiente. E consigliabile aliquotare la quantita da
utilizzare e riportare le fiale a 2-8 °C subito dopo averle
aliquotate. HTF modificato (HEPES) con proteina e
richiesto per il protocollo del vetrificazione dei oocite.

. Riempire il cisterno di nitrogeno liquido con nitrogeno
liquido (sufficiente per arrivare a una profondita di 4 police
o per sottomettere completamente il criotubo o cane) e
mettere vicino al microscopio. Attacare un criotubo o
goblet(nontappato) al morsetto al fondo del criocane e
sottomettere nel nitrogeno liquido in preparazione per la
conservazione delle campione vetrificate.

. Determinare il numero di campioni per essere vetrificati.

. Apporre un'etichetta con le informazioni necessarie su
ogni piatto sterile Petri (o coperchio) e sul dispositivo di
conservazione Cryo.

. Capovolgere gentilmente ogni fiala di ES e VS due volte
per mescolare i contenenti prima dell'uso.

. Preparare la capsula con gocciette delle soluzione per il
Procedimento di Vetrificazione cosi:

A. PROTOCOLLO DI OOCITE (Mil):
NOTABENE: Refieri al Parte B per il protocollo del
vetrificazione dell'embrione.

1. Distribuire in maniera asettica alcune cadere da 20
I di terreno di coltura, 'HTF-HEPES modificato con
proteine e I'ES vicino al coperchio rovesciato di una
piastra di petri sterile, come mostrato nella Figura 1,
e posizionare la piastra sul piano del microscopio:

+ una goccia da 20 pl di HTF modificato (HEPES con

proteine)

+ Tre gocce di 20 uL (60pL in totale) di ES (ES1, ES2,

ES3)

2. Rimuovere la capsula di coltura che contiene | oocite
di MIl dall'incubatrice e controllare la qualita delle
campione sul microscopio. Dove possibile,
selezionare solo le oocite di qualita
migliori di MIl.

Avvertimento: Minimizzare I'esposizione

delle campione al luce durane I'equilibrazione

nelle gocce di H, ES e VS.

3. Trasferire il oocite(fino a 2 alle volta) con un volume minimo
della sostanza della capsula di coltura ( nella incubatrice)
nella goccia di H per 1 minuto.

4. Combinare la goccia di H al ES1 (vedi Figure 1, freccia 1)
con il punto della pipetta di trasferimento e permettere il
mescolare spontaneo delle 2 soluzione per 2 minuti.

5. Mescolare poi la goccia di ES2 (freccia 2) alle gocce
mescolate in precedenza e lasciare riposare per 2 minuti.

6. Trasferire I'ovocita (0 ovociti) con un volume minimo di
soluzione dalla goccia mescolata alla goccia ES3 per
6-10 minuti. NOTABENE: [I’equilibrazione
delle oocite in ES3 e completato quando la
larghezza delle spazi delle zone pellucida
e perivitelline sono uguali. Il oocite si
stabilisce al fondo della goccia entro 3
minuti.

7. Durante il periodo d’equilibrazione in ES3:
Distribuire in modo asettico una (1)
goccia di 50 pL di VS 2 minuti prima di
completare I’equilibramento e preparare
la cannuccia Cryotip (fig. 3) o HSV (fig. 4)
per il caricamento:

+ CryoTip: per ottenere una tenuta ottimale,
connetterlo alla siringa Hamilton 0 ad uno strumento
di aspirazione adeguato utilizzando un connettore o
un adattatore. NOTA: tenere la copertura metallica
sulla punta fine estratta leggermente per proteggerla
fino a quando non si & pronti a caricare i campioni.
Paillette HSV: connettere 'estremita piti lunga del
dispositivo di inserimento in plastica blu all'estremita
colorata dell'asta per la manipolazione.
passi seguenti (9 a 13) devono
essere finiti entro _90-110 secondi.
AVVERTIMENTO: L’esposizione delle
campioni al VS deve essere limitato
per prevenire citotossisita. | campioni
tendono di ondeggiare in VS, allora
aggiustare il foco attraverso il microscopio
per mantenere visualizzazione continuo
durante I’esposizione e mantenere il punto
della pipetta di trasferimento vicino per
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assicurare il trasferimento veloce tra le
gocce di VS. Refieri a Figure 5.

Dopo I'equilibrazione in ES e finita, portare una
quantita di ES nella pipetta di trasferimento e trasferire
il campione(i) con un volume minimo dalla goccia di ES
nel della prima goccia di VS per 30 secondi.
Utilizzando la seguente procedura, caricare e
sigillare CryoTip mediante calore (vedi Figura

a):

« Infilare la bussola di metallo coperchio su vicino al
CryoTip per esporre il punto del'angolo fino fragile.

«+  Aspirare attentamente mentre maneggiando il CryoTip
e siringa quando o osservi sul microscopio un volume
piccolo di VS all Marchio #1 sulla CrypTip.

+  Continuare 'osservazione sul microscopio ed aspirare
il campione gentilmente con VS al Marchio #2 sulla
CryoTip.

+  Osservareadessoil CryoTip direttamente ed aspirare
di piu VS al Marchio #3.

«  Campione deve essere messo frail Marchio #2 e
Marchio #3.

+  Sigillare con calore (Sigillo #1) il CryoTip su( o
appena giu) dal Marchio #1, e disfilare la bussola
di metallo di coperchio giu per coprire e proteggere il
punto fino e fragile.

+  Rimuovere attentamente CryoTip dallo strumento di
aspirazione e dall'adattatore e sigillarlo con il calore
(Sigillo n°2) allestremita inspessita di CryoTip al
di sopra del Segno n°4.

+  Sottomettere il CryoTip coperto direttamente nella
nitrogeno liquido(congelando al ritmo di—12,000°C/
min) (vedi Figure 6b).

Caricare e sigillare la paillette HSV

utilizzando la seguente procedura:

«+  Utilizzando una micropipetta, depositare attentamente
ilfi campioneli nella scanalatura dell'asta capillare
fino ad 1 mm dall'estremita. La goccia contenente ilf
campioneli deve avere un volume inferiore a 0,5 . E
possibile inserire un massimo di 2 oociti 0 embrioni in
ciascuna asta capillare.

+ Posizionare immediatamente I'asta capillare e il
manipolatore nella paillette e premere fino a quando
la porzione rettangolare del manipolatore non entra in
contatto con ['estremita svasata della paillette.

+  Comprimere delicatamente la paillette tra pollice e
indice e rimuovere il dispositivo di inserimento.

*  Mentre si tiene la paillette, sigillare I'estremita aperta
utilizzando un sigillatore SYMS.

« Tenere la paillette nella zona dell'asta per la
manipolazione utilizzando delle pinze.

+  Immergere rapidamente l'intera paillette nell'azoto
liquido (LN,) mantenendola in posizione verticale.
Agitare delicatamente la paillette nellazoto liquido (LN,)
per qualche secondo in modo da evitare la formazione
di uno strato d'aria isolante attomno alla paillette.

. Posizionare la CryoTip o la paillette HSV vetrificate nel

criotubo o nella coppa (nel supporto cryocane) riempiti
con azoto liquido (LN,). Al fine di proteggere la CryoTip o la
paillette HSV vetrificate presenti nell'azoto liquido, tappare il
criotubo (o la coppa) o unirlo, capovolgendolo, ad un altro
criotubo non tappato.

Muovere la cisterna di LN, vicino al crio-congelatore di LN,
e trasferire il criocane con i contenenti al criocongelatore
per conservazione a lungo termine.

. PROTOCOLLO DI VITRIFICAZIONE

D’EMBRIONI (PN A BLASTOCISTI)
Dispensare asetticamente una goccia di 50 pL di ES
sulla tappo invertito per conservazione a lungo termine.
Rimuovere la capsula di coltura con I;embrioni dall’
incubatrice e controllare la qualita delle campione sull
microscopio. Dove possibile, selezionare
solamente solo I’embrioni del migliore
qualita per vetrificazione.

Trasferire attentamente i campioni (fino a due alla volta) con
un volume minimo di sostanza dalla capsula di coltura al
goccia di ES e incominci il timer o cronografo. L'embrioni
devono equilibrarsi nella goccia di ES lentamente via
(cadere liberamente)free-fall per 6 a 10 minuti.
NOTABENE: IL CAMPIONE DIMINUISCE E
POIDOPPO SE RITORNA GRADUALMENTE
ALLALARGHEZZA ORIGINALE, CHE INDICA
CHE L’EQUILIBRAZIONE E FINITA.
AVVERTIMENTO: Minimizzare I'esposizione
della campione alla luce durante
I’equilibrazione nelle gocce di ES e VS.

4. Durante questo periodo d’equilibrazione in

ES:

« erogare (1) 50 pL cadere di soluzione
VS, come mostrato nella Figura 7, e
preparare la CryoTip o la paillette HSV
per il caricamento.

Seguirei il protocollo come e scrito sopra
(sezione a- protocllo di vitrificazione
dei oocite [mii]) dai passi 8 fino a 16 per
I’esposizione alle soluzione di vs, il carico
di cryotip, sottomettendo nel In, e la
conservazione a lungo termine. Istruzioni
della conservazione

Per ulteriori dettagl sull'uso de queste prodotti, il laboratorio
dovrebbe consultare le sue protocollitecniche standard che
sono statti specificamente fatti ed ottimizzatti per la sua impianto.

ISTRUZIONI PER LA CONSERVAZIONE E
STABILITA:

Conservare i flaconi chiusi refrigerati a temperatura tra
2 °C e 8 °C. Quando sono conservate nel modo indicato,
le soluzioni del kit di congelamento per vetrificazione sono
stabili sino alla scadenza indicata sulle loro etichette.

Una volta aperti i contenitori, non utilizzare il mezzo per un
periodo superiore a otto (8) settimane.

Nel prodotto & presente materiale di origine umana e
si possono sviluppare sostanze particellari durante la
conservazione. Per quanto noto, questo tipo di sostanze
particellari non ha nessun effetto sulle prestazioni del
prodotto.

PRECAUZIONI ED AVVERTIMENTTI

Questo dispositivo & previsto per ['uso da parte di personale
addestrato nelle procedure che comprendono le applicazioni
indicate per le quali il dispositivo & previsto.

Quando il pacchetto & aperto, suggeriamo che ogni CryoTip
& esaminato con attenzione. CryoTips dovrebbe essere
esaminato con un microscopio (ingrandimento 40x) per
danni possibili.

Non utilizzare qualsiasi fiale di soluzione che evidenzi
torbidezza o material di particelle.

Per evitare | problemi di contaminazione, maneggiare utiizzando
tecniche in asepsi.

| Soluzioni di Congelazione di Vetrificazione
contengono I'antibiotico solfato di gentamicina.
Le precauzioni appropriate devono essere
pressi per assicurare che il paziente non e
allergico a questo antibiotico.

Attualmente, la literatura di ricerca indica che
gli effetti di lungo termine di vetrificazione
sull’embrioni rimangono sconosciuti.

*I derivati da sangue umano usati nella
fabbricazione di questo prodotto sono stati
testati tramite kit autorizzati dalla FDA e
hanno mostrato di essere non reattivi verso
I'antigene di superficie dell’epatite B (HBsAg),
gli anticorpi per I’epatite C (HCV) e gli anticorpi
per il virus delllimmunodeficienza umana
(HIV). Tuttavia, nessun metodo di analisi
offre una garanzia completa che i prodotti
derivati da fonti umane siano non infettivi.
Manipolare tutti i derivati da sangue umano
come se fossero in grado di trasmettere
infezioni, adottando le precauzioni universali.
| donatori del materiale d’origine sono stati
sottoposti anche ad analisi per il rischio di
esposizione alla malattia di Creutzfeldt-Jacob
(CJD, Creutzfeldt-Jacob disease).

Non usare flaconi in cui la confezione sterile sia stata
compromessa.

CAUTELA: La legge federale (U.S.) se limita
questo meccanismo/prodotto a la vendita da o
sull’ordine di un medico o dottore.
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APLICACION

El Vit Kit*-Freeze ha sido desarrollado para la vitrificacion
y conservacion de oocitos humanos (MIl) y embriones (de
zigotos a blastocisto) en técnicas de reproduccion asistida.
Este kit esta indicado para su uso con los productos CryoTip®
(n.° de catalogo 40709) o pajuela HSV (n.° de catélogo
019921) y kit de vitrificacion (Vit Kit® - Thaw) de Irvine
Scientific para la recuperacion dptima de muestras.

DESCRIPCION DEL PRODUCTO

Solucion Equilibrante-ES: es una solucion de
Medio-199 tamponada con HEPES que contiene sulfato de
gentamicina (35 mg/mL), 7,5% (v/v) de DMSO y de etilen-
glicol, 20% (v/v) de Dextran Serum Supplement*.

Solucioén de Vitrificacion-VS: es una solucion de
Medio 199 tamponada con HEPES que contiene sulfato
de gentamicina (35 mg/mL), 15% (v/v) de DMSO y de
etilen-glicol, 20% (v/v) de Dextran Serum Supplement* y
0.5 M de sacarosa.

Estas dos soluciones deben usarse secuencialmente
siguiendo los pasos del protocolo de vitrificacion en
microgotas.

CONTROL DE CALIDAD

Las soluciones incluidas en el Vit Kit-Freeze estan filtradas
a través de membrana y procesadas en condiciones de
esterilidad de acuerdo a los procesos de manufactura
validados para conseguir un nivel de garantia de esterilidad
(SAL) de 10°.

Cada lote de Vit Kit-Freeze se somete a los siguientes
ensayos: Soluciones y CryoTipsa:

Endotoxinas por el método LAL

Biocompatibilidad por ensayo en embriones de

raton (1 célula)

Esterilidad de acuerdo al ensayo de esterilidad

USP vigente <71>

Todos los resultados se reflejan en el Certificado de Anlisis
especifico de lote disponible, el cual se suministra bajo
solicitud.

MATERIAL NECESARIO NO INCLUIDO EN EL KIT

«  CryoTip® (n.° de catalogo 40709) o pajuela HSV (n.° de
catalogo 019921) de Irvine Scientific

+  Conector de Irvine Scientific (n. de catalogo 40736) u
otro adaptador

+  Placas de Petri estériles (50 x 9 mm, Falcon 351006 o
equivalentes)

+  Criotubos (4.5 mL) o “goblets” y cestas de congelacion

+  Medio de cultivo HTF modificado - HEPES (n.° de catalogo
90126) suplementado con proteina

+  Guantes desechables

«+ Jeringa Hamilton GASTIGHT® (50 L, n.° de catalogo 80901)
u otra herramienta de aspiracion

+  Pipetas de tranferencia (pipetas de cristal estiradas o puntas
de micropipeta con un diametro interior de aprox. 200 pum).

+  Pinzas

+  Selladora por impulsos de calor

+  Sellador SYMS para la pajuela HSV (n. de catélogo 016296)

+  Crondmetro o reloj

+  Contenedor de nitrégeno liquido (contenedor Dewar o
Styrofoam con tapa, con capacidad para 1-2 L)

+ Nitrdgeno liquido (volumen suficiente para conseguir una
profundidad en el contenedor de unos 10cm)

INSTRUCCIONES DE USO

Componentes del Vit Kit-Freeze necesarios para cada

aplicacion:

+  Solucion equilibrante (ES):

+ 60 pL para el Protocolo de Vitrificacion de
Oocitos
o

+ 50 pL para el Protocolo de Vitrificacion de
Embriones

+  Solucién de Vitrificacion (VS):

+ 50 pL para el Protocolo de Vitrificacion

+ 1CryoTip o pajuela HSV (puede almacenar hasta
2 muestras)

+ 1 Conector

PROTOCOLO DE VITRIFICACION
NOTA: el proceso debe llevarse a cabo a
temperatura ambiente (20-27°C). NO utilice la

platina a del micr pio para los
pasos descritos a continuacion. PRECAUCION:
Minimice la exposicion de la muestra a la luz
durante su equilibrado en las soluciones ESy VS.
1. Deje la cantidad que vaya a usar de la solucion de
equilibrado (ES) y la solucion de vitrificacion (VS) a
temperatura ambiente (20-27 °C). NOTA: Evite dejar
los frascos enteros de ES y VS a temperatura ambiente
repetidamente si solamente necesita una parte de la
solucion cada vez. Es mejor obtener la parte alicuota
de la cantidad que necesite usar y refrigerar de nuevo
los frascos a 2-8 °C inmediatamente después. Para
oocitos, también es necesario preparar HTF modificado
(HEPES) con proteina.

Llene un contenedor con nitrogeno liquido (suficiente
volimen para poder sumergir en €l un criotubo en su cesta
y sittielo cerca del microscopio. Enganche un criotubo o un
“goblet” (destapado) a la abrazadera inferior de una cesta
de congelaciony sumérjalo en el N liquido como preparacion
para el almacenamiento de las muestras vitrificadas.
Determine el nimero de muestras a vitrificar.

Etiquete una placa de Petri estéril (o tapa) y dispositivo de
crio conservacion con la informacion necesaria.

Antes de usar las soluciones ES y VS, mezcle su contenido
con un par de inversiones suaves de los viales.

Prepare las placas con las gotas de soluciones de la
siguiente manera para el proceso de Vitrificacion:
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A. Protocolo de Vitrificacion de OOCITOS (MIl)
NOTA: Lea la seccion B para el protocolo de vitrificacion
de embriones

1. Dispense asépticamente gotas de 20 pL del medio de
cultivo, HTF modificado - HEPES con proteina, y de ES
en proximidad cercana sobre una placa de Petri invertida
estéril tal como se muestra en la Figura 1y coloque la
placa en la platina del microscopio:

+ unagota de 20 uL de HTF modificado (HEPES con
proteina)
+ 3 gotas de 20pL (60pL en total) de ES (ES1, ES2,

2. Saque del incubador la placa de cultivo con los
oocitos MIl y compruebe al microscopio la calidad
de las muestras. Siempre que sea posible,

lecci sélo los itos (MIl) de mejor

calidad.

PRECAUCION: Minimice la exposicion de

la muestra a la luz durante su equilibrado

en las soluciones ES y VS.

Transfiera el oocito (hasta 2 ala vez) con el minimo volumen

posible del medio de la placa de cutivo (del incubador) a la

gota H de 20pL.

Con la punta de la pipeta de transferencia, acerque hasta

fusionar la gota H y la ES1 (ver Fig.1, flecha 1) y permita

la mezcla espontanea de las 2 soluciones durante 2

minutos.

5. A continuacion, mezcle la gota de ES2 (flecha 2) con las

gotas anteriormente mezcladas y deje reposar durante 2

minutos.

Transfiera el(los) oocito(s) con el minimo volumen posible de

solucion de la gota combinada a la gota ES3 por un periodo

de 6 a 10 minutos..

NOTA: el equilibrado de los oocitos en ES3

se habra completado cuando el grueso de la

zona pellucida y el espacio perivitelino sean
iguales. El oocito(s) se asentara al fondo de
la gota en unos 3 minutos.

7. Durante este tiempo de equilibrado en ES3:
En condiciones de esterilidad dispense una
(1) gota (de 50 pL) de solucion VS dos (2)
minutos antes de terminar el equilibrado
y prepare la CryoTip (Fig.3) o pajuela HSV
(Fig.4) para la carga:

+  CryoTip: conectar a la jeringa Hamilton o a una
herramienta apropiada de aspiracion mediante
un conector 0 adaptador para asegurar un cierre
hermético. NOTA: Mantenga la cubierta de metal
sobre la punta fina estirada para protegerla hasta
que se vayan a cargar las muestras.

+ Pajuela HSV: conectar el extremo més largo del
dispositivo de insercion azul de plastico al extremo
de color del manipulador.

8. Los siguientes pasos (9-13) deben llevarse
acabo en 90-110 segundos. PRECAUCION:
debe limitarse la exposicion de las
muestras a la VS para impedir el efecto
citotoxico. Dado que las muestras tienden
a flotar en la VS, ajuste el microscopio para
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mantener un control visual continuado

durante la exposicion, y mantenga la punta

de la pipeta de transferencia cerca para
asegurar una transferencia rapida entre

las gotas de VS. Ver figura 5.

Al completar el equilibrado en ES, aspire un poco de ES

con la pipeta de transferencia y transfiera la muestra(s)

con el minimo volumen desde la gota de ES gota de VS
durante 30 segundos.

Carguey selle térmicamente el CryoTip como

se indica a continuacion (véase Figura 6a):

+  Deslice la funda de metal hacia arriba a lo largo del
CryoTip para exponer el fragil extremo de la punta.

+ Observando bajo el microscopio, manipule el CryoTip
y la jerinuilla , aspire cuidadosamente un pequefio
volumen de VS hasta la Marca # 1 del CryoTip.

+ Continlie observando al microscopio y aspire
suavemente la muestra con VS hasta la Marca #
2 del CryoTip.

+  Observe el CryoTip directamente y aspire mas VS
hasta la Marca # 3.

+ Lamuestra debe situarse entre la Marca #2 y la
Marca #3.

+  Termoselle (Sellado #1) el CryoTip sobre (0 justo
debajo de) laMarca # 1, y deslice la funda metalica
hacia abajo para tapar y proteger la fragil punta fina.

+ Extraiga con cuidado el CryoTip de la herramienta
de aspiracion y del adaptador y a continuacion selle
térmicamente (sello n.° 2) el extremo grueso del
CryoTip sobre la marca n.® 4.

+  Sumergir el CryoTip recubierto con la funda
directamente en el Nitrégeno liquido (enfriando a
una velocidad de —12000°C/min) (ver Figura 6b).

Cargue y selle la pajuela HSV como se indica

a continuacion:

+  Usando una micropipeta, deposite con cuidado la(s)
muestra(s) en la boca del tubo capilar a 1 mm desde
el extremo. La mezcla con la(s) muestra(s) debe ser
inferior a 0,5 pl. Maximo de 2 ovocitos o embriones
por tubo capilar.

+ Coloque inmediatamente el tubo capilar y el
manipulador en la pajuela y empuje hasta que la
parte rectangular del manipulador esté en contacto
con el extremo ensanchado de la pajuela.

+  Pellizque ligeramente la pajuela con el pulgar y el
indice y extraiga el dispositivo de insercion.

+ Mientras sujeta la pajuela, selle el extremo abierto
usando un sellador SYMS.

+ Sujete la pajuela usando pinzas en la zona del
manipulador.

+ Empuje rapidamente toda la pajuela en el LN, de
forma vertical. Agite suavemente la pajuela en el
LN, durante unos segundos para evitar la formacién
de una capa de burbujas de aire aislantes alrededor
de la pajuela.

. Cologue el CryoTip o la pajuela HSV vitrificados en el

criotubo o frasco (en el vial criogénico) sumergido de LN,
Tape el criotubo (o frasco) o coléquelo boca arriba sobre
otro criotubo sin tapar para fijar el CryoTip o la pajuela
HSV vitrificados en nitrégeno liquido.

Coloque el contenedor de Nitrégeno liquido cerca del
crio-congelador de Nitrégeno liquido y transfiera la cesta
de congelacion con su contenido a dicho congelador para
su almacenamiento a largo plazo.

. EMBRIONES (PN a Blastocisto):

Protocolo de Vitrificacion

En condiciones asépticas dispense 1 gota de 50uL de
ES sobre una tapa invertida de una placa de Petri.
Saque del incubador la placa de cultivo con los embriones
y compruebe bajo el microscopio la calidad de los mismos.
Siempre que sea posible, seleccione para
la vitrificacion sélo los embriones de mejor
calidad.

Aspire una pequefia cantidad de solucion ES (de la gota de
ES) en la pipeta de transferencia y con cuidado transfierala
muestra (hasta 2 a la vez) con el minimo volumen de medio
delaplacade cultivoala la gota de ES y ponga en marcha
el crondmetro. Los embriones deben equilibrarse lentamente
en la gota de ES cayendo libremente durante unos 6-10
minutos.

Nota: la muestra perdera volumen y a con
tinuacion lo recuperara lentamente volviendo
asuforma original indicando que el equilibrio
se ha completado.PRECAUCION: Minimice la
exposicion de la muestra(s) a laluz durante la
etapa de equilibrio en las gotas de ES y VS.

4. Durante esta etapa de equilibrio:

+ vierta (1) 50 pL gotas de solucién VS tal
como se indica en la Figura 7 y prepare
el CryoTip o la pajuela HSV para la
carga.

Siga el protocolo descrito anteriormente
(Seccion A- Protocolo de Vitrificacion de
OOCITOS (MIl)) desde el paso 8 hata el paso
16 para la exposicion a soluciones VS, carga
del CryoTip, inmersion en el Nitrégeno Liquido
y almacenamiento a largo plazo.

Para mas detalles sobre la utilizacion de estos productos,
consulte los protocolos de trabajo de su propio laboratorio, los
cuales han sido desarrollados y especialmente optimizados de
acuerdo a su programa médico particular.

IINSTRUCCIONES DE CONSERVACION Y
ESTABILIDAD:

Conserve los envases no abiertos refrigerados a una temperatura
de 2°a8°C. Sise conservan segun lo indicado, las soluciones
del kit de Congelacion post Vitrificacion son estables hasta la
fecha de caducidad indicada en las etiquetas de los envases.

No utilice el medio por més de ocho (8) semanas después que
los envases hayan sido abiertos.

Ya que el producto contiene sustancia de origen humano
puede desarrollar particulas durante el almacenaje. No hay
evidencia que particulas de esta clase tengan un efecto sobre
el funcionamiento del producto.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Este dispositivo debe ser utilizado por personal capacitado
en procedimientos que incluyan la aplicacion prevista para
el mismo.

Como precaucién adicional durante la preparacion del
proceso, recomendamos que cada CryoTip sea examinado
cuidadosamente al sacarlo del envase. Antes de su uso,
el Cryotip deberia ser observado al microscopio bajo un
aumento suficiente (40x) para comprobar que no haya sufrido
dafios (rotura de punta o grietas) durante el transporte.

No utilice ningtn vial cuya solucion muestre evidencias de
material precipitado o turbio.

Para evitar problemas de contaminacion, utilice técnicas
asépticas de manipulacion.

Las Soluciones del Kit de Congelacién por
Vitrificacion contienen el antibiético sulfato
de gentamicina. Debe tomar las precauciones
adecuadas para asegurar que la paciente no
es sensible a dicho antibiético.

En la actualidad, la bibliografia indica que
los efectos a largo plazo de la vitrificacion de
embriones son aln desconocidos.

*Los hemoderivados humanos utilizados
en la fabricacion de este producto han sido
probados mediante kits autorizados por
la FDA y se ha determinado que no son
reactivos para el antigeno de superficie de la
hepatitis B (HBsAg), los anticuerpos frente
a la hepatitis C (VHC) ni los anticuerpos
frente al virus de inmunodeficiencia humana
(VIH). Sin embargo, ningtin método analitico
ofrece garantias absolutas de que los
productos derivados de fuentes humanas
no sean infecciosos. Manipule todos los
hemoderivados humanos como si fueran
capaces de transmitir infecciones, utilizando
precauciones universales. Los donantes del
material fuente también se han sometido a
pruebas de deteccion del riesgo de exposicion
a la enfermedad de Cruetzfeldt-Jakob (ECJ).

No usar frascos en los que el envase estéril esté dafiado.
PRECAUCION: Las leyes federales (U.S.)

restringen la venta de este producto a la
prescripcion de un facultativo.



FRANGAIS

UTILISATION

Vit Kit® - Freeze est prévu pour la vitrification et la conservation
des ovocytes (M II) et des embryons (zygote au blastocyste)
humains lors des procédés de procréation médicalement
assistée. Ce kit est congu pour étre utilisé avec le CryoTip®
(référence du catalogue 40709) ou I'ensemble jonc-capillaire
du kit de vitrification haute sécurité (HSV) (référence du
catalogue 019921) etle kit de décongélation de vitrification (Vit
Kit® - décongeélation) d’Irvine Scientific pour une récupération
optimale des échantillons.

DESCRIPTION DU PRODUIT

Solution d’équilibration — ES est une solution
composée du milieu 199 tamponné avec du HEPES et
contenant, du sulfate de gentamicine (35ug/ml), 7,5% (v/v)
DMSO, 7,5% (v/v) éthyléne glycol et 20% (v/v) Supplément
Sérum de Dextran*.

Solution de vitrification — VS est une solution
composée du milieu 199 tamponné avec du HEPES et
contenant, du sulfate de gentamicine (35ug/ml), 15% (v/v)
DMSO, 15% (v/v) éthylene glycol, 20% (v/v) Supplément
Sérum de Dextran* et du sucrose 0,5M.

Ces deux solutions doivent étre utilisées en série selon les
étapes du protocole de vitrification en micro-gouttes.

ASSURANCE QUALITE

Les solutions contenues dans le Vit Kit — Freeze ont été
stérilisées par filtration et traitées de maniére aseptique selon
des procédures de fabrication qui répondent au niveau 10°de
stérilité (Sterility Assurance Level).

Chaque lot de Vit Kit - Freeze a subi les tests suivants :
Solutions et CryoTips:

Le contenu en endotoxines par la méthode LAL.
Test de bio-compatibilité par le test d’embryons de
souris (embryons a une cellule)

Stérilité par les tests courants de la pharmacopée
américaine (USP 71)

Les résultats de ces tests sont disponibles dans un certificat
d'analyses spécifique & chaque lot et mis a disposition sur
demande.

MATERIEL REQUIS, NON INCLUS DANS LE KIT

+ CryoTip® (référence du catalogue 40709) ou ensemble
jonc-capillaire HSV (référence du catalogue 0019921)
d'Irvine Scientific

+  Connecteur d'Irvine Scientific (référence du catalogue
40736) ou autre adaptateur

+  Boites de pétri stériles (50 x 9 mm, Falcon 351006 ou
équivalent)

+ Cryotubes (4.5 mL) ou gobelets et Cryocanes

+ HTF -HEPES modifié (référence du catalogue 90126) milieu
de culture supplémenté en protéines

+  Gants a usage unique

+ Seringue Hamilton GASTIGHT® (50 I, référence du catalogue
80901) ou autre outil d'aspiration

+  Pipettes de transfert (pipettes de verre étirées ou des bouts
de micro-pipettes avec un diamétre interne d'environ 200 um)

+  Pinces

+  Thermosoudeuse électrique a impulsions

+  Soudeuse SYMS pour I'ensemble jonc-capillaire HSV
(référence du catalogue 016296)

+ Chronomeétre

+ Réservoir d'azote liquide (Dewar ou boite en polystyréne avec
couvercle d'une capacité de 1 a 2 litres)

+ Azote liquide (en quantité suffisante pour obtenir un fond de
10 cm environ)

CONSEILS D’UTILISATION

Composantes du Vit Kit - Freeze requises (par application):

+  Solution d'équilibration (ES) :
60 pl pour le protocole de vitrification des
ovocytes
ou
50 pl pour le protocole de vitrification des
embryons

+  Solution de vitrification (VS) :
50 pl pour le protocole de vitrification

+Un CryoTip ou I'ensemble jonc-capillaire du kit de
vitrification haute sécurit¢ (HSV) (peut contenir 1 ou
2 spécimens)

+ Un connecteur

PROTOCOLE DE VITRIFICATION :

REMARQUE : Ces procédures doivent étre
effectuées a température ambiante (20-27°C). Ne
pas utiliser la platine chauffante du microscope

durant ce procédé. ATTENTION : minimiser

I'exposition des spécimens a la lumiére durant

I'équilibration dans les solutions ES et VS.

1. Amener un flacon de chacune des solutions ES et VS &
température ambiante (20-27°C) plus du milieu modified-
HTF (HEPES) avec protéines, requis pour les ovocytes.
Le milieu modified-HTF (tamponné au HEPES) avec
protéines est aussi requis pour le protocole de vitrification
des ovocytes.

2. Remplirle réservoir d'azote liquide (en quantité suffisante pour
obtenir 10 cm de profondeur ou complétement submerger
le cryotube fixé sur une cryocane) et le placer & coté du
microscope. Attacher le cryotube ou le gobelet (décapsulés)
alaplus basse attache de la cryocane et submerger dans
l'azote liquide; la cane est ainsi préte & accueillir les spécimens
vitrifiés.

3. Déterminer le nombre de spécimens a vitrifier.

4. Marquer chaque boite de pétri stérile (ou son couvercle) et
chaque CryoTip avec l'information nécessaire.

5. Retourner doucement chacun des flacons ES et VS deux fois
pour en mélanger le contenu avant utilisation.

6. Préparer une boite de pétri avec des gouttelettes de solutions
de vitrification de la maniére suivante :

A. Protocole de vitrification des ovocytes (MIl)
REMARQUE : Pour le protocole de vitrification des embryons,
se référer a la section B.

1. Répartissez de maniére aseptisée des laisser tomber 20
I du milieu de culture, HTF-HEPES modifié avec des
protéines, et la solution ES de fagon rapprochée sur le
couvercle inversé d'une boite de pétri stérile, comme
indiqué sur la Figure 1, et placez la boite sur la platine du
microscope:

+ une goutte de 20 pl de HTF modifié (HEPES avec

protéines)

+ Trois gouttelettes de 20 pl (60 pl au total) de ES (ES1,

ES2,ES3)

2. Sortir la boite de culture contenant les ovocytes de
l'incubateur et vérifier la qualité des spécimens sous
un microscope. Dans la mesure du possible,
sélectionner uniquement les ovocytes Mll
de meilleure qualité.
ATTENTION : Minimiser I’exposition des
spécimens a la lumiére durant I’équilibration
dans les gouttelettes H, ES et VS.

3. Avec un volume minimal du milieu de culture, transférer
les ovocytes (une ou deux a la fois) de la boite de pétri
(incubateur) dans la gouttelette de 20 pl de mod. HTF-HEPES
pendant 1 minute.

4. Faire confluer les gouttelettes H et ES1 (cf. figure 1, fleche
1) avec le bout de la pipette de transfert et laisser le mélange
des deux solutions se faire de maniére spontanée pendant
2 minutes.

5. Ajoutez ensuite la goutte d'ES2 (fléche 2) aux gouttes
précédemment ajoutées et laissez reposer pendant 2
minutes.

6. Transférer les ovocytes avec un volume minimum de
solution de la goutte confluée dans la goutte ES3 pendant
6 a 10 minutes. Remarque: I’'équilibration
des ovocytes dans ES3 est compléte quand
I'épaisseur de la zone pellucide et celle de
I'espace périvitellin sont égales. Les ovocytes
se déposeront au fond de la gouttelette dans
les 3 minutes.

7. Durant cette équilibration dans ES3 :
Distribuer de fagon aseptique une (1) goutte
de 50 pl de VS 2 mi avant pour lé
I'équilibration et préparer le CryoTip (fig. 3) ou
la paillette VHS (fig. 4) pour le chargement:

+ CryoTip: Se connecte a la seringue Hamilton ou a un
outil d'aspiration approprié a 'aide d'un connecteur ou
d'un adaptateur pour garantir une fermeture hermétique.
REMARQUE : gardezle manchon métallique surla pointe
fine tirée afin de la protéger jusqu'a ce que vous soyez
prét a charger les échantillons.

Ensemble jonc-capillaire HSV: connecte

l'extrémité longue du dispositif d'insertion en plastique

bleu & l'extrémité colorée du capillaire de manipulation.

8. Les étapes suivantes (9-13) doivent
étre complétées dans 90-110 secondes.
ATTENTION : L’exposition des spécimens
au VS doit étre limitée pour prévenir toute
cy icité. Les spécimens ont tendance a
flotter dans la solution de vitrification (VS),
ajuster la mise au point du microscope pour
maintenir une visualisation continue durant
I'exposition et garder le bout de la pipette de

transfert proche pour assurer un transfert
rapide entre les différentes gouttelettes VS.
Se référer a la figure 5.

9. Alafin de 'équilibration dans ES, aspirer un peu de ES dans
la pipette de transfert et transférer les spécimens avec un
minimum de volume de la gouttelette ES au gouttelette
VS pendant 30 secondes.

10. Chargez et soudez a la chaleur le CryoTip
comme indiqué ci-aprés (Voir Figure 6a):

Glisser la manche métallique le long du CryoTip pour

exposer le bout fin et fragile.

En manipulant le CryoTip et la Hamilton GASTIGHT®

Seringue sous le microscope, soigneusement aspirer un

petit volume de VS jusquau repére n°1 du CryoTip.

Continuer I'observation sous le microscope et aspirer

doucement les spécimens avec la solution VS jusqu'au

repeére n°2 du CryoTip.

Maintenant, en regardant le CryoTip directement, aspirer

plus de solution VS jusqu'au repére n°3.

Sceller le CryoTip a la chaleur au niveau du repere n°1

(soudure n°1). Glisser la manche couvrante vers le

bas pour couvrir et protéger le bout fin et fragile.

Retirez précautionneusement le CryoTip de I'outil

d'aspiration et de I'adaptateur puis soudez & la chaleur

(Soudure N° 2) au niveau de I'extrémité épaisse du

CryoTip au-dessus de la marque N° 4.

Plonger le CryoTip couvert directement dans I'azote liquide

(taux de refroi-dissement de -12.000°C/min) (cf. figure 6b).

Chargez et dez I'er ble jo pillaire

HSV comme indiqué ci-aprés:

A aide d'une micropipette, déposez avec précautions le

ou les échantillons dans la gouttiére du capillaire a 1 mm

de l'extrémité. La goutte contenant le ou les échantillons

doit étre inférieure a 0,5 ul. Deux ovocytes ou embryons
au maximum pour chaque capillaire.

Placezimmédiatementle capillaire etle manipulateur dans

le jonc et poussez jusqu'a ce que la partie rectangulaire

du manipulateur entre en contact avec I'extrémité élargie
du jonc.

Pincez légérement le jonc entre votre pouce et votre index

et retirez le dispositif d'insertion.

Tout en maintenant le jonc en place, soudez 'ouverture a

I'aide de la soudeuse SYMS.

Tenez le jonc avec des pinces dans la zone du capillaire

de manipulation.

Plongez rapidement la totalité du jonc dans I'azote liquide

(LN,) en position verticale. Remuez délicatement le jonc

dans'azote liquide (LN,) pendant quelques secondes afin

d'éviter la formation d'une couche de bulles d'air isolantes
autour du jonc.

. Placez e CryoTip ou I'ensemble jonc-capillaire HSV vitrifié
dans le tube cryogénique ou gobelet rempli submergé
dans l'azote liquide (LN,) (sur le cryocane). Bouchez le
tube cryogénique (ou gobelet) ou fixez-le la téte a l'envers
& un autre tube cryogénique non bouché afin de sécuriser
le CryoTip ou I'ensemble jonc-capillaire HSV vitrifié dans
l'azote liquide.

12. Déplacer le réservoir d'azote liquide & proximité de la banque

a azote liquide, transférer les cryocanes avec leur contenu
dans la banque pour le stockage a long terme.

B. Protocole de vitrification des embryons (PN
au blastocyste)

1. Déposer stérilement une gouttelette ES de 50 pl sur un
couvercle renversé de boite de pétri.

2. Sortir la boite de culture avec les embryons de ['incubateur
et vérifier la qualité des spécimens sous le microscope.
Dans la mesure du possible, sélectionner
uniquement les embryons de meilleure qualité
pour la vitrification.

3. Aspirer un peu de solution ES (de la gouttelette) dans la

pipette de transfert et soigneusement transférer les spécimens
(jusqu'a deux a la fois et avec un volume minimal du milieu de
culture) de la boité de culture ala gouttelette ES les placer puis
déclencherle chronométre. Les embryons doivent doucement
s'équilibrer dans la gouttelette ES par chute libre pendant 6 a
10 minutes.
Remarque : Le spécimen va rétrécir et
graduellement retourner a sa taille d’origine,
ceci indique que I'équilibration est compléte.
ATTENTION : Minimiser I’exposition des
spécimens a la lumiére durant I'équilibration
dans les gouttelettes ES et VS.

4. Durant ce temps d’équilibration dans ES :
+ Préparez (1) 50 uL gouttes de solution VS
comme indiqué sur la Figure 7 et préparez

le CryoTip ou ’ensemble jonc-capillaire HSV
pour le chargement.

Suivre le protocole comme indiqué ci-dessus
(section A, protocole de vitrification des
ovocytes [MII]), de I’étape 8 a I’étape 16 pour
I'exposition a la solution VS, la mise en place
dans les CryoTips, I'immersion dans I’azote
liquide et le stockage a long terme.

Pour plus de détails sur l'utilisation de ce produit, chaque
laboratoire doit consulter ses propres procédures et protocoles
standards spécialement développés et optimisés pour chaque
établissement médical particulier.

CONSIGNES DE CONSERVATION ET
STABILITE:

Conserver les flacons non entamés et fermés dans un
réfrigérateur entre 2 °C et 8 °C. Conservées ainsi, les solutions
du Kit de Vitrification sont stables jusqu'a la date d’expiration
indiquée sur les étiquettes des flacons.

Ne pas utiliser les milieux au-dela de huit (8) semaines aprés
I'ouverture des flacons.

Comme du matériel biologique d'origine humaine est présent
dans le produit, I'apparition de matiére particulaire est possible
durant sa conservation. Ce type de matiére particulaire ne
semble avoir aucun effet sur la performance du produit.

PRECAUTIONS ET MISE EN GARDE

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

Pour plus de précautions durant les préparatifs pour le procédé,
il est recommandé d'examiner minutieusement les CryoTips
a leur sortie de la boite. Les CryoTips doivent étre examinés
Sous microscope avec un grossissement convenable (x40)
pour tout éventuel dommage (comme les cassures du bout
ou félures) survenant durant le transport.

N'utiliser aucun flacon de solution trouble ou contenant
des particules.

Manipuler stérilement afin d’éviter les problémes de
contamination.

Les solutions de ce kit contiennent
I’antibiotique Sulfate de Gentamicine. Les
précautions d’usage doivent étre prises pour
s’assurer que les patients ne présentent aucune
sensibilité a cet antibiotique.

Actuellement, la littérature scientifique indique
que l'effet a long terme de la vitrification sur les
embryons reste encore inconnu.

*Les dérivés du sang humain utilisés pour
fabriquer ce produit ont été testés au moyen
de trousses brevetées de I'administration
américaine pour l'alimentation et les
médicaments (FDA) et reconnus non réactifs
alantigéne de surface de I’hépatite B (AgHBs),
aux anticorps de I’hépatite C (VHC) et aux
anticorps du virus de 'immunodéficience
humaine (VIH). Toutefois, aucune méthode
d’examen ne garantit totalement la non
contagiosité des produits dérivés de sources
humaines. Manipulez tous les dérivés du sang
humain comme s’ils étaient susceptibles
de transmettre une infection, c’est-a-dire
en prenant toutes les précautions qui
s’imposent. Les donneurs de matériaux
source ont également été dépistés pour déceler
d’éventuels risques d’exposition a la maladie de
Creutzfeldt-Jakob (MCJ).

Ne pas utiliser de flacon dont la stérilit¢ de l'emballage a
été compromise.

ATTENTION : La loi fédérale limite la vente de
ce dispositif aux médecins ou sur ordre d’'un
médecin.



PORTUGUES

UTILIZAGAO PREVISTA

O VitKit® - Freeze destina-se a utilizagdo em procedimentos
de reprodugao assistida para vitrificagdo e conservagéo de
oécitos humanos (MIl) e embriGes (zigoto a blastocisto).
Este kit foi concebido para ser utilizado em conjunto com
CryoTip® (N.° de catalogo 40709) ou Palhinha HSV (N.° de
catalogo 019921) e Kit de Descongelagéo com Vitrificagdo
(Vit Kit® — Thaw) da Irvine Scientific para uma recolha
optima de amostras.

DESCRIGAO DO PRODUTO

Equilibration Solution(Solugao Equilibrante)-
ES é uma solugdo tamponada com HEPES de Meio-199
e com sulfato de gentamicina (35 ug/mL), 7.5% (v/v) de
DMSO e etilenoglicol cada e 20% (v/v) de Dextran Serum
Supplement* (suplemento substituto do soro).

Vitrification Solution(Solugao de Vitrificagao)-
VS é uma solugéo tamponada com HEPES de Meio-199 e
com sulfato de gentamicina (35 pg/mL), 15% (v/v) de DMSO e
etilenoglicol cada, 20% (v/v) de Dextran Serum Supplement*
(suplemento substituto do soro) e 0.5 M de sucrose.

Estas 2 solugdes devem ser utilizadas sequencialmente
de acordo com o protocolo de vitrificagdo por microgotas
“passo-a-passo”.

Garantia de qualidade

As solugbes do Vit Kit-Freeze sao filtradas através de
membrana e processadas assepticamente, de acordo com os
procedimentos de fabrico que foram validados para atingir um
nivel de seguranga de esterilidade (SAL) de 10°.

Cada lote de Vit Kit- Freeze passa pelos seguintes testes:
Solugdes e CryoTips:
Endotoxina pela Metodologia LAL
Biocompatibilidade pelo ensaio do embrido de
ratinho (unicelular)
Esterilidade pelo actual USP Sterility Test <71>

Todos os resultados s&o notificados num Certificado de
Andlise especifico de lote, que esta disponivel por pedido.

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO

INCLUIDOS

+ Irvine Scientific CryoTip® (N.° de catalogo 40709) ou
Palhinha HSV (N.° de catalogo 0019921)

+  Conector Irvine Scientific (N.° de catalogo 40736) ou
outro adaptador

+  Placas de Petri Estéreis (50 X 9 mm, Falcon 351006 ou
equivalente)

«  Criotubos (4.5 mL) ou goblets e criocanulas

+  HTF - HEPES Modificado (N.° de catalogo 90126) meio de
cultura suplementado com proteinas

+ Luvas descartaveis

+  Seringa Hamilton GASTIGHT® (50 pl, N.° de catalogo
80901) ou outro instrumento de aspiragéo

+  Pipetas de transferéncia (pipetas de vidro ou pontas de

micropipetas com um didmetro intemo da ponta de ~200 um)

Pingas

Selante térmico (Impulse Heat Sealer)

Vedante SYMS para Pathinha HSV (N.° de catélogo 016296)

Crondmetro ou temporizador

Reservatorio de azoto liquido (contentor Dewar ou Styrofoam

com tampa, volume 1-2 L)

+ Azoto liquido (volume suficiente para atingir 10,16 cm de
profundidade no reservatério)

INSTRUGOES DE UTILIZAGAO
As necessidades de componentes do Vit Kit-Freeze (por
apllcaqao)
Equilibration Solution (ES):
60 pL para o Protocolo de Vitrificagadodos
Odcitos
ou
50 pL para o Protocolo de Vitrificagao do
Embrido
«+ Vitrification Solution (VS):
50 pL de para Protocolo de Vitrificagao
+ 1 CryoTip ou Palhinha HSV (armazena até 2

espécimes)
+ 1 Conector
PROTOCOLO DE VITRIFICAGAO :

NOTA: Os procedimentos devem efectuar-
se a temperatura ambiente (20-27° C). NAO
utilize a fase de microscopio aquecido para os
procedimentos seguintes. CUIDADO: minimize
a exposicdo do espécime a luz durante a fase de
equilibrio com as solugdes ES e VS.

1. Deixe a quantidade a ser utilizada de Solugéo de

Equilibrio (ES) e Solugdo de Vitrificacao (VS) ficar a
temperatura ambiente (20-27°C) NOTA: evite deixar
frascos inteiros de ES e VS ficarem a temperatura
ambiente repetidamente, quando apenas for necessaria
parte da solugdo de cada vez. E melhor retirar uma
aliquota da quantidade a ser utilizada e voltar a colocar
os frascos a temperatura de 2-8°C imediatamente apds
retirar a aliquota. O HTF (HEPES) modificado com
proteina também é necessario para o protocolo de
vitrificagdo dos odcitos.

Encha o reservatério de azoto liquido (suficiente para
atingir uma profundidade de 10,16 cm ou até submergir
completamente o criotubo na cénula) e coloque perto do
microscopio. Ligue um criotubo ou goblet (sem tampa) ao
clampinferior da criocanula e submerga-o no azoto liquido,
como preparagdo para a conservagdo dos espécimes
vitrificados.

Determine o nimero de amostras que devem ser
vitrificadas.

Identifique cada placa de Petri estéril (ou a tampa)
e armazene o dispositivo Cryo com as informagdes
necessarias.

Inverta cuidadosamente cada frasco de ES e VS duas vezes,
para misturar o contetido antes de utilizar.

Prepare a placa com gotas das solugSes para Vitrificagao
Proceda do seguinte modo:

Protocolo de vitrificagio de OOCITOS (Mll):

NOTA: Consulte a Secgéo B para o protocolo de

vitrificagdo do embrigo.

Assepticamente, dispense cair de 20 pl de meio de

cultura, HTF - HEPES Modificado com proteina, e ES em

estreita proximidade numa tampa invertida de uma placa

de Petri, conforme ilustrado na Figura 1, e coloque a

placa no campo do microscopio:

+ uma gota de 20 pl de HTF Modificado (HEPES com
proteina)

+  trés gotas de 20pL (total de 60 L) de ES (ES1, ES2,

Remova a placa de cultura com os odcitos MIl da
incubadora e verifique a qualidade dos espécimes ao
microscopio. Quando for possivel, seleccione
apenas os odcitos no estadio MIl, de melhor
qualidade.

CUIDADO: minimize a dodo
aluzdurante afase de equnllbrlo nas gotas H,
ESeVs.

. Transfira o odcito (até 2 ao mesmo tempo) com um volume

minimo de meio da placa de cultura (na incubadora) para o
interior da gota de 20uL de H durante 1 minuto.

Funda a gota de H com o ES1 (ver Fig. 1, seta 1) com a
ponta da pipeta de transferéncia e deixe que a mistura das
2 solugdes se dé espontaneamente durante 2 minutos.
Em seguida, funda a gota de ES2 (seta 2) com as gotas
anteriormente fundidas e deixe repousar durante 2
minutos.

. Transfira o(s) odcito(s) da gota resultante da fus&o, com um

volume minimo, para a gota ES3 por 6 a 10 minutos.

Nota: o equilibrio do(s) oécito(s) em ES3

estara completo quando a espessura

dos espagos da zona pellcida e espago
perivitelino sédo iguais. O(s) odcito(s) vao

assentar no fundo da gota no espago de 3

minutos.

Durante o tempo de equilibrio em ES3:

Disponha assepticamente uma (1) gota de

50 pL de VS 2 minutos antes de completar

a calibragdo e prepare a cryotip (fig. 3)

ou palhinha HSV (Vitrificagdo de alta

seguranga) (flg 4) para carregamento:
CryoTip: unir a seringa Hamilton ou um instrumento
de aspiragdo apropriado utilizando um conector ou
adaptador para garantir uma vedagéo estanque. NOTA:
conserve a manga metalica de cobertura sobre a ponta
fina exposta para a proteger até que esteja pronto para
carregar as amostras.

+ Palhinha HSV: unir a extremidade mais longa do
dispositivo de plastico azul a extremidade colorida da
vareta de manuseamento.

Os passos seguintes (9-13) devem ser

completados em 90-110 segundos.

CUIDADO: a exposicao das amostras ao VS

deve ser limitada para evitar citotoxicidade.

Os espécimes tendem a flutuar no VS, por

isso, ajuste o foco através do microscopio

para manter uma visualizagdo continua
durante a exposigdo e mantenha a ponta
da pipeta de transferéncia perto, para

1=
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=

o

assegurar a transferéncia rapida entre
gotas de VS.Consulte a Figura 5.
Apbs a fase de equilibrio em ES estar completa, coloque

alguma quantidade de ES na pipeta de cia e

original, o que indica que o processo de
equilibrio esta completo.
CUIDADO Minimize a exposicao do(s)

transfira o(s) espécime(s) com um volume minimo da gota
de ES gota de VS durante 30 segundos.
Transfira rapidamente os espécimes da primeira gota de VS
para 0 CENTRO da segunda gota de VS (VS2)
durante 5 segundos.

. Depois transfira o(s) espécime(s) para 0o CENTRO

da terceira gota de VS (VS3) durante 10
segundos.

Finalmente, transfira o espécime para 0 FUNDO da
quarta gota de VS (VS4).

Carregar e vedar termicamente o CryoTip da
seguinte forma (ver a Figura 6a):

+ Faga deslizar a manga de cobertura metalica ao longo
da CryoTip para expdr a extremidade fragil da ponta.
Segurando a CryoTip e a seringa enquanto observa
a0 microscopio, aspire cuidadosamente um pequeno
volume de VS até a Marca 1 da CryoTip.
Continue a observar ao microscopio e aspire
cuidadosamente o espécime com o VS até a Marca
2 da CryoTip.

Agora observe directamente a CryoTip e Pipetman
mais VS até a Marca 3.

0O espécime tem de estar colocado entre a Marca 2
eaMarca 3.

Sele aquente (selagem 1) a CryoTip ao nivel da
Marca 1 (ou mesmo abaixo dela) e faga deslizar a
manga de cobertura metalica novamente para baixo
para cobrir e proteger a extremidade fragil da ponta.
Retire cuidadosamente o CryoTip do instrumento
de aspiragdo e adaptador e, em seguida, vede
termicamente (Vedagao n.° 2) na extremidade
larga do CryoTip acima da Marca n.° 4.

Mergulhe a CryoTip protegida directamente no azoto
liquido (arrefecendo a uma velocidade de -12,000° C/
min) (ver Figura 6b).

Carregar e vedar a palhinha HSV da
seguinte forma:

Utilizando uma micropipeta, deposite cuidadosamente
a(s) amostra(s) na calha da vareta capilar, a 1 mm da
extremidade. A gota que transporta a(s) amostra(s)
tera de ser inferior a 0,5 pl. Maximo de 2 ovécitos ou
embrides por cada vareta capilar.

Coloque imediatamente a vareta capilar e o
manuseador na palhinha e empurre até que a porgéo
rectangular do manuseador fique em contacto com a
extremidade dilatada da palhinha.

Aperte ligeiramente a palhinha entre o dedo e o polegar
e retire o dispositivo de insercao.

Segurando ainda a palhinha no lugar, vede a
extremidade aberta utilizando um vedante SYMS.
Segure na palhinha com uma pinga na area da vareta
de manuseamento.

Mergulhe rapidamente toda a palhinha no LN,, na
vertical. Agite suavemente a palhinha no LN, durante
alguns segundos, de forma a evitar a formagéo de
uma camada de bolhas de ar isoladoras em redor da
palhinha.

. Coloque o CryoTip vitrificado ou a palhinha HSV

vitrificada no criotubo ou copo cheio de LN,, mergulhado
(na criovara). Tape o criotubo (ou copo) ou segure virado
ao contrario com outro criotubo destapado, de modo a
manter o CryoTip vitrificado ou palhinha HSV vitrificada
em azoto liquido.

Mova o reservatdrio LN, para perto do crio-congelador
LN, e transfira a criocanula com o seu contedo para o
crio-congelador para uma conservagao de longo-termo.

. Protocolo de Vitrificagdo de EMBRIOES (PN

a blastocito):

Dispense assepticamente uma gota de 50 L de ES para
uma tampa invertida de placa de Petri.

Remova a placa de cultura com o(s) embrido(Ges) da
incubadora e verifique a sua qualidade ao microscopio.
Quando for possivel, seleccione apenas
os embrides de melhor qualidade para
vitrificagao

. Retire parte da solugéo ES (da gota de ES) para a pipeta de

transferéncia e transfira cuidadosamente a amostra (até 2
de cada vez) com um volume minimo de meio, da placa de
cultura para o gota de ES e inicie o cronémetro. Os embrides
devem equilibrar lentamente na gota de ES por queda livre
durante 6-10 minutos.

Nota: O espécime vai encolher e depois
gradualmente voltara ao seu tamanho

(s) a luz durante o processo de
equmbno nas gotas de ES e VS.
4. Durante o tempo de equilibrio em ES:
+ disponha (1) 50 pL gotas de solugdo VS
conforme ilustrado na Fig. 7 e prepare
o CryoTip ou Palhinha HSV para o
carregamento.

Siga o protocolo com foi descrito acima
(Secgao A - Protocolo de vitrificagdo de
Odcitos [MII]) a partir do passo até 16 para
exposicdo as solugdes VS, enchimento da
CryoTip, mergulho em LN, e conservagéo a
longo-termo.

Para detalhes adicionais sobre a utilizagdo destes produtos,
o laboratério deve consultar os seus proprios procedimentos
padréo e protocolos que foram especificamente desenvolvidos
e optimizados para a sua instituicao.

INSTRUGOES DE ARMAZENAMENTO E
ESTABILIDADE:

Conserve os frascos selados refrigerados entre 2 °C e 8 °C.
Quando armazenados como indicado, as solugdes do Kit
Vitrification Freeze s&o estaveis até o fim do prazo de validade
que consta nos rétulos dos frascos.

Néo utilize o meio além de oito (8) semanas apds a abertura
dos recipientes.

Como ha material humano neste produto, ele pode desenvolver
matéria particulada durante o armazenamento. N&o se conhece
nenhum efeito desse tipo de matéria particulada sobre o
desempenho do produto.

AVISOS E PRECAUGOES
Este dispositivo deve ser utilizado por funcionarios treinados
em procedimentos aos quais se destina.

Como precaugao acrescida durante o procedimento
de preparagéo, recomendamos que cada CryoTip seja
cuidadosamente examinada quando for retirada da
embalagem. Antes de utiliza-las, as Cryotips devem ser
examinadas sob uma ampliagdo adequada (40X) para
inspeccionar possiveis danos (tais como quebras ou fissuras)
que podem ter ocorrido durante o transporte.

Néo utilize um frasco de solugdo com particulas ou turvagéo.

Para evitar problemas com contaminagéo, manipule com
técnica asséptica.

As solugdes do Vitrification Freeze Kit contém
o antibiético sulfato de gentamicina Devem
ser tomadas as precaugdes adequadas para
assegurar que o doente nao é sensivel ao
antibiético.

Actualmente a literatura de investigagao
indica que os efeitos a longo-termo da
vitrificagdo sobre os embrides permanecem
desconhecidos.

*Os derivados de sangue humano usados no
fabrico deste produto foram testados por kits
aprovados pela FDA, tendo-se comprovado
serem nao-reactivos ao antigénio de superficie
da Hepatite B (HBsAg), anticorpos a Hepatite C
(HCV) e anticorpos ao Virus de Imunodeficiéncia
Humana (VIH). No entanto, nenhum método de
teste oferece uma garantia completa de que
os produtos derivados de origem humana nao
sejam infecciosos. Manuseie todos os denvados
de h como se f

de transmmr infecgdes, utilizando precaugoes
universais. Os dadores do material de origem
foram ainda rastreados quanto ao risco de
exposigdo a Doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD).

N&o use nenhum frasco em que o embalamento esterilizado
tenha sido comprometido.

CUIDADO: As leis federais dos EUA, restringem
a venda deste dispositivo, apenas a médicos ou
por sua prescrigéo.



EAAHNIKA

NPOTEINOMENH XPHZH

Vit Kit® - H yo§n diariBerar yia xprion o€ Siadikaoieg
empPonBoUpevng avamapaywyrig yia uahotoinan kai GUAagn
avBpwmivwy wokuttapwy (MIl) kar euBplwv ((uywtiv éwg
BAaoTokuoTwy). AuTé TO KIT €ival OXedlaopévo yia xpron
pe 1o Irvine Scientific CryoTip® (Ap. kataAdyou 40709) f To
Zwhnvépio HSV (Ap. karaAdyou 019921) kai pe 1o Kit amoyugng
uaomoinang (Vit Kit® - Thaw) yia BEATIOT avakman Seiyudruwy.

MEPIFPA®H MPOIONTOX

To Equilibration Solution-ES ¢ivai éva HEPES
puBuIaTIKG Siahupa Méaou -199 Trou Tiepiéxe! BelIKr yeviapikivn
(35 pg/ml), 7.5% (viv) amé kaBe dipeBuraouhgoteidio (AMZO)
kai a1BuAoyAukOAn kai 20% (v/v) Dextran Serum Supplement.

AidAupa Yahotroinong-VS eival éva HEPES pubpioTikd
Sihupa am6d Méoo-199 mou mepiéxer Beikd yeviapikivy (35
pg/ml), 15% (v/v) amé kaBe dipebuhaouroteidio (DMSO) kai
aiBulevoyAukoAn, 20% (v/v) Dextran Serum Supplement kai 0.5
M aokxapodn.

Autd Ta dUo diaAUpara xpnoipoTrolovial o€ aMnAouyia
olpgwva  pe To  TUnUaTIKG  TIpWTOKOMo  uahotroinong
HIKPOOTAYOVWV.

AIAZOAAIZH MOIOTHTAZ
Ta diahupara aTo Vit Kit-Freeze éxouv @iNtpapioTei e pepBpdvn
kai emegepyalovial aonmmikd oUpwva P Tig dladikaaieg
TIAPOOKEURG TTou €X0UV EMTIKUPWBEI yia va TTAnpolv To emimedo
Siaopahiong aroaTeipwang (SAL) 10°.
Kébe maprida Vit Kit - Freeze umopahAeral oToug TrapakdTw
ehéyyoug: AiaAOpara kai CryoTips.
Evdorogivn amo peBodoroyia Apa ApoiBadoeidiv
Kurtépwv Limulus (AAKL)
BiooupBarétnra pe Aokipaaia Eppowv Movrikiv
(HovokUTTapo)
AmooTeipwon aUpewva pe Ty Tpéxouca ETaon
AmoaTeipwang Pappakotrotiag Hvwpévwy MoAreiiv <71>

‘Oha Ta amoteAéopaTa aVaEPOVTAl O GUYKEKPIMEVNG TIPTISAG
MigToTroinTiké AvaAuang Tou SiaTiBeral KAtV aImuaTog.

AMAITOYMENA YAIKA MOY AEN

MEPINAMBANONTAI

+ Irvine Scientific CryoTip® (Ap. kataAdyou 40709) A
owAnvapio HSV (Ap. kataAdyou 0019921)

+  Zuvdetipag Irvine Scientific (Ap. katahdyou 40736) fy GAhog
TIpoCappoyEaS

+  Amootelpwpéva TpuPAia Petri (50 X 9 mm, Falcon 351006 fi
avTioToIyo)

+  Kpuoowhdveg (4.5 ml) f; Soxeia kar kpuopdBdol

+  Tpomomoinpévo péoo kaMépyeiag HTF - HEPES (Ap.
Kkarahdyou 90126) epmhouTiopévo e TTpwreivn

«  Tavmia piag xprong

*  Z0piyya Hamilton GASTIGHT® (150 pL, Ap. karahdyou
80901) ) GMo epyakeio avappopnang

+ Timéneg PeTagopai (YUGAIVEG TTITIETEG ) GKPEG LIKPOTTITIETWY
Ve BidipeTpo EowTEPIKIG GKpNg ~200 um)

+  Towmoak

+  Impulse Heat Sealer

+  ZIgpayiotipag SYMS yia To owAnvapio HSV (Ap.
karaAdyou 016296)

*  XpovopeTpo fj XpOVOUETPNTAG

+ Doyeio Yypou Alwrou (Soxeio Dewar i Styrofoam pe
KOmékI, 6ykog 1-2 L)

* Yypo Adwro (emapkrig 6ykog yia BaBog 4 vTatv aTo Soxeio)

OAHTIEZ XPHZHZ

V\l Kit-ATraimioeig pépoug Wugng (ava epappoyn):
Equilibration Solution (ES):
60 pL yia MpwrékoAro Yaomoinang Qokutrépwy
H

50 pL yia MpwrékoMo Yahotroinong Eupplou
+  Aidhupa Yohorroinong (VS):

50 pL yia MpwrékoMo Yahotoinang
+ 1 CryoTip (yia amoBrikeuon éwg 2 detypamwy)
« 1 Zuvdempag

MPQTOKOAAO YAAOMNOIHZHE:
ZHMEIQZH: O1 &iadikacieg Ba Tpémel va
yivovral og Beppokpacia dwpatiou (20-27°
C). MHN xpnoipotrolgite Beppaivopevo oTadIo
HIKPOOKOTTiOU yid TIG TrOPAKATW BSIaSIKATIES.
MPOZOXH: EAaxiotomoijote Ttnv  €kBeon
Tou JeiydaTog OTO QWG KATA Tn SIGPKEIA TG
sgloopporrnang og diaAuparta ES kou VS .
Gépte o€ Beppokpaaia dwariou (20-27 °C) mv ToooTTA
Tou Alahdparog e§looppémmnang (ES) kai Tou AlaAdpatog
uaomoinang (VS) mou Ba xpnoiporromBei. THMEIQZH:
AmogUyete  va gépvete  OAOKAnpa Ta QoA Twv
Siohupdmwy ES kai VS emavelAnupéva o Beppokpacia

Swpariou dtav xpelaleate povo pia pikph  ToodmTa
dlahUpatog kGBe gopd. Eivanr mpotipétepo va empepidere
TV TooémTa TIOU XPEIBJEOTE Kal VA EMOTPEQETE Ta
@lahidia oToug 2-8 °C apéowg PETA amo Tov ETIPEPIOHO.
T 10 TPWTOKOMO UCAOTIOINGNG WOKUTTAPWY, XPEIGdeTal
emiong Modified HTF (HEPES) pe mpuwreivn.

2. ZupmAnpwoTe TV deapevr uypol alwrou pe uypd dlwto
(apketd yia va emmeuxBei BaBog 4 viowv Ay yia TAREN
BUBIoN TOU KPUOOWARV 0T PABSO) Kall TOTTOBETATTE KOVTA
aTo pikpookoTio. Emouvayte kpuoowAfves 1y doxeia
(Xwpig Twya) oTov KATW CQIVKTAPA piag Kpuopdpdou Kal
eppuBioTe oTo LYP GlwTo, OE TIPOETOINATia yia GUAAgH
oTa vahotroinpéva deiypara.

3. Aware Tov apiBpé detypdtwy Tou Ba uahotoinBolyv.

4. TomoBeraTe eTikéTa O€ KABE amoaTelpwyévo TpuPAio Petri
(1 karéiki) ka péao amoBrikeuang Cryo pe Tig amapaiTeg
TANPOQYOPIES.

5. Avamodoyupiote amaAd kaBe @ioAidio ES kai VS dlo
(POPES YIQ VI VAKATEUTOUV T TIEPIEXOUEVT TIPIV T Xpram.

6. MpoetoiucaTe 1o TpuBAio pe oTayovidia SichupdTwy yia Tv
Aiodikaoia Yahotoinong wg egig:

A. MpwrékoAAo YaAotroinang QOKYTTAPQN (Mil):
ZHMEIQZH: BA. Mépog B yia mpwrokoMo uahomoinong
epouwv
XpNOILOTIOIWVTAG AONTITN TEXVIKY, OIQVEILETE TIThON Twv
20 L amé 1o péco kaMigpyeIag, TO TPOTIOTIOINUEVO PEGO
KkaMiépyelag HTF - HEPES pe mpwreivn kai 1o dichupa
ES TOAU KovTél petagy Toug o€ €var QVESTPAUMEVO KOTTAKI
amooTelpwyévou  TpuPhiou  Petri, omwg  gaiveral oo
IxApa 1 kai TomoBetote 10 TpUBAio oV TpdTEla ToU
JIKPOOKOTTIOU:
+  pia oTayéva Twv 20 pL amd To TpoTIoTIoINPEVO PECO
kaMigpyeiag HTF (HEPES pe mpwreivn)
+ Tpeig otayoveg 20 pL (oGvoro 60 pL) amé ES (ES1,
ES2, ES3)

2. Agaipéate o TpuPhio kaANiEpyeiog Tiou Tepigxel MII
WOKUTTAp aTTd Tov EMWACTAPA Kal EAEYETE TV TToIoTnT
Twv SelyudTwv oTo pikpookdTio. OTrou eivan duvard,
€MAEYETE H6vo Ta woKUTTapa otadiou Mil
BEATIOTNG TTOI6TNTAG.

MPOZOXH: EAaxioTOTrOINOTE TNV £KBECT) TOU
Seiyparog(-wv) oTo Pwg KATA TN SIAPKEIA TG
£§looppoTNONG OTIg oTayoveg H, ES kai VS.

3. Metagépere 1o wokUTTapo (fwg kal 2 TauTéXpOva) HE
ehayioto Oyko péoou améd 1o TpuBAio KaANEpyelag (o€
emwaoTpa) oty oTayéva 20 L Tou H yia éva Aeto.

4. Zuyxwvevote v otayova H oe EST (BA. Zx. 1, BéNog 1)
pe MV GKpn TG TITIETAG PETapopAg Kal UTTOPAMETE Ot
Tautoxpovn avadeuan Twv dUo SiaAupdTwy yia 2 AeTrTd.

5. 'Emenma evowyatwote T otayova Tou dlaAduatog ES2
(B&Aog 2) a0 /O UTIGpXOV peiypa oTayOvVwWY Kal agraTe
yia 2 Aemrra.

6. Metagépete Tov(Toug) wokUTN(WoKUTEG) e €AGXIOTO GyKO
Bi6Auang amé m evwpévn otayéva otn ES3 otaydva yia
6-10 AeTrTd. N £§100PPOTTNON TWV WOKUTTAPWY
oto ES3 oAokAnpwvetal 6tav 10 TAX0G TG
Siauyolg {wvng kai Tou TePIAIKIOIKOU XWpou
gival ico. Ta wokUTTApa gykabioTavral oTn
Bdon Tng oTayovag eviog 3 AeTTTwv.

7. Katd tn didpkela e§ilocoppomrnong oe ES3:
Aiayvote aonmmikd pia (1) 50 pL oTayéva
VS 2 Aemrd mpiv TNV OAOKARpwon Tng
100pPOTINONG KAl TIPOETOINAOTE TO cryotip
(eix. 3) | T0 owAnvdpio HSV (ek. 4) yia
popTWON:

CryoTip: Z0vdeon om olpiyya Hamiton 1 oto

KkataMnAo  epyaleio  avappdenang  Xpno1poTIoILVTAG

éva ouvdemipa f éva Tpooappoyéa yia Slacgahion

kahig  oteyavoroinong.  THMEIQZH: Kpamjote 1o

HETAMIKO KAAUpO TTévw OTO AETTTO OTEVO GKpo WOTE vat

TipooTaTeuBel EXp! var yivel n TTPOoBIkn Twv BEIyPATwWY.

ZwAnvdpio HSV: Zovdeon g pokpltepng akpng

Tou pmAe TAaoTIkoU efaptiuarog TomoBéTong ot

XpwpamoTh dkpn TG paBdou KeIpIoHOU.

8. Ta mapakdtw BrApara (9-13) Ba mwpémer va
oAokAnpwBoUv og 90-110 BeutTepOAETITA.
MPOZOXH: H ékBeon deiyudtwv ot VS Ba
TPETTEI Va TTEPIOPIdeTal yia TNV TTPOANYN Tng
KUTTTapoToikoTnTag. To deiypa(-ta) Teivel va
emimAéel oTo VS, yI' auté TPOCAPHOOTE TNV
£0TIOON MEOW TOU MIKPOOKOTTIOU WOTE va
SlaTNPEITaI N CUVEXAG OTITIKN ETTAQH KATA TRV
£kBeon kal S10TNPAOTE TNV GKPN TNG TITTETOG
HETAQOPAG KOVTA WOTe va Slac@olioeTe
™Mv yphAyopn ueETa@opd peTagy Twv SUo
oTayévwyv VS .

9. Mohig ohokAnpw8Eei n e§iooppdmon oo ES, avaolpere
Aiyo ES oty miméTa peragopds kai ETaGEPETE To Oeiyua

(-1a) pe eAdyiaTo dyko amd m aTayéva ES aTo oTayévag
Tou VS yia 30 deutepoAetra.

. PopTWOTE KAl OPPayioTe pe BepudTNTA TO

CryoTlP wg €8¢ (BA. Zxua 6a):

Zmpwgre 10 PeTAAIKG kaAuppa kard prkog Tou Cryo
Tip yia va eygavioTei n elBpavaT akpn.

+ Xepigopevor 1o CryoTip kai mv aUpiyya Hamilton
€V TIOPATNPEITE OTO WIKPOGKOTTIO, QvVAPPOPROTE
TIPOOEKTIKA WIKPG Oyko VS oTo Znpeio #1 Tou
CryoTip.

+  Xuvexiore TV Tapatpnon OTO PIKPOOKOTIO Kai
avapponaTe araAd To deiypa pe VS a1o Znpeio #2
aTo CryoTip.

+ Twpa mapampriote dueca 10 CryoTip  kai
avappogroTe TepIoadTepo VS wg 10 Znpeio #3.

+  To deiypa mpémel va Bpiokeral petagy Tou Znpeiou
#2 kai Tou Znpeiou #3.

+ Xopayiote e Beppotnra (Z@pdayion #1) 1o CryoTip
oto (i akpifwg Kkétw amd) 1o Inueio #1, kal
OTTPWETE T kAU TTioW TpoaTaTeEdovVTag TV AeT,
£0BpauaTn akpn.

+ AmopakpUvete pooekTiké 1o CryoTip amé To epyaleio
avappéEnong Kkal Tov TIPOCOpHOYEN Kal ETETa
agpayioTe pe Beppdmra (Zppdyioua ap. 2) omv
Tayié akpn Tou CryoTip Tévw amé 1o Znueio ap. 4.

+  Eppubiote 1o kahuppévo CryoTip ameubeiag o€ uypd
adwro (g e Tagotra -12,000° C/min) (BA. ZxApa
6p).

DopTWOTE KAl oPPAYioTE TO CWANVApIo HSV

w; £8ig:

XpnoIoTIOIVTAG  pia  HIKPOTNITIETA,  EVOTTOBEDTE
TIpooekTIKG  Tofta deiypa(ta) omv  alhaka g
TpIX0EIBIKAG paBOO, 1 mm amd v dkpn. H otayova
Tiou Ba £xel Tofta Seiypa(ta) Ba TpEEl var Exel Gyko
pikpdTEPO a6 0,5 Wl. 2 wokiTTapa 1 éuBpua To TOAU
yia KaBe Tpixoeidikiy papdo.

+  TomoBemoTe apéowg TV TPIXOEIBIK A3 kal To
€§8pTNIQ XEIPIOHOU OTO CWANVAPIO Kall OTIPWETE PEXPI
70 0pBOYWVIO TUAKA Tou €GaPTAHATOG XEIPIOHOU va
£pBe1 o€ emagn e To Papdu GKpo Tou CwAnvapiou.

+ Zgigre ehagpig T0 owAnvapio pETagy Tou avtiyelpa
kal Tou Oeikm Oag Kal agaipéote To e&dpmua
ToToBETONG.

+  Evw eGakohouBEeite va kparare 1o owAnvdpio o Béon
TOU, GPAYITTE TV AVOIXTH GKPN XPNOIHOTIOIWVTCG €val
oppayloTipa SYMS.

+  Kpamote 10 owAnvéipio XpnoIMOTIOIWVTOG TOIUTTGM
oy Treplox1 TG paRdou XelpIaHoU.

+  BuioTe ypriyopa kai k&Beta 0AdkAnpo 10 GwAnvapio
ot uypd GCwro (LN,). Avodeuote ehagpig TO
owhnvapio oT0 Lypd  GGwro (LN,) vyia  pepika
SeutepoAeTTa yia var amoeuyBei n dnpioupyia piag
oTpwong amopdvwong amd uaahideg aépa yUpw
amoé 10 GwAnvapio.

. TomoBemoTe 10 uahomoinuévo CryoTip 1} To cwAnvapio

HSV aTo eyBammiopévo kai mAnpwpévo pe uypd Glwto
(LN,) kpuoowAnvépio f Boxeio (emi g kpuopaBdou).
TomoBetoTe  kahuppa 010 KpuoowAnvapio (1} 1O
Boxeio) 1§ pooapTAaTE To avamoda o€ GMo, akaAuTo,
KPUOOWANVAPIO Yia va SIac@aNiaTei 6T To uaAoToInuévo
CryoTip fj To cwAnvapio HSV 6a mapapeivel péoa ato uypd
agwro.

. Meragépete mv degapevry uypol adwrou (YA) kovia atov

Kpuo-ywUKm YA Kai PETaQEPETE TV KpuopdBdo pe Ta
TIEPIEXOUEVA OTOV KPUO-WUKTN Yia Hakpoxpdvia QUAag.

. MpwrékoAAo Yahomoinong EMBPYQN (2PN

oe BAaoTokuaTn):

Aiox0ote  aonmmka  pia otayova 50 pL ES  of
QVTEGTPOEVO KamTaki TpuBAiou Petri.

AgaipéaTe 1o TpuBAio KaAiEpyelag pe To EpBpuo(-a) ammd Tov
£MwaoTpa Kai eAéyEte T ToIoTTaL Tou SeiypaTog(-Tuwv)
aT0 pikpookoTio. OTrou eival duvaTo, emIAEyeTe
poévo 1o £uppuo(-a) BEATIOTNG TTOIOTNTAG YiA
vaAotroinon.

Metagépete mpoaexTiké 10 deiypa (Ewg kai d0o kaBe popd)
e eAdyioTo Oyko péoou, amd 1o TpuPAio KaAigpyelag
omv aTayévag Tou ES kai &kivijaTe Tov xpovopetpntd. Ta
£uBpua el va e§iooppotolvial oy aTayéva ES apyd
Jie eAeUBepN TITCOO yia 6-10 AeTran

Inpeiwon: To deiypa Ba opikpuvlei Kol
Ba emoTpéwel OTASIOKA OTO QPXIKO TOU
péyeBog, Trou deixvel 6Tl n e§iIcoppdTTnon
oAoKANpwONkKe.

MPOZOXH: EAaxIOTOTIOINOTE TNV £KBECT) TOU
Seiypatog(-wv) oTo QWG Katd Tn SidpKela
g £§looppoTNONG OTIG OTayoveg ES kai VS
OTaAYOVWV.

Kard Tn didpkela  autol TOoU  XpodVvou

e§iooppomnong oc ES:

* BaAte (1) 50 pL orayoéveg omd TO
SigAupa VS 6mmwg @aivetal o1o ZX. 7 Kai
TrpoetoipdaTe To CryoTip | To cwAnvdpio
HSV yia wpoa6rkn.

AkolouBiioTe Ta TPWTOKOAA OTTWG YpdAQEeTal
Trapamavw (Mépog A-MpwrdékoAAo Yahomroinong
Qokuttdpwv [MIl]) amé Ta BApara 8 éwg 16 yia
£kBeon ot dlaAUpata VS, mpoadikn CryoTip,
BUBION o€ UYP6 GfwTo (YA) Kal pakpoTTpoBean
@UAAgN.

la emmpdobeta aToixeia oxeTIKA P T XpAON QUTV Twv
TipoidvTwy, kaBe epyacTipio Ba Tpémel va cupBouleleTal TIg
OIkéG TOU epyaoTnpiakég diadikaaieg kal Ta TPwWTOKOAa Trou
£youv avartuyBei kai BeATioTomoINBei GuyKeKpIPEVa Yia T0 BIKG
0aG 1aTPIKG TIPOYPapaL.

®YAAZH KAI ZTAGEPOTHTA:

Duhdyerte Ta kAeiaTa graAidia o€ Beppokpaaia 2°C pe 8°C. Otav
QuAaooovTal oUPguva pe TiG odnyieg, Ta Vitrification Freeze
Kit Solutions eival oTaBepd péxpr TV npepopnvia Agng Tou
Qaiveral aTIg ETIKETEG TwV QIONIBIWV.

Mn xpnaipotoigite Ta péoa yia Tavw amé okTw (8) eBOopAdEG
agoU avoifouv 01 GUOKEUTTES.

Kabwg umdpyouv otoixeia avBpwivng Tpoéheuang oTov
TIpoidv, owpamdiak UAn pmopei va dnuioupynBei kard v
amoBrikeuar. Auté To €idog owuamBIokAg UANG dev GépeTal va
£XEI EMTTWOEIG OV amoS0aT Tou TPOIGVTOG.

NPO®YAAZEIZ KAI MPOEIAOMOIHZEIZ

H guakeun autr TpoopigTal yia Xprian ammo TIPOCWTTIKG TTOU £XEI
ekTaideuTei o€ Sladikaaieg Tou TEPIAAUBAVOUV TN GUYKEKPIUEVD
£QapLoy1 yia Tv omoia TTPoopiZeTal ) GUOKEUN.

Qg mpoabetn mpopUAagn kard ) SladIkadia TG TPoEToINATiaG,
Tipoteivoupe  kGBe Cryotip va egetaletal TpooekTIka OTav
agaipeital amo o makéto. Mpiv T xprian, 1o CryoTips Bo mpémel
va egeTadetal pe kataMnAn peyéBuvan (40x duvapn) yia meavég
{nuiég (6mwg oTraTaTa ) PWYHES) TIOU HTTOpE Vat EXOUV GUBET
Kard T peragopd.

Mnv kdvete xprion @iahidiou BiaAUpatog Tou Tapousale!
Umapén owpamdiwy 1} BoAdtnTa.

Mo va amoyete TpoPAApaTa poAUvang, XPnaIHoTOINOTE
CONTITIKEG TEXVIKEG.

Ta AlaAupata Vitrification Freeze Kit mepiéxouv
7o avTIBIOTIKG BenKN yevTapiKivn. O1 amapaitnTeg
TPOQUAGEEIS Ba TTpETTel va AapBdvovTal yia va
Slao@aAioTei OTI 0 aoBeviig Sev éxel evaioBnaia
OTO CUYKEKPIPEVO AVTIRIOTIKO.

Emi tou mapdvrog, n Tpéxouca BiBAloypagia
ava@épel OTI Ol HOKPOTTPOBEGHES EMIBPAOEIS
™G ualotroinong oTa éupua  Trapapévouv
AyvwoTeg.

*Ta Tapdywya avBpwirivou aiparog Trou
XPNOIUOTIOI0UVTAl OTNV TTAPACTKEUR auToU Tou
TPOIOVTOG £XOUV ESETAOTEI PE KIT EYKEKPIPEVA
am6é Tov FDA (Opyaviopé Tpo@ipwv kol
Qappdkwy Twv H.M.A) kai éxer diamoTwlei
O eival pn avTidpWVTA OTO ETMIPAVEIAKO
avTiyévo Tou 100 Tng nmarindag B (HBsAg),
oTa avTICWHATA Tou 10U nmartindag C (HCV)
KOl OTO QVTICWHATA Tou 10U avBpwrivng
avoooavemdpkeiag (HIV). Qotéco, kapia
HéBodog e§éTaong dev e§ac@alifel amoAiTwg
OTI Ta TPOIGVTA AVBPWTTIVNG TrpoéAeuong gival
HN poAuopaTikG. XeIpileoTe 6Aa Ta TTApAaywya
avlpwTrivou aipatog wg av ATav duvnTika
HOAUCHATIKG WE TN XPNAON YEVIKWV HETPWV
mpopUAagng. O1 56TEG TOU UAIKOU TTpoéAguong
£€xouv emiong e§eTaoTei yia kivduvo ékBeong
oT1n véoo Cruetzfeldt-Jakob (CJD).

Mn xpnoipomoieite omolEadATIOTE QIAAEG Twv OTOIWV N
ouoKeuaoia €xel SIAKUBEUTEI.

MPOZOXH: H opootovdiakn (H.M.A.) vopobeoia
TEPIOPIEI aQUTH TN ouokeunl o€ TTWANON ammod 1
KOTA EVTOAR ylaTpou.



CESKY

UCEL POUZITI

Sada Vit Kit® - Zmrazeni je uréena na pouziti pfi asistovanych
reprodukénich technologiich pro vitrifikaci a skladovani
lidskych oocytti (MII) a embryi (zygot az blastocytu). Tato sada
je uréena pro pouziti s tycinkou CryoTip® (katalogové ¢. 40709)
nebo slamkou HSV Straw (katalogové ¢. 019921) spolecnosti
Irvine Scientific a s vitrifikacni rozmrazovaci sadou Vitrification
Thaw Kit (Vit Kit® - Thaw) pro optimalni ziskani vzorkd.

POPIS VYROBKU

Equilibration Solution-ES je HEPES pufrovany roztok
média -199 obsahujici gentamicin sulfatu (35 pg/ml), 7,5 %
(v/v) dimetylsulfoxidu a 7,5 % etylénglykolu a 20 % (v/v)
Dextran Serum Supplement*.

Vitrifikacni roztok (VS) je HEPES pufrovany roztok
média - 199, obsahujici gentamicin sulfatu (35 pg/ml), 15 %
(v/v) dimetylsulfoxidu (DMSO), 15 % ethylenglykolu, 20% (v/v)
Dextran Serum Supplement* a 0,5 M sacharidu.

Tyto tfi roztoky se pouZivaji v pofadi podle krokl protokolu
vitrifikace mikrokapek .

KONTROLA KVALITY

Roztoky v sadé Vit Kit-Freeze jsou filtrovany pfes membranu
azpracovany asepticky podle vyrobnich metod, u kterych bylo
ovéfeno, Ze spliiuji hladinu zarucené sterilizace (SAL) 10°.

Kazda Sarze sady Vit Kit - Freeze podstoupi nasledujici
testy:Roztoky a tycinky CryoTips
Endotoxin pomoci metody testu Limulus Amebocyte
Lysate (LAL)
Biokompatibilita testem embrya laboratorni mysi
(jednobunééného)
Soucasné pouzivany test na kontrolu sterility podle
Farmakognozie Spojenych stat( americkych <71>

V&echny vysledky se zaznamenavaji do Dokladu o analyze
konkrétni Sarze, ktery je k dispozici na pozadani.

NEDODANY, ALE NEZBYTNY MATERIAL

+  CryoTip® (katalogové ¢. 40709) nebo HSV Straw
(katalogové ¢. 0019921) spolecnosti Irvine Scientific

+  Konektor (katalogové €. 40736) spole¢nosti Irvine
Scientific nebo jiny adaptér

+  Sterilni Petriho misky (50 x 9 mm, Falcon 351006 nebo
obdobné)

+  Kryo zkumavky (4,5 ml) nebo trubicky a kryo drzaky

+  Kultivacni médium Modified HTF - HEPES (katalogové
€. 90126) s pfidanim bilkoviny

+  Ochranné rukavice na jedno pouziti

+ Injekéni stiikactka Hamilton GASTIGHT® (50 pl,
katalogové €. 80901) nebo jiny aspiracni nastroj
Prevodné pipety (sklenéné pipety z tazeného skla nebo
mikropipetové hroty s primérem vnitfniho hrotu ~200 pm)

+  Pinzeta

+ Impulse Heat Sealer

+  Zapecetovaci zafizeni SYMS Sealer pro slamky HSV
Straw (katalogové ¢. 016296)

+  Stopky nebo casovac

+ Zasobnik kapalného dusiku (Dewarova nebo
polystyrénové nadoba s vikem, s objemem 1-2 1)

+  Kapalny dusik (dostacujici objem na dosazeni hloubky
10,2 cm v zasobniku)

NAVOD K POUZITi

Slozky nezbytné pfi pouziti sady Vit Kit-Zmrazeni (na aplikaci):
Equilibration Solution (ES):
60 pl na vitrifikacni protokol cocytu
Nebo
50 pl na vitrifikacni protokol embrya

+  Vitrifikacni roztok (VS):
50 pl na vitrifikacni protokol

+ 1 ty¢inka CryoTip nebo sldmkou HSV Straw (udrzi az 2
vzorky)

+ 1 Konektor

VITRIFIKACNI PROTOKOL:

POZNAMKA: Procedury by se mély provadét pfi
pokojové teploté (20-27 °C). NEPOUZIVEJTE
vyhfivany stolek mikroskopu pro nasledujici
procedury. POZOR: Minimalizujte vystavovani
vzorku svétlu béhem ekvilibrace v roztocich
ESaVs.

1. zajistéte aby mnoZstvi roztoku (ES) a vitrifikacniho roztoku
(VS) dosahlo pokojové teploty (20 - 27 °C). POZNAMKA:
Neuvadéjte opakované celé lahvicky roztoku ES a VS do
pokojové teploty, kdyz potiebujete vzdy jen cast jejich
obsahu. Je vhodnéj$i oddélit jen mnoZstvi potfebné pro
pouziti a ihned po oddéleni vratit lahvicky do prostfedi
s teplotou 2 - 8 °C.  Modified HTF (HEPES) roztok s
proteinem je také nutny pro vitrifikaéni protokol oocytu.

2. Napliite zasobnik kapalného dusiku kapalnym dusikem
tak, aby se dosahlo hloubky 10,2 cm nebo aby byla
kryotrubicka nebo drzak Gplné ponofeny) a polozte jej
blizko mikroskopu. Pfipevnéte kryo zkumavku nebo
trubicku (otevienou) ke spodni svorce kryo drzéku a
ponoite do kapalného dusiku pro pfipravu na uskladnéni
vitrifikovanych vzork.

3. Urcete pocet vzorku na vitrifikaci.

4. Oznacte kazdou sterilni petriho misku (nebo viko) a
skladovaci zafizeni “Cryo” potfebnymi informacemi.

5. Opatmé dvakrat prevratte kazdou ampulku ES a VS, aby
se obsah pred pouZitim promichal.

6. Pfipravte misku s kapkami roztoku na vitrifikacni
proceduru nasledovné:

A. Vitrifikacni protokol OOCYT (Mil)
POZNAMKA: Vitrifikaéni protokol pro embryo najdete v
Casti B.

1. Sterilnim zpisobem preneste 20 pl pokles kultivatniho
média Modified HTF - HEPES s bilkovinou a roztoku ES
z malé vzdalenosti na obracenou vnitfni stranu vicka
sterilni Petriho misky, jak je zndzornéno na obr. €. 1,a
poloZte misku na stolek mikroskopu:

+ jedna kapka (20 ul) média Modified HTF (HEPES s
bilkovinou)

* i 20 ul kapky (celkem 60 pl) ES (ES1, ES2, ES3)

2. Vyjméte kultivacni misku obsahujici MIl oocyty z
inkubatoru a ovéfte si kvalitu vzorki pod mikroskopem.
Kde je to mozné, zvolte si pouze oocyt(y)
stadia MIl nejlepsi kvality.

POZOR: Minimalizujte vystavovani vzorku

(vzorku) svétlu béhem ekvilibrace v kapkach

H,ESaVs.

3. Prevedte oocyty (nanejvys dvé najednou) s minimalnim
objemem média z kultivaéni misky (inkubatoru) do 20 pl
kapky H na jednu minutu.

4. Spojte kapku H s ES1 (viz obr. 1, Sipka 1) hrotem
prenosné pipety a umoznéte spontanni smiseni téchto
dvou roztokd po dobu 2 minut.

5. Poté spojte kapku roztoku ES2 (Sipka 2) s dfive spojenymi
kapkami a ponechejte po dobu 2 minut.

6. Preneste oocyt(y) s miniméalnim mnoZstvim roztoku ze
spojené kapky na kapku ES3 na dobu 6-10 minut.
Poznamka: ekvilibrace oocytu (oocytl) v
ES3 je dokoncena, kdyz tloustka mezery
mezi zona pellucida a vrstvou kolem zloutku
(perivitelline) je stejna. Oocyt(y) se usadi na
spodu kapky béhem 3 minut.

7. Béhem ekvilibraéni doby v ES3:

Asepticky dejte jednu (1) 50 pL kapku VS

2 minuty pied kompletnim vyrovnanim

a pripravte tycinku cryotip (obr. 3) nebo

tycmku HSV (obr. 4) pro naplnéni:

CryoTip: pfipojeni k injekéni stitkacce Hamilton
nebo vhodnému aspiraénimu nastroji s pouzitim
konektoru nebo adaptéru pro zajisténi tésného
spojeni. POZNAMKA: Ponechte kovovy kryt
nasazeny na jemny vytazeny konec pro jeho ochranu,
dokud nejste pfipraveni pinit vzorky.

+ HSV Straw: pfipojeni delSiho konce modrého
plastikového zavadéciho pfipravku ke zbarvenému
konci manipulacni tycinky.

8. Nasledujici kroky (9-13) by mély byt
dokonceny béhem 90-110 vtefin. POZOR:
Vystavovani vzorku VS roztoku by mélo
byt omezeno, aby se predeslo cytotoxicité.
Vzorky maji tendenci v roztoku VS plavat,
proto si zaostiete mikroskop, abyste je
mohli nepretrzité sledovat béhem vystaveni,
a polozte si hrot pfenosné pipety po ruce,
abyste mohli zabezpecit rychly pfenos mezi
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kapkami VS. Viz obr. ¢. 5

Po dokonéeni ekvilibrace v ES odeberte trochu ES do

prenosné pipety a preneste vzorek (vzorky) minimalniho

objemu z kapky ES do kapky VS na 30 vtefin.

Napliite a teplem zapecéet'te tyéinku CryoTip

podle nasledujiciho popisu (viz obr. ¢. 6a):
Vysurite kovovy ochranny kryt smérem nahoru podél
tycinky CryoTip, abyste odhalili jemny kiehky hrot.

+ Pouzitim ty¢inky CryoTip a injekéni stiikacky
Hamilton za stélého pozorovani pod mikroskopem,
opatrné aspirujte maly objem VS po znacku ¢. 1 na
ty¢ince CryoTip.

« Pfi trvalém sledovani pod mikroskopem, opatrné
aspirujte vzorek s VS po znacku €. 2 na tycince
CryoTip.

+  Nyni pozorujte ty¢inku CryoTip pfimo a vysanim
odeberte VS az po znacku €. 3.

+ Vzorek musi byt umistén mezi znackou ¢. 2 a
znackou €. 3.

+  Horkem zapecette (pecet ¢. 1) tyCinku CryoTip na
znacce €. 1 (nebo tésné pod ni) a prietdhnéte kovovy
kryt smérem dolti na ochranu jemného kiehkého hrotu.

+ Opatrné vyjméte tyCinku CryoTip z aspiratniho
na'stroje a adaptéru a poté ji teplem zapeéeﬂe
nad znackou ¢. 4.

+ Ponoite uzavienou ty¢inku CryoTip pfimo do
kapalného dusiku (chladici se v poméru —12 000
°C/min) (viz obr. ¢. 6b).

Napliite a zapecette slamku HSV Straw

podle nasledujiciho popisu:

+  Pomoci pipety opatrné preneste vzorek (Gi vzorky)
do kanalku kapilarové tycinky ve vzdalenosti 1 mm
od konce. Kapka obsahujici vzorek (&i vzorky) musi
byt mensi nez 0,5 pl. Maximalné muzete pouzit 2
oocyty nebo embrya pro kazdou kapilarovou tycinku.

«  Okamzité vsurite kapilarovou a manipulaéni
ty€inku do slamky a zasouvejte dovnitf, dokud se
obdélnikova ¢ast manipulacni tycinky nedostane do
kontaktu s rozSifenym koncem slamky.

+ Jemné stisknéte slamku palcem a ukazovakem a
vytahnéte zavadéci pripravek.

+ Drzte slamku v plvodni pozici a zapecette jeji
otevieny konec pomoci zapecetovaciho zafizeni
SYMS Sealer.

+  Drzte slAmku pinzetou v prostoru manipulacni tycinky.

+ Rychle ponofte celou slémku ve svislé poloze do
kapalného dusiku (LN,). Opatrmé pohybujte slamkou
v LN, po nékolik sekund, aby se kolem slamky
nevytvoila izolacni vrstva vzduchovych bublin.

. Vlozte vitrifikovanou tycinku CryoTip nebo slamku HSV

Straw do ponofené kryozkumavky nebo trubicky (na
kryo drzaku) naplnéné LN,. Zazétkujte kryozkumavku (&i
trubicku) nebo ji pipevnéte v prevracené poloze k jiné
neuzaviené kryozkumavce, aby byla vitrifikovana ty¢inka
CryoTip nebo slamka HSV Straw bezpe¢né ulozena v
tekutém dusiku.

. Prineste zasobnik kapalného dusiku (LN,) blizko kryo

mraznicky (LN,) a pfevedte kryo drzaky s jejich obsahem
do kryo mraznicky na dlouhodobé skladovani.

. Vitrifikaéni protokol EMBRYi

(PN na Blastocyst):
Sterilni metodou odkapnéte jednu 50 pl kapku ES na
vnitfni stranu obraceného vicka Petriho misky.
Vyjméte kultivatni misku obsahujici embryo (embrya)
z inkubatoru a ovéfte si kvalitu vzorku (vzorkd) pod
mikroskopem. Kde je to mozné, zvolte si pouze
embryo(a) nejlepsi kvality pro vitrifikaci.
Opatrné prevedte vzorek (nanejvy$ dva najednou) s
miniméalnim objemem média z kultivaéni misky do kapky
ES a spustte ¢asovac. Embrya by méla byt ekvilibrovana
v kapce ES pomalu volnym padem po dobu 6-10 minut.
Poznamka: Vzorek se smrsti a pak se
postupné navrati do pavodni velikosti, coz
bude indikovat dokonéeni ekvilibrace.
POZOR: Minimalizujte vystavovani vzorku
(vzorku) svétlu béhem ekvilibrace v kapkach
ESaVs.
Béhem této ekvilibraéni doby v ES:
« Pripravte (1) 50 pL kapky roztoku VS,
jak je znazornéno na obr. €. 7 a pfipravte

CryoTip nebo HSV Straw pro naplnéni.

Postupujte podle vy$e uvedenych metod (Cast
A - Vitrifikacni protokol oocytu [MIl] ) od kroku
€. 8 po ¢.18, tykajicich se vystaveni roztoku VS,
plnéni ty€inek CryoTip, ponofeni do kapalného
dusiku (LN,) a dlouhodobého skladovani.

Pro dodatecné podrobnosti o pouZiti téchto vyrobki by
kazda laboratof méla konzultovat vlastni laboratorni metody
a protokoly, které byly vytvofeny a optimalizovany zviast pro
va$ konkrétni zdravotnicky program.

POKYNY PRO UCHOVAVANI A STABILITU:
Neoteviené ampulky uchovavejte zmrazené pfi teploté 2° C
az8°C. Pfiuchovavani podle pokynu jsou roztoky vitrifikacni
sady (Vitrification Freeze Kit Solutions) stabilni az do data
expirace, uvedeného na etiketach ampulek.

Média nepouzivejte po otevieni nadobek po delSi dobu nez
osm (8) tydna.

ProtoZe je ve vyrobku pfitomen material z lidského zdroje,
mohou se béhem skladovani vytvorit castecky. O tomto typu
Castecek neni znamo, Ze by mél vliv na vykonnost vyrobku.

VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATREN{
Zafizeni bylo uréeno pro pouziti Skolenym personalem pfi
zakrocich, které zahrnuji indikovanou aplikaci, pro kterou
je zafizeni uréeno.

Jako dopliikové opatieni béhem pfipravné procedury
doporucujeme, aby byla kazda tycinka Cryotip opatrné
zkontrolovana po vyjmuti z obalu. Pfed pouzitim by mély
byt ty€inky CryoTips prohlédnuty pod vhodnym zvétSenim
(40x), zda nedoSlo k poskozeni (napf. nalomené hroty nebo
praskliny) béhem prepravy.

Nepouzivejte zadné ampulky roztoku, které jevi znamky
piitomnosti ¢astic hmoty nebo zakaleni.

Vyhnéte se problémim kontaminace, pfi praci dodrzujte
aseptické metody.

Roztoky Vitrification Freeze Kit obsahuji
antibiotikum gentamicin sulfat. Dodrzujte
prislu$na opatieni, abyste se ujistili, ze pacient
neni alergicky na toto antibiotikum.

V soucasné dobé vyzkumna literatura indikuje,
ze dlouhodoby vliv vitrifikace na embrya neni
znamy.

*Derivaty z lidské krve pouzité pfi vyrobé
tohoto produktu byly testovany pomoci
testovacich sad v licenci amerického Ufadu
pro potraviny a léciva (FDA) a nebyla u nich
zjisténa reakce na povrchovy antigen viru HBV
(HBsAg), protilatky na hepatitidu typu C (HCV)
a protilatky na virus lidské imunodeficience
(HIV). Plati vSak, ze zadna metoda testovani
zcela nezarucuje, Zze produkty ziskané z
humannich zdroju jsou neinfekéni. Nakladejte
se vSemi derivaty z lidské krve, jako by u nich
byla moznost prenosu infekce, a pouzivejte
v§eobecné platna preventivni opatieni. Darci
zdrojového materialu také prosli screeningem
ohledné rizika vystaveni Creutzfeldt-Jakobové
nemoci (CJD).

Nepouzivejte zadnou lahev s poskozenym sterilnim balenim.
POZOR: Federalni zakony USA omezuji prodej

tohoto zafizeni pouze na lékafe nebo na jeho
predpis.



DANSK

ANVENDELSE

Vit Kit® - Freeze er beregnet til brug ved assisteret
reproduktionsprocedurer for vitrifikation og opbevaring af
humane oocytter (MIl) og embryoner (zygoter til blastocyster).
Dette kit er designet til brug sammen med Irvine Scientifics
CryoTip® (Katalognr. 40709) eller HSV-rer (Katalognr.
019921), og Vitrification Thaw Kit (Vit Kit® - Thaw) for optimal
gendannelse af prover.

PRODUKTBESKRIVELSE

Equilibration Solution-ES er en HEPES-bufret
oplgsning af Medium-199 indeholdende gentamicinsulfat (35
Hg/ml), 7,5 % (volfvol) af hver dimethylsulfoxid (DMSO) og
ethylenglykol samt 20 % (vol/vol) Dextran Serum Supplement.

Vitrifikationsoplesning-VS er en HEPES-bufret
oplgsning af Medium-199 indeholdende gentamicinsulfat
(35 pg/ml), 15 % (volivol) af hver dimethylsulfoxid (DMSO)
og ethylenglykol, 20 % (vol/vol) Dextran Serum Supplement
0g 0,5 M saccharose.

Disse to oplesninger skal bruges i reekkefelge i henhold til den
trinvise protokol for vitrifikation af mikrodraber.

KVALITETSSIKRING

Oplosningerne i Vit Kit-Freeze er membranfiltrerede og
aseptisk fremstillet iht. procedurer, som er blevet valideret og
opfylder et sterilitetssikkringsniveau (SAL) pa 10°.

Hvert parti Vit Kit - Freeze undergar felgende test:
Oplasninger og CryoTips.
Endotoxin med Limulus Amebocyte Lysate-metoden
(LAL)
Biokompatibilitet ved analyse af museembryo (étcellet)
Sterilitet med den aktuelle United States
Pharmacopeia-test (USP) <71>

Alle resultater rapporteres pa et partispecifikt analysecertifikat
(Certificate of Analysis), som kan fas efter anmodning.

NZDVENDIGE MATERIALER, DER IKKE

MEDFGLGER

« Irvine Scientific CryoTip® (Katalognr. 40709) eller HSV-
ror (Katalognr. 0019921)

+ Irvine Scientific konnektor (Katalognr. 40736) eller en
anden adapter

«  Sterile petriskale (50 x 9 mm, Falcon 351006 eller
tilsvarende)

+ Cryorer (4,5 ml) eller baegre og cryocaner

*  Modificeret HTF - HEPES (Katalognr. 90126)
dyrkningsmedium suppleret med protein

«  Engangshandsker

+  Hamilton GASTIGHT® sprajte (50 pl, Katalognr.
80901) eller andet aspirationsredskab

«  Transferpipetter (glaspipetter af trukket glas eller
mikropipettespidser med en indvendig diameter i
spidsen pa ~200 um)

+  Pincet

+ Impulse Heat Sealer

+  SYMS-forsegler til HSV-ror (Katalognr. 016296)

«  Stopur eller timer

+  Beholder til flydende nitrogen (Dewar- eller Styrofoam-
beholder med lag, 1-2 | volumen)

+  Flydende nitrogen (tilstraekkelig volumen til at fa en
dybde pa 10,2 cm i beholderen)

BRUGSANVISNING
Vit Kit-Freeze krav il komponenter (pr. applikation):
+  Equilibration Solution (ES):
60 pl til vitrifikation af oocytter
eller
50 i til vitrifikation af embryoner
«+ Vitrifikationsoplesning (VS):
50 pl til vitrifikation
+ 1 CryoTip eller HSV-rer (kan opbevare op til 2
prover)
+ 1konnektor

VITRIFIKATIONSPROTOKOL:

BEMARK: Procedurerne skal udferes ved
stuetemperatur (20-27 °C). BRUG IKKE
et opvarmningsmikroskop til felgende
procedurer. FORSIGTIG: Minimer udszattelse
af prover for lys under ekviliberering i ES og
VS oplgsninger.

1. Bring den maengde af oplesning til aekvilibrering (ES)
og oplesning il vitrificering (VS), som skal anvendes, il
stuetemperatur (20 - 27 °C). BEMARK: Undga at hele
heetteglassene med ES og VS opnar stuetemperatur
gentagne gange, da en del af oplasningen behaves hver
gang. Det er bedre at udportionere den maengde, der skal
anvendes, og returnere haetteglassene til 2 - 8 °C lige
efter udportionering. Modified HTF (HEPES) med protein
er ogsa pakraevet til vitrifikation af oocytter.

2. Fyld nitrogenbeholderen med flydende nitrogen
(tilstreekkeligt til at fa en dybde pa 10,2 cm eller til helt at
kunne nedsaenke cryorgret pa cryocanen) og seet den
ved siden af mikroskopet. Saet et cryorer eller baeger
(uden lag) fast i den nederste klemme pa en cryoholder
og nedsaenk den i det flydende nitrogen som forberedelse
til opbevaring af de vitrificerede praver.

3. Fastsaet det antal prover, der skal vitrificeres.

4. Seetenetiketmed de nedvendige oplysninger pa hver steril
petriskal (eller lag) og hver Cryo opbevaringsbeholder.

5. Vend forsigtigt hvert heetteglas med ES og VS om to
gange for at blande indholdet inden brug.

6. Forbered skalen med draber af oplasning il vitrifikation
som folger:

A. Protokol for vitrifikation af OOCYTTER (MIl):
BEMARK: Se afsnit B for at se protokollen for vitrifikation
af embryoner.

1. Dispenser aseptisk 20 pl drabe af dyrkningsmediet,

Modificeret HTF - HEPES med protein, og ES i naerheden

af et omvendt lag pa en steril petriskal, som vist i figur 1,

og placer skalen pa mikroskopets platform:

+ en 20 pldrabe Modificeret HTF (HEPES med protein)

+ tre 20 pl-draber (60 il i alt) af ES (ES1, ES2, ES3)

Fjem dyrkningsskalen med Mil-oocytteme fra inkubatoren

og kontroller pravernes kvalitet under mikroskop. Nar det

ermuligt, vaelges kun oocyt(ter) af den bedste
kvalitet pa Mil-stadiet.

FORSIGTIG: Minimer udszettelse af prave(r)

for lys under ekviliberering i H-, ES- og VS-

draber.

. Overfer oocytten (op til 2 ad gangen) med en minimal
volumen af mediet fra dyrkningsskalen (i inkubatoren)
ind i 20 pl-draben af H i ét minut.

4. Lad H-draben flyde sammen med ES1 (se fig. 1, pil 1) vha.

spidsen pa transferpipetten og tillad spontan blanding af
de to oplesninger i 2 minutter.
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5. Bland derefter draben af ES2 (pil 2) med de tidligere
blandede draber og lad den sta i 2 minutter.
6. Overfer oocytten/oocytterne med minimal volumen af

oplgsningen fra den sammenflydte ES3-drabe i 6-10
minutter. Bemark: Ekvilibrering af
oocyt(ter) i ES3 er faerdig, nar tykkelsen
pa zona pellucida og det perivitelline
mellemrum har samme storrelse. Oocytten/
oocytterne vil bundfaelde i bunden af draben
inden for 3 minutter.

7. Under ekvilibreringstiden i ES3:

Anvend aseptisk teknik og dispenser (1)

50 pl drabe VS 2 minutter inden fuldfert

ekvilibrering og forbered CryoTip’en (fig.

3) eller HSV-straet (fig. 4) til at blive fyldt:

+ CryoTip: tilslutter til Hamiltonsprejten eller det
passende aspirationsredskab ved hjeelp af en
konnektor eller adapter for at sikre en teet forsegling.
BEMZRK: Hold deekhzetten af metal over den fine
trukne spids for at beskytte den, indtil du er klar til at
indszette prover.

+ HSV-rer: forbinder den lange ende af den bla
indferingsanordning af plastik til den farvede ende
pa handteringsstangen.

. Felgende trin (9-13) skal udferes pa 90-
110 sekunder. FORSIGTIG: Eksponering
af prover for VS skal begranses for at
forhindre cytotoksicitet. Preven/proverne
har tendens til at flyde i VS. Derfor skal
fokus justeres pa mikroskopet for at
vedligeholde kontinuerlig visualisering
under eksponering. Hold spidsen af
transferpipetten tat pa for at sikre hurtig
overforsel mellem VS-draberne.

Se figur 5.

Nar ekvilibrering i ES er feerdig, treekkes noget ES op i

transferpipetten. Overfar praven/praverne med minimal

volumen fra ES-draben til drabe VS i 30 sekunder.

10. Indfer og varmeforsegl CryoTip’en som
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folger (Se figur 6a):

+ Treek beskyttelsesmanchetten af metal op over
CryoTip'en, indtil den tynde, skrabelige spids
stikker ud.

+ Handter CryoTip og Hamilton-sprojten under
mikroskopisk observation og aspirer forsigtigt en lille
volumen VS til maerke nr. 1 pa CryoTip.

+ Fortseet observation under mikroskopet og aspirer
forsigtigt preven med VS til maerke nr. 2 pa

CryoTip.

+  Observer nu CryoTip direkte og aspirer mere VS til
maerke nr. 3.

+  Proven skal veere fyldti til mellem maerke nr. 2 og
nr. 3.

+  Luk CryoTip vha. varmeforsegling (forsegling nr.
1) pa (eller lige under) maerke nr. 1 og traek beskyt
telsesmanchetten ned igen for at beskytte den tynde,
skrgbelige spids.

+  Fjernforsigtigt CryoTip'en fra aspirationsredskabet og
adapteren og varmeforsegl derefter (Forsegling
nr. 2) i den tykke ende af CryoTip'en oven Maerke
nr. 4.

+  Nedszank den lukkede CryoTip direkte i det flydende
nitrogen (kelingshastighed pa -12.000 °C/min.) (se
figur 6b).

Indszet og forsegl HSV-reret som falger:

+  Brug en mikropipette til omhyggeligt at deponere
preven(erne) i rillen pa kapillarrgret 1 mm fra enden.
Draben, der holder prgven(erne) skal vaere under
0,5 pl. Maksimalt 2 oocytter eller embryoner for hvert
kapillarror.

+ Placer pjeblikkeligt kapillarrgret og
handteringsanordningen i reret og skub indtil den
firkantede del af handteringsanordningen kommer i
kontakt med den kegleformede ende pa raret.

+ Klem forsigtigt reret mellem tommel- og pegefinger
og fiern indfaringsanordningen.

+ Mens du stadig holder reret pa plads, skal du forsegle
den abne ende med en SYMS-forsegler.

+ Holdraret ved hjeelp af en pinceti handteringsstangens
omrade.

+ Trykhurtigt hele roret vertikaltind i LN, Ryst forsigtigt
roret i cirkelbevaegelser i LN, i et par sekunder for at
undga dannelsen af et isolerende luftboblelag omkring
roret.

. Placer den vitrificerede CryoTip eller HSV-ror i det
nedszenkede LN, fyldte cryorer eller baegeret (pa
cryocane). St lag pa cryoreret (eller baegeret)
eller seet det pa med bunden i vejret med et andet
cryorgr uden heette for at fastgere det vitrificerede
CryoTip eller HSV-rgr i flydende kveelstof.

. Flytbeholderen med flydende nitrogen (LN,) hen ved siden
af LN -cryofryseren og overfer cryocane med dets indhold
til cryofryseren med henblik pa langtidsopbevaring.

N

B. EMBRYONER (PN til blastocyster),
vitrifikationsprotokol:

1. Brug aseptisk teknik og dispenser 50 pl draber ES pa et
omvendt lag til en petriskal.

2. Fjern dyrkningsskalen med embryon(er) fra inkubatoren
og kontroller pravens/pravemes kvalitet under mikroskop.
Nar det er muligt, vaelges kun embryon(er)
af den bedste kvalitet til vitrifikation.

3. Overfor forsigtigt praven (op til to pa én gang) med en
minimal volumen af mediet fra dyrkningsskalen til ES-
draben, og start timeren. Embryoner skal ekvilibreres
langsomt ved frit fald i ES-draben i 6-10 minutter.
Bemark: Prgven vil skrumpe og derefter
gradvist vende tilbage til dens oprindelge
storrelse, hvilket angiver, at ekvilibrering er
fuldfort.

FORSIGTIG: Minimer udsaettelse af prove(r)
for lys under ekviliberering i ES- og VS-
draber.

4. Under ekvilibreringstiden i ES-draben:

« anbring (1) 50 pL draber VS-oplgsning
som vist i fig. 7 og forbered CryoTip eller
HSV-roret til indfering.

Folg protokollen som angivet ovenfor (Afsnit
A - Vitrifikationsprocedure for oocytter [MIl])
fra trin 8 til 16 med henblik pa eksponering
for VS-oplesninger, fyldning af CryoTips,
nedsankning i flydende nitrogen (LN,) og
langtidsopbevaring.

For yderligere oplysninger om brug af disse produkter skal
hvert laboratorium henvise til egne procedurer og protokoller,
som er blevet specifikt udviklet og optimeret til laboratoriets
eget, medicinske program.

ANVISNINGER FOR OPBEVARING OG
STABILITET:

Uabnede heetteglas opbevares nedkelet ved 2-8 °C. Nar
Vitrification Freeze Kit-oplesninger opbevares som anvist, er
produktere stabile indtil udigbsdatoen pa flaskernes etiketter

Mediet ma ikke bruges i mere end otte (8) uger, hvis
beholderne har veeret abnet.

Eftersom der er humant kildemateriale i produktet, kan det
udvikle partikler under opbevaring. Det vides ikke, om denne
type partikler pavirker produktets ydeevne.

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.

Som en ekstra forholdsregel under forberedelsen tilrades
det, at hver Cryotip underseges ngje, nar den tages ud af
emballagen. Inden brug skal CryoTips underseges under
passende forsterrelse (40x) for mulig beskadigelse (sasom
brud pa eller revner i spidserne), som kan veere opstaet
under transport.

Anvend ikke heetteglas med oplgsninger, der indeholder
partikler eller er uklare.

Undga problemer med kontamination ved at bruge aseptiske
teknikker.

Vitrification Freeze Kit-oplgsninger indeholder
antibiotikummet gentamicinsulfat. Passende
forholdsregler skal overholdes for at sikre,
at patienten ikke er sensibiliseret mod dette
antibiotikum.

Langtidsvirkningerne af vitrifikation
af embryoner forbliver ukendt ifolge
forskningslitteraturen.

*Humane blodprodukter anvendt i
fremstillingen af dette produkt er blevet testet
med kit licenseret af FDA og fundet at vaere ikke-
reaktive over for hepatitis B-overfladeantigen
(HBsAg), antistoffer mod hepatitis C (HCV)
og antistoffer mod human immundefekt virus
(HIV). Der findes dog ingen testmetoder, som
kan give fuldstaendig garanti for, at produkter
udvundet fra humane kilder er ikke-infektigse.
Alle humane blodprodukter skal handteres,
som om de var i stand til at overfere infektion,
ved at tage universelle forholdsregler. Donorer
af kildematerialet er desuden blevet screenet
for risiko for eksponering for Creutzfeldt-
Jakobs sygdom (CJD).

Anvend ikke nogen flasker, hvor den sterile emballage er
blevet kompromitteret.

FORSIGTIG: Ifelge amerikansk lov (USA)
ma dette produkt kun salges af eller efter
ordination af en lage.
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KAYTTOTARKOITUS

VitKit® Freeze on tarkoitettu avusteisten lisaantymismenettelyjen
yhteydessé suoritettavaan ihmisen oosyyttien (MIl) ja alkioiden
(tsygootista blastokystaan) vitrifikaatioon ja sailytykseen. Tama
pakkaus on tarkoitettu kéytettavaksi Irvine Scientificin tuotteiden
CryoTip®- (tuotenro 40709) tai HSV-pilli (tuotenro 019921)
ja vitrifikaation sulatuspakkauksen (Vit Kit® - Thaw) kanssa
ndytteiden optimaaliseen talteenottoon.

TUOTTEEN KUVAUS

Equilibration Solution-ES on HEPES-puskuroitu
Medium-199-liuos, jossa on gentamisiinisulfaattia (35 pg/
ml), 7,5 % (tilav./tilav.) seka dimetyylisulfoksidia (DMSO)
ja etyleeniglykolia kumpaakin ja 20 % (tilav./tilav.) Dextran
Serum Supplement.

Vitrifikaatioliuos VS on HEPES-puskuroitu Medium-199
liuos, joka sisaltdd gentamisiinisulfaattia (35 pg/ml), 15 %
(v/v) kutakin dimetyylisulfoksidia (DMSO) ja etyleeniglykolia,
20 % (v/v) Dextran Serum Supplementia ja 0,5 M sukroosia.

Naita kahta liuosta kaytetaan jarjestyksessa asteittaisen
mikropisaroiden vitrifikaatioprotokollan mukaisesti.

LAADUNVARMISTUS

Vit-setin Freeze -liuokset on kalvosuodatettu ja aseptisesti
kasitelty valmistusvaatimusten mukaisesti, jotka on vahvistettu
steriliteettitasoa (SAL) 10 vastaaviksi.

Jokainen Vit Kit - Freeze-eré testataan seuraavasti:
Liuokset ja CryoTipit.
Endotoksiini Limulus-amebosyyttilysaatti -menetelmalla
(LAL)
Bioyhteensopivuus hiiren alkion analyysilld (yksi solu)
Steriliteetti Yhdysvaltain nykyisen farmakopean steriilit
estin mukainen <71>

Kaikki tulokset raportoidaan erdkohtaisesti
analyysitodistuksella, joka on pyynndsta saatavissa.

TARVITTAVA MATERIAALI, JOTA ElI OLE

MUKANA

+  Irvine Scientific CryoTip®- (tuotenro 40709) tai HSV-pilli
(tuotenro 0019921)

+  Irvine Scientific liitin (tuotenro 40736) tai muu sovitin

+ Sterillit petrimaliat (50 X 9 mm, Falcon 351006 tai vastaavat)

+  Kryoputket (4,5 ml) tai kuperapohjaiset putket ja
kryotelineet

+  Modified HTF- HEPES -viljelyliuos (tuotenro 90126),
johon on lisatty proteiinia

+  Kertakayttokésineet

+ Hamilton GASTIGHT® -ruisku (50 pl, tuotenro 80901)
tai muu aspirointivéline

+  Siirtopipetit (vedetyt lasipipetit tai mikropipettikérjet,
joiden sisélapimitta on ~ 200 um)

+  Pinsetit

+ Impulse Heat Sealer

+  SYMS-saumaaja HSV-pillille (tuotenro 016296)

+  Sekuntikello tai ajastin

+  Nestetyppisailié (kannellinen Dewar- tai
vaahtomuovisailid, tilavuus 1 - 21)

+  Nestetyppi (riittdva maara tayttdmaan sailio n. 10 cm:n
syvyydeltd)

KAYTTOOHJEET
Vit Kit Freeze-setin osa-ainevaatimukset (sovelluksen
mukaan):
+ Equilibration Solution (ES):
60 pl oosyytin vitrifikaatiokasittelyyn
tai
50 pl alkion vitrifikaatioprotokolla
+  Vitrifikaatioliuos (VS):
50 pl vitrifikaatioprotokollaa varten
+ 1 CryoTip tai HSV-pilli (séilyttaa korkeintaan 2 néytettd)
«  1liitin

VITRIFIKAATIOPROTOKOLLA:

HUOM: Toimenpiteet tulee suorittaa
huoneenldmméssi (20 — 27 ° C). ALA kayta
kuumennettua mikroskoopin objektipoytaa
seuraavissa toimenpiteissd. VAROITUS:
Minimoi naytteen altistuminen valolle sen
tasapainotuksen aikana ES- ja VS-liuoksissa.

A.

Anna tarvittavan maarén tasapainoliuosta (ES) ja
vitrifiointiliuosta (VS) saavuttaa huoneenldmpd (20-27
°C). HUOM: Ala anna ES- ja VS-pullojen koko sisallon
ldmmeté toistuvasti huoneenlampdiseksi, jos kerralla
tarvitaan am osa liuoksesta. On parempi jakaa
kaytetta dara yhté suuriin osiin ja palauttaa pullot
vélittdmasti takaisin 2-8 °C:n lampétilaan tdman jalkeen.
Modified HTF:ta (HEPES) ja proteiinia tarvitaan myds
oosyyttien

vitrifikaatioprotokollassa.

Tayta nestetyppiséilio nestetypella (n. 10 cm syvyydelta,
jotta kryoputki a on taysin upoksissa) ja
aseta se lahelle mikroskooppia. Kiinnita kryoputki
tai kuperapohjainen putki (avoimena) kryotelineen
pohjakiinnikkeeseen ja upota se nestetyppeen valmiina
vitrifioitujen naytteiden sailytysta varten.

Maérita, kuinka monta naytetta tullaan vitrifioimaan.
Merkitse jokaiseen steriiliin petrimaljaan (tai kanteen) ja
Cryo-séilytyslaitteeseen tarvittavat tiedot.

Kééanna kukin ES- ja VS-pullo kevyesti kaksi kertaa
ylésalaisin, jotta niiden sisalto sekoittuu ennen kayttoa.
Valmistele malja, jossa on liuosten pisaroita, vitrifikaatiota
varten seuraavasti:

OOSYYTIN (MIl) vitrifikaatioprotokolla:

HUOM: Alkion vitrifikaatioprotokolla Ioytyy osasta B.

1.

Tiputa aseptisesti 20 pl tippa viljelyliuosta, Modified
HTF - HEPES:t4, johon on lisétty proteiinia, ja ES:4a
steriilin petrimaljan yldsalaisin ké&nnetylle kannelle hyvin
|&helté kantta (ks. kuva 1) ja aseta malja mikroskoopin
objektipdydalle:
+  yksi 20 pl tippa Modified HTF:4a (HEPES, johon on
lisatty proteiinia)
+  kolme 20 pl:n tippaa (yhteensé 60 pl) liuosta ES
(ES1, ES2, ES3)
Poista Mil-oosyytteja sisaltava vilielymalja inkubaattorista
ja tarkista néytteiden laatu mikroskoopilla.Mik&li
mahdollista, valitse vain parhaanlaatuinen
Mil-asteinen oosyytti (oosyytit).
VAROITUS: Minimoi naytteen (naytteiden)
altistuminen valolle sen tasapainotuksen
aikana H-, ES- ja VS-tipoissa.

ES-tipasta ensimmaisen VS-tipan 30 sekunnin
ajaksi.
. Lataa ja kt
(ks. kuva 6a):
Sujuta metallista suojusholkkia yléspéin pitkin
CryoTipid, jolloin sen ohut, hauras karki paljastuu.
Mikroskooppitarkastelun aikana, kayttden CryoTipia ja
Hamilton-ruiskua, aspiroi varovasti pieni maara VS:aa
CryoTipin merkkiin 1 saakka.
Jatka tarkastelua mikroskoopissa ja aspiroi néyte ja
VS varovasti CryoTipin merkkiin 2 saakka.
Tarkastele nyt suoraan CryoTipid ja aspiroi lisaa VS:aé
3. merkkiin saakka.
Naytteen on oltava 2. ja 3. merkin vélissa.
Kuumasaumaa (sinetti 1) CryoTip merkin 1
kohdalta (tai heti sen alta) ja sujuta suojusholkki
takaisin alas peittdmaan ja suojaamaan ohutta, helposti
vahingoittuvaa karkea.
Irrota CryoTip varovasti aspirointivalineesta ja
sovittimesta ja kuumasaumaa (sinetti nro 2)
CryoTipin paksummasta paasta merkin nro 4
ylapuolelta.
Upota suljettu CryoTip suoraan nestetyppeen
(jaahdytysnopeus —12 000 °C/min) (ks. kuva 6b).
Lataa ja kuumasaumaa HSV-pilli
seuraavasti:
Aseta nayte (ndytteet) varovasti mikropipetin avulla
kapillaaritangon uraan 1 mm etdisyydelle karjesta.
Néytteen (naytteet sisaltavan tipan on oltava
tilavuudeltaan alle 0,5 pl. Enintadn 2 oosyyttia tai
alkiota kutakin kapillaaritankoa kohden.
Aseta kapillaaritanko ja kasittelysauva valittomasti
pilliin ja tyonna, kunnes kasittelysauvan suorakaiteen
muotoinen osa kohtaa pillin laajenevan paan.
Purista pillid kevyesti peukalon ja etusormen vélissé ja
irrota asetin.
Pida pillia edelleen paikoillaan ja saumaa avonainen
paa SYMS-saumaajalla.
Pitele pillia pinseteilla kasittelysauvan kohdalta.
Tyonna koko pilli nopeasti pystyasennossa
nestetyppeen (LN,). Sekoita varovasti pillia
nestetypessé (LN,) muutaman sekunnin ajan, jotta pillin

o

imaa CryoTip seur

Siirré oosyytti (korkeintaan kaksi kerrallaan) minimaalisen
ravintoliuostilavuuden kanssa viljelymaljasta
(inkubaattorissa) 20 pl:n H-tippaan yhdeksi minuutiksi.
Yhdista H-tippa ja ES1 (ks. kuva 1, nuoli 1) siirtopipetin
karjelld ja anna niiden kahden liuoksen sekoittua itsestédan
2 minuutin ajan.
Yhdista sitten tippa ES2:ta (nuoli 2) aikaisemmin
yhdistettyihin tippoihin ja anna levéata 2 minuutin ajan.
Siirra oosyytti (oosyytit) mahdollisimman pienessa
liuostilavuudessa yhdistetysta tipasta ES3-tippaan 6—10
minuutin ajaksi. Huom: Oosyytin (oosyyttien)
tasapainotus ES3:ssa on valmis, kun zona
pellucida ja perivitelliinitila ovat yhtaldiset.
Oosyytti (oosyytit) laskeutuu tipan pohjalle
3 minuutissa.
Tasapainotuksen aikana ES3:ssa:
Jaa aseptisesti yksi (1) 50 pl:n tippa
VS:4a 2 minuuttia ennen taydellista
painottumista ja vall Cryotip (kuva
3) tai HSV-putki (kuva 4) lataamista varten:
CryoTip: yhdistdminen Hamilton-ruiskuun tai
soveltuvaan aspirointivalineeseen liittimen tai
sovittimen avulla riittavén tiiviyden varmistamiseksi.
HUOM: Pitele metallista suojusholkkia ohuen,
kapean karjen paélla suojataksesi sita, kunnes
naytteet ovat valmiita ladattaviksi.
+  HSV-pilli: sinisen, muovista valmistetun asettimen
pidemmén paan liittdminen kasittelysauvan
varilliseen paahan.

. Seuraavat vaiheet (9 — 13) tulee suorittaa

90 - 110 sekunnissa. VAROITUS: Naytteiden
altistumista VS:lle tulee rajoittaa
sytotoksisuuden valttamiseksi. Nayte
(ndytteet) pyrkivat kellumaan VS:ssa,
joten mikroskoopin polttopistetta tulee
saataa jatkuvan tarkkailun yllapitamiseksi
ja siirtopipetin kdrkea pitaa ulottuvilla
VS-tippojen vilisia pikaisia siirtoja varten.
Katso kuvaa 5.

Kun tasapainotus ES:ssa on valmis, aspiroi hieman ES:ta
siirtopipettiin ja siirré néyte (ndytteet) minimitilavuudessa

pérille ei muodostuisi eristévaa iimakuplakerrosta.
. Aseta vitrifioitu CryoTip- tai HSV-pilli upotettuun,
nestetypelld (LN,) téytettyyn kryoputkeen tai
kuperapohjaiseen putkeen (kryotelineessa). Sulje
kryoputki (tai kuperapohjainen putki) tai kiinnitd se
ylosalaisin avoimeen kryoputkeen, jotta vitrifioitu CryoTip-
tai HSV-pilli pysyisi nestetypessa.
. Siirré nestetyppiséilio (LN,) lahelle LN -kryopakastinta
ja siirrd kryoteline siséltdineen kryopakastimeen
pitkéaikaissailytysta varten.

~

B. ALKIOIDEN (PN blastokystaan)
vitrifikaatioprotokolla:

1. Tiputa aseptisesti yksi 20 pl:n tippa ES:id petrimaljan
ylosalaisin kaannetylle kannelle.

2. Poista vilielymalja alkioineen inkubaattorista ja tarkista
naytteen (ndytteiden) laatu mikroskoopilla. Mikali
mahdollista, valitse vain parhaanlaatuinen
alkio (alkiot) vitrifikaatioon.

3. Siirra nayte varovasu (korkeintaan kaksi kerrallaan)

ine ravintoliuoksineen viljelymaljasta
ES-tipan PAALLE ja kdynnista ajastin. Alkiot tulee
tasapainottaa ES-tipassa hitaasti vapaasti pudottaen
5 - 15 minuuttia.

Huom: Nayte kutistuu ja palaa sitten
vihitellen alkuperaiseen kokoon merkiksi,
etta tasapainotus on valmis.

VAROITUS: Minimoi naytteen (naytteiden)
altistuminen valolle sen tasapainotuksen
aikana ES- ja VS-tipoissa.

4. Taman ES:ssa tasapainottamisen aikana:
« ota (1) 50 pL tippaa VS-liuosta (ks. kuva

7) ja valmistele CryoTip- tai HSV-pilli
lataamista varten.

Noudata ylld (osassa A - Oosyytin [MII]
vitrifikaatioprotokolla) annettujen ohjeiden
vaiheita 8 — 16, joissa selvitetaan altistus VS-
liuoksille, CryoTipin lataaminen, nestetyppeen
(LN,) upottaminen ja pitk&aikainen séilytys.

Lisatietoja naiden tuotteiden kaytosté kunkin laboratorion
tulee hakea omista menettelyohjeistaan ja protokollista,
jotka on erityisesti kehitetty ja optimoitu paikallista
laakinnallista ohjelmaa varten.

SAILYTYSOHJEET JA STABIILIUS:

Séilyta mia ampulleja jaékaapi lampétilassa
2-8 °C. Ohjeiden mukaisesti sailytettyna lasitus-
jaadytyspakkauksen liuokset ovat stabiileja ampullien
etiketissé olevaan viimeiseen kayttopaivaan asti.

Elatusaineita saa kéyttaa korkeintaan kahdeksan (8) viikkoa
séilididen avaamisesta lukien.

Koska tuotteessa on lasna ihmisperaista materiaalia, siihen
voiilmaantua jonkin verran hiukkasmaista ainesta séilytyksen
aikana. Tamén hiukkasmaisen aineksen ei tiedeté vaikuttavan
tuotteen toimivuuteen.

VAROITUKSIA JA VAROTOIMENPITEITA

Tama laite on tarkoitettu sellaisten henkildiden kaytettévaksi,
jotka on koulutettu suorittamaan toimenpiteita, joihin kuuluu
laitteen kdyttotarkoituksen mukainen asianmukainen kaytto.

Lisavarotoimenpiteend istelun aikana suosi
ettd kukin Cryotip tarkastetaan huolellisesti, kun se otetaan
pakkauksesta. Ennen kayttéa CryoTipit tulee tarkastaa
sopivalla suurennuksella (40 x) mahdollisen kuljetuksen
aikana sattuneen vaurion varalta (kuten esim. kérjen
rikkoutuminen tai sarot).

Al4 kéyta ravintoliuospulloa, jossa nakyy hiukkasia tai joka
on sameaa.

Kontaminaatio-ongelmat valtetdan aseptisella
késittelytekniikalla.

Vitrification Freeze Kit-liuokset sisaltavat
antibiootti gentamisiinisulfaattia.
Tarkoituksenmukaisia varotoimenpiteita on
noudatettava, jotta potilas ei herkisty tille
antibiootille.

Téalla hetkelld tutkimuskirjallisuuden mukaan
alkioiden vitrifikaation pitkaaikaisvaikutuksia
ei tunneta.

*Tamaén tuotteen valmistuksessa kaytetyt
ihmisveren johdannaiset on testattu
kayttden FDA:n lisensoimia testipakkauksia
ja ne on todettu ei-reaktiivisiksi hepatiitti
B:n pinta-antigeenille (HBsAg), hepatiitti
C:n (HCV) vasta-aineille ja ihmisen
immuunikatoviruksen (HIV) vasta-aineille.
Mikdan testausmenetelmé ei kuitenkaan
anna tayttd varmuutta siité, ettd ihmisperaiset
tuotteet olisivat tartuttamattomia. Kasittele
ihmisveren johdannaisia niin kuin ne voisivat
aiheuttaa tartuntaa ja noudata yleisia
varotoimia. Lahdemateriaalin luovuttajat on
myods seulottu Creutzfeldt-Jakobin taudin
(CJD) altistusriskin varalta.

Pulloa ei saa kayttaa, jos sen steriili pakkaus on
vahingoittunut.

VAROITUS: Yhdysvaltain liittovaltion laki
rajoittaa tdméan valineen myynnin vain ladkérin
toimesta tai maarayksesta tapahtuvaksi.



LATVISKI

PAREDZETA IZMANTOSANA

Vit Kit® saldésanas komplekts ir paredzéts izmantosanai
reproduktivajas procedaras ar paliglidzekliem cilvéka ol$inu
(MIl) un embriju (no zigotas Idz blastocistas stadijai) Sis
komplekts ir izstradats listosanai ar Irvine Scientific CryoTip®
(kataloga nr. 40709) vai HSV salminu (kataloga nr. 019921)
un Vitrifikacijas atsalde$anas komplektu (Vit Kit® - Thaw), lai
nodroinatu optimalu paraugu atgSanu.

PRODUKTA APRAKSTS

Equilibration Solution-ES ir barotnes materiala-199
HEPES buferskidums, kas satur gentamicina sulfatu (35 pg/
ml), pa 7,5% (no kopgja tilpuma) dimetilsulfoksida (DMSO)
un etilénglikola un 20% (no kopgja tilpuma) Dextran Serum
Supplement®.

Vitrifikacijas Skidums -VS ir barotnes materiala-199
HEPES buferskidums, kas satur gentamicina sulfatu (35 pg/
ml), pa 15% (no kopgja tilpuma) dimetilsulfoksida (DMSO)
un etilenglikola, 20% (no kopéja tilpuma) Dextran Serum
Supplement* un 0,5 M sukrozes.

Abus $os Skidumus jaizmanto noteikta seciba saskana ar
mikropilienu vitrifikacijas protokola noraditajiem soliem.

KVALITATES NODROSINASANA

Vit Kit-Freeze $kidumi ir filtréti caur membranu un aseptiski
apstradati saskana ar razo$anas proceddram, kas tikusas
izvértétas attiectba uz atbilstibu sterilitates nodroSinasanas
[Tmenim (SAL) no 10 lidz 3.

Katra Vit Kit - Freeze sérija tiek testéta, veicot turpmak
minétas parbaudes”. Skidumi un CryoTips™
EndotoksTnu testu péc Limulus Amebocyte Lysate
(LAL) metodes
Biologiska atbilstiba noteikta, izmantojot peles embrija
uzs&jumu (vienddnas)
Sterilitate noteikta, izmantojot pasreizéjo Savienoto
Valstu Farmakopejas sterilitates testu <71>

Zinojums par visiem rezultatiem ir pieejams konkrétas sérijas
Analizes sertifikata, kuru var sanemt péc pieprasijuma.

NEPIECIESAMIE, BET NEIETVERTIE

MATERIALI

+ Irvine Scientific CryoTip® (kataloga nr. 40709) vai HSV
salmin$ (kataloga nr. 0019921)

« Irvine Scientific savienotajs (kataloga nr. 40736) vai cits
adapters

«  Sterili Petri trauki (50 X 9 mm, Falcon 351006 vai
lidzveértigi)

+  Kriostobrini (4,5 ml) vai mérglazes, vai kriostobrinu
turétaji

*  Modificéta HTF - HEPES (kataloga nr. 90126) kultru
vide, kas bagatinata ar proteinu

+  Vienreizéjas lietodanas cimdi

+  Hamilton GASTIGHT® §irce (50 pl, kataloga nr. 880901)
vai cits aspiracijas riks

+ Parnedanas pipetes (graduéta stikla pipetes vai
mikropipetes ar uzgaliem ar gala iek$€jo diametru ~200
pm)

*  Pincete

+  Siltumdro$s impulsu noslégs

+  SYMS hermetizétajs HSV salminam (kataloga nr.
016296)

*  Hronometrs vai taimeris

« Skidra slapekla rezervuars (Dewar vai Styrofoam
konteiners ar vaku, tilpums 1-2 1)

«  Skidrais slapeklis (pietiekams daudzums, kad rezervuara
iepildits 4 collu augstuma)

LIETOSANAS NORADIJUMI
NosacTjumi Vit Kit® saldé$anas komplekta sastavdalam
(vienai izmanto3anai):
« Equilibration Solution (ES):
60 pl ol$anu vitrifikacijas protokolam
Vai
50 pl embriju vitrifikacijas protokolam
« Vitrifikacijas skidums (VS):
50 pl vitrifikacijas protokolam
+ 1 CryoTip stobrin$ vai HSV salminu
(iespéjams uzglabat lidz 2 paraugiem)
+ 1 Savienotajs

VITRIFIKACIJAS PROTOKOLS:
PIEZIME: Procediiras javeic istabas

temperatira (20-27° C). NELIETOJIET turpmak
minétajam procediiram sasilditu mikroskopa
priek$metstiklipu. BRIDINAJUMS: Samaziniet
lidz minimumam paraugu pak|au$anu gaismas
iedarbibai stabilizacijas laika ES un VS
Skidumos.

1. Sasildiet [idzsvarosanas $kiduma (ES) un vitrifikacijas
$kiduma (VS) daudzumu [1dz istabas temperatirai
(20-27 °C). PIEZIME: Nesildiet atkartoti visu ES un
VS flakonu saturu [idz istabas temperatarai, ja katru
reizi ir nepiecieSama tikai dala no Skiduma. leteicams
atdalit daudzumu, kas tiks izmantots, un uzreiz péc §
daudzuma atdali$anas atkal atdzesét flakonus Iidz 2-8
°C temperatarai. Ol$tnu vitrifikacijas protokols nosaka,
ka nepiecieSams izmantot arf Modified HTF (HEPES) ar
protetnu.

lepildiet 8kidro slapekli kidra slapekla rezervuara (lai
dzilums btu 4 collas vai lai varétu pilniba piepildit
kriostobrinu vai stobrinu turétaju) un novietojiet
mikroskopa tuvuma. Aplieciet kriostobrinam vai
meérglazei (bez aizbazna) stobrinu turétaja apak$ejo
skavu un iemérciet Skidra slapekli, lai uzglabatu
vitrificétos paraugus.

3. Nosakiet paraugu skaitu, kurus nepiecie$ams vitrificét.
4. Pievienojiet uzlimi katram sterilajam Petri traucinam (vai
vacinam) un kriouzglabasanas iericei ar nepiecieSamo
informaciju.

Uzmanigi divas reizes apvérsiet katru ES un VS flakonu,
lai saturs pirms lieto$anas sajauktos.

Sagatavojiet traucinu ar $kidumu pilieniem vitrifikacijas
procedurai, ka noradits turpmak:

N

o

s

A. OLSUNU (M) vitrifikacijas protokols:
PIEZIME: Embriju vitrifikacijas protokolu skatiet nodala B.
levérojot aseptikas noteikumus, |oti tuvu uzpiliniet 20 pl
piliens kultdru vides, modificétu HTF - HEPES ar proteTnu
un ES uz otradi apvérsta sterila Petri traucina vaka, ka
noradits 1. attéla, un novietojiet traucinu uz mikroskopa
platformas:

+ viens 20 pl piliens modificéta HTF (HEPES ar
proteTnu)

+  tris 20 pl pilieni (kopa 60 pl) - ES (ES1, ES2, ES3)

Iznemiet no inkubatora kultdras traucinu ar MIl

ol8dnam un ar mikroskopu parbaudiet paraugu kvalitati.

Kad vien iespéjams, izvélieties vienigi

augstakas kvalitates olSinas MIl stadija.

BRIDINAJUMS: Samaziniet Iidz

minimumam parauga(u) paklausanu

gaismas iedarbibai stabilizacijas laika H,

ES un VS pilienos.

Parnesiet ol$tnas (Iidz 2 vielaicigi) kopa ar minimalu

barotnes daudzumu no kultiiras trauka (inkubatora) uz

20 pl H pilienu uz vienu mindti.

4. Sapludiniet H pilienu ar ES1 (skatiet 1. attélu, bultina 1)
ar parne$anas pipetes galu un |aujiet abiem Skidumiem
spontani sajaukties apméram 2 minates.

5. Pé&c tam apvienojiet ES2 pilienu (2. bultina) ar iepriek$

apvienotajiem pilieniem un atstajiet uz 2 minatém.

Parnesiet ol$tnu(-as) kopa ar minimalu $kiduma

daudzumu no sapludinata piliena uz ES3 pilienu 6-10

minates. Piezime: OlSGnas(u) stabilizacija

ES3 ir pabeigta, kad Siinas apvalka zona

pellucida un kodolu ietverosa telpa

(perivitelline space) ir vienadas. Ol$ina(s)

nostasies piliena apak$a 3 minasu laika.
7. Laika, kamér notiek nostabilizéSanas ES3:
Aseptiski uzpiliniet vienu (1) 50 pL
VS pilienu 2 minates pirms pilnigas
nostabilizéSanas un sagatavojiet CryoTip
(3 att.) vai HSV salminu 4. att.) uzpildisanai:
CryoTip: savienojiet ar Hamilton §irci vai
piem@rotu aspiracijas riku, izmantojot savienotaju vai
adapteru, lai nodrosinatu ciesu slégumu. PIEZIME:
Turiet metala parsega uzmavu virs smalka, izstiepta
uzgala, lai aizsargatu to, Iidz var ievietot paraugus.

+ HSV salmins: savienojiet zilas plastmasas
ievietodanas ierices garako galu ar apstrades
stientsa krasaino galu.

8. Turpmakie soli (9.-13.) japaveic 90-110
sekunzu laika. BRIDINAJUMS: Paraugus
drikst paklaut tikai |erobezota| VS

N
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apstrades laika, ka ar1 turiet pipetes

galu ciesi blakus, lai nodrosinatu atru

parnesanu starp VS pilieniem. Skatiet 5.

attelu.

Péctam, kad stabilizacija ES pabeigta, ievelciet nedaudz

ES pamesanas pipeté un parnesiet paraugu(s) kopa ar

minimalu daudzumu no ES piliena uz pirma VS piliena

30 sekundém.

Piepildiet un ar karstumu hermetizéjiet

CryoTip, ka noradits turpmak (skatiet 6a.

attélu).

+ Pavelciet CryoTip metala apvalka uzmavu uz augsu,
lai Klatu redzams smalkais trauslais gals.

+  Izmantojot CryoTip and Hamilton §lirci, kamér veicat
novérodanu mikroskopa, ripigi aspirgjiet nelielu VS
daudzumu Iidz atzimei Nr. 1 uz CryoTip.

+  Turpiniet veikt novéro$anu mikroskopa un uzmanigi
aspiréjiet paraugu kopa ar VS lidz atzimei Nr. 2
uz CryoTip.

+ Tagad vérojiet tiesi CryoTip un aspirgjiet vairak VS
lidz atzimei Nr. 3.

+  Paraugs jaievieto starp atzimém Nr. 2 un Nr.

+  Uzlieciet CryoTip siltumdroso plombu tiesi uz (vai
nedaudz zemak par) atzimi Nr. 1, tad noslidiniet
metala apvalka uzmavu atpakal uz leju, lai nosegtu
un aizsargatu smalko trauslo galu.

+ Uzmanigi nonemiet CryoTip no aspiracijas rika
un adaptera un péc tam ar karstumu hermetiz&jiet
(aizvars nr. 2) CryoTip platakaja gala virs 4.
atzimes.

+  legremdéjiet noslégto Cryo Tip tiesi Skidraja slapekit
(dzeséSanas parametri - 12,000° C/min) (skatiet 6b.
attélu).

Piepildiet un hermetizéjiet HSV salminu, ka

aprakstlts turpmak.

Ar mikropipeti uzmanigi iepildiet paraugu(s) kapilara
stieni$a noteka 1 mm attaluma no gala. Pilienam,
kas satur paraugu(s), jabat mazakam par 0,5 pl.
Maksimali 2 oocitas vai embriji uz katru kapilara
stientti.

+ Nekavejoties ievietojiet kapilara stientti un apstrades
riku salmina un bidiet tos, Iidz apstrades rika
taisnstlrveida dala saskaras ar salmina izliekto galu.

+  Viegli saspiediet salminu starp Tkski un pirkstiem un
iznemiet ievietoSanas ierici.

+ Turot salminu nekustigi, hermetiz&jiet atvérto galu,
izmantojot SYMS hermetizétaju.

+ Turiet salminu ar pinceti apstrades stieni$a
apgabala.

«  Atrivertikala virziena iemérciet visu salminu $kidraja
N,. Dazas sekundes uzmanigi maisiet salminu pa
Skidro N, lai novérstu izolgjoSa gaisa burbuliSu
slana veido3anos ap salminu.

. levietojiet vitrificeto CryoTip vai HSV salminu

iegremdétaja kriocaurulé vai kausina (uz kriongjas),
kas piepildits ar Skidro N,. Aizvakojiet kriocauruli (vai
kausinu) vai piestipriniet tai otradi apgrieztai vél vienu
neaizvakotu kriocauruli, lai vitrificéto CryoTip vai HSV
salminu nostiprinatu Skidraja slapekir.

. Pievirziet 8kidra slapekla (LN,) rezervuaru LN,

saldétajam un parvietojiet kriostobrinu turétaju ar visu
saturu uz kriosaldétaju ilgstoSai uzglabasanai.

. EMBRIJU SUNU (PN lidz blastocistu)

vitrifikacijas protokols:
Aseptiski uzlieciet vienu 50 pl pilienu ES uz apvérsta
Petri traucina vaka.

Iznemiet no inkubatora kultdras traucinu ar embriju(iem)
un ar mikroskopu parbaudiet parauga(u) kvalitati. Kad
vien iespgjams, vitrifikacijai izvélieties vienigi augstakas
kvalitates embriju(s).

Uzmanigi paresiet paraugu (Iidz diviem vienlaicigi)
kopa ar minimalu kulttras barotnes daudzumu no
kultaras barotnes traucina uz ES piliena startéjiet taimeri.
Embrijus 1&nam janostabilizé ES piliena, brivi atlaizot
6-10 mindSu laika.

Piezime: Paraugs sarausies un péc tam
pakapeniski atgis sakotnéjo lielumu, kas
norada, ka stabilizacija ir pabeigta.
BRIDINAJUMS: Samaziniet lidz

iedarbibai, lai nepiel
rasanos. Paraugiem ir tieksme slidét
VS, tadé| pielagojiet mikroskopa fokusu,
lai saglabatu pastavigu vizualizaciju

minimumam paraugu paklau$anu gaismas
iedarbibai stabilizacijas laika ES un VS
pilienos.

Laika, kamér notiek nostabilizé$anas ES:

« uzpiliniet (1) 50 pL pilienus VS skiduma,
ka paradits 7. attéla, un sagatavojiet
CryoTip vai HSV salminu piepildiSanai.

levérojiet protokolu, ka aprakstits ieprieks
(Nodala A — Olsanas[MII] vitrifikacijas
protokols) no 8. lidz 16. solim attieciba uz
paklausanu VS skidumu iedarbibai, CryoTip
uzpildi$anu, iegremdésanu Skidraja slapekit
(LN,) un ilglaicigu uzglabasanu.

Lai uzzinatu papildu informaciju par $o produktu lietosanu,
katrai laboratorijai jaiepazistas ar taja noteiktajam
proceddram un protokoliem, kas Tpasi izstradati un optimizéti
individualas mediciniskas programmas veikanai.

UZGLABASANAS NORADIJUMI UN
STABILITATE:

Neatvértus flakonus uzglabat atdzesétus no 2°C Iidz 8°C
temperatira. Uzglabajot, ka noradtts, Vitrification Freeze
Kit $kidumi saglaba stabilitati [[dz deriguma termina beigam,
kas atrodams uz flakonu markgjuma.

Péc konteineru atvérSanas nelietot barotni ilgak par astonam
(8) nedélam.

Ta ka produkta sastava ir cilveka izcelsmes mate[iéls,
uzglabasanas laika var izveidoties dazas sikas dalinas. Sada
veida dalinas neietekmé produkta veiktspéju.

PIESARDZIBAS PASAKUMI UN BRIDINAJUMI
So ierici ir paredzéts izmantot personalam, kas ir apmacits
tadu proceduru veikSanai, kuras ietver noradito izmanto$anu,
kurai 8T ierice ir paredzéta.

Ka papildu piesardzibas pasakumu sagatavo$anas
procediras laikd més iesakam rapigi parbaudit katru
Cryotip, iznemot no iepakojuma. Pirms lieto$anas CryoTip
japarbauda, izmantojot atbilsto$u palielindjumu (40x
stipraku), lai noteiktu iesp&jamos bojajumus (pieméram,
smaila gala lGzumu vai plisumu), kas varétu bat radusies
transportésanas laika.

Nelietot nevienu 8kiduma flakonu, kura saskatamas vielas
dalinas vai dulkainums.

Lai izvairitos no kontaminacijas problemam, rikojieties,
izmantojot aseptiskas tehnikas.

Vitrification Freeze Kit satur antibiotiku
— gentamicina sulfatu. Javeic atbilstosi
piesardzibas pasakumi, lai nodrosinatu, ka
pacientam nav paaugstinatas jutibas pret So
antibiotiku.

Paslaik pieejama izpétes literatiira ir noradits,
ka ilglaiciga vitrifikacijas iedarbiba uz
embrijiem joprojam nav zinama.

*Cilvéka asins preparati, kas tika izmantoti
81 lidzek]a pagatavosana, ir parbauditi ar
FDA licencétiem testa komplektiem un nav
uzradijusi pozitivu reakciju pret hepatita
B virsmas antigéniem (HBsAg), hepatita C
antivielam (HCV) un cilvéka imandeficita
virusa antivielam (HIV). Tomér ir janem véra,
ka neviena testa metode nesniedz pilnigu
garantuu tam, ka I|dzek]| kas ieguti no cilvéka
or nebis infekciozi. Ar visiem cilvéka
asins preparatiem jarikojas ka ar iespéjamiem
infekciju parneséjiem, tapéc jiet standarta
piesardzibas procediaram. Preparatu donori ir
parbauditi art pret Kreicfelda-Jakoba slimibas
risku (CJD).

Nelietojiet pudeles ar bojatu sterilo
iepakojumu.

BRIDINAJUMS: Federalie (ASV) likumi pielauj
§Ts ierices tirdzniecibu vienigi arstiem vai ar
vinu norikojumu.



NEDERLANDS

BEDOELD GEBRUIK

Vit Kit® - Freeze (invriesmiddel) is bestemd voor gebruik bij
geassisteerde voortplantingsprocedures voor de vitrificatie en
opslag van menselijke odcyten (MII) en embryo’s (zygoot tot
blastocyst). Deze kit is bestemd voor gebruik met de CryoTip®
(catalogusnr. 40709) of het HSV-buisje (catalogusnr. 019921),
en de Vitrificatie-ontdooikit (Vit Kit® - Thaw) van Irvine Scientific
voor optimale terugwinning van monsters.

PRODUCTBESCHRIJVING

Equilibration Solution-ES is een HEPES gebufferde
oplossing van Medium-199 die gentamicinesulfaat (35 pg/ml),
7,5% (viv) van elk dimethylsulfoxide (DMSO) en ethyleenglycol
en 20% (v/v) Dextran Serum Supplement* bevat.

Vitrificatieoplossing-VS is een HEPES gebufferde
oplossing van Medium-199 die gentamicinesulfaat (35 ug/ml),
15% (v/v) van elk dimethylsulfoxide (DMSO) en ethyleenglycol,
20% (v/v) Dextran Serum Supplement* en 0,5 M sucrose bevat.

Deze drie oplossingen moeten achtereenvolgens
worden gebruikt volgens het stapsgewijze
microdruppelvitrificatieprotocol.

KWALITEITSBORGING

De oplossingen in de Vit Kit-Freeze zijn membraangefilterd
en op aseptische wijze bewerkt volgens productieprocedures
die zijn gevalideerd voor een Sterility Assurance Level
(SAL) van 10°.

Elke partij Vit Kit - Freeze ondergaat de volgende testen:
Oplossingen en CryoTips.
Endotoxine door de Limulus Amebocyte Lysate
(LAL)-methode
Biocompatibiliteit door muisembryoassay (eencellig)
Steriliteit volgens de huidige Amerikaanse
Pharmacopeia Sterility Test <71>

Alle resultaten worden gerapporteerd op een partijspecifiek
Analysecertificaat dat op verzoek beschikbaar is.

VEREISTE, MAAR NIET MEEGELEVERDE

MATERIALEN

+ Irvine Scientific CryoTip® (catalogusnr. 40709) of HSV-
buisje (catalogusnr. 0019921)

+ Irvine Scientific Connector (catalogusnr. 40736) of een
andere adapter

+  Steriele petrischalen (50 X 9 mm, Falcon 351006 of
gelijkwaardig)

+  Cryobuisjes (4,5 ml) of bekers en cryohouders

+  Gewijzigd HTF - HEPES (catalogusnr. 90126)
kweekmedium aangevuld met eiwit

+  Wegwerphandschoenen

+ Hamilton GASTIGHT®-spuit (50 pl, catalogusnr. 80901)
of een ander opzuiginstrument

+ Transferpipetten (geblazen glazen pipetten of
micropipetpunten met een inwendige puntdiameter van
~200 pm)

+  Pincet

*  Impuls-heatsealer

+  SYMS-afsluiter voor HSV-buisje (catalogusnr. 016296)

+  Stopwatch of timer

+  Tankmet vioeibare stikstof (Dewar- of Styrofoam- container
met deksel en een inhoud van 1-2 1)

+ Vloeibare stikstof (voldoende volume voor een tankvulling
van 10 cm (4 inch)

GEBRUIKSAANWIJZING
Vit Kit-Freeze componenteisen (per toepassing):
+  Equilibration Solution (ES):
60 pl voor odceytvitrificatieprotocol
of

50 pl voor embryovitrificatieprotocol
+  Vitrificatieoplossing (VS):

50 pl voor vitrificatieprotocol
+  1CryoTipofhetHSV-buisje (bevat max. 2 monsters)
+ 1 Connector

VITRIFICATIEPROTOCOL:

OPM.: de procedures moeten worden uitgevoerd

bij omgevingstemperatuur (20-27 °C). Gebruik

de verwarmde microscoopfase NIET voor de

volgende procedures. VOORZICHTIG: beperk

de blootstelling van monsters aan licht tijdens

equilibratie in ES en VS oplossingen tot een

minimum.

1. Breng de benodigde hoeveelheid equilibratieoplossing (ES)
envitrificatieoplossing (VS) op omgevingstemperatuur (20-
27 °C). OPMERKING: Laat niet de gehele ampullen met

ES en VS steeds op omgevingstemperatuur komen als u
elke keer maar een deel van de oplossing nodig heeft.
Het is beter om de benodigde hoeveelheid te doseren en
de ampullen meteen na dosering opnieuw bij 2-8 °C te
bewaren. Modified HTF (HEPES) met eiwit is ook vereist
voor het odcytvitrificatieprotocol.

Vul de vloeibare-stikstoftank met vloeibare stikstof
(voldoende voor een diepte van 10 cm (4 inch) of om
het cryobuisje aan de cryohouder volledig onder te
dompelen) en plaats deze dichtbij de microscoop. Bevestig
een cryobuisje of beker (zonder dop) aan de onderste
klem van een cryohouder en dompel deze onder in de
vioeibare stikstof ter voorbereiding op de opslag van de
gevitrificeerde monsters.

Bepaal het aantal te vitrificeren monsters.

Plak een sticker met de noodzakelijke informatie op elke
steriele petrischaal (of deksel) en het Cryo-opslagmedium.
Keer elke ampul ES en VS twee keer om zodat de inhoud
voor het gebruik wordt gemengd.

Prepareer de schaal als volgt met druppelties oplossing
voor de vitrificatieprocedure:

. OOCYT (M) vitrificatieprotocol:

OPM.: raadpleeg Deel B voor het embryovitrificatieprotocol.
Pipetteer op aseptische wijze 20 ul druppel van het
kweekmedium, Gewijzigd HTF - HEPES met eiwit, en ES
dicht bij elkaar op een omgekeerd deksel van een steriele
petrischaal zoals afgebeeld in figuur 1, en plaats de
schaal onder de microscoop:

« één 20 pl druppel Gewijzigd HTF (HEPES met eiwit)
« drie 20 pl druppels (60 plin totaal) ES (ES1,ES2, ES3)
Haal de petrischaal met de MIl odcyten uit de incubator
en controleer de kwaliteit van de monsters onder de
microscoop. Kies, indien mogelijk, uitsluitend
het (de) Mil-fase-o6cyt(en) van de hoogste
kwaliteit.

VOORZICHTIG: beperk de blootstelling
van het (de) monster(s) aan licht tijdens
equilibratie in de H, ES en VS druppels tot
een minimum.

Breng het odcyt (maximaal twee tegelijkertijd) met een
minimaal volume medium over van de petrischaal (in de
incubator) naar de 20 pl druppel H gedurende één minuut.
Meng de druppel H met ES1 (zie Fig. 1, pijl 1) met de punt
van het transferpipet en laat de twee oplossingen spontaan
mengen gedurende 2 minuten.

Meng dan de druppel ES2 (pijltje 2) met de eerder
gemengde druppels en laat 2 minuten staan.

Breng het (de) o6cyt(en) met minimaal oplossingsvolume
over van de gemengde druppel naar de ES3-druppel
gedurende 6-10 minuten. Opm.: de equilibratie
van het (de) odcyt(en) in ES3 is voltooid
als de dikte van de zona pellucida en
perivitelline ruimte met elkaar overeenkomt.
Het (de) odcyt(en) zal (zullen) zich binnen 3
minuten ophopen in het onderste gedeelte
van de druppel.

Tijdens de equilibratietijd in ES3:

Pipetteer op aseptische wijze één (1) 50
ML druppel VS 2 minuten véor volledige
equilibratie en prepareer de cryotip (afb. 3)
of het HSV-rietje (afb. 4) voor het vullen:

+ CryoTip: verbinden met deHamilton-spuit of een
ander geschikt zuigapparaatje via een connector of
een adapter om te zorgen dat hij goed afgesloten is.
OPMERKING: Laat het metalen afdekhulsje over de
fijne geblazen punt zitten om hem te beschermen tot
de monsters erin geplaatst kunnen worden.
HSV-buisje: het langste uiteinde van de blauwe
plasticinbrenger verbinden met het gekleurde uiteinde
van het geleidingsstaafie.

. De volgende stappen (9-13) dienen binnen

90-110 seconden te worden uitgevoerd.
VOORZICHTIG: blootstelling van monsters
aan VS dient te worden beperkt om
cytotoxiciteit te voorkomen. Het (de)
monster(s) hebben de neiging om te drijven
in VS; pas de focus van de microscoop
dus aan voor continue observatie tijdens
de blootstelling en houd de punt van
het transferpipet bij de hand om een
snelle overdracht tussen VS druppels te
garanderen. Zie Figuur 5.

Zuig, als equilibratie in ES is bereikt, een kleine
hoeveelheid ES op in het transferpipet en breng het (de)
monster(s) met minimaal volume uit de druppel ES over
naar het druppel VS gedurende 5 seconden.

10. Vul en heatseal de CryoTip als volgt (zie
figuur 6a):

« Schuif de metalen beschermhuls omhoog langs de
CryoTip zodat het uiteinde van de fijne, breekbare
punt bloot komt te liggen.

+ Pak de CryoTip en Hamilton-spuit vast, terwijl u
deze onder de microscoop observeert, en aspireer
voorzichtig een klein volume VS tot markeringnr. 1 op
de CryoTip.

+ Gadoor met de observatie van het monster onder de
microscoop en aspireer het monster voorzichtig met
VS tot aan markeringnr. 2 op de CryoTip.
Observeer de CryoTip nu onmiddellijk en aspireer meer
VS tot aan markeringnr. 3.

+ Het monster moet zich tussen markeringnr. 2 en

markeringnr. 3 bevinden.

Heatseal (sealnr. 1) de CryoTip op (of net onder)

markeringnr. 1 en schuif de beschermhuls terug

omlaag om de fijne breekbare punt af te dekken en te
beschermen.

+ Haal de CryoTip voorzichtig van het zuiginstrument
en de adapter af en heatseal dan bij de markering
(Afsluiting 2) aan het brede uiteinde van de CryoTip
boven de markering Markering 4.

+ Dompel de bedekte CryoTip direct in de vloeibare
stikstof (koelsnelheid -12,000 ° C/min) (zie Figuur 6b).

Vul het HSV-buisje en sluit het als volgt af:
+ Plaats het monster/de monsters met behulp van een
micropipet voorzichtig in de gleuf van het capillaire
staafje op 1 mm van het uiteinde. De druppel die het
monster/de monsters bevat moet minder dan 0,5 pl
zijn. Maximaal 2 odcyten of embryo’s voor elk capillair
staafje.

Plaats het capillaire staafje en het geleidingsstaafje in

het buisje en duw tot het rechthoekige gedeelte van

de geleider in contact komt met het ronde uiteinde van
het buisje.

« Klem het buisje voorzichtig tussen uw duim en

wijsvinger en verwijder de inbrenger.

Terwijl u het buisje nog in dezelfde positie houdt, sluitu

het open einde af met behulp van een SYMS-afsluiter.

+Houd het buisje met behulp van een pincet vlakbij het
geleidingsstaafe.

Dompel het hele buisje snel verticaal in LN, onder.

Schud het buisje zachtjes een paar seconden in LN,

heen en weer om te voorkomen dat zich een isolerende

laag van luchtbellen om het buisje vormt.

. Plaats de gevitrificeerde CryoTip of het HSV-buisje in
de ondergedompelde, met LN, gevulde cryohouder of
beker (op het cryostaafje). Sluit de cryohouder (of beker)
af of maak hem ondersteboven vast aan een andere
onafgesloten cryohouder om de gevitrificeerde CryoTip
of het HSV-buisje in vloeibare stikstof te verzekeren.

12. Zet de tank met vioeibare stikstof (LN,) dichtbij de LN,

cryovriezer en breng de cryohouder metinhoud over naar

de cryovriezer voor langdurige opslag.

B. EMBRYO’S
(PN tot Blastocyst) vitrificatieprotocol:

1. Pipetteer op aseptische wijze één 50 pl druppel ES op
een omgekeerd deksel van een petrischaal.

2. Haal de petrischaal met het (de) embryo('s) uit de incubator
en controleer de kwaliteit van het (de) monster(s) onder de
microscoop. Kies, indien mogelijk, uitsluitend
het (de) embryo(’s) van de hoogste kwaliteit
voor vitrificatie.

3. Breng het monster (maximaal twee tegelijkertijd) met een
minimaal volume medium over van de petrischaal naar het
van een druppel ES en start de timer. Embryo’s moeten
langzaam equilibreren in de ES druppel middels vrije val
gedurende 6-10 minuten.

Opm.: het monster zal krimpen en
dan geleidelijk terugkeren naar zijn
oorspronkelijke vorm; dit betekent dat de
equilibratie voltooid is.

VOORZICHTIG: beperk de blootstelling
van het (de) monster(s) aan licht tijdens
equilibratie in ES en VS druppels tot een
minimum.

4. Tijdens deze equilibratietijd in ES:

* Plaats (1) 50 pL druppels van de VS-
oplossing zoals aangegeven in figuur
7 en maak de CryoTip of het HSV-buisje
gereed voor het vullen.

Volg het protocol zoals hierboven beschreven

(Hoofdstuk A - Odcyt [MII] vitrificatieprotocol)
van stap 8 t/m 16 voor blootstelling aan
VS oplossingen, laden van de CryoTip,
onderdompelen in vloeibare stikstof (LN,) en
langdurige opslag.

Voor aanvullende informatie over het gebruik van
deze producten, dient elk laboratorium haar eigen
laboratoriumprocedures en -protocollen te raadplegen die
speciaal zijn ontwikkeld en geoptimaliseerd voor uw individueel
medisch programma.

BEWAARINSTRUCTIES EN STABILITEIT:
Bewaar de ongeopende ampullen gekoeld bij 2 °C tot 8 °C. Als
Vitrificatie-invrieskit-oplossingen zoals voorgeschreven worden
bewaard, zijn deze stabiel tot aan de uiterste gebruiksdatum
die op de sticker van de ampul is vermeld.

Gebruik de media niet langer dan acht (8) weken nadat de
verpakking is geopend.

Omdat menselijk bronmateriaal in het product aanwezig
is, kunnen zich tijdens de opslag enkele vaste deeltjes
ontwikkelen. Van dit soort vaste deeltjes is niet bekend dat ze
gevolgen hebben voor de prestatie van het product.

VOORZORGSMAATREGELEN EN
WAARSCHUWINGEN

Dit hulpmiddel is bedoeld voor gebruik door personeel
dat opgeleid is voor procedures inclusief de aangegeven
toepassing waarvoor het hulpmiddel is bedoeld.

Als extra voorzorgsmaatregel tijdens de preparatieprocedure
raden wij aan elk Cryotip zorgvuldig te onderzoeken nadat het
uitde verpakking is gehaald. Véor het gebruik moeten CryoTips
met een geschikte vergroting (40x) worden onderzocht op
mogelijke beschadiging (zoals gebroken of gescheurde punt)
tijdens het transport.

Gebruik geen ampullen met een oplossing die (vaste) deeltjes
bevat of troebel is.

Gebruik aseptische methoden om besmettingsproblemen
te vermijden.

Vitrification Freeze Kit oplossingen bevatten
het antibioticum gentamicinesulfaat. Passende
voorzorgsmaatregelen dienen te worden
genomen om ervoor te zorgen dat de patiént
niet gevoelig is voor dit antibioticum.

De onderzoeksliteratuur geeft momenteel aan
dat de langetermijneffecten van vitrificatie voor
embryo’s nog steeds onbekend zijn.

*De voor de vervaardiging van dit product
gebruikte menselijke bloedderivaten zijn
getest met door de FDA (Amerikaanse
Instantie voor Voedsel en Geneesmiddelen)
gelicentieerde kits, en verklaard niet-reactief
te zijn voor de hepatitis-B oppervlakteantigeen
(HBsAg), antilichamen voor hepatitis-C
(HCV) en antilichamen voor het menselijk
immuundeficiéntievirus (HIV). Geen enkele
testmethode kan echter volledige verzekering
bieden dat de uit menselijke bronnen verkregen
producten niet-infectieus zijn. Alle menselijke
bloedderivaten moeten met gebruikmaking
van universele voorzorgsmaatregelen worden
behandeld alsof zij infecties zouden kunnen
overdragen. Donoren van het bronmateriaal zijn
ook gescreend op eventuele blootstelling aan de
ziekte van Creutzfeldt-Jakob (CJD).

Een fles/Flessen waarvan de steriele verpakking beschadigd
of op enige wijze in gevaar werd gebracht mag/mogen niet
gebruikt worden.

VOORZICHTIG: volgens de Amerikaanse
federale wetgeving mag dit product alleen door
of op voorschrift van een arts worden verkocht.



POLSKI

WSKAZANIA DO UZYCIA

Vit Kit® - Freeze jest przeznaczony do uzycia w procedurach
wspomaganej rozrodczoéci do witryfikacji i przechowywania
ludzkich oocytow (MII) i zarodkéw (zygota do blastocysty).
Niniejszy zestaw przeznaczony jest do stosowania z koricowkami
firmy Irvine Scientific CryoTip® (nr katalogowy 40709) lub stomkami
HSV (nr katalogowy 019921) oraz zestawem do optymalnej
regeneracji probek (Vit Kit® - Thaw).

OPIS PRODUKTU

Equilibration Solution-ES jest to zbuforowany HEPES
roztwér Medium-199, zawierajacy siarczan gentymycyny (35 pg/
ml), 7,5 % (v/v) dimetylosulfoksazyd (DMSO), 7,5 % (v/v) glikol
etylenowy i 20% (v/v) Dextran Serum Supplement.

Vitrification Solution (VS) jest zbuforowanym HEPES
roztworem Medium-199 zawierajacym siarczan gentymycyny
(35 pg/ml), 15% (viv) dimetylosulfotienku (DMSO) i alkoholu
etylowego, 20% (v/v) Dextran Serum Supplement i 0,5 M
sachoroze.

Te dwa roztwory sg przeznaczone do uzycia kolejno po sobie,
zgodnie z etapami protokotu witryfikacji mikrokropli.

KONTROLA JAKOSCI

Roztwory w Vit Kit-Freeze sq filtrowane membranowo i
przetwarzane aseptycznie, zgodnie z procedurami wytwarzania,
ktore zostaty zweryfikowane w celu osiagnigcia bezpiecznego
poziomu sterylnosci (SAL), wynoszacy 10°.

Kazda seria VitKit - Freeze jest poddawana nastgpujacym testom:
Roztwory i koricowki CryoTip.
Endotoksyna otrzymywana metodologig Limulus
Amebocyte Lysate (LAL)
Kompatybilno$¢ biologiczna przez test na zarodku
mysim (jedna komérka)
Sterylno$¢ wedtug biezacego Testu Farmakopei
Standw Zjednoczonych <71>

Wszystkie wyniki s3 notowane na specyficznym dla danej serii
Swiadectwie Analizy, ktore jest dostepne na zadanie.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIE ZAt ACZONE

«  Korcowki firmy Irvine Scientific CryoTip® (nr katalogowy
40709) lub stomki HSV (nr katalogowy 0019921)

+  tacznik firmy Ivine Scientific (nr katalogowy 40736) lub inna
nasadka

+  Sterylne tacki Petriego (50 x 9 mm, Falcon 351006 lub
odpowiednik)

+ Probdwki kriogeniczne (4,5 ml) lub kubki i prety kriogeniczne

+  Zmodyfikowana pozywka hodowlana HTF — HEPES (nr
katalogowy 90126) uzupetniona biatkiem

*  Rekawiczki jednorazowego uzytku

«+  Strzykawka firmy Hamilton GASTIGHT® (50 pl, nr katalogowy
80901) lub inne narzedzie aspiracyjne

+  Pipety transferowe (pipety szklane lub koricowki mikropipet o
$rednicy wewnetrznej koricowki wynoszacej okoto 200 um)

+  Pinceta

+  Impulsowy uszczelniacz pod dziataniem wysokiej temperatury

+  Uszczelnienie firmy SYMS dla stomki HSV (nr katalogowy
016296)

«  Stoper lub inny odmierzacz czasowy

+  Zbiomik z cieklym azotem (naczynie Dewara lub pojemnik ze
steropianu z pokrywa, o objgtosci 1-2 1)

«  Ciekly azot (wystarczajaca objetos¢ do osiagniecia giebokosci
4 cali w zbiorniku)

WSKAZOWKI UZYCIA
Wymaganla sktadnika Vit Kit-Freeze (na jedno zastosowanie):
Roztwor do rownowazenia (ES):
60 pl dia Protokotu Witryfikacji Oocytow
Lub
50 ul dla Protokotu Witryfikacji Zarodkow
+  \Vitrification Solution (VS):
50 pl dla Protokotu Witryfikacji
« 1 koncowka CryoTip lub stomkami HSV (miesci do 2

probek)
«  1zacze
PROTOKOL WITRYFIKACly:

UWAGA: Procedury nalezy przeprowadzi¢ w
temperaturze pokojowej (20-27° C). NIE uzywaé¢
podgr go stolika mikre pu w ponizszych
procedurach. UWAGA: Zminimalizowa¢ dziatanie
Swiatta na probke podczas ustalania rownowagi
w roztworach ES i VS.
1. Ogrzac potrzebne ilosci roztworu réwnowazacego (ES) i
roztworu witryfikujgcego (VS) do temperatury pokojowej
(20-27°C). UWAGA: Nalezy unikac wielokrotnego ogrzewania

do temperatury pokojowej catych fiolek z ES i VS, jezeli za
kazdym razem potrzebna jest tylko cze$¢ roztworu. Lepiej
jest rozdzieli¢ objgtosc fiolki kazdego z roztworéw na porcje
o jednakowej, odmierzonej objetosci, ktéra ma by¢ uzyta i
po rozdzieleniu umiesci¢ porcje ponownie w temperaturze
2-8°C. Zmodyfikowany HTF (HEPES) z biatkiem jest réwniez
wymagany do protokotu witryfikacji oocytu.

Wypetni¢ zbiornik z ptynnym azotem ptynnym azotem
(wystarczajaco, aby uzyskac gebokos¢ 4 cali lub catkowicie
zanurzy¢ probéwke kriogeniczna na precie) | umiescic blisko
mikroskopu. Dotaczy¢ probowke kriogeniczng lub kubek
(niezamknigty) do dolnego zacisku pretu kriogenicznego
i zanurzy¢ w cieklym azocie w celu przechowywania
witryfikowanych probek.

Okreslic ilos¢ probek do zwitryfikowania.

Oznakowac kazda sterylna szalke Petriego (lub wieczko) oraz
urzadzenie do przechowywania Cryo i umiescié na etykiecie
wszystkie niezbedne informacje.

Delikatnie odwraca¢ kazda fiolke ES i VS dwukrotnie, aby
wymieszaé zawarto$¢ przed uzyciem.

Przygotowa¢ naczynie z kroplami roztworéw do Procedury
Witryfikacji jak nastepuje:

. Protokét Witryfikacji (MIl) OOCYTOW:

UWAGA: W celu zapoznania sig z protokotem witryfikacji

zarodkow, nalezy odwotac sie do Czesci B.

W warunkach aseptycznych umiescic 20 pl kropla pozywki

hodowlanej, zmodyfikowanego HTF — HEPES z biatkiem oraz

ES w bliskiej od siebie odlegtosci na odwrdconej pokrywce

sterylngj plytki Petriego, jak pokazano na rys. 1 i polozy¢

plytke na stoliku mikroskopu:

+  jedna 20 plkroplazmodyfikowanej pozywki HTF (HEPES
z biatkiem)

+ trzy-20 pl krople (60 ul ogotem) roztworu ES (ES1,
ES2, ES3)

Wyjac z inkubatora naczynko na posiew, zawierajace oocyty

MiIl'i sprawdzic jakos¢ probek pod mikroskopem.

Jezeli jest to mozliwe, nalezy wybra¢ tylko

najlepszej jakosu oocyty(: y) z etapu MII

UWAGA: Zminimalizowa¢ d

na prébke (-i) podczas ustalania réwnowagi

w kroplach H, ES i VS.

Przenie$¢ oocyty (do dwdch kazdorazowo) z minimalng

objetoscig pozywki z naczynka na posiew (w inkubatorze)

do 20 pl kropli H na jedna minute.

Przy uzyciu koricowki pipety transferowej potaczy¢

krople H z ES1 (zob. Ryc. 1, strzatka 1) i pozostawi¢ do

samowymieszania te dwa roztwory na 2 minuty.

Nastepnie pofaczy¢ krople ES2 (strzatka 2) z uprzednio

zmieszanymi kroplami i pozostawic na 2 minuty.

Przenie$¢ oocyt(-y) z minimalng objetoscia roztworu z

wymieszanych kropli do kropli ES3 na 6-10 minut.

Uwaga: Osigganie stanu réwnowagi oocytu

(-6w) jest zakonczone, gdy grubos¢ ostonki

przejrzystej i przestrzeni okotozottkowej sg

jednakowe. Oocyt(-y) osiada na dnie kropli w

ciagu 3 minut.

Podczas czasu osiggania rownowagi w ES3:

Aseptycznie przeniesc¢ jedna (1) 50 pL krople

roztworu VS na 2 minuty przed zakonczeniem

procesu réwnowagi i przygotowania koncowki

CryoTip(Ryc. 3) lub stomki HSV (Ryc. 4) do

napetniania:

+ Koncowka CryoTip: podiaczy¢ do strzykawkl
Hamiltona albo odpowiedniego narzedzia aspi 0,

10. Pobrac¢ probke i na goraco zamkna¢ koncéwke

CryoTlp w nastepujacy sposob (patrz rys. 6a):
Zsuna¢ metalowa otoczke wzdiuz koricowki CryoTip,
aby odstoni¢ delikatne zakoriczenie.

+  Postugiwac sig koncowka CryoTip i strzykawka
Hamil tona podczas prowadzenia obserwacji pod
mikroskopem, ostroznie pobierajac matg objetos¢ VS
do oznaczenia nr 1 na CryoTip.

+  Kontynuowa¢ obserwacje pod mikroskopemi delikatnie
pobrac probke z VS do oznaczenia nr 2 na CryoTip.

+  Kontynuowa¢ obserwacje bezposrednig CryoTip i
delikatnie pobrac wiecej VS do oznaczenia nr 3.

+ Probka musi by¢ umieszczona pomiedzy ozna
kowaniem nr 2 i oznakowaniem nr 3.

+  Uszczelni¢ pod dziataniem wysokiej temperatury
(uszczelnienie nr 1) koncowke CryoTip na
wysokosci (lub tuz ponizej) oznaczenia nr 1izsunaé
osfonke pokrywajaca w dot, aby przykry¢ i zabezpieczy¢
delikatng koricowke.

+  Ostroznie wysuna¢ koricéwke CryoTip z narzedzia
aspiracyjnego i nasadki, a nastepnie uszczelni¢ na
goraco (uszczelnienie #2) na grubszym korcu
koricowki CryoTip powyzej oznaczenia #4.

+  Zanurzy¢ zamknieta CryoTip bezposrednio w plynnym
azocie (z szybkoscig chiodzenia —12.000° C/min) (zob.
Rycina 6b).

Napetnic¢ i zamkna¢ stomke HSV w nastepujacy

sposob
Zapomoca mikropipety ostroznie umiescic probke/probki
wrowku pateczki kapilarnej w odlegtoéci 1 mm od korica.
Kropla zawierajaca probke/probki nie moze by¢ wigksza
niz 0,5 pl. Maksymalnie 2 oocyty lub embriony na kazda
pateczke kapilama.

+ Niezwlocznie umiescic paleczke kapilarna oraz rekojesé
wstomce i popycha¢ do momentu, gdy prostokatna czes¢
rekojesci dotknie poszerzonego korica stomki.

+  Lekko zacisna¢ stomke pomiedzy kciukiem a palcem i
wysunag¢ urzadzenie wprowadzajace.

+  Nadal trzymajac stomke w tej samej pozycji, zamknaé
otwarty koniec za pomoca zamkniecia SYMS.

+ Za pomocg pincety przytrzymac¢ stomke w obszarze
pateczki manipulacyjnej.

+ Szybko zanurzy¢ calg stomke w cieklym N, w pozycji
pionowej. Delikatnie miesza¢ stomka w ciektym N,
przez kilka sekund w celu unikniecia powstania izolujacej
warstwy powietrza wokét stomki.

. Umiesci¢ zeszklong koricowke CryoTip lub stomke HSV
w zanurzonej, wypetnionej cieklym N, krioprébowce lub
kielichu (na uchwycie cryocane). Zamknag krioprobowke (lub
kielich) korkiem albo natozy¢ inng niezamknieta krioprobowke
odwrdcong do gory dnem celem zabezpieczenia zeszklonej
koricowki CryoTip lub stomki HSV w ciektym azocie.
Przysunag¢ zbiornik z ptynnym azotem (LN,) blisko
zamrazarki kriogenicznej LN, i przenie$¢ pret kriogeniczny z
zawarto$cig do zamrazarki kriogenicznej w celu dugotrwatego
przechowywania.

~N

Protokét Witryfikacji ZARODKOW

(PN do blastocysty):

Aseptycznie przenies¢ jedna 50 pl krople ES na odrwocong
pokrywe tacki Petriego.

2. Wyja¢ z inkubatora naczynko na posiew, zawierajace
zarodek(~ki) i sprawdzi¢ jako$¢ probki(-ek) pod mikroskopem.
Jezell Jes! to mozliwe, nalezy wybra¢ tylko

jlepszej jakosci zarodek(-ki) do witryfikacji.

stosujac tacznik lub nasadke w celu zapewnienia
szczelnosci potaczenia. UWAGA: Nie zdejmowac ostonki
metalowej z cienkiej, rozciagnietej koricowki, aby chroni¢
ja przed uszkodzeniem, az do momentu pobrania prébki.
+  Stomka HSV: podiaczy¢ diuzszy koniec niebieskiego
plastikowego urzadzenia wprowadzajacego do kolorowej
koricowki pateczki manipulacyjnej.
Ponizsze etapy (9-13) nalezy wykona¢ w
90-110 sekund. UWAGA: Nalezy ograniczy¢
pc ie probek dzi iu VS, aby zapobiec
cytotoksycznosci. Probka(-i) ma(-ja) tendencije
do unoszenia sig na powierzchni VS, dlatego
tez nalezy dopasowac ostros¢ mikroskopu,
aby utrzymac ciagta wizualizacj¢ podczas
ekspozycji i umiesci¢ koncowke pipety
transferowej w poblizu w celu upewnienia si¢ o
szybkim przemieszczaniu pomigdzy kroplami
VS. Odwotac¢ sig do Ryciny 5.
Po osiagnieciu stanu rownowagi w roztworze ES, naciagnaé
pipeta transferowa pewna ilo$¢ roztworu ES i przenies¢
probke(-i) o minimalnej objetosci z kropli ES do kropli
roztworu VS na 30 sekund.

3. Ostroznie przenie$¢ probke (do dwoch kazdorazowo) z
minimalng objgtoscig pozywki z naczynka na posiew kropli

ES i wiaczy¢ stoper. Zarodki nalezy doprowadzi¢ powoli do

stanu rownowagi w kropli ES przez swobodne spadanie w

ciagu 6-10 minut.

Uwaga: Probka ulegnie skorczeniu, a

nastepnie stopniowo bedzie powraca¢ do

swojego oryginalnego rozmiaru, co bedzie
oznaczato, ze proces osiggania rownowagi
zostat zakonczony.

UWAGA: Zminimali ¢ dziatanie $wiatk:

na prébke (-i) podczas ustalania rownowagi

w kroplach ES i VS.

4. Podczas tego czasu osiggania rownowagi w

ES:

* Przygotowac (1) 50 pL krople roztworu
VS, jak pokazano na rys. 7, i przygotowac
koncowke CryoTip lub stomke HSV do
napetnienia.

Postep ¢ wedtug powyz (Czesc
A - Protokét Witryfikacji Oocytu [MII]) od etapu 8

do 16, dotyczacego roztworéw VS, tadowania
koncéwki CryoTip, zanurzania w cieklym azocie
(LN,) i dtugotrwatego przechowywania.

Aby zapozna¢ si¢ z dodatkowymi szczegoétami
uzycia tych produktéw, kazde laboratorium
powinno odwolac si¢ do jego wiasnych procedur
laboratoryjnych i protokotéw, ktére zostaty
specjalnie opracowane i zoptymalizowane dla
indywidulanego programu medycznego.

INSTRUKCJE DOTYCZACE PRZECHOWYWANIA
1 STABILNOSCI:

Nieotwarte probéwki przechowywa¢ w chtodziarce w temperaturze
2°C do 8°C. Gdy przechowywane zgodnie z instrukcjg zestawy
do witryfikacji Vitrification Freeze Kit Solutions sg stabilne do
uplyniecia daty waznoéci umieszczonej na etykietach fiolek.

Nie uzywaé pozywek przez wigcej niz osiem (8) tygodni pod
otwarciu pojemnikéw.

Poniewaz w produkcie jest obecny materiat pochodzenia
ludzkiego, podczas magazynowania moga powstac drobne
czastki osadu. Nie wykazano, aby ten typ czastek miat wptyw
na dziatanie produktu.

SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

To urzadzenie jest przeznaczone do uzycia przez personel
wykwalifikowany w dziedzinie procedur obejmujacych wskazane
zastosowanie, dla ktdrego to urzadzenie jest przeznaczone.

Jako dodatkowy $rodek ostroznosci podczas procedury
przygotowawczej, zalecamy, aby kazdy Cryotip zostat doktadnie
zbadany przy wyjmowaniu z opakowania. Przed uzyciem koricowki
CryoTip nalezy skontrolowa¢ pod odpowiednim powigkszeniem
(40x), czy nie posiadajg uszkodzen (takich jak: ztamania lub
pekniecia zakoriczen), do ktérych moze doj$¢ podczas transportu.

Nie uzywa¢ zadnej fiolki z pozywka, w ktérej widoczne sa
czasteczki materii lub zmetnienie.

Aby unikna¢ prébleméw z zanieczyszczeniem, postugujac sig tym
produktem nalezy stosowac technike aseptyczna.

Roztwory Vitrification Freeze Kit zawierajg
antybiotyk siarczan gentamycyny. Nalezy
zastosowac odpowiednie srodki ostroznosci w
celu upewnienia sig, ze pacjent nie jest uczulony
na ten antybiotyk.

Obecnie, pismiennictwo naukowe stwierdza, ze
dtugotrwaly wplyw witryfikacji na zarodki jest
nieznany.

*Ludzkie preparaty krwiopochodne
wykorzystane podczas wytwarzania tego
produktu zostaly przetestowane za pomoca
zestawow zatwierdzonych przez amerykanski
Urzad Kontroli Zywnosci i Lekéw (FDA)
z potwierdzeniem braku reaktywnosci
wobec antygenu powierzchniowego wirusa
zapalenia watroby typu B (HBsAg), przeciwciat
przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu
C (HCV) i przeciwciat przeciwko ludzkiemu
wirusowi uposledzenia odpornosci (HIV).
Zadna metoda analityczna nie daje jednak
catkowitej pewnosci, ze produkty pochodzace
z materiatu ludzkiego s3 niezakazne. Wszelkie
ludzkie preparaty krwiopochodne nalezy
traktowac jako potencjalnie zakazne, stosujac
uniwersalne srodki ostroznosci. Dawcy
materiatéw wykorzystanych w produkciji zostali
réwniez poddani testom przesiewowym w
kierunku ryzyka choroby Creutzfeldta-Jakoba
(CJD).

Nie uzywac zadnej butelki, w ktorej doszlo do naruszenia
jatowego opakowania.

UWAGA: Prawo federalne (Stanéw Zjednoczonych)
zezwala na sprzedaz tego urzadzenia tylko przez
lub na polecenie lekarza.



ROMANA

UTILIZARE DESTINATA

Vit Kit® - Congelarea este utilizata in tehnicile de reproducere
asistata pentru vitrificare si depozitare a ovocitelor umane (M)
si aembrionilor (de la zigot la blastocist). Acest kit este destinat
utilizarii cu CryoTip® Irvine Scientific (Nr. de catalog 40709) sau
Tubul HSV (vitrificare cu grad inalt de sigurantg) (Nr. de catalog
019921) si Kitul de decongelare a vitrificarii (Vit Kit® - Thaw)
pentru recuperarea n conditii optime a probelor.

DESCRIEREA PRODUSULUI

Equilibration Solution-ES este o solutie tamponanta
HEPES a Mediului -199 continand sulfat de gentamicinad (35
ug/mL), 7.5% (viv) dimetilsulfoxida (DMSO) 7.5% glicol de
etilena i 20% (v/v) Dextran Serum Supplement.

Solutia de Vitrificare-VS este o solutie tamponata
HEPES a mediului-199, care contine sulfat de gentamicina (35
Hg/mL), 15% (viv) al fiecarui dimetilsulfoxid (DMSO) glicol de
etilend, 20% (v/v) Dextran Serum Supplement si 0.5M zaharoza.

Aceste doua solutji vor fi utilizate in succesiune, conform
protocolul de vitrificare de decongelare si sortare in trepte a
micropicaturilor

ASIGURAREA CALITATII

Solutile din Vit Kit -Freeze au fost filtrate prin membrane si
prelucrate aseptic conform procesului de fabricatie care asigura
un nivel de sterilitate (SAL) de 10°.

Fiecare lot de Vit Kit - Freeze primeste urmatoarele teste:
Solutii si CryoTips
Endotoxinele prin metodologia de Limulus Amebocyte
Lysate (LAL)
Biocompatibilitatea prin analiza embrionului de soarece
(o celuld)
Sterilitate determinatd prin testare prezenta in
Farmacopeea USA<71>

Toate rezultatele suntraportate la un lot specific intr-un Certificat
de Analiza care este disponibil la cerere.

MATERIALE NECESARE CARE NU SUNT

INCLUSE

+ CryoTip® Irvine Scientific (Nr. de catalog 40709) sau Tub
HSV (Nr. de catalog 0019921)

+  Conector Irvine Scientific (Nr. de catalog 40736) sau alt
adaptor

+  Cutie Petri Sterild (50 X 9mm, Falcon 351006 sau
echivalent)

+  Criotuburi (4.5 ml) sau goblete si criotije

*  Mediu de cultura HTF modificat - HEPES suplimentat cu
proteina (Nr. de catalog 90126)

+  Manusi disponibile

+  Seringa Hamilton GASTIGHT® (50 pL, Nr. de catalog
80901) sau alt instrument de aspirare

+  Transferati pipetele (trageti pipetele de sticla sau
micropipetele cu un varf interior cu diametrul de ~200
pm)

+  Pensete

+  Emetizare la céldura

+  Dispozitiv de etangare SYMS pentru Tubul HSV (Nr. de
catalog 016296)

+ Ceas cu cronometru sau Cronomertru

+  Rezervor cu Azot lichid (container cu volum de 1-2 L
prevazut cu capac Dewar sau Stirofoam)

+  Azotlichid (volum suficient in rezervor de 4 inch
adéancime)

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Kituri de congelare VIT a componentilor (pe aplicatie)

«+  Equilibration Solution (ES):
60 pL pentru Protocolul de Vitrificare a Oocitelor
Sau
50 pL pentru Protocolul de Vitrificare a
embrionului.

+  Solutie de Vitrificare (VS):
50 pL pentru Protocolul de Vitrificare

+ 1 CryoTip sau Tubul HSV (poate depozita doua

mostre)
+ 1 Conector
PROTOCOL DE VITRIFICARE:

NOTA: Procedurile trebuie executate la
temperatura camerei (20-27° C). NU FOLOSITI
masuta portobiect a microscopului incalzita
pentru procedurile urmatoare. AVERTISMENT:
Minimalizati expunerea mostrei la lumina in

timpul echilibrarii in solutia ES si VS.

1.

Aducej cantitatea de solutie de echilibrare (ES) si de solutie
de vitrificare (VS) ce urmeaza a fi utilizata la temperatura
camerei (20 - 27 ° C). NOTA: Evitatj aducerea repetaté la
temperatura camerei a eprubetelor cu ES §i VS, atunci cand
doar o parte din solutie este necesara de fiecare data. Se
recomanda sa se ia partj alicote din cantitate in vederea
utilizarii si s& puneti eprubetele din nou la o temperatura
de 2- 8 ° C imediat dupa luarea partjlor alicote. Modified
HTF (HEPES) cu proteine este de asemenea cerut la
protocolul de vitrificare a ovocitelor.

Umpletj rezervorul cu lichid de azot (suficient sa ajungeti la
oadancime de 4 inci sau ca sa scufundatj complet criotubul
pe tija) si puneti aproape de microscop. Atasati criotubul
sau gobletul (neacoperit) la capatul de jos a clestelui
criotijei $i scufundatj in azotul lichid din containerul utilizat
in preparatia pentru depozitarea mostrelor vitrifiate.
Determinati numarul de mostre care trebuie sé fie vitrificatj.
Punetj etichete cu informatiile necesare pe fiecare cutie
Petri sterild (sau capac) si pe dispozitivul de pastrare Cryo.
Tnainte de utiizare, invartiti cu grija si amestecati de doud
ori continutul din fiolele de ES i VS

Preparatj vasul cu picéturi de solutie pentru Procedura de
Vitrificare dupa cum urmeaza:

. OVOCITE (MIl) Protocol de Vitrificare:

NOTA: Vezi Capitolul B — protocolul privind vitrificarea

embrionului.

Distribuiti in conditii aseptice 20 pL picatura de mediu

de cultura HTF modificat - HEPES cu proteina si ES in

imediata apropiere pe un capac intors al unei cutii Petri

sterile, dupa cum este indicat in Figura 1 si puneti cutia

pe platina microscopului:

+ O picatura de 20 pL de HTF modificat (HEPES cu
proteind)

+  Trei picaturi -20 pL (60 L total) de ES (ES1, ES2,

Scoateti cutia de cultura continand ovocitele MIl din
incubator si verificatj calitatea mostrelor sub microscop.
Daca este posibil, selectati numai ovocitele
de cea mai buna calitate, stadiu MIl.
AVERTISMENT: Minimalizati expunerea
mostrei(lor) la lumina in timpul echilibrarii
efectuate in picaturile de H, ES si VS.
Transferatj ovocitele (pana la 2 in acelasi timp) cu un volum
minim de mediu de cultura (in incubator) intr-o picatura de
20 yL de H pentru un minut.

Amestecatj picaturile H cu ES1 (vezi Fig.1,sageta 1) cu

varful pipetei de transfer pand se omogenizeaza cele doua

solutii, imp de 2 minute.

Apoi amestecatj picatura de ES?2 (sageata 2) cu picaturile

amestecate anterior si lasati timp de2 minute.

Transferatj ovocitul (ovocitele) cu un volum minim de solutie

din picatura amestecata in picétura de solutie de echilibrare

ES3 timp de 6-10 minute. Nota: Echilibrarea

ovocitului(lor) in ES3 este completa cand

grosimea zonei pellucida devine egala cu
cea a spatiului perivitelin. Ovocitul(ele) se
va ageza la fundul picaturi in 3 minute.

Timpul cat dureaza echilibrarea in ES3:

Repartizati aseptic o (1) picatura de solutie

de vitrificare VS de 50 pL cu 2 minute

inainte de incheierea echilibrérii si pregatiti
cryotipul (fig. 3) sau paieta HSV (fig. 4) pentru
incarcare:

+ CryoTip: conectarea la seringa Hamilton sau la
instrumentul de aspirare corespunzator cu ajutorul unui
conector sau unui adaptor pentru a asigura o etansare
perfectd. NOTA: Mentineti mangonul capacului metalic
peste varful fin tras pentru a-| proteja pana cand acesta
este pregétit pentru incarcarea probelor.

*  Tubul HSV: conectarea capatului lung al
dispozitivului de insertie din plastic de culoare albastra
la capatul colorat al tijei de transfer.

. Urmatoarele trepte (9-13) vor fi efectuate in

90-110 secunde. AVERTISMENT: Expunerea
mostrei la VS trebuie limitatd pentru a
preveni citotoxicitatea acestuia. Mostra(rele)
tinde sainoate in VS, deci ajustati focalizarea
micre pului pentru a tine o vizualizare
continua in timpul expunerii si tineti varful
pipetei de transfer in apropiere pentru a
asigura transferul rapid intre picaturile VS.
Vezi Figura 5.

9. Dupa ce afi terminat echilibrarea in ES, trageti in pipeta
de trasnfer putin ES si transferati mostra(ele) cu un
volum minim de ES in picaturi de VS pentru 30
secunde.

10. incarcati si etansati la cald CryoTip-ul, dupa
cum urmeaza (A se vedea Figura 6a):

+  Glisati mansonul metalic in sus de-a lungul CryoTip-
ului pentru a expune varful fin i fragil.

+  Manipulati CryoTip si seringa Hamilton in timp ce
observati sub microscop, aspirati cu grijd un volum
mic de VS pana la semnul #1 de pe CryoTip.

+ Continuatj observarea sub microscop si aspiratj cu grija
mostra cu VS pana la semnul #2 de pe CryoTip.

+ Acum putetj observa direct CryoTip -ul si aspirati mai
mult VS pana la semnul #3.

+  Mostra trebuie pusa intre semnele #2 gi #3.

+  Lipitilacaldura (sigilul #1) CryoTip-ul pe (sau numai
sub) semnul #1 si glisati mansonul inapoi, in jos
pentru a acoperi si proteja varful fragil fin.

+  Scoateti cu grija CryoTip-ul din instrumentul de
aspirare si din adaptor si apoi etansati la cald (Sigiliu
nr. 2) de la capétul gros al CryoTip-ului deasupra
Semnului nr. 4.

+ Impingeti CryoTip acoperit direct in azotul lichid
(racind la o rata de 12,000°C/minute) (Vezi Figura
6b).

incarcati si etansati tubul HSV dupa cum

urmeaza:

+  Cuomicropipeta, transferatj cu atentje proba (probele)
in canalul tijei capilare la 1 mm de capat. Picétura care
include proba (probele) trebuie sa fie sub 0,5 pl. Maxim
2 ovocite sau embrioni pentru fiecare tija capilara.

+  Plasati imediat tija capilara si manipulatorul in tub
si apasati pana ce portiunea dreptunghiulara a
manipulatorului intra in contact cu capatul conic al
tubului.

+  Strangeti usor tubul intre degetul mare si degetul
aratator si indepartati dispozitivul de insertie.

+Intimp ce continuatj s tineti tubul nemiscat, etansati
capatul deschis cu dispozitivul de etangare SYMS.

+ Tinetj tubul cu o penseta in zona tijei de transfer.

+ Scufundatj rapid tubul intreg in azot lichid (LN,) in
pozitie verticala. Agitati usor tubul in azot lichid (LN,)
timp de cateva secunde pentru a evita formarea unui
strat de bule de aer izolant in jurul tubului.

11. Plasati CryoTip-ul vitrificat sau tubul HSV in tubul de
criogenare sau gobletul umplut si scufundat in azot lichid
(LN,) (pe CryoCane). Acoperiti tubul de criogenare (sau
gobletul) cu un capac sau conectati-| in pozitie rastumata cu
un alttub de criogenare fara capac pentru a fixa CryoTip-ul
vitrificat sau tubul HSV in nitrogen lichid.

12. Mutatj rezervorul cu azotul lichid (N,) in crio congelator N,

si transferatj criotija cu continutul in crio congelator pentru
depozitare de lunga durata.

B. Protocol de Vitrificare pentru EMBRIONII
(PN Blastocite)

1. Distribuiti aseptic o picatura de 50 pL de ES pe capacul
rasturnat al unei cutii Petri.

2. Scoateti cutia de cultura continand embrionul (ii) din
incubator si verificatj calitatea mostrei (lor) sub microscop.
Daca este posibil, selectati numai embrioni
de cea mai buna calitate pentru vitrificare.

3. Transferati cu grija mostra (pana la 2 in acelasi timp) cu
un volum minim din mediul de culturé pand la Suprafata
picaturi de ES i porniti cronometrul. Embrionii trebuie
echilibratj incet in picaturile ES prin cadere libera timp de
6-10 minute.

Nota: Mostrele se vor micsora in diametru
iar dupa aceea vor reveni treptat la marimea
originala, ceea ce indica ca echilibrarea a fost
realizata cu succes.

AVERTISMENT: Minimalizati expunerea
mostrei (lor) la lumina in timpul echilibrarii
efectuate in picaturile de ES si VS.

4. in timpul acestei echilibrari de timp in ES:

* pregatiti (1) 50 pL picaturi de solutie de
vitrificare (VS) asa cum este indicat in
Figura 7 si pregatiti CryoTip-ul sau tubul
HSV pentru incarcare.

Urmati protocolul cum este scris deasupra
(Sectiunea A - MIl Protocol de Vitrificare a

ovocitelor) de la treapta 8 pana la 16 privind
expunerea solutiei VS, incarcati CryoTip-ul
,scufundati-l in azotul lichid N, si depozitatre
pe timp indelungat.

Pentru detalii suplimentare privind folosirea acestui produs,
fiecare laborator trebuie sa consulte protocolul pentru
procedurile utilizate in laborator care sunt specifice i optimizate
pentru programul medical individual.

INSTRUCTIUNIDE PASTRARE SI VALABILITATE:
Pastratj fiolele nedeschise refrigerate la o temperatura intre
2°C i 8°C. Pastrate conform instructiunilor, solutiile kitului de
congelare prin vitrificare réman stabile pana la data expirarii
inscrisa pe eticheta fiolei.

Dupé deschiderea containerelor, durata de utilizare a mediilor
nu trebuie trebuie sa depaseasca opt (8) saptamani.

Intrucat in produs este prezent material de natura umana,
acesta ar putea genera o oarecare cantitate de particule in
suspensie pe durata pastrarii. Nu este cunoscut ca acest
tip de particule in suspensie sé aiba vreun efect asupra
performantei produsului.

PRECAUTII $1 AVERTISMENTE

Acest dispozitiv este destinat sa fie utilizat de personalul
specializat in proceduri care includ aplicarea indicatd pentru
care a fost creat dispozitivul.

Va recomandam ca si o precautie addugata sa examinati
cu atentje fiecare produs Cryotip scos din pachet inainte
de inceperea procedurilor de preparare. Inainte de utilizare
CryoTips-ul trebuie sa fie examinat prin mérire potrivitd (de
40X) pentru a depista eventualele deteriorari care pot apare
in timpul transportului (de exemplu varful spart sau crapat).

Nu utilizatj sticlute sau fiole cu mediu care prezinta reziduuri de
particule sau sunt incefosate.

Pentru a evita probleme de contaminare, manuitj folosind
tehnici aseptice.

Solutia Vitrification Freeze Kit contine sulfat de
gentamicina ca si antibiotic. Precautii apropiate
trebuie luate pentru a asigura ca pacientul nu
este alergic la acest antibiotic.

in prezent literatura de specialitate nu indica
efecte de lunga durata a procesului de vitrificare
pe embrioni.

*Derivatele din sange uman care au fost
utilizate la fabricarea acestui produs au fost
testate cu ajutorul unor truse aprobate de
FDA si au fost gasite ca fiind ne-reactive la
antigenul de suprafata al virusului hepatiei
B (AgHBs), anticorpii impotriva virusului
hepatitei C (VHC) si anticorpii impotriva
virusului imunodeficientei umane (VIH).
Cu toate acestea, nicio metoda de testare
nu ofera garantii complete ca produsele
derivate din surse umane sunt neinfectioase.
Manipularea tuturor derivatelor de sange
uman trebuie sa se faca ca si cum acestea
sunt purtatoare de agenti infectiosi, folosind
masuri universale de precautie. Donorii
materialului-sursa au fost, la randul lor, testati
din punct de vedere al riscului de expunere la
boala Cruetzfeldt-Jakob (BCJ).

Nu utilizati niciun flacon al carui ambalaj steril a fost
compromis.

AVERTISMENT: Legile Federale in (SUA)
nu permit vanzarea acestui aparat numai la
comanda unui medic sau pe baza de comanada.



SVENSKA

AVSEDD ANVANDNING

Vit Kit® - Freeze ar avsedd for anvandning vid procedurer
for assisterad reproduktion, for vitrifiering och forvaring av
humana oocyter (MIl) och embryon (zygot till blastocyst).
Detta kit ar avsett att anvéndas tillsammans med Irvine
Scientifics CryoTip® (Katalognr 40709) eller HSV-stran
(Katalognr 019921) och Vitrifieringsupptinings-kit (Vit Kit®
- Thaw) for optimalt aterstéllande av prover.

PRODUKTBESKRIVNING

Equilibration Solution-ES ar en HEPES-buffrad
16sning av Medium-199 innehallande gentamicinsulfat (35
Hg/mL), 7,5 % (v/v) av vardera dimetylsulfoxid (DMSO) och
etylenglykol samt 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement.

Vitrifieringslosning-VS ar en HEPES-buffrad I6sning
av Medium-199 innehallande gentamicinsulfat (35 pg/
mL), 15 % (v/v) av vardera dimetylsulfoxid (DMSO) och
etylenglykol samt 20 % (v/v) Dextran Serum Supplement
samt 0,5 M sukros.

Dessa tva losningar skall anvandas i sekvens enligt det
stegvisa mikrodroppe-vitrifieringsprotokollet.

KVALITETSSAKRING

Lésningarna i Vit Kit-Freeze & membranfiltrerade och
aseptiskt behandlade enligt tillverkningsforfaranden som
har validerats for att uppfylla en sterilitetsniva (SAL, Sterility
Assurance Level) pa 10°.

Varje lot Vit Kit - Freeze genomgar foljande tester:
Lésningar och CryoTips.
Endotoxin via LAL-metod (Limulus Amebocyte
Lysate)
Biokompatibilitet enligt analys av musembryon
(en cell)
Sterilitet enligt aktuell USP-test for sterilitet <71>
(United States Pharmacopeia)

Alla resultat finns rapporterade pa ett lotspecifikt
analyscertifikat (Certificate of Analysis) som fas pa begaran.

MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE

MEDFOLJER

+  Irvine Scientific CryoTip® (Katalognr 40709) eller HSV-
stran (Katalognr 0019921)

+ Irvines Scientific-anslutning (Katalognr 40736) eller
annan adapter

+ Sterila petriskalar (50 X 9 mm, Falcon 351006 eller
motsvarande)

+ Kryordr (4,5 mL) eller rundbottnade rér utan lock samt
kryorérhallare

+  Modifierad HTF - HEPES (Katalognr 90126)
odlingsmedium med tillsats av protein

+  Engangshandskar

+ Hamilton GASTIGHT®-spruta (50 l, Katalognr 80901)
eller annat verktyg for aspiration

+ Overforingspipetter (glaspipetter med tunn spets eller
mikropipettspetsar med en inre spetsdiameter pa cirka
200 pm)

+  Pincett

+  Impulse Heat Sealer

+ SYMS-frseglare for HSV-stran (Katalognr 016296)

+ Stoppur eller tidtagare

+  Behallare med flytande kvave (Dewar- eller
Styrofoam-behallare med lock, volym 1-2 L)

+ Flytande kvave (tillracklig volym for att erhalla ett djup
pa 10 cm i behallaren)

BRUKSANVISNING
Vit Kit Freeze komponenter som krévs (per applikation):
+ Equilibration Solution (ES):
60 pL for vitrifieringsprotokoll for oocyt
Eller
50 L for vitrifieringsprotokoll for embryo
+  Vitrifieringslosning (VS):
50 pL for vitrifieringsprotokoll
+ 1 CryoTip eller HSV-stran (fér lagring av hogst
2 preparat)
+ 1 Koppling

VITRIFIERINGSPROTOKOLL:
OBS! Dessa procedurer skall utféras vid

rumstemperatur (20-27 °C). OBS! Minimera

exponering av preparaten for ljus under

ekvilibrering i ES- och VS-l6sningarna.

1. Lat den mangd jamviktsldsning (ES) och
vitrifieringslésning (VS) som ska anvandas anta
rumstemperatur (20-27 °C) innan de vitrifierade
proverna tinas upp. OBS: Undvik att lata hela ampuller
med ES och VS bli rumstempererade upprepade ganger
nar endast en del av 16sningen behdvs at gangen. Det
&r battre att halla av den méngd som ska anvéndas och
sedan genast sétta tillbaka ampullerna till kylférvaring
vid 2-8 °C. Modified HTF (HEPES) med protein krévs
ocksa for vitrifieringsprotokollet fér oocyter.

2. Fyll behallaren for flytande kvave med flytande kvave
(till ett djup pa 10 cm eller sa att kryordret pa hallaren
ar helt nedsankt) och placera den intill mikroskopet.
Placera ett kryorér eller ett rundbottnat ror (utan lock)
pa den nedersta klamman pa en kryorérhallare och
sénk ned hallaren i flytande kvave infor forvaring av
de vitrifierade preparaten.

3. Bestam hur manga preparat som skall vitrifieras.

4. Mark varje steril petriskal (eller lock) och kryo-
lagringssenhet med nédvandig information.

5. Vand forsiktigt varje ampull ES och VS tva ganger sa
att innehallet blandas fore anvandning.

6. Preparera skalen med droppar av I6sning for
vitrifieringsforfarandet pa foljande sétt:

A. Vitrifieringsprotokoll for OOCYT (MIl):
OBS! Se avsnitt B for vitrifieringsprotokoll for embryo.

1. Dispensera aseptiskt 20 pl droppe odlingsmedium,
modifierad HTF - HEPES med protein och ES alldeles
intill pa ett upp-och-nedvént lock till en steril Petriskal sa
som visas i figur 1 och placera skalen pa mikroskopets
objektbord:

+ en 20 pl droppe modifierad HTF (HEPES med
protein)

+ tre 20 pL-droppar (sammanlagt 60 L) ES (ES1,
ES2, ES3)

2. Ta ut odlingsskalen med Mll-oocyter fran inkubatorn
och kontrollera preparatens kvalitet under mikroskop.
Vilj endast stadie Mll-oocyt(er) av basta
kvalitet, nar sa ar mojligt.

OBS! Minimera exponering av
preparatet(n) for ljus under ekvilibrering
i H-, ES- och VS-dropparna.

3. Flytta Gver oocyten (hogst tva i taget) med en minimal
volym medium fran odlingsskalen (i inkubator) till 20 pL
H-droppen i en minut.

4. Sammanfor H-droppen med ES1 (se fig. 1, pil 1)
med spetsen pa dverforingspipetten och lat de tva
lésningarna blandas spontant i 2 minuter.

5. Latsedan ES2-droppen (pil 2) blanda sig med de redan
blandade dropparna och lat std 2 minuter.

6. Flytta Gver oocyten(-erna) med minimal volym I3sning
fran den sammanforda droppen till ES3-droppen i 6—10
minuter. Obs! Ekvilibreringen av oocyt(er)
i ES3 ar fullbordad nar zona pellucida
och det perivitellina spatiet har samma
tjocklek. Oocyten(oocyterna) sjunker till
botten av droppen inom 3 minuter.

7. Under ekvilibreringsperioden i ES3:
Dispensera aseptiskt en (1) 50 pL-droppe
VS 2 minuter fore fullstindig ekvilibrering
och forbered cryotip (fig 3) eller HSV-straet
(fig 4) for laddning:

CryoTip: koppla till Hamilton-sprutan eller annat

lampligt aspirationsverktyg med hjalp av en koppling

eller adapter for att tillforsakra tat forslutning. OBS: Lat
metallhylsan sitta kvar Gver den tunna spetsen sa att
den skyddas tills det ar dags att dispensera proverna.

HSV-stra: koppla den langa delen av den

bla inféringsenheten till den fargade &nden av

hanteringsstaven.

8. Foljande steg (9-13) bor utféras inom
90-110 sekunder. OBS! For att forhindra
cytotoxicitet skall exponering av preparaten
for VS begransas. Preparat tenderar
att flyta i VS, sa justera mikroskopets
fokus sa att kontinuerlig visualisering
bibehalls under exponeringen, och ha
overforingspipettens spets i narheten
sa att snabb o6verflyttning mellan VS-

dropparna sakerstills. Se figur 5.

9. Efter avslutad ekvilibrering i ES, dra upp litet ES i
Gverforingspipetten och flytta dver preparatet(n) fran
ES-droppen, med minimal volym, till droppen VS
i 30 sekunder.

10. Ladda och varmeférsegla CryoTip enligt

foljande (se figur 6a):

+ Skjut upp skyddshylsan av metall Idngs CryoTip sa
att den tunna, skéra spetsanden exponeras.

+ Hantera CryoTip och Hamilton-sprutan medan du
observerar i mikroskopet och aspirera férsiktigt en
liten volym VS till mérke nr 1 pa CryoTip.

+  Fortsatt att observera under mikroskop och sug
forsiktigt upp preparatet med VS till marke nr 2
pa CryoTip.

+  Observera nu CryoTip direkt och aspirera mer VS
till marke nr 3.

+  Preparaten maste befinna sig mellan marke 2
och mérke 3.

+  Vérmeforsegla (forsegling nr 1) CryoTip vid
(eller strax nedanfér) méarke nr 1 och skjut
sedan skyddshylsan tillbaka ned sa att den tunna
och skora spetsen skyddas.

« Avlagsna forsiktigt CryoTip fran aspirationsverktyget
och adaptern och varmeforsegla sedan (férsegling nr
2) vid den tjocka &nden av CryoTip 6ver marke nr 4.

+  Sénkned den tackta CryoTip direkt i flytande kvave
(nedkylning vid en hastighet av -12 000 °C/min) (se
figur 6b).

Ladda och forsegla HSV-straet enligt

foljande:

+  Placera forsiktigt provet/proverna med hjélp av en
mikropipett i kapillarroret i rénnan 1 mm fran anden.
Provdroppen maste vara under 0,5 pl. Maximalt 2
oocyter eller embryon ill varje kapillarrr.

+  Placera genast kapilldrrdret och hanteringsstaven
i straet och tryck pa tills den rektangulara delen av
handtaget kommer i kontakt med den vidgade anden
av straet.

+ Fatta forsiktigt tag i straet med tummen och
pekfingret och tag bort inféringsenheten.

+  Medan straet fortfarande halls pa plats, férsegla den
Gppna &nden med hjélp av SYMS-forsegling.

+  Hall straet med pincett néra hanteringsstaven.

+  Lat hela straet snabbt falla ner i LN, vertikalt. Ror
forsiktigt om straet i LN, nagra sekunder for att
undvika att det bildas ett isolerande lager med
luftbubblor runt det.

. Placera den vitrifierade CryoTip eller HSV-straet i
det nedsénkta LN,-fylida kryordret eller bagaren (pa
kryostickan). Sténg kryordret (eller bagaren) eller sétt
ihop det upp-och-ned med ett annat dppet kryordr for
att sakra att det vitrifierade CryoTip eller HSV-straet
ligger i flytande kvave.

. Flytta behallaren med flytande kvéve (LN,) intill LN,-
frysen och Gverfor kryorérhallaren med innehall till
frysen for langtidsforvaring.

~

B. Vitrifieringsprotokoll for EMBRYON
(PN till blastocyst):

1. Dispensera aseptiskt en 50 pL droppe ES pa ett
uppochnedvant lock fran en petriskal.

2. Tautodlingsskalen med embryot(n) fran inkubatorn och
kontrollera preparatets(-ens) kvalitet under mikroskop.
Vilj endast embryo(n) av basta kvalitet for
vitrifiering, nar sa ar mojligt.

3. For omsorgsfullt Gver preparatet (hogst tva i taget)
med en minimal volym medium fran odlingsskalen
till ES-droppen och starta tidtagaren. Embryona bor
ekvilibrera langsamt i ES-droppen genom fritt fall i 6-10
minuter.

Obs! Preparatet kommer att krympa
och darefter successivt aterga till sin
ursprungliga storlek, vilket anger att
ekvilibreringen &r fullbordad.

OBS! Minimera exponering av
preparatet(n) for ljus under ekvilibrering
i ES- och VS-dropparna.

4. Under denna ekvilibreringsperiod i ES:

« placera (1) 50 pL droppar VS-l6sning
enligt figur 7 och forbered CryoTip eller
HSV-straet for laddning.

Folj ovanstaende protokoll (avsnitt A -
Vitrifieringsprotokoll fér oocyt [MIl]) fran steg
8 t.o.m. 16 for exponering for VS-l6sningar,
laddning av CryoTip, nedséankning i flytande
kvéve (LN,) samt langtidsforvaring.

Fér ytterligare information om anvandning av dessa
produkter bor varje laboratorium konsultera sina egna
laboratorieforfaranden och -protokoll som utvecklats och
optimerats sérskilt for de egna medicinska programmen.

FORVARING OCH HALLBARHET:

Ooppnade ampuller ska forvaras i kylskap vid 2-8
°C. Vid forvaring enligt anvisningarna ar Idsningarna i
satsen for vitrifiering och nedfrysning hallbara fram till det
utgangsdatum som anges pa ampulletiketterna.

Medierna far inte anvandas under langre tid &n atta (8)
veckor efter att behallarna har Gppnats.

Eftersom produkten innehaller material av humant ursprung
kan partiklar bildas under férvaring. Denna typ av partiklar
har inte visats utdva nagon effekt pa produktens funktion.

FORSIKTIGHETSATGARDER OCH
VARNINGAR

Denna produkt ar avsedd att anvandas av personal med
utbildning i procedurer vilka inkluderar den indicerade
tillampning for vilken produkten &r avsedd.

Som en extra forsiktighetsatgard under
forberedelseproceduren rekommenderar vi att varje Cryotip
undersoks noga nar den tas ut ur forpackningen. CryoTips
skall undersokas fére anvandning, i lamplig forstoring (40x),
for eventuella skador (som t.ex. brott pa spetsama eller
sprickor) som kan ha uppstatt under transporten.

Anvand inga ampuller med Isning som innehaller partiklar
eller ar grumliga.

Anvand aseptisk teknik vid hantering, sa att kontamination
undviks.

Vitrification Freeze Kit-Il6sningarna innehaller
antibiotikat gentamicinsulfat. Adekvata
forsiktighetsatgarder skall vidtas for att
sakerstilla att patienten inte &r allergisk mot
detta antibiotikum.

Forskningslitteraturen anger att de langsiktiga
effekterna pa embryon av vitrifiering for
narvarande ar okédnda.

*Humana blodderivat som anvénds i
framstadllningen av denna produkt har
testats med FDA-godkénd testutrustning och
befunnits vara icke-reaktiva med avseende
pa hepatit B ytantigen (HBsAg), antikroppar
mot hepatit C (HCV) och antikroppar mot
humant immunbristvirus (HIV). Det finns
emellertid ingen testmetod som fullstandigt
kan garantera att produkter som utvunnits ur
humana kallor &r icke-smittsamma. Hantera
alltid humana blodderivat som om de skulle
kunna overfora smitta, med anvéndande av
allmant vedertagna forsiktighetsatgarder.
Kallmaterialets donatorer har ocksa screenats
med avseende pa risk for exponering for
Creutzfeldt-Jakobs sjukdom (CJD).

Anvénd aldrig en flaska vars sterila forpackning inte &r
helt intakt.

OBS! Enligt federal (USA) lag far denna
produkt endast séljas av eller pa ordination
av lakare.



EESTI

ETTENAHTUD KASUTUS

Vit Kit® - Freeze on mdeldud kasutamiseks reproduktiivse
abi protseduurides inimese ootstiitide (MIl) ja embriiote
(stigootide kuni blastotsistide) vitrifitseerimiseks ja
séilitamiseks. See komplekt on ette nahtud kasutamiseks
koos Irvine Scientific CryoTip®-iga (kataloogi nr 40709) voi
HSV kérrega (kataloogi nr 019921) ning vitrifitseerimise
sulatamiskomplektiga (Vit Kit® - Thaw) proovide
optimaalseks vétmiseks.

TOOTE KIRJELDUS

Equilibration Solution-ES on gentamitsiinsulfaati
(35 pg/mL), 7,5% (v/v) nii dimetiidlsulfoksiidi (DMSO),
etiileengliikooli kui ka Dextran Serum Supplementi sisaldav,
HEPESiga puhverdatud s66tme Medium-199 lahus.

Vitrifikatsiooni lahus - VS on gentamitsiinsulfaati
(35 pg/mL), 15% (v/v) nii dimettidilsulfoksiidi (DMSO) kui
ka etiileengliikooli 20% (v/v) Dextran Serum Supplementi
sisaldav, HEPESiga puhverdatud -199 lahus.

Neid kahte lahust tuleb kasutada jarjestikku vastavalt
etapilisele mikrotilga vitrifitseerimise protokollile.

KVALITEEDI GARANTII

Vit Kit-Freezeis antud lahused on membraanfiltreeritud
ja aseptiliselt toddeldud vastavalt valideeritud
tootmismeedoditele, mis garanteerivad steriilsustaseme
(SAL) 10°.

Iga Vit Kit - Freeze partii Iabib jargmised testid:
Lahused ja CryoTips.
Endotoksiini mé&ramine limuluse amébotsiiiidi
lisaadi (LAL) meetodil
Biotihilduvust hiire embriio analiiisiga (iiherakuline)
Steriilsus tagatud praeguse USA Farmakopda
steriilsuse testi alusel <71>

Koik tulemused on avaldatud konkreetset partiid puudutavas
analiilisisertifikaadis, mida véite soovi korral taotleda.

VAJALIKUD MATERJALID, MIDA

TELLITAKSE ERALDI

« Irvine Scientific CryoTip® (kataloogi nr 40709) voi HSV
kors (kataloogi nr 0019921)

+ Irvine Scientific konnektor (kataloogi nr 40736) voi muu
adapter

+  Steriilsed Petri tassid (50 X 9 mm, Falcon 351006 voi
ekvivalent)

+  Kriiokatsutid (4,5 mL) véi klaasikesed ja Cryocane
raamid

+ Muudetud HTF - HEPES (kataloogi nr 90126) sddde,
millele on lisatud valk

+ Uhekordsed kindad

+ Hamilton GASTIGHT® sistal (50 pl, kataloogi nr 80901)
v6i muu aspiratsioonivahend

+  Teisalduspipetid (6hukeseks tdmmatud klaasist pipetid
vGi mikropipeti otsad sisemise diameetriga ~200 pum)

+ Napitsad

+ Impulse Heat Sealer

+ HSV kérre hermeetiline SYMS-sulgur (kataloogi nr
016296)

+  Stopper voi taimer

+  Vedela lammastiku mahuti (Dewari voi stiirovahust
anum kaanega, mahuga 1...2 L)

+ Vedel lammastik (piisavas koguses et saavutada
mahutis sligavuse 10 cm)

KASUTUSJUHEND
Vit Kit-Freeze vajalikud komponendid (iga kasutuse jaoks):
+ Equilibration Solution (ES):
60 pL ootstitdi vitrifikatsiooni protokolli jaoks
voi
50 L embriio vitrifikatsiooni protokolli jacks
+  Vitrifikatsiooni lahus (VS):
50 pL vitrifikatsiooni protokolli jaoks
+ 1 CryoTip vdi HSV kdrrega (hoiab kuni 2 proovi)
+ 1 konnektor

VITRIFIKATSIOONI PROTOKOLL:

MARKUS: Protseduurid tuleb ldbi viia
toatemperatuuril (20...27° C). ARGE kasutage
jargmiste protseduuride jaoks soojendatud

mikroskoobi esemelauda. ETTEVAATUST:

Lahuste ES ja VS tasakaalustamise ajal

minimeerige proovi kokkupuudet valgusega.

1. Viige tasakaalustava lahuse (ES) ja vitrifikatsioonilahuse
(VS) toatemperatuurini (20-27 °C). MARKUS: Hoiduge
kogu ESi ja VSi viaalide korduvast toatemperatuurile
viimisest, kui iga kord on vaja kasutada vaid osa
lahusest. Parem on méaarata kasutatav kogus ning
viaalid kohe pérast jaotamist 2-8 °C temperatuurile
tagasi viia. Ootsiiitide vitrifikatsiooni protokolliks on
vaja ka proteiiinilisandiga Modified HTFi (HEPES).

2. Taitke vedela lammastiku mahuti vedela ldmmastikuga
(piisavalt, et saavutada siigavus 10 cm vdi et raamile
paigaldatud kriiokatsut taielikult sukelduks) ja asetage
mikroskoobi ldhedusse. Kinnitage (korgita) kriiokatsut
Vi klaasike Cryocane raami alumisele klambrile ja
sukeldage see vedelasse lammastikku vitrifitseeritud
proovide sailitamise ettevalmistamiseks.

3. Tehke kindlaks, mitu proovi kuulub vitrifitseerimisele.

4. Margistage iga steriilne Petri tass (vdi kaas) ja Cryo-
séilitusseade vajalike andmetega.

5. Keerake iga ESija VSiviaal enne kasutamist kaks korda
pohi drnalt liles-alla, et sisu seguneks.

6. Valmistage tass vitrifikatsiooni protseduuriks vajalike
lahuste tilkadega jargnevalt:

A. 00TSUUDI (M1l vitrifikatsiooni protokoll:
MARKUS: Embrilo vitrifikatsiooni protokolli leiate osas B.

1. Jaotage aseptiliselt 20 pl s6otmetilgad, valgulisandiga
muudetud HTF - HEPES ja ES lahestikku steriilse Petri
tassi pooratud kaanele (vt joonist 1) ja asetage tass
mikroskoobi td6alusele:

+ (ks 20 pl tilk muudetud HTFi (HEPES
valgulisandiga)

+ Kolm - 20 pL tilka (kokku 60 uL) ESi (ES1, ES2,
ES3)

2. Eemaldage inkubaatorist MIl ootsiiiite sisaldav

Petri tass ja kontrollige mikroskoobi all proovide
kvaliteeti. Voimaluse korral valige ainult
koige kvaliteetsema(d) Mil-arengujargus
ootsuiidi(d).
ETTEVAATUST: Proovi (de)
tasakaalustamisel Hi, ESi ja VSi tilkades
minimeerige nende kokkupuudet
valgusega.

3. Viige ootsiilit (kuni 2 tiikki korraga) voimalikult vahese
sootmega (inkubaatorist olevast) Petri tassist 20 pL
suurusesse Hi tilka Giheks minutiks.

4. Viige teisalduspipeti otsaga H tilk Uhte ES1 tilgaga (vt
joonis 1, nool 1) ja lubage kahe lahuse spontaanset
segunemist 2 minutit.

5. Siis lisage ES2 tilk (nool 2) eelnevalt sulandunud
tilkadele ja laske sel seista 2 minutit.

6. Viige ootslit/ootstiiidid koos vdimalikult vahese
lahusega segunenud tilgast ES3-tilka 6 kuni 10
minutiks. Markus: Ootsiiilidi/ootsiiiitide
tasakaalustamine ES3s on taielik, kui zona
pellucida ja perivitelliinruumi paksus on
vordne. Ootsiiiit/ootsiilidid langevad tilga
pohja 3 minuti jooksul.

7. ES3es tasakaalustamise ajal:

Dispenseerige aseptiliselt iiks (1) 50 uL

tilk VS-lahust 2 minutit enne taielikku

tasakaalustumist ja valmistage ette

cryotip (joonis 3) voi HSV-kors (joonis 4)

laadimiseks:

CryoTip: iihendatakse Hamiltoni siistlaga véi sobiva

aspiratsioonivahendiga, kasutades hermeetilise

kinnituse tagamiseks konnektorit véi adapterit.

MARKUS: Hoidke metallkatte (imbris peene

véljatommatud otsa Uimber, et kaitsta seda, kuni see

on valmis proovide laadimiseks.

+ HSV kors: ihendab sinise plastikust
vaheseadme pikemat otsa teisaldusvarda vérvilise
otsaga.

8. Jargmised sammud (9-13) tuleb teostada
90...110 sekundi jooksul. ETTEVAATUST:
Proovide kokkupuudet VSiga tuleb piirata
véltimaks tsiitotoksilisust. Proov(id)
kipuvad VSis ujuma, sellepérast tuleb
mikroskoobi fookust pidevalt korrigeerida,
et kokkupuute kdigus saaks proove
pidevalt jalgid i

ja hoida teisalduspipeti

ots nende vahetus ldhedus tagamaks kiiret
iileviimist lihest VSi tilgast jargmisse. Vt
joonist 5.

9. Parast taielikku tasakaalustamist ESis, tdmmake osa
ESist teisalduspipetti ja viige proov(id) koos vdimalikult
vahese sdotmega ESi tilgast esimese VSi tilga 30
sekundiks.

10. Laadige ja kuumtihendage CryoTip

jargmiselt (vt joonist 6a):

+  Libistage metallist hiilss mddda CryoTipi tilespoole
kuni peenik, habras ots iimub nahtavale.

+  CryoTipi ja Hamiltoni siistla kasutust mikroskoobi
all jalgides, drnalt aspireerige véike kogus VSi
CryoTipi 1. margini.

+  Jatkates mikroskoobi all jélgimist, 6rnalt aspireerige
VSiga proov CryoTipi 2. margini.

+ Niid jalgige otse CryoTipi ja aspireerige rohkem
VSi kuni 3. margini.

+  Proov peab paiknema 2. mérgi ja 3. mérgi
vahepeal.

+  Kuumtihendage (plomm nr 1) CryoTipi 1.
margi kohal (vdi vahetult selle all) ja libistage
hiilss tagasi alla, et see kataks ja kaitseks
peenikest, habrast otsa.

+ Eemaldage CryoTip ettevaatlikult
aspiratsioonivahendist ja adapterist ja
kuumtihendage siis (2. plommiga) CryoTipi
jamedas otsas (lalpool 4. marki.

+  Kastke kaetud CryoTip otse vedelasse lammastikku
(jahutamiskiirus -12000° C/min) (vt joonis 6b).
Laadige ja sulgege HSV kors hermeetiliselt

jargmiselt:

+  Pipeteerige proov(id) mikropipetiga ettevaatlikult
kapillaarvarda renni 1 mm kaugusele selle otsast.
Proovi/proove hoidev tilk peab olema alla 0,5
pl. Maksimaalselt 2 ootsiiiiti vi embriiot iga
kapillaarvarda jaoks.

+ Paigutage kapillaarvarras ja paigaldi kohe kdrre
sisse ja likake, kuni paigaldi nelinurkne osa puutub
kokku kérre muhvotsaga.

+ Pigistage kort kergelt poidla ja sdrmega ja
eemaldage sisestusseade.

+  Kortedasi paigal hoides sulgege avatud ots SYMS-
sulguriga.

+ Hoidke kdrt pintsettide abil teisaldusvarda alas.

+ Vajutage kogu kdrs Kiiresti vertikaalselt LN, sisse.
Segage ettevaatlikult krt LN, sees mdni sekund, et
véltida isoleeritud Shumullikihi moodustumist kdrre
imbruses.

. Asetage vitrifitseeritud CryoTip v&i HSV kérs sukeldatud
LN,-ga téidetud kriiokatsutisse vi klaasikesse
(Cryocane raamil). Korkige sulguriga kriiokatsut (voi
klaasike), vdi lisage sellele tagurpidi teine korkimata
kriiokatsut, selleks et kinnitada vitrifitseeritud CryoTip
v6i HSV kars vedelldmmastikus.

12. Liigutage vedela lammastiku (LN,) mahuti LN,

kriiokiilmuti l&hedale ja viige Cryocane raam koos selle
sisuga kriiokiilmutisse pikaajaliseks sailitamiseks.
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B. EMBRUOTE (PN kuni blastotsiistini)
vitrifikatsiooni protokoll:

1. Dispenseerige aseptiliselt iiks 50 pL tilk ESi Petri tassi
Uimberpddratud kaanele.

2. Eemaldage inkubaatorist embriiot/embriiosid sisaldav
tass ja kontrollige mikroskoobi all proovi(de) kvaliteeti.
Véimaluse korral valige vitrifitseerimiseks
ainult koige kvaliteetsema(d) embiio(d).

3. Ettevaatlikult viige proov (kuni kaks proovi korraga)
véimalikult vahese sd6tmega Petri tassist ESi tilga ja
pange taimer kdima. Embriiod peavad ESi tilgas vabalt
langedes aeglaselt tasakaalustuma 6...10 minutit.
Maérkus: Proov kahaneb ja siis taastab
jarkjarguliselt esialgse suuruse, mis
néitab, et tasakaalustumine on téielik.
ETTEVAATUST: Proovi(de)
tasakaalustamisel ESi ja VSi tilkades
minimeerige nende kokkupuudet
valgusega.

4. Selle tasakaalustamise ajal ESis:

« seadke (1) 50 L VS lahuse tilka joon. 7
néite alusel ja valmistage CryoTip voi
HSV kors ette laadimiseks.

Jéargige iilal dra toodud protokolli (Osa
A - Ootsiiiidi [MII] vitrifikatsiooni protokoll)
etappe 8 kuni 16, milles on kirjeldatud VSi
lahustega kokkupuude, CryoTipi laadimine,
vedelasse lammastikku (LN,) kastmine ja
pikaajaline sailitamine.

Toodete kasutamise Uksikasjaliku informatsiooni vajamise
korral peab iga labor kasutama oma labori protseduure
ja protokolle, mis on vélja arendatud ja optimeeritud
konkreetselt teie oma meditsiiniprogrammi jaoks.

SAILITAMISJUHISED JA STABIILSUS:

Hoidke avamata viaalid kiilmkapis temperatuuril 2°C ...
8°C. Komplekti Vitrification Freeze Kit lahused on stabiilsed
viaalide etiketile méargitud kuupaevani, kui neid séilitada
vastavalt juhistele.

Pérast konteinerite avamist arge kasutage so6tmeid rohkem
kui kaheksa (8) nadala jooksul.

Inimpéritolu materjali olemasolu tdttu tootes véib
hoiustamisel selles tekkida tahkeid osakesi. Teadaolevalt
ei mdjuta seesugused tahked osakesed toote toimivust.

ETTEVAATUSABINOUD JA HOIATUSED

See seade on ette nahtud kasutamiseks tervishoiutdotajatele,
kes on saanud vastava koolituse, kaasa arvatud selle
seadme kavandatud kasutuse alal.

Soovitame valmistusprotseduuri kdigus taiendava
ettevaatusabinduna iga Cryotip hoolikat kontrollimist selle
pakendist véljavotmisel. Enne kasutamist tuleb CryoTipe
kontrollida sobiva suurenduse all (40x), et sellel ei esine
transpordil tekkida véivaid kahjustusi (sh katkine v&i
moranenud ots).

Arge kasutage soodet viaalist, milles on mérgata osakesi
Vvoi hagusust.

véltimiseks kasitsege vahendeid aseptilist
tehnikat kasutades.

Vitrification Freeze Kit lahused sisaldavad
antibiootikumi gentamitsiinsulfaat. Tuleb
rakendada sobivaid ettevaatusabinousid
veendumaks, et patsient ei ole selle
antibiootikumi suhtes ilitundlik.

Praegused uuringuaruanded vihjavad, et
vitrifikatsiooni pikaajalised méjud embriiole
ei ole teada.

*Selle preparaadi valmistamisel kasutatud
inimvere derivaate on testitud USA Toidu-
ja Ravimiameti (FDA) litsentseeritud
komplektidega. On tehtud kindlaks, et nad on
mitte-reaktiivsed B- hepatiidi pinnaantigeeni
(HBsAg), C-hepatiidi antikehade (HCV)
ning inimese immuunpuudulikkuse
viiruse antikehade (HIV) suhtes. Ent likski
katsemeetod ei taga taielikult, et inimallikatest
saadud preparaadid on nakkusvabad.
Kiasitlege koiki inimvere derivaate nagu
nad oleksid véimelised nakkust edasi
kandma ning kasutage iildkehtivaid
ettevaatusmeetmeid. Algmaterjali doonoreid
on skriinitud ka Creutzfeldt-Jakobi tove
(CJD) suhtes.

Arge kasutage Uhtegi pudelit, mille steriilne pakend on
kahjustunud.

ETTEVAATUST: Riiklik (USA) seadusandlus
piirab seadme miiiiki ning see voib toimuda
liksnes arsti poolt voi arsti korraldusel.



MAGYAR

RENDELTETES

Vit Kit® Fagyasztot az asszisztalt reproduktiv eljarasokban
a human oocytak (MIl) és embriok (zigtatol blastocystaig)
vitrifikalasahoz valo hasznalatra tervezték. Jelen készlet
az Irvine Scientific altal gyartott CryoTip® (katalogusszam:
40709) vagy HSV pipetta (katalogusszam: 019921),
valamint Vitrification Thaw Kit (Vit Kit® - Thaw) eszkdzokkel
valo hasznalatra szolgal a mintak optimalis visszanyerése
érdekében.

TERMEKLEIRAS
Az Equilibration Solution-ES a Medium-199-nek
egy HEPES-el pufferolt oldata, amely tartalmaz 35pg/ml
gentamicin-szulfatot, 7,5% (v/v) —t mind dimetil-szulfoxidbol
(DMSO) mind pedig etilén-glikolbdl és 20% (v/v) Dextran
Serum Supplementet.

A vitrifikacios oldat-VS a Medium 199 egy HEPES
-el pufferolt oldata, amely tartalmaz: 35 pg/ml gentamicin-
szulfatot, 15% (v/v)-t mind dimetil-szulfoxidbol (DMSO) mind
pedig etilén-glikolbol, 20% (v/v)-t Dextran Serum Supplement-
bél és 0,5 M szacharozt.

Ezt a két oldatot egymast kdvetden kell alkalmazni a
Iépésekben végrehajtott mikrocsepp vitrifikacios protokolinak
megfelelden.

MINOSEGBIZTOSITAS

A Vit Kit Freeze oldatok membransziirtek és aszeptikusan
késziltek olyan gyartési eljarasokkal, amelyek 10° sterilitas
biztonségi szintre (SAL) validaltak

AVitKit - Freeze minden egyes tételét ellendrzik a kdvetkezd
tesztekkel: Oldatok és CryoTip-k
Endotoxin Limulus Amebocyte Lysate (LAL) modszerrel
Biokompatibilitds egér embrio assay-vel (egy sejt)
Sterilitas a jelenlegi US Pharmacopeia sterilitasi
vizsgalattal <71>

Minden eredményrél jelentés késziilt egy tétel-specifikus
Analitikai Bizonylaton, ami kérésre rendelkezésre all.

SZUKSEGES, DE ITT NEM BIZTOSITOTT

ANYAGOK

+ Irvine Scientific CryoTip® (katalogusszam: 40709) vagy
HSV pipetta (katalégusszam: 0019921)

+  Irvine Scientific csatlakozo (katalogusszam: 40736) vagy
egyéb adapter

+  Steril Petri csészék (50 x 9 mm, Falkon 351006, vagy
azzal ekvivalens)

+ Kriocsdvek (4,5 ml) vagy krioampullak és kriocsétartok

+  Mddositott HTF - HEPES (katalégusszam: 90126) taptalaj
hozzéadott fehérjével

+  Egyszer hasznélatos kesztyik

+ Hamilton GASTIGHT® fecskendd (50 pl, katalogusszam:
80901) vagy mas felszivo eszkéz

+ Transzfer pipettak (kihuzott livegpipettak vagy
mikropipetta hegyek ~200 um belsé hegy &tmérdvel)

+  Csipesz

+  Impulse Heat Sealer

+  SYMS tomité a HSV pipetta (katalogusszam: 016296)
eszkdzh6z

+  Stopperora vagy idomérd

+  Folyékony nitrogén tartaly (Dewar vagy Styrofoam edény,
feddvel, 1-2 | térfogatd)

+  Cseppfolyds nitrogén (elegendd mennyiség ahhoz, hogy
a tartalyban kb.10 cm mélységet elérjen)

HASZNALATI UTASITAS
Vit Kit- Fagyasztéhoz szikséges alkotok
(alkalmazasonként):
+  Equilibration Solution (ES):
60 pl az oocyta vitrifikalasi protokollhoz
Vagy
50 pl az embri6 vitrifikalasi protokollhoz
+  Vitrifikacios oldat (VS):
50 pl a vitrifikacios protokollhoz
+ 1 CryoTip vagy HSV pipetta (maximum 2 minta
tarolasara)
+ 1 Gsszekotbesd

VITRIFIKACIOS PROTOKOLL:

MEGJEGYZES: Az eljarasokat
szobahémérsékleten (20-27C°) kell
végrehajtani. NE hasznaljon melegitett
mikroszkép allvanyt a kovetkezo eljarasoknal.

VIGYAZAT: Minimalizalja a minta fénynek valé
kitettségét az ES és VS oldatokkal torténé
ekvilibraltatas alatt.

1. Avitrifikalt mintak felengedése el6tt hozza a felhasznalni
kivant egyensulyi oldat (ES) és vitrifikaciés oldat
(VS) mennyiségét szobahdmérsékletre (20-27 °C).
MEGJEGYZES: Kerillie a teljes {iveg ES és VS ismételt
szobahdmérsékletre hozasat, ha egyszerre csak az oldat
egy részére van sziikség. Célszer(ibb a felhasznalni kivant
mennyiséget kimérni, és az liveget kimérés utan rogton
visszatenni 2-8 °C-ra. Az oocyta vitrifikacios protokollhoz
a Modified HTF (HEPES) is szikséges, fehérjével.

2. Toltson a cseppfolyds nitrogén tartalyba folyékony
nitrogént (elegendét ahhoz, hogy ~10 cm mélységet
elérie, vagy hogy a kriocsétarton 16v6 kriocsé teljesen
aldmeriilién) és helyezze a mikroszkdp kézelébe.
llessze a kriocsdvet vagy krioampullat (nem bezarva)
a kriocsétarto alsé szoritobilincséhez és meritse a
cseppfolyés nitrogénbe a vitrifikalt mintak tarolasanak
elokészitésére.

3. Hatarozza meg a vitrifikalni kivant mintak szamat.

4. Cimkézzen fel minden steril Petri csészét (vagy a feddt)
és a Cryo taroloeszkozt a sziikséges informaciokkal.

5. Hasznalat eldtt dvatosan forditson fel minden ES és VS
fiolat kétszer, hogy a tartalmat dsszekeverje.

6. Készitse el6 az edényt az oldatcseppecskékkel a
vitrifikalasi folyamatra a kovetkezéképpen:

A. OOCYTE (Mll) vitrifikaciés protokoll
MEGJEGYZES: Az embrié vitrifikacio protokolira a B
rész vonatkozik.

1. Az aszepszis szabélyainak betartdsa mellett mérjen ki
20 pl-t a tapkdzegbdl, a modositott HTF - fehérjével
kiegészitett HEPES oldatbdl és az ES-bdl egymashoz
kozel egy forditott petricsésze fedélre az 1. abran lathatd
modon, majd helyezze a csészét a mikroszképalivanyra:
*  egy- 20 pl csepp modositott HTF (HEPES fehérjével)
*  harom 20 pl-s csepp (Osszesen 60 pl) ES-bél (ES1,

ES2, ES3)

2. Vegye ki az inkubatorbol a MIl oocyté kat tartalmazo
tenyésztd edényt és ellendrizze mikroszkop alatt a mintak
mindségét. Ahol lehet, valassza csak a legjobb
minéségi Ml allapota oocyté(kat).
VIGYAZAT: Minimalizalja a minta/mintal
fénynek valo kltettseget a H, ES és VS
cseppekben torténd ekvilibraltatas alatt.

3. Vigye &t az oocytakat (egyszerre maximum kettét)
minimalis médiumtérfogattal a tenyésztéedénybdl (az
inkubatorban) a H- 20pl-s cseppjébe egy percre.

4. Olvasszabe H cseppjétaz ES1-be, (lasda 1. 4bra, 1. nyil)
atranszfer pipetta hegyével, és engedje, hogy a két oldat
spontan keveredjen 2 percig.

5. Eztkovetden egyesitse az ES2 (2. nyil) oldatot a korabban
egyesitett cseppekkel, majd hagyja allni 2 percig.

6. Vigye &t az oocita(ka)t minimalis oldattérfogattal az
egyesitett cseppbdl az ES3 cseppbe 6-10 percre.
Megjegyzés: Az oocytanak/oocytaknak
az ekvilibraciéja az ES3-ban akkor teljes,
amikor a zona pellucida vastagsaga és a
perivitelline tér egyenl6. Az oocyta(k) 3
percen beliil leiilepednek a csepp aljara.

7. Ezalattaz ekvilibracios id6 alatt az ES3-ben:
Adagoljon aszeptikusan egy (1) 50 pl-es
csepp VS2-t percekkel a teljes ekvilibracio
elott és készitse elé a cryotip-et (3. abra)
vagy HSV pipettat (4. abra) a toltésre:

CryoTip: a szoros témités érdekében egy
csatlakozo vagy adapter segitségével csatlakoztassa
a Hamilton fecskend6t vagy a megfelelé
felszivo eszkozt. MEGJEGYZES: Hagyja a fém
takaromandzsettat a finom végen annak védelme
érdekében addig, amig készen nem all a mintak
betdltésére.

+ HSV pipetta: csatlakoztassa a kék miianyag
behelyez6 eszkdz hosszabb végét a fogantyl
szinezett végére.

8. A kovetkezo6 lépéseket (9-14) 90-110
masodpercen beliil kell végrehajtani.
VIGYAZAT: A mintak VS-nek valé kitettségét
korlatozni kell a citotoxicitas megel6zése
érdekében. A minta/mintak altalaban
usznak a VS- ben, ezért ugy allitsa be a
mikroszkop fokuszat, hogy a kitettség alatt
folyamatosan tartani tudja a lathatésagot, és

tartsa a kozelben a transzfer pipetta hegyet,
hogy biztositani tudja VS cseppek kozt a
gyors transzfereket. 5. abrara vonatkozik.

9. Miutén az egyensulyba hozatal az ES-ben befejezédott,
szivjon fel valamennyi ES-t a transzfer pipettaba és vigye
4tamintat/mintakat minimalis térfogattal ES cseppjébdl a
VS 30 masodpercre.

10. Toltse fel és tomitse hével a CryoTip eszkozt
a kovetkezok szerint (lasd 6a abra):

*  Huzzafelafém takaréhiivelyta CryoTip mentén, hogy
szabadda tegye a vékony, torékeny, cstcsvéget.

+ A CryoTip-t és Hamilton-fecskendét kezelve, a
mikroszkop alatt figyelve dvatosan szivjon le egy kis
térfogat VS-t a CryoTip-en 1év6 1 szamd jelig.

+ Folytassa a megfigyelést a mikroszkop alatt, és
évatosan szivja le a mintat VS-el a CryoTip —en lévé
2. jelig.

*  Most figyelie meg a CryoTip-t kdzvetlendil és szivjon
le tébb VS-t a 3-szamu jelig.

+ A specimennek a 2. és 3. szamu jelek kozétt kell
elhelyezkedni.

*  Hegesztéssel zarja le (1. lezaras) a CryoTip-t az 1
szamu jelnél (vagy csak épp alatta) és csusztassa
vissza a takarohtivelyt, hogy fedje és védje a vékony,
torékeny hegyet.

+ Ovatosan vegye le a CryoTip eszkzt a felszivo
eszkozrél és az adapterrdl, majd hovel tomitse (2.
tomités) a CryoTip vastag végét a 4. jel felett.

*  Meritse a befedett CryoTip-t kozvetlendl folyékony
nitrogénbe (hitve -12,000 C°/perc sebességgel)
(lasd 6b. abra).

Toltse fel és tomitse a HSV pipettat a

kovetkezok szerint:

« Egy mikropipetta segitségével vatosan tegye a
minta(ka)t a kapillérisrad vajataba 1 mm-re annak
végétdl. A minta(ka)t tartaimazé cseppnek 0,5
pl-nél kevesebbnek kell lennie. Kapillarisrudanként
legfeljebb 2 oocyta vagy embryo lehet.

+  Azonnaltegye a kapillarisrudat és a nyelet a pipettaba
és nyomja bele addig, amig a nyél négyszogletes
része érintkezésbe nem keriil a pipetta kiszélesitett
végével.

+  Finoman szoritsa 6ssze a mutat- és a hiivelykujjaval
a pipettat, majd vegye ki a behelyez6 eszkozt.

«  Apipetta egy helyben tartasa mellett tmitse a nyitott
véget egy SYMS tomitd segitségével.

« Tartsa meg a pipettat csipesszel a kezel6rud
kozelében.

«  Gyorsan meritse fiiggélegesen a telies pipettat az
LN, oldatba. Finoman forgassa meg a pipettat az
LN, oldatban néhany masodpercig, hogy elkerillje a
pipetta korili Iégbuborékréteg kialakulasat.

11. Tegye a vitrifikalt CryoTip eszkozt vagy HSV pipettat
az elmeritett LN,-vel toltdtt kriocstbe vagy gobletbe (a
cryocane-en). Zarja le a kriocsévet (vagy gobletet) vagy
tegyen ra fejiel lefelé egy masik le nem zart kriocsovet a
vitrifikalt CryoTip, illetve HSV pipetta folyékony nitrogénbe
helyezéséhez.

12. Vigye a cseppfolyos nitrogén (LN, tartalyta LN, mélyhité

kozelébe és helyezze at a kriocsétartot, tartalmaval egyiitt
a mélyhiitébe, hosszl idétartamra valo tarolésra.

B. EMBRIOK (PN t6l Blastocystaig) vitrifikacios
protokollja

1. Adagoljon aszeptikusan ES-bél egy 50 pl-s cseppet egy
Petri csésze felforditott tetejére.

2. Vegye ki az inkubatorbél az embriokat tartalmazo
tenyésztéedényt és ellendrizze mikroszkop alatt a mintak
mindségét. Ahol lehet, a legjobb minéségii
embriét(kat) valassza ki a vitrifikaciora.

3. Ovatosan vigye &t a mintat (egyszerre maximum kettot)
minimalis médium-térfogattal a tenyésztéedénybdl az ES
csepp inditsa el az iddmér6t. Az embridkat ekvilibraltatni
kell az ES cseppben lassan szabad eséssel 6-10 percre.
Megjegyzés: A minta zsugorodni fog, majd
fokozatosan visszatér az eredeti méretéhez,
ami jelzi, hogy az egyensuly teljes.
VIGYAZAT: Mini alja a mintall
fénynek valo kitettségét mialatt egyenstlyba
hozza ES és VS cseppekben.

4. Ezalatt az ekvilibraciés id6 alatt az ES-ben:
* készitsen el6 (1) 50 uL csepp VS oldatot,

ahogy az a 7. abran lathato, majd
készitse elé a CryoTip eszkozt vagy a

HSV pipettat a betoltésre.

Kovesse a fent leirt protokollt (A rész —Oocyta
(M) vitrifikaciés protokoll) a 8-s lépéstdl a
16-s lépésig a VS oldatoknak valé kitettségre,
CryoTip megtoltésére, cseppfolyds nitrogénbe
(LN,) meritésére és hosszu idtartamra térténd
tarolasara.

E termékek hasznalatara vonatkozoan a tovabbi részletekért
minden laboratériumnak a sajatos orvosi programjukra
specidlisan kifejlesztett és optimalizalt sajat laboratériumi
eljgrasaikban és protokolljaikban kell utananéznie.

TAROLASI UTASITASOK ES STABILITAS:

A felbontatlan fiolék hitve 2°C - 8°C koz6tt tarolandok. Az
utasitdsoknak megfelelden tarolt Vitrification Freeze Kit
oldatok stabilak a fiola cimkéjén feltiintetett lejérati idpontig.

Az edények felnyitasa utan ne hasznalja a médiumokat nyolc
(8) hétnél hosszabb ideig.

Mivel a termékben emberi eredet(i anyag van, a tarolas soran
aproszemcséjii részecskék keletkezhetnek. Nem ismert,
hogy ez az aproszemcséjli anyag hatassal lenne a termék
teljesitményére

OVINTEZKEDESEK ES FIGYELMEZTETESEK
Ezt az eszkozt Ugy tervezték, hogy haszndlata az eszkéz
tervezett alkalmazasat is magaba foglalo eljarasokban
kiképzett személyzet éltal torténjen.

Extra el6vigyazatossagként tanacsoljuk, hogy az elokészitési
eljaras soran minden egyes Cryotipt vizsgaljanak meg
alaposan, amikor a kiveszik a csomagbél. Hasznalat el6tt
megfeleld nagyitast alkalmazva (40-szeres) meg kell vizsgalni
CryoTipet a szallitas soran esetlegesen létrejott karosodasokra
(hegyek torései vagy repedések).

Ne hasznalja a médium olyan fiolajat, ami részecskék
jelenlétét, vagy zavarossag jelét mutatja.

A szennyezéssel jaré problémak elkeriilése érdekében,
aszeptikus technikak alkalmazasaval kezelje.

A Vitrification Freeze Kit oldatok a gentamicin-
szulfat antibiotikumot tartalmazzak. Megfelelé
elévigyazatossagi intézkedéseket kell tenni
arra, hogy biztositsa, a beteg ne legyen
szenzitizalt erre az antibiotikumra.

Jelenleg, a kutatasi szakirodalom alapjan a
vitrifikacié hosszu tavu hatasai tovabbra is
ismeretlenek.

*Az ezen termék elkészitéséhez hasznalt
emberi verszarmazekokat FDA altal
engedélyezett | letekkel megvi altak és
reakciomentesnek talaltak a Hepatitis B felszini
antigénre (HBsAg), a Hepatitis C antitestekre
(HCV) és az Emberi Immunhiany-eléidézé
Virus antitestekre (HIV). Azonban semmilyen
vizsgalat nem nyuijt teljes garanciat, hogy az
emberi szarmazékos termékek nem fert6zéek.
Minden emberi vérszarmazékot ugy kell
kezelni, mintha képesek lennének terjeszteni
a fertézést, és altalanos elévigyazatossagot
kell gyakorolni. A forrasanyagot adokat is
sziirték a Creutzfeldt-Jakob betegségnek valo
kitettség kockazatara (CJD).

Ne hasznéljon olyan iiveget, amelyben a steril csomagolas
veszélybe kerilt.

VIGYAZAT: A Szévetségi (US) térvény
korlatozza ennek az eszk6znek az értékesitését,
csak orvos altal, vagy orvosi utasitasra
torténhet.



LIETUVIY K.

NUMATYTOJI PASKIRTIS

Vit Kit® - Freeze uzsaldymo rinkinio medziagos yra
skirtos naudoti Zmogaus oocity (Il metafazinés stadijos, Mil) ir
embriony, (nuo zigoty iki blastocisty) vitrifikacijai ir saugojimui
atliekant pagalbinio apvaisinimo procedaras. Sis rinkinys skirtas
naudoti su Irvine Scientific CryoTip® (katalogo Nr. 40709) arba
HSV 8iaudeliu (katalogo Nr. 019921) ir vitrifikacijos atSildymo
rinkiniu (Vit Kit® — Thaw) optimaliam méginiy atkarimui.

PRODUKTO APRASYMAS

Equilibration Solution-ES yra HEPES junginiu
buferintas terpés 199 tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino
sulfato (35 pg/ml), po 7,5% (v/v) dimetilsulfoksido (DMSO) ir
etilenglikolio bei 20% (v/v) Dextran Serum Supplement
priedo.

Vitrification Solution-VS yra HEPES junginiu
buferintas terpés 199 tirpalas, kurio sudétyje yra gentamicino
sulfato (35 pg/ml), po 15% (v/v) dimetilsulfoksido (DMSO) ir
etilenglikolio, 20% (v/v) Dextran Serum Supplement priedo ir
0,5 M sacharozés.

Siuos du tirpalus reikia naudoti paeiliui pagal pakopinés
mikrolasy vitrifikacijos protokola,

KOKYBES LAIDAVIMAS

Vitrifikacijos rinkinio Freeze firpalai yra filtruoti naudojant

membraninfiltra ir aseptiskai apdoroti pagal gamybos metodus,

patvirtintus 10? sterilumo uztikrinimo lygiui (SAL) atitikti.

Kiekvienos Vit Kit - Freeze partijos produktai tikrinami

atliekant Siuos bandymus: Tirpalai ir CryoTip Siaudeliai.
Endotoksiny kiekio nustatymas pagal kardauodegio
krabo (Limulus polyphemus) amebocity lizato (LAL)
analizés metoda
Biologinio suderinamumo nustatymas pagal pelés
embriono cheminés analizés (vienos lastelés) metodg
Sterilumo nustatymas pagal $iuo metu patvirtinta,
Jungtiniy Valstijy farmakopéjos sterilumo testa <71>

Visi rezultatai pateikiami pagal atskiry partijy parametrus
parengtuose analizés sertifikatuose, kuriuos galima gauti
uzsakius.

REIKALINGOS, BET PAKUOTEJE

NEPATEIKTOS MEDZIAGOS

+  Irvine Scientific CryoTip® (katalogo Nr. 40709) arba HSV
Siaudelis (katalogo Nr. 0019921)

+ Irvine Scientific jungtis (katalogo Nr. 40736) ar kitas
adapteris

+ Sterilios Petri lékstelés (50 x 9 mm, Falcon 351006 arba
lygiavertés)

+  Kriogeniniai mégintuvéliai (4,5 ml) arba taurés ir krio
geniniai laikikliai

+ Modifikuota HTF — HEPES (katalogo Nr. 90126) kultiros
terpé papildyta baltymu

+  Vienkartinés pirtinés

+ Hamilton GASTIGHT® $virkstas (50 l, katalogo Nr. 80901)
ar kitas aspiracijos jrankis

+  Perkélimo pipetés (vientiso stiklo pipetés arba mikropipeciy,

antgaliai, kuriy vidinis antgalio skersmuo yra ~200 um)

Pincetas

Impulse Heat Sealer (impulsinio uzlydymo aparatas)

SYMS sandariklis HSV $iaudeliui (katalogo Nr. 016296)

Sekundmatis arba laikmatis

Skystojo azoto indas (Diuaro indas arba putplascio

termosas su dangciu, 1-2 | talpos)

+ Skystasis azotas (kiekis, reikalingas pripildyti inda iki 10
cm, arba 4 coliy, gylio)

NAUDOJIMO NURODYMAI
Reikalingi Vit Kit-Freeze uz$aldymo rinkinio komponentai
(kiekvienam atvejui):
+  Equilibration Solution (ES) (pusiausvirinimo
tirpalas):
60 pl pagal oocity vitrifikacijos protokolg
Arba
50 pl pagal embriony vitrifikacijos protokola
+  Vitrifikavimo tirpalas (VS):
50 pl pagal vitrifikacijos protokola
+ 1 CryoTip kriogeninis Siaudelis arba HSV Siaudeliu
(galima saugoti iki 2 méginiy)
+ 1jungtis (daugkartinio naudojimo)

VITRIFIKACIJOS PROTOKOLAS:

PASTABA: Procediiras reikia atlikti kambario

temperatiiroje (20 °C-25 °C). Sildomo

mikroskopo staliuko NEGALIMA naudoti Sioms
procediiroms. PERSPEJIMAS: Pusiausvirinimo

ES ir VS tirpaluose metu reikia kiek jmanoma

sumazinti Sviesos poveikj méginiams.

1. Prie$ , ekvilibracijos skyscio (ES) ir vitrifikacijos skyscio
(VS) naudojama kiekj palaikykite kambario temperatdroje
(20—27 °C). PASTABA: stenkités pakartotinai visy ES
ir VS buteliuky nelaikyti kambario temperatiroje, kai
kiekvienq kartg reikia dalies tirpalo. Geriau pamatuoti ir
paémus reikiama kiek] iSkart padéti buteliuka | 2-8 °C
temperattira, Baltyminiais priedais papildyta Modified
HTF (HEPES) terpé taip pat numatyta naudoti pagal
oocity vitrifikacijos protokola.

2. Skystojo azoto indq pripildykite skystojo azoto (iki 10
cm, arba 4 coliy, gylio arba pakankamai, kad baty
galima visiskai panardinti kriostatiniame laikiklyje itvirtinta
kriostatinj mégintuvélj) ir padékite prie mikroskopo
Kriogenin{ mégintuvél arba taure (neuzdengta) itvirtinkite
{ kriogeninio laikiklio apating apkabéle ir panardinkite
skystajj azota paruoSdami vitrifikuoty méginiy saugojimui.

3. Nustatykite vitrifikuojamy méginiy skaiciy.

4. Kiekvieng sterilig Petri Iekstele (ar dangtelj) ir Cryo
saugojimo jtaisa pazenklinkite reikiama informacija..

5. Prie$ naudodami tirpalus sumaiSykite dukart atsargiai
apversdami kiekvieng ES ir VS buteliuka.

6. Lékstele sutirpaly lasais vitrifikacijos procedrai paruoskite
tokiu badu:

A. OOCITY (Il metafazinés stadijos, MII)
vitrifikacijos protokolas:

PASTABA: Embriony vitrifikacijos protokolg Zr. B skyriuje.

1. Asepti8kai paskirstykite 20 pl kultdros terpés, modifikuotos
HTF — HEPES su baltymu laus ir ES $alia apversto
sterilios petri lékStelés dangtelio, kaip parodyta 1 paveiksle,
ir Iekstele uzdékite ant mikroskopo stalelio:

+ vienas 20 pl ladas modifikuoto HTF (HEPES su
baltymu)

+  trysESladai (ES1, ES2, ES3) po 20 il (i§ viso 60 pl)

2. ISinkubatoriaus iSimkite pasélio lekstele su Il metafazinés
(MIl) stadijos oocitais ir mikroskopu patikrinkite méginiy,
kokybe. Jei yra galimybé, atrinkite tik pacios
geriausios kokybés Il metafazinés (Mil)
stadijos oocita (-us).

PERSPEJIMAS: Pusiausvirinimo H, ES ir VS

laSuose metu reikia kiek jmanoma sumazinti

Sviesos poveikj méginiui (-iams).

3. |traukdami kaip galima mazesnj pasélio Iékstelés
(inkubatoriuje) terpés kiekj, vienai minutei perkelkite oocita,
(ne daugiau kaip 2 vienu kartu) { 20 pl H tirpalo lada.

4. Pipetés galiuku H tirpalo lasa {leiskite | ES1 tirpala (zr. 1
pav., 1 rodyklé) ir leiskite 2 minutes abiems tirpalams
savaime susimaisyti.

5 Po to jlasinkite ES2 la$g (2 rodyklé) | anks¢iau jlasintus
ladus ir palikite 2 minutéms.

6. |traukdami kiek jmanoma mazesnj terpés tirpalo kieki,
oocitg (-us) 6-10 minugciy perkelkite | ES3 lasa.
Pastaba: oocity pusiausvyros bisena
ES3 tirpale pasiekiama, kai skaidriosios
zonos (Zona pellucida) ir tarpo iki plazminés
membranos (angl. perivitelline space) storis
yra vienodas. Oocitas (-ai) nuséda j laso
dugna per 3 minutes.

7. Pusiausvirinimo ES3 tirpale metu:

Likus 2 minutéms iki pusiausvirinimo

pabaigos, aseptinémis salygomis

uzlaSinkite vieng (1) 50 ul VS tirpalo lasa ir
paruoskite uzpildymui CryoTip (3 pav.) arba

HSV Siaudelj (4 pav.):

+  CryoTip: Hamilton 8virkto ar atitinkamo aspiracijos
irankio prijungimas naudojant jungti ar adapteri, kad
bity hermetiska. PASTABA: metaling dangtelio
mova uzdékite ant gerai uzmauto antgalio, kad
apsaugotuméte jj, kol bus pritraukta méginiy.

+  HSV siaudelis: mélyno plastikinio jdéjimo prietaiso
ilgesnio galo prijungimas prie rankenos strypo spalvoto
galo.

8. Tolesnius etapus (9-14) reikia uzbaigti
per 90-110 sekundziy. PERSPEJIMAS:
Saugantis citotoksinio poveikio, batina
apriboti méginiy salytj su VS tirpalu.

Méginiai (-ys) yra linke pliiduriuoti VS tirpale,
todél pareguliuokite mikroskopo Zidinio
nuotolj nuolatiniam geram matomumui
apdorojimo metu palaikyti ir Salia turékite
pasiruose perkélimo pipetés antgalj, kad
garantuotuméte greita perkélima i$ vieno

VS la$o j kita. Ziarékite 5 pav.

9. Pusiausvyrai ES tirpale nusistovéjus, | pipete jtraukite Siek
tiek ES tirpalo ir, paimdami kaip galima mazesn tirpalo
kiekj, 30 sekundéms perkelkite méginj (-ius) i$ ES
lado | pirmojo VS laso.

10. CryoTip pripildykite ir karSciu uzlydykite taip
(2r. 6a paveiksla):

+ Metaling apsaugine mova paslinkdami CryoTip
Siaudeliu atidenkite jo trapy plonajj galiuka.

+ Laikydami CryoTip Siaudelj ir Hamilton $virksta
ir stebédami mikroskopu, atsargiai iki CryoTip 1
padalos jsiurbkite nedidel] V'S tirpalo kiek].

+ Toliau stebédami mikroskopu atsargiai siurbkite
méginj su VS tirpalu iki CryoTip 2 padalos.

+  Dabar tiesiogiai stebédami CryoTip Siaudelj, iki 3
padalos jtraukite daugiau VS tirpalo.

+ Meéginys turi bii tarp 2 padalos ir 3 padalos.

+ CryoTip Siaudelj hermetiskai uzlydykite (1 uzdoris)
ties 1 padala (ar po pat ja) ir vél uzstumkite
apsauging mova uzdengdami ir apsaugodami plong,
trapy galiuka.

+  Atsargiai nuimkite CryoTip nuo aspiracijos irankio ir
adapterio ir po to karSciu uzlydykite uzdorj Nr.2
storajame CryoTip gale vir§ Zymos Nr. 4.

+  Uzdengta CryoTip Siaudeli pamerkite tiesiai j skystaji
azotg (Saldant -12 000 °C/min. greiciu) (Zr. 6b pav.).

HSV uzpildykite ir sandariai uzdarykite taip:

+  Mikropipete atsargiai méginj (-ius) suleiskite |
kapiliarinio strypelio latakg 1 mm nuo galo. Laselis
méginio (-iu) turi bati iki 0,5 pl. Kiekviename
kapiliariniame strypelyje daugiausiai 2 oocitai ar
embrionai.

+  Nedelsiant kapiliarinj strypelj ir manipuliatoriy idékite {
Siaudelj ir stumkite, kol staciakampé manipuliatoriaus
dalis prisilies prie Siaudelio platéjancio galo.

+ Siaudel lengvai suimkite nykciu ir pirstu bei nuimkite

{kisimo prietaisa.

+  Laikydami Siaudelj SYMS sandarikliu uzsandarinkite
atvirajj gala.

+ Laikykite Siaudelj pincetu ten, kur manipuliuojate
strypeliu.

+  Visg Siaudelj greitai vertikaliai panardinkite | skysta
azotg (LN,). Siaudeliu atsargiai pamaisykite skysta.
azotg (LN,) kelias sekundes taip, kad prie jo
nesusidaryty izoliuojancio oro burbuliuky sluoksnio.

. Vitrifikuotg CryoTip ar HSV Siaudelj jdékite | panardinta
skystame azote (LN,) uZpildyta kriomegintuvelj ar taurele
(kriolazdeléje). Uzdenkite kriomégintuvél] (ar taurele) arba
uzdékite kita apversta neuzdengta kriomégintuvelj, kad
i8laikytuméte CryoTip ar HSV Siaudelj skystame azote.

. Skystojo azoto (LN,) inda nusineskite prie LN, kriosaldiklio
ir kriogenin{ laikikl{ su jo turiniu perkelkite | krioSaldiklj
ilgalaikiam saugojimui.

1

N

B. EMBRIONUY (nuo probranduoliy stadijos iki
blastocistos) vitrifikacijos protokolas:

1. Laikydamiesi aseptikos reikalavimy, uzlasinkite vieng 50 pl
ES tirpalo ladg and vidinés Petri lékstelés dangtelio pusés.

2. I§inkubatoriaus i§imkite auginamos embriono (-) kultdros
lekstele ir mikroskopu patikrinkite méginio (i) kokybe. Jei
yra galimybé, vitrifikacijai atrinkite tik pacios
geriausios kokybés embriong (-us).

3. |traukdami kaip galima mazesnj pasélio lékStelés terpés
kiekj, atsargiai perkelkite méginj (ne daugiau kaip du
vienu kartu) ant ES tirpalo lao. Embrionai ES lase
iki pusiausvyros biisenos turi nusistovéti létai, laisvai
nusésdami per 6-10 minuciy,

Pastaba: Méginys susitrauks, o po to
pamazu grj$ j savo pradinio dydzio busena;
tai bus Zenklas, kad pusiausvyra yra
pasiekta.

PERSPEJIMAS: Pusiausvirinimo ES ir VS
laSuose metu reikia kiek jmanoma sumazinti
Sviesos poveikj méginiui (-iams).

4. Siuo pusiausvirinimo ES tirpale metu:

* Paruoskite (1) 50 pL VS tirpalo lasus,
kaip parodyta 7 pav., ir paruoskite

pripildyti CryoTip ar HSV Siaudelj.

Laikykités anksciau pateikty 8-16 etapy
nurodymy (A skyrius, oocity [Il metafazinés
stadijos, MII] vitrifikacijos protokolas),
apibrézianc¢iy meéginiy apdorojima VS tirpalais,
CryoTip Siaudeliy pildyma, panardinima j
skystajj azota (LN,) ir ilgalaikj saugojima.

Dél i§samesniy $iy produkty naudojimo gairiy, kiekviena
laboratorija turi Zidréti savo vidaus darbo tvarkos taisykles ir
metodinius nurodymus, specialiai parengtus ir optimizuotus
pagal atskiros medicininés programos nuostatas.

LAIKYMO SALYGOS IR STABILUMAS:
Neatidarytus buteliukus laikykite Saldytuve nuo 2 °C iki 8
°C temperatroje. Laikant pagal nurodymus, vitrifikacijos
uz8aldymo rinkinio tirpaly savybés iSlieka stabilios iki
tinkamumo termino datos, pazymétos buteliuky etiketése.

Atidarius talpykle, jokios terpés negalima naudoti ilgiau nei
adtuonias (8) savaites.

Produkto sudétyje yraZmogaus kilmés medziagy, todé! laikymo
laikotarpiu jame gali susidaryti Siek tiek kietujy daleliy. Néra
zinoma, kad tokio pobtdZio kietosios dalelés turéty poveikio
produkto funkcinéms savybéms.

ATSARGUMO PRIEMONES IR |SPEJIMAI

Sis prietaisas yra skirtas naudoti darbuotojams, apmokytiems
atlikti proceddras, susijusias su prietaiso taikymu pagal
numatyta paskirt].

Papildomai apsisaugant paruosiamosios procedaros metu,
rekomenduojame i$émus i§ pakuotés kiekvieng Cryotip
atidZiai apzidréti. Prie$ naudojant CryoTip Siaudelius reikia
apziaréti taikant tinkama objekto padidinima (40x stiprumo),
ar nesimato pazeidimy_ (pvz., galiuky 10y ar jskilimy), kurie
galéjo atsirasti gabenimo metu.

Negalima naudoti jokio tirpalo buteliuko, jei skystyje matyti
kietujy daleliy ar jis atrodo drumstas.

Norint i§vengti uzkrétimo, naudojimo metu reikia laikytis
metodiniy aseptikos reikalavimy.

Vitrification Freeze Kit tirpaly sudétyje yra
antibiotiko gentamicino sulfato. Batina imtis
tinkamy atsargumo priemoniy uztikrinant, kad
pacientas néra alergiSkas Siam antibiotikui.

Dabartiniais mokslinés literatiiros Saltiniy
duomenimis, ilgalaikis vitrifikacijos poveikis
embrionams tebéra nezinomas.

*Sio preparato gamybai naudojami zmogaus
kraujo dariniai buvo tirti FDA patvirtintu
(JAV Maisto ir vaisty agentiiros) reaktyvy
komplektu ir buvo nustatyta, kad jie
neraguoja su B hepatito pavirSiniu antigenu
(HBsAg), antikiinais prie§ C hepatitg (HCV)
ir antikinais prie§ Zmogaus imunodeficito
virusg (ZIV). Tagiau jokie tyrimo badai
galutinai neuztikrina, kad Zmogaus kilmés
preparatai yra be uzkrato. Elkités su Zmogaus
kraujo dariniais taip, lyg jie galéty pernesti
infekcija ir laikykités bendry atsargumo
priemoniy. Kraujo donorai taip pat buvo istirti
dél galimo pavojaus uzsikrésti Kruetzfeldto-
Jakobo liga (KJL).

Nenaudokite buteliuko, jeigu sterili pakuoté buvo pazeista.
PERSPEJIMAS: Pagal federalinius (JAV)

istatymus, Sis prietaisas gali biiti parduodamas
tik gydytojy arba jy uzsakymu.



TURK

KULLANIM AMACI

Vit Kit ® - Freeze insan oositlerinin (MIl) ve embriyolarinin
(zigottan blastokiste) vitrifikasyonu ve depolanmasina yonelik
yardimla Greme prosedirlerinde kullanim igindir. Bu kit,
6émeklerin optimal geri kazanimi icin Irvine Scientific CryoTip®
(Katalog No. 40709) veya HSV Payet (Katalog No. 019921)
ve Vitrifikasyon Eritme Kiti (Vit Kit ® - Thaw) ile kullanim igin
tasarlanmigtir.

URUN TANIMI

Dengeleme Soliisyonu-ES, HEPES tamponlu bir Medyum-199
soliisyonudur ve gentamisin siilfat (35 pg/mL), %7.5
(v/v) DMSO ve etilen glikol ve %20 (v/v) Dekstran Serum
Takviyesi igerir.

Vitrifikasyon Soliisyonu-VS, HEPES tamponlu bir Medyum-199
soliisyonudur ve gentamisin siilfat (35 pg/mL), %15 (v/v)
DMSO ve etilen glikol, %20 (v/v) Dekstran Serum Takviyesi
ve 0.5 M siikroz igerir. Bu iki sollisyon, adimli mikro-damla
vitrifikasyon protokoliine gére sirayla kullanimalidir.

KALITE GUVENCESI

Vit Kit-Freeze'deki soliisyonlar membran filtrelidir ve 10-3'lik
sterilite glivence diizeyini karsiladigi dogrulanmis dretim
prosedirlerine gore aseptik olarak islenmistir.

Vit Kit-Freeze partilerinden her biri sunlar icin test edilmistir:

Endotoksin (Limulus Amebosit Lizat Testiile)
Biyouyumluluk (Tek Hiicreli Fare Embriyo Testi ile)
Sterilite (glincel USP Sterilte Testi ile <71>)

Tiim sonuglar, talep Uzerine sunulacak olan parti-spesifik bir
Analiz Sertifikasrnda raporlanmaktadir.

GEREKLI OLAN AMA TEDARIK EDILMEYEN

MATERYALLER

+ Irvine Scientific CryoTip® (Katalog No. 40709) veya HSV
Payet (Katalog No. 0019921)

+  Irvine Scientific Konnectér (Katalog No. 40736) veya bagka
adaptor

+ Steril Petri Tabaklar (50 X 9 mm, Falcon 351006 veya

muadil Girlin)

+  Kriyo tipler (4.5 mL) veya gobletler ve kriyo-gubuklar
(cryocanes)

+  Protein takviyeli Modifiye HTF - HEPES (Katalog #90126)
killttir medyumu

+  Tek kullanimlik eldiven

+ Hamilton GASTIGHT® Siringa (50 L, Katalog #80901)
veya bir bagka aspirasyon araci

+  Transfer pipetleri (cekmeli cam pipetler veya ~200um i¢

ug capl mikropipet uglari)

Cimbiz

Impulse Sicak Mhiir Aract

HSV Payeti icin SYMS Yalitici (Katalog No. 016296)

Kronometre veya timer

Sivi Nitrojen Rezervuari (kapakli, 1-2 L hacimlitermos veya

strafor kap)

+ S Nitrojen (rezervuarda 4 ing derinlik olusturmaya
yetecek miktarda)

KULLANIM YONERGELERI

Vit Kit-Freeze bilesen gereksinimleri (her bir uygulama igin):
+  Dengeleme Soliisyonu-ES:

Oosit Vitrifikasyon Protokolil igin 60 pL

Veya

Embriyo Vitrifikasyon Protokolii icin 50 uL

+  Vitrifikasyon Solisyonu-VS:

Vitrifikasyon Protokolii igin 50 pL

+  1Kriyo Ug veya HSV Payeti (2 6rnek kapasiteli)
+ 1 Konnektér

VITRIFIKASYON PROTOKOLU:

NOT: Prosediirlerin oda sicakhiginda (20-27°

C) uygulanmasi gerekmektedir. Asagidaki

prosediirler icin isitilmis mikroskop tablasi

kullanmayin. DIKKAT: ES ve VS soliisyonlarinda
dengeleme sirasinda 6rnegin igiga maruziyetini
minimize edin.

1. Kullanilacak ES ve VS miktarini oda sicakligina
getirin (20-27°C). NOT: Soliisyonun bir pargasinin
gerektigi her durumda ES ve VS viyallerini
bitiin olarak oda sicakligina getirmekten
sakinin. Kullanilacak miktari alikotiamak ve alikotlamadan
hemen sonra viyalleri 2-8°C'a geri koymak daha iyidir.

Proteinli Modifiye HTF (HEPES) de oosit vitrifikasyon
protokolii igin gereklidir.

2. Swinitrojen rezervuarinisivi nitrojenle doldurun (4ing derinlik
elde edecek veya kriyo tlipii cubuga tamamen batiracak
kadar) ve mikroskoba yakin bir sekilde yerlestirin. Bir kriyo
gubugun alt klampina bir kriyo tiip veya goblet (kapaksiz)
ilistirin ve vitrifiye 6meklerin saklanmasina hazirlik olarak
sivi nitrojene batirin.

3. Vitrifiye edilecek émeklerin sayisini belirleyin.

4. Hersteri petritabag (veya kapadi) ve Kriyo saklama cihazini
gerekii bilgiyle etiketieyin.

5. Kullanim ncesinde igerikleri karistirmak igin her bir ES ve
V'S viyalini iki kez nazikge ters gevirin.

6. Tabag: soliisyon damlaciklariyla vitrifikasyona hazirlayin.

izlenecek prosedir:

A. OOSIT (Ml Vitrifikasyon Protokolii:

NOT: Embriyo vitrifikasyon protokolli igin Boliim B'ye bakin.

1. Aseptik bir sekilde kiilttir medyumundan, proteinli Modifiye
HTF-HEPES'ten ve ES'ten 20 uL'lik damlalar Sekil 1'de
gosterildigi gibi steril petri tabaginin ters gevrilmis kapagi
lizerinde birbirine yakin bir sekilde koyun ve tabagi
mikroskop tablasina yerlestirin:
+ bir tane 20 L Modifiye HTF (proteinli HEPES) damlasi
+ {i¢ tane 20 L (toplam 60 pL) ES (ES1, ES2, ES3)

damlasi

2. Ml oositlerini iceren kiiltiir tabagini inkibat6rden gikarin ve
mikroskop altinda érneklerin kalitesini kontrol
edin. Mimkiin oldugu durumlarda
yalnizca en iyi kalite MIl evresi oosit(ler)
ini segin. DIKKAT: H, ES ve VS damlalarinda
dengeleme sirasinda o6rneklerin
Ig1ga maruziyetini minimize edin.

3. Minimal medyum hacmiyle oositi (bir kerede en fazla 2 tane)
killtir tabagindan (inkiibatorde) alip bir dakikaigin 20 uLlik
bir H damlasina aktarin.

4. H damlasini transfer pipetinin ucunu kullanarak ES1le
birlestirin (Bkz. Sekil 1, ok 1) ve 2 dakika boyunca iki
sollisyonu spontan karismaya birakin.

5. Sonra ES2 damlasini (ok 2) daha dnce birlestirilen
damlalarla birlestirin ve 2 dakika birakin.

6. Oositiloositleri birlestiriimis damladan ES3 damlasina
minimum soliisyon hacmiyle 6-10 dakikahgina aktarin.
Not: Zona pellucida ve perivitellin alaninin
kalinhg esit oldugunda, ES3’teki oositlerin
dengelenmesi tamamlanmistir. Oositler 3
dakika icinde damlanin dibine oturacaktir.

7. ES3igindeki dengelenme siireci iginde:
Dengelenme tamamlanmadan
2 dakika 6nce aseptik olarak (1) 50 pL
VS 2 damlasini koyun ve CryoTip (sekil 3)
veya HSV payeti (sekil 4) kismini yiikleme
igin hazirlayin:

+  Kriyo Ug: Siki yalitim saglamak icin bir konnektor veya
adaptér kullanarak Hamilton siringasina veya uygun
aspirasyon aracina baglayis. NOT: Metal kapak mangonunu
ince gekmeli ucun tizerinde tutarak numuneleri yiiklemeye
hazir oluncaya kadar koruyun.

+  HSV Payet: Maviplastikinsersiyon cihazinin uzun ucunu,
kavrama kolunun renkli ucuna baglayis.

8. Asagidaki adimlar (9-13) 90-110 saniye
arasinda tamamlanmalidir DIKKAT:
Sitotoksisiteyionlemek icin, 6rneklerin
VS’ ye maruziyeti sinirlan malidir. Ornekler
VS’te yiizme egilimindedir, dolayisiyla
1siklama sirasinda siirekli goriintilemeyi
siirdiirmek icin mikroskoptan odag:
ayarlayin ve VS damlalarinin hizh
transferini saglamak igin transfer pipetinin
ucunu yakinda tutun. Bkz. Sekil5.

9. ES'de dengeleme tamamlandiktan sonra bir miktar
ES'yitransfer pipetine gekerek 30 saniye boyunca 6mekleri
minimal hacimle ES damlasindan VS'nin ilk damlasinin
merkezine aktarin.

10. Kriyo Ucu asagidaki gibi(Bkz. Sekil 6a)
yiikleyin ve sicak miihiir basin:

+ ince ucu agiga gikarmak igin metal kapak mangonu Kriyo
Ug boyunca kaydirin.

+ Mikroskop altinda inceleme sirasinda Kriyo Ucu ve
Hamilton siringasini tutarak, VS'nin kiiglik bir hacmini
Kriyo Ug (izerinde dikkatli bir sekilde isaret #1'e aktarin.

+ Mikroskop altinda gézlemlemeye devam edin ve VSli
dmegi Kriyo Ug tizerinde nazikge Isaret #2'ye aktarin.

+ Simdi dogrudan Kriyo Ucu gézlemleyin ve Isaret #3'e
daha fazla VS aktarin.

+ Omek isaret #2 ile Isaret #3 arasinda bulunmalidir.

+ Kriyo Ucuna saret #1 (izerinde (veya hemen altinda)
sicak mihr basin (Miihiir #1) ve ince ucu kapatmak ve
korumak icin kapak mangonunu geri kaydirin.

+ Kriyo Ucu aspirasyon aracindan ve adaptérden dikkatli
bir sekilde gikarn ve Isaret #4'iin (izerinde Kriyo Ucun
kalin ucundan sicak miihir basin (Mihir #2).

+ Kapatilmig Kriyo Ucu dogrudan sivi nitrojene batirin
(~12,000° C/dakika hizla soguma) (Bkz. Sekil 6b).

Asagida belirtilen sekilde HSV payetini yiikleyin

ve yalitin:

+ Bir mikropipet kullanarak 6mekleri dikkatli bir sekilde uca
1 mm mesafede kapiler tiiptin oluguna yigin. Omekleri
iceren damla 0.5 pl'nin altinda olmalidir. her bir kapiler
tiip iin en fazla 2 oosit veya embriyo olmalidir.

+ Kapiler tiipli ve kavramayr hemen payetin igine yerlestirin
ve kavramanin dikdortgen kismi payetin konik ucuna
temas edene kadar itin.

+ Payeti bagparmadinizla isaret parmaginiz arasinda
hafifge sikigtirin ve insersiyon cihazini gikarin.

+ Payeti yerinde tutmaya devam ederken bir YSMS yalitici
kullanarak agik ucu yalitin.

+ Cimbiz kullanarak payeti kavrama gubugu alaninda
tutun.

+ Tiim payeti hizla dikey olarak LN2'ye batirin. Birkag
saniye boyunca payeti LN2 iinde sallayarak payet
etrafinda izole edici bir hava kabarcigi katmaninin
olusmasini dnleyin.

. Vitrifiye Kriyo Ucu veya HSV payeti LN2'ye batiriimis kriyo
tliplin veya gobletin (kriyo qubukta) igine yerlestirin. Vitrifiye
Kriyo Ucu veya HSV payeti sivi nitrojende tutmak igin kriyo
tiipi (veya gobleti) tipalayin veya bir bagka tipasiz kriyo
tiiple birlikte ters ilistirin.

12. LN2 rezervuarini LN2 kriyo dondurucusuna yaklastirin

ve kriyo qubuk igeriklerini uzun vadeli saklama igin kriyo
dondurucuya aktarin.

B. EMBRIYOLAR (PN’den Blastokiste)

Vitrifikasyon Protokolii:

1. Bir adet 50 pLlik ES damlasini ters gevrilmis bir Petri
tabagi kapag iizerine aseptik olarak koyun.

2. Miimkiin oldugu durumlarda vitrifikasyon igin yalnizca en
iyi kalite embriyolari segin.

3. Minimal medyum hacmiyle 6megi (bir kerede en fazla 2
tane) kiiltir tabagindan alip ES damlasinin aktarin.
Embriyolar ES damlasi iginde 6-10 dakika boyunca
serbest diisUs yoluyla dengelenecektir.

Not: Ornek kiigiilecek sonra normal boyuna

geri donecektir. Bu durum dengelenmenin

tamamlandigina igaret eder.

DIKKAT: ES ve VS damlalari iginde dengeleme
sirasinda o6rnegin (veya orneklerin) i1siga
maruziyetini minimize edin.

4. ESigindeki bu dengelenme siiresi sirasinda:
« Sekil 7’de gosterildigi gibi (1) 50 uL damla
VS soliisyonu hazirlayin (Sekil 2) ve Kriyo
Ucu veya HSV Payeti yiikleme igin
hazirlayin.

Yukarida yazildigi sekilde (Boliim A — Oosit
[MII] Vitrifikasyon Protokolii) VS soliisyonlarina
maruziyet, Kriyo Ucu veya HSV Payetin
yiiklenmesi, LN2’ye batirilmasi ve uzun vadeli
saklama igin 8. adimdan 15. adima kadar
prosediirii takip edin.

Bu Uriinlerin kullanimiyla ilgili ek ayrintilar igin, her laboratuar,
kendi medikal programiniz igin 6zel olarak gelistirilmis ve
optimize edilmis olan kendi laboratuar prosediirlerine ve
protokollerine bagvurmalidir.

SAKLAMA TALIMATI VE STABILITE:

Agllmamis flakonlar 2°C - 8°C'de buzdolabinda saklayin.
Talimat verildii sekilde saklandiginda Vitrifikasyon Dondurma
Kiti Soltisyonlari flakon etiketlerinde gdsterilen son kullanma
tarihine kadar stabildir.

Kaplar agildiktan sonra ortamlari sekiz (8) haftadan fazla
kullanmayin.

Uriinde insan kaynakli materyal bulundugundan saklama
sirasinda bazi partikiiller gelisebilir. Bu tiir partik(illerin Griin
performansina bir etkisi oldugu bilinmemektedir.

ONLEMLER VE UYARILAR

Bu cihaz, cihazla ilgili olarak tanimlanan uygulamalari da
kapsayan yardimla Ureme prosedirrlerinde egitimli personel
tarafindan kullanima ydnelik olarak tasarlanmigtir.

Hazirlama prosediirii sirasinda ek bir dnlem olarak, her
bir Kriyo Ucun paketten ¢ikarilirken dikkatle incelenmesini
tavsiye ediyoruz. Kullanim oncesinde Kriyo Uglar tagima
sirasinda meydana gelmis olabilecek olasi hasarlara karsi
(ug kinlmalari veya catlamalari gibi) uygun bir biiylitme (40x)
altinda incelenmelidir. Partikilat madde veya bulaniklik kanitiar
sergileyen herhangi bir sol(isyon viyali kullanmayin.

Kontaminasyon sorunlarindan sakinmak igin aseptik teknikler
kullanin.

Vitrifikasyon Dondurma Kiti Soliisyonlari
antibiyotik Gentamisin Siilfat icerir. Hastanin
bu antibiyotige asiri hassas olmadigindan
emin olunmasi i¢in uygun 6nlemler alinmalidir.
Su anda, arastirma literatiirii, vitrifikasyonun
embriyolar lizerindeki uzunvadeli etkilerinin
hala bilinmedigini gostermektedir.

* Bu Uriiniin iiretiminde kullanilan insan kani
tiirevleri FDA lisansh kitlerle test edilmis ve
icerigin Hepatit B Yiizey Antijeni, Hepatit
C antikorlari ve insan Bagisiklik Eksikligi
Viriisii (HIV) antikorlan agisindan tepkisiz
oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, higbir
test yontemi, insan kaynaklarindan tiiretilen
tirlinlerin non-infeksiy6z oldugu konusunda
tam giivence sunmaz. Tiim insan kani tiirevlerini
enfeksiyon yayma potansiyeline sahipmis gibi,
evrensel onlemler alarak kullanin. Kaynak
madde dondrleri Cruetzfeldt-Jakob Hastahg:
kontroliinden de gegirilmistir.

Steril ambalajlamayla ilgili herhangi bir eksiklik veya sorun
taslyan higbir siseyi kullanmayin.

Dikkat: Federal (ABD) yasalar bu cihazin
bir doktor tarafindan satilmasi veya siparis
edilmesi sinirlamasini getirmektedir.
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